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1. Einleitung

Die Divertikulose, eine Veranderung des Kolons, welche mit
Schleimhautausstulpungen der Darmwand einhergeht, ist eine der haufigsten
gastrointestinalen Erkrankungen der westlichen Zivilisation. Mit zunehmendem Alter
zeigt sie einen deutlichen Inzidenzanstieg auf bis zu 60% der Uber 70-Jahrigen
[Parra-Blanco, 2006]. In der Regel verlauft die Divertikulose jedoch vollig
asymptomatisch. Klinische Bedeutung erhalt die Erkrankung erst, wenn es zu einer
Entzindung der Divertikel kommt. Weitet sich dieser Entzindungsprozess aus
entwickelt sich eine fokale Perikolitis, welche zu einer Darmperforation fuhren kann.
Trotz ihrer hohen Pravalenz und einer Mortalitatsrate von 2,5/100000 Einwohner wird
die Divertikulitis als Forschungsgebiet vernachlassigt [Quigley, 2010; Sandler et al.,
2002; von Rahden et al., 2012]. Gegenstand aktueller Studien sind insbesondere die
chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen, welche zwar die Lebensqualitat
einschranken, aber ein wesentlich geringeres Mortalitatsrisiko aufweisen und mit
einer Pravalenz von 1,25 — 2,1/1000 Einwohner seltener auftreten als die
Divertikulitis [Quigley, 2010]. Auch ist die Pathophysiologie der Divertikulitis noch
nicht vollstandig verstanden und die Vielfalt des klinischen Erscheinungsbildes
erschweren Diagnostik und Therapie [von Rahden et al., 2012].

Besondere Bedeutung hat die Divertikulitis fur immunsupprimierte Patienten, die ein
deutlich erhdhtes Risiko haben an Komplikationen zu erkranken [Chapman et al.,
2005 und 2006; Ledermann et al., 1998; Sautter et al., 1959].

Die Entzindungsreaktion der Darmwand, welche bei der Divertikulitis vorliegt, geht
u.a. mit einer Aktivierung von Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten einher.
Jene Aktivierung fuhrt zur Freisetzung lI6slicher Mediatoren zu denen auch die
Familie der Matrixmetalloproteinasen (MMPs) zahlt [Mimura et al., 2002; Mimura et
al., 2004]. MMPs sind insbesondere fur den Ab- und Umbau der extrazellularen
Matrix verantwortlich. Neben dem Gewebeumbau dienen MMPs auch als
Signalmolekule, welche die Zellinteraktion steuern [Medina et al., 2006]. Ein fur die
Entzindungsreaktionen der Darmwand relevanter Vertreter dieser Familie ist die
Matrixmetalloproteinase 9 (MMP-9) [Kirkegaard et al., 2004]. Die Bedeutung der



Matrixmetalloproteinasen fur die Entwicklung einer Divertikulitis ist bisher nur in
wenigen Studien untersucht worden [Medina et al., 2006; Mimura et al., 2002;
Mimura et al., 2004].

Um auf die Entzindungsprozesse im Rahmen einer Divertikulitis adaquat reagieren
zu konnen ist der Organismus auf T-Lymphozyten angewiesen. Diese werden unter
anderem vom Glucocorticoid-induzierten TNF-Rezeptor (GITR) aktiviert, einem
Mitglied der  Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie,  welcher  durch
Glucocorticoide reguliert wird und in direkten Zusammenhang mit der Expression von
MMPs steht [Lee et al., 2003; Nocentini et al., 1997; Nocentini et al., 2007]. So stellt
sich die Frage, ob eine durch Glucocorticoid-Einnahme bedingte Aktivierung von
GITR durch die daraus resultierende MMP-Expression einen komplizierten Verlauf
der Divertikulitis begunstigt.

1.1 Definition und Epidemiologie

Die Divertikulose ist eine Veranderung des Kolons welche durch Ausstulpungen der
Darmwand gekennzeichnet ist. In der Regel handelt es sich um "falsche” Divertikel,
auch als Pseudodivertikel bezeichnet. Hierbei kommt es zu einer Ausstulpung der
Mukosa und Submukosa durch eine Schwachstelle der Tunica muscularis, welche im
Bereich der Durchtrittsstelle des versorgenden Blutgefalles vorgefunden wird
[Comparato et al., 2007].

Die Pravalenz der Divertikulose ist schwierig zu bestimmen, da viele Patienten
asymptomatisch sind und nicht diagnostiziert werden. Ab dem 70. Lebensjahr weisen
ca. 60% der Menschen Kolondivertikel auf. 15-20% erleiden eine Divertikulitis, d.h.
eine Entzindung der Divertikel und bei 25% der Patienten kommt es zu Rezidiven
[Sheth et al., 2008]. Patienten mit Divertikulitis entwickeln in 20% der Falle
Komplikationen wie z.B. Abszessbildung, phlegmondse Entzindungen, Fistelbildung
und Perforationen des Kolons. Bei jungen Menschen sind Divertikel zwar seltener,
finden sich aber dennoch bei 10% der unter 40-jahrigen [Stollman et al., 1999].
Ferner wird eine steigende Hospitalisierungsrate in der Altersgruppe der unter 45-
Jahrigen beobachtet [ S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014 ].

Bei 90% der Patienten handelt es sich um eine Sigmadivertikulitis, wahrend bei
lediglich 10-15% der Betroffenen eine Divertikulitis des rechten Kolons vorliegt. Dies
gilt fur die westlichen Industrienationen. Im asiatischen Raum ist Uberwiegend das
rechte Kolon betroffen [Stollman et al., 1999]. Hierbei handelt es sich um "echte"
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Divertikel, bei denen sich alle Darmwandschichten ausstulpen. Diese fuhren eher zu
Blutungskomplikationen als zu Entzindungen [von Rahden et al., 2012].

1.2  Atiologie und Pathogenese
Die Atiologie der Divertikulose und Divertikulitis ist bislang unbekannt. Lange Zeit
galten eine uUberwiegend ballaststoffarme Ernahrung sowie mangelnde korperliche
Bewegung als entscheidende Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Divertikulose
[Bassoti et al., 2003]. Neue Studien stellen dies jedoch in Frage. So zeigten Peery et
al., dass eine ballaststoffreiche Ernahrung nicht davor schutzt eine Divertikulose zu
entwickeln [Peery et al., 2012]. Trotz alledem wird die ballaststoffreiche Ernahrung
und ausreichende korperliche Betatigung weiterhin zur Divertikulose-Prophylaxe
empfohlen [S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014]. Die Bedeutung der
Umweltfaktoren zeigt sich zudem darin, dass Asiaten welche in die USA auswandern
ein hoheres Risiko haben eine Divertikulose zu entwickeln als ihre Verwandten in der
Heimat [Painter et al., 1975]. AulRerdem kann Divertikulose im Rahmen anderer
Erkrankung wie dem Marfan-Syndrom oder dem Ehlers-Danlos-Syndrom auftreten
[von Rahden et al., 2012].
Histologisch zeichnet sich die Divertikulose durch eine Hypertrophie der kontrakten
Myozyten aus, wahrend sich bei der Divertikulitis zusatzlich noch eine Fibrosierung
der Lamina propria mucosae sowie Schleimhautaufwerfungen mit Kryptitis finden
[Goldstein et al., 1997].
Wess et al. zeigte in einer histopathologischen Studie an 25 Individuen zwischen 20
und 80 Jahren, dass sich die Struktur der Kolonwand mit zunehmendem Alter
verandert [Wess et al., 1995]. Ursachlich dafur ist die Verdickung der Muskulatur
durch die vermehrte Einlagerung kontrahierter Elastinfasern. Diese verursachen
wiederum eine Verkurzung der Taenien, welche in einer Verdickung und Raffung der
Ringmuskulatur endet. Daraus resultiert eine vermehrte Segmentierung und
zunehmende Haustrierung des betroffenen Darmabschnitts [Parra-Blanco et al.,
2006; Petruzziello et al., 2006; Stollman et al., 1999]. Parallel zu der verdickten
Muskulatur entsteht ein geringeres Darmlumen, welches gekoppelt mit
ernahrungsbedingter Obstipation und abnormer Kolonmotilitdt zu einem erhdhten
Darminnendruck fuhrt [Petruzziello et al., 2006; Simpson et al., 2002]. Diese
Drucksteigerung ermdglicht die Herniation der Mukosa und Submukosa durch die
praformierten Schwachstellen in der Muscularis, im Bereich des Durchtrittes der
3



Vasa recta [Comparato et al., 2007]. Die Rolle der intraluminalen Drucksteigerung
als Risikofaktor bleibt jedoch umstritten, da vermutet wird, dass es nur wahrend einer
symptomatischen Episode zu einem Druckanstieg kommt [Cortesini et al., 1991].
Neben Elastin spielt vor allem Kollagen eine entscheidende Rolle hinsichtlich der
strukturellen Veranderungen der Kolonwand. Kollagen ist in der Submukosa
lokalisiert, die mafRgeblich fur die Zugfestigkeit des Kolons ist. Bei Divertikulose ist
ein erhohter Grad an Kollagen-Quervernetzungen in der Kolonwand beobachtet
worden, welche zu einem Elastizitatsverlust des Kolons fuhrt [Wess et al, 1995]. Des
Weiteren wird stabiles Kollagen Typ | durch das weniger stabile Kollagen Typ Il
ersetzt, welches zu einer verminderten Zugfestigkeit der Mukosa fuhrt. Daraus
resultiert eine verminderte Resistenz gegeniuber Dehnungskraften [Riemann et al.,
2007].

Neben den strukturellen Veranderungen der Kolonwand diskutieren einige Studien
die Moglichkeit der enterischen Neuropathie bei Divertikulose. So soll es durch
strukturelle Veranderungen des enterischen Nervensystems zu einem reduzierten
Nervenzellgehalt in den intramuralen Ganglien kommen, welche mit einer Storung
des enterischen Neurotransmittersystems einhergehen. Daraus resultiert eine
Storung der intestinalen Motilitat, welche die Entwicklung einer Divertikulose
beglnstigen konnte [Bassotti et al., 2005]. Zudem soll durch die Ausschuttung
schmerzvermittelnder Neurotransmitter (z.B. Neuropeptid K) und Proliferation
entsprechender Nervenfasern eine viszerale Hypersensitivitat begunstigt werden
[Humes et al., 2012].

1.3 Matrixmetalloproteinasen

Die oben genannten Forschungsergebnisse legen nahe, dass es sich bei der
Divertikulose pathophysiologisch um eine Storung des Bindegewebes handelt. Aus
diesem Grunde ist es sinnvoll die Familie der Matrixmetalloproteinasen zu
betrachten, deren Aufgabe in der Spaltung von Peptidbindungen liegt und die somit
entscheidenden Einfluss auf den Abbau des Bindegewebes haben. Bei den
Matrixmetalloproteinasen (MMP) handelt es sich um eine Gruppe Zink-abhangiger
Endopeptidasen, welche fur den Metabolismus des Extrazellularraumes
verantwortlich sind. Fur dessen Integritat und Flexibilitat sind Kollagen,
Proteoglykane und Glykoproteine zustandig. Matrixmetalloproteinasen sind in der

Lage diese Bestandteile abzubauen und den Extrazellularraum neu zu gestalten
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[Nagase et al., 1999]. Die Bedeutung der MMPs wurden bereits bei Tumorwachstum
und Metastasierung, sowie der Entwicklung von Arteriosklerose diskutiert [Medina et
al., 2006].

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind 24 Matrixmetalloproteinasen bekannt, welche nach
ihrer Substratspezifitdat und chemischen Struktur in die Gruppen der Kollagenasen
(MMP-1, -8, -13, -18), Gelatinasen (MMP-2, -9), Sromelysine (MMP-3, -7, -10, -11),
Elastine (MMP-12), Matrilysine (MMP-7, -26), MT(membrane type)-MMPs (MMP-14,
-15, -16, -24) und der ubrigen MMPs (MMP-19, -20, -23) unterteilt werden [Nagase et
al., 2005]. MMPs werden als Prapro-Enzyme synthetisiert und mit Ausnahme der
MT-MMPs, welche an der Zelloberflache gebunden bleiben, als inaktive Pro-Enzyme
in den Extrazellularaum sezerniert [Nagase et al., 1999]. Alle Enzyme besitzen eine
konservierte Protease-Domane, in der drei Histidin-Reste das Zinkatom im
katalytischen Zentrum komplexieren. Zusatzlich findet sich eine Prosequenz, die das
aktive Zentrum bzw. dessen Zink-lon mit einer Cystein-Seitenkette abschirmt. Ferner
besitzen MMP-2 und MMP-9 drei Fibronectin Typ Il Module in ihrem katalytischen
Zentrum, welche in der Lage sind Kollagen, Laminin und Gelatin zu binden [Nagase
et al., 1999]. Je nach Spezifitdt kdonnen die aktivierten Enzyme bei neutralem pH
verschiedene Matrixbestandteile wie z.B. Kollagen spalten [Nagase et al., 1999].

Die Aktivitiat der MMPs wird auf den Ebenen der Transkriptionskontrolle,
posttranslationalen  Aktivierung und durch die  Gewebeinhibitoren der
Matrixmetalloproteinasen (Tissue Inhibitors of Matrixmetalloproteinases, TIMPs) im
Gewebe reguliert [Medina et al., 2006; Nagase et al., 1999]. Unter anderem greifen
in die Transkription Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone als Co-Aktivator-
oder auch Co-Repressor-Proteine ein, wie z.B. IL-1B, IL-6, TNF-a, EGF [Nagase et
al., 1999].

Die posttranslationale Aktivierung kann intrazellular oder im Extrazellularraum durch
Proteasen bzw. bereits aktivierte Matrixmetalloproteinasen erfolgen. Im Rahmen
einer stufenweisen Aktivierung wird zu Beginn ein Teil des Propeptides durch eine
Proteinase abgespalten. Es folgt eine Destabilisierung des restlichen Propeptides,
welches somit fur bereits aktivierte MMPs angreifbarer wird. Diese entfernen den
verbliebenen Rest und legen das katalytische Zentrum frei [Nagase et al., 1999; von
Lampe et al., 2000].

In letzter Instanz greifen die TIMPs in die Aktivitatskontrolle der MMPs ein. Es sind

vier Typen von TIMPs bekannt, welche von zahlreichen Zellen sezerniert werden und
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Uber direkte Interaktion mit den Matrixmetalloproteinasen agieren [Medina et al.,
2006; von Lampe et al., 2000].
Die Bedeutung der MMPs konnte bereits bei mehreren intestinalen Krankheiten
nachgewiesen werden [Medina et al.,, 2006]. Bei chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) fuhrt die erhohte MMP-
Expression zu einer Proteolyse der Mukosa und gilt somit ursachlich fur Ulzerationen
und Fistelbildung. Insbesondere das auf neutrophilen Granulozyten exprimierte
MMP-9 ist hierbei verstarkt nachgewiesen wurden [Kirkegaard et al., 2004]. Bei der
nekrotisierenden Enterokolitis zeigte sich eine verstarkte Expression von MMP-3 und
TIMP-1 und auch bei Kollagenoser Kolitis wurde eine vermehrte MMP-Aktivitat
nachgewiesen [Medina et al., 2006]. Eine erhdhte Expression von MMP-2, MMP-3
und der Gelatinase MMP-9 zeigte sich bei Morbus Crohn Patienten. MMP-9 zeigte
sich hierbei vor allem bei akuten Entzundungsreaktionen stark exprimiert und
unterstutzt die Extravasation von neutrophilen Granulozyten in entziandliches
Gewebe [Kirkegaard et al., 2004].
Die in dieser Arbeit im Vordergrund stehende Matrixmetalloproteinase 9 (Gelatinase
B) ist vorrangig fur den Fibrillin-Abbau, aber auch fur die Spaltung von Kollagen 1V,
V, VII, X und Gelatin verantwortlich. Ferner wird sie sehr stark von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten exprimiert [Kirkegaard et al, 2004; Medina et al., 2006;
von Lampe et al.,, 2000]. Aufgrund ihrer hohen Affinitat zu Kollagen und ihrer
proinflammatorischen Funktion suggeriert sie einen hohen Stellenwert bei der
Entwicklung einer Divertikulitis. Durch ihre denaturierende Eigenschaft, welche u.a.
zu einer Auflosung der Basalmembran von Blutgefalen fuhrt wird den neutrophilen
Granulozyten der Ubertritt in das betroffene Gewebe erleichtert [Nagase et al.,
2005].
Einige Studien haben sich bereits mit der Rolle der MMPs in Zusammenhang mit der
Entwicklung einer Divertikulitis beschaftigt. Bei einer Studie mit 27 Probanden,
welche aufgrund einer komplizierten Divertikulitis (Striktur, Fistel, Perforation)
hemikolektomiert wurden, zeigte sich eine erhdhte Expression von MMP-1, MMP-2
und TIMP-1 im Colon sigmoideum. Der Nachweis gelang mittels Immunhistochemie
und Elisa. Fur MMP-3 und MMP-9 konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle festgestellt werden. Als Kontrolle diente nicht befallenes Gewebe der
betroffenen Patienten [Rosemar et al., 2007]. Dabei waren die Proteine vorrangig in
der Mukosa lokalisiert. Aufgrund ihrer denaturierenden Eigenschaften, konnten diese
6



bei einer Uberexpression eine Perforation verursachen [Rosemar et al., 2007; von
Lampe et al., 2000]. Im Rahmen einer weiteren Studie mit 13 Patienten welche an
akuter Divertikulitis erkrankt waren zeigte sich mittels Immunhistochemie signifikant
weniger reifes Kollagen vom Typ |. Unreifes Kollagen Il war jedoch in der
Kontrollgruppe, bestehend aus 14 Patienten mit kolorektalem Karzinom hoher
exprimiert [Stumpf et al., 2001]. Die Kollagene | und Ill werden u.a. von MMP-1 und
von MMP-13 gespalten [Medina et al., 2006].

In einer anderen Arbeit mit 11 Divertikulitis-Patienten gelang es nicht MMP-1, -2, -3
und -9 nachzuweisen, jedoch ist eine erhdhte Expression der MMP-Inhibitoren TIMP-
1 und -2 in der Muscularis beobachtet worden. Auch hier dienten als Kontrolle 11
Patienten mit kolorektalem Karzinom [Mimura et al., 2004].

1.4 GITR

Es ist bekannt, dass Immunsuppression und die Einnahme von Glucocorticoiden
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer komplizierten Form der Divertikulitis sind
[Chapman et al., 2005]. Glucocorticoide wiederum induzieren die Expression von
GITR und begunstigen die Entwicklung einer inflammatorischen Reaktion u.a. im
Bereich des Peritoneums [Shin et al., 2003]. GITR stellt sich somit als fragliches
molekulares Bindeglied zwischen Glucococorticoid-Einnahme und der Entwicklung
einer komplizierten Divertikulitis zur Diskussion.

Der Glucocorticoid-induzierte TNF-Rezeptor (GITR) ist ein Typ 1 Transmembran-
Protein und Mitglied der Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie [Kamimura et
al., 2009; Nocentini et al., 2007]. GITR enthalt drei Cystein Pseudorepeats in seiner
extrazellularen Domane und gleicht in seinem intrazellularen Bereich CD-27 und 4-
1BB, einem Transmembranglykoprotein. Es Ubt seine Hauptfunktion durch
Costimulation von T-Zellen bei inflammatorischen Prozessen aus [Nocentini et al.,
1997; Nocentini et al., 2007].

GITR wurde ursprunglich in einer Glucocorticoid-behandelten hybridomen T-Zell
Reihe geklont und findet sich vor allem in lymphoiden Gewebe [Nocentini et al.,
1997]. Es wird vorrangig von CD4+CD25+ regulativen T-Zellen (Treg-Zellen) und
aktivierten nicht-regulatorischen T-Zellen exprimiert, ist aber auch in Makrophagen,
Monozyten, B-Zellen und dendritischen Zellen (DC) zu finden [Kamimura et al., 2009;
Shevach et al., 2006].



GITR wird von seinem Liganden (GITRL) aktiviert, welcher wiederum auf
antigenprasentierenden und endothelialen Zellen (Makrophagen, B-Zellen, DC)
exprimiert wird [Shevach et al., 2006].

Nach T-Zell-Rezeptor vermittelter Aktivierung wird die GITR-Expression mittels T-
Helferzellen (CD4+CD25- T-Zellen) erhoht. Daraufhin erfolgt eine Interaktion
zwischen GITR und GITRL, welche zu einer Steigerung des T-Zell-Uberlebens, der
Interleukin-2 Produktion und der Differenzierung in Effektorzellen fuhrt [Shevach
E.M. et al., 2006]. Je weiter die Immunantwort fortschreitet desto mehr Treg-Zellen,
welche konstant GITR exprimieren, interagieren mit GITRL auf dendritischen Zellen.
Diese Bindung fuhrt in Anwesenheit von IL-2, welches vorrangig von T-Helferzellen
gebildet wird, zu einer verstarkten Aktivierung regulatorischer T-Zellen. Zum Ende
der Immunantwort kehrt die GITRL-Expression auf ihr Grundlevel zurtck und
beendet somit die Reaktion [Shevach et al., 2006].

GITR fahrt dementsprechend zu einer Hemmung der suppressiven Aktivitat
regulatorischer T-Zellen und verlangert gleichzeitig das Uberleben von CD4+CD25-
T-Effektor-Zellen [Shevach et al., 2006]. Seine pro-inflammatorische Rolle Ubt es
zudem Uber die Modulation von Extravasationsprozessen aus [Shevach et al.,
2006].

GITR existiert auch in I0slicher Form (sGITR) [Baumgartner-Nielsen et al., 2006].
Eine erhohte Expression von sGITR geht mit einer reduzierten GITRL-Expression
einher, welche wiederum in einer erhohten Aktivitdt der Treg-Zellen mundet
[Baumgartner-Nielsen et al., 2006]. Dies kann u.a. eine inflammatorische Reaktion
des Peritoneums mit verstarkter Neutrophilen- und Monozyten-Infiltration induzieren
[Shin et al., 2003]. Ausléser dieser inflammatorischen Reaktion ist u.a.
Dexamethason, welches die Expression von GITR in T-Zellen induziert [Shin et al.,
2003].



1.5 Risikofaktoren

In einer prospektiv angelegten Kohortenstudie mit 47,228 Probanden sind NSAR-
und Aspirin-Einnahme [Strate et al., 2011] sowie Ubergewicht als Risikofaktoren fiir
Komplikationen im Rahmen einer Divertikulitis beschrieben wurden [Strate et al.,
2009].

Die lange Zeit als Risikofaktor geltende ballaststoffarme Ernahrung zeigt vermutlich
nicht den Stellenwert, den man ihr bisher hat zukommen lassen [Peery et al., 2012].
Die Entwicklung einer komplizierten Divertikulitis wird mit einer Beeintrachtigung des
Immunsystems assoziiert [Jacobs, 2007; Sautter et al., 1959]. Diese kann z.B. durch
andere Erkrankungen wie Diabetes mellitus, pulmonale Erkrankungen oder auch
kardiovaskulare Erkrankungen verursacht sein. Dementsprechend gilt Komorbiditat
als ein wesentlicher Risikofaktor fur die Entwicklung einer komplizierten Verlaufsform
[Chapman et al., 2005].

AuRerdem wurde die Einnahme von Glucocorticoiden als ein signifikanter
Risikofaktor beschrieben [Sautter et al., 1959].

1.6 Bedeutung der Glucocorticoid-Therapie bei Sigmadivertikulitis
Glucocorticoide  sind Steroidhormone  der  Nebennierenrinde, welche
Entzindungsreaktionen supprimieren und die Immunantwort unterdricken. Dies wird
durch die Modulation der Transkription verschiedener Gene erreicht, die mit den
maldgeblichen Entzindungsprozessen verwandt sind z.B. Cytokine [Lee et al., 2003].
Unter einer Therapie mit Glucocorticoiden zeigte sich ein deutlich erhohtes Risiko fur
Perforationen [Chapman et al., 2005; Chapman et al.,, 2006]. Als ursachlich fur
dieses erhohte Perforationsrisiko werden die durch die Therapie verursachte
Hemmung der Lymphozyten- und Phagozytenbildung vermutet, welche zu einer
herabgesetzten Abwehrreaktion des Organismus gegenlber entzundlichen
Prozessen fuhren. Zudem wirken Glucocorticoide zellmembran-stabilisierend, so
dass die Ausschuttung lysosomaler Enzyme, welche die defekten Zellen zerstoren
sollen, gehemmt wird. Die Protein- und Kollagensynthese und die reparativen
MalRnahmen des Organismus konnen durch die Glucocorticoidtherapie
eingeschrankt werden [Canter et al., 1971; ReMine et al., 1980; Warshaw et al.,
1976].

Glucocorticoide werden unter anderem bei Autoimmunerkrankungen, Chronisch-
entzundlichen Darmerkrankungen, im Rahmen bestimmter Chemotherapien oder
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auch zur Therapie pulmonaler Erkrankungen z.B. Asthma bronchiale und COPD
eingesetzt [Chapman et al., 2005]. Unter der Einnahme von Glucocorticoiden treten
zahlreiche Nebenwirkungen auf [Winkler et al., 2004]. Immunsupprimierte Patienten
zeigen eine gesteigerte postoperative Morbiditat und Mortalitat im Vergleich zu
Patienten ohne zusatzliche Komorbiditat und Corticoidmedikation [Chapman et al.,
2005; Chapman et al., 2006]. Hinzu kommt, dass Glucocorticoide die Prostaglandin-
Synthese malgeblich hemmen und somit die natlrliche Kkorpereigene
Abwehrreaktion einschranken. Dies fuhrt zu einer verminderten Reizschwelle fur
Nozizeptoren und bewirkt, dass das klinische Bild einer akuten Divertikulitis bei
immunsupprimierten Patienten haufig maskiert wird [Canter et al., 1971; ReMine et
al.,, 1980; Warshaw et al.,, 1976]. Der molekulare Mechanismus, der hinter dem
Zusammenhang zwischen Glucocorticoidtherapie und der Entstehung der
beschriebenen Komplikationen steckt ist unklar.

1.7  Klinik und Diagnostik

Die Symptome einer Divertikulose konnen gelegentliche krampfartige oder auch
diffuse  Schmerzen im linken Unterbauch, Flatulenz und wechselnde
Stuhlgewohnheiten sein [Comparato et al., 2007; Jacobs, 2007].

Erste Hinweise auf eine Divertikulitis gibt die Klinik des Patienten. Dazu zahlen das
Vorliegen von linksseitigen Unterbauchschmerzen ("Linksappendizitis”) und Fieber,
sowie laborchemisch eine Leukozytose und Erhdhung des CRPs. Im Rahmen der
klinischen Untersuchung soll eine Palpation und Auskultation des Abdomens sowie
rektale Untersuchung erfolgen [S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014].
Aufgrund der variablen Lage des Colon sigmoideums und des Vorkommens von
Divertikeln im rechten Kolon ist die Schmerzlokalisation jedoch zu relativieren und
nicht spezifisch [S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014; Stollman et al.,
1999]. Weiterhin erfolgt die Temperaturmessung und Bestimmung der Leukozyten
und des CRPs. Eine Leukozytose > 10-12000/ul und ein CRP > 5mg/100ml
reflektieren das Vorliegen einer Entziindung, sind jedoch ebenfalls nicht spezifisch
fur die Diagnose einer Divertikulitis [S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis,
2014]. Im Rahmen der weiterfuhrenden  Diagnostik werden eine
Rontgenubersichtsaufnahme und eine Sonographie des Abdomens durchgefihrt. Im
Rontgenbild weist vor allem das Vorliegen von freier abdomineller Luft auf einen

komplizierten Verlauf hin [Stollman et al., 1999]. Obwohl das Ergebnis der
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Sonographie stark untersucherabhangig ist, lassen sich hiermit haufig Divertikel,
Wandverdickungen, Abszesse und freie abdominelle Flussigkeit nachweisen [S2k-
Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014; Stollman et al., 1999]. Die
Computertomographie (CT) eignet sich bei Verdacht auf akute Divertikulitis zur
Diagnose und Beurteilung des Schweregrades sowie zur differentialdiagnostischen
Abklarung und Planung moglicher chirurgischer Interventionen [S2k-Leitlinie
Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014].

1.8 Klassifikation

Es existieren viele Klassifikationen der Divertikulitis, da es keinen internationalen
Standard in der Einteilung der Divertikelkrankheit gibt. Neben der in dieser Arbeit
verwendeten Einteilung nach Hansen und Stock, wird insbesondere im
angloamerikanischen Raum die Einteilung nach Hinchey verwendet. Diese basiert
jedoch ausschliellich auf dem intraoperativen Befund und gibt nur die komplizierten
Formen der Divertikulitis wieder [Jurowich et al., 2011]. Fur Deutschland hat die
neue S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/ Divertikulitis eine Klassifikation der
Divertikelkrankheit (CDD) basierend auf der Einteilung nach Hansen und Stock
publiziert, welche zum Zeitpunkt der Entstehung dieser Arbeit noch nicht zur
Verfugung stand [s. Tab. 1, S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014]. Aus
diesem Grund wurde auf die alte Einteilung nach Hansen und Stock zurtckgegriffen.
Diese spiegelt durch ihre Einteilung in 4 Typen die Vielfalt des Krankheitsbildes wider
und eignet sich hervorragend zur pratherapeutischen Klassifizierung [Jurowich et al.,
2011]. Typ O beschreibt die asymptomatische Divertikulose, die bei 80% aller
Betroffenen vorliegt. Diese sind beschwerdefrei, so dass die Diagnose haufig als
Zufallsbefund wahrend einer Koloskopie etc. gestellt wird. [Petruzziello et al., 2006;
Stollman et al., 1999]. Bei Typ | liegt eine akute unkomplizierte Divertikulitits vor, das
heil3t die Entzindung beschrankt sich auf die Kolonwand, kann aber unter
Umstanden auf das umgebende Fettgewebe Ubergreifen [Jurowich et al., 2011].
Unter Typ Il, der akuten komplizierten Divertikulitis, werden drei Subtypen
subsumiert. Typ Il A beschreibt die Peridivertikulitis, eine phlegmonose Entzindung
der Kolonwand. Bei Typ Il B liegt eine gedeckte Perforation vor, wahrend es bei Typ
Il C zur freien Perforation kommt [von Rahden et al., 2010]. Stadium III beschreibt
die chronisch-rezidivierende Form, die mit irreversiblen Veranderungen der
Kolonwand einhergeht [von Rahden et al., 2010].
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Tab. 1: Stadieneinteilung der Divertikulitis nach S2k-Leitlinie (CDD), Hansen
und Stock & Hinchey [S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014 ]

CDD Hansen und Hinchey
Stock
Typ | Asympto- Divertikulose
0 | matische
Divertikulose
Zufallsbefund,
asymptomatisch,
keine Krankheit
Typ | Akute Unkomplizierte | perikolischer

1 | unkomplizierte Divertikulitis Abszess

Divertikulitis
Typ | Divertikulitis ohne | Auf die Divertikel
1a | Umgebungs- beziehbare
reaktion Symptome,
Entzindungszeichen
(Labor): optional,
Typische
Schnittbildgebung
Typ | Divertikulitis mit Entziindungszeichen
1b | phlegmondser (Labor):obligat,
Umgebungs- Schnittbildgebung:
reaktion phlegmonose
Divertikulitis
Typ | Akute Komplizierte abge-

2 | komplizierte Divertikulitis kapselter
Divertikulitis Abszess im
wie 1b, zusatzlich: Unterbauch,

Retroperi-
toneum,
kleinen
Becken
Typ | Mikroabszess Gedeckte phlegmonodse
2a Perforation, kleiner Divertikulitis
Abszess (< 1cm);
minimale
parakolische Luft
Typ | Makroabszess Para- oder gedeckt
2b mesokolischer perforierte
Abszess (>1cm) Divertikulitis

12




Typ

Freie Perforation

Freie Perforation,

frei perforierte

2c freie Luft/ Divertikulitis
Flussigkeit
generalisierte
Peritonitis
Typ | Eitrige Peritonitis
2c1
Typ | Fakale Peritonitis
2c2
Typ | Chronische Chronische freie
3 | Divertikel- rezidivierende | Perforation
krankheit Divertikulitis mit genera-
lisierter,
eitriger
Peritonitis
Typ | Symptomatische Typische Kilinik,
3a | unkomplizierte Entzindungszeichen
Divertikelkrankheit | (Labor): optional
Typ | Rezidivierende Entzindungszeichen
3b | Divertikulitis ohne | (Labor) vorhanden,
Komplikationen Schnittbildgebung:
typisch
Typ | Rezidivierende Nachweis von
3c | Divertikulitis mit Stenosen, Fisteln,
Komplikationen Konglomerat
Typ | Divertikelblutung | Nachweis der freie
4 Blutungsquelle Perforation
mit genera-
lisierter,
kotiger

Peritonitis
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1.9 Therapie

Zur Primarprophylaxe einer Divertikulitis werden ballaststoffreiche Ernahrung,
Normalgewicht und  ausreichende  Bewegung empfohlen [S2k-Leitlinie
Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014].

Bei der unkomplizierten Divertikulits Typ Il ist regular eine konservative Therapie mit
Breitspektrum-Antibiotika, z.B. Ciprofloxacin und Metronidazol ausreichend, auf
welche 85% der Betroffenen positiv ansprechen. Sind die Patienten in der Lage
Nahrung zu sich zu nehmen und liegen keine relevanten Komorbidiaten vor, kann die
Behandlung auch ambulant erfolgen. Nach Empfehlung der SZ2k-Leitlinien
Divertikelkrankheit/Divertikulitis sollte nur beim Vorliegen bestimmter Risikofaktoren
(z.B. Immunsuppression, Corticoideinnahme) eine elektive Sigmaresektion in
Erwagung gezogen werden. Dieses Patientenkollektiv spricht haufig schlechter auf
die konservative Therapie an und weist ein hoheres Risiko fur einen komplizierten
Verlauf im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung auf [Jacobs, 2007; Parra-Blanco,
2006; Rafferty et al., 2006; S2k-Leitlinie 2014].

Retroperitoneale bzw. parakolische Abszesse (Typ Il B) konnen interventionell z.B.
CT-gesteuert drainiert werden und erfordern nicht zwingend eine operative
Versorgung [S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014]. Jedoch gilt nach
erfolgreicher konservativer Therapie einer komplizierten Divertikulits die Empfehlung
zur elektiven Resektion im entzindungsfreien Intervall [Parra-Blanco, 2006; Rafferty
et al., 2006; S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014 ]. Patienten bei denen
eine freie Perforation (Typ Il C) bzw. eine Peritonitis vorliegt sollten unverzuglich
nach Diagnosestellung einer Notfalloperation zugefuhrt werden [S2k-Leitlinie
Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014].

Far die chronisch-rezidivierende Divertikulitis (Typ Ill) galt bis vor kurzem die
Therapieempfehlung zur Resektion nach dem zweiten Schub, weil die Meinung
vertreten wurde, dass ohne elektive Operation das Risiko fur Komplikationen deutlich
erhoht ist und somit die Mortalitat steigt [Janes et al., 2005]. Neuere Studien zeigten
jedoch, dass das Risiko fur komplizierte Verlaufe nach einem ersten unkomplizierten
Schub eher nicht zunimmt [Chapman et al., 2005; Chapman et al., 2006]. Nach
einem ersten Schub liegt das Risiko fur einen weiteren Schub, nahe dem Risiko der
Normalbevolkerung mit Divertikulose [Meagher et al., 2007]. Auch wurde gezeigt,
dass ein langer Krankheitsverlauf mit rezidivierenden Episoden das Risiko fur

Komplikationen nicht erhoht. Im Gegenteil, das Risiko fur Komplikationen ist bei der
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ersten Episode der Erkrankung am hochsten [Binda et al., 2012]. Eine generelle
prophylaktische Hemikolektomie ist somit nicht mehr gerechtfertigt [Janes et al.,
2005; S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014 ]. Die Therapieentscheidung
sollte letztlich abhangig vom Befinden des Patienten und seiner Komorbiditat (z.B.
Immunsuppression, Diabetes mellitus) getroffen werden [Chapman et al., 2005;
Chapman et al., 2006].

1.10 Zielsetzung

Es ist bekannt, dass fur die Bildung von Divertikeln u.a. strukturelle Veranderungen
in der Kolonwand verantwortlich sind. Diese Stérung des Bindegewebes wird auf
molekularer Ebene entscheidend durch die Matrixmetalloproteinasen beeinflusst. So
wurde die Bedeutung von MMP-9 bereits bei einigen chronischen Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes gezeigt, insbesondere bei den chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen [Medina et al., 2006]. Die Studienlage zu MMP-9 bei Divertikulitis
hat bisher noch keine eindeutigen und zum Teil widersprichliche Ergebnisse
erbracht [Medina et al., 2006; Mimura et al., 2004]. MMP-9 sollte jedoch aufgrund
seiner hohen Kollagenaffinitdt und daraus resultierender Destruktion der
Extrazellularmatrix sowie seiner proinflammatorischen Funktion insbesondere im
Bereich der akuten Divertikulitis naher analysiert werden.

Ferner haben wir Kenntnis davon, dass die Einnahme von Glucocorticoiden bei
Divertikeltragern eine komplizierte Divertikulitis induzieren kann. In diesem
Zusammenhang existiert ein durch Glucocorticoide regulierter Rezeptor (GITR),
dessen Expression sowohl durch Corticoide, als auch durch proinflammatorische
Umstande induziert wird [Nocentini et al., 1997]. GITR gilt weiterhin als Induktor fur
die Expression von MMP-9 [Lee et al., 2003]. Dementsprechend konnte GITR als
potentielle Verbindung zwischen der Entwicklung einer Entzindungsreaktion und
MMP-bedingten Veranderungen der Kolonwand in komplizierten Divertikulitisfallen in
Frage kommen.

Im Vordergrund dieser Arbeit steht deshalb die Untersuchung der GITR- und MMP-9-
Expression bei Patienten mit Divertikulitis. Werden GITR und MMP-9 im Gewebe von
Patienten mit Divertikulitis exprimiert und wenn ja, zeigen sich Unterschiede
zwischen komplizierter und unkomplizierter Divertikulitis? Korrelieren GITR- und
MMP-9-Expression miteinander? Kann die GITR-Expression als Parameter fur die

Differenzierung zwischen komplizierter und unkomplizierter Divertikulitis dienen?
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Zur  signifikanten  Darstellung der einzelnen  Marker erfolgte  die
Genexpressionsanalyse auf Proteinebene mittels Immunhistochemie und
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung.

AuRerdem existieren wenige Daten uUber die Aussagekraft der klinischen Parameter
hinsichtlich der Divertikulitis-Klassifizierung. Es stellt sich die Frage, wie sensitiv die
ublichen klinischen Standardparameter (Leukozytose, CRP, Fieber) im Hinblick auf
die Differenzierung zwischen komplizierter und unkomplizierter Divertikulitis sind.

Die Bedeutung der Komorbiditat als Risikofaktor fur die Entwicklung einer
komplizierten Divertikulitis wurde bereits in anderen Studien gezeigt [Chapman et al.,
2005; Lorimer et al., 2007]. In der vorliegenden Arbeit sollen diese Ergebnisse
ebenso wie die Bedeutung der Corticoid-Einnahme bestatigt werden. In
vorangegangenen Studien, welche eine Assoziation zwischen komplizierten
Verlaufen und Glucocorticoideinnahme zeigten, wurde nicht untersucht mit welcher
Indikation Glucocorticoide verordnet und wie sie appliziert worden sind [Chapman et
al., 2005]. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit ist somit die statistische Analyse, in
deren Rahmen die Indikation und Einnahmeform der Glucocorticoidmedikation bei
Patienten mit Divertikulitis untersucht wird.

Als abschlielendes Ziel dieser Arbeit ist es zu klaren, ob GITR im Hinblick auf neue
diagnostische und therapeutische Optionen als molekulares Bindeglied zwischen

Immunsuppression und komplizierter Sigmadivertikulitis in Frage kommt.
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2. Material und Methoden

21 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden insgesamt 101 Patienten (n=101) untersucht, bei denen
aufgrund einer Sigmadivertikulitis vom 01.01.2008 bis 31.12.2009 eine
Sigmaresektion am Universitatsklinikum Waurzburg durchgefuhrt wurde. Die
Aufteilung der Patienten erfolgte nach der klinischen Klassifikation nach Hansen und
Stock in zwei Gruppen [Jurowich et al., 2011]. Gruppe A (n=57) schloss Patienten
mit der komplizierten Form der Divertikulitis (Hansen und Stock Typ Il) ein, Gruppe B
(n=44) Patienten mit nicht komplizierter Divertikulitis (Hansen und Stock Typ |) bzw.
chronischer Divertikulitis (Hansen und Stock Typ Ill). Die Einteilung erfolgte anhand
der histopathologischen Befunde. Gruppe A setzte sich aus 12 Patienten mit
Phlegmone (12%), 42 Patienten mit gedeckter Perforation (42%) und 3 Patienten mit
freier Perforation (3%) zusammen. In der pathologischen Aufarbeitung zeigten sich
hier ausgepragte entzundliche Infiltrate von neutrophilen Granulozyten. Gruppe B
setzte sich aus 3 Patienten mit unkomplizierter Divertikulitis (3%) und 41 Patienten
mit chronisch-rezidivierender Sigmadivertikulitis (41%) zusammen. In Gegensatz zu
Gruppe A =zeigte sich immunhistochemisch eine geringere Infiltration von
neutrophilen Granulozyten. Eine Sigmaresektion erfolgte bei den Patienten mit nicht
komplizierter Divertikulitis aufgrund des chronisch-rezidivierenden Verlaufs. In einer
prospektiv gefuhrten Datenbank (EXCEL, Microsoft) wurden Alter, Geschlecht,
Komorbiditat und individuelle Besonderheiten (Rauch- und Alkoholanamnese) der
Patienten dokumentiert.

Das Durchschnittsalter +/- SD fur Gruppe A lag bei 56,9 +/- 13,2 Jahre und flr
Gruppe B bei 61,5 +/- 12,1 Jahre. In Bezug auf die Gesamtpopulation betrug das
Durchschnittsalter 59 +/- 12,8 Jahre.

Das praoperative Staging umfasste klinische Untersuchung, Laborergebnisse (CRP,
Leukozyten) und Computertomographie (CT). Die CT erfolgte nach standardisierten
Protokoll, nach oraler Gabe von 900 ml verdinntem wasserloslichem Kontrastmittel
(Gastrografin, Schering, Weimar, Deutschland) Uber einen Zeitraum von zwei
Stunden, mit einem 16-Schnitt-CT-Scan. Kurz vor Aufnahme erfolgte ein Kontrast—

Einlauf mit 900 ml Gastrografin, sowie mit Untersuchungsbeginn die i.v.-Gabe von
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120 ml Kontrastmittel (Solutrust 300, Altana, Wesel, Deutschland) mit einer
Geschwindigkeit von 2 ml/s.

Das postoperative Staging ergab sich aus den intraoperativen sowie den
histopathologischen Befunden.

2.2 Gewebeschnitte

Das chirurgische Resektat des Colon sigmoideum war in 4%iger Formalinlosung far
mindestens acht Stunden fixiert worden. Es folgte eine makroskopische Inspektion
und die Anfertigung 3-4 mm dicker Schnitte. Bei der Inspektion wurden entzindlich
veranderte Divertikel-tragende Abschnitte gewahlt, welche anschliellend in Paraffin
eingebettet wurden. Hierbei handelte es sich um eine routinemalige
histopathologische Aufarbeitung. Mittels eines Mikrotoms wurden 2 pm dicke
Schnitte aus den Paraffinblocken angefertigt. Nach der Durchfuhrung der Standard-
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) erfolgte die histopathologische Analyse der
Schnitte. Hierbei wurde insbesondere das Vorliegen von Entzindungsinfiltraten
bertcksichtigt. Paraffinblocke mit reprasentativ hohen Anteil an infiltrierenden
Immunzellen wurden fur die Weiterverarbeitung ausgewahlt.

Die 2 pm-Schnitte wurden auf Histobond adhasive Objekttrager (Hartenstein,
Wirzburg) aufgebracht. Durch die silanisierte Oberflache der Objekttrager konnten
mehrere Waschvorgange ausgeubt werden ohne dass es zum Abschwimmen von
Gewebeschnitten kam. Die Schnitte wurden uber 24 Stunden getrocknet. Es folgte
die Entparaffinierung in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe, sowie die
Rehydrierung in Wasser (Xylol 100% fur 15 Minuten, Xylol 100% far 10 Minuten,
EtOH 100% fur 3 Minuten, EtOH 90% fur 3 Minuten, EtOH 80% fur 3 Minuten, EtOH
70% fur 3 Minuten, Aqua dest. (Millipore) fur 3 Minuten, Tris-NaCl-Puffer fur 5
Minuten). Bei allen Waschschritten wurde als Waschpuffer der gleiche Tris-NaCl-
Puffer mit einem pH von 7,4 verwendet. Durch die Waschvorgange sind Reste des
Losungsmittels sowie nicht-gebundene Antikdrper entfernt worden.
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2.3 Immunhistochemie

Nach der Entparaffinierung erfolgte die Hitze—induzierte Demaskierung der Epitope
(HIER) mittels Citratpuffer (pH=6,0) (Dako, Hamburg). Hierfur wurden die Praparate
in der mit Citratpuffer gefullten Klvette in den vorgeheizten Dampfgarer gestellt und
fur 10 Minuten erhitzt. Nach einer 20minutigen Unterbrechung bei Raumtemperatur
folgte die Waschung im Tris-NaCl-Puffer fur zwei Minuten. Der Peroxidase-Block
(Dako, Hamburg) wurde fur 3 Minuten in 0,3%iger H202-L6sung durchgefuhrt. Es
folgte eine weitere Waschung. AnschlieRend wurde nacheinander ein Tropfen Strept-
Avidin und Biotin aufgetragen (Biotin Blocking System: Dako X0590, Hamburg).
Diese wurden jeweils getrennt voneinander nach 10 Minuten abgespult. Daraufhin
erfolgte, nach Auftropfen des Primarantikorpers (200 pl) in der jeweils bendtigten
Verdinnung (Dako Real Antikdrperverdinnungsmedium S2030, Hamburg) auf den
Gewebeschnitt (s. Tab. 2), die Inkubation der Praparate uber Nacht in einer feuchten
Kammer (4 °C).

Tab. 2: Ubersicht iiber die fiir die Immunhistochemie verwendeten
Primarantikorper

Anti- Vorhandensein Hersteller Ver- Typ
korper diinnung
GITR CD4+CD25+Lymphozyten R&D 1:50 monoklonaler
(Treg) Systems Mause-
CD4+/ CD8+ T-Zellen Wiesbaden- antikorper
Nordenstadt, gegen
Deutschland humanes
Gewebe
MMP-9 | Neutrophile Granulozyten | Santa Cruz, 1:50 monoklonaler
[Kirkegaard T. et al., 2004 ] CA, USA Ziegen-
antikorper
gegen
humanes
Gewebe

Nach 24 Stunden wurden die Praparate drei Mal fur je zwei Minuten im Tris-NaCl-
Puffer gewaschen. Anschliel3end erfolgte fur 20 Minuten bei RT die Inkubation in
einer feuchten Kammer mit dem biotinylierten Sekundarantikorper (Lightning-Link®
Biotin, Babraham, Grol3britannien). Daran schloss sich eine dreifache Waschung fur
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je zwei Minuten an. Die Praparate wurden fur weitere 20 Minuten mit dem HRP-
konjugierten Streptavidin (Lightning-Link® Streptavidin, Babraham, GroRbritannien)
in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert und im Tris-NaCl-Puffer gewaschen.
Daraufhin folgte fur 5—10 Minuten die Inkubation mit Chromogen (DAB Chromogen,
DAB Substrate Buffer, DAB Substrate; Dako Cytamation) bei RT (feuchte Kammer).
Der Fortschritt der Braun-Farbung wurde unter dem Lichtmikroskop verfolgt und nach
10 Minuten gestoppt, indem die Praparate dreifach fur je zwei Minuten im Tris-NaCl-
Puffer gewaschen wurden. Es folgte fur drei Minuten die Kernfarbung der Praparate
mit Hamatoxylin, welche anschlielfend fur 10 Minuten unter flieRendem Wasser
abgespult wurden. Abschlielend wurden die Praparate mit Glycergel® (Dako,
Hamburg) und Deckglaschen (Hartenstein, Wurzburg) eingedeckt, um sie haltbar zu
machen.

Die Auswertung der Einfachfarbung erfolgte mit einem Lichtmikroskop und einer
Zahlkammer. Zuerst wurde die 20-fache Vergroflerung verwendet um sich einen
Uberblick lber die Praparate zu verschaffen. Daraufhin wurden fiir jedes Praparat je
sechs reprasentative High Power Fields (HPF) ausgewahlt und bei einer 400-fachen
Vergrolerung einzeln fur GITR und MMP-9 ausgezahlt. Hierbei wurden alle Zellen
gezahlt, welche sich innerhalb eines HPF befanden. In einem zweiten Schritt wurden
daraufhin alle GITR- bzw. MMP-9- “positiven® Zellen innerhalb desselben Rasters
gezahlt. Die Ergebnisse ermittelten sich dann als “positive Zellen in Prozent®, indem
die Anzahl der positiven Zellen durch die Anzahl aller gezahlten Zellen dividiert
wurde. Die Analyse erfolgte blind fur die Patientendaten. Als Kontrolle diente

normales Kolongewebe von gesunden Menschen.
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2.4 Immunfluoreszenz-Doppelfarbung

Die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurde am ersten Versuchstag analog zur
immunhistochemischen Farbung prozessiert. Um unspezifische Bindungen zu
blockieren sind die Schnitte 20 Minuten lang sowohl in Normalserum (2%), als auch
in Rinder-Serumalbumin (BSA, 0.5%) bei RT inkubiert worden. Daraufhin folgte die
nachtliche Inkubation in einer Feuchtigkeitskammer (4 °C) mit den MMP-9- bzw.
Kontroll-Antikorper sowie am folgenden Tag die Inkubation mit polyklonalen FITC-
markierten IgG Esel-gegen-Ziege-Sekundarantikorper (s. Tab. 3) fur 30 Minuten bei
RT. Die Schnitte sind daraufhin mit dem zweiten Primarantikorper GITR Uber Nacht
inkubiert wurden. Es folgte die 30-minudtige Inkubation mit polyklonalen Cy3-
markierten 1gG Esel-gegen-Maus-Sekundarantikorper (s. Tab. 3) bei RT. Daraufhin
folgte die Gegenfarbung mit 4.6-Diamidino-2-phenylindoldi-hydrochlorid (DAPI,
Sigma-Aldrich, Munchen). Zum Abschluss wurden die Schnitte mit Polyvinyl-alcohol
mounting medium (DABCO, Sigma-Aldrich, Munchen) bedeckt. Zwischen den
einzelnen Inkubationsschritten erfolgten jeweils ausgiebige Waschungen (3x fur je 2
Minuten) in Tris-NaCl-Puffer.

Tab. 3: Ubersicht iiber die fiir die Immunfluoreszenz verwendeten
Sekundarantikorper

Antikorper Hersteller Verdiinnung
FITC Jackson Immuno Research
Esel-gegen-Ziege Laboratories Inc, Suffolk, 1:200
lgG England
Cy3 Jackson Immuno Research
Esel-gegen-Maus Laboratories Inc, Suffolk, 1:200
lgG England

21




2.5 Real-Time-Polymerase-Ketten-Reaktion

Zur Analyse der Genexpression von GITR und MMP-9 bei komplizierter und
unkomplizierter Divertikulitis wurde die Real-Time-semiquantitative-Reverse-
Transkriptase-Polymerase  Kettenreaktion (RT-PCR) genutzt. Aus je 5
Gewebeblocken der beiden Patientenkollektive wurden jeweils 10 pm Schnitte

angefertigt, welche von Hand  mikrodisseziert ~wurden (2x1,5 cm?

Oberflachenabschnitt pro Bereich). Fur die Extraktion der zellularen RNA und die
Durchfuhrung der cDNA-Synthese wurde das RNA FFPE Kit und AffinityScript
QPCR cDNA Synthese Kit von Stratagene (Waldbronn) verwendet. Um die RNAse
zu inaktivieren wurde eine Ethanollosung (75% mit Diethyldicarbonat) dem Lysat
beigeflugt. Es folgte die RNA-Isolierung und die Zwischenlagerung der konzentrierten
RNA bei -70 °C. Die Konzentration der RNA wurde spektralphotometrisch bei 260 nm
(Absorptionsmaximum fur Nukleinsauren) bestimmt. Die fur die Real-Time-PCR
verwendeten Primersequenzen wurden mit der Primer Express Software hergestellt
(s. Tab. 4).

Tab. 4: Verwendete Primersequenzen fur die RT-PCR

Gen Forward-Primer Reverse-Primer
GITR 5- ACCATGGCACAGCACGGGG - 3 5- GCGTCCGTTCCCGTCCCAAG - 3

MMP-9 | 5- CACTGTCCACCCCTCAGAGC -3" | 5- GCCACTTGTCGGCGATAAGG - 3’

GAPDH | 5- ATCCCATCACCATCTTCCAGG -3" | 5- CGCCCCACTTGATTTTGG - 3’

Die RNA wurde mittels Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase
(MMLV-RT; Promega, USA) in cDNA umgeschrieben. In 20 pl Konzentrat wurden
hierfr 200 Einheiten MMLV-RT, sowie 0,1 ug/ul Primer pipettiert. Die folgenden
Reaktionen wurden mit dem DNA Engine Opticon 2 System (MJ Research, Biozym,
Oldendorf) erfasst. Die Reaktionsschritte erfolgen nach standardisierten Kriterien in
38 Zyklen: Denaturierung bei 95 °C fur 15 s, Primerhybridisierung bei 60,9 °C fur 30 s
und die Primerverlangerung fur 40 s bei 72 °C. Die Menge der DNA wurde durch die
Fluoreszenzmessung quantifiziert.

Es wurde sowohl fur die Gruppe der unkomplizierten Divertikulitis-Falle, als auch fur

die Gruppe der komplizierten Falle die gleiche Menge an Gewebematerial (2x1,5 cm?

Oberflachenabschnitt pro Bereich, Dicke 10 ym) verwendet. Als Kontrolle diente

22



menschliche Kolon-cDNA von BioChain (Hayward, CA, USA). Als Referenzgen flr
die relative Quantifizierung und die cDNA-Qualitatskontrolle wurde das
Housekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-phosphate-Dehydrogenase (GAPDH) genutzt
[Barber et al., 2005].

2.6 Dokumentation

Die Praparate wurden in verschiedenen VergroRerungen und Ausschnitten mit einer
Zeiss Kamera (Jena) am Zeiss Mikroskop (Jena) fotografiert. Die Fotografien sind
mit dem Metamorph Software Packet (Visitron Systems, Puchheim) in den Microsoft

Office Picture Manager importiert worden.

2.7 Statistische Auswertung

Fur die Zusammenfassung und den statistischen Vergleich der demographischen
Kenndaten und der grundlegenden klinischen Parameter der Patienten beider
Gruppen wurde die MedCalcSoftware, Version 11.3.2 (Mariakerke, Belgien) genutzt.
Da der D’Agostino-Pearson-Test eine Normalverteilung fur Proteine, aber nicht far
die Genexpression zeigte, wurden die Werte fur GITR und MMP-9 entweder als
Mittelwert +/- Standardabweichung (SD) oder aber als Median +/- Interquartilabstand
(IQR) angegeben. Um die immunhistochemischen Praparate in zwei Gruppen zu
teilen (hohe und niedrige GITR-Expression), wurde der Mittelwert fur GITR genutzt.
Daraus ergab sich fur die GITR-Expression aller Falle (n=101), ein Cut-off-Wert bei
41%. Ein Wert unter 10% galt als negativ. Um die Beziehung zwischen zwei
Variabeln exakt zu beurteilen, wurden der Pearson’s Chi-Quadrat und der Fisher’s
exact-Test angewendet. Fur die exakte Festlegung der Trennbereiche wurde die
ROC-Analyse (receiver operating characteristic curves) genutzt. Daraus liel3 sich die
entsprechende Sensitivitat und Spezifitat kalkulieren. Die qualitative Messung von
CRP, WBC, Fieber und der GITR-Expression erfolgte mittels der Area under the
curve (AUC)-Analyse. Als Trennwert galt hierbei der Wert, der mit dem hdchsten
diagnostischen Durchschnitt bezlglich der Sensitivitat und Spezifitat korrelierte
(h6chste diagnostische Exaktheit). Um die Exaktheit jedes einzelnen Testes zu
untersuchen erfolgte die graphische Darstellung in einem interaktiven Punkt-
Diagramm.

Basierend auf Sensitivitat und Spezifitat wurden die Likelihood Ratios (LR)
berechnet: +LR = Sensitivitat/ (1-Spezifitat) und -LR = (1-Sensitivat)/ Spezifitat.
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Des Weiteren wurde der Vorhersagewert (PV = predictive value in Prozent)
angewandt, wobei der positive Vorhersagewert (+PV) die Wahrscheinlichkeit des
Vorliegens einer Erkrankung angibt, wenn der Test positiv ausfallt. Der negative
Vorhersagewert (-PV) gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass bei negativem
Testergebnis die Erkrankung nicht vorliegt. Fur die Kalkulation des
Vorhersagewertes der Divertikulitis-Pravalenz unter Divertikulose-Patienten wurden
10-25% angenommen (Durchschnitt 17,5%).

Um die Effekte der Risikofaktoren besser einzuschatzen wurden Quotenverhaltnis
(Odds Ration = OR) und exakte doppelseitige Konfidenzintervalle gewahlt. Die
Datenanalyse erfolgte anschliefend mit dem Student’s Test- und Mann-Whitney U-
Test.

p-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Die Datenbank beinhaltete 101 prospektiv dokumentierte Patienten (n=101), welche
in zwei Gruppen aufgeteilt worden sind. Die spezifischen Charakteristika aller
Patienten und ihre Begleiterkrankungen sind in Tabelle 5 dargestellt. Fur die
Komorbiditat ergab sich pro Patient ein Mittelwert von 1,76 +/- 1,25. Es zeigte sich
eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten einer komplizierten Form der
Sigmadivertikulitis (p=0,027). In diesem Zusammenhang zeigten sich mit 59%
kardiovaskulare Erkrankungen (Arterielle Hypertonie, KHK) als haufigste
Begleiterkrankung.

In 22% der Falle nahmen die Patienten wahrend ihrer Divertikulitis-Episode im
Rahmen von Begleiterkrankungen Glucocorticoide ein. Bei 11 Patienten erfolgte die
Applikation inhalativ. Bei den Ubrigen 11 erfolgte diese oral bzw. intranasal. Eine
Glucocorticoid-Medikation fand sich in 3 von 44 unkomplizierten, sowie in 19 von 57
komplizierten Fallen (s. Tab. 4). Von den 22 Patienten, welche Glucocorticoide
einnahmen, erlitten 19 eine komplizierte Episode der Divertikulitis. Von diesen
komplizierten Fallen erkrankten 4 Patienten an der phlegmondsen Form, 14 zeigten
eine gedeckte und ein Patient eine freie Perforation des Kolons. Zwei Patienten
verstarben in Folge der Perforation an einem septischen Multiorganversagen. Die
Einnahme von Glucocorticoiden war statistisch signifikant mit einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer komplizierten Sigmadivertikulitis (Odds
Ratio [OR], 6,3; 95%CI, 1,73 bis 23,19; p=0,0053) assoziiert. Es zeigte sich, dass die
Einnahme der Glucocorticoide in erster Linie aufgrund von Lungenerkrankungen
(z.B. Asthma bronchiale, Allergische Rhinitis) erfolgte (Odds Ratio [OR], 23,2;
95%Cl, 5,6 bis 97,1; p<0,0001) (s. Tab. 5).
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Tab. 5: Ubersicht iiber die Patientencharakteristika und p-Werte.

Patientencharakteristika Gruppe A Gruppe B
(komplizierte (unkompli- p-Wert
Divertikulitis) zierte
n =57 Divertikulitis)
n=44
Alter (Durchschnitt) 0,072
< 59 Jahre 30 (53%) 15 (34%)
> 59 Jahre 27 (47%) 29 (53%)
Geschlecht 0,548
Mannlich 30 (53%) 20 (45%)
Weiblich 27 (47%) 24 (54%)
Komorbiditat 0,028*

Nein 3 (5%) 9 (20%)

Ja 54 (95%) 35 (80%)
Kardiovaskulare 38 (67%) 23 (52%) 0,158
Erkrankungen
Pulmonale 12 (21%) 2 (5%) 0,020*
Erkrankungen
Endokrine 18 (32%) 13 (30%) 1,000
Erkrankungen
Rheumatische 1(2%) 0 (0%) 1,000
Erkrankungen
Dermatologische 4 (7%) 1(2%) 0,383
Erkrankungen
Nephrologische 9 (16%) 5 (12%) 0,575
Erkrankungen
Hamatologische 5 (9%) 3 (7%) 1,000
Erkrankungen
Gastrointestinale 8 (14%) 10 (23%) 0,300
Erkrankungen
Infektiose 0 (0%) 1(2%) 0,435
Erkrankungen
Corticoideinnahme 19 (33%) 3 (7%) 0,001*

Rauchen 9 (16%) 2 (5%) 0,169
Alkoholabusus 4 (7%) 3 (7%) 0,582

* Signifikant (p<0,05) Fisher’s exact Test
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3.2 Immunhistochemische Farbung gegen GITR und MMP-9

Die immunhistochemische Untersuchung im Kolongewebe gesunder Probanden
zeigte keine Expression von GITR und MMP-9 im Kolonepithel und den
Stromazellen. Jedoch fand sich bei 93% (n=94/101) der Divertikulitis-Patienten eine
signifikante GITR- und MMP-9-Expression in den Stromazellen der Lamina propria.
Hierbei lie® sich eine leichte Expression in den unkomplizierten Divertikulitis-Fallen
nachweisen (n=37/44), sowie eine ausgepragte Expression in den komplizierten
Fallen (n=57/57). Insgesamt bestand eine starke Assoziation zwischen
GITR-/ MMP-9-Expression und komplizierter Divertikulitis (Abb.1 und 2).

Der Unterschied zwischen komplizierter und unkomplizierter Divertikulitis zeigt sich

insbesondere in den Immunfluoreszenz-Farbungen (Abb. 3).
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Abb. 1b: GITR; 200-fache VergréBerung; Immunhistochemie

Abb. 1: Immunhistochemische GITR-Farbung des Colon sigmoideums eines
Patienten mit komplizierter Divertikulitis. Gezeigt ist ein reprasentatives Praparat
eines Patienten im Hansen&Stock-Stadium |l bei 1a) 20-facher und 1b) 200-facher
VergréRerung. Die Stromazellen der Lamina propria dieses Patienten zeigen eine
starke Anfarbung mit dem Antikdrper gegen GITR.
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Abb. 2b: MMP-9; 400-fache VergroBerung; Immunhistochemie

Abb. 2: Immunhistochemische MMP-9-Farbung des Colon sigmoideums eines
Patienten mit komplizierter Divertikulitis. Gezeigt ist ein reprasentatives Praparat
eines Patienten mit Hansen&Stock-Typ Il bei 2a) 20-facher und 2b) 400-facher
VergréRerung. Die Stromazellen der Lamina propria dieses Patienten zeigen eine
starke Anfarbung mit dem Antikérper gegen MMP-9.
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Abb. 3a: GITR-unkompliziert; Immunfluoreszenz; 50um;
Cy3 Rot und DAPI 4°,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid Blau

Abb. 3b: GITR-kompliziert; Inmunfluoreszenz; 50um;
Cy3 Rot und DAPI 4°,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid Blau

Abb. 3: Immunfluoreszenz-Farbung des Colon sigmoideums mit dem
Antikorper gegen GITR. Gezeigt ist ein reprasentatives Praparat 3a) eines
Patienten mit unkomplizierter Divertikulitis (Hansen&Stock 1) und 3b) eines Patienten
mit komplizierter Divertikulitis (Hansen&Stock II). In Abb. 3b ist im Vergleich zu Abb.
3a eine deutlich starkere Expression von GITR in den Stromazellen der Lamina
propria ersichtlich.
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Zusatzlich wurde die Anzahl der GITR- und MMP-9-positiven Zellen fir die einzelnen
Patienten ermittelt und miteinander verglichen (Abb. 4). Es zeigte sich, im Vergleich
zu den unkomplizierten Divertikulitis-Fallen in den komplizierten Verlaufsformen eine
signifikante (jedes p<0,0001) Erhéhung der Expression von GITR (Tab. 6) und MMP-
9 (Tab. 7).

60 - p* <0.0001 p* < 0.0001
20
Divertikulitis (n=101)
40 D Unkomplizierte Verlaufsform (n=44)
e a
2 [ Komplizierte Verlaufsform (n=57)
N
2 30 -
1]
o
Q
> 20 -
10 -

GITR MMP-9

Abb. 4: Immunhistochemische Analyse. GITR-Farbung bei Divertikulitis-Patienten
und Korrelation von GITR und MMP-9. Im Vergleich mit den unkomplizierten Fallen
sind sowohl GITR als auch MMP-9 bei den komplizierten Fallen signifikant
(p<0,0001) héher exprimiert.

Die Analyse bezieht sich auf den Prozentsatz an positiven Zellen, welche in den
immunhistochemischen Farbungen gezahlt worden sind.
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Tab. 6: Auswertung der GITR-Expression bei unkomplizierter und komplizierter
Sigmadivertikulitis. Signifikante Erhdhung der GITR-Expression bei komplizierter
Form.

Krankheits- Mittelwert SD 95%CI Patientenzahl
verlauf % % n
Unkomplizierte 31,86 18,65 26,21-37,57 44
Divertikulitis
Komplizierte 49,03 15,06 45,03-53,03 57
Divertikulitis

Tab. 7: Auswertung der MMP-9-Expression bei unkomplizierter und
komplizierter Sigmadivertikulitis. Signifikante Erhohung der Expression von
MMP-9 bei komplizierter Divertikulitis.

Krankheits- Mittelwert SD 95%CI Patientenzahl
verlauf % % n
Unkomplizierte 23,15 14,59 18,72-27,59 44
Divertikulitis
Komplizierte 37,80 13,88 34,12-41,49 57
Divertikulitis
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3.3 Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen GITR und MMP-9

Um festzustellen, ob die MMP-9-Expression im Colon sigmoideum von
Divertikulitispatienten mit der GITR-Expression korreliert, wurde eine
Regressionsanalyse durchgefuhrt (Abb. 5) [Watson, 1964]. Dafur wurden die zuvor
bestimmten prozentualen Anteile an positiven Zellen von GITR und MMP-9 fur jeden
histologischen Schnitt in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen. Wenn dabei
die GITR-Expression als konstante Variable betrachtet wurde, zeigte diese eine
starke direkte Korrelation zwischen der GITR- und MMP-9-Expression im Colon
sigmoideum der Divertikulitispatienten (R*>=0,7268, p<0,0001, r=0,85).

Dies wurde durch die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung bestatigt. In Abb. 6a und 6b
zeigt sich die bereits beschriebene erhdhte Expression von MMP-9 und GITR bei
komplizierter Divertikulitis (Hansen und Stock Il). Des Weiteren wird in Abb. 6c
deutlich, dass GITR und MMP-9 zur gleichen Zeit von denselben Zellen exprimiert

werden.
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Abb. 5: Regressionsanalyse. Die Regressionsanalyse zwischen den quantitativen
immunhistochemischen Ergebnissen von GITR und MMP-9 zeigt, dass die GITR-
Expression stark positiv mit der Expression von MMP-9 korreliert (R®=0,7268,
p<0,0001, r=0,85).
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Abb. 6a: MMP-9; Immunfluoreszenz; 25 pm; FITC Griin Fluoresceinisothiocyanat, Cy3 Rot und
DAPI 4°,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid Blau

Abb. 6b: GITR; Immunfluoreszenz; 25 um; FITC Griin Fluoresceinisothiocyanat, Cy3 Rot und
DAPI 4°,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid Blau

Abb. 6c: GITR und MMP-9; Immunfluoreszenz-Doppelfirbung; 25 um; FITC Griin
Fluoresceinisothiocyanat, Cy3 Rot und DAPI 4°,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid Blau

Abb. 6: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung (Abb. 6c) von MMP-9 (Abb. 6a) und
GITR (Abb. 6b). Expremiert in den Stroma-Zellen (Pfeile) der Lamina propria in
einem reprasentativen Fall der komplizierten Divertikulitis (Hansen&Stock II).
Praparat in Abb. 6¢c ohne Gegenfarbung mit DAPI.
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3.4 Genexpression von GITR und MMP-9

Es wurde eine Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene von GITR und MMP-9
in komplizierten und unkomplizierten Divertikulitis-Fallen durchgefuhrt. Es zeigte sich
bei Patienten mit unkomplizierter Divertikulitis eine signifikant (jedes p=0,009)
niedrigere Genexpression von GITR (Abb. 7, Tab. 8) und MMP-9 (Abb. 7, Tab. 9) als
bei Patienten mit komplizierter Divertikulitis .

Diese Ergebnisse bestatigten, die bereits in der Immunhistochemie beobachtete
erhohte Expression von GITR und MMP-9 bei Divertikulitis-Patienten, insbesondere

in den komplizierten Fallen.

18' ®

1 Divertikulitis

D Unkomplizierte Verlaufsform

*
160+
[ Kompilizierte Verlaufsform
12

GITR MMP-9

X-facher Unterschied mRNA

Abb. 7: GITR- und MMP-9-Genexpression. Diese ist bei unkomplizierter
Divertikulitis (n=5) signifikant (p-Wert=0,009) niedriger als bei komplizierter
Divertikulitis (n=5). Diese Ergebnisse bestatigen die bereits in der Immunhistochemie
beobachtete erhdohte GITR-Expression.

36



Tab. 8: Genexpression von GITR bei unkomplizierter und komplizierter
Divertikulitis in der Real-Time-PCR. Dargestellt ist der x-fache Unterschied zum
Colon sigmoideum nicht erkrankter Personen.

Krankheits- Mittelwert IQR Patientenzahl
verlauf n
Unkomplizierte 6,8 3,90-6,98 5}
Divertikulitis
Komplizierte 10,6 8,95-13,98 5}
Divertikulitis

Tab. 9: Genexpression von MMP-9 bei unkomplizierter und komplizierter
Divertikulitis in der Real-Time-PCR. Dargestellt ist der x-fache Unterschied zum
Colon sigmoideum nicht erkrankter Personen.

Krankheits- Mittelwert IQR Patientenzahl
verlauf n
Unkomplizierte 4,9 3,78-5,60 5}
Divertikulitis
Komplizierte 9.1 8,45-11,97 5
Divertikulitis
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3.5 Assoziation der GITR-Expression mit Histopathologie und Komorbiditat
Bei der Analyse der Ergebnisse zeigte sich zum einen, dass eine Glucocorticoid-
Einnahme mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit der GITR-Expression einherging
(OR 12,6; 95%CI 2,75-57,47; p=0,013; Tab. 10). Zum anderen zeigte sich bei einer
hohen GITR-Expression eine erhohte Wahrscheinlichkeit an der komplizierten Form
der Divertikulitis zu erkranken (OR 4,5; 95%CI 1,95-10,57; p<0,001; Tab. 10). Des
Weiteren zeigte sich bei 91% der Patienten, welche Glucocorticoide einnahmen eine
erhdhte Expression von GITR (n=20 von 22 Patienten) und nur zwei Patienten mit
einer niedrigen GITR-Expression nahmen Glucocorticoide ein (n=2 von 22 Patienten,
9%). 19 Patienten mit Glucocorticoid-Einnahme entwickelten eine komplizierte
Divertikulitis und zeigten eine erhdhte GITR-Expression (n=19 von 57; Tab. 5; Abb.
8). Jedoch zeigte sich eine hohe Expression von GITR auch bei Patienten, welche
nicht mit Glucocorticoiden behandelt wurden (n=35 von 55 Patienten mit hoher GITR-
Expression, 64%; Tab. 10). Hiervon konnte bei 21 Patienten mit komplizierter
Divertikulitis, welche keine Glucocorticoide eingenommen hatten, eine hohe GITR-
Expression nachgewiesen werden (Abb. 8).
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Abb. 8: Zusammenhang zwischen Glucocorticoid-Einnahme und GITR-
Expression bei Patienten mit komplizierter Divertikulitis. Glucocorticoid-
Einnahme wird mit einer erhdhten Rate an komplizierten Divertikulitisfallen assoziiert
(p=0,013).
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Tab. 10: Ubersicht iiber individuelle Merkmale

Zusammenhang zur GITR-Expression.

der Divertikulitis-Patienten in

Merkmale GITR- GITR-
Expression Expression p-Wert
niedrig hoch
(<41%) (>41%)
n =46 n =55
Alter (Durchschnitt) 0,227

< 59 Jahre 17 (37%) 28 (51%)

> 59 Jahre 29 (63%) 27 (49%)

Geschlecht 0,551

Mannlich 21 (46%) 29 (53%)

Weiblich 25 (54%) 26 (47%)

Komorbiditat 0,541

Nein 6 (13%) 5 (9%)

Ja 40 (87%) 50 (91%)
Kardiovaskulare 25 (54%) 36 (65%) 0,309
Erkrankungen
Pulmonale 2 (4%) 12 (22%) 0,018*
Erkrankungen
Endokrine 15 (33%) 16 (29%) 0,828
Erkrankungen
Rheumatische 0 (0%) 1(2%) 1,000
Erkrankungen
Dermatologische 0 (0%) 5 (9%) 0,061
Erkrankungen
Nephrologische 3 (6%) 11 (20%) 0,080
Erkrankungen
Hamatologische 2 (4%) 6 (11%) 0,285
Erkrankungen
Gastrointestinale 10 (22%) 8 (15%) 0,300
Erkrankungen
Infektiose 0 (0%) 1(2%) 0,435
Erkrankungen
Corticoideinnahme 2 (4%) 20 (36%) <0,001*

Nikotinabusus 4 (9%) 7 (13%) 0,148
Alkoholabusus 4 (9%) 3 (5%) 0,370
Komplizierte Divertikulitis 17 (37%) 40 (73%) <0,001*

* Signifikant (p<0,05) Fisher’s exact Test
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3.6 Beurteilung der Likelihood Ratios (LR) und Vorhersagewerte (PV) fiir
Labortests (WBC/ CRP), Korpertemperatur und GITR-Expression zur Diagnose
einer komplizierten Divertikulitis

Die Sensitivitat und Spezifitat der Cut-off-Punkte von C-reaktivem Protein (CRP),
Leukozytenzahl und der Korpertemperatur (Einheit: Celsius Grad) sind im Rahmen
der ROC-Analyse in Abbildung 9 dargestellt. Es zeigte sich fur keinen der
angegebenen Werte eine signifikante Aussagekraft bezuglich Sensitivitat und
Spezifitat zur Diagnose einer komplizierten Divertikulitis.

Die LRs und PVs fur CRP (kalkulierter Cut-off-Value bei 0,84 mg/dl),
Korpertemperatur (kalkulierter Cut-off-Value von 37,5 °C) und Leukozytenzahl
(kalkulierter Cut-off-Value von 7400/ul) von Patienten mit Divertikulitis sind in Tabelle
11 dargestellt. Hierbei zeigte sich ebenfalls eine fehlende Signifikanz der
Entzindungsparameter (CRP: p=0,0016; Leukozytenzahl: p=0,0021) und Klinik
(Korpertemperatur: p=0,044). Im Vergleich dazu ist die GITR-Expression (kalkulierter
Cut-off-Value bei 37% positiver Zellen) im Colon sigmoideum  mit einem
p-Wert<0,0001 als signifikantes Kriterium fur die Diagnose einer komplizierten
Sigmadivertikulitis gezeigt worden.
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Abb. 9: ROC-Analyse der klinischen Parameter. Diese zeigt fur die Diagnose
einer komplizierten Divertikulitis kalkulierte Cut-off-Values mit der hdchsten
diagnostischen Sicherheit fur CRP, Leukozyten und Korpertemperatur.
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Tab. 11: Vergleich der klinischen Parameter. Angegeben sind die kalkulierten Cut-
off Values, Sensitivitat, Spezifitat, Positive Likelihood Ratios, Negative Likelihood
Ratios, Positive Vorhersagewerte und Negative Vorhersagewerte von Labortests
(CRP/ Leukozytenzahl), Korpertemperatur und GITR-Expression zum Screening auf

komplizierte Divertikulitis.

CRP (mg/l) | Leukozyten- Korper- GITR -
zahl temperatur Expression
(Anzahl/pl) (‘C) (%)
Cut-off Value*
(Cut—off-Wert) 0.84 7400 37,5 37
Sensitivitat 83,93 78,95 38,60 77,19
9% CD | (71,7-92,4) | (66,1-886) | (260-524) | (64,2—87,3)
Spezifitat 50,00 48,78 88,10 63,64
O5% Cl) | (338-662) | (329-64,9) | (744-960) | (47.8-776)
+[R 1,68 1,54 3,24 2,12
O%CH | (12-23) | (1.1-22) (2,3-4.6) (1,6 - 2,8)
LR 0,32 0,43 0,70 0,36
(95%Cl) | (02-06) | (0,2-0,8) (0,3-1,6) (0,2-0,7)
+PV (%) 26,3 24,6 40,7 31,0
O%CD | (151-402) | (139-383) | (175-675) | (17,8-47,0)
PV (%) 93,6 91,6 87,1 92,9
O5%Ch | 81,6-988) | (791-979) | (77.9-935) | (82.9-98,0)
AUC 0,682 0,671 0,614 0,758
©5%C | (057-077) | (05-07) (0,5-0,7) (0.6-0.8)
p-Wert™ 0.0016 0,0021 0,044 <0,0001

*Hochste diagnostische Exaktheit; +LR, Positive Likelihood Ratio; - LR, Negative Likelihood Ratio; Cl,
Vertrauensintervall; +PV, Positiver Vorhersagewert; -PV, Negativer Vorhersagewert; AUC, Area under
the ROC curve.

**Wenn p<0,05 lasst sich daraus schlussfolgern, dass die Area under the ROC—Kurve sich signifikant
von 0,5 unterscheidet und somit Evidenz vorliegt, dass der Labortest dafiir geeignet ist die beiden
Gruppen voneinander zu unterscheiden.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse der komplizierten und unkomplizierten
Divertikulitis in Bezug auf die Expression von GITR und MMP-9, Komorbiditat und
Glucocorticoid-Einnahme. Mittels Immunhistochemie haben wir eine erhohte GITR-
Expression in den infiltrierenden Leukozyten des Colon sigmoideums von Patienten
mit komplizierter Divertikulitis nachgewiesen und lediglich eine dezente Expression
von GITR bei Patienten mit unkomplizierter Divertikulitis. Diese Beobachtung konnte
die Hypothese der proinflammatorischen Rolle von GITR stutzen, die es uber die
Aktivierung regulatorischer T-Zellen ausubt [Shevach et al., 2006]. In dieser Arbeit ist
die erhdohte GITR-Expression in den infiltrierenden Leukozyten bei komplizierter
Divertikulitis sowohl durch die Immunfluoreszenz, als auch durch die Real-Time-PCR
bestatigt wurden. Insbesondere Patienten welche Glucocorticoide einnahmen,
zeigten eine hohe GITR-Expression. Diese war zwar nicht spezifisch mit der
Glucocorticoid-Einnahme assoziiert, zeigte sich jedoch hoch sensitiv. 91% der
Patienten, welche Glucocorticoide einnahmen wiesen eine hohe GITR-Expression
auf. Hingegen fand sich nur bei zwei Patienten mit niedriger GITR-Expression eine
Begleitmedikation mit Glucocorticoiden. Fruhere Studien haben bereits einen
Zusammenhang zwischen der Einnahme von Glucocorticoiden und einer erhdhten
Perforationsgefahr bei der akuten Sigmadivertikulitis gezeigt [Canter et al., 1971;
Chapman et al., 2005; Chapman et al., 2006; ReMine et al., 1980; Warshaw et al.,
1976]. Chapman et al. zeigten in einer retrospektiven Serie mit 150 Patienten eine
deutlich erhohte Perforationsrate (43% / 14%), postoperative Morbiditat (65% / 24%)
und Mortalitat (39% / 2%) bei Patienten die Glucocorticoide einnahmen. Diese
Ergebnisse sind konsistent mit friheren Beobachtungen von ReMine et al., welche
ebenfalls eine erhdohte Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit Divertikulitis und
gleichzeitig bestehender Immunsuppression gezeigt haben. Die Autoren
interpretierten diese Beobachtung so, dass ein geschwachtes Immunsystem durch
die eingeschrankte Lymphozytenfunktion nur zu unspezifischen Symptomen fuhrt
und somit die Diagnosestellung erschwert. Dhabhar et al. haben anhand eines
Tiermodells gezeigt, dass pharmakologisch hohe Dosierungen und die chronische
Einnahme von Glucocorticoiden zu einer Schwachung des Immunsystems fuhren.
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Insbesondere Dexamethason ubt durch seine hohe Affinitat zu Glucocorticoid-
Rezeptoren diesen Effekt aus [Dhabhar et al., 1999]. Das stimmt mit Ergebnissen
von Shin et al. Uberein: diese zeigten zudem eine durch Dexamethason ausgeloste
Expression von GITR [Shin et al., 2003]. Unter Beachtung der oben genannten
Studien konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass die Einnahme von
Glucocorticoiden die GITR-Expression fordert und dadurch einen komplizierten
Verlauf begunstigt. Dementsprechend lasst sich ein direkter Zusammenhang
zwischen Corticoid-Einnahme, GITR-Expression und Morbiditat / Mortalitat vermuten.
Die fehlende Spezifitat lasst sich vermutlich auch auf die geringe Studienpopulation
zurUckfuhren. Ferner legen die Ergebnisse von Nocentini et al. nahe, dass eine hohe
Expression von GITR auch durch andere Stimuli als Glucocorticoide verursacht sein
kann, wie z.B. proinflammatorische Umstande, welche auch im Rahmen einer akuten
Sigmadivertikulitis vorliegen [Nocentini et al.,1997]. Auch wenn die erhohte GITR-
Expression nicht ausschlieRlich auf Corticoide zurtckzufuhren ist, so kdnnte sie nach

eigenen Ergebnissen dennoch durch sie begunstigt werden.

Des Weiteren ist in der vorliegenden Arbeit eine erhohte Expression von MMP-9 in
infiltrierenden Leukozyten mittels Immunhistochemie, Immunfluoreszenz und Real-
Time-PCR nachgewiesen wurden. Wie schon beim molekularen Marker GITR war
die Expression im Colon sigmoideum von Patienten mit komplizierter Divertikulitis
signifikant hoher als in der Gruppe der Patienten mit unkomplizierter Divertikulitis.
MMP-9, welches insbesondere in mononuklearen Leukozyten und Granulozyten
exprimiert wird, spielt eine wichtige Rolle im Rahmen von Entzindungsreaktionen
[Lee et al., 2003; Medina et al., 2006; von Lampe et al., 2000]. Kirkegaard et al.
beschrieben in einer Serie mit 11 Morbus Crohn-Patienten MMP-9 als moglichen
Verursacher der Fistelbildung und machte hierfur die verstarkte MMP-9-induzierte
Proteolyse verantwortlich [Kirkegaard et al., 2004]. Zudem unterstutzt MMP-9 die
Extravasation neutrophiler Granulozyten in entzindliches Gewebe. Eine ausgepragte
Expression findet sich insbesondere im akuten Entzindungsstadium und weniger bei
chronischen Entzindungsreaktionen [Kirkegaard et al., 2004]. Das stimmt mit
Ergebnissen von Medina et al. Uberein, welche ebenfalls eine durch MMP-9
verursachte Proteolyse der Mukosa bei entzundlichen Erkrankungen des Gl-Traktes
beobachtet haben [Medina et al., 2006].
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Die in dieser Arbeit beobachtete verstarkte Expression lasst vermuten, dass MMP-9
bei Divertikulitis eine Infiltration neutrophiler Granulozyten fordert und somit einen
komplizierten Verlauf begunstigt. Daneben spielt MMP-9 als denaturierende
Gelatinase eine Rolle in der Zerstorung der Extrazellularmatrix. Die Spaltung von
Kollagen IV, Kollagen V, Fibronectin und Laminin, welche beim Morbus Crohn fur
die Fistelbildung verantwortlich gemacht wird, konnte dementsprechend ursachlich
fur die Perforation im Bereich des Colon sigmoideums bei komplizierten Verlaufen
sein [Kirkegaard et al., 2004; Lee et al., 2003]. Unterstutzt wird diese Hypothese
durch die Beobachtung, dass MMP-9 in dieser Arbeit auch in der Gruppe der
Patienten mit unkomplizierter Divertikulitis exprimiert wird. Diese Expression ist
jedoch schwacher, als in der Gruppe der Patienten mit komplizierter Divertikulitis.

Die Resultate dieser Arbeit stehen in Kontrast zu denen anderer Studien, welche
zeigten dass MMP-9 kaum [Mimura et al., 2004] oder nicht verstarkt [Rosemar et
al., 2007] bei komplizierter Divertikulitis exprimiert wird. Ursachlich hierfur konnte die
Wahl des Patientenkollektives sein. Da fur die Divertikulitis nach wie vor zahlreiche
Einteilungen existieren, variiert die Zuordnung der einzelnen Falle zu den bekannten
Formen stark bzw. erfolgte Uberhaupt keine weiterfUhrende Einteilung. Auch wurden
in einer Arbeit von Mimura et al. Patienten mit kolorektalem Karzinom als
Kontrollgruppe verwendet, was die Vergleichbarkeit mit dieser Arbeit deutlich
erschwert [Mimura et al., 2004]. Aul3erdem weisen diese Arbeiten jeweils ein sehr
kleines Patientenkollektiv auf, wahrend in der vorliegenden Arbeit ein Kollektiv von
101 Patienten untersucht wurden ist [Kirkegaard et al., 2004; Mimura et al., 2004].

Weiterhin lasst sich vermuten, dass die Aktivierung von GITR fur eine verstarkte
MMP-9-Expression verantwortlich ist [Lee et al., 2003]. In dieser Arbeit ist bei der
komplizierten Divertikulitis in der Regressionsanalyse eine starke direkte Korrelation
zwischen GITR- und MMP-9-Expression nachgewiesen wurden. Diese Beobachtung
konnte die funktionelle Beziehung zwischen beiden Molekulen in der Kolonwand von
Patienten mit akuter Divertikulitis stutzen. GITR fordert zum einen direkt die
Infiltration von neutrophilen Granulozyten in die Lamina propria. Zum anderen
stimuliert es direkt und indirekt durch die Aktivierung der notigen Metabolite (z.B.
INF-y) die MMP-9-Expression [Lee et al, 2003]. Zusammen mit der
inflammatorischen Reaktion, welche GITR ausubt, kdnnte die Gewebedenaturierung
durch MMP-9 die Veranderungen in der Kolonwand komplizierter Divertikulitis-Falle

erklaren.
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Aufgrund der geringen Mortalitatsrate war es in dieser Arbeit nicht moglich ein
Mortalitatsrisiko zu kalkulieren. Aus diesem Grund erfolgte die Analyse relevanter
Komorbiditaten, welche mit dem klinischen "Staging” der Divertikulitis nach Hansen
und Stock, assoziiert wurden.

Es fand sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von
Komorbiditaten und dem Vorliegen einer komplizierten Divertikulitis. Hierbei
uberwogen insbesondere die Kardiovaskularen Erkrankungen (59%), wie z.B.
Arterielle Hypertonie. Bereits Chapman et al. haben gezeigt, dass das Vorliegen
eines Diabetes mellitus, kollagends-vaskularer Erkrankungen und ein geschwachtes
Immunsystem die Morbiditat und Mortalitat von Patienten mit Divertikulitis deutlich
erhdhen [Chapman et al., 2005]. Daneben findet sich Ubereinstimmung mit einer
Studie von Lorimer et al., welche eine starke Assoziation zwischen einem Charlson-
Komorbiditats-Index von = 3 und dem Auftreten einer komplizierten Divertikulitis
gezeigt haben. Der Charlson-Score gibt dabei die Summe relevanter
Begleiterkrankungen hinsichtlich der Lebenserwartung an [Lorimer et al., 2007]. Die
Ergebnisse legen nahe, dass ein im Rahmen von systemischen Erkrankungen
geschwachtes Immunsystem die Entwicklung einer komplizierten Divertikulitis
begunstigt.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, besteht eine starke Assoziation zwischen der
Glucocorticoideinnahme und dem Auftreten einer komplizierten Divertikulitis.
Glucocorticoide fuhren zu einer Immunsuppression, indem sie die humorale und
zellulare Immunantwort unterdricken. Dhabhar et al. haben jedoch anhand ihres
Tiermodells gezeigt, dass Glucocorticoide in niedrigen Dosierungen eine
immunstimulatorische Funktion ausiben. In diesem Zusammenhang induzieren sie
die Produktion von Akut-Phase-Proteinen, stimulieren die T-Zell-Mitogenese und
fuhren zu einer Steigerung der allergischen Reaktion vom Spattyp. Ferner besitzen
sie die Fahigkeit durch Kontrolle der Genexpression, Enzymaktivitat und
Zellmigration die Leukozytenfunktion zu modulieren [Dhabhar et al., 1999]. In hohen
Dosierungen wirken Glucocorticoide jedoch immunsuppressiv. Das stimmt mit
Ergebnissen von Wiegers et al. Uberein, die ebenfalls einen immunsuppressiven
Effekt hoher Glucocorticoiddosen nachgewiesen haben. Die Immunsuppression Uben
sie durch die Unterdruckung der Makrophagenfunktion und T-Lymphozyten-

Mitogenese aus [Wiegers et al., 1993]. Lim et al. haben diese Beobachtung anhand
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einer Studie mit Peritonealmakrophagen von Ratten, welche sowohl Glucocorticoid-
als auch Mineralcorticoid-Rezeptoren exprimieren, bestatigt. Auch hier fuhrten
niedrige Glucocorticoid-Level Uber den Glucocorticoid-Rezeptor, zu einer Aktivierung
des Immunsystems. Durch therapeutisch hohe Konzentrationen synthetischer
Glucocorticoide, wie sie fur die Therapie von Autoimmunerkrankungen vonnoten sind
wird das Immunsystem jedoch wunschgemafl geschwacht [Lim et al., 2007].

Bereits Chapman et al. beobachteten, dass die Einnahme von Glucocorticoiden zu
einer erhohten Perforationsgefahr und Mortalitat fuhrt. Jedoch wurde in dieser Studie
nicht untersucht, aus welcher Indikation die Glucocorticoide verordnet und auf
welche Art und Weise sie eingenommen worden sind [Chapman et al., 2005]. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die Einnahme der Glucocorticoide nicht nur oral
erfolgte, sondern auch inhalativ. Der Anteil des inhalativ applizierten Glucocorticoids,
der tatsachlich in die Lunge gelangt, ist vor allem von der pulmonalen
Bioverfugbarkeit abhangig. Nach der Inhalation werden ca. 40-90% der Dosis
geschluckt und stehen somit der systemischen Absorption im Gl-Trakt zur
Verflugung. Dieser oral absorbierte Anteil der Glucocorticoiddosis hat keinen
therapeutischen Nutzen, kann jedoch sehr wohl systemische Nebenwirkungen
verursachen. Hinzu kommt, dass der Anteil der Dosis, welcher in den Lungen
deponiert und nicht sofort verbraucht wird, ebenfalls systemisch absorbiert wird und
somit Nebenwirkungen verursachen kann [Lipworth et al., 2000]. Hier zeigt sich
Ubereinstimmung mit einer Studie von Lipworth et al., welche diese Mechanismen
der Glucocorticoidabsorption auch fur die intranasale Applikation beobachtet haben.
Nach dem intranasalen Transport erfolgt die rasche mukozilliare Clearance von der
Nase bis zum Rachen und somit das Schlucken von bis zu 70% der applizierten
Dosis [Lipworth et al., 2000]. Auf Grundlage dieser Beobachtungen lasst sich
vermuten, dass Glucocorticoide den Gl-Trakt beeinflussen, auch wenn sie inhalativ
appliziert werden. Diese These wird durch die Beobachtung der vorliegenden Arbeit
unterstutzt, dass ein Groldteil der Patienten die Glucocorticoide inhalativ zu sich

genommen hat.

Die in dieser Arbeit beobachtete Morbiditats-Steigerung unter Glucocorticoid-
Einnahme deckt sich mit dem bereits von Chapman et al. beobachteten Anstieg der
Morbiditatsrate von 24% auf 65% und der Mortalitatsrate von 2% auf 39% unter

Immunsuppression [Chapman et al., 2005]. Kommt es durch
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Glucocorticoideinnahme zu Komplikationen, so sind die Symptome durch die
Immunsuppression in der Regel sehr unspezifisch. Die Diagnose einer potentiell
todlichen Darmperforation wird haufig zu spat gestellt. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass fur immunsupprimierte Patienten mit Sigmadivertikulitis andere
Therapieempfehlungen gelten sollten als fur nicht immunsupprimierte Patienten.

Die Indikationsstellung zur Sigmaresektion hat sich in den letzten Jahren zunehmend
verandert. Die Annahme, dass mit zunehmenden Divertikulitis-Schiaben Morbiditat
und Mortalitat steigen beruhte auf den Beobachtungen von Parks et al. aus den 70er
Jahren, einer Zeit in der die radiologische Bildgebung erst ihren Anfang nahm. Heute
steht die Computertomographie praktisch jeder Klinik zur VerfUigung und zeichnet
sich durch hohe Sensitivitat und Spezifitdt aus. Bei Patienten mit unklarem Verlauf
kann somit schnell ein kompliziertes Geschehen wie z.B. eine Perforation mittels
Bildgebung ausgeschlossen werden. Yoo et al. haben in einer retrospektiven Studie
mit 112 Patienten, welche an Divertikulitis erkrankten gezeigt, dass 85,7% im
Rahmen der Diagnostik ein CT erhalten haben. Bei 38,4% wurde so eine freie
Perforation diagnostiziert, welche anschlielend operativ versorgt werden musste
[Yoo et al., 2008].

Anders stellt sich die Situation bei Patienten mit chronischer Divertikulitis dar.
Chapman et al. zeigten, dass 75% der erstmalig Betroffenen nie wieder eine
Divertikulitis-Episode entwickeln und die 25% welche ruckfallig werden keine
Perforationen aufweisen. 78% der Patienten mit Perforationen sind gemalf der Daten
von Chapman et al. in ihrem Leben noch nie an einer Divertikulitis erkrankt gewesen
[Chapman et al., 2005; Chapman et al., 2006]. Die Erste Episode gilt daher als die
aggressivste mit der hochsten Perforationsgefahr und Mortalitdt, wahrend
Folgeepisoden in der Regel komplikationsarm verlaufen und somit eine elektive
Sigmaresektion nicht zwingend erforderlich machen [Binda et al., 2012; Chapman et
al., 2005; Chapman et al., 2006].

Dies gilt jedoch nicht fir den immunsupprimierten Patienten. Eine Immunsuppression
fuhrt unabhangig ob sie exogen durch eine Glucocorticoid-Therapie oder endogen
durch z.B. einen Hyperkortisolismus hervorgerufen wird zu einer erhOhten
Perforationsgefahr. So zeigten Tyau et al. in einer retrospektiven Studie, dass die
Perforationsrate bei immunsupprimierten Patienten um 29% hoher lag, als bei nicht
immunsupprimierten Patienten [Tyau et al., 1991]. Insbesondere die ersten drei

Wochen der Glucocorticoid-Therapie gehen mit einem erhdhten Perforationsrisiko
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einher, wobei auch die Dosierung von entscheidender Bedeutung ist. Je hoher
dosiert, desto hoher ist auch das Risiko fur eine Perforation [Re Mine et al., 1980].
Weiner et al. empfehlen aus diesem Grund bei Patienten mit bekannter Divertikulitis
eine von vornherein niedrigere Dosierung anzuwenden [Weiner et al., 1993]. Da
Glucocorticoide die Symptome einer akuten Sigmadivertikulitis maskieren konnen,
indem sie die Entzindungsreaktion vermindern, sind Patienten welche unter
Immunsuppression stehen und mit Bauchschmerzen bzw. Fieber auffallen
genauestens zu untersuchen und zu beobachten [Re Mine et al., 1980; Weiner et al.,
1993]. Unter anderem aufgrund der erschwerten Diagnose liegt die Mortalitat bei
immunsupprimierten Patienten nach Tyau et al. bei bis zu 39% [Tyau et al., 1991].
Um das Morbiditats- und Mortalitatsrisiko fur dieses Patientenkollektiv moglichst
gering zu halten gilt hier nach wie vor die Therapieempfehlung zur frihzeitigen
elektiven Sigmaresektion [Chapman et al., 2005; Chapman et al., 2006]. Die

Ergebnisse dieser Arbeit unterstutzen diese Therapieempfehlung.

Zur Unterscheidung zwischen komplizierter und unkomplizierter Divertikulitis erfolgte
in der vorliegenden Arbeit die Analyse der klinischen Parameter (CRP, WBC und
Temperatur) und von GITR. Die Ergebnisse zeigten einen scheinbar signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen fur die klinischen Parameter (p-Werte), dabei
sind die entsprechenden Cut-off-Werte mit der hochsten diagnostischen Exaktheit
(CRP: 0,84 mg/l; Leukozytenzahl: 6900/ul; Korpertemperatur: 37,6 °C) jedoch nur
innerhalb der normalen Parameter kalkuliert worden. Fur keinen der angegebenen
Werte zeigte sich eine signifikante Spezifitat und Sensitivitat bezlglich der Diagnose
einer komplizierten Divertikulitis. Das gleiche gilt fur die kalkulierten Likelihood Ratios
und Positiven Vorhersagewerte fur CRP, WBC und Korpertemperatur. Sensitivitat
und Spezifitat zeigten sich jedoch als relativ stabile Test-Eigenschaften. Ebenso die
zusammenfassende Darstellung ihrer reziproken Beziehung zueinander in einer
ROC-Kurve. Im Gegensatz zu den klinischen Parametern zeigte sich GITR hoch
sensitiv bei der komplizierten Form der Divertikulitis.

Trotz hoher Inzidenz und Pravalenz ist die Unterscheidung zwischen komplizierter
und unkomplizierter Divertikulitis auch ohne Immunsuppression bei unspezifischen
klinischen Symptomen nicht immer einfach [Comparato et al., 2007; Jacobs, 2007].
Bei noch nicht vollstdndig verstandener Pathophysiologie und Variabilitdt des
klinischen Erscheinungsbildes sind Diagnose und Therapie noch nicht standardisiert
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und permanenten Veranderungen unterworfen [Jurowich et al., 2011; von Rahden et
al., 2012]. Im klinischen Alltag sollen die Kombination aus Klinik (Temperatur) und
Laborparametern (CRP und Leukozytose) erste Hinweise auf die Schwere des
Krankheitsbildes geben [Stollman et al., 1999].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sowohl Labortests als auch die
klinischen Daten bei der Unterscheidung zwischen komplizierter und unkomplizierter
Divertikulitis versagen. Diverse Studien haben sich bereits mit der Aussagekraft
dieser Labortests beschaftigt. So zeigten Kaser et al. in einer retrospektiven Studie
mit 247 Patienten, dass die WBC zwar im Wilcox-Test signifikant mit einer
Perforation des Colon sigmoideums korrelierten. In der anschlieRenden
Regressionsanalyse war jedoch keinerlei Signifikanz nachweisbar. Es zeigte sich
allerdings eine signifikante Korrelation zwischen Perforation und einem CRP > 20
mg/dl, wahrend ein CRP < 5 mg/dl eine Perforation eher unwahrscheinlich machte
[Kaser S.A. et al., 2010]. Erhohte Entzindungsparameter im Blut insbesondere ein
erhohtes CRP kdonnen dem behandelten Arzt somit Hinweise auf einen komplizierten
Verlauf geben. Wenn zusatzlich eine eindeutige Klinik mit linksseitigen
Unterbauchschmerzen, Schmerzzunahme bei Bewegung und fehlendem Erbrechen
vorliegt, kann die diagnostische Korrektheit nach Andeweg et al. bei bis 86% liegen
[Andeweg et al., 2011]. Schwierig wird die Diagnostik bei Patienten, die weder sehr
hohe noch niedrige Entzindungswerte oder eine eindeutige Klinik vorweisen kdnnen.
In diesem Zusammenhang stellt sich GITR als neuer Screeningfaktor zur Diskussion.
Die eigenen Resultate legen nahe, dass bei einer erhohten GITR-Expression eine
erhohte Wahrscheinlichkeit vorliegt, an der komplizierten Form der Divertikulitis zu
erkranken. Dies bedeutet, dass im Gegensatz zu CRP, Leukozytose und Fieber eine
Erhohung von GITR einen eindeutigen Hinweis auf komplizierende Faktoren, wie
z.B. eine Perforation geben konnte. Da sich die eigenen Beobachtungen jedoch nur
auf die immunhistochemische Analyse beziehen bedarf es diesbezlglich weiterer
Untersuchungen.

In diesem Fall konnte das Augenmerk auf der Analyse von sGITR liegen. Bei sGITR
handelt es sich um die l6sliche Form des Mitglieds der TNF-Rezeptor-Familie. Shin
et al. zeigten in ihrer Arbeit am Mausmodell, dass die Injektion von sGITR zu einer
inflammatorischen Reaktion des Peritoneums fuhrt. In vorangegangen Studien sind
unter anderem die loslichen Formen von CD27 und CD137, welche in ihrer
Zusammensetzung groRe Ahnlichkeit mit GITR haben, in hoher Korrelation im Serum
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von Patienten mit chronisch entzundlichen Erkrankungen wie z.B. Rheumatoider
Arthritis nachgewiesen wurden [Shin et al., 2003]. Als weitere Untersuchung ware
jetzt die Analyse von sGITR im Serum von Patienten mit Divertikulitis sinnvoll. Sollte
sich hierbei ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit komplizierter und
unkomplizierter Divertikulitis herausstellen, hatte man einen neuen diagnostischen
Marker zur besseren Differenzierung gewonnen und konnte somit schneller und

einfacher zu einer Therapieentscheidung kommen.
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7. Zusammenfassung

Immunsuppression und Glucocorticoid-Einnahme wurden bereits als Risikofaktoren
fur die Entwicklung eines komplizierten Verlaufs der akuten Sigmadivertikulitis
erkannt. Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus ist jedoch noch nicht
vollstandig verstanden. Ziel dieser Arbeit war es den Glucocorticoid-induzierten TNF
Rezeptor (GITR) und die Matrixmetalloproteinase 9 (MMP-9) als potentielles
molekulares Bindeglied zwischen Immunsuppression und der Entwicklung einer
komplizierten Form der Divertikulitis zu untersuchen.

Hiefur erfolgte die Analyse von GITR und MMP-9 auf Proteinebene
(Immunhistochemie, Immunfluoreszenz, Doppelmarkierungen) und mRNA-Ebene
(semiquantitative RT-PCR) im Colon sigmoideum von Patienten, welches aufgrund
einer Sigmadivertikulitis (kompliziert und unkompliziert) reseziert worden war.
Abschliel3end folgte die Korrelation mit den klinischen Parametern. Die Wertigkeit der
GITR-Expression als diagnostischer Test wurde mittels ROC-Analyse untersucht.

Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigten eine hohe GITR- und MMP-9-
Expression im entzindlichen Infiltrat bei komplizierten Sigmadivertikulitiden, wahrend
sich bei den unkomplizierten Formen nur eine geringe Expression nachweisen liel3.
Die immunhistochemischen Ergebnisse sind auf mRNA-Ebene bestatigt worden. Die
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung zeigte eine deutliche Korrelation zwischen MMP-
9- und GITR-Expression (R*=0,6678; p<0,001). Eine hohe GITR-Expression war
signifikant mit der Einnahme von Glucocorticoiden assoziiert (p<0,001). Die ROC-
Analyse bestéatigte die Uberlegenheit von GITR als diagnostischer Test gegeniiber
Labortests (CRP, WBC) und klinischen Parametern (Korpertemperatur) bei der
Differenzierung zwischen komplizierter und unkomplizierter Divertikulitis.

Die erhohte MMP-9-Expression, welche durch GITR induziert wird, konnte die bereits
bekannten Veranderungen der Kolonwand bei Patienten mit komplizierter
Divertikulitis erklaren. Dartber hinaus lassen diese Ergebnisse GITR als mdgliches
molekulares Bindeglied zwischen Glucocorticoid-Einnahme und komplizierten
Verlaufsformen der Sigmadivertikulitis vermuten und unterstitzen somit die

frhzeitige Indikation zur elektiven Sigmaresektion bei Immunsuppression.
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