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1 Einleitung

1.1 Chronisch Entzindliche Darmerkrankung
1.1.1 Allgemeine Aspekte

Der Begriff chronisch-entzindliche Darmerkrankung (CED) fasst histopathologisch ver-
schiedene Entzindungsreaktionen des Gastrointestinaltrakts zusammen, welche sich
initial oft klinisch ahnlich au3ern. Die CED beginnt haufig mit rezidivierendem oder anhal-
tendem Durchfall, Bauchschmerzen und Abgeschlagenheit. Die haufigsten Vertreter der
CED sind der Morbus Crohn (MC) und die Colitis ulcerosa (CU). Die kollagene und lym-
phozytare Colitis, die typischerweise koloskopisch unauffallig erscheinen, jedoch histolo-
gisch typische Befunde liefern, werden auch mikroskopische Colitiden genannt. Allen
verbesserten diagnostischen Mdglichkeiten zum Trotz bleiben 10-15% der chronisch ver-
laufenden Colitiden unklar und kdnnen bei Diagnosestellung innerhalb der CED nicht als
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa spezifiziert werden, weshalb diese Formen als Colitis
indeterminata bezeichnet werden. Die meisten dieser Falle kdnnen erst im weiteren Klini-
schen Verlauf als Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa eingeordnet werden [1]. Sowohl
der Morbus Crohn als auch die Colitis ulcerosa weisen bereits charakteristische Befunde
in der Koloskopie oder in den verschiedenen radiologischen Verfahren auf. Im Folgenden

soll auf diese beiden haufigsten Formen der CED weiter eingegangen werden.

1.1.2 Epidemiologie der CED

Die meisten Patienten mit einer CED erkranken zwischen dem 20. und 35. Lebensjahr.
Ein zweiter Haufigkeitsgipfel der CED ist um das 60. Lebensjahr zu beobachten [2, 3].
Die Inzidenzraten fur CED variieren in den prospektiv angelegten europaischen Studien
fur MC von 1,7 - 16,5/ 100.000 und fur CU zwischen 1,4 - 8,6 / 100.000 [4]. Sowohl in
Europa als auch in Nordamerika zeigt sich in der Tendenz ein Nord-Sud-Gefalle der Inzi-
denz der CED. Darlber hinaus ist die Haufigkeit der Erkrankung abhangig von der Eth-
nie. Unabhangig von der geographischen Variabilitat, lasst sich namlich festhalten, dass

Menschen judischen Ursprungs in der Regel hohere Inzidenzraten aufweisen als Weille
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anderen Ursprungs, die wiederum haufiger betroffen sind als schwarze Menschen [5].
Allgemein Iasst sich daher aussagen, dass Menschen mit einer hellen Hautfarbe, insbe-
sondere in den westlichen Industrienationen, haufiger an einer CED erkranken als Men-
schen mit schwarzer Hautfarbe. Interessanterweise lasst sich auch eine Dynamik hierin
beschreiben, insofern als die Inzidenz der CED in den westlichen Industrienationen wah-
rend des letzten Jahrhunderts stetig zunahm und aktuell offenbar ein Plateau erreicht. Im
Vergleich dazu kann weiterhin eine steigende Inzidenz in den sich entwickelnden Lan-
dern beobachtet werden [3, 6, 7]. Allerdings sind qualitativ hochwertige epidemiologische
Daten aus den sich entwickelnden Landern rar, sodass nach wie vor eine rege Diskussi-
on um die Interpretation der epidemiologischen Daten gefuhrt wird [4, 6]. So ist zum Bei-
spiel die CED in den hoch industrialisierten asiatischen Lander wie Japan oder Korea
weniger haufig als in den westlichen Industrienationen, sodass nicht allein der Entwick-
lungsstand, sondern moglicherweise auch die Anpassung an einen westlichen Lebensstil
die Inzidenzraten beeinflusst [5, 8]. Zusammenfassend zeigen die epidemiologischen
Daten die erhebliche klinische Signifikanz der Erkrankung, ihre offensichtliche Abhangig-

keit von Umweltfaktoren, aber auch eine genetische Suszeptibilitat.

Im Folgenden sollen nach Erlauterung der klinischen Charakteristika die atiologischen

Gesichtspunkte der CED beleuchtet werden.

1.1.3 Kilinik, Pathologie und Verlauf

Der Begriff chronisch-entzundliche-Darmerkrankung spiegelt bereits mehrere Merkmale
der in ihr zusammengefassten Krankheitsentitaten wider. Das primare Substrat der CED
ist der Gastrointestinaltrakt, wobei im Verlauf der Erkrankung auch extraintestinale Mani-

festationen auftreten konnen.

Der Morbus Crohn kann im Unterschied zur CU den gesamten Gastrointestinaltrakt (GIT)
betreffen. Ein weiterer auch zum Verstandnis dieser Erkrankungsentitaten wichtiger Un-
terschied zur CU besteht darin, dass der inflammatorische Prozess im Rahmen des MC
die gesamte gastrointestinale Wand betrifft, wahrend sich die CU nur auf Stratum muco-
sae und submucosae beschrankt. Im Gegensatz zur CU, die lediglich lumenseitig aktiv
ist, fihrt der chronische Entzindungsprozess der gesamten Darmwand beim MC meist
9



zu fibrotisch-stenosierenden oder infiltrierend-fistelnden Lasionen. Diese Veranderungen
stellen sich typischerweise in histologischen Praparaten, aber auch in radiologischen
Verfahren bildgebend dar. In der akut entzindeten Darmwand sind eine Hyperperfusion
und die édematdse Schwellung bereits makroskopisch erkennbar. Histologisch ist eine
erhohte Anzahl von Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten im entzindeten Darm-
gewebe zu finden. Vor allem bei der CU ist eine Rarefizierung der Becherzellen ein hau-
figer Befund. Typisch fur den Morbus Crohn ist die Ausbildung von Granulomen, welche
oft zentral nekrotisierend sein kdnnen, wahrend bei der Colitis Ulcerosa die Ausbildung

von Kryptenabszessen im Vordergrund steht.

Erwachsene Patienten leiden meist unter schleimigen oder blutigen Durchféllen. Fieber,
abdominale Schmerzen, Ubelkeit, Erbrechen sowie Gewichtsabnahme bis hin zur Anore-
xie. Paraklinisch sind in akuten Schiben eine Erhdhung des C-reaktiven Proteins, eine
erhohte Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit, eine Leuko- sowie eine Thrombozyto-

se festzustellen, wahrend Blutungen zu einer Anamie fuhren konnen.

Obwohl der MC diskontinuierlich sich im gesamten GIT manifestieren kann, ist meist pri-
mar das terminale lleum betroffen, weshalb die Erkrankung auch als lleitis terminalis be-
zeichnet wurde. Die Entzindung des termninalen lleum kann jedoch — wenn auch viel
seltener — bei der CU als eine ,Backwash lleitis“ auftreten — also eine Ausbreitung der
Inflammation aus entztindeten Colonabschnitten tber die Bauhin’sche Klappe hinweg ins
terminale lleum. In der Regel beschrankt sich bei der CU die Entzindungsreaktion ledig-
lich auf das Colon und breitet sich im Gegensatz zu MC kontinuierlich von anal nach oral
aus. Nichtsdestotrotz ist in selteneren Fallen auch bei der CU ein diskontinuierlicher Be-
fall des Colons gegeben (wie z.B. bei einer Backwash lleitis). Bei dem Befall von Jeju-
num und proximalen Anteilen des lleums kdnnen Malabsorptionssymptome im Vorder-
grund stehen. Die Malabsorption und die daraus folgende Gedeihstérung ist der

wichtigste klinische Hinweis fur eine CED im Kindesalter.

Auch Symptome des Harntrakts kdnnen zunachst die eigentliche Ursache im GIT mas-
kieren, da die entzundlich bedingte Darmwandverdickung, 6dematose Mesenterialreakiti-
on und LymphknotenvergroRerungen die Ureteren obstruieren oder reaktiv eine entzind-
liche Mitreaktion der Harnblase mit Dysurie hervorrufen koénnen. Postprandiale

Schmerzen konnen auf der einen Seite in den frihen Stadien durch den obstruierenden
10



Effekt der entzindlichen Darmwandverdickungen und Spasmen begrundet sein, und auf
der anderen Seite durch einen chronischen Entzindungsprozess und den konsekutiven
fibrotischen Stenosen vor allem beim MC erklart werden. Weitere wichtige Komplikatio-
nen des MC sind Fistelbildungen und Darmwandperforationen. Die rezidivierende und
schwere inflammatorische Reaktion der lleozokalregion kann im Verlauf eine lokalisierte
Atrophie der Darmwand bedingen. Aufgrund dieser Ausdunnung der Darmwand treten
gehauft Mikroperforationen auf, die zunachst Adhasionen und im Verlauf Fisteln in prak-
tisch alle Nachbarstrukturen bilden kénnen. So kénnen erhéhte Entziindungswerte unkla-
rer Genese auch durch Abszesshohlen im Mesenterium bedingt sein, in die enterale Fis-
teln miunden. Fisteln, die proximale Teile des Dunndarms betreffen, kdénnen eine
Malabsorption verstarken oder hervorrufen, da zum einen die Passage des Chymus
durch das Ubrige lleum deutlich reduziert sein kann und auf3erdem eine unphysiologische
bakterielle Besiedlung des Dinndarms auftreten kann. Uber 30% der Patienten mit MC
entwickeln eine perianale Beteiligung, die durch Inkontinenz, Hamorrhoidalleiden, analen
Strikturen, anorektalen Fisteln und perirektalen Abszessen symptomatisch werden kann.

Vor allem Strikturen und Fistelgange erfordern haufig eine chirurgische Intervention.

Bei extremen Verlaufsformen der CU, die klinisch mit akuten abdominalen Schmerzen
und schweren Blutungen einhergehen, kann es sich differentialdiagnostisch um die toxi-
sche Colitis oder das toxische Megacolon handeln. Das ,toxische Megacolon® ist definiert
durch eine VergrofRerung des Kalibers des Colon transversum auf Uber 7 cm, bei einem
Verlust der Haustrierung und schweren Krankheitssymptomen. Ein akutes Abdomen und
peritonitische Zeichen, die gerade unter der Therapie mit Glucocorticoiden klinisch auch
mild ausfallen konnen, kdnnen auf eine lebensbedrohliche Darmperforation hindeuten,

die eine chirurgische Intervention unumganglich macht.

Abhangig von der Dauer der Erkrankung und von der Ausdehnung der Colitis steigt das
Risiko einer malignen Entartung bei der CU, die daher im Gegensatz zum MC auch als

Prakanzerose flr das colorectale Karzinom angesehen wird.
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In der folgenden Tabelle sind Unterscheidungsmerkmale von MC und CU gegenuberge-

stellt.

Differenzialdiagnose von Colitis ulcerosa und Morbus Crohn

Colitis ulcerosa Morbus Crohn
Epidemiologie
Geschlechterverhaltnis (m : w) 1:1 2:1
Nikotin protektiv kann auslésen
genetische Komponente ja, geringer als MC ja
Klinische Symptome
Hamatochezie haufig selten
Abgang von Blut und Schleim haufig selten

nein (aulBer bei
Dinndarmbefall ,backwash ileitis“) ja
Befall des oberen Gl-Traktes nein ja
extraintestinale Manifestationen haufig haufig
Dunndarmileus selten haufig
Kolonobstruktion selten haufig
perianale Fisteln nein haufig
Biochemisch
ANCA-positiv haufig selten
ASCA-positiv selten haufig
Histopathologie
transmurale EntziUndung der Mucosa | nein ja
gestorte Kryptenarchitektur ja ungewohnlich
Kryptitis und Kryptenabszesse ja ja
Granulome nein Ja
Fissuren o. sogenannte ,skip lesions” |selten haufig

Tabelle 1: Differenzialdiagnose der CED [9]

Beide Krankheitsentitaten kénnen sich auch extraintestinal manifestieren. Dabei besteht
die Hypothese, dass Antigene, die die Uberreaktion des Immunsystems im GIT férdern,
eine autoimmunulogische Kreuzreaktion mit extraintestinalen Organsystemen hervorru-
fen [10]. Dermatologische Phanomene wie das Erythema nodosum oder die Pyoderma
gangraenosum, hepatobiliare Erkrankungen wie die primar-sklerosierende Cholangitis
(PSC), okulare Symptome, aber auch Arthralgien und Arthritiden seien hier stellvertre-

tend genannt (Tabelle 2).
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Extraintestinale Manifestationen

Muskuloskelettale Manifestationen periphere Arthritis
Typ-1-Pauciartikulare Arthritis
Typ-2-Polyarthritis
axiale Arthropathien
Morbus Bechterew

Dermatologische Manifestationen Pyoderma gangraenosum
Erythema nodosum

Okulare Manifestationen anteriore/posteriore Uveitis
Episkleritis/Skleritis

Hepatobiliare Manifestationen primar sklerosierende Cholangitis (PSC)

Autoimmunhepatitis (AlH)
Overlap-Syndrom/Autoimmuncholangitis

Tabelle 2: Extraintestinale Manifestationen bei CED [9, 10]

1.1.4 Klassifikation der CED

Die Montreal-Klassifikation (2005) und die Wiener Klassifikation (1998) sind internationa-
le Einigungen zur Einteilung, Beschreibung und Klassifikation der CED [11, 12]. Die
Montreal-Klassifikation ist die jungere Klassifikation, weist jedoch in ihrem Grundgerust
keine gravierenden Unterschiede zur Wiener Klassifkation auf. Die folgende Ubersicht

fasst die Montreal-Klassifikation zusammen.

Diagnosealter Krankheitsverhalten Lokalisation
A1 <16 Jahre B1 Nicht B2 oder B3 L1 | Terminales lleum
A2 | 17 —40 Jahre B2 | Strikturierend L2 | Colon
A3 | >40 Jahre B3 | Penetrierend L3 | lleocolon
B3p | Perianal penetrierend | L4 | Oberer GIT

L4+ | Distaler GIT

Tabelle 3: Morbus Crohn — Montreal Klassifikation
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Intensitat Entzindungslokalisation

S1 Bis 4 Stuhlgange / Tag E1 Proktitis

(leicht) | Paraklinik normal

S2 4-6 blutige Stuhlgange / Tag E2 Linksseitencolitis
(mittel-

schwer) | keine Zeichen der systemischen Beteiligung

S3 > 6 blutige Stihle / Tag + Fieber, HF > 90/min, E3 Pancolitis
(schwer) | Hb < 10,5 g/dl oder BSG > 30 mm n.W.

Tabelle 4: Colitis ulcerosa — Montreal Klassifikation

1.1.5 Atiologie und Pathogenese der CED

Eine Vielzahl genetischer Forschungsarbeiten legten in den letzten Jahren den Grund-
stein fur ein besseres Verstandnis der Ursachen und der Krankheitsmechanismen der
CED [13].

Die derzeitig gultige Hypothese zur Entstehung der CED geht von einer Dysregulation
des mucosalen Immunsystems aus, die durch genetisch bestimmte Wirtseigenschaften,
z.B. die Barrierefunktion des Mucosaepithels und auf der anderen Seite durch exogene
Faktoren wie z.B. die Beschaffenheit der bakteriellen Darmflora, bedingt wird [14-16]. Es
konnte bisher allerdings nicht nachgewiesen werden, dass es sich bei der CED um eine
durch bestimmte Bakterien verursachte Erkrankung handelt. Vielmehr wird als Ausléser
eine chronische Uberreaktion des mucosalen Immunsystems gegeniiber der physiologi-
schen Darmflora diskutiert. Inwieweit die entzindlichen Reaktionen auch durch autoim-
munreaktive Prozesse begunstigt sind, ist nicht zur Ganze geklart. Die Imbalance des
mucosalen Immunsystems scheint dabei auf eine Stérung der diffizilen Regulation des
intestinalen Immunsystems zurick zu gehen, welches, in standigem Kontakt mit lumina-
len, exogenen Antigenen, permanenter einer Art entzundlicher Aktivitat unterliegt [17].
Beim Eindringen eines potenziell gefahrlichen Agens reagieren diese Immunzellen phy-
siologischerweise heftig und schnell, um jedoch ebenso schnell wieder in ihrer Funktion
eingedammt zu werden. Es ist daher anzunehmen, dass bei der CED diese Regulation
gestort ist und eine chronisch-inflammatorische Reaktion, ohne ausreichende Inhibition
14



entsteht. Die Basis fur diese Hypothesen wird zu einem wichtigen Teil aus Erkenntnissen
uber die genetischen Grundlagen der CED abgeleitet, die in den letzten Jahren durch die
fortgeschrittenen molekularbiologischen Methoden ermdglicht wurden. Im Folgenden sol-
len die Genvarianten dargelegt werden, fir die eine signifikante Assoziation mit der CED

nachgewiesen werden konnte.

1.1.6 Assoziierte Genmutationen

Es ist bereits seit langem bekannt, dass die CED gehauft bei Verwandten auftritt [18, 19].
Weiterhin ist in zahlreichen Zwillingsstudien gezeigt worden, dass Zwillinge uberzufallig
haufig an MC oder CU erkranken [20-24]. Wahrend eine genetische Komponente anzu-
nehmen war, wurden verantwortliche Genloci und Varianten erst in den letzten Jahren
identifiziert. Im Lichte dieser Untersuchungen erscheint die CED als eine polygene Er-
krankung, die unterschiedliche und offenbar genetisch beeinflusste Subgruppen aufweist.
Genomweite Scan-Studien und Kandidatengenstudien konnten diesbezlglich bereits
eine Reihe von Genloci auf verschiedenen Chromosomen identifizieren, die mit der CU
und dem MC oder nur einer der beiden Erkrankungen assoziiert sind. Diese Genloci
werden daher als Inflammatory Bowel Disease - n (IBD - n) bezeichnet - Tabelle 5 zeigt

die ersten IBD-Gene.

Chromosom | Gen Assoziation Referenz

IBD1 16912 NOD2/CARD15| MC [25-27]
IBD2 12p13.2-924.1 | - MC, UC [28, 29]
IBD3 6p21.3 MHC, TNF MC, UC [30-32]
IBD4 14911-q12 - MC [33]

IBD5 5q31 OCTN1/2 MC [27, 34]
IBD6 19p13 - MC, CU [34, 35]
IBD7 1p36 - MC, CU [36, 37]
IBD8 16p - MC [38]

IBD9 3p26 - MC [39, 40]
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Tabelle 5: Assoziierte Genloci und Gene aus OMIM (National Center for Biotechnology
Information, Online Mendelian Inheritance in Man).

Gemeinsame genetische Assoziationen von MC und CU legen ahnliche zugrundeliegen-
de Pathomechanismen nahe, wahrend spezifische Assoziationen mit nur einer Unterg-
ruppe der CED eigenstandige Mechanismen der Erkrankungsentitat postulieren lassen.
Die in der Tabelle 5 zusammengefassten Genloci konnten Hinweise auf die zugrundelie-
genden Pathomechanismen geben. So kodiert CARD15, auch als NOD2 bezeichnet, fur
einen intrazellularen Rezeptor, der in Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen
und im intestinalen Epithel exprimiert wird. Insbesondere ist das Protein CARD15 auch in
Paneth-Zellen nachweisbar, die durch Produktion von Lysozymen, Peptidasen und De-
fensinen eine wichtige Rolle im angeborenen darmassoziierten Immunsystem besitzen.
CARD15 sowie weitere Mitglieder dieser Proteinfamilie sind fur die immunologische Er-
kennung grampositiver und -negativer Bakterien essentiell. Sie konnen Muramylpeptide
binden, die ein wichtiger Bestandteil der bakteriellen Zellwand sind [41, 42]. CARD15
erkennt dabei nicht nur bakterielle Peptide, sondern nimmt auch eine regulative Funktion
in der intrazellularen Signalkaskade ein [43, 44]. Es konnte nachgewiesen werden, dass
die Varianten im CARD15, die mit dem Auftreten eines MC assoziiert sind, im leucinrei-
chen Anteil des C-Terminus des Proteins lokalisiert sind. Dieser Teil ist fur die Bindung
der bakteriellen Muramylpetide verantwortlich, sodass Mutationen in dieser Region zu
einem Funktionsverlust des CARD15-Rezeptors flihren. In zahlreichen Arbeiten konnte
eine signifikante Assoziation dieser CARD15-Varianten mit MC gezeigt werden [25, 26,
44, 45]. Die ldentifizierung von CARD15-Varianten als Risikofaktor fur den MC starkte
jene Hypothesen zur Entstehung der CED, die mit einer Wechselwirkung des Immunsys-
tems und der bakteriellen Darmflora im Sinne einer Entziindungstriggerung argumentier-

ten.

Interessanterweise wurde in Asien sowohl in chinesischen als auch in japanischen Ko-
horten keine Haufung von CARD15-Varianten bei MC-Patienten gefunden, sodass zu-
mindest in diesen Populationen andere genetische Faktoren vorhanden sein mussen, die

das genetische Risiko an einer CED zu erkranken bestimmen [46-48].

Es konnten zahlreiche CARD15-Veranderungen mit dem Auftreten eines MC assoziiert

werden. Darunter stellt ein Insertionspolymorphismus im heterozygoten Zustand einen 2-
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4-fachen Risikofaktor fur das Auftreten eines MC dar, wahrend homozygote Mutationen
mit einem Uber 40-fach erhdhten Risiko einhergehen [49, 50]. Zudem konnte gezeigt
werden, dass das Vorhandensein der CARD15-Insertionsvariante mit einem fibrosteno-
sierenden Verlauf des MC korreliert [49, 50].

Duerr et al. beschrieben 2006, ausgehend von einer genomweiten Studie an 547 Patien-
ten und 548 Kontrollen, eine Assoziation zwischen MC und einer Variante im IL23R-Gen
(rs11209026, c.1142G>A), die einen Aminosaureaustausch, p.Arg381GIn (p.R381Q), zur
Folge hat. Ungleich der bereits beschriebenen Assoziation wurde hierbei ein protektiver
Effekt dieser Variante beschrieben, da signifikant mehr Kontrollen als Patienten diese
Variante besalden [51]. IL23R ist ein Baustein des IL23-Rezeptors, welcher durch die As-
soziation von IL23R mit IL12RB1 gebildet wird. Interleukin 23 (IL23) ist ein proinflammto-
risches Cytokin, das zusammen mit TGF-b1 und Interleukin 6, die Entwicklung von Inter-
leukin 17 sezernierenden T-Zellen fordert [52]. T-Zellen, die durch ihre IL17-Sekretion
charakterisiert sind, wurden in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, wie der
rheumatoiden Arthritis, sowie im Zusammenhang mit der immunologischen Reaktion auf
bakterielle Infektionen bereits beschrieben [53, 54]. Daher wirde die IL23R-Variante
durch eine antinflammatorischen Wirkung den protektiven Effekt erklaren kénnen. In
Tiermodellen konnte die essentielle Rolle von IL23 an der Ausbildung der Colitis nach-
gewiesen und dadurch die Hypothese weiter gestutzt werden [55, 56]. Es konnte gezeigt
werden, dass IL23 nicht nur durch die Beeinflussung der Interleukin 17 sezernierenden
T-Zellen, sondern auch durch die Beeinflussung weiterer proinflammatorischer sowie
immunsupressiver Kaskaden seine proinflammtorische Aktivitat entfaltet [57]. Die intial
von Duerr et al. beschriebene 1123R-Variante konnte von mehreren unabhangigen Grup-
pen in ihrem protektiven Effekt in unterschiedlichen Populationen bestatigt werden [58-
61] Ein protektiver Effekt konnte in folgenden Studien auch fir die Colitis ulcerosa ge-
zeigt werden [59, 61, 62]. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass keine Epistase
zwischen der assoziierten IL23R-Variante und den bereits etablierten CARD15-Varianten
besteht [62, 63].

Weiterhin wurden auch die Toll-Like-Rezeptoren (TLR) in Zusammenhang mit der CED
gebracht. So wurde von Franchimont et al. eine Assoziation von TLR4-Varianten mit MC

und CU, und von To6rok et al. die Assoziation von TLR9-Varianten mit MC berichtet [64,
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65]. TLR sind auf Immunzellen hoch exprimiert und sind essentiell fur die Erkennung
bakterieller Lipopolysacharide (LPS) sowie fur die Initiierung einer Immunantwort. Fran-
chimont et al. berichteten dabei von der Assoziation der nicht synonymen Variante im
TLR4 Asp299Gly mit MC und CU. Diese Variante fuhrt zu einer schlechteren Erkennung
bakterieller LPS, und damit zu einer hoheren Suszeptibiltat fur Infektionen mit gram-
negativen Bakterien. Damit wurde die These der Triggerung der CED durch bakterielle

Infektionen unterstitzt [64].

Viele Arbeiten, die initial eine Assoziation von genetischen Varianten mit der CED be-
schrieben, konnte in den folgenden Jahren jedoch nicht bestatigt werden. So wurde von
Stoll et al. 2004 eine signifikante Assoziation einer nicht synonymen Varianten,
p.Arg30GIn (p.R30Q, rs1248696) im DLG5 (Drosophila Discs Large Homolog 5) mit dem
MC beschrieben [66]. Dieses Ergebnis wurde in einer weiteren Arbeit an etwa 1000
CED-Patienten aus lItalien und Kanada sowie 700 Kontrollen Uberprift und bestatigt [67].
In weiteren unabhangigen, grolRen Populationen wurden diese Ergebnisse Uberpruft,
konnten aber nicht repliziert werden [68, 69]. Ein Erklarungsversuch stellte die Arbeit von
Friedrichs et al. aus derselben Arbeitsgruppe, die die intiale Assoziation beschrieben hat-
te, dar, als nach Geschlecht stratifizierte Populationen aus Deutschland, Kanada und
Italien untersucht wurden. Hier wurde ein statistisch signifikanter Unterschied der Allelf-
requenzverteilung der DLG5-Variante rs1248696 bei Mannern und Frauen beschrieben,
wobei bei Mannern eine Assoziation mit MC bestunde, dies jedoch auf Frauen nicht zu-
trafe [70]. In einer umfassenden Metaanalyse wurde 2008 jedoch gezeigt, dass auch die-
ser Zusammenhang durch die Arbeiten der folgen Jahre aus unabhangigen Populationen
nicht bestatigt werden konnte [71]. In der folgenden Tabelle sind dabei die in der Metaa-
nalyse betrachteten Arbeiten zusammengefasst. Dabei ist die Odds Ratio fur die Fre-
quenz der DLG5-Varianten bei an MC erkrankten Mannern gegenuber Kotrollen angege-

ben.
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Odds ratio of DLG5 R30Q in males
Study Population n
Stoll, 2004 German 372 e
Daly, 2005 lralian 145 o
Daly, 2005 Canadian 121 T
Medici, 2006 MNorwegian 191 7 |
Biank, 2006 American 404 b
Noble, 2005 Scottish 270 *
Torok, 2005 5. German 819 o
Vermeire, 2005 Flemish 432 -
Bining, 2006 Hungarian 160 o ?
Bining, 2006 German 302 ®
Newman, 2006 Canadian 312 e
Tremelling, 2006 British 498 AR
Lakatos, 2006 Hungarian 381 T
Ferraris, 2006 lralian 132 €  {
Pearce, 2007 British A48 [ £
Cucchiara, 2007 kalian 245 *
Browning, 2007  Mew Zealand 312 N I
Previous studies e
Current study cor
Previous studies + current study A

1/8 1/4 1/2 1 A a 14

Abbildung 1: Odds Ratio fur DLG5 R30Q Genotyp bei Mannern mit MC gegenuber
Kontrollen, Wert < 1 entspricht einer erniedrigten Frequenz bei MC erkrankten Mannern;
aus “Gender-stratified analysis of DLG5 R30Q in 4707 patients with Crohn disease and
4973 controls from 12 Caucasian cohorts.” Browning et al. 2008. [71].
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Vor kurzem wurde eine Assoziation von MC und einer Variante (rs2241880) im
ATG16L1-Gen (autophagy-related 16-like 1), das auf dem langen Arm des Chromosoms
2 (2q37.1) lokalisiert ist, von 2 unabhangigen Forschergruppen im Rahmen genomweiter
Scans beschrieben [72, 73]. rs2241880 liegt in der kodierenden Sequenz an Position 898
des ATG16L1 und bedingt einen Adenin-Guanin-Austausch (c.898A>G)', der auf Pro-

teinebene zum Einbau eines Alanins anstatt eines Threonins (p.Thr300Ala) fuhrt [72, 73].

ATG16L1 ist ein wichtiger Bestandteil des Proteinkomplexes, der fur die Autophagozyto-
se zustandig ist [74]. Wahrend die Phagozytose in erster Linie den Abbau extrazellularer
Proteine durch Makrophagen beschreibt, handelt es sich bei der Autophagozytose um
den Hauptabbauweg intrazellularer Proteine. Dabei werden Proteine und Zellorganellbe-
standteile in eine, aus einer Lipiddoppelschicht bestehenden Membran verpackt, das so-
genannte Autophagosom. Dieses verschmilzt anschliel}end mit Lysosomen, die hydroly-
tische Enzyme und Phosphatasen zur Degradation des Proteininhalts enthalten. In den
letzten Jahren zeigte sich zunehmend, dass das Autophagosom &hnlich wie auch das
Ubiquitin-Proteasom-System, bakterielle Bestandteile zersetzt und damit eine wichtige
Rolle in der Antigenprasentation einnimmt [75]. Daher ist ATG16L1 ein interessantes
Kandidatengen fir CED Studien, da wie bereits oben beschrieben, dem intestinalen im-
munologischen Gleichgewicht in der Pathogenese der CED offenbar eine zentrale Rolle

beigemessen werden kann.

Weiterhin ist eine erhohte intestinale Permeabilitat bei CED-Erkrankten sowie ihren Ver-
wandten beschrieben [76]. Als Erklarungsmodell spielen dabei drei Faktoren eine bedeu-

tende Rolle:

' Alle genetischen Veranderungen sind auf cDNA Ebene nummeriert und mit einem “c” vor der Nummer
gekennzeichnet. Die Position +1 entspricht dem A des Translationsstartcodons ATG in der mRNA Refe-

renzsequenz. Jeder Aminosauerenwechsel ist durch ein “p” gekennzeichnet
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1) Es muss eine genetische Pradisposition des intestinalen bzw. mucosalen Immunsys-
tems vorhanden sein, damit eine abnormale Interaktion mit intraluminalen Antigenen ent-

stehen kann.
2) das tatsachliche Vorhandensein intraluminaler Antigene und

3) die Beschadigung bzw. die Aufhebung der intestinalen Barriere, sodass intraluminale

Antigene tatsachlich Kontakt mit dem intestinalen Immunsystems haben konnen [77, 78].

2005 wurde durch Monsuur et al. eine Assoziation des Myosin IXb-Gens (MYO9B) mit
der Zoliakie beschrieben [8]. Die Zdliakie ist eine glutensensitive Enteropathie, die bei
Aufnahme glutenhaltiger Lebensmittel zu einer chronischen Inflammation des Dunn-
darms fuhrt. Als mdgliches pathogenetisches Korrelat fur die berichteten Polymorphis-
men im Myosin IXb-Gen wurde die Hypothese der Veranderung der intestinalen Per-
meabilitat vorgeschlagen, da Myosin IXb offenbar in der Remodellierung des Zytoskeletts
der Enterozyten mitwirkt [8]. Wie weiter oben bereits erwahnt, ist eine Assoziation der
CED mit einem Locus (IBD 6) auf dem Chromosom 19p13 (Tabelle 5) durch Kopplungs-
analysen bekannt gewesen [34, 35]. Daher lag es nahe zu Uberprufen, ob Veranderun-
gen im MYO9B mit CED assoziiert sind. Mehrere MYO9B-Varianten wurden von Boderg-
raven et al. in niederlandischen, britischen und kanadisch-italienischen Populationen
untersucht. Tatsachlich wurde hierbei eine signifikante Assoziation der MYQO9B-Varianten
mit der CED gefunden [79]. Interessanterweise war dabei die Assoziation mit der CU
noch starker als beim MC. Es folgten jedoch sowohl Bestatigungen dieses Ergebnisses

[80], als auch Untersuchungen, die keine Assoziation darstellen konnten [81].

Der Vergleich des relativen Risikos an einer CED zu erkranken, wenn Geschwister er-
krankt sind, mit dem kumulativen Risiko, das durch die bereits beschriebenen Genloci
(siehe Tabelle 5) erklart werden kann, zeigt, dass lediglich 30% der erkrankten Ge-
schwisterpaare durch die zur Zeit bekannten genetischen Variationen erklart werden
kénnen [73]. Daher mussen weitere Gene existieren, die an der Pathogenese der CED
beteiligt sind. Darlber hinaus mussen beschriebene Gene in verschiedenen unabhangi-

gen Kohorten in unabhangigen Gruppen kontrolliert werden, um tatsachlich die erwahn-
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ten vielversprechenden ersten Berichte Uber Assoziationen der CED wie z.B. mit
ATG16L1 oder MYO9B zu bestatigen oder zu widerlegen.

Durch molekularbiologischen Untersuchungen werden die erlduterten Genvarianten zu-
nehmend in einen funktionellen Zusammenhang gebracht. Die Ubersichtsarbeit von Ro-
senstiel et. liefert dabei die folgende lllustration, die die weiter oben einzeln erlauterten,

mit der CED assoziierten Varianten in einem pathomechanistischen Zusammenhang
darstellt [82].

CROHM DISEASE Innate immune recognition
[\
B-defensins ) o
DMBTL =g i Detoxification 7
5 T . ® | OCTN1/2 4 )
antimicrobial pu&,:ﬂi.:i.-.-:c"‘qIL '.F:' e Cell-cell contact
f MERE NODZ ~ pe DLGS —
activa tion ST st
0/ ~ EPa—’ 0
JO "%  [Differentiation/Regeneration
() ' ATG16L1 _ XBP1
Qo 0o%9, IRGM STAT3/CCNY ORMDL3
L = B = L
s ‘; - Aulnphm:nm- o—L
\ J \_ Degradation of bacteria j \ ¥,
TNF-cr l I
IFN—y
* IL-128/23 MELL1 PGE2

| |L-13R}'J.A \ PTGEE., Unspecific immune

activation
Activation of THL [TH1T Lymphacytes

TNF Treg 4
— e .
TNF-SF15 Apoptosis-induction

Immuna
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Abbildung 2: aus, "Towards a molecular risk map — recent advances on the etiology of
inflammatory bowel disease” Rosenstiel et al. 2009 [82].
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1.1.7 Fragestellung

Ziel der Arbeit war es, in einem gro3en europaischen Kollektiv von CED-Patienten die
Frequenz der ¢.898G>A ATG16L1-Variante (rs2241880) zu ermitteln und mit der Fre-
quenz in einem reprasentativen gesunden Kontrollkollektiv zu vergleichen. Der Nachweis
der Variation erfolgte durch Schmelzkurvenanalysen der Amplifikate mittels FRET-
Sonden (FRET: fluorescence resonance energy transfer) am LightCycler. Durch eine an-
schlielende statistische Analyse sollte eine Aussage Uber die Assoziation der ATG16L1-
Variante mit der CED getroffen werden. Falls die in den genomweiten Studien beschrie-
bene Assoziation des rs2241880 im ATG16L1 in dieser Arbeit sich bestatigen liel3e, soll-
ten in denselben Populationen potentielle Gen-Gen-Interaktionen mit CARD15 unter-
sucht werden. Diese Arbeit stellt damit den ersten Bestatigungsversuch der durch
Hampe et al. und Rioux et al. in genomweiten Ansatzen beschriebenen ATG16L1 Asso-
ziation mit der CED in einem unabhangigen und gezielten Kandidatengenanalyseverfah-

ren an drei grof3en europaischen Kohorten dar.

Aullerdem sollte in dieser Arbeit Uberpruft werden, ob MYQ9B-Varianten mit der CED
assoziiert sind. Die bisher publizierten teilweise widersprichlichen Ergebnisse sollen da-
bei in drei groRen und von den bisher untersuchten Populationen unabhangigen Kohor-
ten aus Deutschland, Ungarn und den Niederlanden uUberpruft werden. Daruber hinaus
sollte untersucht werden, ob tatsachlich Varianten im Myosin IXb-Gen die intestinale
Permeabilitat klinisch messbar beeinflussen, was als mdgliches pathogenetisches Erkla-
rungsmodell vorgeschlagen wurde. Es wurden daher 4 ausgewahlte MYO9B-Varianten
(rs1545620 im Exon 20 [p.Ser1011Ala]; rs1457092 im Intron 20; rs2305764 im Intron 28;
rs2279002 im Intron 32) im Rahmen dieser Arbeit untersucht, von denen in anderen Po-

pulationen eine Assoziation mit der CED berichtet wurde.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Patienten und Kontrollen
2.1.1 Rekrutierung

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Studie wurden von der Ethikkommission der
Universitatsmedizin Charité Berlin gepruft und genehmigt (EK-Vorgangangsnr. 1834/Si.
258).

In diese Studie wurden Patienten eingeschlossen, bei denen ein MC oder eine CU durch
klinische, endoskopische, radiologische und histologische Befunde diagnostiziert wurde.

Die Diagnosekriterien waren dabei nach der Montreal-Klassifikation standardisiert [11].

Die Patienten wurden an drei verschiedenen europaischen Zentren rekrutiert: An der
Charité, Universitatsmedizin Berlin, Deutschland, an der Medizinischen Fakultat der Uni-
versitat von Szeged, Ungarn, und am Medizinischen Zentrum der Radboud Universitat in
Nijmegen, Niederlande. Insgesamt wurden 910 Patienten, die an einer chronisch-
entzundlichen Darmerkrankung litten, rekrutiert. Zusatzlich wurden 707 gesunde Er-
wachsene untersucht. Jede DNA-Probe wurde auf das Vorhandensein der betreffenden
Variation im ATG16L1 (rs2241880) und auf vier Veranderungen im Myosin 1Xb-Gen
(rs1545620, rs1457092, rs2305764, rs2279002) untersucht. Bei 614 Patienten wurde ein
MC diagnostiziert, wahrend 296 Patienten an einer CU litten. Es handelte sich bei allen
Patienten und Kontrollen um Kaukasier. Im Einzelnen wurden 489 Patienten in der Chari-
té (Campus Mitte und Campus Virchow) untersucht, von denen 310 an einem MC und
179 an einer CU erkrankt waren. An dem zweiten Standord der Studie in Szeged, Un-
garn, wurden insgesamt 264 (147 MC und 117 CU) Patienten fiur die Studie gewonnen.
Weitere 157 Patienten mit MC wurden am Medizinischen Zentrum der Radboud Universi-

tat in Nijmegen, Niederlande, rekrutiert.

Zusatzlich wurden als Vergleichskollektiv 707 gesunde Erwachsene (285 aus Deutsch-

land, 207 aus Ungarn und 215 aus den Niederlanden) untersucht.
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2.1.2 Klinische Daten der CED-Patienten

Die klinischen Daten wurden retrospektiv aus den klinischen Akten erhoben. Aus
Deutschland und Ungarn wurden folgende Daten der MC Patienten erhoben: Alter, Alter
bei Diagnose, Geschlecht, familiare oder spontane Krankheit (als familiare Krankheit
wurden solche Falle eingestuft, bei denen mindestens ein Verwandter ersten oder zwei-
ten Grades die Diagnose einer CED hatte), Rauchgewohnheiten (Raucher, Raucher-
anamnese oder nie geraucht), Lokalisation der Entzindung (nach der Montreal-
Klassifikation), Befallsmuster, extraintestinale Manifestationen (periphere Arthralgien,
Augen- und Hautbeteiligung, primar sklerosierende Cholangitis), chirurgische Interven-
tionen unterschieden in Indikationen (Stenosen, Fistelungen) und Art (z.B. lleozdkalre-

sektion, Dunn- oder Dickdarmresektion, mehrfache chirurgische Interventionen).

Geringfugig davon abweichend wurden folgende Daten von den Patienten aus Nijmegen
dokumentiert: Alter, Alter bei Diagnose, Geschlecht, familiare oder spontane Krankheit,

Lokalisation der Entzindung, perianale Beteiligung und chirurgische Interventionen.

Fur die CU wurden Alter bei Diagnose, Geschlecht, familidare oder spontane Krankheit,
Rauchgewohnheiten, Lokalisation der Krankheit (Proktitis, linksseitige Colitis), extraintes-
tinale Manifestationen, Art und Datum der chirurgischen Interventionen und das Auftreten

von colorektalen Karzinomen dokumentiert.
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2.2 Materialien

2.2.1 Verbrauchsmaterialien

DNA-Extraktionskit

QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden

Konische Polystyrolréhrchen

Falcon 15ml u. 50ml, Bexton Dickinson Labware

Reaktionsgefalle

Safe-Lock Microcentrifuge Tubes 1,5ml, Eppendorf Ham:
burg

Qiagen Collection Tubes 15ml, Qiagen, Hilden
Tubes 4ml 75x11,5mm, Sarstedt, Numbrecht

Pipettenspitzen

Combitips plus 2,5ml u. 10ml, Eppendorf, Hamburg
Eurotips 100pl u. 1000ul; Eppendorf, Hamburg
Tips 10pl, 100ul, 1000ul, Sarstedt, NUmbrecht

Mikrotiterplatten

96-well Format, Greiner

PCR-Reaktionsgefalie

PCR Tubes 0,2ml Strips a 8 Tubes u.Caps, Biozym Diag
nostik

Parafilm

American National Can, Menaska, WI

Mikrotiterplatte

Nunc, Danemark

LightCycler-Kapillaren

Roche Diagnostics, Mannheim

2.2.2 Chemikalien und Reagenzien

Ethanol, absolut (100%)

Merck, Darmstadt

Steriles Wasser

Aqua ad iniectabilia, Braun, Melsungen

2.2.3 Enzyme und zugehorige Puffer

Taqg-Polymerase

5U/ul, AmpliTaq Go -Id, Perkin Elmer

PCR-Puffer

10x PCR buffer (+15mM MgCl,), Perkin Elmer

dNTPs

dNTPs, je 2,5mM, Perkin Elmer

2.2.4 Primer und Sonden

PCR-Primer

10uM, TIB MOLBIOL, Berlin

FRET-Sonden

S5uM, TIB MOLBIOL, Berlin
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2.25 Geréate

Zentrifuge Varifuge RF, Heraeus,Hanau
Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg
PCR-Maschinen T3 Thermocycler, Biometra, Goéttingen
Vortexer Minishaker MS1, IKA-Works Inc., Wilming
ton, NC ,28405, U.S.A
LightCycler LightCycler Il, Roche Diagnostics, Mannheim
Light Cycler 480, Roche Diagnostics, Mannheim
Pipetten Eppendorf Multipette plus, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten 0,5-10pl; 10-100ul; 1004
1000ul, Eppendorf, Hamburg

3,5ml Transferpipette, Sarstedt, NUmbrecht
Multichannel Finnpipette 5-50ul,
Finnpipette 40-200ul; Thermo Labsystems

Kapillarzentrifuge LC Carousel Centrifuge, Roche Diagnostics, Mannheim
LightCycler Software Version 3.5, Roche Diagnostics, Mannheim
2.3 Methoden

2.3.1 DNA Extraktion

Genomische DNA wurde aus Leukozyten extrahiert. Zur DNA-Extraktion, der an unserem
Zentrum gesammelten Patienten- und Kontrollproben wurde das "QlAamp DNA Mini Kit"
nach Anweisungen des Herstellers (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Dabei
werden 200 ul Blut mit 20 ul Protease und Puffer AL in einem 2 ml Microcentrifuge Tube
gut gemischt und fur 10 min bei 56°C inkubiert. Anschlielend wurden 200 ul Ethanol
(100%) zugefugt. Die mit Ethanol gemischte Probe wurde auf eine Saule Ubertragen und
eine Minute bei 8000 rpm (~ 6000 x g) zentrifugiert, sodass die Flussigkeit von der DNA
getrennt wurde. Nach diesem Schritt ist die DNA an der Saule gebunden. Die Saulen
wurden mit Puffern gemaR den Herstellerangaben beladen und bei 8000 rpm eine Minute

lang bzw. im letzten Schritt bei 14000 rpm (~20000 x g) drei Minuten lang zentrifugiert,
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um die gebundene DNA zu waschen. Da DNA wasserloslich ist, kann die gereinigte DNA
im letzten Schritt aus der Saule unter Zugabe von Wasser herausgeldst werden. Dazu
wurde die Saule mit 200 pl destiliertem Wasser beladen und das Roéhrchen erneut bei
8000 rpm flur eine Minute zentrifugiert. Die eluierte DNA wurde bei -20°C bis zur weiteren

Nutzung gelagert.

2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR stellt eine sehr elegante und einfache Methode dar, um DNA in vitro zu verviel-
faltigen. Zur Vervielfaltigung kleiner Abschnitte des Genoms werden zwei Primer ausge-
wahlt, ein Vorwartsprimer (fw) und einen Ruckwartsprimer (rv) fur den komplementaren
DNA-Strang, die den zu replizierenden DNA-Abschnitt flankieren. Bei einer Anzahl von
etwa 20 Basenpaaren des Primers kann von einer spezifischen Bindung des Primers an
den gewlnschten DNA-Abschnitt im Genom ausgegangen werden. Da die DNA bei
Raumtemperatur in einer Doppelhelixform vorliegt, wird in einem Temperaturzykler das
Reaktionsgemisch bis auf annahernd 95°C erhitzt, sodass die DNA aufschmilzt und die
Primer an die DNA-Strange beim Abfallen der Temperatur binden kénnen. Eine spezielle
DNA-Polymerase, die auch bei hohen Temperaturen nicht denaturiert und damit funkti-
onsfahig bleibt, baut frei im Reaktionsgemisch vorhandene Nukleotide (Adenin, Cytosin,
Guanin und Thymin) entlang der Ablesematrix als neuen Strang an. Dieser Zyklus wird
so oft wiederholt bis der Ziel-DNA-Abschnitt in gentigender Menge repliziert vorliegt und

somit weiter untersucht werden kann.

In dieser Arbeit wurde folgendes PCR-Protokoll verwendet:

1,0 pl DNA-L6sung (20 ng/pl)

0,25 pl pro Primer(fw und rv) (10 uM)

0,15 ul Tag-Polymerase (5U/ul)

1,0 pl 10 mM Desoxy-Nukleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), ,dNTP*

2,5 ul 10-fach konzentrierte PCR-Pufferlosung

28



- 17,0 pl H20

2.3.3 Genotypisierung des rs2241880 im ATG16L1

Die Primersequenzen fur rs2241880 im ATG16L1-Locus waren:
5-ATTTgTCTTTATQTTATTTCTTAggAgACg- 3’ (forward)

und

5'-TgCAggCCTAgAAAggACC- 3' (reverse).

Die PCR wurde in Eppendorf Tubes mit 0,5 - 1U AmpliTaq Gold (Applied Biosystems),
400 pM dNTPs, 1.5 mM MgCI? 0.5 uM forward Primer, 0.1 uM reverse Primer und 2yl
genomischer DNA in einem Gesamtvolumen von 25 ul pro Reaktion durchgefuhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde in einem Thermocycler initial bei 95°C 12 min lang erhitzt und
dann 40 Zyklen bei 95°C jeweils 20 s lang denaturiert. Die Annealingreaktion lief 40 s bei
56°C, die Elongation bei 72°C 90 s lang und der abschliel3ende Extensionsschritt 2 min
lang bei 72°C.

2.3.4 Genotypisierung der MYO9B-Varianten

Das PCR-Protokoll zur Genotypisierung fur die MYQO9B-Varianten ist analog zu dem obi-
gen fur die Genotypisierung des ATG16L1-Locus geschilderten Protokoll (2.7.3) mit dem
einzigen Unterschied, dass die Annealingreaktion hier bei 60°C fur 40 sek. durchgeflhrt
wurde. Vor Durchfihrung der PCR wurden verschiedene Primervarianten auf ihre Taug-
lichkeit Gberpriift. Der Ubersicht halber werden hier lediglich die endgiltig verwendeten
Primer in der folgenden Tabelle dargelegt. Dabei gibt die obere Sequenz die Basenpaa-
rabfolge von 5" nach 3" Richtung des Vorwartsprimers und die untere den Ruckwartspri-

mer wider:
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Exon 20 (rs1545620)

5-GCTGCCGTGTACCACCA-3’

5’ CTTAGTGCCACAGGCCAGA-3’

Intron 20 (rs1457092)

5-GGCATCCACCAGGCACA-3’

5 -GGCAGGGGAGAGGTGAACA-3’

Intron 28 (rs2305764)

5-GCCAACCTCCTCCTTGTTC-3"

5-AGGGGTGACTTATTCAAGACTACTGC-3’

Intron 32 (rs2279002)

5-GGGGTGCTGAAGCAGTG-3’

5-CCACCAACACGACCTGAGAT-3’

Tabelle 6: Primer fur die Myosin IXb-Varianten

2.3.5 Stratifikation mit CARD15-Varianten

Die Genotypisierung der drei haufigsten CARD15-Varianten (p.Arg702Trp, p.Gly908Arg
und ¢.3020insC) wurde vor der Entstehung dieser Studien im Rahmen einer anderen
Studie durchgeflhrt. Die statistische Analyse der diesbezuglichen Datenbank ermaoglich-

te die Beurteilung moglicher Gen-Gen-Interaktionen mit den in dieser Studie untersuch-

ten Genen (ATG16L1 und MYQ9B).

2.3.6 Schmelzkurvenanalyse anhand von FRET-Proben

Fluoreszenz-Resonananzenergie-Transfer (FRET) beschreibt das physikalische Pha-
nomen, bei dem ein energetisch angeregter Fluoreszenzfarbstoff (Donor-Fluorophor)
einem benachbarten Fluoreszenzfarbstoff (Akzeptor-Fluorophor) Energie Ubertragen
kann. Daflr mussen Donor- und Akzeptor-Fluorophor in enger raumlicher Nahe sein.
Als Ausgangspunkt fur die Schmelzkurvenanalyse dient der durch PCR amplifizierte

DNA-Abschnitt. Das Amplifikationsprodukt wird mit zwei fluoreszenzmarkierten FRET-
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Sonden hybridisiert, wobei die Sequenz dieser Sensorsonden komplementar zur ge-
suchten Variante ist (bzw. zum Wildtypen, dann vice versa). Wenn die gesuchte Varian-
te vorhanden ist, ist die Bindungskraft des entstehenden doppelstrangigen DNA-
Fragments starker, als beim Wildtyp, da im letzteren Fall eine Basenfehlpaarung (mis-
match) zwischen FRET-Sonde und Zielsequenz die vollstandige Bindung verhindert.
Dies macht man sich bei der Schmelzkurvenanalyse zunutze, da jede Verbindung eine
eigene sequenzpezifische Schmelzkurve aufweist und im geschilderten Fall die
Schmelztemperatur der gesuchten Variante hoher liegt als die des Wildtyps. Das zu
untersuchende DNA-Amplifikat wird mit einem Sondenmix bestehend aus Sensorsonde
(Donor) und Ankersonde (Akzeptor) gemischt. Zunachst wird das Gemisch bei 95°C
denaturiert. Danach wird die Temperatur auf etwa 40°C gesenkt, sodass die Sonden an
die komplementaren DNA-Einzelstrange binden kénnen (annealing). Nach der Annea-
lingreaktion befinden sich gebundene Donor- und Akzeptorsonde raumlich so nahe zu-
einander, dass Energie vom Donor auf das Akzeptor-Fluorophor Ubertragen werden
kann. Die dabei von der Ankersonde kommende Fluoreszenzstrahlung mit flr die An-
kersonde spezifischen Wellenlange wird standig gemessen. Nach dieser Reaktion wird
die Temperatur des Gemisches sukzessiv in 0,2°C Schritten bis auf 85°C erhoht. Bei
Erreichen der Schmelztemperatur des Hybrids dissoziiert die Ankersonde von der Ziel-
sequenz und es ist ein Abfall des Fluoreszenzsignals messbar. Zur besseren Veran-
schaulichung ist es gelaufig die erste negative Ableitung der Funktion des Fluoreszenz-
signals abhangig von der Zeit darzustellen. Dieser Zusammenhang ist in der Abbildung

3 schematisch dargestellt.

Wildwyp Polymorphismus

I I Y Y I I |

Fluoreszenzsignaabfall

50 35 60 L] 70 75

Temparatur i°Ch
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Fluoreszenzsignalabfalls in Abhangigkeit
von der Temperatur in °C. Fluroszenzsignalabfall wird in diesem Graphen als die nega-
tive erste Ableitung des Fluoreszenzsignals in Abhangigkeit von der Temperatur aus-
gedruckt

Die Schmelzkurvenanalysen wurden an einem LightCycler-Gerat (LightCycler 480,Roche
Diagnostics) durchgefuhrt. Die Patientenproben wurden nach Durchfuhrung einer PCR
auf das Vorhandensein der gesuchten Varianten im ATG16L1 und MYO9B untersucht.
Die Sequenz der komplementaren und Fluoreszein markierten (mit einer Wellenlange
von 610 oder 640 fluoreszierend) Ankersonde fur rs2241880 des ATG16L1 war:

5'-gTAgCTggTACCCTCACTTCTTTACCAgA-FL.
Die Sequenz der LightCycler-Rot610-markierten Probe war:

5'-LC610-CCAggATgAg[CIATCCACATTgT-Phosphat.

Der Ubersicht wegen sind die Sondensequenzen fiir die MYO9B-Varianten in der folgen-
den Tabelle 7 wiedergegeben, dabei ist die obere Sequenz die Sensorsonde und die un-

tere jeweils die Ankersonde.

In der Ankersonde des Intron 28 sind drei LNA-Basen eingebaut um die Schmelztempe-
ratur zu erhohen, da sonst die Schmelztemperatur der kurzen Ankersonde zu niedrig
gewesen ware, um eine gute Diskriminierung der Kurven zu erlauben. LNA (locked nuc-
leic acid) ist ein RNA Derivat, welches eine modifizierte Ribose enthalt. Dabei ist zwi-
schen dem 2’-Sauerstoffatom und dem 4°-Kohlenstoffatom des Ribosemolekils ein Me-
thylenrest eingebaut, welcher die Ribose in der N-Typ-Konformation halt (,locked®). Es
konnen einzelne LNA-Basen direkt in DNA-Molekile eingebunden werden. Diese verhal-
ten sich wie dNTP’s, bilden jedoch starkere Verbindungen aus, als reine DNA-Duplexe.
Dadurch kann die Schmelztemperatur von Sonden mit LNA-Basen erhéht werden und
erlauben somit eine bessere Diskriminierung von Basenfehlpaarungen. Die Erhdhung der
Schmelztemperatur durch DNA-LNA-Verbindungen betragt 1 - 3°C pro LNA-Molekul [83].
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Exon 20 (rs1545620) CCCCTCCATGCGGCCTG-FL

640-TGCCGGTAGAGCTTCCGCTGCCAGTA-Phosphat

Intron 20 (rs1457092) AGAAGCCCCCAGGAGGATATCAGC-FL

610-GCTCCCGTCCCAGCACCCACAG-Phosphat

Intron 28 (rs2305764) CCGTATATGCCGGGGGAA-FL

610-AACACACTCACACGTG-Phosphat

Intron 32 (rs2279002) TCGCTGTGACCAGCCCAG-FL

640-AGGCAGGACCACCCAGTTCACAAAC-Phosphat

Tabelle 7: Sondensequenzen fur die MYO9B-Varianten. Oben ist jeweils die Sensorson-
de wiedergegeben, die in allen Fallen komplementar zum Wildtyp ist. Die mutierte Stelle
ist jeweils hervorgehoben. Unterstrichen sind eingebaute LNA-Basen.

Die Schmelzkurvenanalysen wurden an kapillarbasierten und plattenbasierten LightCyc-
lern durchgefihrt. In jedem Lauf des LightCyclers wurden sowohl Proben von CED-
Patienten als auch Kontrolifalle untersucht. Alle Primer und FRET-Sonden wurden ge-
mal der publizierten Nukleotidsequenzen (GenBank #NT_005120.15) synthetisiert (TIB
MOLBIOL Syntheselabor, Berlin).

Pro Ansatz wurden 4 yl PCR-Produkt in Glaskapillaren (Roche, Mannheim) mit 1,5 pl
Sondengemisch versetzt. Das Sondengemisch beinhaltete pro Ansatz 17,5 pl steriles
Wasser, 0,2 yl Sensorsonde und 0,2 ul Ankersonde. Die Kapillaren wurden mit einem
Kunststoffdeckel verschlossen und 20 Sekunden bei 2000 rpm zentrifugiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Schmelzkurvenanalyse im LightCycler unter folgenden Bedingungen:
Initiale Denaturierung bei 95°C fiir 60 s, Abkuhlen auf 45°C fiir 10 s (Anderung 20°C/s),
Schmelzkurvenanalyse mit langsamer Temperaturerhdhung auf 72°C (Anderung
0,05°C/s) und erneutes Abkiihlen auf 40°C fiir 2 s (Anderung 20°C/s). Die Aufzeichnung
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und Auswertung der Schmelzkurven erfolgte computergesteuert (Roche Molecular Bio-
chemicals). Analog wurde beim plattenbasierten LightCycler vorgegangen. Hierbei wur-
den 384-well plates (16 x 24) verwendet und dabei ein Reaktionsgemisch von 5 ul / well
verwendet. Der plattenbasierte LightCycler 480 erlaubt die Messung zweier Wellenlan-
gen (610 und 640), sodass in jedem Reaktionswell je zwei Ansatze ausplattiert wurden,
welche dann in zwei Messschritten analysiert werden konnten. Daher wurden die Varian-
ten in Intron 20 (610) und Intron 28 (640) sowie die Varianten in Exon 20 (640) und Intron

32 (610) gemeinsam untersucht.

2.3.7 Bestimmung der intestinalen Permeabilitat

Die gastrointestinale Permeabilitdt beschreibt die Durchlassigkeit der Darmmucosa fur
verschiedene Substanzen. Sie kann auf der einen Seite bei entzindlichen Erkrankungen
erhoht sein und auf der anderen Seite durch eine bereits bestehende erhéhte Durchlas-
sigkeit eine erhohte Exposition der Darmmucosa fur luminale Antigene bedeuten, die u.a.

zu entzundlichen Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts (GIT) disponiert.

Es gibt verschiedene Methoden die Permeabilitat im GIT zu messen. In der gastroentero-
logischen Klinik der Charité wird seit etwa 10 Jahren die gastroduodenale und intestinale
Permeabilitat routinemalig durch den sogenannten Drei-Zucker-Test bestimmt. Das
Prinzip dieses Tests beruht auf der oralen Verabreichung von inerten Zuckern, die im
Korper nicht verstoffwechselt werden (oder nur in einem spezifischen Bereich des GIT
wie z.B. Saccharose im Dinndarm durch die Saccharase-lsomaltase) und Uber den Harn
zugig wieder ausgeschieden werden. Anschliel3end erfolgt die Messung der Zuckerkon-
zentrationen im ausgeschiedenen und gesammelten Harn. Der Zuckerwert im Harn ist
dadurch ein Mal} dafur wie viel der oral aufgenommenen Dosis tatsachlich gastroduode-
nal oder intestinal (abhangig von dem verwendeten Zucker) durch die Mucosa transpor-

tiert wurde.

Durch Aktenanalyse konnte festgestellt werden, dass bei 105 MC-Patienten aus
Deutschland, die im Rahmen dieser Studie genotypisiert wurden, die gastroduodenale
und intestinale Permeabilitat mit dem Drei-Zucker-Test (Lactulose, Mannitol und Saccha-

rose) gemessen wurde. Dabei wurde Saccharose als Marker fur die gastroduodenale
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Permeabilitat und das Lactulose / Mannitol — Verhaltnis fur die intestinale Permeabilitat

(Permeabilitats-Index, Pl) verwendet.

Als Kontrollen wurden die Testergebnisse von insgesamt 96 gesunden Freiwilligen (56
weiblich, 40 mannlich) in die Untersuchung eingeschlossen. Das Durchschnittsalter die-
ser Kontrollgruppe betrug 35112 Jahre. Als normale Permeabilitat wurde der Durch-
schnittswert +2 Standardabweichungen angenommen. Wahrend der Permeabilitatsmes-
sung waren alle MC Patienten in Remission, gemals dem CDAI (Crohn’s Diesease

Activity Index).

2.3.8 Statistische Analyse

Die Allelhaufigkeiten flr einzelne Loci zwischen den Patienten (CED, MC und CU) und
den Kontrollen wurden anhand von 2 x 2 Kontingenztafeln verglichen. Fur die gepoolte
Analyse aller drei Kohorten wurde der zweiseitige Cochran-Mantel-Haenszel Test in dem
Programm R durchgefuhrt (The R Project for Statistical Computing; http://www.r-
project.org/). Die Allelhaufigkeiten in den einzelnen Kohorten wurden mit dem Exakten
Test nach Fisher (zweiseitig) bestimmt. Die Odds ratios und die Konfidenzintervalle wur-

den anhand von 2 x 2 Kontingenztafeln fur die Allelhaufigkeiten geschatzt.

Um die statistische Interaktion zwischen CARD15-Varianten zu bestimmen, definierten
wir einen CARD15-Risikogenotyp (+/-), bei welcher mindestens eine der drei haufigsten
CARD15-Varianten (p.Arg702Trp, p.Gly908Arg und ¢.3020insC) vorlag. Fur die gepoolte
Analyse der Allelhaufigkeiten der einzelnen Loci und der CARD15-Risikogenotypen aller
drei Kohorten wurde wiederum der zweiseitige Cochran-Mantel-Haenszel Test angewen-
det. Die Allelhaufigkeiten der einzelnen Kohorten wurden mit dem zweiseitigen Exakten

Fisher Test miteinander verglichen.

FUr Genotyp-Phanotyp-Assoziationen der untersuchten Varianten und den verschiede-
nen klinischen Befunden wie z.B. Erkrankung mit Fisteln (siehe oben ,Klinische Daten
der CED-Patienten®) wurde ebenfalls der Exakte Test nach Fisher herangezogen. Fur die
Analyse des Alters, des Diagnosealters und des absoluten Wertes der gastroduodenalen

und intestinalen Permeabilitatstests wurde der Wilcoxon-U-Mann-Whitney-Test verwen-
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det. P-Werte unter 0,05 wurden als signifikant gewertet. Die Datenanalyse erfolgte mit
der Software GAUSS Mathematical and Statistical System, Version 8.0.0 (Aptech Sys-
tems, Inc, Black Diamond, USA) und SPSS/PC+V13.01 Software (SPSS, Chicago, USA).

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Studienpopulationen
3.1.1 Demographische und klinische Daten der Studienpopulationen

In dieser Studie wurden insgesamt 910 CED-Patienten aus drei verschiedenen Popula-
tionen untersucht: Berlin, Deutschland; Szeged, Ungarn und Nijmegen, Niederlande. In

der niederlandischen Kohorte wurden nur MC Patienten rekrutiert.

Es wurde in allen drei Populationen neben Geschlecht, Diagnosealter, Krankheitsdauer,
Rauchgewohnheiten und Familienanamnese auch die Krankheitslokalisation erfasst.
Darlber hinaus wurde bei Patienten, die an einem Morbus Crohn erkrankt sind, das Vor-
handensein eines Risikoallels im CARD15 untersucht. Das insbesondere beim MC kili-
nisch wichtige Krankheitsverhalten, wie stenosierende oder infiltrierende Entzindungs-
reaktionen wurde ebenfalls erfasst. Auch extraintestinale Manifestationen sowie
krankheitsbedingte chirurgische Eingriffe fir MC- und CU-Patienten wurden dokumen-
tiert. Da die CU als pradisponierender Faktor fur das Colon-Karzinom gilt, wurde bei er-
krankten Patienten das Auftreten eines Colon-Karzinoms in die Dokumentation aufge-

nommen.

Die folgenden Tabellen 8, 9 (MC) und 9 (CU) fassen die Ergebnisse, die zur Charakteri-

sierung der unterschiedlichen Populationen dienen, zusammen.

36



Deutschland | Ungarn Niederlande
Anzahl insgesamt MC-Patienten 310 147 157
Geschlecht (mannlich / weiblich) 120/190 64/83 57/100
Diagnosealter (Median, SA) in Jahren | 27 +/- 11,0 25 +/-11,8 23 +/-9,5
Krankheitsdauer in Jahren (Median, SA)| 10,3 +/- 7,6 10+/-7,5 20+/-8,9
Familiare CED, n, (%) 29 (13%) 10 (6,8%) 9 (15,8%)
Rauchgewohnheit, n, (%) 116 (42,8%) |62 (42,1%) n.b.

Lokalisation (Wien)

L1: lleum 66 (21,3%) | 22 (15,0%) | 40 (26,5%)
L2: Colon 63 (20.3%) | 61 (41,56%) |31 (20.5%)
L3 lleocolon 170 (54,8%) |56 (38,1%) | 78 (51,7%)

L4: Oberer GIT

11 (3,5%)

8 (5,4%)

2 (1,3%)

Perianaler Befall

84 (29,7%)

41 (27,9%)

26 (40,6%)

Entziindungsverhalten (Wien)

B1: Nicht stenosierend oder infiltrierend

89 (28,7%)

48 (34,0%)

20,8%)

B2: Stenosierend

82 (26,5%)

39 (27,7%)

32 (
35 (22,7%)
87 (
97 (

B3: Infiltrierend 139 (44,8%) | 54 (38,3%) 56,5%)
Chirurgische Interventionen, n, (%) 124 (48,8%) | 63 (45,3%) 64,2%)
Extraintestinale Manifestationen, n, (%) | 141 (49,1%) | 35 (24,5%) n.b.
Tabelle 8: Demographische und klinische Daten der MC-Patienten
Deutschland | Ungarn Niederlande
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Positiv

127 (41,0%)

49 (33,3%)

61 (38,9%)

Negativ

183 (59,0%)

98 (66,7%)

96 (61,1%)

Tabelle 9: CARD15-Status fur MC-Patienten

Deutschland Ungarn
Anzahl insgesamt CU-Patienten 179 117
Geschlecht (mannl./weibl.) 82/95 44 /73
Diagnosealter (Median, SA) in Jahren 32 +/- 14,2 31 +/-8,3
Krankheitsdauer in Jahren (Median, SA) | 7,5 +/- 10,0 13,5 +/- 8,3
Familiare CED, n, (%) 10 (5,6%) 4 (3,4%)

Rauchgewohnheit, n, (%)

20 (11,1%)

12 (10,3%)

Lokalisation (Wien)

Proktitis

15 (8,4%)

15 (12,8%)

Linksseitige Colitis

69 (38,5%)

67 (57,3%)

Pancolitis 95 (53,1%) 35 (29,9%)
Chirurgische Interventionen, n, (%) 6 (3,4%) 9 (7,7%)
Colon-Karzinom, n, (%) 3 (1,7%) 1(0,9%)

Extraintestinale Manifestationen, n, (%)

99 (55,3%)

30 (25,6%)

Tabelle 10: Demographische und klinische Daten CU-Patienten

Insgesamt betrachtet war die klinische Manifestationsform in den drei unterschiedlichen
Populationen mit Morbus Crohn bzw. den beiden Populationen mit Colitis ulcerosa in Be-

zug auf Alter, Geschlecht, familiare Haufung, Rauchgewohnheiten, Entziindungslokalisa-

tion, Komplikationen und die Inzidenz von chirurgischen Interventionen ahnlich.
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3.2 Allelfrequenzverteilungen der untersuchten genetischen Varianten

3.2.1 Verteilung der c.898A>G-Genotypen im ATG16L1 bei CED-Patienten

und Kontrollen

Mittels Schmelzkurvenanalyse wurde der Genotyp bezuglich der c.898A>G-Variante im
ATG16L1-Gen bei CED Patienten und gesunden Kontrollen bestimmt. Da die Sensor-
sonde fur die vollstandige Hybridisierung beim Genotyp ohne die c.898A>G-Variante
hergestellt wurde, fallt das Vorliegen einer genotypischen Variante jeweils durch eine
herabgesetzte Schmelztemperatur auf (unvollstandige Hybridisierung). Exemplarisch

sind die Schmelzkurven eines Probenausschnitts in Abbildung 4 dargestellt.

~(clidT) Fluarcscence (403-640)
2

s5 @ e o 52 63 6+ € & 6 63 e i ¢ 72 7
Temperature (°C)

Abbildung 4: Auf der x-Achse ist die Temperatur, auf der y-Achse der Fluoreszenzabfall

angegeben, analog zu Abbildung 3.
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Anschliefend wurden die c.898A>G-Allelhaufigkeiten der CED Patienten aus Deutsch-
land, Ungarn und den Niederlanden mit den ethnisch entsprechenden Kontrollgruppen
verglichen. AulRerdem wurde eine Analyse der Allelhaufigkeiten aller drei Kollektive zu-
sammen im Vergleich zum Gesamtkontrollkollektiv durchgeflihrt. Die Genotypen aller

drei Kontrollpopulationen befanden sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium.

Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 614 Patienten mit Morbus Crohn und 707
gesunde Probanden als Kontrolle auf das Vorhandensein des SNP rs2241880,
c.898A>G untersucht. Die ATG16L1 c.898G-Allelfrequenz betrug 57,4% bei MC-
Patienten und 51,1% bei Kontrollen. Im Cochran-Mantel-Haenszel-Test fand sich fur die-
se Differenz ein P-Wert von p = 0,0005. Damit bestand in den Daten des Gesamtkollek-

tivs eine hochsignifikante Assoziation von ¢.898G mit Morbus Crohn

Auch wenn die Kohorten separat untersucht wurden, blieb die signifikante Assoziation zu
MC in der deutschen und der niederlandischen Kohorte bestehen (p=0,02). Bei den 310
deutschen MC-Patienten fand sich ¢.898G in 55,6% der Allele gegenlber 48,9% in der
Kontrollgruppe. In der niederlandischen MC-Gruppe betrug die Allelfrequenz fur ¢.898G
63,1% gegenuber 54,4% in Kontrollen.

In der ungarischen Gruppe stellte sich bei den MC-Patienten eine ahnliche Allelfrequenz
wie in der deutschen MC-Gruppe mit 55,1% dar. Die Frequenz bei Kontrollen betrug
50,0%. Bei einer Gesamtanzahl von lediglich 147 ungarischen MC-Patienten und 207
gesunden ungarischen Kontrollen konnte ein Trend, jedoch keine Signifikanz festgestellt
werden (p = 0,19).

Ferner wurden im Rahmen dieser Studie insgesamt 296 Patienten mit Colitis ulcerosa
untersucht, wovon 179 Patienten aus Berlin und 117 aus Szeged, Ungarn, rekrutiert wur-
den. In diesen beiden Populationen hatte das ATG16L1-Allel ¢.898G einen ahnlichen
Anteil. Bei CU-Patienten aus Deutschland betrug die Frequenz fir ¢.898G 51,4% und bei
ungarischen Patienten 52,1%. Der Allelanteil der gesunden Kontrollpopulationen unter-
schied sich mit 48,9 % in Deutschland und 50,0 % in Ungarn nicht von den Patienten-
gruppen (Deutschland p = 0,50, Ungarn p = 0,44). Damit konnte keine Assoziation der

rs2241880 Varianten und der Colitis ulcerosa nachgewiesen werden.
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Die Genotypen und statistischen Ergebnisse gegenuber den Kontrollen sind im Einzel-

nen in der folgenden Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Allelfrequenzverteilung ATG16L1 c.898GA (rs2241880)

AA  AG GG AF(%) OR 95% K P-Wert

Gesamt- CED 174 461 275 5555 0,83 [0,722-0,954} 0,009

kollektiv MC 105 313 196 57,41 0,77 [0,660-0,898] 0,001
cu 69 148 79 51,69 0,97 [0,800-1,175] 0,753
Ktrl. 170 354 183 50,92

Deutsch- CED 106 237 146 54,09 0,81 [0,662-1,001] 0,051

land MC 63 149 98 55,656 0,76 [0,608-0,960] 0,021
CuU 43 18 48 51,40 091 [0,696-1,181] 0,468
Ktrl. 74 143 68 48,95

Ungarn CED 49 146 69 53,79 0,86 [0,664-1,111] 0,248
MC 23 86 38 55,10 0,82 [0,604-1,099] 0,181
CuU 26 60 31 52,14 0,92 [0,666-1,265] 0,602
Ktrl. 49 109 49 50,00

Nieder- MC 19 78 60 63,06 0,70 [0,520-0,942] 0,018
lande Ktrl. 47 102 66 54,42

Tabelle 11: Genotypenverteilung bei CED Patienten aus Deutschland, Ungarn und den
Niederlanden fur c.898A>G im ATG16L. Es sind absolute Zahlen fur die Wiedergabe der
Allelhaufigkeiten angegeben. In der vierten Spalte der prozentuale Anteil der Allelvarian-
ten (AF%) angegeben. Die Odds-Ratio (OR) und Konfidenzintervalle (KI) wurden anhand
der Allelfrequenzen in 2x2 Kontingenztafeln geschatzt. P-Werte fur CED, MC und CU
wurden im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen berechnet. Zur Bestimmung der P-

Werte wurde der Cochran-Mantel-Haenszel-Test herangezogen.

3.2.2 Stratifikation des ATG16L1-Genotyps aller Morbus Crohn Patienten auf
den CARD15 -Status

Um potenzielle Gen-Gen-Interaktionen zu berucksichtigen, wurden die Genotypen fur
c.898A>G (rs2241880) im ATG16L1 mit dem Vorhandenseins eines CARD15-
Risikoallels stratifiziert. Als Risikovarianz im CARD15 wurden dabei 3 bereits gut etablier-

te nicht synonyme Varianten herangezogen: p.Arg702Trp, p.Gly908Arg und ¢.3020insC.
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In der folgenden Tabelle 12 ist die Stratifikation einzeln dargestellt. Dabei steht

CARD15+ fur das Vorhandensein mindestens einer der oben erwahnten Veranderungen.

Morbus Crohn AA AG GG P-Wert

Alle Kohorten

CARD15 + 62 195 123 0,51

CARD1S5 - 43 118 73

Deutschland

CARD15 + 39 83 62 0,17
CARD15 - 24 66 36

Ungarn

CARD15 + 14 62 21 0,53
CARD15 - 9 24 17

Niederlande

CARD15 + 9 50 40 0,22
CARD15 - 10 28 20

Tabelle 12: Stratifikation der ATG16L1-Genotypen aller MC-Patienten fur CARD15-
Varianten. ,CARD15 +* steht dabei fur das Vorhandensein mindestens einer Variante.

,CARD15 -“ steht fur das wildtyp-Allel. Es sind absolute Zahlen angegeben.

Die in der Tabelle 16 aufgefuhrten Allelfrequenzen wurden in 2 x 2 Kontingenztafeln ver-
glichen. Dabei konnte weder in den Einzelpopulationen (Deutschland p = 0,17, Ungarn p
= 0,53, Niederlande p = 0,22) noch in der gepoolten Analyse aller drei Population (p =

51) ein signifikanter Zusammenhang gezeigt werden.

Es ist daher nicht von Gen-Gen-Interaktionen der ATG16L1-Variante mit einem der ge-

nannten Risikoallele im CARD15 auszugehen.
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3.2.3 Allelfrequenzverteilung der Myosin IXb-Varianten bei CED-Patienten

und Kontrollen

Analog zu 3.2.1 wurden auch die MYO9B-Genotypen mittels Schmelzkurvenanalyse un-
tersucht (rs1545620 in Exon 20 [p.S1011A], rs1457092 in Intron 20, rs2305764 in Intron
28 und rs2279002 in Intron 32). Die Verteilung der Allele auf CED-Erkrankte und gesun-

de Kontrollen ist im Einzelnen in den folgenden Tabellen wiedergegeben.

Dabei konnte die gepoolte Analyse unter Einschluss aller CED-Erkrankten aus den drei
europaischen Populationen im Vergleich zum gepoolten Kontrollkollektiv keine signifikan-
te Assoziation zwischen den untersuchten MYO9B-Varianten und einer chronisch-
entzundlichen Darmerkrankung nachweisen. Auch die Untersuchung der einzelnen Kol-
lektive erbrachte im Vergleich mit der ethnisch entsprechenden Kontrollgruppe fur keine

der untersuchten Varianten eine statistisch signifikante Assoziation mit einer CED.

Bei getrennter Betrachtung der beiden Krankheitsentitaten MC und CU, konnte ebenfalls
kein signifikanter Zusammenhang fir MYO9B-Varianten und die Erkrankungen in der

deutschen und ungarischen Population nachgewiesen werden.

Es konnte jedoch in der niederlandischen Population, in der nur MC-Patienten untersucht
wurden, fur die untersuchte Variante in Intron 28 eine signifikante Assoziation festgestellt
werden (p = 0,004, siehe Tabelle 15).

Die Genotypenverteilungen und Signifikanzergebnisse gegenuber den Kontrollen sind im

Einzelnen in der Tabelle 13 - 16 dargestellt.
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Tabelle 13: Intron 32 - rs2279002

CC CT TT MAF (%) OR 95% KI P-Wert

Gesamt- CED 380 296 85 30,6 0,95 [0,813-1,120] 0,56

kollektiv MC 251 208 58 31,3 0,92 [0,774-1,100] 0,37
CuU 129 88 27 29,1 1,026 [0,817-1,288] 0,83
Ktrl. 326 291 53 29,6

Deutsch- CED 184 142 37 29,8 0,92 [0,721-1,180} 0,52

land MC 110 94 21 30,2 0,90 [0,685-1,188] 0,46
CuU 74 48 16 29,0 0,96 [0,694-1,319] 0,79
Ktrl. 129 126 12 28,1

Ungarn CED 123 92 32 31,6 0,92 [0,693-1,233] 0,59
MC 68 52 21 33,3 1,17 [0,840-1,626] 0.35
CcuU 55 40 11 29,2 1,03 [0,715-1,488] 0,87
Ktrl. 95 82 17 29,9

Nieder- MC 73 62 16 31,1 1,01  [0,734-1,390] 0,95

lande Ktrl. 102 83 24 31,3

Tabelle 13: rs2279002 im Intron 32 des MYO9B; analog zu Tabelle 11.

Tabelle 14: Intron 20 - rs1457092

GG GT TT MAF (%) OR 95% KI P-Wert

Gesamt- CED 304 35 110 37,4 0,90 [0,774-1,047] 0,17

kollektiv. MC 208 241 75 37,3 0,90 [0,765-1,068] 0,24
CuU 96 115 35 37,6 0,89 [0,721-1,105] 0,30
Ktrl. 290 00 83 35,0

Deutsch- CED 145 170 47 36,5 0,89 [0,707-1,120] 0,32

land MC 88 108 28 36,6 0,88 [0,683-1,146] 0,35
CuU 57 62 19 36,2 0,90 [0,666-1,214] 0,49
Ktrl. 114 148 22 33,8

Ungarn CED 91 121 42 40,4 0,90 [0,690-1,185] 0,47
MC 52 68 26 41,1 1,14  [0,836-1,556] 0,42
CuU 39 53 16 39,4 1,06 [0,754-1,493] 0,71
Ktrl. 73 96 26 37,9

44




Nieder- MC 68 65 21 347 1,00 [0,765-1,421] 0,81

lande Ktrl. 103 72 35 33,8

Tabelle 14: rs1457092 im Intron 20 des MYQO9B ; analog zu Tabelle 11.

Tabelle 15: Intron 28 - rs2305764

CC CT TT MAF(%) OR 95% K P-Wert

Gesamt- CED 303 390 142 40,4 0,87 [0,752-1,007] 0,06

kollektiv mcC 207 266 100 40,7 0,86 [0,732-1,009] 0,06
Ccu 96 124 42 39,7 0,90 [0,729-1,099] 0,29
Ktrl. 282 317 101 37,1

Deutsch- CED 141 213 65 40,9 0,87 [0,700-1,083] 0,21

land MC 89 137 42 412 0,86 [0,676-1,094] 0,22
Ccu 52 76 23 404 0,89 [0,670-1,184] 0,42
Ktrl. 100 158 29 37,6

Ungarn CED 106 108 46 385 1,17 [0,896-1,531} 0,25
MC 62 60 27 383 1,18 [0,868-1,608] 0,29
CU 44 48 19 38,7 1,16 [0,827-1,621] 0,39
Ktrl. 64 96 34 42,3

Nieder- MC 56 69 31 420 064 [0,475-0,868] 0,0040

lande Ktrl. 118 63 38 31,7

Tabelle 15: rs2305764 im Intron 28 des MYO9B; analog zu Tabelle 11.

Tabelle 16: Exon 20 - rs1545620

AA AC CC MAF (%) OR 95% KI P-Wert

Gesamt- CED 266 371 136 416 1,00 [0,866-1,173] 0,92

kollektiv. mcC 179 253 91 416 1,00 [0,853-1,191] 0,92
CuU 87 118 45 416 1,00 [0,817-1,244] 0,94
Ktrl. 201 321 99 417

Deutsch- CED 117 184 68 434 0,83 [0,651-1,054] 0,13

land MC 69 119 39 434 121 [0,925-1,577] 0,17
CuU 48 65 29 433 1,20 [0,890-1,633] 0,24
Ktrl. 75 118 26 38.8

Ungarn CED 91 121 42 40,4 1,04 [0,794-1,363] 0,77
MC 52 68 26 41.1 0,99 [0,727-1,351] 0,95
CuU 39 53 16 39.3 0,92 [0,656-1,295] 0,70

Ktrl. 64 95 31 41.3
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Nieder- MC 58 66 26 39.3 0,78 [0,582-1,058] 0,13
lande Ktrl. 62 108 42 452

Tabelle 16: rs1545620 im Exon 20 des MYO9B; analog zu Tabelle 11.

Da im Rahmen dieser Arbeit in den groften Populationen keine signifikante Assoziation
zwischen den untersuchten MYO9B-Varianten mit der CED gezeigt werden konnte, wur-

de auf eine Stratifikation gegentiber CARD15 verzichtet.

3.3 Genotyp-Phanotyp Korrelationen

3.3.1 Effekt der ATG16L1 c.898A>G-Variante auf den klinischen Verlauf von
MC und CU

Es wurde anhand der detaillierten klinischen Parameter eine Genotyp-Phanotyp-
Korrelationsanalyse durchgefuhrt. Es wurde untersucht, ob das Vorhandensein des
€.898G-Allels im ATG16L1 in heterozygoter oder homozygoter Form einen Zusammen-

hang mit dem klinischen Verlauf der CED zeigt.

In der ungarischen MC-Gruppe stellte sich ein vermindertes Auftreten von stenosieren-
den Komplikationen heraus (p = 0,02). Dieses Ergebnis konnte jedoch weder in der deut-
schen noch in der niederlandischen Kohorte bestatigt werden. Im Ubrigen konnte keine
weitere signifikante Assoziation des rs2241880 mit dem klinischen Verlauf bei MC fest-

gestellt werden.

Ebenso wurden die CU-Patientengruppen darauf untersucht, ob ¢.898G einen Risikofak-
tor fur einen bestimmten klinischen Parameter bzw. Krankheitsverlauf darstellt. Es fand
sich jedoch kein Zusammenhang zwischen der ¢.898A>G-Variante und einem bestimm-

ten klinischen Charakteristikum in den untersuchten Kohorten.

3.3.2 Effekt der untersuchten MYO9B-Varianten auf den klinischen Verlauf
der CED

Obwohl fur alle vier untersuchten Veranderungen global weder mit der Inzidenz eines

Morbus Crohn noch einer Colitis ulcerosa eine Assoziation gezeigt werden konnte, ware
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ein Assoziation mit bestimmten klinischen Charakteristika der jeweiligen Erkrankung
moglich. Daher wurden alle Loci daraufhin untersucht, ob das Vorhandensein einer Va-
riante einen bestimmten klinischen Aspekt begunstigt oder benachteiligt. Im Einzelnen
wurden bei MC Patienten Geschlecht, Diagnosealter, Entziindungslokalisation (nur ter-
minales lleum, nur Colon, lleocolon und oberer Gastrointestinaltrakt), Entzindungsver-
halten (fistulierend, stenosierend und nicht fistulierend oder stenosierend) und extraintes-
tinale Manifestationen untersucht. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa wurde nach einem
Zusammenhang mit dem Geschlecht, Diagnosealter, Entziindungslokalisation Proktitis,
Linksseitencolitis, Pancolitis und Pancolitis mit Backwash-lleitis) und extraintestinalen
Manifestationen gesucht. Dabei konnte zwischen den jeweiligen Mutationen im Exon 20
(rs1545620), Intron 20 (rs1457092), Intron 28 (rs2305764) und Intron 32 (rs2279002) des
MYQO9B-Gens keine Assoziationen mit einem der genannten klinischen Parameter fest-

gestellt werden.

Daruber hinaus wurde bei Patienten mit einem MC auch eine Analyse hinsichtlich einer
Veranderung der intestinalen und gastroduodenalen Permeabilitat durchgefihrt. Im Fol-

genden soll hierauf eingegangen werden.

3.3.3 Effekt der MYO9B-Varianten auf die intestinale Permeabilitat bei MC

Die gastroduodenale und intestinale Permeabilitat wurde bei 128 deutschen MC-
Patienten anhand des oben beschriebenen Drei-Zucker-Tests gemessen. In die endgul-
tige Auswertung wurden abhangig von dem Erfolg der Genotypisierung fur die entspre-
chende Variante zwischen 101 und 128 Patienten eingeschlossen. Obwohl lediglich in
der niederlandischen Population eine signifikante Assoziation mit der Variante in Intron
28 nachgewiesen werden konnte, jedoch keine Assoziation mit den anderen Varianten
und in den anderen beiden Populationen (insbesondere auch nicht in der deutschen Po-
pulation), stellten wir interessanterweise dennoch einen signifikanten Zusammenhang
zwischen einer gesteigerten Permeabilitat und 3 der 4 untersuchten Varianten fest. Dabei
zeigte sich, eine signifikante Assoziation der Varianten in Exon 20, Intron 20 und Intron
28 mit einer gesteigerten Permeabilitat der Darmmucosa bei Morbus Crohn Patienten.

Patienten die eine dieser Varianten besallen hatten signifikant haufiger eine gesteigerte
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Permeabilitat. Fur Intron 32 konnte bei einem p-Wert von 0,06 keine Signifikanz, jedoch

ein Trend gezeigt werden. Im Einzelnen sind diese Ergebnisse in der folgenden Tabelle

dargestellt.
Permeabilitat

Locus Allel normal erhoht P-Wert
Exon 20 A (wt) 73 65% 40 35%

(rs1545620) C (var) 41 44% 52 55% 0,018*
Intron 20 G (wt) 80 65% 43 34%

(rs1457092) T (var) 36 46% 41 53% 0,01*
Intron 28 C (wt) 90 60% 59 39%

(rs2305764) T (var) 50 46% 57 53% 0,029*
Intron 32 C (wt) 87 61% 55 38%

(rs2279002) T (var) 29 48% 31 51% 0,06

Tabelle 17: Permeabilitdtsanalyse bei Morbus Crohn-Patienten in Abhangigkeit von der
jeweiligen MYO9B-Variante. Es sind absolute Patientenzahlen und der prozentuale Anteil

nebeneinander angegeben.

3.3.4 Effekt des ATG16L1-Status auf die intestinale Permeabilitat bei MC

Analog zu 3.7 wurde auch der ATGL1-Status der MC-Patienten im Zusammenhang mit
der gastroduodenalen und intestinalen Permeabilitat untersucht. Dabei konnten 105 MC
Patienten mit einer erfolgreichen ATG16L1-Genotypisierung in die Auswertung einge-
schlossen werden. Eine gesteigerte gastroduodenale Permeabilitat konnte bei 39 der
untersuchten 105 Patienten (37,1%) festgestellt werden. Bei 43,9% (46/105 Patienten)
lie® sich eine erhdhte intestinale Permeabilitat beobachten. Die statistische Analyse der
Patienten mit gesteigerter Permeabilitat erbrachte jedoch keinen signifikanten Zusam-
menhang mit c.898A>G.
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4 Diskussion

4.1 ATG16L1
4.1.1 ATG16L1 und Morbus Crohn

Ein Teil der Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Dezember 2007 in dem offiziellen Jour-
nal der European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO) international veroffentlicht
[84]. Kurz vor der Entstehung dieser Arbeit wurde von Hampe et al. in einer genomweiten
Assoziationsstudie eine Assoziation von c898A>G im ATG16L1 zum Morbus Crohn be-
schrieben. In dieser Arbeit wurden 20.000 nicht synonyme SNP's bei 735 MC-Patienten
untersucht [73]. Etwa zeitgleich berichtete Rioux et al. in einer weiteren genomweiten
Assoziationsstudie die Assoziation von derselben ATG16L1-Variante mit Morbus Crohn
[72]. Aufgrund der Moglichkeit falsch positiver Ergebnisse in genomweiten Studien soll-
ten solche Ergebnisse in unabhangigen Kohorten und durch unabhangige Methoden be-
statigt werden. Diese Studie ist deshalb als eine Kandidatengenstudie designt, da Kandi-
datengenstudien sich zur Bestatigung mdglicher Genotyp-Phanotyp-Assoziationen, die

sich in genomweiten Assoziationsstudien herauskristallisieren, eignen.

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Ergebnisse der ersten international veréffentlichten
Arbeit einer Kandidatengenstudie zur Assoziation der ATG16L1 c.898A>G-Variante
(rs2241880) mit Morbus Crohn an drei unabhangigen europaischen Kohorten [84]. Die
Pionierarbeit hierzu wurde von den beiden erwahnten genomweiten Assoziationsanaly-
sen geleistet, in der eine deutsche, eine britische sowie eine nordamerikanische Kohorte
untersucht wurden [72, 73]. AnschlielRend wurden zwei Kandidatengenstudien veroéffent-
licht, in der die Assoziation von ¢.898G>A im ATG16L1 in britischen Kohorten bestatigt
werden konnte [85, 86]. Die vorliegende Arbeit stellt die erste Kandidatengenanalyse der
beschriebenen Assoziation in einer deutschen, einer ungarischen und einer niederlandi-
schen Kohorte dar. Dabei fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vor-
liegen eines Morbus Crohn und ¢.898G in den untersuchten Populationen aus Deutsch-

land und den Niederlanden [84]. In der ungarischen Gruppe konnte allerdings nur ein
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Trend gezeigt werden. Damit konnten die Ergebnisse von Hampe et al. und Rioux et al.

aus den genomweiten Assoziationsstudien verifiziert werden [72, 73].

Ferner konnten diese Ergebnisse in zahlreichen weiteren Kandidatengenstudien in ver-

schiedenen Populationen repliziert werden:

Etwa zeitgleich zu dieser Arbeit wurden auch die Arbeit an einer neuseelandischen Ko-
horte veroffentlicht, die die Frequenzverteilung von rs2241880 bei 496 MC Patienten,
466 CU Patienten und 591 gesunden Kontrollen untersuchte. Die Autoren um Roberts
konnten hier zeigen, dass die untersuchte neuseelandische Population mit der Variante
rs2241880 eher an einem MC litten als solche ohne diese genetische Variation [58]. Zu-
satzlich wurde in dieser Arbeit auch die kurzlich berichtete Assoziation des rs11209026
im IL23R untersucht [51]. Hier konnten die Autoren zum einen bestatigen, dass die
IL23R-Variante signifikant negativ mit dem MC und der CU in der Abwesenheit der drei
haufigen CARD15-Varianten korreliert. Zudem konnte keine Interaktionen zwischen
rs2241880 im ATG16L1 und dem IL23R-Locus gefunden werden [58].

Wenig spater konnte in einer niederlandischen Arbeit, in der 311 MC Patienten, 207 CU-
Patienten und 893 Kontrollen untersucht wurden, die Assoziation der ATG16L1-
Varianten ¢.898G>A mit Morbus Crohn bestatigt werden (p = 0,0017) [59]. AuRerdem
konnte die Assoziation von der IL23R-Variante (rs11209026) ahnlich wie in der neusee-
landischen Arbeit bestatigt werden. Auch in dieser Arbeit konnte keine statistische Inter-
aktion zwischen der ATG16L1-Variante und der IL23R-Variante gefunden werden [59].

Es kann festgehalten werden, dass die Assoziation der hier untersuchten ATG16L1-
Alteration mit Morbus Crohn vielfach in Replikationsstudien bestatigt werden konnte [58-
60, 87].

Lediglich in japanischen Studien konnte keine Assoziation der rs2241880-Variante im
ATG16L1 und MC nachgewiesen werden. Die Autoren um Yamazaki konnten weder die-
se noch die erwahnte Assoziation von MC mit dem IL23R-Locus in einer japanischen
Population von 484 MC Patienten und 439 Kontrollen zeigen [88]. Dies spiegelt wahr-
scheinlich den Unterschied des genetischen Hintergrunds der CED in japanischen bzw.
asiatischen und westlichen Populationen wider. Diese ethnischen Unterschiede zeigten

sich zuvor auch hinsichtlich der Varianten des CARD15-Genes. Auch hier wurde interes-
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santerweise sowohl in chinesischen, als auch in japanischen Kohorten keine Haufung
von CARD15-Varianten bei MC gefunden [46-48]. Die bisherigen Daten belegen, dass
zwischen den europaischen und den asiatischen Populationen hinsichtlich ihrer gene-
tisch bedingten Suszeptibilitat an einer CED zu erkranken eine grof3e Divergenz besteht.
Auch umfassende Metaanalysen bestatigten die Assoziation der hier untersuchten
ATG16L1-Varianten mit der CED bei Kaukasiern, jedoch nicht bei Asiaten [89].

4.1.2 ATG16L1 und Colitis Ulcerosa

In einer britischen Studie wurde eine schwache, jedoch signifikante Assoziation der
€.898G-Variante im ATG16L1 zur CU gezeigt (877 CU-Patienten, 1.235 Kontrollen, p=
0,026) [85]. Dartiber hinaus wurde in einer niederlandischen Studie ein Trend hin zu ei-
ner Assoziation mit der CU beschrieben. Die kleine Untersuchungsgruppe von nur 207
CU-Patienten wurde von den Autoren als vermeintlicher Grund daflur diskutiert [59]. In
der vorliegenden Arbeit konnte keine signifikante Assoziation der c.898A>G-Variante mit
der CU gezeigt werden. Auch hier muss die relativ geringe Anzahl an CU-Patienten mit
296 Patienten, ebenso wie in der niederlandischen Arbeit, als Einschrankung gelten. Es
konnte jedoch in dieser Arbeit abweichend von der niederlandischen Untersuchung kein
Trend beobachtet werden. Auch durch grofer angelegte Studien konnte bisher noch
nicht sicher geklart werden, ob die CU durch Varianten im ATG16L1 beeinflusst wird. So
konnte in einer Arbeit mit 1656 MC und 1075 CU Patienten aus den Niederlanden und
Belgien zwar die Assoziation mit MC bestatigt werden, jedoch trotz groReren Patienten-

und Kontrollkollektivs keine signifikante Assoziation mit der CU gezeigt werden [90].

Die umfassendste Metaanalyse zu diesem Thema jedoch, die 25 Arbeiten seit 2007 in
ihre Analyse einschloss, zeigt basierend auf den Daten von insgesamt 14095 MC-
Patienten (15849 Kontrollen) und 7531 CU-Patienten (13852 Kontrollen) eine signifikante
Assoziation der ATG-16L1-Variante, sowohl mit dem MC, als auch mit der CU [91]. Des-
halb muss auch das Ergebnis in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Assoziation mit
der CU in Frage gestellt werden. Der Grund hierfir muss bei der aktuellen Datenlage die
geringe Anzahl der in dieser Studie eingeschlossenen CU-Patienten und Kontrollen ge-

nannt werden. Die erwahnt Metaanalyse und die zahlreichen Kandidatengenstudien zei-
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gen jedoch auch, dass das Risiko fur einen MC durch die ATG16L1 starker beeinflusst
wird, als das Risiko fur die CU, wodurch die Detektion einer Signifikanz entsprechen er-

schwert ist.

4.1.3 ATG16L1 (rs2241880) - pathogenetische Implikationen eines
unabhangigen Risikofaktors fur die CED

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Mutationen im ATG16L1 ein vom CARD 15-
Gen unabhangiger Risikofaktor fur den MC darstellt (siehe Tabelle 13). Dieses Ergebnis
konnte von zahlreichen Arbeiten bestatigt werden. Darlber hinaus konnte auch gezeigt
werden, dass der Effekt der ATG16L1-Variante nicht nur von CARD15-, sondern auch
von der IL23R-Variante unabhangig ist [61, 85, 86, 92]. ATG16L1 hat sich daher in den
letzten Jahren als eine von den bisher bekannten Varianten unabhangige genetische

Alteration etabliert, die mit der CED und im Besonderen mit dem MC assoziiert ist.

Es folgten molekularbiologische Arbeiten, die die Funktionsweise des ATG16L1 und sei-
ne pathogenetische Bedeutung erleuchteten. Es ist bekannt, dass zu den Virulenzfakto-
ren von Salmonellen die Invasion sowohl in epitheliale, als auch in phagozytische Zellen
gehort [93]. Die Bakterien besitzen daruber hinaus auch die Fahigkeit intrazellular zu
uberleben [93]. Kuballa et al. konnte zeigen, dass humane epitheliale Zellen mit der
ATG16L1-Variante (rs2241880), wie sie bei MC beobachtet wird, eine signifikant niedri-
gere Effektivitat ihrer Fahigkeit zur Autophagozytose gegentber Salmonellen besalien
als Zellen, die den Wildtyp exprimierten. Dabei konnten in Zellen, die das ATG16L1-
Protein mit dem Adenin-Allel exprimierten weniger Salmonellen innerhalb ihrer Autopha-

gosome gefunden werden, als in Zellen mit dem Wildtyp-Allel (Guanin) [94].

Die Autophagozytose ist ein wichtiger Prozess, der virulente Eindringlinge lysiert und als
Antigene dem Immunsystem prasentiert [75]. Ob der Erfolg der Salmonellen intrazellular
zu Uberleben abhangig von der vorhandenen ATG16L1-Variante ist und in wie fern und
ob die Antigenprasentation auf MHC Il durch die ATG16L1-Variante beeinflusst wird, wird
durch die Arbeit von Kuballa et al. nicht beantwortet. Da jedoch die CED nicht als eine

direkte Infektionserkrankung gilt, missen diese Fragen dringend beantwortet werden.
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Dennoch stellt die Arbeit von Kuballa et al. einen ersten wichtigen Baustein in dem Ver-

standnis der ATG16L1-Proteinvarianten dar.

Auch tierexperimentelle Verfahren konnten weitere Hinweise auf die pathogenetische
Bedeutung der beschriebenen ATG16L1-Variante liefern. Cadwell et al. generierten hier-
fur Mause, die eine ATG16L1-Defizienz hatten und verglichen die intestinalen Zellen der
Mause mit bioptisch entnommenen epithelialen intestinalen Zellen von MC-Patienten, die
das Risikoallel im ATG16L1 trugen. Sie konnten zeigen, dass Paneth-Zellen ATG16L1-
defizienter Tiere eine gestdrte Exozytose aufwiesen. Paneth-Zellen sind merokrine Dru-
senzellen, die stark eosinophile Granula enthalten und im Epithel des Dinndarms, des
Magens und des Rektums lokalisiert sind. Sie sekretieren Lysozyme, Peptidasen, Lakto-
ferrine und im Besonderen auch Defensine, welche essentiell fur die Abwehr gegen Bak-
terien sowie Pilze sind [95]. Cadwell et al. konnten daruber hinausgehend auch zeigen,
dass die abnormale Funktionsweise der Exozytose in murinen Zellen auf ahnliche Weise

auch in humanen Zellen beobachtet werden kann [96].

Diese Arbeiten zeigen, dass der Pathogenese der CED ein komplexes biologisches
Gleichgewicht zugrunde liegt, in die wirtseigene Faktoren genauso einflieRen wie exoge-
ne Faktoren. Die Bestimmung dieser Mechanismen kann mdglicherweise in Zukunft ge-

zielte immunmodulatorische Therapien fur die CED in Aussicht stellen.
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4.2 Myosin IXb
4.2.1 Myosin IXb und Morbus Crohn

Monssur et al. berichteten eine Assoziation von MYO9B-Varianten mit der Zdliakie in ei-
ner niederlandischen Population von 216 Erkrankten und 216 Kontrollen [8, 97]. Die Z6-
liakie ist eine gluteninduzierte Enteropathie, bei der eine lebenslange Unvertraglichkeit
gegenuber Gluten vorliegt. Gluten ist in vielen Getreidesorten enthalten und stellt das
Klebereiweildmolekul dar. Beim Vorliegen einer nicht erkannten Zdliakie entsteht bei den
Patienten durch die gewdhnliche Ernahrung mit glutenhaltigen Getreideprodukten eine
chronische Entzindung der Dunndarmschleimhaut, die nach Jahren zur Atrophie dersel-

ben fuhrt. Unter glutenfreier Diat sind die Patienten symptomfrei.

Das Myosin IXb-Gen ist auf Chromosom 19q13 lokalisiert. Myosine sind Motorproteine -
bewegliche Bestandteile des Cytoskeletts. Myosine der Klasse IX nehmen unter den
Myosinen eine Sonderstellung ein, da sie eine Rho-GTPase Domane besitzen und durch
diese aktives Rho-GTP in inaktives Rho-GDP umwandeln kdnnen [98]. Rho-Proteine
sind in der Remodellierung des Cytoskeletts und der Regulierung von tight-junctions in-
volviert. Es ist bekannt, dass die Aktivierung der Rho-GTP die parazellulare Permeabilitat
von Epithelzellen erhdht [99]. Daher ist es denkbar, dass Myosin IXb auf diesem Regula-

tionsweg die Rho-Proteine und damit die intestinale Permeabilitat beeinflusst.

Monsuur et al. schlugen aufgrund der Assoziation von Myosin IXb mit der Zdliakie eine
primare intestinale Barrierestorung bei Zoliakiepatienten vor, die den Kontakt von Gluten
aus dem Intestinum mit Zellen des Immunsystems und die konsekutive Bildung von Au-
toantikdrpern begulnstigen wirde [8]. Sie konnten mit hoher Signifikanz eine Assoziation
der auch in dieser Arbeit untersuchten Varianten rs2305764 im Intron 28 des MYO9B mit

der Zoliakie zeigen.

Bereits frihere Arbeiten konnten durch Mikrosatellitenanalysen den Chromosomenlocus
19913 (IBD 6) mit der CED assoziieren (siehe Tabelle 5) [34, 35]. Aufgrund dieser Asso-
ziation und der moglichen Rolle des dort befindlichen Genes in der Regulation der intes-
tinalen Permeabilitat und der mdglichen Entzindungstriggerung hierdurch wurden Arbei-

ten angetrieben, die eine Assoziation von MYQO9B-Varianten mit der CED Uberpruften.
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Bodergraven und Mitarbeiter untersuchten 8 Varianten im MYQO9B, die in der folgenden

Tabelle zusammengefasst dargestellt sind.

P-Wert
Genabschnitt rs ID CED MAF Ktrl.MAF P-Werte gepoolt
NL 0,408 0,358 0,028
GB 0,441 0,402 0,016
Exon 20 rs1545620 KANN 0,462 0,417 0,034 0,0000019
NL 0,426 0,381 0,0075
GB 0,44 0,408 0,1
Intron 28 rs2305764 KANN 0,417 0,391 0,21 0,00014
NL 0,335 0,292 0,0065
GB 0,347 0,316 0,0074
Intron 32 rs2279002 KANN 0,305 0,299 0,75 0,00042
NL 0,382 0,33 0,0013
rs1457092 GB 0,408 0,369 0,0013
Intron 20 rs962917 KANN 0,404 0,369 0,9 0,0000021
NL 0,027 0,028 0,76
GB 0,033 0,034 0,74
Intron 14 rs7259292 KAN 0,6 0,059 0,91 Na
NL 0,383 0,441 0,0006
GB 0,401 0,414 0,31
Intron 14 rs2305767 KANN 0,396 0,421 0,22 0,002
NL 0,078 0,076 0,83
GB 0,066 0,077 0,082
Intron 24 rs8107108 KANN na na na Na
NL 0,374 0,332 0,0093
GB na na na
Intron 24 rs2305766 KANN 0,399 0,372 0,18 Na

Tabelle 18: In der Arbeit von Bodergraven et al. 2006 untersuchte MYQO9B-Variante [79].
NL: Niederlande, GB: Grol3britannien, KAN: Kanada, MAF: Minor Allele Frequency. Die
dick gedruckten Varianten wurden auch in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Die ersten vier Varianten, die in Tabelle 18 dick gedruckt dargestellt sind, wurden im
Rahmen dieser Arbeit in einer Kohorte von 910 CED-Patienten (MC=614, CU=296) und
707 gesunden Kontrollpersonen aus Deutschland, Ungarn und den Niederlanden unter-

sucht.
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Bodergraven et al. konnten in einer Kohorte von 1197 MC-Patienten, 1520 CU-Patienten
und 4400 Kontrollen eine hoch signifikante Assoziation fur alle auch in dieser Arbeit un-
tersuchten Varianten und zusatzlich weiterer Varianten in Intron 14 und Intron 24 des
MYQO9B zeigen [79]. Beide Varianten in Intron 14 (rs7259292 und rs2305767) wurden
vormals in der Arbeit von Monsuur et al. mit der Zoliakie untersucht, wobei lediglich fur
rs2305767 eine hochsignifikante Assoziation mit der Zdliakie berichtet wurde. Bodergra-
ven et al. konnten in der britischen oder der kanadischen Population keine der beiden
Varianten in Intron 14 mit der CED assoziieren. Sie konnten jedoch eine Signifikanz in
der niederlandischen Population fur die CED bestatigen, was bereits in der Arbeit von
Monsuur et al. in der niederlandischen Population fur die Zdliakie gezeigt wurde. Daher
kann hier, wenn populationsgenetische Unterschiede der niederlandischen Population
mit der kanadischen oder der britischen Population angenommen werden, ein pathoge-
netischer Zusammenhang der CED und der Zodliakie hinsichtlich dieser MYO9B-
Varianten nicht ausgeschlossen werden. Unterstutzt wird die Hypothese dieses Zusam-
menhangs durch die hoch signifikante Assoziation der Varianten in Intron 20 (rs1457092)
und Intron 28 (rs2305764) in der niederlandischen und der britischen Population [79].
Beide Varianten sind auch bei Monsuur et al. in ihrer Population fur die Zoliakie als Risi-
koallel nachgewiesen worden [8]. Die fehlende Assoziation mit der kanadischen Popula-
tion bei Bodergraven et al. spiegelt vermutlich erneut eine populationsgenetische Diver-
genz wider. Keine Variante im MYO9B-Gen bis auf die Variante rs1545620 in Exon 20
wies bei Bodergraven et al. eine Assoziation mit der CED in der untersuchten kanadi-
schen Population auf, wahrend alle vier der auch in der vorliegenden Arbeit untersuch-
ten Varianten (einschlieRlich rs1545620 in Exon 20) in der niederlandischen Population

assoziiert waren und drei von vier in der britischen Population assoziiert waren.

In der vorliegenden Arbeit konnten diese Ergebnisse lediglich fur die Variante rs2305764
(Intron 28) in der niederlandischen MC-Population nachgewiesen werden (p=0,004). Im
Ubrigen konnten die, bereits von anderen Gruppen verdffentlichten Ergebnisse, im Rah-
men dieser Studie fur die untersuchten MYQO9B-Varianten nicht reproduziert werden. Ein
Grund dafur kann in der kleineren Populationsgrof3e der aktuellen Arbeit gesehen wer-
den. So ist fUr die Variante in Intron 20 auch in der aktuellen Arbeit die minor allele fre-
quency (MAF) in den gesunden Kontrollgruppen durchweg niedriger als bei MC- und CU-

Erkrankten. Dieser Unterschied reichte jedoch nicht fur eine statistische Signifikanz aus.
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Der Vergleich der MAF fur die weiteren Varianten mit der niederlandichen Kohorte von
Bodergraven et al. zeigt lediglich in Exon 20 (Kontrollen in dieser Arbeit MAF=45,2%, bei
Bodergraven et al. 35,8%) einen erheblichen Unterschied, sonst sind die MAF jedoch in
beiden niederlandischen Populationen vergleichbar. Auch dies kann damit erklart wer-
den, dass zum einen geringe Abweichungen der Allelfrequenz erst in einer gro3en Ko-
horte statistisch signifikant werden und auf3erdem, dass in kleineren Populationen die
zufallige Allelverteilung leichter zu, im Verhaltnis zur Gesamtpopulation differenten MAFs
fuhren. Dennoch kann in Zusammenschau mit der Arbeit von Bodergraven et al. und
Monsuur et al. festgehalten werden, dass MYO9B Varianten vor allem in den niederlan-
discher Populationen wahrscheinlich einen Zusammenhang mit chronisch entzindlich

verlaufenden Darmerkrankungen haben.

Eine Rolle der Permeabilitdt der Darmmucosa als Faktor in der Pathogenese der CED

scheint damit, tGber die Regulation durch das MYO9B-Gen wahrscheinlich.

4.2.2 Myosin IXb und Colitis Ulcerosa

In der Studie von Bodergraven et al. ist ein hoch signifikanter Zusammenhang der CU mit
allen vier auch in dieser Arbeit untersuchten Varianten des Myosin IXb gezeigt worden.
Diese 4 Varianten waren in der britischen Population mit der CU durchgehend signifikant
assoziiert, in der niederlandischen fur alle auler der Variante in Intron 32, wahrend fur
die kanadische Population keine der Varianten aulder rs1545620 in Exon 20 eine Asso-
ziation gezeigt werden konnte (Die Variante in Intron 20 (rs1457092) wurde jedoch in der
kanadischen Population nicht untersucht). Diese Tatsache diskutierten die Autoren mit
der vordringlich sudeuropaischen (italienischen) Abstammung ihrer Patienten. Dies war
auch im Hinblick darauf, dass die kanadische die grof3te Kohorte (n=650) war, einleuch-
tend und legt daher eine entscheidende Rolle der Abstammung nahe, da in der nieder-
landischen (n=290) und britischen (n=580) Gruppe bei geringerer Fallzahl eine Assozia-
tion gezeigt werden konnte. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die in der Arbeit
von Bodergraven et al. am signifikantesten assoziierten Varianten rs1545620,
rs1457092, rs2305764 und rs2279002 im Myosin I1Xb untersucht. Es konnte jedoch keine

signifikante Assoziation mit der CU festgestellt werden. Dabei ist jedoch einschrankend
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fur die aktuelle Studie anzumerken, dass keine CU-Patienten aus den Niederlanden un-

tersucht wurden, sondern lediglich aus Deutschland und Ungarn.

4.2.3 Myosin IXb — Aktuelle Datenlage in der Literatur

Von den in dieser Arbeit untersuchten 549 MC-Patienten, stammen 244 aus Deutsch-
land, 149 aus Ungarn und 156 aus den Niederlanden. AulRer in der britischen Kohorte
von Bodergraven et al. mit n=735 MC-Patienten, die deutlich groRer war, sind die hier
zitierten Kohorten alle ahnlich grof3, wahrend jedoch das Kontrollkollektiv in der aktuellen
Studie deutlich geringer war (hier n=700, bei Bodergraven et al. n=4440). Daher ist ne-
ben der geringeren Patienten- bzw. Kontrollgruppenzahlen, auch eine mdgliche geneti-
sche Varianz vor allem flur die hier untersuchte deutsche und ungarische Population
durchaus als Grund dafur zu erwagen, dass die Ergebnisse zur Assoziation verschiede-
ner Varianten aus Voruntersuchungen in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert wer-

den konnten.

Nichtsdestotrotz blieb die Datenlage zur Assoziation von MYO9B-Varianten und CED
auch in weiteren Untersuchungen widersprtchlich. Es folgten Arbeiten mit uneinheitli-
chen Ergebnissen hinsichtlich der Assoziation von MYO9B-Varianten und der CED. Eine
norwegische Studie, die 149 MC-, 308 CU-Patienten sowie 562 gesunde Kontrollen u.a.
fur zwei auch in der aktuellen Arbeit analysierten Varianten im Intron 20 (rs1457092) und
Intron 28 (rs2305764) untersuchte, konnte weder fir MC noch flr die CU eine Assoziati-
on feststellen (Intron 28 p=0,62, Intron 20 p=0,61) [81]. Gegensatzlich dazu wurde aus
einer italienischen Kohorte mit 549 Crohn-Patienten, 658 CU-Patienten und 674 Kontrol-
len eine Assoziation nicht nur mit der Varianten im Intron 28 (rs2305764) berichtet, son-
dern auch mit zwei weiteren Varianten im MYO9B (wie auch bei Bodergraven et al. in
Exon 20 (rs1545620)) berichtet [80]. Diese Arbeit stellt sich gegen die Argumentation von
Bodergraven et al., die die geringere Signifikanz der MYO9B-Varianten in der kanadi-
schen Population mit der vordringlich stideuropaischen Abstammung erklarten [79]. Auch
eine spanische Arbeit mit 627 MC-Patienten, 677 CU-Patienten und 990 Kontrollen zeig-
te, wie in der erwahnten italienischen Arbeit, eine signifikante Assoziation von MYO9B-

Varianten (u.a. rs2305764 in Intron 28) mit der CU [100]. Interessanterweise konnte in
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der spanischen Arbeit jedoch keine Assoziation mit dem MC gezeigt werden (MC
(n=262), CU (n=227), Kontrollen (n=364)), was die Schwierigkeit des Signifikanznach-
weises fur die MYO9B-Varianten mit der CED unterstreicht [100].

SchlieRlich wurde in einer weiteren Arbeit aus GroR3britannien, in der 652 MC-Patienten,
650 CU-Patienten und 1190 Kontrollen eingeschlossen waren, eine Assoziation von
Myosin IXb-Varianten mit der CED gezeigt. In dieser britischen Studie wurde die hoch-
ste Signifikanz fur eine Variante im Intron 13 (rs2305767) berichtet, die sich jedoch auf
dem gleichen Haplotypenblock befindet wie die bei Bodergraven et al. mit der héchsten
Signifikanz berichtete Variante im Exon 20 (rs1545620) [101].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Datenlage derzeit fur die Assoziation
von MYQO9B-Varianten mit der CED spricht, es jedoch einer systematischen Metaanaly-
se bedarf, um genaue Aussagen insbesondere auch Uber die regionalen Unterschiede

treffen zu kdnnen.

4.3 Genotyp-Phanotyp-Korrelationsanalysen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es Genotyp-Phanotyp-Korrelationen von assoziierten
Varianten durchzufiihren und zu klaren, ob das ¢.898G-Allel im ATG16L1 und die unter-
suchten vier Varianten im MYQO9B in heterozygoter oder homozygoter Form einen Zu-

sammenhang zum klinischen Verlauf der CED zeigen.

4.3.1 ATGl6L1

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ATG16L1 p.T300A-Variante
mit MC assoziiert ist. Daraufhin wurde untersucht, ob diese Variante auch einen Zusam-
menhang zu einem bestimmten Krankheitsverhalten aufweist. In den untersuchten Ko-
horten aus Deutschland, Ungarn und den Niederlanden konnte dabei keine Assoziation
mit Alter, Geschlecht, familiarer Haufung, Rauchgewohnheiten, Entztindungslokalisation,

Komplikationen und der Inzidenz von chirurgischen Interventionen nachgewiesen wer-
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den. Dieses Ergebnis steht dabei in Ubereinstimmung mit weiteren Arbeiten, die eben-

falls keine strenge Genotyp-Phanotyp-Korrelation nachweisen konnten [58, 59, 92].

Im Unterschied hierzu fanden Glas et al. zunachst eine schwache Korrelation der
ATG16L1-Variante mit einer ilealen Manifestation des MC, wie auch eine geringfligig h6-
here Inzidenz von chirurgischen Interventionen aufgrund des MC. Nach einer Bonferroni-
Korrektur jedoch, verlor dieses Ergebnis in der Kohorte von Glas et al. ihre statistische
Signifikanz. Daruber hinaus berichteten Prescott et al. Uber eine vornehmlich ileale Mani-
festation des MC bei Vorhandensein der rs2241880-Variante im ATG16L1 [85, 102]. Da-
her kann hinsichtlich der Genotyp-Phanotyp-Korrelation von ATG16L1 und der CED auf-
grund der derzeitigen Datenlage keine abschlie3ende Beurteilung erfolgen.

Der Effekt des CARD15-Status auf den klinischen Verlauf von MC war nicht der Fokus
dieser Studie. Nichtsdestotrotz kristallisierte sich in den untersuchten drei Populationen
heraus, dass die ¢.3020insC-Variante ein Risikofaktor fur stenosierende Komplikationen
darstellte. Patienten, die diese Variante hatten, mussten sich haufiger chirurgischen
Interventionen aufgrund der stenosierenden Erkrankung unterziehen, als solche ohne
diese Variante. Dieses Ergebnis spiegelt daher die grofere Inzidenz von stenosierenden
Komplikationen und nachfolgenden Operationen bei MC-Patienten wider, die fur die

CARD15-Varianten bereits vielfach nachgewiesen werden konnte [103-105].

4.3.2 Myosin IXb

Obwohl kein signifikanter Zusammenhang der untersuchten MYQO9B-Varianten mit der
Inzidenz einer CED gezeigt werden konnte, konnte jedoch interessanterweise nachge-
wiesen werden, dass drei der vier untersuchten Alterationen mit einer gesteigerten gast-
roduodenalen und intestinalen Permeabilitat assoziiert sind. Diese Assoziation kann dar-
in begrindet sein, dass Myosin IXb-Varianten unabhangig von der Manifestation einer
CED die Permeabilitat im GIT beeinflussen kdnnen. Daher ist es — auch wenn Myosin
IXb-Varianten tatsachlich mit der CED assoziiert sind — vorstellbar, dass die Permeabili-
tatsanderung starker zutage treten kann, als das genetische Risiko an einer CED zu er-
kranken (siehe 4.6.) Da jedoch bereits Assoziationen von MYQO9B-Varianten mit der CED
gezeigt werden konnten [79, 80, 100], war diese Analyse, unabhangig ob eine Assoziati-
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on der Variante mit dem Auftreten einer CED tatsachlich in unserer Kohorte festgestellt
werden konnte oder nicht, gerechtfertigt. Latiano et al. konnten zudem eine erhdhte Per-
meabilitat bei CED Patienten nachweisen, falls diese gleichzeitig ein CARD15-Risikoallel
trugen [80]. Es gibt jedoch auch davon unabhangige Berichte, dass CARD15-Varianten
an sich mit einer erhdhten intestinalen Permeabilitat assoziiert sind [106]. Daher bleibt zu
klaren, ob hier in einer Untergruppe von Patienten mit beiden Mutationen eine erhohte
Permeabilitat nachweisbar ist oder ob bereits das Vorliegen einer Variante in einem der
beiden Gene das gesamte Risiko erklaren kann. In der Literatur finden sich — nach bes-
tem Wissen — zurzeit keine anderen Daten zu Permeabiltatsanderungen in Abhangigkeit
von MYO9B-Varianten auller der erwahnten Arbeit von Latiano et al. und der hiesigen
Arbeit. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die gefundene Assoziation der erhdhten intestina-
len Permeabilitat bei Varianten des Myosin IXb nicht mit dem CARD15-Status stratifiziert.
Daher kann hiertuber keine endgultige Antwort gegeben werden.

Die erwahnten ubrigen phanotypischen Merkmale (Alter, Geschlecht, familiare Haufung,
Rauchgewohnheiten, Entzindungslokalisation, Komplikationen und die Inzidenz von chi-
rurgischen Interventionen) wiesen keine Assoziation mit den untersuchten MYOQO9B-
Varianten auf. Auch Bodergraven et al. konnten, trotz Nachweis einer Assoziation des
Genes mit der Inzidenz der Erkrankung keinen Zusammenhang mit einem bestimmten
Phanotypen herstellen [79]. Auch in dieser Arbeit fehlt jedoch die Analyse der gastroduo-

denalen und intestinalen Permeabilitat.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden flnf genetische Veranderungen an 910 CED-Patienten und 707
Kontrollen mittels Schmelzkurvenanalyse untersucht. Dabei wurde eine Variante im
ATG16L1-Gen (c.898G>A; p.T300A; rs2241880), die in zwei genomweiten Studien als
Risikofaktor beschrieben worden ist, und vier Varianten im MYQO9B (rs1545620 in Exon
20 [p.S1011A], rs1457092 in Intron 20, rs2305764 in Intron 28 und rs2279002 in Intron

32), fur die eine signifikante Assoziation mit der Zoliakie berichtet wurde, untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die signifikante Assoziation der ATG16L1-Variante mit
dem MC fur die deutsche Population bestatigt, und fur die ungarische, sowie niederland-
sche erstmals nachgewiesen werden. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass
ATG16L1 einen unabhangigen Suszeptibilitatsfaktor fur den MC darstellt und keine Gen-
Gen-Interaktionen mit bereits etablieten CARD15-Varianten bestehen. CARD15 ist ein
Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Das aktuelle pathogenetische Modell der
Entstehung der CED geht von einer unangemessen heftigen Reaktion des angeborenen
Immunsystems auf intraluminale Antigene im Gastrointestinaltrakt aus. ATG16L1 ist ein
wichtiger Bestandteil des Autophagosoms, das intrazellulare Zellbestandteile und Krank-
heitserreger zersetzt. Die Fragmente werden durch Exozytose an Immunzellen prasen-
tiert. Eine beeintrachtigte Autophagozytose kann daher das Gleichgewicht zwischen Im-
muntoleranz und Inflammation beeinflussen und damit das derzeit gultige Verstandnis

uber die Entstehung der CED unterstitzen.

Unter den untersuchten vier MYO9B-Varianten konnte lediglich in der niederlandischen
Population eine Assoziation von rs2305764 in Intron 28 gezeigt werden. Da MYO9B als
Bestandteil des Zytoskeletts Zell-Zell-Verbindungen beeinflussen kann, wurden Permea-
bilitatsuntersuchungen von Erkrankten und gesunden Kontrollen ausgewertet. Dabei
konnte gezeigt werden, dass drei genetische Veranderungen im MYO9B mit einer ge-
steigerten gastroduodenalen und intestinalen Permeabilitat einhergehen. Eine gesteiger-
te intestinale Permeabilitat kdnnte als Ursache fur einen vermehrten Kontakt der intesti-
nalen Immunzellen mit intraluminalen Antigenen ein weiterer Baustein fur die
inflammatorische Komponente in der Entstehung der CED bedeuten.
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