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1 Zusammenfassung

Progranulin ist ein Precursor-Glykoprotein, das vornehmlich von epithelialem Gewebe
sowie myeloischen und lymphatischen Zellreihen exprimiert wird. Progranulin bindet
mit hoher Affinitat an die TNF-Rezeptoren1 und 2 (TNFR1 und 2) und
Death receptor 3 (DR3), einem weiteren Apoptose induzierenden Rezeptor der
TNF-Rezeptor-Superfamilie. Progranulin inhibiert TNFR1 und DR3 direkt und wirkt
damit als endogener Antagonist der TNF-Rezeptor-Liganden TNF-a und
TNF-like ligand 1A (TL1A) (Tang et al. 2011; Liu et al. 2014).

Neutralisierende Autoantikdrper gegen Progranulin konnten kurzlich bei allen primaren
Vaskulitiden, dem systemischen Lupus erythematodes, rheumatoider Arthritis und
Psoriasis mit Gelenkbeteiligung nachgewiesen werden (Thurner, Preuss, et al. 2013;
Thurner, Zaks, et al. 2013). Das Auftreten von Progranulin-Antikdrpern bei Patienten
mit Enteropathie-assoziierten Arthropathien veranlasste uns, Vorkommen und
pathogenetische Bedeutung von Progranulin-Antikrpern bei den chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa als eigenen
Krankheitsentitdten unabhangig von muskuloskeletalen Manifestationen zu
untersuchen. Das Screening der Patientenseren durch einen Enzym-gekoppelten
Immunoassay ergab fur Progranulin-Antikdrper eine Haufigkeit von 16,3 % (23/141)
bei Morbus Crohn und 21,1 % (15/71) bei Colitis ulcerosa. Damit kommen
Progranulin-Antikorper bei Colitis ulcerosa haufiger vor als ANCA (p = 0,266). Die
Analyse der Immunglobulinklassen ergab eine Dominanz von IgG, aber auch erstmals
und im Unterschied zu anderen Autoimmunerkrankungen das Vorkommen von IgA.
Dies spricht fur eine Beteiligung von B-Zellen des MALT an der Entstehung der
Progranulin-Antikorper bei Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen.
Die neutralisierende Wirkung der Progranulin-Antikdrper wurde durch verminderte
Progranulin-Plasmaspiegel bei seropositiven Patienten belegt. In einem
Proliferationsassay mit TNF-a sensitiven HT-29-Zellen konnte sowohl der TNF-a
antagonisierende Effekt von Progranulin bestatigt wie auch die neutralisierende und
damit proinflammatorische Wirkung der Progranulin-Antikorper nachgewiesen werden.
Es zeigten sich keine signifikanten Assoziationen zwischen klinischen Merkmalen
beider Erkrankungen und dem Progranulin-Antikdrperstatus. Progranulin-Antikdrper
sind somit eher nicht als Biomarker fur spezifische klinische Fragestellungen einer
Erkrankung geeignet. Sie sind vielmehr Indiz eines Autoimmungeschehens.



Summary

Progranulin is a secreted precursor glycoprotein and expressed particularly in epithelial
tissues as well as in cells of myeloid and lymphatic origin. Progranulin binds with high
affinity to TNF receptors 1 and 2 (TNFR1 and 2) and death receptor 3 (DR3), directly
inhibits TNFR1 and DR3 and acts as a physiologic antagonist of TNF-a and TL1A
(Tang et al. 2011; Liu et al. 2014). Recently, autoantibodies against progranulin were
identified in all kinds of primary vasculitides, systemic lupus erythematosus,
rheumatoid arthritis and psoriatic arthritis (Thurner, Preuss, et al. 2013; Thurner, Zaks,
et al. 2013). Inflammatory bowel diseases are often associated with rheumatic
diseases, mainly axial arthropathy and peripheral arthritis. Some patients’ axial
arthropathy or peripheral arthritis was associated with inflammatory bowel disease,
what led us to investigate whether antibodies against progranulin also occur in
Crohn’s disease or ulcerative colitis without any articular extraintestinal manifestation.
Sera of patients were screened by an enzyme-linked immunosorbent assay and
progranulin-antibodies were detected in 23 of 141 (16,3 %) patients with
Crohn’s disease and in 15 of 71 (21,1 %) patients with ulcerative colitis. Progranulin
antibodies occurred more frequently than ANCAs (p = 0,266), the only established
antibody associated with ulcerative colitis. Analysis of immunoglobulin classes of
progranulin-antibodies revealed predominant IgG, but also for the first time IgA, which
had not been observed in any other autoimmune disease and indicates B lymphocytes
of the MALT as the origin of progranulin antibodies in patients with inflammatory bowel
disease. Progranulin plasma levels were significantly decreased in seropositive
patients compared to seronegative patients confirming the neutralizing effect of
progranulin antibodies. A proliferation assay with TNF-a sensitive HT-29 cells
demonstrated the proinflammatory effect of progranulin antibodies caused by reduced
progranulin levels in administered sera of seropositive patients.

Neither in Crohn’s disease nor in ulcerative colitis significant associations between the
progranulin antibody serostatus and clinical characteristics were observed. Therefore,
progranulin antibodies are not useful as a specific diagnostic or disease activity marker,

but are an important piece of evidence for an ongoing autoimmune process.



2 Einleitung

2.1 Struktur und Funktion von Progranulin

Progranulin (PGRN, Synonyme: Proepithelin, Acrogranin, GP88, PCDGF) ist das 88
kDa schwere sezernierte Precursor-Glykoprotein bestehend aus einer N-terminalen
Signalsequenz (P, Paragranulin) und den Granulinen A, B, C, D, E, F und G
(Synonym: Epitheline) mit jeweils Cystein-reichen Motiven (Granulinmotive) in der
Anordnung P-G-F-B-A-C-D-E. Die Granulinmotive bestehen jeweils aus einem
Peptidrickgrat mit 12 Cysteinen, einem Tandem-Repeat aus einem a-Exon das flr die
Aminosaurensequenz CXs6CXsCCXsCCX4 kodiert und einem B-Exon das fur die
Aminosaurensequenz X2CCXsCCXsCXs-6C kodiert.

PGRN wird durch die Serinproteasen Proteinase 3 und die neutrophile Elastase
(Kessenbrock et al. 2008) sowie durch die Metalloproteasen ADAMTS-7, MMP-9 und
MMP-14 nach einem bestimmten Muster in Teilfragmente gespalten (Bai et al. 2009;
Xu et al. 2008). Sowohl Progranulin als auch die einzelnen Granuline sind biologisch
aktiv, ihre Funktionen sind teilweise gegensatzlich und noch nicht abschliel3end geklart
(Shoyab et al. 1990; Zhu et al. 2002). Schutz vor der proteolytischen Degradation
bieten die Serinproteaseinhibitoren (Serpine) SLPI und SerpinB1 sowie
Apolipoprotein A1 durch Bindung an PGRN (Tang et al. 2011).

GRN, das fur PGRN kodierende Gen, ist auf dem langen Arm von Chromosom 17
(17921.32) lokalisiert. Daniel et al. untersuchten die Expression von PGRN in
verschiedenen Geweben. Dabei wurde gezeigt, dass PGRN vor allem in epithelialen
Geweben sowie in myeloischen und lymphatischen Zellreihen exprimiert wird, jedoch
weniger in mesenchymalem Gewebe. Im Gehirn zeigen nur Neurone bestimmter
Bereiche eine hohe Expression von PGRN wie z.B. Purkinjezellen des Cerebellums
und Pyramiden- und Kdrnerzellen des Hippocampus (Daniel et al. 2000). PGRN wirkt
hier neurotroph und neuroprotektiv (van Damme et al. 2008). Loss of function
Mutationen im GRN-Gen wurden als eine Ursache fur die autosomal dominant
vererbte frontotemporale Demenz (FTD) beschrieben. Diese ist histologisch
charakterisiert durch unldsliche ubiquitinylierte neuronale Ablagerungen von
phosphoryliertem TDP-43, gehoért damit zu den TDP-43-Proteinopathien und wird ab

einer um ca. 50 % reduzierten Expression von PGRN verursacht (Baker et al. 2006).



AulRerhalb des =zentralen Nervensystems zeigt sich, dass vor allem stark
proliferierende, wenig differenzierte Zellen PGRN exprimieren. So wurde
beispielsweise in den Enterozyten des Dinndarms, bzw. den Colonozyten des
Dickdarms, eine hohe Expressionsrate durch Nachweis von PGRN mRNA gezeigt
(Daniel et al. 2000). Besonders ausgepragt ist die Expression in den noch
undifferenzierten Zellen der Krypten von Dunn- und Dickdarm. Je weiter die Zellen
luminal entlang der Zotten wandern, und damit die Differenzierung zu Enterozyten,
Becherzellen oder endokrinen Zellen voranschreitet, desto geringer war die
PGRN-Expression (Daniel et al. 2000).

PGRN wurde zunachst in mehreren Arbeiten als Wachstumsfaktor in verschiedenen
gutartigen Zelllinien und Tumorzelllinien beschrieben (Shoyab et al. 1990; Zhou et al.
1993; He & Bateman 1999; Zanocco-Marani et al. 1999). He et al. untersuchten die
schon in friheren Arbeiten angenommene Funktion von PGRN bei der Wundheilung
genauer. Die lokale PGRN-Expression in verletzter Haut stieg signifikant an und blieb
auch noch Tage nach vollstandigem Abheilen der Wunde erhéht. PGRN wirkte bei
Hautlasionen initial inflammatorisch und fordert die Einwanderung von Fibroblasten
sowie die Angiogenese (He et al. 2003). Fur PGRN konnte ferner eine Rolle bei der
Embryogenese gezeigt werden (Daniel et al. 2003). Eine vermehrte Expression von
PGRN ist zudem assoziiert mit einer gesteigerten Proliferation verschiedener solider
Tumoren (Toh et al. 2011).

Fir diese Arbeit von besonderem Interesse ist die Rolle, die PGRN im Immunsystem
spielt. So wurde in der Arbeit von Daniel et al. eine hohe Expression in
Mukosa-assoziiertem lymphatischem Gewebe von Darm und Lunge nachgewiesen,
die unabhangig von der Proliferation der Immunzellen ist. Zhu et al. und spater
Kessenbrock et al. beschrieben die anti-inflammatorische Wirkung von PGRN durch
Hemmung des TNF-a-abhangigen oxidativen Burst mit Freisetzung reaktiver
Sauerstoffspezies neutrophiler Granulozyten (Zhu et al. 2002; Kessenbrock et al.
2011). Wurden bisher zahlreiche Funktionen von PGRN nachgewiesen, so fehlte die
Klarung der Mechanismen, Uber die PGRN seine anti-inflammatorische Wirkung
vermittelt. Tang et al. konnten erstmals mithilfe eines yeast-two-hybrid Screenings die
hochaffine Bindung von PGRN an TNFR1 und TNFR2 nachweisen und mit
Ko-Immunoprazipitation bestatigen. PGRN konkurriert mit TNF-a um die Bindung an
TNFR1 und TNFR2 und inhibiert direkt TNFR1. Hingegen scheint PGRN TNFR2 zu

aktivieren, welcher Uber noch nicht vollstandig geklarte Signalwege eher
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anti-inflammatorisch wirkt (Li et al. 2014). Es wurde gezeigt, dass rekombinantes
humanes PGRN dosisabhangig an TNFR1 und TNFR2 bindet und auch die Bindung
von TNF-a an beiden Rezeptoren inhibiert; damit kam PGRN als endogener
Antagonist von TNF-a in Betracht. Bei der Untersuchung der Bindungsdomane von
PGRN entwickelte die Arbeitsgruppe um Tang Atsttrin (antagonist of TNF/TNFR
signaling via targeting to TNF receptors), ein Trimer aus jeweils der Halfte der
Granulinmotive F, A und C und Verbindungsdomanen. Die Rolle von PGRN als
endogenem Antagonisten von TNF-a wurde in vivo in einer Reihe von Mausmodellen
bestatigt (Zhu et al. 2002; Guo et al. 2012; Zhao et al. 2013; Egashira et al. 2013;
Kawase et al. 2013).

Tang et al. untersuchten die Wirkung von PGRN wund Atsttrin bei der
Kollagen-induzierten Arthritis (CIA), die der humanen rheumatoiden Arthritis (RA)
immunologisch und klinisch sehr ahnlich ist und daher ein geeignetes Modell fur die
RA darstellt. Die Gruppe der PGRN-defizienten Mause zeigte eine hdhere Inzidenz der
CIA, kurzere Latenz bis zum Krankheitsbeginn und klinisch signifikant vermehrte
Entzindungszeichen als die Kontrollgruppe. Rontgenologisch und histologisch fielen
vermehrte Gelenkdestruktionen durch floride Synovialitis und Pannusbildung auf.
Nach Zugabe von rekombinantem humanem PGRN an die PGRN-defizienten Mause
wurde eine vollstandige Remission induziert, Gelenkdestruktionen verhindert, und die
klinischen Anzeichen der Arthritis gingen vollstandig zuruck. Atsttrin konnte wie PGRN
und Etanercept das Fortschreiten der Erkrankung aufhalten und verhinderte am
effektivsten den Ausbruch der Krankheit (Tang et al. 2011).

Tang et al. wiesen nach, dass rekombinantes humanes PGRN und Atsttrin den
NF-kB- und MAPK-Signalweg hemmen. Diese Ergebnisse veranlassten Liu et al.
weitere TNF-Rezeptoren auf eine mdgliche Bindung mit PGRN und Atsttrin zu
untersuchen. Sie untersuchten alle TNF-Rezeptoren mit extrazellularen cysteinreichen
Domanen (CRD) und =zeigten, dass PGRN und Atsttrin direkt an DRS3
(syn.: TNFRSF25) binden und damit die proinflammatorische Wirkung von TL1A
inhibieren (Liu et al. 2014). Die Bindung von TL1A an DR3 und die nachgewiesene
Inhibierung durch PGRN/Atsttrin sind fur diese Arbeit vor allem interessant, da
Mutationen in TL1A mit erhdhter T-Zell-Aktivitdt und vermehrter Expression
proinflammatorischer Zytokine in intestinaler Mukosa sowie mit Entziindungen des

Dunndarms assoziiert sind (Meylan et al. 2011). PGRN ist ferner ein Cofaktor von



TLR9 zum einen bei der Erkennung von fremder CpG DNA und zum anderen bei deren

Eliminierung durch Makrophagen (Park et al. 2011).

2.2 Autoantikorper gegen PGRN

Autoimmunerkrankungen sind gekennzeichnet durch die Aufhebung der
Selbsttoleranz gegenulber koérpereigenen Strukturen. Die genauen Mechanismen, die
den Verlust der Selbsttoleranz bedingen, sind nicht abschlieBend geklart und
Gegenstand zahlreicher andauernder Forschung.
Um maglichst frih autoreaktive Lymphozyten zu eliminieren, durchlaufen T-Zellen zu
Beginn ihrer Reifung die positive und negative Selektion im Thymus. Die Eliminierung
autoreaktiver B-Zellen ist keinem bestimmten Organ zugeordnet, da durch die zufallige
Rekombination verschiedener V(D)J-Gensegmente im Knochenmark und der
somatischen Hypermutation in spateren Entwicklungstadien in den peripheren
lymphatischen Organen standig autoreaktive B-Zellen entstehen. Wardemann et al.
fanden heraus, dass ein Grofteil humaner pra-B-Zellen autoreaktiv ist (Wardemann et
al. 2003). Die Reifung zur immunkompetenten B-Zelle geht unter anderem mit einem
Verlust dieser autoreaktiven B-Zell-Rezeptoren vornehmlich durch drei Mechanismen
einher: Rezeptor-Editing, klonale Deletion und Anergie.
Beim Rezeptor-Editing kommt es in unreifen autoreaktiven B-Zellen zum
Rearrangement der Gene, die flr die leichten Ketten kodieren. Das tragt zur
Veranderung des B-Zell-Rezeptors bei und damit auch zur Chance auf verringerte
Autoreaktivitat (Gay et al. 1993; Tiegs et al. 1993).
Dieser Mechanismus findet wahrscheinlich vorrangig im Knochenmark statt und stellt
einen ersten wichtigen Kontrollpunkt in der Reifung der B-Zelle dar (Wardemann et al.
2003; Dorner & Lipsky 2005). Zeigt der veranderte B-Zell-Rezeptor weiterhin Affinitat
zu Autoantigenen, kann die B-Zelle noch frih in der Reifung in Apoptose gehen
(klonale Deletion, Nemazee & Burki 1989).
Anergie beschreibt die fehlende Stimulierbarkeit einer autoreaktiven B-Zelle durch das
Ziel-Autoantigen. Dieser Mechanismus ist einerseits potentiell reversibel, andererseits
fuhrt er zu einer erhdohten Apoptoserate der B-Zelle (Goodnow et al. 1988). In welchem
Ausmal} klonale Deletion und Anergie zur Beseitigung autoreaktiver B-Zellen
beitragen, ist noch unklar. Anergische B-Zellen kdnnen jedoch durch Ko-Stimuli neben
dem Autoantigen, beispielsweise im Rahmen einer Infektion, reaktiviert werden und
6



bergen so ein schwer einzuschatzendes Potential fur Autoimmunerkrankungen
(Merrell et al. 2006; Gauld et al. 2005).

Welche Autoantigene die B-Zelle erkennt, hangt zum einen mit dem Stimulus
zusammen, z.B. durch molekulares Mimikry oder einem Antigen, das der B-Zelle durch
Segregation normalerweise nicht zuganglich ist. Dazu kann es vorubergehend bei
massivem Zellzerfall oder fehlerhafter Apoptose kommen; bis zur Beseitigung und
Wiederherstellung der Integritat des Gewebes treten dann Autoimmunphanomene auf.
Zum anderen konnen korpereigene Proteine durch somatische Mutationen oder durch
ungewohnliche posttranslationale Modifizierungen in veranderter Form exprimiert
werden. Hierdurch werden sie vom Immunsystem haufig als fremd erkannt und werden
dann als Neoantigen bezeichnet. Bei einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen
besteht aber auch Reaktivitat gegen Antigene, die die B-Zelle physiologischerweise
permanent umgeben, und damit die Grundlage fur ein chronisch entzundliches
Geschehen liefern. Die Kenntnis von Autoantigenen ist ein wichtiger Schritt, um die
Pathomechanismen von Autoimmunerkrankungen zu verstehen und daraus neue
Therapiemoglichkeiten entwickeln zu konnen.

So sind beispielsweise anti-Neutrophilen-zytoplasmatische Antikorper (ANCA)
charakteristisch fur die Subgruppe der ANCA-assoziierten KleingefalRvaskulitiden und
definieren Krankheitsentitaten, die ahnliche Symptomatik hervorrufen und nahezu
identisch behandelt werden.

Mit dem Ziel, neue Autoantigene bzw. Autoantikorper bei Vaskulitiden zu finden,
wurden in  Vorarbeiten Seren von Patienten mit Vaskulitiden mittels
Macroproteinarrays gescreent (Thurner, Preuss, et al. 2013). Verwendet wurden
Proteinarrays der humanen cDNA Expressionsbanken Unipex1, Unipex2 und hEX1,
welche ursprunglich vom deutschen Ressourcenzentrum fur Genomforschung (RZPD)
hergestellt wurden. Die in E.coli TG1 rekombinant exprimierten Proteine der
cDNA-Bibliotheken sind auf den Arrays nach einem festgelegten Muster angeordnet.
Diese werden dann mit verdunnten und mit E. coli praadsorbierten Patientenseren
inkubiert und anschliefend durch ein ECL-System (enhanced chemiluminescence)
ausgewertet. Das Prinzip der Chemolumineszenz beruht auf der Bindung eines mit
Meerrettichperoxidase (horseradish, HRP) konjugierten Sekundarantikdrpers an
Autoantikorper der Patientenseren und die folgende Reaktion mit Wasserstoffperoxid
und Luminol. Die durch die Peroxidase katalysierte Reduktion von Wasserstoffperoxid
bewirkt den Ubergang von Luminol in das angeregte Dianion. Beim Ubergang dieses
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instabilen Intermediats in den Grundzustand wird Licht emittiert, welches mit einem
Film gemessen wird. Aufgrund der hohen Sensitivitat kbnnen auf diese Weise schon
geringe Mengen an Autoantikdrpern in den untersuchten Patientenseren
nachgewiesen werden (Thorpe & Kricka 1986). Untersucht wurden Seren von
Patienten mit ANCA-assoziierten KleingefalRvaskulitiden, Vaskulitiden der mittleren
und grolRen Gefalle, aullerdem Patienten mit systemischem Lupus erythematodes
(SLE) und rheumatoider Arthritis.

Insgesamt wurden sechs Autoantigene identifiziert, wobei davon allein
PGRN-Antikorper in allen Vaskulitisentitaten, bei SLE und RA mit groRer Haufigkeit
nachgewiesen werden konnten. Die neu identifizierten PGRN-Autoantikdrper waren
ausschlieRlich Antikdrper vom Typ 1gG (IgG1 und IgG2) deren Paratop sich gegen die
Aminosauren 12-112 des N-Terminus von PGRN richteten, was die Signalsequenz,
eine Verbindungsdomane und nahezu vollstandig das erste Granulinmotiv G umfasst.
Eine neutralisierende Wirkung der PGRN-Antikérper bei den untersuchten
Vaskulitiden, SLE und RA wurde durch signifikant verminderte PGRN-Plasmaspiegel
aller PGRN-Antikorper positiven Patienten nachgewiesen.

In einer folgenden Arbeit wurde das Vorkommen von PGRN-Antikorpern bei der
Psoriasis-Arthritis  (PsA) untersucht, einem Krankheitsbild der seronegativen
Spondylarthritiden (Thurner et al. 2013). PGRN-Antikdrper traten bei Patienten mit
PsA, nicht jedoch bei kutaner PsC (Psoriasis ohne Gelenkmanifestation) auf. Die
PGRN-Plasmaspiegel waren auch hier bei PGRN-Antikorper positiven Patienten
signifikant vermindert. PGRN-Antikorper sind somit keiner spezifischen
Autoimmunerkrankung zuzuordnen, sondern stellen sich bisher als allgemeiner

proinflammatorischer Autoantikorper dar.

2.3 Chronisch entzundliche Darmerkrankungen

Der Begriff der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) umfasst eine
Gruppe nicht-infektioser entzindlicher Erkrankungen des Verdauungstraktes
unterschiedlicher Charakteristika.

Unterschieden werden die makroskopischen Kolitiden mit den Hauptformen
Colitis ulcerosa und Morbus Crohn, von den mikroskopischen Kolitiden. Diese lassen

sich in die kollagene und die lymphozytare Kolitis unterteilen. Die wesentlichen



Unterschiede der beiden Hauptgruppen liegen im klinischen und morphologischen
Erscheinungsbild.

Wahrend Durchfélle bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Blutbeimengungen
enthalten konnen und die Diagnose endoskopisch in der Regel durch charakteristische
Schleimhautveranderungen gestellt werden kann, findet man bei den mikroskopischen
Kolitiden  charakteristischerweise =~ wassrige, nicht-blutige  Durchfalle.  Die
Darmschleimhaut ist endoskopisch unauffallig, weist hingegen histologisch
charakteristische Lasionen auf.

Die schon beschriebenen Enteropathie-assoziierten Arthritiden sind nur bei den
makroskopischen Formen bekannt, damit sind ausschliellich Colitis ulcerosa und

Morbus Crohn Gegenstand der folgenden Untersuchungen.

2.3.1 Epidemiologie

Die Epidemiologie chronisch entzundlicher Darmerkrankungen ist komplex und
gepragt von geographischen Unterschieden mit erheblichen Schwankungen.

So bestehen bei Inzidenz und Pravalenz ein Nord-Sud-, ein Ost-West- und ein
urban-rural-Gefalle, wobei Europa, dicht gefolgt von Nordamerika, die hdchste
Inzidenzrate mit bis zu 24,3 pro 100.000 fur Colitis ulcerosa und bis zu 12,7 far
Morbus Crohn und die hochste Pravalenzrate von bis zu 505 pro 100.000 fur
Colitis ulcerosa und 322 fur Morbus Crohn aufweist (Molodecky et al. 2012). Im
Vergleich dazu weisen Teile Asiens, des mittleren Ostens und Sudafrika ein deutlich
geringeres Krankheitsaufkommen auf. Insgesamt steigen die Inzidenz- und
Pravalenzzahlen  chronisch  entzundlicher = Darmerkrankungen  mit dem
Industrialisierungsgrad eines Landes, was auf relevante Umwelteinflisse verweist.
Deutschland weist fur Colitis ulcerosa eine Inzidenz von 3,10-4,97 und eine Pravalenz
von 44,4-100,9 auf. Morbus Crohn ist mit einer Inzidenz von 3,77-6,38 und einer
Pravalenz von 48,1-135,6 die haufigere Erkrankung verglichen mit Colitis ulcerosa.
Weltweit nimmt die Inzidenz seit rund 30 Jahren stetig zu (Molodecky et al. 2012). Zu
bedenken ist dabei jedoch die verbesserte Zuganglichkeit und Zunahme
diagnostischer Moglichkeiten der letzten Jahrzehnte, was eine Verzerrung der Daten
in unbekanntem Ausmal} bedeutet.

Inwiefern weitere Grolen wie Entwicklung eines Landes, Umweltfaktoren,
Lebensumstande, Zugehorigkeit zu bestimmten Bevodlkerungsgruppen zum Ausbruch

einer CED beitragen, ist in steter epidemiologischer Untersuchung.



Der Altersgipfel fur die Erstdiagnose chronisch entzundlicher Darmerkrankungen liegt
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, speziell die Colitis ulcerosa zeigt einen zweiten
kleineren Gipfel ab der 5. Dekade. Die Geschlechterverteilung ist ausgewogen
(Molodecky et al. 2012; Ordas et al. 2012).

2.3.2 Klinisches Erscheinungsbild

Bei der Colitis ulcerosa handelt es sich um eine kontinuierliche Entzindung und
Ulzeration der oberflachlichen Schleimhautschichten (Mukosa bis oberflachliche
Anteile der Submukosa) des Kolons. Die Ausbreitung beginnt immer im supraanalen
Rektum und kann sich kontinuierlich unterschiedlich weit nach oral bis zur
lleozbkalklappe (,Pancolitis ulcerosa“) erstrecken. Eine kurzstreckige Mitbeteiligung
des terminalen lleum kann vorkommen (sogenannte ,backwash ileitis“), ist aber
insgesamt selten und kann die Abgrenzung zum Morbus Crohn erschweren.
Leitsymptom sind blutige Durchfalle mit Schleimbeimengungen, aul3erdem bestehen
Abdominalschmerzen und Tenesmen vor der Defakation, Fieber kann bei
ausgepragten Befunden auftreten. Eine wichtige Komplikation der Colitis ulcerosa ist
das erhohte Risiko kolorektaler Karzinome welches mit dem Ausmal} der
Kolonbeteiligung und der Dauer der Erkrankung korreliert.

Der Morbus Crohn ist gekennzeichnet durch eine diskontinuierlich segmental
auftretende transmurale Entzindung des gesamten Gastrointestinaltraktes. In der
Mehrzahl liegen jedoch ein Befall des Kolon (Colitis Crohn), des lleum (lleitis Crohn)
oder Mischformen (lleocolitis Crohn) vor. Pathognomonisch sind das Auftreten von
Fisteln zu benachbarten Strukturen und insbesondere perianale Abszesse wie auch
Strikturen entlang des Darmtraktes. Abdominalschmerzen, Gewichtsabnahme und
meist nicht-blutige Durchfélle sind Leitsymptome, begleitet von Flatulenz und
moglicher geringgradiger Temperaturerhdhung. Die Schmerzen sind je nach
Befallsmuster Uberwiegend im rechten Unterbauch lokalisiert und von kolikartiger
Qualitat. Durch die 6dematds und fibrotisch verdickte Darmwand kdnnen bei der
klinischen Untersuchung druckschmerzhafte Resistenzen tastbar sein. Die
Auspragung und das Befallsmuster beider Erkrankungen kann durch die
Montreal-Klassifikation von 2005 (siehe Tabelle 1) beurteilt und operationalisiert

werden und ist bedeutsam fur Prognose und Therapieentscheidungen.
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Dabei ist bei Morbus Crohn wichtig, welche Strukturen des Gastrointestinaltraktes in
welcher Auspragung betroffen sind; bei der Colitis ulcerosa ist besonders die

Ausbreitung der Entzindung nach oral von Interesse (Silverberg et al. 2005).

Tabelle 1. Montreal-Klassifikation des Morbus Crohn und der Colitis ulcerosa (2005).

Morbus Crohn Colitis ulcerosa

A1 <16 Jahre bei Diagnose E1 Proktitis

A2 17-40 Jahre E2 Linksseitenkolitis
A3 >40 Jahre E3 Pankolitis

L1 terminales lleum

L2 Kolon

L3 lleokolon

L4 oberer Gl-Trakt
L4+ unterer GI-Trakt und distale Erkrankung

B1 nicht strikturierend, nicht penetrierend
B2 strikturierend

B3 intern penetrierend

B3p perianal penetrierend

Die Einschatzung der Krankheitsaktivitat ist initial bedeutsam fur die Wahl des
Therapieregimes und im Verlauf ein wichtiges Instrument zur Uberwachung des
Therapieerfolges.

Zur Bewertung der Aktivitat einer Colitis ulcerosa gibt es eine Vielzahl an Einteilungen
wie etwa die modifizierten Truelove und Witts-Kriterien (Truelove & Witts 1955), die
sich fur den klinischen Alltag eignen, den Mayo-Score (Schroeder et al. 1987), der in
klinischen Studien Anwendung findet oder die Einteilung, die im Rahmen der
Montreal-Klassifikation erarbeitet wurde (Silverberg et al. 2005) und die der

Datenerhebung dieser Arbeit zugrunde liegt (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2. Montreal-Klassifikation — Krankheitsaktivitat bei Colitis ulcerosa.

S0 Remission S1 mild S2 moderat S3 schwer
Stuhlgénge pro Tag asymptomatisch <4 >4 26 und
Blut im Stuhl nein mdglich vorhanden vorhanden
Puls - - keine oder > 90/min oder
Korpertemperatur minimale Zeichen > 37,5 °C oder
Hamoglobin systemischer < 10,5 g/dl oder
BSG Beteiligung > 30 mm/h

Abklrzungen: BSG - Blutsenkungsgeschwindigkeit, * keine Zeichen einer systemischen
Beteiligung

FUr die Beurteilung der Krankheitsaktivitdt des Morbus Crohn stehen der
Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) (Best et al. 1976) und der vereinfachte
Harvey-Bradshaw-Index zur Verfigung (Harvey & Bradshaw 1980). Der CDAI ist ein
ausfuhrlicher Aktivitatsindex, der vor allem Anwendung in prospektiven Studien findet,
und weniger fur den klinischen Alltag geeignet ist. Da diese Arbeit retrospektive Daten
verwendet, wurde die vereinfachte Einteilung des Konsensuspapiers der European
Crohn‘s and Colitis Organisation (ECCO) von 2010 angewandt, um die Patienten nach

den in Tabelle 3 aufgefihrten Merkmalen zu charakterisieren (van Assche et al. 2010).

Tabelle 3. ECCO-Konsensuspapier — Krankheitsaktivitat bei Morbus Crohn.

mild moderat schwer
Aquivalent CDAI 150-220 Aquivalent CDAI 220-450 Aquivalent CDAI > 450
z.B. ambulante Behandlung, @ z.B. wiederholtes Erbrechen z.B. Kachexie (BMI < 18

essen und trinken moglich, oder > 10 % kgm-2) oder Nachweis von
< 10 % Gewichtsverlust, Gewichtsverlust. Obstruktionen oder

keine Zeichen von Behandlung der milden Abszessen, fortdauernde
Obstruktion, Fieber, Erkrankung ineffektiv oder Symptome trotz intensiver
Exsikkose, abdominaler abdominale Resistenzen, Therapie.

Resistenzen oder keine offenkundige CRP deutlich erhoht.
Druckdolenz. Obstruktion.

CRP kann hoch normal oder = CRP erhoht.
leicht erhoht sein.

Oft ist die Symptomatik von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa nicht auf den
Verdauungstrakt begrenzt, extraintestinale Manifestationen konnen unabhangig vom
Schweregrad und Verlauf der Erkrankung auftreten. Dermatologische Manifestationen
wie Aphthen oder Pyoderma gangraenosum, okulare Manifestationen wie Uveitis,

muskuloskeletale = Manifestationen  wie  periphere  Arthritis und  axiale
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Spondylarthropathien kommen gehauft insbesondere bei Morbus Crohn vor. Hingegen
sind Manifestationen des hepatobiliaren Systems wie die
primar sklerosierende Cholangitis (PSC) meist mit einer Colitis ulcerosa assoziiert
(Uko et al. 2012). Davon abzugrenzen sind eine Vielzahl assoziierter
Autoimmunerkrankungen, die gehauft zusammen mit chronisch entziundlichen
Darmerkrankungen auftreten, dazu gehoéren beispielsweise Asthma bronchiale,
Psoriasis oder Multiple Sklerose (Baumgart 2009).

Akute Schibe oder ausgepragte Verlaufe beider Formen mit anhaltenden Durchfallen
und fehlendem Appetit gehen mit Mangelerscheinungen und Gewichtsverlust bis hin
zur Kachexie einher. Enteraler Blutverlust, Mangel an Vitamin B12 und Folsaure, wie
auch die chronische Entziindung selbst, sind mdgliche Ursachen einer Anamie im
Rahmen der CED.

2.3.3 Diagnostik

Erst durch die Zusammenschau klinischer, mikrobiologischer sowie bildgebender und
histologischer Untersuchungsbefunde kann die Diagnose einer chronisch
entzindlichen Darmerkrankung zuverlassig gestellt werden und die Differenzierung
zwischen Colitis ulcerosa und Morbus Crohn erfolgen. Da dies oftmals schwierig ist,
liegt bei der Suche nach neuen Markern und Methoden besonderes Augenmerk auf
der Eignung, beide Entitaten sicher zu unterscheiden.

Neben der Anamnese und der klinischen Untersuchung mit speziellem Augenmerk auf
extraintestinale Manifestationen mussen infektiose, toxische, vaskulare und maligne
Atiologien der Magen-Darm-Symptomatik ausgeschlossen werden.

Die lleokoloskopie mit Stufenbiopsien ist die Standarduntersuchung, um die Diagnose
stellen zu konnen; flr beide Erkrankungen existieren auRerdem endoskopische
Indices zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat (Dignass, Eliakim, et al. 2012; van
Assche et al. 2010).

Bei Verdacht auf Morbus Crohn muss daruber hinaus der gesamte Verdauungstrakt
nach Lasionen abgesucht werden. Der derzeitige Standard zur Untersuchung des
Dunndarms ist die Magnetresonanztomographie unter gleichzeitiger Verwendung von
intravendser und oraler Kontrastmittelapplikation, der sog. MR-Sellink. Die MRT ist das
sensitivste Verfahren zum Screening bei Verdacht auf schwere Verlaufe und
extraluminale Komplikationen wie Fisteln, Abszesse und Strikturen, sie wird jedoch

nicht als primares Diagnostikum empfohlen (van Assche et al. 2010). Die
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radiologischen Befunde konnen ein Bestandteil der Einschatzung der
Krankheitsaktivitat sein.

FUr chronisch entzindliche Darmerkrankungen gibt es neben den etablierten
Entzindungsparametern wie CRP und BSG verschiedene Biomarker, die zum einen
zur Differentialdiagnose und zum anderen zur Einschatzung der Krankheitsaktivitat
herangezogen werden kdnnen.

Anti-Neutrophilen-zytoplasmatische Antikérper wurden auch bei CED nachgewiesen
(Saxon et al. 1990) und zusammen mit anti-Saccharomyces-cerevisiae Antikdrpern
(ASCA) sind sie Anhaltspunkte fur die Differentialdiagnosen Colitis ulcerosa, mit
gehauftem Vorkommen von ANCA, und Morbus Crohn mit charakteristischen ASCA.
Fehlende standardisierte Nachweisverfahren der Antikorper flhren allerdings zu
grolRer Variabilitéat in den Angaben zum Vorkommen. Prideaux et al. zeigen dies in
einer systematischen Ubersichtsarbeit mit einer Pravalenz von 29-69 % der ASCA
beim Morbus Crohn und 0-29 % bei der Colitis ulcerosa. pANCA kommen mit einer
Haufigkeit von 6-38 % beim Morbus Crohn und 41-73 % bei der Colitis ulcerosa vor
(Prideaux et al. 2012).

Beide Antikorper haben damit eine zu geringe Sensitivitat, um als Screening zu dienen,
daher spricht die ECCO in ihrem Konsensuspapier keine Empfehlung fur die Erhebung
des Antikorperstatus als Routinediagnostik aus. Der Nachweis von Antikérpern zur
Diagnosestellung kann in der klinischen Praxis aber als Zusatzdiagnostik bei erschwert
zu klassifizierenden Kolitiden (,Colitis indeterminata®) erfolgen (Dignass, Eliakim, et al.
2012; van Assche et al. 2010).

Der momentan sensitivste Parameter zur Aktivitatsbeurteilung einer intestinalen
Entzindung ist der Nachweis von Calprotectin (S100A8/S100A9-Heterotetramer) im
Stuhl. Calprotectin-Konzentrationen korrelieren mit der endoskopisch erhobenen
Entzindungsaktivitdt und lassen so Ruckschlusse auf den Abheilungsgrad der
Mukosa und damit das Ansprechen auf die Therapie zu. Eine Unterscheidung
zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa ist allerdings nicht moglich (Smith & Gaya
2012).

Weitere fakale Marker wie Lactoferrin, Neopterin, S100A12 u.a. zeigen in Studien
vielversprechende Ergebnisse als Aktivitatsmarker und Instrument zur Einschatzung
des Therapieerfolgs. Allerdings sind diese Marker ebenso wie weitere serologische

Marker gegen Bakterienantigene derzeit Gegenstand der Forschung und nicht zur
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Anwendung im klinischen Alltag empfohlen, oder sie konnten sich bisher noch nicht
etablieren (Prideaux et al. 2012).

Ebenfalls als Zusatzdiagnostik kann die genetische Untersuchung auf
pradisponierende Varianten im NOD2-Gen bei Morbus Crohn erfolgen. Es handelt sich
dabei um die drei Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) ¢.3020insC (p < 0,001; OR
4,09 [95 % KI 3,23-5,18]), p.G908R (p = 0,001; OR 2,99 [95 % KI 2,38-3,74]) und
p.R702W (p < 0,001; OR 2,20 [95 % KI 1,84-2,62]) im NOD2-Gen, deren Auftreten mit
einer erhohten Wahrscheinlichkeit an Morbus Crohn zu erkranken einhergeht (Ogura
et al. 2001; Hugot et al. 2001; Cuthbert et al. 2002; Economou et al. 2004).

In  genomweiten Assoziationsstudien konnten zudem zahlreiche weitere
Suszeptibilitatsgene flir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa nachgewiesen werden
(Barrett et al. 2009).

Den Empfehlungen der ECCO zufolge ist von einer Genotypisierung im klinischen

Alltag abzusehen (Dignass, Eliakim, et al. 2012; van Assche et al. 2010).

2.3.4 Therapie

Das mittelfristige Therapieziel beider Erkrankungen st die steroidfreie
Remissionserhaltung, um Krankheits- und Therapiekomplikationen zu vermeiden. Es
stehen mit Glukokortikoiden, Antiphlogistika und Immunsuppressiva drei
Wirkstoffklassen zur Verfligung, die nach Stufenschemata eingesetzt werden. Die
Stufenschemata richten sich nach Schwere und Krankheitsverlauf und werden
unterschieden in Induktions- und Erhaltungstherapie. Zur Induktion einer Remission
kommen systemische oder topische Glukokortikoide oder 5-Aminosalicylate (5-ASA)
bei der Colitis ulcerosa in Betracht. Immunsuppressiva schlie®en sich oft der akuten
Behandlung zur Remissionserhaltung an, die mdglichst frei von Glukokortikoiden sein
sollte, um bekannte Langzeitschaden zu vermeiden (Baumgart 2009).

In der Behandlung des Morbus Crohn muss zwischen der Lokalisation und der
Schwere eines akuten Schubs unterschieden werden. Leichte bis mittelschwere
Auspragungen mit ileozOkaler Begrenzung koénnen als Induktionstherapie mit
topischen Glukokortikoiden wie Budesonid behandelt werden, ausgedehntere
Entzindungen mit oral oder intravenods applizierten systemischen Glukokortikoiden.
Aus der 5-ASA-Gruppe konnte eine Wirksamkeit von Mesalazin nicht eindeutig
nachgewiesen werden, die Anwendung von Sulfasalazin kann in der

Induktionstherapie des leichten bis mittelschweren ileozokalen Befalls erwogen
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werden. Bei einer lleocolitis Crohn erfolgt die Induktionstherapie mit systemischen
Glukokortikoiden. Parallel dazu sollte die Erhaltungstherapie mit Azathioprin,
6-Mercaptopurin oder Methotrexat aufgrund der Wirklatenz erwogen werden.

Far Mycophenolatmofetil, Tacrolimus und Ciclosporin liegt keine gesicherte Wirkung
in der Erhaltungstherapie vor. Allein Ciclosporin kann zur Remissionsinduktion
eingesetzt werden, fir Mycophenolatmofetil und Tacrolimus ist die Studienlage nicht
ausreichend, um eine Empfehlung aussprechen zu kénnen (Dignass et al. 2010).

Bei Versagen dieser immunsuppressiven Therapie kann der Einsatz von
TNF-a-Blockern in Erwagung gezogen werden, wobei die Tendenz dahin geht, die
sehr wirksamen TNF-a-Blocker insbesondere bei Morbus Crohn mit negativen
klinischen Pradiktoren wie Fisteln oder Strikturen frihzeitig einzusetzen, um
Spatkomplikationen zu vermeiden (Baumgart 2009; Dignass et al. 2010). Zur
TNF-a-Blockade eignen sich bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen die
monoklonalen Antikorper Infliximab und Adalimumab sowie das pegylierte
Fab-Fragment Certolizumabpegol, letzteres ist jedoch in der Europaischen Union nicht
zugelassen (Dignass et al. 2010). Etanercept, ein Fusionsprotein aus dem ldslichen
TNFR2 und dem Fc-Teil von IgG1, ist aufgrund mangelnder Wirkung nicht als Therapie
chronisch entzindlicher Darmerkrankungen indiziert (Sandborn et al. 2001).

Die Therapie der Colitis ulcerosa weist einige grundsatzliche Unterschiede zu der des
Morbus Crohn auf. Patienten mit leichter bis mittelschwerer Proktitis oder
Linksseitenkolitis  erhalten als Standardpraparat zur Remissionsinduktion
Aminosalicylate topisch oder bei unzureichender Wirkung systemisch und dann auch
in moglicher Kombination mit Glukokortikoiden, die Erhaltungstherapie kann ebenfalls
mit 5-Aminosalicylaten gefuhrt werden.

Schwere Verlaufe einer Linksseitenkolitis oder Pankolitis mussen stationar mit
systemischen Medikamenten behandelt werden. Zur Remissionsinduktion kann hier
neben systemischen Glukokortikoiden beispielsweise Infliximab eingesetzt werden.
Patienten mit schwerer Colitis ulcerosa, die eine intravendse Monotherapie mit
Glukokortikoiden nicht vertragen, konnen alternativ Calcineurininhibitoren wie
Ciclosporin oder Tacrolimus oder Infliximab erhalten.

Patienten mit steroidrefraktdarem oder -abhangigem Verlauf sollen zur
Erhaltungstherapie auf Azathioprin, 6-Mercaptopurin oder Infliximab eingestellt
werden (Baumgart 2009; Dignass, Eliakim, et al. 2012).
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Die Pharmakotherapie muss bei schweren Krankheitsverlaufen gegebenenfalls um
chirurgische Malnahmen erweitert werden. Dazu gehoéren Notoperationen bei
lebensbedrohlichen Komplikationen wie Perforation, refraktaren Darmblutungen oder
toxischem Megakolon. Indikationen zur elektiven chirurgischen Intervention sind bei
Morbus Crohn zurlckhaltend zu stellen, da der gesamte Gastrointestinaltrakt
diskontinuierlich befallen sein kann und chirurgisch keine Heilung erzielt wird. Bei
obstruierenden Strikturen und komplexen internen Fisteln soll maoglichst
darmerhaltend und im entzindungsfreien Intervall operiert werden, um Komplikationen
wie Kurzdarmsyndrom, Anastomoseninsuffizienzen und Infektionen zu vermeiden
(Dignass et al. 2010).

Anders verhalt es sich bei der Colitis ulcerosa, die durch die Proktokolektomie
chirurgisch geheilt werden kann; da hierbei eine vollstandige Proktokolektomie
erfolgen muss ist jedoch von einer Defektheilung zu sprechen. Das am haufigsten
angewandte Verfahren ist eine ein- oder mehrzeitige ilealanale Pouchanlage (IPAA),
die ebenfalls als elektive Operation erfolgen sollte, da die Operationsletalitat bei
Notoperationen deutlich steigt.

Die Therapie sollte bei refraktaren Verlaufen bei Colitis ulcerosa zugig eskaliert
werden, auch im Hinblick auf das Entartungsrisiko bei kontinuierlicher
Entzindungsaktivitat. Diesbezlglich sind regelmafige Kontrollendoskopien indiziert
bei Risikopatienten mit subtotaler und totaler Colitis ulcerosa, die seit acht Jahren
besteht oder mit Linksseitenkolitis, die seit 15 Jahren besteht (Hoffmann et al. 2004).

2.4 Pathophysiologie

Obwohl die Pathophysiologie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen nicht
abschlieend geklart ist, wurden in den letzten Jahren zunehmend grundlegende
Mechanismen entdeckt, die Teile der Krankheitsentstehung und den Verlauf als
chronische Autoimmunerkrankung erklaren. Zu diesen Pathomechanismen gehdren
die Stérung der intestinalen Barriere, veranderte Antigenerkennung und

Keimbeseitigung sowie eine dysregulierte Immunantwort.

2.4.1 Barrierestorung und verminderte bakterielle Clearance
Die wichtigste Aufgabe des Darm-assoziierten lymphatischen Gewebe (MALT) ist die

Unterscheidung zwischen der Vvielfaltigen physiologischen Bakterienflora und
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pathogenen Keimen, was eine besondere Form der Unterscheidung zwischen Selbst
und Fremd, beziehungsweise zwischen nicht gefahrlich und gefahrlich darstellt.

Dies wird zunachst gewahrleistet durch die Sekretion von Muzinen, die dem Epithel
aufliegend eine zahe Schleimschicht mit einem Gradienten von luminal hoher zu
epithelial geringer Keimbesiedelung bilden, um die Exposition exogener
Nahrungsmittelantigene und bakterieller Antigene zu reduzieren.

Zusatzlich sezernieren intestinale Epithelzellen, vor allem Paneth-Zellen des
terminalen lleums, zahlreiche antimikrobielle Enzyme und Peptide in die
Schleimschicht, von B-Zellen produziertes sekretorisches IgA bewirkt luminal die
Vernetzung von Antigenen und verhindert damit das Vordringen von Mikroorganismen.
Diese erste mechanische Barriere ist bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa durch
veranderte Expressionsmuster der Gene, die fur Muzine (MUC) codieren, und
veranderte posttranslationale Modifikation gestort. Es wurde nachgewiesen, dass
Muzine in ihrer Qualitdt und Anzahl vermindert sind, sodass die Schleimschicht
insuffizient wird und durchlassig fir Keime (Buisine et al. 2007; van Klinken et al.
1999). Bei Morbus Crohn konnte zudem eine gesteigerte Permeabilitat der
Tight Junctions der ilealen Mukosa auch im entzindungsfreien Intervall nachgewiesen
werden (Soéderholm et al. 2002).

Epithelien, dendritische Zellen und Makrophagen sind weiterhin mit den stark
konservierten Pattern Recognition Receptors (PRRs) des angeborenen
Immunsystems ausgestattet und konnen beispielsweise durch Toll-like Rezeptoren
(TLR) extrazellulare und durch Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like
Rezeptoren (NLR) intrazytosolische Antigene erkennen. Die aktive Aufnahme von
Antigenen findet aul3erdem in solitdren wie aggregierten Lymphfollikeln statt.

Das Follikel-assoziierte Epithel ist von M-Zellen durchsetzt, die stetig luminale
Antigene durch Transzytose in die Lamina propria bringen, wo sie prozessiert und
entweder toleriert werden oder eine Abwehrreaktion einleiten.

Zusatzlich kdnnen dendritische Zellen der Lamina propria direkt durch Zellfortsatze
luminale Antigene binden. Sowohl bei Morbus Crohn als auch bei Colitis ulcerosa
konnte beobachtet werden, dass die Anzahl dendritischer Zellen wahrend
entzindlichen Schuben deutlich erhéht ist und vermehrt TLR2 und besonders bei
Colitis ulcerosa TLR4 signifikant starker exprimiert wird (Ordas et al. 2012).

Die Aktivierung von Toll-ike Rezeptoren bewirkt durch die Sekretion

proinflammatorischer Zytokine, vermittelt durch den NF-kB- und
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MAP-Kinase-Signalweg, die Aktivierung von Makrophagen und dendritischen Zellen
wie auch eine gesteigerte Immigration neutrophiler Granulozyten, unreifer
dendritischer Zellen und von NK-Zellen durch Chemotaxis.

Eine erste genetische Komponente in der Pathogenese des Morbus Crohn konnte mit
der Beschreibung der drei assoziierten Einzelnukleotid-Polymorphismen ¢.3020insC,
p.G908R und p.R702W im NOD2-Gen nachgewiesen werden. Rund 30 % der
Patienten tragen eine der drei Varianten (Hugot et al. 2001; Ogura et al. 2001).
NOD-Proteine erkennen Teile von Peptidoglykanen, speziell NOD2 erkennt
Muramyl-Dipeptide, die Bestandteile der meisten bakteriellen Zellwande sind, und
wirkt damit als zellularer Sensor fur bakterielle Peptide.

Die Aktivierung von NOD2 und TLR bewirkt Uber den NF-kB-Signalweg in
Paneth-Zellen eine gesteigerte Sekretion antimikrobieller Peptide und in dendritischen
Zellen sowie in Makrophagen die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1,
IL-6 und TNF-a. Es konnte gezeigt werden, dass krankheitsassoziierte
NOD2-Genvarianten in Epithelzellen zu einer erhdhten Anfalligkeit fur intrazellulare
Bakterien und einer gesteigerten bakteriellen Translokationsrate fuhren. Im
Mausmodell ging eine mangelnde NOD2-Expression mit einer gesteigerten Anfalligkeit
fur die Entwicklung intestinaler Entziindungen (Kobayashi et al. 2005), sowie einem
Anstieg der Peyerschen Plaques einher, die zudem in ihrer Architektur verandert
waren (Barreau et al. 2007).

Lange Zeit war nicht klar, ob die beschriebenen Barrierestorungen primare
Pathomechanismen sind oder doch sekundar durch entzindliche Prozesse verursacht
werden. Durch genomweite Assoziationsstudien konnten inzwischen neben
NOD2-SNPs weitere Suszeptibilitatsgene fur Morbus Crohn wie die Autophagie-Gene
ATG16L1 (p <0,001; OR 1,28) und IRGM (p < 0,001; OR 1,33) identifiziert werden,
deren Einzelnukleotid-Polymorphismen ebenfalls (Targan & Shih 2009; Barrett et al.
2009) mit einer verminderten, bzw. gestorten Eliminierung von Keimen in
Zusammenhang stehen.

Das liefert Hinweise dafur, dass sowohl eine erhdhte Permeabilitat, eine verminderte
bakterielle Clearance und damit eine gestorte Integritat des intestinalen Epithels zu
den grundlegenden Pathomechanismen gehoéren. Diese fuhren 2zu einer
unphysiologischen und anhaltenden Antigenexposition gegenuber den Zellen des
Immunsystems in der Lamina propria, die in genetisch suszeptiblen Personen eine

chronische Entzindung etablieren und lokale Toleranzmechanismen beeintrachtigen.
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2.4.2 Dysregulation der Immunantwort

Ein wichtiger Bestandteil der immunologischen Homdostase des gesunden
Gastrointestinaltraktes ist das Zusammenwirken von Epithelzellen und dendritischen
Zellen (Fritz et al. 2008). Dendritische Zellen stehen in engem Kontakt mit dem
Follikel-assoziierten Epithel, und es gibt Hinweise darauf, dass dieser Kontakt die
dendritische Zelle im gesunden Darm in einem Ruhezustand gegenuber den
physiologischen Antigenen halt. Das bedeutet unter anderem, dass ruhende
dendritische Zellen IL-10 sezernieren und so einer Aktivierung von T-Zellen durch die
Prasentation luminaler Antigene entgegenwirken (Fritz et al. 2008).

FUr die Aktivierung naiver T-Zellen, die deren Differenzierung bewirkt, sind
wahrscheinlich  Signale  gleichermalen von  Toll-like  Rezeptoren und
NOD-like Rezeptoren notwendig (Fritz et al. 2008). Bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen konnte gezeigt werden, dass dendritische Zellen diesen
Ruhezustand durch den massiven Einstrom kommensaler Keime nicht
aufrechterhalten kdnnen. Sie leiten infolgedessen die T-Zell-Differenzierung ein und
sezernieren eine Vielzahl proinflammatorischer Zytokine wie TNF-qa, IFN-y, IL-6, IL-12,
IL-18 und IL-23 was zu einer ausgepragten Immunantwort fuhrt (Baumgart & Sandborn
2012). Darunter fallt auch die rasante Rekrutierung und andauernde Prasenz von
Leukozyten in der Lamina propria; bei Colitis ulcerosa ist beispielweise die Expression
des Chemokins CXCLS8 (IL-8) hochreguliert (Matsuda et al. 2009).

Um eine uberschiellende Immunreaktion zu verhindern, sind regulatorische T-Zellen
(Treg) und ihre Sekretion von IL-10 und TGF-3 von zentraler Bedeutung.

Tregs der Mukosa sind in gro3er Mehrheit FOXP3* und sowohl Zielzelle von IL-10, als
auch Produzenten dieses stark anti-inflammatorischen Zytokins. Die Deletion von
IL-10 im Mausmodell geht mit chronischer Enterocolitis einher. Obwohl eine
Assoziation von Einzelnukleotid-Polymorphismen im IL-10-Gen mit Morbus Crohn
nachgewiesen wurde, konnten bisher keine weiteren Defekte in der Funktion von
FOXP3* Treg ausgemacht werden, die die mangelhafte Fahigkeit zur Suppression der
Effektor-T-Zellen erklaren konnten (Neurath 2014; Wei, Zhang, Jian, et al. 2014).
Bezulglich der Aktivierung der dendritischen Zelle liegen beiden Erkrankungen ahnliche
pathogenetische Mechanismen zugrunde. Im weiteren Verlauf jedoch ist eine
TH1- und TH17-Zellen betonte Immunantwort mit granulomatésem Charakter
pathognomonisch fur Morbus Crohn, fur Colitis ulcerosa dagegen die Dominanz von
TH2-Zellen und NKT-Zellen.
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Bei Morbus Crohn entscheidet das Zytokinprofil der dendritischen Zelle Uber die
Differenzierung der naiven T-Zelle. Eine gesteigerte Sekretion von IFN-y und IL-12
fuhrt zur TH1-Zell-Reifung, IL-6 und TGF-B zur TH17-Zell-Reifung. Durch die
pathologische Antigenexposition in der Lamina propria einerseits und einer
mangelhaften Kontrolle durch regulatorische T-Zellen und anti-inflammatorische
Zytokine andererseits kommt es zu einem zunachst lokalen massiven Anstieg von
TH1- und TH17-Zellen. TH1-Zellen aktivieren durch Sekretion von IFN-y und
Lymphotoxin-a in hohem MalRe Makrophagen und tragen damit zur Entstehung von
Granulomen vom Sarkoidose-Typ bei, einem Epithelzellgranulom ohne zentrale
Nekrose, und verursachen so die charakteristischen transmuralen Gewebelasionen.
IL-17 und IL-23 sind zwei weitere wesentliche Zytokine in der inflammatorischen
Kaskade nicht nur intestinaler Entzindungen. IL-17 ist ein charakteristisches Zytokin
bei schweren Entzindungen im Rahmen von Autoimmunerkrankungen wie der
Multiplen Sklerose, Psoriasis und rheumatoiden Arthritis (Matusevicius et al. 1999;
Yamaguchi et al. 2007; Kagami et al. 2010). Es wird beim Eindringen von Pathogenen
oder Gewebeschaden zugig von inerten Immunzellen sezerniert, die Hauptquelle von
IL-17 sind jedoch TH17-Zellen (Cua & Tato 2010). IL-17 fordert die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten und ist zusammen mit TNF-a ein starker Induktor des
NF-kB-Signalwegs, was eine verstarkte und langer anhaltende Entzindungsreaktion
begunstigt, die dann auch Gewebeschaden verursacht (Gu et al. 2013). Nicht nur
IL-17, sondern auch die TH17-Zellzahl in der intestinalen Mukosa sind signifikant
erhoht bei Morbus Crohn, und Hinweise haufen sich, dass dieser Pathomechanismus
ebenso bei Colitis ulcerosa eine Rolle spielt (Gu et al. 2013; Kobayashi et al. 2008).
IL-23 greift nun mit ein in diese Entzindungskaskade, indem es die Sekretion von IL-17
durch TH17-Zellen, aber auch TNF-a, IL-6 und IFN-y steigert. Sezerniert von
aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen vermittelt IL-23 diese Wirkung Uber
IL-23-Rezeptoren auf aktivierten myeloischen Zellen und T-Zellen, vor allem aber Uber
den durch TGF-B und IL-6 induzierten IL23-Rezeptor auf TH17-Zellen. Zudem bewirkt
IL-23 die Expansion und Erhaltung von TH17-Zellen und gleichzeitig die Suppression
von regulatorischen T-Zellen (Kobayashi et al. 2008; Neurath 2014).

Die beschriebenen Mechanismen zeigen ein nur grobes Bild der Pathogenese und
sind nicht vollstandig. Zahlreiche weitere Signalwege sind involviert, jedoch lasst sich
mit dem heutigen Wissensstand sagen, dass hauptsachlich die beschriebenen
Pathomechanismen dem Morbus Crohn zugrunde liegen.
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In der Mukosa von Patienten mit Colitis ulcerosa herrscht ein Ungleichgewicht der
Effektor-T-Zellen hin zu TH2-Zellen (Ordas et al. 2012). Die Signale, die vom inerten
Immunsystem notwendig sind, um eine Differenzierung der naiven T-Zelle zur
TH2-Zelle zu induzieren, sind noch nicht ausreichend geklart.

Eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Colitis ulcerosa spielen NKT-Zellen,
eine Subpopulation der T-Zellen mit einem CD1d-Rezeptor zur Erkennung spezifischer
bakterieller Glykolipide. Ihre Aktivierung beruht auf der beschriebenen pathologischen
Antigenexposition im Rahmen der Barrierestorung und es folgt eine rasante Sekretion
groBer Mengen IL-4 und IFN-y, womit sie die Differenzierung einer atypisch
responsiven TH2-Zelle bewirken. TH2-Zellen exprimieren hier nur geringe Mengen an
IL-4, was vermuten |asst, dass sie ihr charakteristisches, eher anti-inflammatorisch
gepragtes Zytokinprofil wahrscheinlich nicht in wirksamem Ausmald sezernieren
(Neurath 2014).

Der wesentliche Entzindungsmechanismus wird von NKT-Zellen getragen, indem die
Sekretion von IL-4 zlgig ersetzt wird durch die Sekretion von IL-13. Intestinal wirkt
IL-13 vor allem auf Epithelzellen stark proinflammatorisch, es kann Apoptose
induzieren und die Proteinzusammensetzung von Tight Junctions verandern, was
wiederum zum Verlust der epithelialen Integritat fuhrt (Ordas et al. 2012; Heller et al.
2002; Heller et al. 2005).

Zusatzlich wirken NKT-Zellen selbst zytotoxisch auf Epithelien, und unter dieser Last
bricht die epitheliale Barriere zusammen, der vermehrte Einstrom von
Mikroorganismen erhalt die Entziindung und fuhrt so zu ausgedehnten Lasionen und
Ulzerationen. Im Gegensatz zu Morbus Crohn sind diese Lasionen kontinuierlich,
meist beginnend im Rektum, wo die groldte Bakterienlast mit bis zu
102 Organismen/g Stuhl herrscht (Wilson 2005). Dort aktivierte NKT-Zellen sorgen
dann fur einen Gewebeschaden, der sich kontinuierlich, und durch die Konzentration
auf die Epithelien, oberflachlich ausbreitet (Heller et al. 2002).

Auch hier gilt, dass die Darstellung nicht vollstandig ist und nur die grundlegenden
Mechanismen der Pathogenese der Colitis ulcerosa beschrieben werden. Uber das
Zytokinprofil der lokalen Immunzellen entscheidet im physiologischen Zustand die Art
des Erregers mit dem die Zellen in Kontakt kommen. Faktoren, in welche Richtung
dieses Zytokinprofil im Krankheitsfall verschoben wird, sind gegenwartig in
Erforschung und konnen heute teilweise durch die Barrierestorung in einem genetisch

vulnerablen Patienten erklart werden.
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Uber die Rolle der B-Zelle in der Pathogenese der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen wurde bisher vergleichsweise wenig berichtet. Jedoch konnte
gezeigt werden, dass sich zwar vermehrt B-Zellen im betroffenen Gewebe befinden,
die lokale IgA-Fraktion aber vermindert ist und anstatt IgA2, welches resistenter gegen
bakterielle Proteolyse ist, vermehrt IgA1 produziert wird. Weiterhin findet ein
Klassenwechsel zu IgG statt, sodass in der Mukosa viel mehr Antikoérper der Klasse
IgG gebildet werden. Dies kdnnte ein Anzeichen flr eine gesteigerte Beteiligung der
B-Zellen in der Auseinandersetzung mit der pathologischen Antigenexposition in der
Lamina propria sein (Brandtzaeg et al. 2006).

Im Serum nachweisbare Antikorper wie beispielsweise ASCA gehoéren sowohl der
Klasse IgA wie IgG an. Sie richten sich vor allem gegen bakterielle Bestandteile und
sind im klassischen Sinne keine Autoantikorper, da sie nicht gegen korpereigene
Strukturen gerichtet sind. Lediglich fur Colitis ulcerosa ist mit den pANCA und
Tropomyosin-Antikorpern das Vorkommen zweier klassischer Autoantikérper
beschrieben (Saxon et al. 1990; Geng et al. 1998). Nur selten kommen ANCA bei

Morbus Crohn vor.

2.4.3 TNF-a als zentraler Entzindungsmediator

TNF-a nimmt durch sein ubiquitares Vorkommen in proinflammatorischen
Signalkaskaden eine zentrale Rolle als Entziindungsmediator ein. TNF-a entsteht
unter anderem am Ende der NF-kB-Signalkaskade und bewirkt als Induktor von NF-kB
ein positives Feedback, wodurch es in grolen Mengen von aktivierten Makrophagen
und dendritischen Zellen gebildet wird. Weiterhin wird TNF-a von T-Zellen, vor allem
TH1-Zellen, Adipozyten und Fibroblasten gebildet und induziert in Epithel- und
Paneth-Zellen Nekroptose und Barriereschaden, wirkt proliferierend auf
Endothelzellen mit folgender Hypervaskularisation und ist Uberlebenssignal fur
Effektor-T-Zellen (Neurath 2014).

Die Schlusselrolle von TNF-a als Entzindungsmediator wurde auch mit dem
therapeutischen Durchbruch der gezielten TNF-a-Blockade gezeigt. Therapieversuche
mit anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10, IL-11 oder IFN-B verliefen ebenso
frustran wie die Blockade proinflammatorischer Mediatoren wie IFN-y oder IL-17A,
welches paradoxerweise die Entzindung bei Morbus Crohn verschlimmerte. TNF-a
wird als transmembranes Protein exprimiert und kann nach Spaltung durch die

Metalloproteinase = TNF-a-converting enzyme (TACE) sezerniert werden.
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TNF-a-Blocker wie Infliximab oder Adalimumab, die sowohl gegen
membrangebundenen wie |6slichen TNF-a gerichtet sind, erzielen nicht nur eine
klinische Besserung, sondern auch erstmalig ein endoskopisch nachweisbares
Abheilen der entzindeten Mukosa. Etanercept, welches gegen den loslichen TNF-a
gerichtet ist, zeigt keine Wirkung.

2.5 Fragestellung

Mit dem Nachweis von PGRN-Antikdrpern bei Patienten mit Enteropathie-assoziierter
Spondylarthritis stellte sich die Frage, ob diese Antikorper in Assoziation mit der
artikularen Beteiligung auftreten, oder ob mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa neben
Vaskulitiden, systemischem Lupus erythematodes und der Psoriasis-Arthritis bei zwei
weiteren Autoimmunerkrankungen Antikorper gegen Progranulin auftreten.

Periphere Arthritiden sowie axiale Arthropathien mit Sakroiliitis und Enthesitis zahlen
zu den extraintestinalen Manifestationen von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa,
zudem ist die Psoriasis eine assoziierte Autoimmunerkrankung. Ziel dieser Arbeit war
es, das Vorkommen von PGRN-Antikdrpern und einen moglicherweise durch sie
hervorgerufenen  pathogenetischen  Effekt bei  chronisch  entzindlichen
Darmerkrankungen zu untersuchen. Dabei war neben Haufigkeit der PGRN-Antikorper
und Bestimmung der Immunglobulinklasse wichtig, ob es Assoziationen zu klinischen
Merkmalen wie Schwere und Verlauf der Erkrankung, Alter bei Erstdiagnose,
Geschlecht, bestimmten medikamentdésen Therapien oder dem Auftreten anderer
Antikorper wie ANCA oder ASCA gibt. Eine weitere Frage war, ob durch den Nachweis
von PGRN-Antikdrpern der Einsatz der Pharmakotherapie optimiert werden kann oder
PGRN-Antikorper als Verlaufsparameter oder prognostische Marker verwendet
werden konnten. Zudem wurde untersucht ob sich PGRN-Antikorper als serologischer
Marker bei der zuweilen schwierigen Unterscheidung zwischen Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa eignen.

Neben diesen klinischen Fragestellungen sollte weiterhin untersucht werden, auf
welche Weise PGRN-Antikorper proinflammatorisch  wirken und  welche
pathogenetische Rolle sie damit bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen

spielen.
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3 Material und Methoden

3.1 Laborgerate

ELISA Lesegerat Victor? 1420
Multilabel Counter
Gefrierschrank -30 °C, -18 °C
Gefrierschrank -70 °C
Kuhlschrank

MACS® Zellseparator

Magnetruhrer MR 3001

PIPETMAN Pipette P2 und P10
Pipette Eppendorf Research 1000 pl
Pipette Eppendorf Reference 10 pl

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips
Typ 100 pl und 1000 pli

Schiuttler MS 1 Minishaker
Waage BP 3100 S

Wasseraufbereitungssystem
Millipore RiOs™

Western-Blot Gelkammer

Western-Blot Semi-Dry Transfer cell

Zentrifuge Multifuge 3S-R

3.2 Verbrauchsmaterialien

Wallac, Freiburg

Liebherr GmbH, Biberach an der Rif}
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Bosch GmbH, Stuttgart

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Heidolph Instruments, Schwabach
Gilson® S.A.S., Villiers-le-Bel
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen

Sartorius AG, Goéttingen
Merck Millipore, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

3.2.1 Immunologische und proteinchemische Materialien

96-Well ELISA-Platten, MaxiSorb
96-Well Platten, F-Form Tissue Culture

Nunc™, Langensebold

Nunc™, Langensebold
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CD4*CD25" Regulatory T Cell Isolation Kit
(human)

EZ4U Cell Proliferation Assay

Progranulin ELISA Kit (human)
PVDF-Membran
Kaninchen-anti-human-Actin IgG
Kaninchen-anti-Schaf-IgG Biotin-konjugiert
Kaninchen-anti-Ziege-lIgG Biotin-konjugiert
Maus-anti-human-FOXP3 IgG
Schaf-anti-human-1gG1 IgG
Schaf-anti-human-lgG2 IgG
Schaf-anti-human-1gG3 IgG
Schaf-anti-human-1gG4 IgG
Ziege-anti-human-1gG Biotin-konjugiert
Ziege-anti-human-IgG-Fc IgG
Ziege-anti-lgA-Fc IgG

Ziege-anti-lgM-5u IgG
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, HRP-konjugiert

Ziege-anti-Maus-lgG, HRP-konjugiert

Maus-anti-Flag-lgG1, M2 monoklonal

Progranulin, rekombinant human

Paratarg-7, rekombinant human
TNF-a, rekombinant human

HT-29-Zelllinie

WEHI-S-Zelllinie

Bromphenolblau

Dinatriumphosphat

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Biomedica, Wien

AdipoGen®, Schweiz

Merck Millipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich®, Steinheim
The Binding Site, Birmingham
Dianova GmbH, Hamburg
EXBIO, Prag

The Binding Site, Birmingham
The Binding Site, Birmingham
The Binding Site, Birmingham
The Binding Site, Birmingham
Dianova GmbH, Hamburg
Dianova GmbH, Hamburg
Dianova GmbH, Hamburg
Dianova GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Sigma-Aldrich®, Miinchen

José Carreras Zentrum, Homburg
AdipoGen®, Schweiz

José Carreras Zentrum, Homburg
PeproTech®, Hamburg

José Carreras Zentrum, Homburg
(ATCC-Nr. HTB-38™)

José Carreras Zentrum, Homburg
(DSMZ-Nr. ACC 25)

Sigma-Aldrich®, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
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ECL Reagenz

Gelatine 1,5 %
Glycerol 100 %
Glycin
Histopaque®-1077
Hydrogenchlorid 37 %

Methanol
Natriumbikarbonat
Natriumkarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat

o-Phenylendiamin

Streptavidin-Peroxidase

Tris

Tris HCI

Wasserstoffperoxid 30 %

Zitronensaure

New England Biolabs® GmbH,

Frankfurt a.M.

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich®, Steinhei
Sigma-Aldrich®, Steinheim
Sigma-Aldrich®, Steinheim

VWR® International GmbH,
Darmstadt

Sigma-Aldrich®, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich®, Steinheim
Sigma-Aldrich®, Steinheim
Roche, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Otto Fischar® GmbH & Co. KG,

Saarbricken

Sigma-Aldrich®, Steinheim

3.2.2 Ldsungen und Medien
Coating-Puffer

A 2,12 g Na2COs ad 100 ml a. dest
B 1,68 g NaHCOs ad 100 ml a. dest

—1,7mA+0,8mlB+7,5ml a. dest

TRIS Buffered Saline (TBS)
Verdunnungs- und Waschpuffer fur ELISA und Western Blot

8,78 ¢ NaCl
6,059 Tris HCI
149 Tris

ad 11 a. dest



POX-OPD-Entwickler

A 0,2 M Dinatriumphosphat - 2 H20
B 0,1 M Zitronensaure - 1 H20

10 ml Entwickler: 2,5 mlA+ 2,5 ml B + 5 ml a. dest + 1 Tabl. OPD + 5 pl H202 30 %

SDS-Probenpuffer 5x (Ladepuffer)

0,6 ml 1M Tris pH 6,8
2,5ml 100 % Glycerol

2 ml 10 % SDS

0,5 ml 2 % Bromphenolblau
3,9 mi a. dest

Lammli-Puffer 5x

144 g Glycin
30,34 g Tris
109 SDS
ad 21 a. dest

Transferpuffer fur Western Blot

0,3g Tris
1,44 g Glycin
20 ml Methanol

ad 100 ml a. dest
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3.3 Methoden

3.3.1 Studienteilnehmer

Blutproben von 71 Patienten mit Colitis ulcerosa und 141 Patienten mit Morbus Crohn
wurden in der gastroenterologischen Ambulanz der Klinik fur Innere Medizin Il des
Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg/Saar im Rahmen der
Routinediagnostik entnommen und mit schriftlicher Einverstandniserklarung der
Patienten aufbewahrt. Von insgesamt 19 Patienten wurden im zeitlichen Verlauf
mehrere Proben gesammelt. Patienten wurden als positiv fur PGRN-Autoantikorper
betrachtet, wenn in mindestens einer Probe Autoantikrper nachweisbar waren.
Blutproben gesunder Kontrollpersonen wurden mit ebenfalls schriftlicher
Einverstandniserklarung in der Universitatsklinik des Saarlandes/Homburg
entnommen. Samtliche Blutproben wurden bis zu ihrer Analyse bei -80 °C gelagert.
Aus den Patientenakten wurden retrospektiv jene klinischen Daten erhoben, die fur
eine Einteilung gemall der Montreal-Klassifikation flur Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa von 2005 relevant waren. Die Abschatzung der Krankheitsaktivitat
erfolgte fur Colitis ulcerosa durch die Montreal-Klassifikation von 2005 (Silverberg et
al. 2005), fur Morbus Crohn anhand der Empfehlungen des zweiten Konsensuspapiers
der ECCO zu Diagnose und Management des Morbus Crohn von 2010 (van Assche
et al. 2010; Dignass, Lindsay, et al. 2012).

Der Antikorperstatus der anti-Neutrophilen-zytoplasmatischen Autoantikérper und
zusatzlich der anti-Saccharomyces-cerevisiae Antikorper bei Morbus Crohn wurde
erhoben. Zudem war bei 22 Patienten mit Morbus Crohn das NOD2-Gen auf die drei
Crohn-assoziierten Einzelnukleotid-Polymorphismen untersucht worden (Appenrodt et
al. 2010; Zimmer et al. 2010).

Die durchgefuhrten Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der
Arztekammer des Saarlandes (Antrag N242/11) bewilligt und gemaR den Richtlinien

der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt.

3.3.2 Herstellung von rekombinantem PGRN im HEK293-Expressionssystem
und anti-PGRN-Fabs

In Vorarbeiten wurden das mittels Protein-Macroarray bei Vaskulitiden identifizierte
Antigen Progranulin und das als Zielantigen von Paraproteinen von

Plasmazell-Erkrankungen identifizierte  Paratarg-7 in einem  eukaryoten
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HEK293-Expressionssystem rekombinant hergestellt (Preuss et al. 2009; Thurner,
Preuss, et al. 2013).

Die aus einer cDNA-Bank stammenden Expressionsklone der kodierenden
Genabschnitte von PGRN und Paratarg-7 wurden kauflich erworben und mit einem
C-terminalen FLAG-tag versehen in einen pSFI-Vektor mit CMV-Promoter umkloniert.
Hiermit wurden dann HEK293-Zellen transfiziert. Flr die folgenden Immunoassays
wurde das ungereinigte Zelllysat verwendet, fir den Proliferationsassay und die
Untersuchung der FOXP3-Expression gereinigtes, rekombinantes FLAG-getaggtes
Progranulin. Die Reinigung erfolgte chromatographisch an einer
anti-FLAG-Affinitatsmatrix. Das Zelllysat wurde durch Zentrifugation geklart und 2 ml
davon zusammen mit 50 pl anti-FLAG Gelsuspension fur 30 min bei 4 °C inkubiert.
Durch Zugabe von 100 pl FLAG-Peptid Losung in einer Konzentration von 0,1 mg/ml
wurde das FLAG-getaggte Progranulin anschlieRend eluiert. Die Konzentration der
erhaltenen PGRN-L6sung lag bei 90 pug/ml.

Um anti-PGRN-Fabs mit spezifischer Reaktivitit gegen den N-Terminus von
Progranulin zu erhalten, wurde eine nicht immunisierte, halbsynthetische
Phagen-Bibliothek mit theoretisch 3,7 x 10'° Fabs mit einem N-terminal biotinyliertem
PGRN Peptid, das von Aminosaure 70 bis Aminosaure 91 reicht, gescreent (Haard et
al. 1999).

3.3.3 Progranulin-Antikorper-ELISA

Zum Screening der Patientenseren auf PGRN-Antikorper wird ein Sandwich-ELISA als
quantitativer Immunoassay eingesetzt. Dabei wird ein muriner anti-FLAG
Coatingantikdérper an die feste Phase gebunden. An den Antikérper bindet
rekombinant hergestelltes C-terminal FLAG-getaggtes PGRN. Nach Zugabe der
Patientenseren und zwischenzeitlichen Waschschritten kann der gesuchte
PGRN-Autoantikorper binden und anschlieRend durch einen Sekundarantikorper und
die chromogene enzymatische Umsetzung von o-Phenylendiamin photometrisch

detektiert werden.

Das Prinzip des Enzym-gekoppelten Immunoassays wurde 1971 parallel von zwei
Arbeitsgruppen in Frankreich (Avrameas & Guilbert 1971) und Schweden (Engvall &
Perlmann 1971) entwickelt und léste den bis dahin etablierten Radioimmunassay

(Berson et al. 1956) weitgehend ab. Verschiedene Assaykonzepte haben sich seitdem
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entwickelt, fir den Nachweis der PGRN-Antikorper wurde der Sandwich-ELISA
aufgrund seiner hohen Sensitivitat gewahlt.

Zunachst wurde als feste Phase eine hochadsorbierende 96-Well Mikrotiterplatte
gewahlt und mit murinen anti-FLAG-Antikorpern in einer Verdinnung von 1:2500 und
50 ul je Kavitat gecoatet und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Um in den folgenden
Schritten unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden mit 100 yl 1,5 %iger
Gelatine fur eine Stunde bei Raumtemperatur freie Proteinbindungsstellen geblockt.
Nach einem Waschschritt mit dreimal TBS wurden 50yl des C-terminal
FLAG-getaggten Progranulins in einer Konzentration von 10 pg/ml zupipettiert und bei
Raumtemperatur flir eine Stunde inkubiert, anschlieend folgte wieder ein
Waschschritt. Die Patientenseren wurden dann in einer Verdinnung von 1:100 zu je
50 ul den Kavitaten zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, der
Waschschritt wurde wiederholt.

Um eine Signalverstarkung zu erreichen, wurde als Sekundarantikdrper ein
biotinylierter Ziege-anti-human-lgG Antikorper in der Verdinnung 1:2500 und 50 pl je
Well eingesetzt. Nach einstindiger Inkubation und einem Waschschritt erfolgte die
Zugabe von 50 pl des mit Peroxidase konjugierten Streptavidins in einer Verdinnung
von 1:50000 fur 10 min. Nach einem letzten Waschschritt wurden 100 ul des Substrats
o-Phenylendiamin (POX-OPD-Entwickler) hinzu pipettiert und die Enzymreaktion nach
5—10 min mit HCI abgestoppt.

Die Messung der Absorption erfolgte photometrisch bei 490 nm mit einem Wallac
Victor? ELISA-Lesegerat. Jede Probe wurde doppelt bestimmt. Ein Absorptionswert
groler als der Mittelwert der Negativkontrollen plus der dreifachen

Standardabweichung galt als positiv.

3.3.4 Bestimmung der Progranulin-Antikorpertiter

Der Titer der PGRN-Antikorper wurde bei drei Patienten mit Morbus Crohn und bei
zwei Patienten mit Colitis ulcerosa bestimmt. Dazu wurden die Seren ES41, ES174,
ES191 (Morbus Crohn) und ES120, ES264 (Colitis ulcerosa) jeweils in Verdinnungen
von 1:100, 1:200, 1:400 bis 1:12800 mit oben beschriebenem Sandwich-ELISA

untersucht.

3.3.5 Bestimmung der Immunglobulinklassen und Immunglobulinsubklassen

Alle positiv fur PGRN-Antikorper getesteten Seren wurden zur Bestimmung der

Immunglobulinklassen und 1IgG-Subklassen erneut mit oben beschriebenem
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Sandwich-ELISA untersucht. Es wurden jeweils spezifische sekundare Antikorper
gegen den Fc-Teil humaner Immunglobuline und der IgG-Subklassen IgG1 bis 1gG4

eingesetzt.

Zur Bestimmung der Immunglobulinklassen wurde zum Nachweis der
Antikdrperklasse IgG als Sekundarantikorper biotinyliertes
Ziege-anti-human-IgG-Fc IgG in einer Verdunnung von 1:2500 verwendet. Fur den
Nachweis der Immunglobulinklassen IgA und IgM wurden unkonjugierte
Ziege-anti-IgA-Fc 1gG und Ziege-anti-IgM in einer Verdunnung von 1:2500 verwendet.
Dieser Assay bendtigte das Biotin-konjugierte Kaninchen-anti-Ziege-IgG als
zusatzlichen Tertiarantikorper. Fur die Charakterisierung der IgG-Subklassen dienten
als Sekundarantikorper Schaf-anti-human-lgG1 bis 1gG4 Antikorper und als
Tertiarantikorper biotinylierte Kaninchen-anti-Schaf-IgG jeweils in einer Verdunnung
von 1:5000.

Alle Ansatze wurden anschlieend entwickelt durch die Zugabe von Streptavidin-POX
1:50000 und des POX-OPD-Entwicklers. Die Absorption wurde bei 490 nm gemessen.

3.3.6 Progranulin-ELISA

Um den Effekt von PGRN-Antikorpern auf den PGRN-Plasmaspiegel zu untersuchen,
wurde dieser durch einen direkten quantitativen ELISA bestimmt (ELISA Kit
AdipoGen®).

Der ELISA wurde gemal der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Getestet wurden
Seren von sieben gesunden Kontrollpersonen (BA1, BA2, BA3, BA76, BA77, BAT7S,
BA79), sieben Patienten ohne PGRN-Antikérper (ED1, ED3, ED5, ED6, ED10, ED28)
und sieben Patienten mit Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa und PGRN-Antikérpern
(ED2, ED14, ED19, ED30, ED34, ED47, ED80). Die Patienten wurden entsprechend
ihrem Geschlecht, Alter, Krankheitscharakteristika und Therapieschema gematcht, um
Strukturgleichheit in den Gruppen zu erreichen. Der PGRN-Plasmaspiegel von
Patienten mit und ohne PGRN-Antikdrper wurde in Relation zum Median der gesunden

Kontrollgruppe, der als 100 % definiert ist, angegeben.

3.3.7 Proliferationsassay
Um den protektiven Effekt von PGRN auf TNF-a induzierte Zellschadigung wie auch
die neutralisierende Wirkung von PGRN-Antikérpern in Seren von Patienten mit

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa in vitro zu untersuchen und zu vergleichen, wurde
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ein TNF-a sensibler Proliferationsassay durchgefuhrt. Um mogliche Einflisse der
Seren auf die Viabilitdt der Zellen neben Progranulin oder PGRN-Antikdrpern
auszuschlielfen, wurde der Proliferationsassay ohne Zugabe von Serum mit
rekombinantem Progranulin, rekombinantem Paratarg-7 und rekombinanten
anti-human-PGRN-Fabs wiederholt. Der Proliferationsassay wurde ein weiteres Mal
durchgefuhrt um zu prifen, ob das im Labor des José Carreras Zentrums hergestellte
rekombinante Progranulin vergleichbare TNF-a antagonisierende Effekte zeigt wie

kommerziell verfugbares.

Der Proliferationsassay EZ4U basiert auf der Reduktion von Tetrazoliumsalzen zu
farbigen Formazanderivaten durch Dehydrogenasen, die im endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert sind. Da diese Reaktion vorrangig NAD(P)H-abhangig ist, weist
sie Uber das Redoxpotential indirekt die Glykolyserate metabolisch aktiver Zellen nach.
Zu einem geringen Anteil werden Tetrazoliumsalze in Mitochondrien auch durch
Succinat reduziert. Es wurde jedoch gezeigt, dass dieser Reaktionsweg vernachlassigt
werden kann und keinen Einfluss auf das Testergebnis hat. Damit ist die Reduktion
von Tetrazoliumsalzen ein Indikator fur die Zellproliferation und nicht wie bis dahin
angenommen fur die Zellatmung (Berridge et al. 1996). Der hier verwendete
Proliferationsassay wurde mit einer HT-29-Zelllinie durchgefihrt. Diese epitheliale
Zelllinie entstammt einem humanen kolorektalen Adenokarzinom, und
Untersuchungen zeigten, dass in diesen Zellen durch TNF-a die Sekretion von IL-8,
vor allem aber auch Apoptose induziert werden kann (Abreu-Martin et al. 1995),
weshalb sie sich flr den hier verwendeten Assay eignen.

4 x 10* HT-29-Zellen wurden in 96-Well-Zellkulturplatten mit 200 pl pro Well bei 37 °C
und 5 % CO:2 kultiviert. Es folgte die Zugabe des Serums eines PGRN-Antikorper
negativen (ES452) und PGRN-Antikorper positiven (ES15) Patienten mit
Colitis ulcerosa und ebenso Serum eines PGRN-Antikorper negativen (ES421) und
PGRN-Antikorper positiven (ES41) Patienten mit Morbus Crohn sowie jeweils das
Serum einer gesunden Kontrollperson (BA20).

Die Seren wurden in einer Verdunnungsreihe von 1:4 bis 1:512 hinzugegeben, parallel
dazu wurde allen Ansatzen TNF-a in einer Konzentration von 10 pyg/ml zugeflgt.
HT-29-Zellen ohne Zugabe von Serum oder TNF-a sowie mit alleiniger Zugabe von

TNF-a in einer Konzentration von 10 ug/ml dienten als Kontrollen.
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Die Patienten wurden nach den Kiriterien Geschlecht, Alter, Antikorperstatus
pANCA/cANCA und medikamentdser Therapie ausgewahlt, um Strukturgleichheit zu
erzeugen. Ausschlusskriterium war eine Therapie mit TNF-a-Blockern oder anderen
Biologika. Der Einfluss von vorhandenem, bzw. endogenem TNF-a in den
Patientenseren konnte aufgrund der kurzen Halbwertszeit von 20 min (Chapman et al.
1987) gegenuber der Halbwertszeit von 40 h von Progranulin (Tang et al. 2011)
vernachlassigt werden.

Nach 24 h Inkubation bei 37 °C wurden 20 ul des chromogenen Substrats zu jeder
Kavitat pipettiert. Dieses chromogene Substrat kann nur von vitalen Zellen mit intakten
Mitochondrien umgesetzt werden. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 450 nm.
Zum Ausschluss moglicher sonstiger Einflisse der Seren neben Progranulin und
PGNR-Antikorpern auf die Viabilitat der Zellen wurde der Proliferationsassay mit
rekombinantem  Progranulin  und rekombinantem Paratarg-7 aus dem
HEK293-Expressionssystem jeweils mit einer Konzentration von 250 ng/ml sowie mit
rekombinanten anti-human-PGRN-Fabs gegen den N-Terminus von Progranulin (Held
et al. 2007; Preuss et al. 2011) mit einer Startkonzentration von 2 pg/ml in einer
Verdinnungsreihe von 1:2 bis 1:128 wiederholt. Allen Ansatzen wurde wieder TNF-a
in einer Konzentration von 10 pg/ml zugegeben.

Um das im Labor des José Carreras Zentrums rekombinant hergestellte Progranulin
mit dem eines kommerziellen Anbieters (AdipoGen®) in seiner TNF-a
antagonisierenden Wirksamkeit vergleichen zu konnen, wurden WEHI-S-Zellen fur
den Proliferationsassay verwendet. Diese murine Fibroblasten-Zelllinie ist
hochsensitiv fur TNF-a vermittelte Zytotoxizitat (Espevik & Nissen-Meyer 1986). Das
rekombinante Progranulin entstammte in beiden Fallen einem
HEK293-Expressionssystem.

4 x 10* WEHI-S-Zellen/ml wurden mit TNF-a in einer Konzentration von 100 pg/ml und
dem jeweiligen rekombinanten Progranulin in einer Konzentration von 250 ng/ml flr
24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO inkubiert. Nach der Inkubation wurden 20 pl des

chromogenen Substrats zugefugt und die Adsorption bei 450 nm gemessen.

3.3.8 Auswirkung von PGRN und PGRN-Antikorpern auf die FOXP3-Expression
CD4+CD25hi regulatorischer T-Zellen

Das von CD4*CD25* Tregs exprimierte FOXP3 ist ein spezifischer Marker flr diese
T-Zell-Subpopulation und zeigt deren Aktivierung und Fahigkeit zur Suppression von

CD4* T-Effektorzellen an. In diesem Experiment wird die Wirkung von PGRN und
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PGRN-Antikorpern Uber den TNF-Signalweg auf CD4*CD25" Tregs anhand ihrer
FOXP3-Expression untersucht.

Zunachst wurden Blutproben von gesunden Kontrollpersonen mittels
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation fraktioniert, um die monozytaren Zellen des
peripheren Bluts (PBMCs) zu erhalten. Dazu wurde mit EDTA antikoaguliertes Vollblut
in einem Verhaltnis von 1:2 mit PBS verdunnt. Die Ficoll-Hypaque-Fertiglosung mit
einer Dichte von 1,077 g/ml wurde in gleicher Menge wie das verdunnte Blut vorgelegt,
mit der Blutprobe vorsichtig Uberschichtet und mit 400 g ohne Bremse fur 30 min
zentrifugiert.

CD4*CD25" Tregs wurden mittels eines humanen Isolationskits (Miltenyi Biotec) aus
der abpipettierten PBMC-Fraktion isoliert und in 96-Well Zellkulturplatten in einer
Konzentration von 5 x 10%/ml kultiviert. Es folgte die Zugabe von Etanercept in einer
Konzentration von 1 ug/ml, von rekombinantem PGRN und rekombinantem Paratarg-7
jeweils in einer Konzentration von 250 ng/ml. Rekombinantes PGRN und
rekombinante PGRN-Antikorper, rekombinantes Paratarg-7 und rekombinante
PGRN-Antikorper sowie rekombinantes PGRN und rekombinante
Paratarg-7-Antikorper (Preuss et al. 2011) wurden fir 30 min bei 4 °C vorinkubiert und
dann den Zellen zugeflgt.

PGRN und Paratarg-7 wurden in der oben genannten Konzentration verwendet, die
Antikorper in einer Konzentration von 1 pg/ml. Nach Zugabe der Proteine oder
Immunkomplexe wurden die Zellen fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Jedem dieser
Ansatze wurde anschlielend TNF-a in einer Konzentration von 50 ng/ml zugefigt und
uber Nacht abermals bei 37 °C inkubiert. Eine Kavitat wurde alleine mit
CD4*CD25" Tregs ohne Zugabe anderer Substanzen bestlickt.

Um die Expression von FOXP3 zu quantifizieren, wurde ein Western Blot durchgeflhrt.
W. Neil Burnett beschrieb 1982 erstmals, wie ein elektrophoretisch aufgetrenntes
Proteingemisch von einem Polyacrylamidgel auf eine Membran Ubertragen werden
kann und darauf einzelne Proteine des Gemisches identifiziert und auch quantifiziert
werden konnen (Burnette 1981). Die Bezeichnung des Verfahrens als Western Blot
erfolgte in Anlehnung an den von Edwin Southern 1975 entwickelten Southern Blot
(Towbin et al. 1979), bei dem nicht ein Proteingemisch, sondern DNA aufgetrennt und
Ubertragen wird.

CD4*CD25" Tregs wurden lysiert, die Lysate mit Ladepuffer versetzt, auf ein

10 % SDS-Polyacrylamidgel geladen und durch Elektrophorese aufgetrennt. Es
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erfolgte der elektrophoretische Proteintransfer auf eine PVDF-Membran durch einen
Semi-Dry-Blot. Nach dem Blocken der Membran mit 10 % Milch wurde diese mit
Maus-anti-human-FOXP3-IgG in einer Verdinnung von 1:1000 inkubiert. Als
Sekundarantikorper wurden HRP-konjugierte Ziege-anti-Maus-IgG verwendet.

Der parallele Nachweis von Aktin diente der Ladungsprobe, als Primarantikorper
wurden Kaninchen-anti-human-Aktin-IgG in einer Verdinnung von 1:1000 eingesetzt,
als Sekundarantikérper wieder HRP-konjugierte Ziege-anti-Kaninchen-lgG in einer
Verdunnung von 1:3000. Die Entwicklung erfolgte durch die Zugabe eines ECL
Reagenz.

3.3.9 Antikorperstatus und NOD2-Genvarianten

Im Rahmen der Routinediagnostik wurden perinukleare und zytoplasmatische
anti-Neutrophilen-zytoplasmatische Antikorper (pANCA/cANCA) durch indirekte
Immunfluoreszenz im Rheumatologischen Diagnostiklabor der Inneren Medizin | der
Universitatsklinik des Saarlandes nachgewiesen. Bei positiven oder nicht eindeutigen
Ergebnissen wurde zusatzlich ein ELISA zum Nachweis von MPO-ANCA und
Pr3-ANCA nach Herstellerangaben durchgefihrt und ausgewertet (Varelisa™ PR3
ANCA, Varelisa™ MPO ANCA).

Bei 33 Patienten mit Morbus Crohn wurde zusatzlich das Vorkommen von
anti-Saccharomyces-cerevisiae Antikorper (ASCA) im MVZ Prof. Seelig in Karlsruhe
untersucht. Bei 22 Patienten mit Morbus Crohn wurde das NOD2-Gen auf die drei
Crohn-assoziierten Genvarianten p.R702W, p.G908R und ¢.3020insC untersucht
(Appenrodt et al. 2010; Zimmer et al. 2010).

3.3.10 Statistik

Alle statistischen Auswertungen erfolgten unter Verwendung von SPSS Version 19.0
fur Windows. Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Auftreten von
PGRN-Antikorpern und klinischen Charakteristika, medikamentéser Therapie,
Antikérper- und NOD2-Status wurde der x2-Test oder der exakte Test nach Fisher
benutzt. Der Vergleich zwischen den PGRN-Plasmaspiegeln PGRN-Antikorper
positiver Patienten, PGRN-Antikorper negativer Patienten und gesunder Kontrollen
erfolgte durch den Mann-Whitney-U Test. Als statistisch signifikant wurde ein

p-Wert < 0,05 angenommen. Die Abbildungen 1-9 wurden mit R Version 3.3.1 erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der untersuchten Patienten

Alle Daten und klinischen Charakteristika wurden retrospektiv erhoben, Tabellen 4 und
5 zeigen diese im Detail. Das Geschlechterverhaltnis beider Gruppen war nahezu
ausgeglichen, das mediane Alter lag jeweils bei 41 Jahren. Schwere und Aktivitat der
Erkrankung wurden bei Morbus Crohn durch die Montreal-Klassifikation von 2005 und
das zweite Konsensuspapier der ECCO von 2010 eingeschatzt, bei der
Colitis ulcerosa durch die Montreal-Klassifikation von 2005 (van Assche et al. 2010;
Silverberg et al. 2005).

Bei beiden Erkrankungen wurde die Haufigkeit extraintestinaler Manifestationen und
assoziierter Autoimmunerkrankungen untersucht. Extraintestinale Manifestationen
kamen bei Morbus Crohn mit 18,2 % etwas haufiger vor als bei der Colitis ulcerosa mit
14,7 %. Dabei waren axiale Arthropathien und periphere Arthritiden die haufigsten
extraintestinalen Manifestationen bei Patienten mit Morbus Crohn. Bei Patienten mit
Colitis ulcerosa war am haufigsten das hepatobilidare System in Form einer PSC
mitbetroffen. Assoziationen zu anderen Autoimmunerkrankungen konnten haufiger bei
Patienten mit Colitis ulcerosa beobachtet werden. Hier trat in 7 % Asthma bronchiale
auf. In der Gruppe der Morbus Crohn Patienten traten bei insgesamt 4,4 % assoziierte
Autoimmunerkrankungen  (Multiple Sklerose, Psoriasis, Diabetes Typ| und
Asthma bronchiale) auf.

Zusatzlich wurde die spezifische Pharmakotherapie der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen zum Zeitpunkt der Probenentnahme untersucht. Verordnungen
aufgrund von Komorbiditaten wurden nicht berucksichtigt. Es befanden sich 91,5 %
der Morbus Crohn Patienten und 88,7 % der Colitis ulcerosa in medikamentoser

Therapie.
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Tabelle 4. Klinische Charakteristika der Morbus Crohn Patienten.

Merkmal

Patienten

Patienten mit Verlaufsproben
Alter Median (Min; Max)
Alter bei Erstdiagnose
Mittelwert (Min; Max)
Geschlecht

Montreal-Klassifikation von 2005
Alter bei Erstdiagnose

e A1

e A2

e A3
Lokalisation

o |1

o |2

e L3

o L4

° L4+
Auspragung (Behaviour)

e B1

e B2

e B3

e B3p

Anzahl [n]

(glltige Prozente [%])

141
12; 8,5 %
41 (12; 70)

25 (7; 70)

mannlich: 61 (43,3 %)
weiblich: 80 (56,7 %)

20 (16,4 %)
87 (71,3 %)
5(12,3 %)

32 (24,8 %)
27 (20,9 %)
62 (48,1 %)
1(0,8 %)
7 (5,4 %)
8 (27,9 %)
6 (55,9 %)
6 (26,5 %)
28 (20,6 %)

Abschétzung der Krankheitsaktivitdt nach ECCO 2010

e Remission

e mild

e mittel

e schwer
Resektion
extraintestinale Manifestation

e axiale Arthropathie
periphere Arthritis
Pyoderma gangraenosum
Erythema nodosum
PSC

e cholangiolare Manifestation
assoziierte Autoimmunerkrankungen

e Multiple Sklerose

e Psoriasis

e Asthma bronchiale

o Diabetes mellitus Typ |
medikamentdse Therapie

e Aminosalicylate

e topische Steroide

e systemische Steroide

e Immunsuppressiva

e TNF-a-Blocker
NOD2-Mutationsstatus

o Wildtyp homozygot

e 3020insC

e pG908R

] pR702W

29 (32,6 %)
30 (33,7 %)
9 (10,1 %)

21 (23,6 %)

75 (54,7 %)

50 38,2 %)

(

41 (

33 (25.2 %)
(41,7 %)
(26,1 %)
10 (50 %)
4 (20 %)

3 (15 %)

3 (15 %)

fehlende Daten [n]

25

23

12

52

10
10
10

121
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Tabelle 5. Klinische Charakteristika der Colitis ulcerosa Patienten.

Merkmal

Patienten

Patienten mit Verlaufsproben
Alter Mittelwert (Min; Max)
Alter bei Erstdiagnose
Mittelwert (Min; Max)
Geschlecht

Montreal-Klassifikation von 2005
Ausdehnung (Extent)

e E1

o E2

e E3
Schweregrad

e Remission

e S1

e S2

e S3
Resektion

extraintestinale Manifestation

e axiale Arthropathie

e periphere Arthritis

e Pyoderma gangraenosum und

Erythema nodosum

e PSC
assoziierte Autoimmunerkrankungen

e Asthma bronchiale
medikamentdse Therapie

e Aminosalicylate
topische Steroide
systemische Steroide
Immunsuppressiva
TNF-a-Blocker

Anzahl [N]
glltige Prozente [%]

71
79,9 %
41 (18; 80)

30 (10; 70)
mannlich: 37 (52,1 %)
weiblich: 34 (47,9 %)

9 (15,3 %)
15 (25,4 %)
35 (59,3 %)

36 (63,2 %)
2 (3,5 %)

8 (14,0 %)
11 (19,3 %)

6 (9,0 %)
2(2,9 %)
2 (2,9 %)
1(1,4 %)

6 (8,4 %)

5 (7 %)

fehlende Daten [N]

12

15

WWWWwo
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4.2 Screening der Patientenseren auf PGRN-Antikorper,
Titerbestimmung und Bestimmung der Immunglobulinklassen

Es wurden insgesamt 234 Seren auf das Vorkommen von PGRN-Antikorpern
untersucht, davon 154 von Patienten mit Morbus Crohn und 80 von Patienten mit
Colitis ulcerosa. In 23 Seren von Patienten mit Morbus Crohn und in 15 Seren von
Patienten mit Colitis ulcerosa konnten PGRN-Antikorper nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 1). PGRN-Antikorper kamen sowohl bei Morbus Crohn (p < 0,001) als auch
bei Colitis ulcerosa (p < 0,001) signifikant haufiger vor als bei gesunden Kontrollen.
Dagegen zeigte sich kein signifikant haufigeres Auftreten von PGRN-Antikérpern bei
Morbus Crohn gegenuber Colitis ulcerosa (p = 0,388). Als statistisch signifikant wurde
ein p-Wert von <0,05 angenommen. Von insgesamt 19 Patienten waren
Verlaufsproben vorhanden, diese Patienten wurden als positiv fir PGRN-Antikorper

gewertet, wenn in mindestens einer Probe Antikorper nachweisbar waren.
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Abbildung 1. Vorkommen von PGRN-Antikorpern bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Das Balkendiagramm zeigt das Vorkommen von PGRN-AK bei 141
Patienten mit Morbus Crohn und 71 Patienten mit Colitis ulcerosa im Verlauf der Erkrankung.
Es wurden 97 gesunde Kontrollpersonen auf das Vorkommen von PGRN-AK getestet.
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Mit dem x2-Test, bzw. dem exakten Test nach Fisher, wurden Assoziationen zwischen
allen klinischen Charakteristika und dem Auftreten von PGRN-Antikdrpern untersucht.
Es konnten fur beide Erkrankungen keine statistisch signifikanten Zusammenhange
zwischen dem Alter bei Erstdiagnose, Lokalisation und Ausbreitung, der
Krankheitsaktivitat und strikturierendem oder fistulierendem Verlauf speziell bei
Morbus Crohn und dem Auftreten von PGRN-Antikérpern nachgewiesen werden. Es
konnten weiterhin keine Assoziationen zwischen medikamentdser oder chirurgischer
Therapie oder dem NOD2-Status belegt werden.

Bei beiden Erkrankungen wurden bei Patienten mit Verlaufsproben haufiger
PGRN-Antikorper nachgewiesen. So zeigten bei Patienten mit Morbus Crohn 6 von 12
Patienten mit Verlaufsproben eine Serokonversion, hingegen waren nur 17 von 129
Patienten mit einer Einzelprobe seropositiv fur PGRN-Antikorper [6/12 (50 %) versus
17/129 (13,2 %); p = 0,005]. Ahnliche Ergebnisse zeigten die 7 Verlaufsproben der
Patienten mit Colitis ulcerosa von denen 3 im Verlauf seropositiv waren im Gegensatz
zu 12 seropositiven Proben von 64 Einzelproben [3/7 (42,9 %) versus 12/64 (18,6 %);
p =0,158).

Fur die Titerbestimmung wurden PGRN-Antikorper positive Seren von zwei Patienten
mit Colitis ulcerosa (ES120 und ES264) und drei Patienten mit Morbus Crohn (ES41,
ES174 und ES191) zufallig ausgewahlt. Die Titer lagen zwischen 1:800 bis 1:3200,
siehe dazu Abbildung 2.

Die Bestimmung der Immunglobulinklassen und IgG-Subklassen ergab eine Haufigkeit
von 71,1 % fur 1gG1, 2,6 % fur IgG2 und 26,3 % fur IgA. Das Vorkommen von
PGRN-Antikorpern der Klasse IgA war bei Morbus Crohn mit 26,1 % und mit 26,7 %
bei Colitis ulcerosa annahernd identisch (siehe Abbildung 3).
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Verdinnung der Seren
Abbildung 2. Titerbestimmung der PGRN-Antikorper bei Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa. Das Diagramm zeigt die Absorption bei A = 450 nm der sieben Seren jeweils

in der gegebenen Verdunnungsreihe. PGRN-AK waren hier bis zu einer Verdinnung von
1:3200 nachweisbar.
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Abbildung 3. Inmunglobulinklassen und IgG-Subklassen der PGRN-Antikorper. Alle auf
PGRN-AK positiv getesteten Seren wurden hier erneut untersucht, die Balken zeigen die
Haufigkeit der Immunglobulinsubklassen von IgG und der Immunglobulinklassen IgA und IgM.
PGRN-AK sind meist Antikoérper der Klasse IgG1.

4.3 Auftreten der PGRN-Antikorper im Vergleich mit dem Auftreten von
ANCA und ASCA

Von 127 Patienten mit Morbus Crohn und 65 Patienten mit Colitis ulcerosa wurde der
Antikdrperstatus mit pANCA und cANCA erhoben (siehe Tabelle 6). 4 Patienten mit
Colitis ulcerosa waren positiv fur pANCA und 7 Patienten fir cANCA.
PGRN-Antikorper kamen bei Colitis ulcerosa jeweils haufiger vor als pANCA
[4/65 (6,2 %); p = 0,0135] und cANCA [7/65 (9,9 %); p = 0,0101] und auch haufiger als
pANCA und/oder cANCA [9/65 (13,8 %), p = 0,266]. Das Auftreten von ANCA ist bei
Morbus Crohn seltener als bei Colitis ulcerosa (siehe Abbildung 4). Mit nur einer
positiven Probe fir pANCA kommen PGRN-Antikérper signifikant haufiger vor
(PANCA: 1/127 (0,8 %); p < 0.001; cANCA: 0/127 (0 %); p < 0,001).
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29 Seren von Patienten mit Morbus Crohn wurden auf das Vorkommen von ASCA

untersucht, dabei waren 14 Proben positiv. ASCA treten damit haufiger auf als

PGRN-Antikorper (14/29; p <0,001), ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten

beider Antikorper konnte nicht beobachtet werden. PGRN-Antikorper traten nicht in

signifikanter Haufung mit ASCA bei Morbus Crohn oder ANCA bei Colitis ulcerosa auf.

Tabelle 6. Antikdrperstatus bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa.

Anzahl [n] (glltige Prozente [%])

Morbus Crohn

cANCA negativ
pANCA negativ
ASCA negativ
Colitis ulcerosa

cANCA negativ
pANCA negativ

cANCA und/oder pANCA negativ

fehlende Daten [n]

: 127 (100 %); positiv: 0 (0 %) 14
: 126 (99,2 %); positiv: 1 (0,8 %) 14
: 15 (51,7 %); positiv: 14 (48,3 %) 112

: 58 (81,7 %); positiv: 7 (9,9 %) 6
: 61 (93,8 %); positiv: 4 (6,2 %) 6
: 56 (86,2 %); positiv: 9 (13,8 %) 6
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Abbildung 4. Vorkommen von PGRN-Antikorpern und ANCA bei Colitis ulcerosa. Das
Balkendiagramm zeigt die Haufigkeit von PGRN-AK und ANCA im Verlauf der Erkrankung.
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4.4 Progranulin-ELISA

Ein quantitativer PGRN-ELISA wurde durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob
PGRN-Antikorper eine Auswirkung auf den Plasmaspiegel von Progranulin haben
(siehe Abbildung 5). Es konnte ein signifikant verminderter PGRN-Plasmaspiegel bei
PGRN-Antikorper positiven Patienten mit CED (n=7) im Vergleich mit
PGRN-Antikorper negativen Patienten mit CED (n=7; Mann-Whitney-U-Test:
p <0,001) und gesunden Kontrollpersonen (n = 7; Mann-Whitney-U-Test: p < 0,001)
beobachtet werden. Hingegen gab es keinen signifikanten Unterschied des
PGRN-Plasmaspiegels zwischen PGRN-Antikorper negativen Patienten und

gesunden Kontrollpersonen (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,456).
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Abbildung 5. Relativer PGRN-Plasmaspiegel. Verglichen wurden der PGRN-Plasmaspiegel
PGRN-AK positiver (n =7) und negativer (n =7) Patienten mit CED mit sieben gesunden
Kontrollpersonen (n = 7).

45



4.5 Proliferationsassay

Um die Wirkung von Progranulin und PGRN-Antikérpern auf TNF-a vermittelte
Zellschadigung zu untersuchen, wurde ein Proliferationsassay durchgefuhrt.
HT-29-Zellen konnten nach Inkubation mit TNF-a allein und mit TNF-a und Paratarg-7
als Kontrolle nur geringe Mengen des chromogenen Substrats umsetzen, was sich
durch die geringere Absorption der jeweiligen Zellkulturen in der photometrischen
Messung ableiten lasst. Dieses Ergebnis zeigt die proliferationshemmende Wirkung
von TNF-a auf HT-29-Zellen.

Die Hinzugabe von Seren von gesunden Kontrollpersonen und von
PGRN-Antikorper-negativen Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa flhrte
zu einer klaren Abschwachung des proliferationshemmenden Effektes von TNF-a auf
die HT-29-Zellen.

Diesen Effekt fuhrten wir auf die Wirkung des PGRNs zurtick. Der protektive Effekt des
PGRNs war in Seren von Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa ahnlich
stark ausgepragt und konnte bis zu einer Verdinnung von 1:64 beobachtet werden
(siehe Abbildungen 6 und 7). Dagegen war dieser Effekt durch Hinzugabe von Seren
von Patienten mit neutralisierenden PGRN-Antikorpern deutlich abgeschwacht.
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Abbildung 6. Einfluss des PGRN-Antikorperstatus von Colitis ulcerosa Seren auf die
Zellproliferation von HT-29-Zellen im TNF-a-Assay. Die Abbildung zeigt die Absorption des
Proliferationsassays mit HT-29-Zellen bei A = 450 nm. Je hdher der Wert der Absorption, desto
hoher ist die Umsetzung des chromogenen Substrates (Tetrazolium zu Formazan) durch
metabolisch aktive Zellen. In diesem TNF-a induzierten Assay zeigt PGRN einen protektiven
Effekt, der durch PGRN-AK bei Colitis ulcerosa neutralisiert wird.
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Abbildung 7. Einfluss des PGRN-Antikorperstatus von Morbus Crohn Seren auf die
Zellproliferation von HT-29-Zellen im TNF-a-Assay. Die Abbildung zeigt die Absorption des
Proliferationsassays mit HT-29-Zellen bei A = 450 nm. Seren gesunder Kontrollpersonen und
PGRN-AK negativer Patienten mit Morbus Crohn wirkten der TNF-a induzierten
Proliferationshemmung entgegen. Dieser Effekt wird durch PGRN-AK bei Morbus Crohn
neutralisiert.

Um mogliche sonstige Einflussfaktoren des Serums abgesehen von Progranulin bzw.
PGRN-Antikorpern auszuschlieen, wurden weiterhin Zellen mit rekombinantem
PGRN, rekombinantem Paratarg-7 als Kontrolle und anti-PGRN-Fabs gegen den
N-Terminus von PGRN inkubiert. Hierbei konnte die protektive, TNF-a
antagonisierende Wirkung von PGRN abermals durch eine hohe Rate an metabolisch
aktiven Zellen direkt belegt werden. Dieser protektive Effekt konnte durch die Zugabe
rekombinanter anti-PGRN-Fabs aufgehoben werden (siehe Abbildung 8).

Im Vergleich der TNF-a antagonisierenden Wirkung waren sowohl das im Labor des

José Carreras Zentrums hergestellte rekombinante PGRN wie auch kommerziell
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erhaltliches PGRN (AdipoGen®) wirksam, wobei das selbst hergestellte rekombinante
PGRN einen starkeren Effekt zeigte (siehe Abbildung 9).

1,4 —+— TNF-a
-4 - TNF-a + rekombinantes Paratarg-7
—eo— TNF-a + rekombinantes PGRN + anti-PGRN-Fabs
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Verdiinnung anti-PGRN-Fabs

Abbildung 8. Einfluss von rekombinantem PGRN und anti-PGRN-Fabs auf die
HT-29-Zellproliferation. Die Abbildung zeigt die Absorption des Proliferationsassays mit
HT-29-Zellen bei A =450 nm. Eine geringe Absorption und damit geringe Proliferation der
Zellen weisen die Ansatze mit TNF-a allein und TNF-a und Paratarg-7 als rekombinantem
Kontrollprotein auf. Die Zugabe von rekombinantem PGRN zeigt im Gegensatz dazu durch
den hohen Farbumschlag eine hohe Zellproliferation und damit eine protektive Wirkung des
PGRNSs an. Diese protektive und TNF-a antagonisierende Wirkung des rekombinanten PGRNs
kann durch die Zugabe von anti-PGRN-Fabs bis zu einer Verdinnung von 1:64 wieder
aufgehoben werden.
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Abbildung 9. Anti-inflammatorische Wirkung von kommerziellem und nicht
kommerziellem rekombinantem PGRN. Die Abbildung zeigt die Absorption des
Proliferationsassays mit WEHI-S-Zellen bei A =450 nm. Verglichen wird hier das
anti-inflammatorische Potential des im José Carreras Zentrum hergestellten rekombinanten
PGRN mit dem eines kommerziell verflgbaren rekombinanten PGRN (AdipoGen®).

4.6 Auswirkung von PGRN und PGRN-Antikorpern auf die
FOXP3-Expression CD4*CD25" regulatorischer T-Zellen

Es wurde die TNF-a induzierte FOXP3-Expression von CD4*CD25" Tregs nach
Inkubation mit Etanercept, rekombinantem PGRN, rekombinantem Paratarg-7,
rekombinanten anti-PGRN-Fabs und rekombinanten anti-Paratarg-7-Fabs mittels
Western Blot untersucht (siehe Abbildung 10).

Die alleinige Zugabe von TNF-a zu den Zellen zeigte eine Herabregulation der
FOXP3-Expression. Rekombinantes PGRN wirkte diesem Effekt durch TNF-a in
ahnlich starkem Malie wie Etanercept entgegen und eine vermehrte Expression von
FOXP3 konnte beobachtet werden. Durch Zugabe von PGRN-Fabs wurde die
antagonisierende Wirkung von Progranulin inhibiert, nicht jedoch durch die Zugabe
von Paratarg-7-Fabs. Paratarg-7 als Kontrollprotein hatte keinen Einfluss auf die
Expression von FOXP3.
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Abbildung 10. Bestimmung der FOXP3-Expression von CD4'CD25" Tregs im
Western Blot. Untersucht wurde die Expression von FOXP3 in CD4*CD25" Tregs in einer
Konzentration von 5 x 10/ml nach Zugabe von 1 keiner weiteren Substanz, 2 TNF-a
(50 ng/ml), 3 TNF-a und Etanercept (1 ug/ml), 4 TNF-a und rekombinantem PGRN
(250 ng/ml), 5 TNF-a und rekombinantem Paratarg-7 (250 ng/ml), 6 TNF-a, rekombinantem
PGRN und rekombinanten anti-PGRN-Fab (1 pg/ml), 7 TNF-a, rekombinantem Paratarg-7 und
rekombinanten anti-PGRN-Fab, 8 TNF-a, rekombinantem PGRN und rekombinanten
anti-Paratarg-7-Fab (1 pg/ml). Der Nachweis von Aktin diente der Ladungskontrolle im
Western Blot.
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5 Diskussion

5.1 PGRN-Antikorper bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen

Mit dieser Arbeit wurde das Vorkommen von PGRN-Antikdrpern bei chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen untersucht. PGRN-Antikdrper konnten bei 16,3 %
der Patienten mit Morbus Crohn und bei 21,1 % der Patienten mit Colitis ulcerosa
nachgewiesen werden. Keiner der fur PGRN-Antikorper positiv getesteten Patienten
mit Morbus Crohn wies bis zum Zeitpunkt der Probenahme axiale oder periphere
Arthropathien auf und nur bei einem PGRN-Antikdrper seropositiven Patienten mit
Colitis ulcerosa lag eine axiale Arthropathie vor. Damit kommen PGRN-Antikorper
neben Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises auch unabhangig von
artikularer Beteiligung bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa vor.

Von 12 Patienten mit Morbus Crohn und 7 Patienten mit Colitis ulcerosa lagen eine
oder mehrere Verlaufsproben vor. Im Falle von Morbus Crohn war bei Patienten mit
Verlaufsproben das Auftreten von PGRN-Antikorpern signifikant erhoht gegenuber
Patienten mit einer Einzelprobe (p =0,005). Unter der Annahme, dass
PGRN-Antikorper voribergehend auftreten kdnnen, ware es in einer weiterfihrenden
Arbeit interessant, eine groRere Patientenzahl Uber einen langeren Zeitraum
regelmalig auf das Auftreten von PGRN-Antikorpern zu untersuchen, um maogliche
Serokonversionen beobachten und deren Ursachen und gegebenenfalls klinischen
Einfluss untersuchen zu kdnnen.

Ein weiterer Faktor, der die gezeigte Haufigkeit der PGRN-Antikorper in dieser Arbeit
beeinflusst, ist die selektierte Gruppe von Patienten einer Hochschulambulanz mit
vermehrt schweren Verlaufen und einer hohen Rate an immunsuppressiver Therapie.
Im Falle der Patienten mit Morbus Crohn befanden sich zum Zeitpunkt der
Probenahme 91,5 % unter medikamentdser Therapie, darunter 28,7 % mit
TNF-a-Blockern. Patienten mit Colitis ulcerosa befanden sich zu 88,7 % unter
medikamentoser Therapie, darunter erhielten 11,1 % TNF-a-Blocker.

Der Frage nach verandertem Vorkommen verschiedener Antikorper unter
immunsuppressiver Pharmakotherapie gingen Prideaux et al. in einer Metaanalyse
nach (Prideaux et al. 2012). In nur wenigen Arbeiten zu diesem Thema wurde bei
Morbus Crohn beobachtet, dass der ASCA-Status wahrend einer Therapie mit

Steroiden oder Mesalazin stabil bleibt (Teml et al. 2003), ebenso wahrend und nach
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einer Induktionstherapie mit Infliximab (Lonnkvist et al. 2009; Landers et al. 2002). Die
Frage nach der Serokonversion bei PGRN-Antikdrpern unter immunsuppressiver
Therapie kdnnte durch eine prospektive Arbeit untersucht werden.

Die Titer der PGRN-Antikorper bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa lagen mit bis zu
1:3200 im Bereich der Vaskulitiden, des systemischen Lupus erythematodes und der
rheumatoiden Arthritis (Thurner, Preuss, et al. 2013; Thurner, Zaks, et al. 2013).

Bei der Untersuchung der Immunglobulinklassen und IgG-Subklassen zeigte sich,
dass PGRN-Antikorper meist Immunglobuline der IgG1-Subklasse sind. Die Dominanz
der IgG-Fraktion allgemein, und speziell von IgG1, wurde auch von Kett et al. in
Gewebeproben entzindlicher Darmabschnitte von Patienten mit Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa nachgewiesen (Kett et al. 1987). PGRN-Antikorper, die bei
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises nachgewiesen wurden, waren
ausschlieBlich vom Typ IgG1, 1gG2 und 1gG3 mit einer starken Pradominanz der
IgG1-Subklasse (Thurner, Preuss, et al. 2013; Thurner, Zaks, et al. 2013). Im
Gegensatz dazu konnten wir bei den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
gehauft PGRN-Antikorper vom Typ IgA nachweisen, was stark fur eine Beteiligung der

B-Zellen der intestinalen Mukosa spricht.

5.2 Kilinische Bedeutung der PGRN-Antikorper

Bei der Colitisulcerosa sind mit pANCA (Saxon et al. 1990) und
Tropomyosin-Antikorpern (Geng et al. 1998) zwei klassische Autoantikorper bekannt.
Seibold et al. untersuchten Kreuzreaktionen zwischen intestinalen Bakterien und
humaner Myeloperoxidase, sodass pANCA im Rahmen molekularer Mimikry gebildet
werden konnten (Seibold et al. 1998). Fur pANCA konnten keine Assoziationen mit der
Krankheitsaktivitdt oder dem Ausmal} der Erkrankung beobachtet werden (Saxon et
al. 1990; Bansi et al. 1996).

Tropomyosin-Antikorper traten Uberwiegend gegen die Tropomyosin Isoform 5 (hTM5)
auf und fuhrten in vitro zur Ablagerung des Komplementfaktors C3b mit
anschlielender Lyse von Epithelzellen (Ebert et al. 2009). Da diese Ablagerungen
ausschlieBlich in Dickdarmproben von Patienten mit Colitis ulcerosa nachgewiesen
wurden, koénnten anti-hTM5 Autoantikdrper fur Colitis ulcerosa pathogenetisch

relevant sein.
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FUr Morbus Crohn konnten bisher keine klassischen Autoantikorper identifiziert
werden, die eine pathogenetische Rolle spielen. ANCA wurden in nur geringer
Haufigkeit und unabhangig von Aktivitat und Ausmal} der Erkrankung nachgewiesen,
samtliche andere Antikorper sind gegen bakterielle Antigene gerichtet und stellen
damit keine klassischen Autoantikorper dar (Prideaux et al. 2012; Bansi et al. 1996).
Neben dem Nachweis von PGRN-Antikérpern als klassischem Autoantikérper bei
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die
Untersuchung von Assoziationen zwischen dem Auftreten von PGRN-Antikdrpern und
klinischen Charakteristika. Eine Einschrankung in der Aussagekraft der folgenden
Ergebnisse ist jedoch bedingt durch die geringe Zahl der flir PGRN-Antikérper positiv
getesteten Patienten; fir Morbus Crohn sind es 23 und flr Colitis ulcerosa 15. Um
belastbarere Ergebnisse zu erhalten, mussten die Untersuchungen zu Assoziationen
zwischen dem Auftreten von PGRN-Antikorpern und klinischen Charakteristika in einer
weiterfihrenden Arbeit mit einer groReren Anzahl PGRN-Antikdrper positiver
Patienten durchgeflhrt werden.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse sind PGRN-Antikorper nicht geeignet als
prognostischer Marker, da kein Zusammenhang zwischen ihrem Auftreten und der
Aktivitat der Erkrankung, schwierigen Verlaufen wie strikturierende und/oder
fistulierende Verlaufe bei Morbus Crohn oder notwendigen chirurgischen
Interventionen beider Erkrankungen gezeigt werden konnte.

Weder fur Morbus Crohn noch fur Colitis ulcerosa konnte das Auftreten von
PGRN-Antikorpern zudem mit der Lokalisation und dem Ausmal® der Erkrankung,
sowie extraintestinalen Manifestationen und assoziierten Autoimmunerkrankungen in
Verbindung gebracht werden. Damit sind PGRN-Antikorper bis zu diesem Zeitpunkt
als Verlaufsparameter ungeeignet, wobei auch hier mehr Verlaufsproben notwendig
waren, um solidere Ergebnisse zu erhalten.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von PGRN-Antikérpern und
bestimmten medikamentdsen Therapien beobachtet werden. Der
PGRN-Antikorperstatus konnte klinisch dennoch in Zukunft interessant werden, da die
Zunahme an Biologika, deren Einsatz mit hohen Jahrestherapiekosten einhergeht,
eine zielgerichtete Therapie notwendig macht und damit zuktinftig die vorhergehende
Bestimmung des Antikdrperstatus und relevanter Genmutationen rechtfertigen wirde,

um eventuell eine pradiktive Aussage fur den Erfolg bestimmter Therapien zu erhalten.
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Zum jetzigen Zeitpunkt ist dieses Vorgehen nicht empfohlen (Dignass, Eliakim, et al.
2012; van Assche et al. 2010).

Hinsichtlich der Frage, ob PGRN-Antikorper diagnostisch relevant sind, wurden
Assoziationen zu ANCA und ASCA untersucht. PGRN-Antikorper kommen nicht
gehauft mit pANCA/cANCA bei Colitis ulcerosa oder ASCA bei Morbus Crohn vor,
jedoch kommen PGRN-Antikdrper bei Colitis ulcerosa haufiger vor als pANCA, und
PANCA und cANCA zusammen. Hingegen wurden bei Morbus Crohn ASCA haufiger
nachgewiesen als PGRN-Antikorper. Aufgrund des Vorkommens von
PGRN-Antikorpern bei beiden Erkrankungen sowie Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises sind sie nicht als spezifischer differentialdiagnostischer Marker
geeignet. Sie kdnnten aber durchaus bei der Differenzierung zwischen infektidser

Enteritis und chronisch entzundlicher Darmerkrankung helfen.

5.3 PGRN als endogener TNF-a-Blocker und Wirkung der
PGRN-AnNtikorper

Die Rolle von PGRN als endogenem TNF-a-Blocker wurde inzwischen in einer Vielzahl
von Arbeiten beschrieben. Die Klarung des Mechanismus, Uber den PGRN wirkt,
gelang Tang et al. Die Arbeitsgruppe identifizierte PGRN als hochaffinen Liganden flr
TNFR1 und 2, der mit TNF-a um die Bindungsstelle konkurriert (Tang et al. 2011).
Zudem wurde nachgewiesen, dass PGRN TNF-a vermittelte Signalwege inhibiert und
damit in vivo stark anti-inflammatorisch bei Kollagen-induzierter und
anti-Kollagen Antikorper induzierter Arthritis wirkt (Tang et al. 2011). Dieses Ergebnis
wurde zunachst von Chen et al. und Etemadi et al. infrage gestellt, da sie die
Interaktion von PGRN mit TNFR1 und 2 nicht bestatigen konnten (Chen et al. 2013;
Etemadi et al. 2013). Die Bindung ist aufgrund der komplexen Faltung durch die
Vielzahl an Disulfidbricken des PGRNSs nicht einfach nachzuweisen, konnte jedoch in
den folgenden Arbeiten bestatigt werden. PGRN bindet an CRD2 und CRD3 von
TNFR1 und 2 (Jian et al. 2013), diese Domanen sind auch fur die Bindung von TNF-a
essentiell (Sfikakis & Tsokos 2011). Die Bindung von PGRN an TNFR2 zeigte in einem
weiteren  Mausmodell  anti-inflammatorische  Effekte  bei  einer  durch
Lipopolysaccharide induzierten akuten Lungenschadigung (Guo et al. 2012) und eine
verbesserte Heilungsrate von Knochendefekten (Zhao et al. 2013). Li et al. fanden
heraus, dass die PGRN/TNFR2-Interaktion eine wichtige Rolle bei der Regulation der

55



zellularen Antwort auf ER-Stress spielt. PGRN verstarkt die Antwort auf fehlerhaft oder
ungefaltete Proteine im endoplasmatischen Retikulum durch Aktivierung des
Erk1/2- und Akt-Signalwegs, verhindert jedoch die durch ER-Stress induzierte
Apoptose. Diese Funktion von PGRN wird nur Uber die Aktivierung von TNFR2
vermittelt, nicht tber TNFR1 (Li et al. 2014).

DarlUber hinaus bestatigten Liu et al. die Bindung von Atsttrin an TNFR1 und 2 und
konnten Atsttrin als inhibitorischen Liganden fir DR3 (TNFRSF25), einem weiteren
Rezeptor der TNF-Rezeptor-Superfamilie, identifizieren. Atsttrin, wie auch PGRN,
inhibierte die durch TL1A vermittelten Effekte nach Bindung an DR3. Die mogliche
Bedeutung der PGRN/DR3-Interaktion fir die Pathogenese der chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen wird in 5.4 genauer diskutiert. So wird bis zu diesem
Zeitpunkt angenommen, dass PGRN uber die Inhibierung von TNFR1 und DR3 und
die Aktivierung von TNFR2 seine TNF-a, bzw. TL1A antagonisierenden Effekte
vermittelt. Die Untersuchung der Bindung von PGRN an verschiedene Rezeptoren war
nicht Gegenstand dieser Arbeit, jedoch wurde die TNF-a antagonisierende Wirkung
von PGRN direkt und indirekt durch Neutralisierung der Wirkung durch
PGRN-Antikorper nachgewiesen.

In dem in dieser Arbeit verwendeten Proliferationsassay wurde die
proliferationshemmende Wirkung von TNF-a auf murine WEHI-S-Zellen durch Zugabe
von rekombinantem PGRN inhibiert. Diese, Uber die Hemmung von TNF-a vermittelte,
anti-inflammatorische und antiapoptotische Wirkung von PGRN, konnte wiederum
durch die Zugabe von rekombinanten anti-PGRN-Fabs aufgehoben werden.
Anti-PGRN-Fabs neutralisierten die Wirkung von PGRN bis zu einer Verdunnung von
1:8 vollstandig und wirkten damit proinflammatorisch. Der Proliferationsassay wurde
mit rekombinantem PGRN, das im Labor des José Carreras Zentrums hergestellt
wurde, durchgefuhrt und zusatzlich mit kommerziell erwerblichem rekombinanten
PGRN von AdipoGen®. Bei der Kontroverse um die Bindung von PGRN an TNFR1
und 2 vermuteten Liu et al., dass eine korrekte Faltung des PGRN essentiell ist, um
die Interaktion mit den TNF-Rezeptoren zu untersuchen und nicht alle kommerziellen
Anbieter dies gewahrleisten. Die Ergebnisse unseres Proliferationsassays konnten mit
kommerziell verfiigbarem PGRN (AdipoGen®) reproduziert werden.

Der Proliferationsassay wurde auch mit Seren von Patienten mit Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa durchgefuhrt. Die hemmende Wirkung von TNF-a auf die Proliferation
der in diesem Ansatz verwendeten HT-29-Zellen wurde durch Zugabe von Serum von
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Patienten ohne PGRN-Antikorper antagonisiert. Dieser anti-inflammatorische Effekt
zeigte sich deutlich verringert durch Zugabe von Serum von Patienten mit
PGRN-Antikorpern. PGRN-Antikorper hatten einen ebenso proinflammatorischen
Effekt wie die anti-PGRN-Fabs im Proliferationsassay.

Von Bedeutung ist hier zudem die Untersuchung des PGRN-Plasmaspiegels von
Patienten mit und ohne Antikérper gegen PGRN. Die neutralisierende Wirkung von
PGRN-Antikorpern konnte eindeutig belegt werden, da alle untersuchten seropositiven
Patienten einen stark verminderten PGRN-Plasmaspiegel im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen und Patienten ohne PGRN-Antikorper aufwiesen. Aufgrund dieser
Ergebnisse ist anzunehmen, dass PGRN-Antikdrper Uber die Verringerung des
PGRN-Plasmaspiegels pathogenetisch wirksam sind.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass Etanercept bei rheumatischen
Erkrankungen erfolgreich eingesetzt wird (Moreland 1997; Weinblatt et al. 1999),
nicht aber bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (Sandborn et al. 2001).
O'Toole et al. beschrieben zudem 443 Falle einer neu aufgetretenen chronisch
entzundlichen Darmerkrankung unter Therapie mit Etanercept bei einer rheumatischen
Grunderkrankung (O’'Toole et al. 2016). Das Fusionsprotein Etanercept besteht aus
dem Fc-Teil von IgG1 und dem I6slichen TNFR2. Im Gegensatz zu monoklonalen
Antikdrpern wie Infliximab oder Adalimumab, die spezifisch TNF-a binden, kénnte an
Etanercept neben TNF-a auch PGRN binden, da PGRN mit einer um ein Vielfaches
hoheren Affinitat an TNFR2 bindet als TNF-a (Tang et al. 2011). Bei Patienten mit
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa ist sowohl die Expression von TNF-a (Atreya et al.
2011), als auch die Expression von PGRN in entzindetem intestinalem Gewebe
gesteigert (Wei, Zhang, Jian, et al. 2014). Der vermutliche Abfall des PGRN-Spiegels
verursacht durch Etanercept, ginge mit einem Uberwiegen der proinflammatorischen,
TNF-a vermittelten Effekte einher und koénnte in genetisch pradisponierten Patienten
die Entwicklung von Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa beschleunigen. Diese

Vermutung muss allerdings noch experimentell bestatigt werden.

5.4 Bedeutung der PGRN-Antikorper in der Pathogenese chronisch
entzundlicher Darmerkrankungen

Die TNF-a antagonisierenden Effekte von PGRN zeigen dessen Bedeutung im
Rahmen entzundlicher Prozesse und indirekt die Bedeutung von PGRN-Antikdrpern
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durch ihre neutralisierende Wirkung. In diesem Abschnitt wird nun diskutiert, Gber
welche Mechanismen PGRN-Antikorper dariber hinaus die Entstehung oder die
Aggravation von Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa begunstigen konnte.

Liu et al. identifizierten DR3 neben TNFR1 und 2 als weiteren Rezeptor, an den PGRN
bindet und die Wirkung von TL1A direkt inhibiert (Liu et al. 2014). TL1A wird
vorwiegend von aktivierten Lymphozyten, Monozyten und dendritischen Zellen
gebildet (Bamias et al. 2003) und bindet an DR3, der ebenfalls von aktivierten
Lymphozyten exprimiert wird und bei Aktivierung Apoptose oder den NF-kB-Signalweg
induziert (Migone et al. 2002).

Eine Hochregulierung der Expression von TL1A und DR3 wurde in verschiedenen
Arbeiten fur rheumatoide Arthritis (Cassatella et al. 2007) und chronisch entziindliche
Darmerkrankungen gezeigt (Bamias et al. 2003; Bamias et al. 2006; Takedatsu et al.
2009). Dabei korrelierte in Gewebeproben unterschiedlicher Darmabschnitte von
Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa die Expression von TL1A und DR3
mit der Schwere der Entziindung (Bamias et al. 2003). In vitro konnte gezeigt werden,
dass TL1A die Sekretion vor allem von IFN-y und IL-17 von TH1- und TH17-Zellen
steigert und damit auch die TH1- und TH17-Antwort verstarkt (Takedatsu et al. 2009)
und zum Zytokinprofil des Morbus Crohn beitragt.

IL-23, welches eine grof3e Rolle in der Pathogenese der Colitis ulcerosa spielt, wirkt
ebenfalls synergistisch mit TL1A und steigert die Produktion von IFN-y von TH1- und
TH17-Zellen (Takedatsu et al. 2009), was die Entzindung sowohl von Colitis ulcerosa
als auch von Morbus Crohn unterhalt. Die TL1A/DR3-Interaktion dient dabei nicht der
Differenzierung von T-Zellen, sondern vielmehr deren Proliferation und
Zytokinproduktion. DR3 ist damit entscheidend an der Pathogenese T-Zell vermittelter
Autoimmunerkrankungen und Entzindungen beteiligt (Meylan et al. 2008; Meylan et
al. 2011). Im TNBS-induzierten murinen Kolitismodell, einem Modell fur vorwiegend
CD4* T-Zell vermittelte Kolitis (Wirtz et al. 2007), wurden durch Blockade der
TL1A/DR3-Interaktion mittels anti-TL1A Antikorper signifikante anti-inflammatorische
Effekte nachgewiesen (Meylan et al. 2011). Liu et al. zeigten, dass Atsttrin
dosisabhangig die TL1A/DRS3-Interaktion und die fur TL1A charakteristische
Genexpression verhindert (Liu et al. 2014).

Zudem verabreichten sie Atsttrin erstmals an Mause mit DSS-induzierter Kolitis und
konnten eine signifikante klinische Besserung im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachten. PGRN wirkt wie das Derivat Atsttrin antagonisierend auf TL1A und damit
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anti-inflammatorisch tber die Bindung an DR3. Ist diese Gegenregulation durch einen
verminderten PGRN-Spiegel bei Vorhandensein von PGRN-Antikérpern
abgeschwacht, kdnnten proinflammatorische Effekte von TL1A Uberwiegen und durch
entsprechende Zytokinproduktion die Polarisierung hin zu einer TH1-Antwort
verursachen. Der Einsatz von Atsttrin konnte, wie Liu et al. bereits zeigten, dem
abgeschwachten anti-inflammatorischen Einfluss des endogenen PGRN bei Patienten
mit PGRN-Antikdrpern entgegenwirken.

In einem weiteren Experiment untersuchten wir anhand der FOXP3-Expression, wie
rekombinantes humanes PGRN und PGRN-Antikorper die Wirkung von TNF-a auf
CD4*CD25" Tregs beeinflussen. FOXP3 ist unentbehrlich fir die Entwicklung und
Funktion regulatorischer T-Zellen (Fontenot et al. 2003) und Mutationen im
FOXP3-Gen konnen mit dem IPEX-Syndrom, einem gravierenden Immundefekt mit
X-chromosomalem Erbgang mit Polyendokrinopathie, Autoimmunenteropathie und
autoimmunen Hautmanifestationen einhergehen (Bennett et al. 2001; Wildin et al.
2001).

TNF-a inhibiert Gber TNFR2 die regulatorische Funktion von CD4*CD25" Tregs, was
mit einer Herunterregulierung von FOXP3 assoziiert ist (Valencia et al. 2006).

Eine Kokultur von CD4*CD25" Tregs mit CD4*CD25 T-Zellen in Anwesenheit von
TNF-a zeigte in den ersten 48 Stunden durch die Proliferation der CD4*CD25- T-Zellen
eine Aufhebung der Suppression durch Tregs an (Valencia et al. 2006) und Fontenot
et al. wiesen nach, dass das Level der FOXP3-Expression mit der supprimierenden
Wirkung von Tregs auf T-Effektorzellen, vor allem CD4*CD25 und CD8* T-Zellen,
korreliert (Fontenot et al. 2003).

Nach Inkubation der humanen CD4*CD25" T-Zellen mit rekombinantem PGRN und
TNF-a konnten wir eine gesteigerte Expression von FOXP3 und damit eine
anti-inflammatorische Wirkung durch die Antagonisierung von TNF-a durch PGRN
nachweisen. Eine ebenso deutliche Verminderung der FOXP3-Expression wie unter
TNF-a allein war nach der Zugabe rekombinanter anti-PGRN-Fabs zu rekombinantem
PGRN und TNF-a 2zu beobachten. Das Vorhandensein rekombinanter
anti-PGRN-Fabs ging mit einer verminderten Expression von FOXP3 einher und wirkt
sich damit hdchstwahrscheinlich auf die regulatorische Funktion der
CD4*CD25" T-Zellen aus.

Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen Wei et al. indem sie zeigten, dass
PGRN-defiziente CD4'CD25* T-Zellen im Vergleich mit Wildtyp-Tregs signifikant
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weniger CD4*CD25" T-Zellen in ihrer Proliferation hemmen (Wei, Zhang, Zhao, et al.
2014). Zudem wiesen sie in einem murinen Kollagen-induzierten Arthritismodell nach,
dass in einer entztindlichen Umgebung das Fehlen von PGRN die Anzahl der Tregs
verringert. Eine Verminderung von Tregs geht allgemein mit einer erhohten
Suszeptibilitat fir verschiedene Autoimmunerkrankungen einher, was in einer Reihe
von Mausmodellen und durch Untersuchungen an Patienten belegt wurde (Asano et
al. 1996; Sullivan et al. 2002; Fontenot et al. 2003).

Neutralisierende PGRN-Antikorper, die einen verminderten PGRN-Spiegel
verursachen, konnten somit zum einen Uber die Herabsetzung der regulatorischen
Funktion der CD4*CD25" T-Zellen, zum anderen (ber die Verminderung der Anzahl
von Tregs proinflammatorisch wirken.

Ein weiteres Charakteristikum CD4*CD25" Tregs ist die Sekretion von IL-10, einem
wichtigen anti-inflammatorischen Zytokin chronisch entziundlicher Darmerkrankungen.
IL-10 hemmt die Aktivierung von Makrophagen und deren Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6, TNF-a und IFN-y (Fiorentino et al. 1991a;
Fiorentino et al. 1991b) und damit auch die von Makrophagen vermittelte
Differenzierung zu TH1-Zellen (Hsieh et al, 0992, 0993). IL-10 Knockout-Mause
entwickeln spontan chronische Enterokolitiden mit Wachstumsretardierung und
Anamie (Kuhn et al. 1993; Berg et al. 1996). IL-10-Rezeptor Knockout-Mause zeigen
ebenfalls spontane Enterokolitiden und mit erhohten Spiegeln an IFN-y, IL-12 und IL-6
ein Zytokinprofil, das jenem des Morbus Crohn ahnelt (Shouval et al. 2014).

In diesem Zusammenhang ist die Arbeit von Wei et al. interessant, die die Rolle von
PGRN in der Entwicklung und Erhaltung von Kolitiden untersucht (Wei, Zhang, Jian,
et al. 2014). Im PGRN" Mausmodell wurde gezeigt, dass das Fehlen von PGRN zwar
zu keiner spontanen Kolitis fuhrt, eine DSS-induzierte Kolitis aber verstarkt wird und
zu einem schwereren Verlauf flhrt als in der Kontrollgruppe. PGRN-defiziente Mause
zeigten signifikant mehr Gewichtsverlust, verringerte Stuhlkonsistenz und haufigere
Blutungen bei insgesamt deutlich erhohter Mortalitat. Die Applikation von
rekombinantem PGRN bewirkte wie schon bei der Kollagen-induzierten Arthritis im
Mausmodell (Tang et al. 2011) eine signifikante klinische und histologische Besserung.
Wei et al. zeigten, dass die Symptombesserung durch rekombinantes PGRN durch
den IL-10-Signalweg vermittelt wird. Bei der Applikation von rekombinantem PGRN
und anti-IL-10-Rezeptor Antikorper an Wildtyp-Mause mit TNBS-induzierter Kolitis und
der Applikation von rekombinantem PGRN an IL-10 Knockout-Mause waren die
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anti-inflammatorischen Effekte des PGRN aufgehoben. Gewichtsverlust, Ulzerationen
und veranderte Kryptenarchitektur des Kolons konnten in beiden Gruppen
nachgewiesen werden (Wei, Zhang, Jian, et al. 2014). Die Verabreichung von
rekombinantem PGRN und Atsttrin an Wildtyp-Mause mit CIA- und DSS-induzierter
Kolitis fuhrte jeweils zu einer signifikanten Hochregulierung von IL-10 (Tang et al. 2011;
Wei, Zhang, Jian, et al. 2014). Ein verringerter |L-10-Spiegel, wie er bei
PGRN-Defizienz nachgewiesen wurde (Wei, Zhang, Jian, et al. 2014), kdnnte somit
ein weiterer proinflammatorischer Mechanismus von PGRN-Antikdrpern sein.

Ein verminderter IL-10-Spiegel wirkt sich nicht nur proinflammatorisch auf
Makrophagen aus, sondern beeintrachtigt zudem Tregs in ihrer supprimierenden
Funktion, da unter anderem IL-10 zur Aufrechterhaltung der FOXP3-Expression
bendtigt wird (Shouval et al. 2014). PGRN-Antikorper konnten sich so abermals auf

die Funktion von Tregs auswirken.

5.5 Perspektiven

Die beschriebenen Mechanismen, Uber die PGRN-Antikorper proinflammatorisch
wirken konnten, leiten sich daraus ab, dass PGRN-Autoantikdrper neutralisierend auf
den PGRN-Plasmaspiegel wirken und dadurch anti-inflammatorische Effekte des
endogenen PGRNs mehr oder weniger stark abgeschwacht werden. So kdnnten
PGRN-Antikorper zu einem proinflammatorischen Milieu und zur Chronifizierung eines
entzundlichen Geschehens beitragen. Welche Auswirkungen genau PGRN-Antikorper
auf die TL1A/DR3-Interaktion, die Funktion der CD4*CD25" Tregs oder die
IL-10-Homdostase haben, muss detaillierter in weiteren in vivo Experimenten
untersucht werden. Die Behandlungsergebnisse des PGRN-Derivats Atsttrin in
verschiedenen murinen Modellen waren bisher vielversprechend, sodass die
Erforschung von PGRN und PGRN-Antikorpern auf zuklnftig neue therapeutische

Anséatze hoffen lasst.
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