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1 Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) sind die beiden Hauptvertreter
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED)'. Beide Erkrankungen
befallen vorwiegend den Gastrointestinaltrakt, kénnen aber prinzipiell jedes
Organ betreffen. Dabei liegt der Grol3teil der Betroffenen im Kindes- und jungen
Erwachsenenalter. Die Inzidenz und Pravalenz dieser CED haben in den letzten
Jahrzehnten zugenommen, was eine Intensivierung der Erforschung ihrer

Ursachen erforderlich macht?.

1.1.1 Definition, Klinik, Komplikationen, Klassifikation und Therapie
1.1.1.1 Morbus Crohn

Der MC ist eine diskontinuierlich und segmental auftretende Entziindung des
Gastrointestinaltraktes. Am haufigsten sind das terminale lleum (daher auch
Llleitis terminalis®) und das proximale Kolon betroffen. Es kann, wie in Abbildung

1 gezeigt, jedoch der gesamte Trakt vom Mund bis zum Anus befallen sein®.

L1 L2 L3 L4 L4+L3
Abbildung 1: Die verschiedenen anatomischen Lokalisationen bei Morbus Crohn (Mund
bis  Anus): L1=terminales lleum, L2=Kolon, L3=lleokolon, L4=oberer

Gastrointestinaltrakt, L4+L3=oberer Gastrointestinaltrakt und distaler Befall aus*
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Makroskopisch findet sich eine transmurale Entziindung mit 6dematésen und
fibrotischen Verdickungen der Darmwand. Weitere Charakteristika sind
aphthoide Lasionen, lineare, scharf begrenzte Ulzera (,Schneckenspuren®) und
kleine Schleimhauteinblutungen (pin-point lesions). Es entsteht das typische
Bild des sogenannten ,Pflastersteinreliefs*® °,

Diese entzundlichen Prozesse lassen sich gut in einer endoskopischen

Untersuchung darstellen, wie in Abbildung 2 zu erkennen ist.

Abbildung 2: Endoskopisches Bild des terminalen lleums bei Morbus Crohn mit
Schwellung der Schleimhaut und charakteristischem Pflastersteinrelief aus® (mit
freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Dr. Rdssle)

Histologisch sind Epitheloidzellgranulome (in 40 %) und mehrkernige
Riesenzellen zu finden. Meist kommt es zu einer Hyperplasie der zugehorigen
Lymphknoten (bei 70 %). Es konnen sich eine Lymphangiektasie sowie
aphthenahnliche Geschwiire der Schleimhaut mit Fissuren und Fisteln bilden?®.

Aufgrund des unterschiedlichen Befallsmusters kann die Klinik des MC sehr
vielfaltig sein. Die haufigsten Symptome sind chronische, d. h. mindestens
sechs Wochen andauernde, Durchfalle (meist ohne Blut), Abdominalschmerzen
und/oder Gewichtsverlust. Die kolikartigen Schmerzen sind oft im rechten
Unterbauch lokalisiert und lassen sich teilweise nur schwer von einer
Appendizitis unterscheiden. Bei starkem Befall des terminalen lleums kann eine
druckschmerzhafte Resistenz getastet werden. Dartber hinaus sind haufig

systemische Symptome, wie Abgeschlagenheit und Fieber zu beobachten.
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Bei Kindern kann es zu Dystrophie, Gedeihstérungen und
Wachstumsverzégerungen kommen® ’.

Mogliche Komplikationen sind Fisteln, anorektale Abszesse und segmentale
Darmstenosen mit konsekutivem lleus und gelegentlich Perforationen. Im
spateren Verlauf kann es sehr selten zur Ausbildung einer Amyloidose
kommen. AulRerdem ist das Risiko fur frihe Dunndarmkarzinome und

Kolonkarzinome erhoht® & °,

1.1.1.2 Colitis ulcerosa

Die CU breitet sich im Gegensatz zum MC vom distalen Rektum ausgehend
kontinuierlich nach proximal aus®. Neben dem uiblichen Kolonbefall ist eine
Beteiligung des terminalen lleums mdglich. Man spricht hier von einer

“19" Die Entziindung ist auf die oberflachliche Schleimhaut

,Backwash-lleitis
begrenzt. Die Kolonschleimhaut ist gerdtet und geschwollen. Neben
Kontaktblutungen kdénnen kleine Schleimhautulzera mit Fibrinbelagen entstehen

(siehe Abbildung 3)°.

28

Abbildung 3: Endoskopisches Bild der Colitis ulcerosa mit oberflachlichen Erosionen
und Schleimhautblutungen aus'* (mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. Klaus)
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In der Histologie sind sogenannte ,Kryptenabszesse® (Granulozyteninflitrate der
Schleimhaut mit Eiter in den Krypten) typisch. Im fortgeschrittenen Stadium
kommt es zur zunehmenden Schleimhautzerstérung mit Verlust des normalen
Faltenreliefs. Die restlichen  Schleimhautinseln  bilden  sogenannte
,Pseudopolypen®. Es kommt zur Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten
mit Schleimhautatrophie und —dysplasie (DALM= dysplasia associated lesion or
mass), der Vorstufe einer karzinomattsen Entartung®.

Die Symptomatik der CU ist der des MC sehr &hnlich. Die Durchfélle sind
haufiger blutig und schleimig, es tritt jedoch seltener ein Gewichtsverlust auf*?,
Typische Komplikationen sind das toxische Megakolon und massive Blutungen.
Eine seltene Spatkomplikation ist auch hier die Amyloidose. Zudem haben
Patienten mit CU ein nachgewiesen erhohtes Risiko fur kolorektale Karzinome.
Falls es zum Auftreten einer primér sklerosierenden Cholangitis (PSC) kommt,
ist auch das Risiko fir das cholangiozellulare Karzinom erhoht® % 12,

Beide Erkrankungen verlaufen meist schubweise, wobei die Rezidivhaufigkeit
mit der Krankheitsdauer zunimmt. Bei einer Persistenz der Symptome Uber
sechs Monate spricht man von einem chronisch aktiven Verlauf®.

Sowohl MC als auch CU konnen aullerhalb des Darmes weitere Organe
befallen, sogenannte extraintestinale Manifestationen. Diese treten mit einer
Haufigkeit von 6 % bis 47 % auf**.

Es kann fast jedes Organsystem betroffen sein'®. Am haufigsten betroffen sind
die Haut (Zinkmangeldermatosen, Aphthen, Erythema nodosum, Pyoderma
gangraenosum u. a.), Augen (Episkleritis, Iritis, Uveitis, Keratitis u. a.), Gelenke
(Arthritis, ankylosierende Spondylitis, meist human leukocyte antigen (HLA)-
B27 positiv) und Gallengange (PSC).

Die ersten drei genannten treten haufiger bei MC auf. PSC wird hingegen

haufiger im Zusammenhang mit CU beobachtet® *°.
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Die haufigsten extraintestinalen Manifestationen sind in Abbildung 4 dargestellit.

Multiple sclerosis —__

Iritis, uveitis ——

Sensorineural hearing loss —

Aphthous ulcers —
Autoimmune —— - Asthma
thyroiditis s

Myocarditis, pericarditis
Primary sclerosing n PR

cholangitis, - Autoimmune hepatitis
Autoimmune S .
cholangitis, __—— Immune thrombocytopenia
Overlap syndrome ——— Coeliac disease

Psoriasis —— - Autoimmune pancreatitis,

Type | diabetes
Nephritis, amyloidosis

"~ Urolithiasis
~ Axial arthropathy
(spondylitis and sacroiliitis)

Polyarticular
arthritis

Osteoporosis —

Pauciarticular arthritis ~

Erythema nodosum
Pyoderma gangrenosum

Abbildung 4: Extraintestinale Manifestationen der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen und assoziierte Autoimmunerkrankungen (blau) aus®

Die Diagnose des MC und der CU wird aufgrund charakteristischer Nachweise
aus klinischen, laborchemischen, endoskopischen, histologischen und
radiologischen Untersuchungen gestellt” 2.

Nach der Diagnosestellung sollten die Patienten nach definierten Kriterien in
Subgruppen unterteilt werden. Dies ist besonders fur die Wahl der geeigneten

Therapie und die Einschatzung der Prognose entscheidend.
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Fur den MC wurde hierfur 1998 im Rahmen des "World Congress of
Gastroenterology" die sogenannte Wiener-Klassifikation entworfen, welche die
Erkrankung nach den Hauptkriterien Erkrankungsalter (A), anatomische
Lokalisation (L) und Krankheitsverlauf/Befallsmuster (B) einteilte. Diese wurde
2005 in der noch aktuellen Montreal-Klassifikation Uberarbeitet.

Daruiber hinaus wurde eine Einteilung fur die CU entworfen. Diese enthéalt die
maoglichen Krankheitsausdehnungen (E1-E3) sowie die Krankheitsschwere (SO-

S3). Eine Ubersicht ist in den Tabellen 1 und 2 aufgelistet*®*2.

Tabelle 1: Klassifikation des Morbus Crohn nach Wien und Montreal im Vergleich
16-18
aus

Wiener-Klassifikation Montreal-Klassifikation
Alter bei Al < 40 Jahre Al < 16 Jahre
Erstdiagnose
A2 > 40 Jahre A2 zwischen 17 und 40
Jahren
A3 > 40 Jahre
Lokalisation L1 lleum L1 lleum
L2 Kolon L2 Kolon
L3 lleum und Kolon L3 lleum und Kolon
L4 oberer L4 isoliert oberer
Gastrointestinaltrakt Gastrointestinaltrakt
B1 nicht strikturierend, B1 nicht strikturierend,
Befallsmuster . ) . )
nicht penetrierend nicht penetrierend
B2 strikturierend B2 strikturierend
B3 penetrierend B3 penetrierend
p perianale Beteiligung
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Tabelle 2: Klassifikation der Colitis ulcerosa (CU) nach Montreal aus'” *®

Montreal-Klassifikation fur die Krankheitsausdehnung der CU

Krankheitsausdehnung (E)

El ulzerierende Proktitis
E2 Linksseitenkolitis (distale CU)
E3 extensive CU (Pankolitis)

Montreal-Klassifikation fur die Schwere der CU

Krankheitsschwere (S)

SO klinische Remission
S1 milde CU

S2 moderate CU

S3 schwere CU

Die Therapie der CED richtet sich am Patienten individuell aus. Sie beinhaltet
eine Anpassung des Lebensstils (bsp. Nikotinabstinenz) sowie die
Moglichkeiten einer medikamentdsen Behandlung (Steroide, 5-Aminosalicylate,
Antibiotika, Immunsuppressiva, Biologika) oder bei fortgeschrittener Erkrankung
die operative Therapie.

Wahrend die CU durch eine Proktokolektomie geheilt werden kann,
ermdglichen alle weiteren TherapiemalBnahmen nach momentanem

Forschungsstand lediglich eine Verbesserung der Symptomatik™ 2.
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1.1.2 Epidemiologie

L
Abbildung 5: Epidemiologie von Colitis ulcerosa und Morbus Crohn: weltweit
unterschiedliches Auftreten, Rot=jéhrliche Inzidenz >10/10° , Orange=jahrliche
Inzidenz 5-10/10°, Griin=jéahrliche Inzidenz <4/10° Gelb=niedrige Inzidenz mit
kontinuierlichem Wachstum aus®®

Das Auftreten der CED variiert weltweit (siehe Abbildung 5). Mit Ausnahme von
Canada, Australien und einigen Landern in Europa tritt die CU haufiger auf als
der MC'®?!, Die hochsten Inzidenzen und Pravalenzen haben Nordamerika und
Nordeuropa. Im Siden und Osten, vor allem in Entwicklungslandern, sind die
Raten niedriger®.

Die hochsten Inzidenzen und Pravalenzen von CU und MC aus dem vor
kurzem verdffentlichen Review zu populationsbasierten Studien® sind in

Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3: Die weltweit héchsten Inzidenzen und Préavalenzen von Colitis ulcerosa (CU)
und Morbus Crohn (MC) nach®

Inzidenz CU | Inzidenz MC | pravalenz Pravalenz
Land/Kontinent | (pro 100.000/ | (pro 100.000/ | CU (pro MC (pro

Jahr) Jahr) 100.000) 100.000)
Canada 19,2 20,2 248 319
Nordeuropa 24,3 10,6 505 322
Australien 17,4 29,3
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In Deutschland liegen die zuletzt angegebenen Inzidenzen bei 3.0-3.9/100.000
fir CU und 5.2-6.6/100.000 fiir MC? 2. Die Erkrankungsraten steigen in allen
ethnischen Gruppen®.

24 25 st weltweit ein Nord-Suid-, West-Ost- und

Mit Ausnahmen weniger Studien
Stadt-Land-Gefélle zu beobachten®®, wobei sich die geografischen
Unterschiede allmahlich angleichen?®.

Der Altersgipfel liegt bei MC zwischen 20-30 Jahren und bei CU zwischen 30-
40 Jahren. Einige Studien berichten von einem zweiten Haufigkeitsgipfel der
beiden Erkrankungen zwischen 60-70 Jahren®®.

Bezlglich der Geschlechterverteilung sind die Aussagen in verschiedenen
Studien (Zusammenfassung in Molodecky et al. 2012) sehr kontrovers, sodass

von keinem Geschlechterunterschied auszugehen ist®°.

1.1.3 Atiologie
Die genaue Ursache von CED ist bisher ungeklart. Daher gibt es noch keine

kausale Therapie fir die Patienten®” 5.

Aktuell geht man von einem
multimodalen Zusammenspiel von genetischen, immunologischen und &ul3eren
Umweltfaktoren aus. Vermutlich resultiert die chronische Entziindung bei
genetisch pradisponierten Individuen aus einer inadaquaten Immunantwort auf

die Darmflora® 23!,

1.1.3.1 Genetik

Der genetische Einfluss auf CED ist einer der am haufigsten untersuchten
Faktoren.

Beobachtete familiare Haufungen und grof3e Zwillingskonkordanzstudien
weisen auf eine genetische Komponente hin®*>*. AuRerdem wurde gezeigt,
dass bestimmte Bevoélkerungsgruppen, vor allem Ashkenazi-Juden, zwei- bis
viermal haufiger an CED erkranken als andere ethnische Gruppen und zwar
unabhéangig ihrer geografischen Lokalisation, was ebenfalls auf die genetische

Bedeutung hindeutet®>™’.
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Es wurde ein starkerer genetischer Einfluss bei MC als bei CU beobachtet®.
Verglichen mit der Allgemeinbevélkerung haben Verwandte ersten Grades ein
zehnfach erhéhtes Risiko an CED zu erkranken®. Bis Ende 2012 wurden bisher
163 Suszeptibilitatsgene fiir MC und CU identifiziert®>**.

Die meisten Gene spielen auch bei anderen entzindlichen immunvermittelten
Erkrankungen, am deutlichsten bei der ankylosierenden Spondylitis, bei der
Psoriasis und dem Diabetes mellitus Typ | eine Rolle**.

Bedeutende Genregionen umfassen die nucleotide-binding oligomerization
domain (NOD2), Autophagiegene (ATG16L1) und Komponenten des Interleukin
(IL) 23-T-Zellen Weges (IL23R, JAK2, STAT3, p40)™.

Das erste mit CED, speziell mit MC assoziierte Gen, das NOD2-Gen, spater als
caspase activating recruitment domain (CARD) 15 bezeichnet, wurde erstmals
2001 beschrieben®®*3,

Neben einem erhdhtem Krankheitsauftreten konnte fir NOD2- und Januskinase
(JAK)-Mutationen auch eine Assoziation zur Krankheitsschwere hergestellt
werden,

Die deutlichste Verbindung zu CU konnte in genomweiten Assoziationsstudien
(GWAS) mit der major histokompatibility complex (MHC) class Il Region nahe
HLA-DRA beobachtet werden’.

Selbst durch diese beachtliche Anzahl an bekannten Genorten kann nur ein
geringer Anteil der Hereditat (ca. 20 %) der CED erklart werden. Es konnte
weder fur MC noch fur CU ein einfacher Erbgang nachgewiesen werden, was
die genetische Komplexitat unterstreicht und die Beteiligung weiterer Faktoren

an der Krankheitsentstehung erfordert® **.

1.1.3.2 Umweltfaktoren

Die schnelle Zunahme der Inzidenzen der CED, das erhdhte Krankheitsrisiko
des erstgeborenen Zwillings sowie hohe Diskonkordanzraten geben Hinweise
auf die bedeutende Rolle umweltbedingter Triggerfaktoren neben genetischen

Faktoren in der Entstehung der CED3> %% %°,
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Neben den regionalen Nord-Sud- und West-Ost-Geféllen fallen ebenfalls
erhohte Inzidenzen in Stadten verglichen mit landlichen Regionen und in
wirtschaftlich entwickelten Gegenden (Canada, USA, Westeuropa) gegenuber
Entwicklungslandern (Indien, China) auf.

Mit zunehmender Industrialisierung bisher weniger betroffener Lander steigen
die Inzidenzraten auch dort an*®*. Als mégliche Erklarung fiir diese nicht mehr
rein geografisch erklarbaren Veranderungen, wird eine Veranderung in den
Lebensgewohnheiten dieser Bevilkerungsgruppen genannt. Verbesserte
Hygieneverhéltnisse sind verbunden mit einer geringeren Keimexposition im
Kindesalter und weniger durchgemachten Infektionen. Entsprechend dieser
,Hygienehypothese“ koénnte eine inadaquate Immunantwort bei spaterer
Exposition gegeniiber Mikroorganismen entstehen*®>*,

Ein weiterer haufig untersuchter Faktor ist das Rauchen. Frihes Rauchen
steigert signifikant das Auftreten von MC. Bei CU hingegen scheint Rauchen
protektiv zu wirken®>>°.

Ein gehauftes Auftreten von MC und CU wurde nach bakteriellen
gastrointestinalen Infektionen beobachtet. Es wird vermutet, dass akute
intestinale Infektionen die Darmflora verandern konnten und dadurch den
Beginn der CED triggern®® *’. Bei MC wurde eine Dysbiosis der mukosalen
Darmflora und eine erhdhte Anzahl intramukosaler Bakterien, vor allem
adhasiver Spezies, berichtet®® *°.

Insgesamt konnen einige Umweltfaktoren aufgezeigt werden, jedoch konnte
bisher der genaue Mechanismus, wie diese Faktoren bei der Entstehung der
CED interagieren und inwieweit einige Faktoren eher krankheitsmodulierend

wirken, nicht herausgefunden werden.
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1.1.3.3 Immunologische Vorgange in der Pathogenese
Eine wichtige Rolle in der Entstehung der CED spielt die Interaktion des
angeborenen und erworbenen intestinalen Immunsystems mit der

vorherrschenden Darmflora.

Mikrobiota

Den menschlichen Darm besiedeln vorwiegend die vier Bakterienstamme
Bakteroides, Firmicutes, Actinobacteria und Proteobacteria, bestehend aus 50-
100 Bakterienspezies. Diese unterstitzen u. a. die Verdauung und modulieren
die mukosale Immunabwehr®®. Die Verteilung und Zusammensetzung variieren
individuell, alters- und nahrungsabhangig®®®. Bei MC und zum Teil bei CU
wurde ein Verlust der Vielfalt und eine Haufung bestimmter Stdmme, besonders
der Firmicutes- und Bacteroidesstamme beobachtet®®. Der Einfluss nicht-
pathogener Keime wird auch im Tiermodell ersichtlich, bei dem gentechnisch
veranderte Tiere nach der Kolonisation mit kommensalen Darmkeimen eine
chronische Darmentzindung entwickeln, aber unter keimfreien Bedingungen

65, 66

krankheitsfrei bleiben . Studien am Menschen lassen eine potentielle

Bedeutung der Darmflora auf die Krankheitsschwere und den Phéanotyp
vermuten®’ .

Intestinale Barriere

Das muzinbedeckte Epithel zur Trennung der luminalen Flora von den
Wirtsimmunzellen stellt die &uRerste Schutzbarriere des mukosalen
Immunsystems dar. Aul3erdem findet dort die Synthese antimikrobieller Peptide
statt®!,

Bei CU ist die Synthese einiger kolonischer Muzinsubtypen (Muzin 2)
vermindert®. Auch bei MC konnte im entziindeten terminalen lleum eine
verminderte Expression der Muzingene MUC1, MUC3, MUC4 und MUC5B
gefunden werden, wodurch die bedeckende Muzinschicht insuffizient wird”°.
Eine intakte mukosale Barriere verhindert den parazellularen Durchtritt
luminaler Antigene. Sowohl bei MC als auch bei CU sind die Tight Junctions,
welche die Epithelzellen beim Gesunden dicht miteinander verknipfen,

durchlassig™ "2,
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Neben der Muzinschicht und dem Epithel sorgen antimikrobielle Peptide,
welche vor allem von Paneth-Zellen im Dinndarm sezerniert werden, und die
Produktion von Immunglobulin (Ig) A fir eine weitere Abwehr luminaler
Mikroorganismen. Neue Erkenntnisse sehen einen Mangel an Defensinen als
mogliche Ursache in der Pathogenese der CED’*"®. Dies kénnte dazu fiihren,
dass sich die Iluminalen Mikroorganismen direkt an die Oberflache der
Darmepithelien anlagern und durch direkten Kontakt mit Immunzellen eine

Entziindungsreaktion hervorrufen’ "

Immunsystem

Zur Abwehr eingedrungener Antigene und Keime stehen dem Immunsystem
zwei groe Abwehrmechanismen zur Verflgung. Das angeborene
(unspezifische) Immunsystem und das erworbene (adaptive, spezifische)
Immunsystem, bestehend aus B- und T-Lymphozyten. Weiterhin werden
humorale von zellularen Komponenten unterschieden.

Immunzellen des unspezifischen Immunsystems (neutrophile Granulozyten,
Makrophagen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen)) erkennen mit ihren
pattern recognition receptors (PRRs) eindringende Mikroorganismen anhand
typischer Muster oder Molekilen, den sogenannten pathogen/mikroben-
assoziierten Mustern. Ein weites Spektrum an PRRs, einschlie3lich Toll-like-
Rezeptoren (TLR) und NOD-like Rezeptoren (NLR), tragen vor allem
dendritische Zellen, welche die weiteren Schritte in Richtung Abwehr oder
Toleranz einleiten. Bei CED korreliert ihre Verteilung und ihr Ph&notyp mit der
Krankheitsaktivitat’®®°. Bei CU und MC vermindern Polymorphismen und eine
erhohte Expression normalerweise weniger vorkommender TLR (TLR2 und
TLR4) die Toleranz des erworbenen Immunsystems®" &2,

NLR (NOD1 und NOD2) spielen bei MC eine Rolle. NOD2-Polymorphismen
sind neben einer gestdrten Defensinproduktion der Paneth-Zellen mit einer
schwacheren Zytokinantwort gegenuber Muramyldipeptiden, einer ineffektiven
Autophagie und IL-10 Transkription verbunden’® 882,

Eine gestdrte Autophagie invasiver Mikroorganismen und eine fehlende T-Zell-

Toleranz werden auch bei ATG16L mutierten Zellen beobachtet®® &',
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Das adaptive Immunsystem wird durch die Prasentation von Antigenen durch
antigenprasentierende Zellen an naive T-Zellen in sekundéar lymphatischen
Organen des Darms (Peyer'sche Plaque, Lymphknoten, usw.) aktiviert.
Abhangig von der Art der antigenprasentierenden Zelle und dem Zytokinmilieu
differenzieren die clusters of differentiation (CD)4" T-Zellen zu
unterschiedlichen Subgruppen (Th1, Th2, induzierbare regulatorische T-Zellen
und Th17) mit charakteristischem Zytokinprofil®®®*. Bei CED wurden
Dysregulationen intestinaler CD4" T-Zell-Subgruppen mit gestértem
Gleichgewicht zwischen regulatorischen und Effektor-T-Zellen festgestellt. Bei
MC werden beispielsweise das Th-17 Zytokin IL-17 und die Thl-Zytokine

Interferon (IFN)-y und Tumornekrosefaktor (TNF)-a vermehrt produziert®™ .

92-9 " Eine

Bei CU sind hingegen IL17 und vor allem Th2-Zytokine erhéht
atypische Th2-Antwort wird hier durch natirliche Killer-T-Zellen Uber die
Produktion von IL-5 und IL-13 vermittelt. Nattrliche Killer-T-Zellen, welche viele
Th2-Zytokine produzieren, wurden vermehrt in der Lamina propria von CU-
Patienten gefunden. IL-13 hat zytotoxische Funktionen gegen epitheliale Zellen,
was wiederum zur gesteigerten Permeabilitat fihren kann und bt ein positives
Feedback auf natiirliche Killer-T-Zellen aus’ % %,

Eine zentrale Rolle fur die Th17-Zell-Funktion erfullt der 1L-23 Pfad, fir welchen
zahlreiche polymorphe Genvarianten mit CU und MC assoziiert werden
konnten*.

Die Rolle der B-Zellen im Zusammenhang mit CED ist wenig erforscht worden.
Im Darm produzieren sie Ig A-Antikbrper zur Immunabwehr. In Tiermodellen bei

%. 97 Der Nachweis

Kolitis hatten sie anti- und proinflammatorische Effekte
antimikrobieller  Antikkorper, z. B. Anti-Flagellin-Antikérper und Anti-
Saccharomyces cerevisiae-Antikérper bei MC und perinukleare anti-neutrophile
zytoplasmatische Antikorper bei CU, gibt Hinweise auf eine vorhandene B-Zell-
Aktivitat®® %,

Zur systemischen Immunkontrolle zirkulieren Leukozyten im Blut. Bei
Entziindungsprozessen werden sie durch Chemokine angelockt und deren

Migration durch Adhasionsmolekiile (Selektine, Integrine) vermittelt.
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Die schnelle Rekrutierung und Akkumulation von Leukozyten in intestinalem
Gewebe ist typisch fur CED. Durch hochregulierte Adh&sionsmolekiile, wie
mucosal addressin cellular adhesion molecule-1 auf GefaRendothelien durch
TNFa und IL-1, werden diese verstarkt. Aul3erdem steigern vermehrte
gewebsspezifische Chemokine, wie das CXCL8 (IL-8), die Migration der
Leukozyten. Zudem konnten Veranderungen in der mikrovaskularen Struktur
zur Entziindung, Ischamie und verminderter mukosaler Heilung beitragen®®®1%,
Heute wird dem adaptiven Immunsystem im Gegensatz zu friherer Meinung
vielmehr eine entzindungsmodulierende und aufrechterhaltende Rolle
zugeordnet.

Eine besondere Bedeutung wird derzeit dem Barrieredefekt in der Darmmukosa

zugeschrieben™.
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1.2 KIR-System auf naturlichen Killerzellen als Teil des Immunsystems
1.2.1 Naturliche Killerzellen

Eine weitere Gruppe der bereits erwahnten Lymphozyten stellen die natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) dar.

Sie werden durch ihre Hauptaufgabe, der ungerichteten Spontanabwehr ohne
vorausgegangene Sensibilisierung gegentber virusinfizierten Zellen und
Tumorzellen, als Teil des angeborenen Immunsystems betrachtet’®* %
Daneben erflillen sie jedoch auch einige Eigenschaften des erworbenen
Immunsystems, wie z. B. die Bildung lang lebender Gedé&chtniszellen®.

Im Darm scheinen sie eine Rolle in der angeborenen mukosalen Immunitat und
Homoostase zu erfillen. In Mausmodellen, auf welche im Diskussionsteil noch
eingegangen wird, wurde gezeigt, dass NK-Zellen u. a. durch die Sekretion von
IFNy zur Entwicklung einer intestinalen Entziindung beitragen®®” 1%,

NK-Zellen werden durch einen CD56°, CD3-Phanotyp definiert und
reprasentieren etwa 10 % der Lymphozyten im Blut' *°. Verglichen mit T- und
B-Lymphozyten sind sie groRer und enthalten vorgeformte zytolytische Granula.
AulRRerdem produzieren sie Chemokine und Zytokine vom Typ 1 zur Aktivierung

105 107109 gje  entwickeln sich aus CD34"
9

anderer Immunzellen'®*
hamatopoetischen Stammzellen'® und sind danach vor allem im Blut, Milz,
Leber, Lunge, Knochenmark und zu einem sehr geringen Teil in Lymphknoten
zu finden**.

Nach der Expression des Oberflachenmolekiils CD56 unterscheidet man zwei
Subgruppen®®® 12,

CD56%™ CD16" killer cell immunoglobulin-like-receptor (KIR)" NK-Zellen sind
die meist ausgereiftesten Zellen und machen ca. 90 % der NK-Zellen des
peripheren  Blutes aus. Sie vermitteln vor allem  zytotoxische
Immunantworten'®® 3. Diese erfolgen u. a. durch die Freisetzung von Perforin
und Granzym B aus den vorgeformten Granula, wodurch die Plasmamembran
der Zielzellen zerstért und dadurch die Apoptose getriggert wird™**.

Die iibrigen 10-15 % der NK-Zellen sind CD56"" CD16™ KIR"" Zellen. Diese

weniger ausgereiften Zellen sind Vorstufen der CD56%™ Zellen.
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Ihre Hauptaufgabe liegt vor allem in der Produktion proinflammatorischer
Zytokine (IFN-y, TNF-a, Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
usw.) und weniger in der Zytolyse. In den Lymphknoten sind die regulatorischen
CD56"™" Zellen die vorherrschende NK-Zellsubgruppe, wo sie unter anderem
mit den dendritischen Zellen interagieren'*: 112 115118

Darm assoziierte lymphatische Gewebe beherbergen eine spezielle NK-Zell-
Untergruppe. Diese ist auf die Produktion von IL-22 spezialisiert, einem
proinflammatorischen Zytokin, welches die Abwehr gegen extrazellulare
Pathogene vermittelt'*®.

1.2.2 Regulation der natirlichen Killerzellen Uber Rezeptoren und Zytokine
Die zytotoxische Aktivitat und die Sekretion von Chemokinen und Zytokinen der
NK-Zellen wird tber ein komplexes System aus aktivierenden und hemmenden
Rezeptoren (KIR, KLR: killer cell lectin-like receptors, LILR: leukocyte
immunoglobulin-like receptors und NCR: natural cytotoxicity receptors) reguliert.
Diese sind im Gegensatz zum T-Zell-Rezeptor nicht antigenspezifisch und nicht

110, 120-123

durch somatisches Rearrangement entstanden . Durch variierende

Kombinationen aus aktivierenden und hemmenden Rezeptoren entstehen die
verschiedenen Subgruppen der NK-Zellen'?* 12,

Zusatzlich zur Steuerung Uber verschiedene Rezeptoren kann deren Aktivitat
durch Zytokine (IFN-a/B, IL-2, -18 und -15), welche von dendritischen Zellen,
Makrophagen und den pathogenen Geweben sezerniert werden, gesteigert
werden®?®,

Zur Unterscheidung zwischen korpereigenen und fremden Zellen nutzen NK-
Zellen den sogenannten ,Missing-Self-Mechanismus. Dazu besitzen sie
hemmende Rezeptoren (vor allem KIR), die MHC-I-Molekile (vom Typ A, B, C
und E) erkennen, welche auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert sind. Bei
deren Erkennung werden hemmende Signale in das Zellinnere der NK-Zellen
geschickt und die Zellen bleiben dadurch vor einem Angriff durch die NK-Zellen

geschutzt.
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Fallt diese Selbsterkennung durch herunterregulierte MHC-I Molekile beim
Befall von Krankheitserregern oder neoplastischer Zellen weg, entféllt auch der
hemmende Mechanismus. Die NK-Zellen werden aktiviert und zerstéren die
entsprechende Zelle durch oben genannte Mechanismen'?’. NK-Zellen kénnen
daruber hinaus in einer sogenannten ,Lizenzierung® (und weiteren
angenommenen Modellen) durch die Interaktion mit HLA-I-Liganden ihre
funktionelle Kompetenz erwerben, selbst wenn diese (noch) keine funktionellen
hemmenden Rezeptoren besitzen?® 2°,

Zusatzlich zum ,Missing-Self“-Mechanismus konnte die Expression von
Liganden aktivierender Rezeptoren auf der Zielzellenoberflache zum Angriff

durch NK-Zellen beitragen*®.

1.2.3 KIR-Rezeptoren

Unter der Vielfalt an Rezeptoren nehmen die KIR-Rezeptoren durch ihre
individuelle, heterogene und sehr variable Zusammensetzung eine
Schlusselrolle in der Kontrolle der Entwicklung und Funktion von NK-Zellen
ein13°'133.

Momentan besteht die KIR-Gen-Familie aus 15 Genen (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DS1) und zwei
Pseudogenen (KIR 2DP1 und KIR 3DP1). Diese werden uber eine 100-200 kb
lange Region des Leukozyten-Rezeptor-Komplexes neben weiteren Genen des
Immunsystems auf Chromosom 19 (19q13.4) kodiert**.

Die KIR-Rezeptoren besitzen entweder zwei oder drei extrazellulare Ig-
Domanen fir die Ligandenbindung und ein Kkurzes oder langes
zytoplasmatisches Ende fur die Signalibertragung. Je nach Anzahl an Ig-
Doméanen (zwei oder drei und ,D“ fur ,domain“) und dem Typ des
zytoplasmatischen Endes (,S* fur ,short® oder ,L“ fur ,long“ und ,P“ flr
Pseudogen) erhélt der KIR-Rezeptor nach der gangigsten Nomenklatur seine
Bezeichnung®®®. So besitzt der KIR-Rezeptor KIR2DL1 beispielsweise zwei

extrazellulare Ig-Domanen und ein langes intrazellulares Ende.
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Die letzte Ziffer gibt die Anzahl an Genen an, welche fur ein KIR-Rezeptor-
Protein mit dieser Struktur kodieren. Die langen Enden triggern hemmende
Signale Uber immune-receptor-tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs),
wohingegen die kurzen Enden tber immune-receptor-tyrosine-based activation
motifs (ITAMs) in DAP12 Signaladaptern aktivierende Signale triggern®*®. Die
Proteinstruktur der verschiedenen KIR-Rezeptoren ist in Abbildung 6 gezeigt.
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A A A
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Abbildung 6: Proteinstruktur der verschiedenen KIR-Rezeptoren aus der ,IPD-KIR
Database*'®. Gezeigt ist die Proteinstruktur aus zwei und drei Immunglobulin-
ahnlichen extrazellularen Domanen. Die Verbindungen der aktivierenden KIR zu
Adaptermolekilen sind in Grin, immune-receptor-tyrosine-based inhibitory motifs
(ITIMs) der hemmenden KIR in Rot dargestellt.
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1.2.4 KIR-Liganden
Die KIR-Rezeptoren binden an verschiedene HLA-Molekule, welche auf

sind*®14°  Dijese  konnen anhand ihrer

Chromosom 6  kodiert
Aminosauresequenz in die drei Hauptgruppen HLA-A, B und C eingeteilt
werden®” ! In Abbildung 7 sind die KIR-Rezeptoren und ihre bindenden HLA-

Molektle zusammengefasst.
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Abbildung 7: Aktivierende (activating) und hemmende (inhibitory) KIR-Rezeptoren auf
natiirlichen Killerzellen mit ihren passenden HLA-Liganden aus*®
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1.2.5 KIR-Haplotypen

Basierend auf der variablen Zusammensetzung der KIR-Gene zwischen
Individuen und Bevoélkerungsgruppen existieren verschiedene Haplotypen'*"
142 Trotz der unterschiedlichen Anzahl und Typen der vorkommenden Gene
sind die vier Gene KIR2DL4, KIR3DP1, KIR3DL2 und KIR3DL3 in nahezu allen
Haplotypen vertreten. Sie werden daher auch als Rahmengene bezeichnet*,
Der Haplotyp A ist neben den Rahmengenen durch die Gene KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR2DS4, KIR3DL1 und KIR2DP1 festgelegt’*> ***** Die ubrigen
Haplotypen werden als Haplotyp B zusammengefasst, welcher eine sehr
variable Genzusammensetzung aufweist'*°. Urspriinglich wurde der B Haplotyp
durch den Nachweis eines 24 kb Hind 1l Fragments mittels
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus bestimmt*#.

Dieser Haplotyp unterscheidet sich vor allem durch mehr aktivierende
Rezeptoren vom Haplotyp A, welcher nur den einen aktivierenden Rezeptor KIR
2DS4 besitzt. Er besitzt mindestens eines der Gene KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS5, KIR2DL2, KIR2DL5 und KIR3DS1'® 147 m
Zusammenhang mit der Stammzelltransplantation bei Leukamien wurde eine
weitere Unterteilung des Haplotyps B anhand des B Content-Scores (0-4)
entsprechend den zentromeren und telomeren Genmotiven (siehe unten)
entworfen*.

Beide Haplotypen kommen mit unterschiedlichen Haufigkeiten in verschiedenen
Bevélkerungsgruppen vor*4? 149,

Die KIR-Haplotypen werden durch 14 kb lange long interspersed elements-
repeats in eine zentromere und telomere Halfte geteilt, welche jeweils durch die
Rahmengene begrenzt werden und dazwischen variable KIR-Gene enthalten’**

149

Die Rekombination aus zentromeren und telomeren Genmotiven wahrend der
Meiose tragt weiter zur Vielfalt der Genzusammensetzung bei**® %0
Verschiedene KIR-Haplotypen mit ihren zentromeren und telomeren Anteilen

sind in Abbildung 8 gezeigt.
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Abbildung 8: Zentromere und telomere Genmotive verschiedener KIR-Haplotypen

auslSO

Neben der individuell spezifischen Genzusammensetzung fuhren weitere

Faktoren, wie der Nukleotidsequenzpolymorphismus jedes KIR-Gens, die

stochastische, vielfaltige Expression des KIR-Rezeptors sowie die unabhangige

Vererbung der KIR-Liganden zu einer enormen Vielfalt im KIR-Rezeptorsystem

und dessen Funktionsweise*.
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1.2.6 KIR und Krankheit

Die Entdeckung der unerwarteten Vielfalt unter den KIR-Rezeptoren und ihre
Bedeutung in der Immunabwehr fihrten zur Erforschung ihrer Rolle im
Zusammenhang mit Krankheiten'®!. So konnten bereits Verbindungen zwischen
den KIR-Rezeptoren und/oder ihrer Liganden mit bestimmten Krankheiten in
Studien gezogen werden. Beim Vergleich unterschiedlicher KIR-HLA-
Kombinationen wurde gezeigt, dass stark hemmende Verbindungen schitzend
gegenuber Autoimmunitat, jedoch empfanglicher fir Infektionen und
reproduktive  Stoérungen sind. Umgekehrt fordern stark aktivierende
Verbindungen Autoimmunitat und das Krebswachstum, aber schutzen vor
Infektionen®®®: Die Verbindung KIR2DL3 und HLA-C1 fihrt durch ihre
schwachen ,Hemmungssignale® zu einer starkeren Abwehr gegenlber Hepatitis
C als andere Genverbindungen infizierter Individuen™?. Praeklampsien und
Fehlgeburten wurden mit der starken Hemmung durch die Verbindung KIR2DL1
und HLA-C2 beobachtet*>***°. Weniger Komplikationen in der Schwangerschaft
hatten Frauen, welche das telomere Ende des Gruppe B KIR- Haplotyps
besitzen (KIR3DS1, KIR2DL5A, KIR2DS1 und KIR2DS5)™3. Eine starke
Assoziation wurde zwischen KIR2DS2 oder KIR2DS1 wund Vvielen
Autoimmunerkrankungen oder chronisch  entzundlichen  Erkrankungen
herausgefunden  (Psoriasis™® '’ Sklerodemie®®,  Rheumatoide
Arthritis/Vaskulitis®™°, Diabetes mellitus*®® etc.). Unter den relativ zahlreichen
Studien zu HIV konnte u. a. nachgewiesen werden, dass das Vorhandensein
des aktivierenden Rezeptors KIR3DS1 die AIDS-Progression bei HIV-Patienten
verglichen mit Patienten ohne KIR3DS1 verlangsamt'®. KIR3DS1 konnte auch
als protektiver Faktor fir Hepatitis C-Virus-Infektionen gezeigt werden®®?.
Hingegen wurde auch nachgewiesen, dass die Prasenz des KIR3DS1 mit der
Progression zervikaler Neoplasien durch HPV-16/18 zum Zervixkarzinom
verbunden ist*®2.

Weitere Zusammenhange oder auch schitzende Effekte konnten mit anderen
Infektionskrankheiten (Hepatitis B®* *** Cytomegalivirus*®®, etc.) und malignen

6

Tumorerkrankungen (Nasopharynxkarzinom*®®, Hepatozellulares Karzinom™®’,

usw.), einschlieBlich der Leukamien®® hergestellt werden.
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Diese beschriebenen Zusammenhange von KIR und dem Auftreten bestimmter
Erkrankungen kénnten auch eine solche Assoziation mit CED erwarten lassen.

Besonders die Erkrankungen Psoriasis vulgaris, Psoriasis-Arthritis®® °7,

|160

Sklerodermie®™® und Diabetes mellitus Typ sind, wie auch CED,

gekennzeichnet durch veranderte Immunprozesse und sind zum Teil MHC-
Klasse | assoziiert, was wiederum zu einer Verbindung mit KIR-Genen fiihrt*>*.
AuRerdem teilen sie zum Teil Suszeptibilitatsgene mit CED*.

Ein Bezug zu diesen Erkrankungen und CED kdnnte beispielsweise auch Uber
die extraintestinalen Manifestationen bei CED hergestellt werden, welche, wie
auch einige Arthritisformen, teilweise HLA-B 27-assoziiert sind und eine
verwandte Pathogenese vermuten lassen®®®.

In GWAS wurden fur CED einige Chromosomenregionen, einschlieRlich der
Region IBD6 auf Chromosom 19, identifiziert'’®. Ein méglicher Zusammenhang
zu den KIR-Genen kdnnte auch Uber deren Nahe zu diesem Locus hergestellt
werden, da die KIR-Gen-Familie zusammen mit der IBD6-Region auf
Chromosom 19 lokalisiert ist**,

In anderen Landern konnten bereits Studien zum KIR-Profil und CED erste
Hinweise zu deren Assoziation geben*’**"*. Durch die Diversitat der KIR-Gen-
Familie war es somit interessant, &hnliche Untersuchungen bei einer

einheimischen Bevolkerungsgruppe zu untersuchen.
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1.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

KIR werden auf nattrlichen Killerzellen und zu einem geringen Teil auf T-Zellen
exprimiert. Sie steuern Uber aktivierende und hemmende Signale nach der
Bindung mit passenden HLA-Liganden Immunprozesse bei der ungerichteten
Spontanabwehr gegenuber Krankheitserregern und malignen
Krankheitsprozessen. Sie sind gekennzeichnet durch ihre ausgesprochene
Vielfalt zwischen Individuen und ihrer raschen evolutiondren Anpassung. Einige
Studien haben bereits Assoziationen in der KIR-Zusammensetzung und der
Entstehung bestimmter Erkrankungen und entzundlicher Prozesse gefunden.
Bei der akuten myeloischen Leukamie (AML) im Erwachsenenalter oder akuten
lymphatischen Leukédmie im Kindesalter konnten den KIR-Rezeptoren im
Rahmen von Stammzelltransplantationen bereits entscheidende Funktionen
zugesprochen werden#® 175 176,

Die Bedeutung der KIR als Steuerungselemente in der angeborenen und auch
erworbenen Abwehr im Zusammenhang mit der Pathogenese von CED ist
Gegenstand aktueller Forschung'™**"*. Die Identifikation bestimmter KIR-Gene
als Suszeptibilitatsgene der CED waére ein weiterer Baustein in der bis heute
ungeklarten multifaktoriellen Entstehung dieser Krankheitsbilder und Beitrag zur
Entwicklung spezifischerer Therapiemdglichkeiten.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu Uberprifen, ob die genetische
Typisierung bezuglich der KIR-Gene von Patienten mit MC und CU im Vergleich
zu Kontrollpersonen weitere Zusammenhange in der Pathogenese der CED
liefern kann.

Durch deren Vergleich soll die Frage beantwortet werden, ob es einen
Unterschied im KIR-Profil von Patienten mit CED und Gesunden gibt.

Realisiert wird dies durch eine bereits etablierte und validierte, auf den
Nachweis der KIR-Rezeptoren spezifizierte Real-Time PCR.
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2 Proben, Material und Methoden

2.1 Proben

2.1.1 Ethikvotum

Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkommission des
Universitatsklinikums Tubingen am 05.04.2000 (Studiencode IKP 166) und
27.11.2001 (Studiencode AKP-4) genehmigt. Fir desoxyribonucleic acid (DNA)-
Proben von Patienten mit entzindlichen Darmerkrankungen lag die
Genehmigung der Ethikkommission des Allgemeinen Krankenhauses Wien vor.
Sowohl in der Fall- als auch Kontrollkohorte wurden die Probanden zur
Probenentnahme aufgeklart und haben zur Verwendung ihres genetischen
Materials fir Untersuchungszwecke in Studien zugestimmt. Nach
Unterzeichnung der Einverstandniserklarung wurde venéses Blut enthommen,
aus dem die DNA isoliert wurde. Fur alle Untersuchungen wurden daruber
hinaus die Patientendaten anonymisiert, so dass eine Zuordnung zum

Patientenamen unmaoglich ist.

2.1.2 Studienteilnehmer

In die Studie wurden insgesamt 200 Patienten (jeweils 100 mit MC und CU)
kaukasischer Abstammung mit CED eingeschlossen. Als Kontrollen nahmen
341 Personen kaukasischer Abstammung ohne Nachweis einer CED teil.

Ein Jahr vor der Probenentnahme wurde bei den Patienten die Diagnose der
CED durch endoskopische, radiologische und histopathologische
Untersuchungen bestatigt.

Zur Bildung von Subgruppen wurden die MC-Patienten nach der modifizierten

Montreal-Klassifikation eingeteilt.
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2.1.3 DNA-Proben

Fur die Untersuchungen wurden jeweils 100 DNA-Proben von Patienten mit MC
und CU auf das Vorhandensein von 17 KIR-Genen getestet und mit dem KIR-
Profil von 341 bereits untersuchten Proben von gesunden Personen verglichen.
Die DNA-Isolierung wurde nach Standardprotokollen am Dr. Margarete Fischer-
Bosch Institut fur klinische Pharmakologie (IKP) in Stuttgart durchgefuhrt.

Die Proben der Kontrollgruppe (KG) waren bereits im Rahmen weiterer

Forschungsarbeiten der Kinderklinik Tiibingen KIR-genotypisiert worden.

2.2 Material
2.2.1 Chemikalien, Reagenzien und Kits
2.2.1.1 Real-Time PCR

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Kits fur die Real-
Time PCR

Reagenz Hersteller

PeqGOLD DEPC-Water /RNase-free

Water Peqglab Biotechnologie GmbH

KAPA™ SYBR® FAST qPCR

Mastermix fur Bio-Rad iCycler Peqlab Biotechnologie GmbH

PCR- Primer Eurofins MWG Operon GmbH
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2.2.1.2 Gelelektrophorese

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Kits fur die
Gelelektrophorese

Reagenz Hersteller

SeaKem® LE Agarose Biozym Scientific GmbH

Biotium 3159 Corporate Place
Hayward CA 94545, Biotrend
Chemikalien GmbH

GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10.000
x in water

TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE 10 x):
108,0 g Tris

70,9 g Borsaure

7,44 g EDTA-di-Natrium-dihydrat Apotheke
1 x TBE-Puffer hergestellt aus

100 ml 10 x TBE-Puffer und 900 ml

H,O
100 bp DNA-Leiter 50 pg Peqglab Biotechnologie GmbH
Gel Loading Dye, Orange Biolabs

2.2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien
2.2.2.1 Real-Time PCR

Tabelle 6: Auflistung der Gerate und Verbrauchsmaterialien fur die Real-Time PCR

Gerat Hersteller
Gefrierschrank Premium GP 1466-23, .

o Liebherr
-20 °C
Kihlschrank GKPv 6570 ProfiLine, .

o Liebherr
+4 °C
Pipetten:
Discovery Comfort DV 10 C: Abimed GmbH
Volumen 0,5-10 pl
Labmate L 20, variabel, Abimed GmbH
Volumen 2-20 ul
Pipetman: Volumen 10-100 p Gilson
Pipetman: Volumen 20-200 pl Gilson
Vortex-Genie® 2 Scientific Industries, INC. BOHEMIA
Zentrifugen:
Mikrozentrifuge Carl Roth GmbH
Mikrozentrifuge Biofuge A Heraeus Christ GmbH
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CFX96™ Real-Time System

Bio-Rad Laboratories GmbH

Photometer Gen Quant Il

Pharmacia Biotech

Photometer Nano drop

Peglab Biotechologie GmbH

Pipettenspitzen:
Premium Tips I.R. 0,5-10 pl
SafeGuard Filter Tips I.R. 1-200 pl

Biozym Scientific GmbH
Peqglab Biotechnologie GmbH

Safe-Lock Tubes 2,0 mi

Eppendorf AG

Low Tube Strips

Bio-Rad Laboratories GmbH

Flat Cap Strips Optically clear

Bio-Rad Laboratories GmbH

2.2.2.2 Gelelektrophorese

Tabelle 7: Auflistung der Gerate und Verbrauchsmaterialien fur die Gelelektrophorese

Gerat

Hersteller

Waage: Modell E 400D

Ohaus Europe GmbH

Mikrowelle Even microvave distribution
EMD MW 311

De’Longhi Deutschland GmbH

Power PAC: 1000 Gel

Bio-Rad Laboratories GmbH

Gelkammer

Peglab Biotechnologie GmbH

Geldokumentationsgerat

Raytest Isotopenmessgerate GmbH
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2.3 Methoden
2.3.1 Real-Time PCR
Die Expression der KIR-Gene in den DNA-Proben wurde mittels Real-Time
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bestimmt. Die Real-Time PCR ist eine
Methode zur exponentiellen Vervielfaltigung von Nukleinséduren, basierend auf
der Nachahmung der natirlichen DNA-Replikation. Im Unterschied zur
konventionellen PCR, welche 1983 von Kary Mullis entwickelt wurde, ermdglicht
die Real-Time PCR die Quantifizierung in Echtzeit, d. h. der Nachweis des
gewinschten Amplifikats erfolgt bereits wahrend oder am Ende einer PCR-
Reaktion und kann ohne anschlieBende Gelelektrophorese erfolgen'’" ",
Eine PCR-Reaktion verlauft gewohnlich in drei sich wiederholenden Schritten
mit jeweils unterschiedlichen Temperaturstufen.

1. Denaturierung

2. Primer-Anlagerung

3. Elongation (Verlangerung)
Hierfr wurde folgendes Protokoll angewandt:
Tabelle 8: Protokoll zur Real-Time PCR

Schritt Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95 °C 3 min
Primer- 32 95 °C 3s
Anlagerung
Elongation 1 64 °C 20s

75 °C 1ls
Schmelzkurve 1 90 °C 0.1°Cls
Kiuhlen 1 25 °C HOLD

Die DNA-Amplifikation erfolgte automatisch im Thermocycler.

Die hier beschriebene Methode wurde in der Kinderklinik Tdbingen von Dr.
Markus Mezger, Sebastian Michaelis und Dr. Lena Oevermann eingefihrt und
fur diese Untersuchungen zum Thema CED tbernommen. Validiert wurde diese
Methode durch Vergleich mit den Ergebnissen von DNA-Proben mit bekanntem
KIR-Genotyp und dem KIR-Typing Kit der Firma MILTENYI.
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Fiur jede DNA-Probe wurden insgesamt 198 ul Mastermix bestehend aus 110 pl
KAPA™SYBR® FAST gPCR Mastermix und 88 pl DNA mit DEPC-Wasser
[Endkonzentration 2,5 ng/pl] hergestellt.

KAPA™ SYBR® FAST gPCR Mastermix ist ein von der Firma Peglab fertiges
Reaktionsgemisch, welches die fur die Real-Time PCR nétigen Komponenten
enthalt. Lediglich Template und Primer missen diesem Mastermix zusatzlich
zugefugt werden.

Vom Mastermix wurden jeweils 9 ul auf 20 Low Tube Strips verteilt (der Rest
wurde fur eventuelle Wiederholungen eingefroren). Anschliel3end wurde jeweils
1 ul KIR-spezifischer Primermix (siehe Tabelle 9) bestehend aus Forward KIR-,
Reverse KIR-Primer und GALC (Forward und Reverse) als Positivkontrolle
dazu pipettiert. Die Primerkonzentration betrug dabei 5,0 ng/ul und die GALC-
Konzentration 2,0 ng/ul.

Es wurde fur jeden der 17-KIR-Primer ein Mastermix von 1000 pl im Voraus
hergestellt. Dabei wurden die Primer von einer Ausgangskonzentration von 100

ng/ul auf eine Endkonzentration von 5 ng/pl verdinnt.

Tabelle 9: Zusammensetzung des KIR-Primer-Mastermixes fur eine Gesamtmenge von
1000 pl

Reagenz Volumen Konzentration

H,O 930 pl

Forward Primer 25 ul 2,5 ng/ul

Reverse Primer 25 ul 2,5 ng/ul

GALC Forward 10 pl 1,0 ng/pul

GALC Reverse 10 ul 1,0 ng/ul

Gesamt 1000 pl 5,0 ng/ul KIR-Primer
2,0 ng/pl GALC-Primer
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Es wurden folgende Primersequenzen verwendet (Tabelle 10):

Tabelle 10: Primer fir KIR-Genotyping aus'® und Primer 2DS3 aus',
KG=Kontrollgruppe
Schmelz-
KIR- Schmelz- punkt- | Amplifi-
Gen FelEe REWEEE punkt'® | Mittelwert | kat
KG
GTT GGT CAG
oDL1 | ATG TCATGT C?ETG%:CA((;G 81,94°C | 82,42°C | 142 bp
TTG AA
AAA CCT TCT |GCC CTG CAG
2DL2 | CTC TCAGCC | AGAACC TAC | 84,52°C | 84,51°C | 142 bp
CA A
CAG GAG ACA
AGA CCC TCA \ \
2013 | ‘concorca | ACT Tgf GAT | 81,44°C | 81,74°C | 156 bp
GGA CAG
opLa | TCAGGACAA 1oonccc caT| 84,32°C | 83,66°C | 131 bp
GCC CTTCTG C
CTTTC
ATC TAT CCA | CAT AGG GTG
oDL5 | GGG AGG GGA | AGT CAT GGA | 85,46 °C | 84,92°C | 147 bp
G G
CCATYG GTC | CCA CGA TGT . .
CCATGATGC T| CCA GGG GA | 81:°8°C | 81,58°C | 108 bp
3DLL | tccaTCcGGT
CCC ATG ATG 109 bp
TT
CAT GAA CGT | GAC CAC ACG . .
3DL2 | e ete oo | eAG Goe ne | 8527°C | 8481°C | 131bp
GCY GAC AAC
AAT GTT GGT . .
3DL3 | iaG ATG TCA G | TCA TAAG GGT | 83,87°C | 84,49°C | 196 bp




Proben, Material und Methoden 38
TCT CCATCA
GGT CAC TGG . .
GTC GgA TGA | Gac oTG AC | 8144°C | 81,13°C | 96 bp
2DS1
TCT CCA TCA %6 b
GTC GCATGA A P
TGC ACA GAG
CCC TGC AAG . .
2DS2 | AGG GEA AGT | retre on | 8142°C | 81,60°C | 110 bp
GCA TCT GTA
CTT GTC CTG . 158
2DS3 CAG CTC CT8l GGT TC18Cl TC 84,35 °C bp181
CCT
CTG GAATGT
GGT TCA GGC . .. |133/111
2084 | \ool o aant| TCC Gg;K GAT | 83,25°C | 83.18°C bp
AGA GAG GGG |CTG ATA GGG . .
2DS5 | ACG TTT AAC C | GGA GTG AGT| 82:92°C | 83,10°C | 147 bp
CAT CGG TTC | CCA CGATGT . .
CAT GAT GCG | CCA GGG GA | 82:24°C | 81,89°C | 107 bp
3DS1
CAT CAG TTC
CAT GAT GCG 107 bp
GGG AGC
CGA CAC TTT . .
2DP1 | C2A CorTcac | TGACAACTG | 83,18°C | 82,96°C | 141bp
ATG
GAA AAC GGT
3DP1f | GTG TGG TAG . .
1 oA CCT TG | GTTTCG GAA | 85,13°C | 85,19°C | 279 bp
TAC
appys | GTACGT CAC | GAA AAC GGT
2 CCT CCCATG |GTTTCG GAA | 87,45°C | 87,06 °C | 398 bp
ATG TA TAC
GCC CCA AAA
.| eC TGC ACC . .
Necdin| 25x coc Taa | GAACTC GTA| 87,50°C | 88,36°C | 335 bp
TTC
TTA CCC AGA | GTC TGC CCA
GALC | GCCCTATCG | TCACCACCT | 75,00°C | 78,43°C | 352 bp
TTCT ATT

Neben den 17 KIR-Primern wurde zu jeder DNA-Probe Necdin und GALC als

Positivkontrolle und H,O als Negativkontrolle mitgefthrt.
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Der fertige Reaktionsansatz wurde mit Flat Cap Strips verschlossen,
zentrifugiert und fur die automatische Amplifikation im CFX96TM Real-Time-
Thermocyler vorbereitet.

Wahrend des ca. eineinhalbstindigen PCR-Durchlaufes lagert sich der
Farbstoff SybrGreen | aus dem oben beschriebenen Sybr® FAST-Gemisch
unspezifisch an ds-DNA an. Bei Ansteigen der ds-DNA-Menge durch
exponentielle Amplifikation mit Hilfe der DNA-Polymerase vermehrt sich das
Signal wahrend den sich wiederholenden Reaktionszyklen.

Die Signalstarke wird nach jedem PCR-Schritt gemessen. Nach dem letzten
PCR-Zyklus erfolgt eine Schmelzkurvenanalyse. Hierbei wird die Temperatur
von 75 °C beginnend in 0,1 °C-Schritten pro Sekunde bis 90 °C erhéht und flr

jede Stufe die Signalstarke bestimmit.

2.3.2 Gelelektrophorese

Zur Validierung der Ergebnisse aus der Real-Time-PCR wurde exemplarisch
mit zwei Proben eine Gelelektrophorese durchgefihrt, deren Banden mit den
Schmelzkurven aus der PCR verglichen wurden. Dazu wurde eine Probe,
welche fur fast alle 17 KIR-Gene positiv war (P0529) und eine weitere Probe,
bei welcher kaum Gene fiir die KIR-Rezeptoren nachgewiesen wurden (P1146),
verwendet, um mdoglichst alle Auspragungen abzudecken.

Bei einer Gelelektrophorese kénnen die DNA-Amplifikate auf einem Agarosegel
im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Hier wurde ein 3,5%iges Gel verwendet. Zur Gelherstellung wurden 3,5 g
Agarose abgewogen und in 110 ml 1-fach TBE Puffer gelost, indem die
Suspension in der Mikrowelle aufgekocht wurde. Nach kurzem Abkihlen
wurden 11 pl Gel Red Nucleic Acid Stain dazu pipettiert. Die Gelkammern
wurden mit einem 2x20 Well-Kamm vorbereitet und anschlieRend das Gel
luftblasenfrei eingegossen. Nach einer Wartezeit von 20 min wurden die
Kammern herausgenommen, um 45 ° gedreht und 1-fach TBE-Ladepuffer bis
zur Markierung eingefillt. Danach wurden die eingesetzten Kadmme wieder

entfernt.
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Die ausgewahlten PCR-Produkte wurden vor Verwendung nochmals
zentrifugiert, fur jedes KIR-Gen 8 pl Amplifikat entnommen und mit 2 ul Orange
5 x G-DNA-Ladepuffer auf einen Parafilm versetzt, um dann die vermischten 10
ul in die Geltaschen zu pipettieren. Zusatzlich wurden fir je eine Probe 4 ul 100
bp DNA-Marker in einer Extrakammer mitgeflhrt, um bei der Auswertung die
GroRe des Amplifikats zu bestimmen. Das fertige Agarosegel wurde fur 75 min
mit 120 V laufen gelassen und zum Schluss mit Hilfe des

Geldokumentationssystems ausgewertet.

2.4 Software und Statistik

Zur Analyse und Datenerfassung der Real-Time PCR diente die Software CFX-
Manager der Firma Bio-Rad. Aus den Schmelzkurven der PCR, welche in Punkt
2.3.1 beschrieben wurden, wurde fir jedes positive KIR-Gen die entsprechende
Schmelztemperatur in eine Microsoft-Excel-Tabelle tbertragen.

Die statistische Auswertung wurde in Kooperation mit Herrn Dr. Simon Mdiller
durchgefiihrt. Fiir diese wurde die Statistik-Software R (Version 2.15.2)*%? und
die Pakete coin (Version 1.0-21) und epitools (Version 0.5-7) verwendet.

Zur Analyse der KIR-Gene und KIR-Haplotypen bei MC und CU versus KG
wurde eine logistische Regression durchgefihrt. Anhand der Regressionsformel
wurden die Odds-Ratios (OR) und deren 95 %-Konfidenzintervalle (95 %-KI)
sowie die p-Werte berechnet. Das Odds-Ratio gibt dabei an, wie viel Mal
haufiger das entsprechende Gen innerhalb der Fallgruppe auftrat als in der KG.
Das Signifikanzniveau fur alle Tests wurde bei 5 % festgelegt. Fur den
Vergleich der B-Content-Scores der drei Kohorten wurde der Cochran-
Armitage-Trend-Test, eine Erweiterung des Chi-Quadrat-Tests, verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Real-Time PCR

Zur Uberprufung der Existenz der 17 KIR-Gene in den DNA-Proben der 200
Patienten und 341 Kontrollen wurden diese mittels Real-Time PCR mit
spezifischen Primern typisiert.

Aus der am Ende der PCR angezeigten Schmelzkurve konnte das
Vorhandensein des KIR-Gens anhand eines Kurvenpeaks bei maximaler
Signalstarke bei entsprechender Schmelztemperatur abgelesen werden.

In folgenden Abbildungen sind die PCR-Schmelzkurven aller KIR-Gene flur zwei
ausgewahlte Proben dargestellt, von welchen zusatzlich zur Validierung der
Ergebnisse eine Gelelektrophorese durchgefuhrt wurde.

In der in Abbildung 9 dargestellten Probe P1146 konnten die KIR-Gene
KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DP1, KIR2DS4, KIR3DL1, KIR3DL2,
KIR3DL3 und KIR3DP1f2 nachgewiesen werden. Da diese Probe neben den
Rahmengenen die Gene KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DS4, KIR3DL1 und
KIR2DP1 enthélt, entspricht sie dem KIR-Haplotyp A.

Die darauffolgend dargestellte Probe P0529 (Abbildung 10) enthalt alle KIR-
Gene (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DP1, KIR2DS1,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3,
KIR3DP1f2 und KIR3DS1), aulRer KIR3DP1fl. Diese Probe stellt ein Beispiel fur
einen KIR-Haplotyp B dar.
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Abbildung 9: PCR-Schmelzkurven der Probe P1146 zu allen 17 KIR-Genen: die Probe
ist fur die KIR-Gene KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DP1, KIR2DS4, KIR3DL1,
KIR3DL2, KIR3DL3 und KIR3DP1f2 positiv
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Abbildung 10: PCR-Schmelzkurven der Probe P0529 zu allen 17 KIR-Genen: die
Probe ist fur alle KIR-Gene (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5,
KIR2DP1, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2,
KIR3DL3, KIR3DP1f2 und KIR3DS1), auRer KIR3DP1f1 positiv
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3.2 Ergebnisse der Gelelektrophorese

In den Abbildungen 11 und 12 sind die Ergebnisse der in 2.3.2 beschriebenen
Gelelektrophorese der zwei ausgewahlten Proben P1146 und P0529
dargestellt.

Es kann eine 100%ige Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Real-

Time PCR gezeigt werden.
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Abbildung 11: Gelelektrophorese der Probe P1146 zu allen 17 KIR-Genen:
Lt “=positives Gen, ,-“=negatives Gen, Necdin=Positivkontrolle, H,O=Negativkontrolle
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Abbildung 12: Gelelektrophorese der Probe P0529 zu allen 17 KIR-Genen:
,+t=positives Gen, ,-“=negatives Gen, GALC=Positivkontrolle, H,O=Negativkontrolle
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Zusatzlich zu diesen zwei Gelelektrophoresen wurden bereits wahrend der
Auswertung der Real-Time PCR zur Kontrolle der Ergebnisse
Gelelektrophoresen durchgefihrt (nicht dargestellt).

So wurden zum KIR-Gen KIR2DS1 die PCR-Produkte aller Proben aus den
Laufen 22 bis einschlie3lich 33 ebenfalls per Gelelektrophorese ausgewertet,
da die hierfir verwendeten Primer zu einem Signal fuhrten, obwohl kein Gen
vorhanden war und damit nicht sicher eindeutig ausgewertet werden konnten.
Die Ergebnisse der Gelelektrophorese stimmen mit den aus der Real-Time
PCR ausgewerteten Ergebnissen tberein. Damit konnte die Validitat der PCR-
Ergebnisse bestarkt und die Richtigkeit der zuvor nicht sicher interpretierten
Schmelzkurven des Gens KIR2DS1 gezeigt werden.

3.3 Ergebnisse der KIR-Genotypisierung

Wahrend den PCR-Analysen mussten acht CU-Proben wegen mangelnder
DNA-Qualitat und vier MC-Proben wegen doppelten und widersprichlichen
Angaben in den demografischen Daten aus der Wertung genommen werden.
Somit reduzierte sich die Anzahl an Féllen von 100 auf 92 bei CU und von 100
auf 96 bei MC. Von den urspriinglich 341 geplanten Kontrollen mussten vier der
Proben wegen doppelten oder unvollstdndigen PCR-Ergebnissen aus der
Auswertung herausgenommen werden. Fir die statistischen Auswertungen der
Daten aus der PCR wurde die Anzahl aller positiven und negativen
Schmelzkurvenwerte fur jedes KIR-Gen der drei Kohorten addiert.

Die sich daraus ergebende Haufigkeitsverteilung der 17 KIR-Gene in den
Gruppen MC, CU und KG ist in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Haufigkeitsverteilung der KIR-Gene bei Morbus Crohn (MC), Colitis
ulcerosa (CU) und Kontrollgruppe (KG)

KIR-Gen MC Cu gesamt KG
Anzahl Proben 96 92 188 337
2DL1 96| 100,00%| 92| 100,00% | 188| 100,00% | 333 98,81 %
2DL2 51 53,13% | 49 53,26 % | 100 53,19% | 188 55,79 %
2DL3 90 93,75%| 83 90,22% | 173 92,02% | 301 89,32 %
2DL4 96| 100,00%| 92| 100,00% | 188| 100,00% | 335 99,41 %
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2DL5 54 56,25 % | 45 48,91 % 99 52,66 % | 175 51,93 %
3DL1 90 93,75%| 89 96,74 % | 179 9521% | 321 95,25 %
3DL2 96| 100,00%| 92| 100,00% | 188| 100,00% | 337| 100,00 %
3DL3 96| 100,00%| 92| 100,00%| 188| 100,00% | 337| 100,00 %
2DSs1 41 42,71%| 33 35,87 % 74 39,36 % | 127 37,69 %
2DS2 52 54,17 % | 48 52,17 % | 100 53,19% | 161 47,77 %
2DS3 31 3229%| 27 29,35 % 58 30,85 % 92 27,30 %
2DS4 86 89,58% | 84 91,30 % | 170 90,43% | 316 93,77 %
2DS5 32 33,33%| 24 26,09 % 56 29,79% | 103 30,56 %
3DS1 42 43,75% | 34 36,96 % 76 40,43% | 125 37,09 %
2DP1 96| 100,00%| 92| 100,00% | 188| 100,00% | 336 99,70 %
3DP1f1 29 30,21% | 29 31,52 % 58 30,85% | 114 33,83 %
3DP1f2 94 97,92% | 88 95,65% | 182 96,81% | 324 96,14 %

Die Rahmengene KIR3DL2 und KIR3DL3 sind in allen drei Kohorten zu 100 %
vorhanden. Das Rahmengen KIR2DL4 ist bei den Patienten zu 100 %, bei den
Kontrollen zu 99,41 % vorhanden.

3.4 Darstellung der Kohorten Colitis ulcerosa, Morbus Crohn und
Kontrollgruppe

Bei der Datenerhebung wurden bei allen Probanden deren Alter und
Geschlecht sowie bei den MC-Patienten die Krankheitslokalisation und das
Befallsmuster entsprechend der Montreal-Klassifikation erhoben.

Eine zusammenfassende Darstellung der demografischen Daten Alter,

Geschlecht, Lokalisation und Befallsmuster zeigt Tabelle 12.
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Tabelle 12: Demografische Daten von Colitis ulcerosa (CU), Morbus Crohn (MC) und

Kontrollgruppe
L2=Kolonbefall,

(KG),

L1+L3=lleum-
L3=Illeokolonbefall,

und lleokolonbefall,
m=mannlich,

w=weiblich,

L1=Illeumbefall,
Bl=keine

Komplikationen, B2=Strikturen, B3=Penetrationen, BC=B-Content-Score (Tabelle 15)

Parameter Cu MC KG
Anzahl 92 96 337
Alter

Durchschnitt 29,85 (+-11,31) 26,59 (+-8,76) 26,71 (+-7,13)
Min 15,97 15,34 18
Max 67,48 58,12 66
<17 5 11 0
>17 86 85 337
L1+L3 - 26,36 (+-8,47) -
L2 - 27,56 (+-10,07) -
Geschlecht

m 40 49 181
w 51 47 156
Lokalisation

L1 - 17 -

L2 - 19 -

L3 - 60 -
Befallsmuster

nicht bekannt - 2 -
Bl - 38 -
B2 - 18 -
B3 - 38 -
BC-Score

0 29 22 94
1 36 46 139
2 19 23 80
3 8 5 20
4 0 0 4
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3.4.1 Altersverteilung der Kohorten

Die Altersangaben beziehen sich bei CU und MC jeweils auf das Alter bei der
Erstdiagnose und bei der KG auf den Zeitpunkt der Probengewinnung. Bei den
CU-Patienten gibt es zu einem Patienten keine Angabe zum Diagnosealter.
Vergleicht man die Verteilungen des Alters der beiden Patientengruppen und
der KG paarweise miteinander, so unterscheidet sich die Altersverteilung der
KG signifikant jeweils von den Patientengruppen (Kolmogorov-Smirnov-Test:
p<0,02 fir MC versus KG und p<0,01 fur CU versus KG). Bei der
Altersverteilung zwischen MC und CU kann kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p=0,09).

Die Abbildung 13 zeigt die Altersverteilung von CU und MC im Vergleich zur
KG.
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Abbildung 13: Altersverteilungen von Colitis ulcerosa (CU), Kontrollgruppe (KG) und

Morbus Crohn (MC)

In dieser Darstellung ist zu erkennen, dass die Streuung des Alters bei MC und
CU hoher ist im Vergleich zur KG, bei der der Schwerpunkt starker zwischen 20

und 30 Jahren liegt und keine Person unter 17 Jahren ist.
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3.4.2 Geschlechterverteilung der Kohorten

Zu einem der 92 CU-Patienten liegt keine Angabe zum Geschlecht vor. Bei den
91 Patienten liegt der Frauenanteil mit 51 Frauen bei 56,04 % und der
Méanneranteil mit 40 Mannern bei 43,96 %.

Unter den MC-Patienten befinden sich 49 Manner (51,04 %) und 47 Frauen
(48,96 %). Beim lleokolonbefall sind die Geschlechter gleichverteilt (L3=30), bei
den Lokalisationen L1 und L2 ist jeweils ein Mann mehr als Frauen vertreten
(9:8 und 10:9).

Bei den Befallsmustern B2 und B3 sind die Geschlechter gleichverteilt (B2=9,
B3=19). Beim Befallsmuster B1 gibt es 2 Manner mehr als Frauen (20:18) und
jeweils eine Frau und ein Mann konnten keinem Befallsmuster zugeordnet
werden.

Bei den 337 Kontrollpersonen liegt der Manneranteil bei 181 Personen
(53,71 %) und der Frauenanteil bei 156 Personen (46,29 %).

Zum Vergleich der Geschlechter zwischen den CED-Patienten und KG wurden
diese in zwei getrennten univariaten Analysen ausgewertet.

Die Tabelle 13 zeigt die univariate Analyse des Geschlechts der MC-Patienten
verglichen mit der KG.

Dargestellt sind die Lokalisationen L1-L3: alle Lokalisationsmuster gesamt, L1
und L3: lleum-und lleokolonbefall und L2: ausschlieRlich Kolonbefall in deren
Geschlechterverteilung bei MC und in der KG.

Mittels einer logistischen Regression wurde das Odds-Ratio und dessen 95 %-
Konfidenzintervall berechnet. Zur Vollstandigkeit wurde zudem der p-Wert

angegeben.
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Tabelle 13: Univariate Analyse Geschlecht: Morbus Crohn (MC) versus Kontrollgruppe
(KG) fur die Lokalisationen L1-L3=alle Lokalisationen, L1+L3=lleum- und
lleokolonbefall, L2=Kolonbefall, m=mannlich, w=weiblich, KI=Konfidenzintervall

MC KG Odds-Ratio | 95 %-KI p-Wert
L1-L3
m 49 (51,04 %) | 181 (53,71 %)
1,11 (0,70-1,76) 0,64
w 47 (48,96 %) | 156 (46,29 %)
L1+L3
m 39 (50,65 %) | 181 (53,71 %)
1,13 (0,68-1,86) 0,7
w 38 (49,35 %) | 156 (46,29 %)
L2
10 (52,63 %) | 181 (53,71 %)
1,04 (0,40-2,69) 1
9 (47,37 %) | 156 (46,29 %)

Die Ergebnisse der Tabelle zeigen keine signifikanten Unterschiede in der
Geschlechterverteilung zwischen Kranken und Gesunden (die p-Werte befinden
sich Gber dem 5 %-Signifikanzniveau).

Tendenziell scheint die Frauenquote bei MC (OR>1) hdoher als bei den
Kontrollen zu sein. Dieses Ergebnis unterscheidet sich kaum in den drei
vorgenommenen Lokalisationsgruppen mit lediglich minimal deutlicherer
Frauentendenz beim Dunndarmbefall (OR=1,13) versus KG im Vergleich zum
Dickdarmbefall (OR=1,04), bei dem die Geschlechter nahezu gleich verteilt
sind.

Analog dazu wurde getestet, ob ein Geschlechterunterschied zwischen der KG
und der CU-Gruppe besteht.

Auch  diese ergibt keinen  signifikanten  Unterschied in  den
Geschlechterhaufigkeiten zwischen CU und KG (p=0,12 >5 %).

Im Vergleich der Geschlechter zwischen den Gruppen ist der Frauenteil bei CU
gegeniber den Kontrollen tendenziell héher.

In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der univariaten Analyse des Geschlechts

zwischen CU und KG aufgeflhrt.
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Tabelle 14: Univariate Analyse Geschlecht: Colitis ulcerosa (CU) versus Kontrollgruppe
(KG), m=mannlich, w=weiblich, Kl=Konfidenzintervall

Cu KG Odds-Ratio| 95 %-KI p-Wert

m 40 (43,48 %) | 181 (53,71 %)

1,48  |(0,93-2,37)| 0,12
w 51 (55,43 %) | 156 (46,29 %)

3.4.3 Einteilung der Morbus Crohn-Patienten nach der Montreal-
Klassifikation

3.4.3.1 Krankheitslokalisation

Zum Zeitpunkt der Diagnose wurden 77 (80,21 %) Patienten mit
Dunndarmbefall (L1 und L3) gezahlt. Darunter hatten 17 (17,71 %) Patienten
nur das lleum (L1) befallen und 60 (62,5 %) Patienten das Illeum mit
angrenzenden Kolonabschnitten (L3).

Bei 19 (19,79 %) der Patienten mit MC war die Krankheit zu diesem Zeitpunkt
ausschlief3lich im Kolon lokalisiert (L2).

In Abbildung 14 sind die Haufigkeiten der Krankheitslokalisationen dargestellt.

60
(62.5%)

absoluter Anteil

Morbus Crohn: Krankheitslokalisation

Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung der Krankheitslokalisationen (L1=lleumbefall,
L2=Kolonbefall, L3=Ileokolonbefall) bei Morbus Crohn
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3.4.3.2 Befallsmuster

Neben der Einteilung der MC-Patienten nach der Krankheitslokalisation erfolgte
eine  weitere  Einteilung  entsprechend dem  Befallsmuster der
Entziindungsreaktion im Darm.

Von den 96 Patienten hatten 38 (39,58 %) Patienten zum Diagnosezeitpunkt
keine Komplikationen im Sinne einer Striktur oder Penetration (B1). 18
(18,75 %) Patienten wiesen bereits Strikturen auf (B2) und weitere 38 (39,58 %)
Pateinten hatten einen penetrierenden Darm (B3). Bei zwei (2,08 %) Patienten
war keine Zuordnung zu den Befallsmustern gemacht worden. Diese

Befallsmuster und ihre Haufigkeiten bei den MC-Patienten zeigt Abbildung 15.

38
(39.6%)

absoluter Anteil

(2.1%)

Morbus Crohn: Befallsmuster

Abbildung 15: Haufigkeitsverteilung des Befallsmusters (Bl=keine Komplikation,
B2=Strikturen, B3=Penetrationen) bei Morbus Crohn
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3.5 Ermittlung des KIR-Haplotyps und des B-Content-Scores

Aus den positiven und negativen KIR-Genen jeder Probe wurde jeweils der
KIR-Haplotyp fur jeden Fall beziehungsweise fir jede Kontrolle ermittelt.

Hierbei wurde eine Unterteilung in Haplotyp A und Haplotyp B getroffen. Der
KIR-Haplotyp B wurde weiter mit Hilfe des B-Content-Scores in die Stufen 0-4
unterteilt. In Tabelle 15 sind die Ergebnisse der KIR-Haplotypen gezeigt.

Tabelle 15: Haufigkeitsverteilung (N=Anzahl) der KIR-Haplotypen bei der
Kontrollgruppe (KG), Colitis ulcerosa (CU) und Morbus Crohn (MC) und Unterteilung
des KIR-Haplotyps B mit Hilfe des B-Content-Scores, Cen=zentromerer Genotyp,
Tel=telomerer Genotyp, A/A=homozygoter Genotyp A, B/x=heterozygoter Genotyp B

KIR-  B-Content- op). or). o).
Genotyp [Score Cen [Tel N (%)-KG N (%)-CU N (%)-MC
A/A 0 AIA | AIA | 94 (27,89 %) | 29 (31,52 %) 22 (22,92 %)
A/A | A/B
1 139 (41,25 %) | 36 (39,13 %)| 46 (47,92 %)
A/B | A/A
A/A | A/B
2 A/IB | AIB | 80 (23,74 %) | 19 (20,65 %) 23 (23,96 %)
B/x
B/B | A/A
A/B B/B
3 20 (593 %) | 8(8,70%)| 5 (5,21 %)
B/B | A/B
4 B/B | B/B 4 (1,19 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
B gesamt 243 (72,11 %)| 63 (68,48 %)| 74 (77,08 %)
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In Abbildung 16 sind die B-Content-Scores aller 3 Kohorten im Vergleich
dargestellt.

4 139
(41.2%)

BC-Score

0
94

(27.9%)

absoluter Anteil
1

(23.7%)
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Abbildung 16: Haufigkeiten der B-Content-Score-Stufen 0-4 bei Colitis ulcerosa,
Kontrollgruppe und Morbus Crohn

In allen drei Kohorten ist die Stufe 1 am h&ufigsten vertreten, gefolgt von den
Stufen 0, 2, beziehungsweise 2, 0 bei MC und 3. Die Stufe 4 kommt
ausschlief3lich in der KG vor.

Insgesamt unterscheiden sich die Gruppen hinsichtlich des B-Content-Scores
nicht signifikant.
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3.6 Vergleich der 17 KIR-Gene bei Patienten mit chronisch entztindlicher
Darmerkrankung mit gesunden Personen

Die KIR-Genotypisierung zu den Haufigkeitsverteilungen der 17 KIR-Gene bei
Patienten mit MC und CU unterscheidet sich nicht signifikant zur Verteilung der
Gene bei der KG. Abbildung 17 zeigt die Gegenuberstellung der

Haufigkeitsverteilungen der KIR-Gene in allen drei Gruppen.

. Colitis ulcerosa . Kontroligruppe Marbus Crohn
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30L1 20Lz 20L3 2DL4 20L6 3DLi 3DL2  3DL3  2DS1 2DS2 2DS3 20S4 2085 43DS1 2DP1  3DPIH  3DPIR2
KIR-Gene

Abbildung 17: Haufigkeitsverteilung der KIR-Gene bei Colitis ulcerosa, Morbus Crohn
und Kontrollgruppe

Zur Beantwortung der Frage, ob es einen Zusammenhang der KIR-Gene mit
CED im Vergleich zu Gesunden gibt, wurde fur die statistische Analyse von MC
und CU versus KG eine logistische Regression durchgefiihrt. Deren Ergebnisse

werden im Folgenden erlautert.
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3.6.1 Vergleich der KIR-Gene bei Morbus Crohn versus Kontrollgruppe

In einer ersten Analyse wurden die KIR-Gene der MC-Patienten in ihrer

Gesamtheit mit denen von den gesunden Proben verglichen.

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse der univariaten Analyse von MC versus KG

zusammengefasst.

Tabelle 16: Univariate Analyse Morbus Crohn (MC, L1-L3=alle Lokalisationen) versus
Kontrollgruppe (KG), OR=0dds-Ratio, KI=Konfidenzintervall

KIR-Gen MC (L1-L3) KG OR (95 %-KI) p-Wert
2DL1
ja 96 (100 %) 333 (98,81 %)
nein 0 (0 %) 4 (1,19 %)
2DL2
ja 51 (53,12 %) 188 (55,79 %)
0,9 (0,57 -1,42) 0,64
nein 45 (46,88 %) 149 (44,21 %)
2DL3
ja 90 (93,75 %) 301 (89,32 %)
1,79 (0,78 - 4,85) 0,20
nein 6 (6,25 %) 36 (10,68 %)
2DL4
ja 96 (100 %) 335 (99,41 %)
nein 0 (0 %) 2 (0,59 %)
2DL5
ja 54 (56,25 %) 175 (51,93 %)
1,19 (0,76 - 1,89) 0,45
nein 42 (43,75 %) 162 (48,07 %)
3DL1
ja 90 (93,75 %) 321 (95,25 %)
0,75 (0,3 - 2,13) 0,56
nein 6 (6,25 %) 16 (4,75 %)
3DL2
ja 96 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
3DL3
ja 96 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
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2DS1
ja 41 (42,71 %) 127 (37,69 %)

1,23 (0,77 - 1,95) 0,37
nein 55 (57,29 %) 210 (62,31 %)
2DS2
ja 52 (54,17 %) 161 (47,77 %)

1,29 (0,82 - 2,04) 0,27
nein 44 (45,83 %) 176 (52,23 %)
2DS3
ja 31 (32,29 %) 92 (27,30 %)

1,27 (0,77 - 2,06) 0,34
nein 65 (67,71 %) 245 (72,70 %)
2DS4
ja 86 (89,58 %) 316 (93,77 %)

0,57 (0,27 - 1,31) 0,17
nein 10 (10,42 %) 21 (6,23 %)
2DS5
ja 32 (33,33 %) 103 (30,56 %)

1,14 (0,69 - 1,83) 0,61
nein 64 (66,67 %) 234 (69,44 %)
3DS1
ja 42 (43,75 %) 125 (37,09 %)

1,32 (0,83 - 2,09) 0,24
nein 54 (56,25 %) 212 (62,91 %)
2DP1
ja 96 (100 %) 336 (99,70 %)
nein 0 (0 %) 1 (0,30 %)
3DP1f1
ja 29 (30,21 %) 114 (33,83 %)

0,85 (0,51 - 1,37) 0,51
nein 67 (69,79 %) 223 (66,17 %)
3DP1f2
ja 94 (97,92 %) 324 (96,14 %)

1,89 (0,51-12,2) 0,41
nein 2 (2,08 %) 13 (3,86 %)
KIR-Haplotyp
A 22 (22,92 %) 94 (27,89 %)

1,3 (0,77 - 2,26) 0,33
B 74 (77,08 %) 243 (72,11 %)
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B-Content-Score

0 22 (22,92 %) 94 (27,89 %)

1 46 (47,92 %) 139 (41,25 %)

2 23 (23,96 %) 80 (23,74 %) 0,99
3 5 (5,21 %) 20 (5,93 %)

4 0 (0 %) 4 (1,19 %)

Im Gesamten betrachtet kann kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit
der 17 untersuchten KIR-Gene zwischen MC-Fallen und KG beobachtet werden
(die p-Werte sind grof3er 5 %).

Bei den KIR-Genen KIR2DL3, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS5, KIR3DS1 und KIR3DP1f2 ergibt sich ein OR grol3er eins, was
bedeutet, dass hier das Gen im Vergleich zur KG tendenziell h&ufiger auftritt.
Bei den KIR-Genen KIR2DL2, KIR3DL1 KIR2DS4 und KIR3DP1f1 liegt das OR
unter eins, das heil3t, das Gen kommt hier im Vergleich zur KG tendenziell
seltener vor. Da sich die Odds-Ratios nicht signifikant von eins unterscheiden,
kann jedoch in beiden Féllen die Hypothese, dass es keinen Unterschied
zwischen MC und KG gibt, nicht widerlegt werden. Fir die Gene KIR2DL1,
KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 und KIR2DP1 kénnen keine Odds-Ratios
berechnet werden, da diese Gene in einer oder in den beiden zu
vergleichenden Gruppen zu 100 % auftreten. Die Verteilung der KIR-
Haplotypen bei MC und der KG ergibt 22,92 % gegenuber 27,89 % fur Haplotyp
A und 77,08 % versus 72,11 % fur Haplotyp B.

Bei der Analyse der KIR-Haplotypen zwischen MC und KG ergibt sich kein
signifikanter Unterschied (OR=1,3, 95 %-Kl-Intervall (0,77-2,26), p-Wert=0,33)
Tendenziell ist der KIR-Haplotyp B bei MC im Vergleich zur KG haufiger
vertreten (OR>1), jedoch auch hier von keiner statistischen Signifikanz (p>5 %).
Der Vergleich des B-Content-Scores zwischen MC und KG mit Hilfe des
Cochran-Armitage-Trend-Tests ergibt keinen Trend (p=0,99). Es besteht kein

Unterschied innerhalb der einzelnen Stufen 0-4 zwischen MC und KG.




Ergebnisse 59

3.6.2 Vergleich der KIR-Gene bei Morbus Crohn des Kolons versus
Kontrollgruppe

Auch der Vergleich der KIR-Gene von Patienten mit MC mit Befall des Kolons
(L2) mit Gesunden ergibt keinen signifikanten Unterschied (die p-Werte sind

gréBer 5 %). In Tabelle 17 sind die Ergebnisse gezeigt.

Tabelle 17: Univariate Analyse Morbus Crohn (MC) mit der Lokalisation L2

(Kolonbefall) versus Kontrollgruppe (KG), OR= Odds-Ratio, KI=Konfidenzintervall

KIR-Gen MC L2 KG OR (95 %-KI) p-Wert
2DL1

ja 19 (100 %) 333 (98,81 %)

nein 0 (0 %) 4 (1,19 %)

2DL2

ja 9 (47,37 %) 188 (55,79 %) 0,71 (0,28-1,81) 0,47
nein 10 (52,63 %) 149 (44,21 %)

2DL3

ja 18 (94,74 %) 301 (89,32 %) 2,15 (0,42-39,3) 0,46
nein 1 (5,26 %) 36 (10,68 %)

2DL4

ja 19 (100 %) 335 (99,41 %)

nein 0 (0 %) 2 (0,59 %)

2DL5

ja 10 (52,63 %) 175 (51,93 %) 1,03 (0,4-2,65) 0,95
nein 9 (47,37 %) 162 (48,07 %)

3DL1

ja 19 (100 %) 321 (95,25 %)

nein 0 (0 %) 16 (4,75 %)

3DL2

ja 19 (100 %) 337 (100 %)

nein 0 (0 %) 0 (0 %)

3DL3

ja 19 (100 %) 337 (100 %)

nein 0 (0 %) 0 (0 %)
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2DS1

ja 10 (52,63 %) 127 (37,69 %) 1,84 (0,72-4,74) 0,2
nein 9 (47,37 %) 210 (62,31 %)

2DS2

ja 9 (47,37 %) 161 (47,77 %) 0,98 (0,38-2,5) 0,97
nein 10 (52,63 %) 176 (52,23 %)

2DS3

ja 4 (21,05 %) 92 (27,30 %) 0,71 (0,2-2,02) 0,55
nein 15 (78,95 %) 245 (72,70 %)

2DS4

ja 18 (94,74 %) 316 (93,77 %) 1,2 (0,23-22,03) 0,86
nein 1 (5,26 %) 21 (6,23 %)

2DS5

ja 9 (47,37 %) 103 (30,56 %) 2,04 (0,79-5,22) 0,13
nein 10 (52,63 %) 234 (69,44 %)

3DsS1

ja 10 (52,63 %) 125 (37,09 %) 1,88 (0,74-4,86) 0,18
nein 9 (47,37 %) 212 (62,91 %)

2DP1

ja 19 (100 %) 336 (99,70 %) - -
nein 0 (0 %) 1 (0,30 %)

3DP1f1

ja 6 (31,58 %) 114 (33,83 %) 0,9 (0,31-2,35) 0,84
nein 13 (68,42 %) 223 (66,17 %)

3DP1f2

ja 19 (100 %) 324 (96,14 %) - -
nein 0 (0 %) 13 (3,86 %)

KIR-Haplotyp

A 4 (21,05 %) 94 (27,89 %) 1,45 (0,51-5,19) 0,52
B 15 (78,95 %) 243 (72,11 %)




Ergebnisse 61

B-Content-Score
0 4 (21,05 %) 94 (27,89 %)
1 10 (52,63 %) 139 (41,25 %)
0,78
2 5 (26,32) 80 (23,74 %)
3 0 (0 %) 20 (5,93 %)
4 0 (0 %) 4 (1,19 %)

Die KIR-Gene KIR2DL3, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS4, KIR2DS5 und
KIR3DS1 zeigen tendenziell eine héaufigere Genfrequenz (OR>1) gegenuber
der KG, die Gene KIR2DL2, KIR2DS2, KIR2DS3, und KIR3DP1fl zeigen
tendenziell eine seltenere Genfrequenz (OR<1) gegentber der KG, jedoch mit
keiner statistischen Signifikanz (die p-Werte sind grofer 5 %).

Bei den KIR-Genen KIR2DL1, KIR2DL4, KIR3DL1l, KIR3DL2, KIR3DL3,
KIR2DP1 und KIR3DP1f2 kdnnen keine Odds-Ratios berechnet werden, da
diese Gene wieder in einer oder in den beiden zu vergleichenden Gruppen zu
100 % auftreten.

Die KIR-Haplotypen des MC im Kolon verglichen mit der KG sind mit 21,05 %
versus 27,89 % bei Haplotyp A und 78,95 % gegentiber 72,11 % bei Haplotyp B
ebenfalls ahnlich.

Die Analyse der KIR-Haplotypen ergibt keinen signifikanten Unterschied
zwischen MC des Kolons und KG (p=0,52), mit einer geringen Tendenz in
Richtung Haplotyp B bei MC (OR=1,45).

Im Vergleich der B-Content-Scores der beiden Gruppen ergibt sich auch hier

kein signifikanter Trend (p=0,78).
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3.6.3 Vergleich der KIR-Gene bei Morbus Crohn des Dinndarms (lleum
und lleokolon) versus Kontrollgruppe

Der Vergleich der KIR-Gene von Patienten mit MC mit Befall des Dunndarms
(leum und lleokolon: L1 und L3) ergibt ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied (die p-Werte sind grofl3er 5 %). Die Ergebnisse der Analyse zeigt
Tabelle 18.

Tabelle 18: Univariate Analyse Morbus Crohn (MC) mit der Lokalisation L1+L3 (lleum-

und lleokolonbefall) versus Kontrollgruppe (KG), OR=0dds-Ratio,
Kl=Konfidenzintervall
KIR-Gen MC L1+L3 KG OR (95 %-KI) p-Wert
2DL1
Ja 77 (100 %) 333 (98,81 %)
Nein 0 (0 %) 4 (1,19 %)
2DL2
Ja 42 (54,55 %) 188 (55,79 %)
0,95 (0,58 - 1,57) 0,84
Nein 35 (45,45 %) 149 (44,21 %)
2DL3
Ja 72 (93,51 %) 301 (89,32 %)
1,72 (0,71 - 5,15) 0,27
Nein 5 (6,49 %) 36 (10,68 %)
2DL4
Ja 77 (100 %) 335 (99,41 %)
nein 0 (0 %) 2 (0,59 %)
2DL5
ja 44 (57,14 %) 175 (51,93 %)
1,23 (0,75 - 2,04) 0,41
nein 33 (42,86 %) 162 (48,07 %)
3DL1
ja 71 (92,21 %) 321 (95,25 %)
0,59 (0,23 - 1,69) 0,29
nein 6 (7,79 %) 16 (4,75 %)
3DL2
ja 77 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
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3DL3
ja 77 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
2DS1
ja 31 (40,26 %) 127 (37,69 %)

1,11 (0,67 - 1,84) 0,67
nein 46 (59,74 %) 210 (62,31 %)
2DS2
ja 43 (55,84 %) 161 (47,77 %)

1,38 (0,84 - 2,29) 0,20
nein 34 (44,16 %) 176 (52,23 %)
2DS3
ja 27 (35,06 %) 92 (27,30 %)

1,44 (0,84 - 2,42) 0,18
nein 50 (64,94 %) 245 (72,70 %)
2DS4
ja 68 (88,31 %) 316 (93,77 %)

0,5(0,23-1,2) 0,10

nein 9 (11,69 %) 21 (6,23 %)
2DS5
ja 23 (29,87 %) 103 (30,56 %)

0,97 (0,56 - 1,64) 0,90
nein 54 (70,13 %) 234 (69,44 %)
3DsS1
ja 32 (41,56 %) 125 (37,09 %)

1,21 (0,72 - 1,99) 0,47
nein 45 (58,44 %) 212 (62,91 %)
2DP1
ja 77 (100 %) 336 (99,70 %)
nein 0 (0 %) 1 (0,30 %)
3DP1f1
ja 23 (29,87 %) 114 (33,83 %)

0,83 (0,48 - 1,41) 0,51
nein 54 (70,13 %) 223 (66,17 %)
3DP1f2
ja 75 (97,4 %) 324 (96,14 %)

1,5 (0,4 - 9,75) 0,60

nein 2 (2,6 %) 13 (3,86 %)




Ergebnisse 64

KIR-Haplotyp
A 18 (23,38 %) 94 (27,89 %)
1,27 (0,72 - 2,31) 0,42
B 59 (76,62 %) 243 (72,11 %)
B-Content-Score
0 18 (23,38 %) 94 (27,89 %)
1 36 (46,75 %) 139 (41,25 %)
2 18 (23,38 %) 80 (23,74 %) 0,88
3 5 (6,49 %) 20 (5,93 %)
4 0 (0 %) 4 (1,19 %)

Die KIR-Gene KIR2DL3, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR3DS1
und KIR3DP1f2 zeigen mit Odds-Ratio-Werten grof3er eins bei den MC-Fallen
hohere Genfrequenzen verglichen mit der KG (OR>1) und die Gene KIR2DL2,
KIR3DL1, KIR2DS4, KIR2DS5, und KIR3DP1fl hingegen niedrigere
Genfrequenzen verglichen mit den Kontrollen (OR<1). In beiden Fallen liegen
die p-Werte Uber dem Signifikanzniveau, so dass die Nullhypothese, dass es
keinen Unterschied gibt, nicht abgelehnt werden kann. Fir die KIR-Gene
KIR2DL1, KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 und KIR2DP1 konnen wegen
100%iger Genfrequenz bei den MC-Patienten die Odds-Ratios nicht berechnet
werden.

Die KIR-Haplotypen der MC-Patienten mit Dinndarmbefall unterschieden sich
gegenuber denen der KG mit 23,38 % versus 27,89 % fur Haplotyp A und
76,62 % gegenuber 72,11 % fur Haplotyp B kaum.

Der Vergleich der KIR-Haplotypen dieser beiden Gruppen ergibt ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied (p=0,45) mit einer geringen Tendenz in
Richtung Haplotyp B bei den MC-Patienten mit Dinndarmbefall im Vergleich
zur KG (OR=1,27).

Beziiglich der B-Content-Scores kann kein Trend zwischen MC des Dunndarms

und KG gezeigt werden (p=0,88).
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3.6.4 Vergleich der KIR-Gene bei Morbus Crohn ohne Komplikationen
versus Kontrollgruppe

Neben dem Vergleich des KIR-Profils der MC-Patienten nach ihren
Lokalisationen mit Gesunden wurden die KIR-Gene auch entsprechend dem
Befallsmuster der Erkrankung mit denen von Gesunden verglichen.

Die Analyse der KIR-Gene von MC ohne Komplikationen (B1) versus KG ergibt
keinen signifikanten Unterschied. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle

19 dargestellt.

Tabelle 19: Univariate Analyse Morbus Crohn (MC) mit Befallsmuster Bl (keine

Komplikationen) versus Kontrollgruppe (KG), OR=0dds-Ratio, Kl=Konfidenzintervall

KIR-Gen MC B1 KG OR (95 %-KI) p-Wert
2DL1
ja 38 (100 %) 333 (98,81 %)
nein 0 (0 %) 4 (1,19 %)
2DL2
ja 20 (52,63 %) 188 (55,79 %)
0,88 (0,45 - 1,74) 0,71
nein 18 (47,37 %) 149 (44,21 %)
2DL3
ja 36 (94,74 %) 301 (89,32 %)
2,15 (0,62 - 13,59) 0,31
nein 2 (5,26 %) 36 (10,68 %)
2DL4
ja 38 (100 %) 335 (99,41 %)
nein 0 (0 %) 2 (0,59 %)
2DL5
ja 21 (55,26 %) 175 (51,93 %)
1,14 (0,58 - 2,27) 0,70
nein 17 (44,74 %) 162 (48,07 %)
3DL1
ja 37 (97,37 %) 321 (95,25 %)
1,84 (0,36 - 33,76) 0,56
nein 1 (2,63 %) 16 (4,75 %)
3DL2
ja 38 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)




Ergebnisse 66
3DL3
ja 38 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
2DS1
ja 16 (42,11 %) 127 (37,69 %)
1,2 (0,6 - 2,36) 0,60
nein 22 (57,89 %) 210 (62,31 %)
2DS2
ja 20 (52,63 %) 161 (47,77 %)
1,21 (0,62 - 2,4) 0,57
nein 18 (47,37 %) 176 (52,23 %)
2DS3
ja 11 (28,95 %) 92 (27,30 %)
1,08 (0,5 - 2,22) 0,83
nein 27 (71,05 %) 245 (72,70 %)
2DS4
ja 35 (92,11 %) 316 (93,77 %)
0,78 (0,25 - 3,4) 0,69
nein 3 (7,89 %) 21 (6,23 %)
2DS5
ja 14 (36,84 %) 103 (30,56 %)
1,33 (0,64 - 2,63) 0,43
nein 24 (63,16 %) 234 (69,44 %)
3DsS1
ja 17 (44,74 %) 125 (37,09 %)
1,37 (0,69 - 2,7) 0,36
nein 21 (55,26 %) 212 (62,91 %)
2DP1
ja 38 (100 %) 336 (99,70 %)
nein 0 (0 %) 1 (0,30 %)
3DP1f1
ja 13 (34,21 %) 114 (33,83 %)
1,02 (0,49 - 2,03) 0,96
nein 25 (65,79 %) 223 (66,17 %)
3DP1f2
ja 37 (97,37 %) 324 (96,14 %)
1,48 (0,28 - 27,35) 0,71
nein 1 (2,63 %) 13 (3,86 %)
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KIR-Haplotyp
A 8 (21,05 %) 94 (27,89 %)
1,45 (0,67 - 3,5) 0,37
B 30 (78,95 %) 243 (72,11 %)
B-Content-Score
0 8 (21,05 %) 94 (27,89 %)
1 21 (55,26 %) 139 (41,25 %)
2 8 (21,05 %) 80 (23,74 %) 0,7
3 1 (2,63 %) 20 (5,93 %)
4 0 (0 %) 4 (1,19 %)

In den KIR-Genen KIR2DL3, KIR2DL5, KIR3DL1, KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS5, KIR3DS1, KIR3DP1fl und KIR3DP1f2 ist durch Odds-
Ratio-Werte grof3er eins eine Tendenz zum haufigeren Auftreten dieser Gene
bei den Patienten versus KG sichtbar. Dagegen zeigen die Gene KIR2DL2 und
KIR2DS4 bei den Patienten ein tendenziell geringeres Auftreten im Vergleich
zur KG (OR<1). Diese Ergebnisse sind nicht statistisch signifikant (p>5 %), so
dass die Nullhypothese, dass es keinen Unterschied gibt, nicht abgelehnt
werden kann. Da die KIR-Gene KIR2DL1, KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 und
KIR2DP1 in einer oder in beiden Gruppen zu 100 % auftreten, kénnen fur diese
Gene keine Odds-Ratios berechnet werden.

In den KIR-Haplotypen tritt der Haplotyp A zu 21,05 % bei MC mit Befallsmuster
B1 versus 27,89 % bei der KG und Haplotyp B zu 78,95 % bei den Patienten
versus 72,11 % bei der KG auf.

Die Analysen der KIR-Haplotypen dieser beiden Gruppen ergibt keinen
signifikanten Unterschied (p=0,37) mit einem tendenziell h&dufigeren Auftreten
des KIR-Haplotyps B bei den Patienten verglichen mit der KG.

Im Vergleich des B-Content-Scores im Cochran-Armitage-Trend-Test ist kein

Trend zwischen MC ohne Komplikationen und Gesunden sichtbar (p=0,7).
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3.6.5 Vergleich der KIR-Gene bei Morbus Crohn mit Strikturen versus
Kontrollgruppe

In der Analyse der KIR-Gen-Verteilung von MC-Patienten mit Strikturen im
Darmlumen (B2) verglichen mit Gesunden treten die KIR-Gene KIR3DL1
(OR=0,25, 95 %-Kl-Intervall (0,07-0,95), p=0,04) und KIR2DS4 (OR=0,23,
95 %-Kl-Intervall (0,07-0,77), p=0,02) bei der KG signifikant h&ufiger auf im
Vergleich zu den Patienten. Fur diese beiden Gene wurde zuséatzlich der Exakte
Test nach Fisher mit folgenden Ergebnissen durchgefihrt: KIR3DL1: OR=0,25,
95 %-KI (0,07-1,11), p=0,06 und 2DS4: OR=0,23, 95 %-KlI-Intervall (0,0678-
0,8352), p=0,03. In den restlichen 15 KIR-Genen besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen MC-Patienten mit Strikturen und Gesunden (p>5 %).

Diese Ergebnisse sind in der Tabelle 20 zusammengefasst.

Tabelle 20: Univariate Analyse Morbus Crohn (MC) mit Befallsmuster B2 (Strikturen)
versus Kontrollgruppe (KG), OR=0dds-Ratio, KI=Konfidenzintervall

KIR-Gen MC B2 KG OR (95 %-KI) p-Wert
2DL1
ja 18 (100 %) 333 (98,81 %)
nein 0 (0 %) 4 (1,19 %)
2DL2
ja 12 (66,67 %) 188 (55,79 %)
1,59 (0,6 - 4,64) 0,37
nein 6 (33,33 %) 149 (44,21 %)
2DL3
ja 17 (94,44 %) 301 (89,32 %)
2,03 (0,4 - 37,17) 0,50
nein 1 (5,56 %) 36 (10,68 %)
2DL4
ja 18 (100 %) 335 (99,41 %)
nein 0 (0 %) 2 (0,59 %)
2DL5
ja 12 (66,67 %) 175 (51,93 %)
1,85 (0,7 - 5,42) 0,23
nein 6 (33,33 %) 162 (48,07 %)
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3DL1
ja 15 (83,33 %) 321 (95,25 %)
0,25 (0,07 - 0,95) 0,04
nein 3 (16,67 %) 16 (4,75 %)
3DL2
ja 18 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
3DL3
ja 18 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
2DS1
ja 10 (55,56 %) 127 (37,69 %)
2,07 (0,79 - 5,54) 0,14
nein 8 (44,44 %) 210 (62,31 %)
2DS2
ja 12 (66,67 %) 161 (47,77 %)
2,19 (0,83 - 6,4) 0,13
nein 6 (33,33 %) 176 (52,23 %)
2DS3
ja 8 (44,44 %) 92 (27,30 %)
2,13 (0,79 - 5,57) 0,12
nein 10 (55,56 %) 245 (72,70 %)
2DS4
ja 14 (77,78 %) 316 (93,77 %)
0,23 (0,07 - 0,77) 0,02
nein 4 (22,22 %) 21 (6,23 %)
2DS5
ja 6 (33,33 %) 103 (30,56 %)
1,14 (0,39 - 3,01) 0,80
nein 12 (66,67 %) 234 (69,44 %)
3DSs1
ja 9 (50 %) 125 (37,09 %)
1,7 (0,65 - 4,45) 0,28
nein 9 (50 %) 212 (62,91 %)
2DP1
ja 18 (100 %) 336 (99,70 %)
nein 0 (0 %) 1 (0,30 %)
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3DP1f1
ja 5 (27,78 %) 114 (33,83 %)
0,75 (0,24 - 2,05) 0,60
nein 13 (72,22 %) 223 (66,17 %)
3DP1f2
ja 0 (0 %) 324 (96,14 %)
nein 18 (100 %) 13 (3,86 %)
KIR-Haplotyp
A 3 (16,67 %) 94 (27,89 %)
1,93 (0,62 - 8,49) 0,31
B 15 (83,33 %) 243 (72,11 %)
B-Content-Score
0 3 (16,67 %) 94 (27,89 %)
1 6 (33,33 %) 139 (41,25 %)
2 7 (38,89 %) 80 (23,74 %) 0,14
3 2 (11,11 %) 20 (5,93 %)
4 0 (0 %) 4 (1,19 %)

Die KIR-Gene KIR2DL2, KIR2DL3, KIRDL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS5 und KIR3DS1 treten bei den Patienten tendenziell haufiger (OR>1)
und das KIR-Gen KIR3DP1fl tendenziell seltener im Vergleich zur KG auf,
jedoch ohne statistische Signifikanz (p>5 %). Fur die Gene KIR2DL1, KIR2DLA4,
KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DP1 und KIR3DP1f2 konnen keine Odds-Ratios
berechnet werden, da diese Gene bei den Fallen und/oder der KG zu 100 %
auftreten.

Die KIR-Haplotypen bei MC mit Stenosierung im Gegensatz zur KG ergibt
16,67 % versus 27,89 % fur Haplotyp A und 83,33 % versus 72,11 % fur
Haplotyp B.

In den vergleichenden Analysen der KIR-Haplotypen zwischen beiden Gruppen
kann kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,31), mit einer
geringen Tendenz in Richtung KIR-Haplotyp B bei den Patienten verglichen mit
der KG (OR=1,93).

Die B-Content-Scores der beiden Gruppen im Vergleich ergibt auch hier keinen
Trend (p=0,14).
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3.6.6 Vergleich der KIR-Gene bei Morbus Crohn mit Penetrationen versus
Kontrollgruppe

In der Analyse der KIR-Gene von Patienten mit penetrierendem MC (B3) kann
im Vergleich zur KG kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der KIR-
Gene beider Gruppen festgestellt werden (p>5 %). Die Ergebnisse sind in
Tabelle 21 aufgefuhrt.

Tabelle 21: Univariate Analyse Morbus Crohn (MC) mit dem Befallsmuster B3

(Penetrationen) versus Kontrollgruppe (KG), OR=0dds-Ratio, KI=Konfidenzintervall

KIR-Gen MC B3 KG OR (95 %-KI) p-Wert
2DL1
ja 38 (100 %) 333 (98,81 %)
nein 0 (0 %) 4 (1,19 %)
2DL2
ja 17 (44,74 %) 188 (55,79 %)

0,64 (0,33 - 1,26) 0,20
nein 21 (55,26 %) 149 (44,21 %)
2DL3
ja 35 (92,11 %) 301 (89,32 %)

1,4(0,41-4,77) 0,60
nein 3 (7,89 %) 36 (10,68 %)
2DL4
ja 38 (100 %) 335 (99,41 %)
nein 0 (0 %) 2 (0,59 %)
2DL5
ja 20 (52,63 %) 175 (51,93 %)

1,03 (0,53 - 2,01) 0,93
nein 18 (47,37 %) 162 (48,07 %)
3DL1
ja 36 (94,74 %) 321 (95,25 %)

0,9 (0,2 - 4,06) 0,89

nein 2 (5,26 %) 16 (4,75 %)
3DL2
ja 38 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
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3DL3
ja 38 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
2DS1
ja 15 (39,47 %) 127 (37,69 %)

1,08 (0,54 - 2,14) 0,83
nein 23 (60,53 %) 210 (62,31 %)
2DS2
ja 18 (47,37 %) 161 (47,77 %)

0,98 (0,5 - 1,93) 0,96

nein 20 (52,63 %) 176 (52,23 %)
2DS3
ja 11 (28,95 %) 92 (27,30 %)

1,08 (0,52 - 2,28) 0,83
nein 27 (71,05 %) 245 (72,70 %)
2DS4
ja 35 (92,11 %) 316 (93,77 %)

0,78 (0,22 - 2,73) 0,69
nein 3 (7,89 %) 21 (6,23 %)
2DS5
ja 12 (31,58 %) 103 (30,56 %)

1,05 (0,51 - 2,16) 0,90
nein 26 (68,42 %) 234 (69,44 %)
3DsS1
ja 16 (42,11 %) 125 (37,09 %)

1,23 (0,62 - 2,44) 0,55
nein 22 (57,89 %) 212 (62,91 %)
2DP1
ja 38 (100 %) 336 (99,70 %)
nein 0 (0 %) 1 (0,30 %)
3DP1f1
ja 10 (26,32 %) 114 (33,83 %)

0,7 (0,33 - 1,49) 0,35

nein 28 (73,68 %) 223 (66,17 %)
3DP1f2
ja 37 (97,37 %) 324 (96,14 %)

1,48 (0,19 - 11,67) 0,71
nein 1 (2,63 %) 13 (3,86 %)




Ergebnisse 73

KIR-Haplotyp
A 11 (28,95 %) 94 (27,89 %)
0,95 (0,45 - 1,99) 0,89
B 27 (71,05 %) 243 (72,11 %)
B-Content-Score
0 11 (28,95 %) 94 (27,89 %)
1 17 (44,74 %) 139 (41,25 %)
2 8 (21,05 %) 80 (23,74 %) 0,58
3 2 (5,26 %) 20 (5,93 %)
4 0 (0 %) 4 (1,19 %)

Mit Odds-Ratios grol3er eins zeigen die KIR-Gene KIR2DL3, KIR2DLS5,
KIR2DS1, KIR2DS3, KIR2DS5, KIR3DS1 und KIR3DP1f2 eine tendenziell
hohere Frequenz bei den Patienten und mit Odds-Ratios kleiner eins zeigen die
Gene KIR2DL2, KIR3DL1, KIR2DS2, KIR2DS4 und KIR3DP1fl tendenziell
seltener Frequenzen bei den Patienten verglichen mit Gesunden. In beiden
Fallen sind die Ergebnisse nicht signifikant (p>5 %). Bei den Genen KIR2DL1,
KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 und KIR2DP1 kdnnen keine Odds-Ratios
bestimmt werden, da diese in einer oder in beiden Gruppen zu 100 % auftreten.
Bezuglich der KIR-Haplotypen ist Haplotyp A zu 28,95 % bei den Patienten mit
Befallsmuster 3 und zu 27,89 % bei der KG und Haplotyp B zu 71,05 % bei den
Patienten versus 72,11 % bei der KG vertreten.

Die vergleichende Analyse der KIR-Haplotypen beider Gruppen ergibt keinen
statistischen Unterschied (p=0,89), mit einem tendenziell hbheren Auftreten von
Haplotyp A bei den MC-Patienten mit Penetrationen im Gegensatz zur KG
(OR=0,95).

Im Vergleich der B-Content-Scores der Gruppen MC mit Befallsmuster B2 und

Gesunden im Cochran-Armitage-Trend-Test ist kein Trend ersichtlich (p=0,58).
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3.6.7 Vergleich der KIR-Gene bei Colitis ulcerosa versus Kontrollgruppe

Neben der Analyse der KIR-Gene von MC versus KG wurde die Analyse der
KIR-Gene bei CU gegenuber der KG durchgefiuhrt. Auch hier ergibt die
logistische Regression keinen signifikanten Unterschied im KIR-Profil zwischen
Kranken und Gesunden (p>5 %). In Tabelle 22 sind die Ergebnisse des

Vergleichs der KIR-Gene von CU versus KG zusammengefasst.

Tabelle 22: Univariate Analyse Colitis ulcerosa (CU) versus Kontrollgruppe (KG),
OR=0dds-Ratio, Kl=Konfidenzintervall

KIR-Gen CuU KG OR (95 %-Kl) p-Wert
2DL1
ja 92 (100 %) 333 (98,81 %)
nein 0 (0 %) 4 (1,19 %)
2DL2
ja 49 (53,26 %) 188 (55,79 %)
0,9 (0,57 - 1,44) 0,67
nein 43 (46,74 %) 149 (44,21 %)
2DL3
ja 83 (90,22 %) 301 (89,32 %)
1,1 (0,53 -2,52) 0,80
nein 9 (9,78 %) 36 (10,68 %)
2DL4
ja 92 (100 %) 335 (99,41 %)
nein 0 (0 %) 2 (0,59 %)
2DL5
ja 45 (48,91 %) 175 (51,93 %)
0,89 (0,56 - 1,41) 0,61
nein 47 (51,09 %) 162 (48,07 %)
3DL1
ja 89 (96,74 %) 321 (95,25 %)
1,48 (0,48 - 6,46) 0,54
nein 3 (3,26 %) 16 (4,75 %)
3DL2
ja 92 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
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3DL3
ja 92 (100 %) 337 (100 %)
nein 0 (0 %) 0 (0 %)
2DS1
ja 33 (35,87 %) 127 (37,69 %)
0,92 (0,57 - 1,49) 0,75
nein 59 (64,13 %) 210 (62,31 %)
2DS2
ja 48 (52,17 %) 161 (47,77 %)
1,19 (0,75 - 1,9) 0,45
nein 44 (47,83 %) 176 (52,23 %)
2DS3
ja 27 (29,35 %) 92 (27,30 %)
1,11 (0,66 - 1,82) 0,70
nein 65 (70,65 %) 245 (72,70 %)
2DS4
ja 84 (91,3 %) 316 (93,77 %)
0,7 (0,31 -1,73) 0,41
nein 8 (8,7 %) 21 (6,23 %)
2DS5
ja 24 (26,09 %) 103 (30,56 %)
0,8 (0,47 - 1,33) 0,41
nein 68 (73,91 %) 234 (69,44 %)
3DsS1
ja 34 (36,96 %) 125 (37,09 %)
0,99 (0,61 - 1,6) 0,98
nein 58 (63,04 %) 212 (62,91 %)
2DP1
ja 92 (100 %) 336 (99,70 %)
nein 0 (0 %) 1 (0,30 %)
3DP1f1
ja 29 (31,52 %) 114 (33,83 %)
0,9 (0,54 - 1,47) 0,68
nein 63 (68,48 %) 223 (66,17 %)
3DP1f2
ja 88 (95,65 %) 324 (96,14 %)
0,88 (0,3 - 3,19) 0,83
nein 4 (4,35 %) 13 (3,86 %)
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KIR-Haplotyp
A 29 (31,52 %) 94 (27,89 %)
0,84 (0,51 - 1,4) 0,50
B 63 (68,48 %) 243 (72,11 %)
B-Content-Score
0 29 (31,52 %) 94 (27,89 %)
1 36 (39,13 %) 139 (41,25 %)
2 19 (20,65 %) 80 (23,74 %) 0,66
3 8 (8,70 %) 20 (5,93 %)
4 0 (0 %) 4 (1,19 %)

Da die Odds-Ratios der KIR-Gene KIR2DL3, KIR3DL1, KIR2DS2 und KIR2DS3
Uber eins liegen, sind tendenziell mehr Gene bei den CU-Patienten vorhanden
als bei der KG. Die Gene KIR2DL2, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS4, KIR2DS5,
KIR3DS1, KIR3DP1f1l und KIR3DP1f2 zeigen mit Odds-Ratios unter eins eine
tendenziell geringere Genhaufigkeit bei den CU-Patienten als bei der KG.
Wegen entsprechender p-Werte Uber dem Signifikanzniveau kann die
Hypothese, dass es keinen Unterschied in den Gruppen bezuglich der KIR-
Gene gibt, nicht widerlegt werden. Fir die KIR-Gene KIR2DL1, KIR2DL4,
KIR3DL2, KIR3DL3 und KIR2DP1 konnen keine Odds-Ratios berechnet
werden, da diese Gene bei CU zu 100 % auftreten.

Ein Vergleich der Verteilung der KIR-Haplotypen CU mit der KG ergibt 31,52 %
versus 27,89 % bei Haplotyp A und 68,48 % versus 72,11 % bei Haplotyp B.
Auch die Analyse der KIR-Haplotypen von CU und KG im Vergleich bringt mit
einem p-Wert von 0,50 keinen signifikanten Unterschied. Das Odds-Ratio (0,83)
ergibt eine geringe Tendenz in Richtung Haplotyp A bei den Fallen, jedoch
ohne statistische Signifikanz (p=0,50).

Die Auswertung des B-Content-Scores mit Hilfe des Cochran-Armitage-Trend-

Tests zeigt keinen Trend zwischen CU und KG (p=0,66).
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden die 17 KIR-Gene von Patienten mit CED mit dem KIR-
Profil einer gesunden KG verglichen, um mdgliche Unterschiede zwischen
Patienten und Gesunden hinsichtlich der KIR-Verteilung zu finden.

Der Vergleich der KIR-Gene zwischen CED-Patienten und KG wurde mit Hilfe
einer logistischen Regression der mittels Real-Time PCR KIR-genotypisierten
Proben durchgefihrt.

Es wurden die Geschlechterverteilung zwischen Patienten und KG, die KIR-
Gene von MC-Patienten, von MC-Patienten der verschiedenen Lokalisationen,
von MC-Patienten der verschiedenen Befallsmuster und schlie3lich die KIR-
Gene von CU-Patienten mit den KIR-Genen der KG verglichen.

AulRerdem wurden die KIR-Haplotypen A und B sowie die BC-Scores der
einzelnen Gruppen mit denen der KG verglichen.

Die statistische Auswertung ergab weder fir die Gruppe der MC-Patienten,
noch fur die CU-Patienten einen signifikanten Unterschied in den KIR-Profilen
zur KG.

In der Auswertung einer Subgruppe der MC-Patienten wurde fir zwei KIR-Gene
ein signifikanter Unterschied festgestellt: Bei der univariaten Analyse des KIR-
Profils von MC-Patienten mit Strikturen im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen waren die KIR-Gene KIR3DL1 (OR=0,25, 95 %-Kl-Intervall (0,07-
0,95), p=0,04) und KIR2DS4 (OR=0,23, 95 %-Kl-Intervall (0,07-0,77), p=0,02)

in der KG signifikant héher als bei den Patienten.
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4 Diskussion

Trotz zahlreicher Forschungsarbeiten zur Pathogenese der CED ist die
tatsachliche Ursache bis heute ungeklart geblieben.

Die Typisierung der KIR-Gene von Patienten mit verschiedenen Krankheiten
konnte bereits weitere Hinweise in deren Krankheitsentstehung geben.

Da sowohl in vielen autoimmunologischen, chronisch entziindlichen als auch
malignen Erkrankungen Assoziationen mit KIR-Genen gefunden wurden, sollten
nun auch eventuelle Zusammenhange von KIR und CED getestet werden.

Fur diese Untersuchung wurden DNA-Proben von Patienten mit CED vom IKP
Stuttgart zur Verflugung gestellt und mittels Real-Time PCR auf das
Vorhandensein der 17 KIR-Gene typisiert. Ein Vergleich mit dem KIR-Profil
einer KG auf Unterschiede zu den CED-Proben sollte klaren, ob es mdgliche
Zusammenhange zwischen dem individuellen KIR-Profil und dem Auftreten von
MC und CU gibt.

4.1 Kritische Beurteilung des angewandten Studiendesigns

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine genetische Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie. Die Aussagekraft von Assoziationsstudien kann durch
verschiedene Faktoren Dbeeinflusst werden und so zu mangelnder
Reproduzierbarkeit und widersprichlichen Ergebnissen fuhren. Um diese
Storfaktoren mdglichst gering zu halten, sollten einige Grundregeln fur die
Festlegung des Studiendesigns beachtet werden.

Die Studienpopulationen sollten in den ethnischen, sozialen und geografischen
Schichten zusammenpassen, um Verfalschungen der Assoziationen aufgrund
von genetischen Unterschieden in den untersuchten Populationen zu
vermeiden. Ansonsten kénnten genetische Unterschiede vorgetauscht werden,
welche eigentlich nicht fur die Erkrankung verantwortlich sind, sondern auf der
unterschiedlichen Ethnizitat beruhen.

Die KG sollte neben diesen Ubereinstimmungen auch im Alter und Geschlecht
der Individuen an die Fallgruppe angepasst werden.

Um eine adaquate Aussagekraft zu erreichen, sollte eine ausreichend grof3e
Fall- und Kontrollzahl gewahlt werden.



Diskussion 79

Es hat sich gezeigt, dass sich erst bei Fallzahlen von 1000 bis 10.000
Individuen, besonders bei der Bildung von Subgruppen, schlagkraftige
Ergebnisse erzielen lassen. Zudem sollte fir beide Kohorten dieselbe
Genotypisierungs- und statistische Methode angewandt werden, um madgliche
Unterschiede aufgrund von Methodendifferenzen zu vermeiden?®® 184,

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Kohorten mit weitgehend alters- und
geschlechtsangepassten Personen kaukasischer Abstammung miteinander
verglichen. Beide Kohorten wurden im selben Labor mittels identischer Real-
Time PCR und einheitlicher statistischer Analysemethode ausgewertet.

Zur Verbesserung des Studiendesigns hétten diese noch mehr aufeinander
abgestimmt werden kénnen. Eine gréRere Studienpopulation, vor allem bei der
Bildung von Subgruppen, sowie eine préazisere Abstimmung von Alter und
geografischer Herkunft der beiden Kohorten hétten die Aussagekraft der Studie
verbessern konnen. Zudem hétte die zeitnahe Durchfihrung der Versuche nach
der Probenentnahme den Ausschluss von Proben durch mangelnde DNA-
Qualitat verhindern kénnen. Auch die KIR-Genotypisierung aller Proben durch
dieselbe Person hatten eventuell zu mehr Homogenitat in den PCR-

Auswertungen beitragen kdnnen.

4.2 KIR-Genotypisierung mittels Real-Time PCR

Die Expression der KIR-Gene wurde in der vorliegenden Studie mittels Real-
Time PCR mit den Primern nach Alves et al. und Vilches et al. bestimmt& 181,
Zur Detektion der PCR-Produkte wurde der Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen |
verwendet.

Die erste Methode zur Typisierung der KIR-Gene, die PCR mit
sequenzspezifischen Primern (PCR-SSP), wurde 1997 von Uhrberg et al.
entworfen#2.

Seitdem wurde diese Methode entsprechend neuer Erkenntnisse zu den KIR-
Genen erweitert und daraus weitere Methoden entwickelt, welche die SSP oder

die verwandten sequenzspezifischen Oligonukleotide (SSO) verwenden®! 18>

186
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Als weitere Techniken existieren beispielsweise die Multiplex-PCR neben

einigen anderen PCR-Methoden, die Massenspektrometrie und viele mehr'®®

187.

Wegen ihrer einfachen Durchfuhrbarkeit und eindeutigen Interpretation ist die
PCR-SSP die am haufigsten angewandte Methode und bisher der
Goldstandard®® !*°, Nachteil dieser Methode ist die nach der PCR-Amplifikation
notige anschlieRende Auftrennung der Produkte auf einem Agarosegel, welche
sehr zeitaufwendig ist und das giftige Ethidiumbromid enthalt**°.

Alves et al. entwickelten 2009 auf der Basis der Primersequenzen der PCR-
SSP von Vilches et al. die Real-Time PCR zum KIR-Genotyping. Diese
ermdglicht es, in einer einfachen und schnellen Technik aus einer geringen
DNA-Menge die 17 KIR-Gene zu detektieren. Diese Methode bietet den Vorteil,
in grolReren Studien mit einer nachgewiesen hohen Sensitivitat und Spezifitat,
alle KIR-Gene aus einer groRen Zahl an Proben zu bestimmen®®. Bisherige

188, 190 zwischen Real-Time PCR und konventionellen

vergleichende Studien
PCR-Methoden (SSP; SSO) waren zu 100 % konkordant.

Ein Nachteil der Real-Time PCR mittels SybrGreen | ist, dass durch dessen
unspezifische Bindung auch Primer-Dimere und Artefakte zu einem
Fluoreszenzanstieg fuhren kdnnen. Zur Differenzierung zwischen Artefakt und
Zielsegment dient die Schmelzpunktanalyse, welche zu unterschiedlichen

Schmelzpunkten bei verschiedenen Produkten fihrt*%% 192,



Diskussion 81

In der vorliegenden Studie entstanden trotz der Anwendung der
Schmelzpunktanalyse sowie einer Positiv- und Negativkontrolle bei den KIR-
Genen KIR2DS1 und KIR2DL2 zum Teil nicht immer eindeutig interpretierbare
Schmelzkurven. Hier fand sich trotz negativem Gen ein geringer Peak am
entsprechenden Schmelzpunkt.

Eine mdgliche Erklarung kdnnte eine Verunreinigung dieser Primer sein. Zur
Validierung der dadurch nicht ganz sicher festgestellten Ergebnisse konnte die
Verwendung neuer Primer bzw. die Auftrennung der entsprechenden PCR-
Produkte auf einem Agarosegel die Richtigkeit der Interpretation bestatigen.

Fur genauere Analysen stehen heute bereits Methoden zur Bestimmung der
Genkopienzahl zur Verfugung, welche unter den Gentragern eine feinere

Abstufung erlaubt'®3.

4.3 Vergleich der KIR-Gen-Haufigkeiten mit der ,,Allele Frequency Net-
Database”

Zur Uberprifung der ermittelten KIR-Gen-Haufigkeiten wurden diese mit den in
der  ,Allele-Frequency Net-Database“  veroffentlichten Haufigkeiten
verglichen®®,

Die Haufigkeiten der KG sind denen aus der Datenbank sehr ahnlich. In der
Tabelle 23 sind die Verteilungen der KIR-Gene in der kaukasischen
Bevolkerung Westeuropas (Datenbank 1) und diejenigen KIR-Gene, die aus
deutschen Studien zur Verfiigung standen (Datenbank 2), den Haufigkeiten der
eigenen Studie gegenubergestellt.

Wie erwartet, sind die Rahmengene KIR3DL2 und KIR3DL3 zu 100 %
vorhanden. Auffallig aber ist, dass das Rahmengen KIR2DL4 nur zu 99,41 %
vorhanden ist. Das heil3t, bei zwei der 337 Personen konnte es nicht
nachgewiesen werden. Dies ist ein Phdnomen, welches mdglich ist, aber bisher
nur sehr selten berichtet wurde. Die Literatur berichtet von 10 KIR2DL4-
negativen Individuen unter 11.732 Individuen in 105 Bevélkerungsgruppen®®,
Ein Fehlen dieser Gene bei zwei Personen unter 337 ausgewerteten Personen

ware daher sehr unwahrscheinlich.
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Um Fehler bei der Durchfiihrung der PCR auszuschlief3en und eine tatséchliche
Deletion zu bestatigen, mussten hierfur weitere Untersuchungen durchgefuhrt
werden. Interessant wéare dies fur weitere Studien.

Die untersuchten CED-Proben waren den verotffentlichen Haufigkeiten sehr
ahnlich. Es konnte an dieser Stelle kein Hinweis auf einen Unterschied zu den
Kontrollen festgestellt werden.

Tabelle 23: Gegenuberstellung der KIR-Gen-Haufigkeiten aus der vorliegenden Studie
(Kontrollgruppe (KG), Morbus Crohn (MC), Colitis ulcerosa (CU)) und der ,Allele-
Frequency Net-Database “ (Datenbank 1=kaukasische Bevdlkerung Westeuropas,
Datenbank 2=Daten aus Deutschland)"®*

KIR-Gen MC CuU KG Datenbank 1 Datenbank 2
2DL1 100,00 % | 100,00 % 98,81 % 87,8-100 % 90,9-91 %
2DL2 53,13 % 53,26 % 55,79 % 39,4-63,2 % 50,5-51 %
2DL3 93,75 % 90,22 % 89,32 % 80,3-97 % 90,9-91 %
2DL4 100,00 % | 100,00 % 99,41 % 100 % 100 %
2DL5 56,25 % 48,91 % 51,93 % 40-67 %
3DL1 93,75 % 96,74 % 95,25 % 89-98,5 % 90,9-96 %
3DL2 100,00 %| 100,00 %| 100,00 % 95,7-100 % 100 %
3DL3 100,00 %| 100,00 %| 100,00 % 100 %
2DS1 42,71 % 35,87 % 37,69 % 27-54,5 % 35-39,4 %
2DS2 54,17 % 52,17 % 47,77 % 39,4-63 % 49,5-53 %
2DS3 32,29 % 29,35 % 27,30 % 22,2-42 % 22,2-23%
2DS4 89,58 % 91,30 % 93,77 % 85-98,5 % 94-95,9 %
2DS5 33,33 % 26,09 % 30,56 % 24-455% 27,20 %
3DS1 43,75 % 36,96 % 37,09 % 29-63 % 99-100 %
2DP1 100,00 % | 100,00 % 99,70 % 93,1-100 %

3DP1f1 30,21 % 31,52 % 33,83 %
3DP1f2 97,92 % 95,65 % 96,14 %
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4.4 Abgleich der demografischen Patientendaten mit Daten aus der
Literatur

Zu den beiden Patientengruppen wurde bei der Datenerhebung das Alter,
Geschlecht und bei den MC-Patienten die Krankheitslokalisation und das
Befallsmuster erfasst und wie folgt mit den demografischen Daten aus der
Literatur abgeglichen.

In der vorliegenden Arbeit betrug das Durchschnittsalter bei CU 29,85 Jahre
und bei MC 26,59 Jahre. Dies entspricht der Angabe von 20-30 Jahren fir den
Altersgipfel der CED in der Literatur®.

Bei der Geschlechterverteilung waren bei den CU-Patienten mehr Frauen (CU:
Frauen: 55 %, Manner: 43 %), bei den MC-Patienten mehr Manner vertreten
(MC: Manner: 51 %, Frauen: 49 %).

In der Literatur wird Uberwiegend ein haufigeres Auftreten von CU bei M&nnern
und MC bei Frauen beschrieben®. Dies ist genau widerspriichlich zu den selbst
erhobenen epidemiologischen Daten, wobei zu berlcksichtigen ist, dass diese
aus einer sehr kleinen Kohorte stammen. Nach einem aktuellen Review wird
jedoch auch durch die sehr starke Variation der Angaben beziglich des
Geschlechts eher von einem ausgeglichenen Geschlechterverhaltnis
ausgegangen®. Da die Zahlen der Geschlechter in der vorliegenden Arbeit fast
ausgeglichen sind, passen diese zur Aussage dieses Reviews.

Nach der Einteilung der MC-Patienten entsprechend der abgewandelten
Montreal-Klassifikation war die groldte Altersgruppe der MC-Patienten mit 85
Personen Uber 17 Jahre alt. Dies entspricht einer Studie, welche eine grol3e
Patientengruppe von 1015 MC-Patienten entsprechend der Montreal-
Klassifikation untersucht hat**°.

Die meisten MC-Patienten hatten das lleokolon (L3: 62,5 %) befallen und hatten
bereits einen komplexen Krankheitsverlauf im Sinne von Strikturen oder
Penetrationen (B2: 18,76 %, B3: 39,58 %), was ebenfalls das Ergebnis von

Freeman et al. spiegelt'®®,
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4.5 Ergebnisse der univariaten Analysen der KIR-Profile zwischen CED-
Patienten und gesunden Kontrollpersonen

Die statistische Auswertung der mittels Real-Time PCR typisierten DNA-Proben
ergab weder fur die Gruppe der MC-Patienten, noch fur die CU-Patienten einen
signifikanten Unterschied in den KIR-Profilen zur KG.

In der Auswertung einer Subgruppe der MC-Patienten wurde fir zwei KIR-Gene
ein signifikanter Unterschied festgestellt: Bei der univariaten Analyse des KIR-
Profils von MC-Patienten mit Strikturen im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen waren die KIR-Gene KIR3DL1 (OR=0,25, 95 %-Kl-Intervall (0,07-
0,95), p=0,04) und KIR2DS4 (OR=0,23, 95 %-KlI-Intervall (0,07-0,77), p=0,02)
in der KG signifikant héher als bei den Patienten.

Da diese Subgruppe nur eine sehr geringe Fallzahl aufweist, wird hier eher von
einem Artefakt ausgegangen als von einem tatsachlichen protektiven Effekt
gegenuber der Erkrankung. Um dies eindeutig abzuklaren, misste eine grol3e
Stichprobe gewahlt werden.

Bei der univariaten Analyse der KIR-Profile hinsichtlich des Geschlechts konnte
ebenfalls kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

In der Altersverteilung unterschieden sich die CED und KG signifikant. Wie
schon in 4.1 beurteilt, hatten die beiden Gruppen in der Altersstreuung besser
aufeinander abgestimmt werden kénnen.

Bei der Gegenuberstellung der Tendenzen der einzelnen Rezeptoren fiel auf,
dass das KIR-Gen KIR2DL3 in allen vergleichenden Analysen bei den
Patientengruppen tendenziell haufiger vorhanden war als bei den Kontrollen.
Hinsichtlich der Ubrigen KIR-Gene konnte keine einheitliche Tendenz
beobachtet werden. Da es sich hierbei nur um Tendenzen handelt, kann
dadurch keine eindeutige Aussage getroffen werden.

Die MC-Patienten zeigten den Trend zu einem starkeren Uberwiegen des
Haplotyps B im Gegensatz zu den Kontrollen. Lediglich bei MC-Patienten mit
Penetration trat der Haplotyp A tendenziell haufiger auf im Vergleich zu den
Kontrollen. Bei den CU-Patienten hingegen wurde der Haplotyp A im Vergleich
zu den Kontrollen tendenziell haufiger beobachtet.
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Aufgrund dieser Ergebnisse konnte in der vorliegenden Studie kein kausaler
Zusammenhang zwischen dem KIR-Profil und der Entstehung von CED
hergestellt werden.

In der Literatur wurden zu den Zusammenhéangen von KIR und CED in anderen
Landern mit Individuen anderer Herkunft bereits Studien vero6ffentlicht, welche
sich mit diesen Ergebnissen vergleichen lassen.

Jones et al. untersuchten 2006 196 CU- und 216 Kontrollproben, unter anderem
hinsichtlich 14 KIR-Genen, und den HLA-Cw-Liganden der KIR2D-Rezeptoren
mit Hilfe der PCR-SSP. In einer ersten Analyse durch den Exakte Fisher-Test
stellten sie einen signifikanten Anstieg von KIR2DL2 und KIR2DS2 bei den CU-
Patienten fest. In einer anschlieBend durchgefiihrten logistischen Regression
zeigten sie einen protektiven Effekt des KIR2DL3-Gens in Anwesenheit seines
Liganden HLA-Cw Gruppe 1. Die logistische Regression zu den Genen
KIR2DL2 und KIR2DS2 in Kombination ihrer Liganden konnte hier allerdings
keine signifikanten Ergebnisse mehr liefern'’2.

Die selbst gewonnenen Ergebnisse hingegen ergaben fur kein KIR-Gen der
CU-Patienten in der logistischen Regression einen signifikanten Unterschied zu
den Kontrollen. KIR2DS2 (OR: 1,19, KI: 0,75-1,9) war bei den CU-Patienten
ebenfalls tendenziell haufiger vertreten als bei den Kontrollen, allerdings lagen
die Tendenzen von KIR2DL2 (OR: 0,9, KI: 0,57-1,44) und KIR2DL3 (OR: 1,1,
Kl: 0,53-2,52) genau entgegengesetzt zu den Ergebnissen von Jones et al. Da
in der eigenen Studie nur eine Typisierung nach dem KIR-Profil vorgenommen
wurde, jedoch keine Untersuchung zu den HLA-Genen gemacht wurde, kénnen
daher zu deren Kombinationen keine Vergleiche mit den hier angefuhrten
Ergebnissen gezogen werden.

Aufgrund der kleinen Untersuchungsgruppen, einer anderen
Typisierungsmethode und der unterschiedlichen statistischen
Auswertungsmethoden widerlegen die eigenen Messergebnisse nicht, dass
KIR2DL2, KIR2DS2 und KIR2DL3 eine Veranderung bei CU-Patienten

aufzeigen konnten.
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Zudem kann beim Vergleich der Haufigkeiten dieser drei KIR-Gene der eigenen
CU-Gruppe mit der von Jones et al.'’® festgestellt werden, dass sich diese
kaum unterscheiden (KIR2DL2: 0,533 versus 0,538, KIR2DS2: 0,522 versus
0,544 und KIR2DL3: 0,902 versus 0,877).

Bei den Haufigkeiten der KG weichen die Haufigkeiten dieser Gene mehr
voneinander ab (KIR2DL2: 0,558 versus 0,431, KIR2DS2: 0,478 versus 0,440,
KIR2DL3: 0,893 versus 0,935), wobei beide Kontrollgruppenhéaufigkeiten im
Bereich der Haufigkeiten der ,Allele-Frequency Net-Database**** liegen und die
englische mit der deutschen Kohorte an sich gut vergleichbar ist. In der Studie

von Jones et al.l’?

ergeben zwei unterschiedliche statistische Auswertungen
verschiedene Ergebnisse, flr deren bessere Aussagekraft weitere Studien nétig
waren.

2008 zeigten Zhang, Li, Liu, dass KIR2DL1 und KIR2DL2 bei CU und MC
signifikant niedriger sind als in der KG. Auch die KIR2DL1 HLA-C2 Kombination
wurde bei CU und MC signifikant niedriger als bei den Kontrollen beobachtet.
Sie untersuchten hierzu tber die PCR-SSP 100 Patienten mit CU, 73 Patienten
mit MC und 106 randomisiert ethnisch abgestimmte Kontrollpersonen zur
Analyse der inhibierenden KIR-Gene und HLA-Liganden'".

In den eigenen Ergebnissen trat KIR2DL2 ebenfalls tendenziell seltener auf,
KIR2DL1 jedoch tendenziell haufiger. Keiner der beiden unterschied sich
signifikant von der KG.

Mogliche Ursachen fur diese Abweichungen konnten die unterschiedlichen
Genotypisierungsmethoden und die Erhebung der Daten in unterschiedlichen
Bevélkerungsgruppen sein. Sowohl in der Studie von Zhang, Li, Liu'"* als auch
in der vorliegenden Untersuchung sind die Kohorten sehr klein gewahlt, was
ebenfalls die Aussagekraft abschwacht.

2009 veroffentlichten Hollenbach et al. ihre Ergebnisse zu einem festgestellten
Zusammenhang zwischen KIR2DL2/KIR2DL3 und deren HLA-C Liganden und
MC. Sie typisierten DNA-Proben von 1306 erwachsenen kaukasischen MC-
Patienten im Vergleich zu 299 kaukasischen Kontrollpersonen bezlglich 16
KIR-Gen-Loci und ihrer HLA-Liganden mit Hilfe eines MALDI-TOF

Massenspektrometers.
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In der Verteilung der einzelnen KIR-Gen- und HLA-Gen-Haufigkeiten konnten
Hollenbach et al. keinen signifikanten Unterschied feststellen. Auch der
Vergleich der Haplotypen A und B zwischen MC und Kontrollen zeigte keinen
signifikanten Unterschied’*. Diese Ergebnisse sind (ibereinstimmend mit den in
der vorliegenden Studie ermittelten Ergebnissen.

Bei der Analyse der KIR-HLA-Kombinationen im Vergleich MC zu Kontrollen
zeigten sie einen protektiven Effekt von KIR2DL2 bei gleichzeitiger
Abwesenheit seines C1-Liganden. Auch der heterozygote KIR2DL2, KIR2DL3-
Genotyp bei homozygotem HLA-C2-Liganden ergab einen protektiven Effekt bei
MC.

Bei der Anwesenheit des Liganden C1 hingegen beobachteten sie einen
pradisponierenden Effekt fir den KIR2DL2, KIR2DL3-Genotyp bei MC*"*.

Die aktuellste Studie zu KIR und dem Zusammenhang mit CED wurde 2010
von Wilson et al. verotffentlicht. Sie typisierten 15 KIR-Gene und HLA-I-
Liganden 248 brasilianischer Personen kaukasischer Abstammung, von denen
111 an CU und 137 an MC erkrankten und 250 Kontrollpersonen. Sie
verwendeten die PCR-SSP. Sie wiesen einen signifikanten Anstieg von
KIR2DL2 bei den Kontrollen im Verglich zu den CU-Patienten nach. Aul3erdem
beobachteten sie ein vermehrtes Vorkommen der Genotypen 2DL2+/HLA-C
lys(80)+ und 2DL1+/HLA-C Asn(80)+ bei den Kontrollen verglichen mit den CU-
Patienten’”*.

In den eigenen Ergebnissen waren, wie bereits oben beschrieben, keine
signifikanten Unterschiede in den KIR-Genen zwischen Kontrollen und CED-
Patienten feststellbar. Das KIR-Gen KIR2DL2 zeigte aber ebenfalls eine
Tendenz in Richtung Uberwiegen bei den Kontrollen im Vergleich zu den CU-
Patienten.

Insgesamt betrachtet fuhrt der Vergleich der verschiedenen Studien zu keiner
einheitlichen Aussage beziiglich des Zusammenhangs zwischen KIR-Profil und
CED. Die Ergebnisse zu den einzelnen KIR- und HLA-Genen sind entweder
nicht signifikant oder widersprechen sich in den verschiedenen Studien
(KIR2DL2-Verminderung bei CU bei zZhang, Li, Liu ™, Wilson et al.*”® und
KIR2DL2-Uberwiegen bei CU bei Jones et al. **).
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Ein Uberwiegen einer der beiden Haplotypen A oder B konnte bisher nicht

nachgewiesen werden. Ein protektiver Effekt von KIR2DL2 bei CU wurde in drei

171, 173, 174 171, 173,

Studien gezeigt
174

, allerdings mit unterschiedlichen HLA-Liganden

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Analyse der KIR- oder HLA-Genotypen
alleine bisher keine eindeutigen Aussagen zum Zusammenhang mit MC
ermdglichten, jedoch deren Kombinationen einen Zusammenhang mit den

Erkrankungen vermuten lassen.

4.6 Die Rolle und mdgliche Relevanz von natirlichen Killerzellen und KIR
in der Pathogenese von CED

Einige Genassoziationen mit CED haben bereits zur Entdeckung
unterschiedlicher Storungen in den verschiedenen Abwehrmechanismen des
intestinalen Immunsystems gefihrt. Beginnend von Defekten in der aul3ersten
Schutzschicht durch das muzinbedeckte Epithel, welches zusammen mit
antimikrobiellen Peptiden vor eindringenden Mikroorganimsen schutzt, tber
Defekte bei der Erkennung von Fremdmolekilen Gber NOD und TLR bis zu
Stérungen bei der gezielten Abwehr durch T- und B-Zellen des adaptiven
Immunsystems. Dadurch konnten zwar schon zahlreiche einzelne
Pathomechanismen aufgedeckt werden, es bleibt jedoch weiterhin immer noch
deren Gesamtzusammenspiel mit dem entscheidenden Auslésemechanismus
unklar. Geht man beispielsweise als Ursache von einem Barrieredefekt aus,
welcher alle weiteren Immunprozesse triggert, bleibt die Erklarung fur die
verschiedenen extraintestinalen Manifestationen offen. Daher wird stetig nach
weiteren beteiligten Faktoren geforscht, welche zu einem besseren Verstandnis
des Gesamtkrankheitsbildes und deren effektiven Therapie beitragen konnen.
Dass das angeborene Immunsystem und die Regulation der Th1/Th2-Balance
fur die Pathophysiologie der CED wichtig sind, haben bereits auch

Genassoziationen gezeigt'".
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So konnten die NK-Zellen mit ihren wichtigsten regulierenden Rezeptoren, den
KIR, als ,Bruckenglied“ zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem
einen weiteren bisher noch wenig erforschten Part in der Pathogenese der CED
einnehmen.

Da die allgemeine NK-Zellfunktion in der Einleitung beschrieben wurde, soll nun
auf deren Funktion im Darm und bei CED né&her eingegangen werden.
NK-Zellen befinden sich neben weiteren ihnen sehr &hnlichen Zellen im
darmassoziierten lymphatischen Gewebe. Gemeinsam mit diesen Zellen, den

lineage marker -negative (LIN)-Zellen und lymphoid tissue -inducer (LTi)-Zellen,

werden sie als innate lymphoid cells (ILCs) bezeichnet. Sie werden anhand
ihrer Zytokinproduktion in drei Gruppen eingeteilt. Die NK-Zellen werden der
Gruppe 1 zugeordnet, da sie Zytokine vom Typ 1 (insbesondere IFNy und TNF)
sezernieren. Die beiden anderen Zellgruppen sezernieren andere Zytokine und
besitzen nicht wie die NK-Zellen KIR-Rezeptoren'®. Die verschiedenen
Untergruppen dieser Zellpopulation konnten in einigen Untersuchungen in
pathologischen Prozessen von CED beobachtet werden, von denen hier ein
paar Beispiele genannt werden:

Die Zytokine IL-17A, IL-17F, IL-22 und IFNy haben eine bedeutende Rolle
innerhalb der Immunprozesse im Darm bei Patienten mit CED. lhre Sekretion
wird zwar zum Grol3teil den Ty-Zellen zugeschrieben, aber ein geringer Teil
wird auch von yd-T-Zellen, natirlichen Killer T-Zellen und NK-Zellen
sezerniert’®’. Uber sie werden beispielsweise Signalwege aktiviert, welche zur
Freisetzung antimikrobieller Substanzen fithren*®®.

Eine funktionelle Rolle der ILCs bei CED konnte beispielsweise in
Mausmodellen gezeigt werden. Eine Kolitis, bei der vermehrt ILCs
nachgewiesen wurden, welche neben weiteren Zellen Thyl exprimieren, nahm
bei deren Entfernung durch einen spezifischen Antikorper gegen Thyl ab.
Gleichzeitig war eine verminderte Konzentration an IFNy, IL-22 und TNF

nachweisbar*®®,
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So konnte gezeigt werden, dass ILCs durch die Sekretion von IFNy und IL-17A
als Antwort auf IL-23 zur Entwicklung einer intestinalen Entzindung
beitragen®®®.

Eine Rolle von ILCs bei CU wurde in einem weiteren Mausmodell
nachgewiesen. Die Mause bildeten wéahrend den Entzindungsprozessen im
Darm vermehrt IL-17A sezernierende ILCs der Gruppe 3. Die Behandlung mit
Thy1 spezifischen Antikérpern verbesserte die Erkrankung®®.

AulRerdem konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte ILCs Uber die

Expression des Transkriptionsfaktors retinoic acid receptor-related orphan

receptor (RORyt) die intestinale Homobostase wahrend der Kolonisation
intestinaler Mikrobiota erhalten. Beim Fehlen dieses Faktors (durch das Fehlen
von z. B. der LTi-Zellen) kommt es u. a. zur gestdrten Lymphfollikelbildung?®*.
Bei MC wurden wahrend den entzindlichen Prozessen im Darm vermehrt
verschiedene zytokinproduzierende ILCs nachgewiesen®®. Verschiedene
schon langer zurlckliegende Studien wiesen eine verminderte NK-Zell-
Zytotoxizitat bei Patienten mit CU nach?®® 2%4,

Anhand dieser genannten Einflisse der ILCs wird deutlich, dass NK-Zellen eine
Rolle in der intestinalen Entziindung einnehmen, neben ihnen jedoch auch die
beiden anderen Gruppen der ILCs vermehrt in den Entzindungsreaktionen
beteiligt sind.

Eine mdgliche Erklarung fur die Entstehung von CED durch veranderte NK-Zell-
Funktionen ist auch ihre Regulation Gber KIR. Ein denkbares Modell wéren die
unterschiedlichen Affinitaten von aktivierenden und hemmenden Genen zu
ihren HLA-Liganden.

Abhangig vom Genotyp und dem Vorkommen oder Fehlen entsprechender
HLA-Liganden kame es zu individuell unterschiedlichen Zellantworten mit
ausgepréagter Aktivierung, einem Gleichgewicht der NK-Zell-Reaktion, einer
ausgepragten Hemmung oder eine Mischung aus aktivierenden und

hemmenden Reaktionen.
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Dieses Modell diente bereits in einigen Studien fur die Erklarung protektiver
oder pradisponierender Effekte im Zusammenhang von KIR und Krankheit!"3.
Andersherum ware eine Veranderung der KIR-Expression durch die Einflisse
der chronischen Entziindung ebenso denkbar.

Wahrend bei anderen chronisch entzindlichen Erkrankungen und
Autoimmunerkrankungen vorwiegend aktivierende KIR als pradisponierender
Faktor nachgewiesen wurden, lasst sich diese Hypothese, dass aktivierende
KIR bei CED férdernden Einfluss besitzen und hemmende KIR schitzend

wirken, zum aktuellen Zeitpunkt nicht bestatigen'’**",
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4.7 Schlussfolgerungen

Bis heute konnten zahlreiche Suszeptibilititsgene zur Bedeutung der
verschiedenen Pathomechanismen im angeborenen und erworbenen
Immunsystem bei CED beitragen.

Zahlreiche Hinweise auf Einflisse der KIR-Gene in Bezug auf entziindliche
Erkrankungen haben zu der Hypothese geflhrt, dass es einen mdoglichen
Zusammenhang zwischen dem KIR-Profil und CED geben konnte.

Bisherige Studien sowie die Ergebnisse dieser Arbeit konnten noch keinen
einheitlichen Nachweis fir den Einfluss der KIR-Gene bei den CED erbringen.
Die Absicht, weitere Aufschlisse in der Pathogenese der bisher immer noch
ungeklarten Ursache der CED zu finden, konnte dadurch noch nicht erfillt

werden.

4.8 Konsequenzen, Ausblicke und Anséatze fur mdgliche weiterfiuhrende
Experimente und Studien

Gewisse Tendenzen in den statistischen Analysen dieser Arbeit sowie die
Ergebnisse aus den Studien von Jones et al.,, Zhang et al., Hollenbach et al.
und Wilson et al.*’**™ kénnten auf einen Zusammenhang zwischen KIR und
CED hinweisen. Vermisst wird aber noch eine einheitliche Richtung, welche
KIR/HLA-Kombinationen bei den CED eine Rolle spielen.

Mogliche Ursachen liegen vermutlich in unterschiedlichen Vorgehensweisen,
wie verschiedenen Genotypisierungs- und statistischen Auswertmethoden
sowie der Verwendung von zu geringen Fallzahlen, fehlender Testung des
Hardy-Weinberg-Equilibriums oder nur wenig abgestimmten KG. Zudem wird
die statistische Aussagekraft beziglich der KIR durch die stochastische
Ausbildung ihrer Rezeptoren erschwert™",

Interessant fir zukUnftige Studien in dieser Thematik waren gro3e
Untersuchungen mit Fallzahlen von 1000 Individuen und mehr, bei welchen
nicht nur das Augenmerk auf die einzelnen KIR-Gen- und HLA-Gen-
Verteilungen gelegt wird, sondern all ihre mdglichen Interaktionen miterfasst
werden. Um die Ergebnisse einer Studie mit weiteren Studien vergleichen zu

kénnen, mussten diese in einer einheitlichen Form durchgefiihrt werden.



Diskussion 93

Gleichzeitig ist die Regulation der NK-Zellen tber KIR noch nicht vollstandig
aufgeklart. Die aktivierenden und hemmenden Funktionen sowie vor allem die
Liganden fiir aktivierende KIR sind noch liickenhaft*.

Zur besseren Einschatzbarkeit der Rolle der NK-Zellen bei den CED, kdnnten
weitere Studien zu NK-Zellen und ihren eng verwandten Zellen in ihren
unterschiedlichen Lokalisationen und ihrem Zytokinmilieu nitzlich sein.

Es existieren zwar bisher einige Marker und Gene, welche NK-Zell spezifisch
sind, aber diese Uberlappen haufig mit denen von T-Zellen und natirlichen
Killer-T-Zellen, was die Untersuchung mit Knockout-M&usen und gezielter
Depletion schwierig macht®®.

Bereits heute kann das Wissen Uber die NK-Zell-Funktion zur Therapie, vor
allem von Tumoren und Leukamien, eingesetzt werden™*®.

Eine der bedeutsamsten Rollen spielt der KIR-Haplotyp bei der Auswahl eines
geeigneten Spenders fir die Stammzelltransplantation bei der adulten AML. Bei
den KIR B Haplotypen wurden weniger Rezidive und ein verbessertes
krankheitsfreies Uberleben als beim Haplotyp A beobachtet'*®. Speziell fiir das
KIR-Gen KIR3DS1 wurden weniger Graft-verus-Host-Erkrankungen beobachtet
als bei KIR3DS1-negativen Patienten®®. Auch der aktivierende KIR2DS1-
Rezeptor scheint eine entscheidende Rolle in der Vermittlung von NK-Zell-
Alloreaktivitat einzunehmen?®’. Durch diese Erkenntnisse koénnen gezielt die
Spender mit geeignetem KIR-Typ ausgewahlt werden.

Sollte es weiterhin gelingen, die Funktion der NK-Zellen und deren Regulation
uber KIR-Rezeptoren noch detaillierter aufzudecken, wére ein Beitrag fur
spezifischere Therapieansatze auch bei Erkrankungen wie dem MC und der CU

denkbar.
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5 Zusammenfassung

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED), mit deren Hauptvertreter
Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU), haben eine multifaktorielle
Pathogenese. In der Literatur wird von einem Zusammenspiel aus genetischer
Pradisposition, unterschiedlichen Dysregulationen im Immunsystem sowie dem
Einfluss von verschiedenen Umweltfaktoren ausgegangen. Trotz zahlreicher
Forschungsergebnisse in diesen Bereichen ist die tatsédchliche Ursache bis
heute noch ungeklart.

Durch den Nachweis von 163 Suszeptibilititsgenen konnten verschiedene
Pathomechanismen, sowohl im angeborenen als auch im erworbenen
intestinalen Immunsystem, aufgedeckt werden. Als ,Brickenglied® zwischen
diesen beiden Abwehrmechanismen erfullen natirliche Killerzellen (NK-Zellen)
bedeutende Rollen in der Spontanabwehr entarteter und virusinfizierter Zellen.
Deren Funktion wird unter anderem Uber die Interaktion von aktivierenden und
hemmenden Kkiller cell immunoglobulin-like-receptors (KIR) mit ihren human
leukocyte-antigen (HLA)-Liganden gesteuert. Die Typisierung des KIR-Profils
von Patienten verschiedener Erkrankungen konnte bereits weitere Aufschliisse
in deren Krankheitsentstehung geben. Verschiedenste Hinweise, wie
beispielsweise Ahnlichkeiten der CED mit Erkrankungen mit bekanntem
Zusammenhang zu KIR oder Voruntersuchungen in  anderen
Bevolkerungsgruppen, deuten auf mdgliche Zusammenhénge zwischen den
KIR-Genen und CED hin.

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung der KIR-Gene in der Entstehung von CED
geklart werden.

Hierzu wurden DNA-Proben von 188 kaukasischen Patienten mit CED (davon
96 von MC-Patienten und 92 von CU-Patienten) auf das Vorhandensein von 17
KIR-Genen mittels Real-Time PCR getestet.

Der Vergleich der typisierten CED-Proben mit dem KIR-Profil 337
darmgesunder kaukasischer Personen sollte Aufschliisse dartiber geben, ob es
eine Abweichung im KIR-Profil von Patienten mit CED im Vergleich zu

Gesunden gibt.
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Die statistische Auswertung der 17 KIR-Gene von Patienten gegeniber
Kontrollen wurde mit Hilfe einer logistischen Regression durchgefiihrt.

Es konnte weder fur die MC-Gruppe noch fir die CU-Gruppe ein signifikanter
Unterschied in den KIR-Profilen zwischen Kranken und Gesunden festgestellt
werden. Auch der Vergleich der ermittelten KIR-Haplotypen zwischen Fallen
und Kontrollen ergab keinen Unterschied. Aufgrund der Ergebnisse dieser
Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen dem individuellen KIR-Profil und
der Entstehung von CED hergestellt werden.

Vorausgegangene Studien in anderen Landern zu dieser oder ahnlichen
Fragestellungen konnten zwar Zusammenhange zwischen KIR/-HLA und CED
herstellen, doch weichen deren Ergebnisse bisher stark voneinander ab.
Weitere Untersuchungen, bei denen auf groRere Fallzahlen Wert gelegt wird,
werden daher nétig sein, um eine allgemein gultige Aussage fur die KIR-
Rezeptoren und ihrer Bedeutung fur CED treffen zu kénnen. Darlber hinaus
konnten weiterfihrende Forschungen zur Funktion der NK-Zellen und ihrer
Regulation Uber das KIR-HLA-System bei der Interpretation der Studien zu KIR
weiterhelfen.

Dies konnte neben der weiteren Aufdeckung der Ursachen der CED eventuell
sogar zur Entwicklung spezifischerer Therapieformen fir die Patienten mit CED

beitragen.
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