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Vorwort

Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) sind chronisch entztndliche
Darmerkrankungen (CED), bei denen es in Schiben zu massiven Entziindungen
der Darmschleimhaut kommt. Gallensauren (GS) werden in der Leber hergestellt,
anschlieBend uber die Gallenwege in das Darmlumen abgegeben und zum
Groldteil am Ende des Dinndarms (im terminalen lleum) wieder aufgenommen
und in die Leber ricktransportiert. Fur die Aufrechterhaltung dieses sogenannten
.enterohepatischen Kreislaufs“ sind spezielle GS-Transportproteine (,GS-

Transporter®) zustandig, die in den Darmwandzellen lokalisiert sind.

Die Idee dieser Arbeit war es, dass es im Rahmen einer CED durch die
Entzindung des Darms zur Storung des ,enterohepatischen Kreislaufs“ kommen
konnte und dadurch der GS-Stoffwechsel bei CED verandert sein durfte.

Diese Diplomarbeit im Bereich der grundlagenorientierten klinischen Forschung
diente der Verfasserin, Einblicke in das wissenschaftliche Arbeiten zu bekommen.
Im Rahmen dieser Arbeit lernte die Verfasserin eine wissenschaftliche Frage
anhand von Literatur zu stellen, das darausfolgende wissenschaftliche Projekt zu
planen, die Durchfiihrung zu koordinieren und die Ergebnisse zu analysieren, zu

interpretieren, schriftlich zusammenzufassen und zu prasentieren.
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Zusammenfassung

Hintergrund: Gallensauren (GS) werden gréfltenteils im terminalen lleum und im
Colon ruckresorbiert, woflir spezielle GS-Transportproteine vorliegen. Bei
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen (CED) kommt es zu schubhaften
Entzindungen unterschiedlicher Darmabschnitte. Die Hypothese dieser Arbeit war
es, dass es bei CED zur Veranderung der Expressionen von GS-
Transportproteinen in den betroffenen Darmabschnitten kommt und dadurch der

GS-Stoffwechsel gestort ist.

Methoden: Im Rahmen von routinemafigen lleocoloskopien wurden zusatzliche
Biopsien von Kindern und Jugendlichen aus dem lleum, Colon ascendens und
Colon descendens entnommen und anschlieBend mittels real-time(rt)-PCR-
Methode Expressionsmuster von GS-Transportern bestimmt. Hierfur liegt ein
positives Ethikkommissionsvotum vor (23-022 ex10/11). Es wurden insgesamt 55
Kinder und Jugendliche in die Studie eingeschlossen, wobei vier Gruppen gebildet
wurden: Morbus Crohn (MC; n=17), Colitis Ulcerosa (CU; n=12), Kontrollgruppe
mit anderen Darmerkrankungen (AE; n=10) und Kontroligruppe (K; n=16). In
letztere wurden Patientinnen inkludiert, die aufgrund des Verdachts auf eine CED
ileokoloskopiert wurden und bei welchen der makroskopische wie auch
histologische Befund unauffallig war. Als Positivkontrolle fiur die mRNA-
Expressionsmuster verwendeten wir den Entzindungsmarker iNOS (induzierbare
NO-Synthase). Normalisiert wurde zu GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase). Die wichtigsten untersuchten Transportproteine waren ASBT
(apical sodium dependent bile acid transporter) und MRP3 (multidrug resistance
protein 3), zusatzlich untersuchten wir auch das Detoxifikationsenzym CYP3A4
(Cytochrom-P3A4), den GS-Synthese-Inhibitor FGF19 (fibroblast growth factor
19), GLP1 (glucagon like peptide 1) und den Kernrezeptor fur GS FXR (farnesoid

X receptor).

Ergebnisse: Fir die Positivkontrolle iNOS zeigten sich signifikante Veranderungen
der mRNA-Expression, sowohl im Colon bei CU-aktiven-Patientinnen (1795%;
p=<0,001), als auch im lleum in der MC-aktiven-Gruppe (1368%; p=<0,001). Die
Expression des wichtigsten GS-Aufnahmesystems im lleum ASBT war bei aktiven
MC-Patientlnnen mit 16% (p=<0,001) und auch bei inaktiven MC-Patientinnen mit
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52% (p=0,006) signifikant verringert. Fur den regulierenden Kernrezeptor FXR
zeigte sich im lleum ebenfalls eine signifikante Reduktion in aktiven MC-Stadien
auf 59,45% (p=0,019). Die Expression des Colon-GS-Transporters MRP3 lag fir
aktive CU-Patientinnen an der Grenze zur statistischen Signifikanz (60%;
p=0,051). Fur das Detoxifikationsenzym CYP3A4 ergab sich eine signifikante
Verringerung bei MC-aktiven-Patientinnen im lleum (25%; p=0,006), sowie eine
Erhéhung in der AE-Gruppe im Colon auf 571% und mit statistischer Signifikanz
von p=0,037. Das im Darm produziete Hormon GLP1, welches im
Glucosestoffwechsel eine wichtige Rolle spielt, wies eine signifikante Erhohung im
Colon in der AE-Gruppe auf (272%; p=0,041).

Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse zeigen, dass die aktive GS-Aufnahme im

lleum im aktiven MC-Stadium durch eine verminderte Expression des GS-
Transporters ASBT (16%; p=<0,001) vermindert sein durfte, was auch im inaktiven
Stadium anzuhalten scheint (52%; p=0,006), allerdings zu einem geringeren Grad.
Durch den geringeren GS-Spiegel in der lleum-Darmzelle dirfte es auch zu einer
Hinunterregulation des intrazellularen GS-Rezeptors FXR und des
Detoxifikationsenzyms CYP3A4 kommen. Bei CU scheint die GS-Aufnahme nur
tendenziell verringert zu sein. Zusammenfassend zeigt sich, dass der GS-

Metabolismus bei Kindern und Jugendlichen mit CED verandert ist.




Abstract

Background: The reabsorbtion of bile acids (BA) through special bile acid transport
proteins located in the enterocytes takes mainly place in the terminal ileum but to a
minor part also in the colon. Inflammatory bowel diseases (IBD) are characterised
by recurrent inflammation in different parts of the intestine. We hypothesised, that
IBD causes a change in the expression of BA-transport proteins resulting in a

dysfunction of BA-metabolism.

Methodes: To investigate our hypothesis, additional tissue samples of the ileum,
Colon ascendens and Colon descendens in children and adolescents were
obtained during routine colonoscopies. We further analyzed the mRNA expression
patterns of BA-transporters by real-time (rt)-PCR. A positive ethics committee vote
(23-02 ex10/11) had been received. 55 children and adolescents were included
into the study and allocated to 4 different groups: Crohn’s disease (CD; n=17),
Ulcerative Colitis (UC; n=12), a disease control group (DCG; n=10) and controls
(C; n=16), that included patients who had undergone an ileocoloscopy because of
suspected IBD that could be disproved endoscopically and histologically. The
inflammatory marker iNOS (inducible nitric oxide synthase) served as a positive
control of mRNA-expression patterns. All data were normalized against GAPDH
(glyceraldehyde 3-phophate dehydrogenase). The most important transport
proteins in this study were ASBT (apical sodium dependent bile acid transporter)
and MRP3 (multidrug resistance protein 3). Additionaly we also investigated the
detoxification enzyme CYP3A4 (cytochrome-P3A4), the BA-synthesis-inhibitor
FGF19 (fibroblast growth factor 19), GLP1 (glucagon like peptide 1) and the BA-

nuclear receptor FXR (farnesoid X receptor).

Results: The positive control iNOS showed significant alterations in its mRNA-
expression pattern, not only in the colon of UC-active-patients (1795%; p=<0,001),
but also in the ileum of CD-active-patients (1368%; p=<0,001). The expression of
ASBT (respresenting the most important uptake-system in the ileum) was
significantly reduced both for active and inactive CD-patients (16% and 52%, resp;
p=<0,001 and p=0,006, resp.). In the ileum of active CD-patients the regulatory
nuclear receptor FXR showed also a significant reduction to 60% (p=0,019). The

expression of the colon-BA-transporter MRP3 was, for active UC-patients, at the
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border to statistical significance (60%; p=0,051). With 25% (p=0,006) the
expression of the detoxification enzyme CYP3A4 in the ileum of active CD-
patients was significantly lower compared to healthy controls. Still it was elevated
to 571% (p=0,0037) in the colon of the DCG-group. The GLP1 hormone, which is
produced in the intestine and plays an important role in glucose metabolism,

showed a significant increase in the colon of the OD-group (272%; p=0,041).

Conclusion: Our results suggest a reduction of the active BA-uptake caused by a
reduced expression of the BA-transporter ASBT (16%; p=<0,001). This reduction
even persists during inactive stages (52%; p=0,006), but to a lesser extent. The
decreased BA-levels inside the ileal enterocyte could cause a downregulation of
the intracellular BA-receptor FXR and also of the detoxification enzyme CYP3A4.
For UC-patients the BA-uptake only tends to be reduced. In summary, these
results indicate an alteration in BA-metabolism in children and adolescents with
IBD.
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1 Einleitung

1.1 Gallensauren

1.1.1 Biologische Funktion

Gallensauren (GS) sind in der Leber produzierte Steroide, die verschiedene
biologische Funktionen haben, wobei anzunehmen ist, dass bis heute das
vollstandige Ausmal} der Aufgabenbereiche von GS im menschlichen Organismus
noch unbekannt ist. Die bekannteste Aufgabe von GS beim Menschen ist die
Fettverdauung und das Ermoéglichen der Aufnahme von fettléslichen Vitaminen (A,
D, E und Kj) und Lipiden in die Enterozyten. GS sorgen ebenfalls fur die
Elimination von Cholesterol, da Cholesterol in GS umgewandelt wird. Neben der
Stimulation des Galleflusses und der biliaren Phospholipidsekretion bewirken sie
letztlich auch einen negativen Rickkoppelungsmechanismus, nicht nur auf die

Gallensaurenproduktion, sondern auch auf die Cholesterolbiosynthese (1, 2).

1.1.2 Gallensauresynthese

GS werden in der Leber uber zwei unterschiedliche Wege aus Cholesterol
synthetisiert. Der ,klassische Weg* flhrt durch die enzymatische Regulation der 7-
a-Hydroxylase (CYP7A1) zur Umwandlung von Cholesterol zu 7-
Hydroxycholesterin, wahrend beim ,alternativen Weg“ Cholesterol uber
CYP27A1 und CYP7B1 zu GS hydroxyliert wird. Mit diesen Schritten erhalt man
schliel3lich die sogenannten ,primaren“ Gallensauren, Cholsdure (CS) und
Chenodeoxycholsdaure (CDCS). Im Anschluss erfolgt eine Konjugation der
Aminosauren Glycin und Taurin mit primaren GS. In diesem wasserldslichen
Zustand werden die Zellwande fur GS impermeabel und eine bleibende hohe

Gallensaurenkonzentration ist hiermit bis ins Intestinum garantiert (1, 3).




Es wird angenommen, dass der klassische Weg derjenige ist, Uber den beim
Menschen unter  physiologischen  Bedingungen der  Grofdteil der
Gallensaurensynthese ablauft. Der alternative Weg hat vor allem bei Patientinnen

mit Lebererkankungen Bedeutung (3).

1.1.3 Enterohepatische Kreislauf

Um einen konstanten Gallensaurepool von 3-4 g aufrechtzuerhalten, durchlaufen
Gallensauren einen ,enterohepatischen Kreislauf®, der taglich 6-10 mal wiederholt
wird (siehe Abb. 1; (1, 4, 5). Unter diesem Kreislauf versteht man den Kreislauf der
GS zwischen Leber und Darm. Nach der Synthese der GS in der Leber gelangen
die GS Uuber die Gallenwege ins Duodenum und dann Uber den Dinndarm ins
terminale lleum (6).

Im terminalen lleum werden die GS mit Hilfe spezieller Transportproteine
(,Transporter”) zuerst apikal in die Enterozyten aufgenommen und anschliel3end
basal - ebenfalls aktiv - ins Portalblut abgegeben, sodass die GS letztlich Uber die
Pfortader, wo sie hauptsachlich an Albumin gebunden transportiert werden, wieder

in die Leber gelangen (1, 6).

Ein Teil der GS entgeht jedoch der Aufnahme im lleum und gelangt in das Colon,
wo sie durch Bakterien der Darmflora dekonjugiert und dehydroxyliert werden,
sodass ,sekundare“ GS entstehen (z.B.: Deoxycholsaure, Lithocholsaure, etc.).
Nur in dekonjugierter Form ist es den GS madglich, passiv in die Epithelzelle
aufgenommen zu werden. Im Gegensatz zur Situation im terminalen lleum stehen
den GS im Colon apikal keine aktiven Transportersysteme zur Verfigung. Nach
passiver Diffusion in die Enterozyten kdonnen die GS aber erneut aktiv ins
Pfortaderblut abgegeben werden und erreichen auf diesem Weg wieder die Leber
(5, 7). Ungefahr 95% der GS werden durch diesen Kreislauf wiederverwertet,
wahrend die Uber den Darm verlorengegangenen 5% in der Leber durch
Neusynthese ersetzt werden (8).




1.1.4 Gallensaurentransport im terminalen lleum und Colon

Um die verschiedenen Aufnahme- und Abgabeprozesse der GS im Rahmen des

enterohepatischen Kreislaufes zu ermaoglichen, werden spezielle Transport-

Proteine, die sog. ,GS-Transporter, bendtigt.
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Abbildung 1: Enterohepatischer Kreislauf und GS-Transporter (Jahnel et al., noch nicht publiziert,

mit personlicher Erlaubnis)

1.1.4.1 Apikale GS-Transporter

An der apikalen (=die dem Darmlumen zugewandte Seite des Enterozyten)

Membran der lleum-Darmzelle ist das Transportersystem ASBT/SLC10A2 (apical

sodium dependent bile acid transporter) lokalisiert, welches auch als IBAT (lleal

bile acid transporter) bezeichnet wird. Es ist im lleum fur die aktive Aufnahme der

konjugierten GS vom Darmlumen in den Enterozyten zustandig (4). ASBT wirkt als

Symporter, indem er zwei Na*-lonen mit einem Molekul Gallensaure transportiert




(2, 9). Ebenfalls kdnnen im Dinndarm GS Na*-unabhangig lUber die organic anion

transporters (OATP isoforms) aufgenommen werden.

1.1.4.2 Basolaterale GS-Transporter

An der basolateralen Membran der Enterozyten werden die GS uber die Export-
Transporter MRP3 (Multidrug resistance protein 3) und OSTa/OSTB (Organic
solute transporter) ins Portalblut abgegeben (10, 11). Diese beiden fur den
basolateralen Gallensaureefflux zustandigen Transporter kommen sowohl im
lleum als auch im Colon vor, wahrend ASBT im Colon nicht exprimiert wird. Die
GS-Aufnahme im Colon kann also ausschlieBlich mittels passiver Diffusion und in
dekonjugierter Form stattfinden, wahrend die Abgabe ins Pfortaderblut wie im
lleum Uber MRP3 sowie OSTa/OST} erfolgt (5, 7).

Dass vor allem die ilealen Transporter fur eine effiziente Absorption von
konjugierten GS notwendig sind, wird bei Patientinnen mit lleumresektion

offensichtlich, die unter schwersten GS-Malabsorptionen leiden konnen (7).

1.1.4.3 Intrazellularer Transport, Detoxifikation und apikaler Export

I-BABP (lleal bile acid binding protein) ist fur den Transport innerhalb des
Enterozyten zustandig (12). GS koénnen innerhalb der Darmzelle mittels
Detoxifikationsenzymen (Cytochrome-P450-, Sulfatierungs- und
Glukuronidierungsenzyme), die fir die Entgiftung von vielen Xeno- und
Endobiotika zustandig sind, auch modifiziert werden. Der Detoxifikationsprozess
lauft in 3 Phasen ab. Die Hydroxylierung mittels Cytochrome-P450-Enzymen
(z.B.CYP3A4) entspricht dabei der Phase 1. Studien zeigten, dass eine
herabgesetzte Expression von Detoxifikationsenzymen der Phase 1 und 2 zur
Krankheitsentstehung von CU beitragen koénnen. Diese Enzyme werden
zumindest teilweise von dem in 1.1.4.4 erwahnten Kernrezeptor FXR reguliert
(13). Nach der Modifizierung werden die GS wieder ins Darmlumen abgegeben,
woflr bei Enterozyten die apikalen GS-Exportsysteme MRP2, MRP4, BCRP
(breast cancer resistance protein) und MDR1 (Multidrug resistance gene 1)
vorliegen (4). Das Gen fur BCRP wurde aus einer Brustkrebszelllinie isoliert und

daher danach benannt, auch wenn es nicht spezifisch fur Brustkrebszellen ist (14).
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MDR1, welches fur das P-Glykoprotein kodiert und in mehreren Geweben
exprimiert wird, agiert als wichtige intestinale Barriere fur Xenobiotika und Toxine.
Aber auch GS werden Uber dieses apikale Effluxsystem wieder ins Darmlumen
exportiert (15-17). Mause mit MDR1-Defizit zeigten interessanterweise eine
Anfalligkeit fur die Entwicklung einer Colitis, sodass durchaus ein Zusammenhang
zwischen chronisch entzundlichen Darmerkrankungen (CED) und reduzierter

MDR1 Expression vorliegen kénnte (18, 19).

1.1.4.4 Kernrezeptoren

GS regulieren die Transporter-Expressionen v.a. Uber Kernrezeptoren, die sog.
,Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren®. Innerhalb der Enterozyten stehen
Kernrezeptoren zur Verfligung, an die GS binden kénnen, um die GS-Synthese
und den GS-Transport auf transkriptioneller Ebene 2zu regulieren. Der
Kernrezeptor FXR (Farnesoid X receptor) gilt als der wichtigste Rezeptor fur GS.
Durch die Aktivierung von FXR im Enterozyt wird ein intrazellularer
Gallensaureuberschuss, der zur Gallensauretoxizitat fuhren kann, durch die
Repression intestinaler GS-Aufnahmesysteme wie auch durch die vermehrte

Expression von GS-Effluxtransportern verhindert (4, 13).

Bei Aktivierung von FXR kommt es u.a. zur Expression des intrazellularen

Transporters |I-BABP und der basolateralen Gallensauretransporter OSTa/OSTp
(5).

Zusatzlich fuhrt die FXR-Aktivierung zur Expression von SHP (Small heterodimer
partner), der Uber mehrere Stufen unter anderem eine Repression von CYP7A1 in
den Hepatozyten bewirkt und damit wiederum negativ auf die GS-Biosynthese
ruckwirkt. Ein anderer FXR-abhangiger Grund fur die Hinunterregulierung von
CYP7A1 stellt die durch die FXR-Aktivierung in den Enterozyten ausgeldste
Expression von FGF19 (Fibroblast growth factor 19) dar (2, 20). Die FGF19
Expression wird im Darm bei einer verstarkten Aktivierung von FXR durch hohe
luminale GS-Konzentrationen induziert. FGF19 gelangt dann Uber das Blut in die

Leber und bewirkt dort die Expression von SHP (s.0.). Dieses supprimiert




wiederum die Expression von CYP7A1, dem geschwindigkeitsbestimmenden

Enzym in der GS-Biosynthese, und inhibiert damit die GS-Biosynthese (21).

1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

1.2.1 Allgemein

Bei den CED handelt es sich um chronische, in Schuben verlaufende
Erkrankungen, die in Morbus Crohn (MC), Colitis ulcerosa (CU) und
unklassifizierte CED (,IBDu“ Inflammatory bowel disease unclassified, ehemals
Colitis indeterminata) unterteilt werden (22, 23). In der Folge beziehen wir uns
allerdings auf die beiden groRen Entitdten MC und CU. Wahrend MC durch den
diskontinuierlichen, transmuralen Befall charakterisiert ist und alle Abschnitte des
Verdauungstrakts erfassen kann, beschrankt sich die Entzindung bei CU auf
Rektum bzw. Colon und betrifft ausschlieBlich die Mukosa. Sie beginnt im Rektum
und setzt sich kontinuierlich nach proximal hin fort, sodass bei CU individuell
schliel3lich entweder eine Proctitis, Proctosigmoiditis, Linksseitencolitis oder
Pancolitis auftreten kann (24, 25). In seltenen Fallen ist das terminale lleum bei
CU mitbetroffen, sodass man von einer sogenannten ,backwash ileitis“ spricht
(26).

Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr, obwohl eine
CED auch schon in den ersten Lebensjahren auftreten kann (27, 28). Ungefahr
25-30% der neudiagnostizierten Patientinnen mit CED sind Kinder und
Jugendliche unter 20 Jahren (29). Die Inzidenz der CED bei Kindern und
Jugendlichen stieg in den letzten Jahrzehnten stetig an und nahm v.a. in
Industrienationen zu. Besonders hohe Inzidenzraten waren in Nordamerika und
Nordeuropa zu verzeichnen (30-32). Als Beispiel ware Schottland zu nennen, mit
einer Inzidenzrate von 7,82/100.000/Jahr (33). Eine Osterreichische Studie
(Petritsch et al.) untersuchte die Inzidenz von CED innerhalb unterschiedlicher
Altersgruppen in der Steiermark Uber einen Zeitraum von 11 Jahren. Es zeigte
sich eine durchschnittliche Inzidenz von 6,7/100.000/Jahr far MC und

6



4,8/100.000/Jahr fur CU. Man beobachtete dabei, dass CED in groReren Stadten
haufiger vorkam als in landlichen Regionen (34). Das Verhaltnis padiatrischer MC
zu CU ist mit 2,3:1 landerubergreifend sehr ahnlich (27).

1.2.2 Atiologie

Sowohl die Atiologie des MC als auch der CU ist nach wie vor unbekannt (35, 36).

Sehr wahrscheinlich handelt es sich bei CED um multifaktorielle Erkrankungen,

d.h., dass mehrere Faktoren Einfluss auf Entstehung und Verlauf der Erkrankung
haben. Genetische Pradisposition, dysfunktionelle Immunitat und Umweltfaktoren
spielen nachweislich eine wichtige Rolle (35). Letzteres bezieht sich v.a. auf
Tabakkonsum. Raucherlnnen sind 2-4 mal gefahrdeter, einen MC zu entwickeln
als Nichtraucher (37). Interessanterweise scheint bei CU-Patientinnen genau das
Gegenteil zuzutreffen. Studien ergaben, dass unter Raucherlnnen nicht nur das
Erkrankungsrisiko von CU verringert ist, sondern auch ein besserer
Krankheitsverlauf und eine niedrigere Wahrscheinlichkeit einer bendtigten
Kolektomie gefunden wurden. Aulierdem wird die Entwicklung einer primar
sklerosierenden Cholangitis (PSC) fast ausschliellich unter Nicht-Raucherlnnen
beobachtet (38).

Die genetische Komponente bei der Entwicklung einer CED ist nicht zu leugnen.
So tragen Verwandte ersten Grades ein Risiko von 5,7 - 15,5%, auch an CU zu
erkranken (36). Beispielsweise betrug in einer Zwillingsstudie die Rate fur CU 6%.
Genetische Faktoren spielen bei der Entstehung des MC wahrscheinlich eine noch
bedeutendere Rolle (39).

1.2.3 Klinische Symptome

MC kann sich klinisch als akut, subakut oder chronisch manifestieren. Vorwiegend
sind das terminale lleum und Colon betroffen, wobei Entziindungen im gesamten
Gastrointestinaltrakt, von Mund bis Anus, auftreten kénnen. Der Grofdteil der
Patientinnen (72%) gibt abdominelle Schmerzen an, die bevorzugt im rechten

Unterbauch lokalisiert sind. Im aktiven Stadium sind Durchfalle typisch, wobei aber
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blutige Stuhle im Vergleich zur CU nicht charakteristisch sind. Fieber,
Gewichtsverlust und tastbare abdominelle Resistenzen sind haufig prasent (35,
37).

MC verlauft bei Kindern und Jugendlichen etwas anders als bei Erwachsenen: Nur
25% der bei einer Studie untersuchten Kinder prasentierten sich mit der
,Klassischen Trias“ Abdominalschmerzen, Gewichtsverlust und Diarrhoe. Beinahe
die Halfte gab Uberhaupt keine Durchfalle an. Durch dieses relativ ,atypische” Bild
kommt es unter Umstanden zur verzogerten Diagnose. Bei Kindern und
Jugendlichen machen sich CED namlich haufig mit Wachstums- und
Pubertatsverzogerung bemerkbar (40). Patientinnen mit CU prasentieren sich im
aktiven Schub mit erhdhter Stuhlfrequenz, blutig-schleimigen Stihlen, Tenesmen,
Stuhldrang, dem Gefuhl der inkompletten Entleerung und Schmerznachlassen
nach der Defakation (41).

Extraintestinale Manifestationen kénnen in praktisch jedem Organ auftreten

Bevorzugte Lokalisationen bei CU sind jedoch das Auge (Iritis, Episkleritis,
Konjunktivitis, Uveitis), die Haut (Erythema nodosum, Pyoderma gangrenosum),
Gelenke bzw. Knochen (Arthritis, ankylosierende Spondylitis, Osteoporose),
Gallengange (PSC), und Lunge (42). Ahnliche extraintestinale Manifestationen
finden sich auch bei MC, z.B. Arthritis, Erythema nodosum, ankylosierende
Spondylitis, Psoriasis oder Pyoderma gangrenosum (43). Bei Kindern und
Jugendlichen ist die seronegative Spondyloarthropathie die haufigste bisher

beschriebene extraintestinale Manifestation (35).

Bei CED besteht ein erhohtes Malignomrisiko. Eine Meta-Analyse bei

erwachsenen Patientinnen zeigte, dass das Risiko, an einem kolorektalen
Karzinom zu erkranken, bei CU-Patientlnnen bei 2% innerhalb von 10 Jahren, 8%
innerhalb von 20 Jahren und 18% innerhalb von 30 Jahren liegt (44). Das Ausmalf}
der Erkrankung und vor allem die Dauer sind somit unter anderem
ausschlaggebende Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Kkolorektalen

Karzinoms bei CU-Patientinnen (45).




1.2.4 Diagnose

Die Diagnosestellung basiert bei der CED auf klinischen, laborchemischen,
radiologischen, endoskopischen und histologischen Kriterien (46). Um die
Entzindungsaktivitat bei MC zusatzlich zu beurteilen, wird bei erwachsenen
Patientinnen meist der sog. Crohn‘s Disease Activity Index (CDAI) verwendet, der
subjektive Symptome, objektive Untersuchungsbefunde und Laborergebnisse
kombiniert (37, 47). Bei Kindern und Jugendlichen kommt der sog. Paediatric
Crohn’s Disease Activity Index (PCDAI) zum Einsatz, in welchen subjektive
Symptome (Bauchschmerzen, Stuhlgewohnheiten, Allgemeinbefinden),
extraintestinale Manifestationen (z.B.: Fieber, Arthritis, Ausschlag, Uveitis),
physikalische Untersuchungsbefunde, Grélke und Gewicht, wie auch
Laborergebnisse inkludiert werden (Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG),
Hamatokrit, Serumalbumin) und so die Entzindungsaktivitdt in ,keine, mild,

moderat oder schwerwiegend® unterteilt wird (48).

1.2.4.1 Laborparamter

Da die Symptomatik bei Kindern und Jugendlichen unter Umstanden sehr
unspezifisch ist (s.0.), stellen Laborparameter eine wertvolle Hilfe fir die
Diagnosestellung dar. Dies beinhaltet vor allem Blutbildveranderungen (Anamie,
Thromobzytose, Leukozytose), eine verlangerte BSG, ein erhdhtes C-reaktives
Protein (CRP) und ein vermindertes Serumalbumin. Dabei ist zu bemerken, dass
CRP ein besonders zuverlassiger Marker in der MC-Diagnostik ist, schnell ansteigt
und nach der Entzindung auch relativ schnell wieder abfallt (35, 47, 49). ASCA
(Antisaccharomyces cerevisiae-Antikorper) konnen in 60% und ANCA
(antineutrophile cytoplasmatische Antikérper) in 20% der MC-Falle ebenfalls
erhoht sein (35, 46, 47). In 50-70% der Falle kann man auch bei CU ANCA mit
perinukledrem Fluoreszenzmuster (PANCA) nachweisen (50). Fur die Diagnostik
der CU sind neben der oben bereits erwahnten Bluttests, u.a. auch Leberwerte,

Bilirubin, Kreatinin, Elektrolyte etc. von Bedeutung (51).




1.2.4.2 Stuhltests

Unter mehreren Stuhltests sei hier das sog. Calprotectin erwahnt, das sowohl bei
MC als auch bei CU bestimmt werden kann und eher mit dem endoskopischen
und histologischen Entzindungsnachweis korreliert. Calprotectin scheint bei CU
allerdings aussagekraftiger zu sein als bei MC (47). Calprotectin gehoért zu der
Gruppe der Ca?*-bindenden Proteine und wird in groRen Mengen in neutrophilen
Granulozyten, aber auch in Monozyten und Makrophagen gefunden. Es hat
bakteriostatische und fungistatische Eigenschaften und hemmt das mikrobielle
Wachstum bereits in minimaler Konzentration. Stuhl-Calprotectin kann mit einer
einfachen ELISA-Methode bereits in sehr geringen Mengen von Stuhlproben
nachgewiesen werden und stellt damit einen Vorteil gegenuber dem Plasma-
Calprotectin dar. AulRerdem bleibt seine Konzentration in Stuhlproben bis zu 7
Tagen unverandert (52). Es weist eine hohe Sensitivitat, aber auch eine niedrige
Spezifitat auf, d.h., dass ein negativer Calprotectinwert zwar ein Hinweis flr eine
fehlende Aktivitat einer CED ist, ein erhdhtes Calprotectin aber bei jeder Form der

Darmentziindung auftreten kann und nicht nur spezifisch bei einer CED (53).

1.2.4.3 Bildgebende Diagnostik
Hinsichtlich klassischer bildgebender Verfahren gibt es folgende Moglichkeiten:

Die Sonographie, Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie
(MRT) wund erganzende konventionelle Rontgenuntersuchungen (37).
Sonographie und MRT kénnen eine CED bei Kindern und Jugendlichen mit grof3er
Genauigkeit feststellen, wobei eine Differenzierung zwischen MC und CU bei
fehlender lleumbeteiligung in der Regel nicht moglich ist. Die Sonographie ist im
Vergleich zur MRT wenig zeitintensiv, kostengunstig und angenehmer fur Kinder
und Jugendliche, weshalb der Ultraschall in der Padiatrie mit groRem Erfolg
eingesetzt wird. Mit einem Wandler fur Hochfrequenzen ist eine genaue
Beurteilung des gesamten Darms mdglich. Entzindungen koénnen mittles
Farbdoppler-Ultraschall durch die Darstellung vermehrter Vaskularisation bzw.
Perfusion erkannt werden und auch die Beurteilung extraintestinale Aufalligkeiten
(z.B. vergroRerte Lymphknoten) ist moglich. Allerdings kann eine CED im Rahmen
einer Sonographie aufgrund von Artefakten oder bei sehr gering ausgepragter

Erkrankung auch uUbersehen werden. Die Stellung der korrekten Diagnose mittels
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Ultraschall erfordert jedenfalls grol3e Sonografie-Erfahrung (54, 55). Die MRT ist
nach den neuesten padiatrischen CED-Diagnosekriterien, den sog. ,PORTO-
Kriterien®, die Bildgebung der Wahl und zwingend in der Initialdiagnostik
padiatrischer CED. Die MRT spielt vor allem fur die Beurteilung des Dinndarms
eine zentrale Rolle und ist der Sonografie dahingehend Uberlegen (56). In der
Erwachsenengastroenerologie trifft dies evtl. auch auf die CT zu, die bei Kindern
und Jugendlichen aufgrund der Strahlenbelastung problematisch ist. CT und MRT
liefern Informationen Uber die Lokalisierung der Lasionen und helfen bei der
Beurteilung deren Schweregrades, Ausmalies und Entzundungsaktivitat. Daruber
hinaus identifizieren sie noch extraintestinale Manifestationen und pathologische
Veranderungen, die z.B. eine chirurgische Intervention notwendig machen (57,
58). Zusatzlich kann die CT zur Detektion von Fisteln oder im Rahmen perianaler
Erkrankungen eingesetzt werden. Sie kann aber oberflachliche Lasionen nicht
genau Vvisualisieren, weshalb die CT bei milder Erkrankungsaktivitat nicht
verwendet werden soll (37, 59). Die MRT erwies sich in Studien besser in der
Differenzierung von pathologischen Veranderungen in der Darmwand und die MR-
Kolographie als uberaus genau in der Bestimmung der Krankheitsaktivitat, sowie
des Schweregrades der CU (60, 61). Im Vergleich zur CT hat die MRT zusatzlich
den Vorteil der fehlenden Strahlenbelastung und ist somit besser geeignet fur
junge Patientinnen, die in ihrem Krankheitsverlauf noch haufiger eine bildgebende
Diagnostik erfahren werden (60, 62). Die reine Rontgenuntersuchung ist aufgrund

ihrer Unspezifitat nur akuten Erkrankungen vorbehalten (55).

1.2.4.4 Endoskopische Diagnostik

Die Osophagogastroduodenoskopie und die lleokoloskopie mit Intubation des

terminalen lleums und mehrfachen Biopsienentnahmen aller Darmabschnitte sind

Goldstandard zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat und des
Krankheitsausmales. Die Kombination von Endoskopie und Biopsie ermdglicht
die korrekte Diagnosestellung von CED in 90% der Falle (34, 36). Makroskopisch
kénnen sich beim MC ein diskontinuierlicher Befall, Pflastersteinrelief der
Schleimhaut, aphtoide Lasionen, Ulzera mit umliegendem gesundem Gewebe und
Strikturen zeigen, wahrend sich die CU mit abnormaler Gefalizeichnung,

Granulierungen, Blutungen und vor allem Ulzerationen prasentiert (54).
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1.2.5 Therapie

Eine zur kompletten Ausheilung der Erkrankung fuhrende Therapie bei Kindern
und Jugendlichen wie auch bei Erwachsenen mit CED ist unbekannt, da die
Ursache der Erkrankung bis heute nicht geklart ist (s.0.). Man kann zwischen
Therapien beim akuten Schub und Dauertherapien zur Prophylaxe eines neuen

Schubes unterscheiden.

1.2.5.1 Enterale Erndahrung

Eine ausschliellich enterale Ernahrung (EEN = exclusive enteral nutrition) stellt in
den meisten Fallen des MC in der Padiatrie eine angemessene initiale Therapie
dar und induziert effektiv eine Remission. Dies konnte in einer Studie bei 88,9%
padiatrischer MC-Patientlnnen (Alter zwischen 7,4-16,2 Jahren) gezeigt werden
(35, 63, 64). Eine andere Untersuchung zeigte, dass Corticosteroide der EEN
diesbezuglich nicht nur nicht Uberlegen sind, sondern die EEN bei Kindern und
Jugendlichen geeigneter fur die Verbesserung der Entzindungssituation und die

Remissionserhaltung ist, als Cortison (35, 65, 66).

Bei der EEN wird die regulare Nahrungsaufnahme unterbrochen und fur einen
Zeitraum von 6- 8 Wochen auf eine komplette Formulaernahrung (elementar oder
polymerisch) umgestellt, die speziell fur diese Indikation konzipiert wurde. Die
EEN erfolgt entweder oral oder via Sonde (35, 63, 67). Neben ihrer
antiinflammatorischen Wirkung (z.B. dramatischer CRP-Abfall), hat die EEN einen
verbessernden Effekt auf den Ernahrungszustand der gelegentlich malnutrierten
Kinder und Jugendlichen und wirkt sich aul’erdem positiv auf deren Wachstum
aus. Daher wird die EEN in Europa als primare Therapie bei MC empfohlen (63,
68, 69). Interessant zu erwahnen ist, dass Kolleginnen in den USA initial bisher

zumeist Medikamente einsetzen.
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1.2.5.2 Glukokortikoide

Glukokortikoide sind in der Therapie eines akuten Schubs eine Alternative zur
EEN und eine Behandlungsoption bei schwerwiegender Pancolitis (35, 70). Auch
bei unzureichender Symptomverbesserung bei CU oder Intoleranz gegeniber
Aminosalizylaten wirken Glukokortikoide sehr effektiv. Ebenso werden CU-
Patientlnnen im schweren Schub mit hochdosierter Corticosteroid-Gabe therapiert
(25). Das Problem der Corticosteroidtherapie sind die bekannten
Nebenwirkungen, da bei langfristigen Cortisongaben Wachstumsverzégerung oder
Entwicklungsstérungen in der Pubertat auftreten kdnnen. Auflerdem wird die
Knochenmineralisation gestort, weswegen wahrend der Corticosteroidtherapie
Calcium und Vitamin D ersetzt werden sollten (65). Aufgrund der Nebenwirkungen
sollte die Phase der Glukokortikoid-Therapie daher wahrend der
Remissionsinduktion moglichst kurz sein und auf keinen Fall eine Dauertherapie
darstellen (37). Eine weniger toxische Alternative zu Prednisolon ist das
besonders im terminalen lleum freigesetzte Budesonid, da es eine niedrige
systemische Bioverfugbarkeit hat und so ein geringeres Nebenwirkungsspektrum
aufweist (35, 71).

1.2.5.3 Aminosalizylate

5-ASA-Praparate (Mesalazin oder 5-ASA, Sulfasalazin) konnen in Kombination
mit Steroiden zur Remissionsinduktion, aber auch als Erhaltungstherapie
eingesetzt werden (72). Es sind passende Medikamente fir die initiale
Monotherapie bei milden bis moderaten Formen des MC. Da die Erkrankung bei
Kindern dazu neigt, schwerwiegender zu verlaufen, werden entweder enterale
Ernahrung oder Steroide in Kombination mit 5-ASA eingesetzt (35, 73). Sie
entwickeln ihre antiinflammatorische Wirkung direkt an der Lasion, wirken jedoch
bei MC nicht so gut wie Immunsuppressiva (74). Mesalazin ist Sulfalazin
vorzuziehen, da bei letzterem haufiger Nebenwirkungen beschrieben worden sind
(35).

Da bei CU gegebenenfalls auch lokal behandelt werden kann, ist die
entscheidende Frage, ob die Entzindung distal begrenzt ist, oder ob sie bis zum

Colon descendens reicht und damit eine systemische Therapie notwendig macht
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(75). Bei mildem bis moderatem distalem Befall der CU wird mit lokalen oder
systemischen 5-ASA-Praparaten behandelt. Diese sind auch bei milder Pancolitis

in systemischer Form Therapie der ersten Wahl (25).

1.2.5.4 Immunsuppressiva

Azathioprin (AZA) und 6-Mercaptopurin (6MP) sind hocheffektive Substanzen
fur die Remissionserhaltung bei CED und sind bei MC auch in der
Remissionsinduktion wirksam. Sie werden bei schwerwiegenden CED, v.a.
steroidresistenten oder steroidabhangigen Patientinnen eingesetzt und sind trotz
ihrer Nebenwirkungen sicherer und besser vertraglich flr die Langzeittherapie als
Glukokortikoide (35, 72, 76). Der maximale Effekt wird erst nach 8-16 Wochen
nach Therapiebeginn erreicht und die Patientinnen mussen Uber mogliche
Nebenwirkungen, wie Myelosuppression, Pankreatitis, Hepatitis, Fieber, Ubelkeit,
Unwohlsein oder Hautausschlag aufgeklart werden. Daher sind regelmalige
Blutabnahmen  obligat. = Vor  Therapiebeginn  sollte  ebenfalls  der
Thiopurinmethyltransferasestatus (TPMT) Uberpruft werden. Niedrige Werte
dieses Enzyms, das AZA metabolisiert, korrelieren namlich mit einem erhohten
Myelosuppressionsrisiko (35, 77). Eine Alternative ware Methotrexat, das
allerdings auch zu Leukopenie und hepatischer Fibrose fuhren kann und bei
padiatrischer CU aufgrund unzureichender Evidenz bisher nicht generell

empfohlen wurde (72, 78).

1.2.5.5 Biologika

Biologika sind z.B. monoklonale Antikorper. Bei CED werden TNFa-Antikorper wie
Infliximab  (Remicade®) und Adalimumab (Humira®) eingesetzt, die ins
Entziindungsgeschehen eingreifen, indem sie auf den Entziindungsmediator
TNFa abzielen, diesen blockieren und auch eine Apoptose von Entzindungszellen
bewirken. Infliximab ist ein chimarer anti-TNFa monoklonaler Antikorper, der, wie
Adalimumab auch, an TNFa bindet und ihn neutralisiert (72, 73, 79). TNFa spielt
unabhangig der vielen anderen bei CED involvierten Entziindungsmediatoren
insofern eine zentrale Rolle, als es eines jener proinflammatorischen Ty1-Zytokine
ist, deren erhdhte Aktivitat fur MC charakteristisch ist. TNFa-Blocker sind bei 2/3

der Patientlnnen in der Behandlung von enterokutanen Fisteln wirksam und damit
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den Corticosteroiden weit uberlegen (72, 80). Der Einsatz von Biologika hat gute
Erfolge in der Remissionsinduktion- und erhaltung erzielt (81, 82). Infliximab
kommt bei Kindern und Jugendlichen zum Einsatz, die nicht mehr auf die
konventionelle Behandlung ansprechen und werden, wie erwahnt, auch bei
enterokutanen oder perianalen Fisteln eingesetzt (78, 83). Nebenwirkungen sind
u.a. Infektionen, Lupus, Lymphome, Pneumonien, Sepsis etc. Die Reaktivierung
einer latenten Tuberkulose wird besonders gefurchtet, weswegen vor
Therapiebeginn mit Infliximab die Durchfihrung eines Mendel-Mantoux-Hauttests
oder eines sog. Quantiferon-Tests, eines Thoraxrontgen und eine ausfuhrliche
Anamnese bezuglich Tuberkulose obligat sind (84). Bei Adalimumab handelt es
sich um einen vollstandig humanisierten anti-TNFa-Antikorper, der nicht wie
Infliximab intravends, sondern subkutan verabreicht wird (85). Es wird zur
Remissionsinduktion und -erhaltung eingesetzt. Seine Wirkung in der Fistelheilung
wurde ebenfalls bewiesen (86, 87). Die Nebenwirkungen, die in einer
Langzeitstudie unter Adalimumab-Therapie am haufigsten auftraten, waren
Nasopharynagitis, Arthralgien, Bauchschmerzen, Ubelkeit, Influenza,
Kopfschmerzen und Fieber (86). Weitere TNFa-Blocker waren Certolizumab oder
Etanercept (88, 89), die jedoch fur die CED-Therapie bei Kindern und

Jugendlichen aktuell keine Rolle spielen.

1.2.5.6 Operation

Sollte die medikamentdse Therapie unzureichend oder unwirksam sein, wird ein
chirurgischer Eingriff notwendig. Eine dauerhafte Aktivitat der Erkrankung erfordert
erhohten  Steroidbedarf und  fuhrt  schliellich  unter anderem zu
Medikamentenintoxikation, = Wachstums- und Pubertatsverzogerung (35).
Indikationen flr einen chirurgischen Eingriff bei MC-Kindern sind massive
Blutungen, persistierende oder immer wiederkehrende Obstruktionen, Perforation,
therapieresistente fulminante Erkrankung oder toxisches Megakolon. Die
haufigsten Grinde sind allerdings die trotz medikamentdser Therapie bleibenden
hartnackigen Fisteln oder Abszesse (83, 90). Eine Studie belegte, dass bei drei
von vier MC Patientlnnen im Laufe ihres Lebens eine intestinale Resektion erfolgt.

Besonders betroffen sind davon jene mit Dinndarmbefall oder perianalen Fisteln.
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Die Halfte der operativ versorgten Patientinnen wurde wieder ruckfallig, wobei fur

Frauen ein hoheres Ruckfallrisiko als fur Manner gezeigt wurde (91).

Da bei der CU der intestinale Befall nur auf das Colon begrenzt ist, ist eine totale
Resektion des Colons heilend fur Patientlinnen, die nicht mehr auf die
medikamentdse Therapie ansprechen (92). Heute ist die totale Proktokolektomie
mit Anlage eines ileoanalen Pouch die chirurgische Methode der Wahl, auch bei
Kindern (93, 94), da dadurch der betroffene Darm entfernt, das kolorektale
Krebsrisiko gesenkt und ein naturlicher Defakationsweg bewahrt wird (93, 95). Die
Kolektomierate bei padiatrischer CU betrug bei einer Studie 40,9% innerhalb von
10 Jahren. Dies liegt daran, dass das Erkrankungsausmal® mit dem
Krankheitsschweregrad assoziiert ist und bei Manifestation in der Kindheit die CU
in 60-80% der Falle extensiv vorkommt - zweimal so haufig wie bei Erwachsenen
(78, 96). Eine Alternative bei therapieresistenter Colitis ware die Kolektomie mit
lleostoma bei Erhaltung des Rektums in situ. Diese schnelle und einfache
Operation lasst zwar eine bessere Kontrolle tber den Darm zu, hat allerdings den
Nachteil, dass mit dem Zurlckbleiben der rektalen Mukosa die Gefahr des

Wiederauftretens der Erkrankung oder der malignen Transformation besteht (97).

1.3 CED und Gallensauremetabolismus

Es ist bekannt, dass inflammatorische Vorgange zu weitreichenden metabolischen
Veranderungen fuhren, wie z.B. der Inhibition der GS-Synthese durch eine
Repression von FXR. Grundlegend dafir ist die Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa und IL-183, die durch Bindung an FXR
eine Verminderung dessen Expression, DNA-Bindungsaktivitat und Transkription
bewirken (98, 99). CED konnen durch die verminderte Aufnahme von Nahrstoffen,
Elektrolyten und Wasser mit Diarrhoe, Malnutrition und Gewichtsverlust
einhergehen (100). Die molekularen Mechanismen sind diesbezlglich noch nicht
vollstandig geklart, aber wahrscheinlich unterliegen diesem Phanomen auch
Veranderungen des GS-Stoffwechsels und der aktiven GS-Absorption. Diskutiert
wurden beispielsweise ASBT-Mutationen, die 2zu einer primdren GS-
Malabsorption mit chronischer Diarrhoe, Steatorrhoe, Unterbrechung des
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enterohepatischen Kreislaufs und reduziertem Plasmacholesterolspiegel fuhrt.
Eine GS-Malabsorption im terminalen lleum, wie es v.a. bei MC-Patientinnen
vorkommt, fiihrt zu einem GS-Uberschuss und erhdhten Konzentrationen im Kolon
und resultiert schliellich in einer sog. chologenen Diarrhoe (101, 102).
Intestinaler GS-Verlust wird bis zu einem gewissen Grad durch erhdhte hepatische
GS-Produktion kompensiert. So kommt zu der erhdhten intestinalen GS-
Konzentration aufgrund der gestoérten ilealen Funktion noch eine, aufgrund der
Unterbrechung des enterohepatischen Kreislaufs, erhdhte GS-Biosynthese hinzu.
Dies hat zur Folge, dass noch mehr GS in das Colon gelangen (103), was mit
einer vermehrten mukosalen Permeabilitdt und strukturellen Veranderungen
assoziiert zu sein scheint. Unter anderem wurde dieses Phanomen in einer Studie
erklart, indem gezeigt wurde, dass eine kologene Perfusion mit Dihydroxy-GS zu
einer Sekretion im Kolon fuhrt, was sich klinisch schlie3lich als diese besagte
Diarrhoe manifestiert (103, 104) und zusatzlich zu den Diarrhoen bei CED

beitragen konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientinnen-Rekrutierung

Die Patientinnen-Rekrutierung erfolgte auf der Basis von Ein- und
Ausschlusskriterien  (s.u.) am ,GPGE®" (Gesellschaft fir Padiatrische
Gastroenterologie und Ernahrung) - Weiterbildungszentrum flr Padiatrische
Gastroenterologie, Hepatologie und Erndhrung der Universitatsklinik fur Kinder-
und Jugendheilkunde Graz (Leitung: Univ. Prof. Dr.in med. univ. Alimuthe Hauer).
Kinder und Jugendliche, bei denen aufgrund des Verdachts einer CED die
Indikation zu einer lleokoloskopie mit Biopsieenthahme bestand und die
Einschlusskriterien zutrafen, wurden im Rahmen des Aufklarungsgesprachs
eingeladen, an der Studie teilzunehmen. Hierflr erhielten Erziehungsberechtigte
wie auch Patientinnen eine studienspezifische Patientlnneninformation mit
Einwilligungserklarung, sowie ein ausflhrliches Gesprach. Da die definitive,
histologische Diagnose zu diesem Zeitpunkt nur vermutet werden konnte, war eine
Zuteilung zu den einzelnen Gruppen (MC, CU, Kontrolle, andere Erkrankung) erst
nach der makroskopischen Beurteilung via lleokoloskopie und der histologischen

Beurteilung der Biopsien moglich.

Einschlusskriterien:

¢ Kinder und Jugendliche mit dem dringenden Verdacht auf CED

¢ Kinder und Jugendliche mit dem anfanglichen klinischen Verdacht auf CED
und dann unauffalligem histologischem Befund (= Kontrollgruppe)

e Kinder und Jugendliche bei einer Kklinisch indizierten ,Follow-up®
Untersuchung bei bereits bekannter CED

e Patientinnen mit anderen medizinischen Indikationen zur lleokoloskopie
(z.B.: Familiare Polyposis Coli)

e Medizinische Tauglichkeit fur eine lleokoloskopie

e Hochstalter von 19 Jahren
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e Einverstandnis der Erziehungsberechtigten flir die Entnahme sechs

zusatzlicher Biopsien

Auschlusskriterien:

Nichteinwilligung der Erziehungsberechtigten zur Teilnahme an der Studie

e Ungenugende Darmentleerung zum Zeitpunkt der lleokoloskopie

e Pathologisch verandertes Blutbild (z.B. Anamie) oder auffallige
Gerinnungswerte (Quick-Wert, Thromboplastinzeit) bzw. Befunde alter als 7
Tage

e Einnahme von blutgerinnungshemmenden Medikamenten

2.2 Biopsieentnahme

Wahrend der lleokoloskopie wurden =zusatzlich zu den routinemaRig
entnommenen Darmbiopsien jeweils zwei weitere Biopsien aus dem lleum, Colon
ascendens und Colon descendens entnommen. Diese wurden sofort nach der
Entnahme in flissigem Stickstoff bei -190°C tiefgefroren gelagert. Die Biopsien
wurden anonymisiert bzw. kodiert und in einem verschlieBbaren Raum der
Gewebebank der Medizinischen Universitat Graz (MUG) aufbewahrt. Die
Probenentnahme fir dieses Projekt erfolgte ausschlielllich nach einem
ausfuhrlichen Aufklarungsgesprach und dem Erhalt der unterzeichneten
Einwilligungserklarung. Es liegt ein positives Ethikkommissionsvotum der MUG fur

diese Studie vor.

2.3 Datenerhebung

FUr diese Studie waren lleokoloskopie-, Labor- und Histologiebefunde, sowie
anamnestische Daten (aktuelle und vorangegangene Medikation, Symptome zum
Zeitpunkt der lleokoloskopie etc.) von Relevanz. Die Datenerhebung erfolgte
hierfir mit der Daten-Verarbeitungssoftware ,Medocs®. Den lleokoloskopie- bzw.

Histologiebefunden wurden Entzindungsaktivitat und Lokalisation entnommen,
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wahrend wir uns bezuglich des Labors auf die Entzindungswerte CRP,
Leukozytenzahl und Stuhl-Calprotectin konzentrierten. Anamnestisch wurde
untersucht, ob die Patientinnen beschwerdefrei waren, oder unter
Bauchschmerzen, Fieber, Hamatochezie oder Diarrhoe litten. Weiters wurde
untersucht, ob ein Zusammenhang mit einer vorangegangenen bzw. aktuellen
Medikation besteht.

2.4 Gruppeneinteilung

Fir diese Studie wurden ursprunglich 57 Kinder und Jugendliche ileokoloskopiert
und biopsiert. Diese wurden bereits vor der lleokoloskopie in die Studie
eingeschlossen. Eine Gruppenzuteilung war zu diesem Zeitpunkt nicht moéglich, da
eine definitive Diagnose erst nach der makroskopischen und histologischen
Beurteilung erfolgen konnte. Von den 57 ileokoloskopierten Kindern und
Jugendlichen wurden anfangs 18 der MC-Gruppe zugeteilt, 12 waren CU-
Patientinnen und wiederum 18 kamen in die Kontrollgruppe, d.h. bei diesen
bestand zwar der initale Verdacht einer CED, der histologische Befund war
letztlich aber bland. Weitere 9 Patientinnen wurden der Gruppe ,andere
Erkrankung“ (AE) zugeteilt, welche zwar eine Entzindung in der Histologie
aufwiesen, die allerdings nicht einer CED zuzuordnen war. Bei 2 weiteren Kindern,
welche der Kontroll- und der AE-Gruppe zugeordnet waren, kam es aufgrund der
nicht verwertbaren Daten zum Studienausschluss. 3 Patientinnen wechselten die
Gruppe: ein Kind aus der MC-Gruppe kam in die Kontrollgruppe, da dieses
lediglich nach einer Appendektomie im OP-Praparat evil. fur MC sprechende
Veranderungen aufwies, im histologischen Befund der lleokoloskopie allerdings
keinerlei Entzindungsaktivitat zeigte und auch klinisch beschwerdefrei war. 2
Kinder wechselten von der Kontrollgruppe in die Gruppe AE, da hier in der
histologischen Analyse doch geringgradige entziindliche Veranderungen gefunden

wurden.
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Letztlich ergab sich fur eine Gesamtzahl von 55 Kindern und Jugendlichen

folgende Gruppenzuteilung:

1. Kontrollgruppe: n=16
2. Gruppe mit MC: n=17
3. Gruppe mit CU: n=12
4. Gruppe mit AE: n=10

2.5 Probenauswertung

Im Zentrum fur Medizinische Grundlagenforschung (ZMF) der MUG wurde aus
den Darm-Biopsien RNA isoliert, komplementare DNA synthetisiert und daraus mit

Hilfe der quantitativen rt-PCR-Methode (realtime polymerase chain reaction) unter

Bezugnahme auf ein ,Housekeeping-Gen® (GAPDH Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) relevante Expressionsmuster von GS-Transportern

bestimmt.

Die Auswertung der Biopsien erfolgte in insgesamt drei Durchgangen. Die ersten
beiden fanden bereits im Oktober 2011 und Marz 2012 statt, wo die Bestimmung
von ASBT und FXR im lleum, sowie MRP3 und CYP3A4 (Cytochrom P450 3A4)
im Colon, iNOS (induzierbare NO-Synthase) und GAPDH durchgefihrt wurde. In
einem dritten Durchgang (Janner 2013), fUr den bereits tiefgefrorene cDNA
(complementary DNA) der ersten beiden Durchgange verwendet wurde, erfolgte
die zusatzliche Bestimmung von FGF19, CYP3A4, GLP1 (Glucagon-like-peptide
1) und iNOS fir die lleum-Biopsien, sowie die Ermittlung von iNOS, GLP1 und
GPBAR1 (G protein-coupled bile acid receptor 1) fur die Colon-Gewebeproben.
Auch hier wurde zur Normalisierung GAPDH verwendet. Die GPBAR1-Werte

konnten aufgrund einer PCR-Kontamination nicht verwendet werden.

2.5.1 RNA-Isolierung

Vor der Durchfihrung der RNA-Isolierung wurde die Arbeitsflache mit 70%igem

Alkohol desinfiziert und die bendtigten Utensilien (Stdl3el, Morser, etc.) mit Aceton
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gereinigt. RNA-Reste auf Pipetten wurden mittels UV-Crosslinker® quervernetzt.
Die bis zur Analyse in flussigem Stickstoff tiefgefrorenen Gewebeproben (s.o.)
wurden in Eppendorf Reaktionsgefallen homogenisiert und primar mit 800ul Tri-
Reagent (Fa. Sigma Aldrich) und 160ul Chloroform versetzt. Nach 15 minatiger
Durchmischung mittels Drehscheibe wurden 70%-iger Alkohol und Isopropanol
hinzugefugt und nach einem 20 minutigem Zentrifugationsschritt die obere RNA
haltige Phase abgehoben. Nach einem Reinigungsschritt mit Isopropanol wurde
das RNA-Pellet in destilietem Wasser gelost. Anschlielfend konnte die
Konzentration mittels Photometrie vermessen werden. Letztlich wurde die Qualitat
der RNA auf einem 1%igem Agarosegel (LE-Agarose) (Vergleich 18s und 28s

Banden) bestimmt.

2.5.2 cDNA-Synthese

Die cDNA ist eine DNA, die mithilfe des Enzyms ,Reverse Transkriptase® (RT) aus
der zuvor isolierten, einzelstrangigen RNA synthetisiert werden kann. Die cDNA
wurde mittels Oligo-dT Primer synthetisiert, die am Poly-Adenin Strang der RNA
binden. Am Ende des RNA-Stranges kann sich dadurch ein Stiick Doppelstrang
bilden, an dem nach Hinzufuigen der RT Nukleotide (sog. ,dNTP“) binden kdnnen.

2.5.3 Real-time quantitative PCR

Die rt-PCR, oder auch gPCR (Real-Time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion),
dient der Amplifikation von Nukleinsauren und ermoglicht zusatzlich  zur
herkdbmmlichen PCR-Methode die Quantifizierung der gewonnenen DNA und die
Konzentrationsbestimmung in Echtzeit. Da die qPCR in diesem Fall mit einer
vorgeschaltenen RT (s.0.) kombiniert wurde, sprechen wir von einer sog. qRT-
PCR. Die Quantifizierung erfolgt durch Messung der wahrend des PCR Zyklus

entstehenden Fluoreszenz, die proportional zur Menge der PCR Produkte steigt.

Diese Quantifizierung wurde hier mit Hilfe des SYBR®Green Verfahrens auf dem
AB7900HT von Applied Biosystems durchgefiihrt. Bei der SYBR® Green Methode

arbeitet man mit 2 Primern und einem speziellen, grunlichen Fluoreszenzfarbstoff
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(sog. SYBR® Green), der nukleinsaurespezifisch in die gebildete doppelstringige
DNA interkaliert und dadurch starker als freier Farbstoff fluoresziert. Aus der in
Echtzeit gemessenen Floureszenz kann man schlieBlich auf die Menge der

amplifizierten DNA schlieRen.

Die rt-PCR wurde bei dieser Studie auf einem GeneAmp 7900 Sequenz-
Detektions-System mit einer GeneAmp 7900 SDS software durchgefuhrt. Die
cDNA (3,5pul) wurde in einem 20ul Rektionsmix (10,5ul SYBR®GREEN Universal
PCR Master Mix, 0,7 pl von genspezifischen forward und reverse Primern und 8,1
pl H2O) quantifiziert. Folgende Thermocyclerbedingungen wurden verwendet: 2
Minuten 50°C, gefolgt von 95°C fur 10 Minuten, 40 Zyklen bei 95°C fur 15
Sekunden und 60°C fur 1 Minute. Die Reaktionen wurden als 2-fach-Ansatz in
einer 96-Lochplatte durchgefuhrt. Am Ende jedes Durchgangs wurden die PCR-
Produkte mittels Gelelektrophorese auf die richtige GroRe und Qualitat gepruft.
Die Daten aller Gene wurden gegen die fur die Expression von GAPDH

normalisiert.

2.6 Datenauswertung

Die gewonnenen Daten wurden in Microsoft Excel Tabellen aufgelistet, wobei
ebenfalls alle Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet sowie die
graphischen Darstellungen erstellt wurden. Die erhobenen rt-PCR-Daten wurden
zusatzlich mittels SPSS statistisch ausgewertet, woflr der T-Test bei

unabhangigen Stichproben zur Verwendung kam.
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3 Ergebnisse — Resultate

3.1 Patientencharakterisierung

3.1.1 Patientenzahl, Gruppeneinteilung, Geschlecht, Alter

Wie bereits in 2.4. erwahnt, wurden aus 55/57 koloskopierten und biopsierten
Kindern und Jugendlichen die Gruppen ,Kontrolle* (n=16), ,MC* (n=17), ,CU“
(n=12) und ,AE" (n=10) erstellt. Dabei zeigte sich eine relativ homogene
Geschlechtsverteilung (s. Tab. 3-c). Die Kontrollgruppe inkludierte jeweils 9
weibliche und 7 mannliche Patientinnen, wahrend die MC-Gruppe 9 weibliche und
8 mannliche Studienteilnehmerinnen umfasste. In der CU-Gruppe (6 weiblich, 6
mannlich) und in der AE-Gruppe (5 weiblich, 5 mannlich) war die
Geschlechtsverteilung ausgeglichen. Die Altersverteilung lag zwischen 3 Monaten
und 18 Jahren, wobei das Durchschnittsalter in der Kontroligruppe 9,6 (+6,6)
Jahre, in der MC-Gruppe 13,8 (+£3,3) Jahre, in der CU-Gruppe 14,6 (x3,3) Jahre
und in der AE-Gruppe 10,6 (£6,4) Jahre betrug (s. Tab. 3-c).

Fir die Beurteilung der Gallensauretransporter-mRNA-Expressionsmuster
erstellten wir je nach Entnahmeort der Biopsien (lleum, Colon) zwei Gruppen:
lleumbiopsien und Colonbiopsien. Da wir je nach Entzindungsaktivitat
Unterschiede in der mRNA-Expression feststellten, unterteilten wir die MC-Gruppe
der lleumbiopsien und die CU-Gruppe der Colonbiopsien noch jeweils in eine
aktive und niedrig-aktive Gruppe. Diese Zuteilung erfolgte nach der Hohe der
iINOS-Werte. Bei MC liegt der Fokus der Entziindung haufig im terminalen lleum.
Daher wurden bei den lleumbiopsien jene der aktiven MC-Stadien mit jenen der
niedrig-aktiven MC-Stadien genauer verglichen. Eine derartige Unterteilung der
lleumbiopsien der CU-Patientinnen in eine aktive CU- und niedrig-aktive CU-
Gruppe war nicht relevant, da bei CU in der Regel keine wesentliche Entztindung
im lleum vorliegt. Hingegen erfolgte fur die CU-Gruppe bei den Colonbiopsien. Da
unter allen Gruppen das Colon bei CU am starksten entzlindlich betroffen ist,

wurden hier die Colonbiopsien der aktiven CU-Patientinnen und niedrig-aktiven
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CU-Patientinnen im Detail verglichen. Aufgrund der meist gering ausgepragten
entzundlichen Veranderungen im Colon bei MC, wurde auf eine noch detailliertere
Aufteilung der Colonbiopsien bei MC und den anderen Gruppen verzichtet. Wie in
2.5 bereits erwahnt, fanden drei Auswertungsdurchgange statt, wobei die
Ergebnisse der ersten beiden Durchgange zusammengefasst wurden. So ergab
sich folgende den

Gruppenzuteilung bei Gallensauretransporter-

Expressionsmustern (n=Anzahl der Biopsien):

Tabelle 3-a: Gruppenzuteilung der lleum-Biopsien (n=Anzahl der Biopsien)

lleum-Biopsien

1.+2. Durchgang

3. Durchgang

Kontrolle n=14 n=9
MC aktiv n=6 n=3
MC niedrig-aktiv n=9 n=9
Cu n=12 n=9
AE n=10 n=5

Tabelle 3-b: Gruppenzuteilung der Colon-Biopsien (n=Anzahl der Biopsien)

Colon-Biopsien

1.+2. Durchgang

3. Durchgang

Kontrolle n=16 n=14
MC n=18 n=15
CU aktiv n=7 n=5
CU niedrig-aktiv n=6 n=5
AE n=14 n=6

3.1.2 Symptome

Wir

Beschwerdefreiheit,

untersuchten die Zahl

der

Bauchschmerzen,

Patientinnen,

Fieber,

die vor der lleokoloskopie

Hamatochezie oder Diarrhoe

angaben (s. Tab. 3-c). Es stellte sich dabei heraus, dass das Leitsymptom und
damit die haufigste Indikation fur die lleokoloskopie fur die Kontrollgruppe mit 44%
die Hamatochezie war, gefolgt von den Bauchschmerzen mit einer Haufigkeit von
38%. In der MC-Gruppe gaben zum Zeitpunkt der Untersuchung 41% der Kinder
und Jugendlichen Bauchschmerzen und 35% Diarrhoe an. Beschwerdefrei waren
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in der MC-Gruppe 5 Patientlnnen (29%), wobei sich nur 1 Patientin in vollstandiger
klinischer und histologischer Remission befand. Die anderen 3 Patientlnnen
erreichten zwar eine klinische Remission, waren aber histologisch aktiv. 67% der
CU-Patientlnnen klagten Uber Hamatochezie und 58% gaben in der Anamnese
Diarrhoe als Symptom an. Kein/e einzige/r Patient/in der CU-Gruppe prasentierte
sich mit Fieber. 3 CU-Patientinnen (25%) waren beschwerdefrei und in klinischer
Remission, allerdings histologisch und laborchemisch aktiv. Ebenso wie die
Kontrollpatientinnen litten 60% der AE-Patientinnen an Hamatochezie und 40% an

Bauchschmerzen.

Tabelle 3-c: Patientinnencharakterisierung: a) Patientinnendaten, b) Symptome vor der

lleocoloskopie, ¢) Entziindungslokalisation

Kontrolle MC cuU Andere
(a) Patientinnenendaten
Anzahl n=16 n=17 n=12 n=10
Geschlecht (w/m) 9w/ 7m 9w /8 m 6w/ 6m 5w/5m
Alter (in Jahren) 9,56 + 6,60 13,82+3,32 | 1458+ 3,26 | 10,60+ 6,40
(b) Symptome vor der lleocoloskopie (%)
Beschwerdefreiheit 2(12,5) 5 (29) 3 (25) 2 (20)
Bauchschmerzen 6 (37,5) 7 (41) 3 (25) 4 (40)
Fieber 1(6,25) 2(12) 0(0) 2 (20)
Hamatochezie 7 (43,75) 2(12) 8 (67) 6 (60)
Diarrhoe 3 (18,75) 6 (35) 7 (58) 3 (30)
leum terminale 0 (0) 10 (59) 0 (0) 5 (50)
Coecum 1(6) 10 (59) 6 (50) 3 (30)
Colon ascendens 0 (0) 8 (47) 6 (50) 5 (50)
Colon transversum 0 (0) 8 (47) 7 (58) 3 (30)
Colon descendens 0 (0) 8 (47) 10 (83) 3 (30)
Colon sigmoideum 0 (0) 8 (47) 10 (83) 3 (30)
Rektum 0 (0) 9 (53) 11 (92) 2 (20)

3.1.3 Entzundungslokalisation

Tabelle 3-c zeigt die Verteilung der Entzindungslokalisationen in den

verschiedenen Gruppen. Es ist zu sehen, dass in der MC-Gruppe alle
Darmabschnitte entziindlich betroffen waren, allerdings waren mit jeweils 58,8%
der Falle das terminale lleum und das Coecum am haufigsten befallen. In 52,9%
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der Falle war die Entzindung auch im Rektum lokalisiert und damit haufiger als in
den ubrigen Colonabschnitten (je 47,1%). Bei den CU-Patientinnen fand sich die
Entziindung zu 91,7% im Rektum, wobei die Haufigkeit der entziindlichen Aktivitat
nach proximal hin abnahm. So waren Colon sigmoideum, als auch Colon
descendens in 83,3%, Colon ascendens und Colon transversum nur mehr in 50-
58,3% der Falle befallen. Dennoch fanden sich immerhin noch bei 50% der CU-
Patientinnen entzindliche Veranderungen im Coecum. Im terminalen lleum war in
keinem der CU-Falle eine Entziindung nachweisbar. In der AE-Gruppe waren alle
Darmabschnitte entztndlich befallen, wobei das terminale lleum (50%) und das
Colon ascendens (50%) die haufigsten Entzindungslokalisationen darstellten. In
der Kontrollgruppe konnte bei niemandem ein entziindliches Geschehen
nachgewiesen werden. Nur ein Patient hatte eine sehr gering ausgepragte
Entzindung an einer fur uns nicht relevanten Stelle im Z6kum, da wir fur unsere
Studie von diesem Patienten eine unauffallige Biopsie vom Colon descendens

verwendeten.

3.1.4 Medikamentose Therapie

Fir diese Studie untersuchten wir, ob und wenn ja, welche Medikation zum
Zeitpunkt der Biopsie oder kurz davor eingenommen wurde. In Tabelle 3-d sind

die unterschiedlichen medikamentdsen Therapien zu sehen.

In der MC-Gruppe wurde ein Patient im Rahmen einer Helicobacter-pylori-
Eradikation mit relevanten Antibiotikka (z.B.: Doxybene®) und einem
Protonenpumpeninhibitor (Pantoprazol®) therapiert. 6 MC-Patientlnnen erhielten
zum Zeitpunkt der lleokoloskopie bereits eine MC-spezifische Therapie mit
Corticosteroiden (2x Aprednislon® =Prednisolon), Immunsuppressiva (3x Imurek®
=Azathioprin, 1x Ebetrexat® =Methotrexat), Aminosalizylaten (3x Pentasa® und 1x
Salofalk® =Mesalazin) und Biologika (1x Remicade® =Infliximab). Diejenigen mit
Cortison-Einnahme wurden zusatzlich mit einem Protonenpumpeninhibitor (PPI)
behandelt. Als eine langzeitanamnestisch zu erhebende Medikation, die zum
Zeitpunkt der Endoskopie nicht mehr eingenommen wurde, erhielten drei

Patientlnnen Imurek® (=Azathioprin) und Infliximab, sowie jeweils 2 Patientinnen
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Humira® (=Adalimumab) und Methotrexat. Dreimal wurde Pentasa® (=5-ASA)
verordnet und eine Patientln erhielt Cortison. Ebenfalls eine Patientin wurde vor

der Biopsie aufgrund einer Angina tonsillaris mit einem Antibiotikum behandelt.

In der CU-Gruppe wurden drei Patientinnen aktuell mit Cortison therapiert, vier
mit Salofalk® (=5-ASA) und ebenfalls vier mit Imurek®.1 Patient erhielt Ursofalk®
(=Ursodeoxycholsaure) und ein  weiterer wurde  aufgrund einer
Eisenmangelanamie mit Ferretab® therapiert. Vorangegangene Medikationen
waren Mesalazin (1x Pentasa® 1x Salofalk®, 1x Claversal®), 1x Sulfasalazin

(Salazopyrin®), sowie 2x Cortison in Kombination mit Losec® (=Omeprazol).
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Tabelle 3-d: Medikamentdse Therapie (%): a) aktuelle Medikation, b) langzeitanamnestisch zu

erhebende Medikation, die zum Zeitpunkt der Endoskopie nicht mehr eingenommen wurde

Kontrolle MC cuU Andere

n=16 n=17 n=12 n=10
(a) aktuelle Medikation (%)
Antibiotikum 2(12,5) 1(5,88) - 1(1)
Sultanol 1(6,25) - - 1(1)
Singulair 1(6,25) - - -
Antihistaminikum 1(6,25) - - -
Cyklokapron - - - 1(1)
Laxanzien - - - 1(1)
Eisenpraparate 1(6,25) - 1(8,33) 1(1)
Euthyrox 1(6,25) - - -
Oleovit D3 1(6,25) - - -
Probiotikum 1(6,25) 1(5,88) - -
Ditropan 1(6,25) - - -
Paracetamol - 1(5,88) - -
NSRI 1(6,2 - - 1(1)
Protonenpumpeninhibitor 2(12,5) 4 (23,5) - -
Ulcogant - 1(5,88) - -
Anticholingergikum - 1(5,88) - -
Corticosteroide 2(12,5) 2 (11,76) 3 (25,00) -
Azathioprin - 3 (17,65) 4 (33,33) -
Infliximab - 1(5,88) - -
Methotrexat - 1(5,88) - -
Mesalazin - 3(17,65) 4 (33,33) -
Folsaure - 1(5,88) - -
Multibionta-Plus - 1(5,88) - -
Ursofalk - - 1(8,33) -
(b) vorangegangene Medikation (%)
Sultanol 1(6,25) - -
ThromboASS - - - 1(1)
Antibiotikum - 1(5,88) 1(8,33) 1(1)
Ganzyklovir - - - 1(1)
Protonenpumpeninhibitor - - 2(16,67) -
Corticosteroide - 1(5,88) 2(16,67) 1(1)
Azathioprin - 3(17,65) - -
Infliximab - 3 (17,65) - -
Mesalazin - 3 (17,65) 3 (25,00) -
Sulfasalazin - - 1(8,33) -
Methotrexat - 2(11,76) - -
Adalimumab - 2(11,76) - -
Oleovit D3 - 1(5,88) - -
Advit4 - 1(5,88) - -
Eisenpraparate - 2(11,76) - 1(1)
Diflucan 1(6,25) - - -

3.1.5 Laborwerte

Um eine mogliche Korrelation zwischen dem Entzindungsgeschehen und der

Veranderung der Gallensaurentransporterexpression herstellen zu konnen,
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untersuchten wir die Patientinnendaten auf die Entzindungswerte CRP,
Leukozyten und Stuhl-Calprotectin (s. Tab. 3-e). Es zeigte sich, dass die
Leukozyten im Durchschnitt bei allen vier Gruppen im Normbereich waren (8-12
g/l bei Kindern und Jugendlichen). Hingegen - wie auch Tabelle 3-e zu entnehmen
- war das CRP im Durchschnitt in der MC-, aber v.a. auch in der AE-Gruppe
erhoht (Norm fur Kinder/Jugendliche <5 mg/l). Auch in der CU-Gruppe zeigten sich
durchschnittlich leicht erhéhte CRP-Werte, wobei aber nur 3/12 CU-Patientinnen
tatsachlich ein erhéhtes CRP hatten. Bei diesen Patientinnen entsprach der
histologische Befund im Vergleich zu jenem der anderen CU-Patientlnnen einer
als ,hochgradig“ eingestuften aktiven Entzindung. In der Kontrollgruppe lag das
CRP im Normbereich. Hinsichtlich des Stuhl-Calprotectins wurden in allen vier
Gruppen erhéhte Werte gemessen (Norm < 50 ug/g). Der durchschnittlich héchste
Wert ist in der AE-Gruppe zu finden, was sich durch 2 Patientinnen mit Werten
>1800 pg/g bei vergleichsweise geringer Patientinnenanzahl in der AE-Gruppe
erklaren lassen kdnnte. Nur jeweils 1 Patientin aus der MC- und CU-Gruppe wies
normale Stuhl-Calprotectin-Werte auf. Im Vergleich zum CU-Patient konnten bei
der MC-Patientin allerdings erhohte Werte von Leukozyten und CRP
nachgewiesen werden. In der Kontrollgruppe wurden mit maximal 540 pg/g
keinesfalls so hohe Stuhl-Calprotectin-Werte wie in der MC- oder CU-Gruppe

gefunden.

Tabelle 3-e: Entzindungswerte, # St-Calprotectin: Kontrolle n=11, MC n=14, CU n=11, AE n=6

Kontrolle (n=16) MC (n=17) CU (n=12) Andere (n=10)
CRP (mg/l) 2,61+3,22 23,29 + 23,90 9,56 + 16,82 26,65 + 35,02
Leukozyten (g/l) 8,73+6,49 8,73 + 3,32 6,60 +1,12 9,12 +4,46
St-Calprotectin (ug/g) | 168,00 + 162,39 (687,29 + 588,31 545,91 £ 521,77 | 801,00 + 787,97

3.2 Expressionsmuster

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Expressionsmuster erlautert.
Um einen Vergleich der einzelnen Gruppen zur Kontrolle zu erméglichen, wurde
der Wert der Kontroligruppe als 100% angenommen. Wie in den nachsten

Punkten zu sehen ist, entstehen dadurch in den zu vergleichenden Gruppen oft

30



Werte >100%. Zur besseren Veranschaulichung soll die Prozentangabe im

Folgenden dennoch beibehalten werden.

3.2.1 GAPDH

Die Bestimmung der GS-Transporter-Expression erfolgte unter Bezugnahme des
Housekeeping-Gens GAPDH. Wie den Tabellen 3-g und 3-h zu entnehmen ist,
wurde GAPDH im Vergleich zur Kontrollgruppe im Durchschnitt in allen Gruppen
vermehrt exprimiert. Nur die GAPDH-Werte der AE-Gruppe im Colon waren
vergleichsweise niedriger als bei den anderen Patientlnnen. Bei Durchsicht der
einzelnen Werte ist zu sehen, dass diese sowohl in der lleum-, als auch in der
Colon-Gruppe stark variieren. Ein Zusammenhang konnte weder mit dem Alter
noch mit dem Geschlecht gefunden werden. Die Werte der CU-Gruppe (131,9%)
waren im lleum im Vergleich zu jener der Kontrollgruppe signifikant verandert
(p=0,046).

Tabelle 3-f: GAPDH-Werte lleum (1.+2. Durchgang); *p<0,05

Kontrolle | MC aktiv MC niedrig aktiv Cu AE
(n=14) (n=6) (n=10) (n=12) (n=9)
Mean % 100,00 140,77 102,92 131,91* 133,46
SD % 39,10 61,95 24,43 46,86 73,95
GAPDH lleum Kinder
250
200 T
150
100 -
50 -
0 n
Kontrolle MC aktiv MC niedrig-aktiv Cu

Abbildung 2: GAPDH lleum (1. + 2. Durchgang). Angaben in Prozenten
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Tabelle 3-g: GAPDH-Werte Colon (1.+2. Durchgang)

Kontrolle MC CU aktiv | CU niedrig-aktiv AE
(n=16) (n=18) (n=7) (n=6) (n=14)
Mean % 100,00 135,80 111,27 110,22 83,47
SD % 62,00 72,96 67,21 68,16 40,86
GAPDH Colon Kinder
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200
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Abbildung 3: GAPDH Colon (1. + 2. Durchgang). Angaben in Prozenten.

3.2.2 iNOS

Fir diese Studie wurde iINOS als Positivkontrolle verwendet. Nach diesen iNOS-
Werten erfolgte, wie schon in 3.1.1. erwahnt, die Zuordnung zu den ,aktiven“ und
,hiedrig-aktiven“ Gruppen. iNOS war im lleum in der MC aktiv-Gruppe (1368,15%)
gegenutber allen anderen Gruppen signifikant erhoht. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe bestand eine Signifikanz von p=<0,001. MC niedrig-aktiv, CU- und
die AE-Gruppe zeigten nur sehr leichte, nicht signifikante Erhdhungen gegenuber

der Kontrollgruppe.
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Tabelle 3-h: INOS/GAPDH-Werte lleum (1.+2. Durchgang); ***p<0,001

Kontrolle | MC aktiv | MC niedrig-aktiv| CU AE
(n=14) (n=6) (n=9) (n=12) | (n=9)
Mean % 100,00 | 1368,15*** 194,68 169,19 | 205,93
SD % 126,01 816,66 142,64 190,85 | 228,55
INOS/GAPDH lleum
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Abbildung 4: INOS/GAPDH lleum (1. + 2. Durchgang). Angaben in Prozenten.

Im Colon konnte eine signifikante iINOS-Erhdhung der CU aktiv-Patientinnen
(1795%) gegenuber der Kontrollgruppe beobachtet werden (p=<0,001). Die MC-
Gruppe wies die grote Streuung auf, da vor allem ein MC-Patient einen
vergleichsweise hohen iINOS-Wert hatte. Interessanterweise handelte es sich
hierbei um einen Patienten, der sich zwar klinisch in Remission befand,
histologisch allerdings aktiv-entztiindliche Veranderungen in allen Darmabschnitten
(CRP, Leukozyten,

aufwies und dessen Entziindungswerte St-Calprotectin)

ebenfalls erhoht waren.

Tabelle 3-i: INOS/GAPDH-Werte Colon (1.+2. Durchgang); ***p<0,001

Kontrolle MC CU aktiv | CU niedrig-aktiv AE
(n=16) (n=18) (n=7) (n=6) (n=14)
Mean % 100,00 305,93 | 1795,26** 134,87 193,37
SD % 123,73 467,62 1131,91 153,18 231,55
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Abbildung 5: INOS/GAPDH Colon (1. + 2. Durchgang). Angaben in Prozenten.

3.2.3 CYP3A4

Im lleum war CYP3A4 in der MC aktiv Gruppe (25,3%) gegenlber der Kontrolle
signifikant verringert (p=0,006). Ansonsten zeigten die Expressionen von CYP3A4

bei allen Patientlnnen ahnliche und im Vergleich zur Kontrolle leicht erniedrigte

Werte.

Tabelle 3-j: CYP3A4/GAPDH-Werte lleum (3. Durchgang); ** p < 0,01

Kontrolle | MC aktiv | MC niedrig-aktiv Ccu AE
(n=9) (n=3) (n=9) (n=9) (n=5)
Mean % 100,00 25,32** 95,86 87,06 87,37
SD % 30,76 35,64 77,06 46,32 36,78
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Abbildung 6: CYP3A4/GAPDH lleum (3. Durchgang). Angaben in Prozenten.
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Die Streuungen fur die CYP3A4-Expression waren im Colon sehr grof3. Auch hier
konnte kein Grund fur die unterschiedlich hohen Werte gefunden werden.
Aufgrund technischer Probleme mussten vier Patientinnen ausgeschlossen
werden. Die AE-Gruppe wies die groRte mRNA-Expression (571%) von CYP3A4
auf, die im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht war (p=0,037). Ebenfalls
erhoht, aber ohne statistische Signifikanz, war die CU niedrig-aktiv-Gruppe
(198%). Bei der CU aktiv-Gruppe (150%) konnte man zwar eine leichte Steigerung
gegenuber der Kontroll- und MC-Gruppe beobachten, allerdings eine Erniedrigung
im Vergleich zum Mittelwert der CU niedrig-aktiv- und AE-Gruppe. Die Werte der
MC-Patientlnnen (93%) waren durchschnittlich geringer, wenn auch ahnlich denen

der Kontrollgruppe.

Tabelle 3-k: CYP3A4/GAPDH-Werte Colon (1. + 2. Durchgang); # Aufgrund technischer Probleme

konnten nicht alle Daten miteingeschlossen werden; *p<0,05

Kontrolle MC CU aktiv | CU niedrig-aktiv AE
(n=14)* | (n=17)*| (n=T7) (n=6) (n=14)
Mean % 100,00 | 93,42 | 150,19 198,38 571,25*
SD % 89,10 87,50 | 142,75 328,03 796,65
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Abbildung 7: CYP3A4/GAPDH Colon (1. + 2. Durchgang). Angaben in Prozenten.

3.2.4 GLP1

Bei den lleumbiopsien zeigte sich, dass GLP1 im Durchschnitt im Vergleich zu den
anderen Gruppen in der MC aktiv- und AE-Gruppe erhoht war - allerdings nicht
signifikant. Als Grund fir diese Erhéhung kénnte die Tatsache, dass in diesen
beiden Gruppen die Teilnehmerzahl erheblich geringer war als in den
Vergleichsgruppen, tUberlegt werden. MC niedrig-aktiv und CU zeigten zwar leichte
Erniedrigungen gegentber der Kontrollgruppe, allerdings keine signifikanten

Veranderungen.

Tabelle 3-1: GLP1/GAPDH-Werte lleum (3. Durchgang)

Kontrolle | MC aktiv MC niedrig-aktiv Cu AE
(n=9) (n=3) (n=9) (n=9) (n=5)
Mean % 100,00 171,05 85,15 90,84 128,25
SD % 44,09 94,21 58,38 54,76 58,60
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Abbildung 8: GLP1/GAPDH lleum (3. Durchgang). Angaben in Prozenten.

GLP1 war im Colon in allen Gruppen leicht und fir die AE-Gruppe im Vergleich

zur Kontrollgruppe sogar signifikant erhéht (p=0,041). In der MC- und AE-Gruppe

gab es grol3e Streuungen. Grund hierfur war, dass in diesen Gruppen jeweils zwei

Patientinnen sehr hohe Werte erreichten.

erklarende Zusammenhange dafir gefunden werden.

Tabelle 3-m: GLP1/GAPDH-Werte Colon (3. Durchgang); # hier wurden Daten aufgrund

technischer Probleme entfernt; * p<0,05

Es konnten keine Grinde oder

Kontrolle MC CU aktiv CU niedrig-aktiv AE
(n=13)* | (n=15) (n=5) (n=5) (n=6)
Mean % 100,00 191,73 182,78 150,24 272,33
SD % 83,38 173,94 101,08 108,58 263,72
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Abbildung 9: GLP1/GAPDH Colon (3. Durchgang). Angaben in Prozenten.

3.2.5 MRP3

Die Expression des basolateralen GS-Transporters MRP3 wurde in dieser Studie
nur im Colon untersucht. Die Kontroll- und die AE-Gruppe wiesen die hdchsten,
aber ahnliche Werte auf. CU-aktiv-Patientinnen hatten im Durchschnitt eine
gegenuber allen anderen Gruppen verringerte MRP3-Expression, die gegenlber
der Kontrollgruppe mit einer p=0,051 sogar an der Grenze zur statistischen
Signifikanz lag. Die Werte der CU-niedrig-aktiv-Gruppe (74,4%) waren insgesamt
hoéher als die der CU-aktiv-Patientinnen (60,4%), allerdings geringer, als die der
anderen Gruppen. Der MRP3-Mittelwert bei MC-Patientinnen (78,2%) war hoher
als in den CU-Gruppen, aber im Vergleich zur Kontroll- und AE-Gruppe sichtbar

verringert. Eine statistische Signifikanz konnte jedoch nirgends erreicht werden.

Tabelle 3-n: MRP3/GAPDH-Werte Colon (1.+2. Durchgang)

Kontrolle MC CU aktiv | CU niedrig-aktiv AE
(n=16) (n=18) (n=7) (n=6) (n=14)
Mean % 100,00 78,16 60,42 74,38 95,35
SD % 45,68 30,31 32,18 10,86 29,08
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Abbildung 10: MRP3/GAPDH Colon (1. + 2. Durchgang). Angaben in Prozenten.

3.2.6 ASBT

In Tabelle 3-p ist zu erkennen, dass die mRNA-Expression von ASBT bei
Patientinnen mit aktivem MC (15,6%) gegenuber der Kontrollgruppe signifikant
verringert war (p=<0,001). In der MC-niedrig-aktiv-Gruppe (52,3%) war ASBT zwar
im Durchschnitt starker exprimiert als bei den MC-aktiv-Patientlnnen, aber im
Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls signifikant verringert (p=0,006). Leichte
ASBT-Erniedrigungen gegenuber der Kontrollgruppe konnten bei CU- und AE-

Patientinnen festgestellt werden.

Tabelle 3-0: ASBT/GAPDH-Werte lleum (1.+ 2. Durchgang); **p<0,01; ***p<0,001

Kontrolle MC aktiv MC niedrig-aktiv Ccu AE
(n=14) (n=6) (n=9) (n=12) | (n=9)
Mean % 100,00 15,64*** 52,33** 93,10 | 76,32
SD % 37,40 17,03 37,33 62,12 | 56,56
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Abbildung 11: ASBT/GAPDH lleum (1. + 2. Durchgang). Angaben in Prozenten.

3.2.7 FXR

Fur die Expression des Kernrezeptors FXR zeigte sich gegenuber der

Kontrollgruppe eine Verminderung in allen Gruppen. Fur die MC-aktiv-Gruppe

(59,5%) ergab sich eine signifikante Reduktion gegenlber der Kontrollgruppe

(p=0,019). Die zweitniedrigsten Werte zeigte die CU-Gruppe (78,1%), gefolgt von

den MC-niedrig-aktiv- (83,3%) und AE-Patientinnen, wobei diese drei Gruppen

sehr ahnliche Werte aufwiesen.

Tabelle 3-p: FXR/GAPDH-Werte lleum (1.+2. Durchgang), *p<0,05

Kontrolle MC aktiv MC niedrig-aktiv Ccu AE
(n=14) (n=6) (n=9) (n=12) | (n=9)
Mean % 100,00 59,45* 83,28 78,13 | 88,47
SD % 35,20 29,75 53,31 31,31 | 40,61
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Abbildung 12: FXR/GAPDH lleum (1. + 2. Durchgang). Angaben in Prozenten.

3.2.8 FGF19

Die Expression von FGF19 wurde im lleum gemessen. Die Werte waren innerhalb
jeder einzelnen Gruppe sehr unterschiedlich, allerdings ist besonders in der MC-
niedrig-aktiv-Gruppe eine groRe Streuung auffallig. Dies liegt an 2 Patientinnen,
deren Werte stark abweichen. Auch in der AE-Gruppe gab es vor allem eine
Patientin, deren FGF19-mRNA-Expression besonders stark ausgepragt war. Fur
diese drei Patientinnen konnte in eingehenden Nachforschungen dennoch keine
Ubereinstimmung in den Laborbefunden, in Geschlecht, Alter, Medikation oder
Erkrankungsanamnese gefunden werden. Ohne Ausschluss dieser erhdhten
Werte, ergab sich eine nicht signifikante FGF19-Erniedrigung fir die MCaktiv-
Patientinnen gegenlber allen Gruppen, sowie eine weniger starke Erniedrigung
fur die CU-Gruppe. Die durchschnittlich hochsten Werte kamen in der MCinaktiv-
Gruppe vor, gefolgt von der AE-Gruppe, deren FGF19-mRNA-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe an der Grenze zur Signifikanz lag (p=0,051).

Tabelle 3-q: FGF19/GAPDH-Werte lleum (3. Durchgang)

Kontrolle MC aktiv MC niedrig-inaktiv CuU AE
(n=9) (n=3) (n=9) (n=9) | (n=3)
Mean % 100,0 41 303,3 51,0 288,8
SD % 94,8 3,7 618,4 76,8 234,5
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Abbildung 13: FGF19/GAPDH lleum ( 3. Durchgang). Angaben in Prozenten.

3.2.9 Ubersicht der Expressionsmuster

K MC CU aktiv CU niedrig aktiv AE

GAPDH PN — — JEN PN
iNOS | o o 1 o =
CYP3A4 — — — — T
6Pt | o o o o i
MRP3 | o l* o =

Abbildung 14: Ubersicht der Expressionsmuster in den Colonbiopsien. * keine statistische

Signifikanz, jedoch tendenziell verringert

In Abbildung 14 ist zu erkennen, dass signifikante Expressionsveranderungen bei
den Colonbiopsien lediglich in den Gruppen CUaktiv und AE auftraten. Im aktiven
CU-Stadium zeigte sich eine signifikante INOS-Erhéhung, sowie eine tendenzielle
Expressionsverringerung des GS-Transporters MRP3, welche an der Grenze zur

statistischen Signifikanz lag (p=0,051). In der Gruppe der AE kam es in den
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Colonbiopsien zur signifikanten Erhdhung des Detoxifikationsenzyms CYP3A4, als
auch von GLP1.

K MC aktiv  MC niedrig aktiv Ccu AE

GAPDH «> «— «—> «— —>
iNOS — T — — «—
CYP3Ad4 | T > > >
GLP1 —> — — — —
ASBT > i l > >
FXR > i > PEEN PEEN
FGF19 —> —> —> — —

Abbildung 15: Ubersicht der Expressionsmuster in den lleumbiopsien.

Signifikante Expressionsveranderungen in den lleumbiopsien konnten nur in den
Gruppen MC aktiv und MC niedrig aktiv nachgewiesen werden. Wahrend iNOS
und CYP3A4 in der MCaktiv-Gruppe erhoht waren, kam es in dieser Gruppe MC
aktiv zu einer signifikanten Erniedrigung des GS-Transporters ASBT und des
Kernrezeptors FXR. In Abbildung 15 ist zu sehen, dass in der Remissionsphase
bzw. wahrend niedrig aktiven Stadien des MC bis auf eine signifikante
Erniedrigung von ASBT keine zur Kontroligruppe verglichene grol3e

Expressionsveranderung auftrat.
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie hatte das Ziel, Veranderungen der Expression von GS-
Transportern bei padiatrischen CED zu untersuchen. GS-Transporter haben eine
wichtige Schlusselfunktion fur die Regulation des enterohepatischen Kreislaufs
und damit die Aufrechterhaltung des GS-Pools. Eine intestinale Entziindung, wie
sie im Rahmen eines MC oder einer CU vorkommt, fihrt zu massiven
Zelluntergangen, GS-Malabsorption und daraus resultierender Diarrhoe. Dies lasst
Veranderungen der GS-Transporter-Expression in den noch vitalen Enterozyten
vermuten. In Voruntersuchungen konnte bereits bei MC-Patientinnen eine
signifikante Suppression des wichtigsten apikalen Aufnahmetransporters ASBT
bewiesen werden (105) und auch vorangegangene Untersuchungen der
Medizinischen Universitat Graz zeigten bei erwachsenen MC- und CU-
Patientinnen signifikante Reduktionen von ASBT im lleum bzw. MRP3, OSTa und
OSTB im Colon (Jahnel & Trauner et al., nicht veréffentlicht). Da sich jene
Erwachsene bereits in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien befanden und eine
Beeinflussung der GS-Transporter-Expression durch deren Medikation, sowie
deren Begleit- bzw. Vorerkrankungen nicht auszuschlieRen war, sollte diese
Studie nun die Situation bei Kindern und Jugendlichen beleuchten, bei denen eine
CED erst kurzlich bzw. neu diagnostiziert wurde und bei denen im Vergleich zu

dem erwachsenen Patientengut keine oder kaum Vormedikationen bestehen.

Wir erwarteten bei dieser Studie vor allem eine Suppression von GS-Transportern
dort, wo die Entzindung vorliegt. Als Positivkontrolle verwendeten wir iNOS,
welches bei Entziindungen vermehrt exprimiert wird. Da wir innerhalb der MC- und
CU-Gruppen Unterschiede in der Hohe der iNOS-Werte erkennen konnten,
entschlossen wir uns dazu, je nach Hohe der Werte, eine weitere Unterteilung in
eine jeweils aktive bzw. niedrig-aktive (z.B. MC-aktiv, MC-niedrig-aktiv) Gruppe
durchzufihren. Somit ergab sich eine signifikante Erhdhung fur die MC-aktiv-
Gruppe im lleum (p=<0,001) und fur die CU-aktiv-Gruppe im Colon (p=<0,001),
was auf eine verstarkte Inflammation in aktiven CED-Stadien hinweist. Diese
Einteilung ging auch mit einheitlichen Werten innerhalb der Gruppen bei anderen
untersuchten Parametern (z.B.: ASBT, MRP3 etc.) einher. Die Hohe der iINOS-
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Werte korrelierte jedoch nicht immer mit dem klinischen Bild, den histologischen
Ergebnissen oder den untersuchten Laborwerten. So gab es Patientlnnen, die
niedrige iINOS-Werte aufwiesen und daher als ,niedrig-aktiv® bezeichnet wurden,
aber klinisch unter Diarrhoen litten, sowie in der Histologie Entzindungszeichen
aufwiesen und vice versa. Dies konnte einerseits bedeuten, dass es zwar eine
Korrelation zwischen iNOS und der Expression von GS-Transportern gibt, jedoch
ein Zusammenhang zwischen iINOS und dem klinischen Auspragungsbild der
Erkrankung nicht zwingend bestehen muss. Andererseits konnten moglicherweise
auch nicht-entzindete Bereiche bei klinisch auffalligen Patientlnnen biopsiert
worden sein und umgekehrt. Diagnostisch muss aus inflammierten und
makroskopisch eher unauffalligen Arealen biopsiert werden. Eventuell wurden
daher fir diese Studie von den oben genannten Patientinnen Biopsien aus

besagten nur wenig entziindeten Bereichen verwendet.

Bezlglich der ASBT-mRNA-Expression zeigten unsere Daten eine signifikante
Reduktion bei aktiven MC-Patientinnen auf 15,6% (p=<0,001), welche bei niedrig-
aktiven MC-Patientinnen mit 52,33% (p=0,006) ebenfalls bestand. Dies lasst
darauf schlie®en, dass im akut-entzindlichen Schub die ASBT-mRNA-Expression
bei MC hinunterreguliert wird und sich dieser Prozess in der niedrig-aktiven Phase
offensichtlich etwas erholt, jedoch nach wie vor eine Einschrankung des GS-
Transports Uber ASBT bestehen bleibt. Grund daflr kdnnten proinflammatorische
Zytokine sein, die im Rahmen einer Akut-Phase-Reaktion ausgeschuttet werden
und womaoglich Uber die Bindung an FXR zu dessen verminderter Aktivitat und wie
unten beschrieben, offensichtlich auch zu dessen verminderter Expression fuhren
und dadurch eine reduzierte Expression von ASBT bewirken. Eine weitere
Maglichkeit kdnnten genetische Variationen innerhalb der MC-Gruppe sein. In
einer bereits 1995 durchgefihren amerikanischen Studie wurde bei einem MC-
Patienten eine Dysfunktion des Na+/GS-Cotransporters ASBT identifiziert, wofur
man anfanglich eine Punktmutation, bei der ein Prolin durch ein Serin in Position
290 ersetzt wurde, verantwortlich machte. Allerdings konnte diese Mutation
ebenfalls in gesunden Probanden gefunden werden, weshalb eine sichere
Beziehung zur Krankheitsentstehung von MC nicht nachweisbar war (106).
Weiters konnten Genomsequenzierungen und in vitro Studien bei gesunden

Personen das Vorhandensein von multiplen funktionell relevanten Variationen des
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Gens SLC10A2 (welches fur ASBT kodiert) beweisen, was madglicherweise die
GS-Homoostase und Physiolgie beeinflusst (107). Dies lasst eine Annahme des
Zusammenhangs zwischen Mutationen im SLC10A2 Gen und CED zu.

Dahingehende Studien sind momentan allerdings noch ausstandig.

Unseren Daten ist zu entnehmen, dass die mMRNA-Expression des
Abgabesystems MRP3 im Colon bei allen untersuchten Gruppen und v.a. bei
aktiven CU-Patientinnen im Vergleich zur Kontroligruppe verringert ist, wobei
hierfur nur knapp keine Signifikanz besteht (p=0,051). Dieses Ergebnis scheint
somit nicht vollstandig mit dem der Untersuchungen bei Erwachsenen
Ubereinzustimmen, bei welchen eine signifikant verminderte Expression von
MRP3 bei CU beobachtet wurde (Jahnel & Trauner et al., nicht publiziert). Man
konnte nun annehmen, dass die MRP3-mRNA-Expression bei Kindern und
Jugendlichen bzw. in frihen Stadien einer CED tatsachlich noch nicht in gleich
starkem Ausmal} reduziert ist wie bei Erwachsenen bzw. fortgeschrittenen Stadien
und dass die Expressionsverringerung am Beginn der Erkrankung eventuell noch
uber Adaptationsvorgange verzogert wird, die spater bei Erwachsenen nicht mehr
ausreichend sind. Da die Daten allerdings auf eine tendenzielle Erniedrigung der
MRP3-mRNA-Expression hinweisen, koénnte bei einer groReren und
einheitlicheren Gruppe padiatrischer Patientinnen wahrscheinlich ebenfalls eine
signifikante Reduktion fur aktive CU-Stadien zu zeigen sein (hier K: n=16, CU-
aktiv: n=7).

Im lleum untersuchten wir die Veranderung des Kernrezeptors FXR, der durch GS
aktiviert als Transkriptionsfaktor fungiert und Uber Feedback- und Forward-
Mechanismen die GS-Synthese und die Expression von GS-Transportern
reguliert. Wir erwarteten auch hier eine Suppression. Theoretisch musste der
massive Zelluntergang im Rahmen des Entzindungsgeschehens eine verstarkte
Expression von Aufnahme- (z.B. ASBT) und Abgabesystemen (z.B. MRP3) in
nicht befallenen Darmabschnitten nach sich ziehen. Unsere Vermutung war
jedoch, dass proinflammatorische  Zytokine  dieser  Hinaufregulation
entgegenwirken, indem sie die Expression und DNA-Bindung von Kernrezeptoren
wie FXR hemmen und somit die Senkung der GS-Transporter-Expression in

gesunden Darmabschnitten bewirken. Dies wurde bereits in anderen Studien
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beobachtet (99). Zusatzlich oder gerade deswegen kann durch eine verminderte
GS-Konzentration im Enterozyt eine intrazellulare Hinunterregulation von FXR und
auch von CYP3A4 (s.u.) bewirkt werden. Bei Durchsicht unserer Daten bestatigte
sich, dass FXR bei aktiven MC-Patientinnen signifikant verringert war (p=0,019).
Dies zeigt uns, dass womoglich nicht nur die Aktivitat und DNA-Bindung dieses
Kernrezeptors im Rahmen einer CED beeinflusst wird, sondern dass ebenfalls
eine Reduktion der FXR-Expression an sich zu einer verringerten GS-Transporter-
Expression fuhrt. In einer Schweizer Studie konnte man bei Erwachsenen zeigen,
dass gewisse Genvariationen des fur FXR kodierenden NR1H4-Gens (nuclear
receptor subfamily 1, group H, member4) bei CED vermindert (rs3863377) bzw.
erhoht (rs56163822) vorkommen (108). Diese Reduktion von bestimmten
Genvariationen, die offenbar einen Zusammenhang zwischen FXR und einer
intestinalen Schutzfunktion darstellen, konnte daher auch in unserer Studie bei

Kindern und Jugendlichen ein Mitgrund fur die Entstehung einer CED sein.

Eine nicht signifikante Reduktion der FGF19-mRNA-Expression im lleum konnte
fur die MC-aktiv- und interessanterweise auch fur die CU-Gruppe festgestellt
werden, obwohl bei CU-Patientinnen das terminale lleum nicht mitbetroffen war.
Eine sog. ,backwash-ileitis® konnte bei keiner/m unserer CU-Patientinnen
festgestellt werden. Grundsatzlich erwies sich die Beurteilung als aulierst
schwierig, da immense Streuungen in allen Gruppen auftraten. In der MC-niedrig-
aktiv- und AE-Gruppe gab es insgesamt 3 Patientlnnen, deren Werte fur FGF19
massiv hoch waren. Trotz eingehenden Nachforschungen konnte dennoch kein
Zusammenhang zwischen den Laborbefunden, Geschlecht, Alter, Medikation oder
Erkrankungsanamnese gefunden werden. Der anfangliche Verdacht eines
Zusammenhangs zwischen einer hohen FGF19-mRNA-Expression und der
Einnahme von Imurek, konnte nicht bestatigt werden, da nur 2 dieser 3
Patientinnen eine Imurek-Therapie erhielten und die FGF19-Werte anderer
Imurek-Patientinnen keine Erhéhung aufwiesen. Beim Vergleich mit der Héhe der
FXR-Werte dieser Patientinnen konnte interessanterweise ebenfalls keine
Assoziation hergestellt werden, was den Verdacht aufwarf, dass das Problem bei
diesen Patientlnnen nicht ein intestinales sondern evlt. ein hepatisches war.
Allerdings konnten wir weder in den Laborwerten noch in sonstigen Befunden

Hinweise auf eine Lebererkrankung finden. In einer japanischen Studie stellte man
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fest, dass ATF4 (activating transcription factor 4), welches als Antwort auf Stress
im endoplasmatischen Retikulum (ER) aktiviert wird, in intestinalen humanen
epithelialen CaCo-2 Zellen eine erhdhte FGF19-mRNA-Expression induziert.
Interessanterweise war FXR an dieser ER-Stress-vermittelten FGF19 Induktion
auch nicht beteiligt (109). Eventuell gibt es daher einen Zusammenhang mit
unseren erhohten FGF19-Werten, allerdings musste hierfur erst ER-Stress in den
Zellen unserer Biopsien nachgewiesen werden. Eine wahrscheinlichere Erklarung
ware allerdings entweder eine Mutation des Aktivators oder des FGF19-
Promotors, wodurch es zu einer verstarkten Bindung des Aktivators kommt und

somit die Expression des Gens erhoht wird.

Die mRNA-Expression des Detoxifikationsenzyms CYP3A4 war fur die MCaktiv-
Gruppe im lleum gegenuber der Kontrollgruppe signifikant verringert (p=0,006).
Die Werte der MC-niedrig-aktiv-Patientinnen waren dagegen wieder ahnlich hoch
wie jene der Kontrollgruppe. Dies koénnte ein Hinweis darauf sein, dass
proinflammatorische Zytokine eventuell durch modulierende Einwirkungen auf
Funktion und/oder Expression ausschlaggebender Kernrezeptoren, die
Suppression von CYP3A4 im Entzindungsgeschehen induzieren, im inaktiven
Stadium die verminderte Expression jedoch wieder reversibel ist. Dies wirde auch
mit der von uns beobachteten Unterdruckung der FXR-mRNA-Expression in
derselben Gruppe zusammenpassen. Es sei allerdings darauf hingewiesen, dass
die MC-aktiv-Gruppe fur CYP3A4 nur 3 Patientinnen inkludierte und damit im
Vergleich zur Kontrollgruppe (n=9) eine viel niedrigere Patientinnenanzahl hatte.
Die Beurteilung der CYP3A4-Expression im Colon war aufgrund der flr uns
unerklarbar gro3en Streuungen, die interessanterweise auch in der
Erwachsenenstudie von Jahnel & Trauner et al. aufgetreten waren, sehr schwierig.
Die signifikante Erhdhung in der AE-Gruppe im Colon (p=0,041) gegenuber der
Kontrollgruppe ist daher vermutlich nicht aussagekraftig. Erwdhnenswert sei
ebenfalls, dass alle 3 mit Pentasa therapierten MC-Patientinnen sowie der einzige
mit Salofalk therapierte MC-Patient stark erniedrigte CYP3A4-Werte im lleum
aufwiesen, wo der Wirkstoff hauptsachlich freigesetzt wird. Bei mit Salofalk
therapierten CU-Patientinnen konnten im Colon keine auffalligen CYP3A4-Werte
beobachtet werden. Dies lasst evtl. einen inhibitorischen Effekt von 5-ASA auf
CYP3A4 vermuten.
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Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass durch die signifikante Suppression
des GS-Aufnahmesystems ASBT bei hoch-aktiven und auch bei niedrig-aktiven
MC-Patientlnnen die GS-Aufnahme in den Enterozyten des terminalen lleums
uber diesen Transporter bei Kindern und Jugendlichen eingeschrankt ist, wobei
eine leichte Verbesserung im niedrig-aktiven Stadium besteht. AulRerdem ist zu
erkennen, dass auch die Expression von FXR im lleum bei hoch-aktiven MC-
Patientinnen durch das entzliindliche Geschehen signifikant verringert ist und
damit eine GS-Transporterexpression verhindert wird. Fur die MRP3-Expression
gab es zwar keine Signifikanz, allerdings zeigte sich eine deutlich tendenzielle
Verringerung bei hoch-aktiven CU-Patientinnen im Colon. Somit kann an dieser
Stelle noch keine eindeutige Aussage Uber die Rolle des GS-Abgabesystems
MRP3 bei CED bei Kindern und Jugendlichen gemacht werden, weswegen dies
mit einer hoheren Fallzahl untersucht und eventuell mit der Hohe der FXR-mRNA-

Expression verglichen werden musste.

Um die Aussagekraft einer Studie wie dieser zu erhdhen, waren eine grof3ere und
gleichmalligere Patientinnenanzahl in den einzelnen Gruppen, sowie
moglicherweise eine Einteilung in bestimmte Altersgruppen von Vorteil. Da bei
Kindern und Jugendlichen mit CED in Remission Kontrollileokoloskopien in
mehrjahrigem Abstand durchgefuhrt werden, war die Anzahl der tatsachlichen
Remissionspatientinnen niedrig. Eine besondere Konzentration auf diese
Patientinnengruppe im Vergleich zu aktiven Stadien ware fir nachfolgende
Studien daher erstrebenswert. Zusatzlich ist eine Bestimmung des
Zusammenhangs der mRNA-Expression von FXR und basolateralen
Abgabesystemen wie MRP3 oder OSTa/OSTB von Interesse. Die Ergebnisse
unserer Untersuchungen koénnen in weiterer Folge die Basis fur zuklnftige
Forschung bezuglich einer gezielten medikamentdosen Therapie der
Veranderungen im GS-Transport und -—Stoffwechsel bei frihen CED durch
nukleare GS-Rezeptor-Agonisten (z.B.: FXR-Agonist GW4064) bedeuten, die sich
derzeit im Entwicklungsstadium befinden. In anderen Studien wurde bereits eine
positive Wirkung einer FXR-Aktivierung auf das Entzindungsgeschehen

festgestellt, indem es die Inflammation hemmt und die intestinale Barrierefunktion
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bei CED bewahrt (110,111). Dies konnte einen neuen therapeutischen Ansatz bei

GS-assoziierten Diarrhoen bei padiatrischen, aber auch adulten CED darstellen.
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Anhang - Projektplan

e 12.06.2012: erste Kontaktaufnahme mit OA Dr. Jahnel

e 20.06.2012: erstes Treffen mit OA Dr. Jahnel und Besprechung des

Diplomarbeitsthemas

e 26.06.2012: 2. Treffen mit OA Dr. Jahnel und Beginn der Erstellung des

Konzeptformulars

e 27.06.2012 — September 2013: wochentliches Meeting jeden Mittwoch um

7:30 mit OA Dr. Jahnel und den anderen Diplomandinnen

e August 2012: Ubermittlung der bisherigen Daten und Beginn der
Auswertung, statistischer Berechnungen, Erstellung der Tabellen und
Grafiken. Beginn des Studiums der Patientinnendaten und Einarbeitung in
Medocs, Anlegen von Patientlnnenregistern, Tabellen,
Gruppeneinteilungen etc. Beginn der schriftichen Verfassung der

Diplomarbeit.

e Janner 2013: 3. Durchgang der Bearbeitung der Biopsien, Auswertung der
Daten mit Erstellung von Tabellen, statistischer Auswertung und grafischer
Darstellung der neuen Patientinnen- bzw. der neuen Biopsie-Daten

e Marz 2014: Fertigstellung der Diplomarbeit

e April-Juni: Korrekturen
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