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1 Einleitung und Fragestellung 

1.1 Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 

1.1.1 Definition 

Morbus Crohn (MC) und Colitis Ulcerosa (CU) sind Erkrankungen, bei denen schub-

weise Entzündungen im Darm auftreten. MC und CU zählen zum Formenkreis der 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankung (CED). Bei MC tritt die Entzündung dis-

kontinuierlich und segmental auf. Ein typischer Manifestationsort ist das terminale 

Ileum, prinzipiell kann aber der gesamte Gastrointestinaltrakt (GI) befallen sein. Bei 

CU ist die Entzündung in der Regel auf das Kolon beschränkt. Vom Rektum breitet 

sich die Entzündung kontinuierlich nach oral aus. Die langanhaltende Einordnung 

als reine Autoimmunerkrankung ist mittlerweile obsolet und MC und CU gelten als 

komplexe Barriere-Erkrankungen (Goyette et al., 2007; Herold, 2018; Renz-Polster 

& Krautzig, 2013; Wehkamp et al., 2016).  

 

Abbildung 1. Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen. Morbus Crohn (links): Entzündungen können 

diskontinuierlich im gesamten Gastrointestinaltrakt auftreten. Colitis ulcerosa (rechts): Entzündungen treten nur 

im Rektokolon auf und breiten sich kontinuierlich nach oral aus (Meyerhoff Inflammatory Bowel Disease Center, 

2020) 

1.1.2 Epidemiologie 

In der Regel zeigen sich Erstmanifestationen von MC zwischen dem 15. - 35. Le-

bensjahr und von CU zwischen dem 25. - 35. Lebensjahr oder dem 60. - 80. Le-

bensjahr. Prinzipiell ist ein Krankheitsbeginn auch in der frühen Jugend möglich, bis 

zu 1.500 Kinder erhalten jährlich in Deutschland die Diagnose einer CED. Die Inzi-

denz von MC und CU liegt in Deutschland bei ca. 4 - 6/100.000/Jahr. Die Inzidenz 
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und Prävalenz sind in den industrialisierten Ländern am höchsten. Im Zuge der zu-

nehmenden Industrialisierung kann ein weiterer Inzidenzanstieg in den Schwellen-

ländern beobachtet werden. Die weltweite Prävalenz betrug 1990 noch 3,7 Millio-

nen, 2017 bereits 6,8 Millionen. Es besteht ein Nord-Süd-Gefälle, mit einer Krank-

heitshäufung in nördlichen Regionen. Die höchste bekannte Prävalenz liegt für CU 

mit 505/100.000 in Norwegen und für MC mit 322/100.000 in Deutschland vor. 

Ebenso verzeichnet Nordamerika eine Vielzahl an Krankheitsfälle. In den USA be-

trägt die Prävalenz von CU bei 286/100.000 und in Kanada bei 319/100.000 (Alatab 

et al., 2020; Carter, 2004; Gearry, 2016; Jacobsen et al., 2006; Ng, Shi, et al., 2017; 

Wehkamp et al., 2016). 

Eine geschlechtsspezifische Verteilung liegt bei MC vor und hängt von der Herkunft 

ab. In den USA und Europa sind mehr Frauen als Männer an MC erkrankt, während 

in Asien etwa doppelt so viele Männer wie Frauen erkrankt sind. Bei CU besteht 

kein Verteilungsunterschied zwischen den Geschlechtern (Blumenstein et al., 

2019). 

1.1.3 Ätiologie 

MC und CU sind Erkrankungen multifaktorieller Genese, deren genauen Ursachen 

nicht abschließend geklärt sind. Ätiologisch potent sind sowohl genetische - als 

auch Umweltfaktoren und eine gestörte Barrierefunktion der Darmschleimhaut kom-

biniert mit defizitärer Regulation des adaptiven Immunsystems (Bossuyt, 2006; 

Goyette et al., 2007; Herold, 2018; Kasper & Burghardt, 2014; Xavier & Podolsky, 

2007). Der herausragende unabhängige Risikofaktor für die Entwicklung des MC 

oder der CU ist die positive Familienanamnese. Das Erkrankungsrisiko bei Ver-

wandten ersten Grades ist im Falle von MC 30-fach, im Fall von CU 15-fach höher 

im Vergleich zur Bevölkerung. Erkrankte MC Patienten haben in 2 - 16 %, bei CU in 

7 - 11 % der Fälle einen ebenfalls erkrankten Verwandten ersten Grades. In den 

letzten Jahren sind eine Vielzahl von mit CED assoziierten Risikoloki identifiziert 

worden. Das bisher am besten validierte Gen ist CARD15, welches für das Protein 

Nucleotide binding oligomerization domain containing 2 (NOD2) codiert (Ahmad et 

al., 2002; Uhlen et al., 2015). Bei 10 - 15 % der MC Patienten ist CARD15 homozy-

got mutiert. Eine homozygote NOD2-Genmutation erhöht das Krankheitsrisiko um 

das 17-fache. Durch die Funktionsverlustmutation kommt es vermutlich zu einer 

Schwächung der physiologischen Barrierefunktion des Darms. Mehr als 160 Gen-

loci gelten als Risikogene für CU (Baumgart & Carding, 2007; Girardin et al., 2003; 
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Spehlmann et al., 2008). Neben genetischen Faktoren spielen auch Umweltfaktoren 

eine Rolle. Zum einen lässt sich ein Inzidenzgradient von Nord nach Süd beobach-

ten, mit einer Akkumulation in Nordeuropa und Nordamerika. Zum anderen ist die 

Inzidenz in Industriestaaten deutlich höher als in Entwicklungsländern. Diverse Um-

welteinflüsse und Lebensstile stehen in stetiger Diskussion, die Entstehung einer 

CED zu fördern. Dazu gehören: fehlendes Stillen in der Kindheit, Antibiotikaein-

nahme in der Kindheit, übermäßige Hygiene und Diäten mit exzessivem Konsum 

fermentierter Oligo-, Di-, und Monosaccharide und Polyole (FODMAPS) (Barrett et 

al., 2008; Baumgart & Carding, 2007; Gibson & Shepherd, 2005; Hovde, 2012). 

Unabhängige, reproduzierbare Risikofaktoren stellen Appendektomie und das Rau-

chen dar (J. Preiß et al., 2014). Raucher erkranken häufiger an MC. Das Erkran-

kungsrisiko für CU steigt durch zurückliegenden Nikotinkonsum und sinkt durch ak-

tuellen Konsum (Herold, 2018; Tysk et al., 1988). 

1.1.4 Pathogenese 

Die genaue Pathogenese von CED ist noch nicht vollends erklärt, jedoch konnten 

in den letzten Jahren differenziertere Einblicke in die Komplexität der pathogene-

tisch relevanten Faktoren erlangt werden. Die Barrierefunktion des einschichtigen 

Zylinderepithels des Darms wird durch Tight-Junctions reguliert, welche nach distal 

hin eine stetig geringer werdende Ionenpermeabilität und einen steigenden 

transepithelialen elektrischen Widerstand aufweisen. Das Epithel von CED Patien-

ten weist eine erhöhte Permeabilität auf und erlaubt Pathogenen die Barriere zu 

überwinden und das Darmepithel zu infiltrieren (Mankertz & Schulzke, 2007; 

Watanabe et al., 2004). 

Präzise Signalwege sichern im homöostatischen Darm eine Koexistenz von einer-

seits oraler Toleranz gegenüber Antigenen der Nahrung und Akzeptanz kommensa-

ler Bakterien und andererseits effizienter Immunität gegenüber Pathogenen 

(Peterson & Artis, 2014; Rakoff-Nahoum et al., 2004). Verschiedene Mutationen von 

intestinalen Epithelzellen konnten, vor allem im Mausmodell, dieses Äquilibrium ru-

inieren und so zu CED ähnlichen Symptomen führen (Adolph, et al., 2013; Greten 

et al., 2004; Peterson & Artis, 2014; Van der Sluis et al., 2006). So kommt es zum 

Beispiel durch eine veränderte Toll-like-Rezeptor (TLR) Expression zu einer gestör-

ten Reaktion auf Antigenstrukturen. MC Patienten zeigen eine signifikante Runter-

regulierung von TLR-3 und, sowohl MC Patienten als auch CU Patienten, eine 

Hochregulierung von TLR-4 (Cario & Podolsky, 2000). TLRs gehören zur Gruppe 
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der Pattern-Recognition Rezeptoren (PRR). Je nach Lokalisierung können diese 

den nukleären Faktor, der an den Promotor leichter κ-Ketten von B-Lymphozyten 

bindet (NFkB) aktivieren oder inhibieren (Gewirtz et al., 2001; Gribar et al., 2008). 

Im Mäuseversuch konnte eine veränderte TLR-Signalkaskade mit pathologisch er-

höhter proinflammatorischer Aktivität gegenüber kommensaler Bakterien assoziiert 

werden (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Ebenfalls zur Gruppe der PRR zählt NOD2, 

welches in den Paneth-Zellen des Darms exprimiert wird. Dort reguliert es die Ex-

pression antimikrobieller Peptide. Bei Funktionsverlustmutationen kommt es zu ei-

ner geringeren Produktion von antimikrobiellen Peptiden und infolgedessen zu einer 

Schwächung der Barrierefunktion.  

Hinzukommend präsentiert sich das intestinale Immunsystem bei CED Patienten 

verändert. Atypische Antigen-präsentierende Zellen scheinen potent T-Zellen akti-

vieren zu können, Zytokine werden übermäßig produziert, auto- und überreaktive 

T-Zellen unzureichend eliminiert und eine Dysbalance regulierender und Effektor-

T-Zellen führen in der Summe zu einer Entzündungsreaktion mit lokaler Gewebe-

destruktion (Baumgart & Carding, 2007; Courth et al., 2015; Gewirtz et al., 2001; 

Goyette et al., 2007; Murphy & Weaver, 2018; Peterson & Artis, 2014; Watanabe et 

al., 2004). 

1.1.5 Pathologie 

Der Befall von MC ist diskontinuierlich („skip-lesion“) und tritt präferiert im terminalen 

Ileum und Kolon auf, grundsätzlich kann jedoch jeder Teil des Gastrointestinaltrak-

tes (GIT) befallen sein. Typischerweise zeigt sich ein transmurales, ausgeprägtes 

Entzündungsgeschehen. Endoskopisch imponieren Ulcera („Snail-Trails“), aphtöse 

Mukosadefekte („Pin-point-lesion“) und ein „Plastersteinrelief“ der Schleimhaut, wel-

ches durch den Wechsel von Schleimhautentzündungen und -ulzera zustande 

kommt. Mikroskopisch können sie nicht verkäsende Epitheloidzellgranulome zei-

gen. Es finden sich Riesenzellen, die Lamina propria ist lymphozytär infiltriert und 

es imponieren spaltförmige Ulzerationen (Herold, 2018; Ishimoto, 2004; Renz-

Polster & Krautzig, 2013; Wehkamp et al., 2016).  

Colitis ulcerosa befällt stets das Rektum und breitet sich kontinuierlich nach proxi-

mal aus. Endoskopisch zeigt sich im Anfangsstadium eine ödematös gerötete 

Schleimhaut mit Ulzerationen der oberflächigen Schichten und Kontaktblutungen. 

Diese kann im chronischen Verlauf das Faltenrelief und die Haustrierung verlieren, 

sodass die überbleibenden Schleimhautbereiche als „Pseudopolypen“ erscheinen. 
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Mikroskopisch ist die Schleimhaut durch Granulozyten infiltriert. Es kommt zu Kryp-

tenatrophien und -abszessen. Im fortgeschrittenen Stadium kann es außerdem zu 

Epitheldysplasien kommen, welche als Vorläuferläsionen das intestinale Malignom 

Risiko stark erhöhen (Herold, 2018). 

1.1.6 Klinik 

Die Symptome treten schubweise auf, das heißt Phasen entzündlicher Aktivität 

wechseln sich mit Remissionsphasen ab. Das Rezidivrisiko nach einem Schub liegt 

bei 30 % innerhalb eines Jahres. Typischerweise zeigen sich sowohl intestinale - 

als auch extraintestinale Symptome. Die Symptome sind heterogen und die indivi-

duelle Ausprägung divers.  

Zu den intestinalen Symptomen zählen chronische unblutige (MC) oder blutige (CU) 

Diarrhö, Schmerzen, welche vor allem den rechten Unterbauch betreffen (MC) und 

Tenesmen. Zusätzlich leiden bis zu 35 % der MC Patienten unter Fisteln, außerdem 

kann es zu Stenosen kommen. 40 % der Patienten zeigen Fisteln im Analbereich, 

welche zusammen mit anorektalen Abszessen oft die Erstsymptome des MC sind. 

Extraintestinale Manifestationen zeigen sich bei 20 - 40 % der Patienten mit CED. 

Befallen sein können: die Gelenke (Arthritis, Sakroiliitis, Spondylitis ankylosans), die 

Augen (Iritis, anteriore Uveitis, Episkleritis, Konjunktivitis) und die Haut (Erythema 

nodosum, Pyoderma gangraenosum). Leberbefall (PSC) zeigt sich bei CU häufiger 

als bei MC. Ein Teil der MC Patienten zeigen orale Manifestation (Aphten der Mund-

schleimhaut, Stomatitis).  

Als extraintestinale Komplikation kann es zu einem Malabsorptionssyndrom kom-

men. Die häufigste CED assoziierte Erkrankung ist eine Eisenmangelanämie 

(Herold, 2018; J. Preiß et al., 2014; Renz-Polster & Krautzig, 2013; Wehkamp et al., 

2016).  Klinisch werden CED nach Montreal klassifiziert (Kucharzik et al., 2019; 

Satsangi, 2006). Für MC wird das Alter bei Diagnose, die Lokalisation der Entzün-

dung und das biologische Verhalten unterschieden, während CU anhand der Ent-

zündungsausdehnung eingeteilt wird (Tabelle 1, Tabelle 2). 

 

Alter bei Diagnose  A1 < 16 Jahre 

 A2 17 - 40 Jahre 

 A3 > 40 Jahre 
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Lokalisation L1 Ileum 

 L2  Kolon 

 L3  Ileokolon 

 L4 oberer Gastrointestinal-
trakt 

Biologisches Verhalten B1 nicht strikturierend, nicht 
penetrierend 

 B2  strikturierend  

 B3  penetrierend 

 +p perianal 

Tabelle 1. Morbus Crohn Einteilung nach Montreal (Satsangi, 2006)  

 

Ausdehnung Einteilung Beschreibung 

Proktitis E1 limitiert auf das Rektum 

Linksseitenkolitis E2 Befall maximal bis zur lin-
ken Flexur 

Pankolitis E3 Befall über die linke Fle-
xur hinaus 

Tabelle 2. Ausdehnung der Colitis Ulcerosa nach Montreal (Satsangi, 2006) 

 

1.1.7 Diagnostik 

Die Diagnostik erweist sich in der Praxis als kompliziert. Im Median vergehen zwi-

schen ersten Symptomen und Diagnosestellung 13 Monate (Albert et al., 2008).  

10 % aller Patienten können durch die existierenden diagnostischen Möglichkeiten 

weder dem MC noch der CU zugeordnet werden und erhalten deshalb die tempo-

räre Diagnose einer nicht klassifizierbaren Colitis (Colitis indeterminata). Bei Kin-

dern und Jugendlichen beträgt der Anteil bis zu 22 % (J. Preiß et al., 2014; Price, 

1978; Tremaine, 2011). 

Ein diagnostisches Schema bei Patienten mit Verdacht auf CED ist in Abbildung 2 

dargestellt. 
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Laut aktueller Leitlinie soll die Diagnose durch eine Kombination aus klinischer Er-

scheinung und aus endoskopischen, histologischen, radiologischen und laborche-

mischen Befunden gestellt werden.  

Während einer Ileokoloskopie sollten gemäß Leitlinie Stufenbiopsien zur histologi-

schen Aufarbeitung entnommen werden. Eine Ösophago-Gastro-Duodenoskopie 

kann bei MC die Diagnosestellung unterstützen (Abbildung 2). Bei Verdacht auf eine 

nicht-entzündliche Ätiologie kann Calprotectin als fäkaler Entzündungsmarker un-

tersucht werden. Calprotectin hat für CU eine Sensitivität von 79 % und für MC eine 

Sensitivität von > 90 %, ist bei reinem Dünndarmbefall aber oft negativ. Zur diffe-

renzialdiagnostischen Abgrenzung der CEDs wird zudem eine Rektumbiopsie emp-

fohlen. Die serologischen Antikörpermarker Saccharomyces cerevisiae -Antikörper 

(ASCA) und atypische perinukleäre antineutrophile zytoplasmatische Antikörper 

(pANCA) sollten nur im Falle einer nicht klassifizierbaren Colitis genutzt werden und 

zählen aufgrund der niedrigen Sensitivität nicht zur Routinediagnostik. Das für MC 

typische Antikörpermuster ist ASCA+/pANCA- und für CU ASCA-/pANCA+ 

(Baumgart, 2009; Herold, 2018; Lecis et al., 2002; Masoodi et. al., 2011; Meißner, 

2017; J. Preiß et al., 2014; Renz-Polster & Krautzig, 2013). 
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Abbildung 2. Beispielhafte Basisdiagnostik bei Patienten mit Verdacht auf Morbus Crohn und Colitis 

ulcerosa (Baumgart, 2009). 

1.1.8 Therapie 

Die Therapie von MC ermöglicht keine vollständige Heilung. In der Regel wird 

konservativ therapiert. Die Behandlung unterteilt sich in Remissionsinduktion eines 

Schubes und Remissionserhaltung. Medikamentös werden zur 

Remissionsinduktion topische oder systemische Steroide, Immunsuppressiva 

(Azathioprin) oder Biologika (TNF-a-Blocker) eingesetzt. Zur Remissionserhaltung 

stehen u.a. Azathioprin oder 6-Mercaptopurin zur Verfügung (Abbildung 3). Eine 

chirurgische Therapie ist nur bei Komplikationen indiziert und wird darmsparend 

vollzogen. Diesbezügliche Indikationen sind zum Beispiel Abszesse, schwere 

Komplikationen wie Perforationen oder Ilei und Stenosen. Abszesse können 

drainiert, Perforationen oder Ilei minimal-invasiv operiert und Stenosen 

ballondilatiert (< 5 cm) oder darmsparenden resektioniert (> 5 cm) werden. 
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Postoperativ ist eine medikamentöse Remissionserhaltung indiziert (Herold, 2018; 

J. Preiß et al., 2014; Wehkamp et al., 2016). 

Die Remission eines CU-Schubs wird mit Aminosalycylaten oder lokalen Steroiden 

induziert, bei schweren Schüben mit systemischer Steroid-Therapie, TNF-a-Blo-

ckern oder Calcineurin-Inhibitoren. Bei mangelndem Erfolg kann auf Integrin-Inhibi-

toren zurückgegriffen werden. In der Erhaltungstherapie wird bevorzugt die Wirk-

stoffklasse genutzt, welche zuvor erfolgreich die Remission induzieren konnte (Ab-

bildung 3). Im Gegensatz zu MC kann CU operativ geheilt werden. Eine chirurgische 

Therapie ist bei Perforationen, medikamentös nicht beherrschbaren Schüben, the-

rapierefraktären Blutungen, Dysplasien und kolorektalem Karzinom indiziert. Der e-

lektive Standard ist eine restaurative Proktokolektomie mit protektivem Ileostoma, 

welcher eine Kontinenz von > 90 % erzielt (Herold, 2018; Kucharzik et al., 2019). 

Die Therapie kann durch eine Ernährungsberatung, Schmerztherapie und/oder Psy-

chotherapie ergänzt werden (Carter, 2004; Kucharzik et al., 2019; J. Preiß et al., 

2014). 

 

Abbildung 3. Medikamentöse Therapie von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa * Die Einteilung der Evi-

denzgrade erfolgt nach J. C. Preiß et al., 2014 (Wehkamp et al., 2016). 

1.1.9 Prognose 

Die gegenwärtige Therapie des MC ermöglicht keine Heilung. Im Durchschnitt müs-

sen 40 % der MC Patienten nach 5 Jahren und bis zu 70 % der Patienten nach 10 

Jahren operativ versorgt werden. Die Erfolgsquote ist abhängig von der Lokalisa-

tion. Bei einer Resektion eines Ileumsegments beträgt sie in 10 Jahren 90 %. Der 

10-Jahres-Erfolg einer Ileozökalresektion beträgt 40 %. Rezidive treten in 
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benachbarten Gebieten bei 10 - 60 % der Patienten auf, weshalb 20 % dieser im 

Zeitrahmen von 5 Jahren erneut chirurgisch behandelt werden müssen. Die Lebens-

erwartung von MC Patienten ist bei optimaler Therapie mit der Normalbevölkerung 

vergleichbar. CU Patienten haben bei Proktosigmoiditis eine Lebenserwartung, wel-

che der der Allgemeinbevölkerung entspricht. Bei Pankolitis liegt das 20-Jahres-

Überleben bei 80 %. Prognostisch relevant ist das Auftreten verschiedener Be-

gleiterkrankungen, wie Nierensteine, Osteopenie, Osteoporose, PSC und kolorek-

talem Karzinom. Disziplinübergreifende regelmäßige Anamneseerhebung und adä-

quate Behandlung sind daher essenziell, um etwaige Komplikationen zu vermeiden. 

Prognostisch ungünstig ist vor allem bei pädiatrischen Patienten ein Malabsorpti-

onssyndrom, da dies zu Wachstumsstörung führen kann (Herold, 2018; Hovde, 

2012; J. Preiß et al., 2014; Wehkamp et al., 2016). 

 

1.2 Autoantikörper bei chronisch-entzündlichen Darmerkrankun-

gen 

1.2.1 Allgemeines  

Antikörper/Immunglobuline (Ig) zählen zum humoralen Teil des spezifischen Im-

munsystems. Es handelt sich um Glykoproteine, welche von reifen Plasmazellen 

produziert werden und durch ihre Fähigkeit der Opsonierung, der direkten Neutrali-

sierung und der Auslösung der Komplementkaskade eine wichtige Rolle in der Ab-

wehr von Pathogenen spielen. Der Fc-Teil des Immunglobulins bestimmt die Zuge-

hörigkeit zu einer der 5 Antikörperklassen (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE). Immunglobulin 

G (IgG) ist der am höchsten konzentrierte Antikörper im Blut. Der Antikörper ist 

hochaffin und seine funktionelle Bedeutung liegt vor allem in der ausgeprägten Fä-

higkeit zur Opsonierung von Pathogenen und der Aktivierung des Komplementsys-

tems. Im Serum bildet IgG eine langfristige Immunität. Immunglobulin A (IgA) kommt 

vor allem auf Schleimhautoberflächen des Darmes und der Atemwege vor. IgA wird 

in der Lamina propria synthetisiert und gelangt mittels Transzytose an das Darme-

pithel. Dort bindet es die Schleimschicht des Epithels und fungiert als neutralisie-

render Antiköper. Während der Fetalzeit entwickelt der Körper eine „immunologi-

sche Toleranz“. Antigene, die in diesem Zeitraum dem Immunsystem präsentiert 

werden, werden im weiteren Verlauf toleriert und lösen durch zwei Mechanismen 

keine Immunreaktion aus: 1. Klonale Deletion (autoreaktive Lymphozyten werden 
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zerstört) und 2. Klonale Anergie (Aktivierung und Reifung autoreaktiver Lymphozy-

ten wird gehemmt). Reagiert ein Antikörper fehlerhaft auf körpereigenes Gewebe, 

indem er dieses als fremd erkennt, wird dieser als autoreaktiv bzw. Autoantikörper 

bezeichnet. Die Autoimmunreaktion ist vergleichbar mit der physiologischen Im-

munantwort, mit dem Unterschied, dass die Antikörper durch körpereigene Antigene 

aktiviert werden. Vermutlich entwickelt sich eine Autoimmunerkrankung auf dem 

Fundament einer genetischen Prädisposition, dem Versagen von Toleranzmecha-

nismen und Umweltfaktoren wie eine Infektion (Elkon & Casali, 2008; Murphy & 

Weaver, 2018). Einen Sonderfall unter den Autoimmunerkrankungen nehmen die 

CED ein, denn das Antigen stellt nicht nur körpereigenes Gewebe dar, sondern 

auch die Mikroflora des Darmes. Es kommt zu einer Gewebszerstörung durch T-

Effektorzellen, die Peptide der kommensalen Bakterien erkennen, und so durch die 

Initiierung von lokalen Entzündungen zu einer Gewebsschädigung führen (Dornmair 

et al., 2003; Elson, 2000). 

1.2.2 Antikörper Muster  

Verschiedene (Auto)Antikörper wurden in Zusammenhang mit CED beschrieben. 

Die am besten erforschten sind ASCA und pANCA, welche meist routinemäßig zur 

Differenzialdiagnostik der CED bestimmt werden. Des Weiteren wurden für MC die 

hoch spezifischen pankreatischen Autoantikörper (PAB) entdeckt, welche sich ge-

gen das Glykoprotein 2 (GP2) und CUB and zona pellucida-like domains-containing 

protein 1 (CUZD1) richten. 

1.2.2.1 Antikörper gegen Saccharomyces cerevisiae und atypische peri-

nukleäre antineutrophile zytoplasmatische Autoantikörper 

Bei Patienten mit MC werden häufiger als bei Gesunden Antikörper gegen Mikroor-

ganismen der Darmflora gefunden. Bei MC Patienten sind ASCA in 60 - 70 % der 

Fälle nachweisbar, bei CU Patienten nur in 10 - 15 % (Conrad et al., 2002). 

Bei Gesunden beträgt der Anteil lediglich 0 - 5 %. Der Antikörper bindet das Man-

nan-Epitop von S. cerevisiae, eine Bäckerhefe (Bossuyt, 2006; Conrad et al., 2002; 

Lerner, 2014; Tesija Kuna, 2013; Walkers et al., 2004). pANCA zeigen eine Prä-

valenz von 60 - 80 % bei CU und 10 % bei MC. Diese Autoantikörper binden zyto-

plasmatische Antigene. Viele weitere Autoimmunerkrankungen insbesondere Vas-

kulitiden sind mit ANCA assoziiert. pANCA tritt zudem bei primär sklerosierender 
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Cholangitis auf (Bossuyt, 2006; Conrad et al., 2002; Lerner, 2014; Tesija Kuna, 

2013; Walker et al., 2004). 

1.2.2.2 Pathogenetische und klinische Relevanz  

ASCA ist gegen den Pilz Saccharomyces cerevisiae gerichtet und nicht gegen hu-

mane Antigene. Das vermehrte Auftreten dieser Antikörper bei Erkrankten könnte 

ein Epiphänomen der zerstörten Immuntoleranz des Darmes sein. Eine weitere Ver-

mutung ist, dass diese Antikörper bei CED mit einem ähnlichen, aber bisher unbe-

kannten Antigen kreuzreagieren. ASCA konnte bei MC mit proximalem Befall und 

schwerem Verlaufen assoziiert werden. Zur Kontrolle des Krankheitsverlaufes 

scheint ASCA ungeeignet, da der Titer über die Zeit stabil bleibt und sich unabhän-

gig zu Krankheitsaktivität und Dauer verhält (Bossuyt, 2006; Lerner, 2014; Walker 

et al., 2004). Das Vorkommen von pANCA bei MC macht eine Colitis-Ulcerosa-like-

Kolitis (eine linksseitige Kolitis) wahrscheinlicher. Die Antikörper können ansonsten 

nicht mit klinischen Phänotypen oder der Krankheitsaktivität assoziiert werden, auch 

bleibt der Titer nach Kolektomie im Verlauf positiv. Bisweilen beschränkt sich der 

klinische Gebrauch in der Diagnostik auf die Fälle, deren Ergebnisse in der Stan-

darddiagnostik unzulänglich sind (J. Preiß et al., 2014). ASCA+ macht das Vorliegen 

eines MC weitaus wahrscheinlicher als einer CU, jedoch ist eine ausreichende Spe-

zifität für MC nur in der kombinierten Erfassung mit ANCA gegeben (> 80 %). Dies 

wiederum mindert die Sensitivität um ca. 10 %, denn viele MC Patienten mit exklu-

sivem Kolon-Befall und CU ähnlicher Kolitis zeigen ANCA-Positivität (J. Preiß et al., 

2014; Quinton et al., 1998). Begrenzt ist der Nutzen auch dadurch, dass bis zu 48 

% der Patienten mit Colitis-Indeterminata sowohl ASCA, als auch ANCA seronega-

tiv sein können, sodass der erhoffte Vorteil in der Diagnosefindung oftmalig aus-

bleibt (Joossens et al., 2002). 

1.2.2.3  Autoantikörper gegen pankreatische Glykoproteine  

PAB sind Autoantikörper gegen die im exokrinen Pankreas sezernierten Glykopro-

teine, welche sich oft und in erhöhten Konzentrationen im Serum von Patienten mit 

MC finden. Bei ungefähr 27 - 39 % aller MC Erkrankten lassen sich PAB nachwei-

sen, während bei CU und gesunden Kontrollen 0 - 5 % der Fälle positiv sind. Hohe 

PAB Titer finden sich exklusiv bei MC Patienten (Bogdanos et al., 2011; Conrad et 

al., 2014; Roggenbuck et al., 2009; Stöcker et al., 1987). PAB gehören zur Antikör-

per-Klasse IgG (ca. 67 %) und IgA (ca. 32 %) und sind mit über 98 % für MC 
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spezifisch (Bogdanos et al., 2011). Mittels ELISA-Analyse und indirekter Immunflu-

oreszenz wurden die Zielantigene der PAB identifiziert: CUZD1 und GP2, zwei gly-

kosylierte Proteine der zymogenen Granula des exokrinen Pankreas. Autoantikör-

per gegen CUZD1 bzw. GP2 zeigen ein retikulogranuläres bzw. droplet Fluores-

zenzmuster (Conrad et al., 2014; Komorowski et al., 2013; Stöcker et al., 1987). 

PAB gegen GP2 treten zu 18,8 - 30 % bei MC, zu 2,9 - 12 % bei CU und zu weniger 

als 5 % bei Gesunden auf (Michaels et al., 2015; Op De Beéck et al., 2012; 

Roggenbuck et al., 2016). 

1.2.2.4 Pathogenetische und klinische Relevanz 

Neben der ätiologischen Relevanz könnten PAB als nicht invasive MC-spezifische 

Marker die Differenzialdiagnostik von MC und CU erleichtern. PAB zeigen eine hohe 

Spezifizität für MC, aber auch eine geringere Sensitivität. Bisher konnten PAB noch 

nicht als serologische Marker im klinischen Alltag etabliert werden (Conrad et al., 

2014; Conrad et al., 2002; Komorowski et al., 2013). Mit der jüngsten Entdeckung 

des Antigens GP2 kann eine pathogenetische Relevanz eben dieser Antikörper-

Antigen Reaktion vermutet werden. Eine Beteiligung von anti-GP2 in der Entste-

hung von MC ist wahrscheinlich, da das Auftreten von anti-GP2 mit phänotypischen 

Charakteristika korreliert zu sein scheint (Tabelle 3) und außerdem das Autoantigen 

GP2 vielfältig immunologische Prozesse beeinflusst (1.3.4). In den letzten Jahren 

haben sich mehrere Arbeitsgruppen mit dem Auftreten von anti-GP2 und deren As-

soziation von Phänotypen beschäftigt. Die Ergebnisse sind bisweilen widersprüch-

lich und in Tabelle 3 dargestellt.  
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Tabelle 3. Bisherige Forschungsergebnisse zu den Assoziationen von Autoantikörper gegen GP2 und 

Phänotypen. L1 = Ileale Lokalisation, L2 = Kolische Lokalisation, L3 = Ileokolische Lokalisation, k.D = keine 

Daten, k.A. = keine Assoziationen, Pos. = Positive Assoziation, Neg. = Negative Assoziation. +Daten wurden im 

pädiatrischen Kollektiv erhoben, Modifiziert nach Michaels, 2017. 

 

1.3 Autoantigen Glykoprotein 2  

1.3.1 Lokalisation  

GP2 ist ein glykosyliertes Protein, welches bis zu 35 - 40 % aller Proteine der zy-

mogenen Granula des exokrinen Pankreas ausmacht. Mittels GPI-Anker ist das 

Protein in der granulären Membran verankert. Nach Stimulation des Pankreas wird 

das Protein zur apikalen Membran transportiert und gelangt mit dem Pankreassaft 

in den Zwölffingerdarm. Die lösliche Form kann extrazellulär zu einem Netzwerk 

aggregieren. Des Weiteren wird GP2 auf der apikalen Membran von M-Zellen der 

Peyer-Plaques (PP) exprimiert. M-Zellen befinden sich auf dem Follikel-assoziierten 

Epithel der PP, einer Ansammlung von Lymphfollikeln (Ishimoto, 2004). Sie lassen 

sich im GIT nachweisen, mit Ausnahme des Kolons. Weitere Zellen des Immunsys-

tems, welche GP2 exprimieren sind T-Zellen, B-Zellen und Monozyten 

(Roggenbuck et al., 2009; Werner et al., 2009). 

1.3.2 Isoformen 

Durch alternatives Spleißen entstehen 4 verschiedene Isoformen des GP2 Proteins, 

von denen 2 Spleißvarianten bei CED eine Autoimmunantwort provozieren 

(Fukuoka, 2000; D Roggenbuck et al., 2016). Diese werden im Folgenden als Vari-

ante #2 und #4 bezeichnet (Abbildung 4). Variante #2 besteht aus 527 Aa und hat 

ein Molekulargewicht von approximativ 59,5 kDa, während Variante #4 aus 380 Aa 

besteht und 43 kDa hat. Die 147 fehlenden Aminosäuren der Version #4 entspre-

chen der 25-171 Region der Version #2 (Fukuoka, 2000). Aufgrund der ausgepräg-

ten Glykosylierung und Aggregierung nimmt die Masse des Proteins im nicht redu-

zierten Zustand auf bis zu 78 kDa zu (D. Roggenbuck et al., 2009). C-terminal ver-

fügt das Protein über eine Zona-pellucida Domäne, welche klassischerweise bei 

Proteinen vorkommt, die unter bestimmten Umweltbedingungen aggregieren kön-

nen. Die N-Glykosylierung scheint entscheidend für die Autoantikörperbindung 

durch PAB zu sein (Komorowski et al., 2013). 
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Abbildung 4. Schematische Darstellung von der Proteinstrukturen von GP2-#2 und GP2-#4. SS = Sig-

nalsequenz, unqiue = spezifische Domäne, ZP =Zona-pellucida-Domäne, TM = transmembranäre Domäne.  

(Modifiziert nach Derer et al., 2020). 

1.3.3 Homologie 

Die Aminosäuresequenz von GP2 weist eine 85%ige Ähnlichkeit zu der von Uromo-

dulin auf, einem Protein des Urintraktes. Uromodulin verfügt ebenfalls über einen 

GPI-Anker und wird in der aufsteigenden Henle-Schleife der Niere produziert. Das 

Protein bindet FimH+ Bakterien und verhindert so die Kolonisation von beispiels-

weise Escherichia coli im Urintrakt. Damit verhindert es die Invasion von pathoge-

nen Bakterien, was sich durch den Nachweis von vermehrten Infektionen des Urin-

traktes in Uromodulin knock-out Mäusen verdeutlicht (Coady et al., 2018; Park et 

al., 2001; Roggenbuck et al., 2009; Werner et al., 2012). Aufgrund der molekularen 

Homologie von Uromodulin und GP2 ist eine partielle Überschneidung ihrer Funk-

tion naheliegend. 

1.3.4 Funktion 

GP2 scheint keine relevante Funktion im Pankreas zu haben, sondern vielmehr eine 

wichtige Rolle im intestinalen Immunsystem zu spielen (Yu, Michie, & Lowe, 2004). 

Auf den M-Zellen fungiert es als Rezeptor zur Antigen-Transzytose. Im Zuge dessen 

bindet GP2 FimH+ Bakterien, wozu enteropathogene Escherichia coli und Salmo-

nella enterica gehören (Krogfelt et al., 1990; Westerlund-Wikström et al., 2005). 

GP2 bewirkt so die Translokation von luminalen Antigenen über die epitheliale Bar-

riere in die Lymphfollikel und initiiert eine Antigen-spezifische Immunreaktion. Als 

lösliche Form opsoniert GP2 Antigene und erleichtert deren Erkennung und Be-

kämpfung durch andere Immunzellen (Gullberg & Söderholm, 2006; Hase et al., 

2009; Schierack et al., 2015). GP2 wirkt außerdem immunmodulierend, indem es 
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sowohl die humorale als auch zelluläre Immunantwort herunterregelt. Im Versuch 

justiert rekombinantes GP2-Protein die Sekretion der proinflammatorischen Zyto-

kine TNF-α und IL-17 herunter, sowohl intraepitheal als auch in den peripheren T-

Zellen des Blutes. Nach einer Stimulation von Caspase 3 und Caspase 8 kommt es 

durch GP2 zu einer Inhibierung der Apoptose von T-Zellen (Werner et al., 2012). 

 

1.4 Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der humanen intestinalen Expres-

sion von GP2-Isoformen, sowie die Untersuchung und funktionelle Einordnung von 

Autoantikörpern in Seren von CED Patienten. Die Ätiopathogenese von CED ist 

trotz beachtlicher Inzidenz nicht abschließend geklärt (Herold, 2018; Hovde, 2012; 

Kasper & Burghardt, 2014; Renz-Polster & Krautzig, 2013; Wehkamp et al., 2016). 

Nach aktuellem Wissensstand kommt es durch komplexe Verflechtungen von ge-

netischer Prädisposition und Umwelteinflüssen zu einer Dysbalance der intestinalen 

Homöostase. Das Darmepithel ist vermehrt durch Pathogene infiltriert (Palmela et 

al., 2018). Durch eine pathologischen Immunreaktion kommt es zu einem Überge-

wicht an proinflammatorischen Signalwegen und konsekutiv zu einem chronischen 

Entzündungsgeschehen (Goyette et al., 2007; Herold, 2018; Kasper & Burghardt, 

2014; Murphy & Weaver, 2018). Angesichts der multifaktoriellen und teils ungeklär-

ten Genese stellt sich die Frage, ob bzw. welche wichtigen pathophysiologische 

Einflüsse bisher unentdeckt blieben. Eine zielgerichtete Forschung auf diesem The-

menfeld kann weitere wichtige Teilfaktoren aufdecken, aus denen neue therapeuti-

sche und diagnostische Zugänge entwickelt werden können. Um das Auftreten kom-

plizierter Fälle und akuter Krankheitsexazerbationen zu verringern, ist es essenziell, 

Patienten frühzeitig und adäquat zu behandeln. Dadurch würde zudem die mit Zu-

nahme der Krankheitsschwere beachtlich steigenden Kosten für das Gesundheits-

system gesenkt (Bokemeyer, 2003; Hay & Hay, 1992; Prenzler et al., 2009). Nach-

dem GP2 kürzlich als Autoantigen der für MC spezifischen PAB identifiziert werden 

konnte, sind GP2 und gegen GP2 gerichtete Autoantikörper in das Interesse der 

Forschung gerückt (Komorowski et al., 2013; Roggenbuck et al., 2009; Roggenbuck 

et al., 2013). Das Autoantigen GP2 ist an einer Vielzahl von immunologischen Vor-

gängen beteiligt. Als spezifischer FimH+-Rezeptor ermöglicht es eine Transzytose 

und die Initiation einer spezifischen Immunreaktion, führt zur Antigen-Opsonierung 
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und ist außerdem durch die Regulierung von pro- und antiinflammatorischen Sig-

nalkaskaden immunmodulierend aktiv (Gullberg & Söderholm, 2006; Hase et al., 

2009; Schierack et al., 2015; Werner et al., 2012; Yu et al., 2004). Im humanen 

Organismus werden zwei Isoformen des Glykoproteins exprimiert: die größere Va-

riante GP2-#2 und durch alternatives Spleißen die kleinere Variante GP2-#4 

(Fukuoka, 2000).  

GP2 und Autoantikörper gegen GP2 wurden bereits in der Vergangenheit unter-

sucht. Zahlreiche Arbeiten beschreiben die diagnostischen Möglichkeiten von anti-

GP2-Autoantikörpern und den Zusammenhang mit klinischen Phänotypen 

(Bogdanos et al., 2011; Degenhardt et al., 2016; Michaels, 2017; Michaels et al., 

2015; Op De Beéck et al., 2012). Vermutet wird, dass die Autoantikörper das Gly-

koprotein in seiner Funktion beeinträchtigen und eine pathophysiologische Rele-

vanz bei der Entstehung und/oder Aufrechterhaltung des chronisch entzündlichen 

Geschehens von CED haben. Diese Hypothese ist außerdem interessant, da sich 

das Entzündungsgeschehen von MC häufig im distalen Ileum lokalisiert, in dem 

GP2-bestückte M-Zellen reichlich vorkommen (Gullberg & Söderholm, 2006; Hase 

et al., 2009; D. Roggenbuck et al., 2009). 

Bisherige Untersuchungen haben sich vor allem mit GP2-#2 befasst und nicht zwi-

schen den Isoformen differenziert. Bisher ist ungeklärt, ob zwischen den Isoformen 

GP2-#2 und GP2-#4 des Proteins pathophysiologische Unterschiede bestehen. 

Weiterhin ist ungewiss, ob die beschriebenen Autoantikörper isoformspezifisch sind 

und ob sie Einfluss auf die Entwicklung von CED haben. Zur Erforschung der Un-

terschiede zwischen den Isoformen GP2-#2 und GP2-#4 und der Relevanz bezüg-

lich MC und CU wurden folgende Fragen untersucht: 

 

Wie ist das Expressionsmuster der GP2-Isoformen?  

Lässt sich ein CED-charakteristisches Expressionsmuster der Isoformen GP2-#2 

und GP2-#4 erkennen? 

Binden die Autoantikörper gegen GP2 isoformspezifisch und besteht ein Zusam-

menhang zu chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen? 

Haben anti-GP2-Autoantikörper in humanen Seren Auswirkungen auf Zellen, die 

entweder GP2-#2 oder GP2-#4 exprimieren?
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2 Material und Methoden  

2.1 Patientenkollektiv 

Die Untersuchungspopulation dieser Studie bestand aus 51 Probanden. Von diesen 

waren 30 diagnostiziert mit MC, sowie 9 mit CU. Des Weiteren wurden 12 Blutpro-

ben von gesunden Individuen untersucht. Gewebebiopsien bzw. Blutproben der der 

MC und CU Patienten wurden während bzw. vor der Koloskopie an der Universi-

tätsklinik Münster, Deutschland entnommen. Die detaillierten Informationen sind der 

Tabelle 4 zu entnehmen. Das Alter der Patienten wurde aus dem Jahr der Serum-

abnahme abzüglich des Geburtsjahres errechnet. 

Das Befallsmuster der Krankheit wurde nach der Montreal-Klassifizierung eingeteilt 

(Tabelle 1,Tabelle 2). Für MC wurde in Befall des terminalen Ileums (L1), des Ko-

lons (L2) oder des Ileokolons (L3) unterteilt. Für CU wurde zwischen Proktitis (E1), 

Linksseitenkolitis (E2) oder Pankolitis (E3) unterschieden (Kucharzik et al., 2019; J. 

Preiß et al., 2014). Die Diagnosen wurden nach klinischem Standard durch endo-

skopische und histologische Evaluation im Universitätsklinikum Münster gestellt. 

Die Endoskopien waren Teil der regulären Patientenbehandlung. Alle Teilnehmer 

haben mindestens 24 Stunden vor Untersuchung ihr Einverständnis erteilt und die 

Studie wurde vorab von der Ethikkommission genehmigt. Alle Seren wurden bei - 

80 °C gelagert und alle Biopsien in flüssigem Stickstoff schockgefroren und eben-

falls bei - 80 °C aufbewahrt. 

 Gesund Morbus Crohn Colitis Ulcerosa 

Anzahl 12 30 9 

Frauen 6 17 3 

Männer 6 13 6 

Medianalter 
(Spannweite) 

n.a. 36,5 (23-73) 37 (31-53) 

Medianalter bei 
Erstdiagnose, 
(Spannweite) 

n.a. 22 (14-70) 31 (17-40) 

Montreal-Klassifi-
kation 

n.a. L1 = 9 
L2 = 6 
L3 = 15 

E1 = 2 
E2 = 1 
E3 = 6 

Medikamente    

Prednisolon n.a. 4 3 

Azathioprin n.a. 5 1 

Anti-TNF-α n.a. 28 6 
 

Tabelle 4.  Überblick über die Studienpopulation. L1 = Terminales Ileum, L2 = Kolon, L3 = Ileokolon, E1 = 

Proktitis, E2 = Linksseitenkolitis, E3 = Pankolitis, n.a.= nicht anwendbar. 
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2.2 Zellbiologische Methoden  

2.2.1 Zellkultur 

Zellen der adhärent wachsenden Zelllinie HEK-293 wurden im Nährmedium (DMEM 

+ 10 % FCS mit 1 % Penicillin/Streptomycin) unter sterilen Bedingungen kultiviert. 

Die Zellen wurden zweimal wöchentlich passagiert. Dafür wurde das Medium ent-

fernt, die Zellen mit 6 ml Dubblecos phosphatgepufferte Salzlösung (dPBS) gewa-

schen und dann mit 1 ml Accutase Lösung für 5 Minuten (min) bei 37°C und 5 % 

CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert, bis sich die Zellen von der Flasche lösten. An-

schließend wurden die Zellen in 10 ml Nährmedium resuspendiert (DMEM + 10 % 

FCS mit 1 % Penicillin/Streptomycin) und für 5 min bei 1,800 x g und RT zentrifu-

giert. Um eine Mykoplasmen-Kontamination auszuschließen, wurden alle 3 Monate 

Mykoplasmentests durchgeführt.  

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer Zählkammer 

Um die entsprechende Zellanzahl für die Stimulation zu ermitteln, wurden 20µl der 

Zellsuspension 1:10 in dPBS und Trypanblau verdünnt, dieser Farbstoff dringt in die 

Zellemembran toter Zellen und färbt diese an. Von dieser Verdünnung wurden 10 

µl auf eine Neubauer-Zählkammer überführt und unter einem inversen Mikroskop 

bei 10-facher Vergrößerung ausgezählt. Für die Bestimmung der Zellzahl wurden 

alle lebenden Zellen aus den vier Großquadraten gezählt und anschließend mit 

nachfolgender Formel berechnet:  

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝑙 =  
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒
× 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 × 104  

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝑚𝑙
  

2.2.3 Transfektion von HEK-293 Zellen mit GP2 

Um das Glykoprotein 2 HEK-293 Zellen zu exprimieren wurden die Zellen mit dem 

jeweiligen Plasmid (GP2-#2, GP2-#4, pCMV-Leervektor) transfiziert. 

In drei 10 cm Zellkulturschalen wurden jeweils 1,5x106 HEK-293-Zellen in DMEM-

Medium + 10% FCS ohne Penicillin/Streptomycin ausgesät und unter sterilen Be-

dingungen über Nacht bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die 

Ansätze 1-3 wurden in DMEM-Medium (-/-) gelöst (Tabelle 5). Anschließend wurde 

Lipofectamin 2000 (1:50 in DMEM Medium (-/-)) im Verhältnis 1:1 hinzugegeben 

und für 20 min bei RT inkubiert. Das Endvolumen von 3000 µl des entsprechenden 

Ansatzes wurde abschließend tröpfchenweise in die entsprechende Platte über-

führt.  
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Ansatz DNA-Vektor (Endkonzent-
ration) 

Verdünnung in DMEM-Medium (-/-) 

1 pCMV6-empty (1 µg/µl) 1:62,5 

2 pCMV-GP2-#2 (1µg/µl) 1:62,5 

3 pCMV-GP2-#4 (1µg/µl) 1:62,5 
Tabelle 5. Übersicht der Transfektionsansätze. Transfektionsansätze von HEK-293 Zellen mit den DNA-

Vektoren für die Glykoprotein 2-Varianten; GP2#2 und GP2#4, sowie für den Leervektor. 

2.2.4 Zytotoxizitätsassay 

Die komplementabhängige Zytotoxizität wurde mittels MTS-PMS-Assay (3- (4, 5 – 

dimethylthiazol - 2 - yl) - 5 - (3-carboxymethoxyphenyl) - 2 - (4 - sulfophenyl)2H-

tetrazolium bestimmt. In Anwesenheit von vitalen Zellen wird das Mono-Tetrazolium 

Salz (MTS) durch NAD(P)H-abhängige Dehydrogenase Enzyme zu Formazan re-

duziert. Dies führt zur Farbumschlagreaktion, welche photometrisch quantifiziert 

werden kann. Die Absorption steigt proportional zur Anzahl der stoffwechselaktiven 

Zellen, sodass die antikörperabhängige Zelltoxizität bestimmt wurde, indem auto-

antikörperpositive Seren im Vergleich zu autoantikörpernegativen Seren getestet 

wurden. 

50.000 Zellen der Transfektanten HEK-293-empty, -GP2 #2 und #4 (2.2.3) wurden 

mit 25 µl Nährmedium (DMEM + 10 % FCS mit 1 % Penicillin/Streptomycin) in einer 

96-well-Platte kultiviert. 25 µl von den im Nährmedium (DMEM + 10 % FCS mit 1 % 

Penicillin/Streptomycin) verdünnten Seren (5 % v/v) wurden in die jeweiligen wells 

hinzu pipettiert und für 3 Stunden (Std.) bei 37 °C und 5 % CO2 und 95 % Luftfeuch-

tigkeit inkubiert. Anschließend wurde je 10 µl MTS-Reagenz hinzugefügt und für 30 

min bei 37 °C und 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Das Substrat wurde 

durch leichtes Schütteln der Platten in den wells homogen verteilt. Die Absorption 

wurde bei 490 nm gegen eine Referenzwellenlänge von 670 nm im Plattenleser 

gemessen. Alle Seren wurden in Dreifachbestimmung gemessen und anschließend 

wurde der Mittelwert (S) errechnet. Um die maximale Enzymaktivität zu bestimmen, 

wurden Zellen statt mit Serum mit PBS inkubiert. Der Wert wurde als „Lebendkon-

trolle“ (LK) definiert. Damit die Hintergrundabsorption von toten Zellen messbar 

wurde, wurden Zellen mit Triton X inkubiert und so der Zelltod induziert. Der Mittel-

wert wurde als „Todkontrolle“ (TK) definiert. Die Viabilität der GP2-transfizierten Zel-

len in Anwesenheit der Testseren wurde durch die folgende Formel errechnet: 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 =  
(𝑆) − (𝑇𝐾)

(𝐿𝐾) − (𝑇𝐾)
× 100 
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2.3 Proteinbiochemische Methoden  

2.3.1 Proteinextraktion  

Zunächst wurden die Zellpellets in 100 µl DLB (denaturing lysis buffer) Puffer mit 

einem Pestel in einem 1,5 ml Reagenzgefäßen homogenisiert und 5 min bei 100 °C 

aufgekocht. Die Proben wurden dann kurz auf Eis abgekühlt. Danach wurden die 

Proben gevortext und zwei Mal für 20 s in ein Ultraschallbad gestellt. Im Anschluss 

wurden die Proben bei 4 °C und 12.000 xg für 15 min zentrifugiert, der Überstand 

abgenommen und die Proteinmenge mittels Roti®Quant bestimmt. 

2.3.2 Roti®-Quant Proteinbestimmung 

Die Proteinkonzentration wurde photometrisch nach Bradford bestimmt (Roth, 

2016). Dafür wurden die Proben 1:20 mit destilliertem Wasser verdünnt und dann 

50 µl verdünnte Probe mit 100 µl Roti®Quant (Reagenz 1 und Reagenz 2 16:1) für 

15 min bei 60 °C inkubiert (Roth, 2016). Eine BSA Standardkurve (0µg/ml; 7,8125 

µg/ml; 31,625 µg/ml; 62,5 µg/ml; 125 µg/ml, 250 µg/ml, 500 µg/ml 1000µg/ml) wurde 

zur Konzentrationskalkulation genutzt. 

Die Messung erfolgte im Spektralphotometer bei 590 nm, als Referenzwellenlänge 

galt 690 nm. Der Eichstandard und die Proben wurden stets in der Doppelbestim-

mung gemessen. 

 

2.3.3 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) 

SDS-PAGE separiert Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts. Durch die 

Zugabe von SDS werden die Proteine denaturiert und von, zu ihrer Größe proporti-

onal, negativer Ladung umhüllt. Durch Zugabe von β-Mercaptoethanol werden au-

ßerdem die Disulfidbrücken gespalten. Die denaturierten Proteine werden nachfol-

gend durch das Anlegen einer elektrischen Spannung nach ihrem Molekulargewicht 

aufgetrennt. 

Zu 20 µg des Proteins wurde 5x SDS Puffer mit oder ohne β-Mercaptoethanol hin-

zugefügt. Die Proben wurden für 5 min bei 95 °C inkubiert, anschließend auf Eis 

gekühlt, mittels Vortex Mixer durchmischt und kurz anzentrifugiert. Ein 18-Fächer-4 

- 12 %-Gradient-Polyacrylamid-Fertiggel wurde mit den Proben beladen. Als Mole-

külmassenstandard wurde 5 µl Protein TM Standard genutzt. Die Proteine wurden 
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bei 230 V für 30 min in 1 x Elektrophoresepuffer nach ihrem Molekulargewicht auf-

getrennt. 

2.3.4 Coomassie Blau Färbung  

Coomassie-Brilliant-Blau Farbstoff färbt Proteine unspezifisch an, indem er mit den 

Seitenketten von Proteinen einen Komplex bildet. 1 µg des rekombinanten Proteins 

GP2-#2 oder rekombinanten Proteins GP2-#4 wurde mittels denaturierender SDS-

PAGE unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen getrennt (2.3.3). 

Anschließend wurde das Gel über Nacht mit Coomassie Blau Puffer bei RT gefärbt. 

Zur Entfärbung wurde das Gel mehrmals mit Leitungswasser gewaschen.  

2.3.5 Gelelektrophorese und Western Blot 

Um die Proteine spezifisch nachzuweisen, wurden diese auf einem 4 - 12 %-Poly-

acrylamid-Gel separiert und mittels Semi-Dry-System bei 1A für 30 min in 1x Blot-

tingpuffer auf eine PVDF (polyvinylidene difluoride) -Membran überführt. 

Die Membran wurde für 1 Std. bei RT in 5 % (w/v) Magermilch/T-TBS geblockt und 

anschließend bei 4 °C über Nacht mit dem jeweiligen GP2-spezifischen primären 

Antikörpern (Tabelle 6) inkubiert. Die Membran wurde 2 x 20 min mit T-TBS gewa-

schen und 1 Std. bei RT mit dem HRP-konjugierten sekundären Antikörper (Tabelle 

6) inkubiert und 2 x 20 min in T-TBS gewaschen. Danach wurden die Proteine durch 

Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Um eine gleichmäßige Proteinladung zu prü-

fen, wurden die Membran anschließend mit dem Antikörper gegen das Haushalts-

gen β-Aktin (Tabelle 6) inkubiert. Zuvor wurde die Membran mit einem Stripping-

Puffer für 20 min bei 56 °C in einem Wasserbad inkubiert und dann mehrfach in T-

TBS gewaschen, um somit die vorher gebundenen Antikörper im Blot zu entfernen. 

 

Antikörper Verdünnung  

Anti-human GP2 #2  1:500 

Anti-human GP2 #2 und #4  1:500 

Anti-human ß-Aktin 1:1000 

sekundärer Antikörper  
HRP-konjugierter IgG- Antikörper  

1:4000 

Tabelle 6. Übersicht der verwendeten Antikörper im Western Blot. Die verwendeten Antikörper wurden in 

5% (w/v) Magermilch-Pulver in T-TBS verdünnt.  

2.3.6 Enzyme-linked-Immunosorbent Assay (ELISA) 

Um Immunglobulin A und G gegen humanes GP2-#2 und GP2-#4 im Serum von 

Patienten mit CED nachzuweisen, wurde ein ELISA durchgeführt. Zur spezifischen 



Material und Methoden 

23 
 

Detektion der Immunglobuline wird das Antigen in den Wells einer ELISA Platte 

fixiert. Nachdem die Serumproben hinzugefügt werden, kann eine Antikörper-Anti-

gen-Bindung durch die Inkubation mit einem sekundären Antikörper detektiert wer-

den. Dieser Antikörper ist an ein Enzym gekoppelt. Durch Zugabe des passenden 

Substrates entsteht eine Farbreaktion, die im Photometer messbar ist. Das Signal 

ist proportional zur Proteinmenge.  

Die Wells einer ELISA Platte wurden mit jeweils 1 µg humanem rekombinanten 

GP2-#2 oder GP2-#4, welche in dPBS verdünnt wurden, über Nacht bei 4 °C be-

schichtet.  

Dann wurde die Platte 3 Mal mit 200 µl Waschpuffer gewaschen und anschließend 

für 1 Std. bei RT mit 300 µl Blocking Puffer inkubiert. Nach Entfernung des Puffers 

wurden die in dPBS verdünnten Seren von MC und CU Patienten den Wells hinzu-

gefügt und 2 Std. bei RT inkubiert. Danach wurde die Platte drei Mal gewaschen 

und anschließend mit in Verdünnungsmedium (reagent diluent) gelösten, HRP-kon-

jugierten Antikörpern versehen. Der Detektionsantikörper wurde 1 Std. bei RT inku-

biert. Nach einem Waschvorgang wurde das Substrat hinzugefügt. Die Farbsub-

stratreaktion vollzog sich unter abgedunkelten Bedingungen und wurde durch die 

Zugabe von 3M HCL nach 8 min gestoppt (Tabelle 7).  

Die optische Dichte (OD) wurde im Mikroplatten Photometer bei 450 nm und einer 

Referenzwellenlänge von 540 nm gemessen. Abschließend wurde die Antikörperaf-

finität in einem Titrations-ELISA untersucht. Dafür wurde eine Verdünnungsreihe 

der Seren (1:4; 1:20; 1:100; 1:500; 1:2500) angesetzt und dann wie oben beschrie-

ben verfahren. Alle Seren wurden in Doppelbestimmung untersucht. 

 

Verwendung Reagenz Endkonzentra-
tion oder Verdün-
nung 

Volumen pro 
well [µl] 

Beschichtungspro-
tein 

Humanes rekombi-
nantes GP2-#2 oder 
GP2-#4 

1 µg/ml 50 

Proben Humanes Serum 1:4 50 

Detektionsantikörper Anti-human HRP-
konjugierter IgG An-
tikörper  
 

1:4000  50  

 Anti-human HRP-
konjugierter IgA An-
tikörper 

1:8000 50 
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Verwendung Reagenz Endkonzentra-
tion oder Verdün-
nung 

Volumen pro 
well [µl] 

Substrat 3,3',5,5; -tetra-
methylbenzidine 
(TMB) 

 100 

Stopp-Lösung 3 M HCL 1M 50 
Tabelle 7. Verwendete Reagenzien im ELISA. 

 

2.4 Statistische Methoden 

Mittels Shapiro-Wilk-Test und unter Auswertung der Q-Q-Diagramme wurden alle 

Daten auf eine Normalverteilung geprüft. Statistische Signifikanz mittels Kruskal-

Wallis-Test errechnet. Korrelation wurden durch eine Rangkorrelation nach Spe-

arman bestimmt. Die Effektstärke wurde nach Cohen beurteilt (Cohen, 1992).  Als 

Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von < 0,05 gewählt. 

Alle Seren wurden stets basierend auf dem Signal der PBS-Kontrolle interpretiert. 

Die Ergebnisse sind mit Median und 95 % Konfidenzintervall dargestellt. 

Die Ergebnisse wurden mittels EXCEL ausgewertet. Ergänzend wurden mit Graph-

Pad Prism Version 8 die statische Auswertung vorgenommen und die Ergebnisse 

optisch dargestellt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Reinheitsbestimmung von rekombinanten humanen GP2 

Proteinen 

In der vorliegenden Arbeit wurden humanes rekombinantes GP2-#2 und GP2-#4 

verwendet. Die Proteine wurde separiert durch denaturierende SDS-PAGE unter 

nicht-reduzierender und reduzierender Bedingung und anschließend mittels eine 

Coomassie Blau Färbung (Abbildung 5) und einem Western Blot Experiment (Ab-

bildung 6) analysiert. 

 

Abbildung 5. Reinheitsbestimmung der rekombinanten humanen Proteine GP2-#2 und GP2-#4 (je 

100ng/Bahn) mittels Coomassie Blau Färbung. Die Proteine wurden durch denaturierende SDS-Page unter 

nicht-reduzierende und reduzierende Bedingung separiert und mittels Coomassie Blau Färbung analysiert. 

hGP2-#2 nicht-reduziert (1) , hGP2-#2 reduziert (2), hGP2-#4 nicht-reduziert (3), hGP2-#4 reduziert (4). 

Mittels monoklonaler spezifischer Antikörper für GP2-#2 und für GP2-#2 und -#4 

wurden die rekombinanten humanen Proteine im Western Blot detektiert. Die ver-

wendeten Antikörper haben entweder ein gemeinsames Epitop der Isoformen GP2-

#2 und GP2-#4 (Abbildung 6A) oder ein spezifisches Epitop von GP2-#2 (Abbildung 

6B) gebunden.  
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Abbildung 6. Reinheitsbestimmung von rekombinanten humanen Glykoproteinen im Western Blot. Re-

kombinantes humanes Glykoprotein (je 100ng/Bahn) wurde durch denaturierende SDS-Page unter nicht-

reduzierender und reduzierender Bedingung separiert und mit primärem anti-humanem Antikörper gegen Isof-

orm 2 und 4 (A) oder primärem anti-humanem Antikörper gegen Isoform 2 (B) im Western Blot analysiert. hGP2-

#2 nicht-reduziert (1), hGP2-#2 reduziert (2), hGP2-#4 nicht-reduziert (3), hGP2-#4 reduziert (4). 

 

3.2 Vermehrte Expression von Glykoprotein 2 Isoform 4 im Ileum 

und Kolon von Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmer-

krankungen  

GP2 ist ein Protein des Gastrointestinaltraktes, welches unter anderem auf ileum-

spezifischen M-Zellen exprimiert wird und darüber hinaus als lösliche Form mit dem 

Pankreassaft in den Gastrointestinaltrakt sezerniert wird. Um die Proteinexpression 

der Isoformen 2 und 4 von GP2 im Darm zu untersuchen, wurde daher ein Western 

Blot mit Ileum- und Kolonbiopsien von Gesunden und CED Patienten durchgeführt. 

Durch die Verwendung von spezifischen monoklonalen Antikörpern wurde die Ex-

pression der beiden Isoformen analysiert.  

Die in diesem Kapitel (3.2) präsentierten Western Blots sind von Frau Ann-Kathrin 

Brethack im Rahmen ihrer Bachelorarbeit angefertigt worden. Um die Spezifität der 
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GP2-Banden der durchgeführten Western Blots zu überprüfen, wurde in einem Ver-

such unserer Arbeitsgruppe humanes GP2 in humanen LentiX-Zellen transient 

überexprimiert (nicht dargestellt). Die Bande bei ca. 50 kDa im Ileum wurde als un-

spezifische Antikörperbindung interpretiert, da sich diese auch in nicht GP2 expri-

mierenden Zellen detektieren ließ.  

Die Ergebnisse zeigten eine erhöhte Expression von GP2-#4 im Ileum von MC Pa-

tienten verglichen mit Gesunden (p = 0,04). Die Proteinexpression variierte je nach 

vorherrschendem Befallsmuster in den MC Biopsien. Die niedrigste ileale GP2-#4 

Expression lag bei einer Ileokolitis vor. Patienten mit Ileitis präsentierten eine hohe 

Expression einer einzigen GP2-#4 Variante, deren Molekulargewicht bei ~75 kDa 

lag. Kolitis Patienten exprimierten zwei verschiedene Proteinvarianten: Neben ei-

nem ebenfalls ~75 kDa großen Protein, zeigte sich eine zweite Variante mit > 250 

kDa (Abbildung 7).  
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Abbildung 7. Erhöhte Expression von GP2-#4 im Ileum von Morbus Crohn Patienten. A) Humane Biopsien 

von Gesunden und Morbus Crohn (MC) Patienten aus dem Ileum wurden durch Western Blot-Analyse auf GP2-

#4 untersucht. B) Western Blot-Analyse von β-Aktin wurde zur Ladungskontrolle genutzt. C) Densitometrische 

Analyse von GP2-#4 im Ileum von MC Patienten verglichen mit Gesunden. Dargestellt: Median und SEM, Mann-

Whitney-U-Test: *p ≤ 0,05. 
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Die Untersuchung der Kolonproben von CED Patienten zeigte eine deutlich erhöhte 

Expression von GP2-#4 im Vergleich zu Gesunden (p = 0,02). Im Kolon zeigte sich 

ausschließlich eine große Proteinvariante mit einem Molekulargewicht von >250 

kDa. Im Gegensatz zum Ileum lag GP2-#4 im Kolon nicht als kleine Proteinvariante 

vor (Abbildung 8).  

 

Abbildung 8. Erhöhte Expression von GP2-#4 im Kolon von Patienten mit chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen. A) Humane Biopsien aus dem Kolon wurden durch Western Blot-Analyse auf GP2-#4 

untersucht. B) Western Blot-Analyse von β-Aktin wurde zur Ladungskontrolle genutzt. C) Densitometrische Ana-

lyse von GP2-#4 im Kolon von Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen verglichen mit Ge-

sunden. Dargestellt: Median und SEM, Mann-Whitney-U-Test: *p ≤ 0,05. 
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Kolon- und Ileumproben von CED Patienten und Gesunden wurden auf die Expres-

sion von GP2-#2 untersucht. Im Ileum und im Kolon lag keine Expression des Pro-

teins vor (Abbildung 9).  

 

Abbildung 9. Keine intestinale Expression von GP2-#2. A) Humane Biopsien von Gesunden und Morbus 

Crohn Patienten aus dem Ileum wurden durch Western Blot-Analyse auf GP2-#2 untersucht. B) Western Blot-

Analyse von β-Aktin wurde zur Ladungskontrolle genutzt. 1 - 6: Gesunde Kontrollen, 7 - 12: Morbus Crohn, nicht 

entzündet, A) anti-GP2-#2-Antikörper, B) anti-β-Aktin-Antikörper. 

 

3.3 Autoantikörper in Morbus Crohn Seren binden hochaffin an 

humanes rekombinantes Glykoprotein 2 in der ELISA-Analyse 

Zur Charakterisierung der Antigen-Antikörper-Reaktion zwischen humanem GP2-

#2 bzw. GP2-#4 und IgG wurden die Seren titriert und mittels ELISA gemessen. Die 

Darstellung der so gemessenen relativen Bindung gegen den Logarithmus der ver-

dünnten humanen Serumproben präsentierte eine für Antikörper-Antigen-Reaktio-

nen typische sigmoidale Kurve (Abbildung 10). MC Seren zeigten eine signifikant 

höhere Bindungsaffinität gegenüber GP2-#2 und GP2-#4. In den Verdünnungen 

1:4, 1:20, 1:100 und 1:500 war p < 0,0001. In der Verdünnung 1:2500 waren keine 

Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar. Zudem konnten hochsignifikant 

anti-GP2-#4-IgG-Autoantikörper im Serum von MC Patienten nachgewiesen wer-

den. In den Verdünnungen 1:20 und 1:500 betrug p < 0,0001, in den Verdünnungen 

1:4 und 1:100 war p < 0,01. Ab einer Verdünnung von 1:2500 waren keine signifi-

kanten Unterschiede nachweisbar. Die Seren von CU Patienten und Gesunden 
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zeigten in den unterschiedlichen Verdünnungsstufen für GP2-#2 und GP2-#4 ein 

nahezu identisches Bindungsverhalten. Es ließen sich keine Veränderung der Bin-

dungsaffinitäten nachweisen. 

 

 

Abbildung 10. IgG-Autoantikörper gegen humanes Glykoprotein 2 in humanen Seren. Die Bindungsaffi-

nitäten von Morbus Crohn (MC) Seren gegenüber hGP2-#2 und -#4 wurden im ELISA untersucht. Dargestellt 

sind die Titrationskurve der untersuchten Seren und die Analyse von (A) anti-GP2-#2-IgG-Bindungsaffinität bzw. 

(B) anti-GP2-#4-IgG-Bindungsaffinität. Die Bindungsaffinitäten von MC Seren wurden verglichen mit den Bin-

dungsaffinitäten Gesunder. Dargestellt: Titration als logarithmische Funktion mit Mittelwert und Standardfehler 

des Mittelwerts, Kruskal-Wallis-Test:  *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001, ****p ≤ 0,0001 

 

3.4 Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen 

haben signifikant hohe Autoantikörperlevel gegen beide Isofor-

men von Glykoprotein 2  

Bisherige Forschungsergebnisse belegen, dass ungefähr ein Drittel aller MC Pati-

enten PAB positiv sind. Bei Gesunden und CU Patienten ist die PAB Serologie ne-

gativ. Zur Vertiefung der aktuellen Forschung wurde im folgenden Versuch eine is-

oformspezifische GP2-Autoantikörper-Analyse durchgeführt. Dafür wurden Seren 

von CED Patienten (MC n = 30, CU n = 9) und Gesunden auf IgA und IgG Antikör-

persubtyp und Autoantigen GP2-#2 und GP2-#4 untersucht. 

IgG-Autoantikörper gegen GP2-#2 wurden bei Gesunden und CED Erkrankten de-

tektiert (Abbildung 11A). CU Patienten (Mittelwert 17,2) verfügten über ein höheres 

Antikörperlevel als Gesunde (Mittelwert 14,90), der Unterschied war nicht 
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signifikant. MC Seren differenzierten sich von Gesunden durch ein signifikant er-

höhtes Autoantikörperlevel (Mittelwert 26,45 vs. 14,9, p = 0,002). Insgesamt zeigten 

47 % (n = 14) der MC Seren anti-GP2-#2-IgG-Autoantikörperlevel über der 95 % 

Perzentile des Medians aller Gesunden (> 23,53). Aus der Gruppe der CU Seren 

lag kein Autoantikörperlevel über diesem Wert. 

IgG-Autoantikörper gegen GP2-#4 lagen bei Gesunden und CED Erkrankten vor 

(Abbildung 11B). Anti-GP2-#4-IgG-Autoantikörper wurden am niedrigsten in der 

Gruppe der CU Patienten gemessen (Mittelwert 7,2). Das Autoantikörperlevel von 

CU Patienten war signifikant niedriger als bei MC Patienten (Mittelwert 7,2 vs. 21,07, 

p < 0,0001) und als bei Gesunden (Mittelwert 7,2 vs. 12,68, p = 0,02). Zwischen der 

Gruppe der MC Patienten und Kontrollen bestand kein signifikanter Unterschied. Es 

zeigten jedoch 47 % (n = 14) der MC Seren Autoantikörperlevel über der 95 % 

Perzentile des Medians aller Gesunden (> 22,89). Die Autoantikörperlevel der CU 

Seren lagen alle unterhalb dieses Wertes.    

 

Abbildung 11. IgG-Autoantikörperlevel gegen humanes Glykoprotein #2 und humanes Glykoprotein #4 

im Serum von Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen. IgG-Autoantikörper gegen re-

kombinantes humanes GP2-#2 (A) und GP2-#4 (B) wurden mittels ELISA im Serum von Gesunden und Pati-

enten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED) gemessen. A) Morbus Crohn (MC) Seren zeigen 

signifikant höhere Autoantikörperlevel gegen GP2-#2 als Gesunde. B) Colitis ulcerosa (CU) Seren zeigen sig-

nifikant niedrigere Autoantikörperlevel gegen GP2-#4 als Gesunde und als MC Seren. Die Seren wurden 1:4 in 

PBS verdünnt und in Relation zur PBS-Kontrollmessung gesetzt. Dargestellt: Median mit 95 % Konfidenzinter-

vall, Kruskal-Wallis-Test: *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ****p≤ 0,0001. Gesunde n = 12, MC n = 30, CU n = 9.  
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Es waren IgA-Autoantikörper gegen GP2-#2 und gegen GP2-#4 bei Gesunden und 

zudem, in signifikant höheren Konzentrationen, bei CED Patienten nachweisbar. 

Die IgA-Autoantikörperlevel gegen GP2-#2 waren bei CED Seren signifikant höher 

als bei Seren von Gesunden. CU Seren differenzierten sich durch signifikant höhere 

anti-GP2-#2-IgA-Autoantikörperlevel von Gesunden (Mittelwert 21,79 vs. 13,76, p = 

0,01). MC Seren zeigten ebenso signifikant erhöhte Autoantikörperlevel im Ver-

gleich mit Seren von Gesunden (Mittelwert 24,64 vs. 13,76, p = 0,0001). Autoanti-

körperlevel über der 95 % Perzentile des Medians aller Gesunden (> 20,99) waren 

bei 60 % der MC Seren (n = 18) und 66 % der CU Seren (n = 6) nachweisbar. 

IgA-Autoantikörperlevel gegen GP2-#4 waren bei CU Seren signifikant höher im 

Vergleich zu Seren von Gesunden (Mittelwert 46,44 vs. 19,30, p = 0,01) und MC 

Seren (Mittelwert 46,44 vs. 22,38, p = 0,0005). Autoantikörperlevel über der 95 % 

Perzentile des Medians aller Gesunden (> 26,83) waren bei 23 % der MC Seren (n 

= 7) und 88 % der CU Seren (n = 8) nachweisbar. 

    

 

Abbildung 12. Erhöhte IgA-Autoantikörperlevel in Seren von Patienten mit chronisch-entzündlichen Dar-

merkrankungen. IgA-Autoantikörper gegen rekombinantes humanes GP2-#2 (A) und humanes GP2-#4 (B) 

wurden mittels ELISA-Analyse detektiert. A) Anti-GP2-#2-IgA-Autoantikörperlevel von Patienten mit Morbus 

Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) sind im Vergleich zu Gesunden (n = 12) signifikant erhöht. B) Anti-GP2-

#4-IgA-Autoantikörperlevel sind in CU Seren signifikant höher als in Seren von MC Patienten und Gesunden (n 

= 8). Die Messergebnisse wurden in Relation zur PBS-Kontrollmessungen gesetzt. Dargestellt: Median mit 95 

% Konfidenzintervall, Kruskal-Wallis-Test: *p ≤ 0,05, ***p ≤0,001, MC n = 30, CU n = 9.  
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Die Autoantikörper in den Seren wurden auf einen Zusammenhang zwischen den 

Bindungen an die zwei Isoformen geprüft.  

Es bestand bei MC Seren ein signifikanter Zusammenhang zwischen der IgG-Auto-

antikörperbindung an GP2-#2 und GP2-#4 (r = 0,44, p = 0,01).  

IgG-Autoantikörperlevel gegen GP2-#2 und GP2-#4 in CU Seren wurden ebenso 

auf einen Zusammenhang geprüft. Es bestand keine Korrelation (r = -0,33, p = 

0,38). Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt. 

IgA-Autoantikörperlevel gegen GP2-#2 und GP2-#4 der MC Seren korrelierten 

ebenfalls miteinander. Das Ergebnis war hochsignifikant (p < 0,0001) und zeigte 

eine starke Effektstärke (r = 0,78). Ein signifikanter Zusammenhang mit starker Ef-

fektstärke wurde zwischen anti-GP2-#2-IgA und anti-GP2-#4-IgA in Seren von CU 

Patienten (n = 9) nachgewiesen (r = 0,87, p < 0,005). Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 14 veranschaulicht. 

 

Abbildung 13. IgG-Autoantikörperlevel gegen GP2-#2 und gegen GP2-#4 korrelieren miteinander. Auto-

antikörperlevel in Seren von Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen wurden mittels ELISA-

Analyse bestimmt und auf eine Korrelation geprüft. A) IgG-Autoantikörperlevel in Morbus Crohn Seren (n = 30) 

korrelieren signifikant miteinander (r = 0,44, p = 0,01). B) IgG-Autoantikörperlevel in Colitis Ulcerosa Seren (n = 

9) korrelieren nicht miteinander (r = -0,33, p = 0,38). Dargestellt: lineare Regression und 95 % Konfidenzintervall, 

Korrelationsanalyse nach Spearman. 
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Abbildung 14. IgA-Autoantikörperlevel gegen GP2 Isoformen korrelieren in Seren von Patienten mit 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen. Anti-GP2-#2-IgA- und anti-GP2-#4-IgA-Autoantikörperlevel 

wurden mittels ELISA-Analyse bestimmt. Autoantikörperlevel in (A) Morbus Crohn Seren (n = 30) und (B) Colitis 

Ulcerosa Seren (n = 9) korrelieren hochsignifikant und stark miteinander (r = 0,78, p < 0,0001 und r = 0,87, p < 

0,005). Dargestellt: lineare Regression und 95 % Konfidenzintervall, Korrelationsanalyse nach Spearman. 

 

3.5 Analyse von Autoantikörperlevel und Phänotypen 

Die bisherigen Erkenntnisse in Bezug auf Autoantikörper und phänotypische Cha-

rakteristika in CED Kollektiven sind widersprüchlich. Zur Überprüfung bisheriger Hy-

pothesen und zur differenzierten Betrachtung möglicher isoformspezifischer Unter-

schiede wurde eine phänotypische Assoziation zu anti-GP2-Autoantikörpern in Se-

ren von MC Patienten geprüft. Fehlende klinische Werte führten zum Ausschluss 

des Falles aus der entsprechenden Analyse. 

Hohe Level von anti-GP2-#2-IgG wurden mit einem Befall von Ileum und Ileokolon 

assoziiert (p = 0,04 und p = 0,01). Die mittels ELISA bestimmten Anti-GP2-#2-IgG-

Level betrugen im Mittel bei Gesunden 14,9, bei CED mit Befall von Ileum 24,6, von 

Kolon 26 und von Ileokolon 27,7. Patienten mit Befall von Ileum zeigten ein mittleres 

anti-GP2-#4-IgG-Autoantikörperlevel von 19,7. Bei Kolonbefall lagen die Autoanti-

körperlevel durchschnittlich bei 17,3. Es zeigte sich kein signifikant erhöhter Wert 

im Vergleich zum durchschnittlichen Wert von 11,6 bei Gesunden. Bei Krankheits-

lokalisation im Ileokolon lag mit 23,4 das höchste anti-GP2-#4-IgG-
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Autoantikörperlevel vor. Die Beobachtung lag unter dem Signifikanzniveau (p = 

0,08). Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 abgebildet. 

 

Abbildung 15. Krankheitsaktivität im Ileum und Ileokolon ist assoziiert mit hohen IgG-Autoantikörperle-

vel gegen GP2-#2. Anti-GP2-#2 und anti-GP2-#4-IgG-Level wurden mittels ELISA gemessen und nach Krank-

heitslokalisation differenziert. A) Anti-GP2-#2-IgG-Level sind signifikant erhöht, wenn Ileum (p = 0,04) oder Ile-

okolon (p = 0,01) betroffen sind. B) Anti-GP2-#4-IgG-Level sind am höchsten bei Befall von Ileokolon, Darge-

stellt; Median und 95 % Konfidenzintervall. Kruskal-Wallis-Test im Vergleich zu Gesunden: *p ≤ 0,05. 

Bei Beteiligung des Ileums und Ileokolons zeigten sich neben hohen IgG-Autoanti-

körperlevel gegen GP2-#2 ebenfalls hochsignifikant erhöhte anti-GP2-#2-IgA-Auto-

antikörperlevel (Abbildung 16). Die durchschnittlichen Autoantikörperlevel betrugen 

im Ileum 25,47, im Kolon 18,47 und im Ileokolon 26,6. Proben von Patienten mit 

Krankheitslokalisation im Ileum (p = 0,0001) oder Ileokolon (p = 0,0003) ließen sich 

anhand der anti-GP2-#2-IgA-Autoantikörper signifikant von Gesunden unterschei-

den. Die Autoantikörperlevel Gesunder lagen durchschnittlich bei 13,77. IgA-Auto-

antikörperlevel gegen GP2-#4 zeigten keine lokalisationsspezifischen Unter-

schiede. 
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Abbildung 16. Hohe Anti-GP2-#2-IgA-Autoantikörperlevel sind assoziiert mit Krankheitslokalisation im 

Ileum und Ileokolon. Anti-GP2-#2- und anti-GP2-#4-IgA-Level wurden mittels ELISA-Analyse gemessen und 

nach Krankheitslokalisation differenziert. A) Anti-GP2-#2-IgA Level sind signifikant erhöht, wenn Ileum (p = 

0,0011) oder Ileokolon (p = 0,0003) betroffen ist. B) Anti-GP2-#4-IgA-Level zeigen keine Assoziation zu einer 

bestimmten Lokalisation. Dargestellt; Median und 95 % Konfidenzintervall. Kruskal-Wallis-Test im Vergleich zu 

Gesunden: **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001. 
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GP2-Autoantikörperlevel wurden aufgegliedert nach Autoantikörperisotyp (IgG, IgA 

oder Ig Gesamt) und Antigenisoform (GP2-#2 oder GP2-#4), um dann eine ge-

schlechtsspezifische Analyse durchzuführen (Abbildung 17). Abbildung 17A zeigt 

die anti-GP2-#2- und anti-GP2-#4-IgG-Autoantikörperlevel der männlichen und der 

weiblichen MC Patienten sowie der männlichen und weiblichen Kontrollgruppe. Au-

ßerdem sind die anti-GP2-IgG-Gesamt-Autoantikörperlevel der weiblichen und 

männlichen MC Patienten und der Kontrollgruppe dargestellt. Es bestand kein MC- 

spezifischer Unterschied zwischen den Geschlechtern. Abbildung 17B stellt die anti-

GP2-#2-, anti-GP2-#4-IgA- und anti-GP2-IgA-Gesamt-Autoantikörperlevel der MC 

Patienten und der Gesunden entsprechend des Geschlechtes dar. Es bestand kein 

MC-spezifischer Unterschied zwischen den Geschlechtern.  
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Abbildung 17. Geschlechterspezifische Autoantikörperlevel. Die Autoantikörperlevel wurden nach Autoan-

tikörperisotyp IgG (A) und IgA (B) sowie Antigenisoform GP2-#2 und GP2-#4 geschlechtsspezifisch nach männ-

lich (m) und weiblich (w) im Vergleich zur Kontrollgruppe untersucht. Es existieren keine Morbus Crohn (MC) 

spezifischen Unterschiede. Dargestellt; Median und 95 % Konfidenzintervall. Kruskal-Wallis-Test im Vergleich 

von MC und Gesunde, männlich zu weiblich. A) MC m: n = 13, MC w: n = 17, Gesund m: n = 6, Gesund w: n = 

6, MC m IgG Gesamt: n = 26, MC w IgG Gesamt: n = 34, Gesund m IgG Gesamt: n = 12, Gesund w IgG Gesamt: 

n = 12, B) MC m: n = 13, MC w: n = 17, Gesund m: -#2 n = 6, Gesund w -#2: n = 6, Gesund m -#4 n =3, Gesund 

w -#4 n = 5, MC m IgA Gesamt: n = 26, MC w IgA Gesamt: n = 34, Gesund m IgA Gesamt: n = 9, Gesund w 

IgA Gesamt: n = 11.   
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Ein hohes anti-GP2-#2-IgG-Autoantikörperlevel korrelierte mit dem Entzündungs-

parameter C-reaktives Protein (CRP) im Blut. Die signifikante Korrelation war nega-

tiv mit starkem Effekt (r = -0,53, p < 0,01).  Ein Zusammenhang zwischen anti-GP2-

#2-IgG-Autoantikörper und den Entzündungsparametern Leukozyten im Blut und 

Calprotectin bestand nicht.  

Das Alter des Patienten bei Blutentnahme und bei Erstdiagnose stand in keinem 

Zusammenhang zum anti-GP2-#2-IgG-Autoantikörperlevel (Abbildung 18). 

Die Merkmale wurden ebenso auf einen Zusammenhang mit den gemessenen anti-

GP2-#4-IgG-Autoantikörperlevel analysiert. Bei keinem der Merkmale bestand ein 

statistisch signifikanter Zusammenhang (Abbildung 19). 
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Abbildung 18. Anti-GP2-#2-IgG-Autoantikörperlevel korrelieren signifikant mit dem CRP-Wert im Patien-

tenserum. Leukozyten im Blut, Calprotectin, Alter bei Blutentnahme und Alter bei Erstdiagnose stehen in kei-

nem nachweisbaren Zusammenhang zur Höhe des Autoantikörperlevels. C) CRP und anti-GP2-#2-IgG-Auto-

antikörperlevel zeigen eine negative Korrelation (r = -0,53, p = 0,008).  Dargestellt: lineare Regression und 95 

% Konfidenzintervall. Korrelationsanalyse nach Spearman. A) n = 30, B) n = 30, C) n = 23, D) n = 16, E) n = 30. 
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Abbildung 19. Anti-GP2-#4-IgG-Autoantikörperlevel stehen in keinem Zusammenhang zu den unter-

suchten Merkmalen. Untersucht wurden Leukozyten im Blut, Calprotectin, Alter bei Blutentnahme, CRP im 

Blut und Alter bei Erstdiagnose Die analysierten Parameter korrelieren nicht miteinander. Dargestellt: lineare 

Regression und 95 % Konfidenzintervall. Korrelationsanalyse nach Spearman. A) n = 30, B) n = 30, C) n = 23, 

D) n = 16, E) n = 30. 
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In der Analyse der IgA-Autoantikörperlevel gegen GP2-#2 (Abbildung 20) bzw. GP2-

#4 (Abbildung 21) und phänotypischen Merkmalen wurden weitere Zusammen-

hänge festgestellt. Eine negative Korrelation bestand zwischen der Anzahl der Leu-

kozyten im Blut und dem IgA-Autoantikörperlevel gegen GP2-#4 (r = -0,37, p = 

0,04). Die Höhe des CRP Blutwertes stand in einem positiven Zusammenhang zum 

anti-GP2-#4-IgA-Autoantikörperlevel (r = 0,40, p = 0,05). Für die anderen Eigen-

schaften konnte keine Korrelation nachgewiesen werden. 
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Abbildung 20. Zusammenhang zwischen Anti-GP2-#2-IgA-Autoantikörperlevel und phänotypischen 

Charakteristika von MC Patienten. Die Parameter Leukozyten im Blut, CRP, Calprotectin, Alter bei Blutent-

nahme und bei Erstdiagnose korrelieren nicht mit der Höhe des Autoantikörperlevels im Serum von Morbus 

Crohn Patienten. Dargestellt: lineare Regression und 95 % Konfidenzintervall. Korrelationsanalyse nach Spe-

arman. A) n = 30, B) n = 30, C) n = 23, D) n = 16, E) n = 30. 



Ergebnisse 

45 
 

 

Abbildung 21. Leukozyten und CRP im Blut korrelieren mit anti-GP2-#4-IgA-Autoantikörperlevel. Die Pa-

rameter Calprotectin, Alter bei Blutentnahme und bei Erstdiagnose korrelieren nicht mit der Höhe des Autoanti-

körperlevels. C) CRP im Blut korreliert positiv mit anti-GP2-#4-IgA (r = 0,40, p = 0,05). E) Die Anzahl der Leu-

kozyten und anti-GP2-#4-IgA zeigen eine negative Korrelation (r = -0,37, p = 0,04). Dargestellt: lineare Regres-

sion und 95 % Konfidenzintervall. Korrelationsanalyse nach Spearman. A) n = 30, B) n = 30, C) n = 23, D) n = 

16, E) n = 30. 
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Die MC Patienten (n = 30) wurden mit Medikamenten aus der Gruppe der Gluko-

kortikoide (Prednisolon), Immunsuppressiva (Azathioprin) und Biologika (TNF-α-

Blocker) behandelt. Unter Prednisolontherapie (n = 4) lagen die Autoantikörperlevel 

durchschnittlich niedriger als bei nicht therapierten Patienten (Mittelwert 22,2 vs. 

23,9). Patienten die Azathioprin erhielten (n = 5) hatten höhere Autoantikörperlevel 

als nicht therapierte Patienten (Mittelwert 27,6 vs. 22,6). Wenn TNF-α-Blocker in der 

Medikation vorlagen (n = 28), war das Autoantikörperlevel höher als bei nicht thera-

pierten Patienten (Mittelwert 24,07 vs. 17,6). IgA-Autoantikörperlevel gegen GP2-

#2 zeigten bei MC Patienten, die das Immunsuppressivum Azathioprin erhielten, 

signifikant höhere Werte als bei nicht therapierten Patienten (p = 0,02). Zwischen 

den pharmakologisch therapierten und nicht therapierten MC Erkrankten gab es an-

sonsten keine signifikanten Unterschiede in der Höhe der IgG- oder IgA-Autoanti-

körperlevel gegen GP2-#2 und GP2-#4 (Abbildung 22).  

  

Abbildung 22. Korrelation der medikamentösen Therapie und dem Autoantikörperlevel im Serum von 

MC Patienten. A) Therapie mit dem Glukokortikoid Prednisolon (n = 4) und korreliert nicht mit dem 
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Autoantikörperlevel, B) Therapie mit dem Immunsuppressivum Azathioprin (n = 5) korreliert signifikant mit dem 

anti-GP2-#2-IgA-Autoantikörperlevel (p = 0,02). C) Therapie mit dem Biologika TNF-α-Blocker (n = 28) korreliert 

nicht mit dem Autoantikörperlevel. Dargestellt: Mittelwert und 95 % Konfidenzintervall, Mann-Whitney-Test im 

Vergleich Therapierte und Nicht-Therapierte: *p ≤ 0,05. 

 

3.6 Der Einfluss von Morbus Crohn Seren auf GP2 exprimierende 

Zellen 

Immunglobuline können über den klassischen Weg der Komplementkaskade eine 

Zelllyse bewirken. Nachdem im vorherigen Versuch isoformspezifische anti-GP2 

Autoantikörper in Seren von CED Patienten nachgewiesen wurden, sollte im Folge-

versuch eine immunologische Relevanz dieser untersucht werden. Um dafür in vitro 

die komplementabhängige Zytotoxizität (CDC) von Patientenseren an humanen 

GP2-#2 und GP2-#4 exprimierenden Zelllinien zu überprüfen, wurde ein MTS-Test 

durchgeführt. Dafür wurden mit GP2-#2 und GP2-#4 transfizierte Zellen sowie Zel-

len mit Kontrollvektoren (mock) mit den jeweiligen Seren inkubiert. Es wurde an-

schließend der Einfluss der Seren auf GP2 exprimierenden Zellen mit dem Einfluss 

auf mock-Zellen verglichen. Abbildung 23A zeigt, dass Seren von anti-GP2-#2-po-

sitiven MC Patienten zu keinem signifikanten Einfluss auf die Viabilität GP2-#2 ex-

primierender Zellen im Vergleich zu den mock-Zellen führte (Mittelwert 102 vs. 99). 

Der Einfluss der MC Kontrollgruppe zeigte einen signifikanten Effekt auf transfizierte 

Zellen (Mittelwert 110 vs. 94, p = 0,02). Gesunde Kontrollen zeigten keinen Effekt 

(Mittelwerte 100 vs. 100).  Abbildung 23B zeigt, dass die Inkubation mit anti-GP2-

#4-positiven MC Seren zu keinem signifikanten Einfluss auf die transfizierten Zellen 

führte (Mittelwert 102 vs. 85).  MC Kontrollseren und Gesunde Kontrollen zeigten 

ebenso keinen signifikanten Unterschied zwischen GP2-#4 exprimierenden und 

nicht-exprimierenden Zellen. (Mittelwert 110 vs. 98 und 100 vs. 100).  
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Abbildung 23. Einfluss von Morbus Crohn Seren auf die Zellviabilität von GP2 exprimierenden Zellen. 

Der Einfluss von A) anti-GP2-#2 bzw. B) anti-GP2-#4 positiven Morbus Crohn Seren auf GP2 exprimierende 

Zellen wurde mit nicht-exprimierende Zellen (mock) verglichen.Die Zellviabilität wurde im MTS-Assay gemes-

sen. Dargestellt: Median und 95 % Konfidenzintervall. Kruskal-Wallis-Test, *p < 0,05. A) MC anti-GP2-#2 + n = 

12, MC anti-GP2-#2 – n = 3, Gesunde n = 3, B) MC anti-GP2-#4 + n = 13, MC anti-GP2-#4 – n = 3, Gesunde n 

= 3. 

Abschließend wurde ein Zusammenhang der Ergebnisse mit dem zur Zeit der Se-

rumsabnahme vorherrschenden Befallsmustern überprüft. Die untersuchten Seren 

wurden dafür anhand der klinischen Entzündungslokalisation aufgegliedert. Die 

Zellviabilität von GP2-#2 exprimierenden Zellen (schwarz) wurde am stärksten de-

zimiert, wenn das Entzündungsgeschehen im Ileum lokalisiert war (n = 3, Mittelwert 

95). Seren von Patienten mit Kolitis (n = 2, Mittelwert 117) und Ileokolitits (n = 3, 

Mittelwert 99) zeigten einen geringeren Effekt. Die Zellviabilität von GP2-#4 expri-

mierenden Zellen (hellgrau) wurde am stärksten dezimiert, wenn das Entzündungs-

geschehen im Ileum lokalisiert war (n = 4, Mittelwert 75). Seren von Patienten mit 

Kolitis (n = 5, Mittelwert 88) und Ileokolitits (n = 4, Mittelwert 92) zeigten auch hier 

einen geringeren Effekt. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 24 veranschaulicht und 

erreichten keine statistische Signifikanz. 
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Abbildung 24. Seren von Patienten führen zu keinen zytotoxischen Effekten gegenüber GP2-#2 oder 

GP2-#4 exprimierenden Zellen. Durch ein MTS-Assay wurden der Einfluss von anti-GP2 positiven Morbus 

Crohn (MC) Seren auf GP2 transfizierte Zellen untersucht. Die Ergebnisse wurden nach dem klinisch vorherr-

schenden Befallsmuster aufgegliedert. Zellen exprimierten GP2-#2 (schwarz) oder GP2-#4 (grau). Anzahl der 

MC Seren und Mittelwerte der Zellviabilität für GP2-#2 bzw. GP2-#4 bei Befall von Ileum (n = 3 und 95 bzw. n 

= 4 und 75) Kolon (n = 2 und 117 bzw. n = 5 und 88) und Ileokolon (n = 7 und 99 bzw. n = 4 und 92). Anzahl 

Gesunde und Mittelwerte der Zellviabilität für GP2-#2 und GP2-#4 (jeweils n = 3 und 99).  Dargestellt: Median 

und 95 % Konfidenzintervall, Kruskal-Wallis-Test p > 0.05. 
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4 Diskussion  

Autoantikörper gegen Glykoprotein 2 stehen in Verdacht an der Pathophysiologie 

von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen beteiligt zu sein. In der vorliegen-

den Arbeit wurden die Isoformen des Autoantigens Glykoprotein 2-#2 und -#4 in 

ihrer Expression im humanen Gewebe untersucht. Anschließend wurden gegen 

GP2 gerichtete Autoantikörper in humanen Seren nach Antikörperisotyp (IgG oder 

IgA) und Spezifität gegenüber den Proteinisoformen (GP2-#2 und GP2-#4) analy-

siert. Die Ergebnisse wurden im Kontext des klinischen Phänotyps beurteilt. Ab-

schließend wurde die Auswirkung von CED Seren auf GP2-exprimierende Zellen 

untersucht. 

 

4.1 Überexpression von GP2-#4 bei chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen  

Im ersten Schritt dieser Arbeit wurde das Expressionsmuster der GP2 Isoformen #2 

und #4 im Ileum und Kolon anhand von endoskopisch gewonnenen Biopsien ana-

lysiert. Die Ergebnisse des Western Blots zeigten, dass GP2-#2 weder im intestina-

len Gewebe von Gesunden noch von Erkrankten exprimiert wird. Im Gegensatz 

dazu konnte GP2-#4 im Ileum und Kolon nachgewiesen werden. Dies führt zu dem 

Schluss, dass es kein ubiquitäres Vorkommen beider GP2 Isoformen gibt und aus-

schließlich GP2-#4 intestinal exprimiert wird.  

Hase et al. zeigten, dass GP2 auf ileumspezifischen M-Zellen exprimiert wird (Hase 

et al., 2009). Der erbrachte Nachweis von großen Mengen GP2-#4 im Ileum lässt 

sich demzufolge auf die dichte Besiedlung des Ileums mit M-Zellen zurückführen. 

Ferner wurde GP2-#4 im Kolongewebe nachgewiesen. Bekannterweise existieren 

keine M-Zellen im Kolon, sodass GP2-#4 auf einer weiteren, kolonspezifischen Zelle 

exprimiert werden müsste. Weiterführende Forschungen unserer Arbeitsgruppe 

zeigten, dass GP2-#4 im Kolon hauptsächlich auf L-Zellen exprimiert wird (Derer et 

al., 2020).  

Die präsentierten Ergebnisse werfen die Frage auf, welche Faktoren zur Überex-

pression von GP2-#4 im Gewebe CED Erkrankter führen. Aktuelle in vitro Untersu-

chungen unserer Arbeitsgruppe belegen, dass die GP2-#4 Expression durch zwei 

Faktoren stimuliert wird: Tumornekrose-Faktor-α (TNF-α) und das bakterielle 
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Adhäsin FimH. Die kolorektale Tumorzelllinie Difi zeigt eine endogene Expression 

von GP2-#2 und GP2-#4 mRNA Transkripten auf. In vitro führte die Stimulation die-

ser Zelllinie mit TNF-α zu einer signifikant erhöhten Expression von GP2-#4 (Derer 

et al., 2020). Intestinal induziert TNF-α Receptor Activator of NF-κB Ligand (RANKL) 

die Differenzierung von M-Zellen (Wood et al., 2016).  Reimund et al. belegten 1996 

eine übermäßige Produktion des Zytokins TNF-α bei MC Patienten (Reimund et al., 

1996). Zusammenfassend wird die intestinale Überexpression von GP2-#4 möglich-

erweise TNF-α abhängig induziert oder unterhalten.  

GP2 weist eine Homologie zu Uromodulin auf (Hoops & Rindler, 1991). Mayrer et 

al. wiesen nach, dass die intravenöse Applikation von Uromodulin im Mausmodell 

eine zellulären Immunantwort gegenüber Uromodulin provoziert und in einer tubo-

lointerstitiellen Nephritis mündet (Mayrer et al., 1982). Im Tiermodell unserer Ar-

beitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Immunisierung von Mäusen mit hu-

manem GP2 zu einer ausgesprochenen Immunreaktion führt (Derer et al., 2020). 

GP2 provoziert, wie das strukturverwandte Protein Uromodulin, eine immunologi-

sche Reaktion, respektive könnte zwischen der nachgewiesene Überexpression 

von GP2-#4 und dem Auftreten von Autoantikörpern eine Kausalität bestehen. 

Interessanterweise wurden im Ileum von CED Patienten inäquale GP2-#4 Protein-

varianten detektiert, während in intestinalen Biopsien von Gesunden ausschließlich 

eine kleine Proteinform nachgewiesen wurde. Dies wirft die Frage auf, ob sich die 

verschiedenen Proteinvarianten in ihrer Funktionalität unterscheiden. Analog zu 

dem bereits gut erforschten Protein Uromodulin besitzt GP2 eine ZP-Domäne. Die 

ZP-Domäne dieser Proteinfamilie reguliert die Polymerisation der Protein (Jovine et 

al., 2002). Es ist bekannt, dass GP2 als lösliche Form aggregiert (Rindler & Hoops, 

1990). Durch die Ausbildung einer Matrix wird das Epithel vor einer Invasion mit 

FimH+ Bakterien geschützt (Schaeffer et al., 2009; Yu & Lowe, 2009). Das Moleku-

largewicht von GP2 in den Western Blots humaner Biopsien unterscheidet sich von 

den kalkulierten Proteinmassen und den unter denaturierenden Bedingungen in der 

SDS-PAGE detektieren Proteinbanden. Der Nachweis von Proteinen mit großem 

Molekulargewicht kann mit der Bildung von extrazellulären Polymeren und der um-

fangreichen Glykosylierung erklärt werden. Die detektierten Varianten von GP2-#4 

im Ileum von ~75 kDa und >250 kDa entsprechen vermutlich Monomeren und Po-

lymeren. Darüber hinaus könnte dies bedeuten, dass bei CED Patienten Proteine 

funktioneller Varianz vorliegen. Die Abwesenheit großer Proteinaggregate könnte 
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ein Hinweis darauf sein, dass GP2 im Ileum dieser Patienten FimH+ Bakterien nicht 

adäquat eliminieren kann. Coady et al. zeigten, dass das strukturverwandte Protein 

Uromodulin mit FimH+ Bakterien Aggregate bildet und so Harnwegsinfekte verhin-

dert (Coady et al., 2018). Interessant in dem Zusammenhang ist, dass ausschließ-

lich GP2-#4 FimH+ positive Bakterien zu binden scheint. Jüngst belegte unsere Ar-

beitsgruppe mittels ELISA, dass eine konzentrationsabhängige Bindung von FimH+ 

Bakterien an GP2-#4 besteht. Im Kontrast dazu zeigte sich keine Bindung zwischen 

GP2-#2 und FimH+ Bakterien (Derer et al., 2020). 

Derzeit herrscht Konsens über die Relevanz einer immunologischen Dysfunktion 

als anteilige Ursache an CED (Herold, 2018; Murphy & Weaver, 2018). Die darge-

stellte intestinal Expression und CED-spezifische Überexpression von GP2-#4 

könnte, im Kontext der aktuellen Forschung, für eine pathophysiologische Relevanz 

von GP2-#4 sprechen.  

 

4.2 Autoantikörper im Serum von chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankten binden an ein gemeinsames Epitop beider Iso-

formen 

Seit Langem wird eine autoimmunologische Komponente in der Ätiopathogenese 

von CED diskutiert (Baumgart et al., 2007; Herold, 2018; Murphy & Weaver, 2018). 

PAB wurden erstmalig 1987 als hochspezifische MC Marker beschrieben und sind 

seither in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerückt (Stöcker et al., 

1987). Roggenbuck et al. identifizierten GP2 als eine Zielstruktur von PAB 

(Roggenbuck et al., 2009). Im nächsten Schritt dieser Arbeit wurden daher die Se-

ren von Gesunden und CED Patienten auf GP2-#2 und GP2-#4 spezifische Auto-

antikörper untersucht. Dafür wurden die Bindungsfähigkeiten von Autoantikörpern 

in humanen Seren an rekombinantes GP2-#2 und GP2-#4 mittels ELISA getestet.  

In der vorliegenden Arbeit wurden GP2-Autoantikörper bei allen CED Patienten und 

bei Gesunden detektiert. MC Patienten zeigten signifikant erhöhte IgG-Autoantikör-

perlevel gegen GP2-#2. CU Patienten und Gesunden zeigten erhöhte IgG-Autoan-

tikörperlevel insbesondere gegen GP2-#2 gemessen wurden. Michaels et al. bezif-

ferten die Prävalenz von anti-GP2-IgG mit Werten zwischen sieben und 44 % 

(Michaels, 2017). In der vorliegenden Arbeit wurden bei 47 % der MC Seren deutlich 

erhöhte anti-GP2-IgG Autoantikörperlevel gemessen.  
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Aus der Gruppe der CED Seren zeigten 60 % der MC Seren und 66 % der CU Seren 

stark erhöhte anti-GP2-#2-IgA-Level.  Deutlich erhöhte anti-GP2-#4-IgA-Level wur-

den bei 23 % der MC Seren und 88 % der CU Seren detektiert. Bisher wurden Prä-

valenzen von anti-GP2-IgA bei CED zwischen null und 37 % beschrieben (Bonneau 

et al., 2015; Michaels, 2017). Im Vergleich zu anderen Arbeiten zeigt diese Arbeit 

eine deutlich erhöhte Autoantikörperprävalenz bei CED Erkrankten und bei Gesun-

den. 

Eine wichtige Beobachtung dieser Arbeit ist, dass eine Korrelation von IgG- bzw. 

IgA-Autoantikörperlevel gegen GP2-#2 und GP2-#4 im Serum von MC Patienten 

besteht. Zudem existierte ein Zusammenhang zwischen anti-GP2-#2- 

IgA-Autoantikörperlevel und anti-GP2-#4-IgA-Autoantikörperlevel in CU Seren. Au-

toantikörper in den Seren von Gesunden zeigten im Gegensatz dazu keinen Zu-

sammenhang zwischen der Bindung an GP2-#2 und GP2-#4. Eine denkbare Erklä-

rung dieser Beobachtung ist, dass CED-spezifische Autoantikörper die GP2-Isofor-

men im gleichen Maße binden können, während Gesunde lediglich eine Isoform, 

vorrangig GP2-#2, binden. Möglicherweise binden Autoantikörper von CED Patien-

ten das Antigen an einem gemeinsamen Epitop beider Isoformen, während Autoan-

tikörper von Gesunden isoformspezifisch GP2-#2 binden. Nach Analyse der GP2-

Proteinstruktur unserer Arbeitsgruppe wurde die Hypothese aufgestellt, dass CED-

spezifische-Autoantikörper die endständigen 39 Aminosäuren der spezifischen Do-

mäne und die Zona pellucida-Domäne binden, während die Autoantikörper im Se-

rum von Gesunden die spezifische Domäne von GP2-#2 binden (Derer et al., 2020). 

Mittels ELISA wurden außerdem Hinweise generiert, dass MC-spezifischen Auto-

antikörper zwei diverse Bindungsverhalten zeigen: eine weitaus häufigere Variante 

scheint ein gemeinsames Epitop von GP2-#2 und GP2-#4 zu binden und die zweite 

Variante mit einem isoformspezifischen Bindungsverhalten seltener ist (Derer et al., 

2020).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Autoantikörper sowohl bei Gesunden als 

auch bei CED Patienten auftreten. Pathophysiologisch bedeutsam könnte sein, 

dass CED-spezifische Autoantikörper ein anderes Bindungsverhalten zeigen als die 

Autoantikörper, die in Seren von Gesunden detektiert wurden. Folgender Zusam-

menhang wäre möglich; Eine durch TNF-α übermäßig induzierte Expression von 

GP2-#4 (vgl. 4.1) triggert die Entwicklung von Autoantikörpern. CED-spezifische 

Autoantikörper binden GP2-#4 und behindern so die Adhäsion von FimH+ Bakterien 
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(Derer et al., 2020).  Die ineffiziente Elimination  von Pathogenen mündet in einer 

übermäßigen Besiedlung des Darmes mit E. coli Bakterien (Palmela et al., 2018). 

Diese immunologische Dysfunktion könnte dann das mikrobiologische Ungleichge-

wicht im Darm von CED Patienten aggravieren. 

 

4.3 Phänotypen Analyse  

Über die Beziehung zwischen Autoantikörpern und Phänotypen herrscht Unklarheit. 

Die Fragestellung ist jedoch von erheblicher klinischer Relevanz, da eine serologi-

sche GP2-Autoantikörper-Untersuchung die klinische Befunderhebung und Ver-

laufskontrolle erleichtern könnte. Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse sol-

len im Folgenden mit bereits publizierten Arbeiten verglichen und eingeordnet wer-

den.  

In dieser Arbeit wurden anti-GP2-#2-IgG-Autoantikörperlevel und anti-GP2-#2-IgA-

Autoantikörperlevel mit einer ilealen und ileokolischen Entzündungslokalisation as-

soziiert. Ein Zusammenhang von anti-GP2-IgG-Autoantikörpern und Entzündung im 

Ileum und Ileokolon wurde auch von Pavlidis et al. beschrieben. Anti-GP2-IgA wurde 

nicht untersucht (Pavlidis et al., 2012). Im selben Jahr postulierten Bogdanos et al. 

eine Assoziation zwischen anti-GP2-IgG und anti-GP2-IgA mit  ileokolischem Befall 

(Bogdanos et al., 2012). Eine negative Assoziation zwischen kolischer Lokalisation 

und anti-GP2-Status wurde von Bogdanos et al., Pavlidis et al. und Papp et al. be-

schrieben. In dieser Arbeit zeichnete sich eine Tendenz zu niedrigen anti-GP2-#4-

Level bei Kolitis ab, signifikant konnten die Ergebnisse aber nicht bestätigt werden. 

Von selbigen Autoren wurde ein negativer Zusammenhang zwischen anti-GP2-Sta-

tus und dem Patientenalter bei Erstdiagnose beschrieben. Diese Beobachtungen 

wurden nicht bestätigt. 

CRP wird in den aktuellen Leitlinien als Marker für die klinische Entzündungsaktivität 

empfohlen (Herold, 2018; Kucharzik et al., 2019; J. Preiß et al., 2014). Tatsächlich 

korrelierte Anti-GP2-#4-IgA mit diesem Entzündungsmarker. Zwischen anti-GP2-

#2-IgG und CRP im Serum der Patienten und zwischen anti-GP2-#4-IgA und Leu-

kozyten bestand eine negative Korrelation. Ein stimmiger Zusammenhang zwischen 

Entzündungswerten und Autoantikörperstatus war nicht erkennbar. 

Das anti-GP2-#2-IgA-Autoantikörperlevel war bei Patienten höher, die Azathioprin 

einnahmen. Michaels assoziierte eine immunsuppressive Therapie mit positivem 
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anti-GP2-IgG-Status. Die Ergebnisse sind nur eingeschränkt vergleichbar, da ne-

ben Azathioprin außerdem die Einnahme von Tacrolimus, Cyclophosphamid, 6-

Mercaptopurin und Methotrexat miteinbezogen wurde (Michaels, 2017). In anderen 

Arbeiten wurde der Zusammenhang mit einer immunsuppressiven Therapie entwe-

der nicht untersucht (Op De Beéck et al., 2012; Papp et al., 2015) oder nicht bestä-

tigt (Pavlidis et al., 2012).  

 

4.4 Seren von Morbus Crohn Patienten zeigen keinen Einfluss 

auf GP2 exprimierende Zellen 

Trotz intensiver Forschung ist zurzeit noch unklar, ob anti-GP2-Autoantikörper ein 

Epiphänomen darstellen oder ob sie im direkten Zusammenhang zur immunologi-

schen Dysfunktion und zum Barriereschaden im Darm von CED Erkrankten stehen. 

Im abschließenden Schritt der vorliegenden Arbeit wurde überprüft, ob Patienten-

seren zur CDC führen. Antigen-Antikörper-Komplexe können im Zuge dessen über 

den klassischen Aktivierungsweg das Komplementsystem aktivieren. Das Komple-

mentsystem kann wiederum Effektorzellen des angeborenen und erworbenen Im-

munsystems aktivieren und deren Zusammenspiel initiieren. Verschiedene Mecha-

nismen resultieren in einer Zellzerstörung und einem Entzündungsgeschehen 

(Derer et al., 2014; Murphy & Weaver, 2018). Denkbar wäre außerdem, dass anti-

GP2-markierte Zielzellen über eine antikörperabhängige zellvermittelte Toxizität 

zerstört werden. Lymphozyten könnten die Fc -Domäne von Immunglobulinen er-

kennen und als Effektorzellen den Zelltod initiieren (Murphy & Weaver, 2018). 

In dieser Arbeit beeinträchtigten autoantikörperpositive Seren die Viabilität von GP2 

exprimierenden Zellen nicht. Aufgrund der geringen Fallzahl der MC Kontrollgruppe 

wird die statistische Aussagekraft des als signifikant gemessene Ergebnis als gering 

eingeschätzt. MC Seren in denen zuvor hohe Autoantikörperlevel detektiert wurden 

verringern die Viabilität von GP2-#4 exprimierenden Zellen stärker als von GP2-#2 

exprimierenden Zellen, dieses Ergebnis zeigte aber keine statistische Signifikanz. 

Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass gegen GP2 immunisierte Mäuse nach einer In-

fektion mit Salmonella Typhimurium im Vergleich zu nicht immunisierten Mäusen 

einen exazerbierten Entzündungsverlauf im Zökum und außerdem eine vermehrte 

Bakterienlast in der Leber, dem Ileum und der Milz aufwiesen (Derer et al., 2020). 

Das proinflammatorische Geschehen im Darm von CED Patienten wird 
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möglicherweise durch GP2-#4-Autoantikörper initiiert oder aufrechterhalten wird. 

Eine CDC wurde in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen. Denkbare andere 

Mechanismen sind die intestinale Adhäsion und Infiltration von darmpathogenen 

Enterobakterien (in vivo nachgewiesen), als Folge einer ineffizienten Elimination 

von FimH+ Bakterien. 

 

4.5 Ausblick und Limitationen  

Die Limitation der vorliegenden Arbeit ergibt sich aus der kleinen Fallzahl. Allge-

meingültige Aussagen bezüglich Antikörpermuster und Phänotypen-Assoziation 

sollten nach Analysen von größerer Kollektiven getroffen werden und sind lohnende 

Ansatzpunkte für weitere Studien. Es bleibt zu klären, ob ein Autoantikörper-Scree-

ning in Zukunft die Diagnostik von CED unterstützen kann und, ob isoformspezifi-

sche Autoantikörper-Bestimmungen eine klinische Vorhersage erlauben können.  

In dieser Arbeit wurden isolierte Untersuchen durchgeführt und es konnten erste 

Hinweise auf eine zelltoxische Wirkung generiert werden. Aufgrund der Komplexität 

und des Zusammenspiels vieler Komponenten einer Autoimmunreaktion sollten 

weitere Untersuchungen im Kontext des funktionellen Gesamtorganismus ange-

schlossen werden. Interessante weitere Erkenntnisse konnten bereits anhand eines 

Mausmodells unserer Arbeitsgruppe erlangt werden. 

Eine spannende Forschungsfrage mit erheblicher klinischer Relevanz ist, ob eine 

Elimination der Autoantikörper aus den Seren von CED Patienten zur Verbesserung 

der Symptome führen könnte. Die Erforschung dieser Thematik könnte neue thera-

peutische Möglichkeiten in der Behandlung von CED aufzeigen.
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5 Zusammenfassung 

Grundlagen Die Genese von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED) 

ist unklar. Zwei Isoformen des Glykoproteins 2 (GP2-#2 und GP2-#4) provozieren 

bei CED eine Immunantwort. In der Arbeit sollte die Expression dieser Isoformen 

untersucht werden, sowie gegen GP2 gerichtete Autoantikörper (Aak) in Seren von 

CED Patienten und Gesunden funktionell analysiert werden.  

Methodik Mittels Western Blot wurde die intestinale Expression von GP2 in huma-

nen Biopsien untersucht. Anti-GP2-Aak wurden mittels ELISA in Serumproben von 

39 CED Patienten (30 Morbus Crohn, 9 Colitis ulcerosa) gemessen und die Zusam-

menhänge zu Phänotypen ausgewertet. Eine komplementabhängige Zytotoxizität 

(CDC) der Seren auf GP2-exprimierende Zellen wurde im MTS-Assay bestimmt. 

Ergebnisse Intestinal wurde lediglich GP2-#4 exprimiert. In ilealen und kolischen 

CED-Biopsien wurde GP2-#4 überexprimiert (p = 0,04 und p = 0,02). Aak lagen bei 

Gesunden und CED Patienten vor. Morbus Crohn (MC) Patienten differenzierten 

sich von Gesunden durch signifikant erhöhte anti-GP2-#2-IgG- und anti-GP2-#2-

IgA-Level (p = 0,002 und p = 0,0001) und von Colitis ulcerosa (CU) Patienten durch 

höhere anti-GP2-#4-IgG-Level (p < 0,0001). CU Patienten zeigten im Vergleich zu 

Gesunden erhöhte anti-GP2-#2- und anti-GP2-#4-IgA-Level (p = 0,01) und zu MC 

Patienten erhöhte anti-GP2-#4-IgA-Level (p = 0,0005). IgG- und IgA-Aak in MC Se-

ren banden gleichermaßen GP2-#2 und -#4 (r = 0,44, p = 0,01 und r = 0,78, p < 

0,0001), ebenso IgA-Aak in CU Seren (r = 0,87, p < 0,005). Es bestand ein Zusam-

menhang zwischen anti-GP2-Autoantikörperlevel und Phänotypen. Ileale und ileo-

kolische Krankheitslokalisationen wurden mit anti-GP2-#2-IgG- (p = 0,04 und p = 

0,01) und anti-GP2-#2-IgA-Autoantikörpern (p = 0,001 und p = 0,0003) assoziiert. 

MC Seren führten in vitro zu keiner CDC gegenüber GP2-exprimierenden Zellen. 

Diskussion GP2-#4 bindet intestinal FimH+ Bakterien und wird im Gewebe von 

CED Patienten überexprimiert. Dies könnte die Bildung von Aak induzieren und so 

eine Bakterienelimination inhibieren. Aak, die ein gemeinsames Epitop von GP2-#2 

und GP2-#4 binden, scheinen CED-spezifisch zu sein, wohingegen Aak mit GP2-

#2 spezifischer Bindung bei Gesunden auftreten. Ob die Elimination von gegen 

GP2-#4 gerichteten Aak künftig eine therapeutische Strategie in der Behandlung 

von Patienten mit CED werden könnte, sollte in zukünftigen Studien untersucht wer-

den. 
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6 Materialliste 

6.1 Instrumente 

Instrument Typ Firma (Hauptsitz) 

8-Kanal-Pipette  Eppendorf (Hamburg, 
DEU) 

Autoklave VX-75 Systec (Linden, DEU) 

Zell-Inkubator Heracell Vios 160i CO2 

Inkubator 
Thermo Fisher Scientific 
Life Technologies GmbH 
(Carlsbad, CA, USA) 

Zentrifuge Heraeus Multifuge X3 
FR 

Thermo Fisher Scientific 
Life Technologies GmbH 
(Carlsbad, CA, USA) 

ChemiDocTM XRS+ BioRad (Hercules, CA, 
USA) 

Sicherheitswerkbank Class II Typ A/B3 Nuaire (Plymouth, MN, 
USA) 

Elektrophorese Kammer CriterionTM Cell BioRad (Hercules, CA, 
USA) 

Elektrophorese Power Sup-
ply 

PowerPacTM Basic BioRad (Hercules, CA, 
USA) 

Elektrophorese Power Sup-
ply 

3000Xi BioRad (Hercules, CA, 
USA) 

Kühler (-20°C)  Liebheer (Bulle FR, 
CHE) 

Kühler (-80°C) MDF-U4086S Sanyo Elektronic Co 
(Osaka, Japan) 

Heizblock  Boekel Scientific 
(Feasterville, PA, USA) 

Horizontale Elektrophorese 
Kammer 

 VWR (Radnor, PA, USA) 

Eismaschine R44A Typ 09 Manitowoc Ice, Inc (Ma-
nitowoc, WI, USA) 

Inkubator INCU-Line VWR (Radnor, PA, USA) 

Inverses Mikroskop Primovert Carl Zeiss AG (Oberko-
chen, BW, DEU) 

Laborwaage Ern PFB Seca (Hamburg, HH, 
DEU) 

Magnetrührer Basic Serie Thermo Fisher Scientific 
Life Technologies GmbH 
(Carlsbad, CA, USA) 

Mikrowelle  Bosch (Stuttgart, BW, 
DEU) 

Wasseraufbereitungssys-
tem 

BarnsteadTM GenPureTM 
Pro UV-TOV/UF 

Thermo Fisher Scientific 
Life Technologies GmbH 
(Carlsbad, CA, USA) 

MultipipetteR M4 Eppendorf (Hamburg, 
HH, DEU) 
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Instrument Typ Firma (Hauptsitz) 

Neubauer Zählkammer  LO-Laboroptik (Lancing, 
GBR) 

pH Meter pH 3110 WTW (Weilheim, BY, 
DEU) 

Pipetten  Eppendorf (Hamburg, 
HH, DEU) 

Pipettor  VWR (Radnor, PA, USA) 

Gekühlte Zentrifuge 2K15 Sigma Laborzentrifugen 
GmbH (Osterode am 
Harz, NI, DEU) 

Kühlschrank  Liebher (Bulle FR, CHE) 

Semidry blotting System Trans-blot SD Semi-dry 
Transfer Cell 

BioRad (Hercules, CA, 
USA) 

Schüttler Mini Rocker Rocking 
Plattform 

BioRad (Hercules, CA, 
USA) 

Tischorbitalschüttler MaxQ™ 4000 Thermo Fisher Scientific 
Life Technologies GmbH 
(Carlsbad, CA, USA) 

Spektralphotometer NanoDropTM 

2000/2000c 
Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, MA, USA) 

Spektralmikroplatten-Leser SpectraMaxR iD3 Molecular Devices (San 
José, CA, USA) 

Tischzentrifuge MiniStar VWR (Radnor, PA, USA) 

Ultraschallbad Sonorex RK 102 Tran-
sistor 

Bandelin (Berlin, BE, 
DEU) 

Vortexer MS Minishaker Werner Hassa GmbH 
(Lübeck, SH, DEU) 

Wasserbad  Köttermann (Uetze, NI, 
DEU) 

Laminiergerät  Severin (Sundern, NRW, 
DEU) 
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6.2 Gebrauchsmaterialien 

Material Firma (Hauptsitz) 

18-well 4-12% Gradient Gel BioRad (Hercules, CA, USA) 

96-well Maxisorp ® Mikrotiterplatte, fla-
cher Boden 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
MA, USA) 

Blotting Filter Papier BioRad (Hercules, CA, USA) 

Combitips® (2,5 ml; 5 ml) Eppendorf (Hamburg, HH, DEU) 

Filterpipettenspitzen (10 µl; 100 µl; 1000 
µl)  

Sarstedt (Nümbrecht, NRW, DEU) 

Glasware DWK Life Science (Wertheim, BW, 
DEU) 

Immun-Blot® PVDF Membran Millipore (Burlington, MA, USA) 

Parafilm M Carl Roth (Karlsruhe, BW, DEU) 

Sterile Pipette (5 ml; 10 ml; 25 ml) Sarstedt (Nümbrecht, NRW, DEU) 

Pipettenspitzen (10 µl; 100 µl; 1000 µl) Sarstedt (Nümbrecht, NRW, DEU) 

Reagiergefäße (15 ml; 50 ml) Sarstedt (Nümbrecht, NRW, DEU) 

Sterile Puderfreie Untersuchungshand-
schuhe  

Ansell Healthcare GmbH (München, 
BY, DEU) 

Sterile TC-Platte-96-well  Sarstedt AG & Co. Kg (Nümbrecht, 
NRW, DEU) 

T75 Zellkulturflaschen Sarstedt AG & Co. Kg (Nümbrecht, 
NRW, DEU) 

 

6.3 Reagenzien 

Reagenz Firma (Hauptsitz)  

3,3', 5,5; -tetramethylbenzidine (TMB) 
Single Solution 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
MA, USA) 

6x Loading dye Thermo Fisher Scientific Life Technolo-
gies GmbH (Carlsbad, CA, USA) 

Accutase® Geyer Th. GmbH & Co KG (Hamburg, 
HH, DEU) 

Agarose Biozym Scientific GmbH (Hessisch 
Oldendorf, NI, DEU) 

Penicillin/Streptomycin Geyer Th. GmbH & Co KG (Hamburg, 
HH, DEU) 

Bacto Agar Fisher Scientific GmbH, (Schwerte, 
NRW, DEU) 
Katalog-Nr.: 10455513 

Fetales Kälberserum (FCS) Thermo Fisher Scientific Life Technolo-
gies GmbH (Carlsbad, CA, USA) 

Bovine Serum Albumin (BSA) Geyer Th. GmbH & Co. KG (Hamburg, 
HH, DEU) 

Bromphenolblau Natrium Salz Merck (Darmstadt, HE, DEU) 

Coomassie brilliant blue G250 Serva (Heidelberg, BW, DEU) 

Dulbecco’s phosphate buffered saline 
(dPBS) 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

Ethanol Carl Roth (Karlsruhe, BW, DEU) 



Materialliste 

61 
 

Reagenz Firma (Hauptsitz)  

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich ((St. Louis, MO, USA) 

Methanol Carl Roth (Karlsruhe, BW, DEU) 

Magermilchpulver AppliChem (Darmstadt, HE, DEU) 

Phosphatase-Inhibitor II Geyer Th. GmbH & Co. KG (Hamburg, 
HH, DEU) 

Phosphatase-Inhibitor III Geyer Th. GmbH & Co. KG (Hamburg, 
HH, DEU) 

Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

Rekombinantes humanes GP2-#2 
(590 µg/ml) 

LifeSpan BioScience (Seattle, WA, 
USA) 
 
 

Rekombinantes humanes GP2-#4  
(150 µg/ml) 

OriGene Technologies Inc (Rockville, 
MD, USA) 
Katalog-Nr.: TP307512 

Roti®Quant Carl Roth (Karlsruhe, BW, DEU) 

Sodium Chloride (NaCl) AppliChem (Darmstadt, HE, DEU) 

Sodium dodecyl sulfat (SDS) AppliChem (Darmstadt, HE, DEU) 

Tris Acetat AppliChem (Darmstadt, HE, DEU) 

Trypan Blau Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

Tween 20 Geyer Th. GmbH & Co. KG (Hamburg, 
HH, DEU) 

β-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

DMEM Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
MA, USA) 
Katalog-Nr.: 41965-039, Gibco 

Triton-X100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Katalog-Nr.: T-9284 

pCMV6-Entry-GP2 V2 AmsBio LLC (Abingdon, OX, GB) 
Katalog-Nr.:RC216763 

pCMV6-Entry-GP2 V4 AmsBio LLC (Abingdon, OX, GB) 
Katalog-Nr.:RC207512 

Automatische Pipette Accurpette VWR (Radnor, PA, USA) 

Chemiluminescent Immobilon Western 
HRP Substrat   

Merck Millipore (Burlington, MA, USA) 

Zelllinie HEK-293 ATCC (Manassas, VA, USA) 
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6.4 Antikörper 

Antikörper Firma (Hauptsitz) 

Anti-human GP2  Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),  
Katalog-Nr.: HPA015739 

Anti-human GP2 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Katalog-Nr: HPA016668 

Anti-human IgA HRP (0,5 mg/ml) Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 
USA) 
Katalog-Nr.: PA1-74395 

Anti-human IgG HRP (1 mg/ml) Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 
USA) 
Katalog-Nr.: 62-8420 

Anti-human β-Aktin Cell Signaling Technology (Danvers, 
MA, USA)  
Katalog-Nr.: 4967 

 

6.5 Puffer und Medien  

Chemikalien Zusammensetzung 

Blotting Puffer, 1x 50ml 10x Blotting Puffer 
350ml destilliertes Wasser 
100ml Methanol (20%) 

Blotting Puffer, 10x 0,25 M Tris 
1,92 M Glycerin 

Coomassie brilliant blue Puffer 1g Coomassie brilliant blue G250 
50% Methanol 
10% Eisessig 
40% destilliertes Wasser 

TBS 10x  Lübeck 
200mM Tris, 
1,4M NaCl 
pH=7,6 

Elphopuffer 5x Lübeck, 
125 mM Tris 
960 mM Glycerin  
0,5% w/v SDS 
pH=8,4 

TAE Puffer 1x 1:50 Lösung von 50x TAE Buffer 

TAE Puffer 50x 1M Tris 
0,5 M EDTA 
5,7% Eisessig 
Destilliertes Wasser 
pH = 8  

Denaturating lysis buffer (DLB) 10 mM Tris 
1% SDS 
pH = 7,4 
1:100 Protease inhibitor cocktail  
1:50 Phosphatase Inhibitor II & III 
Destilliertes Wasser 
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Chemikalien Zusammensetzung 

Elektrophorese Puffer 1x 1:5 Lösung von 5x Elektrophorese Puf-
fer 

Elektrophorese Puffer 5x 125 mM Tris 
960 mM Glycerin 
0,5 % SDS 
Destilliertes Wasser 
pH = 8,4 

ELISA Blocking Puffer  1 % BSA 
1x dPBS 

ELISA Reagent Diluent 0,1 % BSA 
0,05 % Tween 20  
1x dPBS 

TBS 10x  200 mM Tris 
1,4 M NaCl 
pH = 7,6 

TBS 1x 100 ml von 10x TBS 
900 ml destilliertes Wasser  
1 ml Tween 20 (0,1%) 

SDS Puffer 5x 1563 µl 1M Tris, pH = 6,8 
2500 µl Glycerin 
500 µl β-Mercaptoethanol 
0,5 g SDS 
437 µl destilliertes Wasser  
Bromphenolblau Natrium Salz  

ELISA Waschpuffer 0,05 % Tween 20 
1x dPBS 

ELISA Blocking Puffer 1 % w/v BSA 
1x dPBS 

Reagent Diluent 0,1 % w/v BSA 
0,05 % v/v Tween 20 
1x dPBS 

Stripping Puffer 4 ml 10 % SDS 
1,25 ml 1 M Tris, pH = 6,8 
100 µl β-Mercaptoethanol 
14,64 ml destilliertes Wasser 
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