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1. Einleitung

1.1. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Die chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) sind durch
lebenslange, rezidivierende Entziindungen des Magendarmtraktes
gekennzeichnet. Zwischen Remission, in der keine Krankheitsaktivitat
herrscht, kommt es rezidivierend, in nicht vorhersagbaren Abstanden, zu
akuten Schiben. Zu den CED zahlt man den Morbus Crohn (MC) und die

Colitis Ulcerosa (CU) (Beglinger, 2009).

1.1.1. Historische Entwicklung

Den Namen erhielt die Erkrankung nach dem Gastroenterologen B. B. Crohn
des Mount Sinai Hospitals in New York. Er publizierte seinen Artikel ,regional
enteritis® 1932 zusammen mit Ginzburg und Oppenheimer, in dem sie die
klassischen Charakteristika des MC erklarten und ihn als pathologische und
klinische Entitat darstellten (Crohn, Ginzburg & Oppenheimer, 1932).

Die erste klinische Beschreibung der Colitis Ulcerosa erfolgte durch Samuel
Wilk in London 1859, der uber eine Frau berichtete, die nach anhaltenden
Durchféllen und Fieber verstarb. Ihre Autopsie beschrieb die pathologischen

Merkmale einer CU (Wilk, 1859).
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Die histopathologische Unterscheidung zwischen MC und CU haben
Lockhart-Mummery und Morson 1960 aufgezeigt (Lockhart-Mummery &

Morson, 1960).

1.1.2. Epidemiologie

Die Inzidenz der CU wird fur Europa mit 8.7 bis 11.8 Fallen auf 100.000
Einwohner pro Jahr angegeben, die des MC entspricht 3.9 bis 7.0 Falle auf
100.000 Einwohner. Die Pravalenz der CU betragt fur Deutschland 24,8 Falle
auf 100.000 Einwohner, die des MC 54,6 Erkrankte auf 100.000 Bewohner.
Beide Erkrankungen treten erstmals hauptséachlich zwischen dem 15. und 30.
Lebensjahr auf (Loftus, 2004; Ott et al.,, 2008; Shivananda et al., 1996).
Auffallig ist, dass es weltweite und lokale, regionale Unterschiede in der
H&aufigkeit des Auftretens der CED gibt. In Europa, England, Skandinavien
und Nordamerika sind die héchsten Patientenzahlen erfasst, wobei in diesen
Landern ein Nord-Sud-Gefélle herrscht. In Stadten findet sich eine hohere
Pravalenz als auf dem Land (Loftus, 2004). Es wird angenommen, dass
Einflussfaktoren wie der Lebensstandard, die Ernahrung, klimatische und
genetische Unterschiede eine Rolle spielen (Karlinger et al., 2000). In den
Entwicklungslandern zeigen sich deutlich niedrigere Erkrankungszahlen, die
aber in den letzten Jahren eine Zunahme verzeichneten. In diesen Zahlen
spiegelt sich wahrscheinlich eine Verbesserung der Gesundheitssysteme

wider (Lakatos & Lakatos, 2007; Loftus, 2004).
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AulBer den geographischen Unterschieden treten auch ethnische
Unterschiede auf. In der jidischen Bevdlkerung wird eine erhdhte Inzidenz
beobachtet. Dagegen zeigt sich in der hispanischen und schwarzen
Bevolkerung eine erniedrigte Inzidenz im Vergleich zu weil3en
Bevolkerungsgruppen (Bonen & Cho, 2003; Calkins et al., 1984; Roth et al.,
1989) Diese Faktoren sprechen zusammen mit einem gehauften familiaren
Auftreten fir eine genetische Komponente in der Pathogenese von CED.

Des Weiteren kann ein zeitlicher Verlauf beobachtet werden. Die Inzidenz
der CED stieg nach dem zweiten Weltkrieg kontinuierlich bis in die 80er
Jahre hinein an und stabilisierte sich in den 90er Jahren (Thomas et al.,

1995; Yapp et al., 2000; Russel & Stockbrugger, 2001).

1.1.3. Atiologie und Pathogenese

Die eindeutige Atiologie und Pathogenese der CED ist bis heute ungeklart.
Es wird von einem multifaktoriellen Modell ausgegangen, in dem genetische
Préadisposition, Umwelteinflisse und Mikroorganismen der Darmflora eine
Rolle spielen. Diese Faktoren flhren zu einer Uberschiel3enden, inadaquaten
Immunreaktion der Zellen in der Lamina propria der Darmmukosa (Russel &

Stockbrugger, 2001; Podolsky, 2002).
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1.1.3.1. Genetik

Seit langem wird ein gehauftes Auftreten von CED in bestimmten
Bevolkerungsgruppen, in  Familien und zusammen mit Syndromen,
beispielsweise dem Ulrich-Turner-Syndrom, beobachtet. Dies flihrte zu der
Annahme, dass eine genetische Komponente in der Atiologie der CED
vorliegen muss (Podolsky, 2002).

In Studien wurde nachgewiesen, dass das relative Risiko fur einen
Verwandten ersten Grades eines Erkrankten mit CU, ebenfalls an einer CU
zu erkranken 9.5 betragt. Fir einen Verwandten ersten Grades eines
Betroffenen mit MC ist das relative Risiko, im Vergleich zur
Normalbevélkerung 10.3. Jeder zehnte Betroffene mit einer CED hat eine
positive Familienanamnese. Ebenso zeigte sich in Zwillingsstudien eine
Konkordanz fir monozygote Zwillinge von 58% und fir dizygote Zwillinge
von 3,9% fur den MC. Bei der CU liegt nur eine Konkordanz von 6,3% fur
monozygote Zwillinge vor (Binder & Orholm, 1996). Dies spricht fir zwei
unterschiedliche genetische Hintergrinde der Erkrankungen und fir eine
starkere Auspragung des genetischen Faktors in der Atiologie des MC. Dass
die Konkordanz fur monozygote Zwillinge nicht bei 100% liegt, legt nahe,
dass sich der Genotyp nicht immer manifestiert, sondern von
Umwelteinflissen getriggert wird (Bonen & Cho, 2003).

Es gibt mehrere Genregionen, die mit dem Auftreten von CED assoziiert
sind. Die ersten neun wurden Inflammatory Bowel Disease (IBD) 1 bis 9

genannt (Rodriguez-Bores et al., 2007). Genomweite Untersuchungen haben
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aktuell 99 verschiedene Genregionen, die mit dem Auftreten von CED
assoziiert sind, entdeckt. Fur die CU werden 47 verschiedenen Genloci
angegeben und fur den MC Uber 30 Genloci. Mindestens 28, der 99
Regionen sind mit beiden Erkrankungen gleichzeitig assoziiert (Imielinski et
al., 2009; Anderson et al., 2011). Damit wird deutlich, dass die Entstehung
der CED einen sehr komplexen genetischen Hintergrund beinhaltet, der noch
nicht vollstandig aufgeklart ist. Abbildung 1 gibt einen Uberblick lber die
IBD Regionen 1 bis 9 wieder.

IED1 Chromosome 16 NOD2/CARDI15, IL-4R, CD11B
IED2 Chromoseme 12 Vitamin D receptor (VDE), STATh, Interferon y,

p7 integrine.
IED3 Chromosome 6 Major hystocompability complex (MHC): Class
[, 1, 10.
IED4 Chromoseme 14 T- Lymphocyte receptor (TCR) and
Leukotriens B4

IEDS Chromoseme > Organic cations transporter (OCTIN), Drosophila
long disc homologue gene 5 (DLGD), Multidrug
resistant gene (MDR1), IL-6, CD14

IEDs Chromosome 19 Tromboxane A2, Leukotriene B4, ICAM-1

IEDY Chromosemel Transforming growth factor Beta (TGFE),
TINFa receptors.

IBEDE Chromosome 16 Under research

IBD9 Chromosome9 CCR-5, CCR9, IL-12

Abbildung 1: Chromosomenlokalisation der IBD Regionen 1-9 mit den Suszeptibilitdétsgenen

(Rodriguez-Bores et al., 2007).

Der erste Genlokus und einer der wichtigsten, IBD1 wurde 1996 entdeckt
und liegt auf Chromosom 16q. Dieses Gen ist das NOD2/CARD15 Gen und

steht im Zusammenhang mit der Entwicklung des MC (Hugot et al., 1996).
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1.1.3.2. Umweltfaktoren

Zusatzlich zu der genetischen Pradisposition eines Individuums tragen auch
Umwelteinflisse zur Manifestation der CED bei.

Einer der wichtigsten externen Einflussfaktoren ist der Zigarettenrauch.
Rauchen ist ein Risikofaktor fur den MC und wirkt sich negativ auf den
klinischen Verlauf aus. Wird das Rauchen aufgegeben, beeinflusst dies den
Krankheitsverlauf positiv (Picco & Bayless, 2003; Cosnes et al., 2001). Das
Nichtrauchen ist jedoch ein Risikofaktor fur die CU (Russel & Stockbrugger,
2001). Zigarettenrauch hat einen protektiven Einfluss auf den Verlauf der CU
(Beaugerie et al., 2001).

Der zweite wichtige exogene Faktor, der sich auf CED auswirkt, ist die
Appendektomie. Nach einer Blinddarmentfernung kommt es deutlich seltener
zum Auftreten einer CU (Naganuma et al., 2001). Bei MC verhalt sich diese
Assoziation invers (Andersson et al., 2003).

Weiter wird vermutet, dass bestimmte Infektionen, wie z.B. mit
Mykobakterium avium paratuberculosis eine Rolle in der Atiologie der CED
spielen koénnten. Jedoch konnte keine Besserung durch die Gabe von
Antibiotika gegen Mykobakterien erzielt werden. Zusatzlich werden
Komponenten wie perinatale Infektionen des Kindes, der Mutter und
Maserninfektionen diskutiert (Feller et al., 2007; Sartor, 2005; Lucendo & De

Rezende, 2009).
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1.1.3.3. Immunsystem und Darmflora

Die Interaktion der Darmflora und des Immunsystems tragen zur
Pathogenese der CED bei. Besonders eine Barrierestdorung der Enterozyten
wird mit der Pathogenese der CED in Zusammenhang gebracht. So wird die
Homoostase im Darm durch die Enterozyten, welche eine Barriere zwischen
den Bestandteilen der Darmflora und den Zellen der intestinalen
Immunantwort bilden, aufrechterhalten. Eine pathologische
Permeabilitditszunahme fiihrt zu einer Bakterientranslokation durch das
Epithel, wodurch es zu einer erh6hten Antigenprasenz in der Lamina propria
und damit zu einer gesteigerten Immunantwort kommt, welche mit der
Produktion von Antikérpern einhergehen kann (Peeters et al., 1997; Sartor,
2008). Verschiedene Ursachen werden fir die Permeabilitatszunahme des
Darmepithels verantwortlich gemacht. Wobei eine verminderte oder erhohte
Konzentration der Mikroorganismen der Darmflora, sowie die Besiedelung
mit pathogenen Bakterien diskutiert werden (Sartor, 2008). In einer Studie, in
der bakterielle DNA aus dem Stuhl von Gesunden und Probanden mit CED
isoliert wurde, zeigten sich bei Patienten mit CED rund 25% weniger
bakterielle Gene als bei gesunden Probanden. Dies zeigt, dass Patienten mit
CED eine andere Zusammensetzung an Mikroben der Darmflora aufweisen
(Qin et al., 2010).

Die oben erwdhnten Suszeptibilitatsregionen stellen eine Pradisposition fur
den MC und die CU da. Durch die daraus folgenden genetischen Defekte in

den Abwehrzellen, Interleukinen, Zytokinen und Rezeptoren kann es zu einer
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gestorten intestinalen Immunantwort kommen. Des Weiteren kann, entweder
durch  eine  ,pathologische® Darmflora oder eine epitheliale
Permeabilitaitszunahme mit Bakterientranslokation oder durch beide Faktoren
zusammen, die Immunantwort getriggert werden (Sartor, 2008; Xavier &
Podolsky, 2007). Durch die defekten Immunzellen kénnte es auch zu einer
verminderten Eliminierung von pathogenen Keimen kommen. Dies kdnnte zu
einem bleibenden Antigenstimulus und folglich zu einer fortschreitenden

Entzindung des Gastrointestinaltraktes fihren (Xavier & Podolsky, 2007).

1.1.4. Klinik und Krankheitsverlauf

Die Klinik der beiden CED ist ahnlich, wobei es spezifische Unterschiede
gibt. Unterschiede gibt es vor allem im Befallsmuster des Magendarmtraktes
und in der Ausbildung von Komplikationen.

Der MC kann sich im gesamten Gl-Trakt von oral bis anal manifestieren. Die
Entzindung ist transmural, also alle Schichten der Darmwand betreffend und
manifestiert sich diskontinuierlich und segmental (Ochsenkiihn, Sackmann, &

Goke, 2003).
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3-5% Osophagus,

Magen,
25-30% nur Dinndarm

Duodenum

20-25% nur Dickdarm

40-55% Diinn- und
30-40% Anorektale

Dickdarm . )
Beteiligung mit

Analfisteln, Analfissuren

11-26% Beteiligung des ) N
und periproktitischen

\ L

Rektum
Abszessen

Abbildung 2: Das Befallsmuster des MC (www.hdm-stuttgart.de), Zahlenangaben (Dirks,

2005b).

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung des MC sind bei etwa 47% der
Patienten das terminale Ileum, bei 28% das Kolon, bei 21% das lleum und
Kolon und bei 3% der obere GI-Trakt betroffen. Im Krankheitsverlauf kann
sich die anatomische Lokalisation ausbreiten und verandern, doch bleibt sie
bei einem Grol3teil der Patienten stabil. In einer Studie zeigte sich bei 15,9%
der Patienten, zehn Jahre nach Diagnosestellung, eine Anderung der
Krankheitslokalisation (Louis et al., 2001). Im Unterschied dazu wandelt sich
die Krankheitsauspragung im Verlauf wesentlich, ist auffallend variabel und
nicht vorhersehbar. Die Auspragung wird eingeteilt in einen entzindlichen
oder in einen komplizierten Verlauf, dazu z&hlen ein stenosierender und ein
fistulierender Verlauf, gegebenenfalls mit der Ausbildung von Abszessen. In

einer Studie zeigte sich bei Diagnosestellung bei 70% aller Patienten ein rein
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entztindliches Bild, bei 17% Stenosen und bei 13% Fisteln. Die anfanglich
rein entzindliche Erkrankung hatte sich zehn Jahre nach Diagnosestellung
entweder in einen stenosierenden Verlauf, bei 27,1% der Patienten, oder in
einen fistulierenden Verlauf, bei 29,4% der Patienten, entwickelt (Louis et al.,
2001). Dies zeigt, dass Komplikationen wie Fisteln und Stenosen bei der
Mehrzahl der Erkrankten mit MC im Verlauf auftreten. Anzumerken ist, dass
ein Befall des lleums haufiger mit Stenosen und ein Befall des Kolons
haufiger mit Fisteln einhergeht (Baumgart & Sandborn, 2007).

Des Weiteren zeigt sich abhéngig von der Lokalisation eine Haufigkeit fur
das Auftreten von Komplikationen. Bei einem Befall des terminalen lleums
betragt das Risiko fur die Entwicklung von Komplikationen etwa 94%, bei
einem Befall des Kolons hingegen 78% (Cosnes et al., 2002).

Die Krankheitsverlaufe des MC kdnnen in chronisch aktiv, intermittierend und
in Remission eingeteilt werden. 13-20% aller Patienten leiden unter einem
chronisch aktiven Verlauf, bei 73% zeigt sich ein intermittierender Verlauf
und 10-13% verbleiben Uber Jahre hinweg in Remission (Loftus, Schoenfeld
& Sandborn, 2002).

Spezifisch fir den MC im Vergleich zur CU ist das Auftreten von Stomatitis
aphthosa und analen Fissuren. Zudem, wie oben erwahnt, die Ausbildung
von Komplikationen. Zu den penetrierenden Komplikationen zahlen Fisteln,
Abszesse und Konglomerattumore, welche sich aufgrund der transmuralen,
penetrierenden Entziindung entwickeln kdnnen und Stenosen (Baumgart &

Sandborn, 2007; Dirks, 2005b).
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Die CU weist eine Entziindung auf, die in der Regel nur die Mukosa beféllt
und sich kontinuierliche manifestiert. Beginnend am Rektum, meist mit einer
Proktitis, dehnt sich der Befall nach oral hin aus, bleibt jedoch auf das Kolon
beschrankt und betrifft nicht den oberen GI-Trakt. Die Ausnahme zeigt die
.Backwash-lleitis*, die durch einen Reflux des Koloninhaltes in das terminale
lleum entsteht. Dies ist bei 15% der Patienten der Fall.

Bei Diagnosestellung ist die Erkrankung in 25-55% der Falle auf das Rektum
beschrankt. Je langer die Erkrankung besteht, desto héher ist das Risiko,
dass sich die Entziindung nach oral hin ausbreitet. Je nach Befallsmuster
wird zwischen einer Proktitis, Proktosigmoiditis, Linksseitenkolitis und
Pankolitis unterschieden. Bei wenigen Patienten bleibt das Rektum

entztindungsfrei (Baumgart, 2009; Bdck, 2008; Meucci et al.,, 2000; Von

Herbay, 1999).

Abbildung 3: Das Befallsmuster der CU. Linke Abbildung: Proktitis 30-50%, partielle Kolitis
30-50%. Rechte Abbildung: Pankolitis 15-20% (Baumgart & Sandborn, 2007),

Zahlenangaben (Dirks, 2005a).
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1.1.4.1. Symptome

Das klassische Symptom beider Erkrankungen ist die Diarrh6. Beim MC ist
der Stuhl wassrig und dunnflussig, bei der CU dominiert ein schleimig-
blutiger Charakter. Ein akuter Schub zeichnet sich durch eine Zunahme der
Stuhlfrequenz aus. Ein weiteres Symptom sind Bauchschmerzen, beim MC
haufig im rechten Unterbauch lokalisiert. Die Schmerzen entstehen im akuten
Schub durch die Gewebsdestruktion. Bei der CU ist die Schmerzsymptomatik
kolikartig und tendenziell eher linksseitig lokalisiert. Die Schmerzen bessern
sich nach Defakation. Auch subfebrile Temperaturen kdnnen mit einem
akuten Schub einhergehen. Ein anderes wichtiges Symptom ist der
Gewichtsverlust aufgrund von Malabsorption, Appetitlosigkeit oder
Obstruktion. Zusatzlich konnen Abgeschlagenheit und Mudigkeit, ausgelost
durch Mangelerscheinungen von Vitaminen, Spurenelementen und
besonders Eisen, wodurch es zur Anamie kommt, auftreten. Im Kindesalter
kann sich dieser Mangel auf die Entwicklung auswirken und zu
Wachstumsstorungen fuhren (Ochsenkiihn, Sackmann & Goke., 2003;
Reinshagen, 2004b).

Zur objektiven Bestimmung der Krankheitsaktivitat wurden Indizes entwickelt.
Der bekannteste ist der Crohn’s Disease Activity Index CDAI nach Best und
der Colitis Activity Index nach Mayo, der das endoskopische Bild

beriicksichtigt (Nikolaus & Schreiber, 2007).
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1.1.4.2. Komplikationen

Innerhalb der CED werden zwischen intestinalen und extraintestinalen
Komplikationen unterschieden. Zudem entwickeln sich Komplikationen
aufgrund von Malabsorption und durch Nebenwirkungen von Medikamenten
(Rothfuss, Stange, & Herrlinger, 2006).

Wie bereits erwahnt sind die haufigsten intestinalen Komplikationen des MC
Fisteln und Stenosen, diese treten im Krankheitsverlauf bei ca. 60% der
Patienten auf (Cosnes et al., 2002). Fisteln entwickeln sich bei 35-47% der
Patienten, darunter dominiert die perianale Fistellokalisation mit 20-57%.
Weitere Lokalisationen der Fistelgdnge sind entero-enteral, entero-kutan,
entero-vesikal und entero-vaginal. Die Symptome resultieren aus der
jeweiligen Fistellokalisation. Ein Patient hat nach zwanzig Erkrankungsjahren
ein Risiko von etwa 50% eine Fistel zu entwickeln, in 83% fuhren Fisteln zu
operativen Interventionen und in 23% zu einer Darmresektion (Schwartz et
al. 2002; Cosnes et al., 2002). Dies zeigt, dass die Fistel zu einer der
gravierendsten Komplikationen des MC z&hlt, deren Ausbildung im Idealfall
verhindert werden sollte. Kommt es zu keinem gentgenden Abfluss des
Fistelsekrets, kann es zur Ausbildung von Abszessen kommen (Reinshagen
M., 2004a).

Die Stenose aulRert sich mit dem Symptom der Obstruktion bis hin zum lleus,
sie kdnnen entzindlich bedingt sein oder durch narbiges Abheilen entstehen.
Zusatzlich kann es zu einer Fibrostenosierung des Mesenteriums kommen

(Reinshagen M., 2004a).
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Abbildung 4 veranschaulicht die Ergebnisse einer Studie, in der das
Auftreten von Fisteln und Stenosen nach der Vienna Klassifikation eingeteilt
wurde und zeigt wie gering die Wahrscheinlichkeit im Krankheitsverlauf ist,

frei von Komplikationen zu bleiben (Cosnes et al., 2002).

kumulative Wahrscheinlichkeit %
100 — — .

304 Stenose

20 -

entzundlich
10
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Abbildung 4: Die kumulative Wahrscheinlichkeit im Krankheitsverlauf (0-240 Monate), von
Diagnosestellung an, bei 2002 Patienten mit MC, nicht an einer Fistel (obere Kurve) und,
oder einer Stenose(untere Kurve) zu erkranken und in einem entzindlichen Verlauf zu

verbleiben (unteres Feld) (Cosnes et al., 2002)

Eine lebensbedrohliche Komplikation der CU ist das toxische Megakolon,
das sich aus einem akuten Schub bzw. einer fulminanten Kolitis heraus
entwickeln kann. Dies 4aufRert sich in einem schwerwiegenden

Krankheitsverlauf mit massiver Kolondilatation. Eine weitere bedrohliche
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Komplikation ist die akute Blutung (Bock, 2008; Travis et al., 1996). Des
Weiteren zeigt sich bei der CU ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung
kolorektaler Karzinome. RegelméRige Koloskopien mit Biopsieentnahmen
sind notwendig, gegebenenfalls auch die Kolektomie. Die Einnahme von 5-

ASA verringert dieses Risiko (Bock, 2008; Eaden et al., 2000).

1.1.4.3. Extraintestinale Manifestation

Es gibt zwei Formen von EIM. Zunachst jene, die mit der Darmentzindung
selber assoziiert sind, zu ihnen z&hlen die peripheren Arthritiden, das
Erythema nodosum, das Pyoderma gangrenosum, die Iritis, die Uveitis und
die Stomatitis aphthosa. Sie haben in ihrer Entstehung mutmalfilich einen
ahnlich pathogenen Mechanismus wie die intestinale Entzindung. Auf der
anderen Seite stehen jene, die nicht mit der Darmerkrankung selbst, sondern
mit Autoimmunerkrankungen im Allgemeinen bzw. mit einer Pradisposition
fur diese einhergehen. Zu diesen zahlt die Spondylitis ankylosans (SA),
welche mit HLA-B27 assoziiert ist und welches bei bis zu 80% der MC
Patienten mit SA positiv ist, die primar bilidre Zirrhose und die Pankreatitis.
Die primar sklerosierende Cholangitis (PSC) nimmt hierbei eine
Sonderstellung ein (Danese et al.,, 2005; Rothfuss, Stange & Herrlinger,
2006; Nikolaus & Schreiber, 2007).

50% der Patienten mit CED leiden an EIM und 25% haben mehr als eine
EIM. Diese sind hauptsachlich mit der CU oder einem Befall des Kolons bei

MC assoziiert. Teilweise treten sie schon vor den eigentlichen Symptomen
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der CED auf und kénnen so zur Diagnosefindung beitragen. Dies gilt vor
allem fur Arthritiden. Die Gelenke sind mit 7-25% am haufigsten betroffen,
gefolgt von den Gallengangen, den Augen und der Haut. (Das, 1999; DeVos,
2004; Nikolaus & Schreiber, 2007).

Meist korreliert das Auftreten der extraintestinalen Symptome mit der
Auspragung der intestinalen Krankheitsaktivitat. Durch die medikamentdse
Behandlung der Symptome des Magendarmtraktes kommt es haufig auch zu
einer Besserung der extraintestinalen Symptome. Davon ausgeschlossen
sind die PSC und die SA, deren Auspragung nicht mit der Krankheitsaktivitat

einhergehen (Rothfuss, Stange & Herrlinger 2006).

1.1.5. Diagnostik

Die Diagnose des MC und der CU beruhen auf der Anamnese, den
klinischen Symptomen, den histologischen Unterscheidungsmerkmalen und
den laborchemischen, radiologischen und endoskopischen Methoden. Da
jedoch kein Goldstandard fur die Differenzierung zwischen MC und CD
existiert, ist in bis zu 20% der Falle keine eindeutige Diagnose mdglich. Dies
wird als Colitis indeterminata (CI) oder aktueller als Inflammatory Bowel

Disease unclassified (IBD-U) bezeichnet (Geboes & De, 2003).
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1.1.5.1. Endoskopie

Die Hauptstitze auf der die Diagnose der CED und die Differenzierung
zwischen CU und MC basiert, ist die Endoskopie. Sie wird genutzt, um die
Krankheitslokalisation zu ermitteln, im Verlauf zur Therapiekontrolle sowie
zur Erkennung von Rezidiven und Komplikationen. Initial wird eine
Koloskopie mit Einsicht in das terminale lleum und die Entnahme von
Stufenbiopsien vorgenommen. Durch das endoskopische Bild, welches das
Befallsmuster, die Aufteilung und Form von Lasionen, gegebenenfalls
Fisteloffnungen und Stenosen aufzeigt, kann haufig eine erste Diagnose
gefallt werden, die Histologie kommt erganzend hinzu (Hermans & Zehnter,
2006; Nikolaus & Schreiber, 2007). Die Osophagogastroduodenoskopie mit
Biopsieentnahme wird bei Patienten mit Beschwerden des oberen Gl-Traktes

und bei Erstdiagnose des MC empfohlen (Preiss et al., 2009).

1.1.5.2. Histologie und Pathologie

Im histologischen Bild zeigen sich charakteristisch fir den MC ein Odem,
Lymphangiektasien und Infiltrate mit lymphoidzelligen Aggregationen. Relativ
spezifisch sind epitheloidzellige Granulome, die bei 50% der Patienten
nachweisbar sind. Des Weiteren zeigen sich in der Mukosa ulzerdse
Lasionen und Fissuren. Es kann sich eine transmurale Wandfibrose
entwickeln. Makroskopisch liegen entziindete und nicht entziindete Areale

nebeneinander, so genannte ,skip lesions”. Der akute MC weist vor allem
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tiefe, lineare Ulzerationen, ,snail tracks" sowie Fistel6ffnungen, Fissuren und
ein Pflastersteinrelief, das durch den Odematds-ulzerésen Befall der
Darmwand entsteht, auf. Spater kommt es zur Vernarbung mit der
Ausbildung von Stenosen (Dirks, 2005b; Thomas, 1996; Von Herbay, 1999).
Bei der aktiven Entzindung der CU zeigt sich makroskopisch ein
Schleimhautédem. Die Oberflache kann granuliert sein, Erosionen und
Ulzerationen aufweisen. Die flachenhaften Ulzerationen entstehen durch
Kryptenabszesse und -destruktion mit Schleimhautdestruktion und
Einblutungen. Dazwischen kommt es zu einer Schleimhautregeneration mit
der Ausbildung von Pseudopolypen. Im histologischen Praparat sind die
diffus verteilten plasma- und lymphozytaren Infiltrate auf die Mukosa
beschrankt. Neutrophile und Eosinophile bilden die Kryptenabszesse und es

kommt zum Becherzellverlust (von Herbay, 1999; Béck, 2008).

1.1.5.3. Bildgebende Verfahren

Bildgebende Verfahren sind besonders bei MC hilfreich, um den Befall des
Dunndarms und extraluminal gelegene Komplikationen wie Fisteln und
Abszesse zu diagnostizieren. Bei der CU sind bildgebende Verfahren
weniger notwendig.

Mit der Dopplersonographie konnen Entziindungen aufgrund von
Darmwandverdickung und erh6htem Blutfluss nachgewiesen werden. Fisteln,
Abszesse, vergrolRerte Lymphknoten und Stenosen konnen dargestellt

werden (Nikolaus & Schreiber, 2007; Ochsenkihn, Sackmann, & Goke,
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2003). Die Dunndarmuntersuchung ist bei Erstdiagnose des MC obligat. Um
das Befallsmuster vollstandig zu lokalisieren wird heute in der Regel eine
MR- oder CT-Enterographie durchgefuhrt. Dadurch ist besonders eine
Mitbeurteilung des auf3erhalb des Darmlumens gelegenen Gewebes moglich
(Bitterling, Rock, & Reiser, 2003). Eine andere Mdoglichkeit der
Dunndarmeinsicht bietet die Kapselendoskopie. Bei Nichtdurchfiihrbarkeit
der Koloskopie aufgrund von Stenosen wird die virtuelle CT, MR-
Kolonographie oder die Doppelkontrastuntersuchung durchgefuhrt.
Diagnostische Hilfe kann das MR und die Endosonographie im Lokalisieren

von perianalen Fisteln und Abszessen bei MC geben (Hoffmann et al., 2008).

1.1.6. Therapie

1.1.6.1. Konservative Therapie

Eine Indikation fur eine medikamentdse Therapie ist der akute Schub. Ziel
der Therapie ist die Entzindung zu hemmen, eine Remission einzuleiten und
diese dauerhaft zu erhalten (Baumgart, 2009).

Patienten mit einem aktiven MC werden meist mit Prednisolon, Budesonid
oder Aminosalicylaten behandelt. Die Therapie mit Steroiden hilft sehr gut
gegen die Symptome, doch weisen viele Patienten einen steroidabhangigen
oder steroidrefraktaren Verlauf und bei langer Anwendung massive

Nebenwirkungen auf. Deshalb werden in diesen Fallen Immunsuppressiva
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bevorzugt. Folgt keine Remission werden zusatzlich Biologika, wie z.B. anti-
TNFa Antikorper, gegeben (Stange, 2006; D'Haens et al., 2008).

Bei Fistelleiden kommen Antibiotika zur Anwendung, doch haufig ist die
medikamentdse Therapie von Fisteln und Stenosen nicht ausreichend
erfolgreich und chirurgischen Interventionen missen folgen (Eibl-Eibesfeldt,
2004). Bei der CU werden zudem lokal wirksame Suspensionen bei Proktitis
und Klysmen oder Rektalschdume bei Linksseitenkolitis, die 5-ASA oder

Steroide beinhalten, angewandt (Hoffmann, 2006).

1.1.6.2. Chirurgische Therapie

Durch haufiges Versagen der medikamentdsen Therapie besonders bei
Komplikationen, kommt es im Verlauf in vielen Fallen zu chirurgischen
Interventionen mit Resektion eines Darmabschnitts. Bei 80% der Erkrankten
mit MC kommt es im Krankheitsverlauf zu einer operativen Intervention (Nos
& Domenech, 2008). Die Resektionsausmalle beschrdnken sich auf den
erkrankten, meist stenosierten Darmanteil. Doch bietet die Teilresektion, am
haufigsten der lleozOkalregion, keinen kurativen Ansatz und oft entsteht ein
Rezidiv mit Re-Operation. Innerhalb der ersten funf Jahre nach einer
chirurgischen Intervention kommt es bei 17-55% der Patienten zu
wiederkehrenden Kklinischen Beschwerden und 11-32% mussen erneut
operiert werden (Nos & Domenech, 2008; Eibl-Eibesfeldt, 2004).

Bei der CU kommt es haufig als kurativer Ansatz zu einer Proktokolektomie

mit ileoanaler Pouchanlage. Dieser Eingriff stellt eine Alternative zu dauerhaft
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medikamentoser  Therapie dar oder wird bei konservativem
Therapieversagen und fulminanten Schilbben angewandt (Meagher et al.,

1998; Hoffmann et al., 2004; Eibl-Eibesfeldt, 2004).

Wie oben erwéhnt sind fur Komplikationen wie Fisteln und Stenosen bei MC
keine ausreichenden therapeutischen Mal3nhahmen, weder im konservativen
noch im operativen Bereich vorhanden. Ziel wére eine adaquate Therapie so
frih als moglich einzuleiten, um die Entstehung von Komplikationen zu
verhindern. In Studien wurde gezeigt, dass entgegen der aktuell noch
durchgeflihrt, abwartenden Therapiestrategie im Frihstadium des MC, eine
zuigige Anwendung kombinierter Immunsuppressiva und Biologika zu einer
haufigeren und schnelleren Remission fuhrte. Diese Kombinationstherapie
fuhrte zu einem haufigeren Abheilen von Schleimhautulzerationen, wodurch
weniger Komplikationen entstanden und dadurch weniger chirurgischen
Interventionen. Leider sind Langzeitfolgen dieser Therapie noch nicht
ausreichend bekannt und Nebenwirkungen wie das erhdhte Risiko von
Infektionen, Lymphomen und anderen malignen Erkrankungen stehen im
Vordergrund (D'Haens et al., 2008; Baumgart, 2009). Deshalb ist es
notwendig Marker zu etablieren, die eine hohe Wahrscheinlichkeit fir die
Ausbildung von Komplikationen bei MC und eine schnell fortschreitende
Erkrankung, frih im Krankheitsverlauf vorhersagen kdénnen. Dann kdnnte
eine aggressive Therapie fur diese Patientengruppe gerechtfertigt sein, um

schwere Verlaufe zu verhindern.
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1.1.7. Serum Antikdrper bei Morbus Crohn

Zu den als erstes beschriebenen und seit vielen Jahren erforschten Markern
zahlen die Autoantikdrper, antineutrophile zytoplasmatische Antikorper
(ANCA) und die Antikérper gegen Oberflachenproteine bakterieller
Mikroorganismen Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikorper (ASCA), Anti-
OmpC, Anti-cBIR1, Anti-12 und PAB. Im Jahre 2004 wurden erstmals die
Anti-Glykan-Serum-Antikérper Anti-Chitobioside Carbohydrate Antikorper
(ACCA), Anti-Laminaribioside Carbohydrate Antikorper (ALCA) und die Anti-
Mannobioside Carbohydrate Antikérper (AMCA) beschrieben (Li, Conklin &
Alex, 2008). Zusatzlich werden in dieser Studie zwei neu beschriebene Anti-
Glykan-Serumantikorper, Anti-C und Anti-L untersucht und in ihrer
Aussagekraft bezliglich Diagnose, Differenzierung und Prognose der CED

bewertet.

1.1.7.1. Theorie zur Entstehung der Serum Antikorper

Das Mausmodell zeigt, dass sich die chronische Entziindung der Darmwand
bei MC durch die korpereigene Immunantwort gegen Bakterien des
Darmlumens entwickelt. In einem zuné&chst keimfreien Intestinum von
Mausen entwickelte sich nach Zugabe bestimmter Bakterienstamme eine

Kolitis (Mow et al., 2004).
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Eine Theorie bestand in der Annahme, dass ein globaler Toleranzverlust
gegenuber Autoantigenen und bakteriellen Antigenen der Darmflora zu einer
gesteigerten Antikdrperbildung fuhrt. Die Antikdrperpositivitat variiert bei
einzelnen Patienten mit MC jedoch stark. Deshalb schlussfolgerte eine
weitere Theorie, dass es Untergruppen bzw. verschiedene Auspragungen
des MC geben muss, die unterschiedlich auf bestimmte Antigene reagieren
und somit eine differenzierte Antikérperproduktion entsteht. Es besteht also
nur ein partieller, in Individuen mit MC, unterschiedlicher Toleranzverlust
(Landers et al., 2002). Interessanterweise besteht ein Zusammenhang
zwischen der Anzahl der Single Nukleotid Polymorphismen (SNP) im
NOD2/CARD15 Gen und der Haufigkeit der Anti-Glykan-Serum-Antikdrper
Positivitat, welche maoglicherweise Uber eine gesteigerte
Permeabilitditszunahme der luminalen Barriere vermittelt wird (Li, Conklin, &
Alex, 2008). So konnten bestimmte Suszeptibilitatsgene zu einer
unterschiedlichen Immunantwort gegen mikrobielle Antigene filhren und
dadurch zu einem unterschiedlichen Antikorperprofil (Mow et al., 2004).

Ob es sich bei den Antikoérpern, die mit CED assoziiert sind, um ein
Epiphdnomen handelt oder ob sie in der Pathogenese mit eine Rolle spielen,

ist noch nicht hinreichend geklart.
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1.1.7.2. Perinukleare, antineutrophile, zytoplasmatische
Antikorper

Die perinukledren, antineutrophilen, zytoplasmatischen Antikorper (pANCA)
sind Autoantikdrper, die sich bei den CED gegen ein nicht exakt definiertes
Protein am Nukleus von azurophilen Neutrophilen Granulozyten richten
(Dotan I. et al., 2006; Peyrin-Biroulet et al., 2007).

ANCAs wurden zunachst mit dem Auftreten von priméaren Vaskulitiden wie
der Wegener Granulomatose und dem Churg-Strauss Syndrom assoziiert.
Allerdings unterscheidet sich hier das Antigen im Vergleich zu den CED. Die
Autoantikorper bei der Wegener schen Granulomatose richten sich gegen
zytoplasmatische Granula in Neutrophilen Granulozyten und werden deshalb
CANCA genannt. Sie weisen ein anderes Immunfluoreszenzmuster als
PANCA auf. Seit 1990 ist bekannt, dass pANCA im Serum von Patienten mit
CU und einem Befall des Kolon bei MC auftritt (Saxon et al., 1990). Zudem
sind pANCA mit der primar sklerosierenden Cholangitis und der
Autoimmunhepatitis assoziiert. Die Antikérperexistenz bei CU korreliert nicht
mit der Krankheitsaktivitat und auch mehrere Jahre nach Kolektomie kdnnen
die Antikdrper noch im Serum nachgewiesen werden (Saxon et al., 1990;
Rump et al., 1990; Bossuyt, 2006).

Die Pravalenz von pANCA liegt bei Patienten mit CU bei 40-85% und bei MC
bei 5-28%. Bei gesunden Kontrollen sind pANCA mit einer Pravalenz von 0O-
2.5% vorhanden (Peyrin-Biroulet et al., 2007; Dotan I. et al., 2006; Quinton et

al., 1998).
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1.1.7.3. Antikorper gegen Oberflachenbestandteile von
Mikroorganismen und Antikorper gegen exokrines Pankreas

Die Antikorper gegen Oberflachenbestandteile bakterieller Mikroorganismen
(anti-cBIR1, anti-OmpC, anti-12, ASCA) sind vor allem mit dem Auftreten und
dem Verlauf des MC assoziiert.

PAB, ein Autoantikorper gegen das exokrine Pankreas, welcher eine hohe
Spezifitat fur den MC aufweist. Die Antikorper konnten bei etwa 30% der
Erkrankten mit MC und bei 0-4% der Erkrankten mit CU und Gesunden
nachgewiesen werden. Mit einem Phanotyp des MC konnte keine Korrelation
nachgewiesen werden (Bossuyt, 2006; Klebl et al., 2005).

Anti-OmpC Antikoérper sind gegen das Oberflachenporin C der &uf3eren
Membran von Escherichia Coli gerichtet. Die Pravalenz der IgA Antikdrper
liegt bei 37-55% bei MC, 2-11% bei CU und 2-5% bei gesunden Kontrollen
(Peyrin-Biroulet et al., 2007). MC Patienten, die Anti-OmpC positiv sind
haben eine hohere Wahrscheinlichkeit einen penetrierenden Verlauf zu
entwickeln und sich einer Dunndarmresektion unterziehen zu missen
(Bossuyt, 2006; Mow et al., 2004).

Anti-12  Autoantikorper gegen Pseudomonas fluorescens haben eine
Haufigkeit von 30-50% bei MC, 10% bei CU, 19% bei Patienten mit anderen
intestinal entzundlichen Erkrankungen und 4% bei gesunden Kontrollen
(Peyrin-Biroulet et al., 2007; Bossuyt, 2006). Die Anti-12 Positivitat sagt eine
Besserung der Klinik nach Stuhlfreiheit des entziindeten Darmabschnitts

voraus (Spivak et al., 2006). Zudem geht eine Seropositivitdt mit einem



1. Einleitung 32

erhohten Risiko fur einen fibrostenosierenden Verlauf und eine
Dunndarmresektion einher (Mow et al., 2004).

Der Anti-cBirl Antikorper richtet sich gegen das Flagellin-Protein cBirl
verschiedener Bakterien. Dieses Protein wurde als ein immundominantes,
Kolitis verursachendes Antigen der Darmflora im Mausmodell identifiziert. Zu
dieser Antikorperbildung kommt es bei ca. 50% der Patienten mit MC und bei
6% der Patienten mit CU. Die Expression ist unabhangig von anderen
Antikdrpern und ist mit einem Befall des Dunndarms und einem
fibrostenosierenden, penetrierenden Verlauf des MC assoziiert (Peyrin-
Biroulet et al., 2007; Targan et al., 2005).

Die Antikorper gegen bakterielle Antigene haben als einzelne Marker eine
geringe Aussagekraft. Eine Positivitat von mehreren Markern wird mit einem
schweren klinischen Krankheitsbild, besonders einer komplizierten
Beteiligung und chirurgischer Intervention des Dinndarms bei MC assoziiert.
Sie kénnten in Kombination mit ASCA/pANCA zur Differenzierung der CED
und in der Verlaufsbeurteilung des MC hilfreich sein (Ferrante et al., 2007;

Dotan I. et al., 2006; Targan et al., 2005).

1.1.7.3.1. Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikorper

1988 wurden erstmalig Antikorper der Klasse IgG und IgA gegen
Saccharomyces cerevisiae bei Patienten mit MC nachgewiesen. Dieses
Antigen ist ein Hauptbestandteil der Back- und Brauhefe (Main et al., 1988).

In zahlreichen Studien wurde bestatigt, dass ein erhohter ASCA Titer mit
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dem Auftreten von MC assoziiert ist. Auch bei gesunden Verwandten ersten
Grades konnten erhohte ASCA Spiegel, mit einer Pravalenz von 20-25%, im
Vergleich zur Normalbevolkerung von 0-5%, festgestellt werden (Sendid et
al., 1998; Peyrin-Biroulet et al., 2007).

Das Antigen entspricht einer Mannosesequenz, einer Mannotretraose in
Phosphopeptidomannan, in der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae.
Dieses Epitop kommt auch in anderen Mikroorganismen wie Pilzen, Candida
albicans, Viren und Bakterien vor, wodurch eine Kreuzreaktivitat entstehen
kann (Sendid et al., 1996; Quinton et al., 1998; McKenzie et al., 1990).

Die Pravalenz fur ASCA betragt 39-70% bei Patienten mit MC, im Vergleich
zu 10-15% bei Patienten mit CU. (Peyrin-Biroulet et al., 2007). Die ASCA
Positivitdt ist mit einem ausgepragtem Dunndarmbefall und einem
fibrostenosierenden, penetrierenden Krankheitsverlauf des MC assoziiert
(Dotan I. et al., 2006). Jahre bevor ein MC diagnostiziert wird oder sich
Symptome zeigen, kann eine Seropositivitat vorliegen, damit konnte ASCA
als subklinischer Marker dienen. Von zunachst gesunden Probanden zeigten
30% eine ASCA Positivitat auf, die spater haufiger einen MC entwickelten

(Israeli et al., 2005).

1.1.7.4. Anti-Glykan-Serum-Antikorper

Vor kurzer Zeit wurden neue Anti-Glykan-Serum-Antikérper, die mit MC
assoziiert sind, mit Hilfe eines Screeningverfahrens, dem GlycoChip, einem

Proteinarray, entdeckt. Die Antikoérper richten sich gegen Zuckermolekiile,
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die Glykane, Oberflachenbestandteile von Zellen wie Erythrozyten, Zellen der

Immunantwort, Mikroorganismen und Zellen des Bindegewebes (Dotan N. et

al., 2006).
Marker Epitope Isotypen
ACCA Anti-Chitobioside (GIcNAc(B1,4)GIcNA(B)) IgA
ALCA Anti-Laminaribioside (Glc(B1,3)Glc(B)) IgG
AMCA Anti-Mannobioside (Man(al,3)Mana) 1gG

Tabelle 1: Die Anti-Glykan-Serum-Antikérper ACCA, ALCA und AMCA. ACCA: Anti-
Chitobioside Carbohydrate IgA Antikorper, ALCA: Anti-Laminaribioside Carbohydrate 1gG
Antikoérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate IgG Antikdrper (Dotan 1. et al.,

2006).

Laminaribiosid ist eine Komponente von Laminarin, das sich in der Zellwand
von Pilzen, Hefen, Algen und Getreide befindet. Chitobiosid ist ein
Bestandteil von Chitin, einer Hauptkomponente von Insektenschalen und der
Zellwand pathogener Bakterien und Hefen (Sendid et al., 2008; Dotan I. et

al., 2006).
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Marker Makerpravalenz (%)

MC CuU andere GI-Erk. keine CED/GI-Erk.
ACCA 9-25 5-7 9-20 4-12
ALCA 20-27 4-9 7-9 2-12
AMCA 12-28 3-7 8 3-9

Tabelle 2: Markerpositivitdt bei MC, CU und in Kontrollgruppen mit anderen GI-

Erkrankungen und gesunden Kontrollen ohne GI und CED-Erkrankungen. ACCA: Anti-

Chitobioside Carbohydrate IgA Antikdrper, ALCA: Anti-Laminaribioside Carbohydrate

IgG Antikérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate

IgG Antikorper,

CED:

chronisch entziindliche Darmerkrankung, CU: Colitis Ulcerosa, Erk.: Erkrankungen, Gl:

Gastrointestinal, MC: Morbus Crohn (Dotan I. et al., 2006; Seow et al.,2009; Papp et

al., 2008; Lakatos, Papp & Rieder, 2011 ).

Obwonhl die Pravalenz der einzelnen Marker recht gering ist, wurde gezeigt,

dass die neuen Anti-Glykan-Serum-Antikorper spezifisch fur den MC sind

und zusatzlich zur Bestimmung von pANCA und ASCA zur besseren

Differenzierung zwischen MC, CU und anderen Gl-Erkrankungen beitragen

konnten. 40%, der fir ASCA negativen MC Patienten, waren fur ALCA oder

ACCA positiv und in einer anderen Studie waren 50% fir ALCA, ACCA oder

AMCA positiv. So kénnten die Anti-Glykan-Serum-Antikorper, besonders bei

ASCA negative MC Patienten bedeutsam sein (Dotan N. et al., 2006; Dotan

l., 2010; Ferrante et al., 2007; Papp et al., 2008). Zuséatzlich wurden in diese

Studie zwei neue, noch nicht beschriebene Anti-Glykan-Serum Antikorper,

Anti-C und Anti-L mit eingeschlossen.
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Marker Epitope Isotypen
Anti-C Anti-Chitin (GIcNAc(B1,4))n IgA
Anti-L Anti-Laminarin (Glc($1,3))3n(Glc(B1,6))n IgA

Tabelle 3: Die Anti-Glykan-Serum Antikérper Anti-C und Anti-L. Anti-C: Anti-Chitin

Carbohydrate IgA Antikorper, Anti-L: Anti-Laminarin Carbohydrate IgA Antikorper.

1.1.7.5. Diagnostischer Nutzen der Antikorper

Die Bestimmung von serologischen Markern bietet ein einfaches,
unkompliziertes und nicht invasiv diagnostisches Verfahren. Fir den
Patienten ist es mit wenig Aufwand verbunden, da nur eine intravenodse
Blutentnahme notig ist. Der diagnostische Test sollte eine hohe Sensitivitat
und Spezifitdt fir die Abgrenzung des MC gegenuber der CU und anderen
Gl-Erkrankungen haben. Besonders bei einer IBD-U, bei welcher ein
ausschliel3licher Befall des Kolons und keine Unterscheidung in MC oder CU
durch gebrauchliche diagnostische Tests erfolgen kann, konnte die
Antikdrperbestimmung hilfreich sein (Quinton et al., 1998; Reese et al., 2006)
Dies ist von Beginn an sehr wichtig, um eine adaquate Therapie zu
gewahrleisten, die sich bei MC und CU unterscheidet. Des Weiteren ist es
wichtig vor einer Proktokolektomie mit Pouchanlage die Diagnose der CU
gesichert zu haben. Falls doch ein MC vorliegt ist nach der Operation mit
einem schlechteren klinischen Verlauf zu rechnen (Yu, Pemberton & Larson,

2000).



1. Einleitung 37

Jeder Anti-Glykan-Serum Antikorper zeigt fur sich eine niedrige Sensitivitat,
weshalb einzelne Marker nicht als Screeningverfahren bei Patienten mit
Diarrh6é und dem Verdacht auf CED angewandt werden sollen (Lakatos,
Papp & Rieder, 2011). Fur die Mehrzahl der Patienten bieten konventionelle
diagnostische Maflinahmen wie endoskopische, radiologische,
laborchemische und histologische Methoden eine befriedigende Diagnose

(Stange et al., 2006; Stange et al., 2008).

Marker Sensitivitat (%) Spezifitat (%)
gASCA 51-56 90-91
ACCA 11-21 85-97
ALCA 15-18 93-96
AMCA 12-28 82-94

Tabelle 4: Die Anti-Glykan-Serum-Antikdrper zur Differenzierung, MC gegen CU
(Ferrante et al., 2007; Papp et al., 2008). gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae
Antikérper, ACCA: Anti-Chitobioside Carbohydrate  Antikdrper, ALCA: Anti-

Laminaribioside Carbohydrate Antikérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate

Antikorper.

Die Spezifitdt der Antikdrper fur MC ist bei Patienten mit Verdacht auf eine
CED sehr hoch. So kann hier mit der Bestimmung des Antikdrper Panels
eine Spezifitdt von 100% fur den MC erreicht werden (Dotan I. et al., 2006).
Dies konnte fur die oben erwédhnten Patienten mit einer IBD-U eine hilfreiche

diagnostische Erganzung darstellen (Lakatos, Papp & Rieder, 2011).
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Des Weiteren wird zur Differenzierung zwischen CU und MC, erganzend zur
konventionellen Diagnostik, seit langem die Bestimmung von ASCA und
PANCA beschrieben (Ferrante et al., 2007; Li, Conklin & Alex, 2008; Nikolaus
& Schreiber, 2007; Papp et al., 2008). Bei einem ASCA+/pANCA- Test wird
die Sensitivitat mit 52-54,6% und die Spezifitat mit 91-92,8% fur den MC
angegeben. Bei einem pANCA+/ASCA- Test liegt die Sensitivitat bei 70,3%
und die Spezifitat bei 93% fur die CU (Papp et al., 2008; Reese et al., 2006).
Sensitivitat und Spezifitat lassen sich unter Hinzunahmen der neuen Anti-
Gykan-Serum-Antikérper moderat verbessern (Dotan I. et al., 2006, Papp et

al., 2008; Ferrante et al., 2007).

1.1.7.6. Prognostischer Nutzen der Anti-Glykan-Serum-Antikorper

Der Krankheitsverlauf des MC ist sehr heterogen und bei den Patienten
kaum vorhersehbar. Wie schon erwdhnt entwickelt sich aus einem inital
entzuindlichen Krankheitsbild in 70% der Félle innerhalb von 10 Jahren ein
komplizierter Verlauf mit Fisteln und Stenosen (Cosnes et al., 2002). Dies
fuhrt bei den Patienten zu einem hohen Risiko fiir Krankenhausaufenthalte
und chirurgischen Intervention im Verlauf (Veloso et al., 2001; Odes et al.,
2007).

Antikérper gegen Mikroorganismen, kdnnten eine spezifische Immunantwort
aufzeigen, die einen klinischen Phanotypen des MC reflektieren (Seow et al.,
2009). So ware die Bestimmung der Anti-Glykan-Serum Antikorper hilfreich,

um Patienten mit MC in Subgruppen einzuteilen. Der entscheidende Vorteil
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dieser Einteilung, im Idealfall bei Diagnosestellung, lage darin die Patienten,
welche einen optimalen Nutzen von einer aggressiven Therapie mit Biologika
und Immunsuppressiva haben, herausfiltern zu kénnen. Die Anti-Glykan-
Serum Antikérper konnten das Auftreten von Komplikationen im Verlauf und
gegebenenfalls eine schnelle Progredienz der Erkrankung vorhersagen,
wodurch eine zielgerichtete Therapie vor der Entstehung von Fisteln und
Stenosen angesetzt werden konnte. Somit kénnten Krankenhausaufenthalte,
chirurgische Interventionen und dadurch auch Kosten vermindert werden. In
mehreren Studien wurde eine Assoziation der neuen Anti-Glykan-Serum
Antikdrper und der Antikérpern gegen Oberflachenbestandteile bakterieller
Mikroorganismen mit einem komplizierten Verlauf des MC beschrieben
(Ferrante et al., 2007; Papp et al., 2008; Sutton et al., 2000; Targan et al.,

2005;). Fur die CU wurden solche Assoziationen nicht gefunden.
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1.2. Aufgaben und Fragestellung

Im klinischen Alltag sind Marker fir eine Erleichterung der Diagnosestellung
und fur eine Verlaufsvorhersage des MC wiinschenswert.

Ist die Vorhersage eines schweren Krankheitsverlaufes, welcher mit Fisteln,
Stenosen und der Notwendigkeit zur operativen Therapie einhergeht
maoglich, kann eine adéaquate Therapie frihzeitig und konsequent angewandt
werden, um so einem schweren Verlauf entgegen zu wirken (D'Haens et al.,
2008). In Studien wurde gezeigt, dass Anti-Glykan-Serum-Antikdrper mit dem
Auftreten von Komplikationen und operativen Interventionen assoziiert sind
(Ferrante et al., 2007; Papp et al., 2008). Doch ist noch nicht hinreichend
geklart, ob die Antikorper fur eine Einstufung des Schweregrades des MC,
also einen Phanotypen vorauszusagen eingesetzt werden konnten. In der
Patientenkohorte wird das Auftreten der Antikdrper ASCA, pANCA und
ALCA, ACCA, AMCA bestimmt. Die Untersuchung wird von zwei neuen, erst
kirzlich beschriebenen Antikérpern Anti-Laminarin Carbohydrate IgA (Anti-L)
und Anti-Chitin Carbohydrate IgA (Anti-C) ergdnzt. Das qualitative (Anzahl
der positiven Antikorper) und quantitative (Antikorpertiter) Auftreten der
Antikdrper wird in Abhangigkeit von der Manifestation von Komplikationen,
dem Zeitraum von der Erstdiagnose bis zum Auftreten einer Komplikation,
von MC assoziierten Operationen, von einem frihen Krankheitsbeginn, von
der Krankheitslokalisation und von extraintestinalen Symptomen analysiert.

So soll untersucht werden, inwiefern die Antikorper mit einem komplizierten
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Verlauf assoziiert sind und ob sie zur Stratifizierung des MC in relevante

Untergruppen geeignet sein konnten. Dies wird in dieser Studie untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Das Patientenkollektiv

2.1.1. Das Kompetenznetz CED

Das Kompetenznetz Chronisch Entztindliche Darmerkrankungen wurde 1999
mit finanzieller Unterstlitzung durch das Bundesministerium fur Bildung und
Forschung gegrindet. Die Patienten des Kompetenznetzes sind durch die
Patientenselbsthilfeorganisation, Deutsche Morbus Crohn/Colitis Ulcerosa
Vereinigung, eingebunden. Die Idee dahinter war, die Spezialisten fur CED in
Forschung und Krankenversorgung zu vereinen. Durch die so entstandene
Zusammenarbeit von Universitaten, Kliniken und niedergelassenen Arzten
konnten erhebliche Fortschritte im Wissen Uber Genetik, Diagnose und
Therapie der CED erzielt werden. Zu diesem Zweck war eine Datenbank, in
welcher die Daten von mehreren tausend Patienten mit ihren
Krankheitsverlaufen, DNA- und Serumproben vorliegen, angelegt worden.
Die Daten und Blutproben wurden und werden auch in Zukunft in den
Zentren und Instituten fir CED zusammengetragen und der Datenbank des

Kompetenznetzes zugefugt (www.kompetenznetz-ced.de).
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Das Universitatsklinikum Regensburg ist dabei am Kompetenznetz CED
beteiligt. Fur die vorliegende Arbeit wurden 890 Seren von 363 Patienten mit
MC und 213 Seren von 130 Patienten mit CU, des Kompetenznetzes CED,
verwendet. Die Patienten waren in der Ambulanz fur Gastroenterologie und
Hepatologie der Klinik und Poliklinik far Innere Medizin | des
Universitatsklinikums Regensburg im Zeitraum von 2000 bis 2006 vorstellig
oder wurden stationar behandelt.

Die Einwilligung zur Blutentnahme mit Antikdrperbestimmung und Erhebung
der Krankenverlaufe unter Datenschutzbedingungen wurde von jedem
Patienten mit MC, CU, anderen GlI-Erkrankungen und den nicht CED/GI-
Kontrollen von uns oder einem Arzt des Universitatsklinikums Regensburg
personlich erfasst und liegt als schriftiches Einverstandnis vor. Die
Ethikkommission der Universitat Regensburg genehmigte die Studie.

Die Aufstellung der Kohorten und Datensammlung erfolgte zusammen mit
Herrn S. Schleder. Fur die vorgelegte Inauguraldissertation wurde jedoch nur
die Kohorte mit Morbus Crohn verwendet. In der Dissertationsarbeit von
Herrn S. Schleder finden sich Daten zur Verteilung der Anti-Glykan-Serum

Antikdrper in den anderen Kollektiven.
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2.1.1.1. Patienten mit Morbus Crohn

Charakteristika Patienten mit Morbus Crohn (N=363)
Weiblich, N (%) 193 (53,2%)
Durchschnittsalter bei

Studiendurchfithrung (Jahre) 35,7

Mittlerer BMI bei Probeentnahme (kg/m2) 23,5
Durchschnittsalter bei Diagnosestellung (Jahre) 28,3

Mittlere Krankheitsdauer (Monate) 66,8

Tabelle 5: Charakteristika der Patientenkohorte mit Morbus Crohn, BMI: Body Mass Index,

N: Patientenanzahl.

Die Diagnose Morbus Crohn wurde anhand der Leitlinien der europaischen
Evidenz-basierten Konsensuskonferenz zur Diagnose und Therapie des MC
gestellt. Die Diagnose basierte auf Kklinischen, radiologischen,

endoskopischen und histopathologischen Merkmalen (Stange et al., 2006).

2.1.1.2. Patienten mit Colitis Ulcerosa

Charakteristika Patienten mit Colitis Ulcerosa (N=130)
Weiblich, N (%) 51 (39,2%)
Durchschnittsalter bei

Studiendurchfithrung (Jahre) 39,3

Mittlerer BMI bei Probeentnahme(kg/m?2) 24,5
Durchschnittsalter bei Diagnosestellung (Jahre) 32,3

Mittlere Krankheitsdauer (Monate) 60,5

Tabelle 6: Charakteristika der Patientenkohorte mit Colitis Ulcerosa; BMI: Body Mass

Index, N: Patientenanzahl.
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Die Diagnose der Colitis Ulcerosa wurde in Analogie zu der spéater
publizierten Ubereinkunft der europaischen Evidenz-basierten
Konsensuskonferenz zur Diagnose und Therapie der Colitis Ulcerosa, wie sie
fur die europédische Crohn und Colitis Organisation (ECCO) erarbeitet
worden war, gestellt. Die Diagnose erfolgte auf Grund der Klinik, der
radiologischen, endoskopischen und histopathologischen Ergebnisse

(Stange et al., 2008).

Innerhalb der MC und CU Kohorte wurden folgende klinische Daten erhoben
und retrospektiv kontrolliert (siehe auch 2.5):

Alter des Patienten bei und Zeitpunkt der Diagnosestellung sowie der
Zeitraum zwischen den ersten Symptomen und der erfolgten Erstdiagnose,
angegeben in Monaten.

Zum Zeitpunkt der Probeentnahme wurde das Datum, der aktuelle BMI-Wert,
die Krankheitsaktivitat, die Hauptdiagnose, CU oder MC und das Vorliegen
von extraintestinalen Manifestationen, zu denen Arthralgien, Sakroileitis,
Spondylitis, M. Bechterew, Pyoderma gangranosum, Erythema nodosum,
Uveitis, lritis, Iridozyklitis, PSC zahlen, sowie Osteoporose, bei CU die
Pouchitis, Pankreatitis und andere Autoimmunerkrankungen, dokumentiert.
Die Einteilung der Krankheitsaktivitat erfolgte in Remission, akuter Schub
oder chronisch aktiv. Dieser Krankheitsstatus wurde am entsprechenden
Datum der Blutenthnahme durch den behandelnden Arzt festgelegt.
Berlcksichtigung fanden dabei die Symptome und Parameter, die auch in

formellen Aktivitatsindices wie z.B. im CDAI fur den Morbus Crohn oder im
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CAI fir die Colitis Ulcerosa enthalten sind. Zusétzlich wurde die zu diesem
Zeitpunkt durch Untersuchungen nachgewiesene Krankheitslokalisation
dokumentiert. Die Einteilung der Lokalisation bei MC erfolgte in einen Befall
des oberen GlI-Traktes, des Jejunums und proximalen Illeums, des
lleozOkalbereiches, des Kolons ohne Zdkum, des lleums und Kolons
(gemeinsam) und des Rektums.

Bei der CU wurde die Lokalisation mit Proktitis, Linksseitenkolitis, subtotalem
Befall oder Pankolitis angegeben.

Falls sich in der Diagnostik eine Anderung der Krankheitslokalisation des
Patienten im Verlauf aufzeigte, wurde dies durch den behandelnden Arzt
dokumentiert und fur das jeweilige Datum der Blutentnahme aktualisiert.

Die Einteilung der MC Patienten in verschiedene Subtypen der
Krankheitsauspragung entsprechend eines bestimmten Phéanotyps wurde
anhand der Montreal Klassifikation durchgefihrt (Silverberg et al., 2005).

In dieser Studie wurde ein komplizierter Krankheitsverlauf des MC als das
Auftreten von Fisteln und Stenosen vor oder wahrend der
Beobachtungsperiode definiert. Es wurde dokumentiert, ob die Krankheit
unkompliziert, also rein entzindlich verlief oder wann welche Komplikationen
auftraten und wie haufig dies der Fall war. Die Anzahl, die genaue
Lokalisation und der Zeitraum von Erstdiagnose bis zum Auftreten der Fistel
oder Stenose wurden dokumentiert.

Dartber hinaus wurde die Notwendigkeit CED-bedingter chirurgischer
Interventionen im Verlauf festgehalten. Die notierten chirurgischen

Interventionen bei MC und CU wurden in Illeozokalresektion, Dinn-,
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Dickdarmresektion, Pankolektomie, Anlage eines ileoanalen Pouches,
Anlage eines Stomas, Strikturoplastik, Fistelresektion und Abszesseingriff
eingeteilt. Die Anzahl und Art der Interventionen sowie der Zeitraum von
Erstdiagnose bis zur jeweiligen Operation wurden in der Datenbank erfasst.
Des Weiteren wurden die Zeitrdume von Erstdiagnose bis zur aktuellen
Probeentnahme und die Zeitspanne der jeweiligen Probenentnahmen bis
zum Auftreten der ersten Komplikation, Fistel, Stenose oder der ersten

chirurgischen Intervention erfasst.

2.1.2 Aufstellung der Kontrollkohorten

Die Kontrollkohorten wurde eigenstandig aufgestellt und nicht der Serum-
und Datenbank des Kompetenznetzes CED entnommen. Zu ihnen zahlten 74
Patienten mit anderen Gl-Erkrankungen und 257 ohne CED/GI-
Erkrankungen. Zusammen mit den 130 CU Patienten ergab sich eine
Kontrollkohorte von insgesamt 461 Individuen. Die Patienten waren in den
Ambulanzen fur Infektiologie, Endokrinologie und Stoffwechselerkrankungen,
Rheumatologie, Gastroenterologie und Hepatologie der Universitatsklinik
Regensburg wegen verschiedenster Erkrankungen vorstellig geworden.
Zusatzlich wurden Patienten auf den Stationen der Klinik und Poliklinik fur
Innere Medizin | der Universitat Regensburg zur Teilnahme an der Studie

gebeten.
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2.1.2.1. Patienten mit anderen gastrointestinalen Erkrankungen

Die Kohorte bestand aus 74 Patienten, unter Einschluss von Erkrankten mit:
Divertikulitis, Ulkus, Gastritis, Gastroenteritis, Osophagus-, Magen-, Kolon-
und Rektumkarzinom, infektiose, pseudomembrandse oder unspezifische
Kolitis, durch Chemotherapie induzierte Kolitis, den Darm betreffende
Vaskulitis und Leberzirrhose, teilweise mit Auftreten eines hepatozellularen
Karzinoms. Die Patienten entschieden sich freiwilig an der Studie
teilzunehmen und wurden nicht auf Grund von Kiriterien, aul3er dem
Bestehen einer Gl-Erkrankung, ausgewahlt. Alle Patienten, die zu zufallig
ausgewahlten Terminen in der Klinik und Poliklinik fur Innere Medizin | in
Behandlung waren, wurden um Teilnahme gebeten. Zu der Kohorte z&hlten
27 Frauen (36,5%), das Durchschnittsalter lag bei 60,7 Jahren und der
mittlere BMI-Wert betrug 26,9 kg/m?2.

Von grol3em Interesse war die Pravalenz der Anti-Glykan-Serum Antikdrper
bei Patienten mit anderen entztindlichen GIl-Erkrankungen. Besonders bei
Patienten mit Lebererkrankungen, bei welchen eine Erhdhung der
intestinalen  Permeabilitat  vorliegen kann. Hier wurden erhohte

Antikorperspiegel von ASCA und anti-Omp festgestellt (Papp et al., 2009).

2.1.2.2. Patienten ohne gastrointestinale Erkrankungen

Ein Teil der Patienten war in den Ambulanzen der Klinik vorstellig, ein

anderer Teil wurde aus dem privaten Umfeld der Mitwirkenden der Studie
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rekrutiert. Auch hier entschieden sich die Probanden freiwillig an der Studie
teilzunehmen und es wurden keine Kriterien, au3er dem Nichtbestehen einer
CEDI/GI-Erkrankung, in der Auswahl berticksichtigt.

Die Kontrollkohorte ohne CED/GI-Erkrankungen bestand aus 257
Probanden, 154 (60,4%) weiblich. Das mittlere Alter bei Serumentnahme

betrug 43,9 Jahre und der mittlere BMI-Wert lag bei 26,4 kg/mz2,

Insgesamt standen der Studie 824 geeignete Individuen fur die

Antikdrperbestimmung und die statistische Auswertung zur Verfiigung.

2.2. Gewinnung und Verarbeitung des Probenmaterials

2.2.1. Patienten mit Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa

Die Seren der Patienten mit MC und CU wurden der Serumbank des
Kompetenznetzes CED entnommen und auf gleichem Wege wie die

Serumproben der Kontrollkohorten weiterverarbeitet.

2.2.2. Patienten der Kontrollkohorte

Von jedem Teilnehmer der Kontrollkohorte wurden via intravendser

Blutentnahme drei Serumrohrchen und drei EDTA-Vollblutréhrchen Blut
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entnommen. Fur unsere Studie waren jeweils nur ein Serumréhrchen und ein
EDTA-Vollblutréhrchen notwendig. Die anderen vier Rohrchen wurden einer
neu erstellten Serum- und Datenbank, bestehend aus den 74 Patienten mit
anderen Gl Erkrankungen und den 257 nicht CED/GI-Kontrollen, zugefihrt.
Diese Serum- und Datenbank beinhaltet die von uns erhobenen
Patienteninformationen Uber Diagnosen, Therapien etc. und die
entsprechenden Blutproben. Diese wurde dem Universitatsklinikum
Regensburg unter den gegebenen Datenschutzbedingungen zur weiteren
Nutzung zur Verfliigung gestellit.

Die Weiterverarbeitung der Proben umfasst das Zentrifugieren der Serum-
und EDTA-R6hrchen bei 3000 rpm fir zehn Minuten. Durch die
Zentrifugation setzten sich die korpuskularen Blutbestandteile am Boden ab
und das Serum war als Uberstand oberflachlich lokalisiert. Aus den EDTA-
Roéhrchen wurde als erstes je 1ml Serum, danach jeweils 1ml aus der
zellularen Schicht, getrennt in Cryorohrchen (Microréhre 2ml, Sastedt)
pipettiert. Das zentrifugierte Serum wurde zu je 500ul aliquotiert und in
Cryorbhrchen pipettiert. Die aliquotierten Proben wurden mit den
entsprechenden Barcodes zur Markierung versehen und bei -80° Celsius bis

zur Versendung gelagert.
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2.3. Versand des Probenmaterials

2.3.1. Versand der Proben flr die AntikOrperbestimmung,

Glycominds

Die Seren wurden bei -80° Celsius der Firma Glycominds Ltd in Lod, Israel
Ubersandt. Die Sendung erfolgte anonymisiert und ohne die entsprechenden
Informationen tber Diagnose, Krankheitsverlauf oder andere klinische Daten
der Patienten. Die Bestimmung der Anti-Glykan-Serum-Antikdrper gASCA
IgG, ALCA 1gG, ACCA IgA, AMCA IgG, Anti-L IgA und Anti-C IgA erfolgte
verblindet mittels Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA) durch den

Hersteller Glycominds.

2.3.2. Versand der Proben fir die Bestimmung von pANCA,

INOVA

Die Seren fur die Bestimmung des Antikdrpers pANCA wurden der Firma
Glycominds zugestellt. Die Bestimmung erfolgte mit einem Test-Kit, auf den
Grundlagen der indirekten Immunfluoreszenz nach den Angaben des

Herstellers INOVA Diagnostics mit Sitz in San Diego, Kalifornien.
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2.4. Methoden der Antikdrperbestimmung

2.4.1. Antikdrperbestimmung mittels ELISA

Der Test der Anti-Glykan-Serum-Antikérperbestimmung basiert auf dem
Verfahren des Enzym Linked Immunosorbant Assays (ELISA). Die genaue
technische Durchfihrung und der Test-Kit selber wurden von Glycominds
Ltd. entwickelt und hergestellt.

Die Durchfuhrung der Antikdrpermessung startete mit dem Aliquotieren von
50ul einer Serumprobe, die mit einem gebrauchsfertigen Serumverdinner im
Verhéltnis 1:101 gemischt wurde, auf eine Well-Mikrotiterplatte. Daneben
wurden die Proben eines Kalibrators und einer Negativ- und Positivkontrolle
auf die Well-Mikrotiterplatten aufgetragen. In den Kavitaten befanden sich die
spezifischen Antigene, die Glykane, welche an die feste Phase der Platte
gebunden waren. Fir jedes Glykan stand ein separates Test-Kit zur
Verfligung. Waren die spezifischen Antikorper im Patientenserum vorhanden,
haben sie an die Antigene gebunden.

Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurden die restlich
ungebundenen Serumbestandteile abgewaschen. Danach wurde 100ul eines
HRP-Konjugates, bestehend aus Antikérper und Enzym (horseradish
peroxidase anti-humane-lgG-, -IgA-Antikérper, Glycominds Ltd. Lod, Israel)

auf die Mikrotiterplatte pipettiert. Die Antikbrper fungierten als
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Detektionsantikorper und banden an die bereits gebundenen Anti-Glykan-
Serum-Antikorper der Patientenseren.

Nach erneuter Inkubation von 30 Minuten wurde das Konjugat abgewaschen
und 100ul des chromogenen Substrates TMB (3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin)
zugefigt. Dies wurde in Dunkelheit 30 Minuten inkubiert. Das Enzym an den
Detektionsantikorpern Kkatalysierte nun eine Reaktion mit dem neu
zugegebenen Substrat, wodurch eine Farbreaktion entstand, die das
Vorhandensein der gebundenen Antikdrper nachwies. Daraufhin wurde 100ul
einer Stopplésung (ImMol/L H,SO,4 Glycominds Ltd., Lod, Israel)
zugegeben, welche die enzymatische Reaktion abbrach. Nun konnte der
Absorptionsgrad der verschiedenen Proben, der Serumprobe des Patienten,
des Kalibrators und der Positiv- und Negativkontrolle mit dem
Spektralphotometer bei 450nm bestimmt werden. Die optische Dichte verhielt
sich proportional zur Anzahl der gebundenen Antikérper. Die Werte fir die
Serumproben wurden mit Hilfe der Kalibratoren errechnet Das Ergebnis
wurde in der Einheit ELISA Units (EU) angegeben. Diese Einheit wurde von
der Firma Glycominds mittels Seren eines prazise charakterisierten

Patientengutes, dessen Seren mit den Antigenen reagierten, kalibriert.

2.4.2. Bestimmung von pANCA mittels Immunfloreszenz

Der indirekte Immunfluoreszenz Test-Kit zur Bestimmung der perinukledren

Anti-Neutrophilen Zytoplasma Antikérper wurde von INOVA produziert. Ein
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Objekttrager mit ethanol- oder formalinfixierten, humanen Neutrophilen
wurde dabei als Substrat eingesetzt.

Zu Beginn wurde eine 1:80 verdinnte Serumprobe sowie eine Positiv- und
eine Negativkontrolle mit dem Antigen-Substrat, den Neutrophilen, in
Verbindung gebracht und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Daraufhin wurde das restliche, ungebundene Serum weggespilt und der
Objekttrager mit einem spezifisch Fluoreszein-markierten Konjugat 30
Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit konnte der Objekttrager unter
einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. Waren pANCAs vorhanden,
zeigte sich die typische perinukleare, apfelgrine Fluoreszenz. Zusatzlich
wurden auf jedem Trager die pANCA-Positiv- und Negativkontrollen
mitgefuhrt.

Eine Probe war negativ, wenn sie dem Bild der Negativkontrolle entsprach.
Eine Probe war positiv, wenn die perinukleédre, spezifische Farbung starker
als die Negativkontrolle war. Der Cut-Off Wert lag hier bei einer Verdiinnung
von 1:80. Dies war ein semiquantitativer Test.

Die Bestimmung von pANCA wurde bei 340 der 363 Patienten der MC
Kohorte und bei 116 der 130 Patienten der CU Kohorte durchgefihrt.

Die pANCA-Bestimmung wurde zwar durchgefihrt, ging jedoch nicht in die
vorgelegte Auswertung ein. Nahere Angaben zu den pANCA finden sich in

der Dissertation von Herrn Dr. S. Schleder.
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2.5. Die Patientendaten

2.5.1. Erhebung der Patientendaten

Die Patientendaten aller Kohorten wurden anhand der original vorliegenden
Krankenakten, durch Sichten der vorhandenen Daten im EDV-System der
Klinik und durch Zugang zu &lteren, archivierten Krankendaten im Archiv des
Universitatsklinikums Regensburg erhoben.

Die Krankheitsaktivitat, das Auftreten von anderen Erkrankungen, EIM, der
Zeitpunkt der Erstdiagnose und Erstsymptomen, Grol3e und Gewicht zum
Datum der Blutentnahme wurden den Arztbriefen des behandelnden Arztes
bzw. den Patientenakten entnommen. Die Hauptdiagnose wurde den
Histologie-, Endoskopieberichten und den Arztbriefen entnommen. Die
Angaben Uber das Befallsmuster, das Auftreten von Stenosen und Fisteln
konnte Endoskopieberichten, radiologischen Berichten und den Arztbriefen
entnommen werden. Die operativen Interventionen waren, auf3er der
Erwdhnung in Arztbriefen, auch durch OP-Berichte genau dokumentiert. Der
Verlauf der einzelnen Patienten konnte anhand der Arztbriefe nachvollzogen
werden.

Nach vollstandiger Erhebung der oben genannten Daten zu den einzelnen
Patienten und verschiedenen Terminen der Blutentnahme, welche

Geschlecht, Patienten-ID, Geburtsdatum, Datum der Blutentnahme und den
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entsprechenden Barcode der Serumrdhrchen enthielten wurden diese in eine

kodierte, anonymisierte Datenbank fur die statistische Analyse Glbernommen.

2.5.2. Dokumentation der Patientendaten

Die erhobenen Patientendaten wurden in die Datenbank eingegeben. Teils

sind die Daten als Worte ausgeschrieben oder als Zahl, kodierend fiir einen

bestimmten Zustand, dokumentiert. Die Blutentnahmen der Patienten mit den

dazugehdrigen Daten konnten anhand des Barcodes der Serumproben und

der Glycominds Nummer identifiziert werden.

Das Alter zum Zeitpunkt der Blutentnahme, der Zeitraum von Erstsymptom

zu Erstdiagnose, der Zeitraum von Erstdiagnose zu Probeentnahme und der

ersten Fistel, Stenose und operativen Intervention wurde in Monaten

angegeben. Das eigentliche Datum der Erstsymptome, der Erstdiagnose, der

Probenentnahme und das Geburtsdatum wurden dokumentiert.

Die GroR3e des Patienten wurde in cm und das Gewicht in kg dokumentiert,

anhand dieser Zahlen wurde der BMI Wert (kg/m2) errechnet.

Geschlecht: 0: ménnlich; 1: weiblich.

Aktueller Krankheitsstatus: 0: akuter  Schub; 1: Remission,
2: chronisch aktiv; 99: unbekannt.

Hauptdiagnose: 0. MC; 1. CU, 2. CI; 3: andere Gl
Erkrankung; 4: keine Gl-Erkrankung, 99:

unbekannt.
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Auftreten der EIM: 0: EIM zum Zeitpunkt der Probeentnahme;
1: EIM nach der Probeentnahme;
2: Keine EIM vorhanden; 99: unbekannt

Eine extra Spalte bot Platz, das Auftreten anderer Erkrankungen

ausformuliert festzuhalten.

Die Krankheitslokalisation des MC und der CU, ein entzuindlicher, ein einfach

fistulierender, stenosierender oder multipel fistulierender, stenosierender

Verlauf wurde dokumentiert (die verschiedenen Merkmale waren in den

Spalten aufgeflhrt, in den Zeilen war die jeweilige Zahl notiert):

0: Vorhandensein

1: nicht Vorhandensein

99: unbekannt

Beim Auftreten einer Komplikation wurde der Zeitraum von der Erstdiagnose

bis zum Auftreten der jeweiligen Fistel, Stenose in Monaten angegeben. Der

Zeitraum wurde in Minus der Monatsanzahl angegeben, wenn die Fistel,

Stenose vor der Erstdiagnose auftrat. Zusatzlich wurde die Lokalisation

(entero-enterisch, perianal etc.) festgehalten.

Chirurgischen Interventionen:  0:lleozdkalresektion; 1:Dunndarmresektion;
2. Dickdarmresektion; 3: Pankolektomie;
4: ileoanaler Pouch; 5: Stoma,;
6:  Strikturoplatik; 7.  Fistelresektion;
8: Abszesseingriff, 10: andere OP;

11: keine OP; 99: keine Angaben.
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Der Zeitraum von Erstdiagnose bis zur jeweiligen Operation wurde
dokumentiert. Die Zeitangabe der Interventionen, die vor Erstdiagnose

ausgefuhrt worden sind, wurde mit einem Minuszeichen versehen.

2.6. Analyse und Statistik der Daten

In der vorliegenden Arbeit wurde in einer retrospektiven Querschnittsanalyse
der Patientenkohorte die Assoziation der Anti-Glykan-Serum-Antikdrper mit
einem komplizierten Verlauf des MC untersucht.

Fir die Studie wurde der Nutzen der Antikdrper hinsichtlich eines qualitativen
und quantitativen Auftretens in Assoziation mit spezifischen Phé&notypen von
Erkrankungsverlaufen bewertet. Die Frage, ob durch das Auftreten
bestimmter Antikérper Subgruppen des MC unterschieden werden konnten
sollte beantwortet werden.

Die Erkrankungsverlaufe wurden nach dem Auftreten von Komplikationen
wie Fisteln und Stenosen, dem Zeitraum von Erstdiagnose bis zum Auftreten
der ersten Komplikation, CED abhangigen Operationen, frihem
Krankheitsbeginn und bestimmten Krankheitslokalisationen hin untersucht.
Zudem wurden die Antikorperspiegel im Verlauf der Krankheit mit moglichen
Einflussfaktoren wie dem Auftreten von Komplikationen verglichen und die
daraus folgende pradiktive Aussagekraft der Antikérper evaluiert.

Eine deskriptive Statistik wurde fiur die Berechnung und Darstellung der

relevanten Daten und Variablen der Patientenkohorte angewandt.
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Die univariate Varianzanalyse, ANOVA, wurde fir den Vergleich des
durchschnittlichen Alters und BMI-Wertes der einzelnen Patientenkohorten
angewandt und der Chi-Square-Test nach Pearson zum Vergleich der
Geschlechterverteilung in den Kohorten.

Der Spearman Korrelationskoeffizient wurde abgeschatzt, um den
Zusammenhang zwischen den Antikdrperkonzentrationen von Anti-C und
Anti-L mit den Spiegeln von gASCA, AMCA, ALCA und ACCA beurteilen zu
kdnnen.

Die Cut-Off Werte wurden anhand ROC-Analysen (siehe 2.7) fur Anti-C und
Anti-L  bzw. fir die anderen Marker anhand den von Glycominds
vorgegebenen optimalen Cut-Offs festgelegt.

Darlber hinaus wurde die Hohe der Antikorperspiegel, beruhend auf den
Quartilen, in vier Gruppen eingeteilt. Der Wilcoxon-Sum-Test und der Chi-
Square-Test nach Pearson wurde entsprechend zur Evaluation der
Assoziation zwischen den Antikdrperspiegeln, der Antikdrperpositivitat und
der Quartile Gruppe mit Komplikationen bei MC angewandt. Ferner wurde
die Odds Ratio (OR) und die zugehdrigen 95% Konfidenzintervalle
festgelegt. Zudem wurden multivariable logistische Regressionsmodelle
erstellt, um die aufgezeigte Assoziation zwischen Antikérperspiegeln,
Antikdrperpositivitat und dem Auftreten von Komplikationen bei MC besser
beurteilen zu kénnen. Gleichzeitig wurden Storgrof3en beriicksichtigt, die
Einfluss auf diesen Zusammenhang nehmen koénnten. Zu diesen
Storfaktoren zéhlen Alter bei Probeentnahme, Krankheitsdauer, Geschlecht,

BMI-Wert und ein Befall des lleums.
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Analysen, die den Zeitverlauf der Ereignisse mit einbeziehen, Time-to-Event
Analysen, wurden angewandt, um einen evtl. bestehenden Zusammenhang
zwischen den Antikdrperspiegeln, der Antikdrperpositivitdt und dem Auftreten
der ersten Komplikation aufzuzeigen. Die Zeitspanne im Verlauf wurde
anhand der Monatsanzahl zwischen der Erstdiagnose des MC und dem
Auftreten der ersten Komplikation oder, falls ein Patient im Verlauf
komplikationslos blieb, dem Ende der Beobachtungsperiode (1.04.2007)
berechnet.

Univariate und multivariate Cox Proportional Hazards Modelle wurden erstellt
und die Hazard Ratio und die 95% Konfidenzintervalle wurden fir jeden
Marker  berechnet. Die Zeitdauer zwischen Erstdiagnose und
Probeentnahme, das Alter, der BMI-Wert und ein lleum Befall wurden in die
multivariable Analyse einbezogen.

Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Die statistische Auswertung wurde unter Anwendung der Software SAS
Version 9.1 des SAS Institutes Cary, North Carolina und der Software R
Version 2.4.1 des R Institutes fur Statistical Computing Wien, Osterreich
durchgeflihrt. Die Analyse wurde in den USA unter der Leitung von Rocio

Lopez durchgefihrt.
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2.7. Festlegung der Cut-Off Werte der einzelnen Marker

Die Cut-Off Werte der einzelnen Antikdrper wurden mithilfe von Receiver
Operating Charakteristic (ROC) Kurven festgelegt. Die ROC Kurve wurde
aus dem Wert der Sensitivitdt jedes einzelnen Antikdrpers, aufgetragen
gegen den Wert (1-Spezifitat) erstellt.

Die Cut-Off Werte wurden in ELISA Units (EU) festgelegt, die eine Spezifitat
von 90% in der Differenzierung von MC gegeniiber dem nicht Vorhandensein
eines MC gewahrleisten. Fur die neuen, noch nicht beschriebenen Antikorper
ergaben sich unter diesen Bedingungen Cut-Off Werte fur eine
Antikdrperpositivitat von 50 EU fur Anti-C und von 120 EU fir Anti-L. Die Cut-
Off Werte der schon beschriebenen Antikérper entsprachen den Angaben
vorausgegangener Studien (Dotan I. et al., 2006; Ferrante et al., 2007). Der
Grenzwert fur gASCA lag bei 50 EU, fur ALCA bei 60 EU, fir ACCA bei 90
EU und fir AMCA bei 100 EU. Alle Spiegel, die unter den Cut-Off Werten
lagen, wurden als negativ betrachtet.

Die HOhe der Antikorperspiegel als Mal3 der Immunantwort gegentber den
spezifischen Antigenen wurde fur die Analyse der Assoziation dieser Spiegel
mit einem bestimmten Phanotypen des MC flr jeden Antikorper in Quartilen
eingeteilt. Jedem Patienten wurde fur jeden Antikorper, je nach gemessener
Antikorperkonzentration die entsprechende Quartile Q 0.25, Q 0.5, Q 0.75, Q
1.0 zugeordnet. Jedem Viertel wurde der entsprechende Punktwert von 1 - 4

zugeteilt:
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Die 1 fur Q 0.25, die den Werten von der 0. bis zur 25. Perzentile
entsprachen, die 2 fir Q 0.5, Werte von der 25. bis zur 50. Perzentile, die 3
fur Q 0.75, Werten von der 50. bis zur 75. Perzentile und die 4 fur Q 1.0,
Werte von der 75. bis zur 100. Perzentile.

Der Hohe des gemessenen Antikdrperspiegels von gASCA, ACCA, AMCA,
ALCA, Anti-C und Anti-L nach, wurden die entsprechenden Quartilen mit den
Punktwerten zugeordnet. Diese Punktwerte wurden fur alle sechs Antikdrper
bei jedem Patienten aufsummiert und konnten Werte zwischen 6 (die
einzelnen Antikorperspiegel lagen immer im niedrigsten Bereich) und 24
(jeder Antikorperspiegel erreichte den hochsten Wert) erreichen.

Der Wert (6 - 24) stellt so die kumulative, quantitative Immunantwort eines

Individuums gegenuber den sechs spezifischen Antigenen dar.
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3. Ergebnisse

3.1. Krankheitsauspragung im Patientenkollektiv

Lokalisation Patienten mit Morbus Crohn (N=363)
Oberer Gastrointestinal Trakt 40 (11,1%)
Jejunum, proximales lleum 40 (11,2%)
lleozdkal 109 (30,0%)
Kolon 54 (14,9%)
lleum und Kolon 199 (55,0%)
Rektum 131 (36,3%)

Tabelle 7: Anzahl und relative Haufigkeit der Krankheitslokalisation des Morbus

Crohn im Patientenkollektiv. N: Patientenanzahl.

Bei 249 der 363 MC Patienten lag bis zum Datum der ersten Probeentnahme
ein  komplizierter = Krankheitsverlauf vor. Nach einem mittleren
Beobachtungszeitraum von 59 Monaten hatte sich die Anzahl der Patienten,
die an einer Komplikation erkrankten auf 277 erhdéht. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes litten 116 Patienten unter dem gemeinsamen
Auftreten von Fisteln und Stenosen, bei 91 Patienten traten nur Stenosen
und bei 70 Patienten nur Fisteln auf. Insgesamt wiesen 207 Patienten

Stenosen und 186 Patienten Fisteln auf. 196 der 277 Patienten mit
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Komplikationen hatten insgesamt mehr als eine Komplikation im
Krankheitsverlauf.

Bis zum Datum der ersten Probeentnahme hatten sich 224 Patienten einer
CED-bedingten chirurgischen Intervention unterzogen. Wahrend des
gesamten Beobachtungszeitraumes wurden 33 weitere Patienten operiert,
daraus ergab sich eine Gesamtanzahl von 257 Patienten mit CED bedingten
Operationen.

Ein friher Krankheitsbeginn bei Patienten mit MC wurde mit dem Alter von <
40 Jahren definiert, dies traf bei 316 MC Patienten zu. Bei 47 Patienten

manifestierte sich der MC mit einem Alter von = 40 Jahren.

3.2. Assoziation der Anti-Glykan-Serum-Antikdrper mit

unterschiedlichen Krankheitsauspragungen

3.2.1. Ergebnisse der univariaten Analyse

Die Assoziation des Auftretens der einzelnen Antikdrper mit verschiedenen
Krankheitsauspragungen des MC wurde untersucht. Die Patientengruppe mit
Komplikationen wie Fisteln und Stenosen (N=277), die Gruppe mit mehr als
einer Komplikation (N=196), mit CED bedingten chirurgischen Interventionen
(N=257), mit einem frihen Krankheitsbeginn < 40 Jahre (N=316), mit einem

Befall des lleums (N=308), mit einem Dinndarmbefall (N=311), mit einem
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Kolonbefall (N=24) und mit dem Auftreten von EIM (N=191) wurden mit der
Gruppe von Patienten verglichen, bei denen diese Krankheitsauspragungen
fehlten.

Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse der Analyse ohne Berlcksichtigung weiterer
Einflussfaktoren (univariate Analyse) zwischen Antikorperpositivitat und
bestimmten Krankheitsauspragungen. Die Tabelle gibt die relative Haufigkeit
der einzelnen positiv getesteten Antikérper im MC-Kollektiv, bei Patienten mit
vorhandener und fehlender Krankheitsauspragung, wie Komplikationen, der
Notwendigkeit von CED bedingten Operationen und einem frihen
Erkrankungsbeginn wieder.

Dort zeigt sich, dass der neue Antikérper Anti-L am starksten mit
Komplikationen und Anti-L und Anti-C am starksten mit CED bedingten
Interventionen assoziiert waren. Zuséatzlich konnte bei allen drei, in der
Tabelle aufgefiihrten Situationen, im Median eine héhere Anzahl an positiven
Antikdrpern gefunden werden. Dies veranschaulicht Tabelle 9.

Eine Assoziation konnte zwischen einer Markerpositivitdt und dem
Vorhandensein von mehr als einer Komplikation im Gegensatz zu nur einer
Komplikation in der univariaten Analyse fur gASCA, AMCA, Anti-L und Anti-C
gefunden werden, wobei Patienten mit mehr Komplikationen haufiger positiv
fur die entsprechenden Marker waren. Fur das Auftreten von EIM im
Vergleich zu keinen EIM zeigte sich eine Assoziation mit dem Fehlen von
gASCA oder AMCA. Fir die neuen Anti-Glykan-Serum-Antikorper (aul3er

gASCA) zeigte sich Kkeine relevante Assoziation zwischen einer
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Markerpositivitat und einem Befall des lleums, des Dinndarms oder des

Kolons, siehe Tabelle 8a-e.

Marker- KH- Komplikationen CED bedingte-OP | friher KH-Beginn
) OR p- OR p- OR p-
Nachweis |Auspragung | (%) | (95%KI) | Wert | (%) | (95%KI) | Wert | (%) | (95%KI) | Wert
2.8 21 3.6
gASCA vorhanden 69,0 | (1.7, 4.6) | <0.001|68,1|(1.3,3.3) | 0,002 |67,1| (1.9,6.8) | <0.001
fehlend 44,2 50,9 36,2
2.0 1.6 0.71
ACCA vorhanden 18,8 | (0.93,4.2) | 0,072 |18,7|(0.853.2)| NS |[16,1((0.33,1.5)| NS
fehlend 10,5 12,3 24,3
1.3 1.2 1.8
ALCA vorhanden 26,7((0.72,2.3) | NS |2655((0.69,2.0)| NS |26,9| (081,4.0)| NS
fehlend 22,1 23,6 17
2.3 2.7 4.6
AMCA vorhanden 30,7| (1.2,4.3) | 0,009 |32,3| (1.54.9) |<0.001|30,1 | (1.6,13.2) | 0,002
fehlend 16,3 15,1 8,5
3.2 3.2 1.8
Anti-L vorhanden 29,9 | (1.6,6.6) |<0.001|31,1| (1.7,6.1) |<0.001 |26,8 |(0.80,4.0)| NS
fehlend 11,6 12,3 17
2.2 3.9 11
Anti-C vorhanden 28,1| (1.2,4.2) | 0.015 |31,1| (2.0,7.7) [<0.001 |252 | (0.54,2.3) | NS
fehlend 15,1 10,4 23,4

Tabelle 8: Relative Haufigkeit (%) der positiv getesteten Antikdrper im MC-Kollektiv bei
vorhandener und fehlender Krankheitsausprdgung, mit der Odds Ratio, dem
entsprechenden 95% Konfidenzintervall und p-Wert in der Univariaten Analyse. gASCA:
Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikbrper, ACCA: Anti-Chitobioside Carbohydrate
Antikorper, ALCA: Anti-Laminaribioside Carbohydrate Antikérper, AMCA: Anti-Mannobioside
Carbohydrate Antikérper, Anti-L: Anti-Laminarin Carbohydrate Antikérper, Anti-C: Anti-Chitin
Carbohydrate Antikérper, CED: chronisch entziindliche Darmerkrankung, KH: Krankheits-

Auspragung, KH: Krankheits-Beginn, KlI: Konfidenzintervall, OP: Operation, OR: Odds Ratio,
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Komplikationen CED bedingte-OP friher KH-Beginn
OR OR OR
(95%KI) | p-Wert (95%KI) | p-Wert (95%KI) | p-Wert
vorhan- 2.0 15 2.0 15 2.0 15
Zghl den | (10,3.0)| @3 1.9) | <0001 | (1.0 3.0)| 1.3 1.8) | 0% |(10,30)| (1.1, 1.8 | ©003
er
positiven
Marker
" 1.0 1.0 1.0
Median . . .
fehlend | 40.2.0) (0.0, 2.0) (0.0, 2.0)

Tabelle 9: Die Zahl der positiven Antikorper war im Median bei Patienten mit Komplikationen,

CED-bedingten Operationen und einem friihen Krankheitsverlauf hoher, als bei Patienten ohne

diese Auspragung. CED: chronisch entziindliche Darmerkrankung, KH: Krankheits-Beginn, KiI:

Konfidenzintervall, OP: Operation, OR: Odds Ratio

Tabelle 8a-e: Anzahl (N) und prozentuale Haufigkeit (%) der MC Patienten mit Markernachweis

mit und ohne Krankheitsauspragung:

Antikdrper positiv > 1 Komplikation | <1 Komplikation Odds Ratio P-
N(%) (N=196) (N=167) (95% KI) Wert
gASCA 140 (71.4) 89 (53.3) 2.2 (1.4 ,3.4) <0.001
ACCA 38 (19.4) 23 (13.8) 1.5(0.86 ,2.6) 0,15
ALCA 50 (25.5) 43 (25.8) 0.99 (0.62,1.6) 0,96
AMCA 62 (31.6) 37 (22.2) 1.6 (1.01,2.6) 0,043
Anti-L 59 (30.6) 33 (19.8) 1.8(1.10,2.9) 0,019
Anti-C 60 (31.1) 30 (18.0) 2.1(1.3,3.4) 0,004

Tabelle 8a: mehr als eine Komplikation im Vergleich zu einer oder weniger als einer Komplikation.

Signifikante Werte zeigten sich fir gASCA, AMCA, Anti-L und Anti-C.

Antikérper positiv lleumbefall Kein lleumbefall Odds Ratio P-

N (%) (N=308) (N=55) (95% KI) Wert
gASCA 210 (68.2) 19 (34.6) 4.1(2.2,7.4) <0.001
ACCA 53 (17.2) 8 (14.6) 1.2 (0.55,2.7) 0,63
ALCA 83 (27.0) 10 (18.2) 1.7 (0.80,3.4) 0,17
AMCA 87 (28.3) 12 (21.8) 1.4 (0.71,2.8) 0,32
Anti-L 82 (26.8) 10 (18.5) 1.6 (0.77 ,3.3) 0,2
Anti-C 79 (25.8) 11 (20.4) 1.4 (0.67,2.8) 0,39

Tabelle 8b: lleumbefall im Vergleich zu kein lleumbefall. Ein signifikanter Wert zeigte gASCA.
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Antikérper positiv DD Befall Kein DD Befall Odds Ratio

N(%) (N=311) (N=52) (95% KI) P-Wert
gASCA 213 (68.5) 16 (30.8) 4.9 (2.6 ,9.2) <0.001
ACCA 53 (17.0) 8 (15.4) 1.1 (0.50,2.5) 0,77
ALCA 83 (26.7) 10 (19.2) 1.5(0.73,3.2) 0,25
AMCA 89 (28.6) 10 (19.2) 1.7 (0.81 ,3.5) 0,16
Anti-L 82 (26.5) 10 (19.6) 1.5(0.71,3.1) 0,29
Anti-C 79 (25.6) 11 (21.6) 1.2 (0.61 ,2.6) 0,54

Tabelle 8c: DD: Diunndarmbefall im Vergleich zu kein Dinndarmbefall. Ein signifikanter Wert

zeigte gASCA.

Antikérper positiv Nur Kolonbefall | Kein Kolonbefall Odds Ratio

N (%) (N=24) (N=339) (95% Kl) P-Wert
gASCA 6 (25.0) 223 (65.8) 0.17 (0.07 ,0.45) | <0.001
ACCA 5 (20.8) 56 (16.5) 1.3(0.48 ,3.7) 0.57
ALCA 4 (16.7) 89 (26.3) 0.56 (0.19 ,1.7) 0,3
AMCA 3(12.5) 96 (28.3) 0.36 (0.11 ,1.2) 0,093
Anti-L 6 (25.0) 86 (25.6) 0.97 (0.37 ,2.5) 0,95
Anti-C 4(16.7) 86 (25.6) 0.58 (0.19 ,1.7) 0,33

Tabelle 8d: Markernachweis bei Patienten nur mit Kolonbefall im Vergleich zu keinem

Kolonbefall. Ein signifikanter Wert zeigte gASCA fur keinen Kolonbefall.

Antikdrper positiv EIM keine EIM Odds Ratio

N(%) (N=191) (N=172) (95% KI) P-Wert
gASCA 107 (56.0) 122 (70.9) 0.52 (0.34,0.81) 0,003
ACCA 37 (19.4) 24 (14.0) 1.5(0.85,2.6) 0,17
ALCA 52 (27.2) 41 (23.8) 1.2(0.74 ,1.9) 0,46
AMCA 41 (21.5) 58 (33.7) 0.54 (0.34 ,0.86) 0,009
Anti-L 47 (25.0) 45 (26.2) 0.94 (0.59,1.5) 0,8
Anti-C 47 (25.0) 43 (25.0) 1.00 (0.62 ,1.6) 0,99

Tabelle 8e: EIM: Extraintestinale Manifestationen im Vergleich zu keinen EIM. Signifikante

Werte zeigten gASCA und AMCA fur keine EIM.
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Tabelle 8a-e: gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikérper, ACCA: Anti-
Chitobioside Carbohydrate Antikérper, ALCA: Anti-Laminaribioside Carbohydrate
Antikoérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate Antikérper, Anti-L. Anti-Laminarin
Carbohydrate Antikorper, Anti-C: Anti-Chitin Carbohydrate Antikérper, DD: Diinndarm,

EIM: Extraintestinale Manifestation, Kl: Konfidenzintervall, OR: Odds Ratio.

3.2.2 Ergebnisse der multivariaten Analyse

Die multivariate Analyse unter Einschluss von Faktoren, welche Einfluss auf
die Bildung der Antikdrper und die Assoziation derer mit einem bestimmten
Phanotyp nehmen koénnten wurde durchgefiihrt. Durch die gleichzeitige
Analyse mehrerer Variablen kbnnen Abhangigkeiten aufgedeckt werden, um
so eine unabhangige Assoziation eines bestimmten Phanotyps mit dem
Auftreten der Antikdrper nachweisen zu kdnnen. Die potentiellen Storgréf3en,
die in der multivariaten Statistik untersucht wurden bestanden aus Alter bei
Probeentnahme, Geschlecht, BMI-Wert, lleumbefall und Erkrankungsdauer.
Diese Faktoren konnten eine Antikérperbildung bedingen.

Fur jede Krankheitsauspragung (Komplikationen, mehr als eine Komplikation,
CED bedingte Operationen, friher Krankheitsbeginn, Dunndarmbefall,
lleumbefall, nur Kolonbefall und EIM) wurde eine eigene Berechnung, zum
Nachweis einer Assoziation, unter Einschluss der oben genannten

Storgrollen fur jeden einzelnen Antikdrper durchgefuhrt. Bei der
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Krankheitsauspragung eines frihen Krankheitsbeginns wurde als Storgréf3e
die Krankheitsdauer, der BMI Wert sowie das Geschlecht berticksichtigt.

Eine weitere Analyse wurde fir die Krankheitsausprdgung der CED-
bedingten Operationen durchgefiihrt. Hier wurde die Komplikation als ein
weiterer Storfaktor mit einberechnet, um eine bestehende Assoziation von
Antikdrpern mit CED bedingten Operationen unabhangig von Komplikationen
aufzudecken.

Eine von den genannten Stbérgrofen unabhangige, relevante Assoziation mit
einem komplizierten Krankheitsverlauf verzeichneten gASCA, AMCA und
Anti-L, wobei gASCA die starkste Assoziation zeigte. Ferner zeigte sich bei
Patienten, die fur gASCA, AMCA, Anti-L und Anti-C positiv getestet waren,
ein erhohtes Risiko fur die Notwendigkeit einer CED bedingten operativen
Intervention mit der stéarksten Assoziation fur Anti-C. Ein friher
Krankheitsbeginn war mit dem Auftreten von gASCA und AMCA assoziiert.
gASCA war als einziger Marker mit einer Krankheitslokalisation des lleum
(Odds Ratio 4,7 (95% Kl 2,4-9,2), p-Wert<0,001) und des Dinndarms (Odds
Ratio 5,7 (95% KI 2,8-11,6), p-Wert<0,001) assoziiert. Keiner der Antikdrper
zeigte eine unabhangige Assoziation mit mehr als einer Komplikation, mit
EIM oder einem Kolonbefall.

Tabelle 10 zeigt fur Patienten mit einem positiv getesteten Antikdrper die
Odds Ratio mit den 95% Konfidenzintervallen fur Komplikationen, CED

bedingten Operationen und einen friihen Krankheitsbeginn.
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Komplikationen CED bedingte Operationen friher Krankheitsbeginn

positive
Marker OR (95%K1) p-Wert OR (95%KI) p-Wert OR (95%K1) p-Wert

gASCA | 3.5(1.9,6.4) |[<0.001| 2.1(1.2,3.6) | 0,008 | 4.0(2.0,8.0) |<0.001

ACCA | 1.9(0.83,4.5) NS 1.3 (0.65, 2.7) NS |0.59(0.26,1.4) NS

ALCA | 1.1(0.59,2.1) | NS 1.01 (0.58, 1.8) NS | 2.4(0.94,59) | NS

AMCA | 2.4(1.2,4.8) | 0,014 2.5 (1.3, 4.8) 0,004 | 5.2 (1.5,17.3) | 0,008

Anti-L | 2.3(1.07,4.8) | 0,032 2.4 (1.2,4.8) 0,009 | 1.8(0.72,4.5) NS

Anti-C | 1.7 (0.81, 3.4) NS 3.0(15,6.1) 0,003 | 0.64 (0.30, 1.4) NS

Tabelle 10: Assoziation der Anti-Glykan-Serum-Antikorper mit einem komplizierten
Krankheitsverlauf, CED bedingten Operationen und einem friihen Krankheitsbeginn in der
Mulitvariaten Analyse. gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikérper, ACCA: Anti-
Chitobioside Carbohydrate Antikérper, ALCA: Anti-Laminaribioside Carbohydrate
Antikoérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate Antikérper, Anti-L. Anti-Laminarin
Carbohydrate Antikdrper, Anti-C: Anti-Chitin Carbohydrate Antikérper, CED: chronisch

entzundliche Darmerkrankung, Kl: Konfidenzintervall, OR: Odds Ratio

Unter Berucksichtigung von Komplikationen als Storfaktor in der Analyse,
liel3 sich eine unabhangige Assoziation von Anti-C mit einer Odds Ratio von
3,4 (95% Kl 1,4-8,3) und einem p-Wert von 0,006 fir CED bedingte
Operationen feststellen. Fur die anderen Antikorper zeigten sich in dieser

Analyse keine signifikanten Werte.
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3.2.3 Time-to-Event Analysen

Time-to-Event Analysen wurden angewandt, um einen evtl. bestehenden
Zusammenhang zwischen den Antikérpern oder den Antikdrperspiegeln und
dem zeitlichen Auftreten der ersten Komplikation aufzuzeigen. Die
proportionalen Hazard-Regressions-Modelle nach Cox wurden univariat und
multivariat berechnet. In die multivariate Analyse wurden die Zeitspanne von
Erstdiagnose bis zur Probeentnahme, das Alter, der BMI-Wert und ein Befall
des lleums als Kontrolle mit eingerechnet. Von den 363 Patienten mit MC
wurden 32 Patienten aus dieser Analyse ausgeschlossen, da keine
Zeitangaben zu den jeweiligen Komplikationen vorlag (N=1) oder die erste
Komplikation mehr als einen Monat vor Erstdiagnose lag (N=31).

Die Antikorperkonzentrationen wurden daraufhin untersucht, ob eine
Zunahme der Antikorperspiegel um 10IU in der Kohorte mit dem frihen
Auftreten von Komplikationen im Krankheitsverlauf assoziiert war.

In der univariaten Analyse zeigte sich bei einem Markernachweis und einer
Zunahme der Antikorperkonzentration um 10lU von gASCA eine hohere
Wahrscheinlichkeit fur das frihe Auftreten von Komplikationen im
Krankheitsverlauf. In der multivariaten Analyse zeigte sich bei einer
Antikdrperpositivitat und bei einer Zunahme des Antikorperlevels um 101U
von gASCA, AMCA und Anti-L eine hohere Wahrscheinlichkeit fur das frihe

Auftreten von Komplikationen im Krankheitsverlauf.
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Univariate-Analyse Multivariate-Analyse
Antikorper OR(95% KI) p-Wert OR(95% KI) p-Wert
Zunahme der Antikorperkonzentration um 101U
gASCA 1.03(1.01,1.05) 0,01 1.04 (1.01, 1.06) 0,003
ACCA 1.01(0.98, 1.03) 0,51 1.02 (1.00, 1.05) 0,068
ALCA 1.00 (0.96, 1.04) 0,99 1.02 (0.97,1.07) 0,44
AMCA 1.02 (1.00, 1.04) 0,058 1.03(1.01,1.05) 0,014
Anit-L 1.01(1.00, 1.03) 0,15 1.02 (1.00, 1.04) 0,019
Anti-C 0.99 (0.95, 1.04) 0,77 1.04 (0.99, 1.08) 0,13
positive Maker
gASCA 1.4(1.09, 1.9 0,01 1.6(1.2,2.1) 0,003
ACCA 1.08 (0.79, 1.5) 0,63 1.3(0.91,1.8) 0,16
ALCA 0.89 (0.67,1.2) 0,42 0.95(0.71, 1.3) 0,74
AMCA 1.3(0.99, 1.7) 0,062 1.4(1.07,1.9) 0,015
Anit-L 1.2(0.91, 1.6) 0,2 1.4(1.04,1.9 0,026
Anti-C 0.91 (0.68, 1.2) 0,5 1.2(0.87,1.6) 0,28
pANCA 0.73(0.47,1.1) 0,15 0.80(0.51,1.2) 0,32

Tabelle 11: Markerpositivitat von gASCA war in der univariaten Analyse mit dem friihen
Auftreten von Komplikationen im Krankheitsverlauf assoziiert, Markerpositivitdt von
gASCA, AMCA und Anti-L waren in der multivariaten Analyse mit dem friilhen Auftreten
von Komplikationen im Krankheitsverlauf assoziiert. Erhéhte Antikdrperkonzentrationen
von gASCA waren in der univariaten und von gASCA, AMCA und Anti-L in der
multivariaten Analyse mit dem friihen Auftreten von Komplikationen im Verlauf assoziiert.
gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae  Antikérper, ACCA: Anti-Chitobioside
Carbohydrate Antikorper, ALCA: Anti-Laminaribioside Carbohydrate Antikérper, AMCA:
Anti-Mannobioside Carbohydrate Antikdrper, Anti-L: Anti-Laminarin Carbohydrate
Antikérper, Anti-C: Anti-Chitin Carbohydrate Antikdrper, pANCA: perinukledre anti

neutrophile zytoplasmatische Antikorper, Kl: Konfidenzintervall, HR: Hazard Ratio.
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3.2.4. Ergebnisse der Quartilen-Analyse

Steigt die Anzahl der Antikorper, fur die ein Patient positiv getestet ist, so
steigt auch die Wahrscheinlichkeit im Krankheitsverlauf an einer
Komplikation, einem lleumbefall, einem Dunndarmbefall zu erkranken und
sich einer CED bedingten Operation unterziehen zu mussen.

Wie im Material- und Methodenteil erwahnt, wurde die HGhe der
Antikdrperspiegel fur jeden Antikorper in vier Quartilen eingeteilt. Fur die
Kohorte der MC Patienten wurden nun die gesamten Durchschnittszahlen
der Quartilen fir gASCA, ACCA, ALCA, AMCA, Anti-L und Anti-C fur das
Auftreten von Krankheitsauspragungen und fur das nicht Auftreten dieser

Auspragungen in den bestimmten Patientengruppen berechnet.
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Antikérper Quartilen- o Keine i

Zahl Komplikationen Komplikationen OR(95%KI) | p-Wert

gASCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.6 (1.3,2.1) | <0.001
ACCA, M (P25,75) 3(1,4) 2(2,3) 1.2(0.98.,1.5)| 0,077
ALCA, M (P25,75) 32,4 2(1,3) 1.3(1.02.,1.6)| 0,034
AMCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.3(1.06,1.6)| 0,014
Anti-L, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.7(1.3,2.1) | <0.001
Anti-C, M (P25,75) 32,4 2(1,3) 1.4(1.09.,1.7)| 0,006

Tabelle 12: Hohere Quartilen-Zahlen von gASCA, ALCA, AMCA, Anti-L und Anti-C

waren mit Komplikationen assoziiert. gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikorper,

ACCA: Anti-Chitobioside Carbohydrate

Antikorper,

ALCA: Anti-Laminaribioside

Carbohydrate Antikdrper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate Antikdrper, Anti-L.

Anti-Laminarin Carbohydrate Antikérper, Anti-C: Anti-Chitin Carbohydrate Antikérper, Ki:

Konfidenzintervall, M: Median, OR: Odds Ratio, P25, 75: 25. und 75.Perzentile.
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Antikdrpezr;%Lljartilen- CED boegingte blézii?]gthoDP OR(95%KI) p-Wert
gASCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 15(1.2,1.9) | <0.001
ACCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.4 (1.2,1.8) | <0.001
ALCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.2(0.98.,1.5) | 0,073
AMCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 15(1.2,1.8) | <0.001
Anti-L, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.7(1.3,2.1) | <0.001
Anti-C, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 15(1.2,1.9) | <0.001

Tabelle 13: Hohere Quartilen-Zahlen von gASCA, ACCA, AMCA, Anti-L und Anti-C waren
mit CED-bedingten Operationen assoziiert. gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae
Antikérper, ACCA: Anti-Chitobioside Carbohydrate Antikoérper, ALCA: Anti-
Laminaribioside Carbohydrate Antikérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate
Antikorper, Anti-L. Anti-Laminarin Carbohydrate Antikérper, Anti-C: Anti-Chitin
Carbohydrate  Antikorper,CED: chronisch  entziindliche  Darmerkrankung, KI:
Konfidenzintervall, M: Median, OP: Operation, OR: Odds Ratio, P25, 75: 25. und

75.Perzentile.
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Antlkorpezr a?]lljart"en_ fruBheegrir}?rI]—L KK6||-|n-% ;r:i?](ralr OR(95%KI) p-Wert
gASCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.9 (1.4 ,2.6) <0.001
ACCA, M (P25,75) 2(1,3) 3(2,4) 0.80 (0.60 ,1.05) 0,11
ALCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.4 (1.05,1.9) 0,02
AMCA, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.6 (1.2 ,2.1) 0,002
Anti-L, M (P25,75) 3(2,4) 2(1,3) 1.3 (0.99,1.7) 0,06
Anti-C, M (P25,75) 2 (1, 4) 3(2,3) 0.93(0.71,1.2) 0,63

Tabelle 14: Hohere Quartilen-Zahlen von gASCA, ALCA und AMCA waren mit einem
frihen Krankheitsbeginn assoziiert. gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikorper,
ACCA: Anti-Chitobioside Carbohydrate Antikoérper, ALCA: Anti-Laminaribioside
Carbohydrate Antikoérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate Antikdrper, Anti-L. Anti-
Laminarin Carbohydrate Antikdrper, Anti-C: Anti-Chitin Carbohydrate Antikérper, KH:
Krankheits-Beginn, Kl: Konfidenzintervall, M: Median, OR: Odds Ratio, P25, 75: 25. und

75.Perzentile.

Zudem war eine hohere Quartilen-Zahl von gASCA mit einem lleumbefall
assoziiert.

Abbildung 5 zeigt den Zusammenhang zwischen ansteigenden
Antikdrperspiegeln, ausgedrtckt durch die Quartilen-Summenzahlen 6 bis 24
und dem Risiko einer Komplikation, einer CED bedingten Operation, eines

frihen Krankheitsbeginns oder eines lleumbefalls.
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Abbildung 5: Je héher die Quartilien Summenzahl, desto héher ist das Risiko
fur Komplikationen, CED bedingte Operationen, frihen Krankheitsbeginn und

lleumbefall. KH-Beginn: Krankheitsbeginn.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der relevanten Daten

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie der Anti-Glykan-Serum-
Antikdrperbestimmung von gASCA 1gG, ACCA IgA, AMCA 1gG, ALCA IgG
und den neuen Antikérpern Anti-C IgA und Anti-L IgA ging hervor, dass
innerhalb der Kohorte der MC Patienten Unterschiede im Nachweis der
Antikdrper beobachtet wurden.

Dabei war das Antikorperprofil bzw. eine Zunahme der AntikGrperpositivitat

mit der Schwere des Krankheitsverlaufes assoziiert.

Univariate Analyse:
Bei MC Patienten, die eine Antikdrperpositivitat aufwiesen, war die Haufigkeit
erhoht fur das Auftreten:
* einer Komplikation
» einer CED-bedingten Operation
» eines frihen Krankheitsbeginns
Die starkste Assoziation demonstrierte:
* Anti-L mit Komplikationen
* Anti-L und Anti-C mit CED-bedingten Operationen

*  AMCA und gASCA mit einem friihen Krankheitsbeginn
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Daneben zeigte sich bei Patienten mit Komplikationen, einer CED bedingten
Operation und einem frihen Krankheitsbeginn eine hohere Gesamtzahl an
positiven Antikorpern.
Weitere Assoziationen zeigten sich fur:

* gASCA, AMCA, Anti-L und Anti-C mit mehr als einer Komplikation.

* gASCA mit einem lleumbefall und einem Dinndarmbefall.

» das Fehlen von gASCA oder AMCA mit EIM.

« das Fehlen von gASCA mir einem Kolonbefall.

Multivariate Analyse:
Unter Einbeziehung von Storfaktoren zeigte sich eine von Alter bei
Probeentnahme, Geschlecht, BMI-Wert, lleumbefall und Erkrankungsdauer
unabhangige Assoziation von:
« gASCA, AMCA und Anti-L mit der starksten Auspragung fur gASCA
mit Komplikationen
 gASCA, AMCA, Anti-L und Anti-C mit der starksten Auspragung fur
Anti-C mit CED-bedingten Operationen
* gASCA, AMCA mit einem frihen Krankheitsbeginn
Durch Zufiigen eines weiteren Storfaktors -der Komplikationen- in die
Analyse blieb Anti-C als einziger Marker unabhangig mit CED-bedingten
Operationen assoziiert
Zusatzlich hatten Patienten, die fur gASCA, AMCA und Anti-L positiv waren,
unter Bertcksichtigung des Alters, der Zeitdauer zwischen Diagnose und

Probeentnahme, des BMI-Wertes und eines lleumbefalls, als Kontrolle mit
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berechnet, ein hoheres Risiko fur das frihe Auftreten von Komplikationen im

Krankheitsverlauf.

Fur zunehmende Antikorperspiegel ausgedrickt durch die erhdhten
Quartilen-Zahlen, fanden sich ebenfalls Assoziationen mit den folgenden
Markern:

e gASCA, ALCA, AMCA, Anti-C, Anti-L mit einem komplizierten

Krankheitsverlauf

* gASCA, ACCA, AMCA, Anti-L, Anti-C mit CED bedingten Operationen

* gASCA, ALCA, AMCA mit einem frihen Krankheitsbeginn

* gASCA mit einem lleumbefall
Je hoher die Quartilen-Summenzahlen, desto hdher das Risiko fir
Komplikationen, CED bedingte Operationen, einen frihen Krankheitsbeginn

und einen lleumbefall.

« Keiner der Antikérper zeigte eine unabhangige Assoziation mit EIM,
einem Kolonbefall oder mehr als einer Komplikation auf.
 gASCA war als einziger Marker mit einer Krankheitslokalisation im

lleum und DUnndarm assoziiert.
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4.2. Ergebnisvergleich mit vorausgegangenen Studien

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen mit vorausgegangenen
Studien weitgehend Uberein (Dotan I. et al., 2006; Ferrante et al., 2007; Papp
et al., 2008).

Fur die neuen Antikérper Anti-C und Anti-L gab es bisher nur eine
kanadische Vergleichsstudie, die parallel zu dieser Arbeit durchgefuhrt
wurde. Diese Studie von Seow et al. untersuchte die Pravalenz von gASCA
IgG, gASCA IgA, AMCA, ACCA, ALCA und den neuen Antikérpern Anti-C
und Anti-L bei Patienten mit MC, CU und nicht CED/GI-Kontrollen. Ahnlich
unserer Studie wurde in der Arbeit von Seow et al. gezeigt, dass Anti-L und
Anti-C unabhangig mit einem schweren Krankheitsverlauf des MC assoziiert
waren und dass eine zunehmende Anzahl an positiv bestimmten Antikdrpern
mit einem frihen Krankheitsbeginn, einer perianalen Krankheitslokalisation,
einem penetrierendem Krankheitsverlauf und der Notwendigkeit fur CED
bedingte Operationen assoziiert waren (Seow et al., 2009).

In der Arbeit von Seow et al. wurden die Antikdrper nicht in multiplen
Probenentnahmen Uber einen langen Beobachtungszeitraum bei einzelnen
Patienten, wie in dieser vorliegenden Studie, untersucht. Weiterhin fehlt in
der Untersuchung von Seow et al. die Kohorte der Patienten mit anderen Gl
Erkrankungen zum Vergleich der Antikdrperpravalenz, wie sie in der Arbeit
von Herrn Dr. S. Schleder beschrieben sind und somit die wichtigen

Kontrollen der Patienten mit anderweitigen Entzindungen des
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Magendarmtraktes, da auch in dieser Patientengruppe erhohte

Antikoérperspiegel gefunden wurden (Papp et al., 2009).

4.2.1. Pravalenz der Antikorper

Die Verteilung der AntikOrperpositivitat (siehe Dissertation von S. Schleder)
von gASCA (63,1%), ACCA (16,8%), ALCA (25,6%) und AMCA (27,3%), in
der Kohorte der Patienten mit MC dieser Arbeit, stimmen mit Daten von
Dotan et al. (QASCA: 69%, ALCA: 27%; ACCA: 25%) und Ferrante et al.
(gASCA: 56,4%; ACCA: 20,7%; ALCA: 17,7%, AMCA: 28,1%) weitgehend,
mit leichten Abweichungen uberein (Dotan I. et al., 2006; Ferrante et al.,
2007).

Eine weitere ungarische Studie von Papp et al. zeigte eine ahnliche
Verteilung fir gASCA (50,4%) (Papp et al., 2008).

In der Studie von Seow et al. verdeutlichte sich ebenfalls eine vergleichbare
Haufigkeit von gASCA IgG (60,7%) und eine niedrigere Pravalenz von
gASCA IgA (46,8%) und der anderen Antikorper (ALCA: 19,5%, ACCA:
8,7%, AMCA 12,2%); (Seow et al., 2009).

Die neuen Antikdrper Anti-C und Anti-L wiesen in der Studie von Seow et al.
(Anti-C: 10,1%; Anti-L: 18%) eine geringere Pravalenz als in unserer Studie
auf (Anti-C: 25%; Anti-L: 25,6%). Unterschiede in der Pravalenz der
Antikdrper kbnnen durch andere Cut-Off Werte entstehen. Bei Seow et al.

wurden die Cut-Off Wert fur Anti-C auf 90 EU und fir Anti-L auf 60 EU



4. Diskussion 84

festgelegt (Seow et al., 2009). In dieser Arbeit wurden die Werte mit 50 EU
fur Anti-C und mit 120 EU fur Anti-L berechnet.

Diese vier Studien kénnen am ehesten zum Vergleich mit der vorliegenden
Arbeit herangezogen werden, da sie ein &hnliches Antikérperpanel und die
Assoziation dieser mit einem komplizierten Verlauf des MC untersuchten.
20,8% der MC Patienten bei Dotan et al. und 24% der MC Patienten bei
Ferrante et al., hier unter zusatzlicher Bestimmung von anti-OmpC, zeigten
keine Markerpositivitdt (Dotan I. et al., 2006; Ferrante et al., 2007). Diese
Zahlen entsprachen in etwa den Studien von Papp und Seow et al.. In dieser
Studie lag bei 22,6% der MC Patienten kein positiver Antikdrpertest vor.
Darlber hinaus waren bei Dotan et al. 44% der MC Patienten fir gASCA
negativ und in dieser Arbeit lag eine 36,9%ige gASCA Negativitat vor. Auch
diese Zahlen waren mit den anderen Studien weitgehend vergleichbar.

Dotan et al. nahm an, dass die fur gASCA negativen Patienten eine
Subgruppe des MCs darstellen und dass bei diesen Patienten ALCA oder
ACCA zu bestimmen sei. Doch lag in der vorliegenden Arbeit, bei den fur
gASCA negativ getesteten Patienten (36,9%) bei 61,2% kein anderer
Markernachweis vor. Diese Zahlen sind bei Anwendung der Marker in der
Praxis zu berlcksichtigen. Auch zeigte sich zwischen den fur gASCA
positiven- und fir gASCA negativen- Patienten keine eindeutige

Differenzierung in der Ausbildung des Phanotypen (Dotan I. et al., 2006).
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4.2.2. Assoziation der Antikdrper mit Phanotypen des MC

In vielen Studien konnte eine Assoziation bestimmter Antikdrper mit einem
Krankheitsphdnotyp nachgewiesen werden. Tabelle 15 und 16
veranschaulichen die Ergebnisse der univariaten Analyse der genannten

Studien im Vergleich mit dieser vorliegenden Arbeit.

Marker- lleumbefall Dundarmbefall Kolonbefall
assoziation
diese Arbeit gASCA gASCA -gASCA,
Dotan I. et al. gASCA, ALCA gASCA, ALCA
Papp et al. gASCA
gASCA, ALCA, -gASCA, -ACCA,
Ferrante et al. ACCA, OmpC -AMCA, -OmpC
gASCA IgG, gASCA gASCA IgG, gASCA
Seow et al. IgA, Anti-L IgA, Anti-L

Tabelle 15: Assoziation der Antikdrper mit Krankheitslokalisationen des Morbus Crohn im
Vergleich (Univariate Analyse). (Dotan | et al., 2006; Papp et al., 2008; Ferrante et al.,
2007; Seow et al., 2009) gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikorper, ACCA: Anti-
Chitobioside Carbohydrate Antikdrper, ALCA: Anti-Laminaribioside Carbohydrate
Antikoérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate Antikérper, Anti-L: Anti-Laminarin
Carbohydrate Antikorper, Anti-C: Anti-Chitin Carbohydrate Antikérper, OmpC: Antikdrper

gegen Oberflachenporin C.
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Marker- — . . friher KH-
- Komplikationen CED bedingte Operationen Beginn
gASCA, ACCA, AMCA, gASCA, AMCA, Anti-C, gASCA,
diese Arbeit Anti-C, Anti-L Anti-L AMCA
gASCA, ALCA nicht untersucht nicht
Dotan I. et al. untersucht

gASCA, ACCA, OmpC gASCA, ACCA, OmpC gASCA, ALCA
Papp et al.

gASCA, ALCA, ACCA, gASCA, ALCA, ACCA, nicht
AMCA, OmpC AMCA, OmpC untersucht

gASCA IgG, gASCA
IgA, ACCA, Anti-C,
Seow et al. Anti-L

Ferrante et al.

gASCA IgG, gASCA IgA,

ACCA. ALCA. Anti-C, Anti-L | 9ASCAIGA

Tabelle 16: Assoziation der Antikérper mit Komplikationen, Operationen und einem friihen
Krankheitsbeginn des MC im Vergleich (Univariate Analyse). (Dotan | et al., 2006; Papp et
al., 2008; Ferrante et al., 2007; Seow et al., 2009) gASCA:. Anti-Saccharomyces
cerevisiae Antikorper, ACCA: Anti-Chitobioside Carbohydrate Antikorper, ALCA: Anti-
Laminaribioside Carbohydrate Antikérper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate
Antikoérper, Anti-L: Anti-Laminarin Carbohydrate Antikérper, Anti-C: Anti-Chitin
Carbohydrate Antikérper, OmpC: Antikdrper gegen Oberflachenporin C. CED: chronisch

entzindliche Darmerkrankung, KH: Krankheits-Beginn.

Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der multivariaten Analyse unter
Berlcksichtigung von Storfaktoren der genannten Studien im Vergleich mit
dieser Arbeit. Bei Dotan I|. et al. wurde keine multivariate Analyse
durchgefuihrt. Da die Faktoren, die in die multivariate Analyse mit
eingeschlossen wurden, in den verschiedenen Studien variierten ist es
schwierig die Ergebnisse mit den Daten unserer Studie exakt zu vergleichen.

Jedoch konnte in der vorliegenden Arbeit eine deutliche, unabhangige
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Assoziation der neuen Antikdrper Anti-C und Anti-L mit einem komplizierten
Verlauf und MC-bedingten Operationen nachgewiesen werden. Die starkste
Assoziation in der gesamten Kohorte demonstrierte Anti-C mit Operationen.

Selbst unter Beriicksichtigung von Komplikationen als StorgréRe blieb dies

bestehen.
Marker- lleum- | Dindarm- | Kolon- perianale Komplika- begiEDte fr:f;ﬁr
assoziation | befall befall befall | Lokalisation tionen 9 g
Operationen | Beginn
ASCA
. ASCA g '
diese g ' AMCA, | gASCA,
Arbeit | 9ASCA | OASCA AMCA, Anti-C, | AMCA
Anti-L .
Anti-L
Pa
o gf gASCA
gASCA, gASCA,
Ferrante ALCA, ACCA, %\/?((;::
et al. ACCA, AMCA, om C‘
OmpC OmpC P
gASCA
Seow IgG, gASCA, AMCA, glASGCA gASCA IgG, | gASCA
et al. ALCA, Anti-L Anti-C 9%, ACCA IgA
Anti-L Anti-C

Tabelle 17: Assoziation der Antikérper mit der Krankheitslokalisation im lleum, Dinndarm,
Kolon und einer perianalen Lokalisation sowie mit Komplikationen, Operationen und
einem friihen Krankheitsbeginn des MC im Vergleich (Multivariate Analyse). (Papp et al.,
2008; Ferrante et al., 2007; Seow et al., 2009) gASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae
Antikérper, ACCA: Anti-Chitobioside Carbohydrate Antikérper, ALCA: Anti-
Laminaribioside Carbohydrate Antikdrper, AMCA: Anti-Mannobioside Carbohydrate
Antikoérper, Anti-L:: Anti-Laminarin Carbohydrate Antikdrper, Anti-C: Anti-Chitin
Carbohydrate Antikérper, OmpC: Antikérper gegen Oberflachenporin C, CED: chronisch

entzindliche Darmerkrankung, KH: Krankheits-Beginn.
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Dartber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit eine Assoziation der
Marker gASCA, AMCA und Anti-L mit dem frihen Auftreten von
Komplikationen im Krankheitsverlauf, unabhéngig von Einflussfaktoren,
nachgewiesen werden.

Des Weiteren zeigte sich in den meisten Untersuchungen in
Ubereinstimmung, dass mit einer zunehmenden Quartilen-Summenzahl das
Risiko flr das Auftreten von Komplikationen, eines Dunndarm- bzw.
lleumbefalls, CED-bedingte Operationen und in dieser Studie auch fir einen
frihen Krankheitsverlauf zunimmt (Seow et al., 2009; Dotan |I. et al., 2006;
Papp et al., 2008; Ferrante et al., 2007).

In keiner anderen Studie konnte eine Assoziation zwischen einer
Markerpravalenz und dem Auftreten von EIM nachgewiesen werden (Dotan I.
et al., 2006; Desir et al., 2004).

In den Studien von Ferrante et al., Arnott et al., Papp et al. und Seow et al.
konnte eine Korrelation zwischen der Krankheitsdauer und einer
ansteigenden Immunantwort nachgewiesen werden (Arnott et al., 2004;
Ferrante et al., 2007; Papp et al., 2008; Seow et al., 2009).

In allen fanf Studien wurden leicht unterschiedliche Antikorperpanel
untersucht (Dotan I. et al. ACCA, ALCA, gASCA, Ferrante et al. und Papp et
al. ACCA, ALCA, AMCA, gASCA, OmpC, Seow et al. gASCA 1gG, gASCA
IgA, ALCA, ACCA, AMCA, Anti-C und Anti-L, und das Panel unserer Studie
gASCA, ACCA, ALCA, AMCA, Anti-C, Anti-L). Ferner variiert die Anzahl der
Patienten, die Auspragung der Erkrankungsmanifestationen in den einzelnen

Kohorten und die Cut-Off Werte. Diese Unterschiede koénnten der Grund fir
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Abweichungen im Signifikanzniveau der einzelnen Antikérper und der daraus
folgenden Assoziationen mit bestimmten Krankheitsauspragungen sein.
Doch bei allen Arbeiten konnte eine Assoziation der Anti-Glykan-Serum-
Antikdrper mit einem schweren, komplikationsreichen Krankheitsverlauf des
MC nachgewiesen werden. Dies ist die erste Studie, welche die zwei neuen
Antikdrper, Anti-C und Anti-L mit den bekannten Antikdrpern zusammen Utber
einen langen Beobachtungszeitraum hinweg unter Berlcksichtigung eines

weiten Spektrum an Storfaktoren untersuchte.

4.3. Wertigkeit der Ergebnisse flur die Verlaufsprognose des MC

Um anzunehmen, dass die Antikdrper fur eine Verlaufsvorhersage des MC
anwendbar sind, ist es notwendig, dass die Marker bestimmte
Voraussetzungen erfillen, wie Markerstabilitat Uber den gesamten
Erkrankungszeitraum hinweg. Bei Diagnosestellung leiden die meisten
Patienten an einem entzindlichen MC. Zu berlcksichtigen ist, dass sich die
Auspragung des MC mit einer langen Erkrankungsdauer andert, die
Markerpositivitat aber konstant bleiben kénnte. (Smith et al., 2004; Cosnes et
al., 2002).

Die Marker sollten von Beginn an die Schwere der Erkrankung, bzw. die
zeitliche Progredienz in einen komplizierten Verlauf vorhersagen, um die
Patienten von Diagnosestellung an in Risikogruppen einteilen zu kdnnen.

Folglich kdnnte optimalerweise die medikamentdse Therapie dem Risiko des
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Patienten angepasst werden. Die Subgruppe, welche ein sehr hohes Risiko
fur das Auftreten von Komplikationen hat, kdnnte durch eine initial aggressive
Therapie, die das Auftreten von Komplikationen und letztendlich von
multiplen Operationen verhindern kénnte, profitieren.

Erfreulicherweise konnte in der Arbeit von Rieder et al. (Rieder et al. 2010)
eine Stabilitdt des Markerstatus von fast allen Antikérpern Uber den
Beobachtungszeitraum bei einzelnen Patienten nachgewiesen werden. Der
Status (positiv versus negativ getestet) blieb im Krankheitsverlauf,
unabhangig von Einflussfaktoren wie chirurgischen Interventionen,
medikamentdser Therapie inklusive Immunsuppressiva, Krankheitsaktivitat
und Krankheitsdauer, konstant. Die Antikérperspiegel hingegen unterlagen
deutlichen Schwankungen und waren nicht mit der Krankheitsaktivitat oder
anderen Faktoren assoziiert (Rieder et al. 2010).

Dass operative Interventionen, die Einnahme von Immunsuppressiva und die
Krankheitsaktivitat auf die Antikérperpositivitat keinen Einfluss haben, konnte
auch in anderen Studien nachgewiesen werden (Desir et al., 2004, Dotan |I.
et al., 2006; Landers et al., 2002; Targan et al., 2005).

Aus diesen Informationen kénnte die Annahme folgen, dass die Anti-Glykan-
Serum-Antikorper aufgrund ihrer Stabilitdt und ihrer vorliegenden Assoziation
mit komplizierten Krankheitsverlaufen als Marker fir die Verlaufsprognose
des MC geeignet sein kdnnten.

In vorausgegangenen Studien wurde die Assoziation der bekannten Anti-
Glykan-Serum-Antikbrper mit einem komplizierten Verlauf nachgewiesen,

jedoch ohne hinreichende Berticksichtigung von Stoérfaktoren, die auf die
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Ausbildung des Phanotyp einen Einfluss haben kdnnten (Solberg et al.,
2007; Wolters et al., 2006, Dotan I. et al., 2006; Ferrante et al., 2007; Papp et
al., 2008; Seow et al., 2009). In der vorliegenden Studie wurde eine Vielzahl
von Storfaktoren in die multivariable Analyse mit einbezogen. Trotz des
potentiellen Einflusses dieser Faktoren konnte eine eigenstandige,
signifikante Assoziation der Antikdrper mit Krankheitsauspragungen
nachgewiesen werden. Ein Teil der Antikérper ist unabhangig von Alter,
Geschlecht, BMI-Wert, Krankheitslokalisation, Alter bei Diagnosestellung und
Erkrankungsdauer mit dem Auftreten von Fisteln und Stenosen, einem
frihen Krankheitsbeginn, MC bedingten Operationen und einem lleumbefall
assoziiert.

Wichtig fur die Verlaufsprognose des MC sind auch die neuen Antikorper
Anti-C und Anti-L, da sie eine von den oben genannten Stdrgrof3en
unabhangige und starke Assoziation mit Komplikationen (Anti-L, OR 2.3) und
MC bedingten Operationen (Anti-C, OR 3.0, Anti-L, OR 2.4) aufwiesen. Anti-
C zeigte unter allen Markern die starkste Assoziation mit Operationen. Die
neuen Antikérper kénnten so erganzend zu den bekannten Antikérpern, die
in der multivariaten Analyse unabhéngig mit Krankheitsauspragungen
assoziiert sind, eine wichtige Rolle in der Prognose des MC spielen. Doch
sollte kein einzelner Marker fur sich alleine fir die Prognose des MC
angewandt werden, da in fast allen Studien festgestellt wurde, dass mit einer
qualitativen  (Anzahl der positiven Antikdrper) und quantitativen
(Antikorpertiter) Zunahme der Immunantwort das Risiko fir das Auftreten von

Komplikationen, eines frihen Krankheitsbeginns, MC-bedingter Operationen
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und eines lleumbefalls ansteigt. So kdnnte das ganze Panel der Anti-Glykan-
Serum-Antikorper mit Bestimmung der Antikérperspiegel, gegebenenfalls
erganzt durch die Antikorper gegen Oberflachenproteine bakterieller

Mikroorganismen in Zukunft zur Verlaufsbeurteilung des MC genutzt werden.

4.4. Relevanz der Studie und assoziierte Auswertungen

Diese Arbeit legt zusammen mit der Dissertation von Herrn Dr. S. Schleder
die Ergebnisse einer der ersten Studien, durchgefuhrt an einer grof3en, gut
definierten und kontrollierten Kohorte dar, die die bekannten Anti-Glykan-
Serum-Antikorper zusammen mit den neuen Antikdrpern Anti-C und Anti-L
auf eine Assoziation mit einem komplizierten Verlauf des MC hin
untersuchte.

Die Antikdrperpravalenz wurde bei Patienten mit MC im Vergleich zu
Patienten mit CU, anderen Gl-Erkrankungen und nicht CED/GI-Kontrollen
verglichen. Die Kohorte der Patienten mit anderen Gl-Erkrankungen bestand
aus einer Vielzahl an unterschiedlichen Erkrankungen. Mit eingeschlossen
waren Patienten mit Lebererkrankungen, welche eine Zunahme der
intestinalen Permeabilitat aufweisen kbénnen (Papp et al., 2009).

Der Antikorperstatus und die Antikdrperspiegel wurden nicht nur zu einem
Zeitpunkt sondern Uber einen langen Beobachtungszeitraum hinweg
untersucht. So konnte der Krankheitsverlauf der einzelnen Patienten, die

Entwicklung von entziindlichen zu stenosierenden, fistulierenden Verlaufen
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und das Auftreten von Rezidiven beobachtet werden und mit der
Antikdrperpravalenz assoziiert werden. Insgesamt wurden die Proben
innerhalb von sechs Jahren gesammelt, mit bis zu 11 Probeentnahmen
einzelner Patienten. Die mittlere Zeitdauer zwischen den einzelnen

Probenentnahmen betrug 6,2 Monate.

4.5. Limitierung der Aussagekraft der Studie mit ihren

Ergebnissen

Die Studie zeigt einige Einschrdnkungen bezogen auf das Patientenkollektiv.
Die Daten und Seren der Patienten wurden an einem regionalen Zentrum fur
CED erhoben bzw. gewonnen. In diesem Zentrum kumuliert die Anzahl der
Patienten mit einem ausgepragten, komplikationsreichen Befall des MC.
Durch diese von vornherein getroffene Auswahl des Patientengutes konnte
sich das Bild einer normalen Durchschnittsmenge an Patienten mit MC
verzerren. In der Patientenkohorte dieser Studie kbnnte so eine grol3ere
Anzahl an Patienten mit Fisteln, Stenosen und operativen Interventionen
vorliegen, als dies bei einem regularen Patientendurchschnitt der Fall ware.

Die Daten unserer Studie wiesen eine Assoziation der Anti-Glykan-Serum-
Antikérper mit einem komplizierten Verlauf nach. Um dieses Wissen in der
klinischen Praxis nutzen zu konnen, dirfen nicht nur Assoziationen
nachgewiesen werden, sondern reale pradiktive Eigenschaften der Marker

missten nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck mussten prospektive,
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longitudinale Studien angesetzt werden, durch welche der Vorhersagewert
der Marker genau determiniert wird, um die Marker im klinischen Alltag

zuverlassig anwenden zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

Der MC zeigt klinisch ein heterogenes Krankheitsbild mit der h&ufigen
Ausbildung von Fisteln und Stenosen, welche eine chirurgische Intervention
notwendig machen. Doch Operationen fihren zu keiner Heilung der
Erkrankung und im Verlauf werden multiple Rezidive und Re-Operationen
beobachtet. Die Erkrankung des MC ist sehr variabel und in seiner
Auspragung und Progression nicht vorhersehbar. Daher ware es
winschenswert, Marker zur Verfigung zu haben, die Patienten mit einem
hohen Risiko fur die Ausbildung von Komplikationen und einer schnellen
Krankheitsprogression bei Diagnosestellung identifizieren. Unter dieser
Voraussetzung ware es mdoglich, diese Patienten von Erstdiagnose an mit
aggressiven Medikamenten zu behandeln, welche die Entwicklung von
Fisteln und Stenosen verhindern. Diese Therapie ist mit Nebenwirkungen
verbunden, doch kénnte sie einen langen Leidensweg der Patienten mit
hohem Komplikationsrisiko verhindern. Einen Beitrag zur Weiterentwicklung
potentieller Marker liefert die vorliegende Arbeit. Eine grof3e Kohorte von
Patienten mit MC (N=363) wurde bezlglich des Vorliegen von Anti-Glykan-
Serum Antikorper untersucht.

Die Ergebnisse veranschaulichen, dass die neu beschriebenen Anti-Glykan-
Serum-Antikorper Anti-C und Anti-L zusammen mit den Dbereits
beschriebenen Antikérpern ACCA, ALCA, AMCA und dem bisher am besten

beschriebenen Marker gASCA mit einem schweren Verlauf des MC



5. Zusammenfassung 96

assoziiert waren. Die Immunantwort war mit dem Auftreten von
Komplikationen (Fistel/Stenose), einem frihen Krankheitsbeginn, MC-
bedingten Operationen und einem lleumbefall assoziiert. Dies galt fiur die
qualitative (Anzahl an positiv getesteten Antikérpern) und quantitative
(Antikorperlevel) Immunantwort.

Eine starke, unabhangige Assoziation konnte zudem besonders fir die
neuen Antikdrper nachgewiesen werden: far Anti-L (OR 2.3) mit
Komplikationen und fir Anti-L (OR 2.4) und Anti-C (OR 3.0) mit MC-
bedingten Operationen. Selbst unter Bertcksichtigung von Komplikationen
als Storfaktor erwies sich fur Anti-C die starkste, unabhéngige Assoziation
des gesamten Antikdrperpanels mit MC-bedingten Operationen.

Folglich kénnten die neuen Anti-Glykan-Serum-Antikérpern, Anti-C und Anti-
L zusammen mit ACCA, ALCA, AMCA und gASCA, aufgrund der
nachgewiesenen Assoziation mit einem komplizierten Verlauf des MC und
MC-bedingten Operationen in Zukunft fir die Einteilung der MC Patienten in
homogenere Subgruppen und damit fir die Verlaufsprognose des MC
hilfreich sein. Durch angepasste Therapien an die Aggressivitdt der MC-
Phanotypen konnten Langzeitprognosen verbessert werden. Bevor die
Marker zur Anwendung in der Klinik empfohlen werden kénnen sind

prospektive Langzeitstudien notwendig.
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