Aus der Medizinischen Poliklinik
der Universitdt Wiirzburg

Direktor: Professor Dr. med. K. Wilms

Differentialdiagnose der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa anhand der Autoantikorper

pANCA, PAK und ASCA

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultét
der
Bayerischen Julius-Maximilians-Universitdt zu Wiirzburg
vorgelegt von
Rainer Hufnagl

aus Kitzingen

Wiirzburg, Juli 2002



Referent: Professor Dr. med. M. Scheurlen
Koreferent: Professor Dr. med. W. Scheppach

Dekan: Professor Dr. med. V. ter Meulen

Tag der miindlichen Priifung: 15. November 2002

Der Promovend ist Arzt



I BINICTIUNG ..ottt ettt et e et e e et e eaaeebee e 1

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen .............cccccooviiniiiniiniieniecieee, 1
1.1.1 D INITION ..ttt 1
1.1.2 Geschichtlicher Uberblick .............cccoeuevevereriereieeeeeceeeeeeecee e, 1
1.1.3 EpPidemiolO@I€ . .....cooueiiiieiiieiiieiie ettt 1
1.1.4 Atiologie und PathOENESE ...........covovveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeee e 2

1.1.4.1  Genetische FaKtoren ...........coccooiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeee e 2
1.1.4.2  Exogene FaKtOren ..........cccccviiiiiieiiiiieciie e 3
1.1.4.3  TMMUNOIOZIC .....eeeiieiieiieeiieeiie ettt ettt ettt e ebe e e eeees 3
1.1.5 KHNTK o 5

1.2 Autoantikorper bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.................... 7
1.2.1 Antikorper gegen neutrophile Granulozyten ...........cccceeeeeveeeiieeeceeennneen. 7
1.2.2 Antikdrper gegen Pankreassekret .........oocveviieiiiviiiiniiiiieieeee, 8
1.2.3 Antikdrper gegen Saccharomyces CErevisiae ........oovveeeueervenveenueeeneennen. 9

1.3 ZICISCLZUNG ...ttt ettt et e et e e et e e etaeesnsaeesnaeeenneeas 10

2 Material und MethOden...........coouiiiiiiiiiiiii e 11

2.1 IMALETIALICI ...ttt 11
2.1.1 Pati@NteNSEION ..ottt 11
2.1.2 ANEISETCI ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e sbe ettt esbeebeeatens 12
2.13 Zellen Und GEWEDE ........ooiuiiiiiiiiiieee e 12
2.1.4 ChemiKalien .........oiiiiiiiiiee e 13
2.1.5 GETALE ..ttt 14

2.2 Versuchsdurchfihrtung.........cccoooiiiiiiiiiiiieciece e 15
2.2.1 Herstellung von Zell- bzw. Gewebepriparaten fiir die indirekte
ImmunfluoreszenzmikroSKOPI€ ........cceeeeviiiieiiiieeiieeeiie e 15

2.2.1.1 Herstellung von Granulozytenpraparaten .............ccceeceeevreeriieecreennnnne. 15
2.2.1.2  Herstellung von Pankreasschnitten...........c.ccoccevvieniencniininncnicnenee. 16
2.2.1.3  Herstellung von Saccharomyces cerevisiae Hefezellpriaparaten......... 16
2.2.2 Mannanextraktion aus Saccharomyces cerevisiae fiir den Elisa-Test .... 17
223 ANtIKOTPerdetektion ............eecuieriiiiiieiie et 18
2.2.3.1 Indirekte Immunfluoreszenztechnik zur Detektion von pANCA, PAK

UNA ASCA ..ottt sttt 18



2.2.3.2 ELISA-Test zur Detektion von ASCA ......ooooviiiiiiiiiiiiii 20

23 StatiStiSChe AUSWEITUNG.......ccviiiiieiieeiieeie ettt ettt eere e ereeeees 21
R I o g5 o) 0 11 USRS 22
3.1 Autoantikdrper  gegen  neutrophile  Granulozyten im  indirekten
IMMUNTTUOTESZENZLEST ...ttt 22
3.1.1 Priavalenz von pANCA bei Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen ..........cceieiiieiiieeee e e e 22
3.1.2 Regionale Unterschiede in der Pravalenz von pANCA...........ccccvveenneen. 24
3.2 Autoantikorper gegen Pankreassekret im indirekten Immunfluoreszenztest . 25
3.2.1 Priavalenz von PAK bei Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen .........cccveeoiiieiiieeieeceee e e 25
33 Autoantikdrper gegen Saccharomyces Cerevisiae........ccuvvvvveerveeeiveesieeennnnen. 28
3.3.1 Etablierung von ASCA im indirekten Immunfluoreszenztest ................ 28

3.3.1.1 Pridvalenz von ASCA bei Patienten mit chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen und anderen Autoimmunerkrankungen .............c.ccccveenneeen. 28
3.3.1.2 Vergleich verschiedener Stimme von Saccharomyces cerevisiae...... 30
3.3.1.3  Antikdrpertiter von ASCA bei Morbus Crohn Patienten.................... 31
3.3.1.4 Antikorperklassen und Subklassen von ASCA bei Morbus Crohn
PatiNLEN .o..eetiiiiiiiieieee e e 31
3.3.2 Etablierung eines ASCA-ELISA-TEStS .....cccovvveeriieeniieeiee e, 32

3.3.2.1 Priavalenz von ASCA bei Patienten mit chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen ............oocioiiiiiiiiienieeeee e 32

3.3.2.2 Vergleich der ELISA-Werte mit den Ergebnissen der indirekten

ImmunfluoreszenzmikroSKOPIe ........cccuveeviiieeiiiieciieeciie e 34

3.3.2.3  Vergleich unterschiedlicher Mannanpraparate .............cccceeeeveerneennns 36

3.3.2.4 Abhéngigkeit des ASCA-Titers von der Krankheitsaktivitit ............. 38

34  Bedeutung einer kombinierten serologischen Untersuchung fiir die
Differentialdiagnose chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ..............cc............ 39

4 DASKUSSION ...ttt ettt ettt ettt e e e eeas 41
4.1 Autoantikorper gegen Saccharomyces Cerevisiae......uevurerverivrerreeeveenvesneans 41
4.2 Autoantikdrper gegen neutrophile Granulozyten............ccocevevvienienenieneenne. 45

43 Autoantikorper gegen Pankreassekret ..........oovvvvveviieeiiieiiiiecee e 47



44  Bedeutung einer kombinierten serologischen Untersuchung fiir die
Differentialdiagnose chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ...........ccccccceeueeee. 48
S ZUSAMMENTASSUNE ...vveeeeviieeiieeeiieeiteeesteeeseteeesteeeeaeeessseeesseeessseeessseeessseesnsseesssseenns 50

6 LIETratUIVETZEICHIIIS oo raae e 52



1 Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

1.1.1 Definition

Unter dem Begriff der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) sind im
engeren Sinne entziindliche Erkrankungen zusammengefafit, deren Atiologie und
Pathogenese bis heute noch nicht im Einzelnen geklart sind.

Die wichtigsten Vertreter sind der Morbus Crohn (MC) und die Colitis ulcerosa
(CU), die in ca. 90% der Fille anhand klinischer, makromorphologischer und

histologischer Kriterien unterschieden werden kdnnen.

1.1.2  Geschichtlicher Uberblick

Die Krankheit, die wir heute als Morbus Crohn bezeichnen, wurde 1932 von Burril
Crohn, G.D. Oppenheimer und L. Ginzburg vom Mount Sinai Hospital in New York
erstmals anhand von Krankenbeobachtungen als ,lleitis terminalis“ oder ,,Ileitis
regionalis® beschrieben [1].

Der Begriff Colitis ulcerosa wurde erstmalig 1859 von dem Pathologen Sir Samuel
Wilks beschrieben, der bei Patienten einen entziindlich gerdteten, oft mit Ulzera

iibersdten Dickdarm beobachten konnte [2].

1.1.3 Epidemiologie

Die Inzidenz von Morbus Crohn hat in den letzten 40 Jahren in den Industrienationen
deutlich zugenommen und liegt derzeit bei 3-6 Neuerkrankungen/10° EW/Jahr.
Die Erkrankungsrate in Deutschland (alte Lander) liegt mit etwa 4 Neuerkrankungen in

diesem Bereich [3]. Der Inzidenzanstieg fand hier vorwiegend in den 70er Jahren statt.



Die Neuerkrankungsrate an Colitis ulcerosa ist dagegen im Langzeitverlauf relativ
konstant  gebliecben mit erheblichen regionalen Schwankungen (ca. 10
Neuerkrankungen/10° EW/Jahr in Schweden, < 1 Neuerkrankung/10° EW/Jahr in Japan
und Siidafrika; in Deutschland ca. 2 Neuerkrankungen/10° EW/Jahr [3]).

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen treten vor allem bei jungen Menschen auf

(Gipfel in der 2. und 3. Lebensdekade), beide Geschlechter sind gleich hdufig betroffen.

1.1.4 Atiologie und Pathogenese

1.1.4.1 Genetische Faktoren

Es gibt verschiedene Beobachtungen, die auf einen genetischen Hintergrund dieser
Erkrankungen schlieBen lassen.

Diverse Familienstudien zeigten, daBl Angehoérige von Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen ein erhohtes Risiko haben, selbst zu erkranken.

Bei Angehorigen ersten Grades lagen die Privalenzraten fiir Morbus Crohn zwischen
3% [4] und 20% [5], in der Mehrzahl der Studien bei 8% - 10% [6, 7, 8].

Bennet et al. zeigten in einer Studie aus dem Jahr 1988, dal Kinder von Eltern, die
beide an CED erkrankt sind, ein stark erhdhtes Risiko fiir diese Erkrankung haben [9].
Bei Morbus Crohn-Patienten mit einer Krankheitsmanifestation vor dem 20. Lebensjahr
fanden sich jeweils hohere Privalenzwerte bei den Verwandten. So waren Angehdorige
ersten Graden bis zu 39% betroffen [10], Geschwister bis zu 5% und Eltern bis zu 9%
[11].

Ebenfalls hohere Privalenzangaben fanden sich bei Ashkenazy-Juden in den USA [12].
Im Gegensatz zu Blutsverwandten manifestieren sich chronisch entziindliche
Darmerkrankungen nur selten bei Ehepartnern [13].

Einen weiteren wichtigen Hinweis auf genetische Einfliisse gaben Zwillingsstudien, da
sich besonders fiir Morbus Crohn eine hohe Konkordanz bei eineiigen Zwillingen zeigte
(MC ca. 67%, CU ca. 20%), so daBl man vor allem fiir diese Erkrankung einen
genetischen Hintergrund annimmt. Zweieiige Zwillinge waren sehr viel seltener

konkordant [14].



Purrmann et al. zeigten, dal beim Morbus Crohn kein Mendel scher Erbgang vorliegt
[15]. Als mogliche Vererbungsmodelle kommen ein multifaktoriell polygener Erbgang
oder ein rezessives Gen mit niedriger Penetranz in Frage. Als mogliche Genorte wurden
die Chromosomen 2, 6, 12 und 16 beschrieben [16].

Einige Studien fanden eine HLA-Assoziation, jedoch konnte daraus noch kein

atiologischer Zusammenhang abgeleitet werden.

1.1.4.2 [Exogene Faktoren

Der bedeutsamste exogene krankheitsassoziierte Faktor ist das Zigarettenrauchen.
Wihrend die Colitis ulcerosa bei Rauchern signifikant seltener ist als bei Nichtrauchern
und unter Nikotinkonsum Erkrankungsschiibe abklingen kdnnen, stellt das Rauchen
einen wichtigen Risikofaktor fiir Morbus Crohn dar.

Zumindest beim Morbus Crohn scheint es einen Zusammenhang mit der Lebensweise in
den Industrienationen zu geben. Didtetische (z.B. hoher Zuckerkonsum, industriell
zubereitete Nahrungsfette) und infektidse (z.B. atypische Mykobakterien, Masernvirus)

Faktoren wurden diskutiert, konnten aber nie definitiv belegt werden.

1.1.4.3 Immunologie

Die Funktion der einzelnen Komponenten des intestinalen Immunsystems unter der
Entziindung ist vielfach analysiert worden. Dabei fand sich eine maximale Aktivierung
aller Teile der Entziindungskaskade. Offenbar liegt ein Defekt im Bereich des
intestinalen Immunsystems vor, der das ,,Abschalten” einer an sich physiologisch
ablaufenden Immunreaktion auf einen Stimulus verhindert. Die lokale Zerstérung des
Darms und die klinische Symptomatik sind Folge der wéhrend der ungeziigelten
Entziindungsreaktion gebildeten Mediatoren.

Im Bereich der T-Zell-vermittelten Immunreaktion sind eine erhohte Frequenz
aktivierter T-Zellen sowie eine erhohte Proliferationsrate mukosaler T-Zellen von
Patienten mit chronische entziindlichen Darmerkrankungen gegeniiber bakteriellen

Antigenen beschrieben worden [17].



Bedeutende  Erkenntnisse  liber die Pathogenese chronisch  entziindlicher
Darmerkrankungen konnten durch Tiermodelle gewonnen werden. Das Fehlen von
unterschiedlichen Zytokinen (z.B. Interleukin 2 oder Interleukin 10) als auch der
Zelltransfer von CD4'-T-Zellsubsets konnten bei Miusen eine chronische Colitis
auslosen. Bei den meisten In-vivo-Modellen zeigten sich keine Erkrankungszeichen,
wenn die Tiere in keimfreier Umgebung gehalten wurden. Hingegen konnten bei einer
Reihe von Mausmodellen hohe Antikorpertiter gegen diverse bakterielle Antigene
gefunden werden. Auch dies kann als wichtiger Hinweis fiir eine iiberschiessende
Immunreaktion gegeniiber der intestinalen Bakterienflora gewertet werden, die
moglicherweise durch einen Verlust der immunologischer Toleranz (oralen Toleranz)

zustande kommit.

Letztendlich geht man heute davon aus, dafl genetische Faktoren den Boden fiir noch
nicht identifizierte Umwelteinfliisse bereiten, die iiber eine gestorte Immunregulation

zur Entwicklung einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung fiihren.



1.1.5 Klinik

Wichtigste klinische Symptome beim Morbus Crohn sind Bauchschmerzen, am
hiufigsten im rechten Unterbauch lokalisiert und Durchfille (jeweils mehr als 70%),
gefolgt von Gewichtsabnahme (ca. 50%) und Fieber (ca.35%). Makroskopisch
sichtbarer Blutabgang mit dem Stuhl ist seltener als bei Colitis ulcerosa (ca. 20%).

Der Morbus Crohn kann grundsétzlich jeden Abschnitt des Gastrointestinaltraktes
befallen. Das Befallsmuster ist meist segmental, die haufigste Lokalisation ist der
Ileocoecalbereich.

Histopathologisch handelt es sich um eine transmurale Entziindung; makroskopisch
entsprechen ihr als fokale Minimalverdnderungen aphthdse Lésionen. Bei schwerer
Entzlindung findet man isoliert oder in Gruppen stehend tiefe rund/ovale oder
langsgestellt fissurale Ulzera. Bei chronischem Befall wird ein ,,Pflastersteinrelief™
beobachtet. Pathognomonisch und auch beweisend ist der Nachweis epitheloidzelliger
Granulome, der allerdings nur in 20-60% der Fille gelingt.

Komplikationen des Morbus Crohn im Analkanal und perianal sind hdufig. Jeweils etwa
20-30% der Patienten leiden irgendwann im Krankheitsverlauf an Analfissuren,
perianalen Fisteln oder Abszessen. Stenosen und Strikturen im Analkanal sind beim
Morbus Crohn des Kolons besonders haufig.

Da es sich um eine transmurale Entziindung handelt, kann es zur Penetration in die
Umgebung, meist mit zusidtzlicher Superinfektion, kommen. Dementsprechend treten

intraabdominale Fistel- und AbszeBbildungen auf.

Bei der Colitis ulcerosa ist das hdufigste klinische Symptom Durchfall vom Colitistyp
(eher kleinvolumig, oft mit Tenesmen), typischerweise mit Schleim- und/oder
Blutbeimengungen. Bauchschmerzen sind deutlich seltener als beim Morbus Crohn,
Fisteln oder Fissuren kommen nahezu nie vor.

Die Entziindung beginnt in der Regel im Rektum, breitet sich kontinuierlich proximal
auf den ibrigen Dickdarm (selten auch auf das terminale Ileum im Sinne einer

,Backwash-Ileitis*) aus und ist auf Mukosa und Submukosa beschrinkt.



Bei leichteren Formen werden endoskopisch vor allem diffuse Rétung und leichtes
Odem der Darmschleimhaut sowie eine vermehrte Verletzlichkeit gesehen. Die
Gefallzeichnung ist verwaschen oder aufgehoben. Mit zunehmendem Entziindungsgrad
kommen oberfldachliche Exudate, Spontanblutungen und flache Ulzerationen hinzu. In
schweren Fillen kann die Haustrierung komplett aufgehoben und der Dickdarm stark
verklirzt sein; typische Spétverdnderungen sind Pseudopolypen.

Histologisch fehlt eine &hnlich pathognomonische Verdnderung wie beim Morbus
Crohn. Man findet ein gemischtes entziindliches Infiltrat, hdufig, aber nicht beweisend,
sind Granulozytenansammlungen in den Krypten (Kryptenabszesse).

Im Unterschied zum Morbus Crohn ist nach leichteren Schiiben einer Colitis ulcerosa
sowohl makroskopisch als auch histologisch eine restitutio ad integrum moglich.
Sowohl perianale Verdanderungen als auch Stenosen sind bei der Colitis ulcerosa sehr
selten, peranale Blutungen allerdings viel hdufiger als beim Morbus Crohn.

Das toxische Megakolon ist die geféhrlichste Komplikation der Colitis ulcerosa. Es
handelt sich dabei um eine schwere Motilitdtsstorung des entziindeten Darms mit
konsekutiver massiver Dilatation und systemischen Folgen.

Darmperforationen sind bei der Colitis ulcerosa wesentlich héufiger als beim Morbus

Crohn und meist Folge eines toxischen Megakolons.

Bei langandauerndem und progredientem Verlauf kann es bei beiden Erkrankungen zur
Karzinomentstehung kommen, wobei das Risiko bei Colitis ulcerosa mit Pankolitis am
hochsten ist. Sowohl beim Morbus Crohn, als auch bei der Colitis ulcerosa entwickeln
sich gehéduft extraintestinale Manifestationen an den Knochen, Gelenken, der Haut
sowie an der Leber und den Gallenwegen, deren Atiologie wie die Grunderkrankung

bislang noch weitgehend ungeklért ist.



1.2 Autoantikorper bei chronisch entziindlichen Darmerkrakungen

Die ersten Autoantikdrper bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurden 1959
von Broberger und Perlmann beschrieben [18]. In den letzten 40 Jahren wurde eine
Vielzahl von Antikdrpern untersucht, wobei die Mehrzahl allerdings durch mangelnde
Krankheitsspezifitit charakterisiert war. Keiner dieser Antikorper spielte eine direkte
Rolle in der Atiopathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen. Auf die in
den letzten Jahren beschriebenen krankheitsspezifischen Autoantikdrper soll im

Folgenden néher eingegangen werden.

1.2.1 Antikorper gegen neutrophile Granulozyten

Saxon et al. beschrieben 1990 erstmals zytoplasmatische Antikdrper gegen neutrophile
Granulozyten mit einem perinukledren Fluoreszenzmuster (pANCA, siehe 3.1.1. Abb.
1) im Serum von 68% der Patienten mit Colitis ulcerosa [19]. Duerr et al. fanden diese
Antikorper auch bei 65% der Patienten mit primér sklerosierender Cholangitis (PSC)
[20].

Eine Vielzahl von isolierten Granulozytenantigenen wurden auf ihre Reaktivitit
gegeniiber pANCA getestet. Antigene wie Myeloperoxidase, Elastase, Cathepsin C und
G, Glukosidase, Galaktosidase, Laktoferrin, bactericidal permeability increasing protein
(BPI), Histone, Mastzell-Antigene, E. coli Protein und andere wurden untersucht, aber
von keinem lief3 sich beweisen, alleiniges Zielantigen fiir pANCA zu sein [21, 22]

In den meisten Studien konnte man keine Korrelation von pANCA mit der
Krankheitsaktivitit oder der Ausdehnung einer Colitis ulcerosa nachweisen; jedoch
scheint. pANCA bei CU-Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf héaufiger
vorzukommen und nach Kolektomie zu persistieren [23]. Diese Erkenntnisse lassen
vermuten, das pANCA nicht nur ein Epiphenomen der intestinalen Entziindung sind.
Nach einer anderen Studie scheint pANCA hiufiger bei Patienten mit Colitis ulcerosa
aufzutreten, die nach Kolektomie eine Pouchitis entwickeln [24].

Diesem Antikdrper kommt moglicherweise auch eine Rolle als genetischer Marker zu,
da er auch bei gesunden Familienangehorigen gefunden wurde [25, 26], wenngleich

diese Befunde von anderen Untersuchern nicht nachvollzogen werden konnten [27, 28].



1.2.2 Antikorper gegen Pankreassekret

Autoantikdrper gegen Pankreassekret (PAK) wurden von Stocker et al. erstmals 1984
beschrieben [29]. Sie waren spezifisch bei einem Teil der Patienten mit Morbus Crohn
zu finden.

Das Antigen, mit dem PAK reagieren, wurde im Pankreassekret lokalisiert, es handelt
sich um ein Trypsin-sensitives Makromolekiil, das nicht identisch mit den bekannten
exokrinen Pankreasenzymen ist [30].

Zwischenzeitlich ist zwischen zwei Subtypen dieses Antikorpers unterschieden worden
(siehe 3.2.1. Abb. 2 und 3), wobei PAK I (groBtropfig) andere Antigenepitope erkennen
als PAK II (feingranulér).

PAK wurde bei einer Subgruppe von MC-Patienten mit exokriner Pankreasinsuffizienz
signifikant hdufiger gefunden als bei Patienten ohne Pankreasinsuffizienz [31]. Somit
konnten PAK in der Pathogenese der Pankreasinsuffizienz (z.B. iiber eine chronische
Pankreatitis) eine Rolle spielen.

Zwischen klinischen Parametern, wie Aktivitdt der Erkrankung, Ausbreitung, Auftreten
von extraintestinalen Manifestationen oder Fisteln und PAK-Positivitdt besteht keine
Korrelation [30].

Als genetischer Marker scheint PAK nach einer Familienstudie von Seibold et al. nicht

geeignet zu sein [32].



1.2.3 Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae

ASCA bezeichnet Antikorper, die gegen den Hefepilz Saccharomyces cerevisiae
gerichtet sind (siehe 3.3.1.1. Abb 4). Dieser einzellige Organismus, der allgemein als
apathogen eingestuft wird, kommt in der Natur auf Pflanzen, Friichten und im Boden
vor. Seit Generationen wird Saccharomyces cerevisiae zur Herstellung von Backwaren,
Bier, Wein und Sekt verwendet.

Main et al. beschieben 1988 als erste diesen Antikorper als spezifisch fiir Morbus Crohn
[33].

Als wichtigste antigene Determinante der Hefezelle wurden von McKenzie et al. die
Mannane genannt [34]. Mannoproteine bilden zusammen mit den Glukanen den
Hauptbestandteil der Hefezellwand.

Das Antigen, mit dem ASCA reagieren, wurde 1996 von Sendid et al. genauer
charakterisiert. Es entspricht einem Phosphopeptidomannan, wobei das eigentliche

Epitop wahrscheinlich eine Mannotetraose ist [35].
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1.3 Zielsetzung

Die Differentialdiagnose zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa kann in der
Regel anhand klinischer, endoskopischer, radiologischer und histologischer Befunde
gestellt werden. In ca. 10 % der Félle kann allerdings bei der Erstdiagnose einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung, insbesondere bei reinem Kolonbefall,
zwischen beiden Formen nicht entgiiltig differenziert werden und es wird die Diagnose
einer Colitis indeterminata erhoben. Da bei der Colitis ulcerosa gelegentlich die
Kolektomie mit Anlage eines ileoanalen Pouches durchgefiihrt wird, muB} die
Differentialdiagnose zuverlédssig gesichert werden, da sich beim Morbus Crohn die
Durchfiihrung einer solchen Operation aufgrund der konsekutiven schweren Pouchitis
verbieten wiirde. Kommt es nach langjdhrigem Bestehen einer CED zu einer spéten
Erstdiagnose, kann die Einordnung des Krankheitsbildes bei ausgeprdgten narbigen
Verdnderungen mitunter schwierig sein. Aus diesem Grunde wire es hilfreich, in
Analogie zu anderen Autoimmunerkrankungen serologische Marker in die

Diagnosestellung mit einbeziehen zu kénnen.

Fiir die vorliegende Studie wurden folgende Ziele definiert:

1.) Etablierung eines Immunfluoreszenztests zum Nachweis von ASCA

2.) Etablierung eines ELISA-Tests zum Nachweis von ASCA

3.) Untersuchung und Diskussion der Bedeutung der Autoantikdrper pANCA, PAK
und ASCA im Einzeltest bzw. in Kombination miteinander fiir die

Differentialdiagnose Morbus Crohn / Colitis ulcerosa.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Patientenseren

Insgesamt wurden 510 Seren von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED) im Rahmen einer retrospektiven Blindstudie untersucht.

Die Diagnose Morbus Crohn wurde bei 372 Patienten (172 Frauen, 200 Ménner)
anhand endoskopischer, histologischer und klinischer Kriterien gestellt [36].

Die Krankheitsaktivitit wurde unter Verwendung des Crohn's disease activity index
(CDAI) ermittelt [37].

Die Diagnose Colitis ulcerosa wurde bei 138 Patienten (70 Frauen, 68 Ménner) anhand
der Kriterien von Truelove und Witts [38] etabliert.

Das Alter der Patienten variierte von 18 bis 76 Jahren.

Die Patienten waren nach keinen besonderen Kriterien ausgewahlt worden.

Die Patientenseren stammten aus den Ambulanzen der Medizinischen Poliklinik der
Universitdt Wirzburg, den Medizinischen Universitétskliniken Tiibingen und Ulm
sowie dem Cedars Sinai Medical Center, Los Angeles, USA.

Als Kontrollseren wurden neben 30 Seren von gesunden Personen (Blutspender), 38
Seren von Patienten mit folgenden Autoimmunerkrankungen verwendet:

Vaskulitiden (n = 13), M. Wegener (n = 5), Rheumatoide Arthritis(n = 5),
undifferenzierte Kollagenosen (n = 5), Systemischer Lupus erythematodes (n = 4),
Autoimmunhepatitis (n = 2), Hashimoto-Thyreoiditis (n = 1), CREST-Syndrom (n = 1),
M. Basedow (n = 1), Sklerodermie (n = 1).

Die Seren wurden bis zu ihrer Verwendung bei —20°C aufbewabhrt.
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2.1.2 Antiseren

Fiir die indirekte Immunfluoreszenztechnik sowie fiir den ELISA-Test wurden folgende

Antiseren verwendet:

Antihuman IgA, IgG, IgM, Kappa, Lambda, polyvalent, FITC-konjugiert, vom
Kaninchen; Firma DAKO Diagnostika, Hamburg

Antihumanseren, die mit den Antikorperklassen IgA, IgG, IgM monospezifisch
reagieren, FITC-konjugiert, vom Kaninchen; Firma DAKO

Antihumanseren, die mit den IgG-Isotypen IgGl und IgG2 monospezifisch
reagieren, FITC-konjugiert, aus Aszitesfliissigkeit der Maus; Firma Sigma,
Deisenhofen

Antihuman IgA, IgG, IgM, Kappa, Lambda, polyvalent, Peroxidase-konjugiert, vom
Kaninchen; Firma DAKO

2.1.3 Zellen und Gewebe

Fir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie und die Mannanextraktion wurden

folgende Zellen und Gewebe verwendet:

Zum Nachweis von pANCA neutrophile Granulozyten aus menschlichem
Vollblut der Blutgruppe 0. Als Spender dienten gesunde Personen im Alter von 20
bis 30 Jahren. Das Blut wurde mit Citrat ungerinnbar gemacht und innerhalb von
fiinf Stunden verarbeitet (Granulozytenisolation siehe 2.2.1.1.).

Zum Nachweis von PAK humanes Pankreasgewebe der Blutgruppe 0. Das
Pankreasgewebe wurde binnen einer Stunde nach chirurgischer Resektion in 2-
Methylbutan gegeben, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Weiterverarbeitung bei —80°C aufbewahrt. Kleinere Objekte wurden in Tissue-Tek
gebettet.

Zum Nachweis von ASCA folgende fiinf verschiedene Stimme des Hefepilzes

Saccharomyces cerevisiae:
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Wenn nicht anders angegeben wurde zur Detektion von ASCA und zur
Mannanextraktion Saccharomyces cerevisiae cerevisiae (Backhefe Vital Gold,
Deutsche Hefewerke Hamburg/Niirnberg) verwendet.

Um die Eignung als Antigen zu ermitteln wurden vier weitere Stimme von
Saccharomyces cerevisiae getestet: Obergdhrige Bierhefe (Saccharomyces
cerevisiae cerevisiae), Untergdhrige Bierhefe (Saccharomyces cerevisiae var.
carlsbergensis); Wiirzburger Hofbrdu, Wiirzburg. Weinhefe 1 (Saccharomyces
cerevisiae cerevisiae), Handelsname Lalvin E, Weinhefe 2 (Saccharomyces
cerevisiae var. bayanus), Handelsname Uvaferm CM.

Die Hefen wurden bis zur Anzucht bei 4°C gelagert.

2.1.4 Chemikalien

Es folgt eine Auswahl der wichtigsten verwendeten Chemikalien. Alle dariiber hinaus

verwendeten chemischen Substanzen waren allgemein gebrduchliche Laborchemikalien

und vom hdchsten verfiigbaren Reinheitsgrad.

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), pH 7,4
(140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,)
Mono-Poly-Resolving Medium (MPRM), Ficoll-Hypaque, steril, Dichte 1,114;
Firma ICN Biomedicals, Eschwege
Tissue-Tek Einbettmittel; Firma Miles, Naperville, USA
Yeast Extrakt; Firma DIFCO Laboratories, Detroit, USA
Bacto Peptone; Firma DIFCO
Bacto-Agar; Firma DIFCO
Immuno-Mount Eindeckmedium; Firma Shandon, Frankfurt am Main
Fehlingsche Losung: Fehling I (0,28 M Kupfer(Il)sulfat-5-hydrat) und

Fehling II (1,2 M Kaliumnatriumtartrat-4-hydrat,

2,5 M Natriumhydroxid) kurz vor Gebrauch zusammengeben
Rinderserumalbumin (BSA): Albumin, Bovine, Fraction V, Minimum 98%;

Firma Sigma, Deisenhofen

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat); Firma Sigma
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= TMB Microwell Peroxidase Substrate System; Firma Kirkegaard and Perry
Laboratories, Gaithersburg, USA

= Mannan from Saccharomyces cerevisiae, Bestellnummer M 3640, Firma Sigma

2.1.5 Gerite

*  Fluoreszenzmikroskop: Forschungsmikroskop Universal mit Fluoreszenz-
Auflichtkondensor III RS, Filtersatz blau 450-490,
Farbteiler FT 510, Sperrfilter LP 515 und Quecksilber-
Hochstdrucklampe HBO 50 W/ac, Aufsetzkamera MC 63,
Objektiv Plan-Neofluar 16/0,50; Firma Zeiss, Oberkochen
= Kryotom: Cryocut E; Firma Reichert-Jung, Deutschland
= Zytozentrifuge: Cytospin 2, mit Kammern, Objekttragerhalterungen und
Zytofilterkarten (76 / 26 mm); Firma Shandon, Frankfurt am Main
= Zentrifuge: Rotanta / RPC; Firma Hettich, Tuttlingen
= Zentrifuge: Avanti J-25; Firma Beckman Instruments, Palo Alto, USA
= Autoklav: Varioklav Dampfsterilisator; Firma H+P Labortechnik, OberschleiSheim
= Brutschrank: UM 500; Firma Memmert, Schwabach
* Platten-Lesegerit: Dynatech MR 5000; Firma Dynatech, Denkendorf
mit ELISA-Platten Microlon, 96 Wells, F-Form, hohe Bindungskapazitit;

Firma Greiner Labortechnik, Frickenhausen
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2.2 Versuchsdurchfiihrung

2.2.1 Herstellung von Zell- bzw. Gewebepriparaten fiir die indirekte

Immunfluoreszenzmikroskopie

2.2.1.1 Herstellung von Granulozytenpriparaten

Fiir die Granulozytenisolation aus menschlichem Vollblut (siehe 2.1.3.) wurde Mono-
Poly-Resolving Medium (MPRM) verwendet, eine Losung aus Ficoll 400 und Hypaque
85, die eine Trennung von mononukledren Leukozyten von polymorphkernigen
Leukozyten in einem Zentrifugationsschritt erlaubt.

Es wurden 3 ml MPRM in ein diinnes 100x11/12 mm Zentrifugationsréhrchen gegeben
und vorsichtig mit 3,5 ml Blut iiberschichtet. AnschlieBend wurde bei 400g ohne
Bremse 30 min zentrifugiert (Hettich Zentrifuge Rotanta/RPC). Dabei bildeten sich drei
Fraktionen (von oben): Mononukldre Leukozyten, neutrophile Granulozyten und das
Erythrozytenpellet. Die Banden bis zu den Granulozyten wurden vorsichtig abpipettiert
und die Granulozyten mit einer Pasteurpipette in ein weiteres Zentrifugationsrohrchen
iiberfiihrt.

Zum Waschen der Zellen wurde das Zentrifugationsrhrchen mit PBS (pH 7,4)
aufgefiillt und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt, die Zellen
am Boden des Gefidlles in PBS resuspensiert und erneut zentrifugiert.

Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, die Zellen danach in PBS einpipettiert.

Zur Herstellung von Zytozentrifugenpriiparaten aus neutrophilen Granulozyten
wurden Zellsuspensionen aus PBS und Granulozyten in einer Konzentration von ca.
5x10°/ml hergestellt. Die Zahlung der Zellen zur Konzentrationsbestimmung erfolgte

nach Pappenheim-Farbung in einer Neubauer-Zdhlkammer unter dem Mikroskop.



16

Nun wurde jede Kammer der Zytozentrifuge mit 100 pl der Zellsuspension beladen,
anschlieBend wurde mit 600 Umdrehungen/min 10 min zentrifugiert.

Die auf den Objekttrager zentrifugierten Zellen wurden luftgetrocknet und anschlieBend
4 min in 4°C kaltem Ethanol (95%) fixiert. Nach erneutem Lufttrocknen wurden die

Objekttrager in Frischhaltefolie verpackt und bei —20°C gelagert.

2.2.1.2 Herstellung von Pankreasschnitten

Als Antigen wurde humanes Pankreasgewebe der Blutgruppe 0 verwendet (siche
2.1.3.). Das gefrorene Gewebe wurde auf dem Schneidetisch des Kryotoms fixiert, bei
einer Temperatur von —16 bis —20°C in 5 pm dicke Préparate geschnitten und auf
Objekttrager aufgebracht. Danach wurden die Préparate luftgetrocknet und in Aceton/
Chloroform (1/1; v/v) iiber 4 min bei 4°C fixiert.

Die Objekttrager wurden in Frischhaltefolie verpackt und bei —20°C gelagert.

2.2.1.3 Herstellung von Saccharomyces cerevisiae Hefezellpriparaten

Die Anziichtung von Saccharomyces cerevisiae wurde auf YEPD (yeast extract-
peptone-dextrose) — Agarplatten durchgefiihrt. Zur Herstellung des Kulturmediums
wurden 1,1% Hefeextrakt, 2,2% Bacto-Pepton, 0,0055% Adenin-Sulfat und 2% Bacto-
Agar in einem Erlenmeyerkolben vermengt und autoklaviert; 2% Glukose wurde nach
separater Autoklavierung zugegeben. Nach Abkiihlen wurde das Medium zu
Kulturplatten gegossen und eine Suspension von Hefezellen in destilliertem Wasser
ausgestrichen. Anschlieend erfolgte die Bebriitung bei 30°C {iber mindestens 24
Stunden in einem Brutschrank. Die bebriiteten Agarplatten wurden bis zur weiteren

Verwendung mit Parafilm verschlossen maximal eine Woche bei 4°C aufbewahrt.

Zur Herstellung von Zytozentrifugenpriparaten wurden Saccharomyces cerevisiae
Kulturen von der YEPD-Agarplatte mit einer Impfschlinge entnommen, mehrmals mit
destilliertem Wasser bei 2500 g / 5 min (Hettich Zentrifuge Rotanta/RPC) gewaschen

und schlieBlich 125 mg der feuchten Hefezellen in 10 ml dest. Wasser suspensiert.
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In jede Kammer der Zytozentrifuge wurde 150 pl der Hefezellsuspension einpipettiert;
die Zentrifugation erfolgte tiber 5 min bei 500 Umdrehungen/min (hohe
Beschleunigung).

Nach Lufttrocknen bei Raumtemperatur wurden die Préparate fiir 10 min in reinem

Aceton fixiert und in Frischhaltefolie verpackt bei —20°C gelagert.

2.2.2 Mannanextraktion aus Saccharomyces cerevisiae fiir den Elisa-Test

(modifiziert nach Kocourek et al. [39])

Die Kultivierung der Hefezellen (Backhefe Vital Gold, Deutsche Hefewerke Hamburg/
Niirnberg) erfolgte in einem YEPD-Fliissigmedium (Herstellung siehe oben; ohne
Bacto-Agar) in 1 Liter Erlenmeyerkolben, wobei die Zellen bei 30°C unter
kontinuierlichem Schiitteln bei 200 Umdrehungen/min fiir mindestens 24 Stunden
bebriitet wurden.

Am Ende der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen durch Zentrifugation
bei 2500 g fiir 15 min (Beckman Zentrifuge Avanti J-25) und zweimaligem Waschen
mit destilliertem Wasser (2500 g/ 5 min) vom Kulturmedium getrennt.

100 g der feuchten Hefezellen wurden in 50 ml 0,02 M Natriumcitratpuffer (pH 7,0)
gelost und bei 125°C 90 min autoklaviert. Nach Abkiihlen erfolgte durch Zentrifugieren
(2500 g / 10 min) die Gewinnung der mannanhaltigen Oberphase, wihrend der
Bodensatz erneut in 75 ml des gleichen Puffers resuspensiert und oben beschriebenes
Vorgehen wiederholt wurde. Die beiden gewonnenen Oberphasen wurden
zusammengegeben und unter Rithren das gleiche Volumen an Fehlingscher Losung
zugesetzt. Der entstandene Kupfer-Mannan-Komplex wurde bei 2500 g / 5 min
abzentrifugiert, das Pellet in 7 ml 3 N Salzsdure unter Riihren aufgelost. Die
entstandene griine Losung wurde langsam unter kraftigem Riihren in 100 ml einer

Mischung aus Methanol und Essigsdure (8/1; v/v) gegeben.
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Der Mannan-Komplex wurde bei 2500 g / 5 min abzentrifugiert, die griine Oberphase
entfernt und das Prézipitat erneut mit frischem Methanol-Essigsduregemisch verriihrt.
Dieses Vorgehen wurde solange fortgesetzt, bis die Oberphase farblos war. Das Mannan
wurde schlieBlich bei 15000 g / 15 min gesammelt, mehrmals mit reinem Methanol
gewaschen (15000 g / 5 min) und bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Um eine
komplette Entfernung von Glukanen (einem weiteren Bestandteil der Hefezellwand) zu
gewihrleisten, wurde das trockene Mannan in destilliertem Wasser ( 1 g in 25 ml)
gelost, mit Fehlingscher Losung prizipitiert und wie oben beschrieben erneut
gewonnen.

Das Mannan wurde bei 4°C bzw. bei —20°C gelagert.

2.2.3 Antikorperdetektion

2.2.3.1 Indirekte Immunfluoreszenztechnik zur Detektion von pANCA, PAK und
ASCA

Die Zytozentrifugenpriaparate bzw. die Pankreasschnitte wurden aufgetaut und in eine
feuchte Kammer gelegt.

Jeweils 50 pl Serum wurde auf die Zellen pipettiert und die Objekttrager fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das zu untersuchende Serum wurde dabei folgendermaf3en
in PBS (pH 7,4) verdiinnt: pANCA- und PAK-Test 1/10; ASCA-Test 1/100; zur ASCA
Titerbestimmung seriell 1/200, 1/400, 1/800.

Nach dreimaligem Waschen in PBS (pH 7,4) wurden die Objekttrager vorsichtig mit
Zellstoffpapier abgetrocknet, wobei darauf zu achten war, dal3 die Zellen selbst immer
feucht blieben.
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Nun wurden 50 pl eines polyvalenten (IgA, IgG, IgM, Kappa, Lambda) Fluoreszein-
konjugierten Antihumanserums auf die Zellen aufgebracht und die Objekttriager fiir
weitere 30 min bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Das Antihumanserum
wurde dabei wie folgt in PBS (pH 7,4) verdiinnt: pANCA-Test 1/50; PAK-Test 1/25;
ASCA-Test 1/100. Zur Untersuchung der Antikorperklassen und Subklassen von ASCA
wurden Antihumanseren (FITC-konjugiert) in einer Verdiinnung von 1/20 (in PBS)
verwendet, die monospezifisch mit den Antikorperklassen IgA, IgG, IgM bzw. den
Subklassen IgG; und IgG,. reagieren.

Nach einem weiteren Waschgang (wie oben beschrieben) wurden die abgetrockneten
Objekttrager in Immuno-Mount eingebettet und mit Deckglidsern (24 / 60 mm)
versehen.

Die Auswertung erfolgte durch zwei unabhédngige Untersucher ohne vorherige Kenntnis
der Diagnose mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops bei 160-facher Vergroflerung.

Als Antikorper-Titer wurde die hochste Serumverdiinnung festgelegt, bei der die
Untersucher gerade noch ein positives Ergebnis erkennen konnten.

Zur Kontrolle wurde in jedem Untersuchungsgang ein sicher positives und negatives

Serum mitgetestet.
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2.2.3.2 ELISA-Test zur Detektion von ASCA

Das extrahierte Mannan (siehe 2.2.2.) wurde in Natriumcarbonat — Natriumbicarbonat
Puffer (pH 9,6; 50mM) in einer Konzentration von 0,5 pg/ml gelost.

Das zum Vergleich benutzte Mannan der Firma Sigma wurde in einer Konzentration
von 50 pg/ml verwendet.

Die Antigenbeschichtung der ELISA-Platte erfolgte mit 100 ul dieser Losung pro Well
iber 24 h bei 4°C. AnschlieBend wurden die Wells dreimal mit Waschpuffer I (PBS, pH
7,4 und 0,5% BSA) gewaschen und geblockt, danach die im gleichen Puffer verdiinnten
Seren (Verdiinnung 1/2000) einpipettiert (100 ul pro Well) und iiber 24 Stunden bei
4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer II (PBS, pH 7.4; 0,5%
BSA; 0,05% Tween 20) wurden pro Well 100 pl eines polyvalenten (IgA, IgG, IgM,
Kappa, Lambda) Peroxidase-konjugierten Antihumanserums in einer Verdiinnung von
1/1000 aufgetragen und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer I wurde die Enzymreaktion durch Zugabe
von jeweils 50 ul TMB-Substratlosung gestartet. Die Farbreaktion wurde nach 3 min
(bei Verwendung von Sigma-Mannan nach 4 min) durch jeweils 50 pl 25%
Schwefelsdure gestoppt und die Platte bei 450 nm in einem Platten-Lesegerit
ausgewertet.

Eine semiquantitative Bestimmung der Proben wurde mittels eines sehr stark
reagierenden Patientenserums erreicht, dessen Aktivitdt willkiirlich auf 2000 Einheiten
pro ml gesetzt und als Standard verwendet wurde. Jeder Untersuchungsgang enthielt
eine serielle Verdiinnungsreihe dieses Standardserums von 1/1000 bis 1/64000, die als
Aliquots bei —20°C gelagert wurden. Jeder Verdiinnung des Standardserums wurde
entsprechend der Vorgabe eine Konzentration (Einheiten/ml) zugeordnet und die
gemessene Extinktion gegen die Konzentration in einer semilogarithmischen Eichkurve
aufgetragen.

Mittels dieser Kurve wurden die Konzentrationen der Proben bestimmt.
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2.3 Statistische Auswertung

Als Lagemall wurde der Mittelwert, als Streumal} die Standardabweichung verwendet.
Die Brauchbarkeit und Zuverldssigkeit der untersuchten diagnostischen Verfahren
wurde mit Hilfe folgender MaB3zahlen analysiert:

Anhand der Sensitivitit (Mafl der Empfindlichkeit des Tests) wurde bestimmt, mit
welcher Wahrscheinlichkeit der Test bei Vorliegen einer Krankheit auch wirklich ein
positives Ergebnis zeigt. Sie wurde definiert als Zahl der kranken Testpositiven
dividiert durch die Gesamtzahl der Erkrankten.

Mit Hilfe der Spezifitit (Mal3 der Eindeutigkeit des Tests) wurde untersucht, wie sicher
der Test das tatsdchliche Vorliegen einer Krankheit anzeigt und nicht etwa falsch positiv
ist. Sie wurde definiert als Zahl der gesunden Testnegativen dividiert durch die
Gesamtzahl aller Gesunden.

Anhand des positiven Vorhersagewertes wurde die Wahrscheinlichkeit ermittelt, bei
Vorliegen eines positiven Testergebnisses auch wirklich erkrankt zu sein. Er wurde
definiert als Zahl der erkrankten Testpositiven dividiert durch die Gesamtzahl aller

Testpositiven.
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3 Ergebnisse

3.1 Autoantikorper gegen neutrophile Granulozyten im indirekten

Immunfluoreszenztest

3.1.1 Priavalenz von pANCA bei Patienten mit chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen

Perinukledre Antikorper gegen neutrophile Granulozyten (pANCA) sind durch eine

perinukledre Anfarbung in der Immunfluoreszenz charakterisiert (siche Abb. 1).

Abbildung 1: Antikorper gegen neutrophile Granulozyten (pANCA): Perinukledre Anfarbung der

Granulozyten in der indirekten Immunfluoreszenz
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Insgesamt wurden 376 Seren von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen auf diesen Antikdrper getestet, davon waren 91 (24,2 %) pANCA
positiv.

Fiir Patienten mit Colitis ulcerosa war pANCA ein serologischer Marker, der bei 67 der
110 (60,9 %) Patienten mit dieser Erkrankung auftrat.

Allerdings zeigte sich auch bei 24 von 266 (9%) Patienten mit Morbus Crohn pANCA
im Serum.

Wurden nur die antikOrperpositiven Seren beriicksichtigt, so konnte die Diagnose

Colitis ulcerosa zu 73,6% korrekt gestellt werden.

_— M. Crohn C. ulcerosa | Spezifitit PVW
n -
(n=266) (n=110) (C. ulcerosa)
pPANCA 24 67
91% 73,6%
positiv (9%) (60,9%)

Tabelle 1: Privalenz, Spezifitdt und positiver Vorhersagewert (PVW) von pANCA bei

Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen in der indirekten

Immunfluoreszenzmikroskopie
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3.1.2 Regionale Unterschiede in der Privalenz von pANCA

Die insgesamt 376 Seren von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
wurden gemil ihrer regionalen Herkunft in 3 Gruppen (Wiirzburg, Tiibingen, Ulm)
aufgeteilt.

Es zeigten sich sowohl in der Prévalenz von pANCA, als auch in der Spezifitit und im

positiven Vorhersagewert teils deutliche Unterschiede.

M. Crohn | C. ulcerosa | Spezifitit PVW

n=266 n=110 C. ulcerosa
e (n=266) | (n=110) ( )
PANCA positiv
Seren aus Wiirzburg 3 17
92,1% 85%
(MC=38/CU=22) (7,9%) (77,3%)
Seren aus Tiibingen 16 15
82,2% 48,4%
(MC=90/CU=21) (17,8%) (71,4%)
Seren aus Ulm 5 35
96,4% 87,5%
(MC=138/CU=67) (3,6%) (52,2%)

Tabelle 2: Privalenz, Spezifitit und positiver Vorhersagewert (PVW) von pANCA bei Patienten
mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen unterschiedlicher regionaler Herkunft in der

indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie
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3.2 Autoantikorper gegen Pankreassekret im indirekten

Immunfluoreszenztest

3.2.1 Pravalenz von PAK bei Patienten mit chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen

Antikorper gegen Pankreassekret (PAK) sind in der Immunfluoreszenz durch eine
Anfarbung in den Azini , z.T. auch in den Ausfiihrungsgédngen, charakterisiert (PAK I,
siche Abb. 2). Zum Teil liegt auch eine feingranulire Fluoreszenz {iiber den
Azinuszellen vor. Diese ebenfalls Morbus Crohn spezifische Anfarbung wird als PAK

Typ II klassifiziert (siche Abb. 3).

Abbildung 2: Antikorper gegen Pankreassekret Subtyp I (PAK I): Groftropfige Anfarbung im Lumen

der Azini in der indirekten Immunfluoreszenz
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Abbildung 3: Antikorper gegen Pankreassekret Subtyp I (PAK II): ,,Puderzucker“-dhnliche fein verteilte
Anfirbung tiber dem gesamten Pankreasgewebe mit groBtropfigen Anteilen im

Azinuslumen; indirekte Immunfluoreszenz

Insgesamt wurden 274 Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen auf
PAK untersucht, 69 (25,2%) davon waren antikorperpositiv.

Von den 206 Patienten mit Morbus Crohn waren 67 (32,5%) PAK positiv, wobei 35
(17%) Patienten nur PAK I und 18 Patienten (8,7%) nur PAK II positiv waren.

Bei 14 Patienten (6,8%) wurden beide Antikorper-Subtypen nachgewiesen.

In der Gruppe von 68 Patienten mit Colitis ulcerosa zeigte sich nur in 2 Féllen (2,9%)
ein PAK positives Ergebnis.

Betrachtete man nur die antikorperpositiven Seren, so waren 52,2% PAK I positiv,
27,5% PAK 11 positiv und 20,3% wiesen beide Antikdrper-Subtypen auf.

Bei hoher Spezifitét (97,1%), aber relativ niedriger Sensitivitét (32,5%) war der positive
Vorhersagewert fiir Morbus Crohn 97,1%.
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. M. Crohn | C. ulcerosa | Spezifitit PYVW
n —_
(n=206) (n=68) (M. Crohn)
35 1
PAKI positiv
(17%) (1,5%)
18 1
PAK II positiv
(8,7%) (1,5%)
PAK I+ PAK II 14 0
positiv (6,8%) (0%)
Gesamt-PAK 67 2
97,1% 97,1%
positiv 32,5%) (2,9%)

Tabelle 3: Priavalenz, Spezifitit und positiver Vorhersagewert (PVW) von PAK bei

Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen in der indirekten

Immunfluoreszenzmikroskopie
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3.3 Autoantikorper gegen Saccharomyces cerevisiae

3.3.1 Etablierung von ASCA im indirekten Immunfluoreszenztest

3.3.1.1 Priavalenz von ASCA bei Patienten mit chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen und anderen Autoimmunerkrankungen

Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae (ASCA) zeichnen sich in der

Immunfluoreszenz durch eine Anfarbung der Hefezellwand aus (sieche Abb. 4).

Abbildung 4: Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae (ASCA): Anfarbung der Zellwéinde der Hefen

in der indirekten Immunfluoreszenz
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Insgesamt wurden 233 Personen auf ASCA getestet, neben 165 Patienten mit chronisch
entziindlichen =~ Darmerkrankungen auch 38 Patienten  mit anderen
Autoimmunerkrankungen (AIE; genaue Differenzierung unter 2.1.1.) und 30 gesunde
Probanden. Von diesem Gesamtkollektiv waren 93 Personen (39,9%) ASCA positiv.

90 von 125 Patienten (72%) mit Morbus Crohn waren positiv in Bezug auf ASCA,
wobei dieser Antikdrper bei keinem Patienten mit Colitis ulcerosa oder anderen
Autoimmunerkrankungen nachzuweisen war.

3 gesunde Personen hatten niedrige Antikorper-Titer in der indirekten
Immunfluoreszenz.

Bei hoher Spezifitit (97,2%) konnte mit diesem Testverfahren bei 96,8% der

Testpositiven die Diagnose Morbus Crohn korrekt gestellt werden.

- M. Crohn | C. ulcerosa | Kontrollen| AIE | Spezifitit PYVW
n =
(n=125) (n=40) n=30) | (n=38) (M. Crohn)
ASCA 90 0 3 0
97,2 % 96,8%
positiv (72%) (0%) (10%) (0%)

Tabelle 4: Pravalenz, Spezifitdt und positiver Vorhersagewert (PVW) von ASCA bei Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und anderen Autoimmunerkrankungen (AIE) in

der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie
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3.3.1.2 Vergleich verschiedener Stimme von Saccharomyces cerevisiae

Um die Eignung als Antigen fiir ASCA zu ermitteln, wurden 5 Stdmme von
Saccharomyces cerevisiae (genaue Beschreibung der verwendeten Hefen unter 2.1.3.)
untersucht.

Die beste Diskrimination zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa bzw.
Kontrollseren gesunder Patienten wurde mit der Backhefe Vital Gold (Saccharomyces

cerevisiae cerevisiae) erzielt, die deshalb in dieser Studie zum Nachweis von ASCA

diente.
Backhefe Bierhefe Bierhefe Weinhefe 1| Weinhefe 2
n=20 (Vital gold) | (obergéhrig) | (untergéhrig)
ASCA positiv
M. Crohn 8 8 8 8 9
(n=11) (72,7%) (72,7%) (72,7%) (72,7%) (81,8%)
C. ulcerosa 0 3 1 2 2
(n=13) (0%) (60%) (20%) (40%) (40%)
Kontrollen 0 0 0 1 2
(n=4) (0%) (0%) (0%) (25%) (50%)

Tabelle 5: Priavalenz von ASCA bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen unter
Verwendung verschiedener Hefezellstimme als Antigen in der indirekten

Immunfluoreszenzmikroskopie
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3.3.1.3 Antikorpertiter von ASCA bei Morbus Crohn Patienten

In dieser Untersuchung wurden 30 ASCA positive Seren von Morbus Crohn Patienten
nach der Intensitit der Zellwandfluoreszenz bei Standardverdiinnung (1/100) in drei
Gruppen aufgeteilt und auf ihre Antikorpertiter getestet.

Die Titer bewegten sich zwischen 1/100 (Cut-off) und 1/800.

Der Mittelwert der Antikorpertiter betrug bei schwacher Zellwandanfiarbung (n = 8)
1/130, bei mittelstarker Anfiarbung (n =13) 1/400 sowie bei starker Anfarbung (n = 9)
1/650.

3.3.1.4 Antikorperklassen und Subklassen von ASCA bei Morbus Crohn

Patienten

In dieser Studie wurden insgesamt 16 ASCA positive Seren von Morbus Crohn
Patienten auf ihre Antikérperisotypen untersucht.

In allen Patientenseren war ASCA vom IgG-Subtyp, in den meisten Seren (94%) vom
IgG;-Typ, weniger haufig (37,5%) vom IgG,-Typ.

IgA Antikorper fanden sich lediglich in 19% der untersuchten Seren, IgM Antikdrper

waren nicht nachweisbar.
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3.3.2 Etablierung eines ASCA-ELISA-Tests

3.3.2.1 Priavalenz von ASCA bei Patienten mit chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen

Als Cut-off (94 Einheiten/ml; siche gestrichelte Linie) verwendeten wir den Mittelwert
plus die zweifache Standardabweichung von 30 Seren gesunder Personen (Kontrollen).
Insgesamt wurden 165 Seren von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen im Antimannan-ELISA untersucht.

95 (76%) der 125 Patienten mit Morbus Crohn waren ASCA positiv, wihrend nur bei
einem (2,5%) von 40 Patienten mit Colitis ulcerosa dieser Antikdrper in niedriger
Konzentration nachgewiesen werden konnte.

Der Mittelwert aller Seren von Morbus Crohn Patienten entsprach 552 Einheiten/ml,
wihrend der Mittelwert aller Seren von Patienten mit Colitis ulcerosa bei 34
Einheiten/ml lag.

ASCA erwies sich damit im ELISA-Test als sehr spezifisch (98,6%) fiir Morbus Crohn,

der positive Vorhersagewert fiir diese Erkrankung betrug 99%.
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Abbildung 5: Darstellung der Privalenz von ASCA bei Patienten mit chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen im ELISA-Test
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3.3.2.2 Vergleich der ELISA-Werte mit den Ergebnissen der indirekten

Immunfluoreszenzmikroskopie

Insgesamt wurden die Seren von 165 Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (Morbus Crohn = 125; Colitis ulcerosa = 40) und von 30 gesunden
Kontrollpersonen sowohl in der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie (IIF), als
auch mittels ELISA auf ASCA untersucht (siche auch 3.3.1.1. und 3.3.2.1.).

Die im indirekten Immunfluoreszenztest positiven Seren von Morbus Crohn Patienten
wurden nochmals nach der Hohe der Antikorpertiter in drei Gruppen aufgeteilt (siche
Abb. 6).

Anschlieend wurden alle Ergebnisse der beiden Testverfahren miteinander verglichen.
Bei insgesamt hoher Korrelation (Korrelationskoeffizient = 0,99) zwischen beiden
Methoden erlaubte es der semiquantitative ELISA die getesteten Seren genauer in
Bezug auf ASCA zu vergleichen. Auch im Bereich Sensitivitit, Spezifitit und
positivem Vorhersagewert fiir Morbus Crohn zeigte sich dieses Verfahren der

indirekten Immunfluoreszenztechnik leicht {iberlegen (siche Tabelle 6).
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Abbildung 6: Vergleich der ELISA-Werte beziiglich Mittelwert und Standardabweichung (SD) mit den
Ergebnissen der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie (IIF) bei 125 Morbus Crohn

Patienten
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-~ M. Crohn | C. ulcerosa | Kontrollen | Spezifitit PYVW
n —
(n=125) (n=40) (n=130) (M. Crohn)
IIF 90 0 3
95,7% 96,8%
ASCA positiv (72%) (0%) (10%)
ELISA 95 1 0
98,6% 99%
ASCA positiv (76%) (2,5%) (0%)

Tabelle 6: Vergleich zwischen indirekter Immunfluoreszenz (IIF) und ELISA beziiglich Priavalenz,

Spezifitiat und positivem Vorhersagewert (PVW) von ASCA bei Patienten mit chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen
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3.3.2.3 Vergleich unterschiedlicher Mannanpriparate

In dieser Untersuchung wurden zwei Mannane beziiglich ihrer Eignung als Antigen fiir
ASCA verglichen. Einmal ein Mannan, da3 nach der Methode von Kocourek et al. [39]
aus Hefezellen vom Stamm Saccharomyces cerevisiae cerevisiae (Backhefe Vital Gold)
extrahiert wurde, zum anderen ein Mannan aus Saccharomyces cerevisiae der Firma
Sigma (M 3640).

Getestet wurden insgesamt 33 im indirekten Immunfluoreszenztest ASCA positive bzw.
negative Seren von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten sowie ASCA
negativen gesunden Probanden. Die ASCA positiven Seren von Morbus Crohn
Patienten wurden nochmals nach der Hohe der Antikorpertiter in drei Gruppen
aufgeteilt (siche Tabelle 7).

Die Ergebnisse im ELISA-Test zeigten zwischen beiden Mannanen eine hohe
Korrelation (Korrelationskoeffizient = 0,99) bei dhnlich guter Diskrimination zwischen
den einzelnen Patientengruppen. Lediglich bei den Standardabweichungen (SD)
ergaben sich bei Verwendung des von uns extrahierten Mannans bei 4 von 7
untersuchten Patientenkollektiven teils deutlich niedrigere Werte.

Deshalb wurde dieses Mannan in der vorliegenden Studie zum Nachweis von ASCA

mittels ELISA-Technik verwendet.
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Extinktionen im ELISA (E/ml)

n =233 ASCA-IIF Selbstextrahiertes Mannan Sigma-Mannan
Mittelwert SD Mittelwert SD
positiv
Titer 1/400-1/800 708 152 803 254
(m=7)
positiv
Titer 1/200-1/400 420 90 404 175
M. Crohn (n=16)
positiv
Titer 1/100-1/200 187 35 162 89
(n=35)
negativ
65 21 61 18
(n=4)
positiv
123 66 89 43
(n=2)
C. ulcerosa
negativ
42 22 45 22
(n=7)
negativ
Kontrollen 14 1 21 6
(n=2)

Tabelle 7: Vergleich zweier Mannanpriparate anhand der Extinktionen im ELISA. Getestet wurden
insgesamt 33 im indirekten Immunfluoreszenztest (IIF) ASCA positive bzw. negative Seren
von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten sowie ASCA negativen gesunden

Probanden. Die ASCA positiven Seren von Morbus Crohn Patienten wurden nochmals nach

der Hohe der Antikorpertiter in drei Gruppen aufgeteilt.
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3.3.2.4 Abhingigkeit des ASCA-Titers von der Krankheitsaktivitit

Untersucht wurden insgesamt 40 Patienten mit Morbus Crohn.

20 Patienten wiesen eine hohe Krankheitsaktivitdt auf (CDAI > 100), 14 davon wurden
mit Steroiden behandelt.

Die anderen 20 Patienten zeigten eine niedrige Krankheitsaktivitdit (CDAI < 100) und
befanden sich nicht unter Steroidtherapie.

Weder in der Pravalenz von ASCA, noch im Bereich der Meflwerte sowie in Mittelwert
und Standardabweichung (SD) lie8 sich im ELISA-Test ein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Patientenkollektiven feststellen.

Hohe Krankheitsaktivitit | Niedrige Krankheitsaktivitit
CDAI> 100 CDAI < 100
n=40 (+ Steroidgabe) Keine Steroidgabe
(n=20) (n=20)
ASCA 16 18
positiv (80%) (90%)
Bereich (E/ml) 26 - 1840 16 - 2284
Mittelwert (E/ml) 429 672
SD (E/ml) 530 637

Tabelle 8: Vergleich von Morbus Crohn Patienten mit hoher bzw. niedriger Krankheitsaktivitit im
ELISA-Verfahren. Es ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Patientenkollektiven.
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3.4 Bedeutung einer kombinierten serologischen Untersuchung fiir die

Differentialdiagnose chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

Aus dem Gesamtkollektiv der 510 Seren von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen wurden 165 stichprobenartig ausgewéhlt und kombiniert auf
pANCA und ASCA sowie auf pANCA, PAK und ASCA untersucht. Aufgrund der
hoheren Sensitivitit und Spezifitdit wurde zum Nachweis von ASCA die ELISA-
Technik verwendet.

Die drei untersuchten Antikorper konnten bei insgesamt 141 (85,4%) der CED-
Patienten nachgewiesen werden. Bei 24 (14,6%) Patienten lieen sich keine Antikorper
finden.

Insgesamt waren 95 (76%) der 125 Seren von Morbus Crohn Patienten ASCA positiv
(siche auch 3.3.2.1. und 3.3.2.2.).

Was die Korrelation von ASCA mit den anderen CED-spezifischen Antikorpern betraf,
so ergaben sich folgende Ergebnisse: 37 (29,6%) der Seren von Morbus Crohn
Patienten waren PAK positiv, 30 dieser Seren (81,1%) auch positiv in Bezug auf
ASCA. Von den 40 Seren von Patienten mit Colitis ulcerosa waren 27 (67,5%) pANCA
positiv, davon nur ein Serum (3,7%) in niedriger Konzentration auch ASCA positiv.
Seren mit hohen Titern fiir pANCA und gleichzeitig hohen ASCA-Konzentrationen
wurden in dieser Studie nicht gefunden.

Bei gleichzeitiger Bestimmung von zwei bzw. drei Antikorpern konnte im Vergleich
zum Einzeltest eine Verbesserung der Spezifitdt und des positiven Vorhersagewertes
erzielt werden, allerdings beim dreifach kombinierten Antikorpertest auf Morbus Crohn
deutlich zu Lasten der Sensitivitét (23,2%) gegeniiber dem alleinigen ASCA-Nachweis
(76% im ELISA).
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. M. Crohn | C. ulcerosa | Spezifitit PVW
n =
(n=125) (n=40) M. Crohn | C. ulcerosa
PANCA negativ - 0
ASCA (ELISA) 100% 100%
(70,4%) (0%)
positiv
ANCA positiv
P P 9 26
ASCA (ELISA) 92,8% 74,3%
(7,2%) (65%)
negativ
pANCA negativ
PAK positiv 29 0
100% 100%
ASCA (ELISA) | (23,2%) (0%)
positiv
pANCA positiv
PAK negativ 9 26
92,8% 74,3%
ASCA (ELISA) (7,2%) (65%)
negativ

Tabelle 9: Sensitivitdt, Spezifitdt und positiver Vorhersagewert (PVW) einer kombinierten serologischen
Untersuchung bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Die Detektion
von pANCA und PAK erfolgte mittels der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie, ASCA

wurden im ELISA-Test nachgewiesen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie befassten wir uns mit der Frage, ob spezifische
Autoantikorper allein und in Kombination miteinander fiir die Differentialdiagnose
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen hilfreich sein konnen.

Um als diagnostischer Marker von maximalem Nutzen zu sein, sollten die
Autoantikdrper eine moglichst hohe Sensitivitdit und Spezifitit beziiglich der
betreffenden Krankheit besitzen. Auch sollte der Vorhersagewert beziiglich der
Erkrankung hoch sein und ein negatives Testergebnis sollte die Krankheit idealerweise
sicher ausschlieBen.

Inwieweit diese Kriterien mit den drei untersuchten serologischen Markern erfiillt

werden konnen, soll nun im folgenden néher erortert werden.

4.1 Autoantikorper gegen Saccharomyces cerevisiae

Verschiedene Arbeitsgruppen haben Antikdrper gegen Saccharomyces cerevisiae bei
Morbus Crohn beschrieben [33, 34, 35, 40]. Die Antikorper-Titer gegen Saccharomyces
cerevisiae bei Patienten mit Morbus Crohn waren signifikant hoher als bei Patienten mit
Colitis ulcerosa oder bei Kontrollen.

Wir konnten in unserer Studie diese Ergebnisse bestétigen, wobei wir zur Detektion von
ASCA zwei unterschiedliche Methoden verwendeten.

In der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie konnten wir ASCA bei 72% der
Morbus Crohn Patienten nachweisen, jedoch bei keinem Patienten mit Colitis ulcerosa
oder anderen Autoimmunerkrankungen. 3 gesunde Probanden (10%) wiesen niedrige
Antikorpertiter auf.

Im ELISA-Test mit Mannan aus Saccharomyces cerevisiae lie3 sich ASCA sogar bei
76% der Patienten mit Morbus Crohn nachweisen, hingegen nur bei einem Patienten mit

Colitis ulcerosa (2,5%) und bei keiner gesunden Kontrollperson.
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Die Ergebnisse der beiden Detektionsverfahren korrelierten insgesamt gut miteinander
(Korrelationskoeffizient = 0,99), allerdings erlaubte der ELISA eine semiquantitative
Analyse und zeigte sich der indirekten Immunfluoreszenztechnik sowohl in Bezug auf
Sensitivitit (76% zu 72%), als auch beziiglich Spezifitit (98,6% zu 97,2%) und
positivem Vorhersagewert (99% zu 96,8%) leicht iiberlegen und ist deshalb zur
Detektion von ASCA zu priferieren.

ASCA stellte sich somit, im Gegensatz zu PAK, nicht nur als hochspezifischer, sondern
auch als relativ sensitiver serologischer Marker fiir Morbus Crohn heraus.

Diese hohe Sensitivitdit und Spezifitit wurde auch schon von anderen Autoren
beschrieben [33, 34, 35].

Um die Eignung als Antigen fir ASCA zu testen, verglichen wir 5 verschiedene
Stamme von Hefezellen (1 Backhefe, 2 Bierhefen, 2 Weinhefen) in der indirekten
Immunfluoreszenz miteinander sowie im ELISA ein von uns selbst extrahiertes Mannan
mit einem kommerziell vertriebenen Mannan der Firma Sigma.

Wir fanden heraus, daB3 sich in der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie die beste
Diskrimination zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa bzw. gesunden Personen
mit einem bestimmten Backhefestamm (Saccharomyces cerevisiae cerevisiae) erzielen
1aBt. Dieser Unterschied in der antigenen Wirkung verschiedener Stimme von
Saccharomyces cerevisiae wurde schon in anderen Arbeiten beschrieben [34, 35] und ist
wahrscheinlich auf den unterschiedlichen Mannangehalt der Hefezellstimme
zuriickzufiihren.

Die Ergebnisse im ELISA-Test zeigten zwischen den beiden getesteten Mannanen eine
hohe Korrelation (Korrelationskoeffizient = 0,99) bei dhnlich guter Diskrimination
zwischen den einzelnen Patientengruppen. Lediglich bei den Standardabweichungen
(SD) ergaben sich bei Verwendung des von uns extrahierten Mannans bei 4 von 7
untersuchten Patientenkollektiven teils deutlich niedrigere Werte. Allerdings wire wohl
bei weiterer Optimierung der Testmethode kein signifikanter Unterschied mehr in den

Standardabweichungen nachweisbar.
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Bei ndherer Betrachtung von ASCA beziiglich ihrer Antikorperklassen und Subklassen
fanden wir in allen untersuchten ASCA positiven Seren Antikdrper vom IgG-Isotyp
(zum iiberwiegenden Teil IgG;), in 19% der Seren IgA und in keinem Patientenserum
IgM. Schon 1988 haben Main et al. signifikant erhohte IgG und IgA Titer gegen
Saccharomyces cerevisiae bei Morbus Crohn Patienten im Vergleich zu Colitis ulcerosa
Patienten und Kontrollen beschrieben [33]. Nach Barnes und Giaffer hat die IgA-
Antwort auf Saccharomyces cerevisiae eine wichtige Bedeutung fiir die
Differentialdiagnose Morbus Crohn — Colitis ulcerosa [40, 41].

In unserer Untersuchung lie} sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen ASCA-
Titer und Krankheitsaktivitit feststellen.

Auch in den meisten Studien anderer Autoren korrelierte ein positiver ASCA-Titer nicht
mit klinischen Parametern wie Lokalisation des Darmbefalls und Krankheitsaktivitit,
obwohl ASCA nach den Ergebnissen zweier Studien bei Patienten mit Diinndarmbefall
hiufiger vorzukommen scheint [35, 40].

Es gibt deshalb momentan keinen Anhalt dafiir, da3 ASCA eine Rolle in der
Pathogenese von Morbus Crohn spielt, jedoch kénnte nach einer klinischen Studie die
Aufnahme von Béckerhefe durch die Induktion einer Hypersensitivitéts-Reaktion einen
EinfluB3 auf die Krankheitsaktivitdt von Morbus Crohn haben. Diese Reaktion konnte
nach Meinung der Autoren entweder durch einen direkten Effekt auf die
Darmschleimhaut oder als Folge einer Kreuzreaktivitit zwischen Saccharomyces
cerevisiae und einem noch unbekannten Mikroorganismus, z.B. den ebenfalls
mannanhaltigen atypischen Mykobakterien, ausgelost werden [42].

Intestinale Antigene, wie Nahrungs- oder Bakterienantigene, scheinen eine wichtige
Rolle in der Pathogenese von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen spielen. Der
Verlust der immunologischen Toleranz gegeniiber solchen Antigenen gilt derzeit als
eines der wichtigsten pathogenetischen Konzepte bei diesen Erkrankungen. Seibold et
al. konnten nachweisen, dafl andere Antikdrper wie pANCA moglicherweise aufgrund
einer Kreuzreaktivitdt mit bakteriellen Antigenen entstanden sein konnten [43].

So konnte man ASCA als pathologische Reaktion auf Zellwandkomponenten von
Hefezellen, Bakterien oder Mykobakterien sowie auf &dhnliche menschliche Antigene

erklaren.



44

In zwei anderen Arbeiten zeigte sich die Antikorperreaktion nur auf Saccharomyces
cerevisiae, nicht aber auf andere Antigene wie Gliadin, Ovalbumin oder Candida
albicans. Das wirft die Vermutung auf, dal die Entwicklung dieser Antikorper nicht
einfach das Resultat einer generalisierten Erhohung der intestinalen Permeabilitit
darstellt [34, 44].

Zusammenfassend kann man sagen, dal ASCA aufgrund seiner hohen Spezifitit und
wegen des hohen positiven Vorhersagewertes fiir die Differentialdiagnose chronisch
entzlindlicher Darmerkrankungen durchaus hilfreich sein kann und im Vergleich zu
PAK auch eine deutlich hohere Sensitivitdt aufweist. Im Gegensatz zu PAK kdnnte man
ASCA deshalb moglicherweise auch zur Erstdiagnose eines Morbus Crohn
nutzbringend einsetzen.

AulBlerdem scheint sich mittels ASCA in Verbindung mit einem bestimmten Tumor-
nekrosefaktor (TNF) Mikrosatelliten auch eine Subgruppe von Colitis ulcerosa

Patienten definieren zu lassen, die resistent gegentiber Anti-TNF-Therapie ist [45].
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4.2 Autoantikorper gegen neutrophile Granulozyten

Perinukleédre antineutrophile zytoplasmatische Antikorper (pANCA) wurden in der
Vergangenheit aufgrund ihrer hohen Pridvalenz bei Patienten mit Colitis ulcerosa
intensiv untersucht.

In dieser Studie konnte pANCA bei rund 61% der Patienten mit Colitis ulcerosa
nachgewiesen werden, wenn nur Titer hoher 1/10 Beriicksichtigung fanden.

Von den Patienten mit Morbus Crohn waren hingegen nur 9% pANCA positiv.

In Studien anderer Autoren variierte die Pravalenz von pANCA zwischen 23% und 88%
bei Colitis ulcerosa und 0% bis 43 % bei Morbus Crohn [19, 20, 21, 23, 25, 26, 27, 28,
46, 47, 48, 49].

Diese hohe Variationsbreite in den Ergebnissen verschiedener Studien scheint
hauptséchlich zwei Griinde zu haben.

Zum einen methodische Unterschiede in der pANCA-Detektion, wobei man die hochste
Sensitivitdt fiir pANCA mit Zytozentrifugenpréparaten von sorgfiltig gewaschenen
Granulozyten erreicht.

Zum anderen gibt es Hinweise darauf, daBl die Prdvalenz von pANCA
populationsabhéngig ist. Vergleicht man Studien aus unterschiedlichen Regionen der
Erde (Australien, Nordamerika, Frankreich, Grof3britannien, Spanien und Deutschland),
so stellt man fest, dall die Frequenzen von pANCA bei CU-Patienten teilweise erheblich
differieren [19, 20, 21, 23, 25, 26, 27, 47, 48, 49].

In unserer Studie konnten wir nachweisen, da3 es auch innerhalb einer Population
regionale Unterschiede in der Haufigkeit von pANCA gibt.

So bewegten sich die Pravalenzen von pANCA in drei deutschen Regionen (Wiirzburg,
Tiibingen, Ulm) bei CU-Patienten zwischen 52% und 77% und bei MC-Patienten
zwischen 4% und 8%. Auch in Bezug auf Spezifitit und positiven Vorhersagewert fiir
Colitis ulcerosa zeigten sich teilweise deutliche Unterschiede zwischen den
Patientengruppen. Nach Yang et al. konnten diese Differenzen in der Privalenz von
pANCA im unterschiedlichen genetischen Hintergrund der untersuchten Populationen
liegen und moglicherweise mit den HLA Klasse II Genen in diesen Bevdlkerungen

verkniipft sein [50].
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Aufgrund der nur mittelmaBigen Sensitivitit von 61% ist der pANCA-Test zur
Diagnose einer Colitis ulcerosa als Screening-Untersuchung bei Patienten mit
Durchfallerkrankungen weniger geeignet.

Die Spezifitit von pANCA beziiglich der Differentialdiagnose Morbus Crohn — Colitis
ulcerosa ist mit 91% als hoch zu bewerten, jedoch liegt der positive Vorhersagewert fiir
Colitis ulcerosa nur bei rund 74%.

Durch weiteres Anheben der Cut-off-Titer konnte diese Spezifitidt noch weiter gesteigert
werden, was aber mit einem deutlichen Verlust an Sensitivitit einhergehen wiirde.

Auch muB beriicksichtigt werden, daB pANCA auch bei anderen Erkrankungen wie
PSC (primér sklerosierende Cholangitis), PBC (primér bilidre Zirrhose) und
autoimmuner Hepatitis vorkommen kénnen [21, 23], auch bei Patienten mit anteriorer
Uveitis [51], bet HIV-Infizierten [52] sowie bei Patienten mit mikroskopischer
Panarteriitis wurde dieser Antikorper gefunden.

Bei Bestehen einer solchen Erkrankung konnen pANCA nicht zuverldssig fiir die
Differentialdiagnose chronisch entziindlicher Darmerkrankungen verwendet werden.
Weiterhin ist zu beachten, dafl es bei pANCA positiven MC-Patienten eine Subgruppe
mit linksseitiger Colitis zu geben scheint, die CU-Kennzeichen aufweist [53].

Leider ist derzeit das Antigen, mit welchem pANCA reagieren, noch nicht bekannt. Es
ist zu erwarten, da3 nach der Charakterisierung des Antigens sensitivere Tests, z.B. in
Form eines ELISA, entwickelt werden konnen. Weitere Studien miissen dann zeigen, ob
diese Tests in der Lage sind, die Spezifitdt und vor allem die Sensitivitit gegeniiber der

Immunfluoreszenz zu erhéhen.
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4.3 Autoantikorper gegen Pankreassekret

In der vorliegenden Untersuchung konnten wir PAK mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie bei rund einem Drittel (32%) der Patienten mit Morbus
Crohn nachweisen. Hingegen waren nur 2 Patienten mit Colitis ulcerosa (ca. 3%)
positiv beziiglich dieses Antikorpers. Damit korrelierten unsere Ergebnisse gut mit den
Ergebnissen fritherer Studien [29, 30, 32].

Die PAK verteilten sich zu ca. 52% auf PAK I, zu ca. 28% auf PAK II und rund 20%
der antikorperpositiven Seren zeigten beide PAK-Unterformen, wobei die Bedeutung
dieser unterschiedlichen Fluoreszenzmuster noch unklar ist.

Mit einer Spezifitit von rund 97% konnten wir die Meinung anderer Autoren bestétigen,
daB es sich bei PAK um einen hochspezifischen Marker fiir Morbus Crohn handelt
[29,30,32]. Seibold et al. zeigten in einer Arbeit, daBl sich PAK bei anderen
gastrointestinalen Erkrankungen (Sprue, Kolon-Ca, Pankreatiden, Hepatitiden, PBC,
PSC), bei Autoimmunerkrankungen (Hashimoto-Thyreoiditis, Lupus erythematodes,
Rheumatoide Arthritis, Sjogren Syndrom) sowie bei Gesunden nicht nachweisen lassen
[30].

Aufgrund der niedrigen Sensitivitit von rund 32% ist die serologische Untersuchung auf
PAK zur Erstdiagnose eines Morbus Crohn nur unzureichend geeignet, da bei Verdacht
auf diese Erkrankung immerhin zwei Drittel der tatsdchlich Erkrankten nicht erfasst
werden wiirden.

Im Falle eines positiven Antikorpernachweises kann der PAK-Test allerdings aufgrund
der hohen Spezifitit durchaus sehr hilfreich beziiglich der Differentialdiagnose
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen sein und ermoglicht dann tatsachlich bei ca.

97% der Patienten eine korrekte Zuordnung der Diagnose.
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4.4 Bedeutung einer kombinierten serologischen Untersuchung fiir die

Differentialdiagnose chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

In unserer Studie fithrten wir eine kombinierte Untersuchung auf pANCA und ASCA
bzw. auf pANCA, PAK und ASCA durch, wobei wir zur Detektion von ASCA den
ELISA-Test verwendeten.

Die drei untersuchten Antikdrper konnten bei insgesamt 141 (85,4%) der 165 getesteten
CED-Patienten nachgewiesen werden. Bei 24 (14,6%) Patienten lieBen sich keine
Antikorper finden.

In Bezug auf Morbus Crohn fiihrte die gleichzeitige Bestimmung von pANCA und
ASCA im Vergleich zum Einzeltest (auf ASCA) zu einer Zunahme der Spezifitidt und
des positiven Vorhersagewertes auf 100%. Die Sensitivitét (rund 70%) verminderte sich
im Vergleich zum alleinigen ASCA-Nachweis (76% im ELISA) dabei nicht bedeutend.
Bei einem pANCA negativen und ASCA positiven Testergebnis der Zweierkombination
lieB sich in allen Féllen Morbus Crohn korrekt von Colitis ulcerosa abgrenzen, was fiir
die wichtige Bedeutung dieser Testmethode beziiglich der Differentialdiagnose
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen spricht.

Hinsichtlich der Diagnose eines Morbus Crohn brachte eine kombinierte Testung auf
alle drei Antikorper im Vergleich zur Zweierkombination, bei identischer Spezifitdt und
positivem Vorhersagewert, einen deutlichen Abfall der Sensitivitidt von rund 70% auf
rund 23%.

Im Hinblick auf Colitis ulcerosa konnte man mit einer kombinierten Detektion von
pANCA und ASCA eine Erhohung der Spezifitit auf rund 93% und des positiven
Vorhersagewertes auf rund 74% im Vergleich zum Einzeltest (auf pANCA) erzielen.
Der zusitzliche Nachweis von PAK lieferte im Vergleich zur Zweierkombination

unveranderte Ergebnisse.
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Die kombinierte Untersuchung auf pANCA und ASCA wurde schon von Quinton et al.
als hilfreich fiir die Differentialdiagnose chronisch entziindlicher Darmerkrankungen
beschrieben: Ein positiver ASCA-Test kombiniert mit einem negativen pANCA-Test
wies in dieser Arbeit eine Spezifitit von 97% und einen positiven Vorhersagewert von
96% fiir Morbus Crohn auf. Ein negativer ASCA-Test zusammen mit einem positiven
pANCA-Test hatte ebenfalls eine Spezifitdit von 97% und einen positiven
Vorhersagewert von 92,5% fiir Colitis ulcerosa [54]. Gegeniiber dem Einzeltest lief3
sich damit eine Zunahme der Spezifitit und des positiven Vorhersagewertes erreichen,
allerdings auf Kosten der Sensitivitit.

In Analogie zu der oben besprochenen Kombinationstestung konnten wir auch
beziiglich unserer kombinierten Untersuchungen auf pANCA und ASCA bzw. auf
pANCA, PAK und ASCA einen hohen diagnostischen Wert fiir die Differentialdiagnose
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen nachweisen. Die gemeinsame Bestimmung
von pANCA und ASCA erwies sich dabei der kombinierten Untersuchung auf alle drei
Antikorper iiberlegen, da die Hinzunahme von PAK lediglich zu einer deutlichen

Verminderung der Sensitivitdt auf Morbus Crohn fiihrte.
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5 Zusammenfassung

Die Differentialdiagnose Morbus Crohn — Colitis ulcerosa kann gelegentlich
Schwierigkeiten bereiten. Bislang gibt es keine serologischen Marker, die ausreichend
spezifisch und sensitiv sind, um eine sichere Diagnosestellung dieser Erkrankungen zu
ermdglichen.

In der vorliegenden Studie wurde die Bedeutung der drei Autoantikérper pANCA, PAK
und ASCA fiir die Differentialdiagnose dieser chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen untersucht. Als Detektionsverfahren wurde die indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet und zum Nachweis von ASCA auch ein
ELISA-Test etabliert.

Im Gegensatz zu anderen bisher bei CED beschriebenen Antikdérpern zeichneten sich
die drei untersuchten Antikorper durch eine hohe Krankheitsspezifitit aus (pANCA =
91%; PAK = rund 97%; ASCA = rund 97% (IIF), 98,6% (ELISA)).

Aufgrund der eingeschrinkten Sensitivitéit, besonders bei PAK (32,5%) und pANCA
(ca. 61%), scheinen diese Marker zur Erstdiagnose eines Morbus Crohn bzw. einer
Colitis ulcerosa bei Erkrankungsverdacht weniger geeignet zu sein, da bei
antikdrpernegativen Patienten nicht sicher eine CED ausgeschlossen werden kann.
Lediglich der ASCA-Test, vor allem im ELISA-Verfahren, konnte mit einer recht hohen
Sensitivitdt von 76% im ELISA und 72% in der IIF auch zu diesem Zweck geeignet
sein. Die Ergebnisse der beiden Detektionsverfahren korrelierten insgesamt gut
miteinander (Korrelationskoeffizient = 0,99), allerdings erlaubte der ELISA eine
semiquantitative Analyse und zeigte sich der indirekten Immunfluoreszenztechnik in
den Testergebnissen leicht iiberlegen und ist deshalb zur Detektion von ASCA zu
préferieren.

ASCA stellte sich somit, im Gegensatz zu PAK, nicht nur als hochspezifischer, sondern

auch als vergleichsweise sensitiver serologischer Marker fiir Morbus Crohn heraus.
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Wir konnten in unserer Studie keinen signifikanten Zusammenhang zwischen ASCA-
Titer und Krankheitsaktivitit feststellen, was gegen eine Beteiligung dieses Antikorpers
an der Pathogenese von Morbus Crohn spricht. Erkliren konnte man ASCA als
pathologische Reaktion auf Zellwandkomponenten von Hefezellen, Bakterien oder
Mykobakterien sowie auf dhnliche menschliche Antigene. Die Entwicklung dieser
Antikorper scheint jedenfalls nicht einfach das Resultat einer generalisierten Erh6hung
der intestinalen Permeabilitdt zu sein.

Bei einem positivem Antikdrpernachweis lie3 sich mit den untersuchten serologischen
Markern, besonders mit PAK und ASCA, bei den meisten Patienten eine korrekte
Zuordnung der Diagnose erzielen (pANCA = 73,6%; PAK = rund 97%; ASCA = 96,8%
(IIF), 99% (ELISA)). Bei pANCA sind allerdings teils deutliche regionale Differenzen
in den Ergebnissen zu beriicksichtigen, die wahrscheinlich im unterschiedlichen
genetischen Hintergrund der untersuchten Populationen liegen.

Die gleichzeitige Bestimmung von zwei (pANCA und ASCA) bzw. aller drei
Antikorper fiihrte zu einer weiteren Verbesserung der Spezifitit und des positiven
Vorhersagewerts beziiglich einer der beiden Erkrankungen. Mit Hilfe der kombinierten
serologischen Untersuchungen auf Morbus Crohn konnte eine Spezifitit und ein
positiver Vorhersagewert von jeweils 100% beziiglich dieser Krankheit erreicht werden.
Mit der vorliegende Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die untersuchten Antikorper eine
klinisch relevante Bedeutung fiir die Differentialdiagnose chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen haben. Selbstverstindlich konnen diese serologischen Parameter
keinesfalls einen Ersatz fiir klinische, endoskopische, radiologische und histologische
Diagnosekriterien darstellen. Dennoch konnen sie bei einer Colitis indeterminata oder

auch bei der Erstdiagnose von CED wichtige diagnostische Hinweise geben.
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