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Zusammenfassung

Einleitung: Biomarker spielen in der Diagnostik von chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen (CED) eine wichtige Rolle, da sie simple, kostengunstige und
risikolose Mittel zur Evaluierung der Krankheitsaktivitat darstellen. Da die derzeit in
der Kklinischen Praxis als Biomarker fur CED verwendeten Laborparameter
zahlreichen Limitationen bezlglich ihrer Anwendungsgebiete, Sensitivitdt und
Spezifitdt unterliegen, ist es von grolRer Wichtigkeit, nach neuen Biomarkern zu
suchen. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden Citrullin, D-Laktat, |-FABP
(intestinal fatty acid binding protein) und B-D-Glukan auf ihr Potential als
Biomarker fur CED untersucht.

Methoden: In die Studie wurden 14 Patientinnen mit Colitis ulcerosa und 25
Patientinnen mit Morbus Crohn, sowie 42 gesunde Kontrollen eingeschlossen. [3-
D-Glukan, Citrullin und [-FABP wurden aus dem Serum und D-Laktat aus dem
Harn bestimmt und mit den etablierten Biomarkern CRP und Calprotectin
verglichen. Weiters wurden Korrelationsanalysen mit dem Mayo-Score fur Colitis
ulcerosa, sowie dem Harvey-Bradshaw-Index fur Morbus Crohn durchgefuhrt.
Ergebnisse: Sowohl in der Patientinnen- als auch in der Kontrollgruppe lag der
Medianwert von B-D-Glukan unter der Nachweisgrenze von 15,38 pg/ml, es
konnte jedoch eine schwache Korrelation mit CRP und Calprotectin festgestellt
werden. Fur Citrullin konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
CED-Patientinnen und Kontrollen (p = 0,253), sowie zwischen Patientlnnen mit
Morbus Crohn und jenen mit Colitis ulcerosa (p = 0,699) ermittelt werden, es
zeigte sich aber eine mittelstarke negative Korrelation mit CRP und Calprotectin.
Bei dem aus dem Harn bestimmten D-Laktat konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen CED-Patientinnen und Kontrollen festgestellt werden (p = 0,828),
allerdings waren die D-Laktat-Werte bei Colitis ulcerosa signifikant héher als bei
Morbus Crohn (p = 0,041). Fir I-FABP konnte weder zwischen Patientinnen und
Kontrollen (p = 0,070), noch zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (p =
0,279) unterschiedliche Medianwerte ermittelt werden. Es zeigte sich eine
schwache Korrelation mit Calprotectin, jedoch keine Korrelation mit CRP.
Diskussion: Besonders Citrullin und D-Laktat lieferten interessante Ergebnisse,
welche auf das Potential dieser Laborparameter, in Zukunft eine Rolle als
Biomarker fur CED zu spielen, hinweisen. GroRer angelegte Studien sind

vonnoéten, um diese Erkenntnisse zu festigen.




Abstract

Introduction: Biomarkers play an important role in the diagnostics of inflammatory
bowel disease (IBD), because they are relatively simple, cheap and risk-free tools
to assess disease activity. The laboratory parameters that are currently being used
as biomarkers for IBD are subject to different limitations concerning their areas of
application, sensitivity and specificity. For this reason, finding more specific,
sensitive and responsive markers of inflammation is of great importance. The aim
of this study was to determine whether Citrulline, D-Lactate, I-FABP (intestinal
fatty acid binding protein) and B-D-Glucane have the potential to serve as
biomarkers for IBD.

Methods: In this study, 14 patients with ulcerative colitis and 25 patients with
Crohn’s disease as well as 42 healthy controls were included. B-D-glucane,
Citrulline and I-FABP were detected from serum, and D-lactate was determined
from urine samples. These parameters were then compared with the already
established biomarkers CRP (c-reactive protein) and Calprotectin. Furthermore,
correlation analysis with the Mayo-Score for ulcerative colitis and the Harvey-
Bradshaw-Index for Crohn’s disease was performed.

Results: In the patients group as well as the control group, the median values of
B-D-glucane were below the limit of detection of 15,38 pg/ml. A weak correlation
with CRP and Calprotectin was found. For Citrulline, no statistically significant
difference was found between serum levels in IBD patients and healthy controls (p
= 0,253), as well as between patients with ulcerative colitis and Crohn’s disease.
Nevertheless, a moderate negative correlation with CRP and Calprotectin was
shown. For D-Lactate, no significant difference between urine levels of IBD-
patients and healthy controls (p = 0,828) was determined, but the median levels in
patients with ulcerative colitis were significantly higher than in patients with
Crohn’s disease (p = 0,041). Concerning I-FABP, neither for patients and healthy
controls (p = 0,070), nor for Crohn’s disease and ulcerative colitis (p = 0,279),
significant differences in median serum levels was shown. A weak correlation with
Calprotectin, but no correlation with CRP was determined.

Discussion: Especially Citrulline and D-Lactate showed promising results that
indicate that these two laboratory parameters could potentially be used as
biomarkers for IBD in the future. Further studies will be necessary to confirm these

findings.
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Glossar und Abkiirzungen
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Hochleistungsflissigkeitschromatografie

Englisch: intestinal fatty acid binding protein, intestinales
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1. Einleitung

1.1 Einfiihrung und Zielsetzung

Die Diagnose einer chronisch entzindlichen Darmerkrankung (CED) bedeutet fur
viele Patientinnen, dass diese sie lebenslang begleiten wird. Um eine
bestmogliche Lebensqualitat zu erreichen, ist in den meisten Fallen eine
langfristige Therapie vonnoten. Nur mittels exakter und verlasslicher
diagnostischer Methoden konnen die Art, die Lokalisation und der Aktivitatsgrad
der Erkrankung ermittelt werden, nach welcher sich wiederum die Therapie richtet.
Die Methoden der Diagnostik sollten dabei so einfach, risikolos und minimal
invasiv wie moglich sein. Biomarker, im Sinne von Parametern, welche im Blut,
Harn oder Stuhl von Patientinnen detektiert werden kénnen und Auskunft Gber
deren Gesundheitszustand geben, nehmen hierbei eine zentrale Rolle ein.

Im klinischen Alltag und fur Studienzwecke wird bereits eine Reihe von
Biomarkern angewendet, diese unterliegen jedoch, bezlglich ihrer Sensitivitat,
Spezifitdt und Praktikabilitat, bestimmten Limitierungen. Deshalb stellt die Suche
nach neuen, besseren Biomarkern ein Uberaus interessantes und notwendiges
Forschungsgebiet dar.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit werden die derzeitig in Verwendung befindlichen
Biomarker fur CED samt deren Aufgaben, Vor- und Nachteilen besprochen. Im
Anschluss werden die Ergebnisse einer prospektiven Studie prasentiert, bei der
aktuelle, sowie potenziell neue Biomarker bei Patientinnen mit einer CED, sowie

gesunden Vergleichspersonen bestimmt wurden.

1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Der Begriff chronisch entzindliche Darmerkrankungen bezeichnet eine Gruppe
von Erkrankungen, welche durch chronisch-rezidivierende oder persistierende
Entzundungen des Darms, verbunden mit einer Imbalance der korpereigenen
Immunabwehr charakterisiert sind. Die Vertreter der CED sind Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn. In den folgenden Kapiteln werden diese beiden Erkrankungen

gemeinsam behandelt, auf die Unterschiede wird jedoch jeweils hingewiesen.




1.2.1 Epidemiologie

In Europa leiden in etwa zwischen 2,5 und 3 Millionen Menschen an einer CED,
wobei Inzidenz und Pravalenz im Steigen sind[1]. In den Industrienationen zeigt
sich eine hohere Pravalenz als in Entwicklungslandern, aulerdem besteht ein
Nord-Sud-Gradient, wobei neuere geoepidemiologische Studien zeigen, dass mit
der wirtschaftlichen und kulturellen Annaherung einiger sudlicher Lander an die
Industrienationen die Pravalenz der CED steigt. Als Ursachen dafur werden
veranderte Lebens- sowie Ernahrungsgewohnheiten diskutiert, welche eventuell
eine Anderung der Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms zur Folge
haben kdnnten[2].

Die Erstmanifestation einer CED erfolgt meist im frihen Erwachsenenalter,
grundsatzlich kdnnen aber Personen jedes Lebensalters erkranken. Frauen sind

gleichermal3en von CED betroffen wie Manner.

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist nach wie vor
nicht vollstandig geklart. Es wird vermutet, dass es aufgrund einer Imbalance der
intestinalen Immunantwort auf luminale Faktoren (vor allem Bakterien) zu der
Entzindungsreaktion kommt. Wichtig bezlglich der Pathogenese der Erkrankung
ist eine erhohte Permeabilitat der Darmschleimhaut, die die Auseinandersetzung
des mukosalen Immunsystems mit dem luminalen Darminhalt verstarkt. Generell
wird angenommen, dass bei der Entstehung einer CED eine Kombination aus

genetischen, luminalen und Umweltfaktoren wirksam ist.

1.2.2.1 Genetik

Bei 5-10% der Patientinnen mit einer CED ist eine familidare Haufung bekannt und
bei genomweiten Assoziationsstudien (GWAS, engl. genome-wide association
studies) wurden 99 Risikoloci im Erbmaterial identifiziert, von denen 28 sowohl fir
Morbus Crohn als auch fur Colitis ulcerosa als pradisponierend angesehen
werden([3].

Es handelt sich dabei beispielsweise um Mutationen an Genen, die fur eine
funktionierende Barrierefunktion der Darmwand verantwortlich sind. Solche Gene
waren CDH1, GNA12 und PTPN2, oder das NOD2-Gen, welches eine wichtige

2



Rolle in der angeborenen Immunantwort spielt, da es fur ein Protein codiert,

welches als Rezeptor fur bestimmte Bestandteile der Bakterienzellwand agiert.

1.2.2.2 Luminale Faktoren

Die Hypothese, dass das intestinale Mikrobiom eine wichtige Rolle in der
Pathogenese einer CED spielt, wird unter anderem durch die Lokalisation der
entzundlichen Lasionen in Darmabschnitten, in denen die bakterielle Besiedelung
besonders hoch ist, erhartet. Ferner wird das Phanomen einer Dysbiose, was
eine veranderte Zusammensetzung unterschiedlicher Mikroorganismengruppen im
Vergleich zu gesunden Personen bedeutet, in zahlreichen Arbeiten beschrieben
[4—6]. Daraus entstand die Idee, die Zusammensetzung des intestinalen
Mikrobioms mittels Pra- und Probiotika, Antibiotika oder einer fakalen
Mikrobiomtransplantation zu verandern. Der Einsatz von Antibiotika als Therapie
einer CED wird kontrovers diskutiert, und ist allenfalls nur flr bestimmte
Patientlnnen, welche sich im Anfangsstadium der Erkrankung mit Colonbefall

befinden, sinnvoll.[7]

1.2.2.3 Umweltfaktoren

Als Risikofaktor fur die Erstmanifestation, eine Rezidivheigung sowie einen
schwereren Krankheitsverlauf ist beim Morbus Crohn das Rauchen bekannt[8].
Bei Colitis ulcerosa wird dem Tabakkonsum hingegen ein protektiver Effekt
zugeschrieben.

Eine vorangegangene Appendektomie und eine durchgemachte infektidse
Gastroenteritis werden als mogliche Triggerfaktoren flr die Erstmanifestation
eines Morbus Crohn angenommen [9,10]. Bei der Colitis ulcerosa scheint sich
eine vorangegangene Appendektomie Studien zufolge positiv auf den
Krankheitsverlauf auszuwirken [11-14]. Eine neuere Studie aus China beschreibt
jedoch keinen signifikanten Zusammenhang zwischen einer Appendektomie und

Colitis ulcerosa [15].

1.2.3 Pathologie und klinische Charakteristika
Beim Morbus Crohn sind alle Wandschichten des Darms von der Entzindung
betroffen, jedoch wechseln sich gesunde Darmabschnitte mit entziindeten ab, was

als ,skip lesions“ bezeichet wird. Vom Mund bis zum After kdnnen samtliche
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Abschnitte des Intestinalsystems befallen sein, als Pradilektionsstellen gelten
jedoch die lleozokalregion und das Colon. Abhangig von den befallenen
Darmabschnitten und der Schwere der Erkrankung treten als Leitsymptome
Bauchschmerzen, Durchfall, Fieber, Gewichtsverlust, Mangelerscheinungen wie
etwa Anamie, Hypoproteinamie, Malabsorption und dergleichen auf.

Anders als die Colitis ulcerosa ist der Morbus Crohn haufig mit dem Auftreten von
akut entztndlichen oder narbigen Stenosen, Abszessen und Fisteln verbunden.
Die Colitis ulcerosa ist eine chronische Entziindung, von der nur die Mukosa und
Submukosa des befallenen Darmabschnittes betroffen sind. Die Entzindung
beginnt im Rektum und breitet sich nach kranial hin kontinuierlich aus, wobei meist
eine Linksseitencolitis besteht. Jene Abschnitte des Verdauungstraktes, welche
sich oral des Colons befinden, sind von dieser Erkrankung nicht betroffen.

Die Leitsymptome der Colitis ulcerosa sind wassrig-schleimige, oft blutige
Durchfalle, krampfartige Bauchschmerzen sowie imperativer Stuhldrang.
Aulerdem leiden betroffene Patlentinnen haufig an Fieber, Gewichtsverlust und

Anamie.

Sowohl beim Morbus Crohn als auch bei der Colitis ulcerosa treten bei einem Teil
der Betroffenen extraintestinale Manifestationen wie Arthritis, Uveitis, Pyoderma

gangraenosum und primar sclerosierende Cholangitis auf.

1.2.4 Krankheitsaktivitat und —verlauf

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sind chronisch entzindliche Erkrankungen,
welche durch einen schubhaften Verlauf gekennzeichnet sind. Im Folgenden
werden unterschiedliche Aktivitatsindizes zur Festlegung der Krankheitsaktivitat,
sowie die Begriffe Schub, Remission und chronisch-aktiver Verlauf genauer

erlautert und definiert.

1.2.4.1 Aktivitatsindizes

Eine CED anhand deren Aktivitat und Schweregrad zu klassifizieren, ist flr das
Patientenmanagement und die Wahl einer geeigneten Therapie von groler
Wichtigkeit [16]. Es ist eine Vielzahl von Aktivitatsscores sowohl fir Morbus Crohn

als auch fur Colitis ulcerosa bekannt. Manche werden eher in der klinischen Praxis
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angewendet, wie etwa die Montréal Klassifikation fur Colitis ulcerosa oder der
Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) fur Morbus Crohn und andere finden
haufiger im Rahmen von klinischen Studien Anwendung, wie der modifizierte
Mayo Score fur Colitis ulcerosa oder der Harvey-Bradshaw-Index fur Morbus
Crohn.

Indizes fiir Colitis ulcerosa

Montréal Klassifikation

Tabelle 1: Montréal Klassifikation fiir den Schweregrad einer Colitis ulcerosa

Quelle: Eigene Darstellung auf der Basis von Silverberg MS et al. Toward an integrated clinical,
molecular and serological classification of inflammatory bowel disease: report of a Working Party of
the 2005 Montreal World Congress of Gastroenterology. Can J Gastroenterol J Can Gastroenterol.
2005;19 Suppl A:5A-36A;

Schweregrad Definition
SO (klinische Remission) Asymptomatisch
S1 (leichte Erkrankung) 4 oder weinger Stihle/Tag (mit oder ohne Blut), keine

systemische Erkrankung, normale Entziindungsmarker

S2 (moderate Erkrankung) | Mehr als 4 Stiihle/Tag, minimale Anzeichen einer
systemischen Erkrankung

S3 (schwere Erkrankung) Mindestens 6 blutige Stihle/Tag, Herzfrequenz
mindestens 90/min, Kérpertemperatur von mindestens
37,5°C, Hamoglobin weniger als 19,5g/100 ml, BSG
mindestens 30 mm/h

Tabelle 2: Montréal Klassifikation fiir die Ausdehnung einer Colitis ulcerosa

Quelle: Eigene Darstellung auf der Basis von Silverberg MS et al. Toward an integrated clinical,
molecular and serological classification of inflammatory bowel disease: report of a Working Party of
the 2005 Montreal World Congress of Gastroenterology. Can J Gastroenterol J Can Gastroenterol.
2005;19 Suppl A:5A-36A;

Bezeichnung Ausdehnung Beschreibung

E1 Proktitis Die Entzindung ist auf das
Rektum begrenzt

E2 Linksseitige Colitis Die Entziindung umfasst die

Darmabschnitte distal der
linken Colonflexur

E3 Extensive Colitis Auch Darmanteile proximal
der linken Colonflexur sind
betroffen (eine Pancolitis
fallt in diese Gruppe)




Mayo Score

Tabelle 3: Mayo Score

Quelle: Dignass A et al. Second European evidence-based consensus on the diagnosis and
management of ulcerative colitis part 1: definitions and diagnosis. J Crohns Colitis.
2012,6(10):965-90; aus dem Englischen (ibersetzt und leicht modifiziert.

Mayo Index 0 1 2 3
Stuhlfrequenz Normal 1-2/Tag ofter 3-4/Tag mehr 5/Tag mehr als
als normal als normal normal
Blut im Stuhl Keines Sichtbares Blut | Sichtbares Blut | Blutaustritt
bei weniger als | bei mindestens | auch ohne
50% der Stuhle | 50% der Stuhle | Stuhl
Endoskopischer | Normal Milde Colitis Moderate Schwere Colitis
Befund der (Erythem, leicht | Colitis (Ulzerationen,
Darmmukosa sprode (deutliches spontane
Schleimhaut) Erythem, Blutungen)
Erosionen,
GefalBmuster
verschwunden)
Globale Normal Leichte Moderate Schwere
Einschatzung Erkrankung Erkrankung Erkrankung
des Arztes

Beim modifizierten Mayo Score wird der endoskopische Befund der Darmmukosa

weggelassen, ansonsten errechnet er sich gleich wie der Mayo Score.




Indizes fur Morbus Crohn
Crohn’s Disease Activity Index (CDAI)

Der CDAI setzt sich aus acht Faktoren zusammen, die jeweils mit einem

Gewichtungsfaktor multipliziert und anschlieBend summiert werden (vergleiche

Tabelle 4).

Tabelle 4: Crohn's Disease Activity Index (CDAI)
Quelle: Mediscope (Internet). Verdffentlicht am 26.01.2010.

http:.//www.gastro.medline.ch/Services/_Tools/Klinische _Scores/Klinische Scores Gastroenterolog

ie_Diagnose_Aktivitaet_Prognose.php. Abgerufen am 15.03.2017; leicht modifiziert

Kriterium Gewichtungsfaktor
Anzahl ungeformte Stuhlgdnge in den letzten 7 Tagen X2
Bauchschmerzen in den letzten 7 Tagen (O=keine, 1=leicht, | x5
2=mittel, 3=stark)
Aligemeinbefinden in  den letzten 7 Tagen (0O=gut, | x7
1=beeintrachtigt, 2=schlecht, 3=sehr schlecht, 4=unertraglich)
Komplikationen (pro Komplikation 1 Punkt) x20
e Gelenkbeteiligung
e Augenbeteiligung (Iritis, Uveitis)
e Hautbeteiligung (Erythema nodosum, Pyoderma
gangraenosum, orale Aphthen)
e Perianaler Befall (Analfissur, perianale Fistel oder
perianale Abszesse)
e Andere Fisteln
e Erhdhte Kdrpertemperatur in den letzten 7 Tagen (>37,7
OC)
Symptomatische Durchfallbehandlung x30
Abdominelle Resistenz (0=nein, 2=fraglich, 5=sicher) x10
Abweichung des Hamatokrits von 47% bei Mannern und 42% bei | x6
Frauen
Abweichung vom Standardgewicht in % x1



http://www.gastro.medline.ch/Services/_Tools/Klinische_Scores/Klinische_Scores_Gastroenterologie_Diagnose_Aktivitaet_Prognose.php.%20Abgerufen%20am%2015.03.2017
http://www.gastro.medline.ch/Services/_Tools/Klinische_Scores/Klinische_Scores_Gastroenterologie_Diagnose_Aktivitaet_Prognose.php.%20Abgerufen%20am%2015.03.2017

Harvey-Bradshaw-Index
Eine vereinfachte Version des CDAI stellt der Harvey-Bradshaw-Index (vergleiche
Tabelle 5) dar.

Tabelle 5: Harvey-Bradshaw-Index

Quelle: eigene Darstellung auf der Basis von Harvey RF, Bradshaw JM. A simple index of Crohn’s-
disease activity. Lancet Lond Engl. 8. Mé&rz 1980,1(8167):514.

Kriterium Punkte

Allgemeinbefinden 0=gut, 1=beeintrachtigt, 2=schlecht, 3=sehr
schlecht, 4=unertraglich

Bauchschmerzen 1=leicht, 2=mittel, 3=stark

Anzahl ungeformter Stuhlgénge pro Tag 1 pro Stuhlgang

Abdominelle Resistenz 1=fraglich, 2=sicher, 3=sicher und
schmerzhaft

Komplikationen: Arthralgie, Uveitis, Iritis, | 1 pro Komplikation

Erythema nodosum, Pyoderma

gangraenosum, orale Aphthen, Analfissur,

neue Fistel, Abszess

1.2.4.2 Definition einer Remission

Patientinnen mit einer CED befinden sich in Remission, wenn sie véllig frei von
Symptomen der Erkrankung sind und endoskopisch eine mukosale Heilung
(,mucosal healing“, siehe Abschnitt 2.2.2.3.) festgestellt wurde [16]. Beim zweiten
europaischen evidenzbasierten Konsensus zu Diagnose und Management von
Colitis ulzerosa von 2012 einigten sich die Teilnehmer darauf, dass sich der
Zustand einer Remission im klinischen Setting durch eine Stuhlfrequenz von
héchstens drei pro Tag in Abwesenheit von abnormem Stuhldrang (als ,urgency”
bezeichnet) und blutigen Stlihlen beschreiben lasst [16]. Im zweiten europaischen
Konsensus zu Morbus Crohn von 2009 wurde auf den CDAI verwiesen: In der
Mehrzahl der klinischen Studien wird eine Remission durch einen CDAI von unter
150 definiert [17].

1.2.4.3 Definition eines Schubes

Als Schub wird das Auftreten von Symptomen einer CED bei Patientinnen, welche
sich zuvor in Remission befunden haben, bezeichnet [16,17]. Beim oben
genannten Konsensus zu Diagnose und Management von Colitis ulcerosa von
2012 sahen 47 von 59 Teilnehmern blutige Stihle als eine essenzielle

Komponente eines Schubes dieser Erkrankung an, 29 von 59 waren der Meinung,
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dass eine Kombination von blutigen Stuhlen, einem Anstieg der Stuhlfrequenz und
eine im Rahmen einer Sigmoidoskopie als abnorm beurteilte Mukosa naétig ist, um
einen Schub zu definieren. Bei Studien zu Morbus Crohn wird ein Schub als ein
CDAI von uber 150 mit einem Anstieg von mehr als 70 Punkten im Vergleich zur

vorhergehenden Phase der Remission definiert [18].

1.2.4.4 Chronisch-aktiver Verlauf

Wenn Schube einer aktiven CED persistieren und nicht durch Perioden einer
Remission unterbrochen werden, spricht man von einem chronisch-aktiven
Verlauf. Dieser Begriff wurde in der Vergangenheit oft verwendet, um den
Krankheitsverlauf von Patientinnen zu beschreiben, welche nicht auf Steroide oder
Immunmodulatoren ansprachen. Heute wird in diesem Fall eher von einem

steroidabhangigen Verlauf gesprochen [16,17].

1.2.5 Therapie von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die Therapie von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen richtet sich nach
der Krankheitsaktivitat (Schub/Remission), der Lokalisation und dem Schweregrad
der Entziindung.

Zur Behandlung eines akuten Krankheitsschubes werden haufig Glukokortikoide
eingesetzt, wie Prednisolon oder Budesonid beim Morbus Crohn, oder lokal als
topische Therapie Budesonid in Form von Rektalschaum oder Klysmen bei der
Colitis ulcerosa.

Bei milder bis maRiger Symptomatik einer Colitis ulcerosa oder bei Morbus Crohn
mit Colonbefall werden auch Sulfasalazin und Mesalazin (5-ASA) verwendet.
Wurde ein Schub erfolgreich behandelt, gilt es, die erreichte Remission zu
erhalten. Dazu werden Immunsuppressiva wie Azathioprin, 6-Mercaptopurin und
Methotrexat eingesetzt.

Einen Meilenstein in der Therapie von CED stellte die Entwicklung der
sogenannten Biologika dar. 1995 wurde zum ersten Mal der monoklonale
Antikorper Infliximab, welcher sich gegen den Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)
richtet, zur Therapie eines Patienten mit Morbus Crohn eingesetzt [19]. Es folgten
weitere anti-TNFa-Antikorper wie Adalimumab, Golimumab und Certolizumab.
Eine weitere Gruppe der Biologika, welche bei CED angewendet werden, stellen




die anti-Adhasionsmolekul-Antikorper dar, deren Vertreter Vedolizumab in
Osterreich zur therapeutischen Anwendung zugelassen ist.

Sowohl bei Morbus Crohn als auch bei Colitis ulcerosa besteht die Moglichkeit
einer chirurgischen Therapie, was eine Resektion von befallenen Darmabschnitten
bedeutet. Indikationen dazu stellen unter anderem symptomatische Stenosen,
Abszedierungen, Perforationen, Fisteln und das bei der Colitis ulcerosa als
Komplikation gefurchtete toxische Megacolon dar. Auch wenn eine
therapierefraktare Colitis vorliegt, was bedeutet, dass die Erkrankung auf keine
der verflUgbaren medikamentdsen Therapien anspricht, stellt eine chirurgische
Resektion des Colon eine Behandlungsoption dar. Eine Colitis ulcerosa bedeutet
je nach Ausdehnung und Schweregrad ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von
colorektalen Neoplasien. Das Vorliegen von intraepithelialen Neoplasien oder

Karzinomen gilt somit ebenfalls als Operationsindikation.

1.2.6 Diagnostik

Im Rahmen der Diagnosestellung bei Erstmanifestation einer CED sowie zur
Verlaufskontrolle wird eine Kombination aus der Erhebung von Kklinischen
Symptomen, Endoskopien, histologischen und bildgebenden Verfahren und der
Analyse von Laborparametern angewandt.

Zum Ausschluss einer infektiosen Enteritis sollte der Stuhl auf pathogene Keime,

insbesondere Clostridium difficile, untersucht werden.

1.2.6.1 Anamnese und kérperliche Untersuchung

In der klinischen Praxis ist es von grof3er Wichtigkeit, jene Patientinnen, welche
mit hoher Wahrscheinlichkeit an einer CED leiden, zu identifizieren und von jenen
Patientinnen zu unterscheiden, deren Beschwerden durch andere Ursachen
ausgelost werden. Dadurch kdnnen moglichst frih die richtigen weiterfliihrenden
diagnostischen Prozesse in die Wege geleitet werden. Den ersten Schritt dazu
stellt eine eingehende und zielgerichtete Anamnese bezuglich der genauen
Symptomatik und bestimmten Risikofaktoren dar.

Eine vollstandige Anamnese bei Verdacht auf eine CED sollte eine detaillierte
Befragung Uber den Beginn der Symptomatik, Episoden von blutigen oder
unblutigen Durchfallen, nachtlichen Durchfallen, Tenesmen, Bauchschmerzen,
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Inkontinenz, Nahrungsmittelintoleranzen, kurzlich eingenommene Medikamente,
Reiseaktivitaten, Begleiterkrankungen, extraintestinale Manifestationen,
Beschwerden im Analbereich, die Familienanamnese, sowie das Rauchverhalten
beinhalten (16,22).

Im Rahmen der koérperlichen Untersuchung sollten der Allgemeinzustand, die
Herzfrequenz, der Blutdruck, die Korpertemperatur, sowie die KorpergroRe und
das Korpergewicht erhoben werden. Weiters sollten eine Inspektion, Auskultation
und Palpation des Abdomens, eine Inspektion des Perianalbereiches, eine digital-
rektale Untersuchung, eine Inspektion des Rachens und eine orientierende
Untersuchung auf eine mdgliche Augen-, Gelenks- und/oder Hautbeteiligung
erfolgen [16,17].

1.2.6.2 Endoskopie

Vor allem bei Erstmanifestation einer CED ist eine endoskopische Beurteilung der
befallenen Darmabschnitte essentiell und gilt nach wie vor als Goldstandard in der
Diagnostik und Reevaluierung. Bei der Colitis ulcerosa wird meist eine
lleokoloskopie durchgefuhrt, bei Morbus Crohn zusatzlich eine
Osophagogastroduodenoskopie, da bei dieser Erkrankungen auch Veranderungen
im oberen Gastrointestinaltrakt vorliegen kénnen. Zur histologischen Beurteilung
werden dabei aus den betroffenen Abschnitten Bioptate entnommen.

Zur Beurteilung von perianalen Abszessen und Fisteln kommt die rektale
Endosonografie zum Einsatz.

Die Nachteile der Endoskopie als diagnostisches Mittel bestehen in der hohen
Invasivitat der Methode, welche mit unterschiedlichen Risiken und einer erhohten
Morbiditat verbunden ist. Oft wird fir endoskopische Verfahren eine Sedierung

benotigt, was ein gewisses Risiko nach sich zieht.

1.2.6.3 Bildgebung

Als schnellste und unkomplizierteste bildgebende Diagnostik gilt die
transabdominelle Sonografie. Sie ermdglicht eine rasche, nichtinvasive und
risikolose Beurteilung der entzindeten Darmabschnitte und ist damit sowohl bei
der Erstdiagnose als auch zur Verlaufskontrolle sehr hilfreich.

11



Zur Beurteilung eines Dunndarmbefalls bei Morbus Crohn ist eine Untersuchung
mittels MR-Enteroklysma beziehungsweise MR-Enterografie indiziert. Alternativ
kann man auf ein CT-Enteroklysma ausweichen. Die entzundliche Aktivitat,
Stenosen, Fisteln sowie das Befallsmuster kdonnen damit zufriedenstellend

identifiziert und charakterisiert werden.

1.2.6.4 Labordiagnostik

Die in der CED-Diagnostik am haufigsten bestimmten Laborparameter sind das C-
reaktive Protein (CRP), die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), sowie das
Calprotectin.

Als Entzindungsmarker kommt am haufigsten das CRP zum Einsatz. Es gehort
zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine und wird als Reaktion auf akute und
chronische Entzindungsprozesse in den Hepatozyten (Leberzellen) produziert.
Ein tragerer Indikator fur die Entzindungsaktivitat ist die BSG. Diese ist zwar ein
zufriedenstellender Marker flr die Akute-Phase-Reaktion, jedoch von vielen
Nebenfaktoren wie Alter, Geschlecht und einer bestehenden Schwangerschaft
abhangig.

Ein Nachteil von CRP und BSG besteht klar darin, dass beide nicht zwingend
spezifisch fur CED sind.

Calprotectin sowie Lactoferrin spielen als Neutrophilenmarker im Stuhl eine
entscheidende Rolle in der Entzindungsdiagnostik, konnen jedoch nicht die
Atiologie der Entziindung unterscheiden [20]. Sie stellen aber ein sinnvolles
Werkzeug zur Abgrenzung einer CED von nicht-entztindlichen Erkrankungen, wie
dem Reizdarmsyndrom, dar.

Weitere Laborparameter, die auf eine aktive CED hinweisen, sind Thrombozytose
sowie Leukozytose. Doch auch diese unterliegen Beschrankungen hinsichtlich
ihrer Spezifitat fur diese Erkrankungen.

In den folgenden Kapiteln wird auf diese sowie weitere Biomarker genauer

eingegangen.
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1.3 Biomarker

1.3.1 Definition
Ein Biomarker kann als ein Charakteristikum definiert werden, welches objektiv
messbar ist und als Indikator fur normale biologische oder pathogene Prozesse,

sowie eine pharmakologische Reaktion auf eine therapeutische Intervention dient
[21].

1.3.2 Anwendungsgebiete von Biomarkern bei chronisch
entziundlichen Darmerkrankungen

Die Anwendung von Biomarkern ist bei der Diagnose, der Verlaufskontrolle und
der Evaluierung von Therapieergebnissen bei chronisch- entzindlichen
Darmerkrankungen unumganglich. Hierbei kommt vor allem jenen Markern,
welche aus Blut, Stuhl oder Harn bestimmt werden kdnnen, eine besonders
entscheidende Rolle zu, da sie eine nichtinvasive, risikoarme und kostenglnstige
Maoglichkeit zur Evaluierung der intestinalen Entziindung darstellen [22].

Ein idealer Biomarker liefert ein Ergebnis, welches prazise, standardisiert,
reproduzierbar und leicht zu interpretieren ist und verfigt Uber eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat. Dies trifft jedoch auf keinen der derzeit verfugbaren
Marker zu [23]. Aus diesem Grund ist die Suche nach neuen Biomarkern, auf
welche die oben genannten Eigenschaften zutreffen, von grolRem Interesse und
stellt die Motivation fiur die Erstellung dieser Diplomarbeit und die damit
verbundene Studie dar. Im Folgenden werden die Aufgaben von Biomarkern in der

Diagnostik von CED genauer beschrieben.

1.3.2.1 Biomarker in der Diagnosefindung

Wie bereits beschrieben, sind Biomarker per definitionem objektiv messbar und
reproduzierbar und stehen somit im Gegensatz zu subjektiven klinischen
Parametern, welche oftmals nicht mit der eigentlichen Entziindungsaktivitat
korrelieren. So wurde etwa der CDAI, welcher zur Definition eines klinischen
Endpunkts bei Studien zu Morbus Crohn dient, bei Patientinnen mit
Reizdarmsyndrom sowie Patientinnen mit Morbus Crohn verglichen. Der CDAI
enthalt als einzige objektiv messbare Parameter den Hamatokrit und das
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Patientlnnengewicht, ansonsten werden subjektive Parameter wie Schmerzen und
generelles Wohlbefinden erhoben. Es zeigte sich, dass die Patientlnnen mit
Morbus Crohn zwar hohere Hamatokritwerte erreichen, jedoch der
durchschnittliche gesamt- CDAI-Score bei jenen Patientinnen, welche an einem
Reizdarmsyndrom leiden, hoher ist [24]. Dies ist vor allem auf die signifikant
hoheren Schmerz-Scores bei diesen Patientinnen zurtckzufiihren und impliziert,
dass alleine durch die klinische Prasentation der Erkrankung keine Differenzierung
zwischen einem Reizdarmsyndrom und einer CED gemacht werden kann[24].

Da die Symptome einer funktionellen Darmerkrankung, wie beispielsweise eines
Reizdarmsyndroms, sehr ahnlich denen einer CED sein konnen, ist es von
immenser Wichtigkeit, diese Differenzierung schon fruh in der Diagnosefindung zu
machen. Mithilfe von nichtinvasiven Biomarkern kdnnen einerseits jene
Patientlnnen identifiziert werden, die von einer invasiveren Diagnostik wie einer
Endoskopie in Verbindung mit einer histopathologischen Untersuchung profitieren
konnten, da damit eine frUhe Diagnosesicherung einer CED erreicht werden kann,
aber auch jene Patientinnen, bei denen diese aufwandigen und nicht ganz
risikolosen Untersuchungen vermieden werden konnten, da bei ihnen die

Diagnose einer CED ohnehin unwahrscheinlich ist [22].

1.3.2.2 Biomarker in der Therapieplanung

Ist die Diagnose einer CED gesichert, stellt sich die Frage nach dem Schwere-
und Aktivitatsgrad der Erkrankung, da davon die genaue Therapieplanung
abhangig ist. Es gibt Hinweise darauf, dass flr Patientlnnen mit besonders
ausgepragter Entziindung eine mdglichst frihe Therapie mit Immunsuppressiva
und/oder Biologika insofern einen Vorteil mit sich bringt, als dass es dadurch
friher zu einer Remission kommt [25,26]. Befindet sich der/die Patientln in
Remission, ist ein weiteres Ziel der medikamentdsen Therapie eine Erhaltung der
erreichten Remission und die damit einhergehende Verhinderung von
Komplikationen der Erkrankung. Da eine immunsuppressive Therapie in seltenen
Fallen jedoch mit erheblichen Nebenwirkungen einhergehen kann, wird diese bei
weniger schweren Entzlindungen bei der Erstdiagnose nicht sofort als Therapie
der ersten Wahl eingesetzt, sondern zuvor auf andere Therapeutika mit
geringeren Nebenwirkungen zurtickgegriffen. Ein Biomarker, dessen Wert mit dem
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Schweregrad der intestinalen Entzindung korreliert, konnte somit einen wichtigen

Beitrag zu einer raschen und individuellen Therapieentscheidung leisten.

1.3.2.3 Biomarker und Therapieerfolg

In den letzten Jahren ist das sogenannte ,mucosal healing“ (mukosale Heilung) zu
einem zentralen Begriff im Zusammenhang mit CED geworden. Es gibt keine
genau festgelegten Kriterien, die diesen Begriff definieren, jedoch lasst sich der
Fachliteratur entnehmen, dass es sich dabei um eine -endoskopisch
diagnostizierte- Form der Wundheilung an der Mukosa handelt. Demnach ist der
Begriff ,mucosal healing“ mit dem Wort ,Remission“ assoziiert [27]. Das Konzept
der ,deep remission“ (tiefe Remission) beschreibt eine Normalisierung der
klinischen Symptome, verbunden mit Biomarkern im Referenzbereich und
,mucosal healing“. ,Deep remission“ wird in zahlreichen Studien als harter
Endpunkt angenommen und gilt mittlerweile als zu erreichendes Therapieziel in
der Behandlung von CED [28-30].

In der 2014 verodffentlichten SONIC-Studie von Peyrin-Biroulet et al. zeigte sich,
dass bei der Halfte jener Patientlnnen, deren CED mit Infliximab und/oder
Azathioprin behandelt wurde, und sich in klinischer Remission (CDAI<150)
befanden, eine Krankheitsaktivitat mittels Endoskopie und/oder erhéhtem CRP
festgestellt werden konnte [31]. Dies impliziert, dass das klinische Zustandsbild
alleine nicht suffizient flr eine genaue Evaluierung der Krankheitsaktivitat ist, und
auch mithilfe von derzeitigen Biomarkern nicht eruiert werden kann, ob eine

bestimmte Therapie erfolgreich war.

1.3.2.4 Voraussehen und Diagnose eines neuerlichen

Krankheitsschubes mittels Biomarkern

Eine 2005 verdffentlichte Studie von Costa et al. beobachtete 83 Patientinnen mit
Morbus Crohn und 41 mit Colitis ulcerosa zwdlf Monate lang nach Messung von
Calprotectin. Alle Patientinnen befanden sich zu Beginn der Studie in klinischer
Remission. Es zeigte sich, dass Patientinnen, bei denen das Calprotectin bei der
initialen Messung einen Wert von 150mg/g Uberstiegen hatte, ein deutlich
erhohtes Risiko fur einen erneuten Schub innerhalb der folgenden zwdlf Monate

hatten. Bei Patientinnen, welche an Colitis ulcerosa litten, war dieses Risiko
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vierzehnmal hoher als bei Patientinnen mit einem Calprotectin-Wert unter 150
mg/g, bei Morbus Crohn-Patientinnen war es zweimal so hoch [32].

Wenn Biomarker zur Verfugung stunden, mit denen eine Aussage Uber das Risiko
eines neuerlichen Schubes getroffen werden konnte, hatte das eine erhebliche
Auswirkung auf die Planung der Therapie und die Engmaschigkeit der Kontrollen.
Wenn ein erneuter Krankheitsschub auftrate, konnten Biomarker einen ersten
Hinweis darauf geben. Wie bereits anhand der SONIC-Studie erlautert, korrelieren
die klinische Prasentation einer CED und die derzeitigen Biomarker oftmals nicht
mit der tatsachlichen Entzindungsaktivitat. Im Rahmen einer Verlaufskontrolle
konnte somit eine Krankheitsaktivitat Ubersehen werden. Da dies mit erheblichen
Langzeitkomplikationen, wie einem erhohten Karzinomrisiko und einer erhohten
Hospitalisierungsrate einher gehen kann, ist es von grofdter Wichtigkeit, eine
bestehende Entzliindung mdglichst frih zu erkennen und zu behandeln. Fallen bei
einer Verlaufskontrolle veranderte Werte von Biomarkern auf, kann eine

weiterfuhrende Diagnostik wie eine Endoskopie oder Bildgebung initiiert werden.
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1.3.2.5 Biomarker fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen

In diesem Abschnitt werden die derzeit verwendeten Biomarker naher beschrieben

sowie naher auf ihre Vorteile und Limitationen eingegangen. AnschlieRend werden

jene Parameter, deren Potenzial als Biomarker fir CED im Rahmen dieser

Diplomarbeit untersucht wurde, vorgestellt.
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Derzeitige systemische Biomarker

Serummarker der Akuten-Phase-Reaktion

C-reaktives Protein (CRP)

Das CRP ist eines der zuerst entdeckten Akute-Phase-Proteine und wohl der im
klinischen Alltag am haufigsten verwendete Entziundungsmarker [33]. Die
Produktion dieses Proteins in den Hepatozyten wird durch Zytokine wie
Interleukin- 6 (IL-6), IL-1R und TNF-a getriggert.

Laut neueren Erkenntnissen ist die Leber jedoch nicht der einzige Syntheseort fur
CRP: Beim Morbus Crohn wird CRP auch in den mesenterialen Fettzellen
exprimiert, was eine Erklarung dafur darstellen konnte, dass bei dieser Erkrankung
hoéhere CRP-Werte erreicht werden als bei der Colitis ulcerosa [34].

CRP bindet an Phosphocholin, welches sich an der Oberflache von toten oder
absterbenden Zellen (und einigen Arten von Bakterien) findet. Das gebundene
CRP aktiviert das Komplementsystem, bindet an Makrophagen und setzt so
humorale und zellulare Effektormechanismen der unspezifischen Immunabwehr in
Gang [35].

Ein Vorteil des CRP besteht in dessen raschem Anstieg und ahnlich raschem
Abfall, welcher durch seine relativ kurze Halbwertszeit von 48 Stunden erklarbar
ist.

Aufgrund der oben beschriebenen Eigenschaften dient das CRP als Marker fur die
Aktivitat und den Schweregrad der Entzindung und wird somit in der CED-
Diagnostik vor allem zur Verlaufskontrolle angewendet. AuRerdem eignet es sich
zur Unterscheidung eines Reizdarmsyndroms von einer CED, da es sich beim
Reizdarmsyndrom um eine funktionelle und keine entziindliche Erkrankung
handelt [36].

Allerdings ist dieser Biomarker nicht nur bei CED erhoht, sondern auch bei einer
Vielzahl anderer akuter und chronischer Entzindungsprozesse im gesamten
Korper wie etwa bei Atherosklerose, nach einem Herzinfarkt, im Zuge von
Infektionen, rheumatischen Erkrankungen aber auch bei malignen Tumoren [36].
Dies resultiert in einer niedrigen Spezifitdt des CRP flr chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen. Ein weiterer Nachteil dieses Markers besteht darin, dass er

deutlichen interindividuellen Schwankungen unterliegt, was auf
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Genpolymorphismen zuruckzufuhren ist [37,38]. Es wird abgeschatzt, dass es bei
etwa 15% der gesunden Individuen zu keinem CRP-Anstieg kommt, wenn sie
Entzindungsreizen ausgesetzt sind [39,40].

Der Referenzbereich fur CRP liegt bei Kindern und Erwachsenen bei 0,068-8,2
mg/l, der Median bei 0,58 mg/I [36].

Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG)

Im Ablauf eines entzindlichen Geschehens nimmt die Konzentration an Akute-
Phase-Proteinen, Fibrinogen und Immunglobulinen im Plasma zu. Dies fuhrt zu
einer verstarkten Aggregation der Erythrozyten und die schwereren Aggregate
sinken in einem senkrechten Rohrchen schneller ab. Die Sedimentation der
Erythrozyten in Millimetern wird nach einer Stunde und bei einigen
Untersuchungen zusatzlich nach zwei Stunden abgelesen. Wie das CRP, ist auch
die BSG ein recht unspezifischer Entzindungsparameter. Der Anstieg erfolgt
relativ trage (frihestens 24 Stunden nach Ingangsetzung der Entzindung), der
Abfall erfolgt nach Beendigung der Akute-Phase-Antwort mit einer Halbwertszeit
von 96 bis 144 Stunden [36]. Durch den spaten Anstieg der BSG kann eine
entzindliche Aktivitat erst mit einiger Verzogerung festgestellt werden, was einen
Nachteil gegentiber dem CRP-Nachweis darstellt.

Der Referenzbereich betragt <20mm fir Frauen unter 50 Jahren, <30mm flr
Frauen Uber 50 Jahren, <15mm fir Manner unter 50 Jahren und <20mm fur
Manner Uber 50 Jahren. Neben Alter und Geschlecht sind beispielsweise auch der
Hamatokrit, eine bestehende Schwangerschaft, der Zeitpunkt der Probennahme
im Menstruationszyklus oder die Einnahme von Kontrazeptiva EinflussgréRen der
BSG, was sich schlieRlich negativ auf die Spezifitdt dieses Biomarkers auswirkt
[36].

Im Rahmen einer 2015 publizierten Metaanalyse von Menees et al. wurde der
Frage nachgegangen, ob bestimmte Biomarker fir die Unterscheidung zwischen
einer CED und einem Reizdarmsyndrom eingesetzt werden kdnnen. Es zeigte
sich, dass Patientinnen mit einem CRP von <0,5 mg/dl mit einer
Wahrscheinlichkeit von unter einem Prozent an einer CED erkrankt waren, also
dass ein niedriges CRP eine solche Erkrankung fast ausschliel3t. Fur die BSG
konnte eine solch ausschlieRende Aussagekraft nicht nachgewiesen werden [41].

In den letzten Jahren verlor die BSG in der klinischen Praxis immer mehr an
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Bedeutung und wurde durch andere, potentere Biomarker wie das CRP oder das

Calprotectin (s. Abschnitt 1.2.3.2.1.5) weitestgehend abgelodst.

Leukozytenzahl

Ebenfalls Teil der Akute-Phase-Reaktion ist ein Anstieg der Leukozytenzahl.
Leukozyten werden im Knochenmark und den Lymphorganen gebildet und kdnnen
in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, sowie Monozyten und
Lymphozyten unterteilt werden. Der Referenzbereich fur Erwachsene liegt
zwischen 3,6 x 10° Zellen/l und 10 x 10° Zellen/I [36]. Eine erhdhte Leukozytenzahl
kann ein Hinweis auf eine entzlindliche Aktivitat im Rahmen einer CED sein,
diesem Biomarker fehlt es jedoch an Spezifitdt, da eine Leukozytose auch im
Rahmen von anderen entzliindlichen Prozessen wie beispielsweise Infektionen,
aber auch bei Tumorerkrankungen oder physiologisch wahrend der

Schwangerschaft auftreten kann.

Thrombozyten

Thrombozyten, auch Blutplattchen genannt, sind kernlose Abkémmlinge der im
Knochenmark gebildeten Megakaryozyten und haben einen Durchmesser von 1-6
pum. lhre primare Aufgabe liegt in der Hamostase. Wird eine Gefaltwand verletzt,
sorgen sie durch Adhasion und Aggregation dafir, dass die Integritdt des
GefalRendothels gewahrt ist.

Es gibt zahlreiche Hinweise daflir, dass Thrombozyten auch bei chronisch-
entzindlichen Prozessen eine wichtige Rolle spielen. Bei CED kommt es zu
Veranderungen von Anzahl (Thrombozytose), Form wund Funktion der
Thrombozyten [42]. Aktivierte Blutplattchen setzen verschiedene
proinflammatorische und prokoagulative Moleklle frei und exprimieren ihrerseits
Entzindungsrezeptoren an ihrer Oberflache [42]. Somit kann die
Thrombozytenzahl als Biomarker bei CED angesehen werden, wobei nicht nur der
Entziindungsvorgang als Trigger fur die Produktion von Blutplatichen angesehen
werden darf, sondern auch ein Eisenmangel, welcher bei CED-Patientinnen
gehauft auftritt.

Der Referenzbereich fur die Thrombozytenzahl liegt fir Erwachsene bei zwischen
140 x 10° Zellen/l und 360 x 10° Zellen/I [36].
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Es gibt auch Hinweise dafur, dass neben der Anzahl der Thrombozyten deren
mittleres Volumen als Marker fur die Krankheitsaktivitat herangezogen werden
konnte. Dieses verhalt sich indirekt proportional zu CRP und BSG, die Ursache

dafur ist jedoch noch nicht geklart [43].

Serum-Antikorper

Antikorper, die im Serum von CED-Patientinnen detektierbar sein kdnnen, kénnen
in drei Gruppen eingeteilt werden: Autoantikdrper, mikrobielle Antikorper und
Peptid-Antikorper [44].

Autoantikorper sind Antikorper, welche ein korpereigenes Antigen binden. Die
bekanntesten Antikorper dieser Gruppe, welche bei CED eine Rolle spielen, sind
die anti-neutrophil cytoplasmatic antibodies (ANCAs). ANCAs sind bei 20% bis
85% der Colitis ulcerosa- Patientinnen nachweisbar, jedoch nur bei 2% bis 28%
der Patientinnen mit Morbus Crohn [45,46]. Weitere Autoantikorper, die bei CED
nachweisbar sein koénnen, sind die pankreatischen Antikorper (pancreatic
antibodies, PAB, oder nach ihren Antigenen als anti-CUZD1/anti-GP2 benannt).
PAB ist bei 20% bis 40% der Falle von Morbus Crohn und bei 5% der Falle von
Colitis ulcerosa nachweisbar [47].

Unter dem Begriff mikrobielle Antikdrper werden jene  Antikorper
zusammengefasst, welche gegen Mikroorganismen wie Bakterien, Hefen und
Pilze gerichtet sind. So sind beispielsweise anti-Saccharomyces cerevisiae-
Antikorper (ASCAs) Antikdérper gegen Mannan, welches sich an der
Zellwandoberflache von Backhefe (S. cerevisiae) befindet. ASCAs kdnnen bei
39% bis 69% der Morbus Crohn-Patientinnen und bei 5% bis 15% der
Patientinnen mit Colitis ulcerosa positiv sein [48]. Weitere Vertreter dieser Gruppe
von Antikérpern sind die neuen Anti-Glycan-Antikérper namens IgG Anti-
Laminaribiosid Kohlenhydrat-Antikérper ~ (ALCA), IgA  Anti-Chitobiosid
Kohlenhydrat-Antikérper (ACCA), und IgG Anti-Mannobiosid Kohlenhydrat-
Antikorper (AMCA). Auch die Antigene dieser Antikdrper sind Bestandteile der
Zellwande von Mikroorganismen. ALCA und ACCA sind nur in 20% bis 40% der
Falle von Morbus Crohn und in 10% der Falle von Colitis ulcerosa nachweisbar, es
wird jedoch angedacht, diese Antikérper in Zukunft in der Diagnostik von Morbus
Crohn in Kombination mit ASCAs einzusetzen [44].
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Als Peptid-Antikorper bezeichnet man Antikorper, welche gegen Peptide gerichtet
sind. Saito et al. entdeckten vier verschiedene Peptide (cocktail multiple antigenic
peptides, cocktail MAP), welche mit den Seren von Morbus Crohn-Patientlnnen
reagierten. Die Positivitatsrate fir Morbus Crohn betragt 55%, bei Colitis ulcerosa
ist diese jedoch vernachlassigbar niedrig [49].

Da keiner der beschriebenen Antikdrper eine hohe Sensitivitat besitzt, konnen
diese derzeit nur zusatzlich zu anderen diagnostischen Methoden und nicht als

alleinige Diagnostik angewendet werden.

Darmspezifische Biomarker

Biomarker fiir die Uberpriifung der Darmwandintegritit

Aufbau der Darmwand

Der Aufbau der Darmwand ist in Abbildung 2 illustriert.

Die innerste Schicht der Darmwand ist die Tunica mucosa, die Schleimhaut. Sie
wird durch die Lamina epithelialis mucosae, die darunter liegende Lamina propria
und die Lamina muscularis mucosae gebildet.

Unter der Schleimhaut befindet sich die Tela submucosa, eine Schicht aus
lockerem Bindegewebe, welche auch Fettzellen, groRere Blut- und Lymphgefalie,
sowie einen Nervenplexus, den Meixner-Plexus enthalt.

Unterhalb der Tela submucosa liegt die Tunica muscularis, welche aus glatter
Muskulatur aufgebaut und flr die Peristaltik zustandig ist.

Die auRerste Schicht des Darms bildet das Peritoneum (Bauchfell) [50].
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Abbildung 2: Aufbau der Darmwand
Quelle: Goran tek-en. “Layers of the Alimentary Canal”. Wikimedia Commons (Internet).
Verdffentlicht am 2.3.2014.
https.://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/31/Layers_of the Gl _Tract_english.svg.
Abgerufen am 12.3.2017

Permeabilitatsmarker

Die Zellen der Lamina epithelialis der Darmschleimhaut, welche durch Tight-
Junctions miteinander verbunden sind, erfillen eine Barrierefunktion. Ist diese
gestort, konnen luminale Antigene, Darmbakterien und deren zum Teil toxische
Stoffwechselprodukte in den Blutkreislauf gelangen (Abbildung 3) [51].

Wie bereits in  Abschnitt 1.2.2. erwahnt, spielt eine  erhodhte
Darmwandpermeabilitat bei der Pathogenese von CED eine wichtige Rolle. Es
zeigte sich, dass einige proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und Interferon-y
zu einer erhdhten Permeabilitdt von Tight-dunctions fUhren und Zellen des
intestinalen Schleimhautepithels in die Apoptose leiten kdnnen [52-54] . Neben
den Tight-Junctions spielt auch der Schleim, welcher in den Becherzellen des
Schleimhautepithels gebildet wird und dieses bedeckt, eine zentrale Rolle in der
epithelialen Barrierefunktion [55]. In einem Experiment, bei dem Mause untersucht

wurden, denen das Muc2-Gen, welches fur die Schleimbildung essentiell ist,
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fehlte, zeigten sich bei diesen Mausen eine deutlich reduzierte Schleimschicht,
erhohte Level proinflammatorischer Zytokine sowie die Entwicklung einer
spontanen Colitis [56].

Ein weiterer Faktor, welcher zur Barrierefunktion des Schleimhautepithels beitragt,
ist die Bildung von antimikrobiellen Peptiden (AMPs) durch spezialisierte
Epithelzellen, die Paneth’schen Kdérnerzellen. Die AMPs befinden sich dann in der
Schleimschicht und hindern Bakterien daran, das Epithel zu durchdringen und mit
den darunterliegenden Immunzellen zu interagieren [55].

Ist die Integritat des Schleimhautepithels gestort, ist dessen Barrierefunktion
gegenuber luminalen Antigenen nicht mehr gegeben. Als Folge dessen kommt es
zur Auseinandersetzung des korpereigenen Immunsystems mit diesen Antigenen,

was schliellich in einer Entztindungsreaktion resultiert [57].
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Abbildung 3: Pathogenese einer erhohten Darmwandpermeabilitit bei CED

Die Lamina epithelialis der Darmschleimhaut, deren Zellen durch Tight Junctions miteinander
verbunden und von einer Schleimschicht bedeckt sind, bildet eine Barriere gegentiber luminalen
Antigenen. Genetische Faktoren sowie proinflammatorische Zytokine flihren zu einer Stérung der
Darmwandpermeabilitat, was eine mukosale Entziindungsreaktion hervorruft.

Quelle: Coskun M. Intestinal epithelium in inflammatory bowel disease. Front Med. 2014,1:24
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Die erhohte Darmwandpermeabilitat bei CED kann man sich in der Diagnostik
derer zunutze machen. Um den Permeabilitatsgrad festzustellen, und in weiterer
Folge dadurch auf den Grad der Entzindung zu schliel3en, konnen Tests
angewendet werden, bei denen Probemolekule wie beispielsweise Laktulose oral
eingenommen und nach einer festgelegten Zeitspanne quantitativ im Urin
bestimmt werden [58,59]. Aufgrund der Uberaus aufwandigen Harnsammlung und
unzuverlassiger Ergebnisse werden diese Tests in der klinischen Routine derzeit

nicht eingesetzt.

B-D-Glukan

An der Universitatsklinik fur Innere Medizin des LKH Graz wurden bei einigen
Patientinnen mit entzindlichen Darmerkrankungen erhdohte Werte von B-D-
Glukan beobachtet.

B-D-Glukan ist ein Polysaccharid, bei dem die D-Glukose-Bausteine f-
glykosidisch miteinander verbunden sind (vergleiche Abbildung 4). Dieses
Polysaccharid ist Bestandteil der Zellwande von Pflanzen (wie beispielsweise
Roggen und Weizen) und Pilzen (wie etwa S.cerevisiae). In der Medizin wird es
als Biomarker zur Diagnose invasiver Pilzerkrankungen eingesetzt. Hierbei gilt ein
Wert von 80pg/ml als positiv.

B-D-Glukan ist in diversen Lebensmitteln enthalten, als Beispiele seien Bier, Kefir,
Kombucha und auch Speisepilze genannt. Es wird Uber eine intakte

Darmschleimhaut nicht aufgenommen.
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Abbildung 4: Strukturformel von R-D-Glukan

Quelle: beta-Glucan | C18H32016 - PubChem [Internet]. [zitiert 2. Mai 2017]. Verfiigbar unter:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/439262#section=Top

Aus den oben erwahnten klinischen Beobachtungen ergab sich die Idee, B-D-
Glukan als potentiellen Permeabilitatsmarker zu untersuchen. Im Rahmen dieser
Diplomarbeit wurde die -D-Glukan-Konzentration im Serum von Patientinnen mit

CED, sowie von gesunden Vergleichspersonen ermittelt.

D-Laktat

Liegt eine Stérung der intestinalen Barrierefunktion vor, kdnnen Bestandteile oder
Stoffwechselprodukte von Bakterien, welche normalerweise nur im Darmlumen zu
finden sind, im Plasma oder Harn nachgewiesen werden [51]. Ein solcher
Biomarker ist D-Laktat, ein Produkt der bakteriellen Fermentation.

Es existieren zwei Enantiomere von Laktat: L-Laktat, welches im Rahmen der
anaeroben Glykolyse entsteht und somit physiologisch im Menschen auftritt, und
D-Laktat, welches einerseits im Glyoxalase-System, einem Enzymsystem, aus
Methylglyoxal entsteht und andererseits von intestinalen Bakterien produziert wird.
Die Strukturformeln von D- und L-Laktat sind in den Abbildungen 5 und 6
dargestellt.
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Abbildung 5: Strukturformel von D-Laktat Abbildung 6: Strukturformel von L-Laktat
Quelle: (2R)-2-hydroxypropanoate | C3H503- - L-lactate | C3H503- - PubChem [Internet].
PubChem [Internet]. [zitiert 2. Mai 2017]. [zitiert 2. Mai 2017]. Verflugbar unter:
Verfiigbar unter: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5460 46016 1#section=Top
179#section=Top

Physiologisch wird D-Laktat von den Darmbakterien zu Acetat abgebaut. Deshalb
tragt jenes D-Laktat, welches im Darmlumen produziert wird, nicht signifikant zum
D-Laktat-Spiegel bei, welcher im Blut und/oder Harn gemessen werden kann [60].
Unter pathologischen Umstanden kann jedoch der systemische D-Laktat- Spiegel,
durch eine erhohte bakterielle Produktion dessen, stark ansteigen. Bei
Patientinnen mit Colitis ulcerosa, Darmischamie und Appendizitis wurden erhohte
D-Laktat-Spiegel  bereits nachgewiesen [61-63]. Im Rahmen eines
Kurzdarmsyndroms kann es sogar zu einer D-Laktat-Azidose mit neurologischen
Symptomen wie Verwirrtheit, zerebellarer Ataxie, Amnesien und verwaschener
Sprache kommen [60].

In dieser Diplomarbeit wird die D-Laktat-Konzentration im Harn von Patientinnen,
welche an einer CED leiden, mit jenen von gesunden Vergleichspersonen

verglichen.

I-FABP

Ein Biomarker, welcher spezifisch fir die Schadigung von Enterozyten ist, ist das
.intestinal fatty acid binding protein® (I-FABP). Es handelt sich dabei um ein
intrazellulares Protein mit einem niedrigen Molekulargewicht von 15kDa, welches
eine Rolle beim Transport und Metabolismus von Fettsauren spielt [64]. Kommt
es, beispielsweise durch Entziindungsvorgange im Rahmen einer CED, zu einer
Enterozytenschadigung, wird I-FABP freigesetzt und ist im Harn, sowie im Serum
detektierbar. Wiercinska-Drapalo et al. zeigten eine Korrelation zwischen dem
Schweregrad einer Colitis ulcerosa und I-FABP [65]. Eine Studie von Sarikaya et
al. lieferte ahnliche Ergebnisse fiir Patientinnen mit Morbus Crohn [65,66].
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Citrullin

Ein weiteres Molekll, welches als spezifischer Marker fur eine Schadigung,
beziehungsweise einen Verlust von Enterozyten dienen kann, ist Citrullin. Es
handelt sich dabei um eine Aminosaure, welche in den Enterozyten des
Dinndarms aus anderen Aminosauren, allen voran Glutamin, gebildet wird [67].
Der Normwert fur Citrullin im Plasma von gesunden Individuen liegt zwischen 30
und 50 pmol/L [68]. Liegt der gemessene Wert darunter, kann dies ein Hinweis fur
eine Abnahme der Enterozytenzellmasse sein, wie sie beispielsweise bei einem
Kurzdarmsyndrom, bei Darmerkrankungen, welche mit einer Zottenatrophie
einhergehen, bei einer stattgefundenen Dunndarmtransplantation oder beim

Morbus Crohn auftreten kann [69].

Immunologische Marker fiir eine Darmwandentziindung

Jede Storung der intestinalen Barrierefunktion fuhrt aufgrund der bakteriellen
Besiedelung des Darms fruher oder spater zu einer Entzlindungsreaktion. Dabei
kommt es zur Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, welche in die Mukosa
einwandern [70]. Produkte des granulozytaren Zellstoffwechsels werden dabei in
das intestinale Lumen abgegeben und sind somit im Stuhl detektierbar. Solche
immunologischen Marker sind folglich spezifisch flr die Detektion von
entzundlichen Darmerkrankungen [51].

Der vielversprechendste Biomarker aus dieser Gruppe ist Calprotectin, ein Protein
aus dem Zytosol der neutrophilen Granulozyten. Das Protein wird im Rahmen der
Zellaktivierung oder des Zelltods freigesetzt und hat antiproliferative,
antimikrobielle und immunmodulierende Funktionen [70,71].

Das fakale Calprotectin wird im klinischen Alltag zur Evaluierung der
Krankheitsaktivitdt im Rahmen von Verlaufskontrollen angewendet.

Der Referenzbereich liegt bei Personen jedes Alters und Geschlechts bei <50 pg/g
[72].
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2 Methoden

2.1 Studiendesign und Zeitraum

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine prospektive Single-Center-Studie,
welche im Zeitraum vom 4. April 2016 bis 30. Januar 2017 an der Abteilung fur
Gastroenterologie und Hepatologie des LKH-Universitatsklinikum Graz
durchgefuhrt wurde.

Im Rahmen der Studie wurden Blut- und Harnproben von Patientinnen mit einer
CED sowie gesunden Probandinnen gesammelt und anschlie®end analysiert und

mit klinischen Scores sowie weiteren Laborwerten verglichen.

2.2 Ethikvotum

Die Durchfuhrung der Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen
Universitat Graz genehmigt (EK-Nummer 28-224). Alle Personen, die an der
Studie teilnahmen, unterschrieben nach erfolgter Aufklarung eine

Einwilligungserklarung.

2.3 Patientinnenkollektiv und gesunde Vergleichspersonen

Bei den in die Studie eingeschlossenen Patientinnen handelt es sich um Personen
Uber 18 Jahren, welche an der klinischen Abteilung fir Gastroenterologie und
Hepatologie des LKH-Universitatsklinikums vorstellig wurden und an Colitis
ulcerosa oder Morbus Crohn leiden.

Ausschlusskriterien stellten das Vorliegen einer Schwangerschaft, einer akuten
Infektion, einer schweren Grunderkrankung wie etwa einer Tumorerkrankung,
sowie eine regelmaflige Einnahme von Arzneimitteln aus der Gruppe der NSAR
(nicht-steroidale Antirheumatika) dar.

Von den 42 Patientinnen, welche urspringlich in die Studie eingeschlossen
wurden, wurden 3 Patienten im Nachhinein ausgeschlossen, da bei einem
Patienten eine Tumorerkrankung festgestellt wurde, eine Patientin nicht an einer
CED, sondern einer anderen Darmerkrankung litt und die Proben einer Patientin
nicht im Labor einlangten.

Von den Ubrigen 39 Patientinnen besteht bei 14 eine Colitis ulcerosa und bei 25

ein Morbus Crohn.
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In die Kontrollgruppe wurden 44 Personen Uber 18 Jahre aufgeommen, welche an
keiner CED leiden. Die Ausschlusskriterien entsprachen jenen der
Patientlnnengruppe.

Bei einer Probandin aus dieser Gruppe stellte sich heraus, dass sie bereits zum
Zeitpunkt der Probenabnahme an einem schweren Atemwegsinfekt gelitten hatte,
bei einer weiteren Probandin bestand eine Schwangerschaft. Beide wurden aus
der Studie ausgeschlossen, die Anzahl der Probanden in der Vergleichsgruppe

betragt somit 42.

2.4 Studienablauf

Bei den Probandinnen fanden eine Blutabnahme, sowie das Sammeln einer
Harnprobe statt.

Die Analyse der Proben erfolgte am Klinischen Institut fur Medizinische und
Chemische Labordiagnostik der Medizinischen Universitat Graz.

Im Rahmen der Studie wurde bei den Probandlnnen aus der Patientengruppe R-
D-Glukan, Citrullin und I-FABP aus dem Serum, sowie D-Laktat aus dem Harn
bestimmt. Die aktuellen Werte von BSG, CRP, Leukozyten- und
Thrombozytenzahl, Hamoglobin-Wert (Hb) sowie der aus dem Stuhl bestimmte
Calprotectin-Wert wurden, soweit vorhanden, retrospektiv dem
Krankenhausinformationssystem open Medocs enthommen.

Ebenfalls retrospektiv mittels Befunden, Arztbriefen und Anamnesebdgen erfolgte
die Erhebung von Informationen Uber die Krankheitsaktivitdt (Einteilung in
Remission oder aktive Erkrankung), die Lokalisation der Entzindung (Dinndarm
und/oder Dickdarm), durchgeflihrte Darmoperationen, das Vorliegen einer perianal
disease @ (PAD) bei Patientinnen mit Morbus Crohn, eventuelle
Begleiterkrankungen und aktuelle medikamentose Therapien. Aus diesen
Informationen wurde fir Patientinnen mit Colitis ulcerosa der partielle Mayo-Score
und fur Patientinnen mit Morbus Crohn der Harvex-Bradshaw-Index errechnet.

Bei den Probandinnen der Kontrollgruppe wurden R-D-Glukan, Citrullin, i-FABP,
BSG, CRP, Leukozyten- und Thrombozytenzahl und Hb-Wert aus dem Serum

sowie die D-Laktat-Konzentration im Harn bestimmt.
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2.5 Labormethodik

Die Blut- und Harnproben wurden in das Klinische Institut fur Medizinische und
Chemische Labordiagnostik des LKH Graz transferiert. Die Bestimmungen von [3-
D-Glukan aus dem Serum, sowie D-Laktat aus dem Harn erfolgten im Rahmen der
Routine.

B-D-Glukan wurde mittels ,automated protocol Fungitell assay“ (Associates of
Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA, USA) analysiert [73]. Die Bestimmung von D-
Laktat erfolgte laut Herstellerangaben mittels ,D-Lactic Acid assay procedure,
Megazyme®“. Fur diese Studie wurde D-Laktat aus dem Harn bestimmt. Damit die
Harnkonzentration keine Storgrofde darstellt, wurde D-Laktat in der Einheit
umol/mmol Kreatinin angegeben. Fur die Bestimmung der restlichen Parameter
wurden Aliquote tiefgefroren. Daraus erfolgte die Bestimmung von I-FABP mittels
ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay) Tests (,Human FABP2/I-FABP,
R&D Systems®) nach den Herstellerangaben. Citrullin wurde ebenfalls aus
tiefgefrorenen Proben mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

aus Serumproben bestimmt.

2.6 Statistische Auswertung

Fur die statistischen Analysen wurde das Programm R Version 3.3.2. verwendet.
Es wurde von allen getesteten Biomarkern der Medianwert, sowie das Intervall, in
dem sich die Werte befanden, erhoben. Gruppenvergleiche wurden mittels einer
Version des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests, die besonders flr kleine Stichproben
geeignet ist, durchgeflhrt [74].Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen. Zusammenhange zwischen R-D-Glukan, Citrullin, D-Laktat
und I-FABP mit dem CRP und dem partiellen Mayo-Score beziehungsweise dem
Harvey-Bradshaw-Index wurden mittels der Spearman-Korrelationsanalyse

ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Demografische und klinische Daten

Tabelle 6 beschreibt die demografischen Merkmale der in die Studie
eingeschlossenen Personen. Fur die Patientinnengruppe liefert sie dartber hinaus
Informationen Uber deren Erkrankungen und Therapien.

Die Patientinnengruppe umfasste annahernd gleich viele Frauen wie Manner
(49% vs. 51%), die Kontrollgruppe umfasste geringflgig mehr Frauen als Manner
(62% vs.38%).

Das Medianalter der Patientinnen war um 6 Jahre hdéher als jenes der
Kontrollpersonen.

36% der Patientinnengruppe machten Personen mit Colitis ulcerosa aus, 64%
waren Personen mit Morbus Crohn.

Bei 54% der Patientinnen befand sich die Erkrankung im aktiven Stadium, 46%
befanden sich in Remission.

Von den Patientinnen mit Colitis ulcerosa wiesen 43% eine
Krankheitsausdehnung auf, welche nach der Montréal-Klassifikation als E2, und
57% eine Ausdehnung, welche als E3 bezeichnet werden kann.

Bei 31% der Patientinnen hatte zu einem friheren Zeitpunkt eine chirurgische
Resektion von Darmanteilen stattgefunden.

Zur Therapie der CED erhielten 10% der Patientinnen Steriode, 18% 5-
Aminosalicylsdure (5-ASA), 3%Tacrolimus, 36% Immunsuppressiva, 54%
Biologika und 18% eine Kombinationstherapie aus Immunsuppressiva und

Biologika. 8% erhielten keinerlei medikamentdse Therapie.
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Tabelle 6: Demografische und klinische Daten

Die Daten reprasentieren, falls nicht anders angegeben, die Absolutzahlen plus Prozentanteile in

Klammern.
Parameter CED-Patientlnnen Kontrollen
n 39 42
Geschlecht w/m 19 (49)/20 (51) 26 (62)/16 (38)
Medianalter in Jahren (Range) 35 (19-73) 29 (20-58)
Erkrankung
Cu 14 (36)
Lokalisation
E1 0 (0)
E2 6 (43)
E3 8 (57)
MC 25 (64)
Lokalisation
Dinndarm 14 (56)
Colon 3(12)
Dinndarm + Colon 8 (32)
PAD 5 (20)
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Tabelle 7: Daten zur Krankheitsaktivitit, stattgefundenen Operationen und der aktuellen
Therapie

Die Daten reprasentieren, falls nicht anders angegeben, die Absolutzahlen plus Prozentanteile in
Klammern.

* medianer Score, Range in Klammern

**Als Monotherapie oder in Kombination mit anderen Therapeutika

Parameter Patientinnen mit MC Patientinnen mit CU
Krankheitsaktivitat
Remission 13 (52) 5 (36)
aktive Erkrankung 12 (48) 9 (64)
Harvey-Bradshaw-Index* 3 (0-12)
Mayo-Score* 3 (0-8)
OoP 12 (31) 0 (0)
lleozokalresektion 6 (15)
Dinndarmteilresektion 1(3)
Hemicolektomie 2 (5)
Colektomie mit lleostoma 3(8)
Therapie
Steroide™* 2 (8) 2 (14)
5-ASA** 3(12) 4 (29)
Immunsuppressiva*™ 9 (36) 5 (36)
Tacrolimus™* 0(0) 1(7)
Biologika** 14 (56) 7 (50)
Immunsuppressiva + Biologika 4 (16) 3 (21)
keine 2 (8) 1(7)
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3.2 Routineparameter

Die aus den Messergebnissen errechneten Medianwerte der fir CED etablierten
Biomarker BSG, CRP und Calprotectin, sowie Thrombozyten- und
Leukozytenzahlen und Hamoglobin sind in Tabelle 8 und Tabelle 9

zusammengefasst.

3.2.1 Vergleich der Patientinnengruppe mit der Kontrollgruppe

Wie in Tabelle 8 und Abbildung 7a ersichtlich ist, lagen die Werte der BSG der
Patientinnengruppe deutlich Gber denen der Kontrollgruppe [9 (2-59) vs. 3 (1-13)].
Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p = 0).

Auch das CRP war in der Patientinnengruppe signifikant héher als in der
Vergleichsgruppe [2,1 (<0,6-242,9) vs. 0,7 (<0,6-25,6), p = 0,001]. Hierbei fallt vor
allem der deutlich héhere Maximalwert in der Patientinnengruppe ins Auge
(Abbildung 7b).

Die Leukozytenzahl war bei den Patientinnen signifikant hoher als bei den
Kontrollpersonen [7,8 (4,5-21,0) vs. 6,3 (4,4-14,8), p = 0,031], bei der
Thrombozytenzahl konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen festgestellt werden [284 (178-628) vs. 265 (164-352), p = 0,084].
Das Hb war bei den Patientinnen niedriger als bei den Kontrollen [13,6 (10,1-16,5)
vs. 14,0 (12,1-16,5)], mit einem p-Wert von 0,249 dieser Unterschied zwischen
den beiden Gruppen jedoch nicht statistisch signifikant.

Der errechnete Medianwert von Calprotectin in der Patientinnengruppe betrug
355, der minimale Wert befand sich unter der Nachweisgrenze von 20, der
maximale Wert bei 3075. Fur die Kontrollgruppe wurden keine Calprotectinwerte

erhoben.
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Tabelle 8: Vergleich der Routineparameter zwischen Patientinnen und Kontrollen

Die Daten reprasentieren die Medianwerte plus die Intervalle in Klammern
*von 3 Probandinnen der jeweiligen Gruppe kein Probenmaterial vorhanden
**von 5 Probandlinnen kein Probenmaterial vorhanden

***von 14 ProbandIinnen kein Probenmaterial vorhanden

****yon 1 ProbandIn kein Probenmaterial vorhanden

Parameter Einheit Patientinnen n Kontrollen n p
BSG mm 9 (2-59) 36* 3 (1-13) 37** 0
CRP mg/| 2,1 (<0,6-242,9) 39 0,7 (<0,6-25,6) 39* 0,001
Calprotektin Ma/g 355 (<20-3075) 25%**

Hb g/dl 13,6 (10,1-16,5) 39 14,0 (12,1-16,5) 41**** | 0,249
Leukozyten x1079/I 7,8 (4,5-21,0) 39 6,3 (4,4-14,8) 41*** 10,031
Thrombozyten Gl 284 (178-628) 39 265 (164-352) 41*** 10,084
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Abbildung 7 a-e: Grafische Darstellung der Routineparameter bei CED-Patientinnen (P) und
Kontrollen (K). (a) Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) in mm. (b) C-reaktives Protein (CRP)
in mgl/l. (c) Leukozytenzahl in 1079/l. (d) Thrombozytenzahl in G/I. (e) Hamoglobin (Hb) in
g/dl.
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3.2.2 Vergleich von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Tabelle 9 zeigt die Werte der Routineparameter fur die Patientinnen mit Colitis
ulcerosa und Morbus Crohn.

Die BSG war bei Morbus Crohn hoher als bei Colitis ulcerosa [9 (2-59) vs. 5 (2-
38)], mit einem p-Wert von 0,253 ist dieser Unterschied jedoch nicht statistisch
signifikant. Beim CRP zeigte sich ein umgekehrtes Bild- hier waren die Werte bei
Colitis ulcerosa hoher als bei Morbus Crohn [3,1 (<0,6-54,3) vs. 1,8 (<0,6-242,9)],
dieser Unterscheid ist ebenfalls nicht statistisch signifikant (p = 0,807). Der
Maximalwert von 242,9 wurde bei einer Person, welche an Morbus Crohn erkrankt
ist, gemessen.

Die Leukozytenzahl [8,4 (5,0-21,0) vs. 6,5 (4,5-15,6)] sowie die Thrombozytenzahl
[284 (178-545) vs. 273 (194-628)] waren bei den Patientinnen mit Morbus Crohn
hoéher als bei jenen mit Colitis ulcerosa, da der p-Wert fur beide Parameter gro3er
als 0,05 ist, ist dieser Unterschied nicht statistisch signifikant.

Ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen konnte flr
den Hb-Wert festgestellt werden [273 (194-628)] vs. 284 (178-545), p = 0,518].
Das Calprotectin war bei Colitis ulcerosa erheblich héher als bei Morbus Crohn
[1265 (108-3075)] vs. 114 (<20-2124)] (p = 0,005).

Tabelle 9: Vergleich der Routineparameter zwischen Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
Die Daten reprasentieren die Medianwerte plus die Intervalle in Klammern.

*von 1 Probandin kein Probenmaterial vorhanden

** von 2 ProbandInnen kein Probenmaterial vorhanden

***von 4 ProbandInnen kein Probenmaterial vorhanden

**** von 10 Probandlnnen kein Probenmaterial vorhanden

Parameter Einheit | CU n MC n p

BSG mm 5 (2-38) 13* 9 (2-59) 23** 0,253
CRP mg/I 3,1(<0,6-54,3) 14 1,8 (<0,6-242,9) 25 0,807
Calprotectin Ma/g 1265 (108-3075) 10*** | 114 (<20-2124) 15**** | 0,005
Hb g/dl 13,4 (11,1-16,3) 14 13,7 (10,1-16,5) 25 0,518
Leukozyten x1079/ | 6,5 (4,5-15,6) 14 8,4 (5,0-21,0) 25 0,173
Thrombozyten G/l 273 (194-628) 14 284 (178-545) 25 0,638
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Abbildung 8 a-f: Grafische Darstellung der Routineparameter bei Colitis ulcerosa (CU) und
Morbus Crohn (MC). (a) Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) in mm. (b) C-reaktives Protein
(CRP) in mgll. (c) Leukozytenzahl in 10729/1. (d) Thrombozytenzahl in G/I. () Himoglobin (Hb)
in g/dl. (f) Calprotectin in pg/g.
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3.2.3 Korrelationsanalysen der Routineparameter mit klinischen
Scores

Tabelle 11 enthalt die Spearman-Korrelationskoeffizienten, welche die Starke der
Korrelation der Routineparameter mit dem partiellen Mayo-Score, sowie dem
Harvey-Bradshaw-Index angeben.

Der Korrelationskoeffizient rSp nimmt Werte zwischen -1 und +1 an, wobei Werte
>0 einen positiven Zusammenhang und Werte <0 einen negativen
Zusammenhang beschreiben. Je naher rSp bei 0 liegt, desto schwacher ist der
Zusammenhang, je dichter r Sp bei -1 oder +1 liegt, desto starker ist er. Ist rSp =
0, liegt kein Zusammenhang vor [75]. Es gibt in der Literatur keine einheitlichen
Richtlinien zur Interpretation der Korrelationskoeffizienten. Die im Rahmen dieser
Arbeit erhobenen Spearman-Korrelationskoeffizienten wurden wie in Tabelle 10

angegeben, bewertet.

Tabelle 10: Interpretation des Spearman-Korrelationskoeffizienten rSp
Quelle: Hehn medistat-U von. Medizinische Statistik | Datenanalyse & Statistische Beratung fiir
Fachbereiche der Medizin [Internet]. [zitiert 3. Mai 2017]. Verfiigbar unter:

https.//www.medistat.de/glossar/korrelation-assoziation/rangkorrelationskoeffizient-nach-spearman/

Bewertung

0,0=rSp <0,2 Kkein bis geringer Zusammenhang
0,2<rSp=<0,5 schwacher bis maliger Zusammenhang
0,5<rSp=<0,8 deutlicher Zusammenhang

0,8 <rSp =1,0 hoher bis perfekter Zusammenhang

Fur die BSG konnte mit dem Harvey-Bradshaw-Index eine schwache positive
Korrelation (rSp = 0,209) festgestellt werden, mit dem partiellen Mayo-Score eine
schwach negative (rSp =-0,323).

Das CRP korrelierte ewas starker mit dem Harvey-Bradshaw-Index (rSp = 0,326),
mit dem partiellen Mayo-Score konnte keine Korrelation festgestellt werden.

Die starkste Korrelation eines Routineparameters mit einem klinischen Score
stellte jene von Calprotectin mit dem partiellen Mayo-Score dar (rSp = 0,506). Mit
dem Harvey-Bradshaw-Index korrelierte Calprotectin maRig (rSp = 0,349).

Der Hb-Wert korrelierte positiv mit dem partiellen Mayo-Score (rSp = 0,317) und
negativ mit dem Harvey-Bradshaw-Index (rSp = -0,317).
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Die Leukozytenzahl sowie die Thrombozytenzahl korrelierten jeweils schwach mit
dem partiellen Mayo-Score, mit dem Harvey-Bradshaw-Index konnte fur beide

Parameter keine Korrelation nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 11).

Tabelle 11: Korrelationsanalysen der Routineparameter mit dem partiellen Mayo-Score,
sowie dem Harvey-Bradshaw-Index

Die Daten reprasentieren die jeweiligen Spearman- Korrelationskoeffizienten rSp

Partieller Mayo-Score Harvey-Bradshaw-Index
BSG -0,323 0,292
CRP -0,071 0,326
Calprotectin 0,506 0,349
Hb 0,317 -0,317
Leukozyten 0,176 0,055
Thrombozyten 0,261 0,048

3.3 B-D-Glukan

Die gemessenen Werte fur B-D-Glukan sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
Keine(r) der Probandinnen Uberschritt den vom Hersteller angegebenen
Referenzwert von 80 pg/ml. Die Nachweisgrenze fir p-D-Glukan betrug 15,38
pg/ml. In der Patientinnengruppe wurden bei 18%, in der Kontrollgruppe bei 12%
Werte Uber der Nachweisgrenze von 15,38 gemessen. Bei einer Person aus der
Kontrollgruppe wurde ein Wert von 2206,96 pg/ml ermittelt, hierbei handelte es
sich jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine Verunreinigung der Probe, da
man diese Werte nur im Rahmen einer Pilzsepsis beobachten wurde, die
Versuchsperson jedoch zum Zeitpunkt der Probenabnahme und danach vdllig
beschwerdefrei war. Dieser Wert wurde aufgrund dessen von der statistischen
Auswertung exkludiert.

Wie in Tabelle 12 ersichtlich, lag der Median der gemessenen [-D-Glukan-Werte
sowohl in der Patientinnen- als auch in der Kontrollgruppe unter der
Nachweisgrenze. Der Maximalwert von 61,44 wurde bei einer Person aus der
Kontrollgruppe gemessen (vergleiche Tabelle 12 und Abbildung 9).

Die Korrelationsanalyse zeigte bei Patientinnen mit Colitis ulcerosa eine schwache
bis maRige Korrelation von R-D-Glukan mit dem CRP (rSp = 0,287) und dem
Calprotectin (rSp = 0,321). Bei Patientlnnen mit Morbus Crohn konnte nur eine
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schwache Korrelation festgestellt werden (vergleiche Tabelle 13). Mit dem Harvey-
Bradshaw-Index fur Morbus Crohn und dem Mayo-Score fur Colitis ulcerosa zeigte

sich keine Korrelation (vergleiche Tabelle 13).

Tabelle 12: Vergleich von B-D-Glukan bei Kontrollen, CED-Patientinnen, Colitis ulzerosa
(CU) und Morbus Crohn (MC)

Angaben in in pg/ml

p fur Kontrollen vs. CU = 0,238

p fur Kontrollen vs. MC = 0,972

*verunreinigte Probe bei 1 Probandin

Kontrollen CED-Patientinnen CuU MC
n 41* 39 14 25
Median <15,38 <15,38 <15,38 <15,38
Intervall <15,38-61,44 <15,38-54,83 <15,38-47,13 | <15,38-54,83
p 0,485 0,269
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Abbildung 9: B-D-Glukan (BDGLUK) in pg/ml Abbildung 10: R-D-Glukan (BDGLUK) in pg/ml
bei CED-Patientinnen (P) und Kontrollen (K) bei Colitis ulcerosa (CU) und Morbus Crohn
(MC)
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Tabelle 13: Korrelationsanalysen von B-D-Glukan mit Calprotectin, CRP sowie der
Krankheitsaktivitat

Die Daten reprasentieren die jeweiligen Spearman- Korrelationskoeffizienten rSp.

Kontrollen | CED-Patientinnen | CU MC
Calprotectin 0,102 0,321 -0,172
CRP 0,076 0,222 0,287 0,196
Partieller Mayo-Score -0,038
Harvey-Bradshaw-Index 0

3.4 Citrullin

Tabelle 14, sowie die Abbildungen 11 und 12 zeigen die Messergebnisse flr
Citrullin. In der Patientinnengruppe lag der Medianwert unter jenem der
Kontrollgruppe [25,98 (6,92-52,57) vs. 28,71 (11,76-46,41)]. Dieser Unterschied ist
jedoch mit einem p-Wert von 0,253 nicht statistisch signifikant.

Innerhalb der Patientinnengruppe war der Medianwert bei Personen mit Morbus
Crohn geringfugig niedriger als bei jenen mit Colitis ulcerosa [25,70 (18,27-52,57)
vs. 27,96 (6,92-38,48)]. Ein p-Wert von 0,699 zeigt aber, dass dieser Unterschied
nicht statistisch signifikant ist. Der niedrigste Wert von 18,27 umol/l wurde bei
einer Patientin mit einem akuten Schub einer Pancolitis ulcerosa gemessen.
Mittels deskriptiver Statistik wurde analysiert, ob ein Unterschied im Serum-
Citrullin zwischen Patientinnen mit einer aktiven Erkrankung und Patientlnnen in
Remission bestehe. Wie in Tabelle 15 und Abbildung 13 verdeutlicht wird, zeigten
sich bei Patientinnen mit Colitis ulcerosa im akuten Stadium deutlich niedrigere
Serum-Citrullinspiegel als bei Patientinnen mit derselben Erkrankung in
Remission. Bei Patientinnen mit Morbus Crohn fiel diese Differenz in den
Citrullinspiegeln etwas schwacher aus (vergleiche Tabelle 15 und Abbildung 14).
Weiters wurden die Citrullinspiegel von Patientinnen mit Morbus Crohn, bei
welchen zu einem friheren Zeitpunkt eine Resektion von Darmabschnitten
stattgefunden hatte, mit jenen Patientinnen verglichen, bei welchen keine solche
Operation erfolgt war. Tabelle 16 und Abbildung 15 zeigen hdhere mediane
Citrullinspiegel bei operierten Patientlnnen als bei nicht operierten.

Die Korrelationsanalysen, welche in Tabelle 17 und Abbildungen 21 bis 23
dargestellt sind, zeigten in der Patientinnengruppe eine mittelstarke negative
Korrelation zwischen Citrullin und dem CRP (rSp = -0,415). Interessanterweise

bestand hier aber eine starkere negative Korrelation bei Patientinnen mit Colitis
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ulcerosa als bei jenen mit Morbus Crohn (rSp = -0,726 vs. rSp = -0,215). Ein

ahnliches Ergebnis zeigte die Korrelationsanalyse mit dem Calprotectin, auch hier

bestand eine starkere negative Korrelation zwischen Citrullin und Calprotectin bei

Patienten mit Colitis ulcerosa als bei jenen mit Morbus Crohn (rSp = -0,750 vs. rSp

=-0,223).

Citrullin korrelierte in geringem Male mit dem Harvey-Bradshaw-Index (rSp = -

0,194), mit dem Mayo-Score konnte keine Korrelation festgestellt werden (rSp = -

0,061).

Tabelle 14: Vergleich von Serum-Citrullin bei Kontrollen, CED-Patientinnen, Colitis ulcerosa

und Morbus Crohn

Angaben in pmol/l

p fur Kontrollen vs. CU = 0,617p fur Kontrollen vs. MC = 0,216

* von 2 ProbandInnen der jeweiligen Gruppe kein Probenmaterial vorhanden

**von 1 ProbandIn der jeweiligen Gruppe kein Probenmaterial vorhanden

Kontrollen CED-Patientlnnen CuU MC
n 40* 37* 13** 24**
Median 28,71 25,98 27,96 25,70
Intervall 11,76-46,41 6,92-52,57 6,92-38,48 18,27-52,57
p 0,253 0,699
50~ 50 -
40- 40- *
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20- 20- I §
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Abbildung 11: Citrullin in ymol/l bei CED- Abbildung 12: Citrullin in pmol/l bei Colitis
Patientinnen (P) und Kontrollen (K) ulcerosa (CU) und Morbus Crohn (MC)
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Tabelle 15: Vergleich von Serum-Citrullin bei Patientinnen mit aktiver Colitis Ulcerosa (CU)

und Colitis Ulcerosa in Remission, sowie Patientinnen mit aktivem Morbus Crohn (MC) und

Patientinnen mit Morbus Crohn in Remission

Angaben in pmol/l

Patientinnen mit CU

Patientinnen mit MC

20-

aktive Erkrankung | Remission aktive Erkrankung | Remission
n 9 5 12 13
Median 25,98 30,45 24,33 25,95
Range 6,92-38,48 21,54-38,38 18,27-40,72 19,95-52,57
40~
N 50-
30- . ]
) 40-
£ . £
E l E
S | 5

Abbildung 13: Unterschiede im Serum-
Citrullin in pmol/l bei Patientinnen mit Colitis
Ulcerosa in Remission (Remission-ja) und

mit aktiver Erkrankung (Remission-nein)
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Abbildung 14: Unterschiede im Serum-

!
nein

Citrullin in pmol/l bei Patientinnen mit
Morbus Crohn in Remission (Remission-ja)
und mit aktiver Erkrankung (Remission-nein)

Tabelle 16: Vergleich von Serum-Citrullin von Patientinnen mit Morbus Crohn (MC), bei

welchen eine Resektion von Darmabschnitten stattgefunden hat (mit OP), mit jenen, bei

denen keine solche Operation stattgefunden hat (ohne OP) Angaben in ymol/l

Patientinnen mit MC

ohne OP mit OP
n 13 1
Median 24,65 28,50
Range 18,27-31,56 19,95-52,57
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Abbildung 15: Unterschiede im Serum-Citrullin in pmol/l bei Patientinnen mit Morbus Crohn,
bei denen eine Resektion von Darmabschnitten stattgefunden hat (OP) und jenen, bei denen

keine solche Operation durchgefiihrt wurde (keine OP)

Tabelle 17: Korrelationsanalysen von Citrullin mit Calprotectin, CRP und der
Krankheitsaktivitat

Die Daten reprasentieren die jeweiligen Spearman- Korrelationskoeffizienten rSp.

Kontrollen | CED-Patientinnen | CU MC
Calprotectin -0,312 -0,750 -0,223
CRP -0,152 -0,415 -0,762 -0,215
Partieller Mayo-Score -0,061
Harvey-Bradshaw-Index -0,194

D-Laktat

In Tabelle 18 und den Abbildungen 16 und 17 sind die im Harn von Patientinnen
und Kontrollen gemessenen D-Laktat-Werte zusammengefasst. Die Medianwerte
sind in der Patientinnengruppe hoher als in der Kontrollgruppe [8,5 (2,0-35,0) vs.
5,5 (0,0-37,0)]. Dieser Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant, da der p-
Wert bei 0,828 liegt. Ein signifikanter Unterschied konnte jedoch zwischen
ProbandIinnen mit Colitis ulcerosa und jenen mit Morbus Crohn festgestellt werden
[9,5 (3,0-35,0) vs. 4,0 (2,0-10,0), p = 0,041].

Jene Patientinnen mit Colitis ulcerosa in Remission hatten nur geringflgig
niedrigere D-Laktat-Werte als jene mit Colitis ulcerosa im akuten Stadium [9,0
(3,0-35,0) vs. 10,0 (4,0-23,0)] (vergleiche Tabelle 19 und Abbildung 18).

Mit dem CRP, sowie dem Calprotectin konnte in keiner der untersuchten Gruppen
eine Korrelation festgestellt werden (vergleiche Tabelle 20, sowie Abbildungen 21
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und 22). Mit den Aktivitatsindices ergaben sich sogar schwach negative

Korrelationen (vergleiche Tabelle 20 und Abbildung 23).

Tabelle 18: Vergleich von D-Laktat im Harn bei Kontrollen, Patientinnen, Colitis ulcerosa
und Morbus Crohn

Angaben in ymol/mmol Kreatinin

p fur Kontrollen vs. CU = 0,245

p fur Kontrollen vs. MC = 0,224

*Far 18 Proben konnte kein Ergebnis errechnet werden, da die Werte in mg/dl unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,6 liegen.

Von 1 ProbandIn kein Probenmaterial vorhanden

Von 1 Probe konnte kein Ergebnis errechnet werden, da der Kreatininspiegel aus unbekannter
Ursache nicht erhoben wurde

** Flr 15 Proben konnte kein Ergebnis errechnet werden, da die Werte in mg/dl unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,6 liegen.

Von 8 Probandinnen kein Probenmaterial vorhanden

*** Edr 1 Probe konnte kein Ergebnis errechnet werden, da der Wert in mg/dl unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,6 liegt.

Von 3 Probandlnnen kein Probenmaterial vorhanden

**** E{r 14 Proben konnte kein Ergebnis errechnet werden, da die Werte in mg/dl unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,6 liegen.

Von 5 Probandlnnen kein Probenmaterial vorhanden

Kontrollen CED-Patientinnen | CU MC
n 22* 1 6** 1 O*** 6****
Median 5,5 8,5 9,5 4,0
Range 0,0-37,0 2,0-35,0 3,0-35,0 2,0-10,0
p 0,828 0,041
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Abbildung 16: D-Laktat (H.LAKT.Krea) in
pmol/mmol Kreatinin im Harn von
Patientinnen (P) und Kontrollen (K)
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Abbildung 17: D-Laktat (H.LAKT.Krea) in
pmol/mmol Kreatinin im Harn bei Colitis
ulcerosa (CU) und Morbus Crohn (MC)

Tabelle 19: Vergleich von D-Laktat im Harn bei Patientinnen mit aktiver Colitis ulcerosa (CU)

und Patientinnen von CU in Remission

Angaben in ymol/mmol Kreatinin

Patientlnnen mit CU

aktive Erkrankung Remission
n 7 3
Median 10,0 9,0
Range 4,0-23,0 3,0-35,0
30-

|

= 20-

X

3

T .

|

\
ja
Remission

|

'
nein

Abbildung 18: Unterschiede im D-Laktat in pmol/mmol Kreatinin im Harn von Patientinnen

mit aktiver Colitis ulcerosa (Remission-nein), sowie Patientinnen mit Colitis ulcerosa in

Remission (Remission-ja)
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Tabelle 20: Korrelationsanalysen von D-Laktat mit Calprotectin, CRP sowie der
Krankheitsaktivitat

Die Daten reprasentieren die jeweiligen Spearman- Korrelationskoeffizienten rSp.

Kontrollen | CED-Patientinnen Cu MC
Calprotectin -0,078 -0,6 -0,522
CRP 0,156 0,068 0,030 0,145
Part. Mayo-Score -0,285
Harvey-Bradshaw-Index -0,324

3.5 I-FABP

Wie in Tabelle 21 und Abbildung 19 ersichtlich ist, wurde im Rahmen dieser Studie
kein signifikanter Unterschied der |-FABP-Werte zwischen Patientinnen und
Kontrollen festgestellt [382,4 (177,6-1192,2) vs. 394,7 (92,7-811,1), p = 0,070].
Innerhalb der Patientinnengruppe ist der Medianwert bei Probandinnen mit Colitis
ulcerosa hoher als bei jenen mit Morbus Crohn [455,8 (311,3-967,4 vs. 345,55
(177,6-1192,2)], mit einem p-Wert von 0,279 ist dieser Unterschied jedoch nicht
statistisch signifikant (vergleiche Tabelle 21 und Abbildung 20). Der maximale
Wert von 1192,2 pg/ml wurde bei einem Patienten mit Morbus Crohn gemessen,
welcher sich nach einer lleozokalresektion unter einer Therapie mit TNF-a-
Blockern in Remission befindet.

Die Spearman-Korrelationsanalyse ergab fur Patientinnen mit Colitis ulcerosa
keinen Zusammenhang zwischen I-FABP und dem CRP (rSp = 0,041), bei Morbus
Crohn zeigte sich eine schwache Korrelation (rSp = 0,253) (vergleiche Tabelle 22,
sowie Abbildung 21). Die Korrelation mit dem Calprotectin fiel bei Morbus Crohn
ebenfalls geringfigig starker aus als bei Colitis ulcerosa (rSp = 0,236 vs. rSp =
0,150) (vergleiche Abbildung 22).

Mit den erhobenen Aktivitatsscores bestand keine Korrelation (vergleiche Tabelle
22 und Abbildung 23).
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Tabelle 21: Vergleich von I-FABP bei CED-Patientinnen, Kontrollen, Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn

Angaben in pg/ml

p fur Kontrollen vs. CU = 0,056

p fur Kontrollen vs. MC = 0,070

*von 3 Probandlnnen kein Probenmaterial vorhanden

**von 2 Probandlnnen kein Probenmaterial vorhanden

***von 1 ProbandIn kein Probenmaterial vorhanden

Kontrollen CED-Patientinnen | CU MC
n 39* 37** 13*** 24****
Median 394,7 382,4 455,8 345,55
Range 92,7-811,1 177,6-1192,2 311,3-967,4 177,6-1192,2
P 0,070 0,279
1000~ | 1000 - I
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Abbildung 19: I-FABP in pg/ml bei CED- Abbildung 20: I-FABP in pg/ml bei Colitis
Patientinnen und Kontrollen ulcerosa und Morbus Crohn

Tabelle 22: Korrelationsanalysen von I-FABP mit Calprotectin, CRP sowie der
Krankheitsaktivitat

Die Daten reprasentieren die jeweiligen Spearman-Korrelationskoeffizienten rSp.

Kontrollen | CED-Patientinnen | CU MC
Calprotectin 0,376 0,150 0,236
CRP -0,029 0,160 0,041 0,253
Part. Mayo-Score 0,166
Harvey-Bradshaw-Index -0,001
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Abbildung 21: Korrelationsanalysen von B-D-Glukan (BDGLUK), Citrullin, D-Laktat im Harn
(H.LAKT.Krea) und I-FABP mit CRP
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Abbildung 22: Korrelationsanalysen von B-D-Glukan (BDGLUK), Citrullin, D-Laktat im Harn
(H.LAKT.Krea) und I-FABP mit Calprotectin
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Abbildung 23: Korrelationsanalysen von R-D-Glukan (BDGLUK), Citrullin, D-Laktat im Harn
(H.LAKT.Krea) und I-FABP mit dem partiellen Mayo-Score, sowie dem Harvey-Bradshaw-

Index
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4 Diskussion

Je rascher, akkurater und zielgerichteter die Diagnostik bei CED erfolgt, desto
eher kann mittels individueller therapeutischer Interventionen die Lebensqualitat
der Patientinnen verbessert und eventuelle Langzeitkomplikationen verhindert
werden.

Biomarker, welche aus Blut-, Harn- oder Stuhlproben von Patientlnnen analysiert
werden, spielen hierbei eine entscheidende Rolle, da sie simple, kostengunstige,
risikolose und prazise diagnostische Mittel darstellen.

Die derzeit in der klinischen Praxis als Biomarker fur CED verwendeten
Laborparameter sind vorwiegend CRP, BSG und Calprotectin. Da jeder dieser
Parameter Limitationen bezlglich seiner Anwendungsgebiete, Sensitivitat
und/oder Spezifitat unterliegt, wurde in den letzten Jahren intensiv nach neuen,
potenteren Biomarkern fur CED geforscht.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die etablierten Biomarker CRP, BSG und
Calprotectin, sowie die Parameter Citrullin, D-Laktat und I-FABP, welche in der
Fachliteratur als potentielle Biomarker fur CED diskutiert werden, bei CED-
Patientinnen und gesunden Vergleichspersonen analysiert. Darlber hinaus wurde
erstmals B-D-Glukan auf sein Potenzial als Permeabititatsmarker fur CED
getestet.

Wie erwartet, waren die Werte von CRP und BSG in der Patientlnnengruppe
signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Ein unerwartetes Ergebnis stellt jedoch
die Tatsache dar, dass kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
CRP-Werten von Patientinnen mit Colitis ulcerosa und jenen, welche an Morbus
Crohn leiden, aufgezeigt werden konnte. Grundlage der urspringlichen Annahme
war, dass andere Studien ergaben, dass CRP bei Morbus Crohn in signifikant
héherem Male exprimiert wird als bei Colitis ulcerosa [76-78]. Die relativ
geringen Fallzahlen dieser Studie kdnnten eine Erklarung dafir darstellen, dass
kein signifikanter Unterschied in den CRP-Werten zwischen den beiden
Erkrankungen festgestellt wurde.

Dass CRP weitaus starker mit dem Harvey-Bradshaw-Index als mit dem Mayo-
Score korreliert, kann insofern gedeutet werden, als dieser Biomarker besser fir
die Verlaufskontrolle bei Patientinnen mit Morbus Crohn geeignet ist, als fur die

Beurteilung des Krankheitsverlaufes von Colitis ulcerosa.
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Bezlglich der BSG wurde ebenfalls kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Erkrankungen aufgezeigt, diese Erkenntnis steht im Einklang
mit einer Untersuchung von Saverymuttu et al.,, welche ebenfalls keinen
Unterschied bezuglich der BSG zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
feststellte [78]. Dies impliziert, dass BSG kein zweckmaRiger Biomarker fur die
Unterscheidung zwischen Colitis ulcerosa und Morbus Crohn sein kann.

Die in dieser Studie ermittelten Calprotectin-Werte der Patientinnen mit Colitis
ulcerosa waren erheblich hoher als jene von Patientinnen mit Morbus Crohn.
Dieses Ergebnis korreliert mit der bereits in Kapitel 1.2.3.4. erwahnten Studie von
Costa et al., im Zuge welcher der Calprotectin-Wert auf dessen Potenzial als
pradiktiver Marker fur das Auftreten eines neuerlichen Schubes bei CED-
Patientlnnen in Remission untersucht wurde, wobei ebenfalls hdhere Calprotectin-
Werte bei Patientinnen mit Colitis ulcerosa als bei Patientinnen mit Morbus Crohn
gemessen wurden [32]. Die Ursache flr die niedrigeren Calprotectin-Werte bei
Patientinnen mit Morbus Crohn im Vergleich zu Patientinnen mit Colitis ulcerosa
konnte im unterscheidlichen Befallsmuster dieser beiden Erkrankungen liegen. Die
Tatsache, dass der Dickdarm im Rahmen einer Colitis ulcerosa weitaus haufiger
von der entzindlichen Reaktion betroffen ist als bei Patientinnen mit Morbus
Crohn, konnte eine Erklarung fur die hohere Calprotectinkonzentration im Stuhl
von Colitis ulcerosa-Patientinnen darstellen.

Die im Rahmen dieser Diplomarbeit ermittelten Spearman-Korrelationsparameter
zeigten, dass Calprotectin stark mit dem partiellen Mayo-Score flr Colitis ulcerosa,
sowie in geringerem Ausmalfd mit dem Harvey-Bradshaw-Index fir Morbus Crohn
korrelierte. Eine ahnliche Analyse von Jang et al. zeigte ebenfalls eine signifikante
Korrelation von Calprotectin-Werten mit dem Mayo-Score, sowie mit dem CDAI
[79].

Die Analysen des Hb-Werts, sowie der Thrombozytenzahl bei Patientinnen und
Kontrollpersonen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Studiengruppen und auch innerhalb der Patientinnengruppe konnten keine
Unterschiede zwischen den Hb-Werten beziehungsweise Thrombozytenzahlen
zwischen den an Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Erkrankten festgestellt
werden. Dies spricht dafiir, dass diese beiden Parameter keine geeigneten Marker
fur die Diagnostik bei CED sind.
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Die Leukozytenzahlen waren bei den CED-Patientinnen signifikant hoher als bei
den Kontrollpersonen, zwischen Personen mit Colitis ulcerosa und jenen mit
Morbus Crohn bestand jedoch kein Unterschied in den Leukozytenzahlen. Da
dieser Parameter jedoch aullerst unspezifisch ist, ist sein Nutzen in der Diagnostik
von CED relativ gering. Auch die relativ schwache Korrelation mit den klinischen
Aktivitatsscores spricht gegen die Zweckdienlichkeit der Verwendung der
Leukozytenzahl als Biomarker fur CED.

Citrullin, welches aufgrund seines Vorkommens in den Epithelzellen des
Dunndarms als Marker fur die funktionelle Enterozytenmasse gilt, wurde ebenfalls
im Rahmen dieser Diplomarbeit untersucht. Patientinnen, welche an einer CED
erkrankt waren, zeigten zwar etwas niedrigere Citrullin-Werte als gesunde
Kontrollpersonen, wobei dieser Unterschied sich jedoch als nicht statistisch
signifikant herausstellte. Auch zwischen Patientinnen mit Colitis ulcerosa und
Personen mit Morbus Crohn wurde kein signifikanter Unterschied in den Citrullin-
Werten festgestellt. Es konnten allerdings deutliche negative Korrelationen von
Citrullin mit dem CRP, sowie dem Calprotectin ermittelt werden. Diese
Korrelationen waren in der Gruppe der Patientinnen mit Colitis ulcerosa starker
ausgepragt als in jener mit Morbus Crohn. Diese Beobachtung steht im Gegensatz
zu jener von Lee et al., welche fur padiatrische Patientinnen mit Morbus Crohn
eine negative, fur jene mit Colitis ulcerosa hingegen keine Korrelation zwischen
Citrullin und CRP feststellten [80].

Fur Patientinnen mit Colitis ulcerosa ergab diese Diplomarbeitsstudie, dass jene
Patientinnen, deren Erkrankung zum Zeitpunkt der Blutabnahme aktiv war,
deutlich niedrigere Citrullinspiegel im Serum aufwiesen als jene Patientinnen,
welche sich in Remission befanden. Bei Patientinnen mit Morbus Crohn war
dieser Unterschied weniger stark ausgepragt. Kann diese Erkenntnis durch grofl3er
angelegte Studien bestatigt werden, kdnnte Citrullin in Zukunft als Biomarker in
der Verlaufskontrolle von Patientinnen mit Colitis ulcerosa Anwendung finden.

Fur I-FABP, welches in den letzten Jahren als potenzieller Marker fir eine
Enterozytenschadigung in Folge von ischamischen und entzundlichen Prozessen
bekannt wurde, konnte im Rahmen dieser Diplomarbeit kein Zusammenhang mit
CED festgestellt werden. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
den I-FABP-Werten aus dem Serum von CED-Patientinnen und von gesunden
Kontrollen nachgewiesen, und auch zwischen den [|-FABP-Werten von
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Patientlnnen mit Colitis ulcerosa und jenen mit Morbus Crohn bestand kein
statistisch signifikanter Unterschied. Es bestand lediglich eine positive Korrelation
von |-FABP mit CRP- sowie Calprotectin-Werten bei Patientinnen mit Morbus
Crohn, nicht jedoch bei Patientinnen, welche an Colitis Ulcerosa leiden. Mit den
fur alle Patientinnen erhobenen klinischen Scores bestand keinerlei Korrelation.
Diese Erkenntnisse stehen im Gegensatz zu anderen Studien. Wiercinska-Drapalo
et al. etwa konnten bei Patientinnen mit Colitis ulcerosa ernéhte Werte von |-FABP
in Abhangigkeit von der Krankheitsaktivitat feststellen und Sarikaya et al. fanden
eine positive Korrelation zwischen I-FABP und dem CDAI [65,66]. Eine Erklarung
daflr, dass die Erkenntnisse aus dieser Diplomarbeitsstudie nicht mit jenen der
oben genannten Autoren Ubereinstimmen, kdnnte sein, dass diese Uber deutlich
hohere Fallzahlen verfugten. Mit den Erkenntnissen aus dieser Diplomarbeit
stimmt jedoch der Nachweis einer positiven Korrelation von I-FABP mit CRP bei
Patientlnnen mit Morbus Crohn, welcher in der Studie von Sarikaya et al. ebenfalls
mit einem Spearman-Korrelationskoeffizienten von 0,253 beschrieben wurde,
Uberein [66].

Ein weiterer Parameter, welcher in dieser Studie analysiert wurde, ist D-Laktat. Es
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen D-Laktat im Harn von CED-
Patientinnen und gesunden Probandinnen festgestellt werden. Die D-Laktat-
Konzentration im Harn von Patientinnen mit Colitis ulcerosa war allerdings
signifikant hoher als in jenem von Patientinnen mit Morbus Crohn. Daraus lasst
sich ableiten, dass D-Laktat einen sinnvollen Marker zur Unterscheidung von
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa darstellen konnte. Eine Erklarung dafir, dass
die D-Laktat-Werte bei Patientinnen mit Colitis ulcerosa hoher sind als bei jenen
mit Morbus Crohn, ware, dass der Dickdarm starker bakteriell besiedelt ist als der
Dinndarm. Im Dinndarm befinden sich 102 bis 10 Mikroorganismen pro Gramm
Kot, im Dickdarm sind es sogar weitaus mehr mit 10"* bis 10'? Mikroorganismen
pro Gramm Kot [81]. Ist die Darmwandbarriere, etwa aufgrund einer
Entzundungsreaktion, gestort, kann das von den Darmbakterien produzierte D-
Laktat in den Blutkreislauf gelangen und ist somit im Serum oder Harn messbar.
Ist der entziindete Darmabschnitt Teil des Colon, gelangt folglich mehr D-Laktat in
die Zirkulation, als wenn ein Teil des Dinndarms betroffen ist.

Song et al. fuhrten eine ahnliche Studie mit CED-Patientinnen und gesunden
Kontrollpersonen durch, diese ergab jedoch ein umgekehrtes Bild. Die D-Laktat-
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Werte der Patientinnen waren signifikant hoher als jene der Kontrollgruppe.
Weiters konnte zwischen Patientinnen mit Colitis ulcerosa und jenen mit Morbus
Crohn kein Unterschied in der D-Laktat-Konzentration gemessen werden [63]. Ein
bedeutender Unterschied zwischen der Studie von Song et al. und dieser
Diplomarbeitsstudie ist jedoch, dass D-Laktat dabei aus dem Plasma und nicht wie
in dieser Studie aus dem Harn bestimmt wurde. Eine neuerliche Studie mit
Plasma-D-Laktat ware somit eine Mdglichkeit, eine genauere Aussage Uber die
Moglichkeiten von D-Laktat als Biomarker fur CED treffen zu kénnen.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde erstmals B-D-Glukan auf sein Potenzial als
Biomarker bei CED getestet. Der Referenzwert von 80 pg/ml wurde bei keiner der
gemessenen Proben Uberschritten, dabei handelt es sich jedoch um jenen Wert,
ab dem von einer invasiven Pilzinfektion ausgegangen werden muss, da der Test
normalerweise standardisiert in der Pilzdiagnostik angewendet wird. Somit hat der
Referenzwert fur diese Studie keine Bedeutung.

In der Patientinnengruppe wurden mehr [B-D-Glukan-Werte Uber der
Nachweisgrenze als in der Kontrollgruppe gemessen. Bei Patientinnen mit Colitis
ulcerosa konnte eine schwache Korrelation mit CRP und Calprotectin ermittelt
werden. Die Tatsache, dass B-D-Glukan Uber die Nahrung aufgenommen und
somit abhangig von den eingenommenen Lebensmitteln in unterschiedlicher
Menge im Darmlumen vorhanden ist, stellt eine Limitation bezuglich der
Aussagekraft dieser Studie dar. Ein Belastungstest mit einem B-D-Glukan-haltigen
Nahrungsmittel oder Getrank ware eine weitere Moglichkeit, diese Substanz auf
ihr Potenzial als Biomarker fir CED zu testen.

Eine weitere Limitation dieser Studie stellen die relativ geringen Fallzahlen dar.
Vor allem fiur die Analyse von D-Laktat waren nur von wenigen Probandinnen
Harnproben vorhanden.

Fur die Korrelationsanalysen mit der Krankheitsaktivitat standen in dieser Studie
lediglich klinische Scores zur Verfugung. Diese sind stark vom subjektiven
Krankheitsempfinden der Patientinnen beeinflusst. Einen interessaten Aspekt
wurde der Vergleich der im Rahmen dieser Studie analysierten Parameter mit
endoskopischen Aktivitatsscores darstellen.

Bezlglich der statistischen Analysen stellt der Verzicht einer Korrektur fir
multiples Testen eine Limitation dar. Die in dieser Studie angefihrten p-Werte
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sollten daher nur als grobe Anhaltspunkte fur eventuelle Gruppenunterschiede
interpretiert werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bisher kein Biomarker
gefunden wurde, der spezifisch und sensitiv genug ist, um als einziger Parameter
in der CED-Diagnostik Anwendung zu finden. Vielmehr existiert eine Reihe von
Laborparametern, von denen jeder in bestimmten Situationen ein wertvolles
diagnostisches Mittel darstellt. So eignet sich das CRP beispielsweise aufgrund
seiner geringen Spezifitat wenig zur Diagnosefindung bei Verdacht auf eine CED,
daflr stellt es einen sinnvollen Parameter zur Verlaufskontrolle von Patientinnen
mit Morbus Crohn dar. Calprotectin ist ein wertvoller Biomarker in der CED-
Diagnostik und kann sowohl fur die Erstdiagnose als auch bei Verlaufskontrollen
wichtige Hinweise Uber die Krankheitsaktivitdt liefern. Es ist als
Neutrophilenmarker im Stuhl spezifisch fur entzindliche Prozesse im Darm,
allerdings kann keine sichere Aussage daruber getroffen werden, ob es sich bei
einer Erhéhung von Calprotectin um eine CED oder einen Entzindungsvorgang
anderer Atiologie handelt.

Fur die noch weniger erforschten Laborparameter wie |-FABP, Citrullin, D-Laktat
und B-D-Glukan hat diese Studie interessante Ergebnisse geliefert, dennoch sind
weiterfuhrende Untersuchungen notwendig, um eine verlassliche Aussage uber
deren Potenzial als Biomarker fur CED treffen zu koénnen. Die
vielversprechendsten Ergebnisse lieferte Citrullin, welches vor allem in der
Verlaufskontrolle von Patientinnen mit Colitis ulcerosa angewendet werden
konnte.

Laborparameter, welche aus Harn, Blut und Stuhl bestimmt werden, kénnen einen
Nutzen in der Diagnostik von CED ergeben, und sind aufgrund ihrer Praktikabilitat
und geringen Invasivitat von unschatzbarem Wert flr Patientinnen und
Behandlerlnnen. Deren weitergehende Untersuchung ist eine der wichtigsten

Aufgaben im klnftigen Wissensgewinn bezuglich CED.
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