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Abkirzungen

APC: engl. antigen presenting cell

ATG16L1: engl. autophagy-related 16-like 1 gene
AVIL: Advillin

CARD: engl. caspase activation recruitment domain
Casp9: Caspase 9

CED: chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Cfu: engl. colony forming units

CU: Colitis ulcerosa

DLGS5: engl. Drosophila Disc large Homolog 5
DMBT1: deleted in malignant brain tumors 1

ERK: engl. extracellular signal-regulated kinase
Faslg: Fas ligand

GLI1: engl. glioma-associated oncogene homolog 1
HD2-Gen: engl.: Human Defensin Gen 2

IBD: engl. Inflammatory Bowel disease

IFN-y: Interferon-y

IL: Interleukin

ITLN1: Intelectin 1

JAM: engl. junctional adhesion molecule

JNK: engl. cJun-N-terminal kinase

LPS: Lipopolysaccharid

LRRK2: engl. leucin-rich repeat kinase

MAPK: engl. mitogen activated protein kinase

MDR: engl. multi drug resistance

MUC2: engl. Mucin

NEMO: engl. nuclear factor-kappa-B essential modulator
NF-kB: engl. nuclear factor-kappa-B

NOD: engl. nucleotide-binding oligomerization domain
NRMP2: engl. natural resistance associated macrophage protein 2
PRR: engl. pattern recognition receptor

PTGERA4: engl. prostaglandin receptor EP4

SNPs: engl. single nucleotide polymorphisms

STATG6: engl. signal transducer and activator of transcription 6
TNF: Tumor Nekrose Faktor

VDR: engl. vitamin D receptor

XBP1: engl. X box binding protein 1



1 Einleitung

1.1 Neue Aspekte der chronisch entziindlichen Darmer  krankungen

M. Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) sind die wichtigsten chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED). Seit den Erstbeschreibungen des M. Crohn als ,Regionale lleitis:
eine pathologische und klinische Entitat* im Jahre 1932 durch Burril B. Crohn sowie der
Colitis ulcerosa im Jahre 1859 durch Samuel Wilks haben sich bedeutende Veranderungen
hinsichtlich Epidemiologie, Therapie und Pathophysiologie ergeben. Einige dieser aktuellen

Entwicklungen sollen im Folgenden kurz beschrieben werden.

1.1.1 Epidemiologie

M. Crohn und Colitis ulcerosa wiesen zu Beginn des 20. Jahrhunderts in den
Industrienationen eine stetig steigende Inzidenz auf. Derzeit wird in Deutschland jedoch eine
Stabilisierung der Inzidenz beobachtet. Eine aktuelle populationsbasierte Untersuchung der
Region Oberfalz in Deutschland ergab Inzidenzraten von 6,6/100.000 fir den M. Crohn und
3,9/100.000 fur die Colitis ulcerosa und somit vergleichbar zur Voruntersuchung vor 15
Jahren (1). Die Préavalenz chronisch entziindlicher Darmerkrankungen liegt beim M. Crohn in
Deutschland bei ca. 1,25/1000 bis 2/1000 Einwohner, bei der Colitis ulcerosa bei 2,1/1000
Einwohner. In Deutschland leiden derzeit geschéatzt weit tber 300.000 Menschen an einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung, ca. 170.000 davon an Colitis ulcerosa.

Weltweit ist das Auftreten weiterhin starken geografischen Schwankungen unterworfen. Am
haufigsten treten diese Krankheiten in Landern Nordeuropas, Grof3britannien und den USA
auf. Inzidenzraten aus Olmsted County, Minnesota, wurden aktuell fir M. Crohn mit
8,8/100.000 und fir Colitis ulcerosa mit 7,9/100.000 beobachtet (2). Im Verlauf der letzten 30
Jahre sind somit in dieser Region ahnlich wie in Deutschland die Inzidenzen fur beide
Erkrankungen stabil. Interessanterweise werden aus Landern mit seltenerem Auftreten
(Asien, Stidamerika) steigende Inzidenzen berichtet (3). Auch Migration aus einer Region mit
geringer Haufigkeit fihrt zu einer Adaption der Prévalenzen, wie dies am Beispiel der
Bangladeschis in London nachgewiesen wurde (4). Unterschiedliche Ergebnisse gibt es
weiterhin hinsichtlich der Frage, ob in einer stadtischen Bevdlkerung im Vergleich zur
landlichen Bevolkerung mehr Patienten an einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung
erkranken (5,6). Ho6here sozioGkonomische Schichten scheinen im Vergleich zu
Bevolkerungskreisen mit niedrigem Sozialstatus (6, 7) zu dominieren.

Beim M. Crohn gibt es entgegen friiheren Untersuchungen mit zwei Haufigkeitsgipfeln -
zwischen dem 15.-25. Lebensjahr und dann erneut zwischen dem 50.-70. Lebensjahr (8) -

eine Reihe aktuellerer Studien mit lediglich einem Haufigkeitsgipfel zwischen dem 15. bis 30.



Lebensjahr (9-11). Interessante Daten gibt es bei mannlichen Patienten mit Colitis ulcerosa:
nach einem Haufigkeitsgipfel zwischen dem 20. bis 29. Lebensjahr — ca. 5 Jahre spater als
beim M. Crohn - tritt hier ein Plateaueffekt ein, der erst mit dem 70. Lebensjahr signifikant
abfallt (9-11). Dieser Plateaueffekt kénnte auf die haufige Beendigung des Rauchens bei
Mannern im fortgeschrittenen Alter zuriickzufiihren sein.

Trotz der Unterschiede hinsichtlich Alter und Region sind M&nner und Frauen von der Colitis
ulcerosa gleich haufig betroffen, beim M. Crohn erkranken Frauen nach neueren
europaischen Studien im Verhaltnis ~ 1:(1,1-1,4) etwas haufiger (8, 10, 12).

Steigende Haufigkeiten chronisch entziindlicher Darmerkrankungen sind ein Indiz dafur,
dass Umwelt- und Erndhrungsfaktoren eine Rolle spielen missen. Nach derzeitigem
Kenntnisstand ist das Zigarettenrauchen der Faktor mit dem hdchsten Einfluss. Das Risiko,
an einer Colitis ulcerosa zu erkranken, betragt fur Raucher nur ca. 40% des Risikos flr
Nichtraucher. Hingegen ist das Risiko, an einem M. Crohn zu erkranken, bei Rauchern
doppelt so grol3 wie bei Nichtrauchern. Zudem beeinflusst Rauchen bei Patienten mit M.
Crohn den Krankheitsverlauf negativ hinsichtlich des Ansprechens auf Medikamente oder
der Rezidivhaufigkeit (13-15). Die Ursachen dieser Beobachtungen bleiben weiterhin unklar,
implizieren aber den therapeutischen Nutzen einer Nikotinapplikation bei Colitis ulcerosa.
Eine aktuelle Meta-Analyse allerdings zeigt zwar eine Uberlegenheit der transdermalen
Applikation von Nikotin gegentiber Placebo, allerdings konnte kein Benefit gegentber der
Standardtherapie nachgewiesen werden. Zudem ist die Vertraglichkeit der Nikotintherapie
deutlich schlechter (16).

Trotz neuerer Untersuchungen ist es schwierig, Aussagen hinsichtlich weiterer
Ernéhrungsfaktoren neben dem Rauchen mit einem replizierbaren Einfluss auf Entstehung
und Verlauf zu identifizieren. Nach einer kirzlich veréffentlichten Meta-Analyse schiitzt
mdtterliches Stillen das Kind sowohl vor der Entwicklung von M. Crohn als auch vor Colitis
ulcerosa (17). Weitere postulierte Einflussfaktoren sind bislang nicht bekannt, Ergebnisse
einzelner Studien konnten nicht reproduziert werden.

Neue Erhebungen bestatigen erneut die negative Assoziation zwischen einer
Appendektomie und Colitis ulcerosa (18), jedoch nicht zum M. Crohn (19). Mdglicherweise
pradisponiert eine stattgehabte Appendizitis zu einer T-Helferzellantwort vom Typ 1 eher als
zu einer Typ-2-Antwort (20). Allerdings ist die schemenhafte Darstellung — M. Crohn als reine

Tul-Erkrankung, Colitis ulcerosa als Ty2-Erkrankung - klar widerlegt.

1.1.2 Neue Therapiekonzepte

Die Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen hat sich durch die Einfihrung
monoklonaler Antikérper gegen Entziindungsmediatoren — im Vordergrund steht hier derzeit

die Hemmung von TNFa - fir Patienten mit schweren Verlaufen entscheidend verbessert
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(Ubersicht in 21). Nachdem die Therapie iber Jahre hinweg in erster Linie symptomorientiert
erfolgte, wird derzeit kontrovers diskutiert, inwieweit eine friihere aggressive Therapie mit
Immunsuppressiva oder Biologika langfristig den Verlauf der Erkrankungen verbessern kann.
In diesem Zusammenhang konnte eine Abheilung der Mukosa ein weiteres Therapieziel
darstellen. Im Hinblick auf den M. Crohn, wo weder Glucocorticoide (22) noch Mesalazin (23)
zu einer mukosalen Heilung fihren, konnte dies sowohl flr Immunsuppressiva wie
Azathioprin (23) als auch fur Infliximab (24) gezeigt werden.

Bei der rheumatoiden Friharthritis kann die Therapie mit sogenannten ,disease-modifying-
drugs“ (DMDR), wie z.B. Methotrexat oder Infliximab, bei friihzeitigem Einsatz eine
Progression der Gelenkdestruktionen signifikant vermindern (25). Auch bei den chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen zeigen erste Langzeitstudien, dass eine mukosale Heilung
das Risiko von Operationen und Krankenhausaufenthalten vermindert (26). Fur die TNFa-
Antagonisten Infliximab (27) und Adalimumab (28) konnte zudem gezeigt werden, dass eine
kontinuierliche Gabe das Auftreten von Komplikationen — Operationen und
Krankenhausaufenthalte — vermindert. Zudem zeigen Daten einer Reihe kleinerer Studien,
dass Patienten insbesondere dann von einer Biologika-Therapie profitierten, wenn die
Therapie frihzeitig, z.B. im ersten Krankheitsjahr, angewendet wurde (29, 30).

Ein Argument gegen den frihen Einsatz ist unter anderem der Wirkverlust dieser
Substanzen, welcher fur Infliximab in klinischen Studien beim M. Crohn in bis ca. 13% der
Patienten in einem Behandlungsjahr beobachtet wird (31). Zudem besteht bei zu frihem
Einsatz die Gefahr der Ubertherapie. Wichtige Argumente gegen eine frilhe aggressive
Therapie sind die weiterhin unklaren Langzeitnebenwirkungen der Biologika. Wahrend
Register von keiner erhdhten Inzidenz von Nebenwirkungen unter der Therapie mit Infliximab
ausgehen (32), scheint die Kombination von mehr als zwei Immunsuppressiva das Risiko
opportunistischer Infektionen zu erhdhen (33). Hepatosplenische T-Zell-Lymphome mit fast
immer letalem Ausgang sind eine seltene Nebenwirkung, die allerdings in erster Linie bei
Kombinationstherapien mit Immunsuppressiva beobachtet wurden, so dass der
Kausalzusammenhang der Biologika derzeit nicht erwiesen ist (34). Eine aktuelle Studie
beschreibt ein generell erhdhtes Mortalitats- und Krebsrisiko unter der Therapie mit TNFa-
Antagonisten (35).

Trotz diesen intensiven Diskussionen ist zum gegenwartigen Zeitpunkt in den Leitlinien aller
Fachgesellschaften eine aggressive Strategie nicht implementiert (36, 37). Es ware in
diesem Zusammenhang von groRem klinischem Nutzen, Marker zu identifizieren, welche das
Ansprechen der spezifischen Therapie und das Auftreten von Nebenwirkungen vorhersagen.
Daten der im Original noch nicht publizierten SONIC-Studie zeigen, dass Patienten mit
sowohl ausgepréagter endoskopischer Entziindung als auch erhéhten CRP-Werten von einer

aggressiven Therapie unter Einsatz eines TNFa-Antagonisten profitieren (38). Zudem



kénnten genetische Varianten genutzt werden, Patienten mit einem aggressiven
Erkrankungsverlauf zu identifizieren. Erste Untersuchungen konnten allerdings zeigen, dass

Mutationen im NOD2-Gen das Ansprechen auf Infliximab nicht beeinflussen (39).

1.2 Aktuelle Hypothese =zur Pathophysiologie: Geneti k liefert wegweisende

Erkenntnisse

Die aktuelle und faszinierende Hypothese der Entstehung chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen geht von einer gestdrten Immunantwort gegeniiber der bakteriellen Flora
bei genetischer Pradisposition aus. Mitursachlich wird zudem eine intestinale Barrierestérung
angesehen, welches zur verstarkten Aufnahme von Antigenen fihrt. Im vorherigen Abschnitt
wurde bereits auf wichtige Umwelt- und Erndhrungsfaktoren eingegangen. Folgend sollen

nun die weiteren Aspekte ndher betrachtet werden.

1.2.1 Einfluss der Bakterienflora

Normalerweise stellt das Epithel des Gastrointestinaltrakts eine intakte Barriere zur
AulRenwelt dar. Das Zusammenspiel der kommensalen Bakterienflora, das intestinale Epithel
sowie das Immunsystem innerhalb der Mukosa, sind ein dynamischer Prozess, der im
Normalfall eine Homdostase erwirkt. Die Zellen der Darmmukosa sind normalerweise
gegenuber der chronischen Konfrontation mit mikrobiellen Bestandteilen tolerant, eine
chronische Entziindungsreaktion bleibt aus. Die luminale Bakterienflora ist zudem wichtig fur
die Ausbildung eines intakten intestinalen Immunabwehrsystems: Keimfrei aufgezogene
Mause zeigen Kryptenhyperplasien und einen Mangel in der Ausbildung von Lymphfollikeln.
Konfrontation mit Bakterien fihrt dann zu einer Erhéhung von Lymphozyten in der Lamina
propria und zur erhéhten IgA-Sekretion (40).

Fur eine wichtige Rolle der Bakterienflora in Entstehung und Verlauf spricht eine Reihe von
Beobachtungen. In wegweisenden Arbeiten von Alexander Swidsinski aus unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass CED-Patienten im Vergleich zu Kontrollen
deutlich hohere Konzentrationen an Bakterien in der Darmmukosa aufweisen. Je
aufgepragter die Entziindung Klinisch vorlag, desto hdhere Bakterienkonzentrationen
konnten sowohl in entziindeter als auch in nicht-entziindeter Schleimhaut gefunden werden.
Bei Bakterienkonzentrationen >10,000 cfu/uL organisierten sich die Bakterien in einem
Biofilm an der Mukosa. Bei Konzentrationen >50,000 cfu/uL konnten in Enterozyten
eingeschlossene Bakterien nachgewiesen werden. Alle Bakterien waren fakalen Ursprungs
(41). Als Folge kann es zu einer erhéhten bakteriellen Translokation kommen. Dies wurde fir

den M. Crohn bereits in mehreren Studien nachgewiesen (42-44). Passend hierzu auch die



Effektivitdt antibiotischer Therapien, insbesondere in der Behandlung des M. Crohn
(Ubersicht 21).

Weitere Unterstlitzungen erhélt die Hypothese durch Ergebnisse genetischer Studien, die
zwei Gene — NOD2 und ATG16L1 - identifiziert haben, die in der antimikrobiellen Abwehr
eine Rolle spielen (45, 46). NOD2 erkennt als intrazellularer Rezeptor in Monozyten
Bestandteile der Zellwand gramnegativer und grampositiver Bakterien. ATG16L1 ist wichtig
fur den Prozess der Autophagie zur Elimination intrazellularer Bakterien. Dies geschieht tber
einen intrazellularen Transport dieser Organismen zu Lysosomen, wo diese Bestandteile
dann degradiert werden. Insbesondere die Elimination von Mykobakterien erfolgt tber
Autophagie (47). Eine Vielzahl von Studien hat die Rolle von Mycobacterium avium
paratuberculosis in der Pathogenese des M. Crohn untersucht, da dieser Keim beim Rind
eine ahnliche Erkrankung — Johne’sche Erkrankung - hervorruft. Die derzeitige Datenlage ist
jedoch nicht eindeutig (Ubersicht in 48). Hypothetisch kénnte somit M. avium
paratuberculosis zumindest bei den M. Crohn-Patienten eine Rolle spielen, die Mutationen in
einem Autophagie-Gen aufweisen, wo somit die Elimination von Bakterein gestort ist.
Zusammenfassend ist derzeit jedoch unklar, ob die verdnderte mukosale Bakterienflora ein

primar oder sekundar bedingtes Phanomen in der Pathogenese darstellt.

1.2.2 Welche Rolle spielt die epitheliale Barrieres  tdrung?

Uber welche Mechanismen konnte es zu einer erhéhten Aufnahme von Antigenen —
vorzugsweise Bakterien und andere Nahrungsbestandteile — kommen? Ein mdglicher
Ansatzpunkt ist eine Stérung der intestinalen Barrierefunktion, die ein wichtiges
Charakteristikum des M. Crohn ist. Ergebnisse diverser Studien belegen eine Erhéhung der
gastrointestinalen Permeabilitat (49-57). Eine solche Erhéhung der intestinalen Permeabilitét
kann nicht nur dem Beginn des M. Crohn Uber Jahre vorhergehen (58), sondern stellt zudem
ein Risikofaktor fir ein Rezidiv dar (52). Weitere Zusammenhange konnten zur
Krankheitsaktivitat (59, 60) und Therapieansprechen beschrieben werden (61, 62).

Um Hinweise zu erhalten, ob es sich bei diesem Barrieredefekt um eine genetisch bedingte,
also pradisponierende Verénderung handelt, sind in diversen Studien neben M. Crohn-
Patienten auch deren Angehorige — genetisch Verwandte sowie Lebenspartner im gleichen
Haushalt — untersucht worden. Die Uberwiegende Mehrzahl dieser Studien ergab eine
Erh6hung der Permeabilitat bei genetisch Verwandten (51, 53-57). Fur eine primar durch
Umwelt- oder Erndhrungsfaktoren bedingte Stérung, sprechen die Daten, die eine Erhéhung
der intestinalen Permeabilitdt auch bei nicht verwandten Lebenspartnern zeigen (54-55, 63).
Eine interessante Studie aus Italien konnte bei sechs von 17 bis dato gesunden erstgradig
Verwandten von M. Crohn-Patienten eine Erhéhung der intestinalen Permeabilitat

nachweisen. In einer Kapselendoskopie zeigten sich dann bei vier erstgradig Verwandten
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Uberraschenderweise entzindliche Veradnderungen der Mukosa. In einer folgenden
Koloskopie wurde in der Tat in allen Fallen ein M. Crohn diagnostiziert. Alle diese Individuen
gehorten in die Gruppe der Probanden mit erhghter intestinaler Permeabilitat (64). Diese
Daten legen nahe, dass die Messung der intestinalen Permeabilitat auch als
Screeninguntersuchung fur asymptomatische Individuen mit hohem Erkrankungsrisiko fir
einen M. Crohn genutzt werden kann.
Uber welche Mechanismen kann diese Stérung der epithelialen Integritét erklart werden? Da
die genauen Ursachen nicht bekannt sind, gibt es zum gegenwartigen Zeitpunkt drei
verschiedene Hypothesen: Die Erh6hung der intestinalen Permeabilitat
1. entsteht primér durch einen genetisch bedingten Defekt innerhalb der epithelialen
Barriere
ist ein rein sekundares Phanomen als Folge der Entziindungsreaktion
3. entsteht durch einen Gendefekt, der zu einer Entziindungsreaktion fihrt, welche

wiederum die Erhéhung der Permeabilitat bedingt.

Fur die verschiedenen Hypothesen gibt es — erwartungsgemanR — Argumente fur und wider.
Fur einen genetisch bedingten Barrieredefekt sprechen Untersuchungen an Mausmodellen,
wo eine intestinale Entzindung durch einen genetisch bedingten Epitheldefekt,
beispielsweise in den Genen MUC2 oder NEMO, bei normaler bakterieller Flora und
normalem angeborenem und adaptivem Immunsystem (65-67) ausgel6st wird. Zudem sind
bereits in Assoziationsstudien genetische Varianten fir M. Crohn und Colitis ulcerosa
entdeckt worden, die als direkte Regulatoren der epithelialen Integritat gelten (68-70).
Wichtige Entzindungsmediatoren, wie z.B. TNFa, konnen zu einer Erhéhung der
Permeabilitat fuhren (71-73). Eine Normalisierung der intestinalen Permeabilitat kann
andererseits durch die Therapie mit einem TNFa-Antagonisten (Infliximab) beobachtet
werden (74).

Fur die dritte Hypothese sprechen beispielsweise die funktionellen Daten der Mutationen im
NOD2-Gen, welches eine starke Assoziation zum M. Crohn aufweist. Hier kommt es in der
weiteren Signalkaskade zu Veranderungen der Defensin-Konzentrationen (75) oder zu
erhdhter IL1B-Konzentrationen (76), die jeweils eine Erhdhung der intestinalen Permeabilitéat

bedingen.

1.2.3 Rolle des angeborenen und des adaptiven Immun  systems

Gelangen Bakterien in die Darmmukosa, kommt es zu einer Konfrontation mit dem
angeborenen (engl. innate) Immunsystem. Hierzu z&ahlen insbesondere Makrophagen und
neutrophile Granulozyten, die mithilfe unspezifischer Abwehrmechanismen versuchen, die

Bakterien via Phagozytose zu eliminieren. Diese angeborene Immunabwehr ist schnell und
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unspezifisch, aber effektiv, generiert jedoch keine lang anhaltende Immunitét. Die Erkennung
von Bakterien erfolgt Uber so genannte ,pattern recognition receptors (PPR)": die
membrangebunden Toll-like-Rezeoptoren sowie als intrazellulare Rezeptoren die ,nucleotide
binding site /leucine-rich repeat proteins (NBS/LRR)“. Zu den letzten gehoren die
»hucleotide-binding oligomerization domains* NOD1 und NOD?2. Diese Rezeptoren erkennen
entweder LPS aus der Zellwand gramnegativer Bakterien oder Peptidoglykan (PGN) aus der
Zellwand grampositiver und — negativer Zellwande.

Falls die Infektion persistiert, kommt es durch das angeborene Immunsystem zu einer
Aktivierung des adaptiven Immunsystems. Antigen-prasentierende-Zellen (APCs) wie
dendritische Zellen und M-Zellen prasentieren diese bakteriellen Antigene naiven T-
Lymphozyten. In Abhéangigkeit der kostimulatorischen Zytokine, welche durch die APCs
sezerniert werden, kommt es zu einer Aktivierung von spezifischen Subpopulationen der T-
Helferzellen: Tyl, T2 oder Tyl7. Wahrend Tyl-Zellen wiederum Makrophagen und Effektor-
T-Zellen aktivieren, stimulieren Ty2-Zellen B-Zellen, welche im Darm in erster Linie zur
Produktion von sekretorischem IgA fihren. Tyl7-Zellen wiederum aktivieren neutrophile
Granulozyten.

Die Identifikation von NOD2 und IL23R als Suszeptibilitatsgene fur den M. Crohn und im Fall
von IL23R auch fur die Colitis ulcerosa (77) legt nahe, dass sowohl das angeborene
Immunsystem als auch die Ty17-Subpopulation in der Pathogenese relevant sind.
Unabhéngig von der Art der Stimulation sind proinflammatorische Zytokine an der
Aufrechterhaltung der Inflammation beteiligt. Insbesondere TNFa, IL-6 und IL-18 wurden
beim M. Crohn in der Mukosa erhoht nachgewiesen (78). Die Inhibition von TNFa durch

monoklonale Antikorper stellte einen Durchbruch in der Therapie des M. Crohn dar (79).

1.3 Genetik im Fokus

Neue Aspekte der Pathophysiologie sind erst durch die Ergebnisse genetischer Studien
identifiziert worden. Besonders hervorzuheben ist hierbei das angeborene Immunsystem (via
NOD?2), der Prozess der Autophagie (via ATG16L1 und IRGM) sowie die Bedeutung der

Tul7-Subpopulation (via IL23-R, JAK2 und STAT3).

1.3.1 Evidenz fur einen genetischen Einfluss

Eine Unterstitzung fur die Hypothese eines genetischen Einflusses auf die Entstehung
chronisch entzindlicher Darmerkrankungen resultiert aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Beobachtungen. Das relative Risiko (As) ist beim M. Crohn 30-40fach und bei der Colitis

ulcerosa 10-20fach erhéht. Fur einen erstgradig Verwandten eines CED-Patienten besteht
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ein Risiko von 5-10% fur die Entwicklung einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung
(80).

Ist ein Elternteil an M. Crohn oder Colitis ulcerosa erkrankt, ist das relative Risiko eines
Kindes zur Entwicklung einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung um das 2-30fache
erhoht. Sind beide Eltern an einer CED erkrankt, erhdht sich das Risiko erneut: In einer
Studie aus den USA erlitten hier 36% der Kinder ebenfalls eine chronisch entziindliche
Darmerkrankung (81). Ahnliche Ergebnisse lieferte eine franzésisch-belgische Erhebung:
hierbei erkrankten durchschnittlich 1 von 3 Kindern bis zum Alter von 28 Jahren (82).

Zudem zeigen sich unterschiedliche Risiken fir jeweils M. Crohn oder Colitis ulcerosa
sowohl in Abhéngigkeit des Geschlechts als auch des ethnischen Hintergrunds. Tochter
erkranken etwas haufiger (83). Judische Populationen haben ein erhthtes Risiko der
Weitervererbung einer CED (84). In diesem Zusammenhang weisen insbesondere
Ashkenazi-Juden ein 5-8fach erhohtes Risiko auf (85).

Wesentliche Daten kommen von Zwillingsstudien. Beim M. Crohn haben eineiige Zwillinge
eine Konkordanzrate (Haufigkeit, dass beide Zwillinge erkranken) von ca. 50%. Zweieiige
Zwillinge haben hingegen eine Konkordanzrate von ca. 5-10% und unterscheiden sich somit
nicht von der Erkrankungswahrscheinlichkeit fir Familienangehérige. Bei der Colitis ulcerosa
hingegen betragt die Konkordanzrate zwischen 5% und 17% bei eineiigen Zwillingen und
lediglich 0% bis 6% bei zweieiigen Zwillingen (Ubersicht in 86). Der genetische Einfluss ist
beim M. Crohn ausgepragter als bei der Colitis ulcerosa. Zum anderen aber sind diese Daten
ein Hinweis dafir, dass andere, nicht genetische Faktoren, beispielsweise der Komplex aus
Ernahrung/Umweltfaktoren/Infektionen, eine Rolle in der Entstehung chronisch entziindlicher

Darmerkrankungen spielen.

1.3.2 Verschiedene Ansatze zur Identifikation von R isikogenen

M. Crohn und Colitis ulcerosa sind multifaktorielle und polygene Erkrankungen, deren
Vererbung nicht nach den Mendelschen Gesetzen erfolgt. In den letzten Jahren haben sich
Ansatz und Methode der Identifizierung von Suszeptibilititsgenen stark gewandelt. Der
hypothesengesteuerte Kandidatengenansatz ist durch den hypothesenfreien Ansatz der

Kopplungsanalysen und genomweiten Assoziationsstudien weitestgehend ersetzt worden.

Hypothesen-getriggert: der Kandidatengenansatz

Initial wurde die ldentifikation von Suszeptibilititsgenen Uber den Kandidatengenansatz
versucht. Hierbei wurden in erster Linie Gene untersucht, deren Transkript in der
Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen eine Rolle spielen kénnte. Erste
publizierte Arbeiten untersuchten hier HLA-Gene (87), den Komplementfaktor C3 (88) sowie

Polymorphismen im T-Zell-Rezeptor (89). Allerdings konnten erste positive Assoziationen im
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Verlauf nicht bestatigt werden. Bis zum Jahr 2001 wurde mit diesem Ansatz kein

replizierbares Kandidatengen fur entweder M. Crohn oder Colitis ulcerosa identifiziert.

Hypothesen-frei: Kopplungsanalysen (Linkage) und ge nomweite Assoziationsstudien

Ein grofRer Fortschritt war die Einfihrung von Kopplungsanalysen (Engl. linkage analysis).
Diese genomweiten und hypothesenfreien Kopplungsuntersuchungen wurden innerhalb von
Familien mit mehreren CED-Patienten (u.a. 90) durchgefihrt.

Kopplungsanalysen beruhen auf dem Prinzip, dass Geschwisterkinder oder andere
Familienangehoérige mit der gleichen Erkrankung in der genomischen Region, in der ein
Risikogen liegt, dieselbe genetische Variante oder Merkmal dieser Region geerbt haben.
Somit besteht eine Kopplung zwischen der Erkrankung und dieser genomischen Region, z.B.
einem Abschnitt auf einem Chromosom. Auf diese Weise gelangt man vom gesamten
menschlichen Genom zu deutlich kleineren Abschnitten von Chromosomen, innerhalb derer
ein Risikogen vermutet wird. Im nachsten Schritt kann man dann beispielsweise alle Gene
innerhalb dieses — deutlich kleineren - Abschnitts bezliglich eines Suszeptibilitatsgens
analysieren.

Genomweite Kopplungsanalysen haben eine Vielzahl von suspekten
Chromosomenabschnitten fir entweder M. Crohn und/oder Colitis ulcerosa ergeben. Falls
diese Regionen in weiteren Kopplungsanalysen repliziert wurden, erhielten sie das Kirzel
IBD und eine laufende Nummer. Bislang wurden die folgenden Chromosomenregionen
beschrieben, auf denen ein CED-Risikoallel vermutet wird: 16q12 (IBD1), 12q13 (IBD2),
6pl3 (IBD3), 14q11-12 (IBD4), 5931-33 (IBD5), 19p13 (IBD6) sowie 1p36 (IBD7).

Im Jahr 2001 gelang zeitgleich drei verschiedenen Arbeitsgruppen aus Frankreich, den USA
und Deutschland die Entdeckung des ersten CED-Risikogens innerhalb der IBD1-Region
(45, 91-92): drei Mutationen im NOD2/CARD15-Gen zeigten eine Assoziation zum M. Crohn:
zwei Missense-Mutationen mit Aminosaurenaustausch (p.Arg702Trp und p.Gly908Arg) und
eine Frameshift-Mutation (p.Leul007fs). Auf regionale Unterschiede, Funktion sowie
klinische Implikationen der NOD2-Mutation wird detailliert an anderer Stelle eingegangen.

Mit  Ausnahme der NOD2-Mutation auf dem IBD1 sind alle weiteren
krankheitsverursachenden Mutationen der Loki IBD2-7 noch nicht identifiziert. Besonders
stark zeigt sich dieses Dilemma bei Betrachtung der Region IBD5 auf dem
Chromosomenabschnitt 5q31-33. Eine Assoziation konnte hier zunéchst zu einem Haplotyp
beschrieben werden, der durch 12 SNPs charakterisiert ist (93). Trotz der Tatsache, dass in
dieser Region eine Reihe interessanter Kandidatengene lokalisiert sind - interferon
regulatory factor 1 (IRF1) oder organic cation transporter (OCTN1/2) — bleibt das kausale

Gen in dieser Region unbekannt (94).
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Innerhalb des IBD2-Lokus befindet sich die HLA-Region. Auch wenn hier trotz diverser
Studien keine generelle Assoziation zu entweder M. Crohn oder Colitis ulcerosa gefunden
werden konnte, scheint die Region einen Zusammenhang zu bestimmten Subtypen
aufzuweisen: Der HLA-Haplotyp DRB1 * 0103 erhoht das Risiko fir eine proximale
Ausbreitung der Colitis ulcerosa und fiir extraintestinale Komplikationen (95) sowie fiir einen
Kolonbefall beim M. Crohn (96).

Fur alle weiteren Regionen (IBD3, IBD4, IBD6 und IBD7) sind nicht einmal Assoziationen zu
Subtypen beschrieben worden. Die Ergebnisse der Kopplungsanalysen werden zudem seit
der Durchfuhrung der im folgenden erlauterten genomweiten Assoziationsstudien kritisch
betrachtet, da ein Grofteil dieser Regionen hier nicht repliziert werden konnte. Hier muss
jedoch angemerkt werden, dass die Kopplungsanalysen in Familien durchgefihrt wurden.
Patienten mit familiarem M. Crohn machten in den genomweiten Assoziationsstudien mit z.B.
nur 15% der eingeschlossenen Patienten eine Minderheit aus. Dennoch waren die
Erkenntnisse der Kopplungsanalysen zur Identifizierung insbesondere des NOD2-Gens von

entscheidender Bedeutung.

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS)

Ein erneuter Durchbruch hat sich in den letzten Jahren durch die Durchfihrung genomweiter
Assoziationsstudien ergeben. Grundlagen hierfir waren eine Vielzahl von Faktoren: die
Erforschung des menschlichen Genoms durch bedeutsame Projekte wie HapMap
(International HapMap Project, http://www.hapmap.org/), neue kommerzielle Techniken der
Genotypisierung sowie erweiterte informatische oder statistische Methoden. Zudem wurde
durch Kooperationen die statistische Aussagekraft der Studien erhoht.

Bei einer genomweiten Assoziationsstudie wird &hnlich wie bei den Kopplungsanalysen aber
im Unterschied zur Kandidatengenanalyse hypothesenfrei agiert. Durch das HapMap-Projekt
wurde nicht nur eine Katalogisierung der SNPs durchgefuhrt, sondern die Beziehung der
SNPs zueinander beschrieben. Hierbei handelt es sich um die so genannte Haplotyp-
Struktur, die die gleichartige Weitervererbung von SNPs beschreibt. Bestimmte SNPs -
tagging-SNPs - stehen hier stellvertretend fir eine Vielzahl von weiteren in einem
bestimmten Haplotyp befindlichen SNPs. Diese sind in enger Nachbarschaft mit der
vermeintlich kausalen Variante lokalisiert. Diese Varianten werden somit von Generation zu
Generation zusammen vererbt, da die Wahrscheinlichkeit einer Trennung wahrend der
Rekombination unwahrscheinlich ist.

In den genomweiten Assoziationsstudien kdnnen somit durch die Analyse der tagging-SNPs
Informationen Uber die in diesem Haplotyp befindlichen SNPs eingeholt werden, ohne diese
selbst zu analysieren. Neuere Chips sind in der Lage, Uber eine Million SNPs, verteilt Uber

das gesamte Genom, zu analysieren. Von entscheidender Bedeutung ist hier zudem die

14



Korrektur bei multiplen Testen, so dass hier sehr strenge p-Werte fir eine Signifikanz
erwartet werden (p<5x10%). Allerdings ergeben die Daten der genomweiten
Assoziationsstudien nicht unbedingt die verursachenden Mutationen, sondern beschreiben
genomische Region unterschiedlicher Grof3e, in der sich mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
krankheitsassoziierte Variante befindet.

Interessante Kandidatengene aus den Regionen werden herausgesucht und via
Sequenzierung weiter analysiert, allerdings befinden sich viele der CED-assoziierten
Varianten in Regionen, wo keine Gene vorhanden sind (sog. ,gene dessert). Unabhangig
davon konnten diese SNPs auch einen regulatorischen Einfluss auf Quantitat und Qualitat
von Proteinen haben. Bis dato fehlen allerdings funktionelle Studien, die die Auswirkungen
solcher Varianten beschreiben.

Mit Hilfe der genomweiten Assoziationsstudien wurde in kurzer Zeit eine Vielzahl von neuen
Suszeptibilitatsgenen entdeckt. Entscheidende Durchbriiche gelangen im Jahr 2007 mit der
Entdeckung von zwei neuen CED-Suszeptibilitditsgenen: IL23R (77) und ATG16L1 (46). Erst
hierdurch sind Erkenntnisse zum Stellenwert neuer pathophysiologischer Konzepte
gewonnen worden: den Prozess der Autophagie und die Rolle der Ty17-Subpopulation.

In einer kirzlich veréffentlichten Meta-Analyse wurden die Daten von drei genomweiten
Assoziationsstudien zusammengefasst, die alleine 32 mit dem M. Crohn assoziierte
Varianten beschreiben (97). Dennoch geht man davon aus, dass diese Varianten zusammen
nur 20% des gesamten genetischen Einfluss beim M. Crohn ausmachen. Interessanterweise
haben auch die neuesten genomweiten Assoziationsstudien den NOD2-Varianten das
hdchste Erkrankungsrisiko fur den M. Crohn zugeschrieben (OR 3,99). Andere Varianten
haben meist Odds Ratios von 1,1-1,5 und somit nur einen sehr moderaten Effekt (97).

Im Verlauf sind nun ebenfalls genomweite Assoziationsstudien bei Patienten mit Colitis
ulcerosa veroffentlicht worden. Eine Arbeitsgruppe aus Kiel identifizierte drei Gene: ECM1
(extracellular matrix 1), ARPC2 (actin-related protein 2/3 complex subunit 2 gene) und IL10
(98). Besonders 1L10 scheint hier von besonderem Interesse, da es unter anderem an der
Stimulation naiver T-Zellen beteiligt ist. Zudem konnten mit Varianten in den Genen IL23R
und IL12B erstmalig Marker identifiziert werden, die sowohl mit M. Crohn als auch mit Colitis
ulcerosa assoziiert sind (98).

Zusammenfassend haben die genomweiten Assoziationsstudien einen deutlichen
Erkenntniszuwachs im Hinblick auf den genetischen Hintergrund chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen ergeben. Allerdings sind Uberwiegend die vermeintlich kausalen
Mutationen nicht bekannt. Hier muissen sowohl weitere Sequenzierungen als auch

funktionelle Untersuchungen erfolgen.
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1.4 Herleitung von Aufgabenstellungen

Verschiedene Methoden und Anséatze haben in den letzen Jahren mehr als 40 Varianten
identifiziert, die eine Assoziation zu M. Crohn und/oder Colitis ulcerosa aufweisen. Trotzdem
ist eine Vielzahl weiterer Mutationen noch unbekannt. Neben diesen Erkenntnissen, welche
langfristig zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze fuhren konnten, muss aus
klinischer Sicht in erster Linie untersucht werden, inwiefern eine Genotypisierung im
klinischen Alltag nutzbar ist.

Die im Folgenden zitierten Originalarbeiten auf diesem Gebiet haben somit folgende Aspekte
behandelt:

1. Identifikation von genetischen Varianten, die eine Assoziation mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen oder im speziellen mit M. Crohn oder Colitis
ulcerosa aufweisen?

2. Wie unterscheiden sich Merkmalstrager und Nichtmerkmalstrager einer bestimmten
Variante hinsichtlich ihrer klinischen Auspragung?

a. Erkranken diese Patienten friher?

b. Gibt es Assoziationen zu Raucherstatus, Befallsmuster oder extraintestinalen
Manifestationen?

c. Lassen sich Komplikationen wie das Auftreten von Fisteln, Stenosen oder
Operationen vorhersagen?

3. Kann durch die Genotypisierung das Ansprechen bzw. das Auftreten von
Nebenwirkungen der medikamentdsen Therapie besser vorhersagen?

4. Koénnen vorbeschriebenen Assoziationen in europaischen CED-Kollektiven repliziert
werden? Finden sich regionale Unterschiede in der Haufigkeit der Mutationen in
Europa?

5. Lasst sich das ungeklarte Phanomen der intestinalen Barrierestérung beim M. Crohn
durch eine oder durch das Zusammenwirken verschiedener Mutationen erklaren?

6. Bestehen genetische Interaktionen zwischen den einzelnen Varianten, genannt

Epistase?

An der Charité Berlin wurde eine grof3e Kohorte aus CED-Patienten zusammengestellt.
Neben der DNA-Isolation wurden klinische Daten gesammelt: Alter bei
Erstdiagnose/Erstsymptomatik, Befallsmuster, Komplikationen inklusive Art und Haufigkeit
von Operationen, Raucherstatus, Ansprechen auf die medikamentdse Therapie etc. Als
Kontrollgruppe wurden gesunde Probanden eingeschlossen, welche nach Alter und
Geschlecht den Patientengruppen angeglichen wurden. Durch intensive Kooperationen mit
zwei weiteren europaischen Zentren (Szeged/Ungarn und Nijmegen/Holland) konnten

weitere CED-Kohorten eingeschlossen werden. Somit wurde ein europaisches Konsortium
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bestehend aus Deutschland, Ungarn und Holland zusammengestellt, welches die

Untersuchungskollektive der folgenden Arbeiten darstellt.
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2 Originalarbeiten

2.1 Mutationen im NOD2/CARD15-Gen beim M. Crohn sind mit lleoz6kalresektionen

assoziiert und sind ein Risikofaktor flir Reoperatio nen

Carsten Blning, Janine Genschel, Sabine Buhner, Sandrine Kriuger, Kerstin Kling, Axel
Dignass, Peter Baier, Bettina Bochow, Johann Ockenga, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs.
Mutations in the NOD2/CARD15 gene in Cohn’s disease are associated with ileocecal
resection and are a risk factor for reoperation. Alimentary Pharmacology & Therapeutics
2004, 19: 1073 -1079.

Im Rahmen dieser Studie wurde die Haufigkeit der drei wichtigsten NOD2-Mutationen in der
deutschen Kohorte untersucht. Zudem wurde eine detaillierte Genotyp-Phéanotyp-Analyse
durchgefihrt.

Insgesamt trugen 35,6% der M. Crohn-Patienten ein mutiertes Allel in einer der untersuchten
NOD2-Mutationen und somit signifikant haufiger als Colitis ulcerosa (14,3%) und Kontrollen
(15,5%). Die Genotyp-Phanotyp-Analyse ergab eine Reihe interessanter Befunde: Wir
konnten zunachst eine Assoziation zu jungerem Erkrankungsalter sowie zu einem Befall des
terminalen lleums beobachten, nur 6,2% der Patienten mit NOD2-Mutation hatten keinen
Befall des terminalen lleums. Interessanterweise zeigte sich zudem eine starke Assoziation
zu Resektionen spezifisch fur den lleozdkalbereich, nicht jedoch fir andere lleumresektionen
und Kolonresektionen: in der mittleren Beobachtungszeit von ca. 8 Jahren wurden bei 45,3%
bei den NOD2-positiven und bei nur 19,0% der NOD2-negativen Patienten eine
lleozbkalresektion durchgefihrt. Eine logistische Regressionsanalyse ergab zudem, dass
dies unabhangig vom Befall des terminalen lleums war. Nach der initialen Resektion konnten
wir zudem zeigen, dass Patienten mit NOD2-Mutation ein deutlich hdheres Risiko einer
erneuten Resektion im neoterminalen lleum aufwiesen: wahrend es bei nur 9,1% der NOD2-
negativen Patienten zu einem operativen Rezidiv kam, war dies in 41,4% der NOD2-
positiven Patienten der Fall. Mehr als eine weitere Nachresektion wurde auch nur bei NOD2-
positiven Patienten durchgefihrt.

Diese Daten legen nahe, dass die Bestimmung der NOD2-Mutation genutzt werden kann,
um Patienten mit hohem operativem Rezidivrisiko zu identifizieren. Prospektive Studien
sollten evaluieren, ob NOD2-positive M. Crohn-Patienten beispielsweise friiher und

aggressiver behandelt werden sollten.
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Carsten Blning, Janine Genschel, Sabine Buhner, Sandrine Kriuger, Kerstin Kling, Axel
Dignass, Peter Baier, Bettina Bochow, Johann Ockenga, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs.
Mutations in the NOD2/CARD15 gene in Cohn’s disease are associated with ileocecal

resection and are a risk factor for reoperation. Alimentary Pharmacology & Therapeutics
2004, 19: 1073 -1079.
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Carsten Buning, Janine Genschel, Sabine Bihner, Sandrine Kriger, Kerstin Kling, Axel
Dignass, Peter Baier, Bettina Bochow, Johann Ockenga, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs.
Mutations in the NOD2/CARD15 gene in Cohn’s disease are associated with ileocecal

resection and are a risk factor for reoperation. Alimentary Pharmacology & Therapeutics

2004, 19: 1073 -1079.
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Carsten Blning, Janine Genschel, Sabine Buhner, Sandrine Kriuger, Kerstin Kling, Axel
Dignass, Peter Baier, Bettina Bochow, Johann Ockenga, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs.
Mutations in the NOD2/CARD15 gene in Cohn’s disease are associated with ileocecal

resection and are a risk factor for reoperation. Alimentary Pharmacology & Therapeutics
2004, 19: 1073 -1079.
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Dignass, Peter Baier, Bettina Bochow, Johann Ockenga, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs.
Mutations in the NOD2/CARD15 gene in Cohn’s disease are associated with ileocecal

resection and are a risk factor for reoperation. Alimentary Pharmacology & Therapeutics
2004, 19: 1073 -1079.
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Carsten Blning, Janine Genschel, Sabine Buhner, Sandrine Kriuger, Kerstin Kling, Axel
Dignass, Peter Baier, Bettina Bochow, Johann Ockenga, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs.
Mutations in the NOD2/CARD15 gene in Cohn’s disease are associated with ileocecal

resection and are a risk factor for reoperation. Alimentary Pharmacology & Therapeutics
2004, 19: 1073 -1079.
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Dignass, Peter Baier, Bettina Bochow, Johann Ockenga, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs.
Mutations in the NOD2/CARD15 gene in Cohn’s disease are associated with ileocecal
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2004, 19: 1073 -1079.
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2.2 NOD2/CARD15 Polymorphismen bei Patienten mit chronisch entzind lichen

Darmerkrankungen: Gibt es in Ungarn Unterschiede?

Carsten Blning, Tomas Molnar, Ferenc Nagy, Janos Lonovics, Renita Weltrich, Bettina
Bochow, Janine Genschel, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs. NOD2/CARD15 gene
polymorphism in patients with inflammatory bowel disease: Is Hungary different? World
Journal of Gastroenterology, 2005;11:407-11.

Im Rahmen dieser Studie wurde erstmalig die Haufigkeit von NOD2-Mutationen in einer
Kohorte von Patienten mit CED aus Ungarn beschreiben. Zudem wurde die in der deutschen
Patientengruppe aufgestellte Hypothese Uberprift, ob NOD2-Mutationen tatséchlich mit einer
aggressiven Verlaufsform des M. Crohn assoziiert sind. Es zeigten sich ahnliche
Allelfrequenzen der NOD2-Mutation bei M. Crohn-Patienten im Vergleich zur deutschen
Kohorte: 32,4% der M. Crohn-Patienten waren positiv, signifikant mehr als bei Colitis
ulcerosa-Patienten (13,2%) und bei den Kontrollen (11,5%). Interessanterweise zeigte sich
hier, dass nur die p.Leul007fs-Mutation im NOD2-Gen mit einem bestimmten Phanotyp
assoziiert ist. p.Leul007fs-positive-Patienten neigten signifikant haufiger zur Ausbildung von
Stenosen. Ahnlich der deutschen Kohorte, wurde bei 51,9% der p.Leul007fs -positiven
Patienten und nur bei 17,4% der p.Leul007fs-negativen Patienten eine Resektion spezifisch
fur den lleumbereich durchgefiihrt.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass NOD2-Mutationen in vergleichbarer
Haufigkeit in Ungarn vorkommen. Die p.LeulO07fs-Mutation fihrt zudem zu einer

aggressiven Verlaufsform mit Ausbildung von Stenosen und h&ufigen lleumresektionen.
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Carsten Buning, Tomas Molnar, Ferenc Nagy, Janos Lonovics, Renita Weltrich, Bettina
Bochow, Janine Genschel, Hartmut Schmidt, Herbert Lochs. NOD2/CARD15 gene
polymorphism in patients with inflammatory bowel disease: Is Hungary different? World
Journal of Gastroenterology, 2005;11:407-11.
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2.3 Der genetische Hintergrund der erhthten intesti  nalen Permeabilitéat in Familien
mit M. Crohn: Spielt die NOD2-Mutation 3020insC eine Rolle?

Sabine Bihner, Carsten Buning, Janine Genschel, Kerstin Kling, Dana Herrmann, Axel
Dignass, Ingeborg Kichler, Sandrine Kriiger, Hartmut H.-J. Schmidt, Herbert Lochs. Genetic
basis for increased intestinal permeability in families with Cohn’s disease: Role of CARD15
3020insC mutation? Gut. 2006;55:342-7.

Neben der oben beschriebenen Assoziation zwischen NOD2-Mutationen und einem
aggressiven Phanotyp des M. Crohn wurde in dieser Studie untersucht, ob NOD?2-
Mutationen fir ein weiteres - bislang ungeklartes — Phanomen verantwortlich sein kdnnten.
Gibt es einen Zusammenhang zwischen NOD2-Mutationen und dem epithelialen
Barrieredefekt beim M. Crohn?

In diesem Zusammenhang wurde evaluiert, ob diese Barrierestérung eher genetisch oder
durch Umweltfaktoren bedingt ist. Um eine solche Differenzierung zu erhalten, wurde eine
Familienstudie durchgefuhrt: neben M. Crohn-Patienten und Kontrollen wurden erstgradig
Verwandte und im gleichen Haushalt lebende Angehdrige (z.B. Ehefrau/Ehemann),
eingeschlossen. Die intestinale Permeabilitdt wurde mit Hilfe eines oralen Zuckertest mit
anschlieender Urinsammlung gemessen, hierbei diente das Lactulose/Mannitol-Verhaltnis
als Marker der intestinalen Permeabilitdt. Insgesamt wurden 128 M. Crohn-Patienten in
Remission, 129 erstgradig Verwandte, 66 nicht Verwandte, aber im gleichen Haushalt
lebende Personen sowie 96 gesunde Kontrollen eingeschlossen.

Eine erhohte intestinale Permeabilitat zeigte sich signifikant hdufiger bei M. Crohn-Patienten
(44%) und bei den erstgradig Verwandten (26%) als bei den Nicht-Verwandten (6%) und den
Kontrollen (0%). Bei den erstgradig Verwandten war eine Erhéhung der Permeabilitét
unabhangig davon, ob diese Personen im gleichen Haushalt mit den Patienten lebten oder
nicht. Interessanterweise ergab sich zudem ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
p.Leul007fs-Mutation (3020insC) und der Erh6hung der intestinalen Permeabilitat: wahrend
nur 16% der Verwandten ohne NOD2-Mutationen eine Erhéhung der intestinalen
Permeabilitat aufwiesen, war dies bei 46% der NOD2-postiven Verwandten der Fall.
Zusammenfassend sind diese Ergebnisse ein klarer Beleg fur einen genetisch bedingten
Barrieredefekt beim M. Crohn. Mit der p.LeulO07fs-Mutation konnte erstmalig eine
genetische Variante identifiziert werden, die mit dieser epithelialen Barrierestérung assoziiert

ist.
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2.4 DLGb5-Varianten bei chronisch entziindlichen Darmerkranku ngen

Carsten Buning, Lars Geerdts, Thomas Fiedler, Enno Gentz, Ghyslaine Pitre, Wolf Reuter,
Werner Luck, Sabine Buhner, Tomas Molnar, Ferenc Nagy, Janos Lonovics, Axel Dignass,
Olfert Landt, Renate Nickel, Janine Genschel, Herbert Lochs, Hartmut H.-J. Schmidt, Heiko
Witt. DLGS5 variants in Inflammatory Bowel Disease. Am J Gastroenterol. 2006;101:786-92.

Unmittelbar nach unserer Beschreibung der Assoziation zwischen der erhdhten intestinalen
Permeabilitat und der p.Leul007fs-Mutation im NOD2-Gen wurde ein weiteres Risikogen fiir
den M. Crohn entdeckt: eine Arbeitsgruppe aus Kiel beschrieb eine signifikante Assoziation
zwischen dem M. Crohn und Varianten im DLG5-Gen. DLG5 ist an Zell-Zell-Verbindungen
lokalisiert und wahrscheinlich an der Aufrechterhaltung der epithelialen Integritat beteiligt. Im
Rahmen dieser Studie untersuchten wir die Haufigkeit von insgesamt sechs verschiedenen
DLG5-Varianten in den Kohorten aus Deutschland und Holland. Das Hauptaugenmerk galt
zudem einer Verbindung zwischen DLG5-Varianten und den Ergebnissen der intestinalen
Permeabilitat.

Nach der Analyse von 668 CED-Patienten verglichen mit 627 Kontrollen konnte
interessanterweise kein signifikanter Unterschied hinsichtlich Allel- und Genotypfrequenz
zwischen Patienten mit M. Crohn, Colitis ulcerosa und Kontrollen festgestellt werden. Auch
eine Genotyp-Phéanotyp-Analyse brachte kein signifikantes Ergebnis, zudem liel3 sich keine
Epistase zwischen DLG5 und NOD2 nachweisen. Zudem konnte kein Zusammenhang
zwischen DLG5 und einer Storung der intestinalen Permeabilitédt nachgewiesen werden.
Zusammenfassend konnte diese Analyse zweier grolRer europaischer Kohorten nicht
bestétigen, dass DLG5 ein Risikogen fur den M. Crohn darstellt. Zudem scheint es in der

Entstehung des epithelialen Barrieredefekts beim M. Crohn nicht involviert zu sein.
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2.5 Heterozygositat fur die IL23R-Variante p.Arg381GIn stellt einen schitzenden

Effekt gegentber M. Crohn und Colitis ulcerosa dar

Carsten Bining, Hartmut H.-J. Schmidt, Tamas Molnar, Dirk J de Jong, Thomas Fiedler,
Enno Gentz, Deike Weiss, Theodor Todorov, Verena Haas, Sabine Bihner, Andreas Sturm,
Daniel C. Baumgart, Ferenc Nagy, Janos Lonovics, Joost PH Drenth, George V.Z.
Dedoussis, Olfert Landt, Andreas Kage, Herbert Bining, Renate Nickel, Janine Bduttner,
Herbert Lochs & Heiko Witt, Heterozygosity for IL23R p.Arg381GIn confers protection
against Crohn’s disease but also against ulcerative colitis. Alimentary and Pharmacology &
Therapeutics, 2007;26:1025-33.

Ein weiterer Durchbruch gelang im Jahre 2006 mithilfe einer genomweiten
Assoziationsstudie aus den USA durch die Entdeckung von IL23R als Suszeptibilitatsgen
sowohl fr M. Crohn als auch Colitis ulcerosa. Die p.Arg381GIn-Mutation im IL23R-Gen wies
in dieser Studie einen protektiven Effekt auf.

Bis dato waren Populationen aus Deutschland und Ungarn noch nicht untersucht worden.
Durch eine Kooperation mit der Universitat Nijmegen aus Holland wurde in dieser Studie
eine weitere europdaische Kohorte analysiert werden. Zudem untersuchten wir einen Einfluss
der p.Arg381GIn-Mutation auf das klinische Erscheinungsbild sowie genetische Interaktionen
zu NOD2-Mutationen. Weiterhin stellten wir die Hypothese auf, dass p.Arg381GIn die
gastrointestinale Permeabilitat beeinflusst. Eingeschlossen wurden insgesamt 919 CED-
Patienten und 845 gesunde Kontrollen. Beispielhaft seien hier einmal drei Kohorten erwéhnt:
Deutschland (MC: n=318; CU: n=178), Ungarn (MC n=148; CU: n=118), und Holland (MC:
n=157).

Es zeigte sich eine signifikant niedrigere Allelfrequenz fir das Glutamin-Allel innerhalb
p.Arg381GIn bei CED-Patienten im Vergleich zu Kontrollen (p<0.000001, Cochran-Mantel-
Haenszel-Test). Auch in der Subgruppenanalyse der einzelnen Léander zeigten sich
signifikante Assoziationen (Deutschland p=0.001, Ungarn p=0.02, und Holland p=0.0002).
Eine ahnliche Allelfrequenz zeigte sich im Vergleich zwischen M. Crohn und Colitis ulcerosa.
Hinweise fur Epistase zu NOD2-Mutationen, eine Assoziation zum Phanotyp oder zur
intestinalen Permeabilitét lieRen sich fur p.Arg381GIn nicht nachweisen.

Zusammenfassend konnten hier in der Tat bestatigt werden, dass p.Arg381GIn im IL23R-
Gen einen protektiven Effekt gegentiber M. Crohn und Colitis ulcerosa darstellt, aber das

klinische Erscheinungsbild nicht beeinflusst.
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2.6 Eine Studie in drei Europaischen Kohorten besta  tigt: ATG16L1 p.Thr300Ala ist

ein Suszeptibilitatsfaktor fir den M. Crohn
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Biining, Renate Nickel, Janine Buttner, Herbert Lochs, Hartmut H.-J. Schmidt, Heiko Witt. A
study in three European IBD cohorts confirms that the ATG16L1 c.898A>G (p.Thr300Ala)

variant is a susceptibility factor for Crohn’s disease. Journal of Crohn’s and Colitis, 2008.

Ebenfalls mit Hilfe einer genomweiten Assoziationsstudie gelang einer Kieler Arbeitsgruppe
die Identifizierung eines weiteren Gens fir den M. Crohn: Die Missense-Mutation
p.Thr300Ala im Autophagie-Gen ATG16L1. Auch hier war bis dato keine Assoziation zum
Phanotyp beschrieben worden, so in dieser Studie zunachst eine Replikation bei insgesamt
919 CED-Patienten und 707 Kontrollen durchgefihrt wurde. In der deutschen und in der
hollandischen Kohorte ergab sich eine klare Assoziation zwischen p.Thr300Ala und dem M.
Crohn, ebenfalls zeigte sich in der ungarischen Patientenpopulation ein klarer Trend. Keiner
der drei Populationen wies eine Assoziation zwischen p.Thr300Ala und Colitis ulcerosa auf.
Auch wenn kein definierter Phanotyp fur p.Thr300Ala identifiziert werden konnte, zeigen
diese Ergebnisse eindeutig, dass p.Thr300Ala einen weiteren Suszeptibilitdtsmarker fiir den
M. Crohn, jedoch nicht fir die Colitis ulcerosa darstellt. Diese Beobachtungen legen eine

wichtige Rolle fur den Prozess der Autophagie in der Pathogenese des M. Crohn dar.
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3 Diskussion

3.1 Aufgaben der molekulargenetischen Diagnostik au s klinischer Sicht

CED-Patienten haben ein grof3es Interesse an genetischen Untersuchungen, auch wenn
zum gegenwartigen Zeitpunkt deren Aussagekraft noch begrenzt ist (99). Neue Ansétze und
Techniken, hierbei seien insbesondere die Erkenntnis der genomweiten Assoziationsstudien
erwahnt, haben zu einem immensen Fortschritt gefihrt. Aus klinischer Sicht ist das
Einbringen von genetischen Markern in erster Linie relevant, wenn sie im Sinne der
Patienten genutzt werden konnen, um beispielsweise eine bessere Vorhersage des
Krankheitsverlaufs treffen zu k&nnen. Pharmakogenetische Studien sollen zudem die

medikamentdse Standardtherapie individualisieren.

3.2 Der Einfluss des NOD2-Gen auf den M. Crohn

Die Bestimmung von NOD2-Mutationen bei Patienten mit M. Crohn kénnte von klinischem
Nutzen sein. Innerhalb des NOD2-Gens haben in erster Linie drei verschiedene Mutationen
eine Assoziation zum M. Crohn gezeigt. Hierbei handelt es sich um zwei Missense-
Mutationen mit Aminosaurenaustausch (p.Arg702Trp und p.Gly908Arg) und eine Frameshift-
Mutation (p.Leul007fs). In den Analysen dieser Mutationen in Deutschland und Ungarn
zeigte sich fir den M. Crohn eine Assoziation zu einem bestimmten Phanotyp: jingeres
Erkrankungsalter, Befall des terminalen lleums, Ausbildung von Stenosen, Operationen im
Bereich des lleums, hoher Risikofaktor fiir Rezidivoperationen. Dieser Verlauf scheint somit

deutlich aggressiver zu sein (100, 101).

3.2.1 Biologische Funktion NOD2

NOD?2 ist ein intrazellularer Rezeptor, der beispielsweise in Monozyten, dendritischen Zellen
sowie Paneth-Zellen vorkommt. NOD2 ist Bestandteil des angeborenen Immunsystems, dem
Frihwarnsystems fir die Erkennung von bakteriellen Krankheitserregern. NOD2 besitzt zwei
N-terminale ,caspase activation recruitment domains“ (CARDs), eine zentrale ,nucleotide
oligomerisation domain (NOD)" und eine c-terminale ,leucin rich repeat domain (LRR)".
NOD?2 erkennt das sogenannte Muramyldipeptid (MDP), welches die minimal bioaktive Form
des Peptidoglykan darstellt und ein wesentlicher Bestandteil grampositiver und
gramnegativer Zellwande ist. MDP wird von der LRR (,leucin rich region“) des NOD2
erkannt. Hierdurch kommt es zur Aktivierung von NF-kB. Die drei géngigen NOD?2-
Mutationen liegen alle innerhalb oder in der Nahe dieser LRR. NOD2 vereint somit drei

eminent wichtige Faktoren in der Pathogenese des M. Crohn - Mutation, Abwehrsystem und

64



Bakterien- und passt somit perfekt in die augenblickliche Arbeitshypothese fir dessen
Entstehung: gestorte Immunantwort gegentiber Bakterien bei genetischer Pradisposition.
Haben NOD2-Mutationen einen Einfluss auf die bakterielle Antigenerkennung und uber
welche Mechanismen kommt es zur chronischen Entziindung?

Initial wurde postuliert, dass diese LR-Region bei den M. Crohn-assoziierten NOD2-
Mutationen gestort ist, wodurch es zu einer defekten NF-kB-Aktivierung in Monozyten kommt
(45). Auch wenn NOD2-Knockout-Mause keine spontane Colitis entwickeln (102), geben
Studien an Mausen erste Hinweise. NOD2-Knockout-M&use oder das Vorhandensein einer
dem M. Crohn ahnlichen Mutation filhren — TLR2-vermittelt - zu einer verstarkten NF-kB-c-
Rel-Aktivierung mit Stimulation einer Ty1-Antwort. NOD2 scheint somit einen regulatorischen
Effekt auf NK-kB-c-Rel haben. NOD2-Mutationen konnten in dieser Studie die durch NK-kB-
c-Rel vermittelte Aktivierung proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 nicht kontrollieren, was
zur Unterhaltung der chronischen Entziindung fuhren kdnnte (103). Somit wiirde es sich um
eine ,loss-of-function“-Mutation handeln.

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass NOD2 notwenig flur die Produktion
einer Subgruppe von antibakteriellen intestinalen Peptiden ist, den so genannten Kryptidinen
(75). Mangel an solchen Kryptidinen kénnte die Aufnahme beispielsweise von Bakterien oder
deren Bestandteilen erhdéhen. Auch in humanen Studien konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit NOD2-Mutationen vermindert Defensine — das humane Korrelat der Kryptidine
— aufwiesen (104). Diese Daten legen nahe, dass es sich bei den NOD2-Mutationen
ebenfalls um eine Loss-of-Function-Mutation handelt. Zudem fuhrt der Mangel an Kryptidinen
zu einer Erh6hung der intestinalen Permeabilitat. Diese Daten legen somit nahe, dass NOD2
direkt die intestinale Permeabilitat beeinflussen kann. Passend hierzu sind weitere Daten in
vivo, die einen Zusammenhang zwischen der p.Leu1007fs-Mutation im NOD2-Gen zu einer
erhodhten intestinalen Permeabilitdt zeigen (105).

Eine weitere Studie, wo eine der humanen p.Leul007fs-Mutation in Mausen erzeugt wurde,
zeigte im Gegensatz zu den vorbeschriebenen Ergebnissen eine verstarkte NF-kB-
Aktivierung nach MDP-Stimulation sowie eine erhoéhte Produktion von IL-13. Dies fiihrte
jedoch zu einer erhdhten Suszeptibilitat gegenlber einer durch Bakterien-getriggerten
Inflammation (76). Allerdings sind diese Daten an Mausen erhoben worden. Kirzlich konnten
bei Patienten mit M. Crohn entgegengesetzte Ergebnisse beobachtet werden. Hier flhrte bei
Patienten homozygot fur die p.Leul007fs-Mutation die Stimulation von peripheren
mononuklearen Zellen zu einer deutlich verminderten IL-1p-Produktion (106, 107).

Weitere Funktionen sind fir NOD2 beschrieben worden. Neben der Aktivierung von NF-kB-
Signalwegen aktiviert NOD2 zudem verschiedene MAPK-Signalwege, wie z.B. ERK, p38 und
JNK. Des Weiteren zeigt es synergistische Effekte mit den TLRs in der Stimulation der

Sekretion von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen (Ubersicht in 108).
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Zusammenfassend geben diese und eine Vielzahl anderer Studien zwar erste wichtige
Hinweise Uber die Funktion von NOD2 und dessen Mutationen. Diese sind jedoch teilweise
kontrovers, so dass der genaue Einfluss der NOD2-Mutationen auf die Entstehung des M.

Crohn weiterhin unbekannt ist.

3.2.2 Regionale Unterschiede der NOD2-Mutation

Bei der Analyse dieser Mutationen in Populationen mit M. Crohn hat es in den verschiedenen
Untersuchungen weltweit deutliche Unterschiede gegeben. In einer deutschen Kohorte
zeigten sich Allelfrequenzen von 7,2% fur die p.Arg702Trp-Variante, 4,2% fir die
p.Gly908Arg-Variante und 12,2% fur die Frameshift-Mutation p.Leul007fs (100). In einer
ungarischen Kohorte zeigten sich &hnliche Allelfrequenzen (p.Arg702Trp: 7,1%,
p.Gly908Arg: 3,0%, p.Leul007fs: 10.8%; 101). Insgesamt trugen in der deutschen Kohorte
35,6% und in der ungarischen Kohorte 32,4% der M. Crohn-Patienten zumindest ein
mutiertes Allel innerhalb der untersuchten NOD2-Mutationen. Auch in einer weiteren
europaischen Kohorte aus Nijmegen, Holland, waren NOD2-Mutationen in 36,1% der
Patienten nachweisbar (109). Zumindest in diesen drei Kohorten zeigte sich eine grol3e
Ubereinstimmung hinsichtlich der Ha&ufigkeit dieser NOD2-Mutationen. In weiteren
Untersuchungen aus England, Zentraleuropa und Nordamerika konnten &hnliche
Allelfrequenzen gefunden werden: 9,1-12,9% fir p.Arg702Trp, 3.3-6.0% fur p.Gly908Arg und
6.6-16.0% fir p.Leul007fs (86). Interessanterweise gibt es sogar in Europa grof3e regionale
Unterscheide, wo niedrigere Allelfrequenzen der NOD2-Mutationen in Schottland, Irland und
Skandinavien beschrieben wurden (110). Zudem konnte eine finnische Arbeit keinen
Unterschied in der Haufigkeit der drei Mutationen zwischen M. Crohn, Colitis ulcerosa und
Kontrollen finden, trotzdem ist in Finnland die Inzidenz des M. Crohn hoch (111).

Tragen Individuen ein Risikoallel innerhalb der drei gdngigen NOD2-Mutationen, besitzen sie
ein ca. 2,4fach erhohtes Risiko, an einem M. Crohn zu erkranken. Beim Vorhandensein von
entweder homozygot oder verbunden-heterozygot ist dieses Risiko um das ca. 17fache
erhdoht (108). Zwar erhoht somit das Vorhandensein eines mutierten Allels die
Wahrscheinlichkeit, an einem M. Crohn zu erkranken, jedoch reicht diese Mutation zur
Entstehung eines M. Crohn nicht aus, da auch gesunde Individuen diese Mutation —
homozygot, compound heterozygot - tragen konnen, in einer Studie aus Deutschland
beispielsweise 15,5% (100). Weitere Mutationen oder Umweltfaktoren missen hier eine
Rolle spielen, insbesondere da in Regionen mit &hnlichen Inzidenzen fir den M. Crohn
geringere Frequenzen der NOD2-Mutationen gefunden wurden. Alle oben zitierten Studien
haben kaukasische Populationen untersucht. Interessanterweise ist die Mutation in nicht-

kaukasischen Patienten mit M. Crohn aus Asien (u.a. Japan, China) nicht vorhanden (112,
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113). Der genetische Hintergrund in Asien scheint somit unabhéngig von NOD2-Mutationen

Zu sein.

3.2.3 Einfluss auf den Phéanotyp

Die Hypothese, dass genetische Faktoren das klinische Erscheinungsbild beeinflussen, wird
durch Studien sowohl fur Colitis ulcerosa als auch den M. Crohn gestitzt. Analysiert man
Geschwister oder Eltern/Kinder mit M. Crohn, so zeigen 70-80% der Patienten
Ubereinstimmungen im klinischen Erscheinungsbild (114). Ahnliches wird fur die Colitis
ulcerosa beschrieben (115). Unabhangig von diesen epidemiologischen Ergebnissen sind
die Mechanismen unbekannt. Am Beispiel der NOD2-Mutationen soll im Folgenden der

Einfluss auf den Verlauf des M. Crohn naher beschrieben werden.

Befall terminales lleum

Wie unterscheiden sich M. Crohn-Patienten mit oder ohne NOD2-Mutation? Hierzu sind eine
Vielzahl von Studien veréffentlicht worden. In der deutschen Kohorte konnte zunachst eine
Assoziation zwischen NOD2-Mutationen und einem Befall des terminalen lleums gezeigt
werden, in der ungarischen Population zeigte sich ein solcher Trend. Fasst man die in den
letzten Jahren publizierten Studien zusammen, so ist die Assoziation ,NOD2 — Befall
terminales lleum* die am haufigsten replizierte Erkenntnis (Meta-Analyse in 116). Eine
plausible Erklarung resultiert aus der Tatsache, dass NOD2 vorwiegend in Paneth-Zellen
exprimiert wird, welche in erster Linie im terminalen lleum vorkommen (104, 117). Eine
weitere Mdoglichkeit kénnte mit der erhdhten intestinalen Permeabilitdt beim M. Crohn
zusammenhangen, deren Assoziation zur p.Leul007fs-Mutation im NOD2-Gen beschrieben
wurde (105). Zudem koénnte eine Kolonisation von Bakterien, welche spezifisch fir das
terminale Ileum ist und normalerweise durch intakte NOD2-Funktion supprimiert wird, diese
Entzindung hervorrufen. Allerdings konnte bislang kein Zusammenhang zwischen NOD2-

Mutationen und der bakteriellen Flora hergestellt werden (118).

Haufige Resektionen im lleozdkalbereich mit hohem o perativem Rezidivrisiko

Sowohl in der deutschen als auch in der ungarischen Population zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen NOD2-Mutationen und Darmresektion spezifisch fir den
lleozbkalbereich. Bei den deutschen Patienten mit M. Crohn wurden - im
Beobachtungszeitraum von durchschnittlich acht Jahren - 45,3% mit NOD2-Mutation im
Vergleich zu 19,0% der Patienten ohne Mutation operiert. Diese Ergebnisse sind in der Folge
von weiteren Arbeitsgruppen bestatigt worden, sowohl in padiatrischen Kohorten (119) als
auch bei Erwachsenen (111; 120, 121).
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Eine weitere wichtige Observation ergibt sich erst aus einer sehr detaillierten Analyse. In der
deutschen Kohorte wurde nach einer ersten lleoztkalresektion deutlich h&ufiger eine
Nachresektion in der NOD2-positiven Gruppe durchgefuhrt (NOD2-positiv: 41,4%; NOD2-
negativ: 9,1%). Fuhrt man die Analyse konsequent fort und untersucht Patienten mit mehr
als zwei Nachresektionen, so trugen all diese Patienten in dieser Studie eine NOD2-
Mutation. NOD2-Mutationen sind somit mit einem hohen operativen Rezidivrisiko assoziiert.
Initial haben viele Studien lediglich eine Analyse hinsichtlich ,Operationen ja/nein”
durchgefuhrt. Hier wurden beispielsweise auch Fisteloperationen eingeschlossen, eine
weitere Aufschlisselung hinsichtlich Grund und Lokalisation der Operation erfolgte nicht.
Spater  konnten  somit  weitere  Arbeitsgruppen  diese  Observation  einer
Reoperationshaufigkeit im lleumbereich bei NOD2-positiven Patienten bestéatigen (122, 123).
Bis dato ist unklar, warum dieser Zusammenhang — NOD2 und hohes Operationsrisiko im
lleumbereich - auftritt. Ist diese Beobachtung lediglich Folge des generell haufiger
beobachteten Befalls im terminalen lleum bei NOD2-Patienten? Dies wurde initial von einer
englischen Arbeitsgruppe beschreiben (124). In der deutschen Kohorte konnte mit Hilfe einer
logistischen Regression im Gegensatz dazu gezeigt werden, dass die haufigen Operationen
im Bereich des lleums unabhangig vom Befall des lleums sind (100).

Das erhdhte Rezidivrisiko bei NOD2-positiven Patienten kdnnte weiterhin durch die
Assoziation zu einem stenosierenden Befallsmuster bedingt sein (101, 125), die
insbesondere im Bereich des Illeums auftritt und postoperativ erneut einsetzt. Zum
gegenwartigen Zeitpunkt ist nicht klar, welche Mechanismen zur Ausbildung von Stenosen
fuhren und inwiefern dieser Mechanismus bei NOD2-positiven Patienten gesteigert ist. Im
Fokus stehen hier solche Zytokine, die an der Entwicklung von Stenosen beteiligt zu sein
scheinen. Diverse Studien beschreiben hier eine zentrale Funktion fir TGFB. TGFB ist ein
wesentlicher Aktivator des so genannten ,epithelial mesenchymal transition (EMT)“, welches
von wichtiger Bedeutung fur die Wundheilung und die Ausbildung von Fibrosen ist (126).
Zudem ist TGFB einer der Hauptmediatoren, der bei intestinaler Mukosaschadigung durch
Entzindung zu einer Fibrose fihrt. In der Tat sind beim M. Crohn deutlich erhéhte
Konzentrationen fir TGFB und dessen Rezeptoren beschrieben worden (127). Eine aktuelle
Studie zeigt signifikant héhere Konzentrationen von TGFf3 in der Mukosa bei stenosierendem
M. Crohn im Vergleich zu nicht stenosierendem M. Crohn (128). Zudem waren erhéhte
TGFB-Konzentrationen mit hdherem postoperativem Risiko assoziiert (129). Diese
Assoziation konnte insbesondere bei NOD2-positiven Patienten vorhandensein.
Mdglicherweise konnten NOD2-Mutationen dazu fuhren, dass einerseits T-Zellen vermehrt
TGFB produzieren sowie zudem vermehrt Kollagen von glatten Muskelzellen und
Fibroblasten im Darm produziert wird. Allerdings missen die genauen Mechanismen noch

untersucht werden.
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Ein weiterer Mechanismus konnte die mit NOD2-assoziierte erhohte intestinale Permeabilitat
sein (105). Interessanterweise konnte eine kirzlich publizierte Studie in der Tat einen
Zusammenhang zwischen einer erhéhten intestinalen Permeabilitdt und einem erhohten
Risiko fur die Ausbildung von Stenosen feststellen (130). Eine prospektive Studie konnte
zeigen, dass eine Erhéhung der intestinalen Permeabilitat das Rezidivrisiko erhéht (52) und
somit langfristig die Ausbildung von Stenosen als Ausdruck der chronischen Entziindung
fordern kdnnte. Zudem kénnte eine spezifische Kolonisation von Bakterien durch die NOD2-
Mutationen dahingehend moduliert werden, dass es zur aggressiveren Form der Entziindung
kommt. Eine spezifische Kolonisation mukosaler Bakterien konnte allerdings nicht

beschreiben werden (118).

Innerhalb der NOD2-Mutationen nimmt die Frameshift-Mutation p.Leul007fs eine zentrale
Rolle sowohl funktionell als auch mit besonderem Einfluss auf den Phénotyp ein. Bei der
p.Leul007fs-Mutation kommt es zu einem verkirzten NOD2-Protein im Bereich der LRR-
Region. Funktionell fuhrt dies zu einer komplett supprimierten NF-kB-Aktivierung nach
Stimulation mit LPS (91). In der ungarischen Kohorte konnte eine Assoziation zum Phéanotyp
mit Stenosen/lleumresektionen isoliert fir die p.Leul007fs beobachtet werden, eine weitere
deutsche Studie konnte insbesondere das Phanomen des erhdhten Operationsrisikos
spezifisch mit dieser Mutation in Verbindung bringen (123). Somit scheint diese Mutation im

Vergleich zu den anderen NOD2-Mutationen den grof3ten Effekt auf den Phanotyp zu haben.

Von besonderem Interesse sind solche Patienten mit M. Crohn, die zwar keine der NOD2-
Mutationen aufwiesen, aber das klinische Erscheinungsbild mit stenosierendem Befall und
haufigen Operationen im lleumbereich aufweisen. Welche Faktoren filhren zu diesem
Phanotyp? Eine Mdglichkeit sind private Mutationen im NOD2-Gen, die bei bis zu 19% der
M. Crohn-Patienten auftreten (131). Hier kann allerdings zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht
gesagt werden, welche dieser Varianten in der Tat eine funktionelle Rolle spielen. Alternativ

kénnten Mutationen in Genen mit einer ahnlichen Funktion wie NOD2 eine Rolle spielen.

Zusammenfassend zeigen kaukasische Patienten mit einer NOD2-Mutation eine starke
Assoziation zu einem bestimmten Phanotyp: jingeres Erkrankungsalter, Befall des
terminalen lleums, Ausbildung von Stenosen, Operationen im Bereich des lleums, hoher
Risikofaktor fir Rezidivoperationen. Dieser Verlauf scheint somit deutlich aggressiver zu
sein. Diese Studienergebnisse zeigen vielseitige Auswirkungen fir einen mdglichen
therapeutischen Nutzen einer NOD2-Genotypisierung: Patienten kénnen identifiziert werden,
die ein erhohtes Risiko fur operative Rezidive haben. Einschrankend muss erwahnt werden,

dass die Mehrzahl der Studien durch retrospektive Datensammlung der Krankheitsverlaufe
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durchgefuhrt wurden. Eine prospektive Studie muss hier unsere Beobachtungen bestatigen.

Diese ist in Planung.

Stellen weitere Mitglieder der CARD-Familie ebenfal Is CED-Suszeptibilitatsgene dar?

Fiur diesen Phanotyp kénnen somit neben den individuellen NOD2-Mutationen auch andere
Gene oder Umweltfaktoren eine Rolle spielen, insbesondere bei NOD2-negativen Patienten
mit M. Crohn.

NOD?2 ist ein Mitglied der CARD-Familie. Somit stellen auch die anderen Mitglieder der
CARD-Familie interessante Kandidatengene dar. Passend hierzu beschrieb im Jahr 2007
eine Arbeitsgruppe aus England eine Assoziation zwischen der p.CyslOTer-Variante im
CARDS8-Gen (TUCAN) zum M. Crohn (132), die allerdings bislang noch nicht bestétigt
worden war. Eine Analyse dieser p.Cysl0Ter-Variante in drei europdischen Kohorten aus
Deutschland, Ungarn und Holland konnte diese Assoziation zu M. Crohn oder Colitis
ulcerosa nicht verifizieren (133). Interessanterweise zeigte sich auch hier keine Assoziation
zu einem bestimmten Phanotyp. Unterstiitzt werden diese Beobachtungen durch eine

weitere negative Studie aus Deutschland/Norwegen (134).

NOD1 erkennt im Vergleich zu NOD2, dessen Zielantigen in erster Linie Muramyldipeptid
des PGN bakterieller Zellwande ist, eine grolRere Anzahl von Bakterien (135). Allerdings ist
hier die Studienlage nicht eindeutig, ob Mutation im NOD1-Gen das Risiko fir M. Crohn
erh6hen: nach einer starken Assoziation des (ND(1)+32656*)-Polymorphismus mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen in einer englischen Population (136), wurde in
Folgestudien in erster Linie diese Variante untersucht. Allerdings konnte die Uberwiegende
Mehrheit groRer Studien diesen Zusammenhang nicht bestatigen (137-140).

Kirzlich wurde eine Variante (rs10870077) in einem weiteren Mitglied der CARD-Familie,
CARD?9, als CED-Risikovariante beschrieben (141). Die Assoziationen waren moderat und
etwas hoher bei Colitis ulcerosa (1,28 95% CI 1,14-1,44) als beim M. Crohn (OR 1,16 95%
Cl 1,04-1,30). Hier mussen jedoch weitere Replikationsstudien erfolgen.

In Zusammenschau aller Daten gibt es bis dato keine Uberzeugenden Hinweise, dass neben
NOD2/CARD15 ein weiteres Mitglied der CARD-Familie ein Risikogen fir den M. Crohn
darstellt. Auch eine Assoziation zu einer klinischen Subgruppe konnte in keiner der Studien

beschrieben werden.

Rezeptoren der bakteriellen Antigenerkennung: CD14 und TLR4
Alternativ kdnnten Mutationen in ahnlichen Signalwegen vorliegen, die wie NOD2 in der
Bakterienerkennung eine Rolle spielen. Hierbei sind die so genannten TOLL-like-Rezeptoren

von besonderer Bedeutung, da sie — Uberwiegend membranstéandig — ebenfalls fur die
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Bakterienerkennung wichtig sind. TOLL-like-Rezeptoren befinden sich in erster Linie auf
dendritischen Zellen und mukosalen Epithelzellen. Innerhalb der TLR-Familie scheint der
TLRA4-Rezeptor besonders wichtig, da hier insbesondere bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen eine Hochregulation von TLR4 erfolgt (142, 143). Makrophagen
hingegen interagieren mit Bestandteilen der Bakterienwand, wie Lipopolysaccharide, Uber
ihren CD14-Rezeptor. Zudem ist CD14 an der Beseitigung apoptotischer Zellen beteiligt.
Varianten in den Genen CD14 und TLR4 kénnen somit ebenfalls Risikofaktoren fur die
Entwicklung einer CED darstellen und zu einem bestimmten Phanotyp fiihren. Das CD14-
Gen liegt zudem im Bereich des IBD5, einer ca. 250 kb groRen Region. Auch in dieser
Region ist die relevante Mutation bislang noch nicht identifiziert.

Funktionell relevant in diesem Zusammenhang die ¢.1-260C>T-Promoter-Variante im CD14-
Gen sowie die c.896A>G-Variante TLR4-Gen, die in einer Studie aus Deutschland/Holland
bei 379 M. Crohn-Patienten, 263 Colitis ulcerosa-Patienten sowie 605 Kontrollen untersucht
wurde. Interessanterweise konnte in der deutschen Kohorte eine Assoziation zwischen dem
CD14-SNP und Colitis ulcerosa (p=0.01) sowie einen Trend zum M. Crohn (p=0.19)
nachgewiesen werden. In der ungarischen Population konnte ein deutlicher Trend zwischen
dem CD14-SNP und der Colitis ulcerosa (p=0.08) sowie eine Assoziation zum M. Crohn
(p=0.01) beobachtet werden. Fur den TLR4-SNP zeigte sich keine Assoziation in beiden
untersuchten Populationen (144).

Zusammenfassend konnte die CD14 ¢.1-260C>T-Promoter-Variante eine Rolle sowohl beim
M. Crohn als auch der Colitis ulcerosa spielen. Studien aus Griechenland und Japan (145,
146) konnten ebenfalls Assoziationen zum M. Crohn oder Colitis ulcerosa feststellen. Auch
eine Epistase zu NOD2-Mutationen (147) sowie ein Einfluss auf das Ansprechen auf
Glucocorticoide wurden beschrieben (148). Arbeitsgruppen aus Australien und Neuseeland
konnten diese Ergebnisse nicht bestatigen (149, 150). Zum gegenwartigen Zeitpunkt gibt es
daher Hinweise, dass die c.1-260C>T-Promoter-Variante im CD14-Gen eine Risikovariante
fur chronisch entzindliche Darmerkrankungen darstellen kénnte, jedoch keinen Phanotyp
ahnlich der NOD2-Mutation hervorruft. Weitere Studien mussen hier durchgefuhrt werden.
Auch die oben beschriebene Missense-Mutation im TLR4-Gen (c.896A>G; p.Asp299Gly)
wurde von weiteren Arbeitsgruppen untersucht. Drei Meta-Analysen sprechen von einer
geringen Assoziation zum M. Crohn (151-153). Allerdings sind hier neuere Studien aus
Italien (154) und Deutschland/Ungarn (144) mit negativen Ergebnissen nicht berlcksichtigt.
Auch hier bleibt letztendlich unklar, ob p.Asp299Gly im TLR-4-Gen eine Risikovariante fur
den M. Crohn ist. Wenn Uberhaupt ist dieser Effekt sehr moderat (OR 1.45, 95% CI 1.11-
1.90)

Trotz vieler funktioneller Ahnlichkeiten zum NOD2-Gen im Rahmen der bakteriellen

Antigenerkennung fihren somit die untersuchten Varianten in den Kandidatengenen CD14,
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TLR4 und TUCAN/CARDS nicht zu einem NOD2-Phéanotyp. Auch NOD1 scheint nach der

aktuellen Studienlage kein CED-Risikogen zu sein.

3.2.4 Welchen Einfluss haben NOD2-Mutationen auf eine epitheliale Barrierestérung?

Ergebnisse diverser Studien belegen beim M. Crohn eine Erhéhung der gastrointestinalen
Permeabilitat als Ausdruck einer epithelialen Barrierestérung. M. Crohn-Patienten in
Remission weisen haufiger als gesunde Probanden eine Erhéhung der intestinalen
Permeabilitat auf (49-55). Man geht davon aus, dass hierdurch eine verstarkte Aufnahme
luminaler Antigene ermdglicht wird. Die Mechanismen, die zu dieser Stérung der intestinalen
Permeabilitat fuhren, sind unklar.

Familienstudien mit der Analyse von genetisch-Verwandten sowie nicht-Verwandten
Individuen liefern hier wichtige Hinweise zur Ursache dieser Barrierestbrung. Eine grol3e
Studie aus Deutschland ergab eine Erhdhung der intestinalen Permeabilitat bei 26% der
erstgradig Verwandten, jedoch nur bei 6% der Nicht-Verwandten (105). Diese
Permeabilitatsstérung vorwiegend bei genetisch-Verwandten von Patienten mit M. Crohn ist
in Ubereinstimmung mit der iberwiegenden Mehrzahl der bislang durchgefiihrten Studien
und ist somit ein wichtiges Indiz fir eine genetische Grundlage dieser Barrierestdrung.
Welche genetischen Varianten bedingen diese Barrierestérung? Erstmalig wurde ein
Zusammenhang mit der Frameshift-Mutation p.Leu1007fs im NOD2-Gen beschrieben (105),
da bei Angehdrigen mit einer erhdhten Permeabilitat die p.Leul007fs-Mutation haufiger als
bei Angehdérigen ohne Permeabilitatserhéhung gefunden werden konnte. Bei den Patienten
lag dieser Zusammenhang nicht vor, mdglicherweise wurden hier die Ergebnisse der
intestinalen Permeabilitéat durch die dauerhafte Medikation, Mangelerndhrung, Stress oder
die schon durch die langer bestehende Erkrankung beeinflusst (155-159). Insbesondere die
Angehdrigen mit der p.Leul007fs-Mutation und einer erhéhten Permeabilitdt scheinen somit
eine Risikogruppe fur die Entwicklung eines M. Crohn darzustellen (64). Im Rahmen einer
prospektiven Studie wird diese Hypothese von uns zum gegenwartigen Zeitpunkt analysiert.
Eine italienische Studie konnte den Zusammenhang von NOD2-Mutationen mit einer
Erh6hung der intestinalen Permeabilitat bestatigen (59). Diese Assoziation war besonders
ausgepragt beim familiaren im Vergleich zum sporadischen M. Crohn. Da auch in dieser
Studie erneut eine ErhOohung signifikant haufiger bei erstgradig Verwandten als bei nicht
verwandten Angehdrigen gesehen wurde, sprechen all diese Daten erneut fir eine genetisch
mitbedingte Barrierestorung und heben die Rolle der NOD2-Mutationen hervor. Eine weitere
Studie aus lItalien untersuchte ebenfalls den Zusammenhang von NOD2-Mutationen zur
intestinalen Permeabilitdt. Auch wenn sich hier kein signifikantes Ergebnis zeigte, so konnte

zumindest ein klarer Trend observiert werden (p=0.08). Diese Studie beinhaltete eine
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geringere Fallzahl aller oben zitierten Studien, so dass dies als Erklarung herangezogen

werden kénnte (56).

Wie kann der Zusammenhang zwischen der p.Leul007fs-Mutation und der intestinalen
Permeabilitat erklart werden? NOD2 ist notwenig fur die Produktion einer Subgruppe von
antibakteriellen intestinalen Peptiden, sog. Kryptidinen (75). Der Mangel an Kryptidinen
kénnte Uber eine verstarkte Invasion von Bakterien zu einer Erhdhung der intestinalen
Permeabilitat fihren (160). Hypothetisch kdnnte somit die beim Menschen beobachtete
verminderte Defensin-Produktion, welche beim Vorhandensein von NOD2-Mutationen auftritt
(104), die Invasion von Bakterien erhdhen. Dies kdonnte eine lokale Entziindung induzieren,
welche zu einer erhdhten Permeabilitat fuhrt. Zudem konnte auch ein direkter Effekt der
Bakterien auf die Integritat der Darmbarriere vorhanden sein (160). Somit ware die Erhéhung
der Permeabilitat eine genetisch bedingte Stérung der Bakterienabwehr, die im Verlauf dann
zu einer Entzindung mit resultierendem Barrieredefekt fuhrt.

Zudem zeigt eine der humanen p.Leul007fs-Mutation @hnliche Variante in Mausen eine
verstarkte NF-kB-Aktivierung nach MDP-Stimulation sowie eine erhdhte Produktion von IL1
(76). IL1B wiederum kann direkt zu einer erhéhten Permeabilitat fihren (161), so dass auch
dieser Mechanismus zur Erklarung herangezogen werden kann.

Besteht somit bei genetisch Verwandten eine - zumindest unbemerkte —
Entziindungsreaktion? Calprotectin im Stuhl ist in diesem Zusammenhang ein etablierter
Marker einer subklinischen Inflammation. Angehérige von M. Crohn-Patienten zeigen in der
Tat eine Erhéhung der Calprotectin-Konzentrationen und geben somit Hinweise fir das —
genetisch bedingte — Vorhandensein einer solchen subklinischen Inflammation (162). Ein
weiteres Indiz hierfir sind Ergebnisse einer veranderten Stuhlflora bei erstgradig Verwandten
(163). Die Komposition der mukosalen Bakterienflora scheint allerdings durch NOD2-
Mutationen nicht abhangig zu sein (118).

NOD2-Mutationen kdnnen die Storung der intestinalen Barriere nicht vollstandig erklaren,

weitere Mechanismen mussen hier eine Rolle spielen.

3.2.5 Welche weiteren Gene fiuhren zur Stérung der e pithelialen Barriere bei M.

Crohn?

Kandidatengene sind hierbei natirlich CED-assoziierte Varianten, die funktionell eine Rolle
in der Aufrechterhaltung der epithelialen Integritdt spielen. Eine Arbeitsgruppe aus Kiel
beschrieb im Jahr 2004 eine Assoziation zwischen dem M. Crohn und Varianten im DLG5-
Gen (164). DLGS5 ist an Zell-Zell-Verbindungen lokalisiert und somit mdglicherweise an der
Aufrechterhaltung der epithelialen Integritdt beteiligt (165). Weitere Kohorten aus

Deutschland sowie Ungarn zeigten beziglich der Verteilung von sechs Varianten im DLG5-
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Gen jedoch keine Assoziation zum M. Crohn. Zudem konnte kein Zusammenhang zu einer
Storung der intestinalen Permeabilitat festgestellt werden (166).

Die Frage, ob DLG5 Uberhaupt ein CED-assoziiertes Risikogen darstellt, wird immer noch
heftig diskutiert, da die Uberwiegende Mehrzahl der Studien ebenfalls keine Assoziation
beschreiben konnte. Im Fokus steht hierbei insbesondere die p.Arg30GIn-Variante, die in der
Erststudie aus Kiel die starkste Assoziation gezeigt hatte. Durch eine Kooperation mit der
Universitat Auckland, in die Daten aus insgesamt 11 Studien eingeschlossen wurden, konnte
gezeigt werden, dass die p.Arg30GIn-Variante keine generelle Assoziation zum M. Crohn
zeigt. Erst eine Subgruppenanalyse ergab, dass bei Frauen mit M. Crohn das
Vorhandensein von p.Arg30GIn eher zu einer geringen Risikoreduktion fuhrt (OR 0,86; 95%
Cl1 0,76-0,97; 167).

Ein weiteres interessantes Kandidatengen im Zusammenhang mit Stérungen der epithelialen
Barriere ist Myosin IXb (MYO9B). MYO9B scheint an der Aufrechterhaltung der epithelialen
Integritat beteiligt zu sein. Interessanterweise beschrieb eine Arbeitsgruppe hier im Jahre
2005 eine Assoziation zur Zoliakie und weist in diesem Zusammenhang auf einen priméaren
Epitheldefekt hin (168).

Wir untersuchten vier MYQO9B-Varianten (rs1545620 (Exon 20), rs1457092 (Intron 20),
rs2305764 (Intron 28), rs2279002 (Intron 32)) in 549 M. Crohn-Patienten, 259 Colitis
ulcerosa-Patienten und 702 Kontrollen. Zwei Varianten im MYQ9B-Gen (rs2305764 und
rs1457092) zeigten in der deutschen Kohorte eine signifikante Assoziation sowohl zum M.
Crohn (rs2305764: p=0.0001, OR 1.89, 95%CI [1.463;2.434]; rs1457092: p=0.003, OR 1.50,
95%CI [1.150;1.958]) als auch zur Colitis ulcerosa (rs2305764: p=0.0002, OR 1.79, 95%ClI
[1.327;2.421]; rs1457092: p=0.01, OR 1.49, 95%CI [1.088;2.030]). Die Assoziation der
Variante rs2305764 zum M. Crohn konnte in der niederlandischen Kohorte (p=0.004, OR
1.56, 95%CI [1.153;2.11]) nicht jedoch in der ungarischen Kohorte bestatigt werden.
Interessanterweise zeigte sich Heterozygotie und Homozygotie sowohl fur die rs2305764-
als auch die rs1457092-Variante signifikant mit einer Erhéhung der intestinalen Permeabilitat
assoziiert (rs2305764: p=0.03; rs1457092: p=0.003). Zusammenfassend erhoht
insbesondere die MYQO9B-Variante rs230576 das Risiko zur Entstehung des M. Crohn. Dies
kénnte durch eine Erhéhung der intestinalen Permeabilitat bedingt sein (169).

Bis dato haben zwei grof3e CED-Kohorten die Assoziation zwischen MYO9B und M. Crohn
bestétigt (170, 171). Latiano et al. konnten zudem ebenfalls einen Zusammenhang zur
Erhéhung der intestinalen Permeabilitat feststellen. Wie NOD2 kénnen allerdings auch die
MYQ9B-Varianten den genetischen Hintergrund der epithelialen Barrierestérung nicht
vollstandig erklaren. Die weitere Erforschung der genetischen Grundlage der intestinalen

Barrierestérung ist somit zwingend notwendig.
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In diesem Zusammenhang konnten zudem Mutationen in Genen vorliegen, die direkt am
Aufbau der epithelialen Barriere beteiligt sind. Eine wesentlicher Mechanismus sind hier die
Tight junctions (TJ), wie beispielsweise Occludin, Claudin-1, Claudin-4 sowie JAM-1. Diese
Gene untersuchen wir derzeit im Rahmen eines Drittmittelprojekts bei Patienten mit M.
Crohn und familidarer Haufung einer erhdhten intestinalen Permeabilitéat. Ziel dieser Studie ist
es, erneut Assoziationen zwischen den genetischen Varianten und einer erhdhten
Permeabilitat aufzuzeigen.

Auch weitere Varianten mit Funktion in der Bakterienerkennung — CD14, TLR4, und CARDS8-
haben hier keinen Einfluss. Neuere Studien haben eine Reihe weiterer interessanter
Kandidatengene identifiziert, die zur epithelialen Barrierestérung fuhren kénnen. Hierzu
gehoren das Gen E-Cadherin (172), sowie die Gene MAGI2 und PARD3 (68, 70). Weitere
interessante Kandidatengene resultieren aus den Daten der GWAS: PTGER4, ITLN1,
DMBT1, XBP1, denen alle eine potentielle Funktion in der Aufrechterhaltung der epithelialen
Barriere zukommen kénnte (97). Replikationen und funktionelle Untersuchungen stehen hier

noch aus.

3.2.6 Spielt ein epithelialer Barrierededefekt eine  Rolle bei der Colitis ulcerosa?

Ob bei der Colitis ulcerosa ebenfalls eine intestinale Barrierestérung vorliegt ist unklar. In
einer weiteren grofRen Familienstudie untersuchten wir Patienten mit Colitis ulcerosa, deren
erstgradig Verwandte, nicht-verwandte, aber im gleichen Haushalt lebende Angehdérige
sowie Kontrollen. In dieser Studie wurde die intestinale Permeabilitat erneut via oralem
Zuckertest gemessen. Die prolongierte Urinmessung der Sucralose wurde hier als Marker fur
die Permeabilitdt des Kolons verwendet.

Ahnlich wie beim M. Crohn zeigte auch hier eine Subgruppe von Patienten mit Colitis
ulcerosa trotz klinischer Remission eine Erhéhung der intestinalen Permeabilitat (n=22/69,
31,9%; Kontrollen n=4/64, 6,3%, p=0.0001). Interessanterweise zeigten ebenfalls die
Verwandten signifikant haufiger eine Erhéhung der intestinalen Permeabilitat, unabhangig
davon, ob die Verwandten im gleichen Haushalt lebten oder nicht (n=7/32, 21,9%; p=0.03 im
Vgl. zu Kontrollen). Kein Unterschied konnte hingegen beim Vergleich zwischen Nicht-
Verwandten (n=3/24, 12,5%) sowie Kontrollen gefunden werden (p=0.39). Sowohl die
gastroduodenale als auch die Kolonpermeabilitdt ergab keine Unterschiede. Diese
Beobachtungen legen nahe, dass ein genetisch bedingter epithelialer Barrieredefekt ahnlich
wie beim M. Crohn auch in der Pathogenese der Colitis ulcerosa eine Rolle spielt (173). Da
bei den Colitis ulcerosa-Patienten zudem ein Zusammenhang zwischen einer erhodhten
intestinalen Permeabilitdt und einer proximalen Ausbreitung der Colitis ulcerosa auffiel,

kénnte diese Barrierestdrung ein Risikofaktor fir eine Ausbreitung nach proximal bei der
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Colitis ulcerosa darstellen. Die Messung der Sucralose hat jedoch als Marker der

Kolonpermeabiliat nur eine bedingte Aussagekraft (174).

3.3 Autophagie und TH17-Zellen: neue Aspekte in der  Pathophysiologie

3.3.1 IL23R

Nach der Identifikation der NOD2-Mutationen im Jahre 2001 konnte langere Zeit keine
weitere CED-assoziierte Risikovariante identifiziert werden. Erst mit Hilfe einer genomweiten
Assoziationsstudie wurde die p.Arg381GIn-Mutation innerhalb des IL23R-Gens entdeckt
(77). Eine Analyse in drei europaischen Kohorten konnte zeigen, dass Heterozygositat fur
die p.Arg381GIn-Mutation einen protektiven Marker flr sowohl M. Crohn als auch Colitis

ulcerosa darstellt (175).

Biologische Funktion IL23R

IL23R und IL12RB1 sind die zwei Untereinheiten des IL23-Rezeptors. 1L23 gehdrt zur I1L12-
Familie und wird von APCs produziert. IL23 spielt eine wesentliche Rolle in der Stabilisierung
von IL17-produzierenden T-Zellen, so genannte T,17-Zellen, die eine Subpopulation der
CD4-Helferzellen darstellen. Erhohte Infiltration von Tyl7-Zellen in entziindlichen Geweben
wurden bei der multiplen Sklerose, rheumatoiden Arthritis sowie beim M. Crohn beschrieben
(Ubersicht in 176). Ty17-Zellen scheinen weiterhin wichtig fiir die Abwehr von bakteriellen
Erregern zu sein. Diese Daten suggerieren eine Funktion sowohl im angeborenen als auch in
der T-Zell-vermittelten Immunabwehr. Letztere Hypothese wird unterstiitzt durch zwei
verschiedene Mausmodelle, wo IL23 sowohl fiir das angeborene Immunsystem als auch fir
T-Zell-vermittelte Aktivierung essentiell war (177). IL23R knock-out Mause oder anti-IL23R-
Antikorper verhindern zudem die Ausbildung einer Colitis (178).

Neben den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen erh6hen Mutationen im IL23R-Gen
zudem das Risiko einer Psoriasis (179), ein erneuter Hinweis fiir die Ahnlichkeiten dieser
Erkrankungen. Interessanterweise haben Vorstudien mit Antikdrpern gegen IL12p40 einen
klinischen Benefit sowohl bei M. Crohn (180) als auch bei der Psoriasis gezeigt (181).

Uber welche Mechanismen Varianten im IL23-Gen in die Pathogenese der chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen involviert sind, bedarf weiterer Forschung. Fir einen
Einfluss der Tyl7-Achse in der Pathogenese des M. Crohn spricht auch die Assoziation
zweier weiterer Varianten in den Genen JAK2 und STAT3 (97), die ebenfalls an der weiteren

Kaskade nach IL23-Aktivierung lokalisiert sind.
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Assoziationsstudien zu  IL23R bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die Assoziation von p.Arg381GIn im IL23R-Gen konnte im Verlauf sowohl fir M. Crohn als
auch fur die Colitis ulcerosa in mehreren Populationen aus Europa, Kanada und auch
Neuseeland (182-186) sowie zudem in einer padiatrischen CED-Population aus den USA
bestatigt werden (187). Die Odds Ratios lagen hier in vergleichbaren Bereichen von 0,26 bis
0,44 mit jeweils geringerer Assoziation zur Colitis ulcerosa. Eine erste asiatische Studie aus
Japan ergab hingegen ahnlich wie bei den NOD2-Mutationen keine Assoziation zu M. Crohn
oder Colitis ulcerosa (188).

Interessanterweise konnte zudem keine der Studien bislang einen Zusammenhang von
p.Arg381GIn zu einem bestimmten Phanotyp herstellen, auch zeigte sich kein
Zusammenhang zur intestinalen Permeabilitat (175).

Somit stellt p.Arg381GIn im IL23R-Gen einen protektiven Marker gegentber der Entwicklung
von M. Crohn und Colitis ulcerosa dar. Diese Erkenntnisse identifizieren somit unerwartet
einen neuen Aspekt der Pathophysiologie: die Uber IL23-vermittelte Aktivierung der Ty17-
Achse. Die genauen Mechanismen, mit denen insbhesondere p.Arg381GIn im IL23R-Gen
einen protektiven Mechanismus gegentber sowohl M. Crohn als auch Colitis ulcerosa

darstellt, sind unbekannt.

3.3.2 ATGi16L1

Unmittelbar nach der IL23R-ldentifikation gelang einer Kieler Arbeitsgruppe um Prof.
Schreiber der nachste Durchbruch: erneut wurde mit Hilfe einer genomweiten
Assoziationsstudie ein neues Risikogen fur den M. Crohn identifiziert: ATG16L1. Hier konnte
gezeigt werden, dass eine zum Aminosaurenaustausch fuhrende Mutation (p.Thr300Ala;
€.898.A>G; rs2241880) mit dem M. Crohn aber nicht mit der Colitis ulcerosa assoziiert ist
(46). In den drei europdischen Kohorten konnten diese Ergebnisse bestétigt werden. Ein
Zusammenhang zu einem Phéanotyp oder zu den Ergebnissen der intestinalen Permeabilitat

liel3 sich erneut nicht nachweisen (189).

Biologische Funktion ATG16L1

ATG16L1 wird in intestinalen Epithelzellen und Leukozyten exprimiert. ATG16L1 kodiert fiir
ein Protein, welches eine wesentliche Rolle in der Autophagie spielt. Bei der Autophagie
handelt es sich um einen Prozess zur Elimination intrazellularer Bakterien sowie Viren. Dies
geschieht Uber den intrazellularen Transport von Organismen, eingeschlossen in einer
Doppelmembran — so genannte Autophagosomen - zu Lysosomen, wo diese Bestandteile
degradiert werden. Allerdings ist der spezifische Mechanismus der p.Thr300Ala-Variante
innerhalb des ATG16L1-Gens noch unklar. Neuere Daten zeigen, dass M. Crohn-Patienten

homozygot fur das ATG16L1-Risikoallel sowohl Veranderungen in der Struktur von Paneth-
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Zellen als auch erhohte Expressionen von Adipozytokinen wie Leptin und Adiponectin
aufweisen (190). Adipozytokine werden bei M. Crohn und Colitis ulcerosa in Abhéngigkeit
von der Erkrankungsaktivitdt sowie im Vergleich zu gesunden Kontrollen unterschiedlich
reguliert (191) und spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung des M. Crohn (Ubersicht in
192). Zudem scheint die p.Thr300Ala-Mutation zu einer verminderten Autophagie von
Salmonella enterica in humanen intestinalen Epithelzellen zu fihren (193). ATG16L1-
defiziente Makrophagen produzieren hohe Mengen von IL-18 und IL-18 nach Stimulation mit
LPS (194). Weitere Untersuchungen, die insbesondere die Funktion dieser Mutation auf

Entstehung und Verlauf des M. Crohn beschreiben, werden erwartet.

Assoziationsstudien zu  ATG16L1 bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Somit ist von besonderem Interesse, ob hierbei ein dhnlicher Phanotyp wie bei der NOD2-
Mutation vorliegt, da es sich ebenfalls um einen potentiellen Defekt in der
Bakterienerkennung handeln koénnte. Zudem kénnte auch ein Einfluss auf die Stérung der
intestinalen Permeabilitdt bestehen. Vergleicht man die Allelfrequenzen aus den Kohorten
aus Deutschland, Ungarn, Holland mit den bis dato publizierten Studien, lassen sich hier in
kaukasischen Populationen ahnliche Allelfrequenzen des Risikoallels Glutamin nachweisen:
0,57-0,61 fur M. Crohn-Patienten, 0,51-0,53 bei den Kontrollen. Interessant auch hier wieder,
dass diese Mutation in asiatischen Populationen (Japan) bislang nicht nachgewiesen werden
konnte (188). Im Vergleich zu den NOD2-Mutationen ist die Risikoerh6hung bei Vorliegen
der p.Thr300Ala-Mutation eher gering (OR 1,318; 95% CI 1.129-1.539). Eine Kkdrzlich
veroffentlichte Meta-Analyse uber 17 Studien in kaukasischen Kohorten ergab eine
Bestatigung der Assoziation ATG16L1 zum M. Crohn bei &hnlicher Odds Ratio von 1,33
(95% CI 1.28-1.38; 195).

Unmittelbar im Anschluss wurde eine weiteres Suszeptibilitatsgen mit M. Crohn assoziiert
gefunden: IRGM, welches ebenfalls eine Rolle im Prozess der Autophagie spielt (196). Auch
hier ist die Assoziation eher gering ausgepragt (OR 1.33). Assoziationen zur Colitis ulcerosa
konnten &hnlich wie bei ATG16L1 nicht nachgewiesen werden. Kirzlich wurde ein Deletions-
Polymorphismus oberhalb des IRGM-Gens identifiziert, der die IRGM-Expression reguliert
und wahrscheinlich die kausale Variante innerhalb des IRGM-Lokus darstellt (197).

Die Uberwiegende Mehrheit der Studien konnte keine Assoziation zwischen ATG16L1 und
auch IRGM zu einem bestimmten Phanotyp herstellen. Lediglich eine Gruppe aus England
beschrieb eine Assoziation zum Befall des terminalen lleums &hnlich wie bei der NOD2-
Mutation (198). Allerdings konnten neuere Studien diesen Trend nicht bestéatigen (195).
Anders als bei der NOD2-Mutation scheint hier kein bestimmter Autophagie-Phanotyp
vorzuliegen. Auch in einer deutschen Kohorte von IRGM-Varianten konnte bislang kein

spezifischer Phanotyp identifiziert werden (Prager et. al., 2009, in Vorbereitung). Allerdings
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sind hier bedeutend gréf3ere Studien im Rahmen internationaler Kooperationen notwendig,
um einen solchen Zusammenhang herzustellen, da auch hier der Einfluss der IRGM-
Varianten auf den M. Crohn nur moderat ist. Zudem haben neuere Untersuchungen gezeigt,
dass mdoglicherweise eine weitere Variante im Autophagie-Prozess involviert ist: LRRK2 (97).

Allerdings ist dessen Funktion noch unbekannt.

3.4 \Weitere Kandidatengenanalysen bei chronisch ent  zindlichen

Darmerkrankungen

Trotz der Weiterentwicklungen in Statistik und Methodik mit den bahnbrechenden
Erkenntnissen der genomweiten Assoziationsstudien wird durch diese Methoden weiterhin
nur ein geringer Teil des genetischen Hintergrunds dargestellt. Daher ist weiterhin der
Kandidatengenansatz eine Moglichkeit, CED-assoziierte Varianten zu identifizieren. Dies
kann dber den hypothesen-gesteuerten Kandidatengenansatz erfolgen, unterstiitzt durch die
Daten der Kopplungsanalysen oder der genomweiten Assoziationsstudien, die eine

Chromosomenregion beschreiben.

3.4.1 st die erhdhte Inzidenz der Laktoseintoleran z beim M. Crohn genetisch
mitbedingt?
Bei CED-Patienten tritt haufig eine Laktoseintoleranz auf, insbesondere beim M. Crohn.
Dieses klinische Erscheinungsbild muss auch in der Differentialdiagnose gastrointestinaler
Beschwerden bei Patienten miteinbezogen werden. Eine Studie aus Deutschland beschrieb
eine Laktoseintoleranz bei 46% der Patienten mit M. Crohn im Vergleich zu 16% der
Kontrollpopulation (199). Die Mechanismen sind nicht genau bekannt, eine entzindlich
bedingte Verminderung der Laktase-Phlorizin-Hydrolase-Konzentration und somit eine
sekundére Ursache wird hierfir u.a. verantwortlich gemacht. Aufgrund der erhéhten
Pravalenz konnte jedoch auch ein genetischer Zusammenhang zwischen beiden
Erkrankungen bestehen. Eine finnische Arbeitsgruppe beschrieb im Jahr 2002 erstmalig eine
starke Assoziation von zwei Varianten, C/T.3010 and G/A.1s, zur Laktoseintoleranz.
Insbesondere die Variante C/C 13910 zeigte eine komplette Assoziation bei allen Patienten mit
primarer Laktoseintoleranz (200).
In einer deutschen CED-Kohorte fand sich die Variante C/C_13910 bei 21,7% der M. Crohn-
Patienten, 20,3% der Colitis ulcerosa-Patienten und bei 21.4% der gesunden Kontrollen.
Ahnliche Ergebnisse zeigten sich fiir die Variante G/G_5015.
Diese beiden Laktoseintoleranz-Varianten scheinen in der Pathophysiologie chronisch
entzlindlicher Darmerkrankungen somit keine Rolle zu spielen. Die Laktoseintoleranz scheint

beim M. Crohn somit ein sekundér entzindlich-bedingtes Phdnomen zu sein. Dennoch
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kbnnte man die C/C.sgo-Variante nutzen, um solche Patienten mit primarer
Laktoseintoleranz zu identifizieren. Letztere Gruppe sollte auch in der Remissionsphase eine

Laktose-arme/freie Diat einhalten (201).

Genotypisierung fur C/T_13910 zur Diagnostik der La  ktoseintoleranz

In der oben aufgefiihrten Studie konnten eine Haufigkeit der C/C_ 13010 -Variante bei 21.4%
der Kontrollen festgestellt werden. Dies ist etwas haufiger als die berichtete Frequenz von
15% der Bevolkerung in Deutschland. Bislang gab es noch keine Studie, die die
diagnostische Aussagekraft der Genotypisierung fur C/T.13910 and G/A y018-Varianten bei
Patienten mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer Laktoseintoleranz im Vergleich zur
klinischen Standardmethode — dem H2-Atemtest — untersucht hatte. Aus der Kombination
Genotypisierung und H2-Atemtest konnten zudem Patienten mit einer rein sekundéaren
Laktoseintoleranz identifiziert werden.

Im Rahmen einer Studie wurden 166 Patienten mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer
Laktoseintoleranz eingeschlossen. Bei allen Patienten wurde sowohl eine Genotypisierung
fur die beiden C/T.3910 and G/A.x1g-Varianten als auch ein H2-Atemtest durchgefihrt.
Hierbei zeigte sich bei 116 Patienten ein positiver H2-Atemtest, bei 110 Patienten zeigte sich
auch der Nachweis der C/C_3910-Variante. Bei den Ubrigen 10 Patienten — positiver H2-
Atemtest, Genetik negativ — konnten wir bei den Patienten in 4 Fallen in der Tat andere
Grunderkrankungen mit intestinaler Beteiligung eruieren: Zdliakie, Kurzdarmsyndrom sowie
eine Infektion mit Gardia lambliasis. Von 50 Patienten mit negativem H2-Atemtest, hatten
auch 48 Patienten den C/T.13910 -Genotyp. Bei den zwei Ubrigen Patienten mit positiver
Genotypisierung ergab eine Wiederholung von H2-Atemtest mit Messung der Glukosewerte
ein pathologisches Testergebnis. Im Vergleich zum H2-Atemtest ergaben sich somit Werte
fur Sensitivitdt von 91,4%, Spezifitdt von 96,0%, ein positiv pradiktiver Wert von 98,1% sowie
ein negativ pradiktiver Wert von 82,8% (202).

Zusammenfassend konnten diese Studie erstmals zeigen, dass die Genotypisierung fur die
ClT 13010 -Variante ein neues diagnostisches Verfahren zur Diagnose der priméren
Laktoseintoleranz darstellt. Daraus ergibt sich ein neuer diagnostischen Algorithmus bei der

Verdachtsdiagnose einer Laktoseintoleranz:

80



Meteorismus, Flatulenz, abdominelle
Schmerzen, Diarrhoen und
Hinweise fur eine Laktoseintoleranz

}

Genotypisierung C/C-13910 -Variante

T

positiv negativ
Primare Laktoseintoleranz ‘ Weitere gastroenterologische
Abklarung
Diatberatung = Keine Verbesserung

(Laktosefreie Didt)

Verbesserung*®
l #auch andere Erkrankungen mit Verbesserung nach laktosefreier
Verlaufskontrollen Kostin Erwagung ziehen, wie 2B, Zoliakie und M. Crahn
Abbildung 1: Empfohlener diagnostischer Algorithmus bei Verdacht auf Laktoseintoleranz

Klinische Implikationen des C/C.s510-Genotyp zeigte eine Studie aus Osterreich, wo bei
Patienten mit C/C_13910-Genotyp ein erhdhtes Risiko fir eine erniedrigte Knochendichte sowie
Frakturen berichtet wurde. Allerdings beschrieben die Kollegen auch ein erhéhtes Risiko fir
den C/T.130910-Genotyp (203). Diese Patienten sind jedoch als laktosetolerant zu bezeichnen,
anderenfalls hatten allein 74% der &sterreichischen Patienten ein erhdhtes Risiko fir

Frakturen und eine verminderte Knochendichte (204).

3.4.2 Kandidatengensuche durch Daten der Kopplungsa  nalysen

Ein grol3er Fortschritt war hierbei die Einfihrung so genannter Linkage-Analysen. Auf diese
Weise gelangt man vom gesamten menschlichen Genom zu deutlich kleineren Abschnitten

von Chromosomen, innerhalb derer ein Risikogen vermutet wird.

IBD2: Keratin 8

Zwei grofRe Studien konnten zeigen, dass der IBD2-Lokus in erster Linie mit der Colitis
ulcerosa assoziiert ist (205, 206). Auf dem IBD2-Lokus in der Region 12gq13-14 liegt das
Keratin-8-Gen (KRT8). KRT8-defiziente Mause entwickeln spontan eine intestinale
Entzindung innerhalb der Lamina  propria sowie der Submucosa  mit
Kryptenarchitekturstérungen, die zum Durchfall fihren (207). Zudem bindet Keratin 8 an den
intrazellularen TNF-Rezeptor. Somit stellt KRT8 ein interessantes Kandidatengen

insbesondere fiir die Colitis ulcerosa dar.
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Zwei Mutationen im KRT8-Gen, p.Tyr54His und p.Gly62Cys, zeigten eine Assoziation
sowohl zur kryptogenen Leberzirrhose (208) als auch zur chronischen Pankreatitis (209)
beschrieben wurde.

Eine Studie an 217 M. Crohn-Patienten, 131 Colitis ulcerosa-Patienten und 560 Kontrollen
untersuchte diesen beiden Varianten. Die p.Gly62Cys-Mutation zeigte sich jeweils 2,3% der
Falle in beiden Patientengruppen im Vergleich zu 1,6% der Kontrollen. Der Unterschied war
nicht signifikant. Die p.Tyr54His-Mutation konnte weder bei den CED-Patienten noch bei den
Kontrollen detektiert werden (210). Fehlende Assoziationen dieser beiden KRT8-Varianten
wurden in zwei weiteren Populationen aus den USA und England beschrieben (211, 212). Zu
weiteren Kandidatengenen, die in der IBD2-Region untersucht wurden, gehorten die Gene
AVIL, B7-Integrin, IFN-y, NRMP2, STAT6 und VDR. Alle Studien konnten jedoch ebenfalls
keine Assoziationen zu M. Crohn oder Colitis ulcerosa nachweisen (Ubersicht in 210). Eine
aktuelle Studie beschreibt jedoch eine Assoziation der rs2228226-Variante im GLI1-Gen
(glioma-associated oncogene homolg 1) innerhalb des IBD2-Lokus zur Colitis ulcerosa in
einer Kohorte aus England und Schottland (213). Inwiefern es sich bei der GLI1-Variante
rs2228226 tatséchlich um die kausale IBD2-Mutation handelt, oder diese mit der echten
Mutation gekoppelt ist, missen weitere Replikationen, Sequenzierungsansatze und

funktionelle Untersuchungen zeigen.

IBD4: IL25

Der IBD4-Lokus liegt auf dem Chromosomenabschnitt 14911-12, hier haben mehrere
Kopplungsanalysen eine Assoziation zu chronisch entziindliche Darmerkrankungen
beschrieben (214-216). Besonders stark ist diese Assoziation bei Rauchern und liefert somit
einen Hinweis auf einen Zusammenhang Genetik/Umwelt (217).

Die CED-assoziierte Variante im IBD4-Gen ist unbekannt. Von besonderem Interesse im
IBD4-Lokus ist das IL25-Gen. IL25 induziert Ty2-Antworten Uber die Induktion von IL4, IL5
and IL13 (218) und erhoht zudem die Expression von TNF-a and IFN-y (219). Somit
scheinen die Effekte von IL25 nicht nur auf die Produktion von Th2-Zytokinen beschrankt zu
sein. Zudem konnten mRNA-Untersuchungen hohe Expressionen von IL25 im
Gastrointestinaltrakt detektieren (219).

Eine Sequenzierung des IL25-Gen in 40 CED-Patienten identifizierten wir erstmalig einen
Polymorphismus im Exon 2 (c.424C>A). Allerdings ergab sich kein signifikanter Unterschied
in der Verteilung der c.424C>A-Variante in einer Kohorte von 151 Patienten mit M. Crohn,
111 Patienten mit Colitis ulcerosa und 119 Kontrollen. Das IL25-Gen scheint somit kein
Risikogen fir chronisch entziindliche Darmerkrankungen zu sein (220). Unabhéngig davon
sind trotz der multiplen Replikationen des IBD4-Lokus keine weiteren Studien publiziert

worden, die andere Kandidatengene in diesem Lokus analysiert haben.
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Auch die Ergebnisse anderer Studien zeigen, dass die verantwortlichen Varianten in allen
Loki IBD2-9 weiterhin nicht bekannt sind.

3.6 Pharmakogenetik: Versuch einer Optimierung der medikamentdsen Therapie

durch Genotypisierung

Die medikamentdse Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen zeichnet sich
haufig durch unzureichendes Ansprechen oder eine Vielzahl von Nebenwirkungen aus.
Mithilfe pharmakogenetischer Studien sollen Varianten identifiziert werden, die die Effektivitat
oder das Auftreten von Nebenwirkungen der medikamentdsen Therapie fur den individuellen
Patienten besser vorhersagen. Lediglich fir die Therapie mit den Immunsuppressiva 6-
Mercaptopurin und sein Prodrug Azathioprin gibt es eine solche Mdglichkeit: Mithilfe der
TPMT-Genotypisierung kdénnen Patienten mit geringer TPMT-AKktivitat identifiziert werden,
wo der somit verminderte Abbau des Metaboliten 6 TGN zu einer Myelosuppression fiihren
kann.

Weitere genetische Marker mit solcher Funktion sind bislang nicht bekannt, jedoch sind in
den letzten Jahren eine Vielzahl vom Varianten in Genen untersucht worden, die im

Metabolismus der Standardtherapeutika eine Rolle spielen konnten.

3.6.1 MDR1

In diesem Zusammenhang ist MDR1-Gen von besonderem Interesse. MDR1 kodiert fir das
transmembrandse P-Glykoprotein, welches aktiv endogene und exogene Substrate,
insbesondere Medikamente aus der Zelle heraustransportiert. Hierzu gehéren beispielsweise
Glucocorticoide, Methotrexat und Cyclosporin A, alles etablierte Therapien bei den chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen. Das MDR1-Gen liegt auf einem IBD-Lokus in der
Chromosomenregion 7g21.1. Zudem konnten tierexperimentelle Daten zeigen, dass MDR-
Knock-out-Mause eine spontane Colitis entwickeln, die durch eine antibiotische Therapie
erfolgreich behandelt werden kann (221).

Vorlaufer-Studien waren zu unterschiedlichen Ergebnissen gekommen, insbesondere bzgl.
der Assoziation zweier SNPs (c.2677G>T/A und ¢.3435C>T) zur Colitis ulcerosa (222-227).
Ziel unserer Fall-Kontroll-Studie war es, einen Zusammenhang zwischen den SNPs auf den
Positionen ¢.2677G>T/A und ¢.3435C>T zu M. Crohn oder Colitis ulcerosa zu detektieren.
Zudem wurde untersucht, inwiefern die Effektivitat der Therapie mit Glucocorticoiden vom
MDR1-Genotyp abhangt. Hierzu wurden die Patienten in die drei Gruppen ,Ansprechen,
Nicht-Ansprechen sowie Abhangigkeit" der Glucocorticoid-Therapie eingeteilt.

Die Resultate zeigten zwar keine generellen Unterschiede in der Allelfrequenz zwischen M.

Crohn, Colitis ulcerosa und Kontrollen in der individuellen Analyse der SNPs. Kombiniert

83



man hingegen die beiden SNPs, so zeigte sich eine signifikante Uberexpression des
seltenen Genotyp ¢.2677G>T/A/c.3435C>T bei Colitis ulcerosa-Patienten mit einem jungen
Erkrankungsalter <25 Jahre (OR 7.0, 95% CI 2.5-19.7). Zudem untersuchten wir, ob ein
schwerer Erkankungsverlauf — definiert als Steroideinnahme Uber 1 Jahr, Gabe von
Cyclosporin oder Kolektomie bei medikamentdsem Therapieversagen — mit einer der MDR1-
Genotypen assoziiert ist. Nach einer weiteren Stratifizierung hinsichtlich des
Erkrankungsalters (<25 Jahre) zeigte sich erneut ein Zusammenhang zwischen
C.2677G>T/A/c.3435C>T und der schweren Verlaufsform. Ahnliche Zusammenhange lieRen
sich fur den M. Crohn nicht finden. Die Genotyp-Kombination ¢.2677G>T/A/c.3435C>T im
MDR1-Gen zeigte zusammenfassend eine Assoziation mit jungem Erkrankungsalter und
schwerer Verlaufsform. Allerdings resultierte kein Zusammenhang zum Outcome der
Glucocorticoidmedikation. Hier scheinen andere Faktoren eine Rolle zu spielen (228).
Weitere Studien, die im Verlauf MDR21-Polymorphismen bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen untersucht haben, sind zu unterschiedlichen Ergebnissen gekommen.
Eine Metaanalyse beschreibt nur fur die ¢.3435C>T-Variante eine geringe Assoziation zur
Colitis ulcerosa (OR 1,36 95% CI 1,05-1,76; 229). Ursachen fur diese unterschiedlichen
Ergebnisse kénnten sowohl kleine Fallzahlen als genetische Heterogenitat sein, da die
Haufigkeit des T-Allels innerhalb der ¢.3435C>T-Variante groBen Schwankungen
unterworfen ist: Colitis ulcerosa-Patienten zwischen 42,3% bis 65,3%, bei Kontrollen sogar
35,7% bis 63,0%. Neuere Studien aus den Niederlanden und Ungarn zeigen ebenfalls keine
Assoziation (230, 231). Zusammenfassend scheinen MDR21-Varianten, wenn (uberhaupt,
Suszeptibilitatsfaktoren mit nur geringem Einfluss auf die Colitis ulcerosa zu sein.

Eine kurzlich publizierte schottische Studie beschreibt eine neue Variante im Intron des
MDR1-Gens, rs3789243, die eine signifikante Assoziation zur Colitis ulcerosa, insbesondere
zur Pancolitis, aufwies (232). Dieser Zusammenhang zeigte sich jedoch unabhéngig von der
oben  zitierten 3435C>T-Variante. Hier mussen zur weiteren Abschéatzung

Replikationsstudien erfolgen.

3.6.2 Weitere pharmakogenetische Studien

Neben der TPMT-Genotypisierung vor einer Therapie mit Azathioprin und 6-Mercaptopurin
zur ldentifikation von Patienten mit hohem Risiko einer Myelosuppression haben weitere
pharmakogenetische Untersuchungen in erster Linie die Therapien mit Glucocortocoiden und
TNFa-Antagonisten untersucht. CED-Patienten mit Mutationen im hGR-Bcll-Gen zeigten ein
deutlich besseres Ansprechen auf Glucocorticoide (233), allerdings sind diese
Beobachtungen bislang noch nicht repliziert worden. Von besonderem Interesse ist zudem
die nebenwirkungsreiche und teure Therapie mit TNFa-Antagonisten, die zunehmend auch

im Fruhstadium der Erkrankung bei schwerem Verlauf eingesetzt wird. Ein Ansprechen der
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Therapien mit TNFa-Antagonisten ist unabhéangig der gangigen NOD2-Mutationen, die in
diesem Zusammenhang als erstes untersucht wurden (39, 234). Interessant sind zudem das
TNF-Gen, TNF-Mikrosatelitten sowie die Rezeptoren TNFRSF1A und TNFRSF1B. Varianten
in all diesen Genen kdnnen aber nach bisherigem Kenntnisstand das Ansprechen auf die
Therapie mit Infliximab beim M. Crohn ebenfalls nicht vorhersagen (235-238). Einer der
postulierten Wirkmechanismen von Infliximab ist ein proapoptotischer Effekt auf Monozyten
und aktivierte T-Zellen. Eine Analyse von 21 Polymorphismen in Apoptose-Genen konnte
hier zwei Genen identifizieren, Faslg und Casp9, deren Varianten das Ansprechen der
Infliximab-Therapie beeinflussten (239). Allerdings stehen auch hier Replikationen noch aus.
Zusammenfassend gibt es zum gegenwartigen Zeitpunkt daher aul3er einer TPMT-
Genotypisierung im Rahmen der Anwendung von Azathioprin/6-Mercaptopurin noch keine
weiteren  Mdglichkeiten, Ansprechen und Nebenwirkungen der medikamentésen

Standardtherapie durch molekulargenetische Untersuchungen besser vorherzusagen.
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4 Ausblick

Die Anzahl an Risikoallelen wird durch neue genomweite Assoziationsstudien sowohl M.
Crohn als auch Colitis ulcerosa weiter steigen. Es ist jedoch davon auszugehen, dass viele
Varianten nur einen geringen Effekt haben. Daher sind, insbesondere zur Durchfiihrung
robuster Genotyp-Phanotyp-Analysen, internationale Kooperationen notwendig. Das
.international IBD Genetics Consortium* soll hierzu weitere Beitrage leisten.

Zudem sind genomweite Assoziationsstudien als Methode limitiert, seltene Varianten mit
grol3er Penetranz zu identifizieren. Ein weiteres Problem liegt darin, dass die assoziierten
Varianten haufig in nicht-kodierenden Regionen oder im Bereich von ,gene desserts”
lokalisiert sind und deren Funktionen somit unbekannt sind. Hier werden grof3 angelegte
Sequenzierungsversuche sowie funktionelle Studien hoffentlich helfen, die kausalen
Varianten zu identifizieren.

Neben dem Vorhandensein von Risikoallelen scheint zudem von entscheidender Bedeutung,
wie oft ein bestimmtes Gen vorliegt (sog. Copy number variants, CNV), was wiederum
dessen Aktivitat beeinflusst. Erstmalig konnte fir das HD2-Gen (Human Defensin Gen 2)
eine Assoziation zum M. Crohn mit Colonbefall hergestellt werden (240). Genomweite
Assoziationsstudien erfassen die CNV nicht, so dass hier weitere Techniken entwickelt
werden mussen, um den Einfluss der CNVs einzelner interessanter Varianten — NOD2,
IL23R, ATG16L1 — auf M. Crohn und Colitis ulcerosa zu detektieren.

Idealerweise konnte eine Genotypisierung bei Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen eines Tages wie folgt aussehen: unmittelbar nach Diagnosestellung wird
der Patient auf das Vorhandensein von z.B. 10 wichtigen Mutationen untersucht, wodurch
Prognosen zum Erkrankungsverlauf gemacht werden kénnen und zudem eine individuelle
und nebenwirkungsarme Therapie festgelegt werden kann. An dieser Vision muss noch viel
gearbeitet werden. Sollte es allerdings nicht gelingen, die vielen Varianten in einen Kontext
zu bringen und entweder klinisch oder therapeutisch zu nutzen, wird der Stellenwert der

Genotypisierung in der klinischen Routine und somit fir die Patienten gering sein.
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S Zusammenfassung

Kein wissenschaftliches Forschungsgebiet hat in den letzten Jahren einen solchen Zugewinn
an Informationen zu der Entstehung diverser Krankheiten beigetragen wie die
Molekulargenetik. Glicklicherweise trifft dies insbesondere auf die chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen zu, wo im Vergleich zu anderen Erkrankungen wie arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus Typ Il sowie die rheumatoide Arthritis deutlich mehr Suszeptibilitaitsgene
vermutet werden (241). Die Identifikation relevanter pathophysiologischer Konzepte —
Bakterienerkennung Uber das angeborene Immunsystem, Autophagie sowie die
Subpopulation der Tyl7-Lymphozyten — stellen einen wichtigen Beitrag dar, hierauf
aufbauende neue therapeutische Anséatze werden jedoch weiterhin erwartet.

Die individuelle Genotypisierung eines Patienten konnte jedoch zu folgenden Zwecken
verwendet werden: einerseits eine bessere Vorhersagbarkeit des Krankheitsverlaufs mit
hieran adaptierter Therapie sowie zudem Ansprechen und Nebenwirkungen des
ausgewahlten Medikaments. Die gegenwartige Diskussion einer frGhen und aggressiven
Therapie beim M. Crohn ist auch dadurch limitiert, dass wir keine relevanten Marker haben,
die solche Patienten eindeutig als aggressive Verlaufsform identifizieren.

Bei der Vielzahl der bislang bekannten genetischen Varianten der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen steht weiterhin die NOD2-Mutation im Vordergrund. Patienten mit
Mutationen im NOD2-Gen zeigen einen aggressiven Krankheitsverlauf. Es kommt
unabhangig vom Befall des terminalen lleums im Verlauf haufig zu einer Operation im
lleozbkalbereich. Zudem weisen Merkmalstrager ein hohes postoperatives Rezidivrisiko auf.
Klinische Studien sollten somit eine Genotypisierung fur NOD2-Mutationen zur
Subklassifizierung durchfiihren, um zu klaren, ob eine aggressivere Therapie — welcher Form
auch immer — gerechtfertigt ist. Einen solchen Zusammenhang zu einem bestimmten
Phéanotyp ist bislang fur keine andere Variante beschreiben worden. Dies gilt insbesondere
fur die p.Arg381GIn-Variante im IL23R-Gen sowie p.Thr300Ala-Variante innerhalb des
ATG16L1-Gens. Mdglicherweise missen hier erst weitere Varianten in Ty17-Genen (JAK2,
STAT3) sowie in Autophagie-Genen (IRGM) untersucht werden, bevor ein definitiver
Phanotyp identifiziert werden kann.

Zudem sind erste Varianten identifiziert worden, die einen Einfluss auf die intestinale
Barrierestérung beim M. Crohn haben kdnnten: erneut das NOD2-Gen sowie das Myosin-
IXb-Gen. Hier zeigen sich Assoziationen zu einer erhéhten intestinalen Permeabilitat in vivo.
Ausgehend von der Hypothese, dass die intestinale Barrierestérung entweder ein friher
Entwicklungsprozess ist oder nach Ausbrechen der Erkrankung das Rezidivrisiko erhoht,
kénnte die Beeinflussung dieser beiden Signalwege ein therapeutischer Ansatz zur
Rezidivprophylaxe sein. Weitere CED-Gene - IL23R, ATG16L1, DLG5, CD14, TLR4,
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CARDS8 — scheinen jedoch keinen Einfluss auf die Barrierestérung haben. Von besonderem
Interesse sind die genauen Mechanismen, mit denen NOD2 und MYO9B die intestinale
Permeabilitat erhéhen, diese sind jedoch weiterhin unbekannt.

Trotz dieser Fortschritte fihrt die unerwartet hohe Anzahl an genetischen Varianten fir
chronisch entziindliche Darmerkrankungen an einen Scheideweg, der tber Sinn und Zweck
der Genotypisierung entscheiden wird. Der gegenwartige Kenntnisstand reicht nicht aus, um
eine Genotypisierung in Diagnostik oder Therapie der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen einzubeziehen. Dies wird bislang nur zu wissenschaftlichen Zwecken
durchgefuhrt. Hier sind zwingend prospektive Studien notwendig, sonst wird der klinische

Nutzen fir Patienten gering sein.
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