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1 Einleitung
1.1  Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) zdhlen zu den wichtigsten
immunologisch vermittelten Erkrankungen; dazu zdhlen auch die Rheumatoide
Arthritis, der systemische Lupus erythematodes, die Multiple Sklerose, der Typ-1-
Diabetes, sowie die Psoriasis. Obwohl die Beteiligung autoimmuner Prozesse bei
Erkrankungen wie CED in Frage gestellt wird, weisen sich iiberschneidende
genetische Assoziationen auf eine gemeinsame Pathogenese hin. Neben verschiedenen
epidemiologischen, klinischen und therapeutischen Merkmalen, welche diese
Erkrankungen sich teilen, ist allen eine chronische und oftmals intermittierend
auftretende Entziindung gemeinsam. Diese Inflammation trigt im Laufe der Zeit dazu
bei, das Zielorgan zu zerstoren, da dieses bestimmte Antigene beherbergt oder

Immunkomplexe hier abgelagert werden. (Cho & Gregersen, 2011)

Zu den beiden Hauptformen der CED gehdren Morbus Crohn (M. Crohn) und Colitis
ulcerosa (C. ulcerosa), die dhnliche Symptome verursachen, allerdings
unterschiedliche pathologische Merkmale besitzen. Zu den anderen unspezifischen
entziindlichen Darmerkrankungen zdhlen die mikroskopischen Kolitiden, darunter die
beiden klinisch identisch in Erscheinung tretenden, histologisch jedoch
unterschiedlichen Krankheitsbilder, die kollagene Kolitis und die lymphozytére
Kolitis. (Kabi et al., 2011; Stewart et al., 2011)

Mitte des 19. Jahrhunderts wurde C. ulcerosa erstmals beschrieben, deutlich spéter
wurde im Jahre 1932 vom M. Crohn berichtet. Gemeinsamkeiten zwischen den beiden
Hauptformen M. Crohn und C. ulcerosa zeigen sich in ihren epidemiologischen,
klinischen und therapeutischen FEigenschaften, sowie in ihren histologischen und
radiologischen Auffilligkeiten. Da der M. Crohn ebenfalls haufig das Colon
einbeziehen kann und seine klinische Erscheinungsform oftmals der C. ulcerosa

dhnelt, verschmolzen diese beiden Entitdten unter dem Gesamtbegriff der chronisch
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entziindlichen Darmerkrankung. Es ist dennoch von Bedeutung, zwischen diesen
beiden chronischen, rezidivierenden Entziindungen des Gastrointestinaltraktes (GIT)
zu unterscheiden, da es sich eindeutig um verschiedene pathophysiologische Entitdten
handelt und sich Unterschiede im Krankheitsmanagement ergeben. Denkbar wére
jedoch auch, dass M. Crohn und C. ulcerosa lediglich verschiedene Aspekte ein und
derselben Erkrankung darstellen. (Cho, 2008; Cho & Gregersen, 2011; Danese &
Fiocchi, 2011; Kumar & Clark, 2005)

10-20% der Fille einer Kolitis lassen keine Abgrenzung zu. 1978 stellte Price das
Konzept der ,,Colitis indeterminata® vor, um Fille, bei denen Kolonresektionen
aufgrund einer CED durchgefiihrt worden waren, ohne eine definitive Unterscheidung
zwischen den beiden klassischen Varianten M. Crohn und C. ulcerosa treffen zu
konnen, zu beschreiben. (Price, 1978) Spéter wurde der Begriff Colitis indeterminata
fiir Biopsiematerial verwendet, bei dem diese Unterscheidung ebenfalls nicht moglich
war. Andere Wissenschaftler plddieren allerdings dafiir, in diesem Falle andere
Bezeichnungen, wie beispielsweise ,,CED, nicht klassifiziert*, zu verwenden, um diese
Diagnose limitiert fiir Kolektomie-Proben beizubehalten, da somit eine relativ gut
definierte Patientengruppe gebildet wird, bei denen Folgen und Management der
Erkrankung viel deutlicher werden. Bei einem GroBteil dieser Fille wurde ein Verlauf

wie bei C. ulcerosa beobachtet. (Martland & Shepherd, 2007)

CED betreffen insbesondere junge Menschen und nehmen grolen Einfluss auf die
Lebensqualitit durch signifikante gastrointestinale Symptome wie Durchfille,
Bauchschmerzen, Blutungen, Andmie und Gewichtsverlust. Andere, extraintestinale
Manifestationen sind ebenfalls mit CED assoziiert, so zum Beispiel Arthritis,
Spondylitis ankylosans, sklerosierende Cholangitis, Uveitis, Iritis, Pyoderma

gangraenosum und Erythema nodosum. (Pithadia & Jain, 2011; Wei et al., 2011)

Die Pathogenese dieser Erkrankungen ist komplex; genetische, Umwelt- und
immunologische Faktoren tragen wahrscheinlich zu ihrer Atiologie bei. (Pithadia &

Jain, 2011; Wei et al., 2011)
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1.1.1 Epidemiologie

CED treten generell weltweit, jedoch vermehrt in den westlichen Léndern der Erde
auf, insbesondere in Nordamerika und Nordeuropa, allerdings steigen Inzidenz und
Pravalenz inzwischen auch in Siideuropa, Asien und einem Grofiteil der
Entwicklungsldnder. (Loftus, 2004) Sowohl M. Crohn als auch C. ulcerosa sind in der
weillen Bevolkerung stirker vertreten als in der nicht-weiflen. M. Crohn tritt etwas
hdufiger bei Frauen als bei Médnnern auf, wahrend Ménner fiir C. ulcerosa anfiélliger
sind als Frauen. (Thukkani et al., 2011) Insgesamt leiden 1,4 Millionen Menschen in
den Vereinigten Staaten und 2,2 Millionen Menschen in Europa unter einer CED.

(Loftus, 2004)

1.1.2 Morbus Crohn
1.1.2.1 Pathologie

M. Crohn kann jeden Abschnitt des GIT betreffen, bevorzugt jedoch das terminale
[leum und das aszendierende Kolon. Die Erkrankung kann sich auf umschriebene
Areale wie das terminale Ileum beschrianken oder mehrere Regionen diskontinuierlich
befallen, die durch gesunde Abschnitte der Darmschleimhaut voneinander getrennt
sind. Dieser segmentale Befall wird als ,,skip lesions® bezeichnet, makroskopisch
imponiert ein pflastersteinartiges Relief. Der betroffene Darmabschnitt bei M. Crohn
ist verdickt und verengt, es kann zudem zu transmuralen Ulzerationen kommen, die
eine Fistelbildung zur Folge haben, welche die Darmwand perforieren und andere
Organe beeintrachtigten konnen. (Cho, 2008; Cosnes et al., 2011; Nagalingam &
Lynch, 2011) Hierbei kann es z.B. zu rektovaginalen, kolovesikalen und
rektovesikalen Fisteln kommen. Auch zwischen Darm und Uterus konnen Fisteln
entstehen, allerdings ist diese Form der Fistelbildung deutlich seltener. (Andreani et
al., 2007; Holroyd et al., 2012; R. M. King et al., 1982) Mikroskopisch zeigt sich eine
transmurale Entziindung, also alle Schichten der Darmwand betreffend. Es finden sich

eine verdickte Submukosa, Fissuren, Ulzerationen, Fisteln, Strikturen sowie nicht-
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verkdsende intestinale Granulome, welche allerdings in 30-40 % der Fille fehlen

konnen. (Abraham & Cho, 2009b; Chambers & Morson, 1979; Khor et al., 2011)

1.1.2.2 Symptomatik und Komplikationen

Das klinische Erscheinungsbild beim M. Crohn, welches aufgrund der
unterschiedlichen Stadien und Manifestationsmoglichkeiten sehr variabel ist, hingt
primir von der Lokalisation des Entziindungsprozesses, der Ausdehnung, der Aktivitét
und der Beziehung zu den Nachbarorganen ab. Aufgrund der hiufigen Lokalisation im
Bereich des terminalen Ileums prasentiert sich die Ileokolitis hdufig mit chronisch
wiederkehrenden Episoden von rechtsseitigem Unterbauschmerz und (meist
unblutigen) Durchfillen. Der Schmerz besitzt in der Regel kolikartigen Charakter und
bessert sich nach Defdkation. Weitere Symptome der Erkrankung sind leichtes Fieber,
Miidigkeit und Gewichtsverlust als Folge der Diarrhoen, der Anorexie sowie der
Angst vor Nahrungsaufnahme, aber auch Ubelkeit und Erbrechen. Blutabginge mit
dem Stuhl lassen an einen gleichzeitigen Befall des Kolons oder Rektums denken und
machen die Differenzierung zu C. ulcerosa schwierig. In 15% der Fille kénnen
gastrointestinale Symptome vollig fehlen. (Fauci, 2008; Greten, 2005; Kumar & Clark,
2005) Bei klassischer Lokalisation imitiert die initiale Pridsentation von M. Crohn
oftmals eine akute Appendizitis im Sinne von akutem, rechtsseitigem
Unterbauchschmerz, Fieber, Leukozytose und einem tastbaren, sogenannten
,Konglomerattumor®, der aus entziindeten Darmanteilen, anhaftendem und
verhartetem Mesenterium und vergroBerten abdominellen Lymphknoten besteht. Eine
Ausdehnung des Konglomerats kann zu einer Obstruktion des rechten Ureters und
einer Harnblasenentziindung fithren, was sich wiederum in Dysurie und Fieber
bemerkbar macht. Hohes Fieber spricht fiir eine intraabdominelle Abszessformation.

(Fauci, 2008; Narin et al., 2009)

Im Verlaufe der Erkrankung kommt es initial aufgrund von Darmwandédemen und -
spasmen zu intermittierenden Obstruktionen mit konsekutiven postprandialen

Schmerzen. Spiter entwickeln sich auf dem Boden der persistierenden Entziindung
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fibrostenotische Verengungen und Strikturen. Durchfille werden seltener und durch
chronische Verstopfung ersetzt. Eine akute Ileussymptomatik kann ebenfalls auftreten
und wird durch die Entziindung mit Schleimhautédem des betroffenen
Darmabschnittes, Spasmen, aber auch durch UmschlieBung unverdauter Nahrungsreste
oder Medikamente beschleunigt. Bei stark ausgepriagter Inflammation der ileozdkalen
Region kann es bei lokalisierter Ausdiinnung der Darmwand zu Mikroperforationen
und Fistelbildung (kutane, enteroenterische, enterovesikale, enterovaginale, perianale
oder rektale Fisteln), sieche Abbildung 1, oder zu einer Abszesshohle im Mesenterium

kommen. (Fauci, 2008)

Abbildung 1: Makroskopische Erscheinungsbilder des Morbus Crohn. (Teke et
al., 2008, p. 148)

Makroskopisches Erscheinungsbild eines resezierten Praparates, auf welchem eine M. Crohn-bedingte
Ileitis mit multiplen, durch Instrumente sondierte Fisteln abgebildet ist (A), und ein ileales Segment

mit zwei angrenzenden Offnungen einer internen enterischen Fistel nach Adhésiolyse (B). (Teke et al.,
2008)
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Abbildung 2: Radiologische Erscheinungsbilder des Morbus Crohn. (Fornasa et

al., 2011, p. 5)

Drei unterschiedliche Patienten: (A) ein 25-jdhriger Mann, (B) ein 34-jdhriger Mann, (C) eine 45-
jéhrige Frau mit einer aktiven inflammatorischen Stenose einer distalen Ileum-Schlinge (axiale
Schichtfiihrung).

Moderate Signalintensitét in einer T2-gewichteten, FRFSE, fettunterdriickten Sequenz (Abk. FRFSE
von engl. fast relaxation fast spin echo sequence) (Pfeil in A); Hohes ,,Enhancement” in “Lava”-T1-
gewichteten Sequenzen 60 Sekunden nach i.v.-Applikation eines paramagnetischen Kontrastmittels
(Pfeile in B und in C). (Fornasa et al., 2011)

Abbildung 2 =zeigt das radiologische Erscheinungsbild aktiver inflammatorischer

Stenosen dreier unterschiedlicher Patienten.

Im Rahmen einer Jejunoileitis kann die Erkrankung auch in Malabsorption mit all
thren Folgen, wie beispielsweise Hypoalbuminimie, Hypokalzémie,
Hypomagnesidmie, Hyperoxalurie mit Nephrolithiasis bei Patienten mit intaktem
Kolon, sowie Steatorrhoe, resultieren. Dies geschieht aufgrund eines Verlustes der

Kontaktoberfliche fiir Verdauung und Absorption. Bei Patienten mit Kolitis und
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perianaler Erkrankung konnen u.a. rektale Blutungen, perianale Abszesse und
Inkontinenz weitere Komplikation darstellen, ebenso wie das toxische Megakolon,
welches zwar selten ist, aber durchaus bei ausgepragter Entziindung und kurzzeitigem
Verlauf auftreten kann. Ein gastroduodenaler Befall duflert sich haufig in
epigastrischen Schmerzen, Ubelkeit und Erbrechen. (Abraham & Cho, 2009a; Fauci,
2008)

1.1.2.3 Diagnostik

Inspektorisch zeigen sich meist wenige Erkrankungszeichen in der korperlichen
Untersuchung, auler ein reduzierter Allgemein- und Erndhrungszustand. Manchmal
zeigen sich orale Lisionen, wie z.B. eine aphthdse Stomatitis. (Benjamin et al., 2008;
Lankarani et al., 2013) Es sollte auBerdem auch immer nach den mit CED assoziierten
extraintestinalen Manifestationen gesucht werden, siche Abbildung 3. Extraintestinale
Manifestationen konnen fast jedes Organsystem betreffen und kommen bei 25-40%
aller CED-Patienten vor. Entziindungserscheinungen der Haut, Augen, Leber und
Gelenke werden als primédre Manifestationen betrachtet; werden zuséitzlich indirekte
Folgen der Krankheitsaktivitidt in Betracht gezogen, so haben fast 100% der CED-
Patienten eine Anomalie auBerhalb des GIT. (Levine & Burakoff, 2011)

Das Abdomen kann sich bei der korperlichen Unterschung distendiert darstellen;
auBerdem sind tastbare Resistenzen, eine Hepatomegalie oder Operationsnarben
oftmals ein Hinweis auf einen M. Crohn. Druckschmerz, Loslass-Schmerz und
Abwehrspannung sind ebenfalls mogliche klinische Zeichen. Aufgrund einer
Obstruktion konnen die Darmgerdusche auskultatorisch alteriert erscheinen. Eine
rektale Untersuchung sollte immer erfolgen, um anale Strikturen oder rektale Tumoren
nicht zu tiibersehen. Ebenso kann oft die Untersuchung der perianalen Region
Hinweise auf einen M. Crohn ergeben, wenn sich beispielsweise Marisken, Fissuren,

Fisteln oder Abszesse darstellen. (Bernstein et al., 2010)
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Okulér Dermatologisch
*  Uveitis * Pyoderma gangraenosum
* Episkleritis *  Erythema nodosum
Muskuloskelettal Hématologisch
*  Periphere Arthritis * Anidmie (Eisen-, Folsdure- oder Vitamin
* Ankylosierende Spondylitis B12-Mangel)
* Sakroiliitis * Thrombozytose
Hepatobiliér Kardiovaskulér
*  Primir sklerosierende Cholangitis * Perikarditis (z.B. als Mesalazin-
*  Cholelithiasis Nebenwirkung)

* Autoimmun-Hepatitis
*  Akute Pankreatitis

Renal

Pulmonal * Nierensteine (Oxalat bei der Crohn-

bedingten Ileitis)

*  Chronische Bronchitis

* Bronchiektasen

*  Granulomatdse Lungenerkrankungen

* Diffuse oder fokale interstitielle Fibrose

* Bronchiolitis obliterans mit
organisierender Pneumonie

e Sulfasalazin-induzierte Pneumonitis

¢ Methotrexat-induzierte Pneumonitis

Neurologisch

*  Periphere Neuropathie

Abbildung 3: Extraintestinale Manifestationen von M. Crohn. (Bhat & Dawson,
2007, p. 718)

Die Sonographie liefert Informationen beziiglich intestinaler und extraintestinaler
Léasionen, darunter Darmwandverdickungen, Stenosen, prastenotische

Darmwanddilatationen, Abszesse und Fisteln, siche Abbildung 4. (Calabrese, 2011)
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Abbildung 4: Sonographische Erscheinungsbilder des Morbus Crohn.
(Calabrese, 2011, p. 108)

Die gelben Pfeile weisen auf eine Wandverdickung und Stenosierung des terminalen Ileums eines 30-
jahrigen M. Crohn-Patienten hin (A). Sonographie eines oberflachlichen Abszesses (rote Pfeile),
welcher sich als runde, echoarme bis echofreie Lésion mit internen Echos und
WandunregelmiBigkeiten bei einer 16-jahrigen M. Crohn-Patientin darstellt (B). (Calabrese, 2011)

Mittels Koloskopie besteht demgegeniiber die Moglichkeit, die mukosale Oberflache
zu beurteilen und einen direkten Blick auf M. Crohn-assoziierte Lisionen im Kolon
und terminalen Ileum zu erlangen, siche Abbildung 5. Zu den endoskopischen M.
Crohn-Merkmalen gehoren eine rektale Aussparung, aphthdse Ulzerationen,
entziindete Areale im Wechsel mit normaler Mukosa (sog. ,.skip lesions®), ein
plastersteinartiges Relief, logitudinale, irreguldre Ulzera, Fisteln, Strikturen und

kleinste hamorrhagische Lasionen. (Calabrese, 2011; Danese & Fiocchi, 2011)

Eine histologische Befundung von endoskopischen Mukosabiopsien gehort zudem als
Untersuchungsmethode der 1. Wahl zur Diagnosefindung. Hierzu sind multiple
Biopsieentnahmen aus dem terminalen Ileum und jedem Kolonsegment unter
Einschluss des Rektums erforderlich. Auch bei unauffillig erscheinendem Rektum,

z.B. bei alleinigem Diinndarmbefall, sollte dies im Rahmen der Sigmoidoskopie

11
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durchgefiihrt werden, um mogliche unspezifische histologische Verdnderungen in der
Mukosa zu entdecken. Auch bei sehr ausgeprigtem M. Crohn kann das Rektum
ausgespart bleiben und normal erscheinen, dennoch kann hier eine liickenhafte
Beteiligung mit 6dematdser, hidmorrhagischer Mukosa bestehen. (Hoffmann et al.,

2008)

Abbildung 5: Endoskopische Erscheinungsbilder des Morbus Crohn. (Zezos et

al., 2010, p. 2)

In der Koloskopie sichtbare aktive Kolitis mit longitudinalen Ulzerationen vom Colon sigmoideum bis
durch das Zékum (A) und ein normales terminales Ileum (B). (Zezos et al., 2010)

Mittels Kapselendoskopie ldsst sich die gesamte Diinndarmmukosa begutachten;
Diinndarmlédsionen werden somit besonders sensitiv erfasst. Wie Vergleichsstudien
aufzeigen konnten, ist die Kapselendoskopie der konventionellen Diinndarmdiagnostik
mittels Magnetresonanztomographie, dem CT-Enteroklysma, dem Barium-
Doppelkontrast-Enteroklysma sowie der Koloskopie bzgl. der Mukosa-Beurteilung
iberlegen. (Albert et al.,, 2005; Eliakim et al., 2003; Golder et al., 2006;
Liangpunsakul et al., 2003; Triester et al., 2006; Voderholzer et al., 2005) Bereits bei
dem Verdacht auf Fisteln oder Perforationen sollte grundsitzlich wasserlosliches

Kontrastmittel verwendet werden. (Matsukawa et al., 2007)

Laboruntersuchungen koénnen Hinweise zu Entziindung, Mangelernihrung bzw.
Malabsorption sowie zur Schwere der Erkrankung geben. Andmie und Thrombozytose
stellen die haufigsten Veranderungen im Blutbild von M. Crohn-Patienten dar und

gelten als Zeichen der chronischen Entziindung. Das Entziindungsausmal} ldsst sich

12
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mittels BSG, CRP und Leukozytose einstufen. Zeichen einer Mangelerndhrung bzw.
Malabsorption sind Andmie, die bei M. Crohn-Patienten meist als mikrozytdr und
hypochrom im Rahmen einer FEisenmangelandmie in Erscheinung tritt, sowie
erniedrigte Serumspiegel von Eisen, Ferritin, Calcium, Magnesium, Kalium, Zink,
Vitamin A und D. Leberwerte konnen abnorm sein, bei schweren Verldufen zeigt sich
zudem eine Hypoalbuminidmie. Serologisch sind oft Anti-Saccharomyces cerevisiae-
Antikorper (ASCA) positiv und perinukledre Anti-Neutrophile cytoplasmatische
Antikorper (pANCA) negativ. (Fauci, 2008; Greten, 2005; Hoffmann et al., 2008;
Kulnigg & Gasche, 2006; Kumar & Clark, 2005)

Mikrobiologische und virologische Tests auf darmpathogene Keime, darunter E. coli,
Campylobacter, Yersinia, Salmonella, Shigella inklusive Clostridium-difficile-Toxin
(insbesondere nach Antibiotika-Einnahme) sowie die Cytomegalievirus-(CMV)-
Diagnostik (mit immunhistochemischer Aufarbeitung der Biopsie, Antigennachweis
im Blut und PCR aus Blut oder Biopsie), die Rontgen-Abdomen-Ubersichtsaufnahme
(zum Ausschluss eines toxischen Megakolons und zur Darstellung von freier
abdomineller Luft bei Perforation), die Computertomographie (CT) und die
Kernspintomographie (bei Verdacht auf Fisteln oder Abszessbildung) ergdnzen die

Diagnostik. (Bernstein et al., 2010; Hoffmann et al., 2008)

1.1.2.4 Therapie und Prognose

Medikamentdse Anséitze haben zum Ziel, die Remission der Erkrankung zu induzieren
und zu erhalten und sekundidre Effekte zu bessern. Bei Patienten mit mildem
Krankheitsverlauf reicht oftmals die symptomatische Therapie aus. So sollte mit dem
Rauchen aufgehort werden, da Tabakrauchen das Risiko eines endoskopischen und
klinischen Rezidivs, eines stenosierenden oder penetrierenden Verlaufs, der
Notwendigkeit von chirurgischen Eingriffen und immunsuppressiver Therapie sowie
von Osteoporose erhoht. Durchfille sollten zudem mit addquaten Mitteln gestoppt
(z.B. Loperamid oder Colestyramin bei Gallensdureverlustsyndrom) und eine Anédmie

je nach Mangelerscheinung therapiert werden. (Burger & Travis, 2011; Greten, 2005;
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Hoffmann et al., 2008; Kumar & Clark, 2005; Nyhlin et al., 1994; Pithadia & Jain,
2011)

Kortikosteroide, insbesondere Prednisolon, sind wichtiger Bestandteil der CED-
Therapie. Sie werden bei moderaten bis schweren Schiiben eingesetzt, eignen sich
jedoch aufgrund ihrer Nebenwirkungen und ihrer Unfédhigkeit, eine Remission zu
erhalten, nicht zur Langzeittherapie. In Abhdngigkeit vom klinischen Ansprechen wird
die Dosis tliber 2-4 Monate wochentlich reduziert; eine raschere Dosisreduktion birgt
die Gefahr eines Friihrezidivs. (Burger & Travis, 2011; Hoffmann et al., 2008;
Pithadia & Jain, 2011)

Ein zu selten eingesetztes Mittel stellt die spezifische enterale Erndhrung dar, welche
einen geringen Gehalt an Fett und Linolsdure haben sollte. Als alleiniges
Nahrungsmittel fiir eine Dauer von 28 Tagen eingesetzt, wurden insbesondere bei
padiatrischen Patienten dhnliche Remissionsraten beobachtet, wie nach Steroidgabe.
Zusitzliche Vorteile waren hierbei die Verbesserung des Erndhrungszustands sowie
die Vermeidung steroidinduzierter Nebenwirkungen. (Cameron et al., 2013; Greten,

2005; Kumar & Clark, 2005)

Aminosalizylate, deren aktiver Metabolit 5-Aminosalizylsdure ist (Abk. 5-ASA von
engl. S-aminosalicylic acid), werden bei Patienten mit M. Crohn zur
Remissionsinduktion eingesetzt, sind allerdings im Vergleich zur Placebotherapie nur
geringfligig tiberlegen. (Burger & Travis, 2011; Fauci, 2008; Levesque & Kane, 2011;
Pithadia & Jain, 2011)

Zur Remissionserhaltung werden Immunsuppressiva wie Azathioprin und dessen
Metabolit 6-Mercaptopurin eingesetzt. Sie besitzen zudem eine Steroid-sparende
Wirkung, allerdings kann es Wochen dauern, bis der effektive Wirkspiegel erreicht ist
und somit die gewiinschte antientziindliche Wirkung eintritt, was ihre Wirkung im
akuten Schub stark limitiert und sie somit geeigneter fiir die Langzeittherapie macht.

Riickfille sind mit ca. 70% bei Therapieunterbrechung haufig, was somit eine solche
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Dauertherapie mit Azathioprin und 6-Mercaptopurin notwendig macht. In diesem Fall
sind regelmifige Blutbildkontrollen aufgrund der Immun- und
Knochenmarkssuppression erforderlich. Auch Mycophenolat-Mofetil, welches die
Proliferation von T- und B-Lymphozyten supprimiert, wird z.T. als
remissionserhaltende Therapie bei der C. ulcerosa eingesetzt. Bei Patienten, die auf
Steroide und Immunsuppressiva nicht oder nicht ausreichend reagieren, ist es moglich,
Methotrexat (bei M. Crohn) oder Cyclosporin A (bei C. ulcerosa) einzusetzen, welche
allerdings lediglich Remission erzielen, aber (im Falle von Cyclosporin) nicht zur
remissionserhaltenden Therapie eingesetzt werden. (Bouguen et al., 2013; Burger &
Travis, 2011; Greten, 2005; Kumar & Clark, 2005; Laharie et al., 1; Pithadia & Jain,
2011; Stein et al., 2013)

Neue Therapieansitze stellen humanisierte monoklonale Antikorper dar, welche in der
Lage sind, die betroffenen biochemischen Signalwege der Inflammation zu
modifizieren, beispielsweise Infliximab, ein Tumornekrosefaktor (TNF)-a-Antikorper.
Weitere Anti-TNF-Antikorper sind Adalimumab, Golimumab und Certolizumab
pegol. Diese Art der Therapie wird bei mittelschweren und schweren Formen einer
CED durchgefiihrt, insbesondere auch bei steroidrefraktiren und steroidabhéngigen
Krankheitsformen und bei Patienten, die nicht auf eine Azathioprin-Therapie

ansprechen. (Burger & Travis, 2011; Pithadia & Jain, 2011)

Seit Juli 2014 ist in Deutschland mit Vedolizumab, einem sog. alpha4beta7-Integrin-
Antagonisten, ein weiteres (darmselektives) Biologikum zur Therapie des M. Crohn

und der C. ulcerosa zugelassen. (Wyant et al., 2015)

Eine mogliche Ergdnzung zur medikamentosen Therapie der Komplikationen in der
Akutphase (insbesondere beim M. Crohn) stellen Antibiotika wie Ciprofloxacin und
Metronidazol dar, wobei diese aber keine Standardtherapie sind. Speziell
Ciprofloxacin hat sich als unterstiitzende Therapie (z.B. in Kombination mit Anti-
TNF-Antikorpern) beim inflammatorischen, perianal lokalisierten und Fistel-bildenden

M. Crohn erwiesen. Vor diesem Hintergrund werden zur Zeit auch weitere Ansétze
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gepriift, beispielsweise die Gabe probiotischer Bakterien, Thalidomid und
Medikamente auf pflanzlicher Basis. (Fauci, 2008; Pineton de Chambrun et al., 2012;
Pithadia & Jain, 2011; Vavricka & Rogler, 2010)

Trotz der groBen medizinischen Fortschritte des letzten Jahrzehnts im Management
des M. Crohn, insbesondere die Einfilhrung neuer therapeutischer Wirkstoffe zur
Prophylaxe und Behandlung von Komplikationen, bleibt eine Operation fiir viele M.
Crohn-Patienten im Laufe ihres Lebens unumginglich. Die haufigste Indikation, die
eine chirurgische Behandlung des M. Crohn notwendig macht, stellt das
medikamentése Therapieversagen bzw. die Unvertraglichkeit einer -effektiven
medikamentdsen Therapie dar. Weitere Indikationen sind Obstruktion, Sepsis als
Folge von Fisteln, Abszessen, entzlindlicher Raumforderungen oder freier Perforation,
Blutungen, Dysplasien/Krebs und Wachstumsretardierung. Elektiven chirurgischen
Eingriffen sollte eine komplette Evaluierung des Gastrointestinaltraktes vorausgehen.

(Fichera & Michelassi, 2007)

Das groBte langfristige Gesundheitsrisiko von CED-Patienten stellt die Entwicklung
eines kolorektalen Karzinoms dar. Obwohl kolorektale Karzinome im Rahmen von
CED weniger als 0,5 % der gesamten in der Bevolkerung auftretenden kolorektalen
Karzinome ausmachen, wird die Privention dieser zum priméren klinischen Ziel im
Verlauf der langfristigen Betreuung von CED-Patienten, da besonders bei jungen
Patienten und solchen mit langandauernder, ausgeprédgter Erkrankung die relative

Inzidenz hoch ist. (Harpaz et al., 2013)

1.1.3 Colitis ulcerosa

1.1.3.1 Pathologie

C. ulcerosa beschriankt sich meist auf das Rektum und das Kolon, und weist eine
hauptsdchlich im Rektum beginnende stets kontinuierliche Ausbreitung auf. Die

Erkrankung kann nur das Rektum betreffen (Proktitis), sich weiter proximal bis zum

Colon sigmoideum und Colon descendens (linksseitige Kolitis) ausbreiten, oder aber
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das gesamte Kolon betreffen (Pankolitis). Bei einigen Patienten, die unter einer
Pankolitis leiden, kommt es sogar zur Entziindung des distalen terminalen Ileums, was
als ,,backwash ileitis* bezeichnet wird. Diese bleibt jedoch oberflichlich und weist
keine tiefen Ulzerationen, Strikturen oder Fisteln auf. (Cosnes et al., 2011; Danese &

Fiocchi, 2011; Khor et al., 2011; Nagalingam & Lynch, 2011)

Makroskopisch imponiert die Darmschleimhaut gleichmifig entziindet mit einem
abrupten oder gleichmiBigen Ubergang von betroffener zu normaler Mukosa. In
milden Féllen erscheint die Schleimhaut briichig, granuldr und erythematds mit einem
Verlust des Venenmusters, wihrend sich in moderaten Féillen Erosionen und
Mikroulzerationen zeigen. In schwerwiegenden Fillen kommt es zu extensiv
ausgedehnten oberflachlichen Ulzerationen, die zu Spontanblutungen neigen. (Danese
& Fiocchi, 2011) Mikroskopisch ist C. ulcerosa durch eine Entziindung charakterisiert,
die sich auf die oberflichlichen mukosalen und submukosalen Schichten der
Darmwand beschrinkt. Hierbei zeigt sich eine Kryptitis mit Kryptenabszessen. (Cho,
2008; Khor et al., 2011)

1.1.3.2 Symptomatik und Komplikationen

Hauptsymptome der C. ulcerosa sind blutig-schleimige Durchfille, Tenesmen und
krampfartige Bauchschmerzen begleitet von unspezifischen Symptomen wie
Unwohlsein, Ubelkeit, Erbrechen, Gewichtsverlust, Fieber, Anorexie und Lethargie,
wobei die Schwere der Symptomatik mit dem Ausmal} der Erkrankung korreliert.

(Danese & Fiocchi, 2011; Fauci, 2008)

Die Auspriagung der Erkrankung kann sich zwischen mild, moderat und schwer
bewegen. Der Beginn ist oft schleichend, kann aber auch subakut oder akut verlaufen.
10% der Patienten leiden unter persistierenden chronischen Symptomen, andere haben
nur einen einzigen Schub. C. ulcerosa ist wie der M. Crohn von Remissionen und
Exazerbationen gekennzeichnet. (Danese & Fiocchi, 2011; Greten, 2005; Kumar &
Clark, 2005)
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Bei alleinigem Befall des Rektums kommt es vermehrt zu Abgidngen von frischem
Blut oder blutig tingiertem Schleim, entweder vermischt mit Stuhl oder als Auflage
eines normalen oder harten Stuhls. Hierbei kommt es zwar hiufig zu Tenesmen oder
einem Drang mit dem Gefiihl der unvollstindigen Entleerung, seltener allerdings zu
abdominellen Schmerzen. Eine Proktitis oder Proktosigmoiditis fiihrt zu einer
verlangsamten proximalen Darmpassage, was vermutlich die hédufig beobachtete
paradoxe Konstipation bei Patienten mit distalem Befall erklart. Bei Ausdehnung der
Erkrankung jenseits des Rektums zeigen sich eine Vermischung von Blut mit Stuhl
bzw. ausgeprigt blutige Durchfille. Die durch die Inflammation verdnderte
Kolonmotilitdt und die somit beschleunigte Darmpassage fiihren bei ausgedehntem
Kolonbefall und im akuten Schub zu fliissigen Stiihlen, z.T. vermischt mit Pus und
Blut. Es kommt hdufig zu vermehrten, vorherrschend nachts und postprandial
auftretenden und mit Inkontinenz einhergehenden Durchfillen, die den Patienten

extrem einschrianken. (Danese & Fiocchi, 2011; Fauci, 2008)

Zu den Komplikationen einer schweren C. ulcerosa zdhlen Perforation, Blutung und
das toxische Megakolon. Diese Dilatation des Kolons ist mit einer hohen
Perforationsgefahr mit konsekutivem septischen Schock verbunden und kann bis hin
zum Multiorganversagen fiihren. Die fulminant-toxische Verlaufsform ist durch eine
extrem hohe Zahl an blutig-schleimigen Durchféllen, einem septischen Krankheitsbild
mit hohem Fieber, Dehydratation, Distension und Druckschmerzhaftigkeit des
Abdomens gekennzeichnet. In diesen Phasen eines schweren Schubes ist der Patient
schwerst krank, und eine dringende Krankenhausbehandlung ist unumgénglich.

(Caprilli et al., 2000; Greten, 2005; Kumar & Clark, 2005)

1.1.3.3 Diagnostik

Zeichen einer Proktitis sind ein empfindlicher Analkanal und Blut in der rektalen
Untersuchung. Bei ausgepragterer Erkrankung kann das Abdomen gebléht erscheinen

und die Palpation druckschmerzhaft sein. Patienten mit toxischer Kolitis leiden unter
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extremen Schmerzen und konnen stark bluten, im Rahmen eines toxischen

Megakolons findet sich ein tympanitischer Klopfschall iiber der Leber. (Fauci, 2008)

In der Koloskopie findet sich in leichten Fillen eine von samtartigem Aussehen
gekennzeichnete, geschwollene, hyperdmische und bei Beriihrung leicht blutende
Schleimhaut, wéihrend diese bei schwerem Verlauf hdmorrhagisch infiltriert mit
unregelméBig konfluierenden Ulzerationen imponiert (Abbildung 6). Bei chronischem
Verlauf zeigt sich ein starres, réhrenformiges Kolon mit Stenosen, Verkiirzungen und

Pseudopolypen. Schwere Krankheitsschiibe oder ein toxisches Megakolon sind

aufgrund der Perforationsgefahr eine Kontraindikation fiir eine Koloskopie. (Greten,

2005; Kumar & Clark, 2005)

Abbildung 6: Endoskopisches Erscheinungsbild der Colitis ulcerosa. (Ji et al.,
2007, p. 751)

In der Koloskopie sichtbare hyperdme Mukosa, multiple, diffuse Ulzerationen und mukosale
Nodularitét. (Ji et al., 2007)

Im Kolonkontrasteinlauf, welcher ebenfalls in kritischen Stadien nicht durchgefiihrt
werden sollte, stellt sich das Kolon typischerweise aufgrund der aufgehobenen
Haustrierung als langes, glattes Rohr dar und dhnelt einem ,,Fahrradschlauch* (siehe
Abbildung 7), durch Kontrastmittelaussparungen werden zudem die Pseudopolypen
sichtbar. Friihestes radiologisches Zeichen der C. ulcerosa ist eine im Einlauf sichtbare

kornige Beschaffenheit der Mukosa. (Danese & Fiocchi, 2011; Fauci, 2008)
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Abbildung 7: Kolonkontrasteinlauf bei Colitis ulcerosa. (Ji et al., 2007, p. 751)

Es zeigt sich ein insgesamt verkiirztes und verengtes Kolon mit aufgehobener Haustrierung. (Ji et al.,
2007)

Die Magnetresonanztomographie sollte primédr zur Bildgebung bei CED-Patienten
herangezogen werden, wobei die Wahl des diagnostischen Verfahrens abhidngig von
der lokalen Verfiigbarkeit, der Expertise sowie der Kosten ist. Ungeachtet der
Strahlenbelastung ist die CT-Untersuchung gleichermallen effizient und Mittel der
Wahl bei klinischen Notfdllen. Hinsichtlich der Beurteilung beteiligter anatomischer
Strukturen, Vorhandensein und Ausprigung von Darmwandverdickungen und
Komplikationsarten dient ebenfalls die CT-Untersuchung, insbesondere zur
differentialdiagnostischen Unterscheidung zu M. Crohn. Erginzend kann die
Sonographie zur Bildgebung herangezogen werden, jedoch sollte dies in erfahrenen

Zentren durchgefiihrt werden. (Herfarth, 2013; Thoeni & Cello, 2006)

Die minimale Labordiagnostik bei Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa sollte ein
Blutbild, inflammatorische Marker (z.B. CRP), Parameter des Eisenhaushalts,
Nierenretentionsparameter, Transaminasen und Cholestaseparameter enthalten.
(Dignass et al., 2011) Im akuten Schub zeigt sich oftmals eine Eisenmangelandmie.
Leukozyten und Thrombozyten sind erh6ht, ebenso BSG und CRP, insbesondere im
Rahmen der toxischen Verlaufsform. Die Leberwerte konnen abnorm sein; bei

schweren Verldufen zeigt sich eine Hypoalbumindmie, héufig sind auch
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Hypoproteindmie und Hypokalidmie. Anders als beim M. Crohn werden bei der C.
ulcerosa oftmals erhohte pANCA-Spiegel gemessen. Die Schwere der Entziindung
kann zudem mittels Spiegelbestimmung von fiakalem Calprotektin oder Laktoferrin
eingestuft werden. Um eine infektidse Genese der Durchfille auszuschlieBen, sollten
hier Stuhlkulturen auf Clostridium difficile-Toxin, Campylobacter-Spezies und
Escherichia coli O157:H7 die Diagnostik ebenfalls komplettieren. Aullerdem sollte
auch hier eine CMV-Kolitis durch PCR (aus dem Stuhl und Darmbiopsien)
ausgeschlossen werden. (Danese & Fiocchi, 2011; Dignass et al., 2011; Fauci, 2008;
Hoffmann et al., 2008)

1.1.3.4 Therapie und Prognose

Hinsichtlich Erndhrungsempfehlungen gibt es aus interventionellen Studien relativ
wenig Evidenz. Trotzdem sollte die Nahrungsaufnahme nicht unangebracht
eingeschrinkt werden. Es gibt keine Evidenz fiir eine therapeutische Wirkung durch
enterale Erndhrung bei aktiver C. ulcerosa. Einer totalen intravendsen Erndhrung
konnte ebenfalls kein therapeutischer Effekt, insbesondere kein Einfluss hinsichtlich
Operationsraten und nur ein kleiner Vorteil aufgrund der Umgehung der Darmpassage
nachgesagt werden. Auch bei chronisch aktiver Erkrankung ist eine intravendse
Erndhrung nicht von Vorteil. Bei untererndhrten Patienten jedoch ist eine
Nahrungsergidnzung durchaus angebracht, da eine optimale Versorgung mit
Nihrstoffen die Darmmotilitdt, die intestinale Permeabilitit, sowie den
Erndhrungszustand verbessert und die Entziindungsreaktion reduziert. Die allgemeine
Schlussfolgerung ist jedoch, dass die Erndhrung bei der Entstehung der C. ulcerosa
kaum eine Rolle spielt. Dennoch gibt es Hinweise, dass das Risiko fiir C. ulcerosa
bzw. das Rezidivrisiko bei C. ulcerosa-Patienten unter denjenigen erhoht ist, die einen
hohen Anteil an rotem Fleisch und Margarine in ithrem Erndhrungsplan haben. Fiir die
Empfehlung, Milchprodukte strikt zu vermeiden, gibt es nicht ausreichend Evidenz.

(Richman & Rhodes, 2013; Triantafillidis & Papalois, 2014)
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Ublicherweise erhalten C. ulcerosa-Patienten ein Aminosalizylat, dessen aktiver
Metabolit 5-Aminosalizylsdure (5-ASA) ist. Es hat sich eine gute Effektivitit in der
Remissionsinduktion bei mild bis moderat aktiver Erkrankung, sowie in der
Remissionserhaltung bei allen Aktivititsformen, gezeigt. Um eine friithzeitige
Absorption zu verhindern und somit eine Wirkung im Kolon zu erreichen, ist es
notwendig, entweder eine Prodrug (Balsalazid, Olsalazin oder Sulfasalazin) oder ein
Medikament mit magensaftresistentem, pH-abhingigem Uberzug (z.B. Asacol®,
Salofalk®) bzw. ein Medikament mit langsamem Freisetzungsmechanismus (z.B.
Pentasa®) zu verabreichen. Trotz dieser Mafinahmen sollten zusitzlich Einldufe oder
Suppositorien verwendet werden, um die mukosale Konzentration von 5-ASA bei

Patienten mit distaler C. ulcerosa zu erhoéhen. (Burger & Travis, 2011)

Akute Exazerbationen mit signifikanter Inflammation werden zusdtzlich mit
Glukokortikoiden behandelt. Fiir mildere Verldufe, bei denen lediglich das Rektum
betroffen ist, ist die topische Gabe dieser Medikamente, im Sinne von Suppositorien,
Schaumen oder Klysmen, oftmals ausreichend. Bei hdufigen Riickféllen trotz dieser
Medikamentenkombination koénnen auch Purinmetabolite, also Azathioprin oder
Mercaptopurin, sowie monoklonale anti-TNF-Antikorper (Infliximab, Adalimumab
oder Golimumab) gegeben werden. (Ben-Horin et al., 2014; Greten, 2005; Park &
Jeen, 2015; Pithadia & Jain, 2011)

Fiir die Gabe probiotischer Bakterien in der Erhaltungstherapie der C. ulcerosa konnte
ein therapeutischer Effekt nachgewiesen werden, wéhrend dies fiir M. Crohn nicht

zutrifft. (Kruis, 2013; Lee et al., 2013)

Chirurgisch ist C. ulcerosa durch die Proktokolektomie heilbar. Diese ist dann
indiziert, wenn es trotz konsequenter medikamentoser Therapie zu schweren
rezidivierenden Schiiben kommt, und erfolgt in der Regel elektiv und
kontinenzerhaltend mittels ileoanalem Pouch. Die Letalitdt dieses Eingriffs betrigt ca.
3%, und ein Drittel der operierten Patienten leiden im Verlauf unter einer sogenannten

,Pouchitis®, einer Inflammation der Pouch-Mukosa mit klinischen Symptomen wie
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Durchfillen, Blutungen, Fieber und mitunter einer Exazerbation extraintestinaler
Manifestationen. (Greten, 2005; Kumar & Clark, 2005; Pithadia & Jain, 2011)
Prognostisch ist eine lang andauernde und ausgepriagte C. ulcerosa mit einem erhéhten
Risiko fiir kolorektale Karzinome verbunden (7-14% nach 25 Jahren, bis zu 30% nach
35 Jahren; sieche Abbildung 8). (Bernstein et al., 2001; Pellis¢, 2013) Ein erhohtes
Risiko ist zudem mit der zeitgleichen Diagnose einer primédr sklerosierenden
Cholangitis, einer positiven Familienanamnese fiir kolorektale Karzinome und dem
Vorhandensein von Pseudopolypen assoziiert. Empfehlungen besagen, dass alle
Patienten mit Colitis ulcerosa nach 8 bis 10 Jahren Erkrankungsdauer jdhrlich oder
halbjdhrlich eine Vorsorge-Koloskopie mit multiplen Biopsien in regelméfBigen
Abstinden bei Pankolitis und nach spitestens 15 Jahren Erkrankungsdauer bei
Linksseitenkolitis durchfiihren lassen sollten. Bei Nachweis hohergradiger Dysplasien
oder multifokaler niedriggradiger Dysplasien in flacher Mukosa sollte eine

Kolektomie erfolgen, wenn der pathologische Befund von einem Pathologen bestétigt

wurde, der auf dem Gebiet der Dysplasien bei CED erfahren ist. (Farraye, Odze,
Eaden, & Itzkowitz, 2010; Farraye, Odze, Eaden, Itzkowitz, et al., 2010; Kornbluth &
Sachar, 1997; Pellis¢, 2013; Winawer et al., 2003)

Abbildung 8: Histopathologische Erscheinungsbilder bei Colitis ulcerosa.
(Neumann et al., 2011, p. 3188)

Histopathologisches Bild einer Dysplasie-assoziierten Lasion oder eines Tumors mit ,,low-grade®
intraepithelialer Neoplasie bei einem Patienten mit ruhender C. ulcerosa (A). Die Abbildung B
illustriert ein Colitis-assoziiertes Karzinom mit submukosaler Invasion. (Neumann et al., 2011)
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Colitis ulcerosa-Patienten haben insgesamt eine normale Lebenserwartung. Mortalitét
war signifikant mit zunehmendem Alter und der Anwesenheit von Komorbiditdten
verbunden; krankheitsspezifische Faktoren wie Schwere und Ausmal} der Erkrankung
sowie erstmaliges Auftreten zeigten eine Assoziation zu Notfall-Kolektomien, aber

nicht zu Mortalitit. (Falvey et al., 2010; Winther et al., 2003)

1.1.4 Pathogenese von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die  primdre, unmittelbare  Pathogenese der chronisch  entziindlichen
Darmerkrankungen ist bislang, trotz enormer Fortschritte hinsichtlich des
Verstindnisses beziiglich Umweltrisikofaktoren und der dem inflammatorischen
Prozess zugrundeliegenden immunologischen und genetischen Faktoren, nicht

vollstandig geklart. (Korzenik, 2005)

Generell werden Umwelt-, genetische, mikrobielle und immunologische Faktoren als
zur Krankheit flihrende Komponenten diskutiert (sieche Abbildung 9). Nicht eine dieser
Komponenten alleine, sondern vielmehr die Interaktion zwischen ihnen fiihrt zu einem
chronisch-inflammatorischen Prozess, welcher dem Darm Schaden zufiigt und
klinische Symptome triggert. Aufgrund der unterschiedlichen Ausprigung der
Einzelkomponenten in jedem Individuum kommt es zu der Vielfalt der klinischen
Manifestationen und des Therapieansprechens, was eine individualisierte
Herangehensweise mit unterschiedlichem FEinsatz von Medikamenten fiir jeden

einzelnen Krankheitsfall erforderlich macht. (Fiocchi, 2009; Schirbel & Fiocchi, 2010)
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Abbildung 9: Zwei-Faktoren-Modell fiir die Pathogenese von CED. (Kaser et al.,
2010, p. 397)

Eine ,,Zwei-Faktoren“-Hypothese fiir die Pathogenese von CED. Umwelt- und genetische Faktoren
sind Risikofaktoren fiir CED, da sie die Zusammensetzung und Funktion der intestinalen Mikrobiota
sowie die Immunantwort des Wirtsorganismus auf mikrobielle Faktoren determinieren. (Abk. NSAIA
von engl. nonsteroidal anti-inflammatory agents) (Kaser et al., 2010)

1.1.4.1 Umweltfaktoren

Die weltweit kontinuierlich wachsende Inzidenz und Pridvalenz von CED,
insbesondere in den westlichen Léandern, sowie ihr Aufkommen in den
Entwicklungsldndern, lisst keine Zweifel daran, dass Umweltfaktoren eine wichtige
Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen. Es kann allerdings nicht davon
ausgegangen werden, dass diese alleinig fiir die eigentliche Entziindungsreaktion
verantwortlich sind. Umweltfaktoren, welche laut epidemiologischer Studien von
Populationen mit Migrationshintergrund dhnlich wie genetische Faktoren bereits in
friihen Lebensstadien das Entstehungsrisiko fiir CED determinieren, veranlassen
vielmehr das Immunsystem, proinflammatorisch zu reagieren bzw. beeinflussen
indirekt diejenigen Gene, welche normalerweise flir die Homoostase des Immun- und

Verdauungssystems sorgen. (Cosnes et al., 2011; Fiocchi, 2009)

Zu diesen Umweltfaktoren im Sinne von Risikofaktoren gehoren unter anderen

Rauchen, die Appendektomie, Bewegungsmangel, Ubergewicht, bestimmte
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Erndhrungsweisen, orale Kontrazeptiva, Drogen, Infektionen und Impfungen,
geographische und soziale Gegebenheiten, Stress, sowie Mikroorganismen innerhalb

und auBlerhalb des Darms. (Cosnes, 2010; Fiocchi, 2009; Schirbel & Fiocchi, 2010)

Rauchen nimmt einen besonderen Stellenwert ein, da Nikotinkarenz im Falle des M.
Crohn einen positiven, allerdings im Falle der C. ulcerosa einen negativen Effekt bzgl.
Entstehungsrisiko, Verlauf und Therapieerfolg nach sich zieht. Allerdings sollten diese
Effekte im Falle der C. ulcerosa der schiddlichen Wirkungen des Rauchens hinsichtlich
des respiratorischen und kardiovaskuldren Systems gegeniibergestellt werden; trotz
des positiven Effektes auf diese Erkrankung sollte somit jedem Patienten abgeraten

werden, zu rauchen. (Cosnes, 2010; Schirbel & Fiocchi, 2010)

Auch die Appendektomie zeigt eine signifikante negative Assoziation zu C. ulcerosa,
da die Entfernung eines entziindeten Blinddarms in friihen Lebensjahren mit einer
verringerten Inzidenz fiir C. ulcerosa assoziiert ist. Interessanterweise ist das Gegenteil

fiir M. Crohn der Fall. (Danese & Fiocchi, 2011; Lopez-Serrano et al., 2010)

Im Jahre 1989 wurde zudem erstmalig die sogenannte Hygiene-Hypothese durch
Strachan beschrieben. (Strachan, 1989) Diese entstand aufgrund der weltweit
kontinuierlich steigenden Inzidenz der CED, insbesondere in den Teilen der Erde, wo
sich mit der Zeit deutlich gebesserte Hygienebedingungen fanden, beispielsweise
optimierte Sanitdrbedingungen, verringertes Aufkommen von infektidsen und
parasitdiren = Erkrankungen, = Impfungen,  sicherere = Nahrungsmittel = und
Trinkwasserbestinde. Aullerdem wurde hier die Aneignung von Erndhrungs- und
anderen Gewohnheiten westlicher Gesellschaften, in denen CED gehéufter auftreten,
beobachtet. Die Hygiene-Hypothese besagt, dass eine gesteigerte Exposition
gegeniiber héufiger Infektionserreger in der Kindheit die Entwicklung des
Immunsystems positiv beeinflusst und somit als Schutz vor diesen Krankheiten spiter
im Leben dient. (Lépez-Serrano et al., 2010; Schirbel & Fiocchi, 2010) Vor Kurzem
konnte dies tierexperimentell bestétigt werden. (Olszak et al., 2012) Dies wiirde CED

zu einer Erkrankung des modernen Lebens machen, dhnlich wie andere chronische,
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immunvermittelte Krankheiten allergischer oder entziindlicher Art, so z.B. Asthma,

Psoriasis, Multiple Sklerose und Rheumatoide Arthritis. (Schirbel & Fiocchi, 2010)

1.1.4.2 Genetische Faktoren

Die Rolle von Genen bei der Krankheitsentstehung konnte durch epidemiologische
Studien belegt werden, welche das gehdufte Auftreten der Erkrankung bei eineiigen
Zwillingen (36%ige Ubereinstimmung bei M. Crohn, 16%ige Ubereinstimmung bei C.
ulcerosa) im Vergleich zu zweieiigen Zwillingen (4%ige Ubereinstimmung bei sowohl
M. Crohn als auch C. ulcerosa) demonstrierten. (Johan Van Limbergen et al., 2007)
Das erhohte Risiko eines Verwandten ersten Grades, eine CED zu entwickeln, wenn
bei dem Probanden M. Crohn vorliegt (relatives Risiko 5-35; C. ulcerosa 10-15),
sowie die hohe Rate an CED in der Familienanamnese (bis zu 30%, insbesondere bei
M. Crohn) liefern weitere epidemiologische Evidenz fiir einen genetischen Beitrag zur
,»Suszeptibilitdt™ fiir M. Crohn. (Johan Van Limbergen et al., 2009) Der Beweis hierzu
gelang im Jahre 2001, als das erste Suszeptibilititsgen fiir M. Crohn, NOD2 (von engl.
nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) / CARD15 (Abk. CARD von
engl. caspase recruitment domain), auf Chromosom 16 entdeckt wurde, nachdem 1996
diese Region bereits erstmalig durch Jean-Pierre Hugot, einem franzdsischen
padiatrischen Gastroenterologen, identifiziert worden war. (Hugot et al., 1996; Rogler,

2011; Johan Van Limbergen et al., 2007)

Der Wildtyp dieses Gens hat die Funktion eines Rezeptors, der bakterielles
Muramyldipeptid erkennt und NF-kB aktiviert. In mutierten Varianten von NOD?2,
welche mit einer M. Crohn-Suszeptibilitit assoziiert wurden, geschah dies nicht.

(Rogler, 2011; Zanello et al., 2013)

Da NOD2 in weniger als 40% der M. Crohn-Félle eine Rolle spielt, begann die Suche
nach weiteren moglichen Suszeptibilititsgenen mittels sogenannter genomweiter
Assoziationsstudien (GWAS) durch nationale und internationale
Forscherzusammenschliisse, welche sich gewaltiger kombinierter Datenbanken

bedienen, die tausende gut phinotypisierte M. Crohn- und C. ulcerosa-Patienten
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umfassen. Diese GWAS konnten auBerordentliche Ubereinstimmungen zwischen
verschiedenen Kohorten herausarbeiten und somit die Anzahl an gesicherten
genetischen Assoziationen bei CED deutlich erhdhen. Kiirzlich durchgefiihrte GWAS
haben wertvolle Einblicke in die genetische Architektur von CED gewéhrt, indem
mehr als 163 CED-Suszeptibilititsgenvarianten identifiziert wurden, darunter die
signifikantesten Ergebnisse fiir M. Crohn in den Genregionen von NOD2, IL23R und
ATGI16L1. (Anderson et al., 2011; Barrett et al., 2008; Duerr et al., 2006; Franke et al.,
2010; Hampe et al., 2007; Jostins et al., 2012)

Zu den 110 identifizierten, M. Crohn und C. ulcerosa gemeinsamen Loci, darunter
IL23R, JAK2, STAT3, BSN-MSTI, CCNY- CREM, KIF2IB, NKX2-3, ILI2B,
ORMDL3, ICOSLG, LOC441108, CCR6, TNFSF15, 5p13, 6p21, 7p12 und 21q21,
zéhlt auch /IRGM, das den Schwerpunkt dieser Arbeit darstellt. (Jostins et al., 2012;
Umeno et al., 2011)

Genetische Analysen konnten der Autophagie eine unerwartet wichtige Rolle im
Rahmen der angeborenen Immunitit und CED (insbesondere bei M. Crohn)
zuschreiben, wobei eine Verwicklung zweier an der Pathogenese von CED beteiligten
Genen, IRGM und dem zuvor genannten ATGI6LI1, aufgezeigt werden konnte.
Grundsitzlich ist Autophagie an der intrazelluldren Homoostase beteiligt, indem sie
am Abbau und an der Wiederverwertung zytosolischer Inhalte und Organelle beteiligt
ist. Autophagie ist aber auch wichtige Voraussetzung fiir den Widerstand gegen
Infektion sowie fiir die Entfernung intrazelluldrer Mikroben. ATGI6L1, das
sautophagy-related 16-like 1 gene*, welches ein Protein des Autophagosomen-
Signalwegs kodiert, bei dem es um die Prozessierung intrazellularer Bakterien geht, ist

essentiell fiir alle Formen der Autophagie. (Khor et al., 2011)

Bei einem Polymorphismus dieses Gens (ATGI6L1 p.Thr300Ala) konnte gezeigt
werden, dass diese Variante mit einer beeintrachtigten und inaddquaten Immunantwort
auf Darmbakterien assoziiert ist und Tréger dieser Mutation ein erhdhtes Risiko fiir M.

Crohn haben. Die angeborenen Immunzellen wiesen hier eine verminderte Fahigkeit
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auf, Autophagie zu induzieren, nachdem sie spezifischen mikrobiellen Strukturen, z.B.
Peptidoglykanen, einem Bestandteil der Bakterienzellwand, ausgesetzt waren. Diese
Pathogenitits-assoziierten Oberflichen werden spezifisch mittels des intrazelluldren
Oberflichen-Erkennungsrezeptors (Abk. PRR von engl. pattern recognition receptor)
NOD?2 erkannt. NOD2 initiiert Autophagie, indem es ATG16L1 an die Oberfliche der
Zellmembran — genau an den Ort, an dem das bakterielle Eindringen stattfindet —

rekrutiert. (Khor et al., 2011; Lees et al., 2011; Plantinga et al., 2011)

Fiir viele genetische Varianten sind ausgeprigte Assoziationen mit CED in der
westlichen Welt beschrieben, so z.B. bei Kaukasiern und Juden, darunter die bereits
beschriebene NOD2- oder andere mit Autophagie assoziierte Genvarianten. Diese
Assoziationen existieren allerdings im asiatischen Raum, z.B. bei der chinesischen
oder japanischen Bevolkerung, nicht. Tatsdchlich bestehen derartige Unterschiede
zwischen den westlichen und asiatischen genetischen Grundlagen, dass bisher
lediglich ein gemeinsames Suszeptibilitidtsgen, nimlich TNFSF15, beschrieben wurde,
welches in unterschiedlichen Vélkern und Ethnien gleichermallen mit CED assoziiert

ist. (Schirbel & Fiocchi, 2010)

NOD?2 und ATGI16LI sind Beispiele fiir die Interaktion der intestinalen Mikrobiota
sowie pathogener Keime mit Zellen der Mukosa, und weisen somit eine
Verschmelzung des ,,genetischen Ansatzes® und des ,,Umweltfaktoren-Ansatzes*
hinsichtlich Atiologie und Pathogenese der CED auf. Neben vielen anderen betreffen
einige der pathophysiologisch relevantesten bisher beschriebenen Assoziationen fiir
M. Crohn und C. ulcerosa das angeborene Immunsystem, Autophagie, Apoptose, aber
auch Thl- und Thl17-Antworten, T-Zell-Aktivierung und Immunsuppression, ohne
jedoch fiir alle Subpopulationen dieser Erde gleichermalien relevant zu sein. (Fiocchi,

2009; Rogler, 2011; Schirbel & Fiocchi, 2010)
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Abbildung 10: Modell fiir die Pathogenese von CED basierend auf GWAS. (Khor
et al., 2011, p. 309)

Gene, die in einem Kopplungsungleichgewicht zu CED-assoziierten Einzelnukleotidpolymorphismen
standen (r*>0.8), wurden manuell ausgewhlt und entsprechend ihrer Funktion(en) im Zusammenhang
mit der intestinalen Homoostase und dem Immunsystem klassifiziert. Die Schriftfarbe gibt an, ob die
Gene mit Risiko-Loci, die mit M. Crohn (schwarz), C. ulcerosa (blau) oder mit beiden (rot) assoziiert
sind, verbunden sind. Sternchen kennzeichnen entsprechende Kodierungsmutationen; cis-eQTL-
Effekte sind unterstrichen (Abk. eQTL von engl. expression quantitative trait loci). Abk. G von engl.
goblet cell: Becherzelle; Abk. P von engl. Paneth cell: Panethsche Kornerzelle. (Khor et al., 2011)

Der Erhalt der intestinalen Homoostase setzt ein intaktes Zusammenspiel von
Epithelzellen mit Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems voraus,
siche Abbildung 10. Eine Durchléssigkeit der Schutzbarriere macht das Eindringen
von Mikroorganismen moglich, was wiederum durch das angeborene Immunsystem
erkannt wird. Dieses initiiert sodann geeignete sowohl tolerierende, inflammatorische

als auch restitutive Immunantworten, zum Teil indem es extrazellulire Mediatoren

30



Die Rolle des Autophagie-Gens IRGM bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

freisetzt, welche andere zelluldre Bestandteile rekrutieren, darunter auch Zellen der
erworbenen Immunitdt. Genetische Varianten, die intestinale Mikrobiota und

immunologische Faktoren beeinflussen dieses Signalgleichgewicht. (Khor et al., 2011)

Wahrscheinlich werden bestimmte Genmarker in der Zukunft helfen, eine bessere,
sogenannte personalisierte Therapie im Sinne einer precision medicine bei CED-

Patienten durchzufiihren. (Dolsten & Segaard, 2012)
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Abbildung 11: Die Hauptsuszeptibilititsgene filr M. Crohn und deren Rolle bei

der Vorhersage des Krankheitsphanotyps und des Behandlungserfolgs. (Brand,
2013, p. 1532)

Aktuell sind die detaillierten funktionellen Mechanismen, mit denen Risikovarianten die M. Crohn-
Suszeptibilitit modulieren, fiir die meisten der hier dargestellten Gene unbekannt; daher basiert die
Gruppierung weitestgehend auf dem Boden der bisher fiir diese Gene beschriebenen biologischen
Eigenschaften. Die Gene konnen aktivierende oder inhibierende Effekte auf die Zellen haben, unter
denen sie aufgelistet sind. Die Gene, denen eine wichtigere Rolle in der angeborenen Immunitét
nachgesagt wird, sind in den hellgelben Késten aufgelistet, wihrend die Gene, denen eine wichtigere
Rolle in der erworbenen Immunitit nachgesagt wird, in den grauen Késten aufgelistet sind. *Gene, die
mit einem Sternchen markiert sind, sind Hauptrisikovarianten fiir M. Crohn, welche mehr als 1% der
Gesamtvarianz ausmachen, welche von allen Loci fiir M. Crohn ausgemacht wird, basierend auf der
Studie von Jostins et al. (Jostins et al., 2012) (1) Diese Assoziationen mit dem M. Crohn-Phanotyp
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wurden in der Studie von Cleynen et al. gezeigt. (Cleynen et al., 2013) (2) In der Studie von Jiirgens et
al. konnte gezeigt werden, dass /L23R-Varianten als Pradiktoren fiir das Ansprechen auf eine anti-
TNF-Therapie bei C. Ulcerosa fungieren; dies muss jedoch bei M. Crohn noch bestétigt werden.
(Jurgens, Brand, et al.,, 2010) (3) Die Assoziationen mit einer Suszeptibilitdt hinsichtlich
mykobakteriellen Infektionen werden in der Studie von Jostins et al. deutlich. (Jostins et al., 2012)

Abk. APC von engl. antigen presenting cell, Abk. ER von engl. endoplasmatic reticulum, Abk. NKT
von engl. natural killer cells, Abk. Th von engl. T helper cell, Abk. Tth von engl. follicular helper T
cell, Abk. Treg von engl. regulatory T cell. (Brand, 2013)

1.1.4.3 Mikrobielle und immunologische Faktoren

Der menschliche Gastrointestinaltrakt enthélt nicht weniger als 1014 einzelne
Bakterien; insgesamt setzt sich die intestinale Mikrobiota aus 500 verschiedenen
Bakterienspezies zusammen. In engem Kontakt zu diesem Mikrobiom des Menschen
steht die intestinale Mukosa, die eine primire Barrierefunktion zwischen
Immunsystem und duBerer Umwelt einnimmt. (Chassaing & Darfeuille-Michaud,

2011)

Studien belegen inzwischen die Hypothese, dass es sich bei einer CED um eine
iiberschiefende Immunreaktion des Korpers auf luminale bakterielle Antigene und
andere Stoffe im Rahmen einer genetischen Suszeptibilitit des Betroffenen handelt,
wobei die zur chronisch wiederkehrenden Darmentziindung fiihrende Fehlregulation
der mukosalen Immunantwort auf kommensale Darmbakterien eine der
Gemeinsamkeiten in der Pathogenese von M. Crohn und C. ulcerosa darstellt. (Umeno
et al., 2011) Das genetische Risiko stellt also einen wichtigen Faktor bei CED dar und
kann auch die Zusammensetzung der intestinalen Mukosa beeinflussen; ausreichend,
um die Erkrankung auszuldsen, ist es allerdings nicht. Die Rolle von Genen wird auch
bei der hohen Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen deutlich. Dennoch deutet die
Tatsache, dass die Penetranz nicht 100% betrédgt, darauf hin, dass auch andere, nicht-
genetische Faktoren an der Krankheitsentstehung beteiligt sind. Zu diesen Faktoren
gehoren Umweltfaktoren, im Laufe des Lebens erworbene epigenetische
Modifikationen und die intestinale Mikrobiota, welche alle potentiell den Beginn der
Erkrankung, ihren Phénotyp und den klinischen Verlauf modifizieren konnen, sieche

Abbildung 12. (Dalal & Chang, 2014)
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Abbildung 12: CED entstehen durch das Zusammenspiel von Faktoren, die das
Gleichgewicht zwischen Umwelt, Darmkeimen und dem Wirt storen. (Dalal &

Chang, 2014, p. 4193)

CED entstehen aus dem Zusammenspiel zwischen Umwelt- und genetischen Faktoren, welche das
Gleichgewicht zwischen immunologischen Faktoren des Wirtsorganismus und intestinalen
mikrobiellen Faktoren kippen ldsst. Somit kommt es zur Entstehung einer solchen Erkrankung in
einem genetisch suszeptiblen Individuum. Die Aufrechterhaltung von CED wird im Sinne eines
Teufelskreises durch pathophysiologische Prozesse und Ereignisse des Wirtsorganismus gewéhrleistet,
welche eine dysbiotische Mikrobiota fordern, die wiederum eine Inflammation aggravieren kann.
(Dalal & Chang, 2014)

Bei Individuen, welche Trager der ATG16L1-Variante p.Thr300Ala (rs2241880) sind,

kommt es aufgrund einer gestorten Autophagie-Induktion zu einer reduzierten
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Ausbildung von Phagosomen und nachfolgend zu einer verminderten Prisentation von
Antigenen durch den ,Haupthistokompatibilitdtskomplex* oder
,Hauptgewebevertraglichkeitskomplex“  (Abk. MHC von engl.  major
histocompatibility complex), und folglich zu einer herabgesetzten Aktivierung des
Immunsystems. Diese Forschungsergebnisse wiederum, welche Riickschliisse auf
fehlerhafte Verteidigungsmechanismen in der Immunantwort mit konsekutiver
Bakterienpersistenz in der Darmmukosa ziehen lassen, liefern kein schliissiges
Ergebnis fiir die tiberschieBende Inflammationsreaktion des Darmes bei CED, da viele
Individuen in der Allgemeinbevolkerung diese Variante tragen und gesund bleiben.
(Dalal & Chang, 2014; Glas et al., 2008; Plantinga et al., 2011) Tatsachlich ist es sogar
so, dass diese Variante das Erkrankungsrisiko nicht einmal um das Zweifache erhoht,
was ein Hinweis darauf ist, dass andere Faktoren mit dem Gen interagieren, um

diesem ein Risikopotential zu verleihen. (Dalal & Chang, 2014)

Die Entziindungsreaktion bei CED findet ohne klar identifizierte mikrobielle Antigene
statt, wobei immunologische, mikrobiologische und genetische Studien eine
verdnderte intestinale Mikrobiota, eine sogenannte Dysbiose, mit abweichenden
mikrobiellen Interaktionen und einer verminderten Komplexitidt belegen konnten.
Hierbei ist jedoch nicht klar, ob diese Dysbiose bei der Entwicklung einer CED
mitwirkt oder lediglich die Folge der Erkrankung ist. (Chassaing & Darfeuille-
Michaud, 2011; Wouters, 2011) Eigenschaften der intestinalen Dysbiose bei aktiver
humaner CED sowie bei experimenteller Kolitis konnten bisher recht gut beschrieben
werden; hierbei zeigte sich sowohl bei M. Crohn als auch bei C. ulcerosa eine
Verminderung von Bacteroidetes- und Lachnospiraceae-Arten, eine herabgesetzte
Artenvielfalt mit einem niedrigeren Anteil an Firmicutes und einer erhohten Anzahl an
Gammaproteobacteria und Enterobacteriaceae. (Dalal & Chang, 2014; Frank et al.,
2007) C. ulcerosa-Patienten weisen zudem eine Zunahme der sulfitreduzierenden
Deltaproteobacteria auf, wéhrend bei M. Crohn-Patienten eine Reduktion des
Faecalibacteriums  prausnitzii  beschrieben  wurde, dessen = Metabolite

antiinflammatorische Eigenschaften besitzen. (Dalal & Chang, 2014) Neben dieser
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allgemeinen Reduktion des Faecalibacteriums prausnitzii bei M. Crohn-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen, konnte eine Studie zudem zeigen, dass eine
Verringerung dieses Bakteriums mit einem erhohten postoperativen Rezidivrisiko bei
ilealem M. Crohn einhergeht. (Sokol et al., 2008) Bei pédiatrischen M. Crohn-
Patienten konnte eine Studie kiirzlich eine Zunahme an Enterobacteriaceae,
Pasteurellaceae, Veillonellaceae und Fusobacteriaceae sowie eine Abnahme an

Erysipelotrichales, Bacterioidales und Clostridiales nachweisen. (Gevers et al., 2014)

Charakteristisch fiir den gesunden Darm ist ein niedriger Sauerstoffgehalt und
konsekutiv die Anwesenheit einer Vielzahl an obligaten Anaerobiern. Im Rahmen der
Dysbiose der intestinalen Mikrobiota, wie wir sie bei CED-Patienten sehen, wurden
ein Riickgang der obligaten Anaerobier und eine Zunahme der fakultativen Anaerobier
beobachtet. Diese Verschiebung der bakteriellen Gemeinschaften von obligat anaerob
zu fakultativ anaerob deutet stark auf eine Stérung der Anaerobiose und somit auf die
Funktion des Sauerstoffs im Rahmen der intestinalen Dysbiose hin; wiirde diese
Hypothese bestitigt werden, so konnten sich neue Priventions- bzw.
Therapiestrategien mithilfe einer Senkung des intestinalen Sauerstoffgehalts

entwickeln. (Rigottier-Gois, 2013)

Sowohl die Epithelzellen als auch die Leukozyten des Darms verfiigen liber ein
betrachtliches Ausmall an angeborenen Immunrezeptoren, welche Bestandteile der
Darmbakterien erkennen konnen und somit eine wichtige Rolle im Schutz vor
pathogenen Keimen spielen, wobei bis heute nicht verstanden wurde, wie der
Organismus zwischen kommensaler intestinaler Mikrobiota und pathogenen Bakterien
unterscheiden kann. Sicher ist jedoch, dass eine ausgewogene Interaktion zwischen der
bakteriellen Flora und der Aktivierung des angeborenen Immunsystems notwendige
Grundlage ist, um die Homdostase im Darm zu erhalten. Ist diese gestort, kommt es

zur intestinalen Entziindung. (Harrison & Maloy, 2011)

Ungeklart bleibt auch weiterhin, ob CED durch das Hinzukommen von pathologischen

Keimen und/oder durch die Abwesenheit von Symbionten entstehen, oder ob der
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Grund fir die Entwicklung einer CED die aberrante Immunantwort des
Wirtsorganismus auf kommensale Darmbakterien ist. Zu klaren gilt es auBerdem, ob
die Verdnderungen der intestinalen Mukosa konstant sind oder sich im weiteren
Verlauf der Erkrankung é&ndern, welche Rolle Umweltfaktoren bei der
Risikoentstehung und dem Verlauf einer CED spielen, und ob es Mdglichkeiten der
Pravention oder Therapie gibt, indem man die Dysbiose ,,korrigiert? (Dalal & Chang,
2014)

Wie schon die Hygiene-Hypothese besagt, kann eine in der Kindheit verminderte
mikrobielle Exposition die Entstehung einer CED begiinstigen. (Koloski et al., 2008)
Aufgrund optimierter hygienischer Bedingungen ist das friihkindliche Immunsystem
hierbei hdufigen Infektionserregern der Umwelt nicht ausgesetzt. Kommt das Kind
spater im Leben mit pathogenen Infektionserregern in Kontakt (verzogerte
Exposition), so fiihrt dies zu einer inaddquaten Immunantwort. Folge hiervon konnte
die Entwicklung eines abnormalen oder ineffektiven inflammatorischen Prozesses bis
hin zur CED sein. (Bloomfield et al., 2006; Koloski et al., 2008) Zu den
vielversprechendsten Faktoren, die diese Hypothese hinsichtlich CED stiitzen, zdhlen
die helminthische Infektion (Weinstock et al., 2002), die Helicobacter pylori-
Exposition (Halme et al., 1996; Sonnenberg & Genta, 2012; Wagtmans et al., 1997),
die Verwendung von Antibiotika (Card et al., 2004; Ekbom & Montgomery, 2004;
Gilat et al., 1987; Wurzelmann et al., 1994) und das Stillen (Bergstrand & Hellers,
1983; Klement et al., 2004), wobei es hier noch weiterer, prospektiver Studien bedarf.
Auch die historische Entwicklung in den Industrieldindern mit deutlich gefallener
Inzidenz fiir viele Infektionserkrankungen und stark gestiegener Inzidenz fiir
Autoimmunerkrankungen unterstiitzt die Hygiene-Hypothese, sieche Abbildung 13.
(Bach, 2002) Doch selbst wenn heute noch keine praktischen Auswirkungen aus der
Hygiene-Hypothese abgeleitet werden konnen, so liefert sie dennoch ein grofes
Potential fiir die Entwicklung neuer praventiver und therapeutischer Strategien fiir die

Zukunft. (von Mutius, 2007)
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Abbildung 13: Inverse Relation zwischen der Inzidenz prototypischer

(Abbildung A)
Autoimmunerkrankungen (Abbildung B) zwischen 1950 und 2000. (Bach, 2002,
p- 912)

Infektionskrankheuten

und der Inzidenz von

Studien an steril aufgezogenen, in Isolation lebenden Hasen, konnten aufzeigen, dass
diese ein unterentwickeltes darmassoziiertes lymphatisches Gewebe (Abk. GALT von
engl. gut associated Ilymphoid tissue) und eine substantielle Reduktion der
Mannigfaltigkeit des Antikorperbestandes aufwiesen. (Nagalingam & Lynch, 2011)
Ahnlich wurde auch an gnotobiotischen Miusen eine abnormale Entwicklung des
Immunsystems beobachtet. So konnte gezeigt werden, dass es bei keimfreien Méusen
zu einer Anhdufung invarianter natiirlicher T-Killerzellen in der Lamina propria des
Kolons und in der Lunge kommt, was bei den Mausmodellen fiir CED und
allergisches Asthma zu einer erhohten Mortalitdit im Vergleich zu den spezifiziert
pathogenfreien Méausen fiihrte. Die Kolonisation neonataler, jedoch nicht erwachsener
keimfreier Mause mit einer konventionellen mikrobiellen Flora konnte diese Tiere vor
solch einer Anhdufung invarianter natiirlicher T-Killerzellen und der damit

verbundenen Pathologie schiitzen. (Olszak et al., 2012)
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Mikrobielle Kolonisation ist somit Voraussetzung fiir die Entwicklung eines gut
funktionierenden Immunsystems; allerdings kann auch das ,reife”, erwachsene
Immunsystem mikrobieller Manipulation zum Opfer fallen. In einigen Fillen wurde
beobachtet, dass spezifische Darmbakterien die Immunreaktionen des
Wirtsorganismus eigenniitzig zur Optimierung der eigenen Uberlebenschancen nutzen,
beispielsweise im Sinne von Induktion einer Inflammationsreaktion, um potentiell um
Lebensraum konkurrierende Organismen, darunter auch Pathogene, zu eliminieren.
Ein Beispiel fiir solch ein opportunistisches Bakterium wire Salmonella typhimurium.
Die intestinale Mikroflora kann demnach an der Krankheitsentstehung beteiligt sein,
allerdings spielt sie eine groBe Rolle insbesondere in der Aufrechterhaltung der

Gesundheit des Wirtsorganismus. (Ferreira et al., 2011; Nagalingam & Lynch, 2011)

1.1.4.4 Besonderheiten der Pathogenese bei Morbus Crohn

Die Entziindungsreaktion bei M. Crohn ist mit einem Defizit des antimikrobiellen
Schutzschildes in der ilealen Mukosa assoziiert, welches anhand der reduzierten
Expression und Sekretion der alpha-Defensine HD5 und HD6 (Abk. HD von engl.
human enteric defensin) der Panethschen Kornerzellen sichtbar wird. (Gersemann et
al., 2011; Jan Wehkamp et al., 2005) Dies wiederum ist Folge eines
Differenzierungsfehlers bei den Panethschen Zellen, der auf eine eingeschriankte
Expression des Wnt-Transkriptionsfaktors TCF4 (Abk. TCF von engl. transcription
factor) zurickgefiihrt werden kann. (Gersemann et al., 2011) Teilweise ist diese
,Defensin-Hypothese* jedoch umstritten: andere Studien konnten aufzeigen, dass die
reduzierte alpha-Defensin-Expression vom Grad der Gewebsentziindung abhédngt und
somit am ehesten auf den Epithelienverlust zuriickzufithren ist, welcher Folge
sekundérer Verdnderungen ist. Im Rahmen dessen kiime es zu einer Suszeptibilitdt der
Diinndarmkrypten gegeniiber bakterieller Invasion aufgrund der verringerten Anzahl
antimikrobieller Peptide, darunter die alpha-Defensine. Somit wiirde es sich bei der
reduzierten alpha-Defensin-Expression nicht um ein Erstereignis bei der Entziindung
handeln, sondern vielmehr um eine Folge des Verlustes von Oberflichen-Epithelien.

(Simms et al., 2008)
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Die Mukosa von M. Crohn-Patienten wird aulerdem von CD4+-Lymphozyten (Abk.
CD von engl. cluster of differentiation) dominiert, welche einen Typ 1 T-Helferzell-
(Th1)- und Th17-Phénotyp aufweisen. Charakteristisch hierfiir ist die Produktion von
TNF-a, Interferon-y (IFN-y), Interleukin-2 (IL-2), IL-12, IL-17A, IL-17F, IL-22 und
IL-23, sieche Abbildung 14. (Brand, 2009; Fuss et al., 1996; Heller et al., 2002;
Miossec, 2009; Podolsky, 2002)
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ﬁ
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CCL20
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cpatcell T cell
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Abbildung 14: Entwicklung von Thl-, Th2-, Th17- und iTreg-Zellen (Abk. iTreg
von engl. induced regulatory t cells) aus naiven CD4+-T-Zellen. (Brand, 2009, p.
1153)

Zytokine, welche die Entwicklung von Thl-, Th2-, Th17- und iTreg-Zellen induzieren, sind rot
markiert. Die Haupt-Effektorzytokine dieser vier Zelllinien sind blau markiert. Zytokine, welche die
Entwicklung von Th17-Zellen inhibieren, sind schwarz markiert. Obwohl IL23 und Interferon-y (IFN-
v) durch IL6 und TGF-B (Abk. TGF-B von engl. transforming growth factor beta) fast komplett die
Generation von Th17-Zellen unterdriicken, inhibieren diese Zytokine nur partiell die Expression von
RORyt (Abk. RORYt von engl. retonoid-related orphan receptor yt) durch IL6 und TGF-p.

*Murine Treg-Zellen, aber nicht humane Treg-Zellen exprimieren konstitutiv IL35, welches
antiinflammatorische Eigenschaften besitzt und die Expansion von Th17-Zellen limitiert.

39



Stephanie Bues

Abk. FOXP von engl. forkhead box P3, Abk. GATA von engl. GATA binding protein, Abk. ICOS von
engl. inducible co-stimulatory molecule, Abk. RUNX von engl. runt-related transcription factor, Abk.
STAT von engl. signal transducer and activator of transcription, Abk. T-bet von engl. T box
expressed in T cells. (Brand, 2009)

1.1.4.5 Besonderheiten der Pathogenese bei Colitis ulcerosa

Im Gegenzug zu M. Crohn zeigt sich bei C. ulcerosa-Patienten eine von CD4+-
Lymphozyten dominierte Mukosa mit atypischem Typ 2 T-Helferzell-Phanotyp (Th2),
charakterisiert durch TGF-B-Produktion (Abk. TGF-B von engl. transforming growth
factor beta) und IL-5, jedoch nicht IL-4, wie in einer iiblichen Th2-Immunreaktion zu

erwarten ware. (Fuss et al., 1996; Podolsky, 2002)

Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Zellen der Lamina propria von C. ulcerosa-
Patienten neben IL-5 und IL-10 auch signifikant groBere Mengen von IL-13 im
Vergleich zu Kontrollzellen produzieren, sowie wenig IFN-y (im Vergleich zeigte sich
bei M. Crohn-Patienten eine groBBe Menge an IFN-y und wenig IL-13). (Fuss et al.,
2004; Heller et al., 2002) Wie 2004 durch eine Studie nachgewiesen werden konnte,
stammt dieses IL-13 von atypischen natiirlichen T-Killerzellen, welchen ein
zytotoxisches Potential gegeniiber Epithelzellen nachgesagt wird. (Fuss et al., 2004)
Eine aktuelle Pilotstudie zur IL-13-Hemmung als zusétzliche Therapieoption bei der
Colitis ulcerosa zeigte allerdings eine nur eingeschriankte Wirksamkeit, so dass weitere
Studien notwendig sind, um fiir diese Therapie geeignete Patienten zu identifizieren.

(Danese et al., 2014)

Die sowohl physikalisch als auch chemisch als Schutzbarriere zwischen Epithel und
im Lumen befindlichen Mikroorganismen fungierende Schleimschicht weist bei der
Colitis ulcerosa im Vergleich zu Kontrollgruppen streckenweise Ausdiinnungen sowie
erosive Verdanderungen auf. Dies kann auf unreife Becherzellen zuriickgefiihrt werden,
welche durch fehlende Induktion durch die Becherzell-Differenzierungsfaktoren

(Hath1 und KLF4) entstehen. (Gersemann et al., 2011)
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1.1.4.6 Zusammenfassende Aspekte der Pathogenese

Immunologisch gesehen basiert M. Crohn also auf einer iiberschieBenden Thl- und
Th17-Zell-Reaktion gegen die intestinale Mikrobiota mit Erhohung des Thl- und
Th17-Zytokin-Profils. Im Gegensatz dazu die Vorgédnge bei C. ulcerosa: hier wird die
Immunantwort durch Th2-Zellen vermittelt, welche durch natiirliche T-Killerzellen
aktiviert werden. Hieraus resultiert ein eigenes Zytokin-Profil, welches u.a. 1L-13
beinhaltet. Dieses Zytokin wiederum besitzt die Eigenschaft, die von den natiirlichen
T-Killerzellen ausgehende Zytotoxizitdt gegeniiber Epithelzellen zu verstdrken.
(Brand, 2009; Fuss et al., 2004; Waterman et al., 2011). Allerdings spielen auch bei
der C. ulcerosa Th17-Zellen und Th17-Zytokine wie IL-17A und IL-17F eine wichtige
pathogenetische Rolle. (Bogaert et al., 2010)

Wihrend die genauen molekularen Mechanismen, die zu M. Crohn und C. ulcerosa
fiihren, nicht ausreichend gekldrt sind, ist doch immerhin die fehlende
Ausdifferenzierung der Panethschen Korner- und der Becherzellen ein Hinweis fiir
eine Barriereerkrankung, die das Eindringen der im Lumen befindlichen
Mikroorganismen und die Auslésung einer Inflammation erleichtert. Hinweise auf
eine Barriereerkrankung ergeben sich auch aus der gestorten Tight Junction-Funktion
bei CED-Patienten. Dies wiederum konnte Anstof3 fiir neue Therapiekonzepte sein, die
die Stimulation des protektiven, angeborenen Immunsystems zum Ziel haben.
(Gersemann et al., 2011; McCole, 2014) Ein erster erfolgreicher Ansatz dazu zeigte
sich fiir die Anwendung von mukosaprotektivem Phosphatidylcholin bei C. ulcerosa-

Patienten. (Stremmel & Gauss, 2013)
1.2  Autophagie und das Autophagie-Gen IRGM

1.2.1 Autophagie

Inzwischen konnte gezeigt werden, dass sich drei fundamentale zellbiologische
Signalwege in der Pathogenese von CED kreuzen. Zu diesen gehoren 1.) die
Autophagie, was anhand der Entdeckung von ATG16L1 und IRGM deutlich wurde, 2.)

das intrazellulire Erkennen von Bakterien, was an der Bedeutung von NOD?2

41



Stephanie Bues

offenkundig wurde, sowie 3.) die ,,unfolded protein response®, eine hochkomplexe
zelluldre Stressreaktion, welche nach Stresseinwirkung auf das endoplasmatische
Retikulum (ER) aufgrund einer Anreicherung pathologisch gefalteter Proteine initiiert
wird, welche genetisch mit M. Crohn und C. ulcerosa in Zusammenhang steht, z.B.

durch das X-box binding protein 1, XBP1. (Kaser & Blumberg, 2011)

Bislang wurde Autophagie primér als Signalweg zur Kontrolle der Qualitit und
Quantitdt metabolischer und intrazelluldrer Biomasse und Organellen betrachtet, doch
inzwischen ist erkannt worden, dass sie einen soliden immunologischen Prozess mit
einem breiten Spektrum an Funktionen in der angeborenen und erworbenen Immunitét
darstellt. Diese Funktionen reichen von einzigartigen, manchmal auch
hochspezialisierten Effektor- und Regulatoraufgaben bis zu allgemeinem
homoostatischem Einfluss auf Immunzellen, dhnlich wie Effekte auf das Uberleben

und die Homdoostase anderer Zelltypen des Korpers. (Deretic, 2011)

Wirtszellen haben Prozesse entwickelt, mit denen sie die Verfligbarkeit von
intrazelluldren permissiven Nischen fiir Mikroben einschrianken konnen. Durch das
Erkennen von Mikroorganismen durch Oberflichen-Erkennungsrezeptoren wie NOD-
Proteinen und Toll-like Rezeptoren werden unmittelbare Schliisselreaktionen aktiviert,
die zu einer polarisierten Sekretion proinflammatorischer Mediatoren fiihren (die
entweder gegen die luminale oder die basolaterale Oberfliche gerichtet sind).
Bakterien konnen entweder in subzelluldren Kompartimenten, z.B. Mikroorganismen-
enthaltende Vakuolen, aufbewahrt werden, oder in das Zytoplasma entkommen, wo sie
fiir den gezielten Abbau ubiquitiniert werden konnen. Beide Unterformen koénnen Ziel
des Autophagie-Signalwegs sein, welcher auch durch andere
Verteidigungsmechanismen des Wirtsorganismus reguliert wird, so z.B. durch
oxidativen Stress und Inflammasomen-Aktivierung, siche Abbildung 15. (Khor et al.,

2011)
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Abbildung 15: Intrazellulire Abwehrprogramme zur Erkennung von
Mikroorganismen. (Khor et al., 2011, p. 314)
ROS: Reaktive Sauerstoffspezies (Abk. ROS von engl. reactive oxygen species) (Khor et al., 2011)

Wihrend eine Basisaktivitit an Autophagie notwendigerweise in allen Zellen zur
Aufrechterhaltung der Homdostase im Rahmen des Organellen- und Proteinumsatzes
stattfindet, kommt es z.B. in Hungerphasen zu einer wesentlichen Hochregulation,
wenn die Zellen intrazelluldre Ndhrstoffe und Energie bereitstellen miissen. Auch
wenn ein struktureller Umbau notwendig wird, kommt es vermehrt zur Autophagie, so
z.B. wihrend der Entwicklung. Aber auch wenn Zellen schidliche zytoplasmatische
Komponenten entfernen miissen, wie beispielsweise im Rahmen einer intrazelluldren
Infektion, bei Ausbildung von Proteinaggregaten, bei Ansammlung fehlgefalteter
Proteine oder bei oxidativem Stress, kommt es zu einer Hochregulation der

Autophagie-Aktivitit. (Fritz et al., 2011)
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Bei der Autophagie wird zytoplasmatisches Material, also beispielsweise Organellen,
Proteinaggregate oder Bakterien, von Autophagosomen, welche durch eine
Doppelmembran umgeben sind, phagozytiert. Durch Verschmelzung mit Endosomen
und Lysosomen entstehen daraus Autolysosomen, in denen anschlieBend der Abbau

des Inhaltes erfolgt. (Fritz et al., 2011)

Schrittweise entwickelte sich das Verstindnis, dass es sich bei Autophagie nicht
lediglich um einen alt-evolutiondren Sduberungsmechanismus zur Verteidigung der
eukaryotischen Zelle von intrazelluliren Pathogenen handelt. Vielmehr stellt
Autophagie neben einer zellautonomen Immunantwort auf Mikroorganismen auch ein
komplexes, aber geordnetes Netz aus Schnittstellen zwischen angeborenen und
erworbenen Immunprozessen dar. Die Verbindung zwischen Autophagie und
konventionellen Immunvorgéngen stellen Toll-like Rezeptoren, Nod-like Rezeptoren
und andere Rezeptoren des angeborenen und erworbenen Immunsystems, ebenso wie
Zytokine, angeborene und erworbene Funktionen von Makrophagen und dendritischen
Zellen, differentielle Effekte auf die Entwicklung und Homoostase von T- und B-
Lymphozyten-Untergruppen, sowie die immunity-related GTPase IRGM, dar.
(Deretic, 2011)

1.2.2 ,,Jmmunity-related GTPasen*

Das humane /RGM-Gen befindet sich auf Chromosom 5q33.1 und kodiert fiir ein
Autophagie-induzierendes Protein, welches zur Familie der p47 immunity-related
GTPasen (IRG) gehort. Diese sind eine Familie von Proteinen, welche durch IFN-y
induziert werden und eine entscheidende Rolle in der angeborenen
Widerstandsfahigkeit gegen intrazellulire Pathogene, insbesondere grampositive und
gramnegative Bakterien, Mykobakterien und Protozoen, spielen. Hierbei ist die M-
Unterfamilie der IRG-Proteine (IRGM) in diesem Zusammenhang besonders
hervorzuheben, weil ihre Mitglieder in der Lage sind, Lokalisation und Expression
anderer IRG-Proteine zu bestimmen. (Brest, Lapaquette, Mograbi, et al., 2011;
Meggyesi et al., 2010; Traver et al., 2011)
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Humanes IRGM selbst wird IFN-y-unabhédngig exprimiert, allerdings bleiben diese
beiden funktionell miteinander verbunden, da IRGM bei der IFN-y-vermittelten
Autophagie menschlicher Zellen notwendig ist. (Singh et al., 2010)

1.2.3 Bedeutung von IRGM

Seit der Entdeckung von IRGM als M. Crohn-Suszeptibilitdtsgen, wurde die Rolle von
IRGM-Genvarianten in weiteren Studien sowohl bei M. Crohn bei Erwachsenen als
auch bei Kindern (Amre et al., 2009; Brest, Lapaquette, Souidi, et al., 2011; Fisher et
al., 2008; McCarroll et al., 2008; Palomino-Morales et al., 2009; Prescott et al., 2010;
Roberts et al., 2008; J Van Limbergen et al., 2009; Weersma et al., 2009) und bei C.
ulcerosa (Palomino-Morales et al., 2009) untersucht, wobei dessen Rolle in der
Pathogenese des M. Crohn bestitigt werden konnte. Die Rolle von /RGM bei der

Suszeptibilitét fiir C. ulcerosa ist allerdings weniger klar.

Genetische Varianten des /RGM-Gens, welche innerhalb der kodierenden Region
liegen oder dieser vorgeschaltet sind, modifizieren dessen Expression und tragen somit
zur Krankheitssuszeptibilitdt von M. Crohn bei. (McCarroll et al., 2008; Parkes et al.,
2007)

Anders als bei ATGI16L]1 ist der genaue Mechanismus, liber den /RGM die Autophagie
moduliert, noch unbekannt, jedoch ist sicher, dass das Expressionsniveau von /IRGM
eine kritische Rolle bei der Regulierung der Einkapselung von Bakterien durch

Autophagosomen spielt. (Ballal et al., 2011)

Neben dem M. Crohn-Suszeptibilititsgen ATGI16L1 konnten GWAS vor Kurzem eine
starke Assoziation mit M. Crohn fiir den Einzelnukleotid-Polymorphismus (Abk. SNP
von engl. single nucleotide polymorphism) rs13361189, einem SNP, der dem
Autophagie-Gen IRGM direkt vorgeschaltet ist, sowie auch fiir andere /RGM-SNPs,
aufzeigen. (Glas et al., 2008; Hampe et al., 2007; Parkes et al., 2007; Rioux et al.,
2007; The Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007)
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Eine funktionelle Studie wies auf einen gemeinsamen, dem [RGM-Gen
vorgeschalteten 20 kb Deletionspolymorphismus, welcher in perfektem
Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189 steht, als mogliche kausale Variante hin, da
das Deletionsallel die Expression von /RGM in transformierten Zellen modulierte,

siche Abbildung 16. (McCarroll et al., 2008)
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AGACATGGTCACAGAAAAAGCCTGGAAAACTATAGGGTTTTCTG 150203500
CTGACCTCCCACACTCACCATGGACAGTCAGTACCCTGCACTGGCCCGTG 150203550
TCGTACCCAAGCAGAGTGTGCTTGAAAATCGGATGTATATTAGTAGACCC 150203600
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Abbildung 16: Ein gemeinsamer, IRGM  vorgeschalteter 20 kb

Deletionspolymorphismus. (McCarroll et al., 2008, p. 1108)

(a) Hybridisierung von DNA von 90 YRI-HapMap-Proben (YRI: Yoruba in Ibadan, Nigeria; eine
Population, aus der DNA-Proben fiir die Phase III des Internationalen HapMap-Projektes stammen)
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auf dem Affymetrix SNP 6.0-Array zeigt ein korreliertes Muster an Intensitits-Varianten quer durch
sechs Kopienzahl-Proben, welche die Region umfassen, die /RGM vorgeschaltet ist, was somit nahe
legt, dass ein gemeinsamer Kopienzahl-Polymorphismus existiert. (Dunklere Rot-Tone reprédsentieren
reduzierte Hybridisierungsintensitét.) Mittels quantitativer PCR stellte sich heraus, dass es sich bei der
Kopienzahl-variablen Region um eine Insertion/Deletion handelte.

(b) Mapping der Deletionsbruchpunkte mittels Mikroarray und PCR. Rot kennzeichnet den Nachweis
einer Deletion; schwarz kennzeichnet den Nachweis des Gegenteils; blaue Pfeile kennzeichnen die
Lokalisation flankierender PCR-Primer, die in der Lage sind, ein PCR-Produkt bei denjenigen
Individuen zu generieren, die mindestens eine Deletionsallel besitzen.

(¢) Sequenzen der Referenz- und Deletionsallele. Der mit M. Crohn assoziierte SNP rs13361189 ist
rot dargestellt. Physische Koordinaten befinden sich auf dem Referenz-Humangenom (build 35/36);
Allelfrequenzen sind fiir erweiterte HapMap-Analyse-Gremien dargestellt und beinhalten 540 Proben.

(d) M. Crohn-Assoziation fiir typisierte und zugerechnete Polymorphismen der /RGM-Region des
NIDDK IBDGC-Genomscans. (Abk. NIDDK von engl. National Institute of Diabetes, Digestive and
Kidney diseases; Abk. IBDGC von engl. Inflammatory Bowel Disease Genetics Consortium)

Die blaue Kurve kennzeichnet die Rekombinationskarte. Der Deletionspolymorphismus und
rs13361189 sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet. rs13361189 (welches in perfektem
Kopplungsungleichgewicht zu der Deletion steht, r°=1.0) war ebenfalls der am stiirksten assoziierte
SNP in der kombinierten WTCCC-Genomscan- und Replikationsstudie (Abk. WTCCC von engl.
Wellcome Trust Case Control Consortium). (McCarroll et al., 2008)

Eine weitere, kiirzlich durchgefiihrte Studie verwies auf eine unabhiangige Assoziation
mit M. Crohn fiir eine Variante in der 5'-nichttranslatierten Region (-308(GTTT)5)
(Prescott et al., 2010), wihrend die sehr aktuelle Studie von Brest et al. (2011)
funktionale Effekte des synonymen SNP rs10065172 (c.313C>T), welches ebenfalls in
Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189 und dem Deletionspolymorphismus steht,
demonstrierte. Diese exonische, synonyme Variante rs10065172 in IRGM verdndert
eine Bindungsstelle fiir bestimmte microRNAs (miR-196) und verursacht eine
Deregulierung von /RGM-abhédngiger Xenophagie von Bakterien bei Patienten mit M.
Crohn (Brest, Lapaquette, Souidi, et al., 2011), was schlussfolgern lésst, dass es sich

bei rs10065172 um eine krankheitsverursachende Variante handelt.

Diese Studien implizieren, dass Autophagie durch direkte Elimination intrazellulédrer
Bakterien und Aktivierung von Oberflichen-Erkennungsrezeptor-Signalwegen,
welche in die Darmhomdostase und Pathogenese von M. Crohn eingebunden sind,
eine wichtige Rolle bei entziindlichen Erkrankungen des Menschen spielt. (Rioux et

al., 2007; Singh et al., 2006)
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So konnten Studien auch belegen, dass IRGM-Proteine eine breite Wirkung auf
immunititsverbundene Faktoren haben. Sie wirken sich mitunter auf die Lokalisation
von Guanylat-bindenden Proteinen (GBPs) aus. Diese gehoren einer zweiten
Interferon-induzierten, GTP-bindenden Proteinfamilic an, die eine Funktion im
angeborenen Immunsystem hat. In Abwesenheit von IRGM-Proteinen hat sich gezeigt,

dass der autophagische Fluss deutlich beeintrachtigt wird. (Traver et al., 2011)

IRGM ist auflerdem in der Initiationsphase der Autophagie erforderlich, wenn es um
die Lokalisation autophagischer Vakuolen geht, welche Bakterien enthalten. Die mit
M. Crohn assoziierte IRGM-Variante beeinflusst vermutlich die autophagische
Kontrolle von Salmonella typhimurium und Mycobacterium bovis, zudem ist IRGM
an der Autophagie-vermittelten Entfernung von Mycobacterium tuberculosis beteiligt;
eine Uberlappung zwischen CED und mykobakterieller Erkrankungen konnte eine
Metaanalyse auch fiir weitere CED-Suszeptibilititsgene aufweisen. (Ballal et al.,

2011; Fritz et al., 2011; Jostins et al., 2012; Singh et al., 2006)

Eine wegweisende Studie konnte 1998 aufzeigen, dass die Mukosa von M. Crohn-
Patienten aufBlerdem eine besonders hohe Zahl des gramnegativen Stibchens
Escherichia coli (E. coli) aufweist. Es wurde beobachtet, dass dieses Bakterium eine
ausgeprigte Fahigkeit besitzt, sich an gastrointestinale Epithelzellen anzuheften, sowie
in der Lage ist, potentiell die intestinale Barrierefunktion zu beeintrachtigen, indem es
ein Alpha-Hamolysin produziert. (Darfeuille-Michaud et al., 1998) Diese besondere
Art von E. coli war auflerdem dazu fahig, dhnlich wie Salmonellen, in Epithelzellen
einzudringen und in diesen zu iiberleben. Um diese Art von E. coli zu beschreiben,
wurde ein neuer Pathotyp vorgeschlagen: AIEC, adherent-invasive Escherichia coli.

(Friswell et al., 2010)
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E. coli
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Abbildung 17: Bakterien-Epithel-Interaktion. (Friswell et al., 2010, p. 296)

Es ist wahrscheinlich, dass die Eintrittspforte von E. coli, welches haufig bei CED-Patienten isoliert
werden kann, durch sogenannte ,,M-Zellen* verlduft (Abk. M von engl. microfold), welche im
Follikel-assoziierten Epithel (FAE) vorkommen. Sowohl die Abwesenheit von aufliegendem Schleim
(es existieren keine Becherzellen im FAE) als auch die verminderte Glykokalyx, die sich auf den M-
Zellen befindet, erleichtert Interaktionen mit dem luminalen Inhalt, und somit die Antigenprisentation.
In dieser Abbildung wird auch die Replikation von E. coli innerhalb von Makrophagen dargestellt.
Auch dendritische Zellen nehmen teil, moglicherweise durch direkte Antigenprdsentation aus dem
Lumen, aber auch durch den Erhalt von Bakterien durch die M-Zellen.

Nicht maBstabsgetreu: Die Schleimschicht ist mit >100um erheblich dicker als die Glykokalyx mit
<lpm. (Friswell et al., 2010)

Ahnlich wie bei der Variante ATGI6L1 p.Thr300Ala weisen Zellen, welche mit M.
Crohn assoziierte genetische Varianten von /[RGM exprimieren, einen gezielten Vorteil
gegeniiber der Replikation von AJEC auf, dem Keim, der inzwischen neben anderen
Pathogenen als mdoglicher auslosender Erreger bei CED genannt wird. Weiter
wachsende Bedeutung wird diesem Bakterium zugesprochen, seitdem Studien
beweisen konnten, dass die Priavalenz von AIEC in M. Crohn-Patienten hoher ist als
bei den gesunden Kontrollen. (Ballal et al., 2011; Lapaquette et al., 2010; Martinez-
Medina et al., 2009)

In weiteren Studien konnte ein neuer, unerwarteter Wirkmechanismus von /RGM

beobachtet werden: /IRGM zeigte eine differentielle Affinitdt zu Cardiolipin, einem
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Bestandteil der mitochondrialen Membran, heftete sich an Mitochondrien an, bewirkte
mitochondriale Spaltung und induzierte Autophagie. Im Falle von intrazelluldren
Mykobakterien war dies fiir die Kontrolle der Autophagie durch /RGM notwendig.
Generell ist diese mitochondriale Spaltung ein wichtiger zugrundeliegender
Mechanismus fiir die Induktion von Autophagie zur Elimination intrazellulédrer
Pathogene oder, wenn diese autophagische Beseitigung nicht gelingt, zur Elimination
infizierter Zellen durch Zelltod, um ecine weiteres Ausbreiten der Infektion zu
verhindern. Durch Uberexpression bestimmter Splei-Isoformen zeigt JRGM Einfluss
auf die Polarisation der mitochondrialen Membran und den Zelltod, wobei es
Hinweise gibt, dass nicht alle Isoformen eine gleiche Funktionsweise besitzen, da
Uberexpression bestimmter Formen der Zelle maBgeblichen Schaden zufiigen und
andere nicht. Durch seine Wirkung auf Mitochondrien kommt es durch /RGM also
entweder zu einer Autophagie-vermittelten Schutzreaktion oder zum Zelltod, was sein
Wirken sowohl in der Abwehr gegen Tuberkulose als auch in der schéddlichen
Inflammationsreaktion durch M. Crohn verdeutlicht. Demnach hat /RGM eine
doppelte Wirkungsweise: Schutz gegen eindringende Bakterien mittels Autophagie bei
moderater Expression, aber Ursache von Zelltod und Inflammation bei Uberexpression

bestimmter Isoformen des Gens. (Singh et al., 2010)
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2 Zielsetzung der Arbeit

M. Crohn und C. ulcerosa sind chronisch entziindliche Darmerkrankungen, welche aus
einer inaddquaten Immunantwort gegeniiber mikrobieller Antigene in genetisch
suszeptiblen Individuen resultieren. (Abraham & Cho, 2009b; Brand, 2009; Danese &
Fiocchi, 2011; Khor et al., 2011) Die bisherigen genetischen Entdeckungen bestétigen,
dass die angeborene Immunitét, proinflammatorische IL-23-/Th1l7-Immunantworten
sowie Autophagie eine wichtige Rolle fiir die Homodostase im Darm, aber auch fiir die
Entwicklung einer chronischen Inflammationsreaktion im Rahmen von chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen, spielen. (Anderson et al., 2011; Barrett et al., 2008;

Duerr et al., 2006; Franke et al., 2010; Hampe et al., 2007)

Ziele unserer Arbeit waren:

1.) Der Nachweis einer Suszeptibilitit der /RGM-Genvarianten fiir M. Crohn und

C. ulcerosa.

2.) Die Untersuchung der Rolle von JRGM-Haplotypen hinsichtlich M. Crohn- und

C. ulcerosa-Suszeptibilitat.

3.) Die Charakterisierung der phinotypischen Auswirkungen.

4.) Die Analyse hinsichtlich einer moglichen Epistasis von /RGM mit den drei
Hauptsuszeptibilitdtsgenen fiir M. Crohn, NOD2, IL23R und ATGI6LI.

Durch eine GWAS konnte 2007 eine britische Arbeitsgruppe das Autophagie-
induzierende Gen /RGM als neues M. Crohn-Suszeptibilitdtsgen identifizieren. (Parkes
et al., 2007) Um tiefere Einblicke in die Pathogenese von M. Crohn und C. ulcerosa zu
erhalten und zu klidren, ob /RGM auch mit der Krankheitssuszeptibilitit in der

deutschen CED-Population assoziiert ist und um Riickschliisse auf potentielle
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Konsequenzen fiir Diagnostik und Therapie schlieBen zu konnen, ist diese

Identifikation CED-assoziierter Suszeptibilitidtsgene von grofler Bedeutung.

Aus diesem Grunde fithrten wie eine Genotypisierung von CED-Patienten zur
Identifizierung des /RGM-Locus als potentielles Suszeptibilitdtsgen in einer groBen
deutschen Kohorte durch, wobei die genomische DNA von insgesamt 1099 Patienten
mit CED und 961 gesunden Teilnehmern europdischer Abstammung (,,caucasian®)
verwendet wurde. Wir untersuchten hierbei 6 wesentliche /RGM-SNPs (rs13361189,
rs10065172, 1s4958847, rs1000113, 1rs931058 und rs11747270), fir welche
Assoziationen mit M. Crohn in vorangegangenen Studien gezeigt worden waren (fiir
Details siehe ,4.4 Genotypisierung der [RGM-Varianten®) hinsichtlich ihrer
Auftrittsfrequenz in Patienten und Kontrollen. Anschliefend fiihrten wir eine
detaillierte Haplotypen- und eine Genotyp-Phénotyp-Analyse, sowie eine Epistasis-
Analyse von /RGM mit den drei Hauptsuszeptibilititsgenen fiir M. Crohn, NOD?2,
IL23R und ATG16L1, durch.

Wihrend mehrere GWAS und Replikationsstudien /RGM als ein M. Crohn-
Suszeptibilititsgen etabliert haben, ist dessen Bedeutung fiir C. ulcerosa bisher
weniger eindeutig beschrieben, weshalb wir dies zusétzlich in unserer Studie

untersuchten.
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3 Studienpopulation

Die Studienpopulation bestand aus insgesamt 2060 Teilnehmern. Die
Studienprotokolle griindeten auf den ethischen Grundsdtzen fiir medizinische
Forschung am Menschen der Deklaration des Weltarztebundes von Helsinki. (“WMA
Declaration of Helsinki - Ethical Principles for Medical Research Involving Human

Subjects,” 2008)

Die Studie wurde durch die lokale Ethikkommission genehmigt und vor Beginn von

jedem Patienten eine schriftliche Einwilligungserklarung eingeholt.

3.1 Patientenkollektiv

Die Patientengruppe bestand aus insgesamt 1099 CED-Patienten, darunter befanden
sich 817 Patienten mit M. Crohn und 282 Patienten mit C. ulcerosa. Alle
Studienpatienten waren europdischer Herkunft und befanden sich in ambulanter oder

stationdrer Betreuung in einer der folgenden Kliniken:

Medizinische Klinik und Poliklinik II, Standort GroBhadern, Klinikum der Universitét

Miinchen

Medizinische Klinik und Poliklinik IV, Standort Innenstadt, Klinikum der Universitét

Miinchen

3.2 Kontrollkollektiv

Als Kontrollkollektiv dienten 961 gesunde, unverwandte Blutspender. Diese wurden
vom Blutspendedienst der Stadt Miinchen zur Verfiigung gestellt.

3.3 Phinotyp-Definition

Demographische und klinische Parameter (Verhalten und Lokalisation der CED,
krankheitsbedingte Komplikationen, chirurgische Anamnese oder immunsuppressive

Therapie der Patienten) wurden anhand retrospektiver Analyse von Krankenakten und
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Auswertung eines detaillierten Anamnesefragebogens zum Zeitpunkt der Aufnahme

der Patienten in die CED-Ambulanz erfasst.

Die Diagnose M. Crohn oder C. ulcerosa wurde anhand etablierter Leitlinien
festgelegt, welche auf klinischen, endoskopischen, radiologischen und

histopathologischen Kriterien beruhen. (Lennard-Jones, 1989)

Die Patienten wurden mithilfe der Montreal-Klassifikation eingestuft, welche das
klinische Muster der CED besonders genau zu charakterisieren vermag. (Mowat et al.,
2011) Hierbei wird M. Crohn anhand von Erkrankungsalter (Abk. A fiir engl. age),
Lokalisation (Abk. L fiir engl. location) und Verhalten (Abk. B fiir engl. behaviour),
im Sinne von strikturierend vs. nicht-strikturierend, penetrierend vs. nicht-
penetrierend, klassifiziert. (Mowat et al., 2011; Silverberg et al., 2005) Die Einteilung
der C. ulcerosa erfolgt unter Zuhilfenahme der in der Koloskopie sichtbaren
Ausdehnung der Entziindung: Proktitis (E1) vs. linksseitig, bis zur linken Kolonflexur
reichend (distale C. ulcerosa; E2) vs. ausgedehnte Erkrankung (Pankolitis; E3).
(Mowat et al., 2011; Silverberg et al., 2005) Diese einheitliche Klassifikation
erleichtert die Datensammlung fiir ein CED-Register und verbessert die

Voraussetzungen fiir die klinische Forschung. (Mowat et al., 2011)

Patienten mit Colitis indeterminata wurden von der Studie ausgeschlossen.
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Die demographischen Basischarakteristika der Studienpopulation wurden hinsichtlich
der genotypischen Ergebnisse verblindet gesammelt und sind in der folgenden Tabelle

(1) zusammengefasst.

Tabelle 1: Demographische Charakteristika der CED-Studienpopulation.

Morbus Crohn Colitis ulcerosa Kontrollen
n=817 n=282 n=961

Geschlecht
M énnlich (%) 46.0 53.0 63.6
Weiblich (%) 54.0 47.0 36.4
Alter (Jahre)
Durchschnitt + SA 40.7+13.3 43.8+14.4 47.3+£9.06
Bereich 15-81 16-88 19-68
Body Mass Index
Durchschnitt + SA 23.0+4.2 23.9+45
Bereich 13-41 15-54
Alter zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (Jahre)
Durchschnitt + SA 27.9+12.0 31.3+13.7
Bereich 6-78 4-81
Erkrankungsdauer (Jahre)
Durchschnitt + SA 13.1£8.8 11.9+84
Bereich 0-46 1-50
Positive Familienanamnese fiir CED
(%) 16.7 17.4
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4 Methoden
4.1 DNA-Extraktion

Von allen Studienteilnehmern wurde Blut abgenommen und genomische DNA aus den
peripheren Leukozyten mittels dem ,,DNA Blood Mini Kit*“ von Qiagen (Hilden,

Deutschland) entsprechend den Richtlinien des Herstellers isoliert.

4.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die zu analysierende DNA musste vorab auf 100 ng/ml verdiinnt und auf 96-Well-
Platten fiir die sich anschlieBende Polymerase-Kettenreaktion (Abk. PCR von engl.
polymerase chain reaction, siche Kapitel 4.4.1) verteilt werden. Die
Konzentrationsbestimmung  erfolgte  spektralphotometrisch.  Hierbei  werden
Konzentrationen in Lésungen nach dem Lambert-Beerschen Gesetz mithilfe eines

Photometers bestimmt.

Da der Extinktionskoeffizient € von DNA wund RNA, und somit deren
Absorptionsverhalten, durch den pH-Wert und die Ionenstirke des Puffers beeinflusst
werden und der Einsatz von Wasser als Messmedium haufig zu schwankenden
Messergebnissen fiihrt, konnen genaue Konzentrationen nur unter kontrollierten pH-
Bedingungen und mit Losungen geringer lonenstirke bestimmt werden. (Wilfinger et

al., 1997)

Die zu analysierende DNA wurde daher mittels TE-Puffer (Tris- und EDTA-Puffer)
verdiinnt. Zur Messung dieser DNA-Konzentration wurde die optische Dichte (OD)
der Probe mithilfe eines Photometers bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt,
was dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren (DNA, RNA) entspricht. Proteine
besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Es ldsst sich mittels Berechnung des
Quotienten beider Extinktionen (OD260/0OD280) ein Riickschluss auf den
Reinheitsgrad der DNA ziehen. Ein OD260/0OD280 <1.8 kann demnach auf eine

Proteinkontamination hinweisen.
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4.3 Gelelektrophorese von PCR-Produkten

Im Rahmen der Austestung der optimalen Primerkombinationen und deren Verhéltnis
zueinander mit dem Ziel einer maximalen Primerspezifitit fithrten wir zur
Bestimmung der Grofle unserer PCR-Fragmente eine Agarose-Gelelektrophorese
durch, welche in Ethidiumbromid-haltigem Agarose-Gel sowie hinzugefiigtem TBE-
Puffer (Tris-, Borat- und EDTA-Puffer) bei 120 Volt fiir 90 Minuten erfolgte. Ein
DNA-GroBenstandard als Marker zur Groenbestimmung der DNA wurde jedem Lauf
beigefiigt. Die Banden wurden nach Anfiarbung mit Ethidiumbromid durch
Transillumination mit UV-Licht sichtbar gemacht und mit einer UV-CCD-Kamera

(Ultraviolett-Charge-coupled-device-Kamera) festgehalten.

4.4 Genotypisierung der JRGM-Varianten

Die oben genannten 6 [RGM-SNPs 1s13361189, rs10065172=p.LeulO5Leu,
rs4958847, rs1000113, rs931058 und rs11747270 wurden mittels PCR und

Schmelzkurvenanalyse genotypisiert.

Die Auswahl dieser 6 IRGM-SNPs basierte auf vorangegangenen Studien, welche

Assoziationen fiir diese SNPs in grof3en Fall-Kontroll-Kohorten aufzeigten.

Die SNPs rs13361189, rs10065172=p.Leul05Leu und rs4958847 wurden aus der
Studie von Parkes et al. ausgesucht (Parkes et al., 2007), wihrend die SNPs rs1000113
und rs931058 in der Studie des ,,Wellcome Trust Case Control Consortium®

(WTCCC) getestet wurden. (The Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007)

Die SNPs rs13361189 und rs10065172=p.Leul05Leu dienten zudem auch als sog.
,Proxies® fiir einen gemeinsamen, dem [RGM-Gen vorgeschalteten 20 kb
Deletionspolymorphismus, nachdem sie in perfektem Kopplungsungleichgewicht

(r’=1.0) zu diesem Deletionspolymorphismus stehen. (McCarroll et al., 2008)
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Zuletzt wurde rs11747270 eingeschlossen, der SNP innerhalb der JRGM-Region, der
laut der Metaanalyse von Barrett et al. (2008) am stirksten mit M. Crohn assoziiert

war.

4.4.1 Die Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht es, in einer einfachen, schnellen,
automatisierten Reaktion Kopien eines spezifischen DNA-Abschnittes millionenfach
zu vervielfdltigen und ist somit in der Lage, eine sehr groBe Anzahl an definierten
DNA-Fragmenten aus einer sehr kleinen Menge einer komplexen Vorlage zu

produzieren. (Erlich, 1989)

Hierzu werden zwei Oligonukleotid-Primer (ein ,,Forward®“ und ein ,,Backward
Primer*) bendtigt, welche sich an die beiden komplementdren DNA-Abschnitte
anlagern (einer am 5'-, der andere am 3'-Ende) und somit die ,,region of interest* der

Ziel-DNA flankieren.

Insgesamt besteht die PCR aus drei Hauptschritten, welche in 30-40 Zyklen wiederholt

werden, wobei die DNA-Menge exponentiell zunimmt:

Denaturierung: Hierbei wird der DNA-Doppelstrang bei 94°C getrennt, es entstehen

zwei Einzelstringe;

Primeranlagerung: Bei 54°C entstehen nun lockere, ionische Verbindungen zwischen
der einzelstringigen DNA und den Primern. Kommt es zu einer stabileren Bindung
aufgrund der exakten Basenabfolge bei passendem Primer, welcher komplementér
zum gesuchten DNA-Abschnitt ist, so bleibt der Doppelstrang bestehen und die DNA-

Polymerase kann sich anlagern.

Extension: Die hitzestabile Polymerase kann nun bei ihrem Temperaturoptimum von

72°C mit der Amplifikation beginnen.
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DNA-Polymerasen sind Enzyme, die einen neuen DNA-Strang aus einem
Einzelstrang, der ihnen als Vorlage (Matrize) dient, synthetisieren konnen. Hierzu
bendtigen sie eine endstdndige 3'-Hydroxygruppe, welche sich am Primer befindet und

als Startpunkt der Reaktion dient.

Die Gewinnung der Polymerase I, welche zur Amplifikation verwendet wird, erfolgt
aus einem Bakterium, welches in heiflen Quellen lebt: Thermus aquaticus, daher der
Begrift Tag-Polymerase. Sie ist ein thermostabiles Enzym und wird daher durch die
Temperaturerhohung am Anfang eines jeden Zyklus nicht denaturiert. (Buselmaier,

2003; Delidow et al., 1993; Erlich, 1989)
Generell kann ein PCR-Lauf in drei Phasen unterteilt werden:

Die exponentielle Phase: der fritheste Abschnitt der PCR, in welchem das Produkt

exponentiell vervielfaltigt wird, da die Reagenzien in unlimitierter Menge vorliegen.

Die lineare Phase: langsameres Produktwachstum, da die Reaktionskomponenten

verbraucht werden.

Die Plateau-Phase: keine weitere Anderung der Produktmenge, da einige

Reaktionskomponenten nun verbraucht sind.

(Yuan et al., 2006)
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Abbildung 18: PCR-Phasen. (Yuan et al., 2006, p. 2)

Die Abbildung 18 zeigt die drei Phasen der PCR. Der finale Schritt beinhaltet die
Detektion und Quantifizierung der Amplifikationsprodukte. Die beiden
Haupttechniken der Produktdetektion sind die traditionellen ,,End-Point“-Messungen
des Produktes sowie die Beobachtung der Produktentstehung in Echtzeit (engl. real-
time quantitative PCR). ,,End-Point“-Ermittlungen analysieren die Reaktion nach
deren Vollendung, hingegen beobachten ,,Real-Time*“-Messungen die Reaktion

wihrend ihres Fortschreitens. (Freeman et al., 1999)

Bei der traditionellen Endpunktanalyse werden also Zielregionen der DNA mittels
PCR amplifiziert und das Produkt anschlieBend durch einen separaten Schritt
analysiert; dies erfolgt in der Regel durch Hybridisierungsanalyse mittels Western
blots, Gelelektrophoresen oder Mikrotiterplatten mit anschlieBender Visualisierung
durch radioaktiv- oder floureszenzmarkierte Sonden bzw. chemilumineszierende
Techniken. Diese Methoden sind nicht nur zeitaufwéndig, sie beinhalten durch die
vielen  einzelnen  Arbeitsschritte = auch  ein  erhohtes  Risiko  der

Endproduktkontamination und Fehler bei der Probenanalyse. (Reiser et al., 1998)
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Die quantitative Realtime-PCR ermoglicht verbesserte Quantifizierungsmdoglichkeiten.
Sie gehort zu den leistungsstirksten und sensitivsten derzeit verfligbaren Gen-
Analyse-Techniken und ist weniger fehleranfillig als die Endpunkt-Detektion; sie
basiert auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR, ermdglicht jedoch zusétzlich die
Quantifizierung der gewonnenen DNA in Echtzeit (daher der Name ,,Real-time®). sie
macht es sich zunutze, dass unter optimalen Bedingungen die Menge an PCR-
Produkten in der exponentiellen Phase proportional zur Menge des Ausgangsproduktes
ist. Wiahrend der exponentiellen Phase kommt es im Idealfall innerhalb eines Zyklus
zu einer Verdoppelung des PCR-Produktes (bei 100%iger Effizienz). Fast 100%ige
Effizienz kann in dieser Phase bei optimalen PCR-Konditionen, Primer-
Charaktereigenschaften, Matrizenreinheit und Fragmentlingen erzielt werden.

(Freeman et al., 1999; Gibson et al., 1996; Heid et al., 1996; Yuan et al., 2006)

Sowohl genomische als auch revers transkribierte Komplementir-DNA (Abk. cDNA
von engl. complementary DNA) konnen als Matrize fiir die Realtime-PCR verwendet
werden; klassischerweise wird dann die Dynamik der PCR mithilfe von DNA-
bindenden Farbstoffen oder Hybridisierungssonden beobachtet, wobei die Basis der
Realtime-PCR die direkt positive Assoziation zwischen Farbstoff und der Anzahl der
Fragmente ist. Die Daten der Realtime-PCR werden absolut und relativ quantifiziert;
die absolute Quantifizierung ist dann von Bedeutung, wenn die exakte Zahl der
Transkriptionseinheiten ermittelt werden muss. Fiir die meisten physiologischen und
pathologischen Studien jedoch ist die relative Quantifizierung ausreichend. Diese
beruht auf dem Vergleich zwischen Expression eines Zielgens versus eines
Referenzgens sowie zwischen Expression des gleichen Gens in der Zielprobe versus

der Referenzproben. (Yuan et al., 2006)

Die Genotypisierung der 6 /[RGM-SNPs durch die Polymerase-Kettenreaktion mit
anschlieender Schmelzkurvenanalyse entsprach einer quantitativen Realtime-PCR
und fand in einem Thermocycler (LightCycler® 480, Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) statt. Ein Thermocycler ist ein Instrument zur qualitativen und

quantitativen Detektion von Nukleinsduren, Genotypisierung und Mutationsanalyse; er
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kombiniert die Rapid-Cycle-PCR mit der Echtzeit-Fluoreszenz-Analyse. Das
plattenbasierte Modell LightCycler® 480 arbeitet mit 384-Well-Platten und erlaubt
somit die Genotypisierung groBBer Mengen von DNA in kurzer Zeit. Diese Methode
wurde auch in vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe bereits mehrfach
erfolgreich angewandt. (Glas, Seiderer, Fischer, et al., 2011; Glas, Seiderer, Fries, et
al., 2011; Glas, Seiderer, Nagy, et al., 2010; Glas, Seiderer, et al., 2009; Glas,
Stallhofer, et al., 2009; Reiser et al., 1998)

Sequenzspezifische Hybridisierungssonden ermoglichen die Detektion und Analyse
der PCR-Produkte im LightCycler®, ohne dass hierfiir eine Manipulation der Proben
im Anschluss an die PCR erfolgen muss. Dies ermoglicht eine Hochdurchsatz-
Genotypisierung und Produktquantifizierung. Die Quantifizierung der PCR-Produkte
wird mithilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wahrend eines PCR-
Zyklus erfasst werden und durch den Einsatz von FRET-Sonden (Abk. FRET von

engl. fluorescence resonance energy transfer) erfolgen. (Heid et al., 1996)

4.4.2 Fluorescence resonance energy transfer (FRET) -Sonden

Fluoreszenz bietet viele Vorteile gegeniiber anderen Techniken, insbesondere durch
lineare Reaktion iiber einen grofen dynamischen Bereich. Fluoreszenzanalyse mittels
Hybridisierungssonden basiert auf einem Fluoreszenzsignal, welches zwischen zwei
benachbarten Fluorophoren entsteht, sollte es zum sog. Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) kommen. FRET beruht auf einer entfernungsabhingigen
Ubertragung von Energie von einem Donor-Fluorophor, welches durch einfallendes
Licht angeregt wird, auf ein Akzeptor-Fluorophor, wenn dieses sich in unmittelbarer

Nahe befindet, siehe Abbildungen 19, 20 und 21. (Reiser et al., 1998; Selvin, 2000)
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Abbildung 19: FRET zwischen Hybridisierungssonden. (Reiser et al., 1998, p. 13)

Eine graphische Darstellung des Energietransfers zwischen einem Donor-Fluorophor und einem
Akzeptor-Fluorophor auf angrenzenden Hybridisierungssonden. Die Uberwachung der Fluoreszenz-
Emission von dem Akzeptor-Fluorophor nach Exzitation des Donor-Fluorophors erlaubt hochsensitive
Produktquantifizierung und Genotypisierung. (Reiser et al., 1998)

Das FRET-Prinzip ist somit abhidngig von der rdumlichen Nihe beider Farbstoffe;
befinden sie sich in unmittelbarer Nahe zueinander, so kann die Energie des Donors,
der sich in einem angeregten Zustand befindet, libertragen werden. Dies wiederum
fiihrt zu einer Reduktion der Fluoreszenzintensitit des Donors sowie der Dauer seines
angeregten Zustandes, wéhrend die Emissionsintensitit des Akzeptors ansteigt.

(Selvin, 2000)
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Abbildung 20: Das FRET-Prinzip. (Bastiaens & Pepperkok, 2000, p. 634)

FRET ist ein strahlungsloser Prozess, bei dem Energie von einem angeregten Donor-Fluorophor auf
ein Akzeptor-Fluorophor iibertragen wird, wenn dieses sich im Nanometerbereich zu ihm befindet (die
Akzeptor- und Donor-Fluorophore miissen nédher als ~ 10 nm zueinander sein, damit der
Energietransfer stattfinden kann). (Bastiaens & Pepperkok, 2000)

Die von uns verwendeten LightCycler® Sonden bestehen aus einem Sondenpaar,
welches benachbart auf der Zielsequenz bindet. In Abwesenheit des Targets, also der
DNA-Zielsequenz, kann der Energietransfer nicht stattfinden. Die Menge
hybridisierter Sondenpaare steigt mit der Menge des PCR Produktes, das Signal ist
somit proportional zur Menge des akkumulierten Amplikons. Das am 3'-Ende der
Sensorsonde befindliche fluoreszierende Donormolekiil, Fluorescein, wird bei seiner
spezifischen Fluoreszenz-Exzitationswellenldnge, 533 nm, angeregt. AnschlieBend
kommt es zur Energieiibertragung auf das fluoreszierende Akzeptormolekiil am 5'-
Ende der Ankersonde (LightCycler® Red 610, 640 oder 670). Das dann vom
Akzeptormolekiil abgegebene spezifische Fluoreszenzsignal wird durch die optische

Einheit des LightCycler® 480-Instruments detektiert. (Reiser et al., 1998)
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Abbildung 21: Voraussetzung fiir FRET. (Bastiaens & Pepperkok, 2000, p. 634)

Das Emissionsspektrum des Donors muss mit dem Exzitationsspektrum des Akzeptors iiberlappen.
(Bastiaens & Pepperkok, 2000)

4.4.3 Schmelzkurvenanalyse

Mit der sich anschlieBenden Schmelzkurvenanalyse (sieche Abbildung 22) ist neben der
Quantifizierung der Zielsequenz auch eine Mutationsanalyse moglich. Hierbei werden
die hybridisierten PCR-Produkte langsam erhitzt, was in einem Abfall der Fluoreszenz
resultiert, da die doppelstringige DNA mit steigender Temperatur dissoziiert, und
somit eine Entfernung der Anker- von der Sensorsonde stattfindet. Dies geschieht

jeweils bei der probenspezifischen Schmelztemperatur. (Klaschik et al., 2004)

Die Sensorsonde passt genau zu einem Allel eines jeden SNPs, vorzugsweise zum
selteneren Allel, sodass es im Falle des anderen Allels zu einem ,,Mismatch* kommt,
was aufgrund der instabileren Verbindung in einer niedrigeren Schmelztemperatur
resultiert. Dieser Unterschied bzgl. der Schmelztemperatur kann mittels eines DNA-
bindenden Farbstoffs detektiert werden, wobei verschiedene ,,Probencluster
identifiziert werden konnen, z.B. homozygoter Wildtyp, homozygoter Mutant, sowie

heterozygot, siche Abbildung 22. (Bennett et al., 2003; Roche - Firmenschrift, n.d.)
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Abbildung 22: Beispiel einer Schmelzkurvenanalyse. (Roche - Firmenschrift, n.d.,

p- 50)

4.4.4 Praktische Durchfiihrung

Das Volumen fiir die PCR betrug insgesamt 5 pl, welches 25 ng genomische DNA, 1x
LightCycler® 480 Genotyping Master (Roche Diagnostics), 2.5 pmol jeweils eines
Primers und 0.75 pmol jeweils einer FRET-Sonde (TIB MOLBIOL, Berlin,
Deutschland) beinhaltete. Im Falle von rs11747270 wurde die Menge des Forward
Primers auf ein Fiinftel, im Falle von rs4958847 der Backward Primer auf die Hélfte,
im Falle von rs10065172 der Backward Primer auf ein Drittel und im Falle von
rs931058 der Forward Primer auf ein Drittel reduziert. Die optimalen Primermengen
wurden zuvor in mehreren Testreihen ermittelt. Dieser Genotypisierungs-Ansatz
wurde mithilfe des Pipettierrobotors ,,TECAN Freedom EVO 150 (TECAN,
Minnedorf, Schweiz) in eine 386-well-Platte gefiillt.
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Die PCR bestand aus einem initialen Denaturierungsschritt (95°C fiir 10 Minuten) und
anschlieenden 45 Zyklen (95°C fiir 10 Sekunden, 60°C fiir 10 Sek., 72°C fiir 15
Sek.). Im Falle von rs10065172 umfasste sie 50 Zyklen anstatt 45 und 55°C anstatt
60°C im zweiten Schritt. Die Schmelzkurvenanalyse enthielt einen initialen
Denaturierungsschritt (95°C fiir 1 Min.), einen anschlieBenden Schritt, bei dem die
Temperatur rapide auf 40°C gesenkt und fiir 2 Min. konstant gehalten wurde, und
einen letzten Schritt, bei dem die Temperatur langsam wieder bis auf 95°C erhéht und

wihrend dem die Fluoreszenzintensitét fortlaufend gemessen wurde.

Die Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse wurden bestdtigt, indem 2 Patientenproben
fiir jeden moglichen Genotyp mittels Sequenzanalyse untersucht wurden. Fiir diese
Sequenzierung bestand das Volumen der PCR aus 100 pl, welche 250 ng genomischer
DNA, 1 x PCR-Buffer (Qiagen, Hilden, Deutschland), eine endgiiltige MgCI2-
Konzentration von 2 mmol, 0.5 mmol eines dANTP-Mix (Sigma, Steinheim,
Deutschland), 2.5 Einheiten einer ,,HotStar Plus TagTM DNA Polymerase* (Qiagen)
und 10 pmol eines jeden Primers (TIB MOLBIOL) beinhaltete. Die PCR bestand aus
einem initialen Denaturierungsschritt (95°C fiir 5 Min.), 35 Zyklen (Denaturierung bei
94°C fiir 30 Sek., Primeranlagerung bei 60°C fiir 30 Sek., Extension bei 72°C fiir 30
Sek.) und einem finalen Extensionsschritt (72°C fiir 10 Min.). Die PCR-Produkte
wurden mithilfe des ,,QIAquick PCR Purification Kit*“ (Qiagen) gereinigt und durch

eine Sequenzierungsfirma sequenziert (Sequiserve, Vaterstetten, Deutschland).

Alle  Sequenzen der Primer wund der FRET-Sonden, sowie die
Primeranlagerungstemperaturen, welche fiir die Genotypisierung und Sequenzanalyse

verwendet wurden, sind in den Tabellen 2 und 3 aufgelistet.

Zur Analyse der Schmelzkurve im LightCycler®-Instrument wurde die “LightCycler®
480 Genotyping Software” der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) verwendet.

Datenorganisation und —prozessierung erfolgte mithilfe von Microsoft Excel®.
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Tabelle 2: Primersequenzen und FRET-Probensequenzen, welche fiir die

Genotypisierung von /JRGM-Varianten verwendet wurden.

Polymor-
phismus Primersequenzen FRET-Probensequenz
1s13361189 g GCTGAGCACGGGGTCTAC LC640-CTTGAAAAT+CGGAT+GTAT+ATTAG

R: GCTGACCTCCCACACTCAC GGCCCGTGTCGTACCCAAGCAGAGTGT-FL
1510065172 g TTGGCAAGCATCACATGATT GGAGAACTACCTGATGGAAATGC-FL

R: TCACCTCCTACTGAGCTGGTAA LC670-GTTCAACCGGTATGACTTCATCATGGTTGC
154958847 g AAGGTACAAAAATGTTATAGGAGACG ~ CACCTCTCACTGGGAGAAGCTTTATAGATTTC-FL

R: TCGGTGGTGATATCCCCTT LC670-TTGCCCAATATAGCTAAATAATGC
1s1000113 g GTGTGATGCAGAGGCACTAAG TACAAAATAACAGC ATACACATGG-FL

R: GGTGTTTTCTTGGCACTGATG LC610-CATTGCAATCAAGTATATTGGAGTTATTAGGAT
rs11747270

F: GCTGAGATGGATGTCAGTGTTAG

TAGATGAGGTCTGTGTTACATAAATG-FL

R: TGGCCAGACTAAGTACTTGGC

LC670-GCATTGAAACACCAGTGTCAATCAGAAAAAT

rs931058

F: CTAATAAGTTACTGGTGGCATGA

GTACAAAAATGTATGCATTCAGAAAT-FL

R: GGGCTCAAGCAATCCTCTAGC

LC670-TAGTCCAGGCATGGTGGCTTATGCCT

Hinweis: (Abk. F von engl. forward primer, R: von engl. reverse primer); FL: Fluorescein, LC610:
LightCycler-Red 610; LC640: LightCycler-Red 640. Die in der Sensorprobe enthaltene polymorphe
Position ist unterstrichen. Ein Phosphatmolekiil ist an das 3'-Ende der Akzeptorprobe gebunden, um
eine Elongation durch die DNA-Polymerase wihrend der PCR zu verhindern. T+ weist auf ,,LNA-
Modifikation“ (Abk. LNA von engl. locked nucleic acid) zur Erh6hung der Schmelztemperatur hin.

Tabelle 3: Primersequenzen, die fiir die Sequenzanalyse von IRGM-Varianten

verwendet wurden.

Polymor-

phismus Primersequenzen

1313361189 CATTAAACTCTTTACCATTGTACTCCT
AGCAGACAGGTTTGAAGATGC

1310065172 CAATGTAGAACTTCTTTCCCATGTC
TCACCTCCTACTGAGCTGGTAA

134958847  AAGGTACAAAAATGTTATAGGAGACG
TCGGTGGTGATATCCCCTT

151000113 GTGTGATGCAGAGGCACTAAG
GGTGTTTTCTTGGCACTGATG

1511747270 GCTGAGATGGATGTCAGTGTTAG
AATTACCAATAAATGCAAAGAGAATC

13931058 GTGGTTTATGTTAACTGCTGTGA

GGGCTCAAGCAATCCTCTAGC
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4.4.5 Genotypisierung der NOD2-, IL23R- und ATG16L1-Varianten

Fiir die Analyse von Gen-Gen-Interaktionen (Epistasis) standen die Genotypen aller
analysierter Patienten und Kontrollen fiir Genvarianten von NODZ2, IL23R und
ATGI6LI aus vorangegangenen Studien zur Verfiigung. (Glas et al., 2008, 2007; Glas,
Seiderer, Fries, et al., 2011; Glas, Seiderer, Tillack, et al., 2010; Jiirgens, Laubender, et
al., 2010; Seiderer, Brand, et al., 2006; Seiderer, Schnitzler, et al., 2006)

Die Genotypisierung der NODZ2-Varianten p.Arg702Trp (rs2066844), p.Gly908Arg
(rs2066847), und p.Leul007fsX1008 (rs2066847) wurde wie oben beschrieben
durchgefiihrt. (Glas, Seiderer, Tillack, et al., 2010) Ebenso erfolgte die
Genotypisierung der 10 /L23R-SNPs (rs1004819, rs7517847, rs10489629, rs2201841,
rs11465804, rs11209026 = p.Arg381GIn, rs1343151, rs10889677, rs11209032,
1s1495965) und 9 ATGI16L1-SNPs (rs13412102, rs12471449, rs6431660, rs1441090,
1s2289472, 152241880 (p.Thr300Ala), rs2241879, rs3792106, 1s4663396) mittels PCR
und Schmelzkurvenanalyse wie oben beschrieben. (Glas et al., 2008, 2007)

4.4.6 Statistische Analysen

Zur Datenauswertung wurde die SPSS 13.0 Software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
sowie R-2.13.1 (http://cran.r-project.org) verwendet. Jeder genetische Marker wurde in
der Kontrollgruppe auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht getestet. Der Fisher’s
exact-Test wurde fiir den Vergleich zwischen den kategorischen Variablen und die
studentische t-Verteilung fiir quantitative Variablen angewandt. Alle Hypothesen
wurden zweiseitig getestet und p-Werte < 0.05 als signifikant eingestuft. Odd ratios
wurden fiir das untergeordnete Allel eines jeden SNPs berechnet. Korrigieren fiir
multiples Testen wurde nach der Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt, sofern
angebracht. Haplotypenanalyse wurde unter Verwendung des ,,--hap-logistic”’-Befehls
in PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink), Epistasisanalyse mittels der “-
-epistasis”’-Option durchgefiihrt. Kopplungsungleichgewicht zwischen SNPs wurde
mithilfe der “R-Library genetics” evaluiert. Genotyp-Phénotyp-Assoziationen wurden

ebenfalls in R unter Zuhilfenahme der logistischen Regression getestet.
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5 Material

Folgende Materialien verwendeten wir fiir die PCR sowie zur Reinigung der

Endprodukte:

Tabelle 4: Materialien fiir die PCR und Reinigung der PCR-Produkte.

Produkt Hersteller

Aqua ad injectabilia Braun, Melsungen
Deoxynukleotid-Mix Sigma, Steinheim
HotStarTaq® DNAPolymerase Qiagen, Hilden

Qiaquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Die in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrten Materialien benoétigten wir fiir die
Bestimmung der GroBe unserer PCR-Fragmente im Rahmen der Austestung der

optimalen Primerkombinationen:

Tabelle 5: Materialien fiir die Agarosegelelektrophorese.

Produkt Zusammensetzung Hersteller
Agarose, Typ I-A Sigma, Steinheim
DNA Molekulargrofenstandart Cambrex, Charles City, IA, USA
Ethidiumbromid Sigma, Steinheim
Polaroidfilm Typ 667 Polaroid, Minnetonka, MN, USA
DNA-Auftragspuffer 10 mM Tris/HCI pH 8
2 mM EDTA
20 % Ficoll 400
0,25 % Orange G
10 x TBE -Puffer 890 mM Tris
890 mM Borséure
20 mM EDTA pH
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Die eigentliche Genotypisierung erfolgte mit folgendem Material:

Tabelle 6: Materialien fiir die Genotypisierung mittels Hybridisierungssonden im

LightCycler®.

Produkt

Hersteller

Aqua ad injectabilia

Braun, Melsungen

384-well Platten

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Folien

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

LightCycler® 480 Genotyping Master

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

72



Die Rolle des Autophagie-Gens IRGM bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

AbschlieBend noch eine Auflistung der verwendeten Gerite:

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Geriite.

Gerit Produkt Hersteller
NANOpure Typ Diamond ~ Wilhelm Werner GmbH,

Deionisiergerit Life Science Leverkusen

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Eismaschine Waltham, MA, USA

Adam Equipment Co Ltd, Milton
Feinwaage AQT Compact Balances ~ Keynes, GB
Gelelektrophoresekammer Sub Cell GT Biorad, Miinchen
HeiBsiegelmaschine MiniSealer Axygen, Union City, CA, USA

Beckman Coulter, Fullerton, CA,
Kiihlzentrifuge Allegra®25R USA

Waldner Laboreinrichtungen,
Laborabzug Wangen
Magnetriihrer Variomag Monotherm Neolab, Heidelberg

Matrix Electronic

Thermo Scientific, New

Mehrkanalpipette (12,5 pl) Multichannel Pipette Hampshire, USA
Mikrowelle Braun, Kronberg
Pipetten (2,5/10/20/100/200/1000ul) Research® Eppendorf, Hamburg
Pipettierroboter Freedom EVO Tecan, Mannedorf, Schweiz

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Riittelmischer Vortex Waltham, MA, USA
Spannungsquelle Power Pac Biorad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Spectrophotometer NanoDrop®-1000 Waltham, MA, USA
Sterilbank LaminAir Model 1,8 Holten, Allered, Dédnemark

Light Cycler®480 Roche Diagnostics GmbH,

Thermocycler Instrument 384 SN 1003 ~ Mannheim
Thermocycler DNA Engine DYADTM MJ Research, Waltham, MA, USA

Beckman Coulter, Fullerton, CA,
Tischzentrifuge Microfuge®18 USA

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
UV-Fluoreszenzsystem FUSION-SL Erlangen

Videodokumentationssystem

CN-3000 Infinity

Vilber Lourmat, Eberhardzell
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6 Ergebnisse

6.1 Suszeptibilititsanalyse

Die Allelfrequenzen der SNPs rs13361189, rs10065172=p.Leul05Leu, rs4958847,
rs1000113, rs931058 und rs11747270 aller drei Subgruppen (M. Crohn, C. ulcerosa
und Kontrollen) stimmten mit dem vorhergesagten Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

iiberein und sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Insgesamt konnten unsere Analysen eine Assoziation der JRGM-SNPs rs13361189
(p=0.02, OR 1.31 [95 % CI 1.05-1.65]), rs10065172=p.Leul05Leu (p=0.016, OR 1.33
[95 % CI 1.06-1.66]) und rs1000113 (p=0.047, OR 1.27 [95 % CI 1.01-1.61]) mit der
Suszeptibilitét fiir M. Crohn aufdecken.

Mit Ausnahme von rs11747270 konnte keinerlei Assoziation mit C. ulcerosa fur alle

der untersuchten JRGM-SNPs beobachtet werden, siehe Tabelle 8.
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Tabelle 8: Assoziationen von IRGM-Genmarkern in M. Crohn- und C. ulcerosa-

Fall-Kontroll-Assoziationsstudien.

Genotyp Morbus Colitis
IRGM-SNP / Allel Crohn ulcerosa Kontrollen
n=815 n=283 n=961
Genotyp-/ Genotyp-/ Genotyp-/
Allelfrequenz  p-Wert OR [95 % KI] Allelfrequenz p-Wert OR [95 % KI] Allelfrequenz
rs13361189 1T 0.799  0.048 0.833  0.06 0.84
TC 0.191 1.29 [1.00-1.67] 0.149 0.97 [0.65-1.41] 0.156
CC 0.01 2.47[0.66-11.27] 0.018 42810.91 -21.7] 0.004
T 0.895 0.908 0.918
C 0.105  0.02 1.31[1.05-1.65] 0.092 044 1.13[0.82-1.57] 0.082
rs10065172
=p.LeulOSLe
u CC 0.799  0.05 0.834  0.125 0.842
CT 0.191 1.32 [1.02-1.70] 0.148 0.98 [0.65-1.43] 0.153
TT 0.01 2.4410.65-11.14] 0.018 4.20[0.90-21.36] 0.005
C 0.894 0.908 0.918
T 0.106  0.017 1.33 [1.06-1.66] 0.092 0438 1.14[0.82-1.58] 0.082
rs4958847 GG 0.745 0.205 0.791 0.774 0.778
GA 0.235 1.23 [0.97-.155] 0.184 0.90 [0.63-1.28] 0.201
AA 0.02 0.98 [0.47-2.01] 0.025 1.16 [0.41-2.91] 0.021
G 0.863 0.883 0.879
A 0.137  0.159 1.16[0.95-1.41] 0.117  0.825 0.96 [0.72-1.28] 0.121
rs1000113 CcC 0.813  0.119 0.848 0.174 0.849
CT 0.179 1.27 [0.98-1.65] 0.138 0.94 [0.62-1.39] 0.147
TT 0.008 1.84 [0.42.8.90] 0.014 3.38 [0.62-18.28] 0.004
C 0.903 0.917 0.922
T 0.097 0.048 1.27 [1.01-1.61] 0.083  0.658 1.08[0.76-1.51] 0.078
rs11747270  AA 0.885 0.643 0.873  0.033 0.899
AG 0.109 1.14 [0.80-1.60] 0.108 1.14 [0.69-1.82] 0.097
GG 0.006 1.55[0.26-10.66] 0.019 5.34 [1.03-34.64] 0.004
A 0.94 0.927 0.948
G 0.06 0385 1.16[0.85-1.57] 0.073  0.084 1.42[0.96-2.12] 0.052
rs931058 AA 0.829 0.632 0.865 0.084 0.845
AT 0.162 1.10 [0.84-1.44] 0.117 0.76 [0.49-1.15] 0.149
TT 0.009 1.40 [0.40-5.05] 0.018 2.74 [0.66-10.89] 0.006
A 0.91 0.924 0.919
T 0.09 8 1.12[0.88-1.42] 0.076  0.792 0.94 [0.66-1.33] 0.081

Hinweis: Genotyp- und Allelfrequenzen, p-Werte, sowie Odds Ratios (OR, hier fiir das Minor-Allel)
mit 95% Konfidenzintervallen (KI) sind fiir die Fall-Kontroll-Kohorte sowohl fiir M. Crohn als auch
fiir C. ulcerosa abgebildet.

Wie in Tabelle 8 ersichtlich, handelt es sich bei den am stirksten mit M. Crohn
assoziierten SNPs um rs13361189 (p=0.02, OR 1.31 [95 % CI 1.05-1.65]) und
rs10065172=p.Leul05Leu (p=0.016, OR 1.33 [95 % CI 1.06-1.66]). Diese stehen in
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perfektem Kopplungsungleichgewicht (°=1.0) zueinander. Die geringfiigigen
Unterschiede zwischen den p-Werten und Odds Ratios zwischen diesen beiden SNPs
hingen mit den kleinen Unterschieden hinsichtlich der Genotypisierungs-Erfolgsraten
beider SNPs zusammen, was wiederum kleine Unterschiede zwischen den

eingeschlossenen Patienten ergibt.

Der Einzige der untersuchten /RGM-SNPs, fiir den eine Assoziation mit C. ulcerosa

gezeigt werden konnte, war rs11747270 (p=0.033, OR 5.34 [95 % CI 1.03-34.64)).

Ahnlich wie in vorangegangenen Studien standen die SNPs rs13361189 und
rs10065172=p.Leul05Leu in perfektem Kopplungsungleichgewicht (r*=1.0) in allen
drei Subgruppen (M. Crohn, C. ulcerosa und Kontrollen) zueinander, siche Tabellen 9,

10und 11.

Starkes Kopplungsungleichgewicht zeigte sich auch bei diesen beiden SNPs mit dem
dritten M. Crohn-assoziierten JRGM-SNP rs1000113, siche Tabellen 9, 10 und 11.

Tabelle 9: Analyse hinsichtlich eines Kopplungsungleichgewichts fiir M. Crohn-

Patienten. Werte werden als r>/D'-Messungen angegeben.

rs13361189 rs10065172 rs4958847 rs1000113 rs11747270 rs931058
rs13361189 * * * * * *
rs10065172 0.99/0.99 * * * * *
rs4958847 0.71/0.98 0.71/0.98 * * * *
rs1000113 0.90/0.99 0.95/0.99 0.67/1.00 * * *
rs11747270 0.53/0.99 0.54/1.00 0.38/0.98 0.53/0.94 * *
rs931058 0.59/0.84 0.60/0.85 0.43/0.84 0.67/0.85 0.38/0.77 *

In Tabelle 9 zeigt sich ein perfektes Kopplungsungleichgewicht zwischen den /IRGM-
SNPs rs13361189 und rs10065172=p.Leul05Leu (r*=0.99) fiir M. Crohn-Patienten.
Starkes Kopplungsungleichgewicht zeigte sich auch bei diesen beiden SNPs mit dem
dritten M. Crohn-assoziierten /[RGM-SNP rs1000113 (p=0.048, OR 1.27 [95 % CI
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1.01-1.61]): bei M. Crohn-Patienten zwischen rs13361189 und rs1000113 r’=0.90,
zwischen rs10065172=p.Leul05Leu und rs1000113 r*=0.95.

Tabelle 10: Analyse hinsichtlich eines Kopplungsungleichgewichts fiir C.

ulcerosa-Patienten. Werte werden als r?/D'-Messungen angegeben.

rs13361189 rs10065172 rs4958847 rs1000113 rs11747270 rs931058
rs13361189 * * * * * *
rs10065172 0.99/1.00 * * * * *
rs4958847 0.77/1.00 0.77/1.00 * * * *
rs1000113 0.89/1.00 0.89/1.00 0.68/1.00 * * *
rs11747270 0.78/1.00 0.78/1.00 0.60/0.98 0.72/0.91 * *
rs931058 0.76/0.97 0.73/0.95 0.56/0.95 0.77/0.92 0.64/0.82 *

Tabelle 10 zeigt ein perfektes Kopplungsungleichgewicht zwischen den /RGM-SNPs
rs13361189 und rs10065172=p.Leul05Leu (auch hier r’=0.99) fir C. ulcerosa-
Patienten. Bei diesen beiden SNPs konnte bei C. ulcerosa-Patienten ebenfalls ein
starkes Kopplungsungleichgewicht mit dem dritten M. Crohn-assoziierten /[RGM-SNP
rs1000113 gezeigt werden: jeweils r*=0.89.

Tabelle 11: Analyse hinsichtlich eines Kopplungsungleichgewichts fiir

Kontrollen. Werte werden als r?/D'-Messungen angegeben.

rs13361189 rs10065172 rs4958847 rs1000113 rs11747270 rs931058
rs13361189 * * * * * *
rs10065172 0.98/0.99 * * * * *
rs4958847 0.64/0.99 0.62/0.98 * * * *
rs1000113 0.91/0.98 0.91/0.97 0.61/1.00 * * *
rs11747270 0.57/0.96 0.58/0.96 0.36/0.95 0.52/0.89 * *
rs931058 0.61/0.79 0.61/0.78 0.40/0.79 0.65/0.82 0.33/0.73 *

In Tabelle 11 zeigt sich erneut ein perfektes Kopplungsungleichgewicht zwischen den
IRGM-SNPs 1513361189 und rs10065172=p.Leul05Leu (*=0.98) fiir Kontrollen.
Auch hier gab es zwischen diesen beiden SNPs mit dem dritten M. Crohn-assoziierten

IRGM-SNP rs1000113 starkes Kopplungsungleichgewicht: jeweils r’=0.91.
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6.2 Haplotypen-Analyse

Als Néchstes fithrten wir eine detaillierte Haplotypen-Analyse durch, um die Rolle
von [RGM-Haplotypen bei der Suszeptibilitit fiir M. Crohn und C. ulcerosa zu

untersuchen.

Wie die Tabellen 12 und 13 zeigen, waren mehrere /RGM-Haplotypen mit einer
Suszeptibilitidt fiir M. Crohn und C. ulcerosa assoziiert. Bet M. Crohn wurden die
starksten Assoziationen bei Haplotypen gefunden, die mindestens einen der am
starksten mit M. Crohn assoziierten SNPs (rs13361189 oder rs10065172) enthielten,
siche Tabelle 12. Bei C. ulcerosa wurde die stirkste Assoziation bei rs11747270-
rs931058 gefunden (Omnibus p-Wert 1.57 x 107), siehe Tabelle 13.

Hinsichtlich der groBen Anzahl an untersuchten Haplotypen konnte jedoch keine

dieser Assoziationen der Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen standhalten.
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Tabelle 12: Haplotypen von IRGM-SNPs fiir die M. Crohn-Fall-Kontroll-Probe

und Omnibus p-Werte fiir die Assoziation mit M. Crohn-Suszeptibilitiit.

Haplotypen-
Haplotypenkombination Haplotyp frequenz p-Wert OR (95% KI)
rs13361189-rs4958847 CA 0,09  2.36x10°2 1.31[1.04-1.65]
TA 0,04  3.60x10"' 0.85[0.60-1.20]
TG 0,87 1.36x10""  0.86[0.71-1.05]
rs13361189-rs1000113 CT 0,09 2.96x10-> 1.30[1.03-1.65]
TC 0,91 1.92x10-> 0.76 [0.60-0.96]
rs13361189-rs11747270 CG 0,06 2.76x10°' 1.19[0.87-1.63]
CA 0,02  8.33x10°' 0.95[0.60-1.50]
TA 0,92  531x10°' 0.92[0.71-1.20]
rs13361189-rs931058 CT 0,07 1.55x10°"  1.21[0.93-1.57]
TT 0,01 4.49x10°'  0.80[0.45-1.42]
CA 0,02  2.14x10°2 1.72[1.08-2.73]
TA 0,9 4.90x10-* 0.81[0.65-1.00]
rs4958847-rs1000113 AT 0,09  3.93x10-' 1.28[1.01-1.62]
AC 0,04 6.27x10°'  0.92[0.67-1.27]
GC 0.87 1.67x10-1 0.87 [0.72-1.06]
1s4958847-1s11747270 AG 0,06  3.13x10°' 1.17[0.86-1.59]
AA 0,06 5.16x10°' 0.91[0.68-1.21]
GA 0,88 8.94x10~"  0.99[0.79-1.23]
1s4958847-1s931058 AT 0,07 1.95x10°"  1.190.91-1.55]
GT 0,01 5.22x107'  0.82[0.45-1.49]
AA 0,06 4.44x10-' 1.12[0.84-1.50]
GA 0,86  2.23x10°' 0.89[0.74-1.07]
rs1000113-rs11747270 TG 0,05 2.87x107"  1.19[0.86-1.64]
TA 0,02  4.08x10°' 0.82[0.51-1.31]
CA 0,92  7.81x10°' 0.96[0.74-1.26]
rs1000113-rs931058 TT 0,07 1.35x10°"  1.22[0.94-1.58]
CT 0,01  2.44x10-' 0.71[0.40-1.26]
TA 0,02  9.43x10°' 1.60[0.92-2.77]
CA 0,9 1.39x107'  0.85[0.68-1.06]
rs11747270-rs931058 GT 0,04 496x10°' 1.13[0.79-1.61]
AT 0,03 7.98x10°2  0.70[0.47-1.04]
GA 0,01 5.42x107"  1.21[0.66-2.23]
AA 0,91 6.87x10-'  1.05[0.83-1.33]
rs13361189-rs4958847-rs1000113 CAT 0,08  2.83x10-2 1.31[1.03-1.67]
TAC 0,04  3.94x10°' 0.86[0.61-1.22]
TGC 0.87 1.30x10-1 0.86[0.71-1.05]
1513361189-1s4958847-rs11747270 CAG 0,06 1.97x10~* 1.40[1.06-1.86]
CAA 0,03  4.42x10°' 1.19[0.76-1.85]
TAA 0,04  3.61x10°' 0.85[0.60-1.20]
TGA 0,87 1.58x10-'  0.87[0.72—-1.06]
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1s13361189-rs4958847-rs931058 CAT 0,07 147x10-" 121 [0.94-1.57]
TGT 0,01 4.73x10°" 0.81 [0.45-1.45]
CAA 0,02 3.48x10~* 1.66[1.04-2.66]
TAA 0,04 3.78x10""  0.86[0.61-1.21]
TGA 0,86 2.10x10-" 0.89 [0.74-1.07]
1s13361189-rs1000113-rs11747270 CTG 0,06 1.47x10~* 1.44[1.07-1.93]
CTA 0,03 7.54x10"" 1.07 [0.70—1.64]
TCA 0,91 2.93x10~* 0.78 [0.62-0.97]
1s13361189-rs1000113-rs93 1058 CTT 0,07 1.49x10-' 1.21[0.93-1.57]
TCT 0,01 2.95x10~" 0.73 [0.41-1.31]
CTA 0,01 4.89x10~ 1.76[1.00-3.09]
TCA 0,89  7.37x10°"  0.82 [0.66-1.02]
CGT 0,05 5.34x10~> 1.37[1.00-1.89]
CAT 0,02 7.99x10-" 0.94[0.57—1.53]
TAT 0,01  3.43x10~" 0.75 [0.42-1.35]
CGA 0,02 9.93x10~> 1.62[0.912.87]
TAA 0,89  7.46x107> 0.82[0.67-1.02]
154958847-rs1000113-rs11747270 ATG 0,06 1.66x10~> 143 [1.07-1.92]
ATA 0,03 8.65x10~" 1.04[0.66-1.63]
ACA 0,04  6.70x10""  0.93 [0.67-1.30]
GCA 0,87 1.88x10-' 0.88[0.72-1.07]
154958847-rs1000113-rs931058 ATT 0,07 1.34x10-' 1.2 [0.94-1.58]
GCT 0,01 3.35x10~" 0.75[0.41-1.35]
ATA 0,02 9.36x10~> 1.60[0.92-2.77]
ACA 0,04  7.23x10""  0.94 [0.69-1.30]
GCA 0,86  2.94x10~" 0.91 [0.75-1.09]
AGT 0,05 4.87x10~> 1.38[1.00-1.90]
AAT 0,02 5.87x107"  0.87[0.53-1.44]
GAT 0,01 4.64x10-" 0.80 [0.44—1.45]
AGA 0,01 3.39x10-' 1.36[0.72-2.55]
AAA 0,04 7.02x10~" 1.07 [0.76-1.51]
GAA 0,86 2.59x10-'  0.90 [0.75-1.08]
rs1000113-rs11747270-1s931058 TGT 0,05 4.38x10~> 1.39[1.01-1.91]
TAT 0,02 7.83x10~" 0.93 [0.57-1.53]
CAT 0,01 2.51x10-" 0.71 [0.40—1.27]
TGA 0,01  1.51x107" 1.66[0.83-3.32]
CAA 0,9 1.77x10°" 0.86[0.69-1.07]
ts13361189-154958847-rs1000113-rs11747270 CATG 0,06 1.83x10~> 1.42[1.06-1.90]
CATA 0,03 7.24x10~" 1.08 [0.70-1.65]
TACA 0,04 3.95x10~' 0.86[0.61-1.22]
TGCA 0,87 1.69x10~" 0.87 [0.72-1.06]
rs13361189-154958847-r51000113-rs931058 CATT 0,07 1.45x10-" 1.21[0.94-1.56]
TGCT 0,01 3.49x10-' 0.76 [0.42-1.36]
CATA 0,01  5.14x10~> 1.75[1.00-3.07]
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TACA 0,04 3.93x10-' 0.86[0.61-1.22]
TGCA 0,86  2.61x10~' 0.90 [0.75-1.08]
CAGT 0,05 6.44x1072 1.35[0.98-1.86]
CAAT 0,02  7.99x10"'  0.94 [0.57-1.54]
TGAT 0,01  3.65x10* 0.76 [0.42-1.37]
CAGA 0,01 1.35x10°"  1.58 [0.87-2.88]
TAAA 0,03  4.22x10"' 0.87[0.61-1.23]
TGAA 0,86  2.62x10~'  0.90 [0.75-1.08]
CTGT 0,05 5.06x10~> 1.38[1.00-1.91]
CTAT 0,02  8.57x107' 0.96 [0.58-1.57]
TCAT 0,01  2.87x10~* 0.73[0.41-1.31]
CTGA 0,01 1.09x10-"  1.78 [0.88-3.61]
TCAA 0,89  9.46x1072 0.83[0.67-1.03]
rs4958847-rs1000113-rs11747270-rs931058 ATGT 0,05 4.74x10-> 1.39[1.00-1.92]
ATAT 0,02 8.13x10°' 0.94 [0.57-1.55]
GCAT 0,01  2.85x10~' 0.73[0.40-1.31]
ATGA 0,01 1.58x10~'  1.65[0.82-3.31]
ACAA 0,04  7.92x10°' 0.96 [0.68-1.33]
GCAA 0,86  3.15x10°' 0.91[0.76-1.09]
rs13361189-rs4958847-rs1000113-rs11747270-rs931058 CATGT 0,05 4.96x10-> 1.38[1.00-1.90]
CATAT 0,02 8.65x10°' 0.96 [0.58-1.57]
TGCAT 0,01  2.97x10~' 0.73[0.41-1.31]
CATGA 0,01 1.07x10~"  1.79 [0.88-3.64]
TACAA 0,04  4.04x10-' 0.86[0.61-1.22]
TGCAA 0,86  3.07x10"' 0.91[0.76-1.09]

Hinweis: p-Werte < 0.05 sind fett gedruckt (nicht korrigierte p-Werte). rs10065172, welches in
Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189 steht, wurde von der Epistasis-Analyse ausgeschlossen.

In Tabelle 12 zeigt sich, dass bei M. Crohn die stdrksten Assoziationen bei Haplotypen
gefunden wurden, die mindestens einen der am stirksten mit M. Crohn assoziierten

SNPs (rs13361189 oder rs10065172) enthielten. Nach Bonferroni-Korrektur fiir

multiples Testen blieb allerdings keine dieser Assoziationen signifikant.
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Tabelle 13: Haplotypen von JRGM-SNPs fiir die C. ulcerosa-Fall-Kontroll-Probe

und Omnibus p-Werte fiir die Assoziation mit C. ulcerosa-Suszeptibilitat.

Haplotypen-
Haplotypenkombination Haplotyp frequenz p-Wert OR (95% KI)
rs13361189-rs4958847 CA 0,09 4.14x10-! 1.15 [0.82-1.61]
TA 0,04 9.62x1072 0.62 [0.35-1.09]
TG 0,87 7.46x107! 1.05[0.78-1.41]
rs13361189-rs1000113 CT 0,09 5.73x10"! 1.10 [0.79-1.53]
TC 0,91 5.13x107! 0.90 [0.65-1.24]
rs13361189-rs11747270 cG 0,06 5.83x10°2 1.45 [0.99-2.13]
CA 0,02 8.69x10~2 0.49 [0.22—-1.11]
TA 0,92 5.96x107! 0.91 [0.64-1.29]
rs13361189-rs931058 cT 0,07 5.37x10"! 1.12 [0.78-1.60]
T 0,01 3.25x102 0.11[0.02-0.83]
CA 0,02 6.69x107! 1.16 [0.59-2.29]
TA 0,9 8.13x10°! 1.04 [0.75-1.44]
rs4958847-rs1000113 AT 0,09 6.51x10"! 1.08 [0.77-1.51]
AC 0,04 2.69x10°! 0.76 [0.46-1.24]
GC 0,87 7.45x107! 1.05 [0.78-1.41]
rs4958847-rs11747270 AG 0,06 6.10x10-2 1.4 [0.98-2.11]
AA 0,06 3.21x10~2 0.59 [0.36-0.96]
GA 0,88 7.25x107! 1.06 [0.77-1.47]
rs4958847-rs931058 AT 0,07  6.10x10"" 1.10 [0.76-1.59]
GT 0,01 5.34x10°2 0.24 [0.06-1.02]
AA 0,06 3.50x10°! 0.81[0.52—1.26]
GA 0,86 3.79x10°! 1.13 [0.86-1.48]
rs1000113-rs11747270 TG 0,05  1.19x10"! 1.38 [0.92-2.07]
TA 0,02 4.25x10"2 0.41 [0.17-0.97]
CA 0,92 7.46x107! 0.94 [0.66-1.34]
rs1000113-rs931058 Ll 0,07  6.54x10"! 1.09 [0.75-1.59]
CcT 0,01 5.92x10-2 0.32[0.10-1.05]
TA 0,02 9.62x107! 1.02 [0.45-2.30]
CA 0,9 7.00x107! 1.07 [0.76-1.51]
rs11747270-rs931058 GT 0,04 6.56x10-2 1.49 [0.97-2.28]
AT 0,03 6.38x10°3 0.34 [0.16-0.74]
GA 0,01 9.28x107! 1.04 [1.45-2.42]
AA 0,91 6.76x107! 1.08 [0.75-1.55]
rs13361189-rs4958847-rs1000113 CAT 0,08 5.75x10°! 1.10 [0.79-1.53]
TAC 0,04 1.15x10°! 0.63[0.36-1.12]
TGC 0,87 7.18x107! 1.05 [0.81-1.37]
rs13361189-rs4958847-rs11747270 CAG 0,06 4.77x102 1.45 [1.00-2.09]
CAA 0,03 1.02x10°! 0.52 [0.24-1.14]
TAA 0,04 1.06x10"! 0.63 [0.35-1.10]
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TGA 0,87 6.83x107! 1.06 [0.80—1.40]
rs13361189-rs4958847-rs931058 CAT 0,07 5.34x10°! 1.12[0.78-1.60]
TGT 0,01 4.54x10~2 0.22[0.05-0.97]
CAA 0,02 6.01x107! 1.21[0.59-2.47]
TAA 0,04 1.02x10~! 0.62 [0.35-1.10]
TGA 0,86 3.22x107! 1.15 [0.87-1.52]
rs13361189-rs1000113-rs11747270 CTG 0,06 7.42x10°2 1.42[0.97-2.09]
CTA 0,03 6.98x10~2 0.47 [0.20-1.06]
TCA 0,91 6.08x107! 0.92[0.66-1.27]
rs13361189-rs1000113-rs931058 CTT 0’07 6.34x10"! 1.09 [0.76-1.55]
TCT 0,01 3.66x1072 0.21[0.05-0.91]
CTA 0,01 7.89x10°! 1.13 [0.46-2.77]
TCA 0,89  7.94x10°! 1.04 [0.77-1.40]
CGT 0,05 6.01x1072 1.48[0.98-2.23]
CAT 0,02 9.74x10°2 0.48 [0.20-1.15]
TAT 0,01 3.18x10-2 0.14 [0.02-0.84]
CGA 0,02 6.03x107! 1.25[0.54-2.90]
TAA 0,89 7.85x107! 1.04 [0.78-1.38]
rs4958847-rs1000113-rs11747270 ATG 0,06 8.39x1072 1.40 [0.96-2.05]
ATA 0,03 6.18x1072 0.46 [0.20-1.04]
ACA 0,04 1.22x107! 0.65[0.37-1.12]
GCA 0,87 6.59x107! 1.07 [0.79-1.44]
rs4958847-rs1000113-rs931058 ATT 0,07 6.42x10°! 1.09 [0.76-1.57]
GCT 0,01 3.92x10~2 0.21[0.05-0.93]
ATA 0,02 9.58x107! 1.02 [0.49-2.14]
ACA 0,04 2.31x107! 0.73[0.44-1.22]
GCA 0,86 3.15x107! 1.15[0.88-1.51]
AGT 0,05 6.18x1072 1.48[0.98-2.23]
AAT 0,02 5.21x1072 0.40 [0.16-1.01]
GAT 0,01 4.83x10-2 0.22 [0.05-0.99]
AGA 0,01 6.52x107! 1.23[0.50-3.02]
AAA 0,04 1.87x107! 0.70[0.41-1.19]
GAA 0,86  3.10x10°! 1.15 [0.88-1.51]
rs1000113-rs11747270-rs931058 TGT 0,05 8.45x10-2 1.44 [0.95-2.18]
TAT 0,02 6.59x10°2 0.42[0.17-1.06]
CAT 0,01 3.44x10~2 0.21[0.05-0.89]
TGA 0,01 7.36x107! 1.19[0.43-3.27]
CAA 0,9 7.21x107! 1.06 [0.77-1.46]
rs13361189-rs4958847-rs1000113-rs11747270 CATG 0,06 7.90x10-2 1.41[0.96-2.07]
CATA 0,03 7.66x1072 0.47 [0.21-1.08]
TACA 0,04 1.14x10°! 0.63[0.36-1.12]
TGCA 0,87 6.60x107! 1.07 [0.79-1.45]
rs13361189-rs4958847-rs1000113-rs931058 CATT 0,07 6.27x10"! 1.10 [0.75-1.62]
TGCT 0,01 4.16x10~2 0.22 [0.05-0.94]
CATA 0,01 8.01x107! 1.12[0.46-2.70]
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TACA 0,04 1.15x10°! 0.63[0.36-1.12]
TGCA 0,86 2.93x10°! 1.16 [0.88-1.53]
CAGT 0,05 6.41x1072 1.47 [0.98-2.21]
CAAT 0,02 7.22x10°2 0.43 [0.17-1.08]
TGAT 0,01 4.31x1072 0.23 [0.05-0.96]
CAGA 0,01 4.84x10°! 1.35[0.58-3.13]
TAAA 0,03 1.18x107! 0.63[0.36-1.12]
TGAA 0,86 2.98x10! 1.16 [0.88-1.53]
CTGT 0,05 8.24x10°2 1.45[0.95-2.20]
CTAT 0,02  7.52x10°2 0.44[0.17-1.09]
TCAT 0,01 3.69x102 0.21[0.05-0.91]
CTGA 0,01 6.42x107! 1.28 [0.45-3.63]
TCAA 0,89  7.23x10°! 1.06 [0.77-1.46]
rs4958847-rs1000113-rs11747270-rs931058 ATGT 0,05 8.41x10°2 1.44 [0.95-2.18]
ATAT 0,02 7.51x10°2 0.44 [0.17-1.09]
GCAT 0,01 3.55x10"2 0.21 [0.05-0.90]
ATGA 0,01 7.47x107! 1.19 [0.41-3.43]
ACAA 0,04 1.43x107! 0.66 [0.38-1.15]
GCAA 0,86  2.76x107! 1.17 [0.88-1.55]
rs13361189-rs4958847-rs1000113-rs11747270-rs931058 CATGT 0,05 7.90x10°2 1.45[0.96-2.19]
CATAT 0,02 7.67x1072 0.44 [0.17-1.09]
TGCAT 0,01 3.76x10~2 0.21 [0.05-0.92]
CATGA 0,01 6.37x107! 1.28 [0.46-3.57]
TACAA 0,04 1.18x10! 0.64 [0.36-1.12]
TGCAA 0,86 2.62x107! 1.17 [0.89-1.54]

Hinweis: p-Werte < 0.05 sind fett gedruckt (nicht korrigierte p-Werte). rs10065172, welches in
Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189 steht, wurde von der Epistasis-Analyse ausgeschlossen.

Wie Tabelle 13 zeigt, wurde bei C. ulcerosa die stirkste Assoziation bei rs11747270-
rs931058 gefunden (Omnibus p-Wert 1.57 x 107). Nach Bonferroni-Korrektur fiir

multiples Testen blieb auch hier keine Assoziation signifikant.
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6.3 Genotyp-Phinotyp-Analyse

Wir untersuchten zusitzlich, ob /RGM-SNPs mit bestimmten phéinotypischen

Charakteristika bei Patienten mit CED assoziiert sind.

Basierend auf der Montreal-Klassifikation wurden die phadnotypischen Daten der
CED-Patienten anhand der anatomischen Lokalisation ausgewertet. Hierbei zeigte
sich, dass die untersuchten /RGM-SNPs weder bei M. Crohn noch bei C. ulcerosa mit

einer spezifischen Lokalisation der Erkrankung assoziiert waren, siehe Tabelle 14 und

15.

Tabelle 14: p-Werte fiir Allel-Assoziationen von /RGM-Genmarkern mit der

anatomischen Lokalisation von M. Crohn entsprechend der Montreal-

Klassifikation.

Anatomische

Lokalisation n  rs13361189  rs10065172  rs4958847  rs1000113  rs11747270 rs931058
L1 (Ileum) 113 7.87x10™" 2.64x10™" 6.93x10™" 4.53x10™" 9.90x10™" 4.95x10™"
L2 (Kolon) 98 9.17x10™" 3.56x10™" 3.83x10™" 2.97x10™" 3.90x10™" 4.94x10™"
L3 (Ileokolon) 550 9.90x10™ 9.99x10"" 8.88x10™" 7.78x10™ 6.71x10™ 9.31x10™
Mitbeteiligung des

Neums (L1+L3) 648 8.22x10™ 8.16x10™ 6.03x10" 7.44x107" 6.17x10™ 6.16x10™"

In Tabelle 14 zeigt sich keine Assoziation der untersuchten /RGM-SNPs mit einer
spezifischen Lokalisation des M. Crohn (Ileum, Kolon, Ileokolon, Mitbeteiligung des

[leums).
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Tabelle 15: p-Werte fiir Allel-Assoziationen von /RGM-Genmarkern mit der

anatomischen Lokalisation von C. ulcerosa entsprechend der Montreal-

Klassifikation.

Anatomische

Lokalisation n rs13361189 rs10065172 rs4958847 rs1000113  rs11747270 rs931058
El (ulzerierende

Proktitis) 24 3.79x10™" 4.34x10" 1.35x10" 2.98x10™" 6.66x10™" 8.74x10
E2 (linksseitige C.

ulcerosa) 96 2.14x10™ 2.07x10™ 2.28x10™ 2.16x10™" 7.29x10 1.76x10™"
E3 (Pankolitis) 140 1.87x10™" 1.95x10™! 1.01x10™" 2.19x10™" 1.12x10™" 1.27x10™

Tabelle 15 zeigt, dass es keine Assoziation der untersuchten /RGM-SNPs mit einer
spezifischen Lokalisation der C. ulcerosa (ulzerierende Proktitis, linksseitige C.

ulcerosa, Pankolitis) gibt.

Zudem konnte eine detaillierte Genotyp-Phinotyp-Analyse bei M. Crohn-Patienten
hinsichtlich des exonischen, synonymen SNPs rs10065172=p.Leul05Leu, welches in
Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189 und dem zuvor identifizierten, /JRGM direkt
vorgeschalteten 20 kb Deletionspolymorphismus stand (r*=1.0), keine signifikanten

Assoziationen mit dem M. Crohn-Phénotyp aufzeigen, siche Tabelle 16.
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Tabelle 16: Genotyp-Phinotyp-Analyse des exonischen, synonymen SNP
rs10065172=p.Leul05Leu.

rs10065172=p.Leul05Leu (1) CC (n=650) (2)CT (n=156) (3)TT (n=8) p-Wert OR [95% KI]
Alter zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (Jahre)
Durchschnitt £ SA 28.15+11.87  2698+12.13 31.75+£19.07 0.067 1,42
Bereich (von - bis) 6-78 7-71 17-73 [0.98-2.07]
Alter zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung (n=727)

1.00 [0.56-1.80]

<=16 Jahre (A1) (n=81) 65 16 0 0.998 (Al vs. A2)
1.28 [0.72-2.27]
17-40 Jahre (A2) (n=547) 439 102 6 0.406 (A2 vs. A3)
> 40 Jahre (A3) (n=99) 83 14 2 0.531 1.28[0.59-2.74]
Lokalisation (n=770)
Terminales Ileum (L1) (n=113) 89 23 1 0.739 1.09[0.67-1.77]
Kolon (L2) (n=98) 82 15 1 0.322 0.75[0.43-1.32]
Ileokolon (L3) (n=549) 439 104 6 0.964 0.99[0.67-1.46]
Oberer GIT (L4) (n=10) 7 3 0 0.436 1.72[0.44-6.73]

Eigenschaften ' (n=692)

Nicht-strikturierend - Nicht-penetrierend

(B1) (n=173) 138 34 10955 1.01[0.66-1.55]
Strikturierend (B2) (n=188) 144 42 2 0189 1.31[0.88-1.94]
Penetrierend (B3) (n=331) 268 59 4 0.524 0.89[0.62-1.28]
Verwendung von Immunsuppressiva > Nein: 92 14 0
m=585) Ja: 385 88 6 0.126 1.60[0.88-2.94]
OP aufgrund von M. Crohn °’ Nein: 253 60 2
(n=723) Ja: 327 75 6 0955 1.01[0.70-1.46]
Fisteln Nein: 274 73 3
(n=737) Ja:315 67 50293 0.82[0.57-1.18]
Stenosen Nein:214 45 2
(n=739) Ja: 377 95 6 0311 1.22]0.83-1.79]

Hinweis: rs10065172=p.Leul05Leu. steht in perfektem Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189
und dem zuvor identifizierten, JRGM direkt vorgeschalteten 20 kb Deletionspolymorphismus (r*=1.0)
und ist somit ein ,Proxy“ flir diese beiden anderen /RGM-SNPs. p-Wert fiir das Testen von
Unterschieden zwischen Tragern und Nicht-Tragern des T-Allels. ORT: Korrespondierende Odds
ratios und 95% Konfidenzintervalle (95% KI). Fiir das Alter bei Diagnosestellung sind die p-Werte
basierend auf einem Mediansplit angegeben.

1 Krankheitseigenschaften wurden anhand der Montreal-Klassifikation definiert. Ein strikturierender
Krankheitsphdnotyp wurde durch die Anwesenheit einer Stenose ohne penetrierende Erkrankung
definiert. Die Diagnose einer Stenose erfolgte operativ, endoskopisch, oder radiologisch (mittels MR-
Enteroklysma).
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2 Zu den Immunsuppressiva gehorten Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Methotrexat,
Infliximab und/oder Adalimumab.

3 Lediglich mit M. Crohn-spezifischen Problemen verbundene Operationen (z.B. Fistelektomie,
Kolektomie, Ileostomie) wurden eingeschlossen.

Tabelle 16 zeigt, dass es keine signifikanten Assoziationen mit dem M. Crohn-
Phénotyp hinsichtlich des exonischen, synonymen SNPs rs10065172=p.LeulO5Leu
gab; hierbei wurde M. Crohn nach der Montreal-Klassifikation anhand von Alter zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung, Lokalisation und Eigenschaften (im Sinne von
strikturierend  vs.  nicht-strikturierend, penetrierend vs. nicht-penetrierend),
klassifiziert; aber auch die Verwendung von Immunsuppressiva, mit M. Crohn-
spezifischen Problemen verbundene Operationen, Fisteln und Stenosen wurden als

Phinotyp-Charakteristika verwendet.

6.4 Epistasis-Analyse

Als Nichstes analysierten wir potentielle Gen-Gen-Interaktionen zwischen IRGM-
Varianten und anderen M. Crohn-Suszeptibilititsgenen, wie Varianten im NOD2-,
IL23R- und ATGI6LI1-Gen einschlieBlich deren Effekt auf die Suszeptibilitit fiir M.
Crohn.

Interessanterweise konnte hierbei eine schwache Gen-Gen-Interaktion zwischen
einigen SNPs der beiden Autophagie-Gene IRGM und ATGI6L1 gezeigt werden
(ATGI6L1I 1312471449, ATG16L1 1s1441090, ATGI16L1 rs4663396), allerdings waren
dies schwache Assoziationen, die nach Bonferroni-Korrektur nicht mehr signifikant

waren, siche Tabelle 17.
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Tabelle 17: Analyse von Gen-Gen-Interaktionen (Epistasis) fiir /RGM- mit
NOD2-, ATGI6LI- und IL23R-Genvarianten hinsichtlich M. Crohn-

Suszeptibilitat.

rs13361189  rs4958847 rs1000113 rs11747270 rs931058
NOD?2 1s2066844=p.Arg702Trp 8.10x10" 500x10" 875x10" 824x10" 7.87x10"
NOD? 1s2066845=p.Gly908Arg 207x10"  237x10"  1.55x10"  5.97x10" 4.33x10"
NOD?2 1s2066847=p.Leul007fsX 1008 943x10"  9.70x10"  9.72x10"  6.26x10" 8.65x10"
ATGIG6LI rs13412102 414x10"  3.40x10" 6.24x10"  7.41x10" 4.57x10"
ATGIGLI rs12471449 200x107  6.09x102 2.01x107 1.11x10" 541x10°
ATGI6LI 136431660 853x10"  842x10" 838x10" 477x10" 7.64x10"
ATGI6LI rs1441090 127x10"  6.74x10"  445x107  135x10" 2.85x10"
ATG16L1 152289472 953x10"  6.58x10"  8.63x10"  534x10" 6.79x10"
ATGI6LI 1s2241880 6.15x10"  5.88x10"  6.01x10" 4.72x10" 9.62x10"
ATGI6LI 132241879 924x10"  7.94x10"  971x10"  6.19x10" 7.13x10"
ATGI6LI 1s3792106 7.19x10"  9.08x10"  554x10" 4.53x10" 9.29x10"
ATGI6LI 154663396 1.19x107 2.89x10° 1.91x10° 194x10" 2.16x107
IL23R 151004819 6.75x10"  261x10"  501x10"  7.05x10" 6.52x10"
IL23R 137517847 136x10"  336x10"  1.33x10"  430x10" 8.05x107
IL23R 1510489629 6.60x10"  974x10"  949x10" 873x107 2.74x10"
IL23R 152201841 2.66x10"  559x107  8.60x107 5.72x107 2.54x10"
IL23R 111465804 6.04x10°  1.09x10" 1.98x10" 985x10" 1.76x10"
IL23R 1s11209026=p.Arg381Gln 1.93x10"  1.62x10"  3.92x10"  6.84x10" 2.60x10"
IL23R 151343151 7.70x10"  3.64x10"  957x10"  3.71x10" 9.69x10"
IL23R 1s10889677 1.63x10"  3.56x10° 647x107 327x107 1.79x10"
IL23R 1511209032 266x10"  1.80x10"  1.92x10" 823x107 2.84x10"
IL23R 131495965 8.54x10"  466x10"  6.00x10"  1.79x10" 9.86x10"

Hinweis: p-Werte fiir Epistasis zwischen NOD2- und ATGI6L1-SNPs und /RGM-SNPs in der M.
Crohn-Fall-Kontroll-Probe. p-Werte <0.05 sind fett gedruckt. rs10065172, welches in
Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189 steht, wurde von der Epistasis-Analyse ausgeschlossen.

Tabelle 17 zeigt eine schwache Gen-Gen-Interaktion zwischen einigen SNPs der
beiden Autophagie-Gene /RGM und ATGI6LI, allerdings blieb keine der fett

gedruckten Assoziationen nach Bonferroni-Korrektur signifikant.

Im Gegensatz dazu gab es keinerlei Epistasis zwischen /[RGM und den anderen beiden

Haupt-Suszeptibilititsgenen fiir M. Crohn, NOD2 und IL23R.

Die Odds Ratios der Gen-Gen-Interaktionen, welche vor Bonferroni-Korrektur

signifikant waren, sind in Tabelle 18 dargestellt.
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Tabelle 18: Odds ratios (OR) und 95% KI fiir die Gen-Gen-Interaktionen

(Epistasis), welche signifikant hinsichtlich einer Suszeptibilitit fiir M. Crohn

waren (vor Bonferroni-Korrektur; siehe Tabelle 17).

rs13361189 rs10065172 rs4958847 rs1000113 rs11747270 rs931058
ATGIGLI

rs12471449 1.87[1.10-3.17] 1.92[1.12-3.30] ns. 1.91[1.11-3.29] ns. 2.21[1.26-3.87]
ATGIGLI

rs1441090 n.s n.s ns. 2.35[1.02-5.39] ns. 2.42[2.00-5.33]
ATGIGLI

154663396 1.80[1.14-2.83] 1.76 [1.11-2.78] 1.81[1.22-2.66] 1.76[1.10-2.82] ns. 1.75[1.09-2.81]
TL23R

rs10889677 n.s. ns. 0.72 [0.54-0.98] ns. 0.58[0.35-0.96] n.s.

Hinweis: rs10065172, welches in Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189 steht, wurde von der

Epistasis-Analyse ausgeschlossen.

n.s.: nicht-signifikante Interaktionen (nicht dargestellt)

Nach Bonferroni-Korrektur konnte keinerlei Signifikanz mehr fiir samtliche in Tabelle

18 dargestellten Gen-Gen-Interaktionen aufgezeigt werden.
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7 Diskussion
7.1 Aktuelles Verstindnis der Pathogenese von CED

Die Pathogenese von M. Crohn und C. ulcerosa bleibt weiterhin komplex und ist auch
heute nicht vollstindig geklart. Mittlerweile unumstritten jedoch ist die Rolle von
intestinaler Mikrobiota bei der Entstehung von CED, sodass sich der Forschungsfokus
von der erworbenen Immunitdt zur angeborenen Immunitit verschoben hat.

(Gersemann et al., 2011)

Bei der Entstehung und Pathogenese von CED kommt der dynamischen Balance
zwischen Mikroorganismen, insbesondere der kommensalen Flora, und den
Abwehrmechanismen der Mukosabarriere eine zentrale Rolle zu. So konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von Antibiotika bei einem Teil der CED-Patienten einen
therapeutischen Nutzen erzielen konnte; auBlerdem gibt es Hinweise, dass sog.
»gesunde Bakterien® oder Probiotika zu einer Besserung der CED fithren kdnnen.
(Gionchetti et al., 2003; Sutherland et al., 1991; Xavier & Podolsky, 2007). Bei
Patienten mit CED wird zudem eine im Vergleich zu den Kontrollgruppen héufiger
beobachtete Kontamination der Darmwand mit am Epithel anhaftenden oder
eindringenden Bakterienstimmen beschrieben, und dieses Auftreten ungewdohnlicher
und potentiell pathogener Keime auf eine fehlerhafte Barrierefunktion der Mukosa
zuriickgefiihrt. (Xavier & Podolsky, 2007) Die Bedeutung der intestinalen Mikrobiota
konnte anhand von tierexperimentellen Studien untermauert werden, in denen gezeigt
wurde, dass eine ,spontan“ auftretende chronische Kolitis vollstindig von der
Anwesenheit einer luminalen Flora abhidngig ist. Wenn der gnotobiotische Status der
verwendeten Mause erhalten blieb, so konnte keine Kolitis beobachtet werden; wurden
die Mause allerdings Bakterien ausgesetzt, die als normale Bestandteile der
intestinalen Mikrobiota betrachtet werden, so kam es rasch zu einer Entziindung.
(Elson et al., 2005; Onderdonk et al., 1977) Es lasst sich hieraus schlussfolgern, dass

vielmehr die Art der Abwehrmechanismen als weniger die biologischen Eigenschaften

91



Stephanie Bues

einer luminalen Bakterienspezies per se das Ergebnis dieser Interaktion bestimmen.

(Xavier & Podolsky, 2007)

Zum Erhalt der immunologischen Homoostase im Darm tragen folgende Faktoren im
Sinne von immunologischen Mechanismen zur Abwehr von Mikroorganismen bei: die
Produktion bestimmter antimikrobieller Peptide (insbesondere Defensine) durch die an
der Basis der Lieberkiihn’schen Krypten im Diinndarm gelegenen Panethschen
Kornerzellen, die Schleimproduktion durch die Becherzellen, sowie die durch
sekretorisches Immunglobulin A (IgA) kontrollierte mikrobielle Anlagerung und
Invasion. (Abraham & Medzhitov, 2011; Ayabe et al., 2000; Vandenbroucke et al.,
2013) Noch ist nicht klar, ob diese und weitere Mechanismen gleichermallen alle
bakteriellen und viralen Spezies betreffen oder ob es einen hoheren Grad an
Spezialisierung in der Immunantwort gibt, die es erlaubt, durch die
Abwehrmechanismen die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota selbststindig
zu kontrollieren. (Abraham & Medzhitov, 2011) Die Abbildung 23 stellt die CED als
Endergebnis einer fehlregulierten mukosalen Immunantwort auf normale kommensale

Darmbakterien in einem genetisch suszeptiblen Organismus dar. (Blumberg, 2009)
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Abbildung 23: Fehlregulation der mukosalen Immunantwort. (Blumberg, 2009,

p. 456)

(Abk. OCP von engl. oral contraceptive pills, Abk. Appdy von engl. appendectomy) (Blumberg,
2009)

Genetisch basiert diese Erkrankung auf Faktoren, welche ihrerseits sowohl die
Komponenten der angeborenen und erworbenen Immunantworten (z.B. NOD2 als
Oberflachen-Erkennungsrezeptor, ATG16L1 im Rahmen der Autophagie, sowie IL-
23R bei der Differenzierung der Thl7-Lymphozyten, siche Abbildung 24), die
Barrierefunktion der intestinalen Epithelzellen, sowie die Zusammensetzung der
normalen mikrobiellen Flora an sich im Darm regulieren. (Blumberg, 2009; Johan Van

Limbergen et al., 2009)
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Abbildung 24: Th17-Zell-Differenzierung bei der Maus und beim Menschen.
(Brand, 2009, p. 1156)

(A)

(B)

Murine Th17-Zellen entstehen aus nativen CD4+-T-Zellen in Anwesenheit von TGF-B (welches
wahrscheinlich aus sog. iTregs abgesondert wird) und IL-6 (durch sog. APCs abgesondert). (Abk.
iTreg von engl. induced regulatory t cells, Abk. APC von engl. antigen-presenting cell) Thre
Entwicklung wird dann durch IL-21 verstirkt und durch IL-23 stabilisiert. Th17-Zellen
sezernieren und sprechen auf IL-21 auf autokrine Weise an. 1L-12, I[FN-y, IL-2, IL-4, IL-25, IL-
27, IL-35 und Retinsdure inhibieren die Entwicklung der murinen Thl7-Zellen, wahrend
umgekehrt die Anwesenheit von TGF-f und Retinsdure oder IL-2 die Entwicklung toleranter,
antiinflammatorischer iTregs begiinstigt.

Die Entstehung humaner Th17-Zellen scheint eine Folge der kombinierten Aktivitdt von IL-10
und IL-6, bzw. von IL-1B oder IL-6 alleine, zu sein, wiahrend fiir die kombinierte Aktivitdt von
IL-1B und IL-23 kein additiver oder synergistischer Effekt gezeigt werden konnte. Die Zugabe
von TGF-f (*) zu humanen naiven oder Gedéachtnis-CD4+-T-Zellen inhibierte die Entwicklung
humaner TH17-Zellen in einigen fritheren Studien. (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Evans et al.,
2007; Wilson et al., 2007) Kiirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass TGF-B in Kombination
mit [L-1f, IL-6 oder IL-21 die Differenzierung humaner Th17-Zellen induziert. (Manel et al.,
2008; Yang et al.,, 2008) Dies deutet darauf hin, dass es wahrscheinlich keine grofien
Unterschiede in der Differenzierung muriner und humaner Th17-Zellen gibt. Ahnlich wie bei
murinen Th17-Zellen, amplifizieren und stabilisieren IL-21 und IL-23 die Entwicklung humaner
Th17-Zellen. IL-23R und CCR6 sind Oberflaichenmerkmale der Th17-Zellen. (Brand, 2009)
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Zu diesen an der Homoostase beteiligten Genen gehort aulerdem XBP1, das fiir das
X-box binding protein 1 kodiert, welches fiir den Erhalt der Integritit der
Epithelzellbarriere verantwortlich ist. (Johan Van Limbergen et al., 2009)

Ein dieses Gen betreffender Defekt fiihrt im Mausmodell zur spontanen Enteritis, was
die entscheidende Rolle der Epithelzelle in der Pathogenese dieser Erkrankung

verdeutlicht. (Kaser & Tilg, 2009)

Diese genetisch determinierte Anfilligkeit fiir die Entwicklung einer CED wird
weiterhin modifiziert durch eine Vielzahl an Umweltfaktoren, zu denen Tabak, orale
Kontrazeptiva (Abk. OCP von engl. oral contraceptive pills) und die Appendektomie
(Abk. Appdy von engl. appendectomy) gehoren. (Blumberg, 2009) Generell wird der
Appendektomie hinsichtlich der C. ulcerosa ein protektiver Effekt zugerechnet,
wiahrend sie als Risikofaktor fiir die Entwicklung eines M. Crohn gilt. Der hier
zugrundeliegende Mechanismus ist noch unklar. Manche Hypothesen schlagen eine
verdnderte mukosale Immunantwort mit konsekutiver Appendizitis vor; hingegen
konnte genau diese wiederum nach erfolgter Appendektomie negative Auswirkungen
auf die Pathogenese einer C. ulcerosa haben. (Koutroubakis et al., 2002; Mizoguchi et
al., 1996; Ng et al., 2013) Die Appendix selbst konnte zudem als Reservoir fiir
Darmbakterien dienen, welche an der Antigenprisentation beteiligt sind. Diese
wiederum reguliert die immunologische Antwort auf kommensale Darmbakterien.
(Koutroubakis et al., 2002; Ng et al., 2013; Roblin et al., 2012) Dem Rauchen wird
ebenfalls ein negativer Effekt hinsichtlich der Entwicklung eines M. Crohn
zugesprochen (Birrenbach & Bocker, 2004; Higuchi et al., 2012; Lakatos et al., 2007),
wihrend es gegeniiber der C. ulcerosa einen protektiven Effekt zu haben scheint.

(Ananthakrishnan, 2013; Cosnes, 2004; Higuchi et al., 2012; Lakatos et al., 2007)

Man geht davon aus, dass diese Umweltfaktoren in der Lage sind, einen Einfluss
sowohl auf die Immunantwort des Wirtsorganismus, die physiologischen Funktionen
der intestinalen Epithelzellbarriere sowie vermutlich die Zusammensetzung und

Funktion der mikrobiellen Flora zu nehmen. MaBigeblicher Faktor fiir die Entwicklung
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einer CED st also die genetisch definierte, angeborene immunologische
Ansprechempfindlichkeit des Darmgewebes auf Bestandteile kommensaler
Darmbakterien. Einmal ausgelost, lduft die Erkrankung auf eine gemeinsame
Endstrecke zu, die sich durch eine iiberschielende erworbene Immunreaktion
auszeichnet. Charakterisiert ist diese durch die Eigenschaften aggressiver T- und B-
Zellen durch deren Produktion von IgG-Antikorpern, die den Zustand einer
chronischen Inflammation antreiben. (Blumberg, 2009) Wichtige Mediatoren der
Inflammation beim M. Crohn sind hierbei Thl- und Th17-Zellen; die Inflammation
bei C. ulcerosa ist iiberwiegend Th2-vermittelt, wird aber vermutlich ebenfalls durch

Th17-Zellen moduliert. (Brand, 2009)

Trotz vieler Gemeinsamkeiten lassen sich zwischen M. Crohn und C. ulcerosa
hinsichtlich ~ Lokalisation, = Histologie, = endoskopischem  und  klinischem
Erscheinungsbild Unterscheidungen machen; beispielsweise kommt es in ca. 50% der
Félle bei M. Crohn zu Komplikationen im Sinne von Penetrationen und Strikturen,
diese treten bei C. ulcerosa nur sehr selten auf. Diese Verschiedenheit ldsst vermuten,
dass auch die zugrundeliegende Pathophysiologie Unterschiede aufweist. (Ellinghaus
et al., 2014; Waterman et al., 2011) Genetische Risikofaktoren spielen hierbei eine
grof3e Rolle; inzwischen konnten fiir 163 Suszeptibilitétsloci eine Assoziation mit M.
Crohn und C. ulcerosa nachgewiesen werden. Fiir M. Crohn konnte diese wichtige
Rolle der Gene bei der Krankheitsentstehung bisher klarer dokumentiert werden als fiir

C. ulcerosa. (Ellinghaus et al., 2014)

7.2  Analyse von IRGM-Genvarianten bzgl. der M. Crohn-Suszeptibilitit

Unsere Studie reprisentiert eine detaillierte Analyse der Rolle von /IRGM bei der
Suszeptibilitit fir CED in einer groBen deutschen Kohorte, welche {iiber 2000
Individuen europdischer Abstammung umfasst. Gemall vorangegangener GWAS und
Replikationsstudien (Amre et al., 2009; Fisher et al., 2008; Palomino-Morales et al.,
2009; Parkes et al., 2007; Roberts et al., 2008; The Wellcome Trust Case Control
Consortium, 2007; J Van Limbergen et al., 2009; Weersma et al., 2009), bestitigen
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unsere Ergebnisse, dass die JRGM-Variante rs13361189 mit einer Suszeptibilitét fiir

M. Crohn assoziiert ist.

Eine detaillierte funktionelle Studie identifizierte einen dem /RGM-Locus direkt
vorgeschalteten Deletionspolymorphismus als potentiell verantwortlichen SNP, um
eine M. Crohn-Assoziation an diesem Locus zu erkldren (McCarroll et al., 2008), da
dieser das gewebespezifische Expressionsniveau von /[RGM beeinflusst. (Huett et al.,
2009) Dieser 20 kb  Deletionspolymorphismus  steht in  perfektem
Kopplungsungleichgewicht (r*=1.0) zu SNP rs13361189, und impliziert somit, dass
rs13361189 als ,,Proxy* fiir diesen Deletionspolymorphismus dient.

Ahnlich wie in der Studie von McCarroll et al. beschrieben (2008), zeigen wir, dass
der gemeinsame, exonische, synonyme SNP rs10065172=p.LeulO5Leu in
Kopplungsungleichgewicht zu rs13361189 steht und demnach ebenfalls zu dem vorher
identifizierten 20 kb Deletionspolymorphismus. Der exonische SNP rs10065172
(c.313C>T) wurde zuvor aufgrund des Ausbleibens einer Alteration der /RGM-
Proteinsequenz oder dessen Spleifistellen als nicht ursdchlich klassifiziert, wobei diese
Ansicht durch die Ergebnisse einer sehr aktuellen Studie in Frage gestellt wird. (Brest,
Lapaquette, Souidi, et al., 2011) Die Studie von Brest et al. demonstrierte, dass eine
Familie von microRNAs, miR-196, im entziindeten intestinalen Epithel von M. Crohn-
Patienten iiberexprimiert wird und die protektive /RGM-Variante (c.313C), nicht aber
das M. Crohn-assoziierte Allel (c.313T) hinabreguliert. (Brest, Lapaquette, Souidi, et
al., 2011) Die gleiche Studie konnte beweisen, dass der resultierende Verlust der
engmaschigen Regulation der IRGM-Expression die Kontrolle der intrazelluldren
Replikation M. Crohn-assoziierter AIEC, adherent-invasive Escherichia coli,
kompromittiert, indem die Effektivitit der bakteriellen Phagozytose (Xenophagie)
beeintrachtigt wird. (Brest, Lapaquette, Souidi, et al., 2011) Demnach schlagen Brest
et al. den synonymen SNP rs10065172 (c.313C>T) als mogliche kausale Variante vor.
(Brest, Lapaquette, Souidi, et al., 2011)
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Fiir rs10065172 konnte zudem eine Assoziation mit einer Suszeptibilitit fiir
Tuberkulose gezeigt werden (K. Y. King et al., 2011), was angesichts der vorliegenden
Hinweise, dass bestimmte Mykobakterien eine Rolle in der Pathogenese von M. Crohn

spielen konnten, von Interesse ist.

Dariiber hinaus konnte eine funktionelle Studie zeigen, dass IRGM Autophagie

induziert, um intrazellulire Mykobakterien zu eliminieren. (Singh et al., 2006)

Insgesamt war das Signal fiir eine Assoziation von /RGM mit M. Crohn in unserer
Studie erheblich schwicher als das, welches wir fiir das andere Autophagie-Gen,
ATGI16L1, in einer dhnlich groflen Kohorte demonstrieren konnten. (Glas et al., 2008)
Ahnlich hierzu zeigten auch die neuesten M. Crohn-Metaanalysen ein stirkeres Signal

fiir eine Assoziation mit ATGI6L1 als mit IRGM. (Franke et al., 2010)

Im Gegensatz zu einer kiirzlich durchgefiihrten spanischen Studie und einer
Metaanalyse (Palomino-Morales et al., 2009), konnte unsere Untersuchung keine
signifikante Assoziation fiir /RGM-Varianten mit einer Suszeptibilitit fiir C. ulcerosa

replizieren.

7.3 IRGM-Haplotypen-Analyse

Insgesamt waren mehrere /RGM-Haplotypen mit einer Suszeptibilitdt fiir M. Crohn
und C. ulcerosa assoziiert. Bei M. Crohn wurden die stirksten Assoziationen bei
Haplotypen gefunden, die mindestens einen der am stdrksten mit M. Crohn
assoziierten SNPs (rs13361189 oder rs10065172) enthielten. Hinsichtlich der grof3en
Anzahl an untersuchten Haplotypen konnte jedoch keine dieser Assoziationen der

Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen standhalten.

Bei C. ulcerosa wurde die stirkste Assoziation bei rs11747270-rs931058 gefunden
(Omnibus p-Wert 1.57 x 10%). Obwohl mehrere JRGM-Haplotypen formal signifikante
Omnibus p-Werte fiir eine Assoziation mit C. ulcerosa-Suszeptibilitit aufwiesen,

verloren diese Assoziationen ebenfalls Signifikanz nach Bonferroni-Korrektur.
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Ubereinstimmend mit den Ergebnissen unserer Studie war /IRGM kein C. ulcerosa-

Hauptsuszeptibilititsgen in einer sehr aktuellen Metaanalyse. (Anderson et al., 2011)

Im Vergleich hierzu konnte eine Studie fiir einige seltene pregnane X receptor-
(PXR/NR112)-Haplotypen eine hochgradige Assoziation mit M. Crohn-Suszeptibilitét
aufzeigen, mit Omnibus p-Werten bis zu 6.50 x 1077, (Glas, Seiderer, Fischer, et al.,
2011) Auch fiir zahlreiche NODZ2-Haplotypen konnten deutlich signifikantere
Assoziationen mit M. Crohn herausgearbeitet werden, darunter einige Assoziationen
mit Omnibus p-Werten unter 10"°. Die stirkste Assoziation eines Haplotypen hatte

hierbei den Omnibus p-Werten von 1.14 x 1075, (Glas, Seiderer, Tillack, et al., 2010)

7.4 Genotyp-Phinotyp-Korrelation

Des Weiteren fiihrten wir eine detaillierte Genotyp-Phédnotyp-Analyse von IRGM-
Varianten bei M. Crohn- und C. ulcerosa-Patienten durch. Im Gegensatz zu einer
neueren Studie von Latiano et al. (2009), welche eine Assoziation von [RGM-
Varianten mit dem Krankheitstyp des fistulierenden M. Crohn aufzeigen konnte,
deckte unsere Genotyp-Phidnotyp-Analyse keine signifikante Assoziation von /IRGM-

Varianten mit einem bestimmten M. Crohn-Phénotyp auf.

Ebenso gelang es uns nicht, eine Assoziation mit einem ilealen M. Crohn-Befall zu
bestitigen, was in einer zuvor durchgefiihrten Studie fiir eine kleinere M. Crohn-

Kohorte aus Neuseeland herausgefunden werden konnte. (Roberts et al., 2008)

Auch M. Crohn-assoziierte NODZ2-Mutationen konnte gezeigt werden, dass sie im
Falle von Homozygotie als starker Risikofaktor fiir ileale Stenosen gelten. (Jiirgens,
Brand, et al., 2010) Schon das Vorhandensein einer beliebigen Allelvariante des
NOD2-Gens geht mit einem erhohten Risiko eines komplizierenden Verlaufs einher;
Ahnliches gilt fiir JAK2. Beide gelten als starke Pridiktoren fiir ilealen Befall und
stenosierende Eigenschaften. (Cleynen et al., 2013)

Unsere  Ergebnisse sind moglicherweise mit dem relativ  schwachen

Assoziationssignal, welches fiir /RGM in der deutschen M. Crohn-Kohorte gefunden
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wurde, verbunden. Allerdings stimmen die Untersuchungsergebnisse dieser Genotyp-
Phénotyp-Analyse mit dem Fehlen eines wohldefinierten Phianotyps bei M. Crohn-
Patienten, welche Risikoallele des anderen Autophagie-Gens ATGI6LI tragen,
iiberein. (Glas et al., 2008)

7.5 Epistasis-Analyse fir IRGM mit anderen M. Crohn-
Hauptsuszeptibilititsgenen

Die Identifikation der beiden M. Crohn-Hauptsuszeptibilititsgene ATGI6L1 und
IRGM, welche an der Autophagie beteiligt sind, hat signifikant die Bedeutung von
Autophagie und bakterieller Xenophagie in der komplexen und multifaktoriellen
Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen bestirkt. Dennoch gibt es
bisher keine detaillierten Untersuchungen zu potentiellen epistatischen Interaktionen
zwischen ATGI6LI und IRGM. Aus diesem Grunde analysierten wir die Epistasis
zwischen diesen beiden Genen und konnten hierbei eine schwache Gen-Gen-
Interaktion zwischen einigen SNPs der beiden Autophagie-Gene IRGM und ATGI16L1

aufzeigen, welche jedoch nach Bonferroni-Korrektur nicht signifikant blieb.

Angesichts deren enger funktionaler Verbindung ist dieses potentielle Epistasis-Signal
hochinteressant und sollte in groen Metaanalysen weiter verfolgt werden. Diese
Metaanalysen wiirden sehr grof3e Patientenkohorten erforderlich machen und sind nur
mittels groBer multizentrischer Ansidtze realisierbar, wie sie derzeit durch das

,International IBD Genetics Consortium* organisiert werden.

Es mehren sich die Hinweise, dass es wichtige Schnittstellen zwischen Autophagie
und dem intrazelluldren Erkennen von Bakterien in der Pathogenese von CED gibt,
was anhand der Bedeutung von NOD2 bei der Induktion von Autophagie deutlich
wird. (Cooney et al., 2010; Travassos et al., 2010)

Zudem konnten aktuelle Studien einen neuen Pfad identifizieren, welcher eng mit
Autophagie und angeborener Immunitit verbunden ist und durch eine ,,unfolded

protein response (UPR) charakterisiert ist, welche durch Stresseinwirkung auf das
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endoplasmatische Retikulum (ER) aufgrund einer Anreicherung fehlgefalteter Proteine

getriggert wird.

Einige Gene, die an der Stresseinwirkung auf das ER beteiligt sind, einschliefSlich
XBP1 und ORMDL3, sind mit der Pathogenese von CED auf genetischer Ebene in
Verbindung gebracht worden. (Kaser et al., 2008; McGovern et al., 2010)

ER
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Abbildung 25: Wege, die zu fehlgefalteten Proteinen und Zelltod fiihren.

(Kaufman et al., 2010, p. 100)
(Abk. APAF von engl. apoptotic protease activating factor 1)

Im Entstehen begriffene, ungefaltete Polypeptide dringen in das ER ein und interagieren mit
Chaperonen und Katalysatoren der Proteinfaltung, um zu kompakten, thermodynamisch giinstigen
Strukturen heranzureifen. Ein Scheitern dieses Prozesses resultiert in der Persistenz fehlgefalteter
Polypeptid-Chaperon-Komplexe oder Extraktion von I6slichen, fehlgefalteten Proteinen aus dem ER
und Abbau durch ERAD (Abk. ERAD von engl. endoplasmic-reticulum-associated protein
degradation). Die Ausbildung von unléslichen Proteinaggregaten erfordert Beseitigung mittels
Autophagie. Stress-Stimuli auf das ER beeintrachtigen die Polypeptid-Faltung und fithren zu einer
angepassten Steigerung von Chaperonen und Katalysatoren innerhalb des ER-Lumens mittels UPR-
Sensor-Aktivierung. Chronische oder iiberwiltigende Stimuli rufen mehrere apoptotische Signale
hervor, darunter oxidativer Stress, JNK-Aktivierung (Abk. JNK von engl. c-Jun N-terminal kinases),
CHOP-Expression (Abk. CHOP von engl. C/EBP-homologous protein), Spaltung der Caspase 12,
sowie Aktivierung des intrinsischen Mitochondrien-abhingigen Zelltod-Signalwegs. Zu
physiologischen Stimuli, welche die UPR aktivieren konnen, zdhlen z.B. die Expression von
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fehlgefaltetem Proinsulin oder IAPP (Abk. IAPP von engl. islet amyloid polypeptide) in der Beta-
Zelle, oxidativer Stress (ROS), sowie erhohte Konzentrationen von Glukose, Fettsduren oder
Zytokinen im Extrazellularraum. (Kaufman et al., 2010)

Interessanterweise konnte aullerdem bewiesen werden, dass ATGI6L1, NOD2 und
XBP]I die Funktion der Panethschen Kornerzellen beeinflussen, was darauf hinweist,
dass dieser Zelltyp eine zentrale Rolle in der Entwicklung einer CED spielt. (Cadwell
et al., 2008; Kaser et al., 2008; J Wehkamp et al., 2004)

Diese kiirzlich gemachten Entdeckungen entsprechen der steigenden empirischen
Beweislage, dass NOD?2 an der Autophagie-Regulation beteiligt ist. Fiir dendritische
Zellen von Patienten mit M. Crohn, welche M. Crohn-assoziierte NOD2- oder
ATGI6LI-Varianten exprimieren, konnte gezeigt werden, dass sie beziiglich Induktion
von Autophagie, Phagozytose von Bakterien und Antigenpridsentation fehlerhaft

waren. (Cooney et al., 2010)

Besonders interessant ist, wie eine aktuelle Studie zeigen konnte, dass die
intrazelluldren Rezeptoren NODI1 und NOD?2 fiir die autophagische Antwort auf
invasive Bakterien eine kritische Rolle spielen, indem sie das Autophagie-Protein
ATGI16L1 an die Plasmamembran der bakteriellen Eintrittsstelle rekrutieren.

(Travassos et al., 2010)

In Zellen, die fiir die M. Crohn-assoziierte NOD2-Leserastermutation
(p.Leul007£fsX1008) homozygot sind, war das mutierte NOD2-Gen nicht in der Lage,
ATGI16L1 an die Plasmamembran zu rekrutieren, was somit die Umhiillung der
eindringenden Bakterien durch Autophagosomen beeintrachtigte. (Travassos et al.,

2010)

Dies ist insofern von besonderer Bedeutung, als unsere Arbeitsgruppe bereits zuvor
einen besonders schweren, strikturierenden Phanotyp bei M. Crohn-Patienten, welche
homozygot fiir die NOD2 p.Leul007fsX1008-Mutation waren, beobachten konnte.

Diese Mutation ist mit einem frithen Krankheitsbeginn, ilealer Stenosierung,
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rezidivierendem Operationsbedarf und gesteigerter Priavalenz fiir entero-enterische

Fisteln assoziiert. (Seiderer, Brand, et al., 2006; Seiderer, Schnitzler, et al., 2006)

Trotz der zentralen funktionalen Rolle von NOD2 bei der Induktion von Autophagie-
Prozessen, konnte unsere Studie keine Gen-Gen-Interaktionen bzgl. M. Crohn-

Suszeptibilitdt zwischen NOD2 und IRGM aufdecken.

Zudem konnten wir keine signifikanten Gen-Gen-Interaktionen zwischen /RGM und
IL23R, dem wichtigsten an Thl7-Antworten beteiligten CED-Suszeptibilitdtsgen,

identifizieren.

Eine sehr aktuelle Studie stellte interessanterweise [L23R-Varianten als
Suszeptibilitits-Varianten fiir Lepra vor und wies auf eine potentielle Beteiligung von
IL23R an der Autophagozytose von Mykobakterien hin, welche an der Pathogenese
von Lepra beteiligt sind. (Zhang et al., 2011)
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8 Zusammenfassung

Die Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (CED) ist auch heute
noch unvollstindig verstanden. Neben Umweltfaktoren wie eine Dysbiose der
intestinalen Mikrobiota tragen insbesondere bestimmte Risikogene zur Fehlregulation
der Immunantwort bei CED bei. Insbesondere die Autophagie scheint bei M. Crohn-
Patienten dysreguliert zu sein. Aus diesem Grund untersuchten wir das Autophagie-

Gen /RGM mit folgenden Zielen:

1.) Nachweis einer Suszeptibilitit der /RGM-Genvarianten fiir M. Crohn und C.

ulcerosa.

2.) Untersuchung der Rolle von /RGM-Haplotypen hinsichtlich M. Crohn- und C.

ulcerosa-Suszeptibilitit.

3.) Charakterisierung der phinotypischen Auswirkungen.

4.) Analyse hinsichtlich einer moglichen Epistasis von /RGM mit den drei
Hauptsuszeptibilitdtsgenen fiir M. Crohn, NOD2, IL23R und ATGI6LI.

Wir analysierten daher genomische DNA von insgesamt 2060 Individuen, darunter
817 Patienten mit M. Crohn, 282 Patienten mit C. ulcerosa und 961 gesunde,
unverwandte Kontrollen (alle europdischer Abstammung, ,,caucasian‘) hinsichtlich 6
Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) in dem Autophagie-Gen /[RGM (rs13361189,
rs10065172=p.Leul05Leu, rs4958847, rs1000113, rs931058 und rs11747270). Dies
erfolgte mittels DNA-Extraktion, photometrischer Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsduren, Gelelektrophorese von PCR-Produkten und Genotypisierung in
insgesamt 12360 Einzel-PCR-Reaktionen mit anschlieBender Schmelzkurvenanalyse.
Die Auswahl der SNPs erfolgte auf der Grundlage von publizierten Vergleichsstudien

anderer Kohorten.
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Unsere Analyse konnte eine Assoziation der /[RGM-SNPs rs13361189 (p=0.02, OR
1.31 [95 % CI 1.05-1.65]), rs10065172=p.Leul05Leu (p=0.016, OR 1.33 [95 % CI
1.06-1.66]) und rs1000113 (p=0.047, OR 1.27 [95 % CI 1.01-1.61]) mit einer
Suszeptibilitdt fiir M. Crohn aufdecken, allerdings bestand zwischen diesen drei

IRGM-SNPs Kopplungsungleichgewicht.

Hinsichtlich der C. ulcerosa waren keine der untersuchten /RGM-SNPs, allerdings
einige /IRGM-Haplotypen schwach mit einer C. ulcerosa-Suszeptibilitidt assoziiert

(p<0.05), allerdings unterlagen diese Assoziationen der Bonferroni-Korrektur.

Die Genotyp-Phinotyp-Analyse konnte keine signifikanten Assoziationen mit einem

spezifischen CED-Phénotyp oder ilealer M. Crohn-Beteiligung aufdecken.

Es gab Beweise fiir schwache Gen-Gen-Interaktionen zwischen einigen SNPs der
Autophagie-Gene /IRGM und ATGI6L1 (p<0.05), welche jedoch ebenfalls nach

Bonferroni-Korrektur ihre Signifikanz verloren.

Die stirksten Assoziationssignale fiir M. Crohn-Suszeptibilitdt wurden fiir rs13361189
(ein SNP, welcher als ,,Proxy* fiir einen gemeinsamen, /RGM vorgeschalteten 20 kb
Deletionspolymorphismus dient), sowie fiir den exonischen, synonymen SNP
rs10065172=p.Leul05Leu gefunden, womit vorangegangene funktionelle Studien
bekriftigt werden, dass diese beiden SNPs die moglichen kausalen Varianten

darstellen.

Zusammenfassend bestétigen unsere Ergebnisse /RGM als Suszeptibilitdtsgen fiir M.
Crohn in der deutschen Population, wobei wir keine Assoziation mit einem

spezifischen CED-Subphénotypen aufzeigen konnten.

Dennoch war die Stirke des hier beobachteten Assoziationssignals fiir M. Crohn
deutlich schwicher als die Stirke des von uns fiir das zweite Autophagie-Gen

ATGI16L1 demonstrierte Assoziationssignal, was somit fiir eine wichtigere Rolle fiir
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ATGI16L1 (im Vergleich zu IRGM) bei der M. Crohn-Pathogenese spricht. (Glas et al.,
2008)

Aufgrund der fehlenden Assoziation der /RGM-SNPs mit C. ulcerosa-Suszeptibilitit
lasst sich schlussfolgern, dass Autophagie-Gene wie IRGM und ATGI6LI eine
wichtigere Rolle bei der Suszeptibilitit fiir M. Crohn als bei der Suszeptibilitit fiir C.

ulcerosa spielen.

Der in dieser Studie gefundene hochinteressante Hinweis auf eine potentielle Epistasis
zwischen TRGM und ATGI6LI hinsichtlich M. Crohn-Suszeptibilitit vor dem
Hintergrund der engen funktionellen Verbindung dieser beiden Autophagie-Gene
bendtigt aber eine zusitzliche Bestitigung mittels groerer Metaanalysen, welche
allerdings sehr groBle Patientenkohorten erforderlich machen wiirden, die nur im

Rahmen internationaler Kooperationen durchgefiihrt werden konnen.
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9.4 Abkiirzungen und Begriffe

A

Abk.
AIEC
APAF 1
APC
Appdy
ASCA
ATGI6LI
bp

BSG
bzgl.
bzw.

C

Ca.
CARDIS5
CCD

CD
cDNA

CED

Adenin

Abkiirzung

Adherent-invasive E. coli

Apoptotic protease activating factor 1
Antigen-presenting cell

Appendectomy

Anti-Saccharomyces cerevisiae-Antikorper
Autophagy-related 16-like 1

Basenpaare
Blutkorperchen-Senkungs-Geschwindigkeit
beziiglich

beziehungsweise

Cytosin

Circa

Caspase recruitment domain 15
Charge-coupled Device

Cluster of differentiation

Complementary DNA
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CHOP C/EBP-homologous protein
CMV Cytomegalievirus

CRP C-reaktives Protein

C. ulcerosa Colitis ulcerosa

CT Computertomopraphie

d.h. das heif3t

DNA Desoxyribonukleinsdure (- acid)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

e.g. Exempli gratia

engl. englisch

eQTL Expression quantitative trait loci
ER Endoplasmatisches Retikulum
ERAD Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation
evtl. eventuell

€ Extinktionskoeffizient

GATA GATA binding protein

F Forward primer
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FL
FAE
FOXP
FRET

FRFSE

GALT
GBP
gef.
GIT
GTP
GWAS

HATH

HD
IAPP
IBDGC
ICOS

IFN-y

Fluorescein

Follikel-assoziiertes Epithel

Forkhead box P3

Fluorescence resonance energy transfer

Fast relaxation fast spin echo sequence

Goblet cell / Guanin

Gut associated lymphoid tissue
Guanylat-bindendes Protein

gegebenenfalls

Gastrointestinaltrakt

Guanosintriphosphat

Genomweite Assoziationsstudien

Homologous to amino terminus of human hepatoma-derived
growth factor

Human enteric defensin

Islet Amyloid Polypeptide

Inflammatory Bowel Disease Genetics Consortium
Inducible co-stimulatory molecule

Interferon-y
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IL
IRGM
1Tregs
1LV.
JINK
KI
KLF
L/
LC610
LC640
LED

LNA

MAF
M. Crohn
MgCl

MHC

Immunglobulin

Interleukin
Immunity-related GTPase M
Induced regulatory T cells
intravenos

c-Jun N-terminal kinases
Konfidenzintervall
Kriippel-like family of transcription factors
Liter

LightCycler-Red 610
LightCycler-Red 640
Lichtemittierende Diode
Locked nucleic acid
Microfold

Milli-...
Minor-Allel-Frequenzen
Morbus Crohn
Magnesiumchlorid

Major Histocompatibility Complex
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Min. Minuten

miR MicroRNA

MR Magnetresonanz

n-... Nano-...

n.d. no date

NF-kB Nuclear factor kappa B

NIDDK National Institute of Diabetes, Digestive and Kidney diseases
NKT Natural killer cells

NOD1/2 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1/2
n.s. nicht-signifikant

NSAIA Nonsteroidal anti-inflammatory agents

ocCp Oral contraceptive pills

OD Optische Dichte

OP Operation

OR Odds Ratio

p. Page

P Paneth cell

p-... Pico-...

pANCA Perinukledre Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikdrper
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PCR

pH

PRR
PXR/NR1I2
R

RNA
RORyt
ROS
RUNX

SA

Sek.

STAT

T

Taq
TBE-Puffer
T-bet

TCF
TE-Puffer

Tth

Polymerase chain reaction

Pondus / Potentia Hydrogenii
Pattern recognition receptor
Pregnane X receptor

Reverse primer

Ribonukleinsdure (- acid)
Retonoid-related orphan receptor yt
Reactive oxygen species
Runt-related transcription factor
Standardabweichung

Sekunden

Signal transducer and activator of transcription
Thymin

Thermus aquaticus

Tris-, Borat- und EDTA-Puffer

T box expressed in T cells
Transcription factor

Tris- und EDTA-Puffer

Follicular helper T cell

145



Stephanie Bues

TGF-p Transforming growth factor beta
Th-Zellen T-Helferzellen

TLR Toll-like Rezeptoren

TNF Tumornekrosefaktor

TNFSF15 Tumor necrosis factor ligand superfamily member 15
Treg Regulatory T cell

u.a. unter anderem / unter anderen

UPR Unfolded protein response

u.U. unter Umstidnden

uv Ultraviolett

t-... Micro-...

Vs. versus

Wnt Wingless, Int-1

WTCCC Wellcome Trust Case Control Consortium
XBP1 X-box binding protein 1

YRI Yoruba in Ibadan, Nigeria

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil

5-ASA S-aminosalicylic acid
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