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Chap2ieSummar y

2.Summar y

The human leukocyte antigen (HLA) region is a highly variable gene cassette located on chromosome
6p21 that is involved in diverse functions of the host-immune system. The HLA is the strongest but
also the most complex susceptibility locus for inflammatory bowel disease (IBD) and its subforms
Crohn6s di sease (CD) an dTigatlstueturea of linkage diseqlilibrium withirg thiC )
highly complex gene locus complicate the identification of causal variants to an association signal. In
previous publications, the DRB1*01:03 allele was identified as a determining factor for IBD in the
Caucasian populationt. However, for most of the association signal such a delineation was not
possible. The aim of this thesis was therefore to further characterise the HLA signal and to analyse
whether tightly linked signals between the HLA-DQ and -DR loci could be resolved using a trans-ethnic
approach. The focus of this study was UC. To this end, we assembled a unique dataset of individuals
from 8 different ethnicities in collaboration with partners of the International IBD Genetics Consortium.
The individuals were typed onll | umi nads . IWitmNGEdasadityping of HLA alleles being
expensive for a larger number of samples, we opted to inferring HLA alleles using an imputation
approach. First, we compiled an HLA imputation reference panel specially tailored to our cohorts of
interests. Next, we imputed HLA alleles and performed HLA fine mapping across the different
populations. For the first time, we identified genetic factors shared across different ethnicities both in
effect direction and magnitude. We found whole allele groups that are associated with UC, highlighting
alleles of the HLA-DRB1*15 group. Using haplotype phasing of HLA alleles, we were able to explain
the tightly linked signals of the HLA-DQ and -DR loci and showed that there are entire HLA-DQ-DR
haplotypes shared across different ethnicities. In addition, we identified the previously reported
DRB1*01:03 as a population-specific signal that is mostly present in individuals of Western European
descent and hardly present in non-Caucasian individuals. Furthermore, by analysis of physico-
chemical properties of the respective HLA proteins and analysis of peptides that are preferentially
bound by them, we were able to further reduce the complexity of the signal, showing that risk and
protective proteins, respectively, share common features both in regard to their chemical properties as
well as to the peptides they preferentially bind. Our findings should be of broad interest to the research
community, both to genetics and peptidomics experts also in the context of the analysis of other
immune-related diseases, for instance multiple sclerosis or leprosy, which are also associated with the
HLA-DRB1*15 group.
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TablieSummary of Paper A, Paper B and Paper C
Paper A Paper B Paper C
Most of what is known on HLA association with
» . . IBD has been studied in Caucasian populations.
1S HLA referenc_e imputation panels € | Here, causal variants could not be identified
© mostly . available . for ~ Caucasian except for the highly associated DRB1*01:03 due
T populations. More diverse panels are . . . N
. to the tight linkage disequilibrium (LD) across the
© needed in trans-ancestry approaches. . he aim of thi heref
2 The aim of this study was therefore to HL.A region. The aim o .t IS study' was therefore
5 ) to investigate whether differences in in LD across
b construct such a panel using 1,360 ; - ;
2 S . . populations of different ancestries could be
2 individuals from different populations leveraged to identify causal variants, and the
E i i i that could be used for accurate HLA characgterisation of the HLA si nél across
& | This paper IS a review paper | jmputation in Paper C. diff e L Th gf f th
that was written for clinicians ifferent ancestries in general. The focus of the
to give an update on the study was ulcerative colitis (UC).
knowledge obtained from The HLA-DRB1*15 group is associated with UC
genetic association studies of | A benchmark was conducted using a5x | across different ancestries with different alleles of
inflammatory bowel disease | cross validation approach on a subset | the group present in different populations. Using
« | (IBD). It describes the most | of samples from each of the cohorts | a newly developed phasing approach, we were
S | relevant and most consistent | analysed in Paper C and the | able to explain the LD across the HLA further but
$ | findings in IBD in the | independent 1000 Genomes | could not identify causal variants. We found that
& | Caucasian population and | population. We achieved highly | the HLA-DRB1*01:03 allele is specific to
shortly also elucidates to | accurate results across all analysed | countries linked to the British Empire and that
knowledge obtained in non- | HLA loci. peptides binding to the risk HLA alleles are rich in
Caucasian pOpUIathnS. |ysine and arginine_
We developed a new approach for the analysis of
» HLA data in the context of trans-ancestry fine
5 . mapping. For the first time, we identified how
= The reference panel can be used in . : . ) .
2] . - . potential antigens in the disease may look like.
= diverse populations to predict HLA | g if | vari iah
[z} enotypes with high accuracy We could not identify causal variants due to tight
5 g ' LD structures observed within the HLA region
© even across all our analysed populations of
divergent ancestries.
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4.1. Inflammatory bowel disease

I nfl ammat orw s(eloBvxs) adichironic infl ammatory adeitsi eod soeg yo f
of I BD is stildl not cormpdedredly sutnrdeamgliwroph d it heofuegdhe n
predisposition and environment al rabvi ome, (eepeciralnlg
bacterial, fungal and archa®d&l cells inhabiting the

4.1.1. Clinical characteristics of IBD

| BBan be subdivided into Crohnds dwhewmerni { €EO)ataindn s |
ul ceratiavmacal ytl secalized to the colon and rectum, (
the whole gaatlC®di minas tUiCn lr etsrent wi th different endo
Figure 1.

Inflammatory Bowel Disease (IBD)

Crohn'

Dlsease
ileocolonic
junctlon /

colitis

illeum } colon

vz

rectum

Figdisdnat om&caehdosdiofpfier enc e sr obhentévwse ednnsCt a e at i ve col i
(ICfohndés dD)sceaanseaf(fct the whol e qudscterraaitn tWeSsitsi onlailt its
restrtiocttende col on and rectum. GeapbhonsfHgpkessauri pe
wer e downl oavdvevdd hd ploimns medi ci ne. org/ infl ammat.ory _bow
Figure was modi fied tsaripEhododscapiat &JiGind § kGDH{dd | ) .
Figures takeh.Oromgibaé désgcrHipguroenst: (Typical endos
ulcerative <colitis. (A) Mgl @f mheoshaulcosmyt hwearhd s+ e
decreased vascular making. ( B)ofMovdaesrcautl ea rmanrakrekd negr,y te
severe ulcers. (D) Severe spontaneous bl gled) ngi gOEE®
2: Typiasadoperd features of Crohnos di sease. ( A) L
appearance, (C9r sapshh dwiumsg ullongi tudinal array.


http://www.hopkinsmedicine.org/inflammatory_bowel_disease_center/about_ibd
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Symptoms of | BD

Clinically, the inflammatory bowel d@Thsesaseygmptementr
abdomi nal pai ndioar rchraaemapti aalg, bl eedi ng (more prominent
fati@awmmon di sease symptdmxtoafsatdetihel il fueaset at |
joint problems, |liver inflagmaiisofPISE)prsmanypsobéed
nodosum, infl ammandomabdthut havtemkedoaes isstngdu catdlernei a
Approxitnat ebyod7 @Bduc asd BDatpi esrutfsf erEI Mo b mt he 8dTse ase
frequency ofCaRilcMssiiEnsgnaomn Afnri can Amersij@eontr pedd!l asttivdn
t hohugl ower prevalence rates for some of.'EI Ms in | BD

I BD risk factors

Risk factocsufder smBRi ng (dDacnde a@deed eface)dUECg@esdkgr aphi c e
l ocation (i .e. l'i ving i n :Weisntfelaumonooyes sWé @ t leoehn il zdehdo oadg u
hygi ene, f acitpedtrassr ya rad e, hfea miplfy bBHibBs tamrcye st r &l backgrou

Di agnosis of | BD

The diagnosis of | BD i s p¥r3edd o nuhnialnet | nye amma deen da t meadgi easn
di agnosiseofy | CiDc aylelags3B seconrd demakyeat the sixth and
habeen reported in smaller studies, though this has
not obseradciasi aonli?ndpvt du2b% of al paé®&Dmdptaitenetnst s
which often suffer from a more 'deBbBdicad nobawed dmBDa t !
scal e of hi stol ogical (agdidseasdeoskopaci drowdjpmgst anl e
examinati on, a nadmmmaatri koenr sp roefs einrtf li . "/Mar kerf §limdd ammatsi o
anal yvisnedi BRDIl1Q dreeact i viel cppadouttee nphase protein produced
cal protectin or | actadf eprrroitmMddst) o @in:al amteir mil @amg-d lria l ma
SaccharomycesdAS@EA)evarsd apati meclh e @aphal cyt apiCaA3 mi c a
Thee markers guide the diff er eWwhiiladb lpddidddyAl oesviesl so fa r@&D he
i WC patAQhesvyel s ar@Dhpagthieent si.n fComrbagAiNdA @amd ASCA
enahlllidfedieadgne®dD sagai nst UC with a sensitivity (freqg
patisaurfti eras diroenasted % odnddba (sfpreequieéercdéyt yof negative t e
patiiesntnot )afof0e9@2d chomslet't ™ot her i mportant criteriur
of | BBmihg gtfoadrBDi . édi dmi | y me&nmbeer § rsoun | BD), which pu
at a |l arger risk tphAhdexiemapel he IMNKsEMEA f Told%,tarl d e
relatives ofhreBBf patiedtby | BD lim M adudclaesnibEaus8t% Asi an:
[ 106 %) f ®thati ves awhei laef ffeacmieldy, hi st ory seems to be
Black (7% [4%st1061F ) Santdh EAsi an 4%]p,ul 4% P{p.R%,g & B thi h g %,
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assoicimtof derDdeviett Pragd gerd, UEhaast observed abosiandquall

females in the Caucaspapul Asiwaand anéd Hirepamidesr ance i
seen in the Black population. For Crohnbés @ABsaase a
SouAsi and Hispanic individuals, while in Middle East

was about equal

Classification of 1BD
BotClIbDandCcan be cl assi fciaegd eds Mogutirreaals @ | akpstivdatsat i on
desnied by a working party at the Montreal World Congr

of pheceMiienngna cl assificationiafgnloBD,i'édfsorofmdrmBed accur

Classification of Crohnés di sease
Crohnds disease can be cl| ascsatfs gesdt euns i ancg@a @ rhdeio iMoo ot & e ta ||

di selaseat iaonndi(sle)lasleav(i Blime | atter i s discussed i n mc
paragraph. Regarding disease |l ocation, CD is <c¢l ass
il eocol omirmg (pertlae il eum and col on, L2) or <colonic

upepr gastrointestinal.lhr@atcawRBi0#howsshlliledpads end s suf
3237% from il eodé4d8%Wohi om@DdIwth&iPeenl3y show symptoms i n
Gl trakgpecially in East Asi an, Mi €CdDWwiet Eak3 Asi mapan
be most common, while il éal tthesBhaeki popbedat roommon |
22%Cl eymaensanlevwt hat , genetically, colUCand CDeal a€®s i
suggesting the necdmngiot w otl @ nswch dhidfRlieda e@R2wmd oatde Do up
patients are categor i zoeudn gienrt ot h3a na gle7 ,g raoguepds ,b eit.wee.e ny 1

than 40. Typicalfloyr,r,madimobke s eivereeen i.n paediatric pa

Complications observed in CD patients

Common compl CRaartei osntsr iocft uri ng (narrowipmeonf ohefigstu
(formati on of anbsn obremawe ecno nsnkeicnt/ioot her organs and the
the perforation of the bowel (formatilomsofnghdlhes Mom:t
classification shyeshtaevnf BuoQ@f di sthammat ory (B1) , stri
penetrating 4grB8) didd tsieraglei shed with pami addli tidomsa&las e
Complications are obs@auwceads imomr ep oo uleant ii oan ;1 otnh®an i n C
With inamgeaifng he i ndi €Ddutdbtegzeladpmentedofoya compl i ca
more |likely with 74% of all/l patients suffering from
the point of diagnosit%s This heambertosmany 3@&t i ent s
Caucasianset Cheyermpert a value of more than 50% of all

approxi mately 10 yea% s®hifriaetpmo rfaiprpstta xd Bnagprep &7V 3 f 3 9 %]
7
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patients r ewiutihrien sfiiryearys ®Whetrseotbhisagrnesi §n arhe Bl ac
hi glid0% [ 33),0wWed8 %nuwdhreebser ved i popbkd®s o[B8, ). 26 %]

The severity of the disease is assessedvhuiscihn g ntchleu dGer:
sevecrlailni cal parambtdmayilsitkoeo Idifsreecagsuee s cyumnhkdepadasct.i
Bett 2Q |

Classification of UC
UCi sl as aisfiimegd Montreal cl|l asditeaati enrtenpnstamdbgge of

di seaseiéexisntclassified as either proctitis (E1), w
col onsidedt(E2), where inflammaiingnciot ohoaaldi zed mi o a
exensive (E3), where inflammation occurs across the

[ 24362 %] of patients suffer from inflammal3®¥33 %locali z
each suffeari diedomr!| eiktfThesieve alUGes v anrty eachrnoiscsi tdiefsf earl
groudsor e sfeoremedf stehee ipaecdedd rpiawt(@agatEl §g,Qr.e

1.0 —

0.8 —

0.6 Extensive (E3)

0.4

Left-Sided (E2)

bz = TN~ I\
v—/—/'frj roctitis (E] )
| | | I | I | I
0 10 20 30 40 50 60 70

Age at diagnosis (Years)

Figwibifferences UCI boattooasotiadd egreamups

Figure was tthagkeQupploetmeynwree nid®Or i gi nal and shortened
Supplementary Figure 2: UC diseasevedtdnst vebsubsonge
extent versus age at di agnoei si drss,s hwiwthh a%5s% moon fhie
Ext ensisvieded eafntd proctitis are shownyre€petitdesptyg ba
are not <correctaagd ofnor whiiscehasies dcwrr rel ated to age at

Bl adtHk spanic and South Asian indivi dusaldse daroer neoxrtee nls

di se(@pproxi mate) gl EQS%tieddihatadoahlIsocalization is appr
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| iykaenld Mi dd| eAsBdasmtdi verdtahsi ved sdimpeds pr amipmrenvtal veintcle o
44% [ 40%]Severity of wulcerative colitis isomesficsmnm
introduced &ty i&Kenh@&rhilgipouwabl i cati on | i stDiavfifsiilonat o fol
Gastroenterology and | ntierennacle Mebdé cridmiees Magaooe Gi $ nb a:
combinati on of, sotcocoulr rferotdcted eogpchywgs i ci an assessment, en

a physicianbds gl abdli asdesemiehed further in the oric

Complicabsenyed in UC patients

Compl i coaft iWbGh sed siemvi ndi vi dual s s ufnfcelrundeegv ef Ircopmmet nhte odfi
toxic megaodlomncancer and extraintestinal mani fest at
detailing gener a”A togmigddecmianaff elsBh® wsdeni ngwhoifc ht he ¢
most | i kdlryomr elaunla e cted Iserimnervating the smooth mus
mucosalofl &yyer cacclcoormp alnaif @idsmbynant acute inflammati on o
to retefmedmm tofe col on, which in4Ouenalpdstes2 2% rafskUC
patients have been reported oOf hee edds d@guriglee vy Cavi ¢ &s in
popull@ti on

Uncl assified | BD

I n up to 10% ocafdilfBRedpaginaebi s of CD or ald d¢arryotarlee
subsequently dindgenesendhwiates@dddc | assi f | B-B. nl IBUDp otro
l14%n8%patients classified with UCtomie€D t he diagnosi

4.1.2. Treatment of IBD

The i nfolragmnbactw e | di seases arag egi ema i edo mantond ryd ianigmetdo
reducing inflammati on(Fiagm@) @hveoi fdii mgt sluirmer pf - medi c a
Ami nosacyAS8Aes debi vabivebki cofacid b-eaoupgpg me s ad mizn o
sul phal asal zi ne, ol sal azine) as wel | as antibioti
metronidazole). Corticosteroids (prednisone, budenos
i nfrhaamon. Ot hes ammdd c atti oneduci ng infl ammati on i ncl
(azathioprine, mercaptopurine, met hotrexateandand bi

arsei milar to substances produced ¢huddembounoaihnhobaldyant
as damttiegrin antibodies (nattadmoruemalm,si v e d aldNtBpw maabl)p,h
antibodies (infliximab, -iadtadkiilmu ma2ly,2 3g ocalnitn ubnoadbi )e,s a( nutsi
i nhi bitor sSToAT iplg hdAKLt DAKiJcanuisbki nase, STAT: signal w
activators 9f +HAmamegcti nptaindn bodi es target integrins,
homi ng gtudnfitN®Gant i bodi esUwvwhairagheti sSTNF cy twdkd nsee v ehraa | catnt
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i nfl ammatory cvy®éBepkaitnhensayv.i a t he NF

surgery

/biologica] drugs\

immunosuppressants

corticosteroids

5-ASA, antibiotics

FigwBigreat ment of inflammatory bowel disease.

At the bottom of t PAS At rammat menrtti brieogiimesn a5 e used with
pyramiadl|last resort.

Tha ASSTAT p ait caswiagyn aplaltihnmppy t hat i nduces pr &duthiean of
treatonpetnitonssungéugeof the gut, in whichlreamomedt af
Howevhm,ptti enly comdi déhreedend of etheutarseatdlime nit n spever
casebBBfddi ttiroemaati mapt be used to al |l ewviheat.e Ushyi nsp ti onnes uodu
medi cahberoEvamps, pain medi datr 9g,h gedsitifro@t icosn s(tfiprat |
or a di etto traeidluocriendg symptoms of ftihemelakeasavoedgngde

causes ploating

4.1.3. IBD demographics

Regarding the overall global demographical burden of
and Westernized coluweédi eatol a bhebal di sease with 6
preval endevloNf=T8MX2389. 9] per 1C0Fi0OdWs B onvlsi-svai gdeudha sd i

prevalence rates of IBD for 2017 across t8e0gl7obe, ¢

takenAf aeinkPal Her es,t amnglear di emrade pr®tvad were calcul ated
the | BD prevalence observehlt ad kkyhwotslkeen m@gmb egrr oaufpsi ma

respective age groups.

10



Chapdielrnt roducti on

I Oto <20

Age-standardised pr!;alen(.e rate
(per 100 000 population), both sexes, 2017

[J120to <140

I 20to<40 114010 <160
B 40 to <60 160 to <180
[ 60to<80 [ 180 to <200
[180to<100 [ 200 to <300
1100 t0 <120 W 300 to <500
I
\-d'_\’ o
- ATG var .
‘ “ \.- West Africa Eastern
~Y - Mediterranean
. P .
- - -3 o Ll ‘ F =
- Dominica | |Grenada
Caribbean
B
b__.
P .-'ﬂhnge inage

prevalence rate (per 100 000 population),
both sexes, 1990-2017

H-65t0-49 [140to<50 .
H-50t0-39" [J5080<60

B-40tb-29 [J60t0 <70

im30t0-19 [E70to <B0

E-20t0-9 [I80tox90 -
[3-10to-1 @M g0to <100 o
[Joto<10 [N 100t0<110 ’
CJ10to<20 [l 110to <120
[C)20to<30 [ 120to<130 ;
[)30to<40 [ 130 to<140 N -
- IR d
‘-.) - . ,S I
- TG var Barbados | | Comoros a4 Marshall il | [Kiribati
\ vy, WestAfrica Eastern =
3 - =l
» - ;»-«, 9 o =0 o \ = Rl
s Dominica | [Grenada | |Maldives | | Maviitivs Mdhth “ =
et~ o - |l 2
- - [ :
0 ||z Q & o, = o
- L3
Caribbean LA Mo s Seychelles| | PensianGulf | | Singay Balkan Peninsula = fiji_ ‘= 7| [Tonga ¢

BD.

preval en |
d shortened
0

Fi gu4ieGl obal ce of
malaba
100

Figure takeretf?2ra@mi d\it n desamndat dioned |
preval ence rate (per 00,000 popul atiofB)ofPerBENft @y ¢
chage | mtaagnedar di zed prevalence rate (@17 10AT G®HANtpiogpu
and Barbuda. VCT=Saint Vincent and the Grenadines. 1

11



Chapdielrnt roducti on

Figunéecédly shows thatverevme eciasleldy aihrmdifdhiaca and Eas
they have not changed to a | arge degree in the West
and Eumbpe)ncrease of mpyebal anteiibradracddd i ngp adcept at i
Westmifeisswdhe as diet changi ng fr camm dthraandjietsi loynail e nteo

practA ctecst al of $2.2 billion dollar are spent on me
al otA®&®verall, regi ons-dembfr-saplheieg h( Sshdci,0 a measure |
demographical factors such as income, adwnatairadn zadd

preval entcheamr alteevs IPil g B)dgnmioorgs t he hi gNoBDh Amdgtihoeoa, h a
highest prevaleAdé21%422.0 [398.7
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In the Ger mamgpbponbdatidomed values were reported to
indi viBuppbementtophl|lWnsatl abdardi zed incidence and pre
UC separately Ngah?hbiWwfeotemede poomeasdur es vay yewemswiitchil
the same coMakiyagrpuepval ence rates of UC in Asian
South 8suth,East Asian and Western Asil@ph.pRoperattdDOns$
individual s, while feare CRppmrdwval ¢ ocder dt3e Wegtbhot i v al
Asi a, val ues in other Asian coaaotoiesf ambosgabdOant.i
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in South Awesi maad@r emhxatmum prev 8l eamae CDf hdadd a max
prevalence of 44.1. tEheéeMNdgu wlllesne nptraorvyi das i nft @r mati o
CD rdtni genehas ,b&J&€n remoretepgrewvabent i n (tUCe thosiGDn p
ratfz2. 105outh Korea) to 4.28 (Taiwan)), while for th
over prevalwamce epfor@mrRldy tol thgp €Il YyohCD1lr88i boofl. 62 i n
USA) Someeptaonkor instance parWG tod GC®.uz Zdteirm Famr dipre
and FiobCanhd CD2r &6i4@ xo08uter al | , incidentevelbtiftnsg of I
Caucapbpol atiommnd haendnreavll iyn &/e sd ceur mti rziees, Y Whiglue preval e

rates are comatroeabsngygvwietohgrtaorbei ncr e eexe eict amwcegr al | | i fe
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4.1.4. PAPER AT IBD genetics

Paper A

DegenhaFdanke A. GenetCkolkdesumMordear Colitis ulcerosa

nach Entdeckumgrv&GasNObBz2nterol oge. DADBA2z7doi : 10. 10
Thiis a concofset¢ wrerveretw undérgbmeeatdil eag | eoinngyatbowe | di sea
(1 BD)i tasn dt wo GCsruobhfnodrsmsdi sease (CD) and tdilircecthd daat ctoh e
medi cal communi ty,wien désrmatbhea tgltarees r el evant for |1 BD
t hat iwdeernet i fi ed tdo whe had Bdcibayt dnthlyegewmmdal gssoci at i
stud(iiGWwh) We highlight that the earliest identified

signals inS. mMogtGWA the discovered | oci are shared L
commonal ity betwébammohtortywodi seases with effect S i z
di fferkeni.ciGeineesti ¢ pol ymorphisms withiant etdh ewiHLhA UG gar

expl simgnadgrpomani on of the heritabilityncfe tihies heirse¢a
explained by the markers identified unti/l now i s not
as geneticthactorsatangdgl ay must phaeyi aelidpyal role in

Aut hor contributions

Thi s wr emaise concei ved and written by Andre Franke wit|
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Die beiden haufigsten chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen
(CED) sind Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa. Die meisten CED-Patienten
besitzen eine genetische Veranla-
gung fiir ihre Erkrankung und sind
Trager von mehreren genetischen
Risikovarianten. Was seit dem Jahr
2001, in dem das fiir Morbus Crohn
bedeutsamste Krankheitsgen NOD2
entdeckt wurde, in der genetischen
Forschung passiert ist und welche
klinische Bedeutung den neuen Er-
kenntnissen beigemessen werden
kann, ist im Folgenden zusammen-
gefasst. Der Schwerpunkt liegt dabei
vor allem auf der pragnanten Zusam-
menfassung groBer multizentrischer
Studien in europaischstammi-

gen Patienten mit entsprechender
statistischer Signifikanz.

Epidemiologie

Uber eine Million US-Amerikaner und
2,5Millionen Européerleidenunter CED,
mit steigender Inzidenz auch auflerhalb
des europiischen Kontinents (z. B. Asien
und dem mittleren Osten) sowie Siid-
amerika. Damit wird die Erkrankung
zunehmend zu einem globalen Problem
und einer immer gréfleren Last fiir das
Gesundheitssystem [18]. Trotz intensiver
Forschung gilt CED noch immer als eine
idiopathische Erkrankung, was bedeu-
tet, dass man zwar viele Risikofaktoren
kennt, aber die Pathologie noch nicht
vollstindig erkliren kann. Die CED sind
multifaktorielle polygene Erkrankungen
und lassen sich entsprechend nicht auf

38 | Der Gastroenterologe 12017

F. Degenhardt - A. Franke

Institut fiir Klinische Molekularbiclogie, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, Kiel, Deutschland

Genetik des Morbus Crohn und
der Colitis ulcerosa

Aktueller Stand 15 Jahre nach Entdeckung

von NOD2

eine einzelne Ursache zuriickfithren: Es
handelt sich um eine Verbindung von
genetischer Veranlagung, noch niher
zu bestimmenden Risiko- und Umwelt-
faktoren (etwa Rauchen, Erndhrungsge-
wohnheiten, Hygiene) und einer Stérung
der Barrierefunktion der Darmschleim-
haut, sodass Darmbakterien sich auf der
Darmwand ansiedeln und eine starke
Immunreaktion auslésen kénnen. Auch
die Zusammensetzung des Darmmikro-
bioms (die Gesamtheit aller Bakterien,
Viren, Pilze, Protozoen und Archaeen
im Darm) spielt eine wichtige Bedeu-
tung bei der Krankheitsentstehung. Ein
krankheitsauslésendes Pathogen konnte
bis heute nicht eindeutig identifiziert
werden, besonders das Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP)
wurde in der Vergangenheit (zu Unrecht)
als Krankheitsausliser verdichtigt [9].
Psychische Ursachen werden derzeit
als Krankheitsausloser ausgeschlossen,
anerkannt ist aber, dass sich psychische
Faktoren auf den Verlauf der Erkran-
kung auswirken kénnen. Immer mehr
aktuelle Studien zeigen auch eine Ver-
bindung zwischen psychischen Faktoren
und der Zusammensetzung des Darm-
mikrobioms (,gut-brain axis®).

» Epidemiologische Studien
implizieren die Existenz geneti-
scher Suszeptibilitatsfaktoren

Epidemiologische Studien haben eine
familidre Hiufung von CED-Patien-
ten gezeigt: 2-14% der Patienten mit
Morbus Crohn haben mindestens einen

15

Verwandten, der ebenfalls an Morbus
Crohn erkrankt ist [13]. Sie implizieren
damit die Existenz genetischer Suszep-
tibilitatsfaktoren. Eine Metaanalyse von
6 Zwillingsstudien lieferte im Jahr 2011
Konkordanzraten fiir Morbus Crohn
von 30,3% fiir eineiige (d.h. nahezu
100% genetisch identisch) und 3,6%
fiir zweieiige Zwillinge [10]. Zwar iiber-
schitzen Zwillingsstudien gegebenen-
falls die Vererbbarkeit (Heritabilitit)
— eine ganz aktuelle Studie zeigt, dass
Jfamiliire Umweltfaktoren® dringend
beriicksichtig werden miissen [24] - je-
doch fehlt vielen Zwillingsstudien auch
ein mehrjihriges Follow-up, d.h. man
unterschitzt die Zahl der neuerkrankten
Zwillingspartner aufgrund der Moment-
aufnahme der einmal erhobenen Daten.
Zusammenfassend ldsst sich aber mit
grofier Sicherheit sagen, dass die CED-
Pathogenese eine signifikante genetische
Komponente hat, jedoch CED (abge-
sehen von den selienen frithkindlichen
Formen) keine Erbkrankheiten im klas-
sischen Sinne sind.

Entdeckung von NOD2

Im Jahr 1996 lieferte eine Kopplungsana-
lyse den ersten Hinweis auf ein CED-
Krankheitsgen auf Chromosom 16 [15].
Im Jahr 2001 wurden dann 3 Risiko-
varianten fiir Morbus Crohn in NOD2
auf Chromosom 16 identifiziert (R702W,
G908R und L1007 fs; [16]). Das Odds-
Ratio fiir die Varianten wurde mit 24
fiir heterozygote Triger und 20-40 fiir
homozygote Triger beschrieben. Min-
destens eine dieser Varianten liegt bei
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Abb. 1 & Genidentifikationen fithren zu zahlreichen weiterfihrenden Forschungsarbeiten zum entsprechenden Kandida-
tengen, dessen Protein und Stoffwechselweg. Die Y-Achse zeigt die Anzahl derin PubMed gelisteten Artikel filr chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen (CED; oder Morbus Crohn eder Colitis ulcerosa) und die entsprechenden bekannten Kandi-
datengene. Vor der Identifikation von ATGT6L 1 als Risikogen fiir Morbus Crohnwurde z. B. der Stoffwechselweg Autophagie
im Kontext der CED noch nicht untersucht, danach st ein nahezu exponentieller Anstieg zu erkennen (griine Linie). GWAS ge-

nomweite Assoziationsstudie

30-40 % der Patienten mit Morbus Crohn
vor, verglichen mit 6-7 % bei gesunden
Europdern [22].Inden Jahren 1996-2004
wurden insgesamt 11 Kopplungsanaly-
sen fiir Morbus Crohn publiziert (Re-
view in [22], Metaanalyse: [31]). Zusam-
menfassend waren die Ergebnisse der
Kopplungsanalysen eher enttiuschend,
nur wenige robuste Signale wurden ne-
ben NOD2 identifiziert.

» NOD2 ist das am besten
validierte Krankheitsgen fiir
Morbus Crohn

Schon im Jahr 1996 zeigten Risch et al.
[27], dass 18.000 betroffene Geschwister-
paare in einer Kopplungsanalyse bendtigt
wiirden, um Odds-Ratios gréer als 1,5
fiir Varianten mit einer Allelfrequenz von
501% zu identifizieren. Es gilt: Je hoher die
Allelfrequenz und je groffer das Odds-
Ratio, d. h. die Effektstirke, desto grofier

ist die statistische Power, eine Risikova-
riante zu identifizieren. Nach wie vor ist
NOD2 das am besten untersuchte und
am besten validierte Krankheitsgen fiir
Morbus Crohn: Fiir die Atiologie der Co-
litis ulcerosa sind NOD2-Risikovarianten
sehr wahrscheinlich nicht relevant.

Genomweite
Assoziationsstudien

Umfangreiche ,.genetische Landkarten”,
die Giber eine Million ,single nucleoti-
de polymorphisms” (Einzelnukleotidpo-
lymorphismen, SNPs) im menschlichen
Genom katalogisierten, und die Etablie-
rung der Chiptechnologie in der Bio-
medizin machten schliefllich genomwei-
te Assoziationsstudien (GWAS) mit kom-
merziellen SNP-Arrays und iiber 500.000
zu testenden SNPs pro Probe moglich.
Typischerweise werden dabei in einem
GWAS-Ansatz DNA-Proben von min-
destens 2000 nicht verwandten Patienten
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und 3000 Kontrollpersonen untersuch.
Einige der wichtigsten Studien und Be-
funde sind in @ Tab. 1 zusammengefasst.
Die nunmehr 10 Jahre andavernde soge-
nannte ,GWAS-Ara® lisst sich als duflerst
erfolgreiches Kapitel der CED-Genetik-
forschung zusammenfassen. Warbis zum
Jahr 2001 noch kein Krankheitsgen fiir
die CED bekannt, wurden mittlerwei-
le dank GWAS iiber 200 Krankheitsloci
beschrieben. Die Beschreibung der asso-
ziierten Stoffwechselwege hat das Krank-
heitsverstindnis der CED enorm verbes-
sert. @Abb. 1 zeigt exemplarisch, dass
die Identifikation eines einzelnen Krank-
heitsgens — und im konkreten Fall eines
neuen Stoffwechselwegs - eine regelrech-
te ,Forschungslawine™ lostreten kann.

Gezielte Studien, z. B. zur Autophagie
im Mausmodell, wurden erst nach Iden-
tifikation des Kandidatengens ATGI6GLI
méglich und lieferten zusitzliche mecha-
nistische Hinweise zur Relevanz dieses
Stoffwechselwegs.
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Zusammenfassung - Abstract

F.Degenhardt - A. Franke

NOD2

Zusammenfassung

Modernste Technelogien der genetischen
Forschung bieten der Medizin einen ganz
neuen Zugangsweg zur Entdeckung von
genetischen Krankheitsursachen. Innerhalb
der letzten 15 Jahre wurden die genetischen
Untersuchungstechniken in einem solchen
Umfang weiterentwickelt, dass heute auch
die Untersuchung komplexer® Erkrankungen
und die Entschlisselung kompletter
Patientengenome innerhalb kirzester Zeit
méglich sind.

Fiir die chronisch-entziindlichen Darm-
erkrankungen (CED) Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa sind mittlerweile Gber 200
assoziierte Genloci bekannt. Die Mehrheit
der identifizierten Loci Gberschneidet sich
nicht nur zwischen Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa, was deren klinische Ahnlichkeit

Gastroentercloge 2017 - 12:38—48  DOI10.1007/511377-016-0127-z
© Der/die Autor(en) 2016. Dieser Artikel ist eine Open-Access-Publikation.

widerspiegelt, sondern auch mit anderen
chronisch-entzindlichen Erkrankungen, vor
allem mit Psoriasis, Morbus Bechterew und
primaren Immundefizienzen. Die beiden
wichtigsten und am besten validierten CED-
Krankheitsloci sind nach wie vor NOD2 (fiir
Morbus Crohn) und die HLA-Region (fir
Colitis ulcerosa). Genetische Analysen in
anderen Ethnizitdten (z. B. Asiaten) zeigen
nahezu die gleichen assoziierten Risikoloci
wie in europdischstimmigen Patienten.
Interessanterweise ist NOD2 hier eine
Ausnahme.

Die jlingsten grofen genetischen Studien
bestitigen die Assoziation von Risikovarianten
in NODZ mit Diinndarmbefall bei Morbus
Crohn und suggerieren die Existenz von eher
drei als zwei Subformen der CED: 1) Colitis

Genetik des Morbus Crohn und der Colitis ulcerosa. Aktueller Stand 15 Jahre nach Entdeckung von

ulcerosa, 2) Morbus Crohn mit Dickdarmbefall,
3) Morbus Crohn mit Dinndarmbefall.

Durch hochmoderne Sequenzieranalysen
konnten in den letzten Jahren fir frihkind-
liche Formen der CED einzalne Mutationen
vor allem in bekannten Immundefizienzgenen
{neben den bekannten Mutationen in
1L10RA/B), identifiziert und die Erkrankungen
damit aufgeklart werden (monogener Defekt).

Schliisselworter

Marbus Crohn - Colitis Ulcerosa - Chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen - Ge-
nomweite Assoziationsstudie - Genetische
Risikofaktoren - Humanes Leukozytenantigen -
Genetische Pleiotropie

Abstract

Modern technologies in genetic research
hold the promise of identifying yet unknown
causes of diseases, revealing the relevant
pathways, and prioritizing therapeutic
targets. Technological developments of the
last 15 years tremendously contributed to
novel genetic findings in complex disease
research. Entire patient genomes can now be
decipherad within a few days at reasonable
and continuously decreasing costs.

More than 200 genetic susceptibility loci
have been identified for the inflammatory
bowel (IBD) diseases, Crohn's diseasa (CD),
and ulcerative colitis (UC). Reflecting their
clinical similarity, most of the risk loci are
shared between CD and UC outside the
major histocompatibility complex (MHC).
The genetic risk map of IBD is also highly

similar to other chronic immune-mediated
diseases, especially psoriasis, ankylosing
spondylitis, and primary immunedeficiencies.
The two best validated IBD disease loci

are still NOD2 for CD and the HLA/MHC
region on chromosome 6p21 for UC. Genetic
investigations in non-European-ancestry
cohorts (e. ., from Eastern Asia) also suggest
that risk loci are shared across different
ancestries. Interestingly, this is not true for
NOD2.

A recent large-scale and multicenter study
validated the association of susceptibility
variants within the NOD2 gene and ileal CD.
These genetic analyses also support the
theory that rather three than two subtypes of
IBD exist: (1) UC, (2) colonic CD, and (3} ileal
cD.

Genetics of Crohn's disease and ulcerative colitis. Current status 15 years after discovery of NOD2

Modern high-throughput sequencing studies
revealed several monogenic forms of early
onset and very early onset IBD, implicating
often known immunodeficiency disease

loci, including the previously implicated
interleukin-10 receptor (IL 10fA/B) gene. Thus,
identifying a single causative genetic variant
in these young patients proves their exact
disease cause.

Keywords

Morbus Crohn - Colitis Ulcerosa - Inflam-
matory bowel diseases . Genome-wide
association study - Genetic susceptibility -
Major Histocompatibilty Complex - Genetic
pleiotropy

Die durchschnittliche durch GWAS
identifizierte CED-Risikovariante ist in
der Normalbevélkerung hiufig (media-
ne Allelfrequenz etwa 30 %) und besitzt
ein niedriges (Odds-Ratio (mediane Ef-
fektstirke von 1,1). Trotz der grofien sta-
tistischen Signifikanz der Varianten be-
deuten die hohen Allelfrequenzen und
niedrigen Effektstirken einen geringen
pridiktiven Wert (,area under receiver
operator curve”, AUC, von 0,60 bei Un-
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terscheidung Morbus Crohn vs. Colitis
ulcersosa; [5]). Und die Erfahrung belegt,
was die Statistiker prognostiziert haben:
Je mehr Fille und Kontrollen (idealerwei-
se zwei bis dreimal soviele Kontrollen wie
Patienten) in eine GWAS eingeschlossen
werden, desto gréfer ist die statistische
Power und desto mehr signifikante Lo-
ci kiinnen genomweit identifiziert wer-
den [32]. Die genomweite Signifikanz, ein
p-Wert der kleiner als 5 x 10°® ist, gilt
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in der Genetik heutzutage als etabliertes
Signifikanzniveau.

Im Jahr 2016 wurde die grofite inter-
nationale genetische Assoziationsstudie
fiir CED-Subphinotypen verdffentlicht
[5]. Genetische Daten und Patientenda-
tenaus49 Zentrenund 16 Lindern (Euro-
pa, Nordamerika und Australasien) wur-
den beziiglich Genotyp-Phinotyp-Asso-
ziationen untersucht. Insgesamt wurden
16.902 Patienten mit Morbus Crohn und
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Tah. 1

Wichtige genomweite A

iatl { 5} und deren Ergeb
Ergebnisse (Beispiele)

Jahr Studie

2005  Yamazaki et al.[34] Erstidentifikation von TNFSF135, spezifisches Krankheitsgen
fiir Asiaten

2008 Duerr et al. [6] Erstidentifikation von IL23R

2007 Hampe & Franke et al. Erstidentifikation von ATG16L 1 und Implikation des Autopha-

[14] giestoffwechselwegs bei CED

2007 WTCCC [33] 11 Lo<i fiir Morbus Crohn, davon 4 neu (z. B. Autophagiegen
IRGM)

2008 Barrett etal. [2] Metaanalyse fiir Morbus Crohn, lde ntifikation von 32 Loci
[dawon 21 neu)

2008 Franke et al. [10] Erste GWAS fur Colitis ulcerosa, |dentifikation von 4 neuen
Lociinklusive L 10

2010 MoGovem et al.[23] Metaanalyse flir Morbus Crohn, ldentifikation von FUT2

2010 Frankeetal.[11] Metaanalyse fir Morbus Crohn, ldentifikation von 71 Loci
[davon 30 neu)

201 Anderson etal. [1] Metaanalyse fiir Colitis ulcerosa, identifikation von 47 Loci
[dawon 29 neu)

2012 Jostins etal [17] Genomweite Kandidatengenanalyse (Immunochip), ldentifi-
kation von 163 Loci fur CED (davon 71 neu)

2015 Liu et al. [21] Metaanalyse (Immunochip) zusammen mit knapp 10.000
Patienten aus Ostasien, Indien und dem Iran; Identifikation
won 38 neuen Loci

2016 Ellinghaus et al. [7] Metaanalyse/phinotypibergreifende Analyse (Immunachip)

won 5 verschiedenen Erkrankungen: Morbus Crohn, Colitis
ulcerosa, Moryus Bechte rew, Psoriasis und primdr sklerosie-
rende Cholangitis (PSC); 244 Loci identifiziert, davon 27 neu
{und davon wiederum &neu fir Morbus Crohn)

“Eine detailliertere und volktindigere Aufstellung ist derTab. 1 in Ellinghaus et al. [7] zu entnehmen.

| CED chronisch-entzandliche Darmerkrankungen

12.597 Patienten mit Colitis ulcerosa in
die Analysen eingeschlossen. Es konn-
ten keine signifikanten genetischen As-
soziationen mit dem Krankheitsverdanf
oder Komplikationen gefunden werden.
Eine starke Assoziation mit einem fri-
hen Ersterkrankungsalter zeigten 3 Loci:
3p2l (MSTI), NOD2 und HLA. NOD2
zeigte auflerdem eine starke Assoziation
mit ilealem Befall” (aber micht mit B efall
des Dickdarms und hoherem Schwere-
grad/Komplikationen wie vorher ange-
nommen). Die wichtigste klinische Er-
kenntnis aus den genetischen Analysen
der Studie war, dass die CED nicht mehr
binir in Morbus Crohn und Colitis ulce-
rosa unterteilt werden sollten, sondern
ein kontinuierliches Spektrum von Er-
krankungen mitColitisulcerosa und ilea-
lem Morbus Crohn an den entgegenge-
setzten Polen darstellen.

Morbus Crohn mit Dickdarmbefall ist
dabeiderColitisulcernsaaufmolekularer
Ebene dhnlicher, wie ileokolischer Mor-
bus Crohndem ilealen Morbus Crohn ni-

herist. Im Hinblickauf Therapien undkli-
nische Studien ist dieses Ergebnis.'iullerst
interessant, die exakten klinischen Impli-
kationen werden sich aber erst aus wei-
terfiihrenden Studien ergeben. Mit Sicht
durch die Forscherbnlle sollte ein beson-
deres Augenmerk nunaufdieverschiede-
nen Darmabschnitte bei CED-Patienten
gelegt und deren Unterschiedein Physio-
logie, Mikrobiom und molekularen Profi-
len hochaufgeldst analysiert werden. Pa-
tienten mit Morbus Crohn sollten zu-
kiinftig also in 3 Gruppen aufgeteilt ,ile-
al” wvs. colonic” vs ileocolonic™) und
Daten innerhalb dieser Gruppen analy-
siert werden.

Bedeutung der HLA-/MHC-
Region

Der Haupthistokompatibilititskomplex
(engl. MHC) auf Chromosom 6p2l
25-34 Megabasen, d.h. etwa 9 Mil-
lionen Basen grofl) ist beim Menschen
auch als HLA-Region bekannt (HLA:
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humanes Leukozytenantigen ). Die HLA -
Region spielt bei fast allen chronisch-ent-
ziindlichen Erkrankungen die wichtigste
Rolle, hier liegen meist die signifikan-
testen Risikovarianten mit den grﬁﬂten
Eftektstirken. Bei den CED sind vor
allem die klassischen HLA-Gene am
stirksten assoziiert, wobel die Assozia-
tion fir die Colitis ulcerosa deutlich
starker ist als fiilr den Morbus Crohn
{hier Klasse [ stirker assoziiert als bei
Colitis ulcernsa). Fiir beide Erkrankun-
gen ist das Klasse-I[-Gen DRBI der am
stirksten assozilerte Genort [12]. Aller-
dings ist die Assoziation am HLA-Lokus
nach wie vor dufferst komplex und lisst
sich aufgrund der groflen Drichte an ge-
netischen Varianten/Kandidatengenen
und der starken Kopplung (grofie Chro-
mosomenabschnitte werden wihrend
der Meiose zwischen viterlichen und
miitterlichen Chromosomen nicht ,ge-
mischt”) genetisch nur schwer auflésen.

» HLA-DRB1*01:03 ist das am
starksten assoziierte HLA-Allel fiir
Colitis ulcerosa

Das am stirksten assoziierte HLA-Allel
firr Colitis ulcerosa ist HLA-DRBI*01:03
(Odds-Ratio = 35% p = 3 = 10°%),
das  Klasse-1II- Antigen-prisentierende
Zellen (dendritische Zellen, Makropha-
gen, B-Zellen) und damit CD4-positive
T-Zellen pathophysiologisch impliziert.
Grofe funktionelle genomische Studien,
die Genexpressions- und Epigenetikda-
ten von verschiedenen Zelltypen mit
genetischen Informationen  integriert
analysierten, haben parallel CD4-posi-
tive Zellen (v.a. Tu0) als wichtigsten
Zelltyp bei der Calitis ulcercsa identi-
fiziert [8]. Eine offene Frage ist, ob ein
exogenes Antigen beider Caolitis ulcerosa
eine zentrale Rolle spielt oder welches
das genaue kirpereigene Antigen ist.

Krankheitsiibergreifende
Studien

Wie im Ausblick nachfolgendgeschil-
dert gibt es eine signifikante genetische
Schnittmenge zwischen den CED und
der klassischen Infektionserkrankung
Lepra. Uber die Hilfte der bekann-
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Abb.2 A Studien uber chronisch-entzundliche Darmerkrankungen (CED) innichteuropdischstammigen Ethnizitatensind
nach wie vor unterreprasentiert. Klarzu erkennen ist ein steiler Anstieg der CED-Verdffentlichungen seit dem Jahr 2003, vor
allem fiir europaischstaimmige Patienten (arangeLinie). Seit etwa 2005 ist ein steiler Anstieg fir Untersuchungen in asiati-
schenKohorten (graue Linie) zu verzeichnen. Die linke Y-Achse zeigt die Anzahl der CED-Publikationen pro Jahr fur die ge-
nannte Ethnie, die rechte Y-Achse zeigt die Anzahl der gesamten CED-Publikationenin PubMed pro Jahr (Balkendiagrammim

Hintergrund)

ten CED-Risikoloci iiberdappen mit
bekannten Risikoloci fiir andere chro-
nisch-entziindliche Erkrankungen [17].
Ob es letztlich auch die gleichen Gene
oder vielleicht sogar die gleichen Va-
rianten mit gleichen Effektrichtungen
sind, lasst sich nur durch aufwindige
Feinkartierungsstudien und systemati-
sche krankheitsiibergreifende Analysen
herausfinden. Ellinghaus et al. (siehe
B Tab. 1) haben solch eine systematische
Analyse im Jahr 2016 verdffentlicht.
Durch die kombinierte Analyse von 5
verschiedenen Erkrankungen, inklusive
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa,
konnten Ellinghaus et al. zeigen, dass in
derTat eine grofle genetische A hnlichkeit
zwischen dengenannten5 Erkrankungen
besteht. Allerdings sind die Beziehun-
gen komplexer als zuvor angenommen
und teilweise unterscheiden sich die

42 | Der Gastroenterologe 1- 2017

Effektrichtungen und -stirken der ein-
zelnen Varianten stark. Oft sind es auch
verschiedene Varianten am gleichen Lo-
cus, die bei der anderen Erkrankung
assoziiert sind.

Die Studie kommt zu dem Schluss,
dass genetische Pleiotropie - und nicht
die klinische Heterogenitit der Erkran-
kungen (z.B. exzessive Komorbiditat) -
die primire Erklirung fiir die molekula-
re Ahnlichkeit verschiedener Erkrankun-
gen ist. Genetische Pleiotropie bedeutet,
dass ein einzelnes Gen (oder eine ein-
zelne Variante) mehrere phinotypische
Merkmale auspragen kann. Eine Analyse
samtlicher elektronischer Patientenakten
in Dianemark aus den letzten Jahren be-
stitigte, dass die 5 untersuchten Erkran-
kungen hochsignifikant miteinander as-
soziiert sind und haufig im gleichen Pa-
tienten auftreten (p < 1,21 x 10°% fiir 10

19

der 12 maglichen Krankheitskombina-
tionen). Fiir weitere Informationen zum
Thema werden die Ubersichtsartikel von
Lees et al. [20] beziehungsweise Parkes
et al. [26] empfohlen.

Genetische Studieninanderen
Ethnien

B Abb. 2 veranschaulicht, dass der iiber-
wiegende Teil an CED-Studien aus Eu-
ropa oder Nordamerika kommt. Jihrich
werden nur wenige CED-Studien zu
ethnischen Minderheiten in Nordame-
rika (Asiaten, Mexikaner, Afroameri-
kaner) oder aus den entsprechenden
Heimatlaindem publiziert. Erfreulich
ist generell insgesamt der grofle An-
stieg an CED-Fachartikeln pro Jahr seit
2003 und die immer stirker werden-
de CED-Forschung in Asien (linearer
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Abb. 3 « Das Spektrum
derbekanntengenetischen
Risikovarianten chronisch-
entzindlicher Erkrankun-
gen (CED) reicht vonsel-
tenen bis haufigen Vari-
anten (in Bezug auf de-

ren Frequenzin der Nor-
malbevolkerung) und von
niedrig penetranten Vari-
anten(polygene Form der
CED, d. h.hohe Komplexi-
tat oder disease modifier*
beifrihkindlichen Formen)
zuhochpenetranten Mu-
tationen.Im oberen Ach-
sensystem sind verschie-

dene Variantenklassen®
und die Methoden, die fiir

deren Detektion ublicher-
weisegenutzt werden,skiz-
ziert. Dasuntere Panel listet
exemplarische bekannte
Krankheitsgene. GWAS ge-

ite Assoziationsstu-

Anstieg seit 2005). Dieser Anstieg lasst
sich wahrscheinlich auch durch die stei-
gende CED-Inzidenz und -Privalenz
in Asien und die damit verbundene
Bedeutung fiir das Gesundheitssystem
und das offentliche Leben erkliren.
Eine der grofiten genetischen Studien
zu CED fir Ostasien (Japan, Korea,
Hong-Kong-Chinesen), Indien und den
Iran (siche @Tab. 1, [21]) zeigte, dass
die Effektstirken und -richtungen fiir
die bekannten CED-Risikoloci nahezu
identisch mitden Daten von europiisch-
stimmigen Patienten sind. Nur wenige
Loci zeigten signifikante Unterschiede
in den Ostasiaten (NOD2 — in Ostasi-
en nicht relevant, HLA — signifikante
Unterschiede bei den assoziierten Al-
lelen/Genen, TNFSF15 — in Ostasiaten
deutlich relevanter). Unterschiede in
Umwelteinfliissen, Ernahrungsverhal-
ten, genetischer Abstammung (und in
entsprechend anderer evolutionarer His-
torie) und menschlicher Physiologie er-
klaren wahrscheinlich die wenigen, aber
signifikanten Unterschiede zwischen

Ostasiaten und europaischstimmigen
Patienten.

Friihkindliche Formen
chronisch-entziindlicher
Darmerkrankungen

Die meisten CED-Patienten haben eine
komplexe polygene Form der Erkran-
kung, d.h. mehrere genetische Risiko-
varianten im Zusammenspiel mit patho-
physiologisch deutlich relevanteren (un-
bekannten) Umweltfaktoren fithren zur
Erkrankung (sieche @Abb. 3). In den letz-
ten Jahren - und seit dem ersten Arti-
kel von Glocker et al. zum Thema im
The New England Journal of Medicine im
Jahr 2009 - sind zunehmend Berichte
iiber Patienten mit monogenen bezie-
hungsweise oligogenen Erkrankungsfor-
men der CED erschienen. Hierbei han-
delt es sich tiberwiegend um friihkind-
liche duflerst schwere Formen der Er-
krankung mit Erstmanifestation in den
ersten 8 Jahren, jedoch auch in einzelne
Fille bis zum 16. Lebensjahre. Bahnbre-
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die, NGS Next Generation
Sequencing

chende Entwicklungen in der Sequen-
ziertechnologie - ein menschliches Ge-
nom kann heuteinnerhalb kiirzester Zeit
in einem Labor vollstindig entschliis-
selt werden - ebneten den Weg fiir die
einfachere Aufklirung von monogenen
Mendel-Erkrankungen. Die genetischen
Defekte dieser CED-ahnlichen monoge-
nen Erkrankungen beeintrichtigen meist
dieintestinale Barrierefunktion oder sind
ursachlich fiir einen Immundefekt (d. h.
gestorte Granulozyten- und Phagozyten-
aktivitit, hyper- und autoinflammaton-
sche Stérungen oder gestérte B- sowie
T-Lymphozyten-Funktionen). Einen de-
taillierten und aktuellen Uberblick lie-
fertder Ubersichtsartikel von Uhlig et al.
[30]. Die Identifikation einzelner Gene
und Mutationen hat das Verstindnis der
Pathogenese von CED enorm verbessert
und erlaubt in einigen Fillen auch die
exakte Klarung der Krankheitsursachen.
Seit dem 1.7.2016 ist eine Genpaneldia-
gnostik mit Next Generation Sequen-
cing (NGS) auch gemif einheitlichem
Bewertungsmafistab (EBM) abrechenbar
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Infobox 1 Weiterfiihrende
internethasierte Informationen

== |nternational Inflammatory Bowel Disease
Genetics Consortium (IIBDGC). hitpsy/
werw ibdgenetics.ong. Zugegriffen: 6.
Dezember 2016

= Kassendrztliche Bundesvereinigung.
Prawisnachrichten. Weiterentwicklung der
Gebihrenordnungspositionen zum 1. Juli
httpeffwrw v kbv.de /html1150_21752.
php. Zugegriffen: 6. Dezember 2016

(B Infobox 1) und sollte bei Verdacht auf
eine frithkindliche schwere CED-dhnli-
che Erkrankung entsprechend (iiber ein
Institut fiir Humangenetik und Spezialla-
bore) beauftragt werden. Die Identifikati-
on eines entsprechenden Immundefelkts
kann neue therapeutische Optionen in
therapierefraktiren Patienten eriffnen.
Entscheidend ist das Ersterkrankungsal-
ter; dltere Patienten mit frihem Erster-
krankungsalter kinnen natiirlichbeient-
sprechendem Verdacht auch einem dia-
gnostischen NG5-Test unterzogen wer-
den.

Ausblick

Moderne genetische Analysen sind du-
flerst exakt, quantitativ (Allelzahlen kim-
nen sehr prizise gemessen werden) und
liefern extrem hochaufgeldste Daten des
menschlichen Genoms. Die Identifikati-
on von iiber 200 Krankheitsvarianten fiir
die CED und die Aufklirung diverser
frithkindlicher Formen der CED ha-
ben das Verstindnis dieser Erkrankung
enorm verbessert. Uber 1444 Kandi-
datengene liegen in 163 der 200 CED-
assozilerten  genomischen  Regionen.
Von diesen konnten Jostins et al. [17]
300 Gene als wahrscheinlich krank-
heitsrelevant mithilfe bioinformatischer
Verfahren priorisieren. Abgesehen von
NOD2, ATGI6LI, IL23R, IL10 und an-
deren wenigen Ausnahmen ist bis jetzt
also unklar, welches die eigentlichen
Risikogene in den assozilerten geno-
mischen Regionen und letztlich welche
genomischen Varianten relevant sind:
Sind es haufige oder seltene kausative
Vardanten? Welche Art von Varanten,
d.h. SNPs, .singlenucleotidevariants”
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(SWNVs), Insertionen/Deletionen oder
Kopienzahlvariationen, liegen vor?

Weiterfilhrende Untersuchungen his
hinzu Studien im Tiermodell sind niitig,
um die genaue Rolle der Kandidatengene
zu untersuchen. Systematische Sequen-
zierexperimente in mehreren 10.000 Pa-
tienten sind auferdem niitwendig, um
auch die selteneren genetischen Varian-
ten [Allelfrequenz <5 % und v.a. <1 % in
der Nomalbevilkerung) auf Assoziati-
on mit CED zu testen. Alle genetischen
Befunde fiir die polygene Form der CED
erldiren bisher nuretwa 13,6 % der phi-
notypischen Varianz fiir Marbus Crohn
und 7,5 % fiar Colitis ulcerosa [17]. Einen
groflen Anteil hat dabei die MHC-Regi-
on. Erklart fiar Morbus Crohn der MHC-
Index-SMNP (dies ist der am stirksten as-
soziierte SNP in der Region) rs9264942
noch 0,3 % der Varanz, sind es far alle
HLA-Allele zusammen 3,1 %. Far Coli-
tis ulcerosa ergeben sich 2,3% der Vari-
anz durch den Index-SNP rs6927022 und
6,2% durch alle HLA-Allele [12]. Die-
se Zahlen zeigen, dass abgesehen vom
Rauchen, das ein etablierter Risikofaktor
fiir Morbus Crohn ist, vor allem bislang
noch nicht identifizierte Ummweltfaktoren
einen grofien Anteil an der CED- Atiolo-
gie haben miissen.

» Bislang nicht identifizierte
Umweltfaktoren miissen einen
groBen Anteil an der CED-
Atiologie haben

Die bisher identifizierten genetischen
Risikofaktoren kinnen natirlich Hin-
weise auf entsprechende Umwel tfak toren
liefern, wie z. B. NOD2Z das angeborene
Immunsystem im Damepithel {und die
Rolle der Bakterien im Darm) auf das
Tableau gebracht hat.

Noch griiftere Anstrengungen werden
nétig sein, um nichtgenetische vererbba-
re molekulare Faktoren zu untersuchen.
Jingste Analysen konnten z. B. zeigen,
dass eine chronische Darmentziindung
im Mausmodell [29] auch Auswirkun-
gen auf die nachfolgenden Generationen
hat (F;- und Fi-Generation) und Sté-
rungen der Genexpression im Darmepi-
thel hervorruft. Epigenetische Verinde-
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rungen der Keimbahn-DNA, z. B. DNA-
Methylierung, sind demnach als nichtge-
netische Erbfaktoren zu beriicksichtigen.

Nach Einschitzung der Autoren liegt
das grﬁlite Potenzial, zumindest fiir die
Colitis ulcerosa, in der Erforschung der
HLA-Region auf Chromosom 6p21 und
in gezielten immunogenetischen Analy-
sen. Die HL A- Assoziation der Colitis ul-
cerosakannmitder HLA- Assoziation bei
Ziliakie verglichen werden (MHC-Klas-
se-1l-Signal, hochsignifikante Assoziati-
on; [19]). Bei der Ziliakie kennt man
das Antigen ,Gluten” als wesentlichen
krankeitsverursachenden Unweltfaktor.
Es kinnte sich also lohnen, ein entspre-
chendes Antigen bei der Colitis ulcerosa
zu suchen,

Proteine in der ,modernen” Ernih-
rung sowie des Darmmikrobioms er-
scheinen hier als plausible Testkandi-
daten. Das Zusammenspiel zwischen
Ernihrungsfaktoren, Darmmikrobiom
und Wirt (hier: Gesamtheit der gene-
tischen Varianten eines Menschen) ist
Gegenstand zahlreicher laufender Un-
tersuchungen und wird in den nichsten
Jahren mit grol!uer Wahrscheinlichkeit
viele neue Erkenntnisse zur CED-Atio-
logie liefern. In diesem Zusammenhang
ist auch die Tatsache interessant, dass
Varianten am NOD2-Genort, allerdings
andere als die CED-Risikovarianten, die
Hauptrisikovarianten fir Lepra, eine
klassische Infektionserkrankung {Myco-
bacterivm leprae), sind. Dieses konnteim
Jahr 2010 in einer chinesischen GWAS
fiir Lepra gezeigt werden [35]. Die Lis-
te der Risikoloci fir Lepra und CED
iiberschneidet sich nahezu perfekt. Ne-
ben NOD2 wurden die bekannten CED-
Loci Cl3erf31, RIPKZ, TNFSFI5 und die
HLA-Region als Risikofaktoren fiir Le-
pra identifiziert. Damitist die Mykobal-
terieninfektionshypothese fiir die CED
wieder aktueller dennje. Wahrscheinlich
ist jedoch, dass nicht nur Mykobakteri-
en, sondern auch andere Bakterien des
Mikrobioms eine entscheidende Rolle
bei der Krankheitsentstehung spielen.
Zusammenfassend kinnte die Pathoge-
nese der CED wie folgt verlaufen: Eine
beeintrichtigte Darmbarriere (gestirtes
Mikrobiom mit geringerer Artenviel-
falt und mehr ,schlechten” als ,guten”
Bakterien, Stress, Antibiotika, fiir die
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Mukosa toxische Emihrungshestandtei-
le) erleichtert Bakterien eine Ansiede-
lung auf dem Darmepithel. Die Barriere
ist aufgrund genetischer Suszeptibilitit
durchlissiger (z.B. Stérung der ,tight
junctions”) und das angeborene Immun -
system geschwiicht (z. B. NOD2-Defekt,
Autophagiedefekt). Somit kann der Dar-
minhalt leichter mit Zellen des adaptiven
Immunsystems (z B. mit dendritischen
Zellen) in Berthrung kommen. Ge-
netische  Suszeptibilitit (die  meisten
der CED-relevanten Risikogene sind in
Immunzellen exprimiert), mangelndes
simmunaologisches Training” im frithen
Kindesalter (Hygienehypothese) und die
grofle ,Dosis" an Bakterien und sons-
tigem Darminhalt hinter der Barriere
fithren zu einer tibersteigerten Immun-
antwort, Diese Immunreaktion kann in
genetisch suszeptiblen Personen auch
nur langsam wieder herunterreguliert
werden (z.B. Defekt im antiinflam-
matorischen Interleukin- 10-Stoffwech-
selweg). Wahrscheinlich ist auch, dass
das entsprechende Antigen ,chronisch”
vorhanden ist, d. h. Bestandteil des dys-
regulierten Mikrobioms des Patienten
ist. Zwar ist es durchaus zu begrﬁllen.
dass mittlerweile eine kleine Auswahl
an Biologikatherapien zur Behandlung
der CED zur Verfiigung steht. Jedoch
sollte das in keiner Weise die Suche nach
den  eigentlichen Krankheitsursachen
verlangsamen, zumal die Genetik der
Lisung des Riitsels schon ein Stiick weit
entgegengekommen ist.

Fazit fiir die Praxis

== Chronisch-entziindliche Darmerkran-
kungen umfassen ein Spektrum von
Entziindungsformen, in dem der
Maorbus Crohn mit reinem Diinn-
darmbefall und die Colitis ulcerasa
die beiden Extreme eines flieBenden
Ubergangs darstellen. Morbus Crohn
mit reinem Befall des Dickdarms
sollte als distinkte 3. Entitdt zwischen
den beiden Extremen betrachtet
werden.

= Die hiufigen genetischen Suszeptibi-
litdtsfaktoren fiir die CED wurden fiir
europdischstammige Patienten zwi-
schenzeitlich sdmtlich identifiziert,
Patienten mit anderem ethnischen
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Hintergrund unterscheiden sich nur
gering in ihrem genetischen Risiko-
profil.

= Die Aufkldrung der urséchlichen
genetischen Prinzipien inklusive der
damit verbundenen priméaren patho-
physiologischen Ereignisse hat die
Entwicklung neuer Therapieverfah-
ren beeinflusst.

= Die genetische Atiologie chronisch-
entziindlicher Darmerkrankungen ist
Uberraschend polygen. Zudem sind
viele der Krankheitsgene auch fiir
chronische Erkrankungen relevant,
die vordergriindig nicht mit dem
Darm assoziiert sind.

= Patienten mit einem CED-Ersterkran-
kungsalter <16 Jahre sollten eine
genetische Diagnostik (seit 1.7.2016
abrechenbar) durchlaufen. Es gilt:
Je jlinger der Patient bei Ersterkran-
kung, desto wahrscheinlicher ist das
Vorliegen einer monogenen Form
[nur eine kausative Mutation) der
CED.
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Ausschreibung des Firderpreises der Mitteldeutschen Gesellschaft
fiir Gastroenterologie e.V.

Die Mitteldeutsche Gesellschaft fiir Gastroenterologie e.V. (MGG) vergibt aufihrem
26. Jahreskongress in Frankfurt a.M. 2017 wieder einen Férderpreis fiir junge Kliniker
und Wissenschaftler.

Der Preis wird fir Forschungsarbeiten von Klinikem und Wissenschaftlem, die in den
Mitgliedslindern der MGG (Hessen, Tharingen, Sachsen, Sachsen-Anhalt) titig und unter 45
lahre altsind, vergeben und istmit 3.000 € dotiert.

Die eingereichten Arbeiten missen ein Forschungsthema aus dem Gebiet der klinischen
Gastroenterologie behandeln und dirfen nichtlingerals ein Jahr vor Ablauf der Ausschreibung
fertig gestellt worden sein. Sie sollen auBerdem erstmals und nicht bereits zu anderen
Wettbewerben eingereicht worden sein. Die Arbeiten missen auf eigenen wissenschaftlichen
Untersuchungen beruhen, die in der Hauptsache in den Mitglieds andern der MGG durchgefihrt
wurden.

Alle an der Durchfihrung der Untersuchungen beteiligtenMitarbeiter sind als Co-Autoren der
Arbeit namentlich zu benennen und sollen ihr Einverstindnis zur Teilnahme am Wettbewerb
schriftlich erkldren. Damit erkennen sie auch an, dass die Arbeit nicht von einem der Co-Autoren
an anderer Stelle eingereicht wird. Ein wissenschaftliches Curriculum vitae sowie ein Votum
informativurn des Leiters der Einrichtung (Direktor/Chefarzt) sind den Bewerbungsunterlagen
beizufligen.

Die Arbeiten sind in deutscher oder englischer Sprache zu 5 Exemplaren bis zum
24, Mérz 2017 an folgende Adresse einzureichen:

Prof. Dr. med. Joachim Glaser
Schriftfiihrer der MGG
Vitalisklinik Bad Hersfeld GmbH
Am Weinberg 3

36251 Bad Hersfeld
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