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2 Einleitung

2.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

2.1.1 Historisches

Die Erkrankung, die uns heute als Morbus Crohn bekannt ist, wurde
erstmals 1932 durch B.B. Crohn, L. Ginsburg und G.D. Oppenheimer vom
Mount Sinai Hospital in New York unter der Bezeichnung ,lleitis regionalis®
bzw. ,lleitis terminalis“ beschrieben (1).

Der Begriff ,Colitis ulcerosa“ wurde dagegen bereits 1859 vom
Pathologen Samuel Wilks aus London eingefuhrt. Er beobachtete damals am
Dickdarm von Patienten Veréanderungen in Form entzundlicher Rétungen

sowie zahlreicher Ulzerationen (2).

2.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz des Morbus Crohn (MC) liegt hierzulande bei etwa
5,6/100000, wahrend die Pravalenz mit bis zu 150/100000 angegeben wird.
Bei der Colitis ulcerosa (CU) finden sich Inzidenzen von 3-4/100000 bei
einer Pravalenz von etwa 100/100000 (3) (4).

Bei den CED handelt es sich um weltweit auftretende Erkrankungen,
mit jedoch einer geographisch sehr unterschiedlichen Verteilung:

Wahrend in den gro3en Industrienationen wie den USA, Deutschland und
auch in Skandinavien hohe Pravalenzen gefunden werden, ergibt sich ein

deutlich selteneres Auftreten in Asien und Studamerika.
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AulRerdem beobachtet man ein gehauftes Vorkommen in der stadtischen
verglichen mit der landlichen Bevolkerung sowie in  hoheren
soziobkonomischen Schichten verglichen mit der einkommensschwécheren
Bevolkerung (3) (5).

Die Neuerkrankungsrate nimmt stetig zu, wobei es typischerweise bei
den CED zu zwei Manifestationsgipfeln kommt: Der erste zwischen dem 15.
und 30., der zweite zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr (3) (5).

Es ergibt sich weiterhin eine gleichmaliige Verteilung auf die beiden
Geschlechter, ebenso wie eine familidre Haufung, auf die im Folgenden noch

eingegangen werden wird (6) (7).

2.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie und Pathogenese des MC sowie der CU sind nicht
vollstandig geklart. Es gilt jedoch als erwiesen, dass es sich um
multifaktorielle, polygenetische Erkrankungen handelt, bei denen
immunologische und umweltbedingte Faktoren einerseits, sowie genetische

Faktoren andererseits zur Entstehung der Krankheit beitragen (8).

2.1.3.1 Umweltbedingte Faktoren

Unter den umweltbedingten Faktoren, zu denen auch infektiose sowie
alimentare Ursachen gerechnet werden koénnen, ist ein bedeutsamer
exogener Faktor das Rauchen. Es hat einen protektiven Wert fur die CU,
geht jedoch mit einem zwei- bis funffach erhéhten Risiko an MC zu

erkranken einher. Orale Kontrazeptiva erh6hen in manchen Untersuchungen
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ebenfalls die Wahrscheinlichkeit einen MC zu entwickeln, auch hier steigert
sich das Risiko auf bis das fuinffache (9).

Besondere Beachtung fanden lange Zeit verschiedene spezifische
Infektionen, v.a. mit dem Masern- und dem Paramyxovirus. Ebenso wird dem
Mycobacterium paratuberculosis, welches in unterschiedlicher Pravalenz im
Darm von MC Patienten isoliert werden kann und bei Tieren eine
granulomatése Darmerkrankung hervorrufen kann (Johne’sche Erkrankung)
eine Rolle in der Atiopathogenese zugeschrieben. Jedoch ist es bisher nicht
gelungen einen kausalen Zusammenhang herzustellen (10).

Auch ist weder fur die Entstehung der CU, noch des MC die Rolle der
Ernahrungsgewohnheiten vollstandig geklart, obwohl es sich gerade hierbei
um ein intensiv diskutiertes Gebiet handelt. Ein Zusammenhang mit den
diatetischen Gewohnheiten der Industrienationen (z.B. ballaststoffarme,
zuckerreiche Erndhrung) gilt jedoch als wahrscheinlich, kann aber nicht als
alleiniger Faktor eine CED auslosen, sondern nur im Sinne der

multifaktoriellen Entstehung unterstitzen.

2.1.3.2 Genetische Faktoren

Aus Familienuntersuchungen und Konkordanzstudien an Zwillingen
kann auf eine genetische Pradisposition fiur CED geschlossen werden.
Verwandte ersten Grades eines Betroffenen haben ein im Vergleich zur
Durchschnittsbevilkerung bis zu 35-fach erhthtes Risiko ebenfalls an
Morbus Crohn zu erkranken (11), die Konkordanz fir monozygote Zwillinge

liegt bei 20-50%, bei Dizygoten jedoch lediglich bei 0-7% (12) (13) (14).



Einleitung 6

Etwas weniger ausgepragt ist das familiare Auftreten der CU. Hier findet sich
ein um den Faktor 15 erhdhtes Risiko selbst an CU zu erkranken (11), wenn
bereits ein erstgradig Verwandter betroffen ist. Es zeigen sich
Konkordanzraten von 6-16% bei monozygoten Zwillingen und 0-5% bei
Dizygoten (12) (13) (14).

Auch das bevorzugte Auftreten bei Angehdrigen einer bestimmten
Bevolkerungsgruppe legt eine genetische Disposition nahe. Bei den
Ashkenazi-Juden findet sich eine 2-4 fach erhthte Inzidenz und eine 2-9 fach

erhohte Pravalenz fur MC verglichen mit ihren nicht-judischen Nachbarn (15).

Region  Lokalisation Durch weiterfihrende Analysen ist
IBD 1 Chromosom 16 es gelungen Risikoregionen auf
IBD 2 Chromosom 12 verschiedenen Chromosomen Zu
IBD 3 Chromosom 6 identifizieren (11). Eine Ubersicht der
IBD 4 Chromosom 14 bisher identifizierten CED-Genloki kann
IBD 5 Chromosom 5 Tabelle 1 entnommen werden. Diese
IBD6  Chromosom 19 Gen-Regionen kodieren fur
IBD 7 Chromosom 1 unterschiedlichste Gen-Produkte und sind
IBD 8 Chromosom 16 in ihrem  Zusammenspiel an der
IBD 9 Chromosom 9 Regulation des intestinalen
Immunsystems beteiligt (16).

Tabelle 1: Genloki bei CED,

modifiziert nach (16)
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Diesen genetischen Erkenntnissen zufolge spielen Mutationen am

IBD1 — Genlokus im sogenannten NOD-2/CARD-15-Gen auf Chromosom 16

Crom) intoatiel spitheiaiPanatcoh eine besonders wichtige
¢ / J atiopathogenetische Rolle bei MC.
. NOD-2 ist ein intrazellularer
s Q >g‘>¢ Rezeptor, der an der
PRR &\(J\Q . .
//\{( 4 \ proinflammatorischen NF-kB-
TLRZ\/\ -
”<
// l ) oo Signaltransduktion beteiligt ist und
i\ NFNB"®\ \ /‘ .
W oy dessen Mutation Zu einer

«)\»m

Abbildung 1: NOD2-Mutationsfolge
Quelle: www.nature.com

Uberproduktion von verschiedenen

inflammatorischen Zytokinen und

somit zu einer Stoérung des

intestinalen Immunsystems fihrt, wie in Abbildung 1 gezeigt wird (17) (18).
Von besonderer Bedeutung ist hier auch die mit der NOD-2 — Mutation
einhergehende gestorte Toleranz der toll-like-receptors (TLR), besonders
TLR-4, dessen Uberaktivierung zu einer ungehemmten Produktion von TNFa
fuhrt, was wiederum zur Aufrechterhaltung der intestinalen Entziindung
beitragt (19). Homozygote Trager haben hierbei ein 40-fach htéheres Risiko
an der fibrostenosierenden Verlaufsform des MC, sowie an einem Befall des
terminalem Illeum oder des Dunndarms zu erkranken, wie in einer
Metaanalyse gezeigt werden konnte. Jedoch kénnen NOD-2/CARD-15 —
Mutationen maximal 20% aller MC-Falle erklaren (17) (20) (21).

Bei der CU dagegen ist in weniger als 1% der Féalle eine familiare

Haufung beschrieben. In diesen Fallen konnte zusatzlich ein Gen - MUC-3 —
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identifiziert werden, das auf dem Chromosom 7 lokalisiert ist, und fur ein
intestinales Muzin kodiert. Mutanten dieses Allels stellen Suszeptibilitatsgene

fur CU dar (22).

2.1.3.3 Immunologische Faktoren und Darmflora

Wissenschaftliche Untersuchungen der letzten Jahre richten ihren
Blick vermehrt auf die Bedeutung immunologischer Faktoren bei der
Entstehung und Aufrechterhaltung der CED. Wahrend der gesunde Darm in
der Lage ist, eine Immunreaktion gegen luminale mikrobielle und nutritive
Antigene sowie gegen die eigene Darmflora in physiologischen
Rahmenbedingungen zu halten, ist diese Fahigkeit bei CED gestért und es
resultiert eine chronische Aufrechterhaltung der Immunreaktion und damit
eine Chronifizierung der so induzierten intestinalen Entziindung. Die lokale
Zerstorung des Darms und die typischen klinischen Symptome sind die Folge
(23) (24) (25).

Hierbei stellt die physiologische Darmflora einen bedeutenden Faktor
dar, denn die Entstehung einer CED im ,keimfreien® Darm konnte im Tier-
Modell bisher nicht nachgewiesen werden (26). Spezifische Erreger, gegen
deren Vorkommen eine uberschieBende Immunantwort nachgewiesen
werden kann, sind z.B. Bacteroides vulgatus, Desulfovibrio desulfuricans
oder auch Helicobacter hepaticus, aber auch bakterielle L-Formen von
Enterococcus faecalis und Escherichia coli (26).

Zu den immunologischen Komponenten des Darms gehéren

intestinale Makrophagen, sowie intraepitheliale (IEL) und in der Lamina
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propria gelegene (LPL) Lymphozyten. Zusatzlich sind intestinale
Epithelzellen (IEZ), intestinale Myofibroblasten, glatte Muskelzellen,
intestinale Mast- und Endothelzellen von Bedeutung. Diese Zellen sind zur
Aufrechterhaltung einer funktionierenden Immunreaktion, die aus pro-
entztindlichen Faktoren wie z.B. Interleukin (IL)-1, IL-6 und TNFa (27)
einerseits sowie aus anti-entztndlichen Faktoren, wie z.B. IL-4, IL-10 und
TGFB (28) andererseits besteht, notwendig. Bei den CED besteht ein
Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen (29).

Beim MC steht vor allem die exzessive Th-1-T-Zell-Antwort auf
antigene Stimuli im Vordergrund (30), die zu einem erhéhten Spiegel
proinflammatorischer Zytokine und zur konsekutiven Aktivierung des
Immunsystems fihrt. Besonders die Aufrechterhaltung der Entziindung durch
z. B. TNF-a (25), aber auch die hohe Reaktivitat der humoralen Abwehr bei
MC-Patienten gegen alimentare und kdrpereigene Antigene spielen hier eine
wesentliche Rolle. Auf diese Autoantikbrper soll im Folgenden noch
detaillierter eingegangen werden.

Bei der CU hingegen — die gerade wegen des Vorkommens von IgG-
Auto-Antikdrpern gegen Enterozyten und pANCAs oftmals zu den
Autoimmunerkrankungen (23) (31) gerechnet wird — steht dahingegen eine
Fehlregulation auf Th-2-Zell-Ebene im Vordergrund (25) (30) (32), was
einerseits zu einer pathologischen Aktivierung von Makrophagen und
andererseits von Plasmazellen mit konsekutiver Produktion von Auto-
Antikorpern und Aufrechterhaltung der Entziindung der Mukosa fuhrt (25)

(32) (33).
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2.1.4 Diagnostik und Differenzierung

2.1.4.1 Klinik und diagnostische Methoden

Bei der initialen Diagnostik des Morbus Crohn, spielen neben der
Anamnese und der klinischen Untersuchung bildgebende Verfahren, neben

dem Ultraschall an erster Stelle die Endoskopie, die Hauptrolle.

Albertinen-KH Hamburg 2. Medizin burg 2. Medizin Albertinen-KH Hamburg 2. Medizin

70
1934

inic WinData 6.00. 39 inic iinData 6.03.31 Lo

Abbildung 2: Endoskopischer Normalbefund: Sigma, Colon transversum und terminales
Quelle: www.endoskopiebilder.de

o /
e

lleum

Klinisch klagen die Patienten meist Uber Durchfélle und Schmerzen im
rechten Unterbauch. Blut im Stuhl kann auftreten, ist aber im Vergleich zur
Colitis ulcerosa deutlich seltener. Ebenso kénnen systemische
Auswirkungen wie Erndhrungsstérungen (Vitamin Bl12-Mangel bei
Beteiligung des terminalen lleums sowie Gewichtsverlust durch ein
Malabsorptionssyndrom) und Fieber vorkommen (34) (35).

Abweichend vom Normalbefund der Koloskopie, wie er in Abbildung
2 zu sehen ist, finden sich beim MC in variabler Auspragung aphthoide
Lasionen, Schleimhautulzera, Fistel6ffnungen — welche in der Endoskopie
nicht immer zuverlassig dargestellt werden kdnnen — sowie Stenosen (36).

Tiefe fissurahnliche Ulzerationen treten in fortgeschrittenen Stadien auf und
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geben der Schleimhaut das sogenannte ,Pflasterstein-Relief‘. Abbildung 3

zeigt mogliche Befunde bei der Endoskopie eines Patienten mit MC.

Albertinen-KH Hamburg 2. Medizin Albertinen-KH Hamburg 2. Medizin Albertinen-KH Hamburg 2. Medizin
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24

1/33
3/2003
3:18

60
1

Clinic WinData 6. 00. 39

Abbildung 3: Befund bei Befall durch Morbus Crohn: Ulcera im Sigma, Fistel6ffnung im Sigma und
fibrosiert-stenosiertes terminales lleum
Quelle: www. endoskopiebilder.de

Zur weiterfihrenden Diagnostik — auch in der Endoskopie (Gastro- und
Koloskopie) nichteinsehbarer Abschnitte des Gastrointestinaltraktes —
empfehlen sich radiologische Untersuchungen wie z.B. MR-Enteroklysma
oder in besonderen Situationen die Kapselendoskopie (36) (37).

Die Aktivitat der Erkrankung jedoch wird mittels sogenannter
Aktivitatsindices bestimmt, welche hauptséchlich die klinische Symptomatik
sowie Laborparameter zur Schweregradbestimmung heranziehen. Der
bekannteste und klinisch gebrauchlichste ist der CDAI (Crohn’s disease
activity index nach Best).

Hauptsymptom der Colitis ulcerosa sind rektale Blutungen oder blutige
Durchfélle. Viele Patienten klagen (ber abdominelle Schmerzen mit
Betonung der linken Seite, die vorwiegend bei Defékation auftreten
(Tenesmen). Die Stuhlfrequenz ist erhoht und der Stuhldrang vermehrt (38).
Systemisch kann Mudigkeit, Gewichtsverlust und Fieber auftreten.

Bei der Colitis ulcerosa sind bei leichter Verlaufsform in der Endoskopie
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v.a. diffuse R6tungen, ein Odem der Schleimhaut sowie Kontaktvulnerabilitat
auffallig. Mit zunehmendem Entziindungsgrad kommt es zu oberflachlichen
Exsudaten, Spontanblutungen und flachen Ulzerationen. In noch schwereren

Fallen kommt es zur Aufhebung der Haustrierung sowie zur Entstehung von

Albertinen-KH Hamburg 2. Medizin Albertinen-KH Hamburg 2. Medizin
- - 7

51
1954

/0572004
:32:49

v-90
F-1

Abbildung 4: Befund bei Befall mit Colitis ulcerosa: Entziindliche Pseudopolypen, ddematds
geschwollene Schleimhaut sowie floride Colitis ulcerosa
Quelle: www.endoskopiebilder.de

Pseudopolypen. Typische Veranderungen des koloskopischen Befundes bei

Colitis ulcerosa zeigt Abbildung 4.

2.1.4.2 Pathologie und Verlauf

Beim Morbus Crohn handelt es sich um eine transmurale

Entzindung, deren Befall des

Speiserohre,
Magen,

Zweiffingerdarm Darms diskontinuierlich-

segmental erfolgen kann (34)

E'il'i:ndarm nur Diinndarm . ) .
Dickdarm 25-30% (35) und folglich mit dem Begriff
45% nur Dickdarm

7 30% der ,Skip-Lesions* beschrieben

\ ,

A ktale Erkrank H H H H

Beteiligung (Analfisteln, Analfissuron, wird. Hauptlokalisationen beim
des Rektums Abszesse)
11-20% 30-40%

MC sind meist das terminale

Abbildung 5: Befallsmuster Morbus Crohn )
Quelle: www.hdm-stuttgart.de lleum und das Kolon, jedoch

kann eine Manifestation im gesamten Verdauungstrakt erfolgen. In etwa 25%
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der Falle ist nur der Diunndarm oder ebenso in 30% nur der Dickdarm
befallen, und in weiteren 45% der Dick- und Dinndarm gemeinsam.
Abbildung 5 zeigt das typische Befallsmuster eines MC mit
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Komplikationen. Solche sind beim
Morbus Crohn recht haufig: Mehr als 60% aller Patienten leiden wenigstens
einmal wahrend des Krankheitsverlaufes an Analfissuren, Fisteln, Stenosen
oder Abszessen. Der Entzindungsprozess kann sich durch Bildung von
Fisteln sowohl innerhalb des Verdauungstraktes - typisch sind
enteroenterische, ileocoecale und ileosigmoidale Fisteln — als auch
aulBerhalb  ausbreiten. Fisteln zur Blase, Vagina oder zum
Retroperitonealraum sind nicht selten beobachtete Komplikationen (7).
Ebenso kann ein lleus auftreten, dieser hat entweder die 6demattse
Auftreibung der Darmwand oder eine narbige Stenose aufgrund einer
Fibrose zur Ursache.

Histologisch gesehen beinhaltet das entzindliche Infiltrat unter
anderem Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen, es kommt auch zur
Beteiligung des Peritoneums, angrenzender Lymphknoten sowie der Serosa
und des Mesenteriums (7). Bei etwa 35-50% aller Patienten lassen sich
pathognomonische nicht verkasende epitheloidzellige Granulome mit
mehrkernigen Riesenzellen nachweisen (22).

Nach der Erstmanifestation der Erkrankung erleidet der grof3te Teil der
Betroffenen einen Rickfall. Innerhalb des ersten Jahres nach
Diagnosestellung muss ein knappes Drittel der Erkrankten operiert werden.

Die Haufigkeit eines operativen Eingriffes bei den verbleibenden Patienten
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wird mit 5% pro Jahr angegeben (39) (40). Die Rickfallrate jedoch kann
durch eine Operation nicht gesenkt werden. Innerhalb eines Jahres kommt
es sogar bei 80% der Patienten nach chirurgischem Eingriff zu einem
erneuten Auftreten der Erkrankung, dann zumeist proximal der eigentlichen
Operationsstelle (41).

Anders als beim Morbus Crohn ist der entzundliche Prozess bei der
Colitis ulcerosa nicht transmural, sondern bleibt auf die Mukosa und
Submukosa des Kolons beschrankt (34) (35).

Typischerweise breitet sich die Erkrankung kontinuierlich vom Rektum

aus beginnend nach proximal
totale linksseitige
(Pan-) Colitis H i Y i
Colitia 30-20%% aus, jedoch sind einige wenige
10-20°_/o =
. == Félle dokumentiert, in denen es
!A,‘]
== .
= zu einer Aussparung des
Backwash-Ileitis Proktitis i
(sehr setten) g Rektums kommen soll (42). Die
== _
weitere Ausdehnung des
Abbildung 6: Befallsmuster Colitis ulcerosa . . )
Quelle: www.hdm-stuttgart.de Krankheitsprozesses variiert. Bei

Erwachsenen ist in ca. 33 % der Falle nur das Rektum betroffen, zu weiteren
33% dehnt sich der Krankheitsprozess bis zur linken Kolonflexur und zu etwa
15 % auf das gesamte Kolon aus, was auch Abbildung 6 entnommen
werden kann. In seltenen Fallen kommt es zusatzlich zum Befall des
terminalen lleums, der so genannten ,Backwash-ileitis®, bei der die
Entziindung auf das terminale lleum tbergreift.

Bei leichteren Schiben einer CU ist im Gegensatz zum MC eine

Jrestitutio ad integrum® mdoglich; haufige Komplikationen sind peranale
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Blutungen, wohingegen Stenosen und Fisteln deutlich seltener Auftreten als
beim MC. Gefilrchtet ist die Entstehung eines toxischen Megakolons, einer
Motilitatsstorung des Darmes mit Perforationsgefahr.

Histopathologisch treten Mikroabszesse und vornehmlich eine
Infiltration von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in der Lamina
propria auf. In spateren Stadien kommt es zu oberflachlichen Ulzerationen
der Schleimhaut, die makroskopisch sichtbar und von mukopurulentem
Exsudat bedeckt sind. Haufig sind Pseudopolypen nachweisbar (34) (35).

Nach Remission der Erkrankung kommt es typischerweise zu
Ruckfallen, wobei deren Haufigkeit und Auspragung sehr variabel ist.
Patienten mit Colitis ulcerosa haben weiterhin ein signifikant erhéhtes Risiko

fur Kolonkarzinome (43).

2.1.4.3 Extraintestinale Manifestationen

Bei beiden Erkrankungen sind extraintestinale Manifestationen (EIM),
besonders Arthritiden (in Form von Oligoarthritiden und einer Sakroileitis),
Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum, Uveitis und lIritis beschrieben
worden, aber auch Komplikationen wie eine primar sklerosierende
Cholangitis (PSC), Pankreatitiden, Osteoporose sowie Gallen- und
Nierensteine, konnen auftreten. EIM werden in 6-47% der Falle beobachtet
(44) (45) (46). Ahnlich wie fiir die CED als Grunderkrankung konnte fir die
EIM in Konkordanzstudien an Zwilingen eine familiare Haufung
nachgewiesen werden, was wiederum eine genetische Disposition nahelegt.

So wird das Auftreten einer Sakroileitis gleichzeitig mit der NOD-2 — Mutation
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gehauft beobachtet, das Vorkommen von Gelenksbeschwerden mit dem Typ
HLA-B27 und das Auftreten einer PSC mit dem Typ HLA-B8/DR4 (47).
Generell treten in vielen Untersuchungen extraintestinale Komplikationen
beim MC haufiger auf, als bei der CU, wobei dieser Effekt bei Beteiligung der
Haut und der Augen geringer ausgepragt ist (32) (47).

Das Vorkommen von EIM ist des Weiteren von besonderem Interesse,
da bereits bei Erstmanifestation der CED bis zu 30% der Patienten Uber
Arthralgien, etwa 15% Uber Hauterscheinungen und bis zu 7% Uber okulare
Komplikationen klagen (48). Gerade bei Patienten, die bei ersten
Symptomen der CED selbst nur von EIM in Kombination mit allgemeinen
Symptomen wie Durchféllen und abdominellen Schmerzen sowie
Abgeschlagenheit betroffen sind gestaltet sich die richtige Diagnosestellung
schwierig und es ware winschenswert Uber einfache Tests zu verfigen um
auf teure und anstrengende Untersuchungsverfahren verzichten zu kénnen.

Daher waren verlassliche Screening-Testverfahren, basierend auf
Serum-Antikorpern eine deutliche Erleichterung, jedoch konnte bisher keine

Assoziation von Serum-Antikdrpern mit EIM beobachtet werden (49).

2.1.4.4 Probleme bei der Diagnose und Differenzierung

Colitis ulcerosa und Morbus Crohn missen differentialdiagnostisch
nicht nur gegeneinander selbst, sondern auch gegen verschiedene Colitiden
anderer Atiologie abgegrenzt werden. Wahrend schon haufig die
Differenzierung von infektiosen, strahlungsinduzierten, vaskularen oder

toxischen Kolitiden nach dem ganzen diagnostischen Arsenal verlangt, ist in
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9-20% der Falle die Unterscheidung zwischen Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn anhand der klinisch-anamnestischen, serologischen, endoskopischen
und histologischen Untersuchungen nicht méglich. In diesem Fall erfolgt die
Diagnose einer eigenen Entitdt, die als Colitis indeterminata (CI)
bezeichnet wurde, in jingster Zeit jedoch zunehmend als ,nicht klassifizierte
chronisch entziindliche Darmerkrankung“ bezeichnet wird (50) (51) (52).

Schwierigkeiten bei der korrekten Zuordnung der zugrunde liegenden
Erkrankung machen vor allem Patienten, die mit isoliertem Befall des Colon
vorstellig werden, oder solche die lediglich mit einem Befall des Dinndarms
aufwarten. Bei der ersten Gruppe ist die Klinik sowohl fur CU als auch MC
aulRerst homogen und sie kénnen oftmals nur histologisch unterschieden
werden, bei zweiter kénnen gelegentlich zunachst nur Allgemeinsymptome
auftreten und sie werden dann zunachst gar nicht erst den CED zugeordnet
(48) (53).

Gerade aber die Unterscheidung zwischen den Entitdten und die
korrekte Zuordnung der CED ist von besonderer Dringlichkeit, da
insbesondere der weitere Therapieweg — namlich das Ansprechen auf
Medikamente und die chirurgischen Optionen — von der Grunderkrankung
bestimmt wird (48) (53).

In diesen diagnostisch anspruchsvollen Fallen wéare eine zuséatzliche
Unterscheidungshilfe, beispielsweise in Form der bereits erwahnten Serum-
Antikorper-Bestimmungen, hilfreich. Zum einen lieRen sich so — falls diese
geeignet sind — Patienten ohne CED schneller und einfacher von solchen

mit CED unterscheiden, zum anderen kOnnten Patienten mit CIl ihrer
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eigentlichen Grunderkrankung — Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn
zugeordnet werden — und so die Therapieentscheidung schneller und
individuell angepasster getroffen werden, was mit den bisher Ublichen
Antikdrpern ASCA und pANCA alleine noch nicht ausreichend maglich ist

(53) (54).

2.2 Vorkommen verschiedener Antikdrper bei
chronisch entziundlichen Darmerkrankungen

Wie oben dargestellt erweist sich die Unterscheidung zwischen Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa bisweilen als schwierig, weswegen schon frih
versucht wurde, serologische Parameter fur die Differentialdiagnose zu
entdecken. Erste Autoantikérper wurden in der mehr als 40jahrigen
diesbeziiglichen Forschung bereits 1959 von Broberger und Perlmann
beschrieben, damals hauptsachlich gegen Erythrozytenantigene gerichtet
(55), jedoch mit geringer Sensitivitat und Spezifitat, weswegen sie sich in der

Routinediagnostik nicht durchgesetzt haben.
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2.2.1 Antikorper gegen perinukleare antineutrophile
zytoplasmatische Antik6rper (pANCA)

Bei den perinukledren antineutrophilen

zytoplasmatischen Antikdrpern (PANCA)
handelt es sich um Autoantikérper, die mit
hohen Pravalenzen bei Erkrankungen wie z.B.

autoimmuner Hepatitis, primar sklerosierender

Cholangitis aber auch bei der Colitis ulcerosa

Abbildung 7: pANCA in der

Immunfluoreszenz vorkommen. Verschiedene Antigene konnen
Quelle: www.bindingsite.co.uk

Ziel dieser Antikdrper sein. lhren Namen
verdanken diese Autoantikérper ihrer ,perinukledren Fluoreszenz bei der
Immunfluoreszenz auf Athanol-fixierten Zytozentrifugenpraparaten von
Neutrophilen® (54) (56). Dementsprechend werden pANCA mittels
Immunfluoreszenz bestimmt.

Sie wurden 1990 erstmals beschrieben und werden mit einer
Pravalenz von etwa 60-80% bei der Colitis ulcerosa jedoch nur mit einer
Pravalenz von 5-20% beim Morbus Crohn gefunden, ferner ergibt sich eine
Sensitivitat von 65-70% und eine Spezifitat von 80-85% bei der Diagnose
einer Colitis ulcerosa gegeniiber gesunden Kontrollgruppen, aber es finden
sich pANCA positive Krankheitsverlaufe bei eosinophiler und kollagener
Kolitis, was die Wertigkeit des Markers einschrankt (57) (58) (59).

Eine Korrelation mit Lokalisation und Schweregrad der Entziindung beim

Morbus Crohn wird kontrovers diskutiert, es scheinen sich jedoch erhohte
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PANCA-Titer bei komplizierten Verlaufen sowie isoliertem Befall des Colon
descendens zu finden; aul3erdem persistieren hohe pANCA-Level nach

Kolektomie (60) (61).

2.2.2 Anti-Saccharomyces cerevisiae-Antikorper (ASCA)

Bei ASCA handelt es
sich um einen erstmals 1988
von Main, et al. als Crohn-
spezifisch beschriebenen

Autoantikorper. Dieser ist gegen

endstandige Kohlenhydratreste,

Abbildung 8: ASCA in der Immunfluoreszenz )
Quelle: (54). namlich a-1,2- und a-1,3-

Mannose, wie sie in der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae sowie bei
bestimmten Wuchsformen von Candida albicans vorkommen (59) (62).
Laborchemisch kénnen ASCA sowohl mittels ELISA, als auch
immunfluoreszenz-technisch, bestimmt werden. Es empfiehlt sich jedoch die
Detektion mittels ELISA.

ASCA konnte in zahlreichen nachfolgenden Studien als sensitiver und
spezifischer Marker fur MC bestatigt werden, er findet sich mit einer
Pravalenz von 60-70% bei Crohn-Patienten, jedoch nur mit Pravalenzen
von 10-25% bei Colitis ulcerosa (63) (64). Weiterhin ergibt sich eine
Sensitivitat von 50-70% und eine Spezifitdt von 80-85% fir die Detektion

eines Morbus Crohn verglichen mit einer gesunden Population, wobei in bis
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zu 10% der Falle ASCA positive Verlaufe auch bei Zoliakie und autoimmuner
Hepatitis auftreten, was die Wertigkeit des Markers limitiert (59) (63) (65).
Dartber hinaus wird von einigen Autoren ein deutlich erhdhter Titer
an ASCA beschrieben, wenn ein Befall des Dinndarms oder ein
komplizierender Verlauf mit Fisteln sowie Stenosen (63) oder ein friher
Krankheitsbeginn auftritt (66) (67); und auch ein Vorkommen von erhdhten
ASCA-Titern bei nicht-erkrankten erstgradig Verwandten von Crohn-

Patienten mit einer Pravalenz von bis zu 25% wird berichtet (68).

2.2.3 Wertigkeit der Kombination von Anti-Saccharomyces
cerevisiae-Antikorper (ASCA) und perinuklearen
antineutrophilen zytoplasmatische Antikdrpern

(pPANCA) in der Differentialdiagnose der CED

Eine Vielzahl an Studien konnte zeigen, dass die Kombination der
beiden Autoantikérper ASCA und pANCA die Differentialdiagnose zwischen
den Entitaten der CED erleichtern kann (66) (67) (69) (70).

Setzt man ASCA(+)/pANCAC(-) gleich der Diagnose Morbus Crohn
und dagegen ASCA(-)/pANCA(+) gleich der Diagnose Colitis ulcerosa, so
l&sst sich eine Verbesserung der Spezifitat erzielen, jedoch zum Preis einer
erniedrigten Sensitivitat, was Bossuyt in einer Metaanalyse mehrerer Studien
belegt hat (71). Die Sensitivitat fur ASCA(+)/pANCA(-) fur die Diagnose MC
liegt hierbei zwischen 30% und 56% und fur ASCA(-)/pANCA(+) fur die

Diagnose CU bei 44-58%; die Spezifitat fur ASCA(+)/pANCA(-) bei der
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Diagnose MC liegt bei 92-97% und fur ASCA(-)/pANCA(+) bei CU zwischen
81% und 91% (71) (72).

Gerade wegen dem Verlust an Sensitivitat stellt dieses
Untersuchungsverfahren mittels ASCA- und pANCA-Antikorper kein sehr gut
geeignetes Screeningverfahren fur CED dar, jedoch lasst sich die Testung
der Antikorper als differentialdiagnostisches Kriterium zur Unterscheidung

zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa heranziehen.

2.2.4 Antikorper gegen exokrines Pankreas (PAB)

Autoantikorper gegen exokrines Pankreas wurden 1984 erstmals von
Stocker et al. als fur den Morbus Crohn hochspezifische Antikorper
beschrieben (73). Die Detektion der PAB erfolgt mittels Immunfluoreszenz.
Bei den PAB werden zwei Typen unterschieden: PAB I, als grof3tropfige
Variante und PAB Il als feingranularer Typ.

Sowohl die Pravalenz, als auch die Sensitivitat der PAB liegen bei
MC-Patienten bei 30%, ein Vorkommen bei (erstgradig) Verwandten von MC-
Patienten wird entweder gar nicht (74) oder in sehr geringem Ausmali}
beschrieben (75), was darauf schlie3en lasst, dass es sich hierbei nicht um
Marker mit genetischem Hintergrund handelt. Weder wird eine vermehrte
Korrelation der PAB mit Geschlecht, Aktivitat, extraintestinalen
Manifestationen, Befallsmuster noch mit operativen Interventionen gefunden.
Lediglich ein erh6htes Vorkommen bei Patienten mit Pankreasinsuffizienz ist

beschrieben.
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Aufgrund der niedrigen Sensitivitat von PAB fur den Morbus Crohn
von etwa 30% wird die Verwendung von PAB alleine zur Differentialdiagnose

zwischen MC und CU als nicht sinnvoll erachtet (74) (75) (76).

2.2.5 Antikorper gegen bakterielle Oberflachenproteine: anti-
cBirl, anti-OmpC und anti-I2

Weiterhin existieren eine Reihe neuerer Antikdrper bei Morbus Crohn,
die allesamt gegen die Oberflachenproteine bakterieller Mikroorganismen
gerichtet sind. Darunter sind vor allem anti-OmpC, anti-cBirl und anti-I2 von
Bedeutung (77) (78) (79).

Anti-cBirl-Antikdrper sind gegen das Flagellin-Protein cBirl
gerichtet und vermégen im Maus-Modell durch immunologische Aktivierung
eine Colitis hervorzurufen. Die Expression von anti-cBirl ist mit einem Befall
des Dunndarms ebenso wie mit fibrostenosierendem und fistulierendem
Verlauf des Morbus Crohn vergesellschaftet (80). Xue et al. zeigten ebenso,
dass eine Assoziation mit einem frihen Krankheitsbeginn und der
Notwendigkeit von Operationen besteht (81). Ein Auftreten von cBirl wird bei
50% der MC-Patienten und 6% der CU-Patienten beobachtet (59).

Anti-OmpC-Antikorper richten sich gegen das Oberflachen-Porin C
der aufReren Membran von Escherichia coli und werden mit Pravalenzen von
38-55% bei Morbus Crohn gefunden, jedoch bei lediglich 2% der CU-
Patienten. Das Vorkommen von anti-OmpC ist mit einem Befall des
Dunndarms (82) ebenso wie mit fistulierendem Verlauf des Morbus Crohn

assoziiert (79). Hohe Serum-Level an anti-OmpC finden sich auch bei
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aggressiven, frih-beginnenden, und lange Zeit aktiven Verlaufsformen (49)
(83) (84).

Anti-12-Antikorper richten sich gegen Pseudomonas fluorescens und
treten bei etwa 50% der MC-Patienten auf, wohingegen sie bei nur 10% der
Patienten mit Colitis ulcerosa gefunden werden. Titer von anti-12 finden sich
bei fibrostenosierendem Verlauf erhéht, ebenso bei Notwendigkeit eines
operativen Eingreifens (83) (85) und bei einem Befall des Diinndarms (82).

Jegliche Serumreaktion auf das Vorhandensein einer der drei
dargestellten Marker war in Studien mit der Notwendigkeit einer
chirurgischen Intervention verkntpft (79).

Das Vorkommen dieser Antikdrper gegen bakterielle
Oberflachenantigene hat also nicht nur diagnostischen Wert, sondern ist

auch mit der Verlaufsform der Erkrankung assoziiert (49) (79) (84).
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2.2.6 Vorkommen neuer Antikdrper: Anti-Mannobiosid
Carbohydrat IgG-Antikorper (AMCA), Anti-
Laminaribiosid Carbohydrat IgG-Antikérper (ALCA) und
Anti-Chitobiosid Carbohydrat IgA-Antikdrper (ACCA),
sowie Anti-Laminarin Carbohydrat IgA-Antikorper (Anti-

L) und Anti-Chitin Carbohydrat IgA-Antikdrper (Anti-C)

Weitere Autoantikoérper, welche bei der Differenzierung und Diagnostik
der CED helfen konnen sind die  Anti-Glykan-Serumantikorper: Anti-
Chitobiosid  Carbohydrat IgA-Antikdrper (ACCA), Anti-Laminaribiosid
Carbohydrat IgG-Antikorper (ALCA), Anti-Mannobiosid Carbohydrat 1gG-
Antikorper (AMCA), sowie Anti-Laminarin (Anti-L) und Anti-Chitin (Anti-C) Der
Nachweis dieser Antikorper gelingt mittels ELISA. Bisher ist die Datenlage zu
diesen Antikérpern jedoch begrenzt.

ACCA tritt bei 21-25% aller MC-Patienten, jedoch nur bei 5-15% der
CU-Patienten auf. Sensitivitdt und Spezifitat betragen 21 und 85% (59) (63).

ALCA wird mit einer Pravalenz von 18-27% bei MC-Patienten und bei 4-
7% der CU-Patienten gefunden. Sensitivitdt und Spezifitdt belaufen sich auf
18 bzw. 93% (59) (63).

AMCA wird in 28% der Falle bei Morbus Crohn detektiert, jedoch auch
bei 18% der Colitis ulcerosa. Damit betragt die Sensitivitdt 28% und die
Spezifitat 82% (59).

Bei Anti-L (Anti-Laminarin (Glc(31,3))3n(Glc(31,6)n) IgA-Carbohydrat

Antikérper und Anti-C  (Anti-Chitin  (GlcNac(31,4)n) IgA-Carbohydrat
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Antikdrper handelt es sich um bisher unveréffentlichte und erstmals getestete
Anti-Glykan-Serumantikorper.

Aufgrund der niedrigen Sensitivitat aller Marker ist bisher keine
Vereinfachung bei der Differenzierung der Entitaten der CED durch ACCA,
ALCA und AMCA eingetreten, bestes Instrument bleibt die Verwendung der
Kombination von pANCA und ASCA. Jedoch ergibt sich einer verbesserte
Abgrenzung zu anderen gastrointestinalen Erkrankungen bei Kombination
von pANCA, ASCA und ALCA (59) (86).

Hohe Titer dieser Antikérper werden vor allem bei Patienten mit
komplizierten und langdauernden (v.a. AMCA) aktiven Verlaufen beobachtet,
ebenso bei der Notwendigkeit einer chirurgischen Intervention und der

Beteiligung des lleum (ACCA, ALCA, AMCA) (86).

2.3 Aufgaben- und Fragestellung dieser Arbeit

Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen bieten haufig
ein heterogenes Krankheitsbild. Die Differenzierung der beiden Entitdten MC
und CU gelingt in Zusammenschau der klinischen, radiologischen,
endoskopischen und histopathologischen Kriterien, ist jedoch in etwa 9-20%
der Falle nicht eindeutig moglich (50) (51) (52) (87).

Serologische Marker sind méglicherweise hilfreich bei der Diagnose von
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, sowie bei der Abgrenzung
eines Morbus Crohn gegen eine Colitis ulcerosa, ebenso wie bei der

Abgrenzung von CED zu anderen entzindlichen Darmerkrankungen.



Einleitung 27

Die aktuell am haufigsten verwendeten Serumantikorper sind die Anti-
Saccharomyces cerevisiae-Antikorper (ASCA) und die perinuklearen
antineutrophilen  zytoplasmatische Antikorpern (pANCA). Fir die tagliche
klinische Praxis sind diese Marker jedoch nach wie vor nicht von
ausreichender Genauigkeit (57) (59) (63) (71).

Diese Studie soll die Signifikanz der neuen Anti-Glykan-Serumantikorper
Anti-Mannobiosid Carbohydrat IgG-Antikérper (AMCA), Anti-Laminaribiosid
Carbohydrat IgG-Antikorper (ALCA), Anti-Chitobiosid Carbohydrat IgA-
Antikdrper (ACCA), Anti-Laminarin Carbohydrat IgA-Antikérper (Anti-L) und
Anti-Chitin Carbohydrat IgA-Antikdrper (Anti-C) in Verbindung mit den bereits
etablierten Anti-Saccharomyces cerevisiae-Antikérper (QASCA) und den
perinukledaren antineutrophilen zytoplasmatischen Antikdrpern (pANCA) in
der Diagnose und Differenzierung chronisch entzundlicher

Darmerkrankungen untersuchen.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Patienten

3.1.1 Probandenkollektiv

Zur Durchfihrung der Studie wurden insgesamt 1439 Serumproben
von 824 Probanden analysiert. Davon stammen 895 Proben von 363
Patienten mit Morbus Crohn und weitere 213 Proben von 130 Patienten
mit Colitis ulcerosa. Weitere 257 Proben entstammen gesunden
Probanden und werden dem Kontrollkollektiv (KO) zugeteilt, ebenso wie die
Serumproben von 74 Patienten mit anderer gastrointestinaler Erkrankung
(Gl) als CED, zu denen entzundliche Erkrankungen wie Divertikulose/-itis,
infektiose Kolitis, pseudomembrandse Kolitis, chemotherapieinduzierte
Kolitis, intestinale Vaskulitis, sowie Leberzirrhose mit gestorter intestinaler
Permeabilitat z&hlen.

Das Kollektiv der Morbus Crohn-Patienten war zu 53,2 % weiblichen
Geschlechts und hatte ein Durchschnittsalter von 35,7 Jahren bei
Durchfiihrung der Studie mit einem BMI von 23,5 kg/m? bei Entnahme der
Proben. Die mittlere Krankheitsdauer des untersuchten MC-Kollektives
betrug 66,8 Monate bei einem Durchschnittsalter von 28,3 Jahren bei
Diagnosestellung. Ein signifikanter Unterschied der Charakteristika zwischen
den unterschiedlichen Gruppen des untersuchten Kollektives ergibt sich

lediglich fur das Durchschnittsalter bei Studienteilnahme (p<0,0001).
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Weitere Charakteristika des untersuchten Probandenkollektives konnen

der untenstehenden Tabelle 2 entnommen werden.

Morbus Crohn | Colitis ulcerosa Gl KO
(N=363) (N=130) (N=74) (N=257)

Weiblich, n (%) 193 (53.2) 51 (39.2) 27 (36.5) 154 (60.4)
Durchschnittsalter bei Studie
[Jahre] (SD) 35.7 (12.2) 39.3 (12.7) 60.7 (13.8)* 43.9 (15.2)
Durchschnittlicher BMI
[kg/m2] (SD) 23.5(5.2) 24.5(5.1) 26.9 (5.6) 26.4 (6.6)
Durchschnittsalter bei
Diagnose [Jahre] (SD) 28.3(12) 32.3(12.8)
Mittlere Krankheitsdauer
[Monate] (P25, P75) 66.8 (11, 141) | 60.5 (22.4, 137.1)
Lokalisation
Oberer GI-Trakt, n (%) 40 (11.1)

Jejunum, prox. lleum, n (%) 40 (11.2)

Ileocdcal, n (%) 109 (30.0)

Colon ohne Cécum, n (%) 54 (14.9)

lleum und Colon, n (%) 199 (55.0)

Rectum, n (%) 131 (36.3)
Verhalten

Entzundlich, n (%) 87 (24.0)

Stenosen, n (%) 90 (24.8)

Fisteln, n (%) 186 (51.4)
Notwendigkeit einer
Intervention, n (%) 257 (70.8)
SD: Standardabweichung und P25, P75: 25. und 75. Perzentile
*p<0,0001 zu MC, CU und KO
Tabelle 2: Charakteristika des Patientenkollektives

Das schriftliche Einverstandnis jedes Teilnehmers wurde eingeholt. Die
Studie wurde vom Ethikkomitee der Universitat Regensburg im Rahmen des

,Kompetenznetz chronisch entzindliche Darmerkrankungen® genehmigt.
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3.1.2 Aufstellung der zu analysierenden Kohorte

Im Rahmen der Studie wurden 895 Serumproben von 363 Patienten
mit Morbus Crohn analysiert, wobei von 209 Patienten Proben zu
unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnen werden konnten. Weiterhin
wurden 213 Serumproben von 130 Colitis ulcerosa Patienten untersucht. In
diesem Probandenkollektiv wurden bei 45 Teilnehmern Proben zu mehreren

Zeitpunkten konserviert.

Anzahl der Besuche und Haufigkeit der Patienten mit

Mehrfachbesuchen
Gesamtproben (N)

Ix | 2x 3X 4x 5x 6X X 8x 9x | 10x | 11x

MC (N=363) 895 | 154 | 75 57 26 | 22 | 12 10 2 3 1 1

CU (N=130) 213 85 | 28 6 5 4 2

MC: Morbus Crohn, CU: Colitis ulcerosa

Tabelle 3: Mehrfachbesuche der Patienten mit MC und CU

Aus der hier abgebildeten Tabelle 3 kann neben der Anzahl der
Besuche auch die Haufigkeit der mehrfachen Besuche der Patienten
entnommen werden.

Im Rahmen dieser Studie wurden vom Jahr 2000 bis zum Jahr 2006
alle CED-Patienten der Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin | des
Universitatsklinikums Regensburg, sowohl in der stationaren als auch in der
ambulanten Versorgung, zu einer moglichen Teilnahme befragt.
Ausschlusskriterien lagen nicht vor. Die Diagnose einer CED fuldte auf
klinischen, radiologischen, endoskopischen und histopathologischen Kriterien

wie von Stange et al. gefordert (87).
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3.1.3 Kompetenznetz CED - Patienten mit Morbus Crohn,
Colitis ulcerosa

Die von uns analysierten Seren sind Bestandteil der Serumdatenbank
des ,Kompetenznetz CED“. Das ,Kompetenznetz CED® st ein
Zusammenschluss von niedergelassenen Facharzten, Fachkliniken und
universitaren Spezialambulanzen, um die Forschung im Bereich der
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zu optimieren. Neben Berlin,
Tubingen und Kiel stellt das Universitatsklinikum Regensburg eine der vier
universitaren Spezialambulanzen. An diesen Zentren finden zudem
molekulargenetische, pharmakogenetische und immunologische Studien
statt. Durch den Zusammenschluss der Forschungseinrichtungen zum
Kompetenznetzwerk CED wurde 1999 auch der Grundstein fir
zentrumsiubergreifende Studien gelegt. So werden beispielsweise grol3e
Gewebe- und Serumbanken etabliert, um darauf aufbauend breite

Grundlagenforschung zu ermdglichen.

3.1.4 Aufstellung der Kontroll-Kohorte

3.1.4.1 Probensammlung der Kontrollkohorte

Im Rahmen dieser Studie wurden vom September bis zum November
2006 Patienten der Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin | des
Universitatsklinikums Regensburg, sowohl in der stationaren als auch in der
ambulanten Versorgung zu einer moglichen Teilnahme befragt. Einziges

Ausschlusskriterium war das Vorliegen einer CED.
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So konnte Probenmaterial von 257 Kontrollpatienten ohne
gastrointestinale Erkrankung (KO) und ebenso Probenmaterial von 74
Patienten mit anderer gastrointestinaler Erkrankung als einer CED (GlI)
gewonnen werden. Zum Gl-Kollektiv wurden Patienten mit Divertikulose/-itis,
infektioser Kolitis, pseudomembrandser Kaolitis, chemotherapieinduzierter
Kolitis, intestinaler Vaskulitis, sowie Leberzirrhose mit gestorter intestinaler
Permeabilitat zugewiesen.

Das schriftliche Einverstandnis jedes Teilnehmers wurde eingeholt. Die

Studie wurde vom Ethikkomitee der Universitat Regensburg genehmigt.

3.1.4.2 Probenverarbeitung der Kontrollkohorte

Die Probengewinnung mittels Blutentnahme fand im Rahmen der
Routineblutentnahmen der Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin | des
Universitatsklinikums Regensburg statt. Fir jeden Probanden wurden zu
Studienzwecken zwei Serumrdhrchen und zwei EDTA-R6hrchen durch
Venenpunktion abgenommen.

AnschlieRend wurden die Serumrdhrchen im Labor nach Koagulation
far 10min bei 3000rpm zentrifugiert und anschlieBend
jeweils 500pl in Cryoréhrchen aliquotiert. Die Cryoréhrchen lagern bei -80°C
und wurden tiefgefroren, ebenso bei -80°C, zur Analyse verschickt. Das
zweite Serumréhrchen sowie die EDTA-R6hrchen lagern in der Serumbank

des ,Kompetenznetz CED* des Universitatsklinikums Regensburg.
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3.2 Erhebung der klinischen Daten

3.2.1 Daten der zu analysierenden Kohorte

Die klinischen Informationen der MC- und CU-Patienten wurden fur
jeden Besuch und jede Probenentnahme unabhangig voneinander vom
gerade behandelnden Arzt der CED-Ambulanz aufgenommen. Die so
erhobenen klinischen Angaben beinhalten Informationen Uber Alter,
Zeitpunkt der ersten Symptome sowie Zeitpunkt der Erstdiagnose der CED.
Weiterhin BMI (kg/m?), Geschlecht, Datum, Zeitpunkt der Probenentnahme,
Art und Haufigkeit  von Komplikationen und Operationen,
Krankheitsausbreitung und Krankheitslokalisation genauso wie die
momentane Krankheitsaktivitat und die Art der applizierten Medikamente. Die
momentane Aktivitdt der CED wurde vom gerade behandelnden Arzt unter
Berlcksichtigung samtlicher Kriterien inklusive denen im CDAI
niedergelegten festgesetzt.

Nach Zusammenstellung aller fur die Studie notwendigen Daten wurde
diese sicherheitskodiert und anonymisiert zu Analysezwecken in eine
Datenbank Ubertragen.

Im April 2007 wurden alle Patientenakten erneut gesichtet und die
klinischen Daten unter Bertcksichtigung der oben genannten Punkte in die
Datenbank tbertragen und so Lucken in den Angaben geschlossen. Bei
Patienten mit mehreren Besuchen und Probenentnahmen wurden die beim

Erstbesuch genommenen Proben flr die hier vorliegende Querschnittstudie
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verwendet, weitere Proben wurden fir die Analyse der Mehrfachbesuche

verwendet.

3.2.2 Daten der Kontroll-Kohorte

Die klinischen Informationen der KO- und Gl-Patienten wurden im
Rahmen der Einholung des Einverstandnisses zur Studienteilnahme
ermittelt. Hierzu wurden fir alle Kontrollpatienten gleiche Fragebdgen mit
den Klinischen Angaben Uber Alter, aktuelle Symptome, BMI, Geschlecht,
Datum, Zeitpunkt der Probenentnahme sowie Grunderkrankung ausgefiillt.

Nach Zusammenstellung aller fur die Studie notwendigen Daten wurde
diese ebenso sicherheitskodiert und anonymisiert zu Analysezwecken in

unsere Datenbank Ubertragen.

3.2.3 Datenaufnahme und -verarbeitung

Die klinischen Daten wurden mittels des im Folgenden abgedruckten
Fragebogens aufgenommen und  anschlieBend  zur  weiteren
Datenverarbeitung und -auswertung sicherheitscodiert in eine Excel-Tabelle
Ubernommen (Microsoft Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA,

USA).
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Seite 1
UNIVERSITAT Serumantikorper-Studie
REGENSBURG

Dr. med. Florian Rieder
KLINIKUM

PD Dr. med. Frank Klebl

Pat. ID:
Nachname:
Patientenetikett
Vorname:
Falls nicht vorhanden bitte ausftllen =

Adresse:
Datum der Erfassung dieses Bogens: Telefonnummer:
Erfasst durch:
Geschlecht: D mannlich D weiblich
Geburtsdatum:
Gewicht (kg): GroflRe (cm):

Datum der Erstsymptomatik (Monat/Jahr):

Datum der Erstdiagnose (Monat/Jahr):

Alter bei Diagnosestellung (Jahre/Monate):

Zeit von Diagnosestellung bis zur Erfassung des Bogens
(Jahre/Monate):

Besuchsdatum bei Blutentnahme (Tag/Monat/Jahr):

Erkrank.: D Morbus Crohn |:| Colitis ulcerosa
D Indeterminate Kolitis

D Sonstige Diagnosen (bitte alle angeben):
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Seite 2
Status bei Blutentnahme: |:| akuter Schub |:| chron-aktiv

|:| Remission |:| unbekannt

Extraintestinale Manifestationen und Komplikationen:

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme = A; im weiteren Verlauf = V; unbekannt = U.

Falls vorhanden bitte Zeitpunkt des Auftretens nach Diagnosestellung (in Monaten) notieren

D Arthralgien (nur Schmerzen) D Arthritis
D Sakroileitis, Spondylitis, M. Bechterew D Pyoderma gangranosum

D Erythema nodosum D Augen (Uveitis, Iritis, Iridocyclitis)

D Osteoporose D Pouchitis D Darmkrebs
D Primare sklerosierende Cholangitis D Autoimmunerkrankungen
D Pankreatitis D Allergie D Sonstige:

Detaillierte Angaben Nebendiagnosen:

Lokalisation/Befallsmuster (j=ja, n=nein, u=unbekannt):

Falls Lokalisation wechselt jede jemals befallene Region notieren.

Morbus Crohn:

D Oberer Gl-Trakt D Jejunum, prox. lleum D Termlleum

D Kolon (nicht Z6kum) D lleum und Kolon D Rektum
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Seite 3

Colitis Ulcerosa:

D Proktitis D nur links D subtotal

D Pankolitis

Verlauf:

Falls vorhanden bitte Zeitpunkt des Auftretens nach Diagnosestellung (in Monaten) notieren
Falls Fistel bitte Lokalisation notieren (perianal, sonstige). Falls Stenose bitte Lokalisation

notieren.

D fistulierend D stenosierend D nur entzindlich

Chirurgische Therapie:

Falls vorhanden bitte Zeitpunkt des Auftretens nach Diagnosestellung (in Monaten) notieren,

bei mehrfachen Ops bitte einzeln angeben.

D lleoz6kalresektion D Dunndarmteilresektion
D Dickdarmteilresektion D Pankolektomie

|:| lleoanaler Pouch |:| Stoma

] Strikturoplastik ] Fistel/Abszessoperation

|:| keine

Steroidresponse:

] Steroidabhangig ] Vorhanden

|:| Steroidrefraktar |:| unbekannt
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Seite 4

Medikamententherapie:

Bitte Medikation zum Zeitpunkt der Blutentnahme notieren.

|:| 5-ASA oral |:| 5-ASA rektal |:| Sulfasalazin D Steroide sys.
|:| Steroide sys. >=10mg |:| Steroide lokal/rektal
I:l Budesonid oral |:| Azathioprin D Infliximab D Antibiotika

] Probiotika ] Loperamid ] Sonstige:

Immunsuppressiva:
Mussten im spateren Verlauf Immunsuppressiva gegeben werden

(Azathioprin/MTX/Infliximab)?

D ja D nein

D Wenn ja, welche und welcher Zeitpunkt nach Diagnosestellung?

Labor:

Bitte Labor zum Zeitpunkt der Blutentnahme notieren (soweit vorhanden).

[1BsG 1h (mm) L1 Hb (g/an)
L1 Hk (%) 1 Albumin

L1 crP (mgrd)
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Seite 5

Familienanamnese: Raucheranamnese:

D positiv |:| negativ D positiv D

negativ
falls positiv. Wer? Diagnose? Diagnosealter? Pack years?

Bierkonsum:
D positiv |:| negativ

Verwendeter Fragebogen zur Erfassung der klinischen Daten
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3.3 Technik der Bestimmungen

3.3.1 Probenversand

Nach Blutentnahme der Probanden wurden die Serumrbéhrchen im
Labor nach Koagulation fir 10min bei 3000rpm zentrifugiert und
anschlielBend jeweils 500ul in Cryordéhrchen aliquotiert. Die Cryoréhrchen
lagerten bei -80°C und wurden anschlieRend tiefgefroren zur Analyse zu
Glycominds Ltd., Lod, Israel verschickt und geblindet auf die Expression von
gASCA, ALCA, ACCA, AMCA Anti-L und Anti-C mittels ELISA, und von
PANCA mittels Immunfluoreszenz untersucht.

Alles Laboruntersuchungen wurden sowohl fir ELISA (Glycominds
Ltd., Lod, Israel) als auch fiur die Immunfluoreszenz (Glycominds Ltd., Lod,
Israel) streng nach Angaben der Herstellers, und wie bereits zuvor von Dotan

et al. und Ferrante et al. beschrieben durchgefihrt (63) (86).

3.3.2 Bestimmung der Anti-Glykan-Serumantikdrper

Zur Bestimmung der Anti-Glykan-Serumantikdrper wurden jeweils
50ul der vorverdinnten (Verdinnung 1:101) Serumproben zusammen mit
einer Kalibratorldsung, einer positiven und einer negativen Kontrollprobe fur
30 Minuten mit den spezifischen immobilisierten Antigenen in einer
Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten (Glycominds Ltd., Lod, Israel) bei
Zimmertemperatur von 25°C inkubiert und nach Reaktion die optische

Dichte (OD) bei 450nm abgelesen.
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Die Vorverdinnung der Proben erfolgte mittels einer TBST-L6sung
(0,15mol/L Tris-HCI, 0,085mol/L Mg,SO,4, pH 7,4 und 0,05% Tween-20) mit
1% bovinem Serum-Albumin (BSA, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) unter zusatzlicher Verwendung von DD8 (einem Oligomer aus 1,8-

Diamino-3,6-Dioxatocan) als Binder zur kovalenten Verknupfung der Anti-

Glykan-Serumantikdrper.

entnommen werden.

Untersuchte Antikoérper

Name

IUPAC-Nomenklatur

gASCA

Anti-Saccharomyces cerevisiae 1gG
Antikorper

AMCA

Anti-Mannobiosid Carbohydrat 1gG
Antikorper

Anti-Mannobiosid (Man(al,3)Man(a))
Carbohydrat 1gG Antikorper

Anti-Laminaribiosid Carbohydrat

Anti-Laminaribiosid (Glc(B1,3)Glc(p))

Antikorper

ALCA 1gG Antikorper Carbohydrat 1gG Antikorper

ACCA Anti-Chitobiosid Carbohydrat IgA Anti-Chitobiosid (GlcNac(B1,4)GlcNac(p))
Antikorper Carbohydrat IgA Antikorper

Anti-L Anti-Laminarin Carbohydrat IgA Anti-Laminarin (Glc(31,3)3n(Glc(31,6)n)
Antikorper Carbohydrat IgA Antikorper

ANti-C Anti-Chitin Carbohydrat  1gA Anti-Chitin (GlcNac(R1,4)n)

Carbohydrat IgA Antikdrper

Tabelle 4: Ubersicht der untersuchten Anti-Glykan-Serumantikorper

kbnnen Tabelle 4

Nach Aufbringen von 50l des Untersuchungsserums je Kavitat und
Inkubation bei 25°C Raumtemperatur fir 30 Minuten wurden ungebundene
Serumkomponenten durch Waschung entfernt. Als Waschlésung diente ein
PBST-Puffer (0,137mol/L NaCl, 0,0027mol/L KCI, und 0,012mol/L
Gesamtphosphat, pH 7,4 und 0,05% Tween-20; PBST, Sigma Chemical Co.,

St. Louis, MO, USA).
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Anschlie3end wurde zum Nachweis gebundener Antikorper 50l eines
HRP-Konjugates (horseradish peroxidase anti-humane IgG oder IgA
Antikdrper von der Ziege oder vom Hasen; Glycominds Ltd., Lod, Israel)
zugegeben und erneut fir 30min in Dunkelheit bei 25°C Zimmertemperatur
inkubiert. Nach einer weiteren Waschung mit PBST-Puffer wurden 50ul
chromogenischen TMB (3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin) zur Detektion der
Marker beigefugt.

Die Enzymreaktion wurde mit einer Stop-Losung (1 mMol/L H,SOy,
Glycominds Ltd., Lod, Israel) beendet und die optische Dichte (OD) bei
450nm photometrisch bestimmt. Die OD zeigt sich direkt proportional zur

Menge der gebundenen Anti-Glykan-Serumantikorper.

3.3.3 Bestimmung von pANCA

Die Auswertung der Proben auf die Expression von pANCA erfolgte
mittels indirekter Immunfluoreszenz (IFA) unter Verwendung von
Objekttragern mit ethanol-fixierten Neutrophilen (Glycominds Ltd., Lod,
Israel) unter zusatzlicher Durchfiihrung einer positiven und negativen
Kontrollprobe.

Zunachst erfolgte eine Verdinnung von 1:40 der Testseren nach
Herstellerangaben mit PBST-Puffer, wie zuvor bereits fir die Anti-Glykan-
Serumantikorper beschrieben und die Auftragung von je 25ul Probenldsung
auf den Objekttrager mit anschlieBender 30minutiger Inkubation bei 25°C

Raumtemperatur.
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Anschlieend wurde eine Waschung mit PBST-Puffer und die
Inkubation mit 25 pl Fluorescein-Isothiocyanat-markiertem Konjugat von anti-
humanem 1gG Antikérper vom Hasen (Glycominds Ltd., Lod, Israel) fur
weitere 30 Minuten bei 25°C Raumtemperatur und in Dunkelheit
durchgefuhrt.

Nach erneuter Waschung mittel PBST-Puffer wurde die
Probenanalyse unter UV-Licht mittels eines Fluoreszenzmikroskops der
Marke Leitz Wetzlar Orthoplan unter einer Anregungswellenldnge von
490nm und einer Emissionswellenlange von 520nm durchgefihrt.

Ein mdglicher storender Einfluss durch das Vorhandensein von
antinuklearen Antikérpern (ANAs), die das pANCA-Expressionsmuster
imitieren konnten, wurde durch die weiterfihrende Nutzung von
Objekttragern mit formalin-fixierten Neutrophilen (INOVA Diagnostics Inc.,

San Diego, CA, USA) ausgelassen, wie vom Hersteller empfohlen.

3.3.4 Genauigkeitsanalyse und cut-off Werte

Receiver Operating Characteristic- (ROC-) Kurven wurden durch
Auftragen der Sensitivitdt gegen (1-Spezifitat) fir jeden einzelnen Marker
errechnet. Basierend auf den ROC-Kurven wurden die cut-off Werte bei
einem EU-Wert von 90%iger Spezifitat fir Anti-C (50 EU) und Anti-L (120
EU) jeweils separat fur die Unterscheidung von MC-Patienten gegenuber
allen Patienten ohne MC (Kein MC) festgelegt. Die cut-off Werte fir gASCA

(50 EU), ALCA (60 EU), ACCA (90 EU) und AMCA (100 EU) wurden wie
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vom Hersteller vorgeschlagen und bereits zuvor verdffentlicht angewendet
(63) (86).

Der cut-off Wert fir die Positivitit von pANCA wurde bei einer
Verdinnung von 1:40 nach Angaben des Herstellers und wie bereits zuvor

veroffentlich festgelegt (63) (86).

3.4 Auswertung und Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde die SAS Software Version 9.1 (The
SAS Institute, Cary, NC, USA) und die Software R Version 2.4.1 (The R
Institute for Statistical Computing, Wien, Osterreich) verwendet. Ein
errechneter Wert von p<0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.

Deskriptive Statistiken fur alle Variablen — einschlie3lich Mittelwerte,
Standardabweichungen, Perzentilenwerte fir stetige Variablen und
Haufigkeiten fir nominale Variablen — wurden berechnet.

Mittels univariater Varianzanalyse (ANOVA) wurde das Alter und der
BMI zwischen den untersuchten Kollektiven verglichen (MC, CU, GI, KO) und
mittels Pearson’s Chi-Quadrat-Test wurde das Geschlecht verglichen. Die
Krankheitsdauer der Patienten mit MC und CU wurden mit einem Wilcoxon
Rangsummentest analysiert. Spearmans Korrelationskoeffizienten
wurden benutzt um die Vergesellschaftung von Anti-L und Anti-C mit gASCA,
AMCA, ALCA und ACCA zu analysieren.

Mittels Anwendung des t-test haben wir im Rahmen der Studie die
unterschiedliche Expression der Anti-Glykan-Serumantikdrper in den vier

untersuchten Patientenkollektiven (MC, CU, GI, KO) verglichen und
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signifikante Unterschiede errechnet. Sensitivitat, Spezifitat, PPW und NPW
wurden berechnet um die diagnostische Wertigkeit fir die Diagnose und
Differentialdiagnose eines Morbus Crohn abzuschatzen. Zur weiteren
Ermittlung der diagnostischen Wertigkeit des Antikérper-Panels werden MC-
Patienten auch Patienten ohne MC gegenlber gestellt (Kein MC), dieses
Kontrollkollektiv der Kein MC-Patienten setzt sich aus den 130 CU-
Patienten, den 74 Gl-Probanden und den 257 KO-Probanden zusammen.

Zusatzlich  wurden, wie bereits erwahnt, Receiver Operating
Characteristic- (ROC-) Kurven errechnet und die Area under the Curve-
(AUC-) Werte mit den korrespondierenden 95% Konfidenzintervallen
bestimmt. Dies wurde sowohl flr jeden einzelnen Marker, alle Marker
gemeinsam und auch fir die Kombination aus gASCA, pANCA, Anti-L und
Anti-C durchgefuhrt. Die AUC-Werte wurden mittels DeLong’s Methode
analysiert (88).

Aufgrund des Signifikanzniveaus wurde fur multiples Testen nicht

zusatzlich korrigiert.



Ergebnisse 46

4 Ergebnisse

Zur Durchfuhrung der Studie wurden, wie bereits ausgefihrt, insgesamt
1439 Serumproben von 824 Probanden analysiert. Davon stammten 895
Proben von 363 Patienten mit Morbus Crohn und weitere 213 Proben von
130 Patienten mit Colitis ulcerosa. Weitere 257 Proben entstammen
gesunden Probanden und werden dem Kontrollkollektiv (KO) zugeteilt,
ebenso wie die Serumproben von 74 Patienten mit anderer
gastrointestinaler Erkrankung (Gl) als CED. Die Proben der Kollektive aus
CU, Gl und KO wurden gemeinsam zu Analysezwecken als Kein MC
zusammengefasst.

Die Seren dieser 824 Patienten des ,Kompetenznetz CED“ wurden
geblindet auf das Vorhandensein von Anti-Chitobiosid IgA Carbohydrat
Antikdrper (ACCA), Anti-Laminaribiosid IgG Carbohydrat Antikdrper (ALCA),
Anti-Mannobiosid IgG Carbohydrat Antikérper (AMCA), Anti-Saccharomyces
cerevisiae 1gG Antikdrper (QASCA), sowie Anti-Laminarin IgA Carbohydrat
Antikdrper (Anti-L) und Anti-Chitin IgA Carbohydrat Antikérper (Anti-C)
mittels ELISA (Glycominds Ltd., Lod, Israel) sowie auf pANCA mittels IFA
(Glycominds Ltd., Lod, Israel) untersucht.

Die Ergebnisse wurden mittels SAS Software Version 9.1 (The SAS
Institute, Cary, NC, USA), die Software R Version 2.4.1 (The R Institute for
Statistical Computing, Wien, Osterreich) und Microsoft Excel 2003
(Microsoft Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA)

analysiert.
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4.1 Pravalenz der Serumantikorper

Wir fanden bei 77% der MC-Patienten positive Antikdrpertiter flr
wenigstens einen Marker. Tabelle 5 zeigt die prozentuale Verteilung sowie

kumulative Zahl der Marker in den unterschiedlichen Patientenkollektiven.

Morbus Crohn (MC) Kein Morbus Crohn (Kein MC)
Alle MC Patienten | gASCA neg. MC Cu

Marker (N=363) Putienton (5:134) (N=130) | G! (N=74) | KO (N=257)
(%) (%) (%) (%) (%)
gASCA 63,1 8,5 23,0 15,6
ACCA 16,8 13,4 6,9 20,3 11,3
ALCA 25,6 11,2 7,7 6,8 11,7
AMCA 27,3 6,0 6,9 8,1 8,9
Anti-L 25,6 12,7 7,3 10,8 9,6
Anti-C 25,0 21,6 10,5 23,0 12,4

""" pANCA | 103 | 129 | 397 | 42 | 28 |

Anzahl positiver Marker

0 22,6 61,2 42,1 50,0 63,0
1 24,2 22,4 69,2 27,0 22,6
2 25,9 8,2 215 9,5 51
3 10,5 6,7 54 8,1 4,3
4 10,7 15 2,3 54 2,3
5 3,9 0,0 0,8 0,0 2,3
6 2,2 0,0 0,8 0,0 0,4

Tabelle 5: Verteilung und Anzahl der verschiedenen Antikdrper im Probandenkollektiv, sowohl fur
alle MC Patienten, als auch gASCA-negative MC Patienten und Kontrollgruppen

gASCA wurde bei 63,1% der MC-Patienten aber auch bei 8,5% der
CU-Patienten und 23% der Gl-Probanden nachgewiesen. pANCA konnte
bei 39,7% der CU-Patienten, aber ebenso bei 10,3% der MC-Patienten und

bei 4,2% der Gl-Patienten gemessen werden.
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In der Subgruppe der gASCA-negativen Morbus Crohn-Patienten
konnte Anti-C mit einer Pravalenz von 21,6% als haufigster Marker der Anti-
Glykan-Serumantikdrper gefunden werden.

Bei 22,6% der MC-Patienten konnte kein Marker detektiert werden,
in der gASCA-negativen MC-Subpopulation war dies sogar zu 61,2% der
Fall. Innerhalb der 257 gesunden Kontrollprobanden wurde bei 63,0% keiner
der sechs Antikérper nachgewiesen, wéahrend diese Gruppe zu 0,4% alle
Marker exprimierte.

Nicht nur das Vorkommen der Marker, sondern auch die HoOhe der
Antikorpertiter waren bei MC signifikant erhéht gegeniber Kein MC
(p<0,001, Tabelle 6). Alle Marker (JASCA, ACCA, ALCA, AMCA, Anti-L und
Anti-C) wurden im Vergleich MC vs. Kein MC (CU, GI, KO) statistisch

signifikant erhéht detektiert.

Werte der Marker (EU) (NI\:A3%3) I?[\ellznlllg/llgl P Wert
gASCA [MW] (P25, P75) 80.9 (29.5, 134.6) 19.2 (11.3, 35.3) <0.001
ACCA [MW] (P25, P75) 50.7 (35.8, 70.9) 39.8(27.9,57.3) <0.001
ALCA [MW] (P25, P75) 39.3(24.0, 60.2) 25.1(16.3, 40.3) <0.001
AMCA [MW] (P25, P75) 64.8 (45.3, 103.9) 50.0 (38.6, 68.4) <0.001
Anti-L [MW] (P25, P75) 71.0 (44.8,120.1) 40.1 (27.5, 61.8) <0.001
Anti-C [MW] (P25, P75) 34.2 (24.3, 50.0) 26.5(19.2, 38.4) <0.001
MW: Mittelwert und P25, P75: 25. und 75. Perzentile
Tabelle 6: Gemessene Titer der Anti-Glykan-Serumantikdrper im Vergleich des Kollektives der MC-
Patienten mit allen Patienten ohne MC
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4.2 Wertigkeit der Serumantikorper
4.2.1 ROC-Kurven mit AUC der Marker
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Abbildung 10: ROC-Kurven mit AUC der

Antikorper fur MC gegentiber CU

diagnostischen  Wertigkeit  der
getesteten Antikérper wurden vier
verschiedene  Voraussetzungen
untersucht:

MC vs. Kein MC, MC vs.
CU, MC vs. Gl und MC vs. KO.
Zu diesem  Zweck wurden
Receiver Operating Characteristic-

(ROC-) Kurven erstellt und die

Area under the Curve- (AUC-)
Werte wurden fir jeden einzelnen
Marker, alle Marker gemeinsam
und auch fir die Kombination aus
gASCA, Anti-L und Anti-C, sowie
fur die Kombination aus gASCA,
Anti-L Anti-C

PANCA, und

errechnet.
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gASCA wies die hochste
diagnostische Genauigkeit als
Einzelmarker auf (AUC-Werte
0,75 - 0,82), wie in Abbildung 9
bis 12 ersichtlich wird. Als ebenso
wertvoller Einzelmarker erwies sich
Anti-L mit AUC-Werten von 0,66 -
0,72. Die Kombination aller Anti-
Glykan-Serumantikdrper  erhohte
die diagnostische Wertigkeit auf

0,79 - 0,84.

Den Abbildungen 9 bis 12
kdnnen weiterhin alle ROC-Kurven
der untersuchten Marker mit den
dazugehdrigen AUC-Werten, die in
Klammern dargestellt sind,
entnommen werden.

In der gASCA negativen
Subgruppe zeigte das Antikérper
Panel lediglich einen AUC von

0,57.
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4.2.2 Sensitivitat, Spezifitat, PPW und NPW

Basierend auf den angenommenen cut-off Werten wurden Sensitivitat
und Spezifitat der Marker errechnet. In Tabelle 7 werden sowohl Sensitivitat
und Spezifitat, als auch positiver pradiktiver Wert (PPW) und negativ
pradiktiver Wert (NPW) der Marker dargestellt — sowohl fur die
Unterscheidung von MC-Patienten gegenuber CU-Patienten als auch in der
Abgrenzung von MC vs. KO, MC vs.Gl und MC vs. Kein MC.

In Analogie zu den ROC-Kurven zeigt sich gASCA mit der hochsten
Sensitivitat von 63,1% als Einzelmarker je nach Vergleichsgruppe. Die
Spezifitat schwankt dabei zwischen 77,0 und 91,5 Prozent.

Bei der Unterscheidung von MC- und CU-Patienten kann die Positivitat
von gASCA, Anti-L und Anti-C bei gleichzeitiger Negativitat von pANCA die
Diagnose eines MC mit einer Spezifitat von 100% stltzen, jedoch unter
Abfall der Sensitivitdt auf 11,2% bei einem PPW von 100% - wohingegen
sich fur die Positivitat von gASCA alleine bei Negativitat von pANCA eine
Sensitivitat von 57,9% bei einer Spezifitdt von 94,8% errechnet. Der
positiv pradiktive Wert betragt bei dieser Konstellation 97%, der negativ
pradiktive Wert 43.5%.

In der Differentialdiagnose MC vs. CU zeigt sich daher die
Kombination aus gASCA+/pANCA- fir MC und gASCA-/pANCA+ fir CU

als bestes diagnostisches Mittel.
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Marker Sensitivitat (%0) Spezifitat (%) PPW (%) NPW (%)
MC vs. Kein MC
gASCA 63,1 85,2 77,1 74,6
ACCA 16,8 88,5 53,5 57,5
ALCA 25,6 90,2 67,4 60,6
AMCA 27,3 91,8 72,3 61,6
Anti-L 25,6 90,8 69,2 60,2
Anti-C 25,0 86,4 59,6 58,8
MC vs. CU
gASCA 63,1 91,5 95,4 47,0
ACCA 16,8 93,1 87,1 28,6
ALCA 25,6 92,3 90,3 30,8
AMCA 27,3 93,1 91,7 31,4
Anti-L 25,6 92,7 91,1 30,0
Anti-C 25,0 89,5 87,4 29,1
pANCA neg. 89,7 39,7 81,3 56,8
gASCA+/pANCA- 57,9 94,8 97 435
gﬁrifﬁ:;iﬁy_%é 11,2 100 100 27,8
MC vs. Gl
gASCA 63,1 77,0 93,1 29,8
ACCA 16,8 79,7 80,3 16,3
ALCA 25,6 93,2 94,9 20,4
AMCA 27,3 91,9 94,3 20,5
Anti-L 25,6 89,2 92,0 19,8
Anti-C 25,0 77,0 84,1 17,4
MC vs. KO
gASCA 63,1 84,4 85,1 61,8
ACCA 16,8 88,7 67,8 43,0
ALCA 25,6 88,3 75,6 45,7
AMCA 27,3 91,1 81,1 47,0
Anti-L 25,6 90,4 79,3 45,6
Anti-C 25,0 87,6 74,4 44,7

Tabelle 7: Sensitivitat, Spezifitat, positiv pradiktiver Wert (PPW) und negativ pradiktiver Wert
(NPW) der einzelnen Antikorper, jeweils fur MC Patienten verglichen mit den verschiedenen
Kontrollgruppen des Patientenkollektives
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4.3 Ergebnisse bei Kombination der Serumantikdrper

Die Kombination aus Anti-L, Anti-C und gASCA (AUC 0,81)
verbesserte die Differenzierbarkeit von MC zu Kein MC signifikant
(p=0,0002), verglichen mit gASCA alleine (AUC 0,79) — wie Tabelle 8

veranschaulicht.

Marker AUC (95% CI)
gASCA 0.79 (0.76, 0.82)
Anti-C 0.63 (0.59, 0.67)

Anti-L 0.71 (0.67, 0.74)
Anti-L/Anti-C 0.71 (0.67,0.74)
gASCA/Anti-L/Anti-C 0.81 (0.77, 0.84)*

*p=0.0002 verglichen mit gASCA alleine

Tabelle 8: Diagnostische Wertigkeit bei Kombination der Marker gASCA, Anti-L und Anti-C fur MC
verglichen mit Kein MC

Tabelle 9 stellt dar, dass die Kombination aus gASCA/pANCA die
hochste Diskriminationsfahigkeit fir MC vs. CU (AUC 0,83) erreichte, und
dass das Hinzuziehen von Anti-L und Anti-C zu gASCA/pANCA weiterhin die
Diskrimination von MC zu CU (p=0,006) signifikant verbesserte, jedoch mit

nur einem milden Anstieg der AUC (AUC 0,83 vs. 0,85).
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Marker AUC (95% CI)
gASCA 0.74 (0.70, 0.78)
pANCA 0.65 (0.60, 0.69)
gASCA/pANCA 0.83 (0.79, 0.87)*
gASCA/pANCA/ 0.85 (0.81, 0.88)*
Anti-L/Anti-C

*Sowohl gASCA/PANCA als auch gASCA/PANCA/AnNti-L/Anti-C sind besser als gASCA alleine
(p<0.001) und es ergibt sich ein signifikanter Unterschied fir gASCA/pANCA vs.
gASCA/pANCA/Anti-L/Anti-C (p=0.006) bei jedoch groBer Ahnlichkeit der AUC

Tabelle 9: Diagnostische Wertigkeit bei Kombination der Marker fir MC verglichen mit CU

Das Entfernen von gASCA aus dem Panel reduzierte die
Diskriminationsfahigkeit der Anti-Glykan-Serumantikérper deutlich (AUC
0,79 vs. 0,67; p<0,0001), was noch einmal veranschaulicht, dass gASCA
innerhalb der Diagnostik mithilfe der Anti-Glykan-Serumantikorper einen nicht
zu ersetzenden Stellenwert besitzt.

Wie bereits zuvor dargestellt konnte in der gASCA negativen

Subgruppe das Antikoérper Panel lediglich einen AUC von 0,57 erreichen.

4.4 Verhalten der Anti-Glykan-Serumantikdrper im
zeitlichen Verlauf

Im Rahmen unserer Studie wurde weiterhin der zeitliche Verlauf des
Anti-Glykan-Serumantikdrper-Status untersucht. Von 363 MC-Patienten
stellten 209 Patienten ihre Serumproben zu unterschiedlichen Zeitpunkten
zur Verfugung. Ebenso wurden bei 45 von 130 Patienten mit CU

Serumproben zu mehreren Zeitpunkten konserviert.
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Interessanterweise zeigte der Grof3teil der untersuchten Patienten
keine Veradnderung im Verlauf der Erkrankung in der Ausprégung des

Antikdrpermusters im Bezug zur ersten Probenentnahme (siehe Tabelle 10).

Marker Morbus Crohn (%) Colitis ulcerosa (%)

gASCA

Keine Veranderung 89,0 89,1

-Zu+ 4,3 8,7

+zU - 6,7 2,2
ACCA

Keine Veranderung 80,9 97,8

-Zu+ 10,5 0,0

+ U - 8,6 2,2
ALCA

Keine Veranderung 78,0 97,8

-ZU+ 11,5 0,0

+zZU - 10,5 2,2
AMCA

Keine Veranderung 74,2 95,7

-Zu+ 10,1 2,2

+ U - 15,8 2,2
Anti-L

Keine Veranderung 77,8 90,7

-7U + 14,0 9,3

+zu - 8,2 0,0
Anti-C

Keine Veranderung 74,9 83,7

S7u+ 7,7 7,0

+zU - 17,4 9,3
Tabelle 10: Verhalten des Status der unterschiedlichen Serumantikérper im zeitlichen Verlauf
der Erkrankung fur MC Patienten und CU Patienten, die zu mehreren Zeitpunkten an der
Studie teilnahmen

Fur diese MC-Patienten ergibt sich eine Konstanz von 89,0% fur die
Ausbildung von gASCA im zeitlichen Verlauf der Untersuchung des
Probandenkollektives. Fur die weiteren untersuchten Marker ACCA, ALCA,

AMCA, Anti-L und Anti-C ergeben sich Werte zwischen 74,2% und 80,9%.
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Durchwegs hohere Werte zeigten sich im Probandenkollektiv mit
Colitis ulcerosa, hier anderten 89,1% der Patienten im Verlauf des
Untersuchungszeitraumes ihre Expression von gASCA nicht, fir ACCA,
ALCA, AMCA, Anti-L und Anti-C lagen die ermittelten Werte zwischen 83,7%
und sogar bis zu 97,8%.

Weder die Aktivitat der Erkrankung — respektive die Unterschiede in
der Krankheitsaktivitat zu verschiedenen Zeitpunkten — noch die Dauer der
Erkrankung konnten die Expression des individuellen Antikérperprofils
wesentlich beeinflussen.

Dartberhinaus kann aus der Tabelle 10 abgelesen werden, in
welchem Male sich die Werte der Anti-Glykan-Serumantikdrper von
Negativitat zu Positivitat verandert haben (- zu +) bzw. inwiefern eine frihere

Nachweisbarkeit eines der Marker im Verlauf verloren gegangen war (+ zu -).

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das Kollektiv der MC-Patienten war zu 77% positiv fur wenigstens
einen der getesteten Anti-Glykan-Serumantikdrper. Die gemessenen
Antikorpertiter waren bei den MC-Patienten signifikant erhéht gegenuber
allen untersuchten Kontrollgruppen (p<0,001).

gASCA wies mit AUC-Werten von 0,75 - 0,82 die hochste
diagnostische Genauigkeit als Einzelmarker auf.

In der Differentialdiagnose MC vs. CU zeigte sich die Kombination aus
gASCA+/pANCA- fur MC und gASCA-/pANCA+ fur CU als bestes

diagnostisches Mittel. Das Hinzuziehen von Anti-L und Anti-C zu
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gASCA/pANCA verbesserte die Diskrimination von MC zu CU (AUC 0,83 vs.
0,85; p=0,006).

Die Kombination aus Anti-L, Anti-C und gASCA (AUC 0,81)
verbesserte die Differenzierbarkeit von MC zu Kein MC (p=0,002), verglichen
mit gASCA alleine (AUC 0,79). Das Entfernen von gASCA aus dem Panel
reduzierte die Diskriminationsfahigkeit der Anti-Glykan-Serumantikorper
(AUC 0,79 vs. 0,67; p<0,0001) signifikant.

Weiterhin kann dargestellt werden, dass auch ACCA, ALCA, AMCA,
Anti-L und Anti-C hochspezifisch fir einen Morbus Crohn sind, jedoch mit
geringerer Sensitivitat.

Es besteht eine hohe Markerkonstanz bei den von uns untersuchten
MC- und CU-Patienten von 89,0% bzw. 89,1% fur gASCA im zeitlichen
Verlauf, mit &hnlich hohen Konstanzwerten fur die weiteren untersuchten
Marker ACCA, ALCA, AMCA, Anti-L und Anti-C. Damit besteht eine

dauerhaft stabile Nachweisbarkeit der Anti-Glykan-Serumantikorper.
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5 Diskussion

5.1 Ergebnisse im Uberblick

Dies ist die erste Studie, in deren Rahmen die Kombination der
neuen Anti-Glykan-Serumantikorper AMCA, ALCA, ACCA, sowie Anti-L
und Anti-C in Verbindung mit gASCA und pANCA auf ihre diagnostische
Genauigkeit fur chronisch entzundliche Darmerkrankungen untersucht
wurden. Wir fanden eine signifikante Assoziation des Auftretens der
untersuchten Marker mit Morbus Crohn verglichen mit Colitis ulcerosa und
unseren weiteren Kontrollgruppen (Gl und KO). Die getesteten Anti-Glykan-
Serumantikorper konnen somit zuktnftig zur Diagnosestellung eines MC,
sowie zur Unterscheidung eines MC vs. CU oder MC vs. Kein MC beitragen
und so in diagnostisch unklaren Féallen eine Zuordnung zur

zugrundeliegenden Erkrankung ermdglichen.

5.2 Ergebnisse im Vergleich mit &hnlichen aktuellen
Forschungen

Die von uns gefundenen Pravalenzen der Anti-Glykan-
Serumantikorper (gASCA, ALCA, AMCA, ACCA) entsprechen auch den
Ergebnissen vergleichbarer Veroffentlichungen. Ebenso erzielte die hier
vorliegende Studie beziglich der Werte fur Sensitivitat, Spezifitat, positiv

pradiktivem Wert (PPW) und negativ pradiktivem Wert (NPW) &ahnliche
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Werte wie auch andere Autoren sie aktuell errechneten (63) (65) (86) (89)
(90).

Aus Tabelle 11 kénnen unsere Ergebnisse im Vergleich mit den
Forschungsergebnissen von Ferrante et al. (86) und Simondi et al. (89)
entnommen werden, jeweils beispielhaft im Vergleich MC vs. CU fiur gASCA,
ALCA, ACCA und AMCA fir die Sensitivitat, Spezifitat, den positiv (PPW)

und den negativ pradiktiven Wert (NPW).

MC vs. CU Unsere Studie Ferrante et al. (86) Simondi et al. (89)
gASCA
Sensitivitét (%) 63,1 56,4 54,3
Spezifitat (%) 91,5 90,4 88,7
PPW (%) 95,4 95,2 91,3
NPW (%) 47,0 38,2 47,0
ALCA
Sensitivitat (%) 25,6 17,7 25,0
Spezifitat (%) 92,3 93,0 92,5
PPW (%) 90,3 89,5 87,9
NPW (%) 30,8 25,2 36,0
ACCA
Sensitivitét (%) 16,8 20,7 -
Spezifitat (%) 93,1 84,9 -
PPW (%) 87,1 82,2 -
NPW (%) 28,6 24,2 -
AMCA
Sensitivitat (%) 27,3 28,1 -
Spezifitat (%) 93,1 82,4 -
PPW (%) 91,7 84,3 -
NPW (%) 31,4 25,5 -
Tabelle 11: Vergleich von Sensitivitat, Spezifitat, PPW und NPW fiur MC vs. CU fur gASCA,
ALCA, ACCA und AMCA in drei verschiedenen Studien.
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5.3 Bedeutung der Ergebnisse fir die diagnostischen

Maoglichkeiten

5.3.1 Differentialdiagnose MC vs. CU

In der Differentialdiagnose MC vs. CU stellt sich bisher die
Kombination aus ASCA+/pANCA- fur MC und ASCA-/pANCA+ fir CU als
bestes diagnostisches Mittel dar (66) (71) (91). Dies konnte auch in unserer
Studie belegt werden.

Allgemein gesprochen zeigt sich in der hier vorgelegten Arbeit gASCA
als der beste der untersuchten Einzelmarker fur die Diagnose eines MC in
Abgrenzung zu CU. Die anderen von uns untersuchten Serummarker
ALCA, AMCA, ACCA, ebenso wie Anti-L und Anti-C, zeigen zwar eine
hohe Spezifitat fur Morbus Crohn, jedoch eine durchwegs enttauschend
niedrige Sensitivitat. Unsere Studie stellt weiterhin dar, dass die
Kombination aus gASCA/pANCA die hochste Diskriminationsfahigkeit fur
MC vs. CU (AUC 0,83) erreichte, und dass das Hinzuziehen von Anti-L
und Anti-C zu gASCA/pANCA weiterhin die Diskrimination von MC zu CU
(p=0,006) signifikant verbesserte, jedoch ohne die AUC-Werte sonderlich zu
verandern (AUC 0,83 vs. 0,85). Eine weitere Kombination aus mehreren Anti-
Glykan-Serumantikérpern, bis hin zur Kombination aller sechs Marker fuhrte
zu einer weiteren Verbesserung der Spezifitdt, jedoch zu einer
Verschlechterung der Sensitivitat, wie auch schon zuvor beschrieben wurde

(63).
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5.3.2 Differentialdiagnose MC vs. Kein MC

gASCA wies mit AUC-Werten von 0,75 - 0,82 die hochste
diagnostische Genauigkeit als Einzelmarker auf. Das Entfernen von
gASCA aus dem Panel reduzierte die Diskriminationsfahigkeit der Anti-
Glykan-Serumantikdrper (AUC 0,79 vs. 0,67; p<0,0001) signifikant. Daher
stellt gASCA den besten Einzelmarker zur Unterscheidung MC vs. Gl oder
MC vs. KO dar. Diese von uns erarbeiteten Ergebnisse decken sich mit dem
aktuellen Stand der Forschung (62) (63) (65) (71) (86) (89) (91).

Obwohl auffiel, dass das Hinzuziehen von Anti-L und Anti-C zu gASCA
als Einzelmarker die diagnostische Genauigkeit fur MC vs. Kein MC
signifikant erhohte (p=0,0002) war die Erhohung der AUC auch in diesem
Fall nur unmerklich (AUC 0,81 vs. 0,79) und ist daher Klinisch von
untergeordneter Bedeutung.

Auch bei der Konstellation MC vs. KO oder MC vs. Gl und MC vs. Kein
MC fuhrte eine weitere Kombination aus mehreren Anti-Glykan-
Serumantikorpern, bis hin zur Kombination aller sechs Marker, zu einer
weiteren Verbesserung der Spezifitdt, jedoch zu einer Verschlechterung der
Sensitivitat, wie auch schon zuvor beschrieben wurde (63).

Zur Diagnose eines MC bzw. zur Unterscheidung MC vs. Kein MC
bleibt also gASCA das wichtigste diagnostische Mittel im Bereich der
Serummarker, eine weitere Kombination anderer Serummarker (AMCA,
ALCA, ACCA, Anti-L und Anti-C) muss diagnostischen Spezialfallen

vorbehalten bleiben.
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5.4 Verlaufskonstanz der Marker

Erstmalig wurde im Rahmen unserer Studie auch eine detaillierte
Analyse zur Erfassung der zeitlichen Konstanz der Expression der
Serummarker im Verlauf der Krankheitsdauer durchgefuhrt, daher
konnten von 209 Patienten mit Morbus Crohn Proben zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gewonnen werden. Weiterhin wurden bei 45 Teilnehmern mit
Colitis ulcerosa Proben zu mehreren Zeitpunkten konserviert.

Weder Krankheitsdauer noch Krankheitsaktivitdt konnten das
individuelle Antikorperprofil wesentlich beeinflussen. Trotz Schwankungen in
der Markerhdhe zeigte sich eine erstaunliche Konstanz in der Expression des
Markerstatus. Bei den von uns untersuchten MC-Patienten ergab sich eine
hohe Konstanz von 89,0% fur die Ausbildung von gASCA im zeitlichen
Verlauf und fur die weiteren untersuchten Marker ACCA, ALCA, AMCA, Anti-
L und Anti-C ergaben sich Werte zwischen 74,2% und 80,9%. Noch etwas
hohere Werte zeigten sich gar im Probandenkollektiv mit Colitis ulcerosa,
hier anderten 89,1% der Patienten im Verlauf des Untersuchungszeitraumes
ihre Expression von gASCA nicht, fir ACCA, ALCA, AMCA, Anti-L und Anti-
C lagen die ermittelten Werte zwischen 83,7% und 97,8%.

Dieses Wissen ist von groRer Bedeutung, da Informationen Uber die
Markerstabilitat bisher noch sehr rar sind, jedoch gerade die dauerhafte
Nachweisbarkeit der Anti-Glykan-Serumantikorper Verlasslichkeit in den
diagnostischen und differentialdiagnostischen Mdoglichkeiten des

getesteten Panels schafft. Zwar konnte bereits gezeigt werden, dass
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unabhangig von der Notwendigkeit einer Immunsuppression oder der
Notwendigkeit einer Operation eine gewisse Verlasslichkeit in der
Nachweisbarkeit bestimmter Serummarker besteht (80) (92). Eine andere
Studie zeigte, dass auch bei Patienten vor der Diagnose eines MC bereits
gASCA in bis zu 90% der Falle nachweisbar sind (93). Andererseits fanden
Ferrante et al. und Arnott et al., dass die Ausbildung der Anti-Glykan-

Serumantikorper mit langerer Krankheitsdauer nachlasst (49) (86).

5.5 Umsetzbarkeit der Ergebnisse im klinischen
Routinebetrieb

Die Routinebestimmung von Serummarkern hat bei CED bisher keinen
Einzug in die tagliche klinische Praxis gefunden, was darin begrtindet liegt,
dass der Grof3teil der betroffenen Patienten mit den herkdmmlichen
Standarddiagnoseverfahren eindeutig entweder dem Morbus Crohn oder der
Colitis ulcerosa zuzuordnen ist (87). Bei einer Subgruppe von Patienten
jedoch, hauptsachlich mit strikt kolonischem Befall und unklarem
histologischen Befund, ist in 9-20% der Félle nicht eindeutig differenzierbar,
ob eine Colitis ulcerosa oder ein Morbus Crohn vorliegt. In diesem Fall erfolgt
die Diagnose einer eigenen Entitat, die meist als Colitis indeterminata (Cl)
bezeichnet wird (50) (51) (52). Gerade flur diese Falle kann es sinnvoll sein,
mittels der von uns getesteten Anti-Glykan-Serumantikérper eine
Komplettierung der klinischen Diagnostik anzustreben, da die getesteten

Marker eine hohe Diskriminationsfahigkeit fir MC im Vergleich zu CU,
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KO oder Gl zeigen und somit eine Diskrimination zwischen CU und MC

auch in unklaren Féallen zu erreichen.

5.6 Einschrankungen

Alle in die Studie eingeschlossenen Probanden mit Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa entstammen einem einzigen Referenzzentrum fir chronisch
entztindliche Darmerkrankungen. Daher missen Limitationen bezlglich des
Patientengutes in Betracht gezogen werden, die sich auf die Vorselektierung
des Patientengutes beziehen. Im Vergleich mit einem Normalkollektiv handelt
es sich sicherlich um ein Kollektiv mit erhdhter Notwendigkeit therapeutischer
Interventionen und langerer Krankheitsdauer, sowie chronisch-aktiven
Verlaufen.

Die im Kollektiv vorherrschende hohe Pravalenz von MC fihrt
zwangsweise zu einer konsekutiven Beeinflussung des PPW und des NPW.

AulRRerdem erfolgte die erste Probenentnahme meist nah zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose. Bei den darauf folgenenden Besuchen wurden die Proben
ohne Kaorrelation zur Krankheitsaktivitdit oder Therapie rein willkirlich
entnommen, was zur Selektierung von schwereren Verlaufsformen gefuhrt

haben kdnnte.
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5.7 Ausblick

Diese Studie hat zweifelsohne vielversprechende Ergebnisse zu Tage
gefordert, die einmal mehr die Notwendigkeit weiterfihrender prospektiver
Studien auf dem Gebiet der Anti-Glykan-Serumantikérper und deren
Bedeutung fur die Diagnose und Differentialdiagnose von CED aufzeigen.

Gerade fir die Frage der Diskriminationsfahigkeit far MC im
Vergleich zu CU, KO oder GlI, die eine Diskrimination zwischen CU und
MC auch in unklaren Fallen erreichen lieRe, ist eine weitergehende
Forschung zur Bestéatigung unserer Ergebnisse in einer zweiten Kohorte
erstrebenswert.

Da es nach wie vor keine prospektiven Studien zur Frage der Diagnose
und Differentialdiagnose der CED mithilfe von Anti-Glykan-Serumantikdrpern
gibt, kann die hier vorliegende Studie gerade die Notwendigkeit einer solchen

zukunftigen Untersuchung unterstreichen.
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6 Zusammenfassung

Chronisch  entztndliche Darmerkrankungen stellen klinisch ein
heterogenes Krankheitshild dar. In etwa 10% der Falle ist eine
Unterscheidung zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa nicht
moglich. Die Diagnose einer CED fuldt regelhaft auf Kklinischen,
radiologischen, endoskopischen und histopathologischen Kriterien, wie von
Stange et al. gefordert (87).

Wir haben daher neue Anti-Glykan-Serumantikérper — darunter die
bisher unbekannten Marker Anti-L und Anti-C - zur Diagnose und
Differentialdiagnose von CED untersucht. Zur Durchfihrung der Studie
wurden insgesamt 1439 Serumproben von 824 Probanden analysiert.
Davon stammten 895 Proben von 363 Patienten mit Morbus Crohn und
weitere 213 Proben von 130 Patienten mit Colitis ulcerosa. Weitere 257
Proben entstammen Probanden ohne gastrointestinaler Erkrankung und
wurden dem Kontrollkollektiv (KO) zugeteilt. Des Weiteren wurden
Serumproben von 74 Patienten mit anderer gastrointestinaler Erkrankung
(Gl) als CED getestet.

Die Seren dieser 824 Patienten des ,Kompetenznetz CED® wurden
geblindet auf das Vorhandensein von Anti-Chitobiosid IgA Carbohydrat
Antikorper (ACCA), Anti-Laminaribiosid IgG Carbohydrat Antikorper (ALCA),
Anti-Mannobiosid IgG Carbohydrat Antikérper (AMCA), Anti-Saccharomyces
cerevisiae 1gG Antikorper (gASCA), sowie Anti-Laminarin IgA Carbohydrat

Antikorper (Anti-L) und Anti-Chitin IgA Carbohydrat Antikorper (Anti-C)
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mittels ELISA (Glycominds Ltd., Lod, Israel) sowie auf pANCA mittels IFA
(Glycominds Ltd., Lod, Israel) untersucht. Vollstandige klinische Daten aller
CED-Patienten — darunter klinischer Untersuchungsbefund, radiologische,
endoskopische und histopathologische Ergebnisse — waren zur Auswertung
verfluigbar. Die Ergebnisse wurden mittels SAS Software Version 9.1 (The
SAS Institute, Cary, NC, USA) und die Software R Version 2.4.1 (The R
Institute for Statistical Computing, Wien, Osterreich) analysiert.

Das Kollektiv der MC-Patienten war zu 77% positiv fir wenigstens
einen der getesteten Anti-Glykan-Serumantikérper. Die gemessenen
Antikdrpertiter waren bei MC signifikant erhéht gegentber den
Kontrollgruppen (p<0,001). gASCA wies mit AUC-Werten von 0,75 - 0,82 je
nach Kontrollgruppe die hdochste diagnostische Genauigkeit als
Einzelmarker auf. In der Differentialdiagnose MC vs. CU zeigte sich die
Kombination aus gASCA+/pANCA- fur MC und gASCA-/pANCA+ fur CU
weiterhin als bestes diagnostisches Mittel, wie auch von anderen Autoren
gefunden (66) (91). Das Hinzuziehen von Anti-L und Ant-C zu
gASCA/pANCA verbesserte die Diskrimination von MC zu CU (AUC 0,83 vs.
0,85; p=0,006).

Die Kombination aus Anti-L, Anti-C und gASCA (AUC 0,81)
verbesserte die Differenzierbarkeit von MC zu Kein MC (p=0,002), verglichen
mit gASCA alleine (AUC 0,79). Das Entfernen von gASCA aus dem Panel
reduzierte die Diskriminationsfahigkeit der Anti-Glykan-Serumantikérper

(AUC 0,79 vs. 0,67; p<0,0001) signifikant.
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Abschliel3end kann festgestellt werden, dass die getesteten Marker eine
hohe Diskriminationsfahigkeit fur MC im Vergleich zu CU, KO oder Gl
zeigen. Der beste einzelne Antikdrper ist gASCA. Elimination von gASCA
aus dem diagnostischen Panel verschlechtert die Diskriminationsfahigkeit
signifikant. Die getesteten Anti-Glykan-Serumantikorper AMCA, ALCA,
ACCA und gASCA in Kombination mit pANCA, sowie mit Anti-L und Anti-C
kobnnen zukinftig zur Diagnosestellung eines MC, sowie zur
Unterscheidung eines MC vs. CU oder MC vs. Kein MC beitragen und damit
in diagnostisch unklaren Fallen eine Zuordnung zur zugrundeliegenden

Erkrankung ermdglichen.
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