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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Colitisulcerosa

Die Colitis ulcerosa wird zusammen mit dem Morbus Crohn zu den wichtigsten chronisch
entziindlichen Darmerkankungen gezéhlt. Dabei ist die Colitis ulcerosa die Erkrankung, bei der
in erster Linie das Kolon betroffen ist. Die Erstmanifestation findet zunichst meist im Rektum
statt und im spéteren Krankheitsverlauf kann es zu einer Ausbreitung der Entziindung nach
proximal kommen, wobei diese Ausbreitung typischerweise kontinuierlich verlduft und die
entziindlichen Verdnderungen auf die Mukosa beschrinkt sind. Das klinische Bild ist
gekennzeichnet durch einen phasenhaften Verlauf, bei dem sich aktive Krankheitsphasen mit
Phasen der Remission abwechseln. Auch chronisch aktive Verlaufsformen treten auf. Die
Atiologie der Erkrankung ist immer noch unklar.

Die Colitis ulcerosa wurde erstmalig 1859 von dem Englinder Samuel Wilks beschrieben. Die
Priavalenz liegt derzeit bei etwa 80-120 Erkrankten pro 100.000 Einwohner (Siegmund et al.
2005). Wahrscheinlich liegt diese Zahl aber noch hoher, da Erkrankungen mit mildem Verlauf
bei ausschlieBlichem Befall des Rektums teilweise nicht diagnostiziert werden. Die Inzidenz
wird mit 3-14 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr angegeben, wobei der
Haufigkeitsgipfel zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr liegt (Classen et al. 2004). Ein zweiter
Hohepunkt der Inzidenz liegt laut élterer Studien im hdheren Lebensalter (Siegmund et al. 2005,
Dietel et al. 2009). AuBerdem ldsst sich eine ethnische und geografische Haufung von
Erkrankungsféillen beobachten, wobei vor allem Nordeuropder, Nordamerikaner sowie
bestimmte jiidische Volksgruppen (Aschkenasim) hdufiger betroffen sind. Weiterhin ist auffillig,
dass sich fiir Verwandte ersten Grades eines an Colitis ulcerosa Erkrankten das Risiko, ebenfalls
zu erkranken, um das vier- bis zehnfache erhoht im Vergleich zur Normalbevdlkerung. Sind
beide Eltern eines Kindes erkrankt, steigt die Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir dieses Kind auf
50% (Classen et al. 2004). Beide Geschlechter sind in etwa gleich hiufig betroffen.

Klinisch ist die Erkrankung durch blutig-schleimige Durchfdlle mit schmerzhaften
Stuhlentleerungen charakterisiert. Das Befallsmuster wird in drei groBe Gruppen unterteilt: ca.
50% der Patienten weisen einen alleinigen Befall des Rektosigmoids auf, bei ca. 25% kommt es
zusétzlich zu einem Befall des linksseitigen Kolons und weitere 25% der Patienten leiden an
einer Pankolitis. Bei einer kleinen Gruppe von Erkrankten kann es zur Ausbreitung der
Entziindung in den letzten Teil des terminalen Ileums kommen, der so genannten

,Backwashileitis*“ (Classen et al. 2004, Herold 2006). Da bei der iiberwiegenden Mehrheit der
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Patienten das distale Kolon von der Erkrankung betroffen ist, lokalisieren sich die Schmerzen
meist im linken Unterbauch. Durch die aktive Fliissigkeitssekretion ins Darmlumen kommt es zu
nichtlichen Stuhlentleerungen, Gewichtsverlust und in ausgeprigten Féllen auch zu
Verschiebungen im Fliissigkeits- und Sdure-Basen-Haushalt. Extraintestinale Manifestationen
treten bei Patienten mit Colitis ulcerosa seltener auf als bei Patienten mit Morbus Crohn. So
kommt es bei ca. 4% der Patienten zur Ausbildung eines Erythema nodosum oder eines
Pyoderma gangraenosum. Das Erythema nodosum imponiert als eine schmerzhafte, iiberwérmte,
rote, leicht erhabene Hautldsion, das Pyoderma gangraenosum ist durch die Entstehung einer
eitrigen Pustel, die zundchst in einen sterilen Abszess und spéter in ein schmerzhaftes Ulkus
iibergeht, gekennzeichnet. Die Pathogenese beider Hauterscheinungen ist unklar. Weiterhin
leiden ca. 25% der Patienten an Arthropathien v. a. des Knie- und Sprunggelenks, die aber meist
weder bei korperlichen Untersuchungen noch bei bildgebenden Verfahren pathologische
Befunde zeigen. Ebenfalls mit einer Colitis ulcerosa assoziiert ist die Primér Sklerosierende
Cholangitis (PSC): Zwischen ein und fiinf Prozent der Colitis ulcerosa- Patienten leiden
zusitzlich an einer PSC, aber bis zu 80% der PSC-Patienten sind ebenfalls an einer Colitis
ulcerosa erkrankt (Dietel et al. 2009, Herold 2006).

Als wesentliche Komplikation der Colitis ulcerosa gilt die Ausbildung eines kolorektalen
Karzinoms. Die Wahrscheinlichkeit ein solches zu entwickeln korreliert einerseits mit der Dauer
der Erkrankung und andererseits mit dem Ausmalf} des Befalls.

Das histologisch-pathologische Korrelat der aktiven Entziindung zeigt sich als ausgeprigte
Hyperédmie mit diffus verteilten, plasmazellreichen Entziindungsinfiltraten in der Mukosa. In den
Kryptenlumina sammeln sich neutrophile Granulozyten an und treten als sog. Kryptenabszesse
in Erscheinung. Im weiteren Krankheitsverlauf kommt es zu einer Verdnderung der
Kryptenarchitektur, welche auch in Remissionsphasen der Erkrankung als Ausdruck der
Defektheilung bestehen bleibt (Riede et al. 2004).

Therapeutisch kommen Aminosalizylate, Kortikosteroide, Immunsuppressiva und Biologika zum
Finsatz. Die ultima ratio bei therapierefraktirer Pankolitis stellt nach wie vor die totale
Proktokolektomie dar.

Insgesamt ist die Colitis ulcerosa ebenso wie der Morbus Crohn eine Erkrankung mit vielen
Komplikationen und Begleiterkrankungen. Dadurch reduziert sich die Lebensqualitit der
Patienten enorm, welches sich in einem hohen Leidensdruck duBert. Nicht zuletzt deswegen,
sondern auch wegen der steigenden Inzidenz sollten die chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen Anlass fiir weitere Forschung beziiglich der Ursachen und Pathogenese

geben.
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1.2 Hypothesen zur Pathogenese der Colitisulcerosa

Die Pathogenese der Colitis ulcerosa ist ebenso wie die des Morbus Crohn bis heute nur
unzureichend geklart. Wihrend frither eine ausschlieflich autoimmune Genese fiir die
Krankheitsentstehung ~ verantwortlich gemacht wurde, gibt es heute verschiedene
Einflussfaktoren, welche immer wieder als bedeutend in der Entstehung des Krankheitsbildes
diskutiert werden: eine genetische Préddisposition, der Einfluss von Umweltfaktoren, eine
fehlregulierte Immunantwort, der Einfluss von Bakterien sowie eine verdnderte epitheliale

Barrierefunktion des Gastrointestinaltraktes.

1.2.1 Genetische Préadisposition

Mehrere epidemiologische Studien konnten zeigen, dass beide chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen familidr gehduft auftreten (Orholm et al. 1991, Ahmad et al. 2001, Pefa
1998). Orholm et al. zeigten, dass fiir Verwandte ersten Grades von Patienten mit Colitis
ulcerosa oder Morbus Crohn ein zehnfach hoheres Risiko bestehe, ebenfalls diese Erkrankung zu
entwickeln. Auch bestehe - im Vergleich zu einer Kontrollgruppe - fiir die Verwandten ersten
Grades der Patienten ein etwas erhohtes Risiko, die jeweils andere der beiden Erkrankungen zu
bekommen. Eine Erblichkeit anhand von Zwillingsstudien konnten Tysk et al. (1988) eher fiir
Morbus Crohn mit einer Konkordanz von 58,3% bei monozygoten Zwillingen zeigen als fiir
Colitis ulcerosa, bei der die Konkordanz bei den monozygoten Zwillingen nur 6,3% betrug. In
genetischen Kopplungsstudien konnten bestimmte Abschnitte der Chromosomen 1, 3, 5, 7, 10,
12, 16, 19 und dem X-Chromosom als Risikoregionen ausgemacht werden (Ahmad et al. 2004).
Die einzelnen Regionen erhielten das Kiirzel IBD und eine laufende Nummer, so z. B. IBD1 fiir

die Region auf 16q12, IBD?2 fiir die Region auf 12q13 etc.

1.2.2 Umweltfaktoren

Die ansteigende Erkrankungshdufigkeit, vor allem in den Industriestaaten, ist ein deutlicher
Hinweis auf einen Einfluss der Umweltfaktoren in der Pathogenese beider chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl psychischer als auch physischer Stress mitverantwortlich
fiir den Beginn einer Colitis ulcerosa sein kann (Herbert et al. 1993). Aber auch auf eine bereits
bestehende Colitis ulcerosa kann ldnger andauernder Stress eine Schub auslosende Wirkung
haben (Levenstein et al. 2000), wobei der genaue Mechanismus aber ungeklért ist.
Moglicherweise bewirkt der Einfluss von Stress eine Verdnderung der epithelialen Barriere

(Soderholm et al. 2001).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pe%C3%B1a%20AS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
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Umwelteinfliisse konnen ebenfalls als Triggerfaktoren fiir eine Entzlindungsreaktion wirken
(Pefia 1998) und nicht zuletzt die Jahreszeiten wurden als Schub begiinstigend beschrieben: Eine
Studie aus Schweden beschreibt im Frithjahr und Herbst weitaus mehr Exazerbationen einer
zuvor bestehenden Colitis ulcerosa als im Sommer (Tysk und Jarnerot 1993). AuBlerdem wird
der Wohnort mit zunehmend ndérdlicher Lage sowie ein hoher sozialer Status und ein hoher
Bildungsgrad mit dem vermehrten Auftreten von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

assoziiert (Danese et al. 2004).

1.2.3 Bakterien

Es ist mehrfach die Vermutung geduBert worden, dass die bakterielle Besiedlung des Darmes
einen Einfluss sowohl auf die Manifestation als auch auf den Krankheitsverlauf der Colitis
ulcerosa hat. Schon unter physiologischen Bedingungen ist vor allem der Dickdarm dicht mit
Bakterien besiedelt: 10'" bis 10'* Bakterien pro Gramm Faeces gelten als normal (Klinke und
Silbernagl 2003). Die Besiedlung des Darmes findet erst nach der Geburt statt, wobei der
Diinndarm eine geringere bakterielle Dichte aufweist (ca. 10° Bakterien pro ml Chymus). Erst
distal der Valvula iliocaecalis ist ein massiver Anstieg der Bakterienzahl zu verzeichnen, welcher
nochmals zunimmt, je weiter distal man ins Kolon vordringt. Damit ist vor allem die
Kolonmukosa kontinuierlich einer hohen Anzahl an potentiellen Antigenen ausgesetzt. Bei der
Untersuchung von Biopsaten aus Koloskopien von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen und von gesunden Kontrollpersonen zeigten Swidsinski et al. 2002, dass die
CED-Patienten eine deutlich hohere Bakterienkonzentration aufwiesen im Vergleich zu
Kontrollpersonen. Dies war unabhidngig davon, ob das Biopsat aus einem entziindeten oder
einem nicht entziindeten Darmabschnitt stammte. AuBerdem war die Bakterienkonzentration
umso hoher, je schwerwiegender die Erkrankung ausgeprigt war. Die Zusammensetzung der
gefundenen  Bakterien entsprach auch bei den Patienten der physiologischen
Bakterienzusammensetzung des Darmes. Bei Bakterienkonzentrationen >10 000 cfu pro pl
lagerte sich eine dichte Bakterienschicht an die intakte Mukosa an, wohingegen bei
Bakterienkonzentrationen >50 000 cfu pro pl charakteristische Einschliisse von Bakterien in
einzelnen Enterozyten, welche nahe der Lamina propria lagen, gefunden wurden. Daraus
schlussfolgerte man, dass die Verdnderungen in der Schleimhaut keine Folge der Entziindung
darstellen, sondern als Ergebnis einer spezifischen Immunantwort zu werten seien. Die
Hypothese lautet, dass eine gesunde Mukosa in der Lage wire, diese Bakterien abzuwehren und
dass diese Funktion aber bei den Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

verloren gegangen sei. Duchmann et al. zeigten 1995, dass die physiologische Toleranz
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gegeniiber der eigenen bakteriellen Darmflora bei Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen offenbar gestort oder sogar aufgehoben ist, da es bei diesen Patienten zu
einer gesteigerten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine aus den Zellen des darmeigenen

Immunsystems kommt.

1.2.4 Immunsystem

Die Colitis ucerosa ist durch eine iiberschieBende Immunreaktion gekennzeichnet, die sich gegen
die bakterielle Darmflora richtet und innerhalb der Mukosa ablduft. An der Entstehung und
Aufrechterhaltung dieser Immunreaktion sind hauptsédchlich Th2-Lymphozyten und die von
thnen produzierten Zytokine beteiligt. Es kommt zu einem Ungleichgewicht in der Produktion
von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen. Die Schwere dieses Ungleichgewichtes
bestimmt das Ausmal} der mukosalen Schadigung und somit das klinische Escheinungsbild (José
Leon et al. 2006). Es konnte gezeigt werden, dass die T-Zellen aus der Lamina propria der
Darmmukosa von Patienten mit Colitis ulcerosa signifikant mehr Interleukin-13 (IL-13) und
weniger IFN-y bilden im Vergleich zu Kontrollpersonen. Die IL-13-Produktion geht von NK-
Zellen aus und hat ein zytotoxisches Potential flir die Epithelzellen der Darmmukosa (Fuss et al.
2004). Dies kommt durch einen Anstieg der epithelialen Apoptose und eine Dysfunktion der
epithelialen Barriere zum Ausdruck: Als Folge der vermehrten IL-13-Produktion kommt es zu
einer erhohten Expression des Poren bildenden tight junction-Proteins Claudin-2 (Heller et al.
2005). Dadurch imponiert die Colitis ulcerosa mit epithelialen Lecks, welche schon friihzeitig im
Krankheitsverlauf auftreten und als Folge der Mikroerosionen zu verstehen sind (Mankertz et al.
2007). Weiterhin weill man, dass Th2-Zellen an ihrer Oberfliche CD30 tragen. Bei Patienten mit
Colitis ulcerosa konnte unabhingig von der Aktivitit der Erkrankung ein erhohter Spiegel an
CD30 im Serum nachgewiesen werden (Giacomelli et al. 1998), wodurch die Hypothese einer

Th2-liberwiegenden Immunantwort zusatzlich gestiitzt wird.

1.25 Barrieredefekt als zusatzlicher Pathomechanismus

Die Oberflidche des Gastrointestinaltraktes ist durch ihren besonderen anatomischen Aufbau die
groflte Organoberfliche des menschlichen Korpers. Allein der Diinndarm besitzt durch die
Strukturen der Zotten und Krypten, welche die makroskopische Diinndarmoberfliche um das 7-
bis 14fache vergroBern, eine Austauschfliche von etwa 180 m’. Der Gastrointestinaltrakt des
Menschen verfligt iiber mehrere Mechanismen, um seine Abwehr- und Barrierefunktion aufrecht

zu erhalten:
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1. unspezifische Mechanismen im Darmlumen:
Durch Faktoren wie der proteindenaturierenden Wirkung der Salzsdure des Magens, der
enzymatischen Spaltung durch Proteasen aus dem Pankreas, der Mukussekretion an die
Darmoberfliche und der darmeigenen Peristaltik kommt es zu einer Limitierung der
Antigenaufnahme.

2. GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue):
Das GALT besteht aus Solitiarfollikeln, Peyer-Plaques, diffus verteilten lymphatischen Zellen
und lymphozytenreichen Zotten. An Stellen, an denen die Darmschleimhaut durch die Follikel
domartig aufgetrieben ist, liegen zwischen den Enterozyten vereinzelte M-Zellen, welche
Bakterien, Viren und andere Antigene endozytieren. Diese werden iiber Transzytose an das
lymphatische Gewebe der Follikel abgegeben und dadurch wird eine Immunantwort ausgeldst.
Ein wesentliches Merkmal der darmspezifischen Immunabwehr sind die freigesetzten Zytokine,
welche sowohl an der Entstehung der Entziindung als auch an der Regulation der Immunantwort
beteiligt sind.

3. intaktes Epithel der Mukosa:
Die intraepitheliale Permeabilitdtsbarriere wird aus dem einreihigen Epithel der Mukosa und den
Interzellularspalten gebildet, der Zusammenhalt des Epithels wird durch Desmosomen, gap
junctions und tight junctions gewdhrleistet, wobei die tight junctions hauptsidchlich fiir den

parazelluldren Stofftransport verantwortlich sind.

Im Diinndarm erfolgt der Stofftransport durch die intakte Darmwand auf zweierlei Wege: zum
einen gibt es den transzelluldren Transport, welcher meist durch aktive Transportmechanismen
(Carrier, Kanile) gewihrleistet wird, und zum anderen den parazelluldren Transport, welcher
passiv mittels Diffusion funktioniert. Letzterer ist abhingig vom elektrochemischen Gradienten
und der Durchldssigkeit der tight junctions (Argenzio 1984). Diesen intraepithelialen Anteil der
Permeabilitdtsbarriere bezeichnet man auch als intrinsischen Anteil. Der extrinsische Anteil
besteht dagegen aus Schleim, Bikarbonat und Immunglobulinen. Er stellt eine der Darmmukosa
aufgelagerte unbewegliche Schicht (sog. ,unstirred water layer) dar und wirkt als
Diffusionsbarriere. Das enthaltene IgA dient als erste Immunbarriere und neutralisiert luminale
Antigene.

Ist die gastrointestinale Permeabilitit gesteigert, bedeutet dies eine vermehrte Exposition der
Darmflora gegeniiber luminalen Antigenen. Damit ist ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung

von lokalen oder systemischen Erkrankungen als Ausdruck der Abwehrreaktion verbunden.
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Fiir den Morbus Crohn ist die verdnderte Permeabilitit als Pathomechanismus in der Entstehung
der Erkrankung bereits etabliert: So zeigten Biihner et al. 2006, dass nicht nur Morbus Crohn-
Patienten, sondern auch deren Angehorige ersten Grades eine erhohte gastrointestinale
Permeabilitdt aufweisen. Dabei wurde die erhohte Permeabilitit bei den verwandten
Angehorigen als Hinweis auf eine Erblichkeit der Erkrankung angesehen. AuBlerdem wurden
nicht verwandte Lebensgefdhrten der Patienten untersucht, um einen moglichen Einfluss von
Umweltfaktoren auf die Permeabilitit wider zu spiegeln. Hier zeigt sich aber, dass die
Permeabilitdt der nichtverwandten Lebensgefdhrten - vergleichbar mit den gesunden
Kontrollpersonen - niedrig war. Eine Erhohung der Permeabilitit bei Morbus Crohn-Patienten ist
bereits vor dem Ausbruch der Erkrankung nachweisbar und wird heute ebenfalls als Marker fiir
ein Rezidiv der Erkrankung verwendet (Irvine et al. 2000, Wyatt et al. 1993).

Welche Rolle spielt nun die Permeabilitit in der Pathogenese der Colitis ulcerosa? Mehrere
Studien haben bei Patienten mit Colitis ulcerosa die Darmpermeabilitdt untersucht (Munkholm et
al. 1994, Gibson et al. 1988, Nejdfors et al. 1998). Dabei sind die Ergebnisse nur eingeschriankt
verwertbar, da es sich entweder um in vitro-Untersuchungen handelt oder die verwendete
Markersubstanz nicht fiir die Untersuchung des Dickdarmes geeignet ist. Die Aussagen speziell
zur Kolonpermeabilitdt bei Colitis ulcerosa sind relativ rar. Arslan et al. fanden 2001 eine
signifikant hohere Permeabilitit fiir °’CrEDTA bei Patienten mit Colitis ulcerosa im Vergleich
zu gesunden Kontrollpersonen. Aullerdem korrelierte die Permeabilitit bei den Patienten mit der
Schwere der Erkrankung.

Zusammenfassend ist aber nach wie vor unklar, ob die Erh6hung der Permeabilitit eine Rolle in

der Pathogenese der Colitis ulcerosa spielt.

1.3 Calprotectin

Calprotectin ist ein Calcium und Zink bindendes Protein aus der S100-Gruppe mit
antimikrobiellen Eigenschaften, welches sowohl im Serum als auch im Stuhl nachweisbar ist.
Mehreren Studien zufolge ist Calprotectin im Stuhl sowohl bei Patienten mit chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen als auch bei Patienten mit Kolorektalem Karzinom erhoht im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen. Das Calprotectin befindet sich zum iiberwiegenden
Teil im Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Epithelzellen. Es stellt 60%
der 16slichen Bestandteile bzw. 5% des Gesamtproteins der neutrophilen Granulozyten dar.
Daraus ldsst sich ableiten, dass eine erhohte Permeabilitit der Darmschleimhaut fiir neutrophile
Granulozyten vorliegen muss: Bei o. g. Erkrankungen kommt es zu einer deutlich vermehrten

Invasion der Neutrophilen in die Schleimhaut und damit zu einer erhohten Calprotectin-
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Konzentration im Stuhl. Diese korreliert mit der Anzahl der neutrophilen Granulozyten im
Darmlumen und somit mit der Entziindungsaktivitéit (Fagerberg et al. 2007). Folglich kann man
die Bestimmung des Calprotectins im Stuhl sowohl als (Frith)marker in der Diagnostik als auch
als Aktivitdts- bzw. Verlaufsmarker fiir das Therapiemonitoring bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen einsetzen (Tibble et al. 2002, Wassell et al. 2004). Auch zeigt Calprotectin
ein Rezidiv einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung mit hoherer Sicherheit an als die
bisher verwendeten Standardparameter CRP und Hb (Immundiagnostik AG 2007).

Von Roon et al. haben eine Metaanalyse von 30 Studien mit insgesamt knapp 6.000 Patienten
durchgefiihrt, bei denen sie den Calprotectingehalt im Stuhl mit dem histologischen
Untersuchungsergebnis verglichen haben. Dafiir haben sie die Sensitivitét, die Spezifitdt und die
diagnostische Odds Ratio fiir jede Studie berechnet. Im Ergebnis zeigte sich, dass Calprotectin
ein Parameter mit hohem negativen priadiktiven Aussagewert ist: bei niedrigen Messwerten im
Stuhl liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit keine organische Erkrankung im Gastrointestinaltrakt
vor (Immundiagnostik AG 2007).

1.4 Herleitung der Aufgabenstellung

Die Colitis ulcerosa ist genau wie der Morbus Crohn eine multifaktorielle Erkrankung, die auf
der Grundlage einer genetischen Veranlagung unter dem Einfluss von exogenen Faktoren
entsteht. Dabei ist unklar, ob eine Storung der epithelialen Barriere eine Rolle in der
Pathogenese der Erkrankung spielt. In dieser Arbeit sollen nun wie in der bereits erwihnten
Morbus Crohn-Studie von Biihner et al. (2006) nicht nur Patienten, sondern auch Verwandte und
nicht verwandte Lebensgefdhrten der Patienten untersucht werden, um eine Differenzierung
zwischen genetischer Disposition und dem Einfluss von Umweltfaktoren auf die Permeabilitit zu
ermoglichen. Dazu wird erstmals die Sucralose als spezifischer Marker fiir die
Dickdarmpermeabilitit verwendet. Zusétzlich wird das fakale Calprotectin als Marker fiir eine -
auch subklinische - Inflammation bestimmt. AnschlieBend soll aufgezeigt werden, ob eine

Korrelation zwischen der gestorten Permeabilitit und dem fakalen Calprotectin besteht.

1.4.1 Permeabilitat

Die genaue Pathogenese der Colitis ulcerosa ist nicht geklért. Eine veréinderte Permeabilitdt der
Darmwand ist moglicherweise ein wichtiger Faktor entweder in der Entstehung der Erkrankung
oder aber in der Unterhaltung der Entziindung. So kdnnten bei einer erhohten Permeabilitit der
Darmwand Antigene aus dem Darmlumen die Mukosa vermehrt durchdringen und dadurch ihren

Beitrag fiir die Unterhaltung der Entziindung leisten.
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Fiir den Morbus Crohn ist bereits eine Erhohung der intestinalen Permeabilitit sowohl bei
Patienten in Remission als auch bei deren Verwandten ersten Grades festgestellt worden (Biihner
et al. 2006). Eine gleichzeitige Untersuchung der nichtverwandten Lebensgefdhrten der Patienten
als Hinweis fiir den Einfluss von Umweltfaktoren auf die Permeabilitit konnte keine Erh6hung
der intestinalen Permeabilitdt zeigen. Ob auch in der Remissionsphase der Colitis ulcerosa eine
Erh6hung der Permeabilitidt der Darmwand - insbesondere im Kolon - vorliegt, ist bislang vollig
unklar. Deshalb sollen in Anlehnung an die o. g. Morbus Crohn-Studie auch in dieser Arbeit
Patienten in Remission und deren Verwandte ersten Grades sowie deren nichtverwandte

Lebensgefihrten und gesunde Kontrollpersonen untersucht werden.

142 FakalesCalprotectin

Bei der Colitis ulcerosa kommt es im Rahmen der ablaufenden Entziindungsreaktion zu einer
Invasion von neutrophilen Granulozyten in die Darmschleimhaut und damit zu einer Erh6hung
des fidkalen Calprotectins. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob es auch in der
Remissionsphase zu einer Erhohung des fiakalen Calprotectins kommt und ob die Hohe des

gemessenen Wertes mit einer Verdnderung der Permeabilitdt in Zusammenhang steht.

1.4.3 Aufgabenstellungen

I. Patienten mit Colitis ulcerosa in Remission:
a) Findet sich bei diesen Patienten iiberhaupt eine Erhohung der Permeabilitét? Und
wenn ja, wo ist diese lokalisiert:
1. gastroduodenal?
2. intestinal?
3. im Kolon?
b) Wenn sich eine Erhohung der Permeabilitdt ergibt, bei welchen Patienten findet
man diese? Ergibt sich ein Zusammenhang
1. zum Befallsmuster?
2. zur Medikation?
3. zum Alter?
4

zum Geschlecht?
II. Findet sich eine Erhohung der Permeabilitét in den Familien der Patienten?

a) Untersuchung von genetisch Verwandten ersten Grades. Gibt es einen

Unterschied, ob diese im gleichen Haushalt mit den Patienten leben oder nicht?

10
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b) Untersuchung von nicht verwandten Lebensgefahrten der Patienten.
Die Untersuchung von genetisch Verwandten ersten Grades und nicht verwandten
Lebensgefihrten der Patienten soll eine Unterscheidung in endogene und exogene

Einflussfaktoren bei der Pathogenese ermoglichen.

III. Fikales Calprotectin als Marker fiir eine intestinale Inflammation:
a) Haben die Colitis ulcerosa-Patienten in Remission ein erhohtes fikales
Calprotectin?
b) Haben die Verwandten ersten Grades der Patienten ein erhohtes fékales
Calprotectin?
c) Haben die nicht verwandten Lebensgefdhrten der Patienten ein erhohtes fakales
Calprotectin?

Wenn ja, ergibt sich eine Korrelation mit der Permeabilitét?

11
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2 Material und Methoden

2.1 Tellnehmer

Alle 89 Patienten, die in die Studie eingeschlossen wurden, waren an Colitis ulcerosa erkrankt.
Die Erkrankung wurde anhand von standardisierten klinischen, endoskopischen, histologischen
oder radiologischen Kriterien diagnostiziert (Nikolaus und Schreiber 2007). Die Patienten
wurden allesamt an der Universititsmedizin Charité Berlin an den beiden Standorten Campus
Charité Mitte und Campus Virchow Klinikum rekrutiert. Weitere Teilnehmer der Studie waren
Verwandte ersten Grades und nicht verwandte Lebensgefahrten der Patienten, die nach
Kontaktvermittlung durch die Patienten Interesse an der Teilnahme zeigten. Dabei war bei den
Lebensgefihrten die Voraussetzung, dass sie mit den Patienten im gleichen Haushalt leben, bei
den Verwandten war dies nicht erforderlich. Zur Referenz wurden 99 nicht mit den Patienten
verwandte, gesunde Freiwillige als Kontrollgruppe rekrutiert. Alle teilnehmenden Personen
waren Kaukasier und gaben ihre informierte Einwilligung.

Alle genannten Studienteilnehmer nahmen am gastrointestinalen Permeabilitétstest teil, einige
von ihnen gaben zusétzlich eine Stuhlprobe zur Bestimmung des fakalen Calprotectins ab (siche

Tab. 1).

Tabelle 1: Anzahl der Teilnehmer an den einzelnen Untersuchungen

Permeabilitatstest Calprotectin
CU-Patienten 89 60
CU-Verwandte ersten Grades 35 30
CU-Lebensgeféhrten 24 18
Kontrollen 99 0

211 Einschlusskriterien

Damit die Ergebnisse des gastrointestinalen Permeabilititstestes vergleichbar sind, ist es
notwendig, dass alle Teilnehmer die gleichen Bedingungen erfiillen:
e Patienten in klinischer Remission
¢ mindestens drei Wochen Abstand zum letzten akuten Schub
e cine Woche Abstand zur letzten Osophago-Gastro-Duodenoskopie, zwei Wochen
Abstand zur letzten Koloskopie
e drei Monate Abstand zur letzten Operation im Gastrointestinaltrakt

e acht Wochen Abstand zu einer parenteralen Ernédhrung
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2.1.2 Ausschlusskriterien
Es gibt mehrere Faktoren, die die gastrointestinale Permeabilitit beeinflussen (s. Kap. 4.1.1). Um
den Einfluss von Storfaktoren auf die Untersuchungsergebnisse moglichst gering zu halten,
wurden alle potentiellen Teilnehmer, sobald sie eines der nachfolgenden Kriterien erfiillten, von
der Teilnahme an der Studie ausgeschlossen:
¢ insulinpflichtiger Diabetes mellitus Typ I oder II, Pankreasinsuffizienz
e Urtikaria
e Glutensensitive Enteropathie
e Short-Bowel-Syndrom, Ileostoma, vorausgegangene Bilroth I- oder —II-Operationen, Z.n.
Gastrektomie
e Nierenerkrankungen, z. B. Nierensteine, Niereninsuffizienz
e bekannte maligne Erkrankungen
e Einnahme von hoch dosiertem Kortison (> 25 mg/ d) oder regelméfBige Aspirineinnahme
(> 100 mg/ d)
e bei den Verwandten oder Lebensgefdhrten der Patienten: jede Operation im

Gastrointestinaltrakt oder die Einnahme von Steroiden bzw. Immunsuppressiva

2.1.3 Medikamenteneinnahme

Da auch viele Medikamente die gastrointestinale Permeabilitdt beeinflussen konnen, sollten
Patienten nach Mdglichkeit auf alle Medikamente in den letzten 24 Stunden vor dem Test
verzichten, vor allem aber auf Diuretika oder fiebersenkende Mittel. Weiterhin sollten sie die
Abenddosis der aktuellen CED-Medikation wie 5-ASA, Steroide, Immunsuppressiva moglichst
auslassen. Bei regelmiBiger Einnahme von NSAID, Antibiotika oder Abfiihrmitteln musste diese
von allen Teilnehmern mindestens zehn Tage vor dem Test pausiert werden. Fiir die Verwandten
und Lebensgefdhrten war die Einnahme von Steroiden oder Immunsuppressiva ein

Ausschlusskriterium.

2.14 Kontraindikationen

e gastrointestinale Stenosesymptomatik, Ileus
e Toxisches Megakolon

e Magen-/ Darmperforation

¢ unstillbares Erbrechen

e schwere Nierenfunktionsstorungen
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2.2 Datenerhebung

2.2.1 Patienten

Die Erhebung der Daten erfolgte anhand der Krankenakten der Patienten. Mit Hilfe dieser
wurden die Patienten nach phénotypischen Merkmalen in Untergruppen unterteilt:
| Befallsmuster:

e Befall nur des Rektums

e Linksseitenkolitis

e Pankolitis

e Backwashileitis
[l Alter bel Testdurchfihrung:

e Alter <40 Jahre bei der Testdurchfiihrung

e Alter <40 Jahre bei der Diagnosestellung

e Alter > 40 Jahre bei der Testdurchfiihrung

e Alter > 40 Jahre bei der Diagnosestellung
11 Medikamenteneinnahme zum Zeitpunkt des Testes:

e 5-ASA (oral/ rektal)

o Kortikosteroide (oral < oder > 20 mg pro Tag/ rektal)

e Budesonid

e Azathioprin

e 6-Mercaptopurin

AuBerdem erhielten alle Patienten Fragebogen, in denen folgende Daten aufgenommen wurden:
e Alter, Geschlecht, Grofle, Gewicht
e Zeitpunkt der Erstdiagnose
e aktuelle Medikamenteneinnahme
e Zeitpunkt des letzten Schubes
e Termin der letzten endoskopischen Untersuchung (OGD, Koloskopie)
e bisherige operative Eingriffe (Art, Zeitpunkt, Grund)
e weitere Erkrankungen
e Allergien/ Nahrungsmittelunvertriglichkeiten
e Vorkommen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen in der Familie

e Raucherstatus (Raucher/ Nichtraucher/ Ex-Raucher)
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2.2.2 Verwandte und L ebensgefahrten
Auch von den Verwandten und Angehorigen wurden anhand von Fragebdgen folgende Daten
aufgenommen:
e Alter, Geschlecht, Grofie, Gewicht
e Verhiltnis zum Patienten und Wohnsituation zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und zum
Zeitpunkt des Testes (gleicher Haushalt?)
e Beschwerden/ Erkrankungen im Magen-Darmbereich, Operationen im Magen-
Darmbereich
e aktuelle Medikamenteneinnahme
e weitere Erkrankungen
e Allergien/ Nahrungsmittelunvertréglichkeiten

e Raucherstatus (Raucher/ Nichtraucher/ Ex-Raucher)

2.3 Ethik-Kommission

Die Messung der gastrointestinalen und Kolonpermeabilitit wurde 2001 und 2007 von der

Ethikkommission der Charité genchmigt.

2.4 Fakales Calprotectin

Zur Messung des fiakalen Calprotectins verwendeten wir folgende Geréte und Utensilien:
e Calprotectin ELISA Kit zur in vitro Bestimmung von Calprotectin (MRP 8/ 14) in Stuhl:
Immundiagnostik AG (Bensheim, Deutschland)
e Multiplate-counter: VICTOR™ 3: Perkin Elmer (Waltham, USA)
e Microplate-washer: TECAN (Ménnedorf, Schweiz)
e DUO-Therm-Hybridisierungsofen: BIOMETRA Biomedizinische Analytik GmbH
(Gottingen, Deutschland)

2.4.1 Probenentnahme

Alle Teilnehmer erhielten ein Stuhlréhrchen, mit dem sie selbstindig zu Hause eine Stuhlprobe
entnehmen sollten. Dabei war es wichtig, dass die Entnahme vor der Durchfiihrung des
Permeabilitétstestes erfolgte, damit die Stuhlprobe von den im Test zugefiihrten Zuckern
unbeeinflusst blieb. Die Stuhlprobe wurde von den Teilnehmern bis zur Abgabe in unserem
Stoffwechsellabor im Kiihlschrank aufbewahrt und wurde bei uns im Labor bis zur weiteren

Verarbeitung bei minus 20°C tief gefroren.
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2.4.2 Probenvorbereitung

Zur Aufarbeitung des Stuhls wurde aus jedem Stuhlréhrchen eine Menge zwischen 80 und 120
mg entnommen. Zu jeder Probe wurde 5 ml Puffer dazu gegeben — unabhingig von der
Einwaage. Die unterschiedliche GroBe der Stuhlproben wurde spéter bei der Auswertung durch
Verwendung eines jeweils angepassten Verdiinnungsfaktors, welcher einer mitgelieferten
Tabelle entnommen werden konnte, ausgeglichen. AnschlieBend wurden die Proben mit dem
Puffer gut gemischt. Jeder Suspension wurde ca. 1 ml entnommen und bei 13000 G fiir fiinf
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:50 mit Waschpuffer verdiinnt und 100 ul dieser
Verdiinnung sind pro Vertiefung im Test verwendet worden. Falls die Testdurchfithrung nicht
innerhalb von 48 Stunden stattfand, wurden die Proben, wie in den Empfehlungen des ELISA

Kits angegeben, erneut bei minus 20 °C gelagert.

24.3 Testdurchfihrung

Fiir die Messung der Calprotectinwerte in den verdiinnten Stuhlproben verwendeten wir die
wdandwich“-ELISA-Technik. Dabei wurden neben den zu untersuchenden Stuhlproben auch
Teststandards und Kontrollen untersucht. Die verwendete Mikrotiterplatte war mit hochaffinen
monoklonalen anti-humanen Calprotectin-Antikdrpern beschichtet und jeweils zwei Proben,
Teststandards und Kontrollen wurden als Doppelbestimmung in verschiedene Vertiefungen
pipettiert. Danach wurde die gesamte Platte bei 37°C unter Schiitteln fiir eine Stunde inkubiert.
Dabei wurde das Calprotectin aus der Probe von dem an die Mikrotiterplatte gekoppelten
Féngerantikorper gebunden. AnschlieBend wurden alle Vertiefungen geleert und fiinfmal mit je
250 pl verdiinntem Waschpuffer gewaschen. Nun gab man in jede Vertiefung 100 pl des
Detektionsantikorpers, welcher ebenfalls ein monoklonaler anti-humaner Calprotectin-
Antikorper (biotinyliert) war. AnschlieBend wurde die gesamte Platte erneut fiir eine Stunde bei
37°C schiittelnd inkubiert, wodurch nun der Detektionsantikorper an das Calprotectin der Proben
binden konnte. Danach wurden wieder alle Vertiefungen geleert und fiinfmal mit je 250 pl
verdiinntem Waschpuffer gewaschen. Jetzt gab man 100 pl Konjugat aus Extravidin (markiert
mit Peroxidase) in alle Vertiefungen und im Anschluss wurde die Platte noch einmal bei 37°C
fiir eine Stunde unter Schiitteln inkubiert. Dabei bildete sich folgender Komplex an der
Mikrotiterplatte: Fangerantikdrper — humanes Calprotectin — Detektionsantikorper (biotinyliert)
— Peroxidasekonjugat. Nach erneutem Waschen, wie bereits beschrieben, gab man nun 100 pl
Tetramethylbenzidin als Substrat der Peroxidase in alle Vertiefungen. Es folgte wieder eine
schiittelnde Inkubation bei 37°C, diesmal aber nur fiir zehn bis 20 Minuten. Die ablaufende

Enzymreaktion wurde durch Zugabe von Siure gestoppt, wodurch ein Farbumschlag von blau
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nach gelb erfolgte. Diese entstandene farbige Verbindung wurde sofort im Photometer bei 450
nm gegen die Referenzwellenldnge 620 nm gemessen. Die Intensitit der Farbe in den einzelnen
Vertiefungen ist direkt proportional zum Calprotectingehalt in den Proben. Gleichzeitig wurde
eine Standardkurve, bei der die optische Dichte gegen eine Standardkonzentration gemessen
wurde, erstellt. Diese Messung erfolgte ebenfalls bei 450 nm gegen 620 nm.

Die ermittelte Calprotectinkonzentration wird nun erst mit dem der Tabelle entnommenen
Verdiinnungsfaktor (s. 0.) und dann mit 50 (zweite Verdiinnungsstufe) multipliziert. Als

Normwerte gelten Calprotectinwerte unter 15 mg/ 1. Dabei entspricht ein g Stuhl einem ml.

2.5 Gastrointestinaler Permeabilitatstest

25.1 Testutensilien

e 500 ml-Sammelbehilter fiir Morgenurin
e Testlosung mit 20 g Saccharose, 10 g Lactulose, 5 g Mannitol, aufgefiillt auf 100 ml mit
Aqua bidest.
e sechs Kapseln mit insgesamt 2 g Sucralose
e 2000 ml-Sammelbehiélter fiir den gesamten Urin der ersten fiinf Stunden des Testes
e 2 x 2000 ml-Sammelbehalter fiir den gesamten Urin der darauf folgenden 21 Stunden des
Testes
e Testanleitung, Datenblatt, Fragebogen
e ggf. Versandbehilter mit vier Urin-Monovetten fiir den gekiihlten Riicktransport der
Testmaterialien mit der Post, wenn die Teilnehmer aullerhalb Berlins wohnten
Die Zuckerlosung und die Sucralose-Kapseln wurden in der Apotheke des Universitétsklinikums
Charité Berlin hergestellt und mit einem Haltbarkeitsdatum versehen.
Da der gesammelte Urin vor bakterieller Kontamination geschiitzt werden sollte, wurde allen
vier Urinsammelgefden eine Spatelspitze Natriumazid zugesetzt (NaNs; M = 65,01 g/ mol).
Dieses gehort laut Gefahrstoffverordnung zur Klasse 2 bzw. Gruppe T+, so dass alle Behilter
mit einem Warnhinweis versehen wurden und alle Teilnehmer auf dem Datenblatt darauf
aufmerksam gemacht wurden. So konnte bei sachgemiBer Handhabung ein Kontakt mit der

Chemikalie ausgeschlossen werden.

2.5.2 Durchfihrung des Testes

Die Teilnehmer des Permeabilitétstestes fithrten den Test zu Hause durch. Dabei war es wichtig,

dass sie eine 48-stiindige Alkoholkarenz einhielten, da bekannt ist, dass Alkohol die
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Permeabilitdt der Darmmukosa beeinflussen kann (Bjarnason et al. 1984). Weiterhin mussten
sie, wie bereits oben beschrieben, in den 24 Stunden vor dem Test auf alle Medikamente
verzichten. Wenn dies bei den Patienten nicht mdglich war, so lieBen sie zumindest die
abendliche Dosis vor dem Test weg. Die letzte Mahlzeit war um 18 Uhr am Vorabend des Testes
erlaubt.

Am Testmorgen begann die Prozedur mit dem Auffangen eines nativen Morgenurins in den
bereit gestellten 500 ml-Behilter (mit ,,A“ beschriftet), damit dieser spiter als Referenz und
Niichternkontrolle herangezogen werden konnte. Danach tranken die Teilnehmer die zubereitete
Zuckerlosung innerhalb von zehn Minuten aus und schluckten damit auch gleichzeitig die
Sucralose-Kapseln hinunter. Trinken von Wasser war zundchst nicht gestattet, ebenso wenig
Zihneputzen, Kaugummi kauen, essen, rauchen und die morgendliche Medikamenteneinnahme.
Der gesamte Urin, welcher nun in den folgenden fiinf Stunden anfiel, wurde in einem der 2000
ml-Behilter (mit ,,B*“ beschriftet) aufgefangen. Nach zwei Stunden sollten die Teilnehmer eine
vorgeschriebene Menge Wasser trinken, welche mindestens 250 ml, hochstens jedoch 1000 ml
betrug. Nach den ersten fiinf Stunden des Testes wurde die letzte Urinportion in Gefdf3 ,,B*
aufgefangen und danach durften die Teilnehmer wieder essen, trinken und ihre Medikamente
einnehmen. Alkohol trinken war weiterhin nicht gestattet und auch wurden die Patienten
gebeten, moglichst bis zum Testende auf das Rauchen zu verzichten. War ihnen dies wegen
starker Abhéngigkeit nicht moglich, sollten sie aber die Menge an Zigaretten so stark wie
moglich einschrinken. In den verbleibenden 21 Stunden des Testes wurde der gesamte
anfallende Urin in den beiden {ibrigen 2000 ml-Behiltern (beschriftet mit ,,C*) gesammelt. Somit
war der Permeabilitétstest nach 26 Stunden beendet und die Teilnehmer durften ihren normalen

Lebensgewohnheiten nachgehen.

2.5.3 Probenrickgabe

Um den enzymatischen Abbau der nun im Urin enthaltenen Zucker so gering wie mdoglich zu
halten, mussten die Testteilnehmer die Urinbehdlter so schnell wie mdglich zu uns in das
Stoffwechsellabor der Charité bringen, spitestens aber nach 24 Stunden. Dort wurde dann aus
allen Urinfraktionen (A, B und C) eine Probe von jeweils 10 ml entnommen. Aullerdem wurden
die Fraktionen B und C im Anschluss daran zusammen gegossen und daraus eine weitere Probe
(,D* genannt) entnommen. Alle vier Probenrohrchen wurden dann bis zur weiteren
Aufarbeitung in unserem Labor bei minus 20° C tief gefroren.

Die Teilnehmer, die nicht in Berlin wohnhaft waren, haben all diese Abfiillschritte zu Hause

selbst durchgefiihrt. Dazu erhielten sie von wuns vier Urinmonovetten sowie einen
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Versandbehélter, mit dem sie die Proben in tief gefrorenem Zustand zusammen mit den

Dokumentationsbdgen an uns zuriickschicken konnten.

254 Analyseder Urinproben

Zur Analyse der Urinproben mussten diese zunéchst aufbereitet werden. Dazu wurden alle vier
tief gefrorenen Proben aufgetaut und jeweils 500 pl entnommen. Zu diesen wurden jeweils 50 pl
des internen Standards MET (Monosaccharid Meso-Erythrit und Disaccharid Turanose) als
Kaliberldsung hinzu gegeben. AnschlieBend wurden jeder Probe 50 pl 20 %ige Sulfosalicylsdure
zur EiweilBausfillung zugesetzt. Danach wurden die Proben durch Zugabe jeweils einer
Spatelspitze des Ionenaustauscherharzes Amberlite MB-3 entsalzt und die in ihnen enthaltenen
Farbstoffe gebunden. Nach einem Schiitteln der Proben wurden sie bei 2000 G zehn Minuten
lang zentrifugiert. Ein Uberstand von 500 ul wurde abpipettiert und stellte die Grundlage fiir die
Analyse mittels High Performace Liquid Chromatography (HPLC) dar. Fiir die eigentliche
Analyse mussten die Proben nochmals stark verdiinnt werden: Dazu wurden 10 pl einer Probe
mit 990 pl Reinstwasser (s. u.) auf 1000 pl aufgefiillt. Somit ergab sich eine 1:100 fache
Verdiinnung, welche fiir die Analyse verwendet wurde.
Fiir die Analyse der aufbereiteten Proben wurden folgende Geréte und Reagenzien benutzt:

e HPLC-System: Dionex (Idstein, Deutschland)

e (Gradientenpumpe GS 50

e Elektrochemischer Detektor ED 40

e Vorsiule: CarboPac™ PA1 (4 x 50 mm)

e Trennsédule: CarboPac™ PAI (4 x 250 mm)

e Autosampler AS 100: TSP (San Jose, USA)

e Reinstwasseranlage: Millipore (Molsheim, Frankreich)

e Zentrifuge: Biofuge fresco; Hereaus Instruments (Berlin, Deutschland)

e Eppendorf-Mixer 5432: Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH (Hamburg, Deutschland)

e Zucker fiir die Standardmessungen (Lactulose, Mannitol, Saccharose, Meso-Erythrit und

Turanose) und Natriumacetat zur Eluentenherstellung: Fluca (Buchs, Schweiz)

e Sucralose fiir die Standardmessungen: Tate & Lyle (Whiteknights, UK)

e Sulfosalicylsdure, Amberlite MB-3 und Natriumazid: Merck (Darmstadt, Deutschland)

e Natriumhydroxid zur Eluentenherstellung: J. T. Baker ( AA Derenter, Holland)
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Zur Analyse der Proben nutzten wir eine spezielle Form der HPLC, die so genannte HPAE-PAD
(High Performance anion exchange chromatography with pulsed amperometric detection). Diese
bot zum einen eine sehr sensitive Meftechnik zur Analyse von Zuckermolekiilen und konnte
andererseits die Vorteile der HPLC, wie Schnelligkeit bei der Probenanalyse und eine gute
Auflosung bei der Trennung von Stoffgemischen, sicherstellen. Durch die hohe Sensitivitét
konnten sogar Substanzmengen im subpicomolaren Bereich quantifiziert werden.

Als stationire Phase diente die Trennsdule CarboPac™ PA1 (4 x 250 mm). Dabei handelt es sich
um einen pelikuldren Anionenaustauscher, welcher eine Trennung von Mono- und Disacchariden
ermoOglicht. Das enthaltene Tragermaterial (chemisch inertes, sulfoniertes Polystyrol-
Divinylbenzolharz) hat einen Teilchendurchmesser von ca. 5 um. Um die Sensitivitidt und die
Genauigkeit des Messergebnisses nochmals zu erhdhen, wurde vor die eigentliche Trennsdule
die Vorsiule CarboPac™ PA1 (4 x 50 mm) geschaltet. Erst damit konnte die bereits erwihnte
Sensitivitit im subpicomolaren Bereich erreicht werden.

Als mobile Phase wurden zwei verschiedene Eluenten verwendet. Beide wurden mit
Reinstwasser aus unserem Labor hergestellt. Dieses hatte bei 25°C eine Leitfdhigkeit von 18
MQ/cm und einen sehr geringen Anteil an organischen Bestandteilen (T.O.C. < 3 ppb). Zur
Herstellung des ersten Eluenten wurden 11,8 ml einer 50%igen NaOH-L6sung mit Reinstwasser
auf 1,5 Liter aufgefiillt. Daraus ergab sich eine Molaritdit von 150 mmol/l. Fiir den zweiten
Eluenten wurden 11,8 ml der 50%igen NaOH und 61,53 g Natriumacetat mit Reinstwasser auf
1,5 Liter aufgefiillt. Hieraus ergab sich fiir das NaOH wieder eine Molaritit von 150 mmol/ 1 und
fiir das Natriumacetat von 500 mmol/l. Fiir beide Eluenten ergab sich ein pH-Wert im stark
basischen Bereich. AbschlieBend wurden beide Eluenten fiir zehn Minuten mit Helium
durchstromt. Dadurch wurden freie Gase wie CO, und O, aus der mobilen Phase verdriangt,
welche sonst Reduktionsreaktionen eingehen oder eine Carbonatbildung verursachen konnten.
Diese Heliumeinleitung erfolgte auBerdem jeweils 20 Minuten vor und nach Zugabe der
Eluenten in das HPLC-System.

Die Eluenten wurden in Form eines sog. Gradientenlaufes zum System gegeben, d. h. die Menge
der Eluenten zueinander wechselt stindig in Abhingigkeit von der Zeit. Diese Methode ist
notwendig, damit sich die Sucralose wieder vollstéindig aus der Trennséule 16sen kann.

Vor dem Start des Analysevorganges wurde die Trennsdule CarboPac™ PA1 mit NaOH-Losung
gesplilt. Anschlieend fiithrte der Autosampler AS 100 dem HPLC-System 25 pl der verdiinnten
Probe zu. Gleichzeitig wurden die Eluenten ins System eingeleitet. Alles zusammen gelangte
zuerst zur Gradientenpumpe GS 50, welche die Trennsiule CarboPac™ PA1 enthilt, und danach

zum elektrochemischen Detektor ED 40. Dieser arbeitet mit drei verschiedenen Elektroden: An
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der Goldelektrode, welche als Arbeitselektrode dient, laufen die Redoxreaktionen ab. Eine pH-
Elektrode aus Ag/AgCl dient als Referenzelektrode und hilt das Potential der Goldelektrode
konstant. Der Strom wird mittels einer Hilfselektrode abgeleitet. Da die Zucker im basischen
Milieu an der Goldelektrode oxidieren, konnte man sie durch Messung des Stromes an der
Elektrodenoberfliche quantifizieren. Das Messpotential der Zucker lag bei -0,01 bis 0,05 Volt.
Andere Inhaltsstoffe der Proben unterliegen bei dieser Spannung kaum Redoxreaktionen, somit
ist sie fiir die zu messenden Kohlenhydrate hochspezifisch. Auch die hohe Verdiinnung half,
Wechselwirkungen bei der Trennung und der Detektion zu verhindern (Dionex 1989).

Die einzelnen Zuckerfraktionen werden einerseits durch Ionenaustausch der anionisch
vorliegenden Zuckermolekiile und andererseits durch Adsorptionsvorgdnge am Grundgeriist des
polymeren Ionenaustauschers voneinander getrennt. Zwar unterscheiden sich die
unterschiedlichen Zucker kaum in ihrer molekularen Zusammensetzung und in ihren pKa-
Werten, trotzdem war es moglich, sie zu unterscheiden: Die Adsorptionsvorgénge der einzelnen
Zucker an den Elektroden dauern unterschiedlich lange und somit verbleiben die verschiedenen
Zuckerfraktionen unterschiedlich lange im System, d. h., sie besitzen unterschiedliche
Retentionszeiten. In folgender Reihenfolge verlassen die Zuckerfraktionen die Trennsdule:
Meso-Erythrit — Mannitol — Saccharose — Lactulose — Sucralose. Dadurch konnen die auf dem

PC erscheinenden Peakflachen den einzelnen Fraktionen zugeordnet werden.

2.5.5 Auswertung und Interpretation des Analysevor ganges

Die Berechnung der Zuckerkonzentrationen in den Urinproben erfolgte anhand von
Standardkurven. Dazu wurde vor Zugabe der Proben zum System eine Kalibrierung mit externen
Standards durchgefiihrt. Diese enthielten alle Komponenten, welche in den Proben bestimmt
werden sollten, als reine Substanzen in bekannten Konzentrationen. Dabei entsprachen die
Konzentrationen von Meso-Erythrit und Turanose dem internen Standard und waren in allen vier

Eichlosungen gleich hoch (siehe Tab. 2).

Tabelle 2: Zuckerkonzentrationen des internen Standards

Meso-Erythrit (mmol/l)| Turanose (mmol/l)
Interner Standard 25 15

Dagegen stiegen die Konzentrationen von Saccharose, Lactulose, Mannitol und Sucralose in den
unterschiedlichen Eichldsungen an (siche Tab. 3). Die Kalibrierung wurde jeweils nach sechs

Probenanalysen wiederholt.
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Tabelle 3: Zuckerkonzentrationen der externen Standards

Externer Standard |Mannitol (mmol/l)| Lactulose (mmol/l) | Saccharose (mmol/l) | Sucralose (mmol/l)
0 3 0,15 0,15 0,15
I 5 0,25 0,25 0,25
Il 10 0,5 0,5 0,5
I 20 1 1 1

Der interne Standard wurde, wie bereits oben beschrieben, zu allen Proben dazugegeben. Somit
war eine Kontrolle iiber die Verwertbarkeit des Messergebnisses moglich.

Da Mannitol vom menschlichen Organismus auch in kleinen Mengen endogen gebildet wird,
wurde die Menge, welche im Morgenurin (Gefdll A) gemessen wurde, von der im Sammelurin
gemessenen Menge abgezogen. Alle im Urin gemessenen Konzentrationen wurden als
prozentualer Anteil der oral zugefiihrten Zuckermenge angegeben. Dabei stellte Sac%
(prozentualer Anteil der Saccharose) ein MaB fiir die gastroduodenale, Lac%/ Man% (Lactulose/
Mannitolindex als prozentualer Anteil der aufgenommenen Menge) ein Mal fiir die intestinale
und Suc% (prozentualer Anteil der Sucralose) ein Mal} fiir die Kolonpermeabilitit dar (s. Kap.
4.1.1).

Die Festlegung der Grenzwerte fiir die einzelnen Zucker erfolgte anhand der Untersuchung eines
Kollektivs gesunder Kontrollpersonen. Eine Storung der Barrierefunktion wurde angenommen,
sobald der Grenzwert (Mittelwert + zwei Standardabweichungen) iiber- bzw. unterschritten

wurde.

2.6 Statistik

2.6.1 Mann-Whitney-U-Test

Dieser Test kann verwendet werden, um zwei voneinander unabhingige Stichproben miteinander
zu vergleichen. Es erfolgt eine Priifung auf Lageunterschiede zwischen den Populationen. Dazu
wird jeder Wert der einen Stichprobe mit jedem Wert der anderen Stichprobe verglichen.
Voraussetzung sind allgemein ordinal skalierte Merkmale.

Die zugrunde gelegte Nullhypothese HO besagt, dass es keinen Unterschied in der Verteilung
zwischen den beiden Gruppen gibt. Eine stetige Verteilungsfunktion fiir beide Stichproben ist
dabei die Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit dieses Testverfahrens. Da der Mann-Whitney-U-
Test unempfindlicher bei Datenausreiflern ist, kann er vor allem gut bei Verteilungen angewandt

werden, die von der Normalverteilung abweichen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Test verwendet, um die Permeabilitit der Darmwand
unserer Patienten, deren Verwandten, deren Lebensgefdhrten und der Kontrollpersonen jeweils

miteinander zu vergleichen.

2.6.2 Chi-Quadrat-Test

Den Chi-Quadrat-Test verwendet man zur Uberpriifung von Hiufigkeitsverteilungen, also bei
Variablen, die ein nominales Skalenniveau haben. Dazu muss die Stichprobe ausreichend grof3
sein, da sonst die Zuverldssigkeit der Aussage nicht gewéhrleistet werden kann.

In dieser Arbeit wurde der Chi-Quadrat-Test u. a. verwendet, um die Frage zu kldren, ob eine
Erhohung der Permeabilitdt in einem bestimmten Darmabschnitt hdufiger bei Einnahme eines
bestimmten Medikamentes vorkommt. Jede Testperson hat zwei Merkmale: Erhéhung der
Permeabilitdt (ja/ nein) und Einnahme des Medikamentes (ja/ nein), fiir welches der Test
durchgefiihrt wird. Dabei tiberpriift man die zugrunde gelegte Hypothese, ob die Merkmale, die
man untersuchen will, voneinander unabhingig sind. Es ergeben sich vier Teilgruppen, fiir die
die beobachteten Héufigkeiten in eine Kreuztabelle eingetragen werden. Diese werden dann mit
Hilfe des Chi-Quadrat-Testes mit den erwarteten Haufigkeiten verglichen. Dabei entspricht
jedem Chi-Quadrat-Wert eine Signifikanz p. Der p-Wert trifft eine Aussage iiber das
Signifikanzniveau der untersuchten Stichprobe, d. h., es wird ermittelt, wie hoch die
Irrtumswahrscheinlichkeit fiir die zugrunde gelegte Hypothese ist. Normalerweise sollte diese
Irrtumswahrscheinlichkeit nicht mehr als 5% betragen, d. h., der p-Wert liegt bei < 0,05. Liegt
der p-Wert im Bereich zwischen 0,05 und 0,01 spricht man von ,,signifikant®, liegt er sogar unter

0,01, ist das Ergebnis ,,hoch signifikant®.

2.6.3 Exakter Test nach Fisher

Um auch fiir kleinere Stichproben zuverldssige Aussagen zu erhalten, kann man den exakten
Test nach Fisher verwenden. Er ist ebenfalls ein Signifikanztest auf Unabhéngigkeit und das
Einsatzgebiet entspricht dem des Chi-Quadrat-Testes. Die Grundlage fiir den exakten Test stellt
eine Vierfeldertafel dar und es sind bereits Aussagen moglich, wenn pro Feld weniger als fiinf
Beobachtungen vorhanden sind. Es werden Kombinationen von Zellhdufigkeiten bei gleich
bleibenden Zeilen- und Spaltensummen gebildet. Daraus werden im Test bedingte
Wahrscheinlichkeiten fiir Zellhdufigkeiten bei gleich bleibenden Randsummen errechnet. Dies
geschieht nicht nur fiir den vorgegebenen Fall, sondern auch fiir extremere Fille und die
Ergebnisse der Wahrscheinlichkeiten werden addiert. Unter Annahme einer Nullhypothese HO
kann so die Wahrscheinlichkeit fiir die Zufilligkeit der beobachteten Verteilung berechnet
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werden. Lag die Wahrscheinlichkeit p unter 0,05, konnte die Nullhypothese HO abgelehnt
werden, da dies als statistisch signifikant gilt.
In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Test z. B. verwendet, um die Abhéngigkeit der

Permeabilitiat vom Befallsmuster zu untersuchen.

2.6.4 Korrelationsanalyse

Eine Korrelationsanalyse kann durchgefiihrt werden, um den Zusammenhang zwischen zwei
oder mehr Merkmalen zu beschreiben. Dabei ist es wichtig, dass beide Merkmale
gleichberechtigt sind, da nur so die Stirke des Zusammenhanges richtig quantifiziert werden
kann. Die Darstellung des Zusammenhanges der beiden Merkmale erfolgt graphisch mit Hilfe
eines Scatterplots (,,Punktwolke®). Dazu wird ein Merkmal auf der x-Achse und das andere auf
der y-Achse abgetragen. Je stirker die Korrelation ist, desto schmaler erstreckt sich die
Punktwolke entlang einer gedachten Gerade.

Man unterscheidet bei der Korrelationsanalyse die nach Pearson von der nach Spearman. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Korrelationsanalyse nach Pearson verwendet, da hier die
Voraussetzung ist, dass es sich um einen linearen Zusammenhang zweier quantitativer Merkmale
handelt. Der Korrelationkoeffizient liegt im Wertebereich von -1 bis +1. Er liegt im positiven
Bereich, wenn hohen Werten des einen Merkmales hohe Werte des anderen Merkmales
entsprechen, also die (gedachte) Gerade durch die Punktwolke eine positive Steigung hat.
Andersherum ergibt ein negativer Korrelationskoeffizient eine fallende Gerade. Der
Korrelationskoeffizient liegt ndher an 1 bzw. -1, je stirker der Zusammenhang zwischen den

untersuchten Merkmalen ist und liegt nahe an null, wenn kein linearer Zusammenhang besteht.

2.6.5 Boxplot

Boxplots werden verwendet, um die Verteilung numerischer Daten grafisch darzustellen. Als
Box wird dabei das Rechteck bezeichnet, in dem sich 50% der Daten befinden. Sie wird durch
das obere und untere Quartil begrenzt, wobei sich oberhalb des oberen Quartils noch 25% der
Messdaten befinden und oberhalb des unteren Quartils 75% der Daten liegen. Der
Interquartilsabstand (IQR = interquartile range) ist durch die Lange der Box abzulesen und ist
ein Maf fiir die Streuung der Messwerte. Weiterhin ist der Median in die Box eingezeichnet,
wodurch ebenfalls ein Eindruck iiber die Verteilung der Messwerte gewonnen werden kann.

Ober- und unterhalb der Box befinden sich die sog. Whisker (Antennen). Sie stellen alle Daten
dar, die noch innerhalb des 1,5-fachen IQR liegen. Dabei wird ihre Linge durch die Daten

bestimmt, welche gerade noch innerhalb dieses Abstandes liegen.
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Als Ausreifler bezeichnet man Messwerte, die au3erhalb des 1,5-fachen IQR liegen und damit
nicht mehr von den Antennen erfasst werden. Man unterscheidet milde Ausreifler, welche
zwischen dem 1,5-fachen und 3-fachen IQR liegen von extremen Ausreillern, welche sich
auBerhalb des 3-fachen IQR befinden. In der vorliegenden Arbeit werden die milden Ausreiler

mit einem Kreis (°) und die extremen Ausreiler mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Permeabilitat ba Patienten mit Colitis ulcerosa in Remission

3.1.1 Phanotypisierung der Patienten

Um eine Untersuchung einzelner Patientenuntergruppen zu ermdglichen, wurden durch eine
intensive Aktenrecherche und die Auswertung der Fragebdgen die im Folgenden aufgefiihrten

Patientendaten erhoben.

Tabelle 4: Merkmale der Patienten (absolute Patientenanzahl)

Patientenanzahl 89
Verhaltnis mannlich / weiblich 35/54
Alter (Mittelwert + Standardabweichung)

bei Erstdiagnose (66 Patienten) 36,1 + 13,42

bei Testdurchfiihrung (89 Patienten) 45,5 + 13,94
Krankheitsdauer in Jahren (MW + Stand.abw. von 66 Patienten) 10,0 + 7.98
Familiare Colitis ulcerosa 1
Sporadische Colitis ulcerosa 88
Rauchgewohnheiten

Nichtraucher 45 (50,6%)

Raucher 10 (11,2%)

Ex-Raucher 34 (38,2%)
Befallsmuster (77 Patienten)

Rektum 19 (24,7%)

Linksseitenkolitis 30 (38,9%)

Rektum + Linksseitenkolitis 49 (63,6%)

Pankolitis 28 (36,4%)

3.1.2 Ergebnisse des Permeabilitatstestes

Die Messung der gastroduodenalen, intestinalen und Kolonpermeabilitit erfolgte bei insgesamt
89 Patienten und wurde mit den Daten von 99 gesunden Kontrollpersonen verglichen. Es gab fiir
jeden der gemessenen Darmabschnitte Patienten, die erhohte Testwerte aufwiesen. Beim
Vergleich der absoluten Messwerte der Patienten mit denen der Kontrollpersonen ergab sich
sowohl fiir den intestinalen Darmabschnitt als auch fiir das Kolon eine signifikante Erh6hung der
Permeabilitdt (p = 0,001 bzw. 0,035). Beim Vergleich der Hiufigkeit erhohter Testwerte ergab

sich nur fiir den intestinalen Darmabschnitt (p < 0,001) eine Signifikanz (s. Tab. 5).
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Tabelle 5: Permeabilitat der einzelnen Darmabschnitte. Absolute (relative) Anzahl der Personen mit erhdhten Testwerten

und Vergleich der Testergebnisse zwischen Patienten und Kontrollen (Mann-Whitney-U-Test)

Gastroduodenale Intestinale Kolonpermeabilitat
Permeabilitat erhoht Permeabilitat erhoht erhoht
89 Patienten 15 (16,9%) 25 (28,1%) 5 (4,45%)
99 Kontrollen 16 (16,2%) 6 (6,1%) 9 (9,1%)
p-Wert gastroduodenal p-Wert intestinal p-Wert Kolon
Vergleich absoluter Testwerte 0,601 0,001 0,035
Vergleich erhdhter Testwerte 0,899 <0,001 0,366

Zur anschaulicheren Darstellung der Messergebnisse sind im Folgenden die absoluten
Messwerte fiir die Permeabilitit der einzelnen Darmabschnitte in Form von Boxplots abgebildet.

Dabei sind jeweils die Messergebnisse der Patienten denen der Kontrollpersonen

gegeniibergestellt.
Abbildung 1: Gastroduodenale Permeabilitat Abbildung 2: Intestinale Permeabilitat
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Abbildung 3: Kolonpermeabilitat Tabelle 6: Deskriptive Statistik Patienten
N | Min. Max. |Mittelwert| Std. abw.
4] * 8

Sac P 89 0 2,6049 0,2257 0,3510
(e) Sac K 99 0 1,9300 0,1656 0,2118
L/M P 89 0 0,0853 0,0246 0,0153
L/M K 99 | 0,01| 0,0800 0,0183 0,0104
Suc P 89 0 3,8365 0,6645 0,7938
Suc K 99 0 3,9800 0,6719 0,9173
Sac = gastroduodenale Permeabilitat

L/M = intestinale Perrmeabilitét

Suc = Kolonpermeabilitéat

w
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P = Patientengruppe
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Man kann erkennen, dass sich die Messwerte der Patienten fiir die gastroduodenale Permeabilitét
auf gleichem Niveau befinden wie die der Kontrollpersonen. Lediglich einige extreme Ausreiller
gibt es in der Patientengruppe mehr als in der Kontrollgruppe (siche Abb. 1).

Fiir die intestinale Permeabilitdt zeigt sich, dass die Streubreite der Messwerte grofer ist als in
der Kontrollgruppe, die Messwerte der Patienten insgesamt aber auf hoherem Niveau liegen als
bei den Kontrollpersonen (siche Abb. 2).

Fir die Kolonpermeabilitit liegt in der Kontrollgruppe sogar eine grofere Streuung der
Messwerte vor als bei den Patienten, wobei der Median in der Patientengruppe iiber dem der
Kontrollgruppe liegt (siche Abb. 3). Es zeigt sich hier zwar eine signifikante Erhohung der
absoluten Testwerte der Patienten im Vergleich mit den Kontrollpersonen (p = 0,035), insgesamt
betrachtet findet dieser Signifikanzunterschied aber im Normwertbereich statt.

Anschliefend wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der erhdhten intestinalen
Permeabilitdt und dem Befallsmuster, der Medikation oder dem Alter bzw. Geschlecht der
Patienten bei Durchfiihrung des Testes gab. Dazu wurden die Messwerte der einzelnen

Darmabschnitte mit den verschiedenen Parametern verglichen.

3.1.3 Zusammenhang zwischen der Permeabilitat und dem Befallsmuster

In diese spezielle Betrachtung wurden 77 Patienten mit bekanntem Befallsmuster
eingeschlossen. Es erfolgte zuerst eine FEinteilung des Befallsmusters in Proktitis,

Linksseitenkolitis und Pankolitis. Dabei ergab sich folgendes Bild:

Tabelle 7: Permeabilitat der einzelnen Darmabschnitte in Abhangigkeit vom Befallsmuster

Rektumbefall | Linksseitenkolitis | Pankolitis | p-Wert*
Saccharose erhdht 4 6 2 0,302
Saccharose normal 15 24 26
L/ M-Index erhoht 2 7 12 0,042
L/ M-Index normal 17 23 16
Sucralose erhoht 3 7 2 0.236
Sucralose normal 16 23 26

*im Chi-Quadrat-Test nach Pearson

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Erhohung der intestinalen
Permeabilitdt und dem Auspragungsgrad der Colitis ulcerosa: Fiir das Befallsmuster Pankolitis
zeigte sich eine signifikante Assoziation zur Erhéhung der intestinalen Permeabilitdt (p = 0,042).
Dieses Ergebnis legte die Vermutung nahe, dass mit steigendem Ausprigungsgrad der Colitis

ulcerosa eine Erhohung der intestinalen Permeabilitit wahrscheinlicher wird. Um dies genauer
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zu untersuchen, wurden die drei Untergruppen fiir das Befallsmuster zu zwei Gruppen
zusammengefasst. Dies ermoglichte die Anwendung des exakten Fisher-Testes, welcher bei der
Untersuchung von zwei Variablen genauere Ergebnisse liefert als der Chi-Quadrat-Test. Die
Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchung wurden auch in diesem Testverfahren bestdtigt.
Es zeigte sich sogar noch deutlicher, dass die Permeabilitét signifikant hdufiger erhoht ist, wenn

das gesamte Kolon von der Erkrankung betroffen ist (siche Tab. 8).

Tabelle 8: L/ M-Index fiir zwei Untergruppen im Befallsmuster (exakter Fisher-Test)

Rektum + linkes Kolon | Pankolitis | p-Wert*
L/ M-Index erhoht 9 12
L/ M-Index normal 40 16
* im exakten Fisher-Test

0,032

3.1.4 Zusammenhang zwischen der Permeabilitat und der Medikation zum Zeitpunkt des

Testes

Im Folgenden wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der erhohten intestinalen
Permeabilitidt und der Medikation, welche die Patienten zum Zeitpunkt des Testes einnahmen,
besteht. Hierbei zeigte sich flir das Azathioprin, dass es unter seiner Einnahme signifikant
haufiger zu keiner Erh6hung der Permeabilitit kommt (siehe Tab. 9).

Fiir kein anderes Medikament ergab sich ein Zusammenhang zur Permeabilitit.

Tabelle 9: erhdhte intestinale Permeabilitat und Azathioprin

Patienten mit Azathioprineinnahme | Patienten ohne Azathioprineinnahme | p-Wert*

L/ M-Index erh6ht 1 24 0,018
L/ M-Index normal 17 46

* im exakten Fisher-Test

3.1.5 Zusammenhang zwischen der Permeabilitat und dem Alter

Da sich lediglich fiir die intestinale Permeabilitdt erhohte Messwerte in der Patientengruppe
ergaben, wurde nur diese auf einen Zusammenhang zum Alter der Patienten untersucht. Dabei
konnte weder ein Zusammenhang zum Alter der Patienten bei der Testdurchfiihrung noch zum

Alter bei der Erstdiagnose der Erkrankung festgestellt werden.

3.1.6 Zusammenhang zwischen der Per meabilitat und dem Geschlecht

Auch zwischen dem Geschlecht der Patienten und der erhohten intestinalen Permeabilitidt konnte

kein Zusammenhang hergestellt werden.
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3.2 Permeabilitat in den Familien der Colitis ulcer osa-Patienten

3.2.1 Untersuchungvon genetisch Verwandten der Patienten

Es erfolgte die Messung der Permeabilitit der einzelnen Darmabschnitte bei 35 Verwandten
ersten Grades der Patienten. Dabei zeigten sich fiir die in Tabelle 10 dargestellte Anzahl an
Personen erhohte Messwerte der Permeabilitét in den verschiedenen Abschnitten des Darmes.

AnschlieBend wurden die Messwerte der Verwandten wieder mit den Werten der 99 gesunden
Kontrollpersonen verglichen. Dazu wurden zundchst die absoluten Messwerte des
Permeabilitétstestes herangezogen. Hier ergab sich fiir das Kolon, dass die Verwandten
signifikant hohere Testwerte aufwiesen als die Kontrollpersonen (p = 0,003). Fiir die
gastroduodenalen und intestinalen Darmabschnitte ergab sich diese Signifikanz nicht. Vergleicht
man hingegen die Anzahl erhohter Testergebnisse bei den Verwandten mit der der
Konttrollpersonen, ergibt sich fiir den intestinalen Darmabschnitt eine signifikant hiufigere
Erhohung der Permeabilitit (p = 0,017) bei den Verwandten. Fiir den gastroduodenalen

Abschnitt und das Kolon zeigte sich keine signifikante Hiufung erhdhter Permeabilitidtswerte.

Tabelle 10: Permeabilitat der einzelnen Darmabschnitte. Absolute (relative) Anzahl der Personen mit erhéhten Testwerten

und Vergleich der Testergebnisse zwischen Verwandten und Kontrollen (Mann-Whitney-U-Test)

Gastroduodenale Permeabilitat | Intestinale Permeabilitat | Kolonpermeabilitat
erhdht erhdht erhdht
35 Verwandte 11 (31,4%) 7 (20,0%) 2 (5,7%)
99 Kontrollen 16 (16,2%) 6 (6,1%) 9 (9,1%)
p-Wert gastroduodenal p-Wert intestinal p-Wert Kolon
Vergleich absoluter Testwerte 0,186 0,059 0,003
Vergleich erhdhter Testwerte 0,054 0,017 0,533
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Zur bildlicheren Darstellung der absoluten Messwerte fiir die Permeabilitidt in den einzelnen
Darmabschnitten sollen auch hier wieder Boxplots dienen, in denen die Messwerte der

Verwandtengruppe denen der Kontrollgruppe gegeniibergestellt werden.

Abbildung 4: Gastroduodenale Permeabilitat Abbildung 5: Intestinale Permeabilitat
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Abbildung 6: Kolonpermeabilitat Tabelle 11: Deskriptive Statistik Verwandte

N | Min. Max. Mittelwert| Std. abw.
8 Sac V 35 ] 0,01 1,2982 | 0,235117 | 0,264227
Sac K 99 0 1,9300 0,1656 0,2118

L/M V 35 | 0,01| 0,1887 | 0,028661 | 0,032547

o

L/M K 99 | 0,01 ] 0,0800 0,0183 0,0104
Suc V 35 0 2,5485 | 0,882274 | 0,671302
Suc K 99 0 3,9800 0,6719 0,9173
Sac = gastroduodenale Permeabilitat
L/M = intestinale Perrmeabilitat
Suc = Kolonpermeabilitat
V = Gruppe der Verwandten

T T

K = Kontrollgruppe
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Fiir die gastroduodenale Permeabilitét zeigt sich erneut, dass die Messwerte in beiden Gruppen
auf dhnlich hohem Niveau liegen und dass es etwa gleich hiufig sowohl milde als auch extreme
Ausreifer gibt (siche Abb. 4).

Bei der intestinalen Permeabilitit liegen die Messwerte in der Verwandtengruppe auf etwas
hoherem Niveau als in der Kontrollgruppe, wobei es in der Verwandtengruppe, vor allem relativ
betrachtet, hdufiger Ausreifler gibt (siche Abb.5).

Fiir die Kolonpermeabilitét liegen die Messwerte der Box in der Verwandtengruppe auf hoherem
Niveau als die der Kontrollgruppe, allerdings zeigt sich in der Kontrollgruppe insgesamt eine

grofere Streuung der Messwerte, so dass der Unterschied nicht signifikant ist.
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Beim Vergleich der 89 Patienten mit den 35 Verwandten ergab sich beim Vergleich der
absoluten Testwerte eine signifikante Erhohung der Kolonpermeabilitit bei den Patienten. Fiir
die gastroduodenalen und intestinalen Darmabschnitte war der Unterschied nicht signifikant. Fiir
die Haufigkeit erhohter Testwerte ergab sich fiir keinen der untersuchten Darmabschnitte ein
signifikanter Unterschied. AuBerdem zeigt die folgende Darstellung, dass die in der
Patientengruppe gemessene erhdhte intestinale Permeabilitit im Vergleich mit der Gruppe der

Verwandten nicht mehr signifikant ist (siehe Tab. 12).

Tabelle 12: Vergleich der Testergebnisse zwischen Patienten und Verwandten (Mann-Whitney-U-Test)

p-Wert gastroduodenal | p-Wert intestinal | p-Wert Kolon

Vergleich absoluter Testwerte 0,418 0,743 0,021
Vergleich erhdhter Testwerte 0,074 0,356 0,983

Da nicht nur der Einfluss genetischer Faktoren auf die Permeabilitdt, sondern auch der Einfluss
von Umweltfaktoren betrachtet werden sollte, wurde zudem untersucht, ob es eine hiufigere
Permeabilitdtserhohung bei den Verwandten gibt, wenn sie im gleichen Haushalt mit den
Patienten leben. Dies ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied in der H&ufigkeit einer
erhohten Permeabilitit zwischen Verwandten, die zum Zeitpunkt des Testes im selben Haushalt
wie die Patienten lebten, und Verwandten, die den Haushalt nicht mit ihren erkrankten

Familienangehorigen teilten.

3.2.2 Untersuchung von nicht verwandten L ebensgefahrten der Patienten

Hier wurden die Permeabilititen der einzelnen Darmabschnitte von 24 nichtverwandten
Lebensgefdahrten der Patienten gemessen. Es ergaben sich fiir 20,8% der Lebensgefdhrten
erhohte Testwerte im gastroduodenalen Darmabschnitt, fiir 12,5% im intestinalen Bereich und
fir 4,2% im Bereich des Kolons. Es wurden sowohl die absoluten Testwerte der einzelnen
Gruppen und Darmabschnitte als auch die Haufigkeit erhohter Testwerte miteinander verglichen.

Dabei ergab sich fiir keinen Vergleich ein signifikanter Unterschied (siehe Tab. 13).
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Tabelle 13: Vergleich der Testergebnisse der Lebensgefahrten mit denen der anderen Testgruppen

p-Wert gastroduodenal | p-Wert intestinal | p-Wert Kolon
P/ L absolute Testwerte 0,787 0,067 0,424
P/ L erhdhte Testwerte 0,652 0,118 0,779
V/ L absolute Testwerte 0,517 0,198 0,123
V/ L erhdhte Testwerte 0,373 0,455 0,792
L/ K absolute Testwerte 0,995 0,818 0,124
L/ K erhthte Testwerte 0,587 0,279 0,430

P/ L = Vergleich Patienten/ Lebensgeféhrten
V/ L = Vergleich Verwandte/ Lebensgeféhrten
L/ K = Vergleich Lebensgefahrten/ Kontrollen

Einmal mehr sollen zur bildlicheren Darstellung Boxplots dienen. Es wird ersichtlich, dass in

allen drei untersuchten Darmabschnitten die Messwerte in beiden Gruppen auf dhnlichem

Niveau liegen und die Streubreite in etwa gleich ist bzw. in der Kontrollgruppe sogar grof3er ist

(siche Abb. 7 bis 9).

Abbildung 7: Gastroduodenale Permeabilitat
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Abbildung 9: Kolonpermeabilitat
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Abbildung 8: Intestinale Permeabilitat
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Tabelle 14: Deskriptive Statistik Lebensgefahrten
N Min. Max. |Mittelwert| Std. abw.
Sac LG 24 | 0,0171 | 1,0249 | 0,200488 | 0,231221
Sac K 99 | 0,0000 | 1,9300 | 0,1656 0,2118
L/M LG 24 | 0,0074 | 0,0667 | 0,0198 0,0129
L/M K 99 | 0,0070 | 0,0800 | 0,0183 0,0104
Suc LG | 24 | 0,0000 | 2,5036 | 0,6060 0,6027
Suc K 99 | 0,0000 | 3,9800 | 0,6719 0,9173

Sac = gastroduodenale Permeabilitét

L/M = intestinale Perrmeabilitét

Suc = Kolonpermeabilitat

LG = Gruppe der Lebensgeféhrten

K = Kontrollg

ruppe
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Die folgende Abbildung 10 soll eine bildliche Ubersicht der Testergebnisse aller Testgruppen in

den drei untersuchten Darmabschnitten liefern:

Abbildung 10: relative Anzahl erhdhter Testergebnisse in den einzelnen Gruppen
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O Kolonpermeabilitat 4,5% 5,7% 4,2% 9,1%

3.3 Fakales Calprotectin

Das fikale Calprotectin wurde als Marker fiir eine intestinale Inflammation bei 60 Patienten, 30
Verwandten und 18 Lebensgefdhrten bestimmt. Dabei wurde zuerst untersucht, ob es in den
einzelnen Testgruppen iiberhaupt eine Erhohung des fakalen Calprotectins gibt. Dies war
besonders fiir die Gruppe der Patienten interessant, da sich diese zum Zeitpunkt der Bestimmung
in einer Remissionsphase befanden. Von einer Erhhung der fakalen Calprotectinkonzentration
wurde bei Werten > 15 mg/l ausgegangen. Die Untersuchung ergab fiir folgende Personen

erhohte Testwerte:

Tabelle 15: absolute (relative) Anzahl erhéhter Testergebnisse fiur fakales Calprotectin

60 Patienten | 30 Verwandte | 18 Lebensgeféhrten
Anzahl erhdhter Testwerte 41 (68,3%) 8 (26,7%) 9 (50%)

Es zeigte sich, dass in der Patientengruppe ein signifikant hoherer Anteil der Testpersonen
erhohte Werte fiir Calprotectin aufwies als normale Testwerte auftraten (p = 0,005), in der
Gruppe der Verwandten der Patienten traten signifikant hdufiger normale Testwerte auf (p =

0,011). In der Gruppe der Lebensgefahrten war die Verteilung gleich (siehe Tab.15).
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Im Anschluss wurden die absoluten Calprotectinwerte der Patienten, Verwandten und
Lebensgefihrten miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Patienten signifikant hohere
Testwerte aufwiesen als ihre Verwandten (p < 0,0001) und ihre Lebensgefihrten (p = 0,015).
Dabei machte es keinen Unterschied, ob die Verwandten im gleichen Haushalt wie die Patienten
lebten oder nicht (p = 0,444). AuBerdem wiesen die Verwandten mit erhohter intestinaler
Permeabilitéit keine signifikant hoheren Messwerte fiir das fédkale Calprotectin auf als die mit
normaler Permeabilitit (p = 0,346). Beim Vergleich zwischen den Verwandten und den
Lebensgefihrten konnte kein signifikanter Unterschied in der Hohe der Testwerte festgestellt
werden (siche Tab. 16).

Tabelle 16: Vergleich der absoluten Testwerte fir fakales Calprotectin (Mann-Whitney-U-Test)

p-Wert fakales Calprotectin
Vergleich Patienten/ Verwandte < 0,0001
Vergleich Patienten/ Lebensgefahrten 0,015
Vergleich Verwandte/ Lebensgeféhrten 0,459

3.3.1 Korrelation desfékalen Calprotectinszur Permeabilitat

Da das fdkale Calprotectin als ein Marker fiir eine intestinale Inflammation gilt, wurde im
Folgenden untersucht, ob eine Zunahme der Permeabilitit mit ansteigenden Testwerten fiir
féakales Calprotectin korreliert. Hierzu wurden die absoluten Calprotectinwerte mit den absoluten
Messwerten des Permeabilitétstestes aus den einzelnen Darmabschnitten verglichen. Dieser
Vergleich wurde sowohl fiir die Patienten als auch fiir deren Verwandte und Lebensgefdhrten
durchgefiihrt. Unter besonderem Interesse standen hierbei die Untersuchungsergebnisse fiir die
intestinale Permeabilitdt in der Patienten- sowie der Verwandtengruppe, da sich hier, wie in den
Abschnitten 3.1.2 und 3.2.1 dargestellt, eine signifikante Haufung erhdhter Messwerte zeigte.

Die Untersuchung ergab die in Tabelle 17 dargestellten Ergebnisse. Es zeigte sich, dass in der
Patientengruppe die Korrelation sowohl fiir den gastroduodenalen als auch fiir den intestinalen
Darmabschnitt auf dem Niveau von 0,05 signifikant war. Fiir die Sucralose ergab sich keine

Korrelation.
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Tabelle 17: Korrelation Permeabilitat/ Calprotectin nach Pearson

N | Korr.koeff.Sac | p-Wert Sac | Korr.koeff.L/M | p-Wert L/M | Korr.koeff.Suc | p-Wert Suc
Patienten 59 0,3 0,019 0,31 0,017 -0,058 0,665
Verwandte 29 0,1 0,487 0,184 0,338 -0,037 0,849
Lebensgefahrten | 18 -0,1 0,721 -0,173 0,493 0,232 0,355
N=Anzahl

Korr.koeff.=Korrelationskoeffizient
Sac=gastroduodenaler Darmabschnitt
L/M=intestinaler Darmabschnitt
Suc=Kolon

In den Abbildungen 11 und 12 werden die Scatterplots fiir die Korrelation der gastroduodenalen
(Saccharose) bzw. intestinalen Permeabilitit (L/M-Index) zum Calprotectin im Stuhl in der
Patientengruppe dargestellt, da sich die Korrelation nur fiir diese Abschnitte als signifikant

erwies. Die Steigung der Gerade verdeutlicht dabei die Auspragung der Korrelation der beiden

Parameter.
Abbildung 11: Scatterplot Saccharose/ Calprotectin Abbildung 12: Scatterplot L/M-Index/ Calprotectin
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Fiir die anderen untersuchten Personengruppen ergab sich keine Signifikanz.

3.4 EinePatientin mit ilioanalem Pouch

Zusétzlich zu den Colitis ulcerosa-Patienten in Remission untersuchten wir eine Patientin mit
ilioanalem Pouch. Diese war fiir uns insofern interessant, als dass sie kein Kolon mehr besitzt,
fiir welches wir urspriinglich eine erhohte Permeabilitit vermuteten. Im Abschnitt 3.1.2 zeigte
sich, dass die Kolonpermeabilitit der Patienten nicht erhoht ist, wohl aber die intestinale
Permeabilitdt. Somit war nun interessant, ob auch bei dieser Patientin die intestinale
Permeabilitit als eine mogliche Ursache der Inflammation erhdht ist. Trife die alternative

Vermutung zu, dass es zu einer erhohten Permeabilitit als Folge der Inflammation kommt,
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miisste sie bei dieser Patientin im Normalbereich liegen, da bei ihr das Kolon als zentraler Ort

des Inflammationsgeschehens entfernt wurde. Es zeigten sich folgende Testergebnisse:

Tabelle 18: Testergebnisse fur eine Patientin mit ilioanalem Pouch

gastroduodenale Permeabilitat in % | intestinale Permeabilitat (L/M) | Kolonpermeabilitat in %

Testwert 0,2497 0,0169 0,2990
Testwert erhoht? ja nein nein

Die Normalwerte liegen fiir die Saccharoseausscheidung (gastroduodenale Permeabilitit) bei
unter 0,23%, der Lactulose/ Mannitol-Index (intestinale Permeabilitdt) gilt bei Werten unter 0,03
als normal und fiir die Sucraloseausscheidung (Kolonpermeabilitét) liegt der Normbereich unter
2,11%.

Die erhohte gastroduodenale Permeabilitdt bei der Patientin mit ileoanalem Pouch gilt es zu

diskutieren.
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4 Diskussion

Die Kenntnisse iiber die genaue Atiologie und Pathogenese der Colitits ulcerosa sind nach wie
vor nur unzureichend. Da das Darmepithel im menschlichen Organismus die Funktion einer
duBeren Oberfldche iibernimmt, ist es stdndig einer Vielzahl potenziell schadlicher Substanzen
und Mikroorganismen ausgesetzt. Dazu gehoren z. B. Antigene aus der Nahrung, Bakterien und
deren synthetisierte Produkte sowie aufgenommene Chemikalien und Toxine aus der Umwelt.
Um sich vor diesen moglicherweise schiddigenden Substanzen zu schiitzen, ist es wichtig, dass
der menschliche Organismus eine intakte Barriere gegeniiber diesen Stoffen aufbaut bzw.
aufrechterhlt.

Als Grundlage fiir unsere Untersuchungen sollten die viel versprechenden Studienergebnisse von
Biihner et al. dienen, die 2006 veroffentlicht wurden. Sie untersuchten 128 Patienten mit Morbus
Crohn in Remission, 129 Verwandte ersten Grades der Patienten, 66 nichtverwandte
Lebensgefdhrten der Patienten und 96 gesunde Kontrollpersonen auf Verdnderungen der
gastroduodenalen und intestinalen Permeabilitit. Dabei fanden sie eine signifikante Erhéhung
der Permeabilitit in beiden Darmabschnitten sowohl bei den Patienten als auch bei den
Verwandten der Patienten. Dabei machte es keinen Unterschied, ob die Verwandten im gleichen
Haushalt mit den Patienten lebten oder nicht. Keine signifikante Erhohung der Permeabilitét
hingegen fand sich bei den nichtverwandten Lebensgefdhrten, die den Haushalt mit den
Patienten teilten. Somit schlussfolgerte man, dass Verédnderungen der Permeabilitit am ehesten
genetisch determiniert sind und dass Umwelteinfliisse die Permeabilitit, wenn iiberhaupt, nur
unwesentlich beeinflussen.

Da es viele Parallelen zwischen den beiden chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa gibt, wurde als Grundlage dieser Arbeit die Hypothese aufgestellt,
dass es auch bei der Colitis ulcerosa zu einer Verdnderung der Barrierefunktion des Darmes
kommt. Da sich die Erkrankung im Dickdarm manifestiert, wurde neben der gastroduodenalen
und intestinalen auch die Kolonpermeabilitéit untersucht.

Um zu differenzieren, ob es sich bei der verdnderten Permeabilitdit um die Ursache oder eine
Folge der Erkrankung handelt, wurden auch in der dieser Arbeit zugrunde liegenden
Untersuchung nicht nur Patienten getestet: Zusitzlich wurden einerseits genetische Verwandte
ersten Grades der Patienten untersucht, um eine eventuelle genetisch determinierte Veridnderung
der Permeabilitdt zu erkennen und sie somit als dtiologischen Faktor aufdecken zu konnen.
Andererseits wurden auch nicht verwandte Lebensgefihrten der Patienten untersucht, damit

mogliche Umwelteinfliisse auf die Permeabilitit, z. B. die Erndhrung, entdeckt werden konnten.
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Zusammenfassend konnten wir mit unseren Untersuchungen zeigen, dass es auch bei der Colitis
ulcerosa zu einer signifikanten Erhohung der intestinalen Permeabilitdt sowohl bei den Patienten
als auch bei den Verwandten ersten Grades der Patienten im Vergleich mit gesunden
Kontrollpersonen kam. Dabei spielte es auch im vorliegenden Fall keine Rolle, ob die
Verwandten den Haushalt mit den Patienten teilten oder nicht. Bei den nicht verwandten
Lebensgefdhrten der Patienten hingegen kam es — wie auch schon bei den Morbus Crohn-

Untersuchungen — zu keiner signifikanten Permeabilititserhohung.

4.1 Permeabilitat

4.1.1 Messung der Permeabilitat

Eine erhohte intestinale Permeabilitit als Ausdruck einer Storung der epithelialen
Barrierefunktion kann mit verschiedenen Markersubstanzen gemessen werden: Man verwendet
inerte Substanzen, wie beispielsweise Polyethylenglykol, Mannitol, Rhamnose, Lactulose,
Cellobiose und radioaktives >'Cr-EDTA, welche vom menschlichen Organismus nicht bzw.
kaum verstoffwechselt werden (Munkholm et al. 1994, Elia et al. 1987). Sie werden in
unterschiedlichem Maf3e trans- und parazellulér transportiert (Tomita et al.2000). Die Menge an
diesen Substanzen, welche nach oraler Applikation im Urin der Patienten nachweisbar ist, ist
proportional zur Transportrate aus dem Darmlumen ins Blutplasma und damit ein Maf8 fiir die
Permeabilitit. Die im Urin gemessene Menge eines oral verabreichten Markers ist von vielen
pridmukosalen, mukosalen und postmukosalen Faktoren abhingig, so z. B. vom Fiillungszustand
des Magens, vom bakteriellen Abbau der verabreichten Substanz, von der Funktion der
intestinalen Barriere, von der Durchblutung der Schleimhaut, von der Nierenfunktion, von der
Comliance des Patienten (gesamten Urin gesammelt?) etc. Die am haufigsten verwendeten
Testlosungen enthalten ein Mono- und ein Disaccharid. Lactulose beispielsweise hat die
Eigenschaft, dass es hauptsichlich parazelluldr aufgenommen wird und nicht durch darmeigene
Disaccharidasen abgebaut wird. Sie wird sowohl bei Gesunden als auch bei Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen nur zu 0,5% iiber den Urin ausgeschieden. Erhoht
man aber die Konzentration auf 1500 mmol/l, erh6ht sich die Ausscheidung bei den Gesunden
nur marginal, bei den Erkrankten hingegen bedeutend (Bjarnason 1994). Weiterhin verwendet
werden Mannitol oder L-Rhamnose. Beides sind Monosaccharide, die sowohl para- als auch
transzelluldr aufgenommen werden und als inerte Substanzen vom Korper nicht verstoffwechselt
werden (Munkholm et al. 1994). Um den Einfluss der oben beschriebenen préi-, intra- und

postmukosalen Faktoren so gering wie moglich zu halten, bildet man die sog. Lactulose/
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Mannitol- bzw. Lactulose/ L-Rhamnose-Ratio, da ein Storfaktor die Aufnahme und
Ausscheidung beider Substanzen in gleichem MalBle beeinflussen wiirde, das Verhiltnis aber
weitgehend unabhingig vom jeweiligen Einflussfaktor ist (Bjarnason 1994).

Ein weiterer Marker fiir die Permeabilitdt ist die Sucralose. Dabei handelt es sich um ein
Disaccharid, welches sich bestindig im Kolon aufhélt und somit einen idealen Marker zur
Messung erhohter Kolonpermeabilitét darstellt (Anderson et al. 2004 und 2005).

Zahlreiche Parameter wurden als die Permeabilitit beeinflussende Faktoren identifiziert, so z. B.
die Einnahme von NSAIDs (Zamora et al. 1999) und Steroiden (Kiziltas et al.1998), Rauchen
(McGilligan et al. 2007), chronische Urtikaria (Biihner et al. 2004), Alkoholkonsum (Bjarnason
et al. 1984) etc. Deshalb war es wichtig, diese Kriterien bei der Formulierung von Ein- und
Ausschlusskriterien zu beriicksichtigen.

Die Testsubstanz, die wir in unseren Untersuchungen verwendet haben, enthielt 20 g Saccharose,
10 g Lactulose, 5 g Mannitol und 2 g Sucralose. Bei der Saccharose handelt es sich um ein
Disaccharid aus Fruktose und Glukose, welches im gastroduodenalen Bereich des
Gastrointestinaltraktes aufgenommen wird (Meddings et al. 1993). Lactulose und Mannitol
werden in den weiter distal gelegenen Diinndarmabschnitten aufgenommen und Sucralose dient
wie oben beschrieben als Markersubstanz fiir die Kolonpermeabilitidt. Durch die Verwendung
einer Kombination aus diesen vier Markersubstanzen ldsst sich die Lokalisation von Abschnitten

mit verdnderter epithelialer Barrierefunktion eingrenzen.

4.2 Permeabilitat be Patienten mit Colitisulcerosain Remission

Untersuchungen iiber das Vorliegen einer verdnderten Kolonpermeabilitdt bei Patienten mit
Colitis ulcerosa gibt es kaum.

Teahon K et al. fanden bei Patienten mit Colitis ulcerosa 1996 eine erhdhte Permeabilitit flir
SICrEDTA, welches sie zusammen mit Sulfasalazin verabreichten. Letzteres wird im Zékum und
Kolon von bakterieller Azoreduktase metabolisiert und anschlieBend von der Mukosa resorbiert.
Damit dient es als Marker fiir den Passagezeitpunkt von *'CrEDTA im Zoékum und Kolon.
Ausgehend von einer Resorption von *'CrEDTA im gesamten Darmtrakt maBen sie dessen
Konzentration im Urin zum Zeitpunkt des Auftretens von Sulfasalazin im Urin. Dabei fanden sie
bei den Patienten eine signifikant erhohte Konzentration an °'CrEDTA im Urin im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen und schlussfolgerten daraus, dass eine FErhohung der
Kolonpermeabilitit vorliegen muss. Leider fiihrten sie diese Untersuchung nur an fiinf Patienten

mit Colitis ulcerosa durch, so dass die Ergebnisse damit nur vorsichtig zu bewerten sind.
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Arslan et al. fanden 2001 eine signifikant hohere Permeabilitit der Darmschleimhaut fiir
*!CrEDTA bei 43 Patienten mit Colitis ulcerosa im Vergleich zu 19 gesunden Kontrollpersonen.
Das *'CrEDTA wurde nach einer néchtlichen Nahrungskarenz morgens oral verabreicht und
dessen Konzentration im Urin nach flinf und nach 24 Stunden bestimmt. Da die Patienten auch
nach 24 Stunden eine signifikant hhere Konzentration an °>'CrEDTA im Urin aufwiesen als die
Kontrollpersonen, schlussfolgerte die Arbeitsgruppe, dass dies an einer erhohten Permeabilitét
der Kolonschleimhaut liegen muss. Allerdings ist in der Literatur fiir >’CrEDTA keine explizite
Resorption im Kolon beschrieben worden, so dass die erhohte Konzentration im Urin der
Patienten ebenso gut aus einer erhohten Permeabilitit in proximaleren Darmabschnitten
resultieren konnte. So widren z. B. eine eingeschrinkte Peristaltik oder eine ausgedehnte
Passagezeit durch das Blut und die Nieren nach intestinaler Resorption fiir die auch noch nach 24
Stunden hohen Konzentrationen im Urin denkbar. Somit kann man nicht davon ausgehen, dass
ICrEDTA als Standard zur Messung der Kolonpermeabilitit verwendet werden kann.

Weiterhin fand die Arbeitsgruppe um Arslan, dass die Permeabilitét in aktiven Krankheitsphasen
hoher war und dass sie wieder sank, nachdem die klinische Symptomatik nach Ansprechen auf
die medikamentose Therapie wieder riickliufig war. Dies konnte suggerieren, dass die
medikamentdse Therapie nicht nur die Inflammation im Darm bekdmpft, sondern ebenfalls die
Barrierefunktion des Darmes positiv beeinflusst.

Nejdfors et al. konnten 1998 in einer in vitro-Untersuchung eine erhohte Kolonpermeabilitit bei
Patienten mit Colitis ulcerosa zeigen. Dazu mafien sie die Mukosa-Serosa-Passage von '*C-
Mannitol und Ovalbumin an Kolektomieprdparaten. Die Ergebnisse der Colitis ulcerosa-
Patienten wurden mit denen von Patienten mit Kolonkarzinom verglichen und es zeigte sich eine
signifikant hohere Permeabilitit bei den Patienten mit Colitis ulcerosa.

All diese Ergebnisse einer erhdhten Permeabilitit der Kolonschleimhaut bei Patienten mit
Colitits ulcerosa konnten wir in unseren Untersuchungen nicht bestitigen. Wir fanden bei 9,1%
der Patienten eine erhohte Kolonpermeabilitit im Vergleich zu 4,45% in der Kontrollgruppe.
Daraus ergab sich aber keine Signifikanz beim Vergleich der Anzahl erhohter Testwerte.
Lediglich beim Vergleich der absoluten Testwerte der Patienten mit denen der Kontrollpersonen
ergab sich ein signifikanter Unterschied. Da der iiberwiegende Teil der Testwerte aber trotz
alledem im festgesetzten Normbereich lag, wurde diesem Ergebnis keine grundlegende
Bedeutung beigemessen. Wir sind der Auffassung, dass die Messung der Permeabilitdt in einer
Remissionsphase der Erkrankung erfolgen sollte, um sicher zu gehen, dass eine Erhohung der
Permeabilitét nicht die Folge, sondern moglicherweise Ursache der Entziindung ist. Somit war in

unserer Studie die Remission der Patienten ein wesentliches Einschlusskriterium, dies war aber
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in keiner der o. g. Untersuchungen der Fall. In vielen bisher beschriebenen Untersuchungen vor
allem zur intestinalen Permeabilitét (s. u.), aber auch zur Kolonpermeabilitit (Arslan et al. 2001)
wurde postuliert, dass sich die Permeabilitdt in Abhangigkeit von der Aktivitdt der Erkrankung
andere. Auch unsere Daten, welche in der Remissionsphase erhoben wurden, sprechen gegen
eine primdre Erh6hung der Kolonschleimhaut.

Allerdings konnten wir bei unseren Patienten eine signifikante Erhéhung der intestinalen
Permeabilitdt feststellen. Diese betraf 28,1% der Patienten im Vergleich zu 6,1% der
Kontrollpersonen (p = 0,015). Dieses Ergebnis deckt sich mit dem bisheriger Studien (Welcker
et al. 2004; Loranskaia et al. 1999), wobei aber auch bei diesen die Permeabilitit in
Abhingigkeit von der Aktivitit der Erkrankung betrachtet wurde und somit ein direkter
Vergleich mit unseren Patienten in klinischer Remission nicht moglich ist.

In einer dénischen Studie von Munkholm et al. wurden 1994 ebenfalls 52 Patienten mit Colitis
ulcerosa auf eine verdnderte intestinale Permeabilitét hin untersucht, wobei sie keine signifikant
erhohten Werte feststellen konnten. Anzumerken ist, dass sie als Markersubstanz PEG 400
verwendeten, welche aus unterschiedlichen Griinden kritisch zu beurteilen ist: Einerseits ist sie
einem starken bakteriellen Abbau unterlegen, andererseits kann sie zu einem nicht unerheblichen
Prozentsatz bereits im Magen aufgenommen werden. Die Ausscheidung iiber den Urin ist sehr
variabel und teilweise nur gering. Dadurch ist die Giiltigkeit der Ergebnisse als nur sehr unsicher
einzustufen. Weiterhin hat PEG 400 die Eigenschaft, dass es nur transzelluldr aufgenommen
wird. Somit kann es keine Aussage iber Verdnderungen auf der Ebene der
Mukosazellverbindungen liefern und seine Aussagekraft beziiglich einer gestorten
Barrierefunktion wird weiter eingeschriankt. Zusétzlich zu PEG 400 verwendeten sie die drei
inerten Zucker Lactulose, L-Rhamnose und Mannitol. Bei den Ergebnissen verwundert
allerdings, dass, obwohl auch Patienten mit schwerer Krankheitsaktivitit gemessen wurden,
diese keine signifikante Veranderung der Permeabilitit aufwiesen im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen.

Als Ursache fiir die in unserer Untersuchung gefundene Erhohung der intestinalen Permeabilitét
trotz Manifestation der Erkrankung im Kolon lassen sich folgende Hypothesen annehmen:

1. Es besteht die genetische Pradisposition zur Ausbildung einer gestorten Barrierefunktion.
Dabei ist allerdings unklar, ob es sich um eine rein genetische Ursache handelt oder ob
Umwelteinfliisse, wie z. B. eine bestimmte Form der Erndhrung, ebenfalls die
Permeabilitét beeinflussen. Kommt es nun aber durch die Storung der Barierefunktion zu
einer erhohten Permeabilitit, ist der potentielle Patient vermehrt den sich im Darmlumen

befindlichen Antigenen ausgesetzt. Er versucht, diese in einer Immunreaktion
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abzuwehren, kann dies aber aus unbekannten Griinden nicht am Ort des Geschehens
praktizieren, sondern tut dies an der genetisch festgelegten Stelle, im Falle der Colitis
ulcerosa also im Kolon, im Falle des Morbus Crohn im gesamten Gastrointestinaltrakt.
Diese Theorie wiirde auch erkldren, wieso es im Falle der Schwichung des menschlichen
Organismus, wie z. B. durch Stress oder durch andere Erkrankungen, zu einem
vermehrten Auftreten von Schiiben der Erkrankung kommt. In solch einem Falle ist
ebenfalls der gesamte Organismus vermehrt mit Antigenen belastet bzw. muss sich
vermehrt mit diesen auseinandersetzen, die Entziindungsreaktion aber tritt - im Falle der
Colitis ulcerosa - im Kolon zu Tage.

Die Moglichkeit der primdren Entziindung erscheint eher unwahrscheinlich. Hierbei
ginge man davon aus, dass durch die Auseinandersetzung mit den im Darmlumen
befindlichen Antigenen dauerhaft eine subklinische Entziindung vorliegt, welche im
Laufe der Zeit Verdnderungen der Barrierefunktion und damit eine Erhohung der
Permeabilitdt hervorruft. Diese Theorie liefert allerdings keine Erklarung dafiir, warum
es trotz der Krankheitsmanifestation im Kolon zu erhéhten Permeabilititstestwerten im
intestinalen Darmabschnitt kommt.

Als Ursache fiir die nicht signifikant hdufiger erhohten Kolonpermeabilititstestwerte ist
aber auch ein methodisches Problem denkbar: Moglicherweise ist die Oberfliche im
Dickdarm mit O,S—lm2 im Vergleich zur Diinndarmoberfldche von 100-200m* zu klein,
um eine ausreichende Resorption der Sucralose zu gewihrleisten bzw. zu ermdglichen.
Eine andere Moglichkeit ist, dass der cut-off, also die Schwelle vom Normalwert zu
erhohten Testwerten, unter Umstidnden noch korrekturbediirftig ist: Die Patienten weisen
zwar signifikant héhere Absolutwerte auf als die Kontrollpersonen, die Anzahl erhohter

Testwerte ist aber nicht signifikant hoher.

4.2.1 Permeabilitéat in Abhangigkeit vom Befallsmuster

Im Folgenden sollte die Frage gekldrt werden, ob es eine Abhéngigkeit der Permeabilitit vom

Befallsmuster gibt. Da sich bei den Untersuchungen zur Permeabilitit zeigte, dass bei den

Patienten zwar die intestinale, nicht aber die Kolonpermeabilitit erhoht ist, wurde hier auch nur

die Beziehung zwischen der intestinalen Permeabilitdt und dem Befallsmuster untersucht. Dabei

zeigte sich, dass bei einem ausgedehnten Befall des Kolons durch die Erkrankung signifikant

hiufiger eine Erhohung der intestinalen Permeabilitét auftritt. Damit stehen unsere Ergebnisse in

Widerspruch zu denen von Loranskaia et al., die 1999 bei der Untersuchung von 44 Patienten

mit Colitis ulcerosa zwar eine gesteigerte intestinale Permeabilitét fiir Ovalbumin fanden, jedoch
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keinen Zusammenhang zum Befallsmuster herstellen konnten. Ovalbumin wird allerdings
transzelluldr aus dem Darmlumen aufgenommen (Schiirmann et al. 1999) und somit liefern diese
Ergebnisse keine Aussage zum Funktionszustand der interzelluliren Verbindungen wie
beispielsweise den tight junctions. Hingegen kdnnen die von uns verwendeten Zucker Lactulose
und Mannitol sowohl zum parazelluldren Transport (Lactulose) als auch zum transzelluldren
Transport (Mannitol) Aussagekraft bieten.

Je nachdem, ob man die gesteigerte Permeabilitidt als Ursache oder Folge der Erkrankung
betrachtet, lassen sich dafiir folgende Hypothesen ableiten:

1. Wenn die intestinale Permeabilitét erhoht ist, ist es wahrscheinlicher, einen ausgedehnten
Befall der Kolonschleimhaut durch die Erkrankung zu entwickeln. Dies bedeutet, dass
eine Erhohung der intestinalen Permeabilitit als Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
Pankolitis zu betrachten ist.

2. Je ausgeprigter der Befall der Kolonschleimhaut durch die Erkrankung ist, desto haufiger
kommt es auch zum Auftreten einer erhohten intestinalen Permeabilitét.

Die erste Hypothese bestirkt die Vermutung, dass die Permeabilitit einen wichtigen Faktor in
der Pathogenese der Colitis ulcerosa darstellt. Die zweite Hypothese hingegen scheint
unwahrscheinlicher, da sich die Colitis ulcerosa im Kolon manifestiert und eine direkte
Beeinflussung der intestinalen Barriere durch die Entziindung somit nicht stattfinden kann.
Unsere Vermutung besteht weiterhin darin, dass die verdnderte Barrierefunktion des Darmes

einen wichtigen Beitrag zum Entstehungsmechanismus der Colitis ulcerosa liefert.

4.2.2 Permeabilitéat in Abhangigkeit von der Medikation

Eine wichtige Vorraussetzung fiir die Durchfiihrung des Testes war die Remission der Patienten.
Somit war auch die Einnahme hoher Dosen Kortison (>20mg) ein Ausschlusskriterium. Die 89

Patienten, die am Test teilnahmen, nahmen folgende Medikamente ein:

Tabelle 19: Medikation der am Test teilnehmenden Patienten

Medikament Anzahl Patienten
5-ASA oral 57
5-ASA rektal 13
Budesonid 5
Azathioprin 19

Kortison oral < 10mg
Kortison oral > 10mg < 25mg
Kortison rektal
Mercaptopurin

Tacrolimus

RlwlkRr|lw]|o
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Es wurde untersucht, ob es unter der Einnahme eines dieser Medikamente signifikant haufiger zu
einer Erhohung der intestinalen Permeabilitdt kam. Die Ergebnisse fiir Kortison oral > 10 mg,
Kortison rektal, Mercaptopurin und Tacrolimus sind aber aufgrund der geringen Fallzahlen nicht
verwertbar. Unter den anderen von den Patienten eingenommenen Medikamenten zeigte sich fiir
die Einnahme von keinem eine signifikante Hiufung einer erhohten intestinalen Permeabilitit.
Allerdings ergab diese Untersuchung, dass es unter der Einnahme von Azathioprin signifikant
seltener zu einer Erhdhung der intestinalen Permeabilitidt kommt (p = 0,012 im exakten Test nach
Fisher). Auch fiir die Ursache dieses Faktes lassen sich wieder mehrere Vermutungen aufstellen:

1. Durch die Einnahme von Azathioprin kommt es nicht nur zu einer Besserung der
klinischen Symptomatik, sondern es kann aullerdem eine Reparatur der gestorten
intestinalen Barriere bewirken. Moglicherweise konnte auch die Reparatur der Barriere in
der Folge die klinische Symptomatik verbessern. Dies wiederum wiirde den protrahierten
Wirkungseintritt von Azathioprin erklaren.

2. Unter der Annahme, dass die Storung der intestinalen Barriere eine Folge der
chronischen Entziindung wire, konnte Azathioprin einen Schutz vor dieser Storung
darstellen.

Daten in der Literatur zum Einfluss von Azathioprin auf die intestinale Barriere sind kaum
vorhanden. Es wurde aber die Vermutung aufgestellt, dass es durch die Einnahme von
Medikamenten auch zu einer Verringerung einer vormals erhohten Permeabilitidt kommt (Arslan
et al. 2001). Diese Vermutung begriindet sich auf der Tatsache, dass sich die erhohten
Permeabilitdtswerte von Patienten in aktiven Krankheitsphasen nach erfolgreicher
medikamentdser Therapie wieder normalisierten. Ob dies auch fiir das Azathioprin zutreffen
konnte, ldsst sich aus den Daten unserer Untersuchung nicht sagen, da von unseren Patienten

keine Messdaten aus der Zeit vorliegen, in der sie noch kein Azathioprin eingenommen haben.

4.2.3 Permeabilitat in Abhangigkeit vom Alter und vom Geschlecht

Bei den Untersuchungen, ob es eine Korrelation zwischen den erhdhten intestinalen
Permeabilitdtswerten und dem Alter der Patienten bei der Durchfiihrung des Testes und bei
Erstdiagnose bzw. ithrem Geschlecht gab, ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse. Diese
Erkenntnisse gleichen sich mit denen bisheriger Studien zur Permeabilitit bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen und sollten daher nicht iiberraschen (Munkholm et al. 1994;

Biihner et al. 2006; Loranskaia et al. 1999).
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4.3 Permeabilitit in den Familien

4.3.1 Permeabilitdt bei den Verwandten ersten Grades der Patienten

Es ist nach wie vor ungekldrt, ob Storungen der Barrierefunktion des Darmes einem
Krankheitsausbruch bereits vorausgehen oder ob sich diese Verdnderungen erst als Folge der
chronischen Entziindungsreaktion manifestieren. Daher fiihrten wir den Permeabilitétstest auch
mit Verwandten ersten Grades der Patienten durch, um zu untersuchen, ob eine Erhéhung der
Permeabilitét als dtiologischer Faktor zu betrachten ist, fiir den es einen genetischen Hintergrund
geben konnte. Unter diesen Verwandten fanden sich keine, die ebenfalls an einer chronisch
entziindlichen Darmerkrankung erkrankt sind.

Dazu wurden 35 Verwandte unserer Patienten auf Verdnderungen der Permeabilitidt in den
einzelnen Darmabschnitten untersucht. Diese wurden dann einerseits mit den Messwerten der
Patienten und andererseits mit denen der gesunden Kontrollpersonen verglichen.

Die Messung der intestinalen Permeabilitdt der Verwandten ergab eine signifikante Erhohung im
Vergleich zu den Kontrollpersonen (p = 0,049). Im Vergleich zu den Messdaten der Patienten
waren die Testergebnisse nicht signifikant. Auch ergab sich beziiglich der Haufigkeit erhdhter
Permeabilitidtswerte kein Unterschied, ob die Verwandten im gleichen Haushalt lebten wie die
Patienten oder nicht.

Eine erhohte Kolonpermeabilitit ergab sich fiir 5,7% der Verwandten im Vergleich zu 4,45% bei
den Patienten und 9,1% bei den Kontrollpersonen. Dieses Ergebnis war weder im Vergleich mit
den Patienten noch im Vergleich mit den gesunden Kontrollpersonen signifikant (p = 0,983 bzw.
0,533).

Folglich spricht das Ergebnis gegen eine vorrangig durch Umweltfaktoren verursachte Storung
der Barrierefunktion des Darmes.

Damit kann die vorliegende Untersuchung die Ergebnisse der Studie zum Morbus Crohn von
Biihner et al. (2006) fiir die Colitis ulcerosa teilweise bestdtigen: Auch bei dieser Erkrankung
zeigen die Verwandten eine signifikant hohere Permeabilitdt der Darmschleimhaut im Vergleich
mit den Kontrollpersonen. Allerdings ist im Gegensatz zur Morbus Crohn-Studie der
Unterschied zwischen den Patienten und den Verwandten nicht signifikant. Somit liegt offenbar
auch der Colitis ulcerosa eine genetische Veranlagung zur Entwicklung einer gestdrten Barriere
zugrunde.

Auch die danische Forschergruppe um Munkholm et al. (1994) hat zusitzlich zu den Patienten
mit Colitis ulcerosa Verwandte ersten Grades und gesunde Kontrollpersonen auf Verdnderungen

der Permeabilitit hin untersucht. Dazu verwendeten sie neben PEG 400 die drei inerten Zucker
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Lactulose, L-Rhamnose und Mannitol, fanden aber keine signifikanten Unterschiede zwischen
den drei Gruppen. Dabei ist die bereits erwéhnte Problematik in der Wahl von PEG 400 zu
bedenken (s. Kap. 4.2). Nach zusitzlicher Verwendung der drei anderen Zucker konnten sie auch
keine Erhohung der intestinalen Permeabilitét bei den Verwandten finden. Damit stellen sich
deren Ergebnisse erneut gegensitzlich zu unseren dar. Weitere Studien, in denen explizit die
Permeabilitdt von Colitis ulcerosa-Patienten mit der ihrer Verwandten verglichen wurde,
existieren nicht.

In der Literatur wird vielmals ein erhohtes Risiko beschrieben, an einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung zu erkranken, wenn auch ein Familienmitglied bereits an einer solchen erkrankt
ist. So soll es bei etwa 10% der Patienten mindestens ein Familienmitglied geben, welches
ebenfalls erkrankt ist. Andersherum erhoht sich bei Erkrankung eines Familienmitgliedes das
Risiko zu erkranken fiir die anderen Familienmitglieder um etwa das zehnfache im Vergleich zur
Normalbevdlkerung (Binder und Orholm 1996). Von unseren 89 Patienten gab es lediglich eine

Patientin, bei der ebenfalls beide Eltern an einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung litten.

4.3.2 Permeabilitat bei den nicht verwandten L ebensgefahrten der Patienten

Um den zweiten Teil der Frage zu erortern, ob Barrierestorungen im Darm als Ursache oder als
Folge der Erkrankung aufzufassen sind, wurden im Folgenden gesunde nicht verwandte
Lebensgefihrten der Patienten auf Verdnderungen der Permeabilitit untersucht. Dabei ergaben
sich bei den 24 untersuchten Lebensgefihrten fiir keinen Darmabschnitt signifikant erhohte
Testwerte im Vergleich zu den drei anderen Gruppen.

Dieses Ergebnis ist mit dem der Morbus Crohn-Studie (Biihner et al. 2006) vergleichbar, welche
als Ausgangspunkt fiir unsere Untersuchungen diente. Dort fanden sich bei 20% der
Lebensgefihrten erhohte Testwerte fiir die gastroduodenale Permeabilitdt (vs. 20,8% bei uns)
und bei 8% im intestinalen Darmabschnitt (vs. 12,5% bei uns). Die erhohten Testwerte fiir das
Kolon lagen in unserer Untersuchung mit 4,2% sogar noch unter denen der Kontrollgruppe
(9,1%).

In unserer Studie wurden erstmalig nicht verwandte Lebensgefdhrten von Colitis ulcerosa-
Patienten untersucht. Somit gibt es in der Literatur auch keine Daten, die diskutiert werden
konnen. Es ldsst sich aber die Vermutung aufstellen, dass bei der Colitis ulcerosa, wie auch
schon mehrfach fiir den Morbus Crohn gezeigt, eine Beeinflussung der Barrierefunktion des
Darmes durch Umwelteinfliisse nicht sehr wahrscheinlich ist bzw. nicht als zugrunde liegender

Pathomechanismus zu verstehen ist.
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4.4 Fakales Calprotectin

Calprotectin ist ein Protein, welches hauptsichlich von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten freigesetzt wird und als Marker fiir eine intestinale Inflammation eingesetzt werden
kann. Es gibt mehrere Marker, die zur Aufdeckung einer im Korper ablaufenden Entziindung
verwendet werden. Dazu gehoren u. a. CRP, BSG, die Thrombozytenzahl im Blut und saures a-
1-Glykoprotein. Allen gemeinsam ist, dass sie sehr unspezifisch sind und keine Entziindung
speziell im Verdauungstrakt anzeigen konnen. Dem hingegen zeigen Untersuchungen zum
fakalen Calprotectin, dass es eine Korrelation zwischen der Calprotectinkonzentration im Stuhl

und der Schwere der intestinalen Inflammation gibt (Fagerberg et al. 2007; Xiang et al. 2008).

4.4.1 FékalesCalprotectinin den einzelnen Gruppen

In den von uns durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich, dass 68,3% der getesteten Colitis
ulcerosa-Patienten, von denen sich alle in Remission befanden, erhohte Testwerte fir fakales
Calprotectin aufwiesen. Unter den Verwandten ersten Grades der Patienten waren nur 26,7% mit
erhohten Werten und in der Gruppe der nicht verwandten Lebensgefdhrten hatten 50% erhdhte
Calprotectinkonzentrationen. Der Vergleich der einzelnen Gruppen miteinander ergab einen
signifikanten Unterschied in der Hohe der Testwerte zwischen den Patienten und ihren
Verwandten einerseits und zwischen den Patienten und ihren Lebensgefdahrten andererseits. Der
Unterschied zwischen den Verwandten und Lebensgefdhrten war nicht signifikant.

Diverse Studien zur Bedeutung des fikalen Calprotectins haben postuliert, dass dieses gut zur
Differenzierung zwischen organischen und funktionellen Erkrankungen des Darmes einsetzbar
ist (Tibble et al. 2001; Angriman et al. 2007; D'Inca et al. 2007). So bestimmte die englische
Forschergruppe um Tibble JA bei 600 Patienten, die neu auf einer gastroenterologischen Station
aufgenommen wurden, die Sensitivitit, Spezifitit und die Odds Ratio einiger nicht invasiver
Untersuchungen, um eine Methode zu finden, die zwischen organischen Erkrankungen des
Verdauungstraktes und nicht organischen (Reizdarmsyndrom) unterscheidet. Zu den
durchgefiihrten Untersuchungen gehdrten die Bestimmung des fdkalen Calprotectins, die
Messung der intestinalen Permeabilitdt, die Bestimmung diverser Blutwerte (u. a. CRP, BSG,
Thrombozytentahl) und die Einstufung der Patienten anhand der Rom-I-Kriterien (Dauer der
abdominellen Beschwerden, Merkmale der Defdkation und Symptomatik dabei etc.). Die
Ergebnisse wurden dann mit denen objektiver Untersuchungen wie Endoskopie und
Bariumbreischluck verglichen. Dabei lagen die Sensitivititen der nicht invasiven

Untersuchungsmethoden zwischen 63 und 89%, die Spezifititen zwischen 71 und 87 %. Daraus
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schlossen die Forscher, dass die Bestimmung des fidkalen Calprotectins, die Messung der
intestinalen Permeabilitdt und das Vorhandensein positiver Rom-I-Kriterien eine nicht invasive
Methode zur Differenzierung zwischen organischer und nicht organischer Erkrankung des
Verdauungstraktes darstellt.

Obwohl sich alle Patienten, die an unseren Untersuchungen teilnahmen, in klinischer Remission
befanden, zeigten zwei Drittel von ihnen Testwerte oberhalb der Normgrenze. Eine schwedische
Forschergruppe (Fagerberg et al. 2007) fand in einer dhnlichen Untersuchung heraus, dass ein
koloskopisch unauffalliges Bild mit normalen Werten fiir fakales Calprotectin einhergeht. Dazu
untersuchten sie 39 Kinder mit chronisch entziindlicher Darmerkrankung auf den Gehalt an
fakalem Calprotectin und verglichen die Werte mit den makroskopischen und mikroskopischen
Befunden einer zeitgleich durchgefiihrten Koloskopie. Dabei zeigte sich eine signifikante
Korrelation zur Ausdehnung und zum Schweregrad der Entziindung sowohl fiir das
makroskopische als auch flir das mikroskopische Bild. Normale Werte fiir fakales Calprotectin
gingen mit dem koloskopischen Bild der kompletten mukosalen Heilung einher. Unsere
Patienten allerdings befanden sich in klinischer Remission, d. h., sie wiesen zum Zeitpunkt der
Untersuchung keine Symptome auf, die auf einen akuten Schub hingewiesen hétten. Eine
Koloskopie zum Zeitpunkt des Testes fithrten wir nicht durch. Somit ist unser Ergebnis nicht als
Widerspruch zu o. g. Studie zu werten, sondern es zeigt, dass es trotz des Fehlens von
Krankheitsanzeichen zum Auftreten erh6hter Konzentrationen an fakalem Calprotectin kommen
kann. Zusitzlich unterstreicht unser Ergebnis die Aussagen von Xiang et al., die ebenfalls
signifikant hohere Calprotectinkonzentrationen bei Patienten in Remission im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen maflen. Da bei deren Untersuchungen aber auch der Unterschied
zwischen den Patienten in Remission und denen mit akuter Symptomatik signifikant war (s. 0.),
kommt es offenbar mit steigender Aktivitit der Entziindung zu ansteigend erhohten
Konzentrationen des fikalen Calprotectins und nur unter vollstindiger Ausheilung der
Entziindung moglicherweise zur Normalisierung erhdhter Testwerte. Somit konnte Calprotectin
gut als Marker fiir das Aufdecken einer subklinischen Inflammation verwendet werden.

Bei der Betrachtung der Verwandten und Lebensgefahrten der Patienten zeigen einige ebenfalls
erhohte Konzentrationen an fikalem Calprotectin, obwohl sie keinerlei Symptome aufweisen,
die an das Vorliegen einer entziindlichen Darmerkrankung denken lassen. Die Haufigkeit
erhohter Testwerte war aber keineswegs signifikant.

In einer italienischen Studie (Montalto et al. 2007) wurden ebenfalls Patienten mit Colitis
ulcerosa, deren Verwandte ersten Grades, deren Ehepartner sowie gesunde Kontrollpersonen auf

die Konzentration an fakalem Calprotectin untersucht. Dabei zeigten sich auch dort erhohte
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Testwerte: die Werte der Patienten waren signifikant hoher als die der anderen drei Gruppen, die
Werte der Verwandten waren signifikant hoher als die der Ehepartner und Kontrollpersonen und
selbst die Testwerte der Ehepartner waren immer noch signifikant erhoht im Vergleich zu den
Kontrollen. Damit stellt sich die Frage, ob es auch fiir die Erhéhung der Konzentration des
fakalen Calprotectins eine genetische Disposition gibt oder ob sie durch Umweltfaktoren
beeinflusst wird. Das Ergebnis der Italiener spricht fiir eine Kombination beider Faktoren, da
sowohl die Verwandten als auch die Ehepartner erhohte Werte aufweisen, die Messwerte bei den
Verwandten aber insgesamt hoher sind. Unklar bleibt jedoch, ob die Erhohung des fikalen
Calprotectins bei den Verwandten als frithes Anzeichen einer sich spiter manifestierenden
Colitis ulcerosa zu werten ist oder ob sie lediglich einen weiteren Risikofaktor in der
Pathogenese darstellt.

Bei der hier vorliegenden Untersuchung dagegen ldsst sich die Erhohung der
Calprotectinkonzentration nicht als genetische Disposition werten, da zwar in der Gruppe der
Patienten signifikant hohere Konzentrationen an fikalem Calprotectin gemessen wurden im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen, sich die Gruppe der Verwandten aber nicht von der
der Lebensgefdhrten abhebt. Allerdings wiesen 50% der Lebensgefdhrten und nur 26,7% der
Verwandten erhdhte Calprotectinkonzentrationen auf. Damit konnte moglicherweise doch eine
Beeinflussung durch Umweltfaktoren bestehen. Die Fallzahl der untersuchten Lebensgefdhrten

ist aber mit 18 sehr gering, so dass dieses Ergebnis mit Vorsicht zu werten ist.

4.4.2 Korrelation desfékalen Calprotectinszur Permeabilitéat

In diesem Teil der Untersuchung wurde gepriift, ob die Messwerte fiir das fdkale Calprotectin
mit den Testergebnissen des Permeabilititstestes korrelieren. Dazu wurden die absoluten
Messergebnisse beider Untersuchungen verglichen. Es zeigte sich in der Patientengruppe eine
positive Korrelation zur gastroduodenalen sowie zur intestinalen Permeabilitit. Fiir die Gruppe
der Verwandten und Lebensgefahrten ergab sich keine Korrelation.

Diese Ergebnisse kann man folgendermafen interpretieren: In der Patientengruppe waren die
Messwerte fiir die intestinale Permeabilitdt signifikant erhoht und fiir diesen Darmabschnitt
korrelieren die Messwerte auch mit den Werten der fakalen Calprotectinkonzentration. Somit
scheint es wahrscheinlich zu sein, dass es einen Zusammenhang zwischen der erhdhten
intestinalen Permeabilitdt und der Konzentration des fékalen Calprotectins gibt. Die Korrelation
zur gastroduodenalen Permeabilitit beruht moglicherweise darauf, dass die Messwerte im
Permeabilitétstest an der oberen Normgrenze liegen, damit noch nicht als erh6ht gelten und sich

somit keine Signifikanz ergibt. Vergleicht man aber die absoluten Werte mit den absoluten
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Calprotectinkonzentrationen im Stuhl, zeigt sich die Korrelation auf dem Niveau 0,05 als
signifikant.

In der Gruppe der untersuchten Verwandten waren die Messwerte fiir die intestinale
Permeabilitét signifikant erhoht, aber nur 26,7% der Verwanden wiesen erhohte Werte fiir
fakales Calprotectin auf. Eine Korrelation ergab sich somit nicht.

Es kann die Vermutung aufgestellt werden, dass die Erhohung der fdkalen
Calprotectinkonzentration zumindest bei den Patienten im Zusammenhang mit der Erh6hung der
Permeabilitdt steht. Dabei konnten beide Faktoren sowohl als Ursache als auch als Folge des
jeweils anderen interpretiert werden. Da aber sowohl die Permeabilitit als auch die
Calprotectinkonzentration bei unseren Patienten in Remission erhdht sind, ist es auch denkbar,
dass hier zwei Faktoren vorliegen, die mdglicherweise unabhéngig voneinander eine Rolle in der
Pathogenese der Erkrankung spielen konnten und Zeichen einer subklinischen Entziindung sind.
Der klinische Nutzen konnte darin liegen, dass Calprotectin als Rezidivmarker Verwendung

findet.

45 EinePatientin mit ileoanalem Pouch

Die ultima ratio in der Therapie der Colitis ulcerosa stellt die totale Proktokolektomie dar. Dazu
wird das Kolon komplett entfernt und entweder ein Ileostoma angelegt oder nach zusitzlicher
Entfernung der Rektumschleimhaut ein neues Reservoir (Pouch) aus dem terminalen Ileum
geformt. Dieses wird dann mit der anokutanen Grenze verbunden, der Sphinkterapparat kann
erhalten werden. Obwohl durch diese Operation das gesamte Gewebe, welches durch die
Erkrankung befallen sein kann, entfernt wurde, kommt es in dem neuen Pouch oftmals wieder zu
Entziindungen. Diese dulern sich klinisch durch eine erhdhte Stuhlfrequenz mit gelegentlichen
Blut- und Schleimauflagerungen sowie durch generelles Unwohlsein. Als Ursache der Pouchitis
wird eine Metaplasie der Ileumschleimhaut zu Kolonschleimhaut angenommen, aber auch eine
bakterielle Uberbesiedlung der empfindlicheren Ileumschleimhaut wird vermutet (Merret et al.
1996). Im Rahmen der Metaplasie kommt es zu einer Atrophie der Villi mit kompensatorischer
Hyperplasie der Krypten (Shepherd et al. 1987; de Silva et al. 1990). Diese Verdnderungen treten
schon bald, nachdem die Schleimhaut des Pouches der normalen Stuhlpassage ausgesetzt ist, auf
(de Silva et al. 1990) und sind vermutlich als Anpassungsreaktion an die neue luminale Umwelt
mit Verbesserung der Barrierefunktion zu verstehen.

Eine englische Forschergruppe hat die Permeabilitidt von Patienten vor und nach Anlage eines
ileoanalen Pouches sowie bei Patienten mit Pouchitis gemessen (Merret et al. 1996). Sie

verglichen die Testwerte mit denen von nicht operierten Colitis ulcerosa-Patienten. Als Marker
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diente dabei rektal verabreichtes *'CrEDTA. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der
Permeabilitét, sobald das Ileostoma verschlossen war und der Pouch seine Funktion aufnahm (p
< 0,002). Dies galt aber nur, so lange sich keine Pouchitis einstellte. Dann wiederum waren die
Testwerte flir die Permeabilitdt signifikant hoher als bei Patienten mit nicht entziindetem Pouch
(p <0,0006).

Eine andere Forschergruppe aus Deutschland fiihrte in vitro Untersuchungen an Biopsaten durch,
die vor der Kolektomie entnommen wurden, sowie an Préparaten, die vor und nach Verschluss
des temporiren Ileostomas entnommen wurden (Kroesen et al. 2002). Auch Biopsate mit akuter
Pouchitis wurden untersucht. Sie maBlen die epitheliale Widerstandskraft sowie den Mukosa-
Serosa-Durchfluss von Mannitol als MaB fiir die epitheliale Barrierefunktion. Die Messung des
Na' - Glukose - Cotransportes und der aktiven Cl' - Sekretion sollte zur Abschitzung der
absorptiven und sekretorischen Transportfunktion des Epithels dienen. Die Ergebnisse der
Messungen verglichen sie mit Préparaten von Kolonkarzinompatienten, welche als gesunde
Kontrollpersonen dienen sollten. Die Untersuchungen ergaben keine signifikante Storung der
Barrierefunktion bei Patienten mit Pouchitis im Vergleich zu Patienten mit nicht entziindetem
Pouch sowie zu Ileumbiopsaten von Patienten vor Kolektomie. Allerdings zeigte sich eine
Verminderung der absorptiven und resorptiven Funktionen. Damit unterscheiden sich die
Ergebnisse von denen von Merrett et al., die eine Zunahme der Permeabilitdt bei Pouchitis und
eine Abnahme im nicht entziindeten Pouch feststellten.

Bei der einen von uns untersuchten Patientin mit nicht entziindetem Pouch ergab sich eine
erhohte gastroduodenale Permeabilitit sowie normale Testwerte filir die intestinale Permeabilitét
und die Permeabilitdt fiir Sucralose. Natiirlich ist es schwierig, mit den Werten von nur einer
Patientin liberhaupt eine Vermutung iiber die Ursachen bzw. die Zusammenhénge anzustellen:
Geht man von der oben beschriebenen Metaplasie im Bereich des Pouches aus, miisste im
Bereich des Pouches auch die Aufnahme der Sucralose stattfinden. Das normal ausgefallene
Messergebnis steht einerseits im Einklang mit unseren Ergebnissen fiir die Patienten in
Remission, welche ebenfalls signifikant hdufiger normale Testwerte fiir die Kolonpermeabilitt
aufwiesen. Andererseits zeigt es sich gegensitzlich zu den Ergebnissen von Merrett et al., die
eine Abnahme der Permeabilitdt im Bereich des Pouches feststellten.

Die intestinale Permeabilitidt unserer Patientin fiel ebenfalls normal aus. Damit wiirde dieses
Ergebnis eher die nachrangig aufgestellte Vermutung fiir die Rolle der Permeabilitit in der
Pathogenese der Erkrankung stiitzen: Als Folge der chronischen Entziindungsreaktion kommt es
zum Anstieg der Permeabilitit. Da bei dieser Patientin der zentrale Ort des

Entziindungsgeschehens - das Kolon - entfernt wurde, kommt es auch zur Normalisierung der
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Permeabilitiatswerte. Leider liegen uns keine Messwerte vom Zeitpunkt vor der Pouchanlage vor,
so dass unklar bleibt, ob die Patientin jemals pathologische Testwerte aufgewiesen hat. Eine
Erhohung der intestinalen Permeabilitdt als Ursache der Erkrankung miisste aber auch nach einer
Kolektomie bestehen bleiben.

Die Messung der gastroduodenalen Permeabilitdt unserer Patientin ergab ein pathologisches
Messergebnis. Moglicherweise ist ein gewisser Abstand des Barrierelecks zum potenziellen
Entziindungsherd, welcher im Zustand nach totaler Kolektomie der neu angelegte Pouch ist,
notwendig. Somit wandert nach Entfernung des Kolons das Barriereleck weiter nach proximal
und manifestiert sich im Bereich des oberen Diinndarms. Wahrscheinlich tritt dieser Befund aber
eher zufillig auf. Fiir die genauere Ergriindung der Verhiltnisse bei Patienten mit Pouch ist eine

Untersuchung mit groBerer Fallzahl natiirlich unerlédsslich.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, eine moglicherweise auftretende Verdnderung der Permeabilitit der
Darmwand bei Patienten mit Colitis ulcerosa aufzudecken und deren Ursachen zu detektieren.
Als vermutete Ursachen galten einerseits eine genetische Disposition und andererseits der
Einfluss von Umweltfaktoren. Dazu wurde die Permeabilitét der einzelnen Darmabschnitte nicht
nur bei Patienten mit Colitis ulcerosa in Remission, sondern auch bei deren Verwandten ersten
Grades und bei deren nicht verwandten Lebensgeféhrten gemessen und mit den Testergebnissen
gesunder Kontrollpersonen verglichen. Als Grundlage fiir die vorliegende Untersuchung galten
die Ergebnisse von Biihner et al. (2006), die bei Patienten mit Morbus Crohn in Remission und
deren Familien eine offenbar genetisch bedingte Verdnderung der Permeabilitit feststellen
konnten.

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich ebenfalls eine signifikante Erhohung der
Permeabilitit bei den Patienten. Diese fand sich allerdings nicht im Kolon, wo sich die
Erkrankung selbst manifestiert, sondern im intestinalen Abschnitt des Darmes. AuBBerdem war
die intestinale Permeabilitit umso haufiger erhoht, desto ausgeprégter der Befall des Dickdarmes
durch die Erkrankung war. Somit kann eine Erhdhung der intestinalen Permeabilitit als
Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Pankolitis interpretiert werden. Weniger hdufig hingegen
war die intestinale Permeabilitdt unter der Einnahme von Azathioprin erhoht. Dies ldsst die
Vermutungen zu, dass Azathioprin entweder als protektiver Faktor vor der Ausbildung einer
erhohten Permeabilitit schiitzt oder aber kurativ auf eine bereits bestehende erhdhte
Permeabilitdt wirken konnte. Zum Alter und Geschlecht der Patienten konnte ebenso wie zur
Erkrankungsdauer keine Korrelation hergestellt werden.

Auch bei den untersuchten Verwandten ersten Grades fand sich eine signifikante Erhéhung der
intestinalen Permeabilitdt im Vergleich mit den gesunden Kontrollpersonen. Dabei spielte es
keine Rolle, ob die Verwandten mit den Patienten im gleichen Haushalt lebten oder nicht. Somit
scheint auch bei der Colitis ulcerosa eine genetisch determinierte Verdnderung der Permeabilitat
vorzuliegen und die Vermutung des Einflusses von Umweltfaktoren auf die Integritit der
intestinalen Barriere kann in den Hintergrund gertickt werden.

Unterstiitzt wird dieses Ergebnis durch die Testergebnisse der nicht verwandten Lebengeféhrten
der Patienten, welche beim Vergleich mit den gesunden Kontrollpersonen keine signifikante
Erhohung fiir die Permeabilitit aufwiesen.

Als zweites grofles Kernstiick der vorliegenden Untersuchung wurde bei den Teilnehmern des

Permeabilitétstestes ebenfalls das fikale Calprotectin bestimmt. Die Untersuchungen ergaben,
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dass die Testwerte bei den Patienten signifikant hoher sind als bei den Verwandten ersten Grades
der Patienten und ihren nicht verwandten Lebensgefihrten. Damit ist offenbar nicht nur eine
aktive Colitis ulcerosa mit dem Auftreten erhohter Calprotectinwerte assoziiert, sondern ebenso
die Erkrankung in der Ruhephase, wobei die Remission in unserer Untersuchung durch das
Fehlen klinischer Symptome bei den Patienten charakterisiert wurde und nicht durch den
koloskopisch und histologisch durchgefiihrten Beweis der Ausheilung auf Zellebene. Betrachtet
man die absolute Konzentration des fiakalen Calprotectins und die absoluten Testwerte des
Permeabilitétstestes, erkennt man eine Korrelation des fidkalen Calprotectins mit der
gastroduodenalen und der intestinalen Permeabilitit in der Patientengruppe. Dies lédsst die
Schlussfolgerung zu, dass es aufgrund der erhohten Permeabilitit zur Erhohung des fikalen
Calprotectins im Darmlumen kommt. Dabei kann die Erhohung der Permeabilitdt Ausdruck
einer subklinischen Inflammation sein und somit zum Ansteigen des fdakalen Calprotectins
filhren. Da bei den Verwandten der Patienten keine Korrelation zwischen der Erhohung der
Permeabilitdt und der Hohe des fakalen Calprotectins vorliegt, unterstiitzt dies das Ergebnis, dass
es sich bei der erhohten Permeabilitit um einen primér genetischen Barrieredefekt handelt, in
dessen Folge es zum Anstieg des fakalen Calprotectins kommt. Eine Erhohung der Permeabilitét
als Folge der Inflammation erscheint damit sehr unwahrscheinlich.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass es sich bei der Colitis ulcerosa ebenfalls um eine Erkrankung
handelt, bei der es zu einer genetisch bedingten Erhohung der Permeabilitdt kommt und bei der
Umwelteinfliisse keinen - oder wenn, dann nur einen geringen - Einfluss auf die Permeabilitét
haben. Dafiir sprechen auch neueste Studienergebnisse, bei denen verschiedene Gene
identifiziert wurden, die mit der Permeabilitiat der Darmwand bei Colitis ulcerosa assoziiert sind
und die somit einen Zusammenhang zwischen der verdnderten Integritit der mukosalen Barriere
und der Pathogenese der Erkrankung nahe legen (UK IBD Genetics Consortium et al. 2009;
Fisher et al. 2008).

In weiteren Untersuchungen gilt es zu kldren, warum es zu einer Erh6hung der intestinalen
Permeabilitdt kommt und sich die Permeabilititserh6hung nicht an gleicher Stelle manifestiert,

an der auch die Entziindung stattfindet.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Eidesstattliche Erklarung

»lch, Nora Geissler, erkldare, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit dem Thema:
»Epitheliale Barrieredefekte als Pathomechanismus bei Colitis ulcerosa? Messung von
gastrointestinaler und Kolonpermeabilitdt im Rahmen einer Familienstudie* selbst verfasst und
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzuldssige) Hilfe

Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.*

Datum Unterschrift
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Anhang

7.2 Lebendauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner

Arbeit nicht veroffentlicht.
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