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1 Einleitung 

Die genaue Ätiologie der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED), vor 

allem die ihrer Hauptvertreter Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, ist trotz inten-

siver Forschung noch weitesgehend unbekannt. Es wird jedoch von einem sich auf 

drei Säulen basierenden, multifaktoriellen Model, bestehend aus genetischer Prä-

disposition, Umweltfaktoren und einer Dysregulation des Immunsystems ausge-

gangen. Mit der Einführung genomweiter Kopplungs- und Assoziationsstudien, 

wurde in den letzten Jahren ein besonderes Augenmerk auf genetische Risikofak-

toren gelegt. Im Rahmen dieser Studien konnte inzwischen eine Vielzahl eindeuti-

ger Risikoloci ermittelt werden, welche die Suszeptibilität für CED beeinflussen. 

Auch diese Arbeit wird sich mit einem solchen möglichen Genlocus beschäftigen 

und unter anderem untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen dem von uns 

auserwählten Polymorphismus und der Entstehung oder der phänotypischen Aus-

prägung einer CED vorliegt. Hierbei handelt es sich um den von Sipe et al. be-

schriebenen dinukleotid Polymorphismus pQ63R des Cannabinoid-2-Rezeptors 

(CB2-Rezeptor) (Sipe et al. 2005). Dieser, dem Endocannabinoidsystem (ECS) 

zugehörige Rezeptor wird überwiegend auf Immunzellen exprimiert (Howlett et 

al. 2002) und scheint hier eine immunsuppressive Wirkung zu entfalten (Cabral 

and Dove Pettit 1998). Sipe et al. konnten zeigen, dass nicht nur der immunmodu-

lierende Effekt des Rezeptors durch diesen häufig vorkommenden Polymorphis-

mus negativ beeinträchtigt wird, sondern auch, dass die Allelfrequenz des Poly-

morphismus in Patienten mit autoimmunen Erkrankungen wie Multiple Sklerose, 

rheumatoider Arthritis, Lupus erythematodes und Myasthenia gravis erhöht ist. 

Andere Studien belegten bereits früher einen Einfluss der Cannabinoide und des 

ECS sowohl auf die Darmmotilität als auch auf Entzündung, Sekretion und Sensi-

tivität im Gastrointestinaltrakt (GI-Trakt), so dass die Untersuchung des CB2-

Rezeptor einschließlich seines Polymorphismus in Bezug auf CED als sinnvoll 

erschien (Izzo and Coutts 2005; Massa et al. 2005). Zunächst soll jedoch näher auf 

die CED und das ECS eingegangen werden. 
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1.1 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

1.1.1 Epidemiologie und Geschichte 

Die Geschichte der CED reicht zurück bis ins 17. Jahrhundert. Einzelfallbeschrei-

bungen, Autopsieberichte und Symptomschilderungen aus dieser Zeit lassen nach 

heutigem Kenntnisstand zumindest die Vermutung eines Morbus Crohn oder einer 

Colitis ulcerosa zu. Erst im späten 18. und 19. Jahrhundert gelang eine Abgren-

zung zu anderen infektiösen, hier vor allem tuberkulösen Darmerkrankungen. So 

konnten unter anderem G.B. Morgagni (1761), S. Wilks (1859) und K. Dalziel 

(1913) erste genauere Schilderungen dieser Krankheitsentitäten liefern (Kirsner 

1988; Hoffmann 2009). Schließlich war es dann Dr. Burill B. Crohn vom Mt. Si-

nai Hospital in New York, der 1932 durch seine Beschreibung mehrerer an einer 

nicht-tuberkulösen Ileitis terminalis erkrankter Patienten das Krankheitsbild des 

später nach ihm benannten Morbus Crohn einschließlich seiner klassischen 

Krankheitsmerkmale definierte (Crohn et al. 2000). Die exakte klinische und pa-

thologische Abgrenzung eines den Kolon befallenden Morbus Crohn zur Colitis 

ulcerosa wurde 1960 dargelegt (Lockhart-Mummery and Morson 1960) und An-

fang der 70er Jahre durch die Verbreitung der Endoskopie und den damit verbun-

denen Möglichkeiten der erleichterten bioptischen Untersuchung erweitert. 

Seit den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts spielen die CED eine zunehmende Rolle 

in der Gastroenterologie. Mit zunächst steigenden Inzidenzraten für Nordamerika 

und den Westen Europas, scheinen sich diese seit den 70er Jahren bei Werten von 

3,9 – 7,0 / 10
5
 für Morbus Crohn und 8,7 – 11,8 / 10

5
 für Colitis ulcerosa in Euro-

pa stabilisiert zu haben (Lakatos 2006; Sands 2007). Ein für diese Gegenden zu-

nächst angenommenes signifikantes Nord-Süd-Gefälle konnte durch Kooperation 

der Studienzentren und die Standardisierung der Diagnosekriterien zwar bestätigt, 

jedoch bei steigenden Inzidenzraten in Südeuropa in seinem Ausmaß als gering 

eingeschätzt werden (Shivananda et al. 1996). Galten lange Zeit die CED haupt-

sächlich als Problem der westlichen Industrienationen, ist es in den letzten Jahren 
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zu einem deutlichen Anstieg der Inzidenzen auch in Osteuropa, Südamerika und 

Asien gekommen (Lakatos 2006). Inwiefern die Industrialisierung und die Adap-

tation eines westlichen Lebensstils eine Rolle spielen oder hier die verbesserte 

Diagnostik, standardisierte Studiendesigns und ein geschulteres Bewusstsein ge-

genüber der Erkrankung zum Tragen kommen, bleibt zu klären. 

1.1.2 Ätiologie und Pathogenese 

Wie bereits erwähnt, sind an der weitgehend noch unklaren Pathogenese der CED 

nach heutigem Wissensstand maßgeblich drei wesentliche Faktoren beteiligt. 

Hierzu zählen Umwelteinflüsse, eine Dysregulation des Immunsystems und spezi-

fische genetische Faktoren. Von besonderem Interesse sind diesbezüglich die ge-

netischen Faktoren die einerseits die Reaktion auf Umwelteinflüsse modulieren 

und andererseits eine Dysregulation des Immunsystems bewirken können. 

Epidemiologische Studien legten frühzeitig den Verdacht eines starken Einflusses 

genetischer Faktoren in der Pathogenese der CED nahe. So sind ethnische Unter-

schiede in der Inzidenz zu verzeichnen, welche nicht allein durch geographische 

Unterschiede zu erklären sind (Bonen and Cho 2003). Des Weiteren zeigten Zwil-

lingsstudien erhöhte Konkordanzraten bei monozygoten (35-58% für M. Crohn, 

6-17% für Colitis ulcerosa) im Vergleich zu dizygoten Zwillingen (2-7%) (Tysk et 

al. 1988; Bonen and Cho 2003; Spehlmann et al. 2008). Bereits früh fiel auch eine 

familiäre Häufung der CED auf. Ungefähr 5-10% der Patienten hatten eine positi-

ve Familienanamnese, wodurch dies als wichtigster Risikofaktor eingestuft wer-

den konnte (Kuster et al. 1987; Tysk et al. 1988; Bonen and Cho 2003). Bei be-

troffenen Verwandten ersten Grades geht man hierbei von einem 10-35-fach 

erhöhten Erkrankungsrisiko mit etwas niedrigeren Werten für die Colitis ulcerosa 

aus (Kuster et al. 1987; Orholm et al. 1991; Bonen and Cho 2003). 

All diese Beobachtungen sind jedoch nicht durch einen rein monogenen Men-

del´schen Erbgang zu erklären, so dass man eher von einem komplex multifakto-

riellen, polygenen Zusammenhang ausgehen muss. Auf der Suche nach möglichen 
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Suszeptibilitätsgenen, die sowohl das Erkrankungsrisiko erhöhen als auch die 

phänotypische Ausprägung der Erkrankung mitbestimmen können, stieß man im 

Rahmen genomweiter Kopplungsstudien zunächst auf die in Tabelle 1-1 aufge-

führten mehrfach reproduzierbaren Risikoloci. 

Tabelle 1-1: Risikomarker für CED in Anlehnung an (Göke et al. 2007) 

Locus Chromosom Suszeptibilitätsgen Assoziation Referenz 

IBD1 16q12 NOD2/CARD15 M. Crohn (Hampe et al. 2001; 
Hugot et al. 2001; Ogura 

et al. 2001) 

IBD2 12p13.2-q24.1 unbekannt Colitis ulcerosa (Satsangi et al. 1996; 

Duerr et al. 1998) 

IBD3 6p unbekannt CED (Hampe et al. 1999; 

Dechairo et al. 2001) 

IBD4 14q11/12 unbekannt M. Crohn (Ma et al. 1999; Duerr et 

al. 2000) 

IBD5 5q31-33 SLC22A4/A5 M. Crohn (Rioux et al. 2000; Rioux 

et al. 2001) 

IBD6 19p13 unbekannt CED (Rioux et al. 2000) 

IBD7 1p36 unbekannt CED (Cho et al. 1998; Cho et 

al. 2000) 

IBD8 16p12 unbekannt M. Crohn (Satsangi et al. 1996) 

IBD9 3p26 unbekannt CED (Satsangi et al. 1996) 

 

Metaanalysen dieser genomweiten Assoziationsstudien erweiterten die in Verdacht 

stehenden Suszeptibilitätsloci erheblich, so dass bereits über 30 solcher Risikoge-

ne für den Morbus Crohn angenommen werden (Barrett et al. 2008). Einen Über-

blick der gefundenen Single Nucleotid Polymorphismen (SNPs) verschafft die 

Tabelle 1-2. 
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Tabelle 1-2: Suszeptibilitätsloci für Morbus Crohn in Anlehnung an (Barrett et al. 2008) 

SNP Chromosom Gen 

rs11465804 1p31 IL23R 

rs3828309 2q37 ATG16L1 

rs3197999 3p21 MST1 

rs4613763 5p13 PTGER4 

rs2188962 5q31  

rs11747270 5q33 IRGM 

rs4263839 9q32 TNFSF15 

rs10995271 10q21 ZNF365 

rs11190140 10q24 NKX2-3 

rs2066847 16q12 NOD2 

rs2542151 18p11 P TPN2 

rs2476601 1p13 P TPN22 

rs2274910 1q23 ITLN1 

rs9286879 1q24  

rs11584383 1q32  

rs10045431 5q33 IL12B 

rs6908425 6p22 CDKAL1 

rs7746082 6q21  

rs2301436 6q27 CCR6 

rs1456893 7p12  
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rs1551398 8q24  

rs10758669 9p24 JAK2 

rs17582416 10p11  

rs7927894 11q13 C11orf30 

rs11175593 12q12 LRRK2, MUC19 

rs3764147 13q14  

rs2872507 17q21 ORMDL3 

rs744166 17q21 STAT3 

rs1736135 21q21  

rs762421 21q22 ICOSLG 

 

Die stärkste Reproduzierbarkeit waren hierbei für das der IL23-Signaltransduktion 

zugehörige IL23-Rezeptor-Gen, die Autophagie betreffenden Gene ATG16L1 und 

IRGM sowie das zum angeborenen Immunsystem zugehörige NOD2-Gen gege-

ben, wodurch diesen drei funktionellen Achsen das größte Gewicht in der Patho-

genese des M. Crohn zugesprochen wird (Mathew 2008). Neuere Studien konnten 

zeigen, dass einige dieser Gene wie IL23R, JAK2, STAT3, CDKAL1 und IL12B  

ebenfalls als Suszeptibilitätsgene für die Colitis ulcerosa gelten (Anderson et al. 

2009). Andere wiederum waren spezifisch für Morbus Crohn oder Colitis ulcero-

sa. Die Colitis betreffend seien hier vor allem das sich auf dem Chromosom 1q32 

befindende KIF21B-Gen, das neu entdeckte Suszeptibilitätsgen LYRM4 auf 

Chromosom 6p25 und die Gene HLA-DRB1, HLA-DQA, SLC26A3, ECM1 und 

NFKB1 genannt (Borm et al. 2005; Fisher et al. 2008; Anderson et al. 2009). 

Diese Erkenntnisse verdeutlichen den ätiologisch-pathogenetischen Zusammen-

hang dieser beiden, dennoch als getrennt zu betrachtenden Krankheitsentitäten, 
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deren nur teilweise gemeinsame Suszeptibilitätsgene überwiegend zu einer Dys-

regulation des Immunsystems führen. Ein intaktes mukosales Immunsystem ist 

Voraussetzung für einen intakten GI-Trakt. Hierbei spielen die physiologische 

Darmflora, die mit bis zu 10
12

 Bakterien pro Gramm Stuhl ein beträchtliches An-

tigenrepertoire darstellt, das intestinale Epithel, welches eine Barrierefunktion 

gegenüber diesen luminalen Antigenen ausübt und das Darm-assoziierte lymphati-

sche Gewebe eine wesentliche Rolle. Ein gestörtes Gleichgewicht in der Abwehr 

potentiell pathogener Antigene und der Toleranz gegenüber apathogener Reize 

wie Nahrungsproteine oder Antigene der kommensalen Flora, gilt als pathogene-

tisch wichtiger Faktor in der Entstehung der CED. So führt der Verlust dieser ora-

len Toleranz, die im wesentlichen durch Anergie, Apoptose immunkompetenter 

Zellen und ein antiinflammatorisches Zytokinprofil sichergestellt wird (Braunstein 

et al. 1997; Boirivant et al. 1999), über eine überschießende Immunreaktion zu 

einer dauerhaften Schädigung der intestinalen Mukosa, wie es bei den CED der 

Fall ist (MacDermott 1996). 

Am Anfang dieser Kette steht die Erkennung bestimmter, repetitiver Antigenmus-

ter, den sogenannten Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs), an den 

zugehörigen Pattern Recognition Rezeptoren (PRRs). Als PAMPs dienen hierbei 

meist bakterielle Zellwandbestandteile und bakterielle oder virale Nukleinsäuren. 

Zu der stetig wachsenden Gruppe der teilweise intra-, teilweise extrazellulär lie-

genden PRRs zählt man heute die Toll-like- (TLRs), die RIG-I-like-, die Nod-like- 

und die C-type-lectin-Rezeptoren. Eine Aktivierung dieser Rezeptoren führt über 

unterschiedliche Signaltransduktionswege, die wiederum bestimmte Transkripti-

onsfaktoren, wie NF-κB, aktivieren, oder posttranskriptionell die mRNA-Stabilität 

regulieren (Anderson 2008), zu einer Modulation des Immunsystems mitsamt 

seines Zytokinprofils. Einen Überblick hierüber verschafft nachfolgende Tabelle. 
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Tabelle 1-3: PRRs und PAMPs in Anlehnung an (Kumagai and Akira 2010) 

PRRs PAMPs Aktivierter Signalweg Referenz 

Toll-like-

Rezeptoren 

  (Akira et al. 2006) 

TLR1 – TLR2 

TLR2 – TLR6 

TLR4 

 

TLR3 

 

TLR7 

 

TLR9 

Triacyl-Lipopeptide 

Diacyl-Lipopeptide 

LPS 

 

Doppelstrang-RNA 

 

Einzelstrang-RNA 

 

Nicht-methylierte-DNA 

(CpG-DNA) 

MyD88-abhängig NF-κB 

MyD88-abhängig NF-κB 

MyD88- und TRIF-abhängig   

NF-κB 

TRIF-abhängig NF-κB und IRF3 

(Interferon regulatory factor) 

MyD88-abhängig NF-κB und 

IRFs 

MyD88-abhängig NF-κB und 

IRFs 

 

RIG-I-like-

Rezeptoren 

  (Kawai and Akira 

2006) 

RIG-I 

 

MDA5 

Paramyxoviridae, Doppel-

strang-RNA  

Picornaviridae, Doppel-

strang-RNA 

IPS-1-abhängig NF-κB und IRFs 

 

IPS-1-abhängig NF-κB und IRFs 

(Kato et al. 2008; 

Schlee et al. 2009) 

NOD-like-

Rezeptoren 

  (Akira et al. 2006) 

NOD2 

NALP3 

 

 

 

IPAF 

 

 

 

AIM2 

Muramyl-Dipeptid 

Harnsäure, Silica, Asbest, 

Hemozoin, Zymosan, C. 

albicans, Influenza Virus, L. 

monocytogenes, S. aureus 

Flagellin, Salmonella 

typhimurium, Legionella 

pneumophila, Shigella 

flexneri 

Doppelstrang-DNA 

RIP2-abhängig NF-κB 

Inflammasom 

 

 

 

Inflammasom 

 

 

 

Inflammasom 

(Ogura et al. 2001; 

Martinon et al. 

2009) 
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C-type-lectin-

Rezeptoren 

  (Geijtenbeek and 

Gringhuis 2009) 

Mincle 

 

 

Clec9a/DNGR-1 

SAP130 nuclear protein, 

Malassezia species, 

trehalose dimycolate 

Nekrotische Zellen 

Syk-abhängig 

 

 

Syk-abhängig 

(Yamasaki et al. 

2008; Ishikawa et 

al. 2009; Sancho 

et al. 2009; 

Yamasaki et al. 

2009) 

 

Im Rahmen der CED scheinen vor allem der in Monozyten und Makrophagen 

exprimierte NOD2-Rezeptor (Ogura et al. 2001) und die in Epithel-, mesenchy-

malen und Immunzellen exprimierte TLR-Familie eine entscheidende Rolle zu 

spielen. Die im Vordergrund stehende Aktivierung des NF-κB führt dabei unter 

anderem zu einer Aktivierung des Immunsystems und einer erhöhten Expression 

proinflammatorischer Zytokine. So ist es offensichtlich, dass eine Fehlregulation 

auf dieser Ebene zu einer überschießenden Immunantwort führen kann (Fukata et 

al. 2009). Im Jahre 2001 wurden als erstes Suszeptibilitätsgen für M. Crohn drei 

unterschiedliche Mutationen des NOD2-Rezeptors beschrieben (Hugot et al. 2001; 

Ogura et al. 2001). Bei Stimulation dieser Varianten mit Muramyl-Dipeptid kam 

es zu einer Verringerung der NF-κB Aktivierung und somit auch der Ausschüttung 

proinflammatorischer Zytokine (van Heel et al. 2005). Ebenso war die vom Epi-

thel sezernierte Defensinkonzentration im terminalen Ileum verringert (Wehkamp 

et al. 2008). Gleichzeitig konnte allerdings eine vermehrte Ausschüttung proinf-

lammatorischer Zytokine nach Stimulation mit TLR2-Liganden verzeichnet wer-

den (Netea et al. 2004), was die überschießende Entzündungsreaktion bei Trägern 

dieser Mutation erklären könnte. Obwohl die größere Gruppe der TLRs bereits 

besser erforscht ist, wurden bisher lediglich Polymorphismen im TLR4 mit einem 

erhöhten Risiko für CED in Verbindung gebracht (Franchimont et al. 2004; Torok 

et al. 2004). Jedoch zeigt ein unterschiedliches Expressionsmuster einer Vielzahl 

von TLRs im entzündeten Gewebe ihren pathogenetisch relevanten Stellenwert im 
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Rahmen chronisch entzündlicher Erkrankungen. So ist die Expression des TLR2 

und des TLR4 in Bereichen einer floriden Entzündung hoch reguliert, während die 

des TLR3 erniedrigt ist (Cario and Podolsky 2000; Szebeni et al. 2008). Ferner 

wurde gezeigt, dass es in Mäusen mit einer künstlich induzierten Kolitis oder Ilei-

tis zu einer signifikanten Änderung des von der Darmflora sezernierten PAMP-

Profils kommt (Erridge et al. 2010). 

Antigenpräsentierende-Zellen (APCs) des GI-Traktes sind so permanent einer 

Vielzahl dieser luminalen Antigene ausgesetzt. In Folge dessen kommt es zu einer 

Interaktion der APCs mit naiven CD4-positiven T-Lymphozyten in den 

Peyer’schen Plaques und den mesenterialen Lymphknoten. Abhängig vom präsen-

tierten Antigen und dem umgebenden Zytokinmilieu differenzieren diese dann zu 

Th1-, Th2-, Th17- oder Treg-Lymphozyten, die wiederum ihr jeweils charakteris-

tisches Zytokinprofil ausschütten und somit unterschiedliche Effekte auf das Im-

munsystem auswirken. Physiologischerweise steht hierbei das proinflammatori-

sche Zytokinmuster der Th-Zellen in Balance mit der antiinflammatorischen 

Wirkung der regulierenden Treg-Zellen. 

  

Abbildung 1-1: Die T-Zell Differenzierung und seine Zytokine (Abraham and Cho 2009; 

Brand 2009) 
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In Patienten mit CED jedoch zeigten bereits mehrere Studien ein Ungleichgewicht 

dieses Zytokinmusters zugunsten der proinflammatorischen Seite, die mit einer 

Akkumulation reaktiver T-Lymphozyten im entzündeten Gewebe durch erniedrig-

te Apoptoserate und erhöhte Migration aus der Blutbahn (Van Assche and 

Rutgeerts 2005; Sturm et al. 2008) einher ging. So konnte bei Patienten mit Mor-

bus Crohn eine IL-12 getriggerte Th1-dominierende Immunreaktion mit verstärk-

ter Produktion von TNF-α und IFN-γ sowie bei Patienten mit Colitis ulcerosa eine 

Th2-Dominanz mit erhöhter Synthese von IL-5 und IL-13 nachgewiesen werden 

(MacDonald et al. 1990; Fuss et al. 1996; Pallone and Monteleone 1998; Fuss et 

al. 2004). Eine entscheidende Rolle der neu entdeckten IL-23 induzierten Th17-

Antwort, die sich durch stark proinflammatorische Zytokine und Chemokine aus-

zeichnet, konnte in den letzten Jahren nicht nur für die CED gezeigt werden 

(Leung et al. 2010). Während eine IL-17 Produktion im Darm gesunder Patienten 

nicht nachweisbar ist, sind stark erhöhte Werte bei M. Crohn-Patienten, unabhän-

gig vom Schweregrad, und etwas weniger stark erhöhte Werte bei Colitis ulcero-

sa-Patienten mit moderatem bis schwerem Krankheitsverlauf zu verzeichnen 

(Fujino et al. 2003; Nielsen et al. 2003). Andere Th17-vermittelte Zytokine wie 

IL-22, IL-26 und CCL20 zeigten ebenfalls bei M. Crohn-Patienten eine erhöhte 

Expression (Brand et al. 2006; Seiderer et al. 2008; Dambacher et al. 2009). Dabei 

scheinen die Th17- und Treg-Zellen im Zusammenspiel den wichtigsten Baustein 

in der intestinalen Immunhomeostase zu bilden. Beide Zelllinien benötigen für 

ihre Differenzierung die Anwesenheit von TGF-β. In Abhängigkeit der zusätzlich 

vorhandenen proinflammatorischen Zytokine entstehen bei Anwesenheit von IL-

23 oder IL-6 beispielsweise aus über NOD2- oder TLR2-aktivierten APCs Th17-

Zellen, bei dessen Abwesenheit jedoch Treg-Zellen (van Beelen et al. 2007; 

Gerosa et al. 2008). Letztere wirken mit ihren antiinflammatorischen Zytokinen 

IL-10 und TGF-β einer Entzündung entgegen und sind maßgeblich an der Tole-

ranz gegenüber apathogenen Antigenen als auch Autoantigenen beteiligt 

(Workman et al. 2009). Eine Dysbalance auf dieser Ebene kann logischerweise zu 

einer überschießenden Immunreaktion wie bei den CED führen. Unterstrichen 
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wird dieser enge Zusammenhang durch die hohe Anzahl der entdeckten, entweder 

direkt an der Th17-Differenzierung beteiligten (IL23R, IL12B, STAT3, JAK2, 

CCR6, TNFSF15) oder die Th17-Zellen beeinflussenden (NOD2, TLR4, 

ATG16L1, IRGM, PTGER4, SLC22A4/5) Suszeptibilitätsgene für CED 

(Anderson et al. 2009; Brand 2009). 

Die oben erwähnte, nicht 100%ige Konkordanz für CED bei monozygoten Zwil-

lingen wie auch die steigenden Inzidenzraten mancher geographischer Regionen, 

beweisen jedoch, dass die Genetik allein zur pathogenetischen Erklärung der CED 

nicht ausreicht. Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass in genetisch prä-

disponierten Patienten zusätzlich einwirkende Umweltfaktoren die Dysregulation 

des Immunsystems auslösen. Eine Vielzahl solcher exogener Risikofaktoren wur-

de bereits identifiziert, jedoch scheint die Reproduzierbarkeit in klinisch signifi-

kanten Studien für die meisten schwer zu fallen. Ein Grund hierfür könnte in der 

Bandbreite der möglichen krankheitsauslösenden Mutationen liegen, die jeweils 

unterschiedlich auf exogene Faktoren reagieren. 

Zu den wichtigsten und bisweilen am besten belegtesten Umweltfaktoren zählt die 

individuelle Darmflora, die physiologischerweise - wie oben auch beschrieben - 

mit dem intestinalen Immunsystem reagiert, dieses stimuliert und moduliert 

(Sartor 2008; Round and Mazmanian 2009). So zeigten diverse genetisch verän-

derte Maus-Modelle für CED keinen Krankheitsausbruch nach keimfreier Hygie-

nesanierung (Taurog et al. 1994; Sellon et al. 1998) sowie nach unspezifischer 

Aktivierung von T-Lymphozyten, jedoch schon nach spezifischer Aktivierung mit 

bakteriellen Antigenen (Cong et al. 1998; Iqbal et al. 2002). Weitere Belege für 

dessen Stellenwert demonstrieren der teilweise erfolgreiche Einsatz von Antibio-

tika und der noch kontrovers diskutierte Einsatz von Probiotika in der Therapie 

der CED (Gionchetti et al. 2003; Sartor 2004; Thukral et al. 2005; Rioux and 

Fedorak 2006). Die interindividuell stark unterschiedliche Zusammensetzung der 

kommensalen Flora wird in einem hohen Maß von dem der Mutter bestimmt und 
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durch genetische und exogene Faktoren moduliert (Turnbaugh et al. 2009). Gene-

tische Faktoren betreffen hier unter anderen die intestinalen Epithelzellen, die zum 

Beispiel im Rahmen einer NOD2-Mutation weniger antibakteriell wirksame De-

fensine sezernieren (Wehkamp et al. 2008) oder auf Grund ihrer Oberflächenmo-

leküle eine Kolonisation bestimmter Bakterienarten bevorzugen (Sonnenburg et 

al. 2005; Barnich et al. 2007), aber auch das intestinale Immunsystem. Exogene 

Faktoren beinhalten in diesem Sinne vor allem die Diät, die hygienischen Lebens-

umstände und den Einsatz von Antibiotika. In Patienten mit CED wird von einer 

Dysbiose, also eines gestörten Gleichgewichts zwischen potentiell schädlichen 

und protektiven Bakterien ausgegangen (De Hertogh et al. 2008). Zudem belegen 

mehrere Studien, dass sich die bakterielle Flora im Vergleich zu Gesunden in einer 

Verringerung der physiologischen Kommensalier der Gattung Firmicutes und 

Bacteroides unterscheidet und dass die Zahl der an der Mukosa anhaftenden Bak-

terien in Patienten mit CED erhöht ist (Swidsinski et al. 2002; Frank et al. 2007). 

Ob diese Dysbiose mit Ursache oder nur Ergebnis der intestinalen Entzündung 

darstellt, ist noch unklar. 

Weitere Risikofaktoren sind in einem verringerten, intestinalen Kontakt zu patho-

genen, aber auch apathogenen Organismen in der frühen Kindheit durch verbes-

serte Lebensumstände und den frühen Einsatz von Antibiotika zu sehen, wodurch 

es zu einer inadäquaten Reaktion des Immunsystems auf neue Antigene im späte-

ren Leben kommen kann (Gent et al. 1994; Hildebrand et al. 2008). Ernährungs-

faktoren werden weiterhin kontrovers diskutiert. So scheint ein hoher Konsum an 

ballaststoffreichem Obst und Gemüse protektiv, ein hoher Anteil an raffiniertem 

Zucker und ungesättigten Fettsäuren schädlich zu wirken. Jedoch ist dieser Zu-

sammenhang unklar und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gering (Sakamoto 

et al. 2005). Paradoxer Weise erhöht das Rauchen das Risiko, einen Morbus 

Crohn zu entwickeln, scheint aber eher protektiv in Bezug auf die Colitis ulcerosa 

zu sein (Calkins 1989). Als letzte potentiell krankheitsauslösende Risikofaktoren 

einer CED sind noch die Einnahme von nicht-steroidalen Antiphlogistika, die die 
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Barrierefunktion des Epithels schädigen können und die Einnahme von oralen 

Kontrazeptiva, die sowohl die Mikrozirkulation als auch das Immunsystem beein-

flussen können, zu nennen (Felder et al. 2000; Cutolo et al. 2006; Cornish et al. 

2008). 

Eine Zusammenschau der komplexen Ätiologie bietet nachfolgende Abbildung. 

 

Abbildung 1-2: CED als multifaktorielles Model in Anlehnung an (Kaser et al. 2010) 
Genetische Polymorphismen spezifisch für Morbus Crohn sind magenta, für Colitis ulcerosa blau 

und für beide Erkrankungen schwarz dargestellt. 
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1.1.3 Klinik und Diagnostik 

Bei der Colitis ulcerosa handelt es sich um eine, meist auf die Mukosa und ober-

flächliche Submukosa des Kolons beschränkte Entzündung, die mit Schleimhaut-

ödemen, Ulzerationen, Kryptenabszessen und reduzierter Kryptenanzahl einher 

geht. Beginnend am Rektum erfolgt eine kontinuierliche Ausbreitung, wodurch 

sich aus einer, auf das Rektum und Sigmoid beschränkten Proktitis (40-50% der 

Fälle) eine linksseitige Kolitis (30-40%) und anschließend eine Pankolitis (ca. 

20%) entwickeln kann (Göke et al. 2007). Nur in seltenen Fällen tritt dann im 

Rahmen der sogenannten backwash-Ileitis eine Mitbeteiligung des terminalen 

Ileums in Erscheinung. Durch den entzündlich bedingten Barriereverlust des 

Darmepithels kommt es bei der Colitis ulcerosa vornehmlich zu blutig, schleimi-

gen Durchfällen, oftmals begleitet von krampfartigen Bauchschmerzen. In schwe-

ren Fällen können systemische Symptome wie Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, 

Übelkeit, Fieber und Anämie hinzutreten. Die Erkrankung verläuft in bis zu meh-

rere Monate dauernden Schüben. In Remission kann die Mukosa normal erschei-

nen, jedoch ist bei langjährigem Verlauf mit einem atrophischen, verkürzten und 

verengten Kolon zu rechnen (Fahrradschlauch-Phänomen). Als wichtigste Kom-

plikation ist das toxische Megakolon zu nennen, das bei fulminanter Erkrankung 

auftreten und zu einer Perforation führen kann. 

Im Gegensatz dazu handelt es sich beim Morbus Crohn um eine transmurale Ent-

zündung, gekennzeichnet durch eine Infiltration und Verdickung der gesamten 

Darmwand. Aphtöse teilweise konfluierende Ulzerationen, die zu einem soge-

nannten Pflasterstein-Relief führen können sowie nicht verkäsende Epitheloid-

zellgranulome, Abszesse und Lymphödeme sind die Folge. Charakteristisch ist 

hierbei ein diskontinuierlicher, segmentaler Befall der den gesamten GI-Trakt be-

treffen kann (skip-lesions). Diesbezüglich ist vor allem der Dünndarm (30-40% 

der Fälle), insbesondere die zur Erstbeschreibung führende Ileitis terminalis zu 

erwähnen. In 15 – 25% der Fälle kommt es zum alleinigen Befall des Kolons und 

in 40 – 55% der Fälle zu einer Ileo-Kolitis Crohn (Göke et al. 2007). Die verur-
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sachten Beschwerden sind von der Lokalisation und dem Ausmaß der Erkrankung 

abhängig und beinhalten meist nicht blutige Durchfälle, Bauchschmerzen, Fieber, 

Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit und eine tastbare Resistenz im Abdomen. Auch 

hier verläuft die Erkrankung in rezidivierenden Schüben. Die Liste der klinischen 

Symptome wird durch die der möglichen Komplikationen erheblich erweitert. 

Neben Abszessen, können aus entzündlichen Darmwandverdickungen narbige 

Stenose und aus tiefen Ulzerationen Fistelgänge über Mikroperforationen entste-

hen. Ebenso ist eine entzündlich bedingte Resorptionsstörung, die zu einem mög-

lichen Malabsorptionssyndrom führen kann, zu erwähnen. In diesem Zusammen-

hang entsteht neben dem Mangel an Vitaminen und Spurenelementen auch ein 

Gallensäureverlust, was unter anderem zu einer zusätzlichen chologenen Diarr-

hoe, aber auch infolge eines Vitamin-B12-Mangels zu einer megaloblastären 

Anämie führen kann. 

Extraintestinale Manifestationen wie Arthritiden, Augenbeteiligungen (Iridozykli-

tis, Episkleritis), Hauterscheinungen (Erythema nodosum, Pyoderma gangraeno-

sum) und Perikarditiden finden sich in beiden Hauptformen der CED. Auch gibt 

es eine starke Assoziation zu HLA-B27-positiver ankylosierender Spondylarthritis 

und der primär sklerosierenden Cholangitis. Prinzipiell können alle Organsysteme 

befallen werden. Sind beim Morbus Crohn Symptome wie orale Läsionen, Gal-

lensteine, Pankreatitis, Nephrolithiasis und Amyloidose häufiger zu beobachten, 

scheinen Haut- und Augenbeteiligungen bei beiden gleich oft vorzukommen 

(Rothfuss et al. 2006). Ebenfalls beide Krankheitsbilder betreffend ist das erhöhte, 

karzinomatöse Entartungsrisiko, weshalb jährliche Endoskopiekontrollen empfoh-

len werden (Zisman and Rubin 2008). 

Bestätigt wird der klinische Verdacht auf eine CED mit Hilfe diagnostischer Maß-

nahmen, insbesondere der Endoskopie mit histopathologischer Auswertung ent-

nommener Biopsien. Malignome, Infektionen und andere Erkrankungen müssen 

ausgeschlossen, Komplikationen frühzeitig entdeckt werden. Hierzu bedient man 
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sich unter anderen laborchemischen Untersuchungen und der weiterführenden 

Bildgebung wie Sonographie, Röntgenkontrastdarstellungen, Computer- und 

Kernspintomographie (Dassopoulos 2001). Ist eine eindeutige Diagnose zu stel-

len, kann anhand der Lokalisation beziehungsweise Ausdehnung sowie dem Ver-

halten der Erkrankung und des Alters bei Erstdiagnose eine Einteilung anhand der 

international anerkannten Montreal-Klassifikation erfolgen (Silverberg et al. 

2005). Die in dieser Studie verwendete Einteilung ist an diese Klassifikation ange-

lehnt und in nachfolgender Tabelle aufgeführt. 

Tabelle 1-4: Einteilung der CED in Anlehnung an (Silverberg et al. 2005) 

Morbus Crohn Colitis ulcerosa 

Alter bei Erstdiagnose (A)  

A1 

A2 

A3 

≤ 16 Jahre 

17 – 40 Jahre 

> 40 Jahre 

 

Lokalisation (L) Ausdehnung (Extent; E) 

L1 

L2 
L3 

L4 

 

Terminales Ileum 

Kolon 
Ileokolon 

Oberer GI-Trakt (definiert als proximal 

des terminalen Ileum) 

E1 

E2 

E3 

Ulzerative Proktitis 

Linksseitige Kolitis (bis linke Flexur) 

Pankolitis 

Verhalten (Behavior; B)  

B1 

 

B2 

B3 

Entzündlich, nicht-stenosierend, nicht 

penetrierend 

Stenosierend 

Penetrierend, Fistulierend 

 

 

In diesem Rahmen sei erwähnt, dass ein Befall des oberen GI-Traktes (L4) mit 

den anderen Lokalisationen frei kombinierbar ist (z.B. L2 + L4) und ein penetrie-

render Phänotyp des Morbus Crohn der gleichzeitig Stenosen aufweist ebenfalls 

als B3 klassifiziert wird. 
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1.2 Cannabis in der Medizin 

1.2.1 Allgemeines und Geschichte 

Erste Beschreibungen über die Anwendung von Cannabis als Nutz-, Heil- und 

Rauschmittel gehen zurück auf den chinesischen Kaiser Shen-Nung im Jahre 2737 

v. Chr. (Grinspoon 1999). Von dort aus fand es schnell seine Ausbreitung nach 

Indien, wo seine sedative, anxiolytische und relaxierende Wirkung nicht nur zu 

traditionellen Festen geschätzt wurde. Auch in der klassischen indischen Medizin 

wurde es sowohl beim Alkohol- und Opiumentzug als auch zur Analgesie, Appe-

titanregung, Entzündungshemmung und wegen seiner antibakteriellen sowie anti-

konvulsiven Wirkung und zur Linderung einer Diarrhoe verwendet (Kalant 2001). 

Seither erfolgt die Ausbreitung nahezu weltweit. Den Weg nach Europa fand es 

vermutlich durch die Ägyptische Expedition Napoleons im Jahre 1798 (Bouquet 

1912). Der zunehmende Missbrauch als Droge führte zu Verboten, so auch 1929 

in Deutschland durch das Opiumgesetz, welches Cannabis mit Opium gleichsetzte 

und den freien Erwerb untersagte. Der Anbau, Besitz und die Weitergabe der 

Pflanze oder von Pflanzenteilen wurde schließlich 1971 durch das Betäubungsmit-

telgesetz in Deutschland unter Strafe gestellt. 

Erst in den 30er und 40er Jahren des 20. Jahrhunderts gelang die Isolierung der für 

die psychoaktive Hauptwirkung verantwortlichen Tetrahydrocannabinole (THC) 

(Todd 1940; Adams et al. 1941). Eine genaue Strukturanalyse und die Synthese 

der Hauptkomponenten gelang aufgrund des flüchtigen Charakters vieler Inhalts-

stoffe erst ab den 60er Jahren (Mechoulam and Gaoni 1965; Mechoulam et al. 

1972). Besonders hervorzuheben sind hier die psychoaktiv wirksamen Δ
8
-THC, 

Δ
9
-THC und Cannabinol sowie das weniger psychoaktive Cannabidiol. Strukturell 

handelt es sich hierbei um Terpenphenole. Inzwischen sind mehr als 60 solcher 

natürlichen Cannabinoide sowie diverse weitere Inhaltsstoffe der Hanfpflanze, 

darunter Flavonoide und Terpene, bekannt, jedoch in Ihrer medizinischen Wir-

kung noch wenig untersucht (Mechoulam 1970; Mechoulam 2005). 
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Abbildung 1-3: Strukturformeln wichtiger natürlicher Cannabinoide (Howlett et al. 2002) 

Schwierigkeiten in der Herstellung vergleichbar wirkender Tinkturen, die Entde-

ckung und Weiterentwicklung spezifischer wirkender Medikamente wie Aspirin, 

Opiate, Babiturate und Chloralhydrat sowie nicht zuletzt die rechtliche Situation 

verdrängten Anfang des 20. Jahrhunderts allmählich das Cannabis aus seiner kli-

nischen Anwendung. Eine „Renaissance“ hingegen erlebt die Cannabisforschung 

seit den frühen 90er Jahren, als die Strukturanalyse der Cannabinoide letztendlich 

auch zur Entdeckung spezifischer Cannabinoid-Rezeptoren, gefolgt von endoge-

nen Liganden und damit des Endocannabinoidsystems, führte (Martin et al. 1999). 

Die Herstellung synthetischer Analoga sowie Rezeptor-Agonisten und Antagonis-

ten bereitete sowohl der Forschung als auch der klinischen Anwendung neue 

Möglichkeiten. Heutzutage finden Cannabis bzw. Cannabinoid-Analoga wie Dro-

nabinol und Nabilon vor allem Anwendung in der Behandlung von Übelkeit, Erb-

rechen oder Appetitlosigkeit bei Krebs- und AIDS-Patienten (Gorter 1991; 

Machado Rocha et al. 2008). Ebenfalls erfolgsversprechend scheint ein Einsatz 

zur Analgesie (Hosking and Zajicek 2008), zur Senkung des intraokulären Drucks 

bei Glaukom Patienten (Green 1998) sowie zur Reduktion einer Spastizität, Ataxie 
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und muskulären Schwäche assoziiert mit Multipler Sklerose oder anderweitigen 

Lähmungen zu sein (Rog 2010). Speziell hinsichtlich gastrointestinaler Erkran-

kungen wie Infektionen, akute und chronische Entzündungen oder Reizdarmsyn-

drome möchte man sich die antiinflammatorische, analgetische sowie Motilität 

und Sekretion beeinflussenden Eigenschaften der (Endo-)Cannabinoide zu Nutze 

machen (Izzo and Coutts 2005). Gegenstand intensiver Forschung wird es sein, 

Präparate herzustellen oder aus der Natur zu beziehen, die mit möglichst wenigen, 

vor allem zentralen Nebenwirkungen, die gewünschten Cannabinoid-Wirkungen 

entfalten, und dessen Erfolg zu prüfen. Erste Ansätze sind hier mit nicht-

psychoaktiven Cannabinoiden und mit Hilfe von Präparaten, die die Konzentrati-

on endogener Cannabinoid-Liganden beeinflussen, bereits geschehen. Erfolgrei-

che Beispiele für solche Substanzen sind das Cannabidiol und weitere natürliche 

nicht psychoaktive Cannabinoide (Mechoulam 2005), das synthetische ajulemic 

acid (Burstein et al. 2004) oder das KDS-4103, das als sogenannter FAAH-

Inhibitor ein Schlüsselenzym des Endocannabinoidabbaus blockiert und somit die 

Konzentration dieser erhöht (Piomelli et al. 2006). 

1.2.2 Das Endocannabinoidsystem 

Zwischen der exakten Strukturanalyse des für die psychotrope Hauptwirkung der 

Cannabispflanze verantwortlichen Δ
9
-THC (Mechoulam and Gaoni 1965) und der 

Entdeckung des ersten THC-spezifischen Rezeptors im Gehirn von Ratten, ge-

nannt Cannabinoid-Rezeptor-Type-1 (CB1-Rezeptor), sind mehr als 20 Jahre ver-

gangen (Devane et al. 1988). Bald darauf konnte noch ein zweiter, peripherer 

Cannabinoid-Rezeptor, der CB2-Rezeptor, mit einer erhöhten Expression vor al-

lem auf Zellen des Immunsystems identifiziert werden (Munro et al. 1993). Die 

Klonierung und damit die Analyse der Strukturen dieser Rezeptoren führte zur 

Identifikation spezifischer endogener Liganden, der sogenannten Endocannabi-

noide. Allen voran seien hier die zwei Hauptvertreter, das N-arachidonoyl-

Ethanolamid, genannt Anandamid, und das 2-arachidonoyl-Glycerol (2-AG) er-

wähnt, die hohe Affinitäten zu beiden Cannabinoid-Rezeptoren aufweisen 
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(Devane et al. 1992; Mechoulam et al. 1995; Sugiura et al. 1995). Andere bisher 

weniger genau untersuchte und in ihrer physiologischen Bedeutung noch nicht 

ausreichend geklärte Endocannabinoide sind der N-arachidonoyl-glyceryl-Ether 

(Noladin-Ether) (Hanus et al. 2001), das N-arachidonoyl-Dopamin (NADA) 

(Bisogno et al. 2000; Huang et al. 2002) und das Virodhamin (Porter et al. 2002). 

 

Abbildung 1-4: Strukturformeln der Endocannabinoide (Di Marzo 2009) 

Endocannabinoide liegen ungleich anderen Neurotransmittern nicht gespeichert in 

Vesikeln vor, sondern werden bei Bedarf als Lipid-Mediatoren aus Vorstufen in 

der Zellwand synthetisiert (Piomelli et al. 2000; Di Marzo 2008). Als erster Schritt 

in der Synthese des Anandamids wird N-arachidonoyl-Phosphatidylethanolamin 

(NAPE) aus Arachidonsäure und Phosphatidylethanolamin mit Hilfe einer Calci-

um-abhängigen Acyltransferase gebildet. Die darauf folgende Hydrolyse zu 

Anandamid wird katalysiert von der NAPE-Phospholipase D (NAPE-PLD) (Di 

Marzo et al. 1994; Cadas et al. 1997). Andere Synthesewege müssen jedoch zu-

sätzlich eine Rolle spielen, da NAPE-PLD knockout Mäuse normale Anandamid-

Spiegel aufweisen (Leung et al. 2006). Als Vorstufe für 2-AG dienen 
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Diacylglycerole (DAGs) vornehmlich aus der, durch die Phospholipase C kataly-

sierten Hydrolyse von Phosphatidylinositol, mit Arachidonsäure an zweiter Posi-

tion (Di Marzo et al. 1996; Bisogno et al. 1997). Daraufhin erfolgt die Konversion 

zu 2-AG mit Hilfe der sn1-selektiven DAG-Lipasen-α und -β (Bisogno et al. 

2003). Schlüsselenzyme in der Inaktivierung der Endocannabinoide sind die Fatty 

Acid Amide Hydrolase (FAAH) für Anandamid und 2-AG oder die 

Monoacylglycerol Lipase (MAGL) für 2-AG (Cravatt et al. 1996; Karlsson et al. 

1997; Dinh et al. 2002). Zusätzlich scheinen selektive Transporter, die eine aktive 

Aufnahme in die Zelle bewerkstelligen, eine Rolle zu spielen. Eine Klonierung 

dieser Transporter ist zwar noch nicht gelungen, jedoch konnten mehrere Studien 

Hinweise auf die Existenz eines Anandamid Membran Transporters geben (Di 

Marzo et al. 1994; Beltramo et al. 1997; Maccarrone et al. 1998; Fowler and 

Jacobsson 2002). So wurden Substanzen entwickelt, die die Aufnahme von Anan-

damid, aber nicht seinen enzymatischen Abbau hemmen und so seine intrazellulä-

re Konzentration senken (Ortar et al. 2003; Fegley et al. 2004). Auch für andere 

Endocannabinoide geht man von ähnlichen Transportmechanismen aus. Aller-

dings konnten diese noch nicht durch eindeutige Versuche belegt werden (Huang 

et al. 2001; Fezza et al. 2002; Wilson and Nicoll 2002). 

Beide Cannabinoid-Rezeptoren sind Gi/o-Protein-gekoppelte Rezeptoren aus der 

Rhodopsin Familie, gekennzeichnet durch sieben hydrophobe, helikale Trans-

membrandomänen und jeweils drei intra- und extrazelluläre Schleifen. Durch 

Bindung eines Liganden am Rezeptor kommt es zur Aktivierung und Dissoziation 

der α-Untereinheit des G-Proteins, welches wiederum die Adenylatcyclase inhi-

biert und die Mitogen-aktivierte-Proteinkinase (MAPK) stimuliert und dadurch 

das Signal nach intrazellulär weiterleitet (Howlett 2005). Des Weiteren scheint es 

zu einer erhöhten NO-Freigabe und darauf folgender cGMP Bildung zu kommen 

(Stefano et al. 2003; Sergeeva et al. 2007; Jones et al. 2008). Andere Rezeptor-

spezifische Signale sind die Blockade spannungsabhängiger Calciumkanäle und 

die Stimulation von Kaliumkanälen für CB1-Rezeptoren sowie erhöhte 
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Ceramidkonzentrationen für CB2-Rezeptoren (Twitchell et al. 1997; Gebremedhin 

et al. 1999; Howlett 2005). Neben diesen Rezeptoren scheinen noch weitere nicht-

CB1- nicht-CB2-Rezeptoren von Relevanz im Endocannabinoidsystem zu sein. 

Am Besten etabliert ist hierbei der TRPV1-Rezeptor (transient receptor potential 

vanilloid type 1), ein unselektiver Kationenkanal, der durch schädliche Hitzeein-

wirkung (>42°C), niedrigem pH (<6,0), Capsaicin, aber auch Anandamid und 

NADA, jedoch nicht durch 2-AG, aktiviert wird (Zygmunt et al. 1999; Starowicz 

et al. 2007). Die genaue Pharmakologie ist komplex und vermutlicherweise vom 

Grad der Rezeptordichte abhängig. Bei hohen Rezeptordichten soll Anandamid 

dabei als reiner, bei niedrigeren als partieller Agonist wirken (Ross 2003). Zudem 

führt Anandamid über bisher ungeklärte Mechanismen zu einer Aktivitätsände-

rung dieses Rezeptors. Ferner scheinen die „orphan“ G-Protein-gekoppelten-

Rezeptoren GPR55 und GPR119 eine Rolle zu spielen, müssen in ihrer Bedeutung 

jedoch noch genauer untersucht werden (Godlewski et al. 2009). 

Werden CB1-Rezeptoren hauptsächlich im zentralen und peripheren Nervensys-

tem und CB2-Rezeptoren überwiegend auf Zellen des Immunsystems exprimiert, 

so handelt es sich hierbei jedoch nicht um eine strikte Verteilung. Hatte man zu-

nächst den CB1-Rezeptor überwiegend im Gehirn, vor allem in den Basalgangli-

en, dem Hippocampus, dem Kleinhirn und dem limbischen Kortex nachgewiesen 

(Herkenham et al. 1991; Glass et al. 1997), ist ebenfalls ein Nachweis unter ande-

rem im Hoden (Gerard et al. 1991), auf sympathischen Nervenendigungen (Ishac 

et al. 1996) und in der Leber erfolgt (Osei-Hyiaman et al. 2005). Ebenfalls gelang 

inzwischen der Nachweis von CB2-Rezeptoren sowohl im entzündlich veränder-

ten als auch im nicht-entzündlichen Gehirn (Van Sickle et al. 2005; Ashton and 

Glass 2007; Onaivi et al. 2008). Somit scheinen beide Rezeptoren die vielzähligen  

zentralen als auch peripheren Funktionen, wie neuronale Entwicklung, Entzün-

dung, kardiovaskuläre, respiratorische und reproduktive Funktionen, Hormonaus-

schüttung, Knochenbildung und Energiehaushalt, Zellproliferation, -motilität,  

-adhäsion und -apoptose kontrollieren und modulieren zu können (Guzman et al. 
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2002; Di Marzo et al. 2004; Pertwee 2005; Pacher et al. 2006). Im GI-Trakt wer-

den CB-Rezeptoren überwiegend im enterischen Nervensystem, hier vor allem im 

Meißner- und Auerbach-Plexus sowie im lymphatischen Gewebe der Peyer’schen 

Plaques gefunden (Lynn and Herkenham 1994; Duncan et al. 2005). 

Bezogen auf den GI-Trakt nimmt das Endocannabinoidsystem so Einfluss, indem 

es den Appetit und das Essverhalten steigert (Bellocchio et al. 2008), Übelkeit und 

Erbrechen lindert (Tramer et al. 2001), die gastrale Säureproduktion reduziert 

(Adami et al. 2002), den unteren Ösophagussphinkter tonisiert (Beaumont et al. 

2009) und die Motilität und Peristaltik (Izzo and Camilleri 2008) sowie Entzün-

dung und Sensibilität dämpft (Di Marzo and Izzo 2006; Sanson et al. 2006). 

1.2.3 Der CB2-Rezeptor 

Wie bereits erwähnt, handelt es 

sich beim CB2-Rezeptor um einen 

G–Protein-gekoppelten Rezeptor 

mit sieben Transmembrandomänen 

und jeweils drei intra- und extra-

zellulären Schleifen. Eine drei- 

bzw. zweidimensionale Darstel-

lung dieses Rezeptors zeigen die 

Abbildungen 1-5 und 1-6.  

 

Abbildung 1-5: 3D-Modell des CB2-
Rezeptors. Helices inkl. Transmembran-

domänen sind als violette Zylinder, 

Schleifen als blaue Bänder dargestellt. 

Rezeptorbindungsstelle als amphipathi-

sche Region in der Nähe der Transmemb-

randomänen III, V und VI inkl. Lipophili-

tätsskala zu sehen. (Xie et al. 2003) 
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Bindet ein Ligand am Rezeptor, kommt es zur Dissoziation und Aktivierung des 

Gi/o-Proteins mit darauffolgender Inhibierung der Adenylatcyclase und Aktivie-

rung der Mitogen-assoziierten Proteinkinase (Howlett 2005). Die damit einherge-

henden Funktionen sowie das Expressionsverhalten dieses Rezeptors im gesunden 

und kranken Gewebe zeigt nachfolgende Tabelle. 

Tabelle 1-5: Expression und Funktionen des CB2-Rezeptors nach (Patel et al. 2010) 

 Physiologische 

Expression 

Funktion im Gesunden Funktion während Verlet-

zung/Erkrankung 

Immun-

system 

Alle Leukozyten Immunsuppressiv 

 

T-Zellen: verringert Prolifera-

tion und Zytokinproduktion 

 

B-Zellen: verstärkt Prolifera-

tion und behält unreife Zellen 

im Knochenmark 

Limitiert LPS-induzierte 

Zytokinproduktion 

 

Moduliert Leukozyten Migra-

tion 

GI-

Trakt 

Magen: enterische 

Nervenfasern 

 

Darm: enterische 

Nervenfasern, Epi-

thel 

Inhibiert cholinerge und 

nonadrenerge, noncholinerge 

Transmission 

 

Moduliert Transmitterfreiset-

zung 

 

Dämpft viszerale Sensitivität 

Verringert Motilität nach 

LPS-Gabe 

 

Verhindert Kolitis 

 

Dämpft viszerale Sensitivität 

 

Antiproliferativ in Kolonkar-

zinom Modellen 

Leber keine keine Erhöhte Expression im Kran-
ken 

 

Verhindert Fibrose 

 

Reduziert Entzündung 

Gehirn Neurone und 

Microglia 

Antiemetisch 

 

Aktiviert Neurogenese 

Erhöhte Expression im Kran-

ken 

 

Reduziert Entzündung 
 

Aktiviert Neurogenese 
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Cardio-

vaskulä-

res Sys-

tem 

Myokard, Endothel, 

intimale Makro-

phagen 

Unklar Schützt vor  Ischä-

mie/Reperfusions-Syndrom 

 

Schützt vor Atherosklerose 

 
Hemmt Zytokinproduktion 

und Leukozytenmigration 

 

Reduziert Makrophagen-

Aktivierung 

Lunge Unklar Antitussiv Beugt Bronchokonstriktion 

vor 

  

Des Weiteren soll auf die für die vorliegende Arbeit bedeutenden Funktionen des 

CB2-Rezeptors auf das Immunsystem und den GI-Trakt eingegangen werden. 

Wurde der CB2-Rezeptor durch Munro et al. 1993 ursprünglich auf Makrophagen 

der marginalen Zone der Milz entdeckt (Munro et al. 1993), so ist es naheliegend, 

dass weiterhin Zellen des Immunsystems als Hauptexpressionsort gelten. Durch 

die Verwendung selektiver Agonisten und Antagonisten konnte gezeigt werden, 

dass Leukozyten, allen voran B-Lymphozyten und Natürliche Killerzellen, eine 

zehn- bis hundertfach höhere Expression des CB2- im Vergleich zum CB1-

Rezeptor besitzen und somit die Effekte der Cannabinoide auf das Immunsystem 

hauptsächlich CB2-Rezeptor-gesteuert sind (Galiegue et al. 1995). Hierbei stehen 

die durch die Inhibierung der Adenylatcyclase übermittelten, immunsuppressiven 

Effekte der Cannabinoide im Vordergrund (Kaminski et al. 1994; Herring et al. 

1998). So konnte bewiesen werden, dass eine Aktivierung des CB2-Rezeptors zu 

einer verringerten Proliferationsrate und Expression von IL-12 in T-Lymphozyten 

führt (Condie et al. 1996; Yuan et al. 2002) und ebenfalls die induzierte Zytoki-

nausschüttung in B- und T-Lymphozyten sowie Makrophagen blockiert (Pandey et 

al. 2009). Im Gegensatz dazu steht die durch CB2-Rezeptor-Stimulation nachge-

wiesene, erhöhte CD40-induzierte Proliferationsrate in B-Lymphozyten (Carayon 

et al. 1998). Ebenfalls CB2-Rezeptor-abhängig scheint die Regulation der Zell-

migration von Neutrophilen, Makrophagen, Natürlichen Killerzellen und B-
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Lymphozyten zu sein, wobei in manchen Fällen die Migration inhibiert in anderen 

induziert wird (Kishimoto et al. 2005; McHugh et al. 2008; Miller and Stella 

2008; Pereira et al. 2009). 

Im Gastrointestinaltrakt wurde ursprünglich CB2-Rezeptor-mRNA im Ösophagus, 

Magen und Ileum der Ratte sowie im Ileum des Meerschweinchens beschrieben 

(Griffin et al. 1997; Storr et al. 2002). Der Nachweis einer Expression gelang zu-

nächst jedoch nicht – wie zu erwarten wäre – in der den Hauptanteil der Immun-

zellen tragenden Mukosa, sondern vielmehr in Präparationen der longitudinalen 

Muskulatur mit dem anhängenden Plexus myentericus (Storr et al. 2002). Mit Hil-

fe spezifischer Antikörper konnte dieser Fund auch beim Menschen bestätigt und 

der CB2-Rezeptor auf Neurone des myenterischen und submucosalen Plexus 

nachgewiesen werden (Wright et al. 2008; Marquez et al. 2009). Jedoch ist die 

Expression dieses Rezeptors keinesfalls auf das enterische Nervensystem be-

schränkt, sondern ließ sich ebenfalls auf Zellen des Immunsystems in der Mukosa 

des Menschen nachweisen, wo es zusätzlich zu einer Hochregulation im aktiven 

Stadium chronisch entzündlicher Darmerkrankungen kam (Wright et al. 2005; 

Marquez et al. 2009). Inwiefern bzw. wann das Kolonepithel diesen Rezeptor ex-

primiert, ist noch nicht völlig geklärt. So gelang einer Studie der Nachweis 

(Marquez et al. 2009), der anderen hingegen nicht (Wright et al. 2005). Jedenfalls 

konnte eine Expression im chronisch entzündlichen Epithel (Wright et al. 2005; 

Marquez et al. 2009), in adenomatösen Polypen und in kolorektalen Karzinomen 

(Ligresti et al. 2003) sowie den humanen, von kolorektalen Karzinomen stam-

menden, epithelialen Zelllinien HT-29 nachgewiesen werden (Ihenetu et al. 2003; 

Ligresti et al. 2003). Eine tragende Rolle des CB2-Rezeptors im Rahmen entzünd-

licher Geschehen im GI-Trakt konnte bereits durch mehrere Studien belegt wer-

den. Neben der oben beschriebenen Hochregulation konnte in einer Reihe che-

misch induzierter Kolitiden mit Hilfe selektiver CB2-Rezeptor-Agonisten und 

Antagonisten sowie CB2-Rezeptor-knock-out Mäusen ein eindeutiger CB2-

Rezeptor-spezifischer Benefit im Sinne einer Besserung mikro- und makroskopi-
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scher Entzündungszeichen sowie Symptomenmilderung nachgewiesen werden 

(Kimball et al. 2006; Storr et al. 2009). Ein ähnlicher Effekt konnte für Endocan-

nabinoidabbau-hemmende Substanzen wie den FAAH-Inhibitor URB597 und den 

Endocannabinoid-Membran-Transporter-Inhibitor VDM11 dargelegt werden 

(Storr et al. 2008). Zu erwähnen sei hierbei, dass im Gegensatz zu CB1-Rezeptor-

knock-out Mäusen die CB2-Rezeptor defizienten Mäuse keine massivere Kolitis 

im Vergleich zu den Kontrollen bekamen, was die Vermutung nahe legt, dass der 

CB2-Rezeptor zwar ausreichend, jedoch nicht notwendig ist, um eine Kolitis zu 

verhindern. 

Des Weiteren konnte demonstriert werden, dass CB2- wie auch CB1-Rezeptor-

Agonisten die viszerale Sensitivität im GI-Trakt sowohl im Grundzustand, als 

auch im Rahmen einer Kolitis induzierten Hypersensitivität entscheidend dämpfen 

können (Sanson et al. 2006). Weniger eindeutig scheint die Rolle des CB2-

Rezeptors hinsichtlich der gastrointestinalen Motilität zu sein. Eindeutige Belege 

sind bisher lediglich für den Magen von Mäusen und Ratten sowie für die intesti-

nale Motilität im Rahmen einer LPS-induzierten Hypermotilität gelungen und 

bedürfen noch weiteren Untersuchungen (Storr et al. 2002; Mathison et al. 2004; 

Mule et al. 2007). 

Zahlreiche Polymorphismen des CB2-Rezeptors sind bereits beschrieben worden, 

wobei es sich bei den meisten um synonyme SNP’s ohne Aminosäureausstausch 

handelt. Zwei dieser bekannten Polymorphismen gehen jedoch mit einem Aus-

tausch einer Aminosäure und damit zumindest teilweiser Funktionsbeeinträchti-

gung einher. Für die Polymorphismen pQ63R und pH316Y konnte gezeigt wer-

den, dass zwar die Ligandenbindung intakt, jedoch die Signaltransduktion in ihrer 

Effizienz beeinträchtigt ist (Carrasquer et al. 2010). Diese Ergebnisse sind im 

Einklang mit dem von Sipe et al. 2005 nachgewiesenen geringeren immunsupp-

ressiven Effekt der pQ63R-Variante des CB2-Rezeptors und der damit verbunde-

nen Suszeptibilität für autoimmune Erkrankungen wie Multiple Sklerose, rheuma-
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toider Arthritis, Lupus erythematodes und Myasthenia gravis. Ebenfalls scheint es 

eine Korrelation zwischen dem pQ63R Polymorphismus und einer primär biliären 

Zirrhose zu geben (Floreani et al. 2010). 

 

Abbildung 1-6: Der CB2-Rezeptor mitsamt seiner Polymorphismen (Carrasquer et al. 2010). 

Der Polymorphismus pQ63R befindet sich in der ersten intrazellulären Schleife. Es wird Glutamin 
(Q) mit Arginin (R) substituiert. Der Polymorphismus pH316Y befindet sich am C-terminalen 

Schwanz. Es wird Histidin (H) mit Tyrosin (Y) substituiert. 
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1.3 Fragestellung der Arbeit 

Sowohl diese eindeutigen Belege für den Zusammenhang des Endocannabinoid-

systems, insbesondere des CB2-Rezeptors mit entzündlichen Geschehen und Hy-

persensitivität im GI-Trakt als auch der Bezug des pQ63R Polymorphismus des 

CB2-Rezeptors zu autoimmunen Erkrankungen gaben Anlass folgende Punkte zu 

untersuchen. 

 

1. Den Einfluss des CB2-Rezeptor-Polymorphismus pQ63R auf die Anfällig-

keit und phänotypische Ausprägung einer CED 

2. Den Zusammenhang zwischen der CB2-Rezeptor-Genexpression und einer 

intestinalen Entzündungsreaktion in Zellkulturen und endoskopisch ge-

wonnenen Biopsien. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Patienten- und Kontrollgruppe 

Im Rahmen dieser Studie wurden 966 Personen eingeschlossen, von denen 426 an 

Morbus Crohn und 162 an Colitis ulcerosa erkrankt sind. Dem gegenüber wurde 

ein Kontrollkollektiv aus 378 gesunden nicht-verwandten Probanden kaukasi-

schen Ursprungs gestellt. Alle an dieser Studie teilnehmenden Personen haben 

nach ausführlicher Aufklärung schriftlich der wissenschaftlichen Auswertung ihrer 

Krankenakten und der molekularbiologischen Untersuchung ihres Blutes zuge-

stimmt. Die demographischen Daten der Studienpopulation werden in Tabelle 2-1 

dargestellt. Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Medizinischen 

Fakultät der Universität München genehmigt. 

Die an Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa erkrankten Patienten entstammen aus-

nahmslos der Ambulanz für chronisch entzündliche Darmerkrankungen der Medi-

zinischen Klinik und Poliklinik II des Universitätskrankenhauses München Groß-

hadern. Die Diagnosen wurden nach anerkannten klinischen Richtlinien anhand 

endoskopischen, radiologischen und histopathologischen Kriterien gestellt 

(Dassopoulos 2001). Unklare Fälle einer Colitis indeterminata wurden von der 

Studie ausgeschlossen. Demographische und klinische Daten entstammen einer 

groß angelegten Datenbank der CED-Ambulanz des Klinikums Großhadern, des-

sen Daten retrospektiv aus Patientenakten und Fragebögen durch mehrere unab-

hängige Untersucher bezogen wurden. Der Schweregrad, die Lokalisation, das 

Verhalten und das Alter bei Erstdiagnose der Erkrankungen wurden entsprechend 

der Vienna Klassifikation mit Anlehnung an die neue Montreal Klassifikation be-

stimmt beziehungsweise anhand dessen eingeteilt (Gasche et al. 2000; Silverberg 

et al. 2005). Abgesehen davon wurde insbesondere auf die im Rahmen der Er-

krankung eingenommenen Medikamente, hier vor allem eventuelle Immunsupp-

ressiva, die Familienanamnese, das Auftreten von Komplikationen oder extrain-
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testinalen Manifestationen und operative Eingriffe, die im Zusammenhang mit der 

Erkrankung standen, Wert gelegt. 

Die aus gesunden nicht-verwandten Probanden bestehende Kontrollgruppe 

stammt aus einer zu Forschungszwecken gebildeten DNA-Bank des Instituts für 

Klinische Chemie der Universität München. Hieraus konnte mit freundlicher Ge-

nehmigung des Instituts randomisiert eine Kontrollgruppe erstellt werden. 

Tabelle 2-1: Studienpopulation 

 Morbus Crohn 
(n = 426) 

Colitis ulcerosa 
(n = 162) 

Kontrollen 
(n = 378) 

Geschlecht (n)    

männlich 

weiblich 

210 (49,3%) 

216 (50,7%) 

80 (49,4%) 

82 (50,6%) 

190 (50,3%) 

188 (49,7%) 

Alter (Jahre)    

Mean ± SD 

Range 

39,7 ± 12,9 

10 - 75 

43,0 ± 14,5 

19 - 85 

49,9 ± 19,3 

2 - 89 

Body mass index (kg/m2)   

Mean ± SD 

Range 

23,1 ± 4,2 

13 - 40 

24,0 ± 4,2 

16 - 41 

 

Alter bei Erstdiagnose (Jahre)    

Mean ± SD 

Range 

27,7 ± 13,9 

13 - 40 

31,9 ± 14,9 

16 - 41 

 

Krankheitsdauer (Jahre)    

Mean ± SD 

Range 

12,0 ± 8,7 

0 - 44 

11,0 ± 7,5 

1 - 40 

 

Positive Familienanamnese (n) 50 (11,7%) 21 (13,0 %) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Isolierung der DNA 

Mit Hilfe des QIAamp DNA Mini Kits der Firma QIAGEN (Hilden und Roche 

Applied Science, Mannheim, Deutschland) und dem dazugehörigen Blood and 

Body Fluid Protocol (siehe Tabelle 2-2) wurde aus jeweils 200 µl venösem Voll-

blut der an dieser Studie teilnehmenden Probanden die genomische DNA aus pe-

ripheren Blutleukozyten isoliert. Hierzu wurde nach Zelllyse durch 20 µl der Pro-

teinkinase K und Fällung der DNA durch Zugabe von 200 µl Ethanol das Lysat in 

die QIAamp Spin Column, ein Plastikröhrchen mit unten trichterförmiger Öff-

nung, welches durch ein Silikatkissen bedeckt ist, gegeben. Die Spin Column 

kann in ein 2 ml Sammelröhrchen gesteckt und so die abzentrifugierte Flüssigkeit 

aufgefangen werden. Die gefällte DNA wird beim zentrifugieren an die Membran 

aus Silikat-Gel gebunden. Durch Zugabe zweier Puffer (AW1 und AW2) kann 

nach erneuter späterer Abzentrifugation die Reinheit der DNA erhöht werden. In 

einem letzten Elutionsschritt wird durch Zugabe von 200 µl des AE Puffers die 

DNA vom Silikatkissen gelöst und nach Zentrifugation in ein 1,5 ml großes Ep-

pendorf Gefäß aufgefangen. Somit erhält man ungefähr 6 µg gereinigte, in 200 µl 

Puffer gelöste DNA, dessen Fragmente bis zu 50 kb lang sind. Diese wird bei 4°C 

aufbewahrt. 
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Tabelle 2-2: Blood and Body Fluid Spin Protocol 
In Anlehnung an das QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook (Quiagen 2010) 

Arbeitsschritte zur Isolierung von DNA aus venösem Vollblut 

1.  20 µl Proteinkinase K in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß geben 

2.  200 µl Vollblut zugeben 

3.  200 µl Puffer AL zugeben und für 15 s pulsierend vortexen 

4.  Bei 56°C für 10 min inkubieren und danach kurz zentrifugieren 

5.  200 µl Ethanol (96 – 100 %) zugeben 

 15 s pulsierend vortexen und kurz zentrifugieren 

6.  Mischung in die, in ein 2 ml Sammelgefäß gesteckte, QIAamp Mini Spin Column geben 

 1 min bei 6000 g (8000 rpm) zentrifugieren 
 Spin Column in ein neues 2 ml Sammelgefäß stecken 

 Altes Sammelgefäß verwerfen  

7. 500 µl Puffer AW1 in Spin Column geben 

 1 min bei 6000 g (8000 rpm) zentrifugieren 
 Spin Column in ein neues 2 ml Sammelgefäß stecken 

 Altes Sammelgefäß verwerfen 

8. 500 µl Puffer AW2 in Spin Column geben 

 1 min bei 6000g (8000 rpm) zentrifugieren 

 Spin Column in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß stecken 

 Altes Sammelgefäß verwerfen 

9. 200 µl Puffer AE zugeben 
 Bei Raumtemperatur (15 – 25°C) für 1 min inkubieren 

 1 min bei 6000g (8000 rpm) zentrifugieren 

Im 1,5 ml Reaktionsgefäß befinden sich jetzt, bei angenommenen 5 x 106 Leukozyten/ml Vollblut, ungefähr 

6 µg DNA in 200 µl Puffer gelöst (30 ng/µl). 

 

2.2.2 DNA Amplifikation mittels PCR 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde 1985 von Kary Mullis erfunden 

(Mullis et al. 1986) und erlaubt, unter Zuhilfenahme einer thermostabilen DNA-

Polymerase – in den meisten Fällen die aus dem thermophilen Bakterium 
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Thermus aquaticus gewonnene, sogenannte Taq-Polymerase – und dem Einsatz 

passender komplementärer Oligonukleotide (Primer), die Amplifikation spezifi-

scher kurzer DNA-Abschnitte. Hierzu wird das Reaktionsgemisch, bestehend aus 

der DNA-Lösung, den Primern, der thermostabilen Polymerase, einer Mischung 

aus Desoxy-Nukleotiden (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) sowie einer Pufferlösung 

und Wasser, in einen sogenannten Thermocycler gebracht, in dem es in mehreren 

Zyklen mit jeweils drei Schritten unterschiedlichen Temperaturen ausgesetzt wird. 

Zunächst erfolgt die Denaturierung der doppelsträngigen DNA bei Temperaturen 

zwischen 94 und 96°C. Daraufhin kommt es in der Annealing-Phase bei einer 

Temperatur von meist 55–65°C zur spezifischen Anlagerung der Primer an die 

jetzt einzelsträngige DNA. Im letzten Schritt, die Elongation, füllt die DNA-

Polymerase vom 3‘-Ende des angelagerten Primers ausgehend, bei einer Tempera-

tur von 68-72°C die fehlenden Stränge mit freien Nukleotiden auf. Diese Vorgän-

ge werden nun in 12-50 Zyklen wiederholt, wodurch es zu einer exponentiellen 

Vervielfältigung des gewünschten DNA-Abschnitts kommt. Vor dem ersten Zyk-

lus kann es von Nöten sein, eine längere Erhitzungsphase zu durchlaufen, um si-

cherzustellen, dass sich sowohl die Ausgangs-DNA als auch die Primer vollstän-

dig voneinander getrennt haben. Auch benötigen sogenannte Hot-Start-

Polymerasen diese Phase der Initialisierung, um aktiviert zu werden. 

Die Tabellen 2-3 bis 2-5 zeigen das von uns verwendete PCR-Reaktionsgemisch, 

die verwendeten Primer und die Einstellung des Thermocyclers. Die zu erwarten-

de Größe des PCR-Produkts betrug hiermit 259 bp. 

Tabelle 2-3: Für die PCR Verwendete Primer 

Primer Sequenz 

Forward Primer 5‘-GCTGGGTGACAGAGATAGCC-3‘ 

Reverse Primer 5‘-CTGCATGCAAAGACCACACT-3‘ 
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Tabelle 2-4: PCR-Ansatz 

Volumen pro 

Reaktion 

Substanz 

29,75 µl 

5 µl 

3 µl 
5 µl 

2 µl 

0,25 µl 

5 µl 

H2O 

PCR-Puffer 

MgCl2 
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

Primer-Mix (bestehend aus 5µl forward, 5µl reverse Primer und 40µl H2O) 

Thermostart Taq-Polymerase 

DNA-Lösung 

50 µl Gesamtvolumen 

 

Tabelle 2-5: Einstellungen am Thermocycler 

Initialisierung 15 min 95°C 

Amplifikation 40 Zyklen à: 

30 sec 94°C (Denaturierung) 
30 sec 60°C (Annealing) 

30 sec 72°C (Elongation) 

Letzte Elongation 5 min 72°C 

 

2.2.3 Verdau des PCR-Produkts 

Um eine Genotypisierung in Bezug auf den von uns untersuchten Polymorphis-

mus an der Stelle 188-189 des CB2-Rezeptor-Gens durchzuführen, kam es zum 

Einsatz von bakteriellen Restriktionsendonukleasen. Diese Enzyme sind in der 

Lage, bestimmte Basenfolgen in der DNA zu erkennen und diese dort spezifisch 

zu spalten. In unserem Fall wurde das aus einer Gattung des Bacillus 

stearothermophilus gewonnene Restriktionsenzym BsrFI verwendet, dessen ge-

naue Schnittstelle in Tabelle 2-6 dargestellt ist und im Bereich des Polymorphis-

mus an besagter Position 188-189 des CB2-Rezeptor-Gens liegt.  
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Tabelle 2-6: Schnittstelle der Restriktionsendonuklease BsrFI 

5‘…R▼CCGGY…3‘ 

3‘…YGGCC▲R…5‘ 

R = A oder G; Y = C oder T 

 

Somit erhielten wir – je nach Genotyp – ein nicht geschnittenes PCR-Produkt mit 

einer Länge von 259 bp für den Wildtyp 

AA/AA, ein in zwei Fragmente, von 175 und 

84 bp Länge, zerteiltes PCR-Produkt für den 

homozygoten Mutationsträger GG/GG und 

dementsprechend drei Fragmente im verdauten 

PCR-Produkt der heterozygoten Mutationsträ-

ger AA/GG (259, 175 und 84 bp). Die gel-

elektrophoretische Darstellung dieser drei 

Möglichkeiten zeigt die Abbildung 2-1. 

Abbildung 2-1: Darstellung der möglichen Genotypen 

Der Verdau erfolgte im Wärmeschrank bei 37°C für mindestens 12 Stunden (über 

Nacht) nach Herstellung des unter Tabelle 2-7 aufgeführten Reaktionsgemisches. 

Tabelle 2-7: Reaktionsgemisch zum Verdau des PCR-Produkts 

Volumen pro 

Reaktion 

Substanz Zusammensetzung 

12,9 µl 

2 µl 
 

0,1 µl 

5 µl 

H2O 

NEB-Puffer für BsrFI 
 

BsrFI 

PCR-Produkt 

 

(50mM NaCl, 100mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 0,025% 
Triton X-100) 

 

20 µl Gesamtvolumen 
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2.2.4 Bestimmung des Genotyps mittels Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese ist eine analytische, molekularbiologische Methode, bei 

der es unter Einfluss eines elektrischen Feldes zur Wanderung und somit zur 

Trennung verschiedener Moleküle durch ein Gel kommt. Das Gel wirkt hierbei als 

Sieb, durch das – je nach Größe und Ladung – die Moleküle unterschiedlich 

schnell durch wandern. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnten die beim Verdau des 

PCR-Produkts entstandenen Restriktionsfragmente anhand ihrer Größe aufge-

trennt und somit analysiert werden. Hierfür wurde ein 2%iges Agarosegel, beste-

hend aus Agarose und Marathonpuffer, verwendet. Nach Erhitzen dieser Lösung 

in der Mikrowelle wurde das nun flüssige Gel in eine dafür vorgesehen Form ge-

gossen und mit einem Kamm zum Offenhalten der Taschen versehen. Nach Erhär-

ten des Gels konnte der Kamm entfernt werden und die nun verbliebenen Taschen 

mit 12 µl der verdauten Proben vermengt mit 2 µl eines Ladepuffers, der neben 

15% Ficoll noch jeweils 0,25% Bromphenolblau und Xylencyanol als Farbstoff 

enthielt, beladen werden. In die erste Tasche des Gels wurde ein 100-bp-DNA-

Ladder gebracht. Dieser stellt ein Gemisch aus DNA-Fragmenten definierter Grö-

ße dar, das als Standardskalierung zur Größenbestimmung der aufgetrennten 

Fragmente benutzt werden kann. Das so bestückte Gel wurde, getaucht in einem 

Marathonpuffer-Bad, zunächst für 30 Minuten einer Stromstärke von etwa 40 – 

100 mA ausgesetzt. Nach anschließender zehnminütiger Färbung mit 

Ethidiumbromid, wodurch eine Fluoreszenz der DNA unter ultraviolettem Licht 

erzeugt wurde, erfolgte eine erneute Laufzeit von ca. 30 Minuten in der 

Elektrophoresekammer. Im letzten Schritt konnte so unter einem, mit einer Kame-

ra bestückten UV-Transluminator (λ = 302 nm) ein Foto des gefärbten Gels ange-

fertigt und anhand des aufgetrennten Bandenmusters der Genotyp bestimmt wer-

den (siehe Abbildung 2-1). 
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2.2.5 Vorbereitung der humanen intestinalen Zelllinie HT-29 

Die intestinale Zelllinie HT-29 wurde 1964 von J. Fogh aus dem Kolonadenokar-

zinom einer 44-jährigen Frau kaukasischen Ursprungs etabliert und für unsere 

Versuche von der American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) bezo-

gen. Die Kultivierung fand in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) bei 

37°C und einer atmosphärischen CO2 Konzentration von 5% in einem befeuchte-

ten Inkubator statt. Zusätzlich wurde 10% hitzeaktiviertes fetales Kälberserum 

und 1% Penicillin und Streptomycin zugegeben. Ein Mediumwechsel fand alle 

zwei bis drei Tage statt. Nachdem eine Konfluenz von 70% erreicht worden war, 

konnten die Zellen, für die von uns durchgeführten Experimente verwendet wer-

den. 

Um einen eventuellen regulativen Einfluss proinflammatorischer Chemokine und 

Endotoxine auf die Genexpression des CB2-Rezeptors nachzuweisen, wurden 

Subpopulationen dieser Zellkultur jeweils mit rekombinantem TNF-α (50 ng/ml), 

IFN-γ (1000 U/ml), IL-1β (10 ng/ml) oder aus Escherichia coli gewonnenem Li-

popolysaccharid (LPS; 1 µg/ml) stimuliert. Das LPS wurde zuvor in gereinigtem 

und endotoxinfreiem Wasser in einem Ultraschallbad aufgelöst und anschließend 

auf die gewünschte Konzentration verdünnt. 

Nach zeitlich vorgegebenen Intervallen (1, 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden nach Stimu-

lation) wurden jeweils zwei Proben aus dem Zellverband gelöst und nach Herstel-

lung einer gereinigten cDNA der quantitativen Real Time PCR (RT-PCR) zuge-

führt (siehe Kapitel 2.2.7 und 2.2.8). Um einen Ausgangswert zu erhalten, wurden 

ebenfalls Zellen vor der Stimulation entnommen und einem solchen Schritt unter-

zogen. Somit konnte der Einfluss dieser proinflammatorischen Reize auf die CB2-

Rezeptor-Expression in seinem zeitlichen Verlauf dargestellt werden. 
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2.2.6 Gewinnung und Bearbeitung der Darmbiopsien 

Die aus dem Kolon und terminalen Ileum entnommenen Biopsien stammten alle-

samt von an Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa leidenden Patienten der Ambu-

lanz für chronische entzündliche Darmerkrankungen der Universitätsklinik Mün-

chen Großhadern. Die Entnahme erfolgte nach ausführlicher Aufklärung 

bezüglich der molekulargenetischen Untersuchung und dessen Einwilligung durch 

die Patienten im Rahmen einer Endoskopie. Dabei wurden sowohl von entzünd-

lich veränderten als auch von makroskopisch intakten Darmabschnitten Biopsien 

entnommen. Diese wurden in weiteren Schritten (siehe Kapitel 2.2.7 und 2.2.8) 

sowohl auf ihre Interleukin-8- (IL-8) als auch auf ihre CB2-Rezeptor-

Genexpression hin untersucht. Die IL-8-Expression, welches in entzündlichen 

Geweben nachweislich erhöht ist (Nielsen et al. 1997; Rogler and Andus 1998), 

diente hierbei zum einen als Beweis für eine inflammatorische Aktivität zum an-

deren als Bezugswert für die CB2-Rezeptor-Expression. Dieses chemotaktische 

und proinflammatorische Zytokin, das unter anderem von Endothelzellen, Mono-

zyten, Epithelzellen und Fibroblasten ausgeschüttet wird, führt vor allem zur 

Chemotaxis, Stimulation und Aktivierung neutrophiler Granulozyten (Baggiolini 

and Clark-Lewis 1992). 

Somit war eine Aussage darüber möglich, ob in einem entzündlich veränderten 

Gewebe, in dem eine im Vergleich zu intaktem Gewebe erhöhte IL-8-Expression 

zu verzeichnen ist, es ebenfalls zu einer Erhöhung der CB2-Rezeptor-Expression 

kommt. 
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2.2.7 Herstellung der zur RT-PCR benötigten cDNA 

Um eine quantitative Aussage einer bestimmten Genexpression zu treffen, musste 

zunächst die RNA der zu untersuchenden Zellen bzw. des zu untersuchenden Ge-

webes isoliert werden. In einem nächsten Schritt wurde diese in komplementäre 

DNA (cDNA) zurückgeführt und anschließend per quantitativer Real Time PCR 

(RT-PCR) analysiert (siehe Kapitel 2.2.8). 

Die Isolation der RNA geschah mit Hilfe des TRIzol Reagenz der Firma 

Invitrogen. Hierbei wurden die Proben zunächst mit dieser Guanidium-

Isothiocyanat und Phenol enthaltenen Lösung zusammengebracht und anschlie-

ßend im Ultraschallbad (Biopsien) oder durch auf- und abpipettieren (Zellkultu-

ren) lysiert. Nach Zugabe von Chloroform mit anschließender Durchmischung 

und Zentrifugation, konnte die in einer oberen wässrigen Phase sich befindende 

RNA abpipettiert werden. Durch Zugabe von Isopropylalkohol und später Ethanol 

kam es zur Ausfällung und Reinigung der RNA, die nach jeweiliger Zentrifugati-

on und Abkippung des Überstands im letzten Schritt erneut in die nun endgültige 

Lösung gebracht werden konnte. Die Vorgehensweise richtete sich nach den An-

gaben des Herstellers (Invitrogen 2007). 

Anschließend wurde die Konzentration der so gewonnenen RNA-Lösung anhand 

ihrer photometrischen Absorption bei einer Wellenlänge von λ = 260 nm bestimmt 

und daraufhin 1 µg RNA für die Umschreibung in die benötigte cDNA entnom-

men. Diese erfolgte mit Hilfe der Omnisscript reversen Transkriptase der Firma 

Qiagen. Zunächst wurde ein, mit RNase freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen 

von 20 µl aufgefülltes, in Tabelle 2-8 dargestelltes Reaktionsgemisch bestehend 

aus dem Puffer RT, einem dNTP Gemisch, einem Oligo-dT-Primers (bindet an den 

Poly-A-Schwanz der mRNA), einem RNase Inhibitor, der Omniscript Reversen 

Transkriptase und 1 µg RNA hergestellt. 
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Tabelle 2-8: Reaktionsgemisch der Omniscript Reversen Transkriptase 

Volumen pro Reaktion Substanz 

2µl 
2µl 

2µl 

1µl 
1µl 

variabel 

variabel (konzentrationsabhängig) 

Puffer RT 
dNTP Gemisch (5mM) 

Oligo-dT-Primer (10µM) 

RNase Inhibitor (10U/µl) 
Omniscript Reverse Transkriptase 

RNase freies Wasser 

1 µg RNA 

20 µl Gesamtvolumen 

 

Dieses Gemisch wurde bei 37°C für 60 Minuten inkubiert und die so entstandene 

cDNA-Lösung im Anschluss bei -20°C aufbewahrt. Auch hier wurde nach den 

Angaben des Herstellers vorgegangen (Quiagen 2004). 

2.2.8 Quantitative Real Time PCR 

Die Methode der RT-PCR beruht auf dem oben beschriebenen Prinzip der her-

kömmlichen PCR. Durch den Einsatz interkalierender Farbstoffe, die an doppel-

strängiger DNA binden und daraufhin ein spezifisches Fluoreszenzsignal abgeben, 

wird in speziellen RT-PCR Geräten die Zunahme dieser Fluoreszenz, welche di-

rekt proportional zur Zunahme der DNA ist, detektiert. Für gewöhnlich erfolgt die 

Messung am Ende eines jeden Zyklus. 

Voraussetzung für eine korrekte Quantifizierung sind optimale Versuchsbedingun-

gen, bei denen es zu einem exponentiellen Wachstum der eingesetzten DNA-

Menge kommt. Diese Bedingungen sind meist nur für wenige Zyklen einer PCR, 

in denen ein optimales Verhältnis der Substrate zu den Produkten vorliegt, gege-

ben. Am Anfang dieser exponentiellen Phase kommt es erstmalig zu einem signi-

fikanten Anstieg der Reporterfluoreszenz gegenüber der Hintergrundfluoreszenz. 

Der Zyklus in dem dieser Fluoreszenz-Schwellenwert passiert wird, nennt man 

Threshold Cycle beziehungsweise Ct-Wert. Es besteht ein linearer, umgekehrt 
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proportionaler Zusammenhang zwischen dem Ct-Wert und dem dekadischen Lo-

garithmus der eingesetzten Menge an DNA. Hat man nun eine bekannte Aus-

gangsmenge an cDNA, kann mit Hilfe einer Verdünnungsreihe eine Standardkur-

ve erzeugt und dadurch bei später erhaltenen Ct-Werten auf die eingesetzte 

Template-Menge zurückgeschlossen werden. Die Effizienz der PCR-Reaktion 

lässt sich hierbei aus der Steigung der Standardkurve berechnen und liegt optima-

ler Weise bei Werten zwischen 1,8 und 2 vor, was eine (annähernde) Verdoppe-

lung des PCR-Produkts pro Zyklus in der Messphase bedeutet. Diese formalen 

Zusammenhänge werden in Tabelle 2-9 verdeutlicht. 

Tabelle 2-9: Formale Zusammenhänge der RT-PCR 

Formel Erklärung 

y = mx + n 

 

→ Ct = mx + n 
→ x = (Ct – n) / m 

 

→ cDNA-Menge = 10(Ct – n) / m 

Standard-Geradengleichung mit: 

 

y = Ct-Wert 
x = dekadischer Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge 

m = Steigung der Geraden 

n = Y - Abschnitt 

E = 10-1 / m Berechnung der Effizienz: 

 

E = 2 bedeutet eine Verdopplung des PCR-Produkts pro Zyklus. 

Optimal: E > 1,8 

 

Um der eventuell unterschiedlichen Effizienz der cDNA-Gewinnung verschiede-

ner Proben Rechnung zu tragen, wurden die errechneten Mengen an Ausgangs-

cDNA, gegenüber den vorangegangenen, ebenfalls per RT-PCR bestimmten Ex-

pressionswerten für β-Aktin normalisiert. Dieses Strukturprotein, das im Zytoske-

lett aller eukaryotischen Zellen vorkommt, gehört zu den konstant exprimierten 

sogenannten Haushaltsgenen und dient als endogene Referenz. Die Relativierung 

der so ermittelten Template-Mengen des CB2-Rezeptors mithilfe derer des β-

Aktins erlaubte einen exakteren Vergleich der Proben untereinander. Zur Durch-
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führung der RT-PCR wird ein, analog zur PCR, ähnliches Reaktionsgemisch benö-

tigt (siehe Tabelle 2-10). Für die von uns durchgeführten Experimente wurde das 

QuantiTect SYBR Green PCR Kit der Firma Qiagen verwendet, welches neben 

dem interkalierenden Farbstoff SYBR Green I, eine Taq-DNA-Polymerase, ein 

dNTP-Gemisch, den als Hintergrundfluoreszenz dienenden ROX-Farbstoff und 

einen Puffer enthält. Der asymmetrische Cyanin-Farbstoff SYBR Green I bildet 

dabei mit der doppelsträngigen DNA einen fluoreszierenden Komplex, der blaues 

Licht (λ = 494 nm) absorbiert und grünes Licht (λ = 521 nm) emittiert. Die unter-

schiedlichen Primer der jeweils zu untersuchenden cDNA-Abschnitte und die ge-

nauen Reaktionsbedingungen der RT-PCR sind den Tabellen 2-11 und 2-12 zu 

entnehmen. 

Tabelle 2-10: Reaktionsgemisch der RT-PCR 

Volumen pro Reaktion Substanz 

10 µl 

0,6 µl 

1,4 µl 

8 µl 

QuantiTect SYBR Green Mix 

Primer Mix (5µl forward, 5µl reverse Primer und 40µl H2O) 

H2O 

cDNA-Lösung 

20 µl Gesamtvolumen 

 

Tabelle 2-11: Für die RT-PCR verwendete Primer 

cDNA Forward Primer Reverse Primer 

CB2-Rezeptor 5‘-CATGCTGTGCCTCATCAACT-3‘ 5‘-GGGCTTCTTCTTTTGCCTCT-3‘ 

β-Aktin 5‘-GCCAACAGCGAGAAGATGA-3‘ 5‘-CATCACGATGCCAGTGGTA-3‘ 

IL-8 5‘-CCAGGAAGAAACCACCGGA-3‘ 5‘-GAAATCAGGAAGGCTGCCAAG-3‘ 
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Tabelle 2-12: Einstellungen der RT-PCR 

Initialisierung 15 min 95°C 

Amplifikation 40 Zyklen à: 
25 sec 94°C (Denaturierung) 

25 sec 60°C (Annealing) 

25 sec 72°C (Elongation) 

 

 

2.2.9 Statistik 

Diskrete Variablen wurden mit dem Exakt-Test nach Fischer verglichen, für kon-

tinuierliche Variablen wurde der Student-T-Test verwendet. Ein p-Wert kleiner 

0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. 

 

 

 

2.3 Materialien 

2.3.1 Allgemein 

Ethanol 100% Merck, Darmstadt, D 

Pipetten „Pipetman“ Gilson, Bad Camberg, D 

Pipettenspitzen Kisker, Steinfurt, D 

Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht, D 

Tischzentrifuge 5417 C Eppendorf, Hamburg, D 

Vortex Genie-Mixer Bender & Hobein, Zürich, CH 
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2.3.2 Isolierung der DNA 

Proteinase K Qiagen, Hilden, D 

QIAamp Blood Mini Kit Qiagen, Hilden, D 

Heizblock Lab-Line Inc., Melrose Park, USA 

 

2.3.3 PCR 

dNTP Amersham BioSciences, Freiburg, D 

PCR-Reaktionsgefäß ABgene, Hamburg, D 

Primer MWG Biotech AG, Ebersberg, D 

Magnesiumchlorid ABgene, Hamburg, D 

Taq-DNA-Polymerase / Puffer ABgene, Hamburg, D 

Thermocycler MJ-Research PTC 225 Biozym, Hess. Oldendorf, D 

 

2.3.4 Verdau des PCR Produkts 

BsrFI / NEB Puffer für BsrFI New England BioLabs Inc., Frankfurt / 

Main, D 

 

2.3.5 Gelelektrophorese 

Agarose Invitrogen, Karlsruhe, D 

Bromphenolblau Sigma / Aldrich, Taufkirchen, D 

DNA Molecular Weight Marker Fermentas Life Sciences, St. Leonrot, D 
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Elektrophoresekammer Invitrogen, Karlsruhe, D 

Ethidiumbromid Sigma / Aldrich, Taufkirchen, D 

Gelträger Invitrogen, Karlsruhe, D 

Spannungsgeräte Amersham BioSciences, Freiburg, D 

TRIS Invitrogen, Karlsruhe, D 

UV – Transluminator MWG-Biotech, Ebersberg, D 

Xylencyanol Sigma / Aldrich, Taufkirchen, D 

 

2.3.6 Zellkulturen und Biopsien 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Invitrogen, Karlsruhe, D 

Hitzeaktiviertes fetales Kälberserum PAA Laboratorien, Osnabrück, D 

Humane intestinale Zellinie HT-29 American Type Culture Collection, 

Manassas, USA 

IFN-γ R&D Systems, Minneapolis, USA 

IL-1β R&D Systems, Minneapolis, USA 

LPS Sigma, St. Louis, USA 

Oligo-dT-Primer Invitrogen, Karlsruhe, D 

Omniscript Reverse Transkriptase Kit Qiagen, Hilden, D 

Penicillin PAA Laboratorien, Osnabrück, D 

Streptomycin PAA Laboratorien, Osnabrück, D 
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TNF-α R&D Systems, Minneapolis, USA 

TRIzol Reagent Invitrogen, Karlsruhe, D 

 

2.3.7 RT-PCR 

Abi Prism 7700 Sequence Detection 

System 

Applied Biosystems, Foster City, USA 

Primer MWG-Biotech, Ebersberg, D 

Quantitect SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden, D 
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3 Ergebnisse 

3.1 CB2 – Rezeptor – Polymorphismus 

Die Untersuchungen bezüglich des von J.C. Sipe beschriebenen pQ63R CB2-

Rezeptor-Polymorphismus, der im Zusammenhang mit autoimmunen Erkrankun-

gen stehen soll (Sipe et al. 2005), wurden an den unter Kapitel 2.1 (siehe S. 38) 

beschriebenen Patienten und Kontrollen durchgeführt. Die demographischen Da-

ten dieser Studienpopulation sind der Tabelle 2-1 (siehe S. 39) zu entnehmen. 

 

3.1.1 Genotyp – Verteilung 

Von Interesse war, ob es einen signifikanten Unterschied in der Genotyp-

Verteilung der untersuchten Patienten und Kontrollen gibt und damit auf eine 

mögliche Krankheitssuszeptibilität des Polymorphismus zurückgeschlossen wer-

den kann. Wie aus der Tabelle 3-1 ersichtlich wird, war dies hier nicht der Fall. 

Die Genotypen verteilten sich in allen Gruppen annähernd dem Hardy-Weinberg-

Gesetz entsprechend, bei GG-Allel-Frequenzen von 58% bei den Kontrollen, 62% 

bei den Morbus Crohn-Patienten und 59% bei den Colitis ulcerosa-Patienten. Im 

Gegensatz dazu stehen die von Sipe et al. beschriebenen GG-Allel-Frequenzen 

von 53% bei den Kontrollen und 62% bei den Patienten mit einer Autoimmun-

krankheit. Im Vergleich zu den per Hardy-Weinberg-Gesetz, errechneten Erwar-

tungswerten jedoch, verteilten sich hierbei die einzelnen Genotypen mit einer Ver-

zerrung zugunsten der homozygoten Allelträger (AA/AA oder GG/GG). 
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Tabelle 3-1: Verteilung des pQ63R CB2-Rezeptor-Polymorphismus 

 (1) 

AA/AA 

(2) 

AA/GG 

(3) 

GG/GG 
(1) vs (2) (1) vs (3) (2) vs (3) (1+2) vs (3) 

Morbus 

Crohn 

64 

(15,0%) 

200 

(46,9%) 

162 

(38,0%) 
Morbus Crohn vs. Kontrollen 

 

   

p = 0,61 

OR 0,90 

CI 0,61 – 

1,34 

p = 0,20 

OR 0,75 

CI 0,5 – 

1,14 

p = 0,27 

OR 0,84 

CI 0,62 – 

1,14 

p = 0,18 

OR 0,81 

CI 0,61 – 

1,09 

Kontrollen 66 

(17,5%) 

186 

(49,2%) 

126 

(33,3%) 
Colitis ulcerosa vs. Kontrollen 

 

   

p = 1,00 
OR 1,01 

CI 0,60 – 

1,69 

p = 0,89 
OR 0,95 

CI 0,55 – 

1,64 

p = 0,83 
OR 0,94 

CI 0,63 – 

1,42 

p = 0,84 
OR 0,95 

CI 0,64 – 

1,40 

Colitis 

ulcerosa 

28 

(17,3%) 

78 

(48,1%) 

56 

(34,6%) 
Morbus Crohn vs. Colitis ulcerosa 

 

   

p = 0,69 

OR 0,89 

CI 0,53 – 

1,49 

p = 0,40 

OR 0,79 

CI 0,46 – 

1,35 

p = 0,61 

OR 0,89 

CI 0,59 – 

1,32 

p = 0,45 

OR 0,86 

CI 0,59 – 

1,26 

 

3.1.2 Genotyp – Phänotyp – Korrelation 

Als nächstes wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen dem be-

stimmten CB2-Rezeptor-Genotyp und der phänotypischen Ausprägung der jewei-

ligen chronisch entzündlichen Darmerkrankung gibt. Die Morbus Crohn-Patienten 

wurden hierzu, anhand der Montreal Klassifikation (Silverberg et al. 2005) nach 

Alter bei Erstdiagnose, Lokalisation und Verhalten der Erkrankung eingeteilt. In 

Annäherung daran wurden auch die Colitis ulcerosa-Patienten nach den gängigen 

Parametern Alter bei Erstdiagnose und Lokalisation der Erkrankung eingeteilt. 

Weitere Faktoren die berücksichtigt wurden, waren ferner Größe und Gewicht der 

Patienten, eine positive Familienanamnese bezüglich CED sowie im Rahmen der 
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Krankheit auftretende Komplikationen und Operationen als auch die Notwendig-

keit zum Gebrauch von Immunsuppressiva. Die genauen Einteilungen sind den 

Tabellen 3-2 für Morbus Crohn und 3-3 für Colitis ulcerosa-Patienten zu entneh-

men. In beiden Gruppen gab es bezüglich der Häufigkeit des Auftretens der be-

stimmten Charakteristika keinen signifikanten Unterschied zwischen den ver-

schiedenen Genotypen des CB2-Rezeptors. Eine Auswirkung des pQ63R-

Polymorphismus auf das Krankheitsverhalten scheint somit ausgeschlossen. 
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Tabelle 3-2: Genotyp-Phänotyp-Korrelation der Morbus Crohn-Patienten 
(1)

 Das Krankheitsverhalten richtete sich nach den Definitionen der Montreal Klassifikation (Silverberg et al. 2005). Eine stenosierende Erkrankungsform war 

dabei definiert als Auftreten von Stenosen ohne die Anwesenheit von Fisteln. 
(2)

 Als Immunsuppressiva wurden Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Methotrexat und/oder Infliximab gewertet 
(3)

 Das Auftreten einer oder mehrerer der folgenden nicht-medikamentös bedingten, Morbus Crohn-assoziierten Erkrankungen: Arthropathien (z.B. ankylosie-

rende Spondylitis, Sakroileitis, periphere Arthritiden), Augenbeteiligung (z.B. Episkleritis, Iritis, Uveitis), Hautbeteiligung (z.B. Erythema nodosum, Pyoderma 

gangraenosum), Gallenwegserkrankungen (z.B. primär sklerosierende Cholangitis) 
(4)

 Gezählt wurden nur Operationen, die im Zusammenhang mit Morbus Crohn-assoziierten Komplikationen standen (z.B. Fistulektomie. Kolektomie, 

Ileostomie) 

 (1) 

AA/AA 

(n = 64) 

(2) 

AA/GG 

(n = 200) 

(3) 

GG/GG 

(n = 162) 

(1) vs (2) (1) vs (3) (2) vs (3) (1+2) vs (3) (1) vs (2+3) 

Männliches Geschlecht (n) 36 (56,2%) 93 (46,5%) 81 (50,0%) p = 0,197 p = 0,461 p = 0,527 p = 0,842 p = 0,278 

Alter (Jahre) 
Mittelwert ± SA 

Spannweite 

 
36,7 ± 11,6 

10 – 57 

 
40,2 ± 12,5 

17 – 75 

 
40,1 ± 13,8 

15 – 74 

 

p = 0,0462 

 

p = 0,084 

 

p = 0,921 

 

p = 0,577 
 

p = 0,0474 

Alter bei Erstdiagnose (Jahre) 
Mittelwert ± SA 

Spannweite 

(n = 60) 

26,9 ± 10,7 

1 – 52 

(n = 182) 

27,7 ± 11,6 

7 – 71 

(n = 145) 

28,0 ± 12,7 

9 – 71 

 

p = 0,635 

 

p = 0,540 

 

p = 0,799 

 

p = 0,664 

 

p = 0,567 

Krankheitsdauer (Jahre) 
Mittelwert ± SA 

Spannweite 

(n = 60) 

10,0 ± 7,3 

0 – 29 

(n = 182) 

12,1 ± 8,9 

1 – 44 

(n = 145) 

12,0 ± 9,2 

1 – 37 

 

p = 0,096 

 

p = 0,132 

 

p = 0,908 

 

p = 0,657 

 

p = 0,093 

Body Mass Index (kg/m2) 

Mittelwert ± SA 

Spannweite 

(n = 55) 

22,6 ± 4,3 

13 – 35 

(n = 164) 

23,3 ± 4,4 

16 – 40 

(n = 126) 

23,0 ± 3,9 

16 – 38 

 

p = 0,324 

 

p = 0,554 

 

p = 0,568 

 

p = 0,807 

 

p = 0,376 
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Alter bei Erstdiagnose (Montreal A) 
< 17 Jahre (A1) 

17 – 40 Jahre (A2) 

> 40 Jahre (A3) 

(n = 60) 

7 (11,7%) 

45 (75,0%) 

8 (13,3%) 

(n = 182) 

19 (10,5%) 

142 (78,5%) 

21 (11,0%) 

(n = 146) 

20 (13,7%) 

105 (71,9%) 

21 (14,4%) 

 

p = 0,811 

p = 0,723 

p = 0,819 

 

p = 0,822 

p = 0,732 

p = 1,000 

 

p = 0,394 

p = 0,246 

p = 0,507 

 

p = 0,419 

p = 0,275 

p = 0,533 

 

p = 1,000 

p = 1,000 

p = 0,837 

Lokalisation (Montreal L) 

Terminales Ileum (L1) 
Kolon (L2) 

Ileokolon (L3) 

oberer GI-Trakt (L4) 

Ileale Beteiligung (L1+L3) 

(n = 57) 

8 (14,0%) 
5 (8,8%) 

43 (75,4%) 

9 (15,8%) 

51 (89,5%) 

(n = 185) 

27 (14,6%) 
28 (15,1%) 

125 (67,6%) 

27 (14,6%) 

152 (82,1%) 

(n = 143) 

26 (18,2%) 
21 (14,7%) 

91 (63,6%) 

25 (17,5%) 

118 (82,5%) 

 

p = 1,000 
p = 0,274 

p = 0,324 

p = 0,833 

p = 0,221 

 

p = 0,538 
p = 0,353 

p = 0,134 

p = 0,838 

p = 0,281 

 

p = 0,450 
p = 1,000 

p = 0,482 

p = 0,543 

p = 1,000 

 

p = 0,386 
p = 0,764 

p = 0,262 

p = 0,564 

p = 0,777 

 

p = 0,845 
p = 0,301 

p = 0,171 

p = 1,000 

p = 0,247 

Krankheistverhalten (Montreal B) (1) 
nicht-stenosierend oder penetrierend (B1) 

Stenosierend (B2) 

Penetrierend (B3) 

(n = 56) 

14 (25,0%) 
17 (30,4%) 

25 (44,6%) 

(n = 174) 

30 (17,2%) 
49 (28,2%) 

95 (54,6%) 

(n = 137) 

28 (20,4%) 
39 (28,5%) 

70 (51,1%) 

 

p = 0,241 
p = 0,737 

p = 0,220 

 

p = 0,565 
p = 0,862 

p = 0,432 

 

p = 0,558 
p = 1,000 

p = 0,568 

 

p = 0,787 
p = 1,000 

p = 0,914 

 

p = 0,276 
p = 0,750 

p = 0,309 

Gebrauch von Immunsuppressiva (2) 53 (82,8%) 140 (70,0%) 121 (74,4%) p = 0,052 p = 0,222 p = 0,347 p = 0,735 p = 0,090 

Extraintestinale Manifestationen (3) 24 (37,5%) 79 (39,5%) 64 (39,5%) p = 0,883 p = 0,880 p = 1,000 p = 0,919 p = 0,783 

Positive Familienanamnese für CED 6 (9,4%) 24 (12,0%) 20 (12,3%) p = 0,656 p = 0,647 p = 1,000 p = 0,759 p = 0,674 

M. Crohn assoziierte Operationen (4) 33 (51,6%) 115 (57,5%) 88 (54,3%) p = 0,470 p = 0,768 p = 0,595 p = 0,764 p = 0,586 

Fisteln 26 (40,6%) 103 (51,5%) 74 (45,7%) p = 0,151 p = 0,553 p = 0,291 p = 0,550 p = 0,277 

Stenosen 32 (50,0%) 124 (62,0%) 93 (57,4%) p = 0,108 p = 0,373 p = 0,390 p = 0,762 p = 0,169 

Abszesse 17 (26,6%) 64 (32,0%) 43 (26,5%) p = 0,441 p = 1,000 p = 0,297 p = 0,381 p = 0,765 
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Tabelle 3-3: Genotyp-Phänotyp-Korrelation der Colitis ulcerosa-Patienten 
(1)

 Als Immunsuppressiva wurden Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Methotrexat und/oder Infliximab gewertet 
(2)

 Das Auftreten einer oder mehrerer der folgenden nicht-medikamentös bedingten, Colitis ulcerosa-assoziierten Erkrankungen: Arthropathien (z.B. ankylosie-

rende Spondylitis, Sakroileitis, periphere Arthritiden), Augenbeteiligung (z.B. Episkleritis, Iritis, Uveitis), Hautbeteiligung (z.B. Erythema nodosum, Pyoderma 

gangraenosum), Gallenwegserkrankungen (z.B. primär sklerosierende Cholangitis) 
(3)

 Gezählt wurden nur Operationen, die im Zusammenhang mit Colitis ulcerosa-assoziierten Komplikationen standen (z.B. Fistulektomie. Kolektomie, 

Ileostomie) 

 (1) 

AA/AA 

(n = 28) 

(2) 

AA/GG 

(n = 78) 

(3) 

GG/GG 

(n = 56) 

(1) vs (2) (1) vs (3) (2) vs (3) (1+2) vs (3) (1) vs (2+3) 

Männliches Geschlecht (n) 13 (46,4%) 35 (44,9%) 32 (57,1%) p = 1,000 p = 0,366 p = 0,220 p = 0,187 p = 0,836 

Alter bei Erstdiagnose (Jahre) 
Mittelwert ± SA 

Spannweite 

(n = 27) 
30,6 ± 10,7 

14 – 58 

(n = 76) 
32,7 ± 14,1 

13 – 81 

(n = 53) 
31,6 ± 15,1 

9 – 75 

 

p = 0,490 

 

p = 0,758 

 

p = 0,686 

 

p = 0,828 

 

p = 0,580 

Body Mass Index (kg/m2) 
Mittelwert ± SA 

Spannweite 

(n = 21) 
24,3 ± 5,3 

18 – 37 

(n = 60) 
23,8 ± 4,0 

16 – 41 

(n = 43) 
24,1 ± 3,7 

16 – 32 

 

p = 0,667 

 

p = 0,898 

 

p = 0,668 

 

p = 0,787 

 

p = 0,732 

Lokalisation 
Proktitis ulcerosa 

Linksseitige Colitis ulcerosa 

Pankolitis 

(n = 28) 
4 (14,3%) 

13 (46,4%) 

11 (39,3%) 

(n = 73) 
3 (4,1%) 

31 (42,5%) 

39 (53,4%) 

(n = 55) 
6 (10,9%) 

24 (43,6%) 

25 (45,5%) 

 
p = 0,091 

p = 0,823 

p = 0,267 

 
p = 0,727 

p = 0,820 

p = 0,645 

 
p = 0,171 

p = 1,000 

p = 0,475 

 
p = 0,383 

p = 1,000 

p = 0,738 

 
p = 0,252 

p = 0,834 

p = 0,404 

Gebrauch von Immunsuppressiva (1) 19 (67,9%) 56 (71,8%) 40 (71,4%) p = 0,809 p = 0,802 p = 1,000 p = 1,000 p = 0,656 

Anwendung von Infliximab (≥1 Infusion) 8 (28,6%) 19 (24,4%) 15 (26,8%) p = 0,801 p = 1,000 p = 0,841 p = 0,853 p = 0,813 
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Colitis ulc.-assoziierte Operationen(2) 2 (7,1%) 3 (3,8%) 2 (3,6%) p = 0,606 p = 0,598 p = 1,000 p = 1,000 p = 0,348 

Fisteln 1 (3,6%) 3 (3,8%) 1 (1,8%) p = 1,000 p = 1,000 p = 0,640 p = 0,660 p = 1,000 

Stenosen 2 (7,1%) 12 (15,4%) 4 (7,1%) p = 0,346 p = 1,000 p = 0,183 p = 0,301 p = 0,741 

Abszesse 3 (10,7%) 4 (5,1%) 3 (5,4%) p = 0,377 p = 0,395 p = 1,000 p = 1,000 p = 0,379 

Extraintestinale Manifestationen (3) 7 (25,0%) 11 (14,1%) 7 (12,5%) p = 0,241 p = 0,213 p = 1,000 p = 0,502 p = 0,150 

Positive Familienanamnese für CED 5 (17,9%) 8 (10,3%) 8 (14,3%) p = 0,322 p = 0,752 p = 0,591 p = 0,807 p = 0,368 
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3.2 CB2 – Rezeptor – Expressionsverhalten 

Um eine korrekte Analyse des Expressionsverhalten mittels RT-PCR durchzufüh-

ren, musste – wie oben beschrieben – anhand einer Verdünnungsreihe von cDNA 

eine Standardkurve zur späteren Berechnung der eingesetzten Template-Menge 

erstellt werden. Da in unserem Fall lediglich eine relative Quantifizierung von 

Nöten war, wurde die unverdünnte cDNA, entsprechend dem eingesetzten Volu-

men in Mikroliter willkürlich auf 8 ng festgelegt. Die Tabelle 3-4 zeigt die für die 

einzelnen Verdünnungen erhaltenen Ct-Werte und die Abbildung 3-1 die dadurch 

erhaltene Standardkurve mit der dazugehörigen Geradengleichung. 

 

 

 

Tabelle 3-4:  Ct-Werte der einzelnen cDNA Verdünnungen 

Verdünnung Ct-Werte Relative cDNA-

Menge 

Dekadischer log 

1:10 28,48 0,8 -0,0969 

1:20 29,42 0,4 -0,3979 

1:50 30,91 0,16 -0,7959 

1:100 32,29 0,08 -1,0969 

1:250 33,78 0,032 -1,4949 
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Abbildung 3-1: Standardkurve der RT-PCR für den CB2-Rezeptor 

Die errechnete Effizienz der durchgeführten RT-PCR lag somit bei 

E = 10
-1/m

 = 10 
-1/-3,858

 = 1,816. 

Wie im Vorausgehenden erläutert wird eine Effizienz von E ≥ 1,8 angestrebt, da 

dies aussagt, dass es hierbei zu einer annähernden Verdoppelung der cDNA-

Menge pro Zyklus kommt und damit optimale Versuchsbedingungen während der 

Messphase herrschen. Somit kann die von uns durchgeführte RT-PCR als effizient 

angesehen werden. 

3.2.1 Daten der Zelllinie HT-29 

Die humane intestinale Zelllinie HT-29 wurde in festen zeitlichen Intervallen nach 

proinflammatorischer Stimulation mit TNF-α, LPS, IL-1β und INF-γ auf ihre 

CB2-Rezeptor-Expression hin untersucht. Als Vergleich dienten zuvor bestimmte 

Expressionswerte nicht stimulierter Zellen. Wie aus Abbildung 3-2 ersichtlich 

wird, konnte jedoch kein relevant signifikanter poststimulativer Anstieg der CB2-

Rezeptor-mRNA verzeichnet werden. Ein regulativer Einfluss der verwendeten 

Zytokine und des Endotoxins LPS auf die Expression des CB2-Rezeptors konnte 

also nicht gezeigt werden. 
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Abbildung 3-2: Poststimulativer Verlauf der relativen CB2-Rezeptor-mRNA Expression 
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3.2.2 Daten der Darmbiopsien 

Die von uns untersuchten, endoskopisch gewonnenen Darmbiopsien stammten 

von insgesamt 24 Patienten, von denen zwölf an Colitis ulcerosa und zwölf an 

Morbus Crohn litten. In beiden Patientengruppen wurden jeweils 41 Biopsien ent-

nommen, wobei 20 aus makroskopisch entzündeten und 21 aus makroskopisch 

nicht-entzündeten Arealen stammten. Die Expressionsanalyse des CB2-Rezeptors 

sowie des IL-8 erfolgte mit Hilfe der oben beschriebenen RT-PCR.  

Hierbei war die zuvor als Kontrollmarker für ein inflammatorisches Geschehen 

bestimmte IL-8-Expression der entzündlich veränderten Biopsien im Vergleich zu 

den Biopsien aus unveränderten Bereichen der Darmmukosa signifikant erhöht (p 

< 0,05). Eine solche Signifikanz konnte bezüglich des CB2-Rezeptors lediglich 

für die aus Morbus Crohn-Patienten gewonnenen Biopsien nachgewiesen werden 

(p = 0,0057), wodurch gezeigt werden konnte, dass es zu einer Hochregulation 

des CB2-Rezeptors in entzündlich veränderten Bereichen der Darmwand von 

Morbus Crohn-Patienten kommt. Für Colitis ulcerosa-Patienten war dieser Unter-

schied bei einem p-Wert von p = 0,119 leider nicht signifikant. Die genauen Daten 

können der Tabelle 3-5 und eine bildliche Darstellung den Abbildungen 3-3 und 3-

5 entnommen werden. 

Eine direkte Korrelation der IL-8- und CB2-Rezeptor-Expression scheint bei Kor-

relationskoeffizienten von r = 0,057 in der Morbus Crohn und r = 0,201 in der 

Colitis ulcerosa-Gruppe ausgeschlossen. Die Abbildungen 3-4 und 3-6 verdeutli-

chen dies in einem Scatter-Plot. 
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Tabelle 3-5: Expressionsquotienten aus entzündlichen und nicht-entzündlichen Biopsien für 
IL-8 und den CB2-Rezeptor 

Morbus Crohn-Patienten  Colitis ulcerosa-Patienten 

Nr. IL-8 mRNA  

entzündet / nicht 

entzündet 

CB2-Rezeptor mRNA 

entzündet / nicht entzün-

det 

 Nr. IL-8 mRNA 

entzündet / nicht 

entzündet 

CB2-Rezeptor mRNA         

entzündet / nicht ent-

zündet 

7 4,5 53,8  8 7,0 0,3 

10 11,7 8,2  11 2,4 2,0 

12 1,5 37,9  13 1,0 0,9 

18 11,1 16,1  20 2,0 5,2 

19 1,5 13,3  24 8,1 4,2 

22 1,4 46,4  31 2,6 0,4 

25 5,0 2,4  32 5,8 2,2 

26 2,2 1,4  33 3,3 3,0 

27 1,0 0,7  35 0,5 1,3 

34 1,5 2,6  40 2,4 1,3 

38 1,4 3,3  81 1,6 0,5 

39 4,3 0,4  82 4,3 0,5 
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Abbildung 3-3: Relative CB2-Rezeptor-Expression der Morbus Crohn-Patienten 

 

Abbildung 3-4: CB2-Rezeptor/IL-8 Korrelation der Morbus Crohn-Patienten 
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Abbildung 3-5: Relative CB2-Rezeptor-Expression der Colitis ulcerosa-Patienten 

 

Abbildung 3-6: CB2-Rezeptor/IL-8 Korrelation der Colitis ulcerosa-Patienten 
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4 Diskussion 

4.1 Diskussion der Polymorphismusergebnisse 

Der mitentscheidende Stellenwert verschiedener genetischer Polymorphismen in 

der Entstehung oder phänotypischen Ausprägung unterschiedlicher Krankheiten 

konnte schon mehrfach belegt werden. So können SNPs in G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren über Veränderungen der Liganden-Bindungsaktivität oder der Signalt-

ransduktion zu Erkrankungen führen oder diese beeinflussen (Stephens 1999; 

Sachidanandam et al. 2001; Crawford and Nickerson 2005). Nur beispielhaft seien 

hierfür multiple SNPs im β2-adrenergen-Rezeptor, die mit dem Auftreten von 

Asthma bronchiale (Liggett 2000), der SNP an Position 124 des Serotonin-

Rezeptors-1B, der mit einer Depression (Bruss et al. 1999) oder aber der pT280M 

Polymorphismus des Fractalkine-Rezeptors, der mit einem fibrostenosierenden 

Phänotyp eines Morbus Crohn assoziiert ist (Brand et al. 2006), genannt. Sicher-

lich gilt ein solcher Zusammenhang von Polymorphismus und Erkrankung nicht 

nur auf Rezeptorebene, sondern betrifft vielmehr die gesamte Signaltransduktion 

wie auch Ligandensynthese und –abbau. Diesbezüglich sei exemplarisch der 

pP129T Polymorphismus des maßgeblich für den Abbau der Endocannabinoide 

verantwortlichen Enzyms FAAH erwähnt, der mit einer schwereren Form eines 

Morbus Crohn im Sinne einer erhöhten Neigung zur Fistelbildung und vermehrt 

extraintestinalen Manifestationen in Verbindung steht (Storr et al. 2009). 

Bezüglich des CB2-Rezeptors sind mehrere Polymorphismen bekannt, von denen 

zwei zu einem Aminosäureaustausch und somit zu funktionellen Konsequenzen 

führen. Diese sind zum einen der von uns untersuchte pQ63R-, zum anderen der 

pH316Y-Polymorphismus. Beide befinden sich auf zytoplasmatischer Seite (siehe 

Abbildung 1-6), wodurch die Ligandenbindung im Wesentlichen unbeeinflusst 

bleibt (Carrasquer et al. 2010). Lediglich für den pH316Y-Polymorphismus konn-

te eine etwas geringere Affinität gegenüber 2-AG gezeigt werden. Darüber hinaus 
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legten Carrasquer et al. jedoch dar, dass diese beiden Rezeptorpolymorphismen 

nach Stimulation mit den Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten WIN55212-2 oder 2-

AG zu einer geringeren maximalen Antwort im Sinne einer intrazellulären cAMP-

Akkumulation führen. Ebenso konnte eine erhöhte Basalaktivität des nichtstimu-

lierten pH316Y-Typs des CB2-Rezeptors nachgewiesen werden. Diese funktionel-

len Konsequenzen legen einen Zusammenhang dieser Polymorphismen mit der 

Entstehung von Krankheiten nahe. Eingehend belegt ist dies für die Osteoporose. 

Sowohl Osteoblasten als auch Osteoklasten produzieren nicht nur 2-AG, sondern 

exprimieren auch den CB2-Rezeptor, dessen Aktivierung zu einer vermehrten 

Knochenbildung und einer verringerten Knochenresorption führt (Bab et al. 2008; 

Bab and Zimmer 2008). Für verschiedene Polymorphismen in diesem Rezeptor 

wie auch dem weniger effizienten pQ63R-Rezeptor konnte eine signifikante As-

soziation zu verringerter Knochendichte und Osteoporose nachgewiesen werden 

(Karsak et al. 2005). Des Weiteren zeigten Sipe et al. 2005, dass der CB2-

Rezeptorpolymorphismus pQ63R zu einer reduzierten Inhibition der T-

Lymphozyten-Proliferation durch Endocannabinoide führt und belegten eine Be-

ziehung dieses Polymorphismus mit autoimmunen Erkrankungen wie Lupus ery-

thematodes, Myasthenia gravis, rheumatoide Arthritis und Multipler Sklerose. 

Eine Erklärung hierfür könnte in der von Carrasquer et al. 2010 nachgewiesenen 

geringeren Wirksamkeit von 2-AG am polymorphen Rezeptor sowie der Tatsache, 

dass speziell 2-AG am CB2-Rezeptor als wichtiger Immunmodulator und -

regulator gilt (Sugiura and Waku 2000; Sugiura et al. 2006), liegen.  

In diesem Rahmen erschien es interessant, die Bedeutung des pQ63R-

Polymorphismus bei den Krankheitsentitäten Colitis ulcerosa und Morbus Crohn, 

die sich ebenfalls durch eine Dysregulation des Immunsystems kennzeichnen, zu 

untersuchen. Zusätzlich identifizierten bereits genomweite Assoziationsstudien 

den Bereich auf Chromosom 1p36 als möglichen Suszeptibilitätslocus für CED 

(Cho et al. 1998; Cho et al. 2000). Dieser beinhaltet neben dem CB2-Rezeptor-

Gen noch eine Reihe weiterer Gene wie den TNF-Rezeptor-superfamily-1B oder 
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den Ephrin A2 – ein Tyrosin-Protein-Kinase-Rezeptor. Die Ergebnisse unserer 

Studie ließen jedoch keinen Unterschied in Bezug auf Suszeptibilität oder phäno-

typische Ausprägung beider Erkrankungen zwischen dem untersuchten Polymor-

phismus und dem CB2-Rezeptor-Wildtyp erkennen. Ob eine höhere Fallzahl in 

unserer Studie dies geändert hätte oder ob die niedrige Fallzahl der Studie von 

Sipe et al. 2005 verfälscht hohe Ergebnisse hinsichtlich der Suszeptibilität auto-

immuner Erkrankungen zur Folge hatte, bleibt ungewiss.  

Auch die Untersuchung anderer Krankheitsentitäten, bei denen der CB2-Rezeptor 

eine Rolle zu spielen scheint, und somit ein Zusammenhang dieser mit polymor-

phen Varianten des Rezeptors vermuten ließen, kam zu keinem signifikanten Er-

gebnis. Im Rahmen der Atherosklerose zum Beispiel spielen entzündliche Prozes-

se eine Schlüsselrolle in der Pathogenese (Libby 2002). Es konnte gezeigt werden, 

dass der CB2-Rezeptor in atherosklerotischen Plaques von Mäusen und Menschen 

exprimiert wird und niedrig dosierte orale Cannabinoide den Fortschritt der Er-

krankung in Apolipoprotein-E-Knock-out-Mäusen verhindern können (Steffens et 

al. 2005). Hierbei scheinen die durch den CB2-Rezeptor vermittelten Effekte einer 

inhibierten Makrophagen-Chemotaxis und reduzierten Lymphozyten-Proliferation 

von Relevanz zu sein (Klein et al. 2003). Dennoch konnte in einer groß angeleg-

ten Studie der Universitätsklinik Regensburg kein Zusammenhang zwischen di-

versen SNPs im CB2-Rezeptor-Gen - mitunter dem pH316Y-Polymorphismus - 

und dem Auftreten eines Myokardinfarkts als Maximalform der Atherosklerose 

oder von kardiovaskulären Risikofaktoren wie Hypertonus, Hypercholesterinämie, 

Adipositas sowie Diabetes mellitus hergestellt werden (Reinhard et al. 2008).  

Im Hinblick auf die Leber wurde gezeigt, dass das ECS besonders die Fibrogenese 

betreffend von Bedeutung zu sein scheint (Julien et al. 2005; Caraceni et al. 

2008). Tatsächlich zeigen Tiermodelle einer chronischen Lebererkrankung eine 

Mitbeteiligung des ECS am komplexen Prozess der Fibrogenese (Siegmund and 

Schwabe 2008). Hierbei spielen beide CB-Rezeptoren in gegensätzlicher Weise 
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zusammen. Fördert einerseits eine Aktivierung des CB1-Rezeptors eine Leberfib-

rose, so scheint der CB2-Rezeptor andererseits nach Stimulation antifibrogen zu 

wirken (Julien et al. 2005; Teixeira-Clerc et al. 2006; Munoz-Luque et al. 2008). 

Diese Eigenschaft des CB2-Rezeptors gab zusammen mit der bekannten antiinf-

lammatorischen Wirkung Anlass dessen Expression und den Einfluss des pQ63R-

Polymorphismus hinsichtlich der autoimmunen Erkrankung der primär biliären 

Zirrhose zu untersuchen. Zwar konnte eine eindeutige Hochregulation beider in 

der gesunden Leber kaum nachweisbaren CB-Rezeptoren festgestellt werden, je-

doch spielte auch hier der ebenfalls von uns untersuchte CB2-Rezeptor-

Polymorphismus keine Rolle – weder auf Entstehung noch Ausprägung der 

Krankheit (Floreani et al. 2010). 

Wurden also Nachweise erbracht, die den CB2-Rezeptor-Polymorphismus pQ63R 

in Verbindung mit bestimmten Krankheitsentitäten bringen und dies mit der ge-

ringeren Effizienz dieses Rezeptors begründen, so scheint jedoch dieser Polymor-

phismus im Rahmen einer CED wie auch bei anderen Erkrankungen nicht von 

Relevanz zu sein. Dennoch bleibt die Bedeutung des ECS und auch speziell des 

CB2-Rezeptors bei CED – wie ausführlich in der Einleitung beschrieben – unbe-

stritten. Von Interesse wäre, ob andere SNPs im CB2-Rezeptor-Gen wie der 

pH316Y- oder der rs2501431- und rs4649124-Polymorphismus, die bei der Sus-

zeptibilität für Osteoporose die höchste Signifikanz erzielten (Karsak et al. 2005), 

sowie SNPs in anderen Komponenten des ECS, ähnlich dem pP129T Polymor-

phismus der FAAH in die Ätiopathogenese, oder das phänotypischen Erschei-

nungsbild einer CED mitwirken. 
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4.2 Diskussion der Expressionsergebnisse 

Den GI-Trakt betreffend wurde der CB2-Rezeptor ursprünglich im Ösophagus, 

Magen und Ileum der Ratte sowie im Ileum des Meerschweinchens beschrieben 

(Griffin et al. 1997; Storr et al. 2002). Als Organ der Abwehr mit ausgeprägtem 

Immunsystem ist dieser Fund des bisweilen hauptsächlich auf Immunzellen ver-

muteten CB2-Rezeptors im GI-Trakt vielleicht zunächst nicht verwunderlich. 

Storr et al. 2002 fanden jedoch die CB2-Rezeptor-mRNA in Präparationen der 

longitudinalen Muskulatur mit dem anhängenden myenterischen Plexus und nicht 

in der den Hauptteil der Immunzellen tragenden Mukosa. Dies deutete auf die 

Muskulatur oder Nerven als Hauptort der CB2-Rezeptor Expression hin und 

konnte durch CB2-Rezeptor-spezifische Antikörpertests, die eine 

Immunoreaktivität im myenterischen und submukosalen Plexus des humanen und 

murinen enterischen Nervensystems zeigten, bestätigt werden (Duncan et al. 

2008; Wright et al. 2008; Marquez et al. 2009). Marquez et al. 2009 belegten zu-

dem eine Expression in der Muskularis mucosae, der Muskularis externa sowie 

den Endothelzellen der Blutgefäße. Zwar wurde der Rezeptor ebenfalls auf Plas-

mazellen und Makrophagen in der Lamina propria nachgewiesen, dennoch wider-

legten diese Funde das klassische Dogma, der CB2-Rezeptor würde sich grund-

sätzlich auf Zellen des Immunsystems befinden. 

Die weitere immunhistochemische Analyse der intestinalen Mukosa führte zu wi-

dersprüchlichen Ergebnissen. So konnte eine Studie eine epitheliale Expression 

des CB2-Rezeptors auch in gesunden humanen Kolon-Präparaten, hier vor allem 

in den Paneth-Zellen der Krypten, aber auch im resorbierenden Epithel sowie in 

den Becherzellen nachweisen (Marquez et al. 2009), eine andere Studie jedoch 

nicht (Wright et al. 2005). Diese zeigte zwar ebenfalls ein schwach positives Sig-

nal im Kryptenepithel normaler Kolonschleimhaut, konnte allerdings aufgrund 

ähnlicher Muster in den Präabsorptions- und Weglasskontrollen sowie der Inkon-

sistenz der Ergebnisse eine CB2-Rezeptor-Expression des gesunden Kolonepithels 

formell weder ausschließen noch bestätigen. Beiden gelang jedoch der Nachweis 
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einer signifikant erhöhten Expression im Epithel bei aktiver CED (Wright et al. 

2005; Marquez et al. 2009). Eine genauere Unterteilung der Patienten in akut-

aktiver oder ruhender Colitis ulcerosa sowie nach den unterschiedlichen klini-

schen Schweregraden (Truelove and Witts 1955) durch Marquez et al. 2009 er-

laubte einen differenzierten Einblick in diese Hochregulation des CB2-Rezeptors. 

So zeigten Patienten mit einer milden bis moderaten akuten Colitis ulcerosa einen 

signifikanten Anstieg der CB2-Rezeptor-Expression, der im chronisch-ruhenden 

Stadium zurückkehrte oder gar unter den Kontrollwert sank – unabhängig vom 

ursprünglichen Schweregrad und der eingeleiteten Therapie. Erstaunlicher Weise 

konnte jedoch bei Patienten mit einer schweren akuten Verlaufsform kein Anstieg 

weder der CB2-Rezeptor- noch der Expression anderer Komponenten des ECS 

verzeichnet werden. Vielmehr wurde sogar eine signifikante Verringerung der an 

der Anandamidsynthese beteiligten NAPE-Phospholipase D im Vergleich zu 

Kontrollprobanden nachgewiesen (Marquez et al. 2009). Bedenkt man, dass die 

Aktivierung des CB2-Rezeptors zu einer verminderten Ausschüttung proinflam-

matorischer Zytokine wie TNF-α und IL-8 auch durch Epithelzellen führt (Ihenetu 

et al. 2003) und dass eine solche Aktivierung zur klinischen sowie mikro- und 

makroskopischen Besserung führt (Kimball et al. 2006; Storr et al. 2009), so kann 

von einer relevanten Rolle des CB2-Rezeptors und des ECS hinsichtlich der Ant-

wort auf akute inflammatorische Reize im GI-Trakt ausgegangen werden. Aller-

dings scheint es bei einer schweren Verlaufsform zu einer Erschöpfung dieses 

Systems zu kommen oder aber die fehlende Antwort des ECS bedingt erst diese. 

Interessanter Weise fanden Rousseaux et al. heraus, dass auch die hochdosierte 

Gabe des probiotischen Bakteriums Lactobacillus acidophilus zu einer erhöhten 

Expression des CB2-Rezeptors im intestinalen Epithel von Mäusen und Ratten 

führt (Rousseaux et al. 2007). Die epitheliale CB2-Rezeptor-Expression stieg von 

0 – 20 % in unbehandelten Tieren auf 25 – 60 % nach 15-tägiger Behandlung und 

senkte signifikant das viszerale Schmerzempfinden. Hierbei kam es zu keinen 

makroskopischen oder histologischen Veränderungen der Darmwand, wodurch 
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negative Effekte dieser Behandlung sowie eine lediglich durch entzündliche Vor-

gänge ausgelöste reaktive Antwort auf diese ausgeschlossen werden konnten. 

Auch bei 80°C abgetötete Bakterienstämme führten zu denselben Ergebnissen. Da 

gleichzeitig embryonale Rela
-/-

 Mäuse-Fibroblasten die Fähigkeit verloren, auf 

eine Lactobacillus acidophilus-Stimulation mit einer Erhöhung der CB2-Rezeptor-

Expression zu reagieren, wurde eine Aktivierung des NF-κB-Signalweges hierfür 

verantwortlich gemacht. Die genauen Mechanismen, die zu einer solchen Indukti-

on führen, bleiben jedoch noch weitesgehend zu klären. 

Unsere Versuche an der von einem kolorektalen Karzinom stammenden humanen 

intestinalen Zellreihe HT-29 zeigen, dass proinflammatorische Reize durch TNF-

α, IL-1β, LPS oder IFN-γ zumindest hier keine Induktion des CB2-Rezeptors zur 

Folge hatten. Auch Rousseaux et al. 2007 erzielten dasselbe Resultat als sie HT-

29-Zellen mit TNF-α stimulierten. Dies wäre im Einklang mit der von uns gezeig-

ten fehlenden Korrelation zwischen der CB2-Rezeptor- und der IL-8-Expression, 

die durch solche proinflammatorischen Reize induziert wird. Wie Ihenetu et al. 

konnten wir bestätigen, dass der CB2-Rezeptor in dieser Zellreihe durchaus ex-

primiert wird (Ihenetu et al. 2003). Für andere humane kolorektale Karzinomzell-

reihen wie DLD-1 sowie für Adenome als auch Karzinome des Kolons in vivo 

wurde ebenfalls eine CB2-Rezeptor-Expression festgestellt (Ligresti et al. 2003). 

Dieser scheint hier einen antiproliferativen, apoptoseinduzierenden Effekt zu ent-

falten und sogar hochreguliert zu sein (Ligresti et al. 2003; Cianchi et al. 2008; 

Alexander et al. 2009; Pisanti et al. 2009). Inwiefern dadurch eine weitere 

Induzierbarkeit beeinflusst wird, ist fraglich, gleichwohl die von Rousseaux et al. 

2007 gezeigte Expressionserhöhung des CB2-Rezeptors durch Lactobacillus 

acidophilus-Stimulation auch an HT-29-Zellen stattfand und somit dies unwahr-

scheinlich macht. 

Bei den von uns durchgeführten Untersuchungen der endoskopisch gewonnenen 

Darmbiopsien verglichen wir Biopsien aus makroskopisch gesunden Arealen mit 



Diskussion 

77 

denen aus entzündlich veränderten Bereichen der Darmwand von ein und demsel-

ben Patienten. Dies steht im Gegensatz zu den Expressionsanalysen durch Wright 

et al. 2005 und Marquez et al. 2009, die eine Gruppe akut erkrankter Patienten 

einem Kontrollkollektiv gesunder Probanden gegenüberstellte. Zudem verwende-

ten sie die Methode der antikörpergestützten Immunhistochemie und nicht – wie 

wir – eine RT-PCR der zuvor als Ganzes gelösten und gereinigten Biopsie. Auch 

wir stellten eine signifikante Erhöhung der Expression des CB2-Rezeptors in ent-

zündlichen Abschnitten der Darmmukosa von Morbus Crohn-Patienten fest. Lei-

der gelang uns dieser Nachweis für Colitis ulcerosa-Patienten nicht. Des Weiteren 

fallen bei unseren Versuchen inkonstante Ergebnisse mit hohen Standardabwei-

chungen auf. Hierfür kommen mehrere mögliche Ursachen in Betracht. 

Das Hauptproblem liegt sicherlich in der verwendeten Methodik bei der wir –  wie 

oben beschrieben – Biopsien eines Patienten in einem akuten Schub einer CED 

entnahmen und vollständig der RT-PCR zuführten. Die exakte Tiefe bzw. der ge-

naue Inhalt einer Biopsie kann dabei ohne histologische Aufarbeitung nicht fest-

gestellt werden. Sie kann lediglich bis in die Mukosa reichen oder gar die nerven- 

sowie gefäßreiche Submukosa miteinbeziehen. Die Menge der beinhalteten Ner-

ven, Blutgefäße oder auch Zellen des Immunsystems kann hierbei erheblich 

schwanken. Findet man nun hohe Expressionen des CB2-Rezeptors sowohl auf 

Immunzellen wie auch dem Endothel der Blutgefäße und den Neuronen des sub-

mukosalen Plexus (Duncan et al. 2008; Wright et al. 2008; Marquez et al. 2009), 

so ist naheliegend, dass die „blinde“ Verwendung von Biopsien durchaus zu in-

konstanten Ergebnissen mit großer Streuung in der empfindlichen RT-PCR führen 

kann. Auch Wright et al. 2005 hatten bei der Untersuchung der normalen, gesun-

den Kolonschleimhaut trotz immunhistochemischer Aufarbeitung mit inkonstan-

ten Ergebnissen zu kämpfen. Diese erklärten Sie mit einer möglichen normalen 

Variation des entzündlichen Status des GI-Trakts, der weder makroskopisch noch 

mikroskopisch ersichtlich ist. Nun stammen die von uns verwendeten Biopsien 

aus nur makroskopisch gesunden Bereichen erkrankter Patienten. Gerade hier ist 

eine solche Variation, bei dem sich augenscheinlich normale Kolonschleimhaut 
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bereits in einem leicht entzündlichen Zustand befindet durchaus denkbar. Die aus 

Tabelle 3-5 ersichtliche, teilweise große Variabilität des IL-8-Quotienten aus ent-

zündlichen und nicht entzündlichen Arealen bestärkt möglicherweise diese These. 

Die von uns durchgeführte RT-PCR erwies sich zwar als effizient und dadurch 

aussagekräftig, jedoch sei als letztes noch anzumerken, dass das von uns verwen-

dete Verfahren zur Normalisierung der Ergebnisse anhand der β-Aktin-Expression 

nicht unangefochten ist. Die Verwendung ist zwar gebräuchlich, allerdings konnte 

gezeigt werden, dass die Expression durchaus nicht immer konstant ist und somit 

falsche Ergebnisse auftreten können (Huggett et al. 2005). 

Auch wenn wir lediglich für Morbus Crohn-Patienten eine Hochregulation des 

CB2-Rezeptors im akut entzündlichen Status nachweisen konnten, halte ich eine 

generelle Induktion dessen bei CED – wie sie Wright und Marquez et al. nachwei-

sen konnten – für sehr wahrscheinlich (Wright et al. 2005; Marquez et al. 2009). 

Nachdem wir einige proinflammatorische Zytokine und das Endotoxin LPS als 

Ursache, zumindest bei HT-29-Zellen, ausschließen konnten, bleibt die Frage of-

fen, wie diese Expressionserhöhung reguliert wird. 
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5 Zusammenfassung 

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn und Colitis ulce-

rosa haben bei weltweit steigenden Inzidenzen zunehmend an Relevanz gewon-

nen. Ätiologisch scheint es in genetisch prädisponierten Personen durch den Ein-

fluss von Umweltfaktoren zu einer Dysregulation des Immunsystems im Sinne 

eines Toleranzverlusts gegenüber Kommensalier oder Antigenen aus der Nahrung 

zu kommen. Durch die Einführung genomweiter Assoziationsstudien haben gene-

tische Faktoren einen besonderen Stellenwert erlangt. Inzwischen sind eine Reihe 

genetischer Polymorphismen entdeckt worden, die die Reaktion auf Umweltfakto-

ren oder die Dysregulation des Immunsystems und somit die Krankheitssuszepti-

bilität für CED beeinflussen. Unsere Studie befasste sich mit dem pQ63R Poly-

morphismus des dem ECS zugehörigen CB2-Rezeptors. Die Strukturanalyse 

einiger Cannabinoide führte in den 90er Jahren zur Entdeckung der spezifisch 

Cannabinoid-bindenden CB-Rezeptoren sowie darauffolgend der zugehörigen 

endogenen Liganden, den sogenannten Endocannabinoiden. Seither konnten dem 

ECS etliche regulatorische Funktionen zugeschrieben werden. Im GI-Trakt betref-

fen diese vor allem die Darmmotilität, Sekretion, Sensitivität sowie den entzündli-

chen Status. Der CB2-Rezeptor wird dabei überwiegend auf Zellen des Immun-

systems exprimiert, aber auch auf Epithel, Endothel sowie Neuronen und scheint 

hier hauptsächlich über eine Reduktion der Ausschüttung proinflammatorischer 

Zytokine antiinflammatorisch zu wirken. Sipe et al. 2005 konnten zeigen das der 

pQ63R Polymorphismus dieses Rezeptors nicht nur in seinen 

immunmodulatorischen Effekten abgeschwächt, sondern somit auch die Suszepti-

bilität für einige Autoimmunerkrankungen erhöht ist. Aus diesem Grund erschien 

es sinnvoll, diesen Polymorphismus mittels PCR-Untersuchung in Bezug auf die 

Anfälligkeit und phänotypische Ausprägung einer CED hin zu untersuchen. Unse-

re Ergebnisse zeigen jedoch, dass dieser CB2-Rezeptor-Polymorphismus im 

Rahmen einer CED keine Rolle zu spielen scheint.  
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Ebenfalls von Interesse war, ob es in entzündlich veränderten Bereichen der 

Darmmukosa von CED-Patienten zu einer Hochregulation des antiinflammato-

risch wirkenden CB2-Rezeptors kommt und ob eine solche Expressionserhöhung 

durch proinflammatorische Reize wie TNF-α, INF-γ, IL-1β oder LPS induziert 

werden kann. Hierzu bedienten wir uns der RT-PCR-Technik und untersuchten 

Biopsien aus entzündeten und nicht entzündeten Arealen von CED-Patienten so-

wie die CB2-Rezeptor-Expression der humanen intestinalen Zellreihe HT-29 nach 

proinflammatorischer Stimulation im zeitlichen Verlauf. Für Morbus Crohn-

Patienten konnten wir signifikant erhöhte Expressionswerte in akut entzündlichen 

Biopsien verzeichnen, für Colitis ulcerosa-Patienten jedoch nicht. Anderen Studi-

en gelang allerdings der Nachweis einer epithelialen Hochregulation des CB2-

Rezeptors für beide Patientengruppen im akut-aktiven Schub. Dies geschah mit-

tels der sensitiveren Methode der antikörpergestützten Immunhistochemie, wo-

durch wahrscheinlich von einer vermehrten Expression im Rahmen einer aktiven 

CED auszugehen ist. Wie diese reguliert wird, bleibt dennoch weiterhin unklar, 

nachdem unsere Versuche an der HT-29-Zellreihe keine wesentlichen Ergebnisse 

lieferten. 
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