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Resumé

Molekylzergenetiske studier har vist, at mutationer i genet nucleo-
tide oligomerisation domain 2/caspase activating recruitment do-
main 15 (NOD2/CARD15) er koblet til Crohns sygdom, men ikke
til colitis ulcerosa. Selv om allelfrekvenserne for de tre vigtigste
punktmutationer single nucleotide polymorphism (SNP)8, SNP12
og SNP13 er forholdsvis lave (5-11%), forekommer en af disse
hos op til en tredjedel af patienterne. Patienter med en muteret
allel har 2-4 gange forgget risiko for at fa Crohns sygdom, mens
homozygote eller dobbelt heterozygote baerere af mutationerne har
20-40 gange forgget risiko. Mutationer ses hyppigst hos patienter
med tidlig sygdomsdebut og stenoserende tyndtarmssygdom. Den
bedst karakteriserede NOD2/CARD15-mutation (L1007fsinsC =
SNP13) formodes at bidrage til Crohns sygdom ved at nedsztte
epitelets evne til at eliminere bakterier fra tarmslimhinden. Gene-
rel screening af patienter med Crohns sygdom eller disses parg-
rende er ikke berettiget p& nuveerende tidspunkt.

Crohns sygdom og colitis ulcerosa er kroniske inflammatori-
ske tarmsygdomme, som formodes at opstd som felge af en
vedvarende aktivering af det lokale T-lymfocyt-respons ud-
lost af tarmens normale flora [1, 2] eller af en endnu ikke iden-
tificeret mikroorganisme [3]. Den nejagtige mekanisme er
ukendt, men involverer formentlig en defekt i den eller de sig-
nalveje, der regulerer samspillet mellem tarmfloraen og det lo-
kale immunapparat [1]. Det er i dag veldokumenteret, at gene-
tiske faktorer ogsa er af betydning for udvikling af inflamma-
torisk tarmsygdom [1]. Klarest er det vist i tvillingestudier,
hvor sygdomskonkordansen blandt monozygote tvillinger
med Crohns sygdom er ca. 50%, mens den ved colitis ulcerosa
er vaesentlig lavere (ca. 19%) [4]. Specielt ved Crohns sygdom
har man derfor sogt intenst efter gener, som er koblet til syg-
dommen, og en rakke nyere molekylergenetiske studier har
bidraget med afgerende viden herom. I denne artikel gen-
nemgar vi den funktionelle og kliniske betydning af de vigtig-
ste mutationer i #ucleotide oligomerisation domain 2/ caspase acti-
vating recruitment domain 15 (NOD2/CARD15) ved Crohns
sygdom.

Crohns sygdom er koblet til IBD1-omradet

pé kromosom 16

11996 lykkedes det to uatheengige forskergrupper at koble et
omrade p4 kromosom 16 (IBD1) til Crohns sygdom, mens
koblingen ikke var associeret til colitis ulcerosa [5, 6]. I det ene
studie udferte man en koblingsanalyse med polymorfe mikro-

satellitmarkerer pa hele det humane genom blandt 25 britiske
og franske familier med forekomst af Crohns sygdom [5].
Dette resulterede i, at omrader pa sivel kromosom 1 som kro-
mosom 16 kunne kobles til Crohns sygdom. Undersogelse af
yderligere 53 familier bekreftede koblingen af IBD1-genet til
omradet pi kromosom 16 (marker D165409), men diskvalifi-
cerede omradet pd kromosom 1. I det andet studie sogte man
at bekrzfte disse fund ved en detaljeret koblingsanalyse med
17 mikrosatellitmarkerer i IBD1-omradet [6]. I studiet indgik
48 amerikanske familier med forekomst af Crohns sygdom, 16
familier med colitis ulcerosa og 19 familier, hvor begge syg-
domme forekom. Undersogelsen bekreftede, at IBD1-omra-
det p4 kromosom 16 (omkring marker D165409 og D165411)
var koblet til Crohns sygdom.

Mutationer i NOD2/CARD15 er koblet til Crohns sygdom
Undersogelser af IBD1-omradet, som indeholder flere kandi-
datgener, der er involveret i det normale immunrespons, forte
til, at flere mutationer i NOD2/CARD15-genet blev identifice-
ret og koblet til Crohns sygdom. De to forste studier blev pub-
liceret samtidig i Nature af uathzngige forskergrupper, som i
ovrigt havde anvendt helt forskellige metoder til at identifi-
cere de sygdomsfremkaldende mutationer [7, 8].
NOD2/CARD15 er nzrt beslegtet med NOD1, og begge
kan aktivere nuklearfaktor (NF)-KB efter stimulation med
bakterielt lipopolysakkarid (LPS) in vitro [9]. NF-KB er en
central transkriptionsfaktor, der efter binding til DNA, aktive-
rer immun- og epitelcellers produktion af en bred vifte af
proinflammatoriske cytokiner [10]. Endvidere er NOD-pro-
teinerne homologe til en rekke plantegener, der er involveret
i sygdomsresistens (R-proteiner) [11]. Derfor vurderede den
amerikanske forskergruppe fra starten, at NOD2/CARD15-
genet var en sandsynlig kandidat, og man udvalgte derfor 12
patienter med Crohns sygdom og DNA-sekventerede hele
genet [7]. Hos tre af patienterne, men ingen af kontrolperso-

— De tre vigtigste sygdomsfremkaldende mutationer i
NOD2/CARD15-genet ved Crohns sygdom (R702W,
G908R og L1007fsinsC) forekommer hos ca. en tredje-
del af patienterne. Mutationerne resulterer formentlig i,
at tarmslimhindens naturlige evne til at eliminere bak-
terier sveaekkes.

— Patienter med en mutation har 2-4 gange forgget risiko
for at f& Crohns sygdom, mens patienter med mere end
en mutation har 20-40 gange forgget risiko.

— Mutationerne er ikke koblet til colitis ulcerosa.
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nerne, identificerede man en punktmutation (single nucleotide
polymorphism (SNP)13, L1007fsinsC), der afstedkommer, at
NOD2/CARD15-proteinet dannes i en forkortet form. Sup-
plerende undersogelser ved Crohns sygdom viste, at muta-
tionen signifikant hyppigere blev nedarvet fra forzldre, der
var heterozygote barere, end forventet (preferential transmis-
sion), mens dette ikke var tilfeldet ved colitis ulcerosa. Des-
uden var allel-frekvensen af mutationen i dette studie over det
dobbelte hos Crohn-patienter (8,2%) end hos colitis ulcerosa-
patienter (3,0%) og kontrolpersoner (4,0%).

I det samtidige europaiske studie angreb man problemet
systematisk ved at indsnzevre det tidligere identificerede
IBD1-omride vha. en koblingsanalyse af 77 familier, hvor
27 mikrosatellitmarkerer blev placeret for hver 1 cM i IBD1-
omradet [8]. Denne analyse begrensede omradet til ca. to
megabaser. For at nzerme sig det sygdomskoblede gen yder-
ligere inddrog man 235 familier med Crohns sygdom og ud-
forte SNP-genotypning af 11 markerer, som 13 i omradet.
Derved fandtes tre SNP-markerer (SNP 8, SNP 12 og SNP 13)
(Tabel 1), som alle var koblet til Crohns sygdom, men ikke
til colitis ulcerosa, og som alle 13 i NOD2/CARD15-genet.
Fundet af disse tre noglemutationer har affedt yderligere
undersogelser for at klarlegge det fulde spektrum af muta-
tioner i domznet. I en stor europzisk mutationsscreening af
453 patienter med Crohns sygdom, 159 med colitis ulcerosa
og 103 raske kontrolpersoner fandt man 30 mutationer,
der var koblet til Crohns sygdom [12]. De fleste afficerede
patienter havde dog en af de tre kendte NOD2/CARD15-
mutationer (81%).

Den relative risiko for udvikling af Crohns sygdom

er op til 40 gange starre hos beerere af
NOD2/CARD15-mutationerne

Antallet af patienter med Crohns sygdom, der barer en eller
flere af de tre hyppigste sygdomsfremkaldende mutationer i
NOD2/CARD15, er ganske hojt. I en undersogelse fandt man,
at 36% af Crohn-patienter (n = 688) var baerere af mindst en
mutation, mens det tilsvarende tal for kontrolgruppen (n =
250) var 14% [13]. Yderligere fandt man, at ingen i kontrol-
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Forkortelser

NOD2/CARD15: nucleotide oligomerisation domain 2/
caspase activating recruitment domain 15

LRR: leucine-rich repeat domane

NF-«xB: nuklearfaktor B

TLR: Toll-lignende receptor

NBD: nukleotidbindende domaene

LPS: lipopolysakkarid

SNP: single nucleotide polymorphism

gruppen var homozygote eller dobbelt (compound) heterozy-
gote baerere, mens 8% af Crohn-patienterne faldt i disse grup-
per. I et andet studie, der desuden inkluderede mindre hyp-
pigt forekommende mutationer, var ca. 50% af Crohn-
patienterne bzrere, mens kun 20% af kontrolgruppen havde
mutationer i NOD2/CARD15. Kun patienter med Crohns
sygdom havde mere end en mutation (17%) [12]. Den relative
risiko for at fi Crohns sygdom er 20-40 gange hojere hos ho-
mozygote og dobbelt heterozygote barere af de sygdoms-
fremkaldende mutationer end hos patienter uden mutationer,
mens heterozygote barere kun har 2-4 gange hejere risiko
(beregnet ud fra genoptyning af 2.478 patienter og 1.321 pa-
tienter) [7, 8, 13, 17, 19]. Dette tyder pa et autosomalt recessivt
arvemonster med nedsat penetrans, hvilket passer med tidli-
gere studier af Crohns sygdom [20].

Allel-frekvensen af de tre vigtigste sygdomsfremkaldende
mutationer ligger omkring 5-11% hos Crohn-patienter, mens
frekvensen for kontrolgruppen og colitis ulcerosa-patienter
ligger omkring 1-4% (Tabel 1). Der er ingen forskel pa allel-fre-
kvensen hos patienter med sporadisk og familizert forekom-
mende morbus Crohn [14].

Funktionel betydning af NOD2/CARD15-mutationer og
patogenesen ved Crohns sygdom
NOD2/CARD15-proteinet findes intracelluleert, primeert i
perifere monocytter, hvor det er involveret i det innate (med-

Tabel 1. Hyppigheden af de tre mest udbredte syg-
domsfremkaldende mutationer ved Crohns sygdom.

Allel-frekvens®

Crohns

sygdom  kontrol
SNP/mutation? (dbSNP) % % Molekyleer betydning
SNP8/R702W(ss2978536) 11,2 4,2 Aminosyresubstitution N-terminalt for LRR1
SNP12/G908R(ss2978537) 4.7 1,1 Aminosyresubstitution i LRR6
SNP13/L1007fsinsC(ss2978539) 10,7 2,3 Trunkering af proteinet i LRR10

a) Nomenklatur efter Lesage et al [12].

b) Gennemsnit af fire europaeiske og to nordamerikanske undersggelser [8, 12-16]. Allel-frekvensen for
L1007fsinsC inkluderer yderligere to europaeiske undersggelser [17, 18].

SNP: Single nucleotide polymorphism. dbSNP: U.S. National center for biotechnology information SNP da-

tabase ID. LRR: Leucine-rich repeat.
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fodte) immunrespons imod bakterielt LPS [21] via NF-KB ak-

tivering (Figur 1). Sammen med NOD1, som har samme funk-

tion, men som er udtrykt i langt flere veev [9], og den besleg-
tede Toll-lignende receptor (TLR) 4, som primzrt er udtrykt
i tarmepitel [22], udger disse proteiner et primert overvag-
ningssystem. Proteinerne indeholder siledes en LPS-receptor,
som bestar af adskillige lexcine-rich repeat (LRR)-domzner,
der bestemmer deres specificitet over for LPS. NOD-protein-
erne indeholder desuden et nukleotidbindende domzaene
(NBD) og to CARD-domzner, der er afgorende for aktive-
ringen af NF-KB (Figur 2). De tre hyppigste, sygdomsfrem-
kaldende NOD2/CARD15-mutationer forarsager enten en
@ndring af NOD2/CARD15-proteinets LPS-receptor (LRR-
domanet, SNP8 og SNP12) eller for tidlig afslutning af pro-
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Produktion af pro-inflammatoriske cytokiner

LPS: Lipopolysakkarid. TLR: Toll-lignende receptor.
NOD2/CARD15: nucleotide oligomerisation domain 2/caspase
activating recruitment domain 15.

NF-kB: nuklearfaktor kB.

LRR: leucine-rich repeat.

Figur 1. TLR-4, NOD-1 og NOD2/CARD15 aktiverer NF-kB ved genkendelse af
LPS, som er en naturlig bestanddel af gramnegative bakteriers overflade. Aktive-
ret NF-xB bevaeger sig ind i cellekernen og aktiverer transkription af en lang
reekke pro-inflammatoriske cytokiner. Mutation af LPS-receptor domeaenet (LRR) i
NOD2/CARD15 forarsager nedsat aktivering af NF-xB.

R702W G908R L1007fsinsC
SNP8 SNP12 SNP13
NOD2/CARD15: nucleotide oligomerisation domain 2/caspase activating recruitment
domain 15.
LRR: /eucine-rich repeat.

Figur 2. Nucleotide oligomerisation domain 2/caspase activating recruitment do-
main 15 (NOD2/CARD15)-proteinet bestar af to caspase activating recruitment-
domeener efterfulgt af et nukleotidbindende domaene og ti leucine-rich repeat
(LRR)-domeener. Proteinet er 1.040 aminosyrer langt. De tre hyppigste sygdoms-
fremkaldende mutationer er angivet pa figuren.
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teinsyntesen (trunkering, SNP13) og derved en halvering af
LPS-receptoren. Funktionelle transfektionsstudier af protei-
nerne har vist, at alle tre mutationer forer til et markant nedsat
LPS-respons malt ved NF-kB-aktivering [7, 15]. Da langt den
overvejende del af de mutationer, der er koblet til Crohns syg-
dom, findes i omridet omkring LPS-receptoren (93%), mens
sygdomskoblede mutationer i CARD-domanerne og NBD er
yderst sjeldne [12], tyder det p4, at det er genkendelsen af LPS
og ikke signaleringen til NF-KB, der har betydning for udvik-
ling af Crohns sygdom ved denne type gendefekter. Andre
varianter af NOD2/CARD1S5 har vist sig at ege immunsyste-
mets folsomhed over for LPS, og det var derfor overraskende,
at in vitro-forsegene med de muterede former af NOD2/
CARD15 ved Crohns sygdom havde pracis den modsatte ef-
fekt. En mulig forklaring er, at det innate immunrespons ikke
bliver aktiveret tidligt eller effektivt nok, og at der derved
kommer et kompensatorisk kraftigere respons fra det adap-
tive (T-celle medierede) immunforsvar, hvilket netop ses ved
Crohns sygdom [2]. En anden hypotese er, at mutationer i
LPS-receptoren @ndrer specificiteten af NOD2/CARD15-pro-
teinet, sa det reagerer kraftigere imod LPS fra bakterier, der
normalt ikke udleser et immunrespons [7, 15].

Helt nye undersogelser har imidlertid vist, at NOD2/
CARD15 ogsa er direkte involveret i colonepitelets hind-
tering af luminale antigener, herunder bakterier. To grupper
har pavist NOD2/CARD15-genekspression i sivel transfor-
merede som primare colonepitelceller. Desuden er NOD2/
CARD15 opreguleret ved inflammatorisk tarmsygdom og
kan yderligere stimuleres med det proinflammatoriske cyto-
kin, tumornekrotiserende faktor (TNF)-a [23-25]. Humane
Caco-2-tarmepitelcellelinjer, som er transfekteret med det
normale NOD2/ CARD15-protein, er i stand til at begrense
vaeksten af internaliserede S. #yphimurinm-bakterier, mens cel-
ler transfekteret med det muterede protein ikke har denne
egenskab. Selv om disse funktionelle studier er udfert i artifi-
cielle cellemodeller viser de tydeligt, at NOD2/CARD15-pro-
teinerne har en lokal antibakteriel virkning, som forsvinder,
hvis tarmepitelet kun udtrykker muteret protein. Endvidere
bekrafter disse studier, at colonepitelceller hos mennesker
formentlig spiller en langt storre rolle i reguleringen af tar-
mens immunrespons end hidtil antaget [26-30]. Det er siledes
narliggende at antage, men endnu ikke vist, at en lignende
defekt elimination af bakterier fra tarmslimhinden kan vere
en helt central mekanisme i udviklingen af Crohns sygdom
[31]. Denne antagelse styrkes af, at der senest er beskrevet
kraftig ekspression af NOD2/CARD15 i de sakaldte Paneth-
celler, der er involveret i tarmens immunrespons og iszr fin-
des i den terminale ileum, hvilket jo er predilektionsstedet
for Crohns sygdom [32].

Genotype-feenotype-analyse af NOD2/CARD15
ved Crohns sygdom

Crohns sygdom er modsat colitis ulcerosa karakteriseret ved
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et bredt spektrum af kliniske sygdomsbilleder. Saledes kan
sygdommen vzre lokaliseret overalt i mave-tarm-kanalen, og
nogle patienter har alene tyndtarmsaffektion, mens andre har
ren colonsygdom og andre igen bade colon- og tyndtarmsaf-
fektion. Ud over variation i sygdomslokalisationen klassifice-
res Crohns sygdom i dag ogsd pa basis af kliniske faenotyper.
Et eksempel er den sikaldt Vienna Classification, hvor patien-
terne bl.a. klassificeres i henhold til, om sygdommen overve-
jende udviser et fibrostenoserende forleb (f.eks. recidiverende
tyndtarmsstenoser), eller om den tilhorer den sikaldte perfo-
rerende variant, der er karakteriseret ved udvikling af fistler
[30]. I tre storre studier har man derfor undersegt, om der er
en sammenhang mellem de vigtigste NOD2/CARD15-muta-
tioner og den kliniske faenotype. Selv om disse studier har vist
varierende resultater, er de gennemgaende fund, at NOD2/
CARDI15-mutationer er associeret til den fibrostenoserende
variant af sygdommen, specielt i tyndtarmen, og at patien-
terne debuterer tidligere end andre [13, 33]. Det er ogsa vist, at
mutationerne ikke er associeret til forekomst af ekstraintesti-
nale sygdomsmanifestationer [12].

Senest har man i to store studier vist, at NOD2/CARD15-
genotypen ikke har betydning for den kliniske responsrate
ved infliximabbehandling. Infliximab (Remicade) er et anti-
TNF-0-antistof, som i flere kontrollerede undersegelser og i
klinisk praksis har vist sig at vere en effektiv behandling af
udvalgte patienter med Crohns sygdom [34, 35]. Den klare
kobling mellem NOD2/CARD15-mutationer og Crohns syg-
dom har ogsa foranlediget en reekke studier mhp. at under-
soge, om disse ogsa er associeret til andre kroniske inflam-
matoriske sygdomme. Imidlertid er der ikke beskrevet
sammenhzng mellem NOD2/CARD15-mutationer og
reumatoid artrit [36], ankyloserende spondylit [37] eller
psoriasis [38].

Konklusion

NOD2/CARD15-mutationer er sikkert associeret med Crohns
sygdom, specielt tyndtarmsaffektion, hvor de formodes at re-
sultere i en manglende evne til at eliminere luminale bakterier
fra epitelet. Disse mutationer er forholdsvis sjeldne, og da de
precise funktionelle konsekvenser endnu ikke er fuldt klar-
lagt, er det aktuelt ikke berettiget generelt at undersoge
Crohn-patienter eller deres parerende herfor. Derimod anbe-
fales det, at metoder til NOD2/CARD15-genotypning af pa-
tienter med Crohns sygdom etableres til videnskabelige for-
mal pd specialafdelinger for patienter med inflammatorisk
tarmsygdom.

Metode

Litteraturen anvendt til denne oversigtsartikel er sagt i U.S.
National center for biotechnology information PubMed data-
base med kombinationer af ordene: NOD2, CARD15, IBD,
Crohn’s disease, ulcerative colitis, TLR og anvendelse af Boolesk
algebraiske sogetermer. Referencerne er fortrinsvis fra origi-
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nale artikler i anerkendte internationale tidsskrifter, dog er
der medtaget enkelte oversigtsartikler.
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Afdeling for Cellebiologi

P-type-pumper er en familie af fem adskilte grupper (P-type
ATPase-database: http://biobase.dk/~axe/Patbase.html), der
omfatter Na,K-ATPase, gastrisk H,K-ATPase, Ca-ATPase i
sarkoplasmatisk og endoplasmatisk reticulum, plasmamem-
bran Ca-ATPase, og plasmamembran H-ATPase i svampe og
hejere planter. Desuden er der grupper af tungmetalpumper
og fosfolipid-pumper. Forskningsfeltet har undergaet funda-
mentale endringer siden Jens Chr. Skou i 1957 [1] beskrev en
ATPase fra krabbenerver, der var aktiveret af Na- og K-ioner.
Over de sidste 30 ar har konferencer om Na,K-pumpen samlet
forskere inden for feltet for at praesentere nye data og disku-
tere den seneste udvikling. Den »10th International Confer-
ence on Na,K-ATPase and Related Cation Pumps« blev af-
holdt i Helsinger, 8.-13. august, 2002 med 247 aktive deltagere.
Iseer i de seneste to ar har vi veret vidner til en hurtig ud-
vikling med publikation af den forste krystalstruktur af en
P-type kationpumpe, Ca-ATPase fra sarkoplasmisk reticulum

ved 2,6 A resolution i en E;Ca-konformation [2]. For at forsta
mekanismen bag den aktive kationtransport af enhver P-type-
pumpe ma vi vide, hvorledes proteinstrukturen zndres i de
forskellige trin af den katalytiske cyklus. Et hojdepunkt pa
modet var praesentationen af en ny struktur ved 3,1 A resolu-
tion af Ca-ATPase i en E;-konformation, med bundet Mg og
inhibitoren thapsigargin [3]. En sammenligning af struktu-
rerne i Ei- og E;-konformationerne giver en unik indsigt i
mekanismen bag den aktive transport af Ca. Disse strukturer
har ogsa en enestiende verdi for forstdelse af struktur og
funktion for alle P-type-pumper, og de gor det lettere at plan-
leegge forsog pa at teste detaljer i mekanismerne bag de aktive
transportprocesser. Ved konferencen blev den molekyleere
struktur og funktion af Na,K-ATPase, H,K-ATPases, H-ATPase
og Ca-ATPase sammenlignet i flere symposier, og specielle
sessioner blev afviklet for at diskutere tungmetalpumper og
protonpumper i planter. Uanset at strukturerne ved hoj reso-
lution af Ca-ATPase har stor betydning for forstaelsen af
struktur og mekanisme for alle kationpumper, kan de ikke
fore til en komplet losning af pumpemekanismen for Na,K-
ATPase og den gastriske og nongastriske H,K-ATPase, hvor
der i tilleg er B-subunits eller regulatoriske subunits (FXYD-
proteiner) som diskuteret nedenfor. Generelt kan vi nu se
sammenhznge i struktur og funktion for alle P-type-kation-
pumper som et faelles problem, hvor vi seger efter generelle
principper for overforsel af energi fra ATP-spaltning til bevz-
gelse af kationer, selv om der er unikke strukturelle, funktio-
nelle og regulatoriske traek ved hver enkelt gruppe af pumper.



