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Vorwort

Morbus Crohn ist eine chronisch-entzindliche Darmerkrankung mit Entzindung
insbesondere in jenem Darmabschnitt, in dem physiologisch ein Grolteil der
intestinalen Gallensaurenresorption stattfindet. Ziel dieser Arbeit war es, mRNA-
Expressionsveranderungen von intestinalen Gallensaurentransportproteinen bei
Morbus Crohn Patienten mit Hilfe von Dinndarm-Biopsien zu untersuchen. Wir
verfolgten die Hypothese, dass — vergleichbar der Situation in der Leber wahrend
einer Akut-Phase-Reaktion — durch Entzindungsmediatoren die mRNA-
Expressionen von spezifischen Gallensauren-Transportern vermindert werden.
Unsere Ergebnisse zeigten Expressionsminderungen bei zwei Transportern und
bei einem Detoxifikationsenzym, die Ubrigen untersuchten Transporter flr
Gallensauren waren unverandert. Aus dieser Studie schlieBen wir, dass bei
Morbus Crohn Patienten der intestinale Gallensauretransport zwar verandert ist,

jedoch in der Quantitat kaum beeinflusst wird.
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Zusammenfassung

Um den intestinalen transmuralen Gallensaure-Transport wahrend einer lleitis bei
Morbus Crohn (MC) Patienten zu untersuchen, wurden mRNA Expressionsmuster
von Gallensaure-Transportern und -kernrezeptoren aus lleumbiopsien von MC
Patienten in unterschiedlichen Aktivitatsstadien (aktive lleitis n=14; Remission
n=7) mit darmgesunden Kontrollpatienten (n=9) verglichen. Im akuten Schub
zeigte sich die mMRNA-Expression sowohl des apikalen Gallensaure-
Aufnahmetransporter ASBT (Apical sodium dependent bile acid transporter; 36%;
p<0.05) als auch des apikalen Gallensaure-Abgabetransporter BCRP (Breast
cancer resistance protein; 57%; p<0.05) signifikant vermindert. Wahrend der
Remission war die Expressionsminderung beim ASBT (53%; p<0.05) - aber nicht
beim BCRP (67%) - weiterbestehend. Unverandert zeigte sich auch der zweite
apikale Efflux-Transporter MDR1 (Multidrug resistance gene 1; 76 % im Schub
bzw. 93% in der Remission), wie auch das intrazellulare Gallensaure-
Bindungsprotein |I-BABP (lleal bile acid binding protein; 73% bzw. 90%). Die
Expressionen der basalen Abgabetransporter OSTa (Organic solute transporter
alpha; 118% % bzw. 96%), OSTR (Organic solute transporter beta; 84 bzw. 72%)
und MRP3 (Multidrug resistance protein 3; 132% bzw. 119%) waren unverandert.
Das die Expression des Detoxifikationsenzyms SULT2A1 (Sulfotransferase 2A1)
war wahrend des akuten Schubs signifikant vermindert (31%, p<0.05). Die durch
Gallensauren induzierbaren Kernrezeptoren FXR (Farnesoid X receptor; 76%
bzw. 64%), SHP (Small heterodimer partner; 105% bzw. 104%), PXR (Pregnane X
receptor; 88% bzw. 79%) und VDR (Vitamin D receptor; 74% bzw. 90%) zeigten
wie der Entzindungsmediator TNFa (Tumor necrosis factor alpha; 127% bzw.
261%) keine signifikanten Anderungen. Die Expression der im Sinne einer
Positivkontrolle bei Entziindung induzierten verwendeten iNOS (induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase), war sowohl im akuten Schub (27-fach; p<0.05), als
auch in der Remission (4-fach; p<0.05) signifikant erhéht. Zusammenfassend

werden im MC-Schub einzelne Gallensauretransporter-Expressionen reduziert.



Abstract

In order to investigate mMRNA expression changes of intestinal bile acid
transporters during ileitis in Crohn’s disease (CD), we compared the mRNA
expression pattern of bile acid transporters and nuclear receptors in ileal biopsies
from CD patients in different stages of disease activity (active ileitis n=14,
remission n=7) and compared these to healthy control subjects (n=9). We found
significant decreased mRNA levels of the apical sodium dependent bile acid
import transporter (ASBT; 36%, p<0.05), and of the apical bile acid export
transporter BCRP (Breast cancer resistance protein; 57%, p<0.05) in acute CD.
During remission of CD, the mRNA expression levels of ASBT - but not of BCRP -
were still reduced (53%, p<0.05). No significant changes were observed in regard
to the second apical efflux transporter MDR1 (Multidrug resistance gene 1) or the
ileal bile acid binding protein (I-BABP). In addition, the basal export-pumps OSTa
(Organic solute transporter alpha), OSTB and MRP3 (Multidrug resistance protein
3) were also unchanged. Significant reduced mRNA expression showed the
detoxification enzyme SULT2A1 (Sulfotransferase 2A1; 31%, p<0.05). Nuclear
receptors for bile acids like FXR (Farnesoid X receptor), PXR (Pregnane X
receptor) or VDR (Vitamin D receptor) were unchanged. The proinflammatory
TNFa (Tumor necrosis factor alpha) mRNA expression was induced without
reaching statistical significance. Finally, iINOS (Inducible nitric oxide synthase,
used as positive control for inflammatory induced gen expression) was significantly
induced in acute MC (27 times, p<0.05) as well as in remission (4 times, p<0.05).

In summary, we were able to detect mMRNA expression changes of several bile

acid transporters in acute CD.
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Glossar und Abkirzungen

5-ASA 5- aminosalicylic acid

A. dest. Aqua destillata

ASBT Apical sodium dependent bile acid transporter
BCRP Breast cancer resistance protein

CDAI Crohn’s disease activity index

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid

CED Chronisch-entzindliche Darmerkrankungen
CRP C-reaktives Protein

Cu Colitis ulcerosa

CYP7A1 Cholesterol 7a-hydroxylase

DNA Deoxyribonucleic acid

FABP Fatty acid-binding protein

FGF 19 Fibroblast growth factor 19

FXR Farnesoid X receptor

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
I-BABP lleal bile acid binding protein

IBAT lleal bile acid transporter

IL Interleukin

iINOS Inductible nitric oxide synthase

l.v. Intravenous

LCA Litocholic acid

MC Morbus Crohn

mRNA Messenger RNA

MRP3 Multidrug resistance protein 3

MDR1 Multidrug resistance gen 1

MTX Methotrexate




NPCU Nicht-Pancolitis ulcerosa

NSAR Nicht-steroidale Antirheumatika
OATP Organic anion transporting polypeptide
OSTa Organic solute transporter alpha
OSsTp Organic solute transporter beta

PCR Polymerase chain reaction

PCU Pancolitis ulcerosa

PXR Pregnane X receptor

RNA Ribonucleic acid

RT-PCR Real-time polymerase chain reaction
SHP Small heterodimer partner

St.d. Standard deviation

SULT2A1 Sulfotransferase 2A1

TNF Tumor necrosis factor

VDR Vitamin D receptor

ZMF Zentrum fur medizinische Forschung
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1 Einleitung: Grundlagen

1.1 Gallensauretransporter

1.1.1 , Enterohepatischer Kreislauf der Gallensauren

Gallensauren werden in der Leber aus Cholesterol durch die Enzyme Cholesterol
7a-Hydroxylase [CYP7A1] oder Oxysterol-7a-Hydroxylase [CYP7B1]) gebildet,
gelangen uber die Gallenwege ins Duodenum und werden grof3teils im terminalen
lleum reabsorbiert. Daher spricht man von einem ,enterohepatischen Kreislauf*
der Gallensauren [1]. Im Danndarm sind die Gallensauren z.B. fur die Verdauung
von Nahrungs-Fetten unabkdmmlich. Ein kleiner Teil (5 bis 10%) wird nicht
ruckresorbiert, tritt ins Kolon Uber, wo durch Darmbakterien aus den primaren
Gallensauren (Cholsaure und Chenodeoxycholsaure) sekundare Gallensauren
(Cholsaure, Chenodeoxycholsaure, Desoxycholsdure und Lithocholsaure)

entstehen, die schliellich Uber den Stuhl ausgeschieden werden.

1.1.2 Gallensauren-Transport im terminalen lleum

Entscheidend fur den enterohepatischen Kreislauf der Gallensauren sind spezielle
Transportproteine, welche die zellulare Aufnahme und Abgabe sowohl im Darm,
als auch in der Leber ermdglichen. Im lleum werden die konjugierten Gallensauren
aus dem Darmlumen in die Darmzelle grotenteils durch das an der apikalen
Membran (entspricht der Darmlumen zugewandten Seite des Enterozyten)
lokalisierte Transportsystem ASBT/SLC10A2 (Apical sodium dependent bile acid
transporter) aufgenommen, welches auch als IBAT (lleal bile acid transporter)
bezeichnet wird [2]. Nur die unkonjugierten Gallensauren kénnen (wie im Colon)
passiv durch die Zellmembran diffundieren. Der basolaterale Gallensaureefflux ins
portalvendse Blut erfolgt im Enterozyten des terminalen lleum einerseits (zu einem
geringerer Anteil) durch MRP3 (Multidrug resistance protein 3), anderseits durch
den heterodimeren Transporter OSTa/OSTR (Organic solute transporter) [3]. Der
Transport innerhalb des Enterozyten wird durch I-BABP (lleal bile acid binding
protein) ermdglicht. Dieser |6sliche Gallensauretransporter gehort der FABP (Fatty
acid-binding Protein) Familie an und seine noch nicht ins Detail verstandene Rolle
im intrazellularen Gallensaurentransport ist im Darm auf das lleum beschrankt [4,
5].
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Nach Aufnahme der Gallensauren in den Enterozyten konnen diese nicht nur
weiter ins Blut abgegeben werden, sondern werden teilweise modifiziert und
anschlieend wieder zurick ins Darmlumen transportiert. SULT2A1
(Sulfotransferase-2A1) ist ein Beispiel fur ein Enzym, welches die Konjungation
von Sulfaten an (vorwiegend sekundare) Gallensauren im Sinne einer
Detoxifikation ermdglicht [6]. Vom Enterozyten zurick ins Darmlumen werden
Gallensauren durch das Protein BCRP (Breast cancer resistance protein)
transportiert. Dessen Namensgebung stammt aus der onkologischen Forschung,
da auch Chemotherapeutika mittels dieses Transporters im Falle von Resistenzen
aus dem Enterozyten zuruck ins Darmlumen exportiert werden koénnen [7]. Auf
ahnliche Weise wurde auch MDR1 (Multidrug resistance gen 1) in der
onkologischen Forschung entdeckt, welches fur das P-Glykoprotein kodiert, das
wiederum ein apikales Effluxsystem flr Xenobitika und Gallensauren ist [8, 9].
Interessanterweise zeigten MDR1 knockout Mause histologische Eigenschaften
einer CED (Chronisch Entzindliche Darmerkrankung). Ein pathogenetischer
Zusammenhang zwischen reduzierter MDR1 Expression (oder Aktivitat) in der
intestinalen Epithelzelle und Entstehung von CEDs kdnnte daher vorliegen [10,
11].

Uber Bindung und Aktivierung von FXR (Farnesoid X receptor), der als zentraler
Kernrezeptor flir die Regulation der Gallensauresynthese und des
Gallensauretransports dient, konnen Gallensauren die Expression des
intrazellularen Transporters I-BABP und der basolateralen
Gallensauretransportern OSTa/OSTR induzieren und dadurch eine intestinale
Resorption von Gallensauren férdern. Zusatzlich fuhrt die FXR-Aktivierung zur
Expression von FGF19 (Fibroblast growth factor 19), welcher Gber das Blut in die
Leber gelangt und dort die CYP7A1 [12] Expression in den Hepatozyten hemmt.
CYP7A1 katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der klassischen
Gallensauresynthese [13]. Die Bindung von Gallensauren an FXR induziert die
Transkription von SHP (Small heterodimer partner), der zu einer Repression von
CYP7A1 und anderer Gene fluhrt [14]. Durch den Verlust von SHP kommt es zum
Fehlen des SHP-CYP7A1 Kontroll-Mechanismus und dadurch bei knockout

Mausen zur unregulierten Gallensauren- Synthese [15].
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Gallensauren binden auch an den Kernrezeptor PXR (Pregnane X receptor) und
beeinflussen dadurch Biosynthese, Transport und Stoffwechsel der Gallensauren
[16]. PXR-Aktivierung ist besonders wichtig fur die Detoxifikation der toxischen
Gallensaure Lithocholsaure (LCA) [17]. PXR und FXR koénnen indirekt Uber die
Regulation der SULT2A1 die Detoxifikation von Gallensauren beeinflussen [18].
Als Rezeptor fur die hepatotoxische und potentiell karzinogene LCA wurde auch
VDR (Vitamin D receptor) beschrieben. Seine Aktivierung durch Gallensauren
oder Vitamin D fahrt zur CYP3A-Expression, welche u.a. an der Elimination von
LCA aus dem Darm und der Leber beteiligt ist [19].

1.2 Morbus Crohn

Morbus Crohn zahlt zu den CED und ist durch eine Entzindung aller
Darmwandschichten charakterisiert. Die Inzidenz dieser meist schubweise
verlaufenden und oft im jungeren Erwachsenenalter beginnenden Krankheit
betragt in Europa 5-6/100000 Einwohner/Jahr [20].

1.2.1 Atiologie

Die Atiologie von MC ist unklar. Ein wesentlicher Hinweis fiir die Existenz einer
genetischen Suszeptibilitdt sind Zwillingsstudien, die zeigen, dass bei
monozygoten Zwillingen eine Erkrankung beider Zwillinge mit 58% deutlich
haufiger ist als bei dizygoten Zwillingen (4%). Da bei monozygoten Zwillingen nicht
100% erkranken, werden zusatzliche Co-Faktoren in der Pathogenese diskutiert
(z.B. Rauchen, HygienemalRnahmen in der Kindheit, Stérungen der Darmflora,
Lebensmittelbestandteile oder spezifische Infektionen wie Mycobacterium

paratuberculosis und Masern) [21, 22].

1.2.2 Pathophysiologie

Die im Darm vorhandenen Immunzellen reagieren mdglicherweise auf luminale
Bestandteile (z.B. Bakterien, Viren, Proteine) in einer
ungesteuerten/Uberschielienden Weise und setzen zu diesem Zweck eine Vielzahl
von Mediatoren - Zytokine wie TNFa (Tumor necrosis factor a), IL1B (Interleukin
1B), IL2 etc. frei. Diese fUhren zur Attraktion von Neutrophilen und Makrophagen,
die wiederum eine Vielzahl von weiteren Stoffen produzieren (Prostaglandine,

Leukotriene, plattchenaktivierender Faktor, Sauerstoffradikale etc.). Die durch
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diese Prozesse entstandene Fehlregulierungen der Zellkontakte zwischen den
Enterozyten fuhren zu einer Funktionsstorung der intestinalen Epithelzelle,
transmuraler Entzindung sowie Apoptose der Enterozyten [21, 23-25]. Auf eine
erhebliche Storung der lokalen Immunregulation bei Patienten mit MC, weist auch
die massiv erhohte Konzentration von aktivierten zytotoxischen T- Zellen in der

Lamina propria und im Epithel der betroffenen Darmabschnitte hin[26].

1.2.3 Klinisches Bild

Auspragung, Schweregrad und Art der Symptome hangen vom Aktivitatsgrad ab
[27]. Terminales lleum und Colon sind am haufigsten betroffen, wobei jeder Teil
des Magen-Darm-Traktes vom Mund bis zum Rektum mitbetroffen sein kann. Die
lleocoekal-Region ist in ca. 50% der Falle betroffen (nur lleum: 30-40%; nur Colon
20-27%) [28].

Typisch sind junge Erwachsene deren Krankheit mit Schmerzen im rechten
unteren Bauchquadranten (mit palpabler Masse), Durchfall und leichtem Fieber
beginnt. Haufig nimmt die Krankheit einen chronisch-rezidivierenden Verlauf, der
durch Schube von Durchfallen und Bauchschmerzen charakterisiert ist. Die haufig
bei MC beobachtete Anamie resultiert aus der chronischen Entzindung, aus den
intestinalen Blutverlusten und bei ausgedehntem lleumbefall aus einem Vitamin-B-
12-Mangel [29]. Neben den obstruierend-stenosierenden und den chronisch-
inflammatorischen Subtypen gibt es auch einen Verlauf mit Penetrationen,
Abszessen und Fistelbildung. Etwa ein Viertel der an MC erkrankten Patienten
leidet an mehr als einer extraintestinalen Manifestation des MC [30], wie
Gelenksbeschwerden (sog. ,enterohepatische Synovitis“) [31] mit Arthralgien und
Arthritiden, Haut und Schleimhautlasionen (Erythema nodosum, Pyoderma
gangraenosum, Aphten), Augenveranderungen (Konjuktivitis, Iritis, Uveitis), Leber-
und Pankreasbeteiligungen (Fettleber, Pericholangitis,

Pankreasfunktionsstérungen) [30].

1.2.4 Diagnose

Die Diagnose erfolgt mittels klinischer Bewertung (siehe oben), Blutwerten (v.a,
Leukozytenzahl und CRP) und durch eine Koloskopie und lleoskopie mit
Biopsieentnahmen. Die histologische Aufarbeitung des Biopsiematerials dient der
Diagnose, der Aktivitatseinteilung und bei langer bekannten MC zur
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Friherkennung eines kolorektalen Karzinoms, welches bei Patienten mit
langjahriger Crohn-Colitis verstarkt beobachtet wird. Die Beurteilung von
Abszessen und Fisteln mittels transabdominellen Ultraschalls wird durch

Computertomographie und Magnetresonanz-Untersuchungen erganzt [28].

1.2.4.1 CDAI
Als Goldstandard zur Einteilung der Aktivitdt der Krankheit dient der CDAI

(Chron’s disease activity index) [32]. Dieser Score wird aus anamnestischen
Angaben des Patienten (Anzahl der weichen Stuhle, Grad der Bauchschmerzen
und Allgemeinbefinden, extraintestinalen Manifestationen, Medikamentenbedarf),
Laborwerten und anhand Daten der klinischen Untersuchung (Gewichtsverlauf,
Palpationsbefund) berechnet. Individuelle Ergebnisse  werden mit
Wichtungsfaktoren multipliziert und zusammengezahlt (siehe Tab.7). Ein
Aktivitatsindex Uber 150 Punkten wird als aktive Erkrankung bezeichnet. Werte
ber 300 weisen auf einen schweren akuten Schub hin. Eine Anderung des CDAI

gegenuber Voruntersuchung tber 60 Punkte wird als signifikant bewertet [33].
1.2.5 Therapie

1.2.5.1 Glukokortikoide

Glukokortikoide (z.B. Aprednislon®) sind die wichtigsten Medikamente in der
Behandlung eines akuten Schubs bei MC. Die meistens rasch einsetzende
Entzindungshemmung wird jedoch von multiplen Medikamenten-Nebenwirkungen
(u.a. Hautédeme, Gewichtszunahme, Osteoporose, Ulcus duodeni etc.) begleitet
[34]. Zwar sind heute zahlreiche topische Glucocorticoide mit verminderten
systemischen Nebenwirkungen verfiigbar (z.B. Budesan®), jedoch wird haufig
nicht derselbe therapeutische Erfolg erreicht [35]. Aufgrund haufiger
Nebenwirkungen wird versucht, die Dosis der Glukokortikoide rasch nach

Einsetzen eines klinischen Erfolges zu reduzieren.

1.2.5.2 Aminosalizylate

5-Aminosalicylate (5-ASA; z.B. Mesalazin®, Salofalk®) gelten neben Steroiden als
Basistherapeutika bei CED [36]. Im klinischen Alltag werden diese Medikamente
als Uberbriickungsmedikamente zwischen Beendigung der Cortisontherapie und
dem Einsetzen der vollen Wirkung des Immunsupressivums Azathioprin (siehe
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unten) eingesetzt. Die Behandlung mit Aminosalizylaten reduziert das Risiko eines

Rezidivs und mdglicherweise auch einer malignen Transformation [37].

1.2.5.3 Immunsupressiva

In den letzten Jahren wurde erkannt, dass eine langerdauernde Prophylaxe gegen
einen erneuten Schub des MC in Form eines Immunsupressivums erreicht werden
kann. Azathioprin (Imurek®) ist ein aktiver Metabolit der sog. ,Thioguanin —
Nukleotide” und gilt in Europa als “gold standard” in der Therapie des MC in
Remission. Die Therapie beginnt am Beginn eines akuten Schubs, da es seine
volle Wirksamkeit erst nach 3-6 Monaten erreicht. Wegen schwerer
Nebenwirkungen in 28% der Falle (u.a. Pankreatitis, Hepatitis, Leukopenie,
Fieber, Erbrechen, Infektionen und allergische Reaktionen) missen engmaschige
(Labor-)Kontrollen erfolgen [38, 39]. Alternativen zu Azathioprin in der Behandlung
des MC sind 6-Thioguanin [40] und MTX (Methotrexat). MTX kann jedoch auch
eine Myelodepression und Hepatotoxititat ausldésen, auRerdem ist der teratogene
Effekt zu beachten [41].

1.2.5.4 Biologika

Mehr als 50% der mit Steroiden therapierten MC Patienten entwickeln entweder
einen steroidrefraktaren oder steroidabhangigen MC [42]. In den letzten Jahren
kamen mehrere sogenannte ,Biologika“ zur klinischen Anwendung, die gezielt
gegen spezifische Entzindungsmediatoren (oder deren Rezeptoren) gerichtet
sind. Die meisten wurden in der Rheumatolgie entwickelt und werden dort mit
grollem Erfolg eingesetzt. Mithilfe von diesen Medikamenten kénnen bei MC viele
Operationen vermieden werden [43]. Probleme bei der Therapie mit Biologika sind
- neben hohen Kosten - das Fehlen von Daten Uber Langzeitfolgen. Infliximab
(Remicade®) war der erste TNFa-Blocker in klinischer Anwendung und {iberzeugt
bis heute aufgrund der raschen klinischen und morphologischen Wirkung auf die
Darmentzindung [44]. Obwohl Infliximab in der Mehrzahl der Falle gut vertragen
wird, wurden mehrere schwerwiegende Nebenwirkungen (wie Falle von
Tuberkulose) beschrieben [45]. Adalimumab (Humira®) ist ebenfalls ein TNFa-
Blocker und hat den Vorteil, dass es nicht i.v. wie Infliximab, sondern subcutan
verabreicht werden kann. Der dritte Vertreter dieser Medikamenten-Klasse ist
Etanercept (Enbrel®), welches jedoch am seltensten bei MC eingesetzt wird [46].
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1.2.5.5 Chirurgie

Wenn die medikamentdose Therapie ausgeschopft ist, muld eine chirurgische
Intervention erfolgen. Etwa 80% der Patienten mit MC bendtigen eine Operation
im Laufe ihres Lebens, besonders wenn die Erkrankung den lleocoekal-Bereich
betrifft [47]. Die haufigste Indikation fur eine Operation ist eine intestinale-
entzundliche Obstruktion, gefolgt von Abdominalabszessen, abdominalen Fisteln,
Perforationen und von endoskopisch nicht-beherrschbaren Blutungen [48, 49].
Eine Operation schlieBt aber ein erneutes Auftreten der Krankheit an einer
anderen Stelle des Gastrointestinaltrakts nicht aus. Die Gefahr eines
postoperativen Rezidivs ist besonders nach einer lleumresektion grof3, nach
lleocoekal- Resektionen werden seltener Rezidive beobachtet [47]. Das relative
Risiko einer malignen Entartung ist bei MC-Patienten deutlich erhoht. Die
Wahrscheinlichkeit der Karzinomentstehung ist im kolorektalen Bereich am

grofdten, wobei das lleum meist keine maligne Veranderungen aufweist [50].
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2 Material und Methoden

2.1 Rekrutierung der Patienten

Das Sammeln von Darmbiopsien stellte die Grundlage fur diese Arbeit dar. Zur

Rekrutierung der Patienten wurde der Bestellplan fur Koloskopien an der

Medizinischen Universitatsklinik (Abteilung fur Gastroenterologie und Hepatologie)

in regelmalligen Abstanden auf die Indikationen der geplanten Koloskopien

Uberpruft. Die Auswahl der Studienpatient/Innen basiert auf Basis von genau

definierten Einschluss- und Ausschlusskriterien:

Einschlusskriterien:

Patient/Innen mit einem bereits bekannten MC

Patient/Innen mit dringendem Verdacht auf einen MC

Patient/Innen, bei denen eine routinemallige Kontrollkoloskopie zur
Vorsorgeuntersuchung durchgefuhrt wird (diese Patientengruppe diente als
Kontrollgruppe)

Patient/Innen mit anderen medizinischer Indikationen zur Koloskopie
Medizinische Tauglichkeit fir eine Koloskopie

Mindestalter von 18 Jahre

Einverstandnis der Patient/lnnen fir die Entnahme zusatzlicher

Darmbiopsien

Ausschlusskriterien:

Nichteinwilligung der Patient/Innen zur Teilnahme an der Studie
Ungenugende Darmentleerung zum Zeitpunkt der Koloskopie

Blutbild und Gerinnung (Quick-Wert, partielle Thromboplastinzeit) alter als 7
Tage

Einnahme von blutgerinnungshemmenden Medikamenten
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2.2 Biopsieentnahme

Patient/Innen, die die Einschlusskriterien erfullten, wurden im Rahmen des
Aufklarungsgesprachs der Koloskopie vom behandelten Oberarzt auf unser
Forschungsprojekt hingewiesen und zur Teilnahme an der Studie eingeladen. Fur
diese Studie lag ein positives Ethikkommiteevotum der Medizinischen Universitat
Graz vor (Antragsteller Prof. Trauner; EK Nr. 12-159 ex 01/02). Die mittels
Zangenbiopsie aus dem terminalen lleum entnommenen Proben wurden mittels
Nummerierung kodiert und bis zur Probenverarbeitung im flissigen Stickstoff bei

ca. -190°C eingefroren.
2.3 Datenblatt

Die Datenerhebung klinischer Daten erfolgt mit Hilfe der Daten-Verarbeitungs-
Software ,Medocs”. Folgenden Informationen wurden gesammelt: Koloskopie-,
Labor- und histologische Befunde, Medikamentenanamnese und relevante
Vorerkrankungen der Patient/Innen. Auf diese Weise wurden sowohl
anamnestische Daten  (Beginn der Beschwerden, Ergebnisse von
Voruntersuchungen, aktuelle Medikation etc.), als auch makroskopische und
mikroskopische Ergebnisse der Koloskopie zusammengefasst (siehe Anhang 3).
SchlieBlich wurde der Aktivitatsindex CDAI errechnet.

2.4 Fall- und Kontrollgruppe

Diese Arbeit wurde parallel zu einer weiteren Studie durchgeflhrt, bei der
Transporter im Colon von Patienten mit CU untersucht wurden. Daher wurden
Biopsien von insgesamt 137 Patienten gewonnen. Davon hatten 31 Patienten MC
und 14 Patienten CU (siehe Tab. 1). Der Rest waren Patienten der Kontrollgruppe,
wobei nur 9 Patienten keine bekannte Grunderkrankung hatten und im
vergleichbaren Alter der MC-Patienten waren. Diese Patienten unterzogen sich
einer Kolonkarzinom-Screening-Untersuchung oder litten an rezidivierenden
Bauchschmerzen ohne morphologisches Korrelat. Zu betonen ist, dass im
Rahmen dieser Studie nur 21 MC Patienten berlcksichtigt wurden, bei denen

entweder eine lleitis bzw. lleitis mit (Pan-)Colitis vorlag oder anamnestisch
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beschrieben wurde. 10 Patienten mit Crohn Colitis ohne lleitis werden im Rahmen
einer weiteren Studien untersucht werden.
Folgende homogene Patientengruppen wurden gebildet:

1. Gruppe (n=9): Kontrollpatienten ohne bekannte Grunderkrankung

2. Gruppe (n=14): Patienten mit MC-lleitis oder MC-lleitis und -Colitis

3. Gruppe (n=7): Patienten in der Remissionsphase der Erkrankung
2.5 Auswertung der Proben mittels RT-PCR

Im Zentrum fur Medizinische Grundlagenforschung der Medizinischen Universitat
Graz (ZMF) wurde aus den lleum-Biopsien RNA isoliert, komplementare DNA
Synthese durchgefuhrt und daraus mit Hilfe der quantitativen RT-PCR-Methode
(TagMan) unter Mitnahme eines .,Housekeeping-Gens* relevante

Expressionsmuster von Gallensauretransportern (siehe unten) bestimmt.

2.5.1 RNA-Isolation

Voraussetzung fur die RNA-Isolation war die Desinfektion der Arbeitsflache mit
70%igem Alkohol und die Reinigung der bendtigten Utensilien (Stossel, Morser,
Schalchen etc.) mit Aceton. RNA-Reste auf Pipetten wurden mit Hilfe des UV-
Crosslinker® quervernetzt. Die bei der Koloskopie gewonnenen und bis zur
Analyse in flissigen Stickstoff tiefgefrorenen Gewebeproben (siehe oben) wurden
in Eppis mit Hilfe von PlastikstoRel homogenisiert und primar mit 800ul Tri-
Reagent und 160ul Chloroform versetzt. AnschlieRend - nach einer gleichmafigen
Durchmischung uber 15 min mittels Drehscheibe - mit 70%igen Alkohol und
Isopropanol versetzt, wodurch nach 20minttigen Zentrifugieren in der obersten
der 3 Phasen RNA (DNA in mittleren Schicht) abzuheben war. Nach einem
Reinigungsschritt mit Isopropanol wurde das RNA-Pellet mit Aqua dest. geldst.
Anschlielend wurde die Konzentration photometrisch vermessen. Die Qualitat der
RNAs wurde mit Hilfe einer Agarosgelelektrophorese (Vergleich 18s und 28s

Banden) bestimmt.

2.5.2 cDNA-Synthese

Als Vorlage fur die cDNA (complementary DNA) dient die isolierte, einstrangige
RNA, an deren Ende ein Poly-Adenin-Strang hangt. Um einen komplementaren
DNA-Strang bilden zu kénnen, muss zur Probe der ,Oligo dT Primer* hinzugefugt
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werden, der aus der zu Adenin komplementaren Base Thymin besteht. Es kann
sich dadurch am Ende des RNA-Stranges ein Stuck Doppelstrang bilden, an dem
— nach Hinzufugen vom Enzym ,Reverse Transcriptase® - Nukleotide (sog.
,ANTP®) binden koénnen. Anhand der Gebrauchsanweisung des Herstellers
(Invitrogen, Austria) wurde die gesamte RNA in Abhangigkeit vom
Expressionsniveau der Gene im Gewebe transkribiert. Daflir wurde zur RNA
(etwa,1,5 pyg RNA, mindestens 0,5 ug) ein randomisierter Hexamer und A. dest.

zugegeben (siehe Tabelle 4).

2.5.3 Realtime PCR
Die wichtigste Methode dieser Arbeit ist die RT-PCR (Real-Time-quantitative-

Polymerase-Kettenreaktion), worunter man eine Vervielfaltigungsmethode flr
Nukleinsauren versteht, die zusatzlich zur herkdmmlichen PCR-Methode die
Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdglicht. Die Quantifizierung wird mit
Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefihrt, die wahrend eines PCR-Zyklus
erfasst werden (daher der Name ,Real Time*®). Die Fluoreszenz nimmt proportional
mit der Menge der PCR-Produkte zu (s. Tabelle 6).

Die Quantifizierung wurde mit Hilfe des TagMan®- und SYBR®Green Verfahrens
auf dem AB7900HT von Applied Biosystems durchgeflhrt. TagMan®-Proben sind
so konzipiert, dass 2 unterschiedliche Primer an den jeweiligen Enden der
gesuchten DNA-Sequenz eines Gens binden. Diese Primer sind spezielle
Oligonukleotide, deren 5°-Ende mit einem fluoreszenten ,Reporter“-Farbstoff (6-
Carboxyfluoreszein- hohe Energie) und deren 3'-Ende mit einem ,Quencher*-
Farbstoff (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin- niedrige Energie) markiert sind.
Wahrend jeden einzelnem PCR-Zyklus erfolgt eine Sequenzverlangerung mittels
Taqg-Polymerase und dadurch wird der Abstand zwischen dem Reporter und
Quencher groBer und das Signal starker. Diese Signale werden mit Hilfe des
~Sequence Detectors® im geschlossenen Reaktionsgefal® Zyklus fur Zyklus erfasst
und mittels spezieller Software ausgewertet [30]. Bei der SYBR® Green Methode
arbeitet man ebenfalls mit 2 Primern, jedoch verwendet man einen speziellen,
grunlichen  Fluoreszenzfarbstoff (der sogenannte  SYBR®Green), der
Nukleinsauren-spezifisch (und nicht Sequenz-spezifisch) an der gebildeten
doppelstrangigen DNA bindet und dadurch starker als freier Farbstoff fluoresziert
[31].
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2.6 Statistische Ausarbeitung

Die erhaltenen Daten wurden primar auf eine Normal-Verteilung mittels Kruskal-
Wallis Test gepruft. Fur den Vergleich zweier Gruppen wurden die Variablen
mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert. Ein p-Wert > 0,05 wurde als signifikant
angesehen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels PC-Software-
Programmen (SPSS).

23



3 Resultate

3.1 Patientencharakterisierung

3.1.1 Patientenzahl, Geschlecht und Alter

Wie in 2.4. bereits erwahnt, wurden 3 Gruppen gebildet. In unsere Studie wurden
9 Kontrollpatienten, 14 Patienten mit aktiver MC-Erkrankung und 7 Patienten in
klinischer, laborchemischer und histologischer Remission eingeschlossen. Die
Kontrollgruppe zahlte 4 mannliche (44%) und 5 (56%) weibliche Patienten. Von
den 14 MC-lleitis Patienten (4 nur mit lleitis, 10 lleitis und Colitis) waren 10 (71%)
mannlich und 4 (29%) weiblich (Tab. 2a). Von 7 Patienten, die im
Remissionsstadium der Krankheit waren, waren alle weiblich. Das
Durchschnittsalter der Patienten der Kontrollgruppe war 38 Jahre (£ 9), der MC

lleitis-Patienten 30 Jahre (+ 11) und der Remissionspatienten 39 Jahre (£6).

3.1.2 Indikationen und Symptome

Die haufigste Indikation zur Koloskopie war eine Kontrollkoloskopie bei MC
Patienten in Remission, gefolgt von akuten Schiben der Patienten bei bereits
bekannten MC (Tab. 2a). Weiters, wurden Koloskopien bei Patienten mit
persistierenden abdominalen Beschwerden bei Verdacht auf MC durchgefuhrt. Die
Indikationen der Kontrollpersonen waren Stuhlunregelmassigkeiten, unklare
Bauchschmerzen, Verdacht auf MC, Kontrollkoloskopie und unklare Anamie.
Leitsymptome sowohl der Kontrollpatienten als auch der Patienten mit akutem
Schub waren Bauchschmerzen und Stuhlunregelmassigkeiten. 57% der MC-
Patienten in Remission waren beschwerdefrei, die restlichen wiesen abdominelle
Beschwerden auf. Im akuten Schub traten Ubelkeit und Erbrechen, blutig/eitrige
Diarrh6 und Arthralgien auf. 5 Patienten mit dem klinisch diagnostizierten akuten
Schub wiesen einen CDAI — Wert Uber 150 auf.

3.1.3 Begleiterkrankungen

In der Gruppe mit akutem MC-Schub wurden typische extraintestinale
Manifestationen beobachtet (Tab. 2b): Spondyloarthropathie (8%), Mb. Bechterew
(8%) wund aus Vitamin B12-Mangel resultierende Anadmie (8%). Als
Begleiterkrankungen der Kontrollgruppe waren Gastritis (11%), Cholezystolithiasis
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(11%), Eisenmangelanamie (11%), Hamorrhoiden (11%) und Fruktoseintoleranz
(11%) zu beobachten.

3.1.4 Anamnese: Medikation

Die Patienten mit akuten Schub wurden zum Zeitpunkt der Koloskopie mit
Prednisolon (7%; n=1), Budesonid (7%), Azathioprin (7%), 6-Thioguanin (14%)
und Etanercept (7%) therapiert (Tab. 2b). Bei einem Patienten dieser Gruppe
wurde Methotrexat aufgrund einer Azathioprinunvertraglichkeit verwendet. Zwei
beschwerdefreie Patienten der Remissions-Gruppe (29%) hatten anamnestisch
eine Cortisonunvertraglichkeit, zwei andere Patienten eine beendete Azathioprin-
bzw. Infliximab-Therapie. Kein Patient aus der Kontrollgruppe wurde

medikamentods behandelt.

3.1.5 Anamnese: Operationen

Die haufigste Operation in der Anamnese war eine lleocoecalresektion (akuter
Schub Gruppe 36%; Remissions Gruppe 43%). Je ein Patient (8%) im akuten
Schub hatte in der Anamnese eine subtotale Kolektomie, eine lleocoecalresektion
bzw. eine Sigmateilresektion. Analfisteln und Perianalabszesse wurden bei je
einem Patienten der Remissions-Gruppe (14%) beschrieben. Keiner der Patienten

der Kontrollgruppe hatte eine operative Vorgeschichte (Tab. 2b).
3.2 Expressionsmuster

In der vorliegenden Arbeit wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) als ,hauskeeping gen“ verwendet, da es in allen untersuchten Gruppen
in nahezu gleicher Menge expremiert wurde und daher keiner transkriptionellen
Regulation unterliegt (Tab. 5). Zu erwahnen ist, dass aufgrund technischer
Probleme mit wiederholt unglaubwirdig hohen Werten 3 Patienten mit akuten

Schub und 2 Patienten der Remissions-Gruppe ausgeschlossen werden mussten.

3.2.1 Positiv-Kontrolle

Als Positiv-Kontrolle flr unsere Studie verwendeten wir iINOS (induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase). Die iINOS wird bei Entziindungsreaktionen stimuliert
und ist somit ein indirekter Entzindungsmarker. Bei unseren Patienten war iNOS

sowohl in der Gruppe mit akutem Schub (27-fach, p<0.05) als auch in geringerem
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Ausmall auch in der Remissions-Gruppe (4-fach, p<0.05) im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht. Zwischen den MC-Gruppen zeigte sich kein

signifikanter Unterschied.
3.2.2 Gallensaurentransporter

3.2.21 ASBT
Im akuten Schub der Krankheit zeigten unsere Ergebnisse eine signifikant
supprimierte  mMRNA Expression (36%, p=0,01) des aktiven Gallensaure-
Aufnahmesystems ASBT in Bezug auf die Kontrollgruppe. Auch in der
Remissions-Gruppe bestand eine signifikante Suppression (53%; p=0,01), die
jedoch geringer war als die der aktiven Entzindung. Es gab keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Gruppe im akuten Schub und der Remissions-Gruppe.

3.2.2.2 MRP3

Interessanterweise war die mRNA-Expression des basalen Efflux-Transporters
MRP3 sowohl im akuten Schub (132%) als auch in der Remission (119%) im
Vergleich zur Kontrollgruppe leicht erhoht, jedoch waren die Werte nicht signifikant

verandert.

3.2.2.3 OSTa/OSTR

Die heterodimeren Transporter OSTa/OSTR zeigten in allen Gruppen keine
signifikanten Unterschiede. Im akuten Schub war die mMRNA-Expression von OSTa
leicht erhéht (118%) und in der Remission leicht suppremiert (96%). Im Gegensatz
dazu, war die mRNA Expression von OSTR sowohl im akuten Schub (84%), als

auch in der Remission (72%) reduziert.

3.2.24 BCRP

Signifikant vermindert im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich BCRP im akuten
Schub (57%, p=0,02), jedoch in der Remission (67%) knapp nicht. Zwischen
beiden MC-Gruppen wurde keine Signifikanz beobachtet.

3.2.2.5 MDR1

Die mRNA-Expression von MDR1 zeigte weder signifikante Unterschiede im
akuten Schub (76%), noch in der Remission (93%).
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3.2.2.6 |-BABP

Auch die mRNA-Expression von dem intrazellularen Gallensaure-Transportprotein
[-BABP war sowohl im akuten Schub, als auch in der Remission unverandert.
Tendenziell war die Expression im akuten Schub (73%) mehr reduziert als in der

Remission (90%).

3.2.2.7 FXR

Die mRNA-Expression des Kernrezeptors FXR war im akuten Schub (76%)
geringer reduziert als in der Remission (64%), jedoch zeigten sich erneut keine

signifikanten Anderungen.

3.2.2.8 SHP

Die Expression von SHP war ebenfalls unverandert, es zeigten sich annahernd
gleiche mRNA-Expressionen in beiden MC-Gruppen (105% bzw. 104%).

3.2.29 PXR

Keine signifikanten Unterschiede waren auch bei PXR zu beobachten. Die mRNA-
Expressionsmuster der Gruppe im akuten Schub (88%) und der Remissions-

Gruppe (79%) waren vergleichbar mit den Kontrollen.

3.2.2.10 VDR

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expressionsmuster des
VDR nachgewiesen. Ahnlich wie bei ASBT, I-BABP, BCRP und MDR1 zeigte sich
eine geringere mMRNA-Verminderung in der Remissions-Phase (90%) im Vergleich
zum akuten Schub (74%).

3.2.2.11 SULT2A1

Signifikant reduziert zeigte sich die mRNA-Expression von SULT2A1 (31%,
p=0,01) im akuten Schub, jedoch nicht in der Remissions-Gruppe (102%) .
Signifikant war ebenfalls der Unterschied zwischen Patienten mit akuten Schub

und Remission (p=0,02).

3.2.2.12 TNFa

Es zeigten sich keine signifikanten Expressionsunterschiede in allen drei Gruppen.
Uberraschend war, dass die mRNA-Expression des proinflammatorischen Enzyms
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TNFa im akuten Schub nur leicht erhdoht war (115%) und im Gegensatz dazu

wahrend der Remission etwas hoher expremiert war (261%).

3.2.3 Laborwerte

Im Rahmen dieser Studie wurden die CRP-Werte und Leukozytenzahl als
relevante Entzindungswerte analysiert (Tab. 4).

Die CRP-Werte der akuten MC-Gruppe waren im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoht, jedoch nicht signifikant (22+30 mg/l). Zwischen Kontroll- und Remissions-
Gruppe (3£2 mg/l) zeigte sich ebenfalls keine Signifikanz.

Bei den Leukozytenzahlen zeigten sich ebenfalls keine signifikanten
Veranderungen - weder bei der Gruppe im akuten Schub (8432+4837/ul), als auch
nicht in der Remissions-Gruppe (6128+1729/pl).
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4 Diskussion

Im Rahmen des enterohepatischen Kreislaufes zirkulieren Gallensauren mehrmals
taglich zwischen Darm und Leber. Dafur ist ein koordiniertes Zusammenspiel von
Transportproteinen in Hepatozyten und Enterozyten des terminalen lleums - dem
Hauptort der Gallensauren-Resorption - notwendig [12]. Bei einer intestinalen
Entzindung im Rahmen eines MC mit massiven Zelluntergangen im lleum sind
Anderungen der Transporter-Expressionen in den noch vitalen Enterozyten zu
erwarten. Voruntersuchungen zeigten bei MC-Patienten eine signifikante
Suppression des wichtigsten apikalen Aufnahmesystems ASBT [51]. Dies ware
erklarbar mit einem Phanomen, welches auch wahrend Akut-Phase-Reaktionen in
der Leber zu beobachten ist: proinflammatorische Entzindungsmediatoren fuhren
zur Suppression der meisten Gallensaurentransporter, wodurch es in der Leber
zur Sepsis-induzierten Cholestase kommt [52, 53]. AulRer der ASBT Suppression
sind die Expressionsanderungen anderer Gallensaure-Transporter im akuten MC-
Schub bisher nicht ausreichend beschrieben worden. Prinzipiell kbnnte man von
zwei Reaktionsmuster ausgehen: entweder kommt es wie in der Akut-Phase-
Reaktion der Leber zur generellen Suppression fast aller Gallensaure-Transporter,
oder es kommt zur teilweisen Suppression und kompensatorischen Induktion
anderer Transporter, damit der enterohepatische Kreislauf bestmdglich aufrecht

erhalten bleibt.

Unsere Daten zeigen auch eine signifikante Reduktion der ASBT mRNA
Expression auf 36%, welche wahrend der Remission mit etwas Uber 50% anhalt.
Daher kdnnte bei MC-Patienten eine verminderte Gallensaureaufnahme Uber den
Natrium-abhangigen Transporter ASBT bestehen. Wir konnten auch zeigen, dass
es durch die signifikante Expressions-Reduktion des Enzyms SULT2A1 zur
moglichen Sulfatierungsstérung der Gallensauren im Enterozyten des lleums
kommt. Jedoch kdnnte dieser Expressionsriuckgang auf etwa 31% im akuten MC-
Schub eine Folge des verminderten Gallensaureimports durch die
Expressionsminderung von ASBT sein. Das Fehlen von sulfatierten Gallensauren
intrazellular kénnte im Sinne eines ,feedback-Mechanismus® zur verminderten

MmRNA-Expression des apikalen Export-Transporters BCRP flhren. Damit im
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Einklang ist die in unseren Patienten beobachtete  signifikante

Expressionsminderung von BCRP auf 51%.

Unsere Daten zeigen, dass nur die erwahnten drei mRNA-Expressionen
signifikant vermindert waren und alle anderen untersuchten Transporter (wie z.B.
die basalen Exporttransporter OSTa/f oder MRP3) und Kernrezeptoren (z.B. der
Gallensaurenrezeptor FXR) sich unverandert zeigten. Somit stellt sich die Frage,
durch welchen Mechanismus die reduzierte Gallensaure-Aufnahme in den
Enterozyten durch die verminderte ASBT-Expression kompensiert wird. Eine
Moglichkeit ware eine gesteigerte passive Diffusion. Im Rahmen der lleitis kdnnte
es zur vermehrten bakteriellen Besiedelung des lleums kommen und dadurch -
wie im Kolon —durch die Bakterien die Gallensauren dekonjungiert werden. Die
Gallensauren wurden lipophiler werden, wodurch die passive Diffusion erleichtert
ware. Hochstwahrscheinlich kann eine passive Diffusion eine aktive Aufnahme
jedoch nicht kompensieren, weswegen der Import von Gallensauren in den
Enterozyten durch ein weiteres Transportsystem stattfinden konnte. In der
Literatur wurde als Natrium-unabhangiger Transporter OATP-A (organic anion
transporting polypeptide A) bzw. im Tiermodel OATP3 beschrieben [54], welcher
jedoch vor allem im Jejunum expremiert wird. Kompensatorisch bzw. in Folge der
pH Anderung im Rahmen der bakteriellen Besiedelung kénnte dieser Transporter
wahrend einer lleitis auch im lleum verstarkt exprimiert werden, jedoch sind zum
Beweis dieser Hypothese weiterfiihrende Studien notwendig. Zuletzt wurde auch
die Expression von OATP2B1 im terminalen lleum nachgewiesen [55], welche bei
MC-Patienten gesteigert war [56]. Jedoch ist bisher unklar, ob dieses sehr selektiv

transportierende Protein eine Affinitat fir Gallensauren aufzeigt.

Bemerkenswert erscheint die Tatsache, dass zwar die Positivkontrolle in Form des
indirekten Endzindungsmarker iNOS stark induziert war (27-fache mMRNA
Expression im akuten Schub, 4-fache in der Remission), jedoch der ,klassische*
Entziindungsmediator TNF a keine signifikante Expressionssteigerung aufwies,
obwohl histologisch eine eindeutige Aktivitat bestand (Daten nicht gezeigt). An
dieser Stelle ist zu erwahnen, dass mRNA prinzipiell ,posttranskriptionale
Modifizierungen® (z.B. Splicing etc.) durchmachen kann und wir mit unserer

Methode nur die mRNA-Expression ohne posttranskriptionale Modifizierungen
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bestimmen kdnnen und auch nicht die Aktivitat eines Proteins erfassen. Auf der
anderen Seite konnte auch die Dauermedikation der MC-Patienten die mRNA-
Expressionen beeinflussen. Die meisten unserer Patienten wurden bereits seit
langerer Zeit mit einem Immunsuppressivum oder mit Biologika behandelt (Tab.
3). Interessanterweise kam es durch Aufteilung der einzelnen Subgruppen zu
keinen Ergebnis-Anderungen (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse wurden auch
nicht beeinflusst durch Auftrennung der Patienten je nach Entzindungslokalisation
(nur lleitis vs. lleitis und Calitis), je nach CDAI und auch nicht durch Beachtung der
Voroperationen (Tab. 2b). Vor allem bei den letztgenannten Patienten mit einem
neo-terminalen lleum bei St.p. lleocoekalresektion diurften die Enterozyten im
neoterminalen lleum bereits die gleiche Transportkapazitat der fehlenden

Enterozyten des terminalen lleums Ubernommen haben.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass bei MC-Patienten die apikale
Gallensaurenaufnahme in den Enterozyten des terminalen lleums bei MC-
Patienten — im Schub, aber auch in der Remission — Uber den bisher bekannten
Transporter ASBT stark eingeschrankt ist. Die Abgabe ins Portalblut scheint
unverandert und unbeeinfluBt von der Darmentzindung Uber die bekannten
Transporter zu erfolgen. Eine Studie in diesen Krankheitsstadien ist aufgrund der
vielen Bias (Vor- und Begleiterkrankungen, Voroperationen,
Medikamentenanamnesen etc.) nur teilweise aussagekraftig. Daher sind kinftig
Studien mit Biopsien von naiven, nicht behandelten Patienten zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose anzustreben.
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Anhang 1 — Tabellen

Tabelle 1: Anzahl der Patienten

n=
Kontrolle 9
Colitis ulcerosa | PCU 5
n=14 NPCU 4
Remission 5
Morbus Crohn lleitis 4
n=31 lleitis+Colitis 10
Colitis 10
Remission 7
Andere 83
Gesamt 137

Andere: Alter unpassend, unklare Diagnose, fehlende Daten (Labor,

Histologie usw.)
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Tabelle 2a: Patientencharakterisierung Teil 1

Kontrolle n=9 MC-lleitis n=14 | Remission n=7
Geschlecht
Mannlich 4 (44) 10 (71) -
Weiblich 5 (56) 4 (29) 7 (100)
Alter (MW+SD) 38 + 9 30 £ 11 39 £ 6
Indikationen zur Koloskopie
Kontrollkoloskopie 1(11) 4 (29) 7 (100)
Verdacht auf MC 2 (22) (21) -
MC Schub - 6 (43) -
Stuhlunregelmaligkeiten 3 (33) - -
Unklare Bauchschmerzen 2 (22) - -
Unklare Anamie 1(11) - -
Symptome vor Koloskopie
Beschwerdefrei 2 (22) 2 (15) (57)
Stuhlunregelmaligkeiten 8 (89) 4 (31) (29)
Bauchschmerzen 8 (89) 4 (31) 1(14)
Ubelkeit/Erbrechen - 2 (15) -
Arthralgie - 1(8) -
Diarrhoe > 3 Tage - 1(8) -

Anamie

1(11)
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Tabelle 2b: Patientencharakterisierung Teil 2

Kontrolle n=9 | MC-lleitis n=14 | Remission n=7
Begleiterkrankungen
Gastritis 1(11) - -
Cholezystolithiasis 1(11) - -
Vitamin B12 Mangel - 1(8) -
Eisenmangelanamie 1(11) 1(8) 2 (29)
Spondyloarthropathie - 1(8) 1(14)
Mb. Bechterew - 1(8) -
Hamorrhoiden 1(11) - -
Fruktoseintoleranz 1(11) - -
Medikamentenunvertraglichkeit
Cortisonunvertraglichkeit - - 2 (29)
Azathioprinunvertraglichkeit - 1(8) -
Anamnese: Medikamente
St.p. Azathioprin (Imurek®) - 1(8) 1 (14)
St.p. Methotrexat-Therapie - 1(8) -
St.p. Infliximabtherapie (Remicade®) - - 1(14)
Anamnese: Operationen
St.p. lleocoecalresektion - 5 (36) 3 (43)
St.p. Sigmateilresektion - 1(8) -
St.p. Subtotale Kolektomie - 1(8) -
St.p. Analfisteln - - 1(14)
St.p. Perianalabszess-Operation - - 1(14)
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Tabelle 3: Medikation zum Zeitpunkt der Koloskopie

Medikament Handelsname | Kontrolle n=9 | MC-lleitis n=14 | Remission n=7
Prednisolon Aprednislon® | - 1(7) -
Budesonid Entocortin® | - 1(7) 1(14)
Azathioprin Imurek® - 1(7) 1(14)
6-Thioguanin - 2 (14) -
Infliximab Remicade® |- - 1(14)
Adalimumab Humira® - - 1(14)
Etanercept Enbrel® - 1(7) -
Calcium- Cal-D-Vita® | - 1(7) -
Carbonat

Lornoxicam Xefo® - 2(14) -
(NSAR)
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Tabelle 4: Labor:

Serumdaten (MW+SD)

Serum-CRP Kontrolle n=6 MC-lleitis n=10 Remission n=3
(mg/l) 26 + 40 22 t 30 3 + 2

Leukozyten Kontrolle n=6 MC-lleitis n=10 Remission n=4
(/ul) 5935 + 1582 8432 4837 6128 + 1729
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Tabelle 5: mRNA Expressionsmuster von Gallesaure-Transportern/GAPDH

(%)

Kontrolle n=7

MC-Schub n=14

Remission n=7

ASBT 100 = 27 36 t 34> 53 t 32*
MRP3 100 = 35 132 + 61 119 + 43
OSTa 100 + 38 118 + 84 96 t 83
OSsTR 100 + 33 84 + 55 72 + 47
I-BABP 100 = 46 73 t 64 90 t 90
FXR 100 + 29 76 t 38 64 + 28
SHP 100 = 21 105 t 87 104 + 58
PXR 100 + 16 88 + 52 79 + 30
VDR 100 + 27 74 + 28 90 + 29
SULT2A1 | 100 < 49 31 t 37* 102 + 78
BCRP 100 = 29 57 t 41* 67 + 28
MDR1 100 = 21 76 * 50 93 * 44
GAPDH 100 = 31 129 * 69 155 * 76
TNFa 100 = 72 127 * 115 261 * 268
INOS# 100 = 92 2743 * 1352 410 t 414*
* p<0.05

# INOS: MC-Schub n=11, Remission n=5
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Tabelle 6: Ergédnzung zu Material und Methoden

1. RNA-Checkgel

(Agarosegelelektrophorese)

> Probenvorbereitung fiir RNA-Gel:
10 pl Probenpuffer
2 yl Gelladepuffer
+ 1500 ng RNA

> Durchfiihrung:

1g Agarose Saecem ME
+70 ml Aqua dest

Aufkochen lassen

+ Aqua dest ad 82 ml

+ 8 ml Formaldehyd

+ 10 ml 10x MOPS

Gut mischen und Gel giel3en

2. cDNA-Synthese;

> Master Mix
+ 4 ul 5x Buffer
+2ul0,1M DTT
+ 0,5 ul Super Script (reverse Transkriptase)
+ 0,3 pl dNTP Mix (Nukleotide)
+ 0,5 yl RNAase-Inhibitor
+ 2,7 ul Aqua dest
> Thermo Cycler-Programm

65°C 5 min

25°C 10 min

42°C 90 min - bei diesem Schritt
den MasterMix dazugeben

70°C 15 min

cDNA 1:20 mit Aqua dest. verdiinnen und in

die PCR einsetzen

3. Realtime PCR:

> PCR-Ansatz:
3,5 yl verdiinnte cDNA
+ 5,6 pl Aqua dest
+ 0,7 yl forward Primer
+ 0,7 pl reverse Primer
+ 10,5 yl Master Mix
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Tabelle 7: CDAI

Klinische oder laborchemische Variable Wichtungsfaktor
Anzahl der ungeformten Stuhlgéangen in den letzten sieben | X2
Tagen

Bauchschmerzen (O=keine, 1=leicht, 2=mittel, 3=stark) als | X5
Summe der letzten sieben Tage

Allgemeinbefinden (0=gut, 1=beeintrachtigt, 2=schlecht, | X7
3=sehr schlecht, 4=unertraglich) als Summe der letzten sieben

Tage

Anwesenheit von Komplikationen X20
Symptomatische Durchfallbehandlung X30
Abdominelle Resistenz (0=nein, 2=fraglich, 5=sicher) X10
Abweichung des Hamatokrit von 47 % bei Mannern und 42 % | X6
bei Frauen

Prozentuale Abweichung vom Standardgewicht X1
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Anhang 2 - Projektplan

Organisatorisches Management

Zeitlicher Ablauf

Juli 2008: Erste Kontaktaufnahme mit Univ. Doz. Dr. Peter Fickert
September 2008 - J&nner 2009: Darmbiopsien-Sammlung

Janner 2009: Bekanntgabe des Titels der Diplomarbeit

Janner 2009 - November 2009: Laboranalyse der Darmbiopsien, Literatur-
Recherche, Datenanalyse

April 2010: Abgabe der Diplomarbeit

Betreuung der Diplomarbeit

Laut Richtlinien der ,Erstellung einer Diplomarbeit an der Medizinischen

Universitat Graz“ wird das Verfassen der Diplomarbeit von einem Lehrenden des

Fachbereichs betreut, in diesem Fall von Univ. Doz. Dr. Peter Fickert und

begutachtet von Univ. Prof. Dr. Michael Trauner, der ebenso aus dem Kreis der

Lehrenden kommit.

Die Betreuer der Diplomarbeit stehen flr die fachliche Unterstlitzung und fir die

Diskussion stets mittels Telefon, persénlich oder mittels E-mail zur Verfligung.

Externe Hilfeleistungen

Biopsieren und  Probensammlung: Facharzte der Klinik  flr
Gastroenterologie und Hepatologie

Laboranalysen und Einschulung des Studenten: Medizintechnische
Laborfachkraft des ZMF

Statistische Aspekte der Diplomarbeit, Auswertungsstrategien und
Anwendung statistischer Software: Institut fir Medizinische Informatik,

Statistik und Dokumentation
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Anhang 3 — Datenblatt zur Studie

Datum der Koloskopie:
Korpergewicht:
KorpergroRe:

BMI:

Indikation zur Koloskopie:
Andere Erkrankungen:
Medikation:

Operationen:

Bei CED: Befallsmuster

Biopsien: Wo enthommen? Wieviel?

rehn's colitis
ulcers

, i * A Descending
Appendix ,," -‘ s . X 3/ colon

—8mall intestine

Blimuallt
CROHN'S DISEASE

Diagnose nach Koloskopie:
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Interne Nummer:

Term. lleum ja/nein
Colon ascendens  ja/nein
Colon descendens ja/nein
Rektum ja/nein



Anhang 4 — Patienteninformation

Patienteninformation zur Teilnahme an der klinischen Studie

Charakterisierung der molekularen Requlation des intestinalen

Gallensaurentransportes und -metabolismus im Diinn- und Dickdarm bei chronisch

entziindlichenDarmerkrankungen

Sehr geehrte Teilnehmerin, sehr geehrter Teilnehmer!

Wir laden Sie ein an der oben genannten klinischen Studie teilzunehmen. Die Aufklarung
darlber erfolgt in einem ausfuhrlichen arztlichen Gesprach.
Die Teilnahme an einer klinischen Studie ist freiwillig und kann jederzeit ohne Angabe
von Griinden durch Sie beendet werden, ohne dass lhnen hierdurch Nachteile in lhrer
medizinischen Betreuung entstehen.
Klinische Studien sind notwendig, um verlassliche neue medizinische Forschungsergebnisse
zu gewinnen. Unverzichtbare Voraussetzung fur die Durchfliihrung einer klinischen Studie ist
jedoch, dass Sie lhr Einverstandnis zur Teilnahme an dieser klinischen Studie schriftlich
erklaren. Bitte lesen Sie den folgenden Text als Erganzung zum Informationsgesprach mit
Ihrem Arzt sorgfaltig durch und zégern Sie nicht Fragen zu stellen.
Bitte unterschreiben Sie die Einwilligungserklarung nur

e wenn Sie Art und Ablauf der klinischen Studie vollstandig verstanden haben,

e wenn Sie bereit sind, der Teilnahme zuzustimmen und

e wenn Sie sich Uber lhre Rechte als Teilnehmer an dieser klinischen Studie im Klaren

sind.

Zu dieser klinischen Studie, sowie zur Patienteninformation und Einwilligungserklarung
wurde von der zustandigen Ethikkommission eine beflrwortende Stellungnahme

abgegeben.
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Was ist der Zweck der klinischen Studie?

Zweck dieser Studie ist es neue Kenntnisse Uber den Gallensauren- Stoffwechsel im Darm
zu erhalten. Dazu werden Darmbiopsien von Patientinnen mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa auf die Menge von
Gallensauren- Transportsystemen im Gewebe mittels spezieller Labormethoden
(Polymerasenkettenrekation, Western Blotting) auf Ribonukleinsaure- und Eiwei3-Ebene
untersucht und mit gesunden Kontrollpatientinnen verglichen. Mit Hilfe dieser Studie soll
geklart werden, warum eine chronische Darmentzindung zur verminderten Wiederaufnahme
von Gallensauren vom Darm ins Blut (Gallensduren-Malabsorption) und somit eventuell zur
verstarkten Ausscheidung Uber den Stuhl fuhrt. Wir hoffen, durch die erhaltenen
Informationen neue Strategien in der Behandlung von chronischen Darmerkrankungen
etablieren zu kénnen, da Gallensauren den Durchfall verschlimmern kénnen und die
Entstehung von Dickdarmkrebs (welcher bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen

gehauft auftritt) begiinstigen kénnen.

Hintergrundwissen:

Der Einfluss von chronischen Darmentziindungen auf den Gallensauren- Stoffwechsel ist
noch weitgehend ungeklart. Die Gallensauren werden in der Leber aus Cholesterin gebildet
und Uber die Gallenwege in den Darm ausgeschieden, wo sie fur die Verdauung und
Aufnahme von Fetten aus der Nahrung von Bedeutung sind. Der grofdte Teil wird im letzten
Abschnitt des Dunndarms (Krummdarm) wieder ,aktiv‘ durch spezielle Transport-Systeme
aufgenommen und gelangt Uber die Pfortader oder Uber die LymphgefalRe wieder in die
Leber zurick. Ein kleiner Teil gelangt in den Dickdarm und wird dort passiv wieder
aufgenommen, nur ganz geringe Mengen an Gallensauren werden Uber den Stuhl
ausgeschieden. Somit ,kreisen” die Gallensauren jeden Tag oftmals zwischen Leber und
Darm, daflir sind zahlreiche Transportproteine in Leber und Darm notwendig. Bei Vorliegen
einer chronischen Entziindung im Darm (z.B. Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn) kann es
zu Storungen in der Funktion oder in der Regulation dieser Transportproteine kommen und
somit dieser Kreislauf teilweise unterbrochen werden. Die Folge ist einerseits eine
gesteigerte Konzentration von Gallensauren in der Dickdarmzelle und

andererseits eine gesteigerte Ausscheidung tber den Stuhl. Dadurch kann der

Entzindungsprozess verstarkt werden. Es koénnten charakteristische Symptome der
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chronisch-entzindlichen Darmentzindungen (CED) und auch Zusammenhange der
Entwicklung von Dickdarmkrebs bei CED erklart werden. Die zellularen und molekularen
Mechanismen die diesen Veranderungen zugrunde liegen sind jedoch noch unklar und sind

Gegenstand dieser Studie.

Wie lauft die klinische Studie ab?

Diese klinische Studie wird ausschliellich an der Medizinischen Universitatsklinik Graz
durchgefuhrt und es werden insgesamt ungefahr 32 Personen daran teilnehmen. Im
Rahmen dieser Studie werden zusatzliche 6 Schleimhaut-Proben (Biopsien) im Rahmen der
geplanten Dickdarmspiegelung fur die geplanten wissenschaftlichen Labor- Untersuchungen
entnommen.

Diese 6 Proben aus der Schleimhaut der wichtigsten Teile des Dickdarms und des
Krummdarms werden sofort eingefroren und daraufhin auf Menge und Aktivitat der oben
erwahnten Transportproteine analysiert. Alle Proben werden durch Kodierung anonymisiert,
es ist nur dem Projektverantwortlichen (Univ. Prof. Dr. Michael Trauner) moglich die
Ergebnisse zu personenbezogenen Daten zu verknupfen. Die Auswertung der gewonnen
Ergebnisse dient rein wissenschaftlichem Interesse. Der Prifarzt wird Sie auf Wunsch Uber
die Gesamtergebnisse der Studie informieren, individuelle Ergebnisse der

molekularbiologischen Analysen werden nicht mitgeteilt.

Worin liegt der Nutzen einer Teilnahme an der Klinischen Studie?

Es ist nicht zu erwarten, dass Sie aus lhrer Teilnahme an dieser klinischen Studie gesund-
heitlichen Nutzen ziehen werden. Durch den gewonnen Erkenntnisgewinn fir die
medizinische Wissenschaft jedoch kénnte es zu neuen Behandlungsmoglichkeiten kommen.
Gibt es Risiken, Beschwerden und Begleiterscheinungen?

Prinzipiell entsteht durch die studienbezogenen MalRnahmen kein zusatzliches

Risiko. Die moglichen Komplikationen einer Koloskopie mit Biopsie-Entnahmen entnehmen
Sie bitte dem ,Info-Teil* des Aufklarungs-/Einwilligungsbogen, den Sie ebenfalls erhalten

haben.

Wann wird die klinische Studie vorzeitig beendet?

Sie kodnnen jederzeit auch ohne Angabe von Grinden, lhre Teilnahmebereitschaft
widerrufen und aus der klinischen Studie ausscheiden ohne dass |hnen dadurch
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irgendwelche Nachteile fur Ihre weitere medizinische Betreuung entstehen. Bei einem

Widerruf werden die Daten fur keine anderen Zwecke verwendet.

In welcher Weise werden die im Rahmen dieser klinischen Studie

gesammelten Daten verwendet?

Nur der Prufer und dessen Mitarbeiter haben Zugang zu den vertraulichen Daten, in denen
Sie namentlich genannt werden. Diese Personen unterliegen der Schweigepflicht.

Die Weitergabe der Daten erfolgt ausschlie3lich zu statistischen Zwecken und Sie werden
ausnahmslos darin nicht namentlich genannt. Auch in etwaigen Veroffentlichungen der

Daten dieser klinischen Studie werden Sie nicht namentlich genannt.

Entstehen fiir die Teilnehmer Kosten? Gibt es einen Kostenersatz oder
eine Verglitung?
Durch lhre Teilnahme an dieser klinischen Studie entstehen fir Sie keine zusatzlichen

Kosten, ein Kostenersatz oder eine Vergutung ist nicht vorgesehen.

Moglichkeit zur Diskussion weiterer Fragen

Fur weitere Fragen im Zusammenhang mit dieser klinischen Studie stehen Ihnen Ihr Prifarzt
und seine Mitarbeiter gern zur Verfigung (Namen und Telefonnummern siehe Punkt 9,
Einwilligungserklarung). Auch Fragen, die |hre Rechte als Patient und Teilnehmer an dieser

klinischen Studie betreffen, werden Ihnen gerne beantwortet.
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Anhang 5 — Lebenslauf

Personliche Daten:

Name: SlaviSa Dujakovi¢

Adresse: Schonaugasse 102A/2, 8010 Graz, Osterreich
Geburtsdaten: 29.9.1981 in Banja Luka, Bosnien und Herzegowina
Staatsangehorigkeit: Bosnien und Herzegowina

Familienstatus: Ledig

Ausbildung:

e 1988 — 1966: Volksschule, Celinac

e 1996 — 2000: Gymnasium, Banja Luka

e 2000 - 2002: Medizinische Fakultat Banja Luka
e Seit 2003: Medizinische Universitat Graz

Projekte, Forschungen, Auslandsaufenthalte:

e 1.9.2007 -1.10.2007: Forschungsprojekt ,Biological signal processing®,
Lissabon, Portugal

e 1.8.2008 —1.9.2008: Klinisches Clerkship, Cairo Dental Faculty, Agypten

e Oktober 2008 — Marz 2010: Forschungsprojekt “Molecular alterations of
intestinal bile acid homeostasis in inflammatory bowel disease’,
Medizinische Universitat Graz

e 1.9.2009 - 25.9.2009: Klinisches Internship, Department of Dentistry,
University of Virginia Health System, Charlottesville, Virginia, USA
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Arbeitserfahrung:

e Teslazentum fur Studierende der Region Banja Luka - Vorstandsobmann

e Assoziation fur Kommunikation und Informatik,Trust-B“ — Prasident der
Generalversammlung

e SFOR: Dolmetscher —Serbokroatisch-Englisch

e Ffadfinder —Union der Serbischen Republik: Chef der Abteilung fur

internationale Kooperation

Seminare:

e Care International: Kommunikation und PR-Management

¢ Nansen Dialogue Centre: Kommunikation und Rhetorik

Auszeichnungen:

e Stipendium des Prasidenten der Serbischen Republik 2007/2008

Sprachkentnisse:

e Serbokroatisch (Muttersprache)
e Deutsch: in Wort und Schrift
e Englisch: in Wort und Schrift
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