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1. Einleitung

1.1. Chronisch entzindliche Darmerkrankung
1.1.1. Krankheitsbild

Zu den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen gehdren in erster Linie der Morbus
Crohn und die Colitis Ulcerosa. Sie weisen hinsichtlich des makroskopischen und
histologischen Erscheinungsbildes, des Verteilungsmuster sowie des Auftretens von
Komplikationen Unterschiede auf. Trotzdem gibt es groRBe Uberschneidungen in
Symptomatik, Epidemiologie, Entstehung und Therapieméglichkeiten. Nicht eindeutig
zuordnen lassen sich 10 % der Erkrankungen, diese werden als Colitis indeterminata

oder als nicht klassifizierbare Colitis bezeichnet.

Das Auftreten chronisch entzindlicher Darmerkrankung ist starken geographischen und
ethnischen Schwankungen unterworfen. Wahrend der Morbus Crohn erstmalig zu
Beginn des letzten Jahrhunderts durch den polnischen Chirurgen Antoni Lesniowski
beschrieben wurde, war die Colitis Ulcerosa bereits seit 1859 als nicht bakterielle
Erkrankung des Colons bekannt. Beide Erkrankungsformen wiesen initial eine stetig
steigende Inzidenz auf. Aktuell wird in Industrienationen eine Stabilisierung der Inzidenz
beobachtet. In Landern wie den USA, GroRRbritannien, Norwegen und Schweden findet
sich die hochste Rate an CED. In Deutschland wird die Pravalenz fur Morbus Crohn und
Colitis Ulcerosa auf 125-200 bzw. 210 Erkrankungen pro 100 000 Einwohner geschétzt.
Die niedrigsten Raten werden in Stdamerika, Afrika und Asien verzeichnet. Ethnische
Unterschiede spiegeln sich z.B. unter den aschkenasischen Juden wieder, bei denen die
Wahrscheinlichkeit an Morbus Crohn zu erkranken um das 5,4-7,7-fache gesteigert ist
verglichen mit Nicht-Aschkenasen derselben geographischen Region (Mayberry et al.
1986). Innerhalb der weiRen Bevdlkerung sind Juden insgesamt haufiger von CED
betroffen, schwarzhautige Menschen im Vergleich zu weil3hautigen seltener (Calkins
and Mendeloff 1986).

Beide Erkrankungen treten vorzugsweise im frihen Erwachsenenalter mit einem
Haufigkeitsgipfel zwischen dem 20. und dem 40. Lebensjahr auf. Manner und Frauen
sind bei der Colitis Ulcerosa gleich haufig betroffen, wahrend es beim Morbus Crohn,
insbesondere beim familiar auftretendem Morbus Crohn, eine leichte Pradominanz fur
Frauen gibt (Peeters M et al. 2000).



Beide Storungen sind charakterisiert durch einen typisch chronisch rezidivierenden
Verlauf einer Entziindung. Das klinische Erscheinungsbild ist gepragt durch abdominelle
krampfartige Schmerzen, Diarrhoen, begleitet von Vdllegefiihl und Meteorismus.
Blutauflagerungen und Tenesmen werden vornehmlich bei der Colitis Ulcerosa
beobachtet. Weitere Symptome chronisch entztindlicher Darmerkrankungen sind Fieber,
Gewichtsverlust, allgemeine Schwache, Anamie und bei Kindern Wachstumsstérungen.
Mit Hilfe sogenannter Aktivitatsindexe, bestehend aus klinischen und laborchemischen
Parametern, wird der Krankheitsverlauf beurteilt, beim Morbus Crohn z.B. des CDAI

(crohn’s disease activity index).

Der Leidensdruck der Patienten wird nicht zuletzt durch die Komplikationen verstarkt.
Typische Komplikation des Morbus Crohn sind Fisteln (40%), anorektale Abszesse
(25%) und Darmstenosen, die haufig zu einem Subileus/lleus fihren. Durch den
vornehmlichen lleumbefall beim Morbus Crohn treten spezifische Resorptionsstérungen
auf: eine megaloblastaren Anamie durch Vitamin Bl12-Mangel oder Cholesterin-
Gallensteinen und Oxalat-Nierensteinen durch den Verlust von Gallenséauren. Die
Krankheitsdauer und das Ausmald des Kolonbefalls bei der Colitis Ulcerosa korrelieren
mit der Entstehung eines kolorektalen Karzinoms. Vor einigen Jahren konnte belegt
werden, dass ebenfalls Morbus Crohn-Patienten mit einem Colonbefall einem erhéhten
Risiko an kolorektalem Karzinom zu erkranken, ausgesetzt sind (Jess T et al. 2005).
Das sogenannte toxische Megakolons ist eine Komplikation der Colitis Ulcerosa, eine
perforationsgefahrtdete Kolondilatation, die durch eine Darmparalyse verursacht wird
und von septischen Temperaturen und einer Peritonitis begleitet wird.

Extraintestinale Manifestationen konnen im Rahmen beider Erkrankungen entstehen.
Bei Patienten mit Morbus Crohn sind sie mit Uber 50% jedoch weitaus haufiger und
korrelieren nur zum Teil mit dem gastrointestinalen Befall. Zu ihnen zahlen
Erscheinungen an der Haut wie Aphten, das Erythema nodosum oder das Pyoderma
gangraenosum. Manifestationen an den Augen kommen in 7% der Féalle vor, z.B. in
Form einer Episkleritis oder einer Uveitis. Arthritiden kommen in 25% der Falle vor, eine
HLA-B27 positive ankylosierende Spondylitis seltener. Die primar sklerosierende

Cholangitis ist eher typisch fir die Colitis Ulcerosa.

Das histologisch-pathologische Bild ist ein wichtiger Anhaltspunkt zur Differenzierung
beider Erkrankungen. Der Morbus Crohn ist gekennzeichnet durch segmental

auftretende Entzindungsherde, die den gesamten Gastrointestinaltrakt betreffen
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kénnen. Schleimhautveranderungen werden auch als Pflastersteinrelief bezeichnet. Ein
isolierter Befall des lleums findet sich in 30% der Félle, ein isolierter Kolonbefall bei 25%
der Falle. Es Uberwiegt also ein gleichzeitiger Befall von Kolon und terminalem lleum
(45%). Der proximale GlI-Trakt ist seltener befallen. Bei der Colitis Ulcerosa beginnt die
Entzindung in der Regel im Rektum und breitet sich kontinuierlich nach proximal aus,
wobei das Kolon meist nicht Uberschritten wird. Eine Involvierung des lleums in Form
einer sogenannten ,Backwashileitis” ist selten. Die Entzindungsreaktion ist hier auf die
oberflachliche  Schleimhaut beschrankt. Im  frischen Stadium imponieren
Kryptenabszesse wahrend im fortgeschrittenen Stadium rezidivierende Ulzerationen zur

Schleimhautatrophie fuhren. Epitheldysplasien sollten friihzeitig erkannt werden.

Eine kausale Therapie, im Sinne einer Heilung der Krankheit, konnte bisher nicht
entwickelt werden. Ziel der Behandlung ist eine Linderung der Beschwerden, eine
Reduzierung der Komplikationsrate und die Verhinderung eines Rezidivs. Die
medikamentose Therapie stitzt sich auf vier Substanzgruppen: Aminosalizylate,

Kortikosteroide, Immunsuppressiva und Biologica.

Der Leidensdruck der Patienten ist groRR. Ein besseres Verstandnis der Atiologie und
der Pathogenese ist unabdingbare Voraussetzung, um den Patienten bessere
Behandlungsmadglichkeiten bieten zu kénnen.

1.1.2. Pathogenese

Die Atiologie chronisch entziindlicher Darmerkrankung ist trotz reger Forschung und
zunehmender Erkenntnisse zur Pathogenese weiterhin nicht vollstandig geklart. Nach
heutigem Erkenntnisstand wird von einer Invasion von Bakterien und anderen
mukosalen Antigenen in die Darmmukosa ausgegangen, welche durch eine defekte
Barrierefunktion der intestinalen Schleimhaut ermoglicht wird. Das darmassoziierten
Immunsystem scheint eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer UberschieRenden,

sich selbst unterhaltenden Entziindungsreaktion, zu spielen.

Die Erkrankung kann als Zusammenspiel einer immunologischen Stérung gegenuber
der Darmflora und einer verdnderten Permeabilitdt der Darmschleimhaut bei genetischer
Pradisposition verstanden werden. Umweltfaktoren fungieren wahrscheinlich als Trigger,
die zum Ausbruch der Erkrankung fuhren. Im Folgenden wird die Bedeutung der

einzelnen pathogenetisch relevanten Faktoren hervorgehoben.
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1.1.2.1. Immunologie und Bakterien

Der menschliche Darm ist einer Vielzahl verschiedener Bakterien und anderen
potentiellen Antigenen ausgesetzt. Im gesunden Darm besteht eine Homoostase,
wodurch immunologische Reaktionen kontrolliert werden. Welche Rolle spielt die
Standortflora des Darmes im Entziindungsprozess CED? Interessant ist die Feststellung,
dass CED-Patienten eine erhdhte Konzentration fakaler Bakterien im Darm aufweisen
(Swidsinski, et al. 2002). Es wurde gezeigt, dass die Konzentration mukosaler Bakterien
sowohl in befallenen Darmabschnitten wie auch in nicht befallenen Darmabschnitten mit
dem Schweregrad der Erkrankung steigt. Gleichzeitig findet sich eine verminderte
Bakterienzahl wie Bifidobakterien, die als protektiv angesehen werden. Eine
pathologische Aktivierung des lokalen intestinalen Immunsystems durch bakterielle und
andere mukosale Antigene fihrt zu einer Anderung der Zytokinsekretion intestinaler
Makrophagen und der T-Zellen zugunsten proinflammatorischer Zytokine sowie zu einem
veranderten Migrationsverhalten dieser Zellen. In der Folge entsteht eine
Entzindungsreaktion. Einige CED-Patienten profitieren von dem therapeutischen Einsatz
von Antibiotika oder Probiotika, was die Hypothese einer gestérten Interaktion von

Darmflora und darmassoziierten Immunsystem unterstitzt.

Auch Umweltfaktoren spielen bei der Krankheitsentstehung der CED eine Rolle. Die
rasch steigende Inzidenz in entwickelten Landern, das vermehrte Auftreten von Morbus
Crohn bei Familienangehoérigen und die nicht vollstandige Konkordanzrate eineiiger
Zwillinge sind starke Indizien fur Umweltfaktoren bei der Entstehung von CED. Rauchen
stellt fir die Entwicklung des Morbus Crohn nachweislich einen Risikofaktor dar, wahrend
es protektiv auf die Entstehung der Colitis Ulcerosa wirkt (Boyko et al. 1987). Die Rolle
vieler anderer Umweltfaktoren wie Stress, Infektionen, der soziale Status und

Essensgewohnheiten sind noch nicht vollstandig geklart.

1.1.2.2. Permeabilitat

Die epitheliale Barriere des Gl-Traktes ist nicht nur fir die Aufrechterhaltung des Wasser-
und Elektrolythaushalt zustandig, sondern schitzt das darunterliegende Interstitium vor
einer Aufnahme potentieller Noxen wie z.B. intraluminale Bakterien. Welche
immunologische Bedeutsamkeit eine funktionsfahige Epithelschicht fir eine kontrollierte

Aktivitat des darmassoziierte Immunsystems hat, ist noch nicht vollstandig geklart.
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Bei Morbus Crohn-Patienten wurden Stérungen der gastrointestinalen Barrierefunktion in
Sinne einer erhdhten gastrointestinalen Permeabilitat festgestellt, auch wenn sich die
Patienten in Remission befinden (Wyatt et al. 1993). Diese funktionellen Anderungen sind
haufig unabhéngig von makroskopisch sichtbaren, strukturellen Veranderungen am
Darm. Bereits Anfang der 90er Jahre wurde eine erhOhte intestinale Permeabilitat als
positiven Vorhersagewert fur ein Rezidiv beschrieben (Wyatt et al. 1993). Die erhthte
Permeabilitdt zeigt eine starke familiare Haufung- 10 bis 54% der scheinbar gesunden
Verwandten ersten Grades von Crohn-Patienten weisen eine erhdhte Permeabilitdt auf
(Hollander.1993; May et al. 1993). Es ist demnach anzunehmen, dass erst die erhdhte
Permeabilitdt die Entstehung einer Entziindungsreaktion begunstigt und nicht umgekehrt

die Entzindungsreaktion zu einer veranderten Permeabilitat fihrt.

In einer Studie unserer Klinik wurde die Permeabilitdt von Patienten mit Morbus Crohn
mittels eines in vivo Drei-Zucker-Trinktests gemessen und mit deren Verwandten ersten
Grades und deren Nicht-Verwandten Haushaltsbewohner verglichen (Buhner et al. 2006).
Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob die veranderte Permeabilitdt im Hintergrund
einer genetischen Stérung oder vielmehr als eine Folge von Umwelteinfliissen zu sehen
ist. Die erhohte Permeabilitat lield sich signifikant haufiger bei Crohn-Patienten (44%) und
deren Verwandten (26%) nachweisen wahrend nicht-verwandte Haushaltsbewohner nur
selten betroffen sind (6%). Zudem war kein Unterschied hinsichtlich der Permeabilitat
zwischen den im selbigen Haushalt lebenden Verwandten und den im separaten
Haushalt lebenden Verwandten nachweisbar. Daraus lasst sich auf einen genetischen
Einfluss der veranderten Permeabilitat schlie3en.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass eine genetische Pradisposition mit einer
gestorten Barrierefunktion des Darmes korrelieren konnte. Dadurch koénnte das
darmassoziierte Immunsystem vermehrt intraluminalen Antigenen ausgesetzt sein mit
konsekutiver Entzindungsreaktion. Die genauen Ursachen der Barrierestdrung zu

eruieren ist Ziel der Forschung.

1.1.2.3. Genetik

Bereits in den neunziger Jahren konnte anhand epidemiologischer Studien eindeutig der

genetische Einfluss auf die Entstehung CED belegt werden.

Eine positive Familienanamnese kann in finf bis zehn Prozent der Erkrankungsfélle

erhoben werden (Russel et al. 1997). In den betroffenen Familien haben 75% denselben
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Erkrankungstyp (Morbus Crohn oder Colitis Ulcerosa) und die restlichen 25% weisen
beide Subtypen in der Familie auf (Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa) (Binder 1998).
Diese Daten bekréftigen die Hypothese, dass neben ,gemeinsamen” Anfélligkeitsgenen
andere Gene existieren, die spezifisch fir Morbus Crohn oder fiir Colitis Ulcerosa sind.
Anhand einer Kohortenstudie schatzten Orholm und Kollegen das Risiko an CED zu
erkranken fur Angehdrige ersten Grades bei Morbus Crohn-Patienten auf das 14-fache
erhoht und bei Colitis Ulcerosa-Patienten auf das 10-fache erhéht (Orholm et al. 1991).

Da die familiare Haufung sowohl genetische wie auch umweltbedingte Risikofaktoren
widerspiegeln konnen, wurden Zwillingsstudien durchgefiihrt, die den genetischen
Einfluss belegen sollten. Die Konkordanzrate fir Morbus Crohn betragt bei
monozygoten Zwillingen 20-50%, wahrend die Konkordanzrate bei dizygoten Zwillingen
unter 10% liegt (Orholm et al. 2000, Thompson et al. 1996, Tysk et al. 1988). Die
unterschiedliche Konkordanzrate unterstreicht, dass sowohl genetische Verdnderungen
als auch Umweltfaktoren eine Rolle spielen. Da die Konkordanzrate bei eineiigen
Zwillingen keine 100% betragt, muss von zusatzlichen nicht-genetischen Einflissen
ausgegangen werden, die die Auslésung der Erkrankung triggern. Bezuglich Colitis
Ulcerosa ist der genetische Einfluss geringer. Die Konkordanzrate betragt hier 16%

unter monozygoten Zwillingen und 4% unter dizygoten Zwillingen.

Eine grol3e Herausforderung fir die Forschung ist es, die mdglichen CED-Gene zu

identifizieren und so den genetischen Hintergrund dieser Erkrankung zu erfassen.

1.2. NOD2

Im Jahr 1996 war es Hugot und Kollegen gelungen durch genomweite
Kopplungsanalysen einen Chromosomenabschnitt in der perizentromeren Region auf
dem Chromosom 16 als krankheitsverursachenden Genlocus (IBD1) zu identifizieren
(Hugot et al. 1996). Der Durchbruch gelang im Jahre 2001, als zwei unabhangige
Forschungsgruppen das erste Gen identifizierten, dem eine Anfalligkeit fur das
Entstehen Morbus Crohns zugeschrieben wird: das NOD2-Gen (Hugot et al. 2001;
Ogura et al. 2001). Heute scheint das NOD2-Gen trotz Identifizierung multipler weiterer
Risikogene mit der starksten Risikoerhéhung fur die Entwicklung eines Morbus Crohns

einherzugehen.
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1.2.1. Charakterisierung und Funktion

Das NOD2-Gen auf Chromosom 16qgl2 besteht aus zwei N-terminal gelegenen
.caspase activation recruitment domains” (CARD), einer zentralen Nukleotid-bindenden
(NOD) Region und einer C-terminal gelegenen LRR-Region (leucin-rich repeats) (Hugot
et al. 2001). Das Transkriptionsprodukt wird vorwiegend in intestinalen Epithelzellen,
u.a. in den Panethschen Zellen des Dinndarms, in intestinalen Myofibroblasten, in
Endothelzellen und in Monozyten und Granulozyten exprimiert (Lala et al. 2003; Davey
et al. 2006). Das NOD2-Protein fungiert dabei als intrazellularer Rezeptor fir
Muramyldipeptid, das ein Bestandteil der Zellwand sowohl grampositiver wie auch
gramnegativer Bakterien ist (Girardin et al. 2003; Inohara et al. 2003). Nach Bindung an
diesen Rezeptor werden unterschiedliche Signalkaskaden ausgelost, u.a. der NF-kB
Signalweg, der fur die Transkription proinflammatorischer Zytokine verantwortlich ist. Zu
den bisher erforschten von NOD2 vermittelten Funktionen gehort also die Induktion pro-
und anti-inflammatorischer Zytokine und die Aktivierung von T-Zellen durch Hoch-
Regulierung stimulierender Mediatoren (Todate et al. 2001; Vidal et al. 2001; Fritz et al.
2005). Ferner tragt NOD2 zur epithelialen Zellabwehr und zur Bildung antibakterieller

Substanzen wie Defensine bei (Voss et al. 2006).

Trotz aller Erkenntnisse ist es noch unklar, wie NOD2 vermittelte Funktionen zu einer
optimalen intestinalen Immunhomoostase beitragen und inwiefern Dysregulationen
dieser Funktionen den Menschen anféllig fir die Entwicklung von Morbus Crohn
machen. Allein die Frage ob Mutationen innerhalb des NOD2-Gens zu einem
Funktionsverlust oder zu einer Ubersteigerten Funktion des Transkriptionsproduktes

fuhren, bleibt zu beantworten.

1.2.2. Korrelation zwischen NOD2-Mutationen und Morbus Crohn

Drei Polymorphismen innerhalb oder in der Nahe der LRR-Region von NOD2 sind
nachweislich unabhéngig voneinander mit Morbus Crohn assoziiert. Dazu gehdren die
zwei Missense-Mutationen Arg702Trp und Gly908Arg sowie eine Cytosininsertion im
Nukleotid 3020, genannt 3020insC oder Leul007fsinsC. Letztere Mutation fihrt zu
einem vorzeitigen Abbruch der letzten 33 Aminosauren wahrend der Transkription des

kodierenden Proteins.

In einer grofRen europdischen Metaanalyse betrug das Risiko an Morbus Crohn zu
erkranken fur Trager einer Sequenzvariante das 2,39-fache wahrend fur Trager von
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zwei Sequenzvarianten das Risiko auf das 17,1-fache stieg (Economou et al. 2004). In
Populationen europaischer Herkunft konnte gezeigt werden, dass 35-45% der Morbus
Crohn-Patienten Trager von mindestens einem der drei Risikoallelen sind, wovon ca.
10% zwei Risikoallele in sich tragen (Vermeire et al. 2005). Hier handelt es sich um
Homozygoten oder um kombinierte Heterozygoten, sprich Trager von zwei

verschiedenen Sequenzvarianten.

Auffallig ist eine grofRe genetische Heterogenitat in den unterschiedlichen Populationen.
So waren die Tragerraten der Risikoallele in Europa unter skandinavischen (Heli6 et al.
2003), irischen (Bairead et al. 2003) und schottischen (Arnott et al. 2004) Morbus Crohn-
Patienten am kleinsten. Unter den gesunden Kontrollen betragt die Tragerhaufigkeit fur
jede der drei Sequenzvarianten unter 5%, jedoch nur in euopaischen Populationen. In
asiatischen (Inoue et al. 2002) und afroamerikanischen Populationen (Kugathasan et al.
2005) sind die drei Mutationen sehr viel seltener als in weif3en Populationen sowohl
unter den Morbus Crohn-Patienten als auch unter den Kontrollen. In diesen
Bevolkerungsgruppen konnte bisher keine Assoziation zwischen NOD2-Mutationen und

Morbus Crohn nachgewiesen werden.

In weiteren Studien ging man der Frage nach, ob die NOD2-Polymorphismen in
Zusammenhang mit einem bestimmten Phénotyp der Erkrankung stehen. Es wurde
erstmals durch Lesage und Kollegen eine signifikante Assoziation zwischen Tragern der
NOD2-Sequenzvarianten und einem lleumbefall, einem  stenosierenden
Krankheitsverlauf und einem 2-3 Jahre friheren Krankheitsausbruch verglichen mit
Morbus Crohn-Patienten, die den NOD2-Wildtyp tragen, beschrieben (Lesage et al.
2002). In einer Studie unserer Abteilung wurde neben dem frihen Krankheitsausbruch
und dem lleumbefall ein erhdhtes Risiko fir ileozokale Resektionen und postoperative
Rezidive bzw. Reoperationen bei Vorliegen einer NOD2-Mutation festgestellt (Blning et
al. 2004).

Ein weiterer interessanter Punkt in Zusammenhang mit NOD2 ist die Permeabilitat. Wie
bereits beschrieben ist die familiare Haufung ein starkes Indiz fir eine genetische
Ursache der erhéhten Darmpermeabilitat, die bei einer Vielzahl von Morbus Crohn-
Patienten beobachtet wird. Die Darmpermeabilitdt bei Morbus Crohn-Patienten, die eine
der NOD2-Mutation tragen, ist nicht signifikant erhdht verglichen mit Wildtyp-Patienten
(Buhner et al. 2006). Nur unter den gesunden Morbus Crohn-Verwandten ersten

Grades, die Trager einer 3020insC-Mutation, fiel eine signifikante Permeabilitaterhéhung
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verglichen mit den Wildtyp-Verwandten auf (40% vs. 15%, p=0,027), so dass durchaus
eine NOD2 mitverursachte, dem Krankheitsausbruch vorausgehende Stérung der
intestinalen Barrierefunktion mdglich erscheint. Die Tatsache, dass unter den Morbus
Cohn-Patienten (44%) sowie deren Verwandten ersten Grades (26%) die Permeabilitat
signifikant erhoht ist verglichen mit Nicht-Verwandten Haushaltsbewohner (6%) zeigt,
dass neben NOD2 andere Gene existieren missen, die fur die Aufrechterhaltung einer

intakten Barrierefunktion verantwortlich sind.

Unter dem Gesichtspunkt einer der Krankheit vorausgehenden, genetisch bedingten
Permeabilitdtsstorung, ist diese durch NOD2-Mutationen nicht ausreichend erklart. Die

Erforschung der verantwortlichen Gene stellt eine grol3e Herausforderung dar.

1.3. Die Entdeckung des DLG5-Gen

Im Jahre 2004 wies eine Arbeitsgruppe aus Kiel genetische Variationen im DLG5-Gen
nach, die signifikant mit dem Auftreten CED und Morbus Crohn assoziiert sind (Stoll et
al. 2004). Die Entdeckung eines weiteren CED-Gens, das seit der Entdeckung NOD2
eifrig gesucht wurde, schien ein weiterer Meilenstein in der Entschlisselung der
Pathogenese CED. Diese Assoziation gilt es zu replizieren und so die Fundamente des

genetischen Hintergrunds CED zu erharten.

1.3.1. Charakterisierung und Funktion

DLG5 steht fur Drosophila Discs Large Homolog 5. Das DLG5-Gen auf Chromosom
10923 umfasst einen Bereich von 79-kb und enthalt 32 Exons. Es wird am meisten in
Plazentagewebe, in Herz- und Skelettmuskulatur, in der Leber, im Dinndarm und im
Kolon exprimiert (Shah et al. 2002). Das DLG5-Transkriptionsprodukt gehoért zur Familie
der Membran-assoziierten Guanylatkinase (MAGUK). Es enthélt 4 PDZ-Domé&nen, eine
SH3-Domane (Src-homology 3), gefolgt von einer Guanylatkinase (GUK)-Domane.
AulRerdem liegt N-terminal eine Domane unbekannter Funktion, DUF622 genannt.
MAGUK-Proteine interagieren mit anderen Proteinen und sind so an der Bildung grol3er
Proteinkomplexe beteiligt. Sie sind entscheidend beim Erhalt der Zellform und der
Zellpolaritat (Humbert et al. 2003). Sie fungieren dabei als Bindungspartner von Vinexin
und Beta-Catenin an Zell-Zell-Kontaktstellen (Wakabayashi et al. 2003) und spielen eine

wichtige Rolle beim Erhalt der epithelialen Zellintegritat (Nakamura et al. 1998).
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Unter diesem Gesichtspunkt kann durchaus angenommen werden, dass das DLG5-
Transkriptionsprodukt fir die Aufrechterhaltung einer regelrechten intestinalen
Barrierefunktion verantwortlich ist. Genveranderungen innerhalb DLG5 kdnnten somit zu
der noch nicht geklarten Beeintrachtigung der Permeabilitat fuhren, die nach heutigen

Erkenntnissen mdglicherweise eine Schlisselrolle in der Entwicklung einer CED spielt.

1.3.2. DLG5-Polymorhismen und deren Assoziation zu CED

Durch Positionsklonierung wurden innerhalb des DLG5-Gens verschiedene Varianten
aufgedeckt, die mit CED assoziiert sind (Stoll et al. 2004). Bereits 1999 wurde in einem
genomweiten Scan an 282 betroffenen Familien ein Genlokus in der perizentromeren
Region auf Chromosom 10 mit einer erhdhten CED-Anfalligkeit assoziiert (Hampe et al.
1999). Davon ausgehend wurde die Kopplungsregion auf Chromosom 10 mit SNPs in
einem mittleren Abstand von 75000 Basenpaaren genotypisisiert. Im ,Transmission
Desiquilibrium Test* zeigte sich eine Assoziation mit dem Auftreten von CED. Nach
Feinkartierung konnte schlie3lich die Krankheitsassoziation auf ein DNA-Segment
eingegrenzt werden, welches das DLG5-Gen enthalt. Die nachfolgende
Resequenzierung des Gens bei CED-Patienten zeigte, dass insgesamt 33 Genvarianten

in DLG5 existieren, welche die Grundlage fur 4 haufig vorkommende Haplotypen bilden.

Der sogenannte Haplotyp D ist gekennzeichnet durch einen Polymorphismus am
Nukleotid 113, so dass auf Position 30 in der DUF622-Doméane die Aminosaure Arginin
zu Glutamin umgetauscht wird (R30Q oder 113A). In einer Kopplungsanalyse bestehend
aus 457 CED-Trios (erkranktes Kind plus Eltern) aus Deutschland wurde die R30Q-
Variante signifikant haufiger Gbertragen (CED p=0,004; Morbus Crohn p=0,04). Diese
Krankheitsassoziation konnte anschlieBend in einer Fallkontrollstudie mit 525 CED-
Patienten bestatigt werden. 25,1% der CED-Patienten waren Mutationstrager wéhrend
nur 17,1% der gesunden Kontrollen Trager der R30Q-Variante waren (CED p=0,002;
Morbus Crohn p=0,001).

Ein weiterer, haufiger vorkommender Haplotyp, der als Haplotyp A bezeichnet wird,
weist acht verschiedene SNP auf. Der kennzeichnende Polymorphismus ist DLG5_e26.
Die Familienanalyse zeigte eine negative Assoziation zu CED und Morbus Crohn. Die
Tragerhaufigkeit dieser Variante war in der darauffolgenden Fallkontrollstudie sowohl bei

CED-Patienten wie auch bei Morbus Crohn-Patienten signifikant geringer als bei
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gesunden Kontrollen (52,7% CED vs. 59,3% Kontrollen, p=0,037). Daraus
schlussfolgerte man eine protektive Wirkung gegenuber der Entwicklung einer CED.

Ein zusatzlicher seltener Haplotyp, die p.P1371Q-Variante (rs2289310), bei dem ein
Basenaustausch von Cytosin zu Adenin am Nukleotid 4136 stattfindet, kommt bei 2-3%
der Normalbevolkerung vor. In der Fallkontrollstudie war die Genvariante mit Morbus

Crohn assoziiert, nicht jedoch mit Colitis Ulcerosa (p=0,01).

In derselben Arbeit wurde anhand von Trios (erkranktes Kind und Eltern) festgestellt,
dass die Weitergabe der 113A-Variante von Generation zu Generation signifikant
haufiger bei Tragern einer NOD2-Mutation ist, verglichen mit Tragern des NOD2-
Wildtyps. Es wird folglich angenommen werden, dass es Interaktionen zwischen den
Risikovarianten im DLG5-Gen und denen im NOD2-Gen gibt.
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2. Herleitung der Aufgabenstellung

Die epidemiologischen Daten chronisch entzindlicher Darmerkrankung legen eine
starke genetische Beteiligung nahe, wobei das Vererbungsmuster nicht Mendelschen
Gesetzten folgt. Vielmehr resultiert diese komplexe Erkrankung aus einer Interaktion
multipler Gene und Umweltfaktoren. Im letzten Jahrzehnt wurden betrachtliche
Fortschritte gemacht, was die genetische Entschlisselung der Pathogenese dieser

bisher nicht vollig verstandenen Erkrankung anbelangt.

2.1. Genetische Varianten bei CED und deren Folgen - Hypothesen

Mit dieser Arbeit testen wir die Hypothese, dass Varianten im DLG5-Gen mit dem
Auftreten von CED assoziiert sind. Im Hinblick auf das Transkriptionsprodukt des DLG5-
Gens, das eine Schlusselrolle fur die Zellintegritat spielt, gehen wir einen Schritt weiter
und stellen eine weitere Hypothese auf: DLG5 spielt eine Schlusselrolle fiir die Intaktheit
der gastrointestinalen Barrierefunktion und genetische Verdnderungen im DLG5-Gen
fuhren zu der bei CED-Patienten beschriebenen und noch ungeklarten
gastrointestinalen Permeabiliatsstorung. Unsere Annahme ist, dass erst durch diese
genetisch verursachte Barrierestérung der Weg zu einer chronischen Inflammation

gebahnt wird.

Weiterhin stellen wir die Hypothese, dass DLG5-Mutationen mit der Auspragung
bestimmter phénotypischer Merkmale assoziiert sind und dadurch den Krankheitsverlauf
pragen. Dies ware ein Erklarungsansatz fur das heterogene Krankheitsbild, das CED-

Patienten prasentieren.

In Uber der Halfte der Morbus Crohn-Falle konnte keine NOD2-Mutationen festgestellt
werden. Die beschriebenen Interaktionen zwischen DLG5- und NOD2-Varianten, die zu

einer Potenzierung der CED-Anfalligkeit fihren, sollen in dieser Arbeit Uberprift werden.
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2.2. Arbeitsgliederung
Die Arbeit gliedert sich in 4 Teile:

e 1. Teil: Bestimmung der Haufigkeit von 6 verschiedenen Varianten im DLG5-Gen
bei 232 Morbus Crohn-Patienten, 148 Colitis Ulcerosa-Patienten im Vergleich zur
Haufigkeit bei 218 Kontrollen.

« 2. Teil: Vergleich der Haufigkeit der DLG5-Varianten bei Morbus Crohn-Patienten
in Abhangigkeit des NOD2-Genotyps.

e 3.Teil: Detaillierte Phéanotypisierung der Morbus Crohn- und Colitis Ulcerosa-
Patienten anhand retrospektiver Datenrecherche. Vergleich der Haufigkeit der

DLGb5-Varianten mit verschiedenen phénotypischen Merkmalen.

* 4. Teil: Vergleich der gastrointestinalen Permeabilitat bei Morbus Crohn-Patienten
in Abhangigkeit des DLG5-Genotyps.
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3. Material und Methoden

3.1. Studienteilnehmer

Die in diese Studie eingeschlossen CED-Patienten sind Bestandteil eines Kollektivs,
welches ca. seit dem Jahr 1999 in der Medizinischen Klinik m. S. Gastroenterologie,
Hepatologie und Endokrinologie am Campus Mitte der Charité kontinuierlich erweitert
wird. Zum Zeitpunkt der DLG5-Genotypisierung bestand diese Kohorte aus 391
Patienten, die zu diesem Zeitpunkt eingeschlossen werden konnten und auf deren
bereits isolierte DNA wir zum Zweck der DLG5-Genotypsierung freundlicherweise
zuruckgreifen konnten. Insgesamt nahmen daher 391 Patienten an der Studie teil, 232
Patienten mit der Diagnose Morbus Crohn, 148 Patienten mit der Diagnose Colitis
Ulcerosa sowie 11 Patienten mit einer Colitis indeterminata. Die Eignung der Patienten
wurde durch den behandelnden Arzt geprift: allgemein anerkannte Kklinische,
endoskopische, radiologische und histologische Diagnose-Kriterien mussten vorliegen.
Als Kontrolle dienten 218 freiwillige Teilnehmer, die in keinem Verwandtschaftsverhaltnis
zu den Patienten standen. Jeder Teilnehmer wurde Uber die Studie informiert und gab

eine schriftliche Einverstandniserklarung ab.

3.2. Ethik-Kommission

Die Studie ,Genetische Untersuchung bei CED“ wurde am 07.11.2002 von der
Ethikkommission der Charité Berlin genehmigt (EK-Vorgangsnummer: 1834/Si.258).

3.3. Phanotypisierung

Die Datenerhebung erfolgte retrospektiv Uber die Krankenakten der Patienten. Ein
detaillierter Fragebogen wurde anhand der Aktenrecherche Uber jeden Patienten

ausgefullt.
Folgende Parameter wurden erhoben:

* Name, Geburtsdatum, Gewicht, Gro3e, Geschlecht, Krankheit (Morbus Crohn,

C.Ulcerosa, C.indeterminata)

e« Datum und Alter der Erstdiagnose, Datum und Alter der Erstsymptomatik,
ethnische Zugehdrigkeit, Rauchverhalten, judische Abstammung,

Familienanamnese
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Lokalisation der Entziindung, eingesetzte diagnostische Mittel, Vorhandensein
und Lokalisation von Fisteln oder Stenosen, Kolonkarzinom (Diagnosedatum,

Lokalisation, Stadium, Therapie)
Bisherige Anzahl der Schibe, Anzahl der Schiibe pro Jahr

Operationen  (lleozdkalresektion, Nachresektion  neoterminales  lleum,
perityphlitischer Abzel3, Strikturplastik, Teilresektion, Anus praeter, lleoanaler
Pouch)

Extraintestinale Manifestation (Augen, Gelenke, Haut, Osteoporose, Leber,

Autoimmunerkrankung, Allergie, Laktoseintoleranz, Autoantikdrper)

Systemische Steroidtherapie: Ansprechbarkeit auf Steroide (steroidresponse,
steroidabhéangig*, steroidrefraktar **), Dosisangaben, Gesamtdosis pro Jahr

Azathioprin-Therapie:  Indikation  (Steroidabhangigkeit,  Steroidrefraktaritat,
Remissionserhaltung, postoperative Immunsupression), Anzahl der Schibe vor,
wahrend und nach Azathioprin-Einsatz, Einsatzdatum und -dauer, Zeitpunkt der

Remission, Nebenwirkungen

Methotrexat-Therapie: Indikation, Anzahl der Schiibe vor, wahrend und nach
MTX-Einsatz, Einsatzdatum und -dauer, Wirksamkeit, Zeitpunkt der Remission,

Nebenwirkungen

Infliximab-Therapie: Wirksamkeit, Indikation, Anzahl der Schibe vor Infliximab-

Einsatz, Einsatzdatum und -dauer, Zeitpunkt der Remission, Dosisangaben

Therapie mit oralem oder rektalem Budenosid, Therapie mit oralem oder rektalem

5-ASA, Therapie mit oralem Sulfasalazin mit jeweiliger Dosisangabe

Antibiotika- und Probiotika-Therapie: Dauer, Dosis, Wirksamkeit

*Steroidabhangigkeit besteht bei einer Erhaltungsdosis von mind. 10
mg/Prednisolonaquivalent taglich und 2 gescheiterte Reduktionsversuche

innerhalb von 6 Monaten.

**Steroidrefraktaritat besteht bei einem durch hochdosierte Steroidtherapie (mind.
40 mg Prednislolonaquivalent taglich) Gber einen Zeitraum von mind. 6 Wochen

nicht zu beherrschenden Schub.
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3.4. Genotypisierung

Alle Studienteilnehmer wurden auf das Vorliegen von sechs Varianten im DLG5-Gen hin

untersucht.

3.4.1. Technisches Material und Chemikalien
Technisches Material:

Analysenwaage (Sartorius)

Biofuge fresco Heraeus Instruments
Eppendorf Reference Pipetten

Mikrowelle

Power Supply (Biometra)

T3 Thermocycler (Biometra)

Thermomixer comfort (Eppendorf)

Vortex (Roth)

LightCycler (Roche)

Chemikalien:

QIAamp Blood Kit, Cat.Nr. 51104, (Qiagen)

QIAquick PCR Purification Kit, Cat.Nr. 28106 (Qiagen)
Ethanol (96 — 100%)

HPLC-H,0

Primer

TBE-Puffer

AmpliTaq DNA Polymerase (Applied Biosystems)
HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen)

LightCycler Kapillaren (Roche)
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3.4.2. DNA-Isolierung

Bei den eingeschlossenen Patienten wurde die DNA-Isolierung routinemalflig im Vorfeld
wie folgt vorgenommen. Zur Gewinnung kernhaltiger Leukozyten wurde jedem
Studienteilnehmer 25 ml vendses Blut entnommen. Zunéchst wurde das Blut 10 Minuten
bei 2800 U/Minute zentrifugiert. So entstehen drei getrennte Phasen: eine Plasma-
Phase, eine erythrozytenreiche Phase und eine leukozytenreiche Phase, die
sogenannte Leukozytenmanschette. Zur Isolierung der DNA wurde QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Es wurden 250 pg/ul kernhaltige
Leukozyten aus der Leukozytenmanschette entnommen und mit 25 pl Protease und 250
pl Puffer AL versetzt, gevortext und 10 Minuten lang bei 56° inkubiert. Ziel ist es die
Zellmembran und Zellkernmembran zu lysieren. AnschlieBend wurde nach kurzem
Anzentrifugieren zur Fallung der DNA 250 pg/ul Ethanol zugegeben, auf dem Vortex
gemischt und nochmals zentrifugiert. Die lysierten Leukozyten wurden auf eine
Spinséaule pipettiert und 1 Minute bei 8500 U/Minute zentrifugiert, so dass die DNA an
der Filtermatrix adsorbiert wird. Als Nachstes erfolgte die Waschung der DNA. 500 pl
des Puffers AW1 wurden auf die Spinsaule gegeben und bei 8000 U/Minute 1 Minute
lang zentrifugiert. Zur zweiten Waschung wurde die Spinsdule mit 500 pl des Puffers
AW?2 versetzt und 3 Minuten bei 13000 U/Minute zentrifugiert. Die letzte Waschung
wurde mit 200 pl Elutionspuffer AE 1 Minute bei 8000 U/Minute durchgefuhrt, wobei die

DNA in einem Reaktionsgefal aufgefangen wurde.

3.4.3. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, um einen bestimmten DNA-Abschnitt
zu vervielfaltigen und auf diese Weise nachweisbar zu machen. Die PCR zahlt heute zu
den wichtigsten Methoden der modernen Molekularbiologie. Sie wurde 1984 von Karry
Mullis entwickelt, woftr er 1993 mit dem Nobelpreis geehrt wurde. Die PCR wird fir eine
Vielzahl verschiedener Aufgaben verwendet, neben dem Nachweis genetischer
Veréanderungen konnen z.B. Bakterien oder Viren nachgewiesen werden und in der
Gerichtsmedizin kénnen sogenannte genetische Fingerabdricke erstellt und Uberprift

werden.

Ein PCR-Zyklus kann in 3 Arbeitschritte unterteilt werden: die Denaturierung, die

Hybridisierung  (annealing) und die  Amplifikation (elongation). In  der
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Denaturierungsphase wird die DNA auf 95° erhitzt und so in ihre zwei Einzelstrange
geteilt. In der Annealingsphase bilden sich bei einer fir den Primer optimale Temperatur
Wasserstoffbriicken zwischen dem Primer und den zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitt.
Ein Primer ist ein Oligonukleotid, dessen Sequenz komplementar zu dem Anfang
(Vorwartsprimer) oder dem Ende (Ruckwartsprimer) des zu vervielfaltigenden DNA-
Abschnitts ist und auf diese Weise den Startpunkt bzw. Endpunkt der DNA-Synthese
markiert. Bei der Elongationsphase erfolgt von den Primern ausgehend bei 72° unter
Zusatz von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTP) die Neusynthese zweier zu den DNA-
Strdngen komplementarer Sequenzen. Hierzu wurden friher natirliche DNA-
Polymerasen des Escherichia coli Bakteriums verwendet, wahrend heutzutage ein
hitzestabiles Enzym des Bakteriums Thermus aquatikus (Tag-Polymerase) verwendet
wird. Dadurch kodnnen mehrere PCR-Zyklen hintereinander ohne Unterbrechung
erfolgen, da die Tag-Polymerase wéhrend der Denaturierung bei 95° nicht beschadigt
wird. Nach der Elongationsphase liegt erneut doppelstrdngige DNA vor und ein neuer
PCR-Zyklus kann beginnen. Dabei vervielfaltigt sich die Zahl der DNA-Strange
exponentiell, da jeder neusynthetisierter DNA-Abschnitt im nachsten Zyklus als Matrize
dient. Die PCR wird in einem programmierbaren Temperaturwechselgerat
(Thermocycler) durchgefuhrt.

3.4.4. DLG5-Varianten

Zur Amplifikation der DNA-Abschnitte, die die 6 SNPs des DLG5-Gens enthalten,

wurden folgende Primer verwendet (Tabelle 1).

Ein PCR Reaktionsansatz enthielt 0,75 U AmpliTaq Gold Polymerase (Perkin Elmer,
Braunschweig), 400 uM dNTPs und 0,1 uM von jedem Primer in einem Gesamtvolumen
von 25 pL. Die PCR wurde in einem Biometra T3 Thermocycler (Biometra, Géttingen,
Deutschland) durchgefihrt. Die initiale Denaturierung erfolgte 12 Minuten lang bei 95°C.
Die folgenden 40 Zyklen wurden mit einer Denaturierung von jeweils 20 Sekunden bei
95°C, einem Annealing von 40 Sekunden bei 60°C und einer Elongation von 90

Sekunden bei 72°C durchgefihrt. Die letzte Elongation erfolgte 2 Minuten bei 72°C.
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Tabelle 1: Primer der DLG5-Genotypisierung

Variante Lokalisation Vorwartsprimer Ruckwartsprimer

p.R30Q Exon2 5-GGG CGC CTC GTG AAT | 5-GGG TGA CAG CAC CAG
GCC AG-3' CAT CG-3

rs2289308 Intron16/Exonl7 | 5-AGG AGC CAC AGC CAC | 5-AAG CTT CTC CAC CAA
ATT GTG-3’ TGA GCC-3’

und

p.G1066G

p.P1371Q Exon 23 5-GCT CAG ATC TAG TTG | 5-TGA GGC CAG CTG CCC
CCA CAG G-3 AGT GC-3'

p.D1507D Exon26/Intron26 | 5-GCC AGA GCC GCC TGA | 5-CCC ATG GGA CAG CTC
TCG TG-3 CAT GG-3

und

DLG5_e26

3.4.5. Reinigung des PCR-Produktes

Nach der PCR missen die neusynthetisierten DNA-Sequenzen vor der weiteren
Bearbeitung von allen Storfaktoren z.B. restliche dNTPs und Primern gereinigt werden.
Dazu wurde das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
verwendet. Nach Zugabe eines Puffers wurde die DNA an eine Silikonmembran
adsorbiert. In weiteren Schritten erfolgte die Zugabe von Puffern und durch
anschlieRendes Zentrifugieren  wurden alle unerwinschten Bestandteile
herausgewaschen. Schlief3lich wurde die DNA aus der Silikonmembran durch Zugabe

eines Elutionspuffers und kurzer Inkubation geldst und in ein Auffanggefafd zentrifugiert.

3.4.6. Schmelzkurvenanalyse von DLG5

Zur DLG5-Mutationsanalyse des PCR-Produkts fihrten wir eine Schmelzkurvenanalyse
mittels FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer)-Sonden durch. Auf diese Weise
kann mit hoher Spezifitat die gesuchte Variante identifiziert werden und es gelingt die
Unterscheidung zwischen homozygoten und heterozygoten Tragern.

Hybridisierungssonden bestehen aus einem Oligonukleotid, das mit einem

Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Die Donor-Sonde hybridisiert an die Zielsequenz
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wéahrend die Akzeptor-Sonde in unmittelbarer Nahe hybridisiert. Das Prinzip des
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers besteht darin, dass der Donor nach Anregung
durch eine Lichtquelle Energie an den benachbarten Akzeptor abgibt, so dass dieser
Licht ausstrahlt. Bei einer raumlichen Trennung von Donor und Akzeptor kann dieser
Energietransfer nicht mehr stattfinden und der Donor strahlt direkt Licht ab. Die
Schmelzkurve beschreibt die Bindung der Donor-Sonde, die bindungsschwacher ist als
die der Akzeptor-Sonde. Die hybridisierten Produkte werden langsam unter stetiger
Messung der Fluoreszenz erhitzt. An einem fur die gesuchte Sequenz spezifischen
Schmelzpunkt |6st sich der Donor. Der Abstand zum Akzeptor nimmt zu, so dass kein
Energietransfer mehr stattfinden kann. Ist der Schmelzpunkt erreicht, so nimmt also das
gemessene Fluoreszenzsignal zu. Eine homozygote Probe weist einen Schmelzpunkt
auf, wahrend eine heterozygote Probe durch zwei Schmelzpunkte charakterisiert ist.

Eine Verdnderung der gesuchten Sequenz fuihrt zu einer Schmelzpunkterniedrigung.

Die in unsere Studie verwendeten Hybridisierungssonden wurden von der Firma TIB

MOLBIOL Berlin hergestellt. Folgende Sonden wurden verwendet.

Tabelle 2: DLG5-Hybridisierungssonden der Schmelzkurvenanalyse

Variante Donor-Sonde Akzeptor-Sonde

p.R30Q 5-GCG CCG TCC CCA CCA CCC | 5-LC Red640-CAC TGA CCA GCA AGT
CTC C-FL GAA TGA G-ph

rs2289308 | 5-TGG TGA GAA AAG ACA CCC | 5-LC Red705-GAC CCA GCC AGC CCA
CAA-FL GGA CTT AC-ph

p.G1066G | 5-CAT TTC TAG GCA CTG TTC CCC | 5-LC Red640-AGT TTG ACC CCC AGC
G-FL ACC ACT GTG-ph

p.P1371Q | 5-CCT AGC ACC CCC CAA GCC AA- | 5-LC Red705-CAG AGC AGC TCC AGG
FL TCA GCA GAC G-ph

p.D1507D | 5-CCA CGT AGA GGA TGT CAT | 5-LC Red705-AGC TCA ACT CTT GCT

CCT TVT-FL CCA CAT CTG CC-ph
DLG5_e26 | 5-TCG GCG ACC CCGCC CC-FL 5-LC Red640-CCC CAC CCC AGG CCC
GGA GAA C-ph
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Es wurde 4ul PCR-Produkt und 2 pl Sondenmix (Donor- und Akzeptor-Sonde) in
LightCycler-Kapillaren gegeben und 20 Sekunden bei 2000 U/Minute zentrifugiert. Die
Schmelzkurvenanalyse erfolgte im LightCycler (Roche Diagnostics, Deutschland).

3.4.7. NOD2-Varianten

Wie unter 3.1. (Studienteilnehmer) erwahnt, handelt es sich bei den hier
eingeschlossenen Patienten um ein bereits bestehendes Kollektiv. Bei diesen Patienten
wurde zum Zwecke anderer Forschungsarbeiten routineméallig eine NOD2-
Genotypisierung durchgefihrt, auf deren Ergebnisse wir im Rahmen dieser Dissertation
zur Korrelation mit den Daten der DLG5-Genotypiserung ebenfalls freundlicherweise
zuruckgreifen konnten. Der Vollstandigkeit halber ist an dieser Stelle noch einmal die

verwendete Methodik erwahnt.

Die Analyse auf das Vorliegen der drei SNP im NOD2-Gen wurde anhand Real-time
quantitative PCR und TagMan-Sonden durchgefuhrt. Bei der Real-time quantitativen
PCR wird die herkdbmmliche PCR mit der gleichzeitigen Quantifizierung der gewonnenen
DNA mittels Fluoreszenzmessung kombiniert. Auch hier macht man sich das Prinzip des
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) zunutze. Bei TagMan-Sonden sind
allerdings beide Fluorochrome, der sogennante Reporter und der Quencher, auf einem
Oligonukleotid verankert. TagMan-Sonden lagern sich wahrend der
Hybridisierungsphase der PCR an die komplementdren DNA-Einzelstrdnge. Solange
Reporter und Quencher auf dem intakten Oligonukleotid hybridisiert sind, wird die
Lichtemmission des Reporters durch den Quencher unterdrickt. Erst in der
Elongationsphase, wenn die Taqg-Polymerase aufgrund ihrer Nukleaseaktivitat das 5°-
Ende der Sonde hydrolisiert und somit den Reporter abbaut, strahlt dieser Licht ab. Die
Fluoreszenz des Reporters wird nun nicht mehr durch den Quencher geléscht und wird
am Ende der Elongation nach jedem Zyklus gemessen. Die Starke des Lichtsignals wird
photometrisch gemessen — sie ist proportional zur Menge abgebauter TagMan-Sonden
und damit auch zur Zahl der synthetisierten DNA-Abschnitte. In den nachfolgenden

Tabellen sind die verwendeten Primer und die verwendeten TagMan-Sonden aufgefiuhrt.
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Tabelle 3: Primer der NOD2-Genotypisierung

Variante Vorwartsprimer Ruckwartsprimer Annealing

Arg702Trp 5-TTC CTG GCA GGG CTG TTG | 5-GTG GAA GTG CTT GCG 64,5°
TC-3 GAG G-3

Gly908Arg 5-ACT CAC TGA CAC TGT CTG | 5-AGC CAC CTC AAG CTC TGG 64,5°
TTG ACT CT-3 TG-3

3020insC 5'-GTC CAA TAA CTG CAT CAC | 5-CTT ACC AGA CTT CCA GGA 62,5°
CTA CCT AG-3’ TGG TGT-3’

Tabelle 4: TagMan-Sonden der

NOD2 Real-time PCR

Variante Wildtypspezifische Sonde Mutationsspezifische Sonde

Arg702Trp FAM-CCT GCT CCG GCG CCA GGC- | TET-CCT GCT CTG GCG CCA GGC C-
TAMRA TAMRA

Gly908Arg FAM-TT TTC AGA TTC TGG GGC AAC | TET-TTC AGA TTC TGG CGC AAC AGA
AGA GTG GGT-TAMRA GTG GGT-TAMRA

3020insC FAM-C CCT CCT GCA GGC CCT TGA | TET-CCT CCT GCA GGC CCC TTG

AAT-TAMRA

AAA-TAMRA

Jeder Reaktionsansatz enthielt 25 pl 1Q Supermix (BioRad, Miunchen, Germany),

0,6 ul

von jedem Primer (100 uM), 0,1 ul DNA und 20,6 pl H20. Die Fluoreszenz wurde Uber

40 PCR-Zyklen gemessen, und die Allelbestimmung erfolgte mit dem 1Q Real-Time PCR

Detection System.
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3.5. Gastrointestinale Permeabilitat

Zur Messung der (gastrointestinalen Permeabilitdtt macht man sich die
physiologischerweise nur geringe Resorptions- und Metabolisierungsrate bestimmter
oral applizierter Zucker als Testsubstanz zunutze. Durch Bestimmung der renalen
Ausscheidungsrate solcher inerter Zucker kdnnen Ruckschlisse auf die Barrierefunktion
des Gastrointestinaltraktes gezogen werden. Eine erhthte gastroduodenale und/oder
intestinale Permeabilitat zeigt sich folglich in der erhéhten Ausscheidung der jeweiligen
Testsubstanz im Urin. Als Testsubstanz eignet sich einer Kombination aus Saccharose,
Laktulose und Mannit. Dabei dient die Saccharose als Marker fur die gastroduodenale
Permeabilitdit wahrend der Quotient aus Laktulose und Mannit als Marker fur die
intestinale Permeabilitdt dient (dimensionsloser Normwert ist < 0,03). Durch den
intestinalen Permeabilitatsindex wird die intestinale Oberflache (Mannitol) berticksichtigt
wie auch die Dichtigkeit der epithelialen tight junctions (Laktulose). Da die
Resorptionsflache bei intakter Permeabilitdt reduziert sein kann, muss bei einem
gesteigerten Permeabilitatsindex gleichzeitig die Laktuloseauscheidung erhdht sein, um

als erhohte intestinale Permeabilitat gewertet zu werden.

Tabelle 5: Testsubstanzen des gastrointestinalen Pe  rmeabilitatstests

Parameter | Applikationsmenge Permeabilitatsmarker Normbereich

Saccharose 209 Gastroduodenale <0,23 %

Permeabilitat

Laktulose 10g Intestinale Permeabilitat <0,44 %
(Dichtigkeit) Quotient < 0,03
Mannit 50 Intestinale Permeabilitat <27,8 %

(funktionelle

Darmoberflache)

Normbereich in Prozent der appliziertem Menge bzw. Quotient als dimensionsloser Wert
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3.5.1. Testdurchfiihrung

Die Bestimmung der gastrointestinalen Permeabilitdit erfolgte durch das
endokrinologische Stoffwechsellabor unserer Klinik unter der Leitung von Frau Dr.
Sabine Buhner zu wissenschaftlichen Zwecken. Die Daten der Permeabilitat wurden
bereits veroffentlicht (Buhner et al. 2006). Freundlicherweise war es uns gestattet, die

Daten zur Korrelation mit dem DLG5-Gen zu nutzen.

Es wurde bei insgesamt 105 Morbus Crohn-Patienten, die sich zum Testzeitpunkt in
Remission befanden (CDAI<150), einen Permeabilitdtstest durchgefiihrt. Zunachst
wurde von den Studienteilnehmern nach 12 stiindiger Nahrungskarenz und 48 stundiger
Alkoholkarenz eine Morgenurinprobe zum Ausschluss von Markerzucker im Urin vor
Testbeginn gewonnen. AnschlieBend waren die Teilnehmer nach vollstandiger
Blasenentleerung aufgefordert, die Testlosung bestehend aus 20 g Saccharose, 10 g
Laktulose und 5 g Mannit, gel6st in 100 ml Wasser, zigig zu trinken. Der ab diesem
Zeitpunkt angefallene Urin wurde in den folgenden 5 Stunden in einem mit Natriumacid
als Konservierungsmittel versetztem Gefald gesammelt. Erst nach 2 Stunden war das
Trinken von Wasser erlaubt, Nahrungsaufnahme war wahrend der gesamten
Urinsammelzeit nicht gestattet. Aus dem 5h-Sammelurin wie auch aus der Urinprobe vor
Testbeginn wurden 10 ml entnommen und bei -20°C gelagert. Im Labor angekommen
wurden aus beiden Proben jeweils 500 ul des aufgetauten Urins entnommen und mit 50
ul internen Standards aus 2 Zuckern (Meso-Erythrit und Turanose) als Kaliberldsung
gemischt. Zur Eiweil3fallung erfolgte die Zugabe von 50 pl 20 %iger Sulfosalicylsaure
(SSA) und zur Entsalzung die Zugabe einer Spatelspitze des lonenaustauschers
Amberlite MB-3. Nach anschlieRendem Zentrifugieren waren die Proben flr die Analyse

bereit.

Zur Analyse erfolgte zunachst eine Auftrennung des Stoffgemisches mittels HPLC (high
performance liquid chromatography; HPLC-System Dionex, ldstein, Germany). Zuvor
wurde die Analyseeinheit mit 4 Standardlésungen der zu analysierenden Zucker
Saccharose, Lactulose und Mannitol extern Kkalibriert.  AnschlieBend wurden die
Einzelstoffe elektrochemisch durch gepulste Amperometrie, eine Form der
Gleichspanungs-Amperometrie, detektiert und quantitativ bestimmt. Die Werte werden in
Prozent der in der Testlosung befindlichen Menge angegeben. Eventuell bereits vor
Testdurchfihrung im Urin vorhandene Zucker werden bei der Auswertung entsprechend

bertcksichtigt.
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3.6. Statistische Verfahren
3.6.1. Chi-Quadrat-Test

Mithilfe von Chi-Quadrat-Tests werden Merkmale anhand von beobachteten
Haufigkeiten ihrer Merkmalsausprdgungen analysiert, um dabei eine mdgliche
Assoziation zu prufen. Voraussetzung ist eine ausreichend grofRe Teilnehmerzahl, so
dass die erwartete Haufigkeit nicht kleiner als 5 ist. Die Berechnung erfolgt anhand einer
Kreuztabelle, in der die jeweiligen Merkmale anhand lhrer Merkmalsauspragungen
gegenuber gestellt werden. Das Prinzip dieses Tests ist, die beobachteten Haufigkeiten
in jeder Zelle mit den bei Unabh&ngigkeit erwarteten Haufigkeiten zu vergleichen. Je
grosser die Differenzen sind, desto mehr spricht dies fur eine Abhéngigkeit zwischen
den Merkmalen. Mit dem Chi-Quadrat-Test lasst sich untersuchen, ob ein
Zusammenhang zwischen zwei Merkmalen besteht, jedoch nicht wie stark der

Zusammenhang zwischen diesen ist.

Da unser Stichprobenumfang ausreichend grol3 ist, wird eine Vertrauens-
wahrscheinlichkeit von 95% angestrebt (Signifikanzniveau a = 0,05). Unsere Daten
lassen sich als Realisierung von Zufallsvariablen auffassen. Bei der sogenannten Chi-
Quadrat-Verteilung auf Unabhangigkeit werden Transformationen von normalverteilten
Zufallsvariablen betrachtet, die selbst nicht normalverteilt waren. Angegeben werden die
Wabhrscheinlichkeiten fir die Realisationen unserer diskreten Zufallsvariablen innerhalb
festgelegter Grenzen. Konnte mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit erster Art von a = 0,05
die Unabhangigkeitshypothese verworfen werden, so bedeutet dies einen signifikanten

Unterschied zwischen den beobachteten Gruppen.

Mit diesem Verfahren wird untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen DLG5-

Varianten und den unterschiedlichen Erscheinungsformen CED vorliegt.

3.6.2. Exakter Test nach Fisher

Der exakte Test nach Fisher ist eine Abwandlung des Chi-Quadrat-Tests. Er kommt zum
Einsatz, wenn eine Vierfeldertafel vorliegt und die erwartete Haufigkeit kleiner als 5 ist,
also bei kleinen Stichprobenumfangen. Unter der Annahme einer Nullhypothese HO
kann durch die Berechnung des p-Wertes nach Fisher die Wahrscheinlichkeit fur eine
beobachtete Verteilung und extremere Verteilungen bestimmt werden. Falls die

gefundene Wahrscheinlichkeit p kleiner als 0,05 ist, lasst sich die Nullhypothese HO auf

32



dem 5%-Niveau ablehnen. Grundlage fur die Berechnungen ist eine Vierfeldertafel mit
kleinen Besetzungszahlen. Man geht vom Feld mit dem kleinsten Produkt der
Diagonalen und dem am schwachsten besetzten Feld aus und stellt unter Beibehaltung
der gleichen Randsummen alle Vierfeldertafeln auf, die in dem betreffenden Feld noch
schwacher besetzt sind. Man nimmt die Randsummen als gegeben hin und fragt nach
der Wahrscheinlichkeit daftir, dass die beobachtete Besetzung oder eine noch weniger
wahrscheinliche rein zuféllig zustande kommt. Es ergibt sich die Wahrscheinlichkeit p
als eine Summe von Gliedern dieser Verteilung. Unter der Voraussetzung, dass die
Randsummenpaare fest vorgegeben sind, ist die berechnete Wahrscheinlichkeit die
exakte Losung. Im Ergebnis kann die Nullhypothese abgelehnt werden, wenn die

erhaltenen p-Werte <0,05 sind, da dies als statistisch signifikant betrachtet wird.

Anhand des exakten Tests nach Fisher priften wir das Vorliegen signifikanter
Unterschiede zwischen den einzelnen DLG5-Varianten und dem Auftreten von Morbus
Crohn oder Colitis Ulcerosa. Des Weiteren wurde er beim Genotyp-Phanotpyp-Vergleich
und beim Vergleich der gastrointestinalen Permeabilitat unter unterschiedlichen

genotypischen Gruppen angewandt.
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4. Ergebnisse

4.1. Phanotyp der CED-Patienten

Anhand intensiver, retrospektiver Aktenrecherche konnten von den insgesamt 391
genotypisierten CED-Patienten die klinischen und demographischen Daten von 366
CED-Patienten ermittelt werden. So war es moglich Gber nahezu jeden Patienten ein
detailliertes, phanotypisches Bild zu erstellen. Es handelt sich um 227 Morbus Crohn-
Patienten und 139 Colitis Ulcerosa-Patienten. Alle Patienten sind kaukasischen

uUrsprungs.

4.1.1. Phanotyp der Morbus Crohn-Patienten

Zur phanotypischen Analyse standen 227 Morbus Crohn-Patienten zur Verfigung. Unter
dem Patientenkollektiv zeigte sich wie erwartet eine Prddominanz fur das weibliche
Geschlecht — 3/5 der Morbus Crohn-Patienten waren Frauen und 2/5 Manner. Der
Altersdurchschnitt bei Krankheitsausbruch lag bei 30 Jahren. Bei insgesamt 42 % der
Patienten war im Verlauf der Erkrankung ein chirurgisches Vorgehen im Sinne einer
Darmresektion erforderlich. In der Fall-Kontroll-Studie von Stoll aus dem Jahre 2004, in
der DLG5 erstmalig als Crohn-Suszeptibilititsgene deklariert wurde, bestand das

Patientenkollektiv aus 538 Morbus Crohn-Patienten.

Die nachfolgende Tabelle beschreibt die Haufigkeitsverteilung demographischer und
klinischer Merkmale bei Morbus Crohn-Patienten (n=227) als Absolutzahl (Prozentzahl).
Die Anzahl der Morbus Crohn Patienten fir das jeweilige ph&notypische Merkmal weicht
von der Gesamtzahl der Morbus Crohn Patienten ab, da nicht jedes Merkmal bei jedem
Patienten retrospektiv reproduzierbar war. Ein chronischer Verlauf wurde definiert als
Einnahme von Prednisolon fur mindestens ein Jahr durchgehend oder beim Einsatz von

Infliximab (bzw. Ciclosporin bei der Colitis Ulcerosa) oder bei Proktokolektomie.
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Tabelle 6: Haufigkeit demographischer und klinische r Merkmale bei 227
Morbus Crohn-Patienten

Geschlecht (mannlich:weiblich) 87:140 (38,3:61,7)
Alter bei Erstdiagnose 30,3 +/- 10,99
(Durchschnitt+/- Standardabweichung)

Erkrankungsdauer 10,1 +/- 8
(in Jahren; Durchschnitt +/- Standardabweichung)

Positive CED Familienanamnese 22 (11,6)
Rauchgewohnheiten

Raucher 81 (41,3)
Ex-Raucher 7 (3,5)
Lokalisation

Oberer GI-Trakt 56 (25,9)
Jejunum/oberes lleum 50 (24,5)
Terminales lleum 179 (85,6)
Dickdarm 182 (84,3)
Perianal 70 (32,4)
Extraintestinale Manifestation 119 (54,6)
periphere Arthralgien 96 (44)
sakroiliakale Arthralgien 31 (14.2)
Augenmanifestation 22 (10,1)
Hautmanifestation 18 (8,3)
Fisteln 101 ( 46,3)
Stenosen 143 (65,6)
Chronischer Verlauf 66 (31,6)
Operationen

Dinndarmresektion 22 (10,1)
lleozékalresektion 73 (33,6)
Dickdarmresektion 40 (18,3)
Nachresektion 27 (12,4)
Fistel-OP 59 (27,3)

Haufigkeitsverteilung demographischer und klinische r Merkmale bei
Morbus Crohn-Patienten (n=227) in Absolutzahl (Proz entzahl). Die
Prozentzahl bezieht sich auf die Gesamtheit der MC-  Patienten flr das

jeweilige phanotypische Merkmal.



4.1.2 Phéanotyp der Colitis Ulcerosa-Patienten

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Haufigkeitsverteilung demographischer

und

klinischer Merkmale bei Colitis Ulcerosa-Patienten (n=139) in Absolutzahl (Prozentzahl).

Tabelle 7: Haufigkeit demographischer und klinische

Colitis Ulcerosa-Patienten

r Merkmale bei 139

Geschlecht (mannlich:weiblich)
Alter bei Erstdiagnose
Erkrankungsdauer

Positive CED Familienanamnese
Rauchgewohnheiten

Raucher

Ex-Raucher

Lokalisation

Proktitis

Linksseitencolitis

Pancolitis

Pancolitis + Backwashileitis
Extraintestinale Manifestation
periphere Arthralgien
sakroiliakale Arthralgien
Augenmanifestation
Hautmanifestation

Priméar sklerosierende Cholangitis

Colon-Ca
Chronischer Verlauf
Steroidansprechen
Ansprechen
Abhangig

Refraktar
Operationen

keine Operation
Colektomie
Colonteilresektion

Appendektomie

64:75 (46:54)
35,13 +/- 13,95
10,87 +/- 10,65

5(7,2)

15 (19,2)
12 (15,6)

8 (5,4)
54 (36,5)
59 (39,3)

13 (8,8)
94 (67,6)
63 (45,3)
22 (15,9)

11 (7,9)

9 (6,5)

13 (8,8)

3(2,2)
38 (28,1)

68 (60,2)
21 (18,6)
24 (21,2)

126 (94,7)
2 (1,5)
4(3)
1(0,8)

Haufigkeitsverteilung demographischer und klinische
Colitis Ulcerosa-Patienten (n=139) in Absolutzahl (

Prozentzahl bezieht sich auf die Gesamtheit der CU-

jeweilige phanotypische Merkmal.

r Merkmale bei
Prozentzahl). Die

Patienten fiir das
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4.2. Haufigkeitsverteilung der DLG5-Varianten und deren Assoziation zu CED

Alle 391 Patienten wurden auf das Vorliegen der sechs wichtigsten DLG5-Varianten hin
genotypisiert. Wir verglichen die Mutationshaufigkeit bei den Patienten mit der Haufigkeit
bei den gesunden Kontrollen. Als Kontrolle dienten 218 freiwillige Teilnehmer, die in

keinem Verwandtschaftsverhaltnis zu den CED-Patienten standen.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Haufigkeitsverteilung von Mutationen der sechs
DLGb5-Varianten (Tabelle 8). Wir verglichen die Tragerzahl von mindestens einem
mutierten Allel in Absolutzahl (Prozentzahl) bei CED-Patienten (n=391) mit der
Tragerzahl bei den Kontrollen (Exakter Fisher-Test). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der DLG5-Mutationshaufigkeiten zwischen Patienten und

Kontrollen.

Im n&chsten Schritt pruften wir einen Zusammenhang zwischen DLG5-Polymorphismen
und CED unter Berucksichtigung des Erkrankungstyps, d.h. nach Aufteilung der
Patienten in Morbus Crohn- und Colitis Ulcerosa-Patienten (Tabelle 9). Wir verglichen
die Haufigkeitsverteilung der Varianten innerhalb des jeweiligen Patientenkollektivs mit
der Haufigkeitsverteilung unter den gesunden Kontrollen. Dabei fiel eine signifikante
Haufigkeit der rs2289308-Variante bei Colitis Ulcerosa-Patienten im Vergleich zur
Haufigkeit bei den Kontrollen auf. 65,5% der Colitis Ulcerosa-Patienten trugen
mindestens ein mutiertes Allel in der genannten Variante, wahrend nur 54,1% der
Kontrolle Trager eines mutierten Allels waren (p=0,031). Bezuglich der anderen funf
DLGb5-Varianten konnte kein Zusammenhang zu Morbus Crohn oder Colitis Ulcerosa
festgestellt werden. Die DLG5_e26- und p.D1507D-Variante waren identisch. Wir gehen
davon aus, dass die Weitergabe dieser zwei Varianten von Generation zu Generation
gekoppelt stattfindet, d.h. dass ein sogenanntes Kopplungsungleichgewicht zwischen

diesen Variante besteht.
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Tabelle 8: Haufigkeit der

DLG5-Varianten bei CED

Varianten CED Kontrollen P-Wert OR 95%-ClI
p.R30Q
Homozygot 0 (0%) 3 (1,4%)
Heterozygot 57 (14,6%) 36(16,6%)
0,297 0,78 [0,49;1,22]
Wildtyp 334 (85,4%) 178 (82%)
p.P1371Q
Homozygot 0 (0%) 0(0%)
Heterozygot 30 (7,7%) 19 (8,8%)
0,643 0,86 [0,47;1,59]
Wildtyp 361 (92,3%) 198 (91,2%)
p.G1066G
Homozygot 24 (6,1%) 17 (7,8%)
Heterozygot 152 (38,9%) 87 (40,1%)
0,498 0,89 [0,64;1,24]
Wildtyp 215 (55%) 113 (52,1%)
rs2289308
Homozygot 56 (14,3%) 27 (12,4%)
Heterozygot 185 (47,3%) 91 (41,9%)
0,086 1,35 [0,96;1,89]
Wildtyp 150 (38,4%) 99 (45,6%)
DLG5_e26
Homozygot 57 (14,6%) 27 (12,4%)
Heterozygot 182 (46,5%) 91 (41,9%)
0,123 1,31 [0,93;1,83]
Wildtyp 152 (38,9%) 99 (45,6%)
p.D1507D
Homozygot 57 (14,6%) 27 (12,4%)
Heterozygot 182 (46,5%) 91 (41,9%)
0,123 1,31 [0,93;1,83]
Wildtyp 152 (38,9%) 99 (45,6%)

DLG5-Varianten und Genotyp. Vergleich der Tragerzahl vo n
1) mit Kontrollen (n=218) (Exakter Fisher-

s ratio) und des 95%-Konfidenzintervalls

Haufigkeitsverteilung der sechs
mind. einem mutierten Allel bei CED-Patienten (n=39
Test). Errechnung des relativen CED-Risikos (OR=0dd
(Ch.



Tabelle 9: Haufigkeitsverteilung der

DLG5-Varianten bei Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa

Morbus P- OR Colitis P- OR Kontrollen

S Wert Ulcerosa Wert
p.R30Q
Homozygot 0 (0%) 0 (0%) 3 (1,4%)
Heterozygot 31 (13,4%) 0,195 0,71 24 (16,2%) 0,778 0,89 36 (16,5%)
Wildtyp 201 (86,6%) 124 (83,8%) 179 (82,1%)
p.P1371Q
Homozygot 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Heterozygot 14 (6%) 0,285 0,67 16 (10,8%) 0,588 1,27 19 (8,7%)
Wildtyp 218 (94%) 132 (89,2%) 199 (91,3%)
p.G1066G
Homozygot 19 (8,2%) 5 (3,4%) 17 (7,8%)
Heterozygot 88 (37,9%) 0,706 0,92 57 (38,5%) 0,242 0,78 88 (40,4%)
Wildtyp 125 (53,9%) 86 (58,1%) 113 (51,8%)
rs2289308
Homozygot 34 (14,7%) 22 (14,9%) 27 (12,4%)
Heterozygot 106 (45,7%) 0,215 1,29 75 (50,7%) 0,031 1,60 91 (41,7%)
Wildtyp 92 (39,7%) 51 (34,5%) 100 (45,9%)
DLG5_e26
Homozygot 34 (14,7%) 23 (15,5%) 27 (12,4%)
Heterozygot 105 (45,3%) 0,255 1,24 73 (49,3%) 0,052 155 91 (41,7%)
Wildtyp 93 (40,1%) 52 (35,1%) 100 (45,9%)
p.D1507D
Homozygot 34 (14,7%) 23 (15,5%) 27 (12,4%)
Heterozygot 105 (45,3%) 0,255 1,24 73 (49,3%) 0,052 1,55 91 (41,7%)
Wildtyp 93 (40,1%) 52 (35,1%) 100 (45,9%)

DLG5-Mutationen und Genotyp. Vergleich der Tragerzahl v on mind.

=232) und Colitis Ulcerosa-Patienten (n=148) mit

Haufigkeitsverteilung der sechs
einem mutierten Allel bei Morbus Crohn-Patienten (n
Kontrollen (n=218) (Exakter Fisher-Test). Errechnun g des relativen Morbus Crohn- bzw. C. Ulcerosa-

Risikos bei Vorleigen von mind. einem mutierten All el (OR=0dds ratio).
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4.3. DLG5-Varianten bei Tragern von NOD2-Mutationen

Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa werden als komplexe genetische Erkrankungen
verstanden. Die drei NOD2-Varianten sind nachweislich mit Morbus Crohn assoziiert.
Um eine genetische Interaktion zwischen NOD2- und DLG5-Varianten zu prifen,
untersuchten wir die Haufigkeit von Sequenzvarianten im DLG5-Gen hinsichtlich ihres
NOD2-Status bei Morbus Crohn-Patienten. Als NOD2-Risiko-Genotyp definierten wir
das Vorliegen von mindestens einem mutierten Allel bei mindestens einer der drei
Varianten: Arg702Trp, Gly908Arg, 3020insC.

Wir konnten unter den Morbus Crohn-Patienten, die Trager einer NOD2-Mutation sind,
keine signifikant erhéhte Mutationsrate fir eine der sechs DLG5-Varianten feststellen.
Insgesamt haben zwar 96,8% der Morbus Crohn-Patienten mit einem positiven NOD2-
Risiko-Genotyp eine DLG5-Mutation, aber auch 91,4% der Morbus Crohn-Patienten
ohne NOD2-Risiko-Genotyp sind Trager einer DLG5-Mutation (p=0,171).
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Tabelle 10: Haufigkeitsverteilung der

DLGb5-Varianten eingeteilt nach NOD2-Status

p.R30Q

Risiko Allel +

Risiko Allel -

p.P1371Q

Risiko Allel +

Risiko Allel -

p.G1066G

Risiko Allel +

Risiko Allel -

rs2289308

Risiko Allel +

Risiko Allel -

DLG5_e26

Risiko Allel +

Risiko Allel -

p.D1507D

Risiko Allel +

Risiko Allel -

NOD2 +

12 (12,9%)

81 (87,1%)

7 (7,5%)

86 (92,5%)

48 (51,6%)

45 (48,4%)

60 (64,5%)

33 (35,5%)

58 (62,4%)

35 (37,6%)

58 (62,4%)

35 (37,6%)

NOD2 -

19 (13,7%)

120 (86,3%)

7 (5%)

132 (95%)

59 (42,4%)

80 (57,6%)

80 (57,6%)

59 (42,4%)

80 (57,6%)

59 (42,4%)

80 (57,6%)

59 (42,4%)

P-Wert

0,575

0,181

0,338

0,497

0,497

Haufigkeitsverteilung von
mind. einem mutiertem Allel der drei
in  Absolutzahl

Personengruppe mit bzw. ohne

(Prozentzahl bezieht
NOD2-Mutation) bei Morbus Crohn-Patienten (n=232). P-
Werte ermittelt durch Exakter Fisher-Test.

DLG5-Varianten (mind. ein mutiertes Allel) bei Tréager v
NOD?2-Variante (Arg702Trp, Gly908Arg, 3020insC)

die je weilige Gesamtheit




4.4. Assoziation des DLG5-Genotyps zum Phanotyp

Im nachsten Schritt verglichen wir die Haufigkeit von klinischen Merkmalen mit der
Haufigkeit von Varianten fur jede der moglichen sechs DLG5-Sequenzvarianten. Unser
Ziel ist, eine mogliche Assoziation zwischen DLG5-Varianten und klinischen Subtypen

zu identifizieren.

4.4.1. Einfluss von DLG5-Varianten auf den Morbus Crohn Verlauf

Beim Vergleich der Haufigkeiten fiel auf, dass Morbus Crohn-Patienten mit mindestens
einem mutierten Allel in der rs2289308-Variante signifikant seltener einen perianalen
Befall haben (25,4% vs. 42,2%, p=0,012) und seltener Fisteln (39,8% vs. 55,6%,
p=0,027) entstehen (Tabelle 11). Noch deutlicher ist die Differenz hinsichtlich der Anzahl
von Dickdarmresektionen (11,7% vs. 27,8%, p=0,004) und Fisteloperationen (20,5% vs.
37,1%, p=0,008). Die Anzahl der Féalle in denen Infliximab als Reservetherapeutikum
eingesetzt werden musste, ist ebenso signifikant geringer (13,4% vs. 26,7%, p=0,02).
Hinsichtlich des weiteren Befallmusters und der weiteren eingesetzten operativen
MalRnahmen wie auch medikamentdésen Therapien, zeigt sich kein relevanter

Unterschied.

Ahnliche Beobachtungen konnen fur Trager einer DLG5_e26- bzw. D1507D-Varianten
gemacht werden (Tabelle 12). Sowohl ein perianaler Befall (25,8% vs. 41,3%, p=0,019)
wie auch Dickdarm- und Fisteloperationen (11,1% vs. 28,3%, p=0,002 bzw. 20,8% vs.
36,3%, p=0,014) und der Einsatz von Infliximab (13,7% vs. 26,1%, p=0,031) sind
signifikant seltener. Die Ausbildung von Fisteln zeigt zwar auch einen negativen Trend,

ist jedoch mit einem p-Wert von 0,05 nicht signifikant.

Diese Zahlen deuten auf eine Verbindung zwischen der Auspragungsform des Morbus
Crohns und dem Vorhandensein der rs228909- und der DLG5_e26- bzw. D1507D-
Varianten im Sinne eines milderen Krankheitsverlaufes hin. Ein protektiver Effekt der
genannten Mutationen gegenuber einer aggressiven Verlaufsform fir Morbus Crohn-

Patienten muss dementsprechend diskutiert werden.
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Tabelle 11: Genotyp-Phéanotyp Vergleich der rs228930  8-Variante bei Morbus Crohn

rs2289308 + rs2289308 - p-Wert OR 95%-ClI
Frihe Erstdiagnose 50 (39,4) 35 (38,9) 1 1,02 [0,59;1,77]
(< 25 Jahre)
Lokalisation
Oberer GI-Trakt 32 (25,4) 24 (26,7) 0,88 0,94 [0,58;1,98]
Jejunum/ob. lleum 31 (26,1) 19 (22,4) 0,62 1,22 [0,64;2,33]
Terminales lleum 109 (89,3) 70 (80,5) 0,08 2,05 [0,94:4,49]
Dickdarm 104 (82,5) 78 (86,7) 0,45 0,27 [0,16;0,46]
Rektum 39 (32,8) 37 (42,5) 0,19 0,66 [0,37;1,17]
Perianal 32 (25,4) 38 (42,2) 0,012 0,466 [0,26;0,83]
Extraintest. 71 (55,5) 48 (53,3) 0,78 1,37 [0,79;2,40]
Manifestation
Fisteln 51 (39,8) 50 (55,6) 0,027 0,53 [0,31;0,91]
Stenosen 80 (62,5) 63 (70) 0,31 0,46 [0,27;0,78]
Steroidansprechen 59 (60,2) 51 (68,9) 0,26 1,46 [0,78;2,73]
Azathioprineinsatz 68 (57,1) 53 (61,6) 0,6 0,83 [0,47;1,46]
Infliximabeinsatz 16 (13,4) 23 (26,7) 0,02 0,42 [0,21;0,86]
Operationen
lleozdkalresektion 41(32,3) 32 (35,6) 0,66 0,86 [0,49;1,53]
Nachresektion 11 (9,1) 14 (16,1) 0,14 0,52 [0,22;1,20]
neoterm. lleum
Dickdarmresektion 15 (11,7) 25 (27,8) 0,004 0,34 [0,17;0,69]
Resektion allgemein 54 (42,2) 44 (48,9) 0,34 0,76 [0,44;1,31]
Nachresektion 13 (10,2) 14 (15,6) 0,3 0,62 [0,27;1,39]
allgemein
Fistel-OP 26 (20,5) 33(37,1) 0,008 0,44 [0,24;0,80]
Haufigkeitsverteilung der rs2289308-Variante (mind. ein mutiertes Allel) fur verschiedene

klinische Merkmale in Absolutzahl (Prozentzahl bezi  eht sich auf die jeweilige Gesamtheit der
Variantentrdger bzw. Wildtyptrager). P-Wert ermitte It durch Exakter Fisher-Test. Errechnung
des relativen Risikos (OR=0dds ratio) fur das jewei lige klinische Merkmal und des 95%-

Konfidenzintervalls (CI).
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Tabelle 12: Genotyp-Phanotyp Vergleich der DLG5 e26 - bzw. D1507D-Variante bei Morbus Crohn

DLG5 e26+/ | DLG5 e26-/ | p-Wert OR 95%-ClI
D1507D+ D1507D-

Frihe Erstdiagnose 49 (39,2) 36 (39,1) 1 1,00 [0,58;1,74]
(junger 25J)

Lokalisation

Oberer GI-Trakt 30 (24,2) 26 (28,3) 0,53 0,81 [0,44;1,50]
Jejunum/ob. lleum 30 (25,6) 20 (23) 0,74 1,07 [0,56;2,0]
Terminales lleum 107 (89,2) 72 (80,9) 0,11 1,95 [0,90;4,26]
Dickdarm 102 (82,3) 80 (87) 0,45 0,70 [0,34;1,47]
Rektum 39 (33,3) 37 (41,6) 0,25 0,70 [0,40;1,24]
Perianal 32 (25,8) 38 (41,3) 0,019 0,49 [0,28;0,88]
Extraintest. Manifestation 70 (55,6) 49 (53,3) 0,78 1,1 [0,64;1,88]
Fisteln 51 (40,5) 50 (54,3) 0,05 0,57 [0,34;0,98]
Stenosen 78 (61,9) 65 (70,7) 0,2 0,68 [0,39;1,20]
Chronischer Verlauf 57 (59,4) 53(69,7) 0,2 1,56 [0,84;2,92]
Steroidansprechen 57 (59,4) 53 (69,7) 0,2 1,56 [0,84;2,92]
Azathioprineinsatz 67 (57,3) 54 (61,4) 0,57 0,84 [0,48;1,48]
Infliximabeinsatz 16 (13,7) 23 (26,1) 0,031 0,45 [0,22;0,90]
Operationen

lleozbkalresektion 40 (32) 33(35,9) 0,56 0,84 [0,48;1,49]
Nachresektion neoterm. 10 (8,4) 15 (16,9) 0,08 0,45 [0,19;1,05]
lleum

Dickdarmresektion 14 (11,1) 26 (28,3) 0,002 0,32 [0,16;0,64]
Resektion allgemein 52 (41,3) 46 (50) 0,22 0,70 [0,41;1,21]
Nachresektion allgemein 12 (9,6) 15 (16,3) 0,15 0,54 [0,24;1,22]
Fistel-OP 26 (20,8) 33 (36,3) 0,014 | 0,46 [0,25;0,84]

Haufigkeitsverteilung der DLG5_e26- bzw. D1507D-Var ianten (mind. ein mutiertes Allel) fir
verschiedene klinische Merkmale in Absolutzahl (Pro zentzahl bezieht sich auf die jeweilige
Gesamtheit der Variantentrager bzw. Wildtyptréager). P-Wert ermittelt durch Exakter Fisher-Test.
Errechnung des relativen Risikos (OR=0dds ratio) fi  r das jeweilige klinische Merkmal und des
95%-Konfidenzintervalls (CI).
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Beim Vergleich des Geno- und Phanotyps fir die R30Q-, P1371Q- und G1066G-
Varianten konnten keine Assoziation zu bestimmten klinischen Subtypen festgestellt
werden. Die  Haufigkeitsverteilung  hinsichtlich  des  Befallmusters, des
Krankheitsverhaltens, der extraintestinalen Manifestationen sowie der eingesetzten
operativen und medikamentdsen Malinahmen, zeigte unter den verschiedenen

genotypischen Gruppen keinen signifikanten Unterschied (Daten nicht gezeigt).

4.4.2. Einfluss von DLG5-Varianten auf Colitis Ulcerosa-Verlauf

Bei der Suche nach einer Korrelation zwischen DLG5-Varianten und Klinischen
Subtypen bei Colitis Ulcerosa-Patienten fielen Patienten mit einem mutierten Allel der
R30Q-Variante auf. Hier zeigte sich eine signifikante Haufung extraintestinaler
Manifestationen (87% vs. 63,8%, p=0,031), wobei keine Korrelation zwischen der
Mutation und den einzelnen extraintestinalen Manifestationen wie Arthralgien, Haut- und
Augenmanifestation auszumachen ist. Das Risiko fur Colitis Ulcerosa-Patienten
extraintestinale Manifestationen zu erleiden ist um das 2,86-fache erhdht. Des Weiteren
wird bei R30Q-Variantentragern signifikant haufiger Ciclosporin eingesetzt (22,7% vs.
6,2%, p=0,027). Die Daten kdnnten auf einen schwereren Krankheitsverlauf der Colitis
Ulcerosa fur Trager der R30Q-Variante hinweisen. Allerdings muss bericksichtigt
werden, dass die Fallzahl fir den Einsatz von Ciclosporin mit 12 Patienten klein ist und
dadurch keine abschlieRende Interpretation erfolgen kann. Die nicht erhdhte Rate an
Operationen unter den R30Q-positiven Patienten spricht gegen die Hypothese eines

schwereren Colitis Ulcerosa-Verlaufs.

Hinsichtlich der anderen phanotypischen Merkmale zeigen sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen Mutationstragern und Wildtyp-Patienten.
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Tabelle 13: Genotyp-Phanotyp Vergleich der R30Q-Var iante bei Colitis Ulcerosa

R30Q+ R30Q- p-Wert OR 95%-ClI

Erweiterter Befall (Uiber linke 12 (54,5) 61 (54,5) 1 1,00 [0,40;2,50]
Flexur hinausgehend)

Extraintest. Manifestation 20 (87) 74 (63,8) 0,031 2,86 [1,10;7,41]
Periphere Arthralgien 12 (52,2) 51 (44) 0,5 14 [0,57;1,39]
Sakroiliakale Arthralgien 5(21,7) 17 (14,8) 0,37 1,6 [0,50;5,66]
Augenmanifestation 1(4,3) 10 (8,6) 0,64 0,56 [0,11;2,91]
Hautmanifestation 2(8,7) 7 (6,0) 0,69 1,55 [0,25;9,47]
PSC 2(9,1) 11 (9,6) 1 0,94 [0,20;4,40]
Colon-Ca 0 (0) 3(2,6) 1 0,3 [0,01;6,24]
Chronischer Verlauf 9(39,1) 29 (25,9) 0,21 1,91 [0,71;5,17]
Steroidansprechen 11 (64,7) 57 (59,4) 0,79 0,8 [0,28;2,29]
Ciclosporin-Einsatz 5(22,7) 7(6,2) 0,027 7,59 [1,53;37,53]
Operationen 1(4,5) 6 (5,4) 1 0,84 [0,11;6,49]

Haufigkeitsverteilung der R30Q-Variante (mind. ein mutiertes Allel) bei Colitis Ulcerosa-
Patienten fur verschiedene klinische Merkmale in Ab  olutzahl (Prozentzahl bezieht sich auf die
jeweilige Gesamtheit der Variantentrager bzw. Wildt  yptrager). P-Wert ermittelt durch Exakter
Fisher-Test. Errechnung des relativen Risikos (OR=0 dds ratio) fur das jeweilige klinische

Merkmal und des 95%-Konfidenzintervalls (Cl).

Beim Vergleich der Mutationshaufigkeit innerhalb der anderen fiinf DLG5-Varianten mit
den phé&notypischen Merkmalen der Colitis Ulcerosa ergab sich kein Anhalt fur eine
Assoziation (Daten nicht gezeigt). Der Trend zu einem protektiven Effekt von rs228908-,
DLG5 e26- bzw. D1507D-Varianten wie er sich unter den Morbus Crohn-Patienten

zeigte, konnte unter den Colitis Ulcerosa-Patienten nicht beobachtet werden.
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4.5. Alter, Geschlecht und Familienanamnese

Weder unter den Morbus Crohn-Patienten noch unter den Colitis Ulcerosa-Patienten
war eine Korrelation zwischen Mutationen in den DLG5-Varianten und dem Geschlecht,
einer positiven Familienanamnese oder einem frihen Erkrankungsbeginn (< 25 Jahre)

zu erkennen (Daten nicht gezeigt).

4.6. Rauchverhalten

Wir untersuchten bei Morbus Crohn-Patienten wie auch bei Colitis Ulcerosa-Patienten
die Anzahl von Rauchern bzw. Ex-Rauchern unter den Mutationstragern und verglichen
diese mit der Anzahl von Mutationstragern unter den gesunden Kontrollen. In den
Patientenkollektiven zeigte sich keine H&ufung von Mutationstrdgern unter den
Patienten, die rauchen oder friher geraucht haben (Daten nicht gezeigt). Es gibt daher
keinen Anhalt, dass die Kombination aus Rauchen und DLG5-Mutation als Risikofaktor

fur das Auftreten von Morbus Crohn oder Colitis Ulcerosa gewertet werden kann.

4.7. Gastrointestinale Permeabilitat

Anhand des sogenannten 3-Zuckertests wurden die gastroduodenale und die intestinale
Permeabilitdt bei 105 Morbus Crohn-Pateinten bestimmt. Wir verglichen die Haufigkeit
der jeweils erh6hten Permeabilitét mit der Haufigkeit von Mutationen in den sechs
DLG5-Varienten. In unserem Patientenkollektiv konnten wir keinen signifikanten
Unterschied zwischen Mutations- und Nichtmutationstragern feststellen. Die Daten
ergeben dementsprechend keinen Anhalt flr einen Zusammenhang zwischen DLG5-
Mutationen und der erhdhten gastrointestinale Permeabilitdit von Morbus Crohn-

Patienten.
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Tabelle 14: Gastrointestinale Permeabilitat und

DLG5-Varianten bei Morbus Crohn-Patienten

p.R30Q
Risiko Allel+

Risiko Allel-

p.P1371Q
Risiko Allel+

Risiko Allel-

p.G1066G
Risiko Allel+

Risiko Allel-

rs2289308
Risiko Allel+

Risiko Allel-

DLG5 e26
Risiko Allel+

Risiko Allel-

p.D1507D
Risiko Allel+

Risiko Allel-

DLGS5 allg.
Risiko Allel+

Risiko Allel-

Gastroduodenale Permeabilitat

erhéht

5 (29,4)

35 (40,4)

2 (50)

38 (38)

18 (40)

22 (37,3)

24 (39,3)

16 (37,2)

23 (39)

17 (37.8)

23 (39)

17 (37,8)

37 (38,9)

3(33,3)

normal

12 (70,6)

52 (59,8)

2 (50)

62 (62)

27 (60)

37 (62,7)

37 (60,7)

27 (62,8)

36 (61)

28 (62,2)

36 (61)

28 (62,2)

58 (61,1)

6 (66,7)

p-Wert

0,59

0,64

0,84

0,84

Intestinale Permeabilitat

erhoht

4 (23,5)

41 (46,6)

3 (75)

42 (41,6)

21 (45,7)

24 (40,7)

29 (47,5)

16 (36,4)

28 (47,5)

17 (37)

28 (47,5)

17 (37)

43 (44,8)

2 (22,2)

normal

13 (76,5)

47(53,4)

1 (25)

59 (58,4)

25 (54,3)

35 (59,3)

32 (52,5)

28 (63,6)

31 (52,5)

29 (63)

31 (52,5)

29 (63)

53 (55,2)

7(77,8)

p-Wert

0,11

0,31

0,69

0,32

0,32

0,32

0,3

Haufigkeitsverteilung von

Patienten (n=105) mit erhéhter bzw. normaler gastro
in Absolutzahl (Prozentzahl bezieht sich auf die je
Wildtyptrager). P-Wert ermittelt durch Exakter Fish

DLG5-Varianten (mind. ein mutiertes Allel) bei Morbus C

er-Test.

rohn-

duodenaler und intestinaler Permeabilitat

weilige Gesamtheit der Variantentrager bzw.
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5. Diskussion

Morbus Crohn wie auch Colitis Ulcerosa sind multifaktorielle Erkrankungen, deren
Atiologie und Pathogenese bis heute nicht vollstandig geklart sind. Im Jahre 2004
berichteten Stoll und Kollegen in einer Studie an zwei grof3en europaischen
Bevolkerungsgruppen bestehend aus deutschen und britischen Patienten von der

Entdeckung eines weiteren CED-Gens: DLG5 auf Chromosom 109g23.

DLG5 steht fur Drosophila Discs Large Homolog 5. Es wird am meisten in
Plazentagewebe, in Herz- und Skelettmuskulatur, in der Leber, im Dinndarm und im
Kolon exprimiert (Sha et al. 2002). Das DLG5-Transkriptionsprodukt gehort zur Familie
der Membran-assoziierten Guanylatkinase (MAGUK). Es enthélt 4 PDZ-Domaéanen, eine
SH3-Domane (Src-homology 3), gefolgt von einer Guanylatkinase (GUK)-Domane.
AulRerdem liegt N-terminal eine Domane unbekannter Funktion, DUF622 genannt. Die
Funktion des DLG5-Transkriptionsproduktes ist noch nicht ganzlich erforscht. Es wird
ihm eine wichtige Rolle beim Erhalt der epithelialen Zellintegritdt zugesprochen
(Nakamura et al. 1998). Bekannt ist, dass MAGUK-Proteine mit anderen Proteinen
interagieren und so an der Bildung grolRer Proteinkomplexe beteiligt sind. Sie fungieren
als Bindungspartner von Vinexin und Beta-Catenin an Zell-Zell-Kontaktstellen
(Wakabayashi et al. 2003) und sind entscheidend beim Erhalt der Zellform und der
Zellpolaritat (Humbert et al. 2003).

Die Aufdeckung von DLG5 zog eine Reihe von Forschungsarbeiten nach sich mit dem
Ziel, die Assoziation mit CED zu replizieren. Die Ergebnisse sind jedoch nicht einheitlich,

so dass bis heute die Geltung von DLG5 als CED-Gen kontrovers diskutiert wird.

In unserer Studie wollen wir die Assoziation der wichtigsten Varianten im DLG5-Gen mit
CED untersuchen. Des Weiteren prifen wir unter Morbus Crohn-Patienten eine
vermehrte Haufigkeit von DLG5-Mutationen bei NOD2-Tragern, um eine mogliche
Interaktion beider Gene aufzuspiren. Unter der Annahme, dass DLG5-Varianten mit
einem bestimmten phanotypischen Erscheinungsbild der Erkrankung assoziiert sind,
fuhren wir eine detaillierte Phanotyp-Genotyp-Analyse der Patienten durch. Nicht zuletzt
beschaftigen wir uns mit der bisher ungeklarten Permeabilitaitserhéhung bei CED-
Patienten. Unsere Hypothese ist, dass Veradnderungen im DLG5-Gen zu einer

Fehlfunktion der intestinalen Barriere fihren und dadurch eine chronische Entziindung
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ermdglicht wird. Wir untersuchen daher, ob ein Zusammenhang zwischen DLG5-

Varianten und einer erh6hten gastrointestinalen Permeabilitat besteht.

5.1. Assoziation von DLG5 Varianten mit CED — aktuelle Datenlage

Im Jahre 2004 wurde erstmals durch Stoll und Kollegen eine Assoziation zwischen
Varianten im DLG5-Gen und CED in einer grofen Studie, aus uUber 400 Trios
(erkranktes Kind plus Eltern) bestehend, beschrieben und anschliel3end in einer grof3en
unabhangigen Fallkontrollstudie bestatigt (Stoll et al. 2004). Die R30Q-Variante liel3 sich
signifikant haufiger bei CED-Patienten (p=0,004) und bei Morbus Crohn-Patienten
(p=0,04) nachweisen. Ebenso war die seltene Variante P1371Q unter CED-Patienten
signifikant haufiger vorzufinden. Der SNP DLG5_ e26 dagegen war signifikant seltener
bei CED-Patienten nachzuweisen, so dass ein protektiver Effekt auf die Entwicklung

CED angenommen wurde.

In unserem Studienkollektiv konnten wir keine der initialen Assoziationen replizieren. Im
Gegenteil, die Tragerhaufigkeit von mindestens einem mutierten Allel der R300Q-
Variante war bei den Kontrollen héaufiger als bei CED-Patienten (18 % vs. 14,6%,
p=0,297). Beim Vergleich der Morbus Crohn-Patienten mit den Kontrollen findet sich
ebenso eine hohere Rate an R30Q-Variantentrager bei den Kontrollen (17,8%
Kontrollen vs. 13,4% Morbus Crohn-Patienten, p=0,195). Die seltene P1371Q-Variante
war bei 7,7% der CED-Patienten und bei 8,8% der Kontrollen nachweisbar (p=0,643), so
dass kein Zusammenhang zu erkennen ist. Die Daten fir unseren Morbus Crohn-
Patienten und P1371Q sind &hnlich. In Bezug auf die DLG5_e26-Variante, sind 60,9%
der CED-Patienten Trager wahrend nur 54,4% der Kontrollen Trager sind, der
Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p=0,123). Werden nur die Morbus Crohn-
Patienten analysiert, zeichnet sich ein minimaler, nicht signifikanter Trend im Sinne
eines protektiven Effekts der DLG5_e26-Variante ab. Ein mutiertes Allel der DLG5_e26-
Variante ist unter den Kontrollen etwas haufiger vorzufinden als unter den Morbus
Crohn-Patienten (59,9% Morbus Crohn vs. 54,1% Kontrollen, p=0,255). Der von Stoll
und Kollegen propagierte protektive Effekt der DLG5_e26-Variante fir die Entwicklung
CED konnte in unserer Arbeit demnach nicht bestatigt werden. Zusammenfassend liel3
sich in unserer Patientenkohorte fiir keine der sechs Varianten eine Assoziation mit CED
feststellen. Bei getrennter Analyse von Morbus Crohn- und Colitis Ulcerosa-Patienten
fiel eine signifikante Haufung der rs2289308-Variante unter unseren Colitis Ulcerosa-
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Patienten auf (65,5% Colitis Ulcerosa vs. 54,1% Kontrollen, p=0,031). Diese Mutation ist
eine der acht Sequenzvarianten, die den von Stoll benannten Haplotyp A bilden. Fir
Morbus Crohn war kein Zusammenhang zu DLG5-Varianten festzustellen.

Zahlreiche weitere Forschungsarbeiten beschaftigten sich mit der Bedeutung von DLG5
bei CED, wobei die Ergebnisse unterschiedlich sind. Dabei war der Fokus v.a. auf die
Polymorphismen R30Q, DLG5_e26 und P1371Q gerichtet. Die erste Studie, die sich
dem neuentdeckten DLG5 als CED-Pradispositionsgen fur kaukasische Patienten
annahm, untersuchte Patienten aus Kanada, Italien und Grol3britannien (Daly et al.
2005). Hier wurde eine signifikante Haufung der R30Q-Variante bei Morbus Crohn-
Patienten in einer Fallkontrollstudie bestehend aus italienischen und kanadischen
Patienten (p=0,003) und in einer TDT-Analyse bestehend aus kanadischen und
britischen Familien beobachtet (p=0,018). Eine TDT-Analyse ist eine familienbasierte
Assoziationsstudie, mit der ein Vererbungsungleichgewicht aufgedeckt werden kann,
d.h. bestimmte Markerallele die bevorzugt von Eltern auf das erkrankte Kind vererbt
werden. Im dritten Studienkollektiv, eine britische Fallkontrollstudie, war die R30Q-
Assoziation nicht zu replizieren. Der von Stoll beschriebene protektive Effekt der
DLG5_e26-Variante und die Assoziation der P1371Q-Variante zu CED wurden wie in
unserer Forschungsarbeit in keiner der drei Studien nachgewiesen. Daly und Kollegen
sprechen sich demnach fiur DLG5 als CED-Risikogen aus, jedoch mit einem

schwacheren Effekt als ursprunglich propagiert.

Eine gro3e Anzahl an darauffolgenden Studien aus Suidddeutschland, Schottland,
Belgien, Norwegen, GroRbritannien, Ungarn und Italien konnten, im Gegensatz zur
initialen Studie, keine Assoziation zwischen DLG5-Varianten und einem gehauftem
Auftreten von CED feststellen (Torok et al. 2005, Noble et al. 2005, Vermeire et al. 2005,
Medici et al. 2006, Tremelling et al. 2006, Lakatos et al. 2006, Ferraris et al. 2006,
Pearce et al. 2007, Cucchiara et al. 2007). In der schottischen Studie liel3 sich wie in
unserer Studie die R30Q-Variante bei den Kontrollen haufiger als bei Morbus Crohn-
Patienten (11,4% CED vs. 13,2% Kontrollen) nachweisen.

Aus Kanada stammte eine Studie, die statt einer negativen, eine positive Assoziation
der DLG5_e26-Mutation und CED bzw. Morbus Crohn in ihrer Kohorte feststellte (30,5%
Kontrollen vs. 36,1 % CED, p=0,01 und vs. 36,6% Morbus Crohn, p=0,001) (Newmann
et al. 2006). Die P1371Q-Variante zeigte ebenfalls eine signifikante Haufung unter CED-
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und Morbus Crohn-Patienten (6,1% Kontrollen vs. 9,6% CED, p=0,01 und vs. 10,3%
Morbus Crohn, p=0,008) wéhrend die R30Q-Variante kein Krankheitsrisiko darstellte.

Im Jahre 2007 wurde wiederrum in einer neuseeléndischen Studie die initial negative
Assoziation von DLG5_e26-Mutationen mit CED repliziert (30,6% CED vs. 34,8%
Kontrollen, p=0,036) (Browning et al. 2007). Die Genverdnderungen R30Q und P1371Q
zeigten dagegen keine Krankheitsassoziation.

Die Vielzahl der unterschiedlichen Ergebnisse machen klar, dass die Beschreibung von
DLGS5 als krankheitsverursachende Genveréanderung im Jahre 2004 Uberdacht werden
muss. Die Mehrzahl der Studien konnte wie in unserer Arbeit keine Assoziation der drei
Hauptvarianten in DLG5 mit CED feststellen. Die in unserer Studie nachgewiesene
Assoziation der rs2289308-Mutation mit Colitis Ulcerosa wurde in keiner anderen Studie
beschrieben, daher sollte die Interpretation auf3erst vorsichtig erfolgen. Das an Colitis
Ulcerosa erkrankte Patientenkollektiv besteht aus 148 Patienten und ist somit relativ
klein. Weitere Studien sind notwendig, die sich mit der rs2289308-Variante befassen,

um dessen Bedeutung zu klaren.

Die Bandbreite der Mutationshaufigkeit unter CED-Patienten kaukasischen Ursprungs
ist stark schwankend und belegt die regionalen Unterschiede. Dabei kodnnen
phanotypische Unterschiede unter den Studienteilnehmern wie auch eine genetische
Heterogenitat innerhalb der kaukasischen Bevdlkerung eine entscheidende Rolle
spielen. Die nachfolgende Tabelle fuhrt die unterschiedlichen Studienergebnisse
hinsichtlich der R30Q-Variante auf.
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Tabelle 15:

Haufigkeit der R30Q-Variante in verschi

edenen Populationen

Sl Population n CED Kontrollen P-
Jahr Wert
R30Q+ R300- R30Q+ R300Q-
Stoll
2004 Deutschland 525 132 (25,1) 393 (74,9) 88 (17,1) 427 (82,9) 0,002
Dal Quebec/Italien | 664 73 (11) 591 (89) 24 (5,9) 380 (94,1) 0,006
aly
2005
GB 1378 128 (9,3) 1250 (90,7) 96 (9,7) 890 (90,3) 0,72
Noble
2005 Schottland 650 125 (19,2) 525 (80,8) 63 (24,6) 193 (75,4) 0,08
Vermeire ]
2005 Belgien 608 130 (22,5) 447 (77,5) 62 (20,6) 239 (79,4) 0,55
Medici
2006 Norwegen 386 95 (8,2) 1067 (91,8) 94 (8,7) 980 (91,2) 0,65
Newman
2006 Kanada 1162 71 (18,4) 315 (81,6) 49 (21,8) 177 (78,2) 0,65
Lakatos
Ungarn 773 170 (22) 603 (78) 42 (28) 108 (72) 0,11
2006
Bining
006 Deutschland 391 57 (14,6) 334 (85,4) 39 (18) 178 (82) 0,30
Cucchiara
Italien 336 44 (13,1) 292 (86,9) 59 (17) 288 (83) 0,17
2007
Browning
2007 Neuseeland 793 168 (21,2) 625 (78,8) 80 (19,5) 330 (80,5) 0,55

Ergebnisse unterschiedlicher Studien bezuglich der

CED-Patienten und gesunden Kontrollen in Absolutzah

durch Exakter Fisher-Test.

R30Q-Variante (mind. ein mutiertes Allel) bei

| (Prozentzahl). Berechnung der P-Werte
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5.1.1. DLG5-Heterogenitat in unterschiedlichen Populationen

Wie bereits erwahnt, weisen die regionalen Unterschiede hinsichtlich des Auftretens von
DLG5-Varianten auf die zugrundeliegende genetische Heterogenitat in den
unterschiedlichen Populationen. Alle bisher aufgefuhrten Studienergebnisse beziehen
sich auf Populationen kaukasischen Ursprungs. Dabei differieren die Pravalenzraten der
R30Q-Variante erheblich. Eine griechische Studie konnte als alleinige europdaische
Studie weder in ihrer Patientenkohorte noch bei den Kontrollen mutierte R30Q-
Varianten feststellen (Gazouli et al. 2005). Inwieweit DLG5-Varianten in anderen

ethnischen Gruppen Uberhaupt existieren ist noch nicht geklart.

Eine japanische Studie fand heraus, dass die R30Q-Variante in der japanischen
Bevolkerung vollig fehlt (Yamazaki et al. 2002). Eine andere Mutation hingegen,
rs3758462 auf Intron15 des DLG5-Gens, war signifikant mit japanischen Morbus Crohn-
Patienten assoziiert (p=0,023) (Yamazaki et al. 2004). Die Studie von Yamazaki und
Kollegen heben die Tatsache hervor, dass ethnisch unterschiedliche Populationen, trotz
phanotypischer Ahnlichkeit, nicht notwendigerweise die gleichen Pradispositionsgene
besitzen. Dies ist fur das NOD2-Gen gut dokumentiert: Wahrend die drei SNPs
3020insC, Arg702Trp und GIly908Arg nachweislich mit Morbus Crohn in der
europaischen und nordamerikanischen Bevolkerung assoziiert sind, sind die Mutationen
in der asiatischen Bevélkerung nicht vorzufinden (Croucher et al. 2003; Yamazaki et al.
2002). Selbst innerhalb Europas gibt es betrachtliche Unterschiede mit der weitaus
hoheren Mutationsrate unter zentraleuropéischen Morbus Crohn-Patienten (Hugot et al.
2001) im Vergleich zu nordeuropaischen Morbus Crohn-Patienten (Arnott et al. 2004).
Hinsichtlich der DLG5-Varianten, ist bisher noch keine klare regionale Struktur zu
erkennen. Das fur NOD2-Mutationen typische Nord-Sud-Gefalle deutet sich auch fir
DLG5-Varianten an, mit deutlich niedrigeren Pravalenzraten in Norwegen und

GrolR3britannien im Vergleich zu zentraleuropaischen Bevolkerungen.

Um die Rolle DLG5 bei CED in Abhéangigkeit der ethnischen Zugehorigkeit weiter zu

beleuchten, bedarf es weiterer Studien u.a. aus Asien, Afrika und Lateinamerika.
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5.1.2. DLG5-Mutationen an phénotypische Merkmale gebunden?

Eine anderer Erklarungsansatz fur die Diskrepanz der Studienergebnisse sind nicht
berticksichtigte phanotypische Differenzen zwischen den untersuchten Studiengruppen
wie beispielsweise das Geschlecht. Wahrend fur andere komplexe Erkrankungen, z.B.
kardiovaskuléare Krankheiten, geschlechtsspezifische Geneffekte gut dokumentiert sind,
so wurde das Geschlecht bei der Suche nach dem genetischen Hintergrund chronisch

entztindlicher Darmerkrankungen zunachst auf3er Acht gelassen.

Eine 2006 vero6ffentlichte Studie analysierte, ob eine geschlechtsspezifische Assoziation
der R30Q-Mutation mit Morbus Crohn vorliege (Friedrichs et al. 2006). Die
Mutationshaufigkeit war unter mannlichen und weiblichen Morbus Crohn-Patienten
ahnlich (10,1% Manner, 10,9% Frauen), unter den gesunden Kontrollen gab es jedoch
bedeutende Unterschiede (5,2% Manner, 11,3% Frauen). Es zeigte sich eine
signifikante Mutationshaufigkeit der R30Q-Variante unter mannlichen Morbus Crohn-
Patienten im Vergleich zu mannlichen Kontrollen (p=0,001), so dass Friedrichs und
Kollegen R30Q als einen geschlechtsspezifischen Risikofaktor fir Manner
interpretierten. Vermutlich wird die Assoziation durch eine geschlechtsabhangige
Transmission Ratio Distortion (TRD) unter den gesunden Kontrollen verursacht. Warum
die Transmission Ratio Distortion unter den Morbus Crohn-Patienten nicht zu
beobachten ist, bleibt allerdings unbeantwortet. Unter betroffenen Kindern wies eine
amerikanische Studie eine geschlechtsspezifische negative Assoziation der R30Q-
Variante mit Morbus Crohn fur Madchen nach (p=0,006), so dass ein protektiver Effekt
der R30Q-Variante auf Morbus Crohn fur Madchen angenommen wurde (Biank et al.
2007). Eine Metaanalyse sammelte die Daten von Morbus Crohn-Patienten hinsichtlich
der R30Q-Mutation von elf zuvor durchgefiihrten Studien und verglich die
Tragerhaufigkeit zwischen Patienten und Kontrollen unter Berlcksichtigung des
Geschlechts (Browning et al. 2008). Es wurde ein, wenn auch nur marginaler,
protektiver Effekt der R30Q-Variente fur Frauen bestatigt (p=0.049, OR=0.87). Nach
Einbeziehung der geschlechtsspezifischen Daten anderer Studien zeigte sich R30Q
deutlich mit einem verminderten Morbus Crohn-Risiko fur Frauen assoziiert (p=0.010,
OR=0.86).

Die neuen Erkenntnisse hinsichtlich des geschlechtsspezifischen DLG5-Risikos
veranschaulichen die Mdglichkeit von phanotypischer Abhéngigkeit, wenn tber DLG5

als CED-Gen diskutiert wird. Es bleibt unklar, inwiefern die heterogenen Ergebnisse
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vergangener Studien durch die fehlende Berlcksichtigung phanotypischer Merkmale
begrindet sind.

5.1.3. DLG5 und NOD?2 Interaktion

Das NOD2-Gen ist das am haufigsten replizierte Gen, das im Zusammenhang mit
Morbus Cohn steht. Da es sich bei CED um eine multifaktorielle, polygenetische
Erkrankung handelt, missen bei der Suche nach neuen Pradispositionsgenen
potentielle Gen-Gen-Interaktionen bericksichtigt werden.

In unserer Studie konnten wir keine erhdhte DLG5-Mutationshaufigkeit bei Morbus
Crohn-Patienten feststellen, die Trager eines NOD2-Risikos sind, im Vergleich zur
Patientengruppe ohne NODZ2-Risiko. Insgesamt haben zwar 96,8% der Morbus Crohn-
Patienten mit einem positiven NOD2-Risiko-Genotyp eine DLG5-Mutation, aber auch
91,4% der Morbus Crohn-Patienten ohne NOD2-Risiko-Genotyp sind Trager einer
DLG5-Mutation (p=0,171). Werden die einzelnen DLG5-Varianten hinsichtlich ihres
NOD2-Status analysiert, so findet man ebenso wenig eine Assoziation. Hinsichtlich der
R30Q-Variante sind 12,9% der NOD2-positiven Morbus Crohn-Patienten und 13,7% der
NOD2-negativen Morbus Crohn-Patienten Mutationstradger. Somit haben wir keinen
Anhalt fir eine Interaktion zwischen dem NOD2-Gen auf der perizentromeren Region

von Chromosom16 und dem DLG5-Gen auf Chromosom 10g23.

Unsere Ergebnisse stehen im Widerspruch zur Studie von Stoll und Kollegen. Neben
der neuentdeckten Assoziation von DLG5-Polymorphismen mit CED, wurde von einer
potentiellen Interaktion zwischen der R30Q-Variante und NOD2-Mutationen berichtet
(Stoll et al. 2004). Anhand einer TDT-Analyse wurde gezeigt, dass unter Morbus Crohn-
Trios (betroffenes Kind plus Eltern) die Ubertragungshaufigkeit der R30Q-Variante bei
NOD2-positiven Patienten signifikant haufiger ist als unter NOD2-negativen Patienten.
Von 302 Morbus Crohn-Trios betrug die Ubertragungsrate 30:12 (T:U) fur NOD2-
positive Patienten und 28:28 (T:U) fur NOD2-negative Patienten.

Die darauf folgenden Studien fuhrten auch in diesem Punkt zu kontroversen
Ergebnissen. Eine Vielzahl von Studien konnte keine Assoziation von DLG5-Varianten
mit NOD2-Mutationen unter ihren Patienten feststellen (T6rok et al. 2005; Noble et al.
2005; Pearce et al. 2007). Wahrend eine Studie an flamischen Patienten keine
Assoziation der DLG5-Varianten mit einem gehéauften CED-Auftreten nachweisen

konnte, zeigte sich unter den Patienten eine signifikante Haufigkeit von DLGb5-
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Mutationen bei NOD2-positiven Patienten im Vergleich zu NOD2-negativen Patienten
(12,2% vs. 8,7%, p=0,033) (Vermeire et al. 2005). Eine andere Studie fasste die Daten
von 1600 Morbus Crohn-Patienten aus den Niederlanden zusammen und analysierte
Interaktionen zwischen finf verschiedenen Genen, denen ein Zusammenhang mit
Morbus Crohn nachgesagt wird, u.a. die P1371Q-Variante des DLG5-Gens (Weersma
et al. 2009). Es zeigte sich eine moderate, signifikante Interaktion zwischen DLG5 und
NOD?2.

Ob eine Interaktion zwischen DLG5 und NOD2 besteht, bleibt unklar. Die Ergebnisse

erlauben zum jetzigen Zeitpunkt noch keine eindeutige Schlussfolgerung.

5.2. Genotyp-Phénotyp-Analyse

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen umfassen eine Entitat von Erkrankungen mit
unterschiedlicher Erscheinungsform. Die Ursache der unterschiedlichen Auspréagung ist
weitgehend ungeklart. Wer leidet unter extraintestinalen Manifestationen? Wer reagiert
nicht auf Steroide? Und bei wem werden Operationen unumganglich? Wir versuchten in
unserer Studie, klinische Subtypen der CED und deren genetische Préadisposition zu
identifizieren. Unsere Zukunftsvision beinhaltet bereits bei Diagnosestellung eine
Genotypisierung, um den Krankheitsverlauf und den Schweregrad abschatzen zu
koénnen, um auf diese Weise fruhzeitig ein individuell abgestimmter Therapieplan

einleiten zu konnen.

5.2.1. Protektiver Einfluss von DLG5-Varianten auf Morbus Crohn-Verlauf

Bei der Analyse unserer Morbus Crohn-Patienten fielen die rs2289308- und die
DLG5_e26- bzw. die D1507D-Varianten auf. In allen drei Fallen war ein perianaler Befall
(p=0,012; p=0,019), der Einsatz von Infliximab (p=0,02; p=0,031), Dickdarm- (p=0,004;
p=0,002) und Fistel-Operationen (p=0,008; p=0,014) signifikant seltener bei
Variantentrager im Vergleich zu Wildtyp-Patienten. Patienten, die eine rs2289308-
Variante aufweisen sind zudem signifikant seltener von Fisteln betroffen (p=0,027).
Diese Tendenz zeigt sich zwar auch bei Tragern der DLG5_e26 bzw. D1507D-Mutation,
wobei der Unterschied hier nicht signifikant ist (p=0,05). Die Daten legen einen
protektiven Effekt der genannten DLG5-Mutationen gegenlber einer aggressiven

Verlaufsform nahe.
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Unsere Vermutung wird erhartet durch die Ergebnisse einer neuseelandischen Studie.
Hier gelang es Browning und Kollegen, eine negative Assoziation der DLG5_e26-
Varianten und CED in ihrer neuseelandischen Patientengruppe nachzuweisen
(Browning et al. 2007). Gleichzeitig war die Mutationshaufigkeit signifikant niedriger in
der Subgruppe von Morbus Crohn-Patienten mit Fisteln (OR=0,59; 95%-CI [0,34,0,98])
und der Subgruppe von Morbus Crohn-Patienten bei denen Immunmodulatoren
eingesetzt wurden (OR=0,75; 95%-CI [0,57;0,98]). Auch fur Colitis Ulcerosa-Patienten
lie3 sich ein protektiver Effekt beobachten: hier waren Mutationstrager seltener von
extraintestinalen Manifestationen betroffen (OR=0,57; 95%-CI [0,36;0,90]) und es lag
seltener eine positive Familienanamnese vor (OR=0,56; 95%-CI [0,35;0,88]).

Die ersten veroffentlichten DLG5-Studien analysierten nicht den Phanotyp der Patienten
und kdnnen dementsprechend keine Aussage zu mdglichen Assoziation mit bestimmten
Subtypen machen (Stoll et al. 2004; Daly et al. 2005; Noble et al. 2005). Einige spater
veroffentlichte Studien sprachen sich gegen einen Zusammenhang zwischen der
DLG5_e26-Variante und dem klinischen Erscheinungsbild aus (Torok et al. 2005;

Newmann et al. 2006).

Trotz einiger negativer Studienergebnisse bleibt der Verdacht eines milderen
Krankheitsverlaufes bei Tragern einer DLG5_e26-Mutation bestehen. Was die
rs2289308-Mutation angeht, so ist es fraglich inwieweit eine Genveranderung, die in
unserer Studie mit dem Auftreten der Colitis Ulcerosa assoziiert ist, gleichzeitig einen

protektiven Einfluss auf den Verlauf Morbus Crohns austiben kann.

5.2.2. R30Q-Variante als Marker fiir einen schweren  Colitis Ulcerosa-Verlauf?

Die Daten der Phanotyp-Genotyp-Analyse unserer Colitis Ulcerosa-Patienten geben
Hinweise auf einen erschwerten Krankheitsverlauf fur R30Q-Mutationstrager. Colitis
Ulcerosa-Patienten, die eine R30Q-Variante aufweisen, leiden signifikant haufiger unter
extraintestinalen Manifestationen als Wildtyppatienten (p=0,031; OR=2,86). Die
genannte Genveranderung ist auferdem mit einem vermehrten Einsatz von Ciclosporin
assoziiert (p=0,027; OR=7,59), wobei diese Subgruppe mit 12 Colitis Ulcerosa-Patienten
sehr klein ist. Die Tatsache, dass nicht gleichzeitig eine erhthte Operationsindikation
unter den R30Q-positiven Patienten besteht, spricht wiederum gegen einen erschwerten
Krankheitsverlauf, zumindest gegen einen konservativ nicht zu beherrschenden

Krankheitsverlauf.
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In einer Vielzahl weiterer Arbeiten ist die Wirkung des R30Q-Polymorphismus auf das
klinische Erscheinungsbild hin untersucht worden. Die Ergebnisse sind uneinheitlich. So
wird in den bereits erwdhnten Studien aus Stddeutschland, Kanada und Belgien ein
Zusammenhang zwischen der R30Q-Variante und einem bestimmten Phanotyp verneint
(Torok et al. 2005, Newmann et al. 2006; Vermeire et al. 2005). In einer ungarischen
Studie ist allerdings eine Wirkung der genannten Mutation, zu einem schwereren
Krankheitsbild hin Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen, gut beschrieben. Es
wurde eine Assoziation des R30Q-Polymorphismus mit einer Steroidresistenz unter
Morbus Crohn-Patienten erkannt (Lakatos et al. 2006). 16,3% der Variantentrager waren
steroidresistent, wahrend nur 7,6% der Nichtvariantentrger steroidresistent waren
(p=0,07; OR=0,72). Als Ursache der Steroidresistenz diskutierten die Wissenschaftler
die epitheliale Aktivierung proinflammatorischer Mediatoren, wie NF-kB, die zur
Hemmung der Transkriptionsaktivitat glukokortikoider Rezeptoren fiihrt. Bei britischen
Morbus Crohn-Patienten wurde wiederum gezeigt, dass Trager der R30Q-Variante
signifikant haufiger unter einem lleumbefall leiden als Wildtyp-Patienten (p=0,042)
(Pearce et al. 2007).

Die Ergebnisse dieser Studien festigen den Verdacht, dass die R30Q-Mutation in
Verbindung mit einem bestimmten Krankheitsbild steht. Ob es sich tatsachlich um einen
aggressiveren Krankheitsverlauf handelt, muss in weiteren Studien untersucht werden.
Gleichzeitig muss jedoch hinterfragt werden, inwieweit Genvarianten, deren
Krankheitsassoziation fraglich ist, das klinische Erscheinungsbild bestimmen kdnnen.
Andrerseits ist nicht ausgeschlossen, dass verschiedene Sequenzvarianten fur
unterschiedliche klinische Subtypen der Erkrankung verantwortlich sind. Dies ware ein

Erklarungsansatz fur die divergierende Datenlage zu DLGS5.

In Zukunft sind Studien notwendig, die den Phanotyp ihrer Patienten durch
standardisierte Methoden dokumentieren, um Korrelationen zwischen
Genveranderungen und Klinischen Merkmalen untersuchen zu kénnen und um die
Ergebnisse weltweit vergleichen zu koénnen. Durch interkontinentale Kooperation
verschiedener Forschungszentren muss ein Datenaustausch erméglicht werden und auf
diese Art grof3e Meta-Analysen stattfinden. Erst durch solch umfangreiche Studien wird
es moglich sein, die Rolle von DLG5-Varianten bei der Auspragung bestimmter
phanotypischer Subtypen zu klaren. Es bleibt weiterhin zu beantworten welche

pathophysiologischen Prozesse durch DLG5-Genverdnderungen in Gang gesetzt
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werden und auf welche Weise diese das klinische Erscheinungsbild der Erkrankung

pragen.

5.3. Stoérung der gastrointestinalen Barriere

Eine gesteigerte gastrointestinale Permeabilitéat bei CED-Patienten ist haufig beobachtet
worden (Katz, K.D. et al. 1989; Wyatt et al. 1993). Die Ursache und die Folgen der
veranderten Durchlassigkeit sind jedoch nicht vollstdndig geklart. Es wird angenommen,
dass es sich hierbei um ein dem Entztiindungsprozess weit vorausgehendes, genetisch
bedingtes Phanomen handelt. Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass 10-54 % der
Verwandten ersten Grades von Morbus Crohn-Patienten eine erhodhte intestinale
Permeabilitdt aufweisen auch ohne klinische Symptome (Hollander.1993; May et al.
1993). Eine intestinale Barrierestorung kann dem Krankheitsausbruch bis zu 8 Jahre
vorausgehen (Irvine et al. 2000). Ein weiterer Beleg fur den genetischen Hintergrund ist
die Assoziation von NOD2-Verdanderungen mit einer gesteigerten Permeabilitat bei 26%
der Verwandten ersten Grades von Morbus Crohn-Patienten (Buhner et al. 2006). Durch
ein vermehrtes Eindringen von Bakterien und anderen intraluminalen Antigenen ist eine
Uberaktivierung des angeborenen, darmassoziierten Immunsystems denkbar. Die
Entzindungsspirale ist in Gang gesetzt: es kommt zu einer vermehrten Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie Interferon-gamma (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a), was die Barrierefunktion der Darmmukosa weiter negativ beeinflusst und
den Entzindunsgprozess am Laufen erhalt. Die Identifizierung der verantwortlichen

Gene ist eine groRe Herausforderung der heutigen CED-Forschung.

Da das DLG5-Genprodukt eine wichtige Rolle fur die epitheliale Zellintegritat zu spielen
scheint, vermuten wir, dass DLG5-Genveranderungen zu einer gestorten
Barrierefunktion der Darmmukosa fihren und dadurch der Weg zu einer

Entzindungsreaktion gebahnt wird.

Es wurde die gastroduodenale und die intestinale Permeabilitat von 105 Morbus Crohn-
Patienten getestet, die sich zum Testzeitpunkt in Remission befanden. Es stellte sich
heraus, dass 38,5% der Patienten eine erhohte gastroduodenale Permeabilitat und
42,9% eine erhohte intestinale Permeabilitat aufweisen. Leider gelang es uns nicht,
einen Zusammenhang zwischen DLG5-Mutationen und einer verdnderten Permeabilitat

aufzudecken. Die Haufigkeitsverteilung der sechs untersuchten DLG5-Varianten waren
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nicht signifikant unterschiedlich bei Patienten mit erhohter gastrointestinaler
Permeabilitat verglichen mit denjenigen ohne erhdhte gastrointestinaler Permeabilitat.

Unsere Daten liefern keinen Anhalt fir eine verdnderte Barrierefunktion, die durch
DLG5-Varianten verursacht wird. Die Ergebnisse unserer Studie sollten jedoch nur mit
Vorsicht interpretiert werden, da die Patientengruppe mit einer erhéhten
gastroduodenalen und/oder intestinalen Permeabilitéat mit 45 Personen recht klein ist. Es
ist dementsprechend nicht auszuschlieBen, dass DLG5 trotz unserer Ergebnisse
Einfluss auf die Darmpermeabilitat hat. Wir hoffen, dass zukinftige grof3angelegte
Studien Aufschluss Uber die verdnderte Permeabilitdit und den Zusammenhang mit
DLG5 bringen werden. Bislang gibt es jedoch keine Institution, die unsere Hypothese
vertritt und die gastrointestinale Permeabilitat im Hinblick auf DLG5-Varianten

untersucht hat.

5.3.1. Ursache der veranderten Permeabilitat

Mit zunehmender Erkenntnis Uber die Pathogenese CED richtete sich der Fokus der
Forscher immer mehr auf die biologischen Prozesse, die hinter der
Krankheitsentstehung stehen. Die gestdrte gastrointestinale Permeabilitat scheint dabei
Schlusselrolle zu spielen. Ein besseres Verstandnis der Folgen und Ursachen der
gastrointestinalen Permeabilitatsstorung ist eine grof3e Herausforderung der CED-
Forschung.

5.3.1.1.Tight junctions

Die Barrierefunktion des Darmes wird u.a. parazellular durch den apikalen Haftkomplex
(sog. apical junction complex) reguliert, der die Kontaktstelle zwischen benachbarten
Epithelzellen darstellt. Dieser Komplex besteht aus zwei Strukturen. Die adherens
junctions sind zirkuldre Strukturen, die fur den mechanischen Zusammenhalt
benachbarter Epithelzellen verantwortlich sind. Die am apikalen Pol des Haftkomplexes
liegende tight junctions versiegeln den Interzellularraum gegentber dem extrazellularen
Milieu und fungieren als dynamische Barriere, die das epitheliale Kompartiment vom
darunter liegenden Interstitium trennt. Verschiedene Transmembranproteine sind am
molekularen Aufbau der tight junctions beteiligt — das Occludin, die Poteinfamilie der

Claudine sowie die JAM-Proteine (junctional adhesion molecule).
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Die fur unterschiedliches Gewebe spezifische tight junction-Struktur resultiert aus einer
unterschiedlichen Zusammensetzung verschiedener Claudine. Innerhalb der
Claudinfamilie gibt es abdichtende Proteine (Claudin-1, -4 und -5) und Proteine mit
porenbildender Funktion (Claudin-2 und -16). Je nach Zusammensetzung ist eine
Modulation der tight junction-Permeabilitdt mdglich. Die JAM-Proteine ihrerseits binden
auf ihrer zytoplasmatischen Seite an eine Reihe von Struktur- und Signalproteinen, z.B.
an Adapterproteine der MAGUK-Gruppe wie ZO-1, ZO-2 und ZO-3.

In der Mukosa von CED-Patienten fihren proinflammatorische Zytokine zu einer
verstarkten Internalisierung von tight junction-Proteine, wodurch die Barrierefunktion
beeintrachtigt wird (lvanov et al. 2004). In einer weiteren Studie konnte
elektronenmikroskopisch eine verminderte Expression von Occludin, Claudin-5 und -8
sowie eine verstarkte Expression des porenbildenden Claudin-2 bei Morbus Crohn-
Patienten festgestellt werden, was in eine verminderte Dichte und Diskontinuitat des
tight junction-Strangs fuhrte (Zeissig et al. 2007).

Wie bereits beschrieben gehort das DLG5-Transkriptionsprodukt zur Gruppe der
MAGUK-Proteine, die mit tight junction-Proteine interagieren. Unter diesem
Gesichtspunkt ist eine Involvierung des DLG5-Genprodukts in der Aufrechterhaltung der

Funktionsfahigkeit der tight junctions durchaus denkbar.

5.3.1.2. Apoptose

Die Apoptose ist unter physiologischen Bedingungen ein kontrollierter ,programmierter
Tod“ einzelner Zellen. Es gibt Hinweise, dass eine erhdhte Apoptoserate intestinaler
Epithelzellen bei Colitis Ulcerosa-Patienten zur defekten Darmbarriere beitragen. Die
gesteigerte  Apoptose wird hier durch proinflammatorische Zytokine wie
Tumornekrosefaktor-alpha und Interleukin-13 induziert (Gitter et al. 2004). Die Folge des
vermehrten Zelltodes sind epitheliale Lasionen, z.B. Mikroerosionen, die in einem sehr
frihen Entzindungsstadium der Colitis Ulcerosa auftreten, und eine daraus

resultierende Beeintrachtigung der intestinalen Barrierefunktion.

5.4. Die Suche nach weiteren Kandidatengenen

Die Suche nach CED-Genen ist aufgrund der nur geringen Penetranz und komplexer
Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen &ulRerst schwierig. Umso wichtiger ist es, die

statistische Starke zu verbessern, indem Studien auf der Grundlage sehr grofer
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Datenbanken durchgefihrt werden und auf diese Weise auch Genloci geringer
Penetranz detektiert werden kdnnen. Neben familienbasierte Kopplungsanalysen haben
genomweite Assoziationsstudien grof3e Fortschritte bei der Suche nach neuen
Kandidatengenen erzielt. Hier ist es ausgehend vom gesamten menschlichen Genom

maoglich, DNA-Abschnitte zu identifizieren, die mdglicherweise Risikogene beinhalten.

Anhand der Kombination dreier zuvor durchgefiihrter, genomweiter Scans mit einer
Summe von 3230 CED-Félle und 4829 Kontrollen gelang es Barett und Kollegen
insgesamt 21 neue Genloci zu identifizieren, die potentielle CED-Anfélligkeitsgene
beinhalten (Barett et al. 2008). Weitere elf zuvor beschriebene genetische Assoziationen
wurden bestatigt. Die Neuentdeckung verspricht nicht nur ein Blick in bisher unbekannte
pathophysiologische Mechanismen, sondern kann eventuell die genetischen Defekte,
die hinter der veranderten Barrierefunktion stehen, tiefer beleuchten. Veranderungen im

DLG5-Gen zeigten in dieser Arbeit keine Assoziation zu CED.

5.4.1. Potentielle Permeabilitatsgene

E-Cadherin (CDH1) sind Calcium-abhangige transmembrane Glykoproteine, die eine
essentielle Rolle fur die Aufrechterhaltung der gastrointestinalen Permeabilitat spielen.
Sie befinden sich im Epithel, u.a. an den bereits beschriebenen adherens junctions. In
einer kanadischen Studie konnte gezeigt werden, dass Mutationen innerhalb des CDH1-
Gens mit Morbus Crohn assoziiert sind. Bei Tragern der Risikohaplotypen kommt es im
intestinalen Epithel zu einer zytoplasmatischen Anhaufung einer verkirzten E-Cadherin-
Form und zu einer falschen Lokalisation von E-Cadherin und Beta-Catenin in der
Plasmamembran. Die Forscher gehen davon aus, dass dies ein Erklarungsansatz fir
die beeintrachtigte Barrierefunktion bei Morbus Crohn-Patienten sein kdnnte (Muise et
al. 2009)

Ebenso die STAT3 (signal transducer and activator of transcription3) kodierenden
Region ist méglicherweise bei der Aufrechterhaltung der gastrointestinalen Permeabilitat
involviert. Es handelt sich um einen Signalibertragungsmechanismus, der von
Zytokinen an der Zellwand ausgehend, im Zellkern die Transkription verschiedene Gene
vorwiegend hamatopoetischer Zellen moduliert. Zahlreiche Zytokine, die bei CED
beteiligt sind, haben beeinflussen auf den STAT3-Signalweg. Selektive Epithelzellen-
STAT3-knockout-Mausen waren hochgradig anféllig fur die Entwicklung einer Kolitis
(Pickert et al. 2009). Bei CED-Patienten scheint eine adaquate STAT3-Aktivierung durch
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IL-22 unentbehrlich fur die Regeneration verletzter, intestinaler Mukosa und somit fir die
Wiederherstellung einer intakten Barrierefunktion (Neufert C et al. 2010).

Eine Assoziation zwischen einer erhéhten Morbus Crohn-Anfalligkeit und Mutationen
des OCTN1/2 (organic cation transporter)-Gens wurde erstmals 2004 in der
kanadischen Bevolkerung durch Peltekova und Kollegen beschrieben (Peltekova et al.
2004). Das OCTNL1- und -2-Gen befinden sich im IBD5-Lokus auf Chromosom 531 und
werden u.a. in intestinalen Epithelzellen exprimiert. Zahlreiche Studien wie auch
Metaanalysen genomweiter Assoziationsstudien konnten IBD5 als einen Genlokus mit
erhohter Anfalligkeit fur Morbus Crohn bestéatigen (Barett et al. 2008). Die genauen
Funktionen der Kationen-Transporter und die Verbindung zu CED sind nicht vollstandig
geklart. Neben dem OCTN1/2-Gen befinden sich zahlreiche Gene immunregulatorischer
Zytokine innerhalb des IBD5-Lokus, die potentielle CED-Gene mit mdglichem Einfluss
auf die Permeabilitat (Reinhard et al. 2006) darstellen.

Die Daten der genomweiten Assoziationsstudien liefern Hinweise fur eine Beteiligung
zahlreicher weiterer Gene mit moéglichem Einfluss auf die intestinale Barrierefunktion,
wobei genauere funktionelle Daten bisher fehlen. Dazu gehdren die Gene PTGERA4,
ITLN1, DMBT1 und XBP1l. Inwieweit Gene involviert sind, die direkt fur die
Aufrechterhaltung der epthelialen Barrirerefunktion verantwortlich sind, z.B. die

Occludin-, Claudin- oder JAM-Proteine kodierende Gene, wird derzeit untersucht.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die  Erforschung des genetischen Hintergrunds chronisch  entzindlicher
Darmerkrankungen ist ein sich rapide und standig weiterentwickelndes Feld. Die
Identifizierung der verantwortlichen Gene konnte der Schliissel zu einer optimierten,
dem einzelnen Patienten angepasste Therapie liefern. Nach der bahnbrechenden
Entdeckung NOD2 als Crohn-Suszeptibilitaitsgen war die Beschreibung DLG5 als
weiteres CED-Gen durch Stoll und Kollegen im Jahre 2004 vielversprechend. Das
DLG5-Transkriptionsprodukt  gehort  zur  Familie der  Membran-assoziierten
Guanylatkinase (MAGUK). MAGUK-Proteine sind als Komponenten des Zytoskelettes
an der Bildung grol3er Proteinkomplexe beteiligt. Ihnen wird neben der
Signalubertragung an Zell-Zell-Kontakten eine wichtige Rolle beim Erhalt der

epithelialen Zellintegritat zugesprochen.

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir 391 CED-Patienten hinsichtlich der
wichtigsten DLG5-Varianten. Wir konnten die als erste im Jahre 2004 beschriebene
Assoziation zwischen den drei DLG5-Varianten R30Q, P1371Q und DLG5_e26 mit CED
nicht replizieren. Eine andere, bisher kaum untersuchte Variante, rs2289308, zeigte sich
signifikant erhéht in unserer Colitis Ulcerosa-Patientenkohorte. Mit der Interpretation
dieses Resultats sind wir jedoch zurlickhaltend, da weitere Studien zu dieser Variante
fehlen. In Zusammenschau der Befunde gehen wir nicht davon aus, dass Varianten im

DLG5-Gen einen entscheidenden Einfluss auf das Auftreten CED haben.

Als eine der ersten Forschungsarbeiten erstellten wir ein genaues phanotypisches Bild
unserer Patienten, um es mit DLG5-Varianten zu korrelieren. Unserer Hypothese ist
eine Verknlupfung der DLG5-Varianten an klinische Subtypen der Erkrankung auf der
Grundlage unterschiedlicher molekulargenetischen Ursachen der verschiedenen
Auspragungsformen von CED. Dies ware ein Erklarungsansatz fur die kontroverse
Studienlage, da bisher das Kklinische Erscheinungsbild wie z.B. Befallsmuster,
Krankheitsverhalten, Operationen und Therapieansprechen nicht ausreichend
berlicksichtigt wurden. Unsere Arbeit liefert Hinweise flr einen erschwerten
Krankheitsverlauf bei Vorliegen eines R30Q-Polymorphismus bei Colitis Ulcerosa.
Obwohl wir den initial von Stoll und Kollegen berichteten protektiven Einfluss der
DLG5_e26-Variante bezogen auf das Auftreten CED nicht replizieren konnten, zeigte

sich in unserer Morbus Crohn-Kohorte ein signifikant milderer Krankheitsverlauf bei
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Tragern der rs2289308- und DLG5_e26 bzw. D1507D-Varianten. Diese Tendenzen
mussen in zukinftigen, grof3angelegten Studien untersucht werden, um eine Kklare
Aussage Uber den Einfluss der einzelnen Mutationen auf den Krankheitsverlauf machen

zu kdénnen.

Es ist inzwischen allgemein anerkannt, dass Mutationen im NOD2-Gen zu einem
erhéhten Morbus Crohn-Risiko beitragen. Wir priften bei unseren Morbus Crohn-
Patienten Interaktionen zwischen DLG5 und NOD2 unter der Annahme, dass das
Vorliegen einer kombinierten Mutation zu einer Potenzierung des Morbus Crohn-Risikos
fuhrt. Die Ergebnisse liefern jedoch keinen Anhalt fir unsere Hypothese. Die DLG5-
Mutationshaufigkeit unterschied sich nicht zwischen Morbus Crohn-Patienten mit NOD2-

Risiko von denen ohne NOD2-Risiko.

Mit zunehmenden Erkenntnissen tber moégliche genetische Ursachen fir die Entstehung
CED richtete sich das Augenmerk der Forscher auf die komplexen, biologischen
Prozesse hinter dieser bisher nicht vollstdndig verstandenen Erkrankung. Es gibt
zahlreiche Hinweise, dass die gastrointestinale Permeabilitdt dabei eine Schlisselrolle
spielt. Obwohl das DLG5-kodierende Protein mal3geblich fir die epitheliale Integritat
verantwortlich ist, konnte in dieser Arbeit unsere Hypothese, dass die bei Morbus Crohn-
Patienten beobachtete gesteigerte gastrointestinale Permeabilitdit durch DLG5-
Veranderungen mit verursacht wird, nicht bestatigt werden. Welche Gene sich hinter der

gestorten Barrierefunktion verbergen bleibt offen.

Die im Jahr 2004 beschriebene Assoziation DLG5 mit CED ging mit viel Hoffnung
einher, wobei die Studienergebnisse der letzten 6 Jahren keinen eindeutigen Schluss
bzw. keine Assoziation zu CED zulassen. Die Datenlage ist heterogen und es wird bis
heute Uber die Ursache der divergierenden Ergebnisse diskutiert wie auch Uber die
Gultigkeit von DLG5 als CED-Suszeptibilitatsgen. In Anbetracht der Ergebnisse unserer
Studie gehen wir nicht davon aus, dass DLG5 eine wichtige Rolle fur die Entstehung
CED spielt.

Dank molekulargenetischer Fortschritte konnten in den letzten Jahren zahlreiche neue
Risikoloci identifiziert werden. Ideal ware es bereits bei Diagnosestellung eine moglichst
genaue Einschatzung des Krankheitsverlaufs und des Therapieansprechens mittels
Genotypisierung, um einen individuell abgestimmten Therapieplan einleiten zu kénnen.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt reichen die Kenntnisse noch nicht aus, um die
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Genotypisierung in den Klinischen Alltag von CED-Patienten mit einzubinden und

dadurch einen Benefit fiir den Patienten zu erreichen.
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