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1 Einleitung

1.1 Morbus Crohn und Caoalitis ulcerosa: Krankheitshild

Be Morbus Crohn (M.C.) und Colitis ulcerosa (C.U.) handdlt es sich um chronisch
entzindliche Darmerkrankungen (CED) mit schubformigem Verlauf und mit bislang
ungeklarter Atiologie. Der Morbus Crohn wurde erstmals 1932 durch B. Crohn, L. Ginsburg
und G.D. Oppenheimer in New York beschrieben. Die Krankheit ist gekennzeichnet durch
einen segmentalen, diskontinuierlichen Befall des Gastrointestinaltraktes. Prinzipiell kann jeder
Tell des Verdauungstraktes von der Mundhohle bis zum Analkanal befallen werden. In 40-55%
sind DUnn- und Dickdarm befallen. Eine aleinige Betelligung des Dinndarms liegt in ca. 30
40% der Falle vor, wahrend ein ausschliellicher Befadl des Kolons nur in 1525% in
Erscheinung tritt (Kornbluth 1998). Sehr haufig ist das terminae Ileum beteiligt, weshalb die
Erkrankung auch als Ileitis terminalis bezeichnet wird.

Histologisch imponiert der M.C. as eine transmurale chronische Entziindung. Das entziindliche
Infiltrat beinhaltet Histiozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen (Kornbluth
1998). Pathognomisch fir den M.C. sind die nicht verkdsenden Granulome mit Epitheloid- und
Riesenzellen, die alerdings nur bei ca. 60% der Patienten nachweisbar sind (Riede 1995). An
der entzindlichen Reaktion sind auch die Serosa, das Peritoneum, regionae Lymphknoten und
das Mesenterium, welches sich typischerweise verdickt, 6dematts und verfettet présentiert,
beteiligt (Kornbluth 1998). Klinisch auf3ert sich die Erkrankung vor alem durch héufige
Diarrhoen und Schmerzen im unteren rechten Quadranten des Abdomens, Gewichtsabnahme,
Fieber und Anamie.

Als Komplikationen treten hauptsachlich Fisteln und fibrostenotische Obstruktionen auf. Die
Fisteln bilden sich meist enteroenteral, ileocaecal oder ileosigmoidal, selten zwischen Kolon
und oberem Gastrointestinaltrakt. Ebenso konnen Fisteln zur Blase, Vagina, zum
Retroperitonealraum oder enterokutan entstehen (Kornbluth 1998). Weitere Komplikationen
sind Obstipation, Abszesse und perianae Fissuren. Gastrointestinale Blutungen treten seltener
auf asbe Colitis ulcerosa (Kornbluth 1998).

Die Erstbeschreibung der Coalitis ulcerosa erfolgte 1859 durch Samud Wilks in
London. Im Gegensatz zu Morbus Crohn ist die Erkrankung auf Kolon, Sigmoid oder Rektum
beschrankt, beginnt meist im Rektum und breitet sich kontinuierlich oralwarts aus. Histologisch
Uberschreitet die chronische Entziindung nicht die Mukosa, nur bel einer akuten Dilatation kann
sich das entzindliche Infiltrat bis in die Muskularis ausdehnen (Jewell 1998). Im Verlauf der
Entziindung entstehen punktformige Ulzera, die sich vergrolRern, die Mukosa wird



hémorrhagisch und spéter atrophisch, sich Gberschief3end regenerierendes Epithel bildet
Pseudopolypen (Jewell 1998).

Typische Kklinische Symptome sind rektale Blutung, Diarrhoe mit Mukus, Blut und Eiter,
Bauchschmerzen, Ubelkeit und Gewichtsverlust. Eine Langzeitkomplikation der Colitis
ulcerosaist das ca. 20fach erhohte Risiko eines Kolon-Karzinoms (Bérner 1998).
Extraintestinale Manifestationen sind dem Morbus Crohn und der Coalitis ulcerosa gemeinsam,
wobei Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum, primér sklerosierende Cholangitis (PSC),
entzindliche Gelenkschmerzen, héufig im Ileosakralgelenk, und entziindliche Veranderungen
der Augen wie z.B. Iridozyklitis und Konjunktivitis auftreten konnen (Kornbluth 1998). Diese
Begleiterkrankungen weisen auf ein autoimmunologisches Geschehen in der Pathogenese hin
(Riede 1995).

Diagnostiziert werden der Morbus Crohn oder die Calitis ulcerosa anhand klinischer Befunde,
radiologischer und sonographischer Kriterien, der Endoskopie und der Histologie von Biopsien.
In den letzen Jahren wird zunehmend versucht, krankheitsspezifische Antikorper zur
Differentia diagnose zu Rate zu ziehen (Shanahan 1997).

Bel ca. 10-12% der Patienten mit chronischer Kolitis (Quinton 1998) ist eine Zuordnung mittels
klinischer, endoskopischer und histologischer Kriterien nicht moglich, was as Colitis
indeterminata bezeichnet wird.

1.2 Epidemiologie

Weltweit besteht eine geographisch unterschiedliche Préavalenz der chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen: Die Inzidenz in den USA, Nordeuropa, Australien und
Neuseeland ist gegentiber der tbrigen Welt erhoht, vor alem der Morbus Crohn wird eher in
urbanen as in landlichen Regionen angetroffen (Borner 1998). In bestimmten
Bevolkerungsgruppen, z.B. bei Juden, ist die Inzidenz ebenfals erhoht. Uber
geschlechtsspezifische Unterschiede wird aber nicht berichtet (Kornbluth 1998). Wahrend die
Inzidenz der Colitis ulcerosa aktuell ein Plateau erreicht hat, erhdhte sich die des Morbus Crohn
im gleichen Zeitraum (Kornbluth 1998). Fir Morbus Crohn betragt die Inzidenz 3-9/100 000,
die Pravalenz 30-50/ 100 000 (Borner 1998). Die Colitis ulcerosa weist eine Inzidenz von 5/100
000 und eine Pravalenz von 50/100 000 auf (Borner 1998). CED treten vor alem bel jungen
Menschen auf (Gipfel in der 2. und 3. Lebensdekade), ein zweiter Gipfe liegt im 8.
L ebengahrzehnt (Kornbluth 1998).



1.3 Atiologie und Pathogenese des M orbus Crohn

Trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung ist die Atiologie des Morbus Crohn noch
immer ungeklart. Heute geht man davon aus, dal3 an der Entstehung der Erkrankung mehrere
Faktoren beteiligt sind:

Einige epidemiologische und genetische Studien belegen eine genetische Disposition, ebenso
scheinen Umwelteinflisse, Erndhrung, Mikroorganismen und eine Dysregulation des
Immunsystems eine Rolle in der Pathogenese zu spielen (Borner 1998).

1.3.1 Genetische Faktoren

Die deutlich erhdhte Inzidenz von Morbus Crohn in bestimmten Populationen ist ein
wichtiger Hinweis fur genetische Einflisse in der Atiopathogenese dieser Erkrankung. Ein
Beispiel hierfir sind die Ashkenazi-Juden (Kornbluth 1998), die eine zwei- bis achtfach erhthte
Pravaenz von Morbus Crohn im Vergleich zu Kaukasiern zeigen (Brant 1998). Ein weiterer
Hinweis fur eine genetische Komponente bei der Atiopathogenese ist die erhthte Inzidenz
dieser Erkrankung in Familien, die bereits Patienten mit CED aufweisen: Ca. 14% adler
Patienten mit Morbus Crohn haben eine positive Familienanamnese; umgekehrt betrégt die
Préavalenz von Morbus Crohn bei Angehorigen ersten Grades selbst 2,5% im Gegensatz zu 0,2%
im normalen Kontrollkollektiv (Peeters 1996).

Die Wahrscheinlichkeit, an Morbus Crohn zu erkranken, ist fir Geschwister von M.C.-Patienten
etwa um das zehnfache erhoht (Kornbluth 1998). Der Anteil an Familien mit mehr as einem
erkrankten Familienmitglied liegt zwische 8 und 39% (Weterman 1984, Farmer 1989). So gilt
es as bedeutendster Risikofaktor fur eine Erkrankung an Morbus Crohn, wenn bereits ein
Familienmitglied erkrankt ist (Sachar 1996).

Interessant ist, dal3 Morbus Crohn auch in den Familien mit Colitis ulcerosa-Patienten mit
erhohter Wahrscheinlichkeit im Vergleich zur Normal bevolkerung auftritt (Monsen 1990).

Eine Studie mit monozygoten und dizygoten Zwillingen konnte den Einflul3 einer genetischen
Disposition unterstreichen, da 50% der monozygoten, aber nur 3% der dizygoten Zwillinge
Konkordanz fur die Erkrankung aufwiesen (Kornbluth 1998). Die fehlende hundertprozentige
Konkordanz bei eineiigen Zwillingen zeigt, dal3 es sich wahrscheinlich nicht um einen
einfachen Mendelschen Erbgang handelt, sondern vielmehr eine oli- oder polygene Vererbung
angenommen werden muf3 (Kornbluth 1998).

Die Suche nach disponierenden Genen oder genetischen Markern wie z.B. TNF?-
Mikrosatelliten-Haplotypen (A2B1C2D4EL), die bei ca. 24% der Patienten mit Morbus Crohn



nachgewiesen werden konnen (Plevy 1997), erbrachte weitere Hinweise auf eine genetische
Beteiligung in der Pathogenese der Erkrankung. So konnten auf dem Chromosom 16 fur
Morbus Crohn und auf den Chromosomen 3, 7 und 12 fir Morbus Crohn und Calitis ulcerosa
Gene fir eine erhthte Suszeptibilitdt gefunden werden (Sendid 1998). Geschlechtsbezogen
wurden jedoch keine Unterschiede in der Inzidenz festgestellt (Kornbluth 1998).

Weiterhin zeigte sich, dal3 Patienten bei familigrem Auftreten von Morbus Crohn vermehrt
konkordant sind beziiglich Befalsmuster und Entwicklung der Erkrankung (Bayless 1996).
Auch die Tatsache, dal? die Erkrankung, wenn sie auch in der zweiten Generation auftritt, sich
friher manifestiert und diagnostiziert wird, konnte ein Hinweis auf eine genetische Antizipation
sein. Als eine mogliche Erkldrung wird eine Zunahme von Trinukleotid-Repeats in den
verantwortlichen Genen angefhrt (Grandbastien 1998).

Eine Verbindung von Genen des HLA-Komplexes mit Morbus Crohn scheint dagegen bel
familiér auftretender Erkrankung von untergeordneter Bedeutung zu sein (Naom 1996). Die
Assoziation von Morbus Crohn mit anderen Erbkrankheiten wie dem Turner-Syndrom, der
ankylosierenden Spondylarthritis und der cystischen Fibrose kann als indirekter Hinwels auf
eine genetische Komponente in der Atiologie gelten (Kornbluth 1998).

1.3.2 Umweltbedingte und alimentare Faktoren

Da sich die Inzidenz von Morbus Crohn in den letzten 50 Jahren stark erhoht hat,
scheint dieser Anstieg auch auf andere Ursachen als genetische Faktoren zurtickzufihren zu
sein, da der Genpool einer Population in dieser relativ kurzen Periode in etwa konstant bleibt
(Kornbluth 1998). Mehrere Umweltfaktoren wurden mit Morbus Crohn in Verbindung
gebracht:

Sowohl Rauchen als auch orale Kontrazeptiva stellen einen Risikofaktor fur Morbus Crohn dar:
Rauchen erhoht die Wahrscheinlichkeit, an Morbus Crohn zu erkranken, um einen Faktor von
zwel bis funf, die Einnahme von oralen Kontrazeptiva verfinffacht das Risko bel Frauen
(Kornbluth 1998).

Welterhin ist es auffélig, daid die Inzidenz von Morbus Crohn in urbanen Gebieten héher asin
landlichen Gebieten ist (Kornbluth 1998). Auch dieser Befund konnte as Hinwels auf
Umwelteinfl lisse gewertet werden.

Schliefdlich wird die These einer Beteiligung von Umwelteinfllissen dadurch unterstiitzt, daf
chronisch entziindliche Darmerkrankungen vor allem in den westlichen Industrienationen
vorkommen und dal3 Einwanderer, die selbst aus Populationen mit relativ geringer Pravalenz
von Morbus Crohn stammen, innerhalb kurzer Zeit die Pravalenz des Gastlandes annehmen



(Kornbluth 1998). Ein héufig diskutiertes Thema in der Atiopathogenese der Erkrankung ist die
Erndhrung. So scheint sie die Krankheitsaktivitdt zu beeinflussen, da eine Remission auch
aleine schon durch Elementardidt oder parenterale Erndhrung ereicht werden kann (Riordan
1993). Weiterhin wurde vermutet, dal3 erhdhter Zuckerkonsum, Margarine und Zahnpasta eine

Rolle in der Krankheitsgenese spielen konnten (Kornbluth 1998).

1.3.3 Infektidse Faktoren

Neben genetischen, immunologischen und alimentéren Faktoren wurden schon frih
Mikroorganismen verdachtigt, an der Atiopathogenese des Morbus Crohn beteiligt zu sein. In
Tierversuchen mit sogenannten knock-out-Mausen mit genetisch determiniertem Immundefekt
kam es erst nach Kontakt mit der Umweltflora und der damit verbundenen Darmbesiediung zu
einer spontanen Entwickung von CED, wahrend dies in keimfreier Umgebung ausblieb (Conner
1994). Infektiose Faktoren konnten aso eine Trigger-Rolle spielen, die vom genetisch
bedingten Immundefekt zur manifesten Erkrankung fuhrt.

Besondere Aufmerksamkeit wurde atypischen Mykobakterien, v.a. M. paratuberculosis
gewidmet, welche in unterschiedlicher Pravalenz im Darmgewebe von M.C.-Peatienten isoliert
werden konnten (Kornbluth 1998). Dieses Mykobakterium ist in der Lage, bel Tieren eine
granulomatdse Darmerkrankung (Johne’sche Erkrankung) zu verursachen (Kornbluth 1998).
Erhohte 1gG-Titer gegen Mykobakterien treten sowohl bei Patienten als auch bel gesunden
Angehorigen auf (Wayne 1992). Da aber der Therapieversuch mit Antituberkulotika keine
Erfolge zeigte, ist eine Infektion mit M. paratuberculosis als direkte Ursache fir Morbus Crohn
unwahrscheinlich (Kornbluth 1998). Allerdings gibt es zwischen einem Antigen von M.
paratuberculosis und einem humanen Glykoprotein (HSP 60) in der Darmschleimhaut eine
hochgradige Homologie, sodal? es moglicherweise zu Kreuzreaktionen mit humanen Antigenen
und damit zu einer Entziindungsresktion gegen korpereigenes Gewebe kommen kann
(Kornbluth 1998).

Ferner wurde das Masernvirus verdachtigt, an der Entstehung von Morbus Crohn beteiligt zu
sein (Kornbluth 1998). Die intrauterine oder perinatale Infektion, aber auch die Impfung mit
Lebendimpfstoff soll das Risko, an Morbus Crohn zu erkranken, erhthen. Allerdings konnten
mit der PCR-Technik keine Virus-Transkripte im Darmgewebe von Patienten nachgewiesen
werden (Van ter Meulen 1998).

In einer anderen Studie wurden anaerobe Darmbakterien, v.a. Coprococcus comes, mit der
Atiologie von Morbus Crohn in Verbindung gebracht (Van de Merve 1988). In der sieben Jahre
dauernden Studie entwickelten ausschliefdich Kinder von Patienten mit Morbus Crohn und mit



abnormaer Darmflora Symptome eines Morbus Crohn. Méglicherweise sind also anaerobe
grampositive Bakterien direkt oder indirekt, indem se die Darmbesedelung durch
pathologische Bakterien wie z.B. M. paratuberculosis begiinstigen, an der Atiologie der
Erkrankung beteiligt (Van de Merve 1988).

1.3.4 Immunol ogische Faktoren

Waéhrend der normale Darm in der Lage ist, eéine Immunantwort gegen zahlreiche mit
der Nahrung zugefiihrte Antigene und gegen die normale Darmflora zu unterdriicken oder in
physiologischen Grenzen zu halten, kommt es bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
zu einer UberschiefRenden chronischen Immunreaktion (Kornbluth 1998). Die Aufrechterhaltung
der Enziindung wird bei Morbus Crohn einer Erhéhung von proinflammatorischen Zytokinen
wie TNF zugeschrieben (Kornbluth 1998). Eine Remissionsinduktion der Erkrankung bel Gber
50% der Patienten unter Gabe von Antikdrpern gegen TNF? bestétigt diesen Aspekt (Plevy
1997). Weiterhin zeigt auch das humorale Immunsystem bei Crohn-Patienten eine erhdhte
Reaktivitdt gegen alimentére und mikrobielle, aber auch gegen korpereigene Antigene. Auf
diese Autoantikdrper soll im folgenden ndher eingegangen werden.

1.4 Antikorper bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Da die klinische Unterscheidung zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
manchmal Schwierigkeiten bereitet, wurde schon frih versucht, serologische Parameter fir die
Differentialdiagnostik zu finden. So konnte im Laufe der Jahre eine Reihe von Antikorpern bel
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen entdeckt werden, die sich aber in der
Routinediagnostik bisher noch nicht durchgesetzt haben. Diesen Autoantikdrpern konnte bisher
noch keine Beteiligung an der Pathogenese der CED nachgewiesen werden, aber ihre teillweise
hohe Spezifitét konnte ein Indikator fir einen Defekt in der Immunregulation darstellen. Zu
erwahnen sind in diesem Zusammenhang vor alem Antikorper gegen Lymphozyten, Antik 6rper
gegen Becherzellen, die fur Colitis ulcerosa spezifisch sind (Seibold 1991), Antikérper gegen
Epithelzell-assoziierte  Komponenten (ECAC), Anti-ErythrozytenrAntikorper (AEA-15),
Antikorper gegen Endothelzellen und Antikorper gegen ein 40 kDa schweres Epithel-Protein
(Anti-p40) (Shanahan 1997). Besondere Bedeutung verdienen Pankreasantikorper (PAK),
PANCA und Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae (ASCA), auf deren serologischer
Bestimmung die vorliegende Arbeit beruht.



1.4.1 Pankreasantikorper (PAK)

Bel PAK handelt es sich um einen fir Morbus Crohn hochspezifischen Antikorper, der

gegen ein bisher unbekanntes Antigen (1,3 Mio Da) im Pankreassekret gerichtet ist und
hauptsichlich der 1gG-Klasse angehdrt (Seibold 1991). Diese Antikorper wurden im Jahr 1987
von Stocker erstmals beschrieben. PAK wird mit der Methode der indirekten Immunfluoreszenz
bestimmt und tritt in zwel verschiedenen Formen auf.
PAK 1 ist gekennzeichnet durch eine grofitropfige Fluoreszenz im Lumen des Pankreasazinus,
wahrend PAK Il durch eine feingranulére Fluoreszenz in den Azinuszellen selbst aufféllt
(Seibold 1997). Die Sengtivitét dieses Autoantikorpers ist mit ca. 31% niedrig (Seibold 1991).
Wahrscheinlich handelt es sich bel PAK nicht um einen genetischen Marker, da PAK nicht bei
gesunden Angehdrigen von M.C.-Patienten gefunden wurde (Seibold 1997). Dieser
Autoantikorper konnte aber bel der Aufdeckung eines noch nicht diagnostizierten Morbus
Crohn hilfreich sein. Eine Korrdation von PAK mit Geschlecht, Krankheitsaktivitét,
extraintestinden Manifestationen, Befalsmuster und Behandlung konnte bisher nicht
festgestellt werden (Seibold 1991). Aufgrund der niedrigen Sendtivitédt ist bel  der
Differentiadiagnose von Calitis ulcerosa und Morbus Crohn die Bestimmung von PAK alleine
nicht sinnvoll.

1.4.2 Antikorper gegen neutrophile Granulozyten (pANCA)

Bel einigen Autoimmunerkrankungen konnte im Serum der Patienten ein Antikorper
festgestellt werden, der sich in der indirekten Immunfluoreszenz as perinukledre Fluoreszenz
be neutrophilen Granulozyten darstellen lie?. pANCA finden sich in unterschiedlicher
Haufigkeit bei Patienten mit primér sklerosierender Cholangitis (PSC), Colitis ulcerosa, aber
auch bei Morbus Crohn in geringerer Frequenz (Seibold 1994). Das Antigen, mit dem der
Antikorper reagiert, ist noch unbekannt, alerdings wurde Uber eine Kreuzresktivitdt mit
bakteriellen Antigenen berichtet (Seibold 1998, J Clin Immunoal).

Im Hinblick auf eine serologische Differentialdiagnose der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen ist es von Relevanz, dal3 pANCA bel 40-80% der Patienten mit Colitis
ulcerosa, aber nur bei ca. 040% der Patienten mit Morbus Crohn auftritt und pANCA daher
eine gewisse Spezifitét fur die Colitis ulcerosa besitzt (Seibold 1999). Wéhrend in einigen
Studien pANCA auch bel ca. 30% der gesunden Angehdrigen ersten Grades von Patienten mit
Calitis ulcerosa nachgewiesen und aus diesem Grund als genetischer Marker postuliert wurde
(Shanahan 1992, Seibold 1994), konnte dies in Studien an anderen Populationen nicht bestétigt
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werden (Reumaux 1993, Lee 1995). Eine Korrelation von pANCA mit der Krankheitsaktivitét
wurde bisher kontrovers diskutiert, allerdings scheint pANCA ofters bel Patienten mit
schwerem Verlauf der Colitis ulcerosa aufzutreten. Der pANCA-Titer bleibt auch nach
Kolektomie bestehen (Seibold 1998, J Clin Immunol). Nach Vasiliauskas scheint pANCA bei
Patienten mit Morbus Crohn, deren Befallsmuster sich dhnlich einer Colitis ulcerosa nur im
Colon descendens prasentiert, erhoht zu sein (Vasiliauskas 1996).

1.4.3 Anti-Saccharomyces cerevisiae-Antikorper (ASCA)

ASCA bezeichnet Antikorper, die gegen ein Antigen der Hefe Saccharomyces
cerevisiae gerichtet sind. Main beschrieb 1988 als erster diesen Antikorper as spezifisch fir
Morbus Crohn (Main 1988). Wie rechfolgende Studien zeigten, fanden sich keine erhthten
ASCA-Titer bei Colitis ulcerosa oder anderen Darmerkrankungen und gesunden Kontrollen
(Barnes 1990, Sendid 1996, Quinton 1998, Ruemmele 1998, Seibold 1999). Somit konnte
ASCA as spezifischer und sensitiver Marker fir Morbus Crohn bestétigt werden: In diesen
Arbeiten ereichte ASCA ene Sengtivité von 60-70% und eine Spezifitét von 77-95% fir
Morbus Crohn.

Verschiedene Stdmme von Saccharomyces cerevisiae weisen insgesamt eine erhohte, aber
jeweils unterschiedliche Reaktivitdt mit den Seren von M.C.-Patienten auf (McKenzie 1990,
Sendid 1996), was jeweils mit einer unterschiedlichen Expression des Antigens, mit dem ASCA
reagiert, zu erkléren sein diurfte. McKenzie erwadhnte die Mannane, essentielle Kohlenhydrat-
Ketten der Hefezellwand, als wichtigste antigene Determinante der Hefezelle (McKenzie 1990).
Mannoproteine bilden zusammen mit Glukanen, mit denen sie kovalent verbunden sind, mit ca.
40% des Trockengewichts den Hauptbestandteil der Hefezellwand (Klis 1994). Sie bestimmen
daher die Oberflécheneigenschaften der Zelle und damit ihre dem humoralen Immunsystem
zuganglichen immunogenen Determinanten (Schreuder 1996).

Heelan identifizierte 1991 ein hitzestabiles, 16diches, ca. 200 kDa schweres Glykoproten (gp
200) mit Oligomannose-Ketten und einem Proteinanteil von 10%. Dieses Gykoprotein verlor
nach Oxidation der Kohlenhydratanteile mit Periodat, einem sehr starken Oxidationsmittel,
seine Immunreaktivitét gegentber Seren von M.C.-Patienten; daraus schlof3 Heelan, dal3 nicht
der Proteinanteil, sondern die Kohlenhydratkette, al'so der Mannananteil fir die Immunreaktion
verantwortlich ist (Heelan 1991, Sendid 1996). In einer neueren Studie wurde beobachtet, dal3
das Mannan, welches mit dem Serum von M.C.-Patienten reagiert, nicht nur in der Zellwand
von Saccharomyces cerevisiae vorkommt, sondern auch von dieser Hefe aktiv sezerniert wird
(Sander 1998). Das Antigen, mit dem Seren von M.C.-Patienten reagieren, wurde 1996 von
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Sendid genauer charakterisiert: Es entspricht einem  Phosphopeptidomannan, wobel die
eigentliche antigene Determinante wahrscheinlich eine Mannotetraose ist und bei verschiedenen
St&mmen von Saccharomyces cerevisiae vorkommt (Sendid 1996).

Das Auftreten von spezifischen Antikérpern bei einem Grddtell der Patienten mit M.C. wirft die
Frage auf, ob es sich bei ASCA um einen genetischen Marker handelt, der eine immunologische
Dysregulation wiederspiegelt oder ob Umweltfaktoren bel der Entstehung von ASCA eine Rolle
spielen. Um diese Frage zu beantworten, wurde eine Familienstudie durchgefihrt, in der die
Seren von Patienten mit CED, ihre gesunden Angehérigen ersten Grades und ihre Ehepartner

auf die Pravalenz von ASCA untersucht wurden.
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Abbildung 1: Struktur der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae. Die dufiere Schicht besteht aus
Mannoproteinen und bestimmt die Oberfl&chenei genschaften (nach Schreuder 1996)
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Abbildung 2: Struktur des Phosphopeptidomannans der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae,
M: Mannopyranosyl-Reste (aus Sendid 1996)

1.5 Problemstellung

1 Extraktion des Antigens, mit dem ASCA in der indirekten Immunfluoreszenz reagiert
und Etablierung eines ELISA -Testsystems zur ASCA-Detektion
Pravalenz von ASCA bei Patienten mit Morbus Crohn und in Kontrollgruppen
Korrelation des ASCA-Status bei Petienten mit M.C. und klinischer Parameter

4. Préavalenz von ASCA bel gesunden Angehorigen ersten Grades von Patienten
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2 Patienten, Material und Methoden

Insgesamt wurden 569 Seren mit der indirekten Immunfluoreszenz und dem ELISA im
Rahmen einer retrospektiven Blindstudie untersucht. Die Seren stammten von Patienten der
Gastroenterologischen Ambulanz der Universitét Tubingen, der Medizinischen Poliklinik der
Universitdét Wirzburg und von Angehdrigen der Patienten. Das Blut wurde nach Abnahme
zentrifugiert, das Serum kodiert und bis zur Verwendung bel ?20°C gelagert. Die Diagnose
Morbus Crohn wurde anhand endoskopischer, histologischer und radiologischer Kriterien, die
Diagnose Colitis ulcerosa anhand der Kriterien von Truelove und Witts (Truelove 1955)
gestellt.

2.1 Probandenkollektiv
2.1.1 Patienten mit Morbus Crohn und ihre Angehdrigen

M.C.-Patienten:

Fur die Familienstudie wurden die Seren von 69 Familien untersucht. In 64 Familien
war jeweils ein Patient von Morbus Crohn (M.C.) betroffen, die Gbrigen finf Familienwiesen je
zwei Patienten mit M.C. auf. Die Gesamtzahl der M.C.-Patienten betrug demnach 74.

32 Patienten waren weiblichen, 42 mannlichen Geschlechts. Acht M.C.-Patienten waren von
Zweiterkrankungen betroffen.

Je ein Patient wies ein Blasenkarzinom, Morbus Bechterew, Neurodermitis, Morbus Werlhoff,
chronische Hepatitis mit Leberzirrhose oder eine primér sklerosierende Cholangitis mit
Leberzirrhose und Milzstauung auf. Zwel Patienten waren zusétzlich an Psoriasis erkrankt.

Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Blutabnahme zwischen 18 und 69 Jahre alt. Als
Besonderheit traten in zwei Familien jeweils ein Crohn-Patient und ein Angehoriger mit Colitis
ulcerosa (C.U.), in ener Familie zwel Crohn-Patienten und ein Colitis ulcerosa-Patient auf.

Insgesamt waren also drei Angehdrige an Colitis ulcerosa erkrankt.

Gesunde Angehorigevon M .C.-Patienten:

181 gesunde Angehérige ersten Grades aus 69 Familien wurden in die Studie
eingeschlossen. 98 Verwandte waren weiblichen, 83 mannlichen Geschlechts. Das Kollektiv
bestand aus 42 Mttern, 32 Vétern, 28 Schwestern, 27 Bruder, 28 Tochtern und 24 Séhnen. Zu
Beginn der Studie waren die Angehdrigen zwischen acht und 76 Jahren at mit einem Mittelwert
von 39 Jahren.
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Um zu untersuchen, ob das Auftreten von ASCA von Umweltfaktoren mit beeinflufdt wird,
wurde bel insgesamt 146 dieser gesunden Angehdrigen ermittelt, ob sie mit dem an Morbus
Crohn erkrankten Patienten zusammen in einem Haushalt |eben:

49 Angehtrige ersten Grades wohnten zusammen mit dem Patient in einem Haushat, 97

dagegen getrennt.

Weiterhin wurden die 181 klinisch gesunden Angehérigen nach fur chronisch entziindliche
Darmerkrankungen typischen Symptomen und nach extraintestinalen Manifestationen befragt,
um eine eventuelle Korrelation von ASCA und subklinischen Symptomen bei Angehdrigen zu
Uberprufen. Dabel wurden Angaben Uber Diarrhoe, abdominale Schmerzen, Gelenkschmerzen,
Aphten, Hauteffloreszenzen, entziindliche Veranderungen der Augen und Gewichtsverlust
erhoben. Diese Daten wurden aus einer vorangegangenen Studie an demselben Kollektiv
entnommen (Tanza 1999).

Um zu untersuchen, ob neben einer genetischen Disposition fir die Pravalenz von ASCA auch
nichtgenetische, z.B. umweltbedingte oder infektitse Einfliisse verantwortlich sind, wurden die
Seren von 32 gesunden Ehegatten (19 weiblich, 13 mannlich) von M.C.-Patienten mit bereits
bekanntem hohen ASCA-Titer in die Studie mit einbezogen und mittels indirekter
Immunfluoreszenz und ELISA auf das Vorkommen von Antikdrpern gegen Saccharomyces
cerevisiae getestet. Ziel deses Tests war es, zu untersuchen, ob nicht blutsverwandte enge

K ontaktpersonen von hochtitrigen M.C.-Patienten eine erhthte Pravalenz von ASCA aufweisen.
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2.1.2 Morbus Crohn-Patienten mit unterschiedlichem Befallsmuster

In den mesten bisherigen Studien konnte kein Zusammenhang zwischen dem
Befallsmuster des Gastrointestinaltraktes bei M.C. und der Pravalenz von ASCA festgestellt
werden. In dieser Arbeit wurden die Seren von 96 M.C. Patienten, deren Befalsmuster
endoskopisch gesichert und dokumentiert wurde, mittels indirekter Immunfluoreszenz und
ELISA auf das VVorkommen von Antikorpern gegen Saccharomyces cerevisiae untersucht. Die
Angaben Uber das Befallsnmuster wurden den Krankenakten und Endoskopieberichten
entnommen.

Die 96 Patienten wurden nach dem Befalsmuster in sechs Gruppen eingeteilt:

? 18 Patienten mit Befal ausschliefdich des oberen Gastrointestinatraktes bis zur
Ileozskal klappe (Osophagus, Magen, Duodenum, Ileum, terminales lleum):

» Gruppe Dinndarm*

? 47 Patienten mit allgemeinem Befall des Gastrointestinaltraktes (oberer Gastrointestinaltrakt,

terminaes [leum und Kolon): ,, Gruppe M.C. gesamter Gl -Trakt"
diese Gruppe wurde unterteilt in:

- 31 Patienten nur mit Befal des terminalen Ileums (TI) und Kolons (ileocaecal,
rechtes, linkes oder gesamtes Kolon): ,, Gruppe T1 und Kolon*
und in
- 16 Patienten mit Befall von Osophagus, Magen, Duodenum, lleum, terminalem
lleum und Kolon: , Gruppe Osophagus, Magen, Duodenum, Ileum, terminales

[leum und Kolon“

? 21 Patienten mit ausschliefdichem Befal des Kolons. ,, GruppeKolon®

?10 Patienten mit Fisteln: ,, Gruppe Fisteln®
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2.1.3 Kontrollkollektive

Als gesundes Kontrollkollektiv dienten die Seren von 9 gesunden Personen mit
insgesamt 29 Angehtrigen ersten Grades, die weder Uber eine Vorgeschichte, noch Uber
Symptome von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen berichteten.

Um die Tauglichkeit von ASCA als serologischer Marker zur Differentialdiagnose von Morbus
Crohn und Caolitis ulcerosa zu Uberprifen, wurden die Seren von 25 Patienten mit Colitis
ulcerosa (12 Frauen, 13 Manner) getestet. Diese Patienten waren zum Zeitpunkt der Studie
zwischen 19 und 65 Jahre dt. Die Seren ihrer 86 gesunden Angehdrigen wurden ebenfals
untersucht, um vergleichbare Daten zu den Angehdrigen von Patienten mit Morbus Crohn
gewinnen zu konnen. Ebenfalls wurden insgesamt 6 Seren von Ehepartnern von Patienten mit
Calitis ulcerosa getestet.

Weiterhin wurden 31 Seren von Patienten mit chronischen Darm+ oder Lebererkrankungen
serologisch auf die Pravalenz von ASCA getestet. Im einzelnen handelte es sich um folgende

Erkrankungen:
Einheimische Sprue (n=8)

Autoimmunhepatitis (n=12),
Primér sklerosiernde Cholangitis (PSC) (n=11)
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2.2 Versuchsmaterial

2.2.1 Chemikalien
?Yeast extract peptone dextrose-Agar (Y EPD-Agar)
Y east Extrakt; Firma DIFCO Laboratories, Detroit, USA
Bacto Peptone; Firma DIFCO
Dextrose; Firma Sigma, Deisenhofen
Bacto-Agar;  FirmaDIFCO
? Phosphatgepufferte Kochsal zlésung (PBS), pH 7,4
(240 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaHPO,, 1,8 mM KH,PO,)
? Immuno-Mount Eindeckmedium; Firma Shandon, Frankfurt am Main
? Carbonat-Bicarbonatpuffer (pH 9,6; 50mM): Na HCO;, Na, CO;
? Fehlingsche Losung: Fehling | (0,28 M Kupfer(Il)sulfat-5-hydrat)
Fehling I (1,2 M Kaiumnatriumtartrat-4-hydrat,
2,5 M Natriumhydroxid)

? Rinderserumalbumin (BSA): Albumin, Bovine, Fraction V, Minimum 98%;

Firma Sigma, Deisenhofen
? Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonol aurat); Firma Sigma
? TMB Microwell Peroxidase Substrate System; FirmaKirkegaard and Perry
Laboratories, Gaithersburg, USA
? Mono-Poly-Resolving Medium (MPRM), Ficoll-Hypagque, steril, Dichte 1,114;
FirmalCN Biomedicals, Eschwege

Bei den Ubrigen verwendeten Substanzen handelte es sich um algemein gebrduchliche
Laborchemikalien vom hochsten verfligbaren Reinheitsgrad.

2.2.2 Gerdte

? Brutschrank: UM 500, Firma Memmert, Schwabach

? Zytozentrifuge: Cytospin 2, mit Kammern, Objekttrégerhalterungen und
Zytofilterkarten; Firma Shandon, Frankfurt am Main

? Zentrifuge: Rotanta/RPC; Firma Hettich, Tuttlingen

? Zentrifuge: Avanti J-25; Firma Beckman Instruments, Palo Alto, USA
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? Fluoreszenzmikroskop: Grol3es Forschungsmikroskop Universal mit Fluoreszenz-
Auflichtkondensor 111 RS, Filtersatz blau 450-490,
Farbteller FT 510, Sperrfilter LP 515 und Quecksilber-
Hochstdrucklampe HBO 50 W/ac, Aufsetzkamera MC 63,
Objektiv Plan-Neofluar 16/0,50; Firma Zeiss, Oberkochen

? Autoklav: Varioklav Dampfsterilisator; Firma H+P Labortechnik,
Oberschleiffheim
? Platten-Lesegerét: Dynatech MR 5000; Firma Dynatech, Denkendorf

mit ELISA-Platten Microlon, 96 Weélls, F-Form, hohe

Bindungskapazitét; Firma Greiner, Frickenhausen

2.2.3 Zellen

Zur Detektion von ASCA mittels indirekter Immunfluoreszenz und ELISA-
Untersuchung wurden Zellen bzw. Zellwandantigene der Hefe Saccharomyces cerevisiae
cerevisae, einer Subspezies von Saccharomyces cerevisae, verwendet. Die hdchste
Immunreaktivitét mit Seren von Crohn-Patienten zeigten die Backhefe der Marke Vital Gold
(Deutsche Hefewerke Hamburg/Nurnberg), die im folgenden zum ASCA-Nachwels diente.

Zum Nachweis von pANCA wurden neutrophile Granulozyten der Blutgruppe 0 aus
menschlichem Vollblut eingesetzt. Das Blut stammte von gesunden Spendern im Alter von 20
bis 30 Jahren, wurde mit Citrat ungerinnbar gemacht und innerhalb von finf Stunden
verarbeitet.

Der Nachwels von Pankreasantikorpern (PAK) erfolgte ebenfals durch die indirekte
Immunfluoreszenz unter Verwendung von humaner Pankreas der Blutgruppe O (Euroimmun,
L Ubeck).

2.2.4 Antiseren

? Antihuman IgA, 1gG, IgM, Kappa, Lambda, polyvaent, FITC-konjugiert
? Antihuman IgA, 1gG, IgM, Kappa, Lambda, polyvaent, Peroxidase-konjugiert
jeweils Firma DAKO Diagnostika, Hamburg
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2.3 Versuchsdurchfiihrung

2.3.1 Indirekte Immunfluoreszenz

2.3.1.1 Herstellung von Hefezel lpraparaten zum Nachweis von ASCA

? Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae cerevisiae:

Die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae cerevisae zur Herstellung von
Préparaten fur die indirekte Immunfluoreszenz erfolgte auf YEPD-Agar. Zur Herstellung der
YEPD-Agarplatten wurden 1 | detilliertes Wasser mit 2,2% Bacto Peptone, 1,1% Yeast
Extract, 0,0055% Adeninsulfat und 2% Bacto-Agar in einem Erlenmeyerkolben vermischt und
zur Sterilisation autoklaviert. 2% Glucose wurde nach separater Autoklavierung zugesetzt und
das Kulturmedium in Petri-Schalen gegossen. Zur Anzlichtung wurde Backhefe der Marke Vita
Gold (Deutsche Hefewerke Hamburg/Nurnberg) verwendet. Die Hefen wurden bis zur Anzucht
bei 4°C gelagert. Die Hefezellen wurden mehrmals in destilliertem Wasser gewaschen und eine
Zdlsuspenson mit einer Impfose auf die YEPD-Agarplatten aufgetragen. Die Bebritung
erfolgte bei 30°C fir mindestens 24 h in einem Brutschrank bei normaler Beltiftung und ohne
Zusatz von Kohlendioxid. Bis zur weiteren Verwendung wurden die bebriteten Agarplatten mit
Parafilm verschlossen und maximal eine Woche bei 4 °C gelagert.

? Zytozentrifugenprdparate aus Hefezellen

Mit einer Impfschlinge wurden einige Kolonien von Saccharomyces cerevisiae
cerevisiae von der YEPD-Agarplatte entnommen, mehrmak mit destilliertem Wasser bei 4000
rpm fur 5 min (Hettich Zentrifuge Rotanta/RPC) gewaschen und schliefdich ca. 125 mg der
feuchten Hefezellen in 10 ml Wasser suspensiert.

Um eine bessere Haftung der Zellen auf den Objekttréagern zu erreichen, wurden diese zuvor mit
einer 10%igen Losung aus Rinderserumal bumin beschichtet und luftgetrocknet.

Zum Auftragen der Hefezellen auf Objekttréger wurde die Zytozentrifuge mit Objekttrégern
und Filterkarten bestlickt und in jede Kammer 150 ?1 der Hefezellsuspension einpipettiert, die
Zentrifugation erfolgte tber 5 min bel 500 Umdrehungen/min.

Nach Trocknen bei Raumtemperatur wurden die Préparate fir 10 min in reinem Aceton fixiert
und in CellophantFolie bei — 20 °C fur maximal 1 Monat gelagert.



2.3.1.2 Herstellung von Granul ozytenpraparaten zum Nachweis von pANCA

? Granul ozytenisolation

Fur die Granulozytenisolation aus menschlichem Vollblut der Gruppe O wurde Mono-
Poly-Resolving Medium (MPRM) verwendet, eine Losung aus Ficoll 400 und Hypague 85, die
eine Trennung von mononukledren Leukozyten von polymorphkernigen Leukozyten in einem
Zentrifugationsschritt erlaubt. Es wurden 3 ml MPRM in ein dinnes 100 x 11/12 mm
Zentrifugationsréhrchen gegeben und vorsichtig mit 3,5 ml Blut Gberschichtet. Anschlief3end
wurde bei 400g ohne Bremse 30 min zentrifugiert (Hettich Zentrifuge Rotanta/lRPC). Dabel
bildeten sich drei Fraktionen (von oben):

Mononuklére Leukozyten, neutrophile Granulozyten und das Erythrozytenpellet. Die Banden
bis zu den Granulozyten wurden vorsichtig abpipettiert und verworfen, wéahrend die
Granulozyten mit einer Pasteurpipette in ein weiteres Zentrifugationsrohrchen Uberfiihrt
wurden.

Zum Waschen der Zelen wurde das Zentrifugationsréhrchen mit  phosphatgepufferter
Kochsalzlosung (PBS pH 7,4) aufgefiillt und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgekippt, die Zellen am Boden des Gefdlles in PBS resuspensiert und erneut
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweima wiederholt, die Zellen danach in PBS
einpipettiert.

? Zytozentrifugenpréparate aus neutrophilen Granulozyten

Zur Herstellung von Zytozentrifugenprdparaten 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-Z&hlkammer unter dem Mikroskop. Die Zytozentrifuge wurde mit
Objekttrégerhaterung, Objekttrager (76/26 mm), Zytofilterkarte und Kammer bestiickt und jede
Kammer mit 100 pl der Zelsuspenson beladen. Anschlielend wurde mit 600
Umdrehungen/min fir 10 min zentrifugiert. Die fertigen Granulozytenprdparate wurden
luftgetrocknet und anschliel?end 4 min in 4°C katem Ethanol (95%) fixiert. Nach erneutem
L ufttrocknen wurden die Objekttréger in Frischhaltefolie verpackt und bel —20°C gelagert.
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2.3.1.3 Antikorperdetektion mit der indirekten |mmunfluoreszenz (ASCA, pANCA und
PAK

Zum Nachweis von ASCA wurden Hefezellpréparate, zum Nachweis von pANCA
Granulozytenpréparate verwendet. Pankreasantikorper (PAK) wurden mittels Gefrierschnitten
aus humaner Pankreas detektiert. Nach vorsichtigem Auftauen der Zellpréparate wurden diese
in eine feuchte Kammer gelegt, jeweils 50 ?1 Serum in einer Verdinnung von 1:100 fur ASCA
bzw. 1:10 fur pANCA in PBS (pH 7,4) auf die Zdlen pipettiert und fur 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Objekitréger wurden anschlief3end dreimal in PBS gewaschen
und zum Antikdrpernachweis ein zweiter Inkubationsschritt mit jeweils 50 ?| polyvaentem
(IgA, 109G, IgM, Kappa, Lamda) Fluoreszein-konjugiertem Antihumanserum durchgefihrt.
Dazu wurde das Antihumanserum 1:100 fir ASCA und 1:50 fir pANCA in PBS (pH 7,4)
verdinnt und die Objekttréger fir 30 min lichtgeschitzt inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die Zdlpréparate mit Zellstoffpapier vorsichtig
abgetrocknet, in Immuno-M ount-Eindeckmedium eingebettet und mit einem Deckglas (24x60
mm) versehen. Die Lagerung bis zur Auswertung erfolgte unter Lichtschutz bei 4°C.

Zum Nachweis von PAK wurde ebenfalls die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt und wie
oben beschrieben an Gefrierschnitten von humaner Pankreas durchgefihrt.

Auswertung:

Zwei Untersucher werteten unabhangig voneinander und ohne Kenntnis der Diagnose
die Préparate mit einem Fluoreszenz-Mikroskop bei einer 160fachen Vergrofierung unter UV -
Licht aus. Die typische Fluoreszenz der Hefezellwand wurde als ASCA-positiv gewertet, wobel
nach Intensitét der Fluoreszenz zwischen einfach bis dreifach positiv quantifiziert wurde. Seren,
die in der indirekten Immunfluoreszenz keine Anférbung der Zellwand hervorriefen, wurden as
ASCA-negativ bezeichnet. Granul ozytenpréparate mit einer perinukledren Fluoreszenz wurden
auf dhnliche Weise ds pANCA -positiv quantifiziert. Beim Nachweis von PAK konnte zwischen
zwei Subtypen (PAK | und PAK I1) differenziert werden, wie bereits unter 1.4.1 beschrieben
wurde.

Zur Kontrolle der Versuchsgiite und als Standard wurde bel jedem Untersuchungsgang jeweils

ein stark positives und ein negatives Serum as Positiv- bzw. Negativkontrolle mitgetestet.



2.3.2 ELISA-Untersuchung

2.3.2.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae cerevisiae

Die Anzichtung der Hefezellen (Marke Vita Gold, Deutsche Hefewerke
Hamburg/Nurnberg) erfolgte im Gegensatz zur Herstellung von Zellprgparaten fir die indirekte
Immunfluoreszenz in einem Y EPD-Flissigmedium (Herstellung siehe oben, ohne Zusatz von
Bacto-Agar) unter kontinuierlichem Schitteln bei 200 Umdrehungen/min bel 30 °C Uber
mindestens 24 h.

2.3.2.2 Mannanextraktion

Die Extraktion des Antigens wurde nach der von Kocourek beschriebenen Methode

durchgefuhrt (Kocourek 1969), die in der vorliegenden Arbeit leicht modifiziert und den
fortgeschrittenen Labormethoden angepaldt wurde.
Am Ende der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen durch Zentrifugation bei
2500 g fur 15 min (Beckmann Zentrifuge Avanti J-25) und zweimaliges Waschen mit
destilliertem Wasser vom Kulturmedium getrennt. 100g der feuchten Hefezellen wurden in 50
ml 0,02 M Citratpuffer (pH 7,0) gelést und bei 125°C 90 min autoklaviert. Nach Abkuhlen
erfolgte durch Zentrifugieren (2500 g/ 10 min) die Gewinnung der mannanhaltigen Oberphase,
wéahrend der Bodensatz erneut in 75 ml des gleichen Puffers resuspensiert und oben
beschriebenes Vorgehen wiederholt wurde. Die beiden gewonnenen Oberphasen wurden
zusammengegeben und unter Rihren das gleiche Volumen an Fehlingscher Lésung zugesetzt.
Dabei ist zu beachten, dal3 Fehling | und Fehling 11 erst kurz vor Gebrauch zusammengegeben
werden, um ein vorzeitige Kristalbildung zu verhindern. Der ausfallende tiefblaue Kupfer-
Mannan-Komplex wurde abzentrifugiert (2500 g/ 5 min), das Pellet in 7 ml 3 N Salzsdure unter
Ruhren aufgel 6st. Die entstandene griine Losung wurde langsam unter kréftigem Rihren in 100
ml einer Mischung aus Methanol und Essigséure (8:1) gegeben. Der Mannan-Komplex wurde
bei 2500 g/ 5 min abzentrifugiert, die grine Oberphase entfernt und das Prézipitat wieder mit
frischem M ethanol-Essigsduregemisch verrihrt. Dieses Vorgehen wurde solange fortgesetzt, bis
die Oberphase farblos war. Das Mannan wurde schliefdlich bel 6250 g 15 min gesammelt,
mehrmals mit reinem Methanol gewaschen und bei Raumtemperatur auf Filterpapier getrocknet.
Um eine komplette Entfernung von Glukanen zu gewdahrleisten, wurde das trockene Mannan in
Wasser (1 gin 25 ml) gelost, mit Fehlingscher Losung prézipitiert und wie oben beschrieben
erneut gewonnen. Das Mannan wurde bei 4°C gelagert.
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2.3.2.3 Antikorperdetektion im ELISA (ASCA)

Die Untersuchung wurde in ELISA—Platten (Microlon, 96 Wells, F-Form) in
Doppel bestimmung durchgefihrt.
Das extrahierte Manmnan wurde in Carbonat-Bicarbonat Puffer (pH 9,6; 50mM) in ener
Konzentration von 0,5 ?g/ml gelést. Die Antigenbeschichtung der Platte erfolgte mit 100 7?1
dieser Lésung pro Well Uber ca. 24 h bel 4°C. Anschlief3end wurde dreima mit Waschpuffer |
(PBS, pH 7,4 und 0,5% BSA) gewaschen und geblockt, dann die im gleichen Puffer verdiinnten
Seren (1:2000) einpipettiert (100 ?I pro Well) und tber 24 h bel 4 ° C inkubiert.

Nach dreimaigem Waschen mit Waschpuffer 11 (PBS, pH 7,4; 0,5% BSA; 0,05% Tween)
wurden pro Well 100 ?I eines polyvalenten (IgA, 1gG, IgM, Kappa, Lambda) Peroxidase-
konjugierten Antihumanserums in einer Verdinnung von 1:1000 aufgetragen und 1 h bei

Raumtemperatur inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer | wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von
jeweils 50 ?1 TMB-Substratlosung gestartet. Die Farbreaktion wurde nach 3 min durch jeweils
50 ?1 25%iger Schwefelsure pro Well gestoppt und die Platte bei 450 nm in eéinem ELISA -
Reader (Dynatech MR 5000) gelesen.

Eine semiquantitative Bestimmung der Proben wurde mittels eines sehr stark reagierenden

Patientenserums erreicht, dessen Aktivitét als 2000 Einheiten pro ml definiert und as Standard
verwendet wurde.

Jedes Experiment enthielt eine serielle Verdiinnungsreihe dieses Standardserums von 1:1000 bis
1:64 000, die as Aliquots bei —20°C gelagert wurden. Jeder Verdiinnung des Standardserums
wurde entsprechend der Vorgabe eine Konzentration (Einheiten pro ml; E/ml) zugeordnet und
die gemessene Extinktion gegen die Konzentration in einer semilogarithmischen Eichkurve
aufgetragen.

Mittels dieser Standardkurve wurden die Konzentrationen der Proben bestimmt.

24



2.4 Statistische Methoden

Um die Haufigkeit von ASCA in den verschiedenen untersuchten Kollektiven
vergleichen zu konnen und auf dsignifikante Unterschiede zu Uberprifen, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Chi-Quadrat-Test verwendet. Bei StichprobengrofRen kleiner als 50
wurde die Yates-Korrektur angewendet. Ein Testergebnis wurde als signifikant bezeichnet,
wenn p<0,05 war. Die Werte fir die Signifikanzschranken der Chi-Quadrat-Vertellung bei
einem Freiheitsgrad (?=1) wurden den Wissenschaftlichen Tabellen Geigy entnommen (Lenter
1985).

Der Vergleich der Mittelwerte (Mittelwertsdifferenzen in der ELISA-Untersuchung) in den
verschiedenen Gruppen wurde mit dem parametrischen Student’s t-Test fur unabhéngige
Stichproben durchgefuhrt. Die berechneten tWerte wurden mit den t Tabellenwerten (Lenter
1985) unter Berticksichtigung des Freiheitsgrades und der Alpha-Fehlervorgabe verglichen.
Auch in diesem Testverfahren galt ein Testergebnis als signifikant, wenn p<0,05 war.

Als weitere statistische Parameter dienten der Mittelwert, der Standardfehler des Mittelwertes
und die Standardabweichung.

Um Aussagen Uber die Empfindlichkeit der beiden Testverfahren treffen zu konnen, wurde
jewells die Sengitivitét berechnet, die as Quotient aus der Zahl der kranken Testpositiven und
der Gesamtzahl der Erkrankten definiert ist.

Der Begriff der Spezifitdt bezeichnet die Eindeutigkeit eines Testes und berechnet sich as
Quotient der gesunden Testnegativen und der Gesamtzahl aller Gesunden.

Dividiert man die Zahl der erkrankten Testpositiven durch die Gesamtzahl aller Testpositiven,
so erhdt man den positiven Vorhersagewert, der Uber die Wahrscheinlichkeit, beim Vorliegen
eines positiven Testergebnisses auch wirklich erkrankt zu sein, Auskunft gibt.

Um zu Uberprifen, ob zwischen den beiden verwendeten Testmethoden, indirekte
Immunfluoreszenz und ELISA, eine Korrelation besteht, wurde der Korrelationskoeffizient
nach Pearson berechnet. Der Korrelationskoeffizient gilt als Abhangigkeitsmaldzahl fur den
linearen Zusammenhang zweier quantitativer Merkmale und ist definiert als Wurzel aus dem
Produkt der Regressionskoeffizienten der beiden Regressionsgeraden (x nach 'y und y nach x)
im Korrelationsdiagramm (Werner 1984).
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3 Ergebnisse

3.1 Prévalenz und Spezifitdt von ASCA in der indirekten Immunfluoreszenz und im
ELISA bei Patienten mit CED und Kontrollen

ELISA und indirekte Immunfluor eszenz

Alle Seren wurden zundchst mit der indirekten Immunfluoreszenz (IIF) auf die
Pravalenz von ASCA getestet und nach der Intensitét der Fluoreszenz der Hefezellwand
zwischen negativ und ein- bis dreifach positiv (ASCA + bis +++) grob quantifiziert. Die besten
Ergebnisse bezlglich $ezifitdt und Sensitivitdt wurden bei einem cut-off Titer von 1:200
erziet.

Abbildung 3: Fluoreszenz der Hefezellwand unter UV-Licht (ASCA +++) nach Inkubation mit dem
Serum eines M.C.-Patienten und Fluoreszein-konjugiertem Antihumanserum

Um die Methode zu Uberprifen und vor alem um eine bessere Quantifizierung zu erreichen,
erfolgte eine zweite Untersuchung aller Seren mittels ELISA. Ab einer Konzentration von 114
E/ml (cut off: Mittelwert der insgesamt 38 gesunden Kontrollpersonen zuztiglich der dreifachen
Standardabweichung) wurde ein Test als ASCA-positiv gewertet. Diese Methode bestétigte die
Ergebnisse der indirekten Immunfluoreszenz, erlaubte eine semiquantitative Bestimmung des
Antikorpertiters und erwies sich etwas sensitiver als die indirekte Immunfluoreszenz (68,8% vs.
67,1%). Zudem kann der standardiserter ELISA in der Routinediagnostik von ASCA bel

chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eingesetzt werden und ist weitgehend unabhéngig
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vom Untersucher. Mit beiden Methoden wurden insgesamt 569 Seren getestet. Dabel ergab sich

eine gute Korrelation zwischen der indirekten Immunfluoreszenz (I1F) und ELISA mit

folgenden Entsprechungen:

IF ELISA (E/ml + SD)
ASCA - 46+48
ASCA + 278+178

ASCA ++ 662+634
ASCA +++ 1739+993

Tabelle1: Entsprechung von I1F und ELISA

Trégt man die Ergebnisse der indirekten Immunfluoreszenz (in vier Stufen: negativ, ein- bis

dreifach positiv) gegen die Werte des ELISA (E/ml) in einem Korrelationsdiagramm auf, so

ergibt sich fur ale 569 getesteten Seren eine lineare Korrelaion mit einem
Korrelationskoeffizienten nach Pearson von 74,2% (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Korrelation von indirekter Immunfluoreszenz (11F) und ELISA, n=569
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Unterscheidet man bei der indirekten Immunfluoreszenz und beim ELISA jewells nur zwischen

positiven und negativen Ergebnissen (zweistufig), so betragt der Korrelationskoeffizient 89,9%.

ASCA bea Patienten mit Morbus Crohn

51 der 74 Patienten mit M.C. erwiesen sich sowohl in der indirekten Immunfluoreszenz
asauch im ELISA as ASCA positiv (68,9%) mit einem Mittelwert von 1068?1105 E/ml. Im
Durchschnitt betrug die Konzentration von ASCA im Serum dler 74 Patienten mit M.C.
74571035 E/ml. Der Unterschied in der Pravalenz von ASCA zum gesunden Kontrollkollektiv

und zu Patienten mit Colitis ulcerosa war im ?*-Test statistisch hochsignifikant (p<0,0005,
p<0,0005).

IFE ELISA
n (%) n (%) MW?SD (E/ml) p*
M. Crohn 74 74 74571035
+| 51(68,9) 51 (68,9) 1068?1105 < 0,0005
-| 23(3L1) 23(31,1) 27?16
Colitisulcerosa 25 25 43752
+ 2(8,0) 2 (8,0 204?78 n.s.
-l 23(92,0) 23(92,0) 29?719
gesunde Kontrollen 33 38 33727
+ 1(2,6) 1(2,6) 148 - -
-l 37(97,4) 37(97,4) 30720
Einheimische Sprue 8 8 78+69 n.s.
+ 0 2 178?23
- 8 6 45736
Primér sklerosierende Cholangitis 1 1 51?33
+ 0 0 0 n.s.
- 11 11 51733
Autoimmunhepatitis 12 12 49725
+ 0 0 0 n.s.
- 12 12 49725

Tabelle2: ASCA bei Patienten mit M.C. und in den Kontrollkollektiven, MW: Mittelwert, SD:
Standardabweichung, IIF: indirekte Immunfluoreszenz, p: Irrtumswahrscheinlichkeit, n.s.:
nicht signifikant, * 22 —Test im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv (nur fir ELISA)
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Betrachtet man die Pravaenz von ASCA be den Patienten in Abhangigkeit von der
Geschlechtsverteilung, so ergeben sich weder im ?*-Test noch im Student’s t-Test signifikante
Unterschiede: 30 der 42 méannlichen Patienten (71,4%) mit einem Mittelwert von 1205?1243
E/ml und 21 der 32 weiblichen Patienten (65,6%) mit einem Mittelwert von 872?862 E/ml
wurden als ASCA-positiv befundet.

N gesamt: 74 IF ELISA
n (%) n (%) MW?SD E/ml
M.C.-Patienten 74 74 745?1035
+| 51(68,9) | 51(68,9) 1068?1105
-l 23(31,1) | 23(31,2) 27716
Manner 42 42 86971176
+| 30(71,4) 30(71,4) 1205?1243
-| 12(28,6) 12 (28,6) 28720
Frauen 32 32 581?804
+| 21(65,6) 21 (65,6) 872?862
- 11(34,4) 11 (34,4) 27?11

Tabelle 3: ASCA bei M.C.-Patienten in Abhangigkeit vom Geschlecht

Bel den funf Familien mit jewells zwei M.C.-Patienten erwiesen sich in vier Familien (80%) die
beiden Patienten a's konkordant positiv im Bezug auf ASCA, nur in einer Familie zeigten sich
beide Patienten diskordant (siehe Abbildung 7).

ASCA be Patienten mit Colitis ulcerosa:
Unter den 25 Patienten mit der Diagnose C.U. fanden sich nur zwel ASCA-positive
Seren (8,0%) mit einem Titer von jeweils 198 und 209 E'ml (MW: 204?78 E/ml). Alle 25

Patienten mit C.U. wiesen im Durchschnitt einen Titer von 43?52 E/ml auf, wahrend die
ASCA-negativen Patienten im Mittel einen Titer von 29?19 E/ml hatten. Im Vergleich mit der
Pravalenz von ASCA im gesunden Kontrollkollektiv zeigte sich keine statistische Signifikanz.

ASCA bei gesunden Kontrollen:

Bei der Untersuchung von 38 Seren von gesunden Kontrollpersonen aus insgesamt neun
Familien wurde nur ein niedrig ASCA-positives Serum (2,6%) mit 148 E/ml gefunden. Der
Mittelwert der Gbrigen 37 negativen Seren betrug 30?20 E/ml. Der Mittelwert aller 38 Seren

ergab 33?27 E/ml.
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ASCA bei Patienten mit chronischen L eber- und Dar merkrankungen:

In dieser 31 Kontrollseren umfassenden Gruppe erwiesen sich insgesamt zwel Seren als

ASCA-positiv. Zwei von 8 untersuchten Seren von Patienten mit einheimischer Sprue waren
mit einer Konzentration von 161 und 194 E/ml im ELISA ASCA-positiv (nicht signifikant), in

der indirekten Immunflouoreszenz dagegen negativ. Weder in der Gruppe mit

Autoimmunhepatitis noch in der Gruppe mit primér sklerosierender Cholangitis konnte ASCA

nachgewiesen werden.

Cut off: 114 E/ml

Morbus Crohn
n=74

Abbildung 5:

_____ e & o Bt T, R L R
Colitis ulcerosa Sprue Autoimmunhepatitis PSC Gesunde Kontrollen
n=25 n=8 n=12 n=11 n=38

Pravalenz von ASCA bei Morbus Crohn im Vergleich zu den Kontrollkollektiven



3.2 Pravaenz von ASCA und pANCA in Abhangigkeit vom Befalsmuster bel
Patienten mit M.C.

ASCA in Abhéangigkeit vom Befallsmuster

In verschiedenen Studien wurde eine unterschiedliche Pravalenz von ASCA in
Abhangigkeit vom Ort der Erkrankung im Intestinaltrakt festgestellt. In der vorliegenden Arbeit
wurde bel insgesamt 96 Patienten mit M.C., bei denen aus den Krankenakten und
Endoskopieberichten das Befallsmuster des Gastrointestinaltraktes bekannt war, die Prévalenz
von ASCA bestimmt. Insgesamt wiesen 66 der 96 untersuchten M.C.-Patienten (68,8 %) im
Serum ASCA auf. Bei Einteillung der Patienten in sechs Gruppen mit unterschiedlichem
Befallsmuster ergaben sich deutliche Unterschiede in der Pravalenz von ASCA:
Be dleinigem Kolonbefall war die Prévalenz von ASCA (,, Gruppe Kolon*) deutlich niedriger
as bei den Ubrigen Gruppen: Nur zehn von 21 Patienten wiesen ASCA im Serum auf (47,6%;
MW: 6507388 E/ml).
In der Patientengruppe mit Befall von Osophagus, Magen, Duodenum, lleum, terminalem
Ileum und Kolon konnte bei zehn von 16 Patienten (62,5%; MW: 784?729 E/ml) und in der
Gruppe mit Befall nur des oberen Gastrointestinaltraktes (, Gruppe Dinndarm*) bei elf von 18
Patienten ASCA in etwa gleicher Haufigkeit detektiert werden (61,1%; MW: 543?232 E/ml).
Im Vergleich mit der Gruppe mit alleinigem Kolonbefall gab es jeweils keine signifikanten
Unterschiede.
Patienten nur mit Befall des terminalen Ileums und zugleich des Kolons (Gruppe , Tl und
Kolon*) zeigten ebenfals eine erhdhte Prévalenz von ASCA im Vergleich zu aleinigem
Kolonbefal: Von 31 untersuchten Seren aus dieser Gruppe waren 26 ASCA-positiv (83,9%;
MW: 574?468E/ml; ,,Kolon“ versus Gruppe,, Tl und Kolon®“: p<0,01).
Falt man die Patientengruppe mit Befall von Magen, Duodenum, Ileum, terminalem Ileum und
Kolon (n=16) und die Patientengruppe ausschliefdich mit Befal des terminalen Ileums und
Kolons (,Gruppe Tl und Kolon®, n=31) zusammen, 183 sich ASCA in 36 von 47 Seren
nachweisen (Gruppe ,M.C. gesamter Gl -Trakt": 76,6%; MW: 632?550 E/ml; ,Kolon* versus
»M.C. gesamter GI-Trakt": p<0,025).
Am haufigsten konnte ASCA in der Gruppe von Patienten mit Fisteln nachgewiesen werden,
wobei neun von zehn Patienten (90%; MW: 626?610 E/ml; ,Kolon“ versus , Fisteln®: p<0,025)
ASCA-positiv waren. Die ASCA-Titer in den verschiedenen Gruppen erreichten zwar im
Gegensatz zur Pravalenz von ASCA kein Signifikanzniveau beim Vergleich im Student’s t
Test, aber auch hier tendierte die Patientengruppe mit Kolonbefall zu insgesamt niedrigeren

Werten.
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PANCA in Abhangigkeit vom Befallsmuster

Weiterhin wurden 96 Seren von M.C.-Patienten mit unterschiedlichem Befallsmuster
auf die Pravalenz von pANCA getestet, da nach Vasiliauskas pANCA vor alem bel Patienten,
deren Erkrankung sich dhnlich wie eine Calitis ulcerosa présentiert, im Serum gefunden wurde
(Vasiliauskas 1996). Nur bei sieben von 96 (7,3%) getesteten Seren konnte pANCA
nachgewiesen werden. pANCA trat bel vier Patienten (12,9%) in der Gruppe mit Befal des
terminalen lleums und Kolons, bei zwei Patienten (12,5%) in der Gruppe mit Befall von Magen,
Duodenum, Ileum und Kolon und nur bei einem Patienten (4,8%) mit ausschliefdichem

Kolonbefall auf. Damit war die Prévalenz von pANCA in der Gruppe der Patienten mit reinem

Kolonbefdl (4,8%) nicht erhdht im Vergleich zu anderen Befallsmustern.

N gesamit: 96 ASCA PANCA
} IIF ELISA IIF
Befallsmuster n (%) n (%) MW?SD E/ml n (%)
Dunndarm 18 18 354?303 18
+| 11(61,1) 11(61,1) 543?232 0(0)
- 7(38,9) 7(38,9) 57?33 18 (100)
Kolon 21 21 325?411 21
+|  10(47,6) 10 (47,6) 650?388 1(4.8)
- 11(52,9) 11 (52,4) 29?18 20(95,2)
M.C. gesamter Gl -Trakt 47 47 494?542 47
+| 35(745) 36 (76,6) * 6327550 6 (12,8)
- 12 (25,5) 11 (23,4) 427?14 41 (87,2)
nur term. [leum und Kolon 31 31 488?472 31
+| 25(80,6) 26 (83,9) ** 574?468 4 (12,9)
-l 6(19,9) 5(16,1) 41?17 27 (87,1)
Magen, Duodenum, lleum, Kolon 16 16 5067676 16
+| 10(62,5) 10 (62,5) 7847729 2 (12,5)
- 6 (37,5) 6 (37,5) 427212 14 (87,5)
Fisteln 10 10 570?602 10
+|  7(70,0) 9(90,0) * 626?610 0(0)
- 3(30,0) 1(10,0) 67 10 (100)

Tabelle 4: ASCA und pANCA bei Patienten mit Morbus Crohn und unterschiedlichem

Befallsmuster, ?%-Test im Vergleich zu Gruppe mit Kolonbefall: * p<0,025, ** p<0,010
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Abbildung 6: Pravalenz von ASCA bei den Gruppen mit verschiedenen Befallsmustern
* 22.Test im Vergleich zu Kolonbefall

3.3 Prévalenz von ASCA bel Familienmitgliedern von Patienten mit CED

Gesunde Angehdrige von Patienten mit Morbus Crohn

In 27 von 69 Familien (39,1%) fand sich mindestens ein ASCA-positiver gesunder
Angehoriger ersten Grades (Abbildung 7).
Waéhrend in 18 von 47 Familien (38,3%) mit jeweils mindestens einem ASCA-positiven
Patienten auch mindestens ein ASCA-positiver gesunder Angehdriger ermittelt wurde, fand sich
auch in neun von 22 Familien (40,9%) mit einem negativen Patient mindestens ein ASCA-
positives Familienmitglied ersten Grades. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht
signifikant. Insgesamt wiesen vier Familien jeweils zwei, drei weitere sogar drei ASCA-positive
gesunde Angehdrige ersten Grades auf.
Unter den Probanden waren auch zwei zweieiige Zwillingspaare, die beide konkordant ASCA-
positiv waren, wobei jeweils nur eines der Geschwister auch an Morbus Crohn erkrankt war. In
funf Familien trat Morbus Crohn bei zwei Personen auf. Dabel waren in 4 von 5 Familen die
Patienten jewells konkordant ASCA-positiv.



Betrachtet man die Préavalenz von ASCA innerhalb der 181 getesteten gesunden Angehérigen
ersten Grades, so erwiesen sich in der indirekten Immunfluoreszenz 31 (17.1%) und im ELISA
37 Seren (20,4%) as ASCA-positiv mit einem Mittelwert von 278?161 E/ml.

Der ASCA-Titer der Testpositiven schwankte zwischen 114 und 826 E/ml, wéahrend die
Konzentration bei alen 181 gesunden Angehérigen im Mitte 90?122 E/ml betrug. Der
Unterschied zur Pravalenz von ASCA im gesunden Kontrollkollektiv ist signifikant (p<0,01).
Der Mittelwert der Ubrigen 144 ASCA-negativen Angehorigen betrug 42?26 E/ml.

I1F ELISA
n (%) n (%) MW?SD (E/ml) p*
M. Crohn 74 74 74571035
+| 51(68,9) 51 (68,9) 1068?1105 < 0,0005
-l 23(3L1) 23(31,1) 27?16
Colitisulcerosa 25 25 43?52
+ 2(8,0) 2(8,0) 20478 n.s.
-|  23(92,0) 23(92,0) 29?19
gesunde Kontrollen 33 38 33727
+ 1(2,6) 1(2,6) 148 --
- 37(97,4) 37(97,4) 30?20
Angehorige von M.C.-Patienten 181 181 907122
+ 31(17,1) 37 (20,4) 278?161 <001
-| 150 (82,9) 144 (79,6) 42726
Ehegatten von M.C.-Patienten 32 32 61798
+ 1(3,1) 3(9,9) 314?188 n.s.
-|  31(96,9) 29 (90,6) 35723
Angehorige von C.U.-Patienten 86 86 817217
+ 7(8,1) 10 (11,6) 385?569 n.s.
-l 79(91,9) 76 (88,4) 41727

Tabelle5: ASCA bei CED-Patienten und Familienmitgliedern, MW: Mittelwert, SD: Standard-
abweichung, |IF: indirekte Immunfluoreszenz, p: Irrtumswahrscheinlichkeit, n.s.. nicht
signifikant, * ?°~Test im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv (nur fir ELISA)

Gesunde Angehdrige von Patienten mit Colitis ulcer osa
Die Untersuchung der 86 gesunden Angehdrigen von C.U.-Patienten ergab zehn ASCA-
positive Seren (11,6%) mit einem Mittelwert von 385?569 E/ml, der Mittelwert der Gbrigen 76

negativen Seren betrug 41?27 E/ml. Insgesamt lag die Konzentration von ASCA bei allen 86
gesunden Angehdrigen bei 817217 E/ml. Der Unterschied zum gesunden Kontrollkollektiv
beztiglich ASCA war nicht signifikant (p>0,1).



3.3.1 Abhdngigkeit von ASCA vom Geschlecht bel gesunden Angehdrigen

Die Gruppe der Angehtrigen ersten Grades von Patienten mit Morbus Crohn bestand
aus 181 Personen, wobel 83 mannlichen und 98 weiblichen Geschlechts waren. In der
Untersuchung der Seren waren 18 der 83 getesteten Méanner (21,7%; MW: 303?191 E/ml) und
19 der 98 getesteten Frauen (19,4%; MW: 254?126 E/ml) ASCA-positiv. Die Unterschiede

erreichten kein Signifikanzniveau.

N gesornt: 181 I ELISA
n (%) n(%) MW?SD (E/ml)

M.C.-Angehdrige 181 181 907122
+ 31(17,1) 37 (20,4) 278?161

- 150 (82,9) 144 (79,6) 42726
Manner 83 83 977141
+ 15(18,1) 18 (21,7) 3037191

- 68 (81,9) 65 (78,3) 40726
Frauen 93 98 847103
+ 16 (16,3) 19 (19,4) 254?126

- 82 (83,7) 79 (80,6) 43726

Tabelle 6: ASCA und Geschlechtsverteilung bei Angehérigen von M.C.-Patienten

3.3.2 Pravalenz von ASCA innerhalb der Familien

Um zu untersuchen, ob die Pravalenz von ASCA innerhalb der Familien unterschiedlich

vertellt ist, wurden die 181 gesunden Angehdrige ersten Grades von M.C.-Patienten in die

jeweiligen Generationen aufgeteilt und auf die Konzentration von ASCA bestimmt.

Eltern von M.C.-Patienten: 15 von 74 (20,3%; MW: 300?193 E/ml), dabei zeigten
sieben von 32 Vitern (21,9%; MW: 342?239 E/ml) und acht von 42 Mittern (19,0%;

MW: 262?148 E/ml) AntikOrper gegen Saccharomyces cerevisiae.

Geschwister von M.C.-Patienten: 11 von 55 (20,0%; MW: 299?151 E/ml), dabei waren
sieben von 27 Brudern (25%; MW: 302?179 E/ml) und vier von 28 Schwestern (14,3%;

MW: 295?107 E/ml) ASCA-positiv.

Kinder von M.C.-Patienten: 11 von 52 (21,2%; MW: 227?119 E/ml), dabei fand sich
ASCA bei vier von 24 Sbhnen (16,7%; MW: 235?140 E/ml) und bei sieben von 28
Tochtern (25,0 %; MW: 222?118 E/m).
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In keiner der einzelnen Gruppen kam ASCA signifikant haufiger vor. Auch die Mittelwerte der
Gruppen unterschieden sich nicht signifikant im Student’s t-Test.

N gesemt: 181 IIF ELISA
n (%) n (%) MW?SD (E/ml)
Eltern 74 74 957136
+ 14 (18,9) 15 (20,3) 300793
- 60 (81,1) 59 (79,7) 43?227
Véter 32 32 111?165
+ 7(21,9) 7(21,9) 3427239
- 25(78,1) 25(78,1) 46728
M tter 42 42 84?110
+ 7(16,7) 8(19,0) 262?148
- 35(83,3) 34 (81,0) 42227
Geschwister 55 55 92?125
+ 10 (18,2) 11 (20,0) 2997151
- 45 (81,8) 44 (80,0) 40724
Briider 27 27 106?148
+ 6 (22,2) 7(25,9) 3022179
- 21(87,8) 20 (74,1) 37722
Schwestern 28 28 78?100
+ 4(14,3) 4 (14,3) 295?107
- 24 (85,7) 24 (85,7) 42?25
Kinder 52 52 81796
+ 7 (135 11 (21,2) 227?119
- 45 (86,5) 41 (78,8) 42?726
Sohne 24 24 70794
+ 2(8,3) 4 (16,7) 235?140
- 22 (91,7) 20 (83,3) 37226
Tochter 28 28 91798
+ 5(17,9) 7(25,0) 222?118
- 23(82,1) 21 (75,0) 47727

Tabelle 7: Verteilung von ASCA innerhalb der Generationen bei Angehérigen




ASCA be Eltern und ihren Kindern:

Danicht in allen 69 Familien das Serum beider Eltern zur Untersuchung zur Verfligung
stand, wurden nur 55 Paare aus Eltern und ihren Kindern gebildet, um eine eventuelle
Ubertragung von ASCA von Eltern auf ihre Kinder zu tiberprifen.

Bel 16 von 30 Paaren, bei denen mindestens ein Elternteil ASCA-positiv war, zeigte sich auch
mindestens ein Kind ASCA-positiv (53,0%).

Unter den 30 genannten Paaren befanden sich auch drei Familien, in denen beide Elternteile
ASCA-positiv waren (Nr. 30, 39, 61; siehe Abbildung 7): Wéhrend in einer Familie (Nr. 30) die
Nachkommenschaft ASCA-negativ war, konnten bei den Kindern der beiden anderen Familien
Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen werden.

Aber auch bei 14 von den verbleilbenden 25 Paaren, bei denen beide Eltern ASCA-negativ
waren, erwies sich mindestens ein Kind ASCA-positiv (56%). Es besteht kein signifikanter
Unterschied.

ASCA bel gesunden Eltern und Morbus Crohn bei Kindern

Um zu untersuchen, ob in M.C.-Familien ein erhthter ASCA-Titer bei mindestens

einem Elternteil zu einem erhdhten Risiko fur Morbus Crohn bel den Kindern im Vergleich zu
Kindern mit ASCA-negativen Eltern fuhrt, wurden insgesamt 33 Paare aus gesunden Eltern und
ihren erkrankten Kindern gebildet.
Waéhrend bel 16 von 33 Paaren mindestens ein Elterntell ASCA-positiv war (48,5%), erwiesen
sich bei den verbleibenden 17 Paaren beide Eltern ASCA-negativ (51,5%). In der Gruppe der
ASCA-positiven Eltern traten jedoch in zwei Familien je zwel Kinder mit Morbus Crohn auf
(Nr. 14, 61), in der Gruppe der ASCA-negativen Eltern nur in einer Familie (Nr. 53) zwel
Kinder mit Morbus Crohn (siehe Abbildung 7).
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3.3.3 ASCA bei Angehorigen in Abhangigkeit vom ASCA-Status des Patienten

Von den insgesamt 181 untersuchten Seren von gesunden Angehdrigen ersten Grades
konnten 118 Seren (MW: 907104 E/ml) einem ASCA-positiven Patienten zugeordnet werden.
26 dieser Angehorigen waren im ELISA selbst ASCA-positiv (22,00%; MW: 255?110 E/ml).

Die tbrigen 63 (MW: 91?150 E/ml) der getesteten 181 Seren von Angehdrigen stammten aus
Familien mit einem ASCA-negativen Patienten. EIf dieser Seren zeigten im ELISA Antikorper
gegen Saccharomyces cerevisiae (17,5 %; MW: 333?241 E/m).

Tendentiell wiesem damit Angehdrige von ASCA-positven Patienten haufiger diesen
Antikdrper selbst auf als Angehdrige von ASCA-negativen Patienten, aber weder der ?°-Test

zum Vergleich der ASCA-Préavalenz noch der Student’s t-Test zum Vergleich der Mittelwerte

erbrachte einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

IF ELISA
N gesamt: 181 n (%) n (%) MW?SD E/ml
Angehdrige von positiven Patienten 118 118 90?7104
+ 22 (18,6) 26 (22,0) 255?110
- 96 (81,4) 92 (78,0) 43?26
Angehorige von negativen Patienten 63 63 91?150
+ 9(14,3) 11 (17,5) 3337241
- 54 (85,7) 52 (82,5) 40?25
Tabelle 8: ASCA bei Angehdrigen in Abhangigkeit vom ASCA - Status des zugehorigen Patienten,

IIF: indirekte Immunfluoreszenz
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Abbildung 7 : Stammbaume der 69 getesteten Familien mit Crohn-Patienten

3.3.4 ASCA und klinische Symptomatik bei gesunden Angehorigen

Um zu kléren, ob die Prévalenz von ASCA bel gesunden Angehdrigen auf eine
subklinische Manifestation von Morbus Crohn hinweisen kénnte, wurden alle 181 gesunden
Angehdrige von M.C.-Patienten nach Symptomen der CED befragt. Wahrend nur zehn der
insgesamt 37 ASCA-positiven gesunden Angehdrigen ersten Grades (27,0%; MW: 247?120
E/ml) Symptome aufwiesen, die auf eine subklinische Manifestation einer chronisch
entzindlichen Darmerkrankung hindeuten konnten, zeigten die Ubrigen 27 ASCA-positiven
Angehdrige (MW: 289?174 E/ml) keinerlei Symptome. Dagegen gaben 27 der 144 ASCA-
negativen Angehorigen (18,8%; MW: 45?726 E/ml) mdgliche Symptome einer chronisch

40



entzindlichen Darmerkrankung an. Der Unterschied in der Symptomhéufigkeit in beiden
Gruppen war alerdings statistisch nicht signifikant. Auf3er dem Fehlen von Hauteffloreszenzen
gab es in der Gruppe der ASCA-positiven und zugleich symptomatischen Angehérigen im
Vergleich zu den symptomatischen ASCA-negativen Angehdrigen keine signifikanten
Unterschiede bezliglich des Auftretens von Symptomen. Auch die Haufigkeit von abdominellen
Schmerzen in der ASCA-positiven Gruppe (60%) unterschied sich nicht signifikant vom
Auftreten dieses Symptoms in der ASCA-negativen Gruppe (40,7%).

Symptome: ASCA +, symtomatisch ASCA -, symptomatisch
absolut | Prozent | MW?SD(E/ml) | absolut | Prozent | MW?SD(E/ml)

Insgesamt symptomatisch | 10/37 27 247?120 27/144 18,8 45726
Diarrhoe 5/10 50 184?78 12/27 44,4 49?28
Bauchschmerzen 6/10 60 225?94 1127 40,7 58?33
Gelenkschmerzen 5/10 50 295?143 9/27 333 37?16
Aphten 1/10 10 220 5/27 18,5 52?17
Hauteffloreszensen 0 0 0 6/27 22,2 27?14

Gewichtsverlust 1/10 10 122 2127 7,4 28?7
Augenentziindungen 1/10 10 122 2127 7,4 36713

Tabelle 9: ASCA und Symptome bei Angehérigen (nur ELISA)

3.4 ASCA und Umweltfaktoren

ASCA bei gesunden Angehtrigen ersten Gradesin Abhangigkeit von der Wohnsituation
Um den Einflul® von Umweltfaktoren auf die Entstehung von ASCA zu Uberprifen, wurde bei
146 gesunden Angehdrigen ersten Grades von M.C.-Patienten, bel denen die Wohnsituation
bekannt war, die Prévalenz von ASCA untersucht.

49 Angehdrige (MW: 85?98 E/ml) wohnten mit dem Patienten zusammen in eéinem Haushalt,
97 Angehorige (MW: 89?99 E/ml) hatten dagegen keinen regelma@igen Haushaltkontakt mit
den Patienten. Wahrend neun von 49 Angehdrigen (18,4%; MW: 245?132 E/ml), die mit eéinem
Patienten in einem Haushalt lebten, auch selbst ASCA-positiv waren, erwiesen sich sogar 23
von 97 Angehérigen (23,7%; MW: 241?97 E/ml), die nicht mit eéinem Patienten in einem
Haushalt wohnten, selbst a's ASCA-positiv. Auch hier ergab sich kein signifikanter Unterschied
beziiglich der ASCA-Prévaenz und des ASCA-Titers. Nur eine Familie (Abbildung 7, Nr. 39)

war komplett ASCA-positiv, alerdings lebten die Angehdrige dieser Familie nicht in einem
Haushat zusammen.
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IF ELISA
N gesamt: 146 n (%) n (%) MW?SD E/ml

Haushaltkontakt 49 49 85798

+ 7(14,3) 9(18,4) 245?132
- 42 (85,7) 40 (81,6) 49?31
kein Haushaltkontakt 97 97 89799

+ 20 (20,6) 23(23,7) 241?97
- 77 (79,4) 74 (76,3) 42?24

Tabelle 10: ASCA in Abhangigkeit von der Wohnsituation der Angehdrigen

ASCA bei gesunden Ehepartnern von hochtitrigen M.C.-Patienten

Um die Rolle von Umweltfaktoren unabhéngig vom genetischen Einflul? beurteilen zu

konnen, wurden die Seren von 32 Ehegatten von M.C.-Patienten mit bekanntem hohen ASCA-
Titer auf die Pravalenz von ASCA untersucht.
Nur drei der 32 Ehepartner (9,4%) erwiesen sich im ELISA as ASCA-positiv; der Mittelwert
der drel positiven Seren betrug 314?118 E/ml, der der negativen Seren 35723 E/ml. In der
indirekten Immunfluoreszenz konnte ASCA nur bel einem Ehegatten nachgewiesen werden
(3,1%). Bei dlen positiven Seren aus dem Kollektiv der gesunden Ehepartner war auch das
Serum des zugehorigen erkrankten Partners ASCA-positiv. Bis auf eine Ehefrau (Titer: 522
E/ml) mit entzindlichen Gelenkbeschwerden und Aphten zeigten sich die beiden weiteren
Ehegatten mit positiven Seren asymptomatisch. Die Pravalenz von ASCA im Kollektiv der
Ehegatten von M.C.-Patienten war nicht signifikant erhdht im Vergleich zum gesunden
Kontrollkollektiv (siehe Tabelle 11 und Abbildung 8).

Patienten (ASCA+) Angehorige (ASCA+) Ehegatten (ASCA+)
M.Crohn 51/74 (68,9%) 37/181 (20,4%) 3/32
Colitis ulcerosa 2/25 (8,0%) 10/86 (11,6%) 1/6

Tabelle 11: ASCA bei Angehorigen und Ehegatten von CED -Patienten
ASCA bei gesunden Ehepartnern von C.U.-Patienten

Es wurden 6 Seren von Ehegatten von Patienten mit Colitis ulcerosa untersucht
(MW:85?57 E/ml). Ein Serum erwies sich sowohl in der indirekten Immunfluoreszenz als auch
im ELISA als ASCA-positiv (163 E/ml). Diese Testperson wies keinerlel Beschwerden auf, die
auf eine CED hindeuten kdnnten. Der Ehemann, ein Patient mit Colitis ulcerosa, war ASCA-
negativ. Dieser positive Befund konnte durch eine zweite Serumprobe zwel Jahre spéter
bestétigt werden. Die ASCA -Konzentration der 5 Ubrigen Ehegatten betrug 69?46 E/ml (siehe
Tabelle 11, Abbildung 8).
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Abbildung 8: ASCA bei Angehérigen von CED-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen

3.5 Korrdation von ASCA und Pankreasantikorpern (PAK) bel M.C.-Patienten

Um zu untersuchen, ob es ene Korrelation zwischen der Pravalenz von
Pankreasantikorpern und ASCA gibt, wurden die 74 Patienten mit Morbus Crohn aus der
vorliegenden Familienstudie auf die Pravalenz von PAK untersucht:

35 der 74 (47,3%) Patienten waren PAK-positiv, die Ubrigen 39 Patienten PAK-negdtiv. Die
Pravalenz von ASCA war bei den PAK-positiven Patienten mit 27 von 35 (77,1%; MW:
1309?1257 E/ml) im ?2-Test nicht signifikant erhdht im Vergleich zu der PAK-negativen
Patientengruppe (61,5%; MW: 797?851 E/ml). PAK und ASCA sind aso nicht identisch.
Hinsichtlich der Prévalenz von ASCA bei den verschiedenen Subtypen von PAK ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede: Die 35 PAK-positiven Patienten gliederten sich in 15 Befunde
mit PAK | (MW: 1188?1291 E/ml), 19 mit PAK Il (MW: 81371174 E/ml) und 1 Patient mit
PAK /11 (2344 E/m).

13 der PAK I-postiven Patienten erwiesen sich auch ads ASCA-postiv (87,7%; MW.
1363?1303 E/ml), aber auch 13 der PAK |1-posgitiven Patienten (68,4%; MW: 1175?1271 E/ml)

zeigten Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae.



4 Diskussion

4.1 Sendtivitdt und Spezifitét von ASCA be Patienten mit Morbus Crohn und

Kontrollen

Die Pathogenese des Morbus Crohn ist noch immer unklar. Wahrscheinlich ist aber fir
die Entstehung der Erkrankung eine Interaktion von genetischen Faktoren, Umweltfaktoren wie
etwa der intestinalen Mikroflora und dem Immunsystem der Darmmucosa verantwortlich.
Neben epidemiologischen Studien, die eine familidre Haufung und @ne erhohte Inzidenz des
Morbus Crohn bei Zwillingen zeigen und dem Nachweis von prédisponierenden Genloci auf
verschiedenen Chromosomen, wird das Auftreten von spezifischen Autoantikbrpern bei
Patienten mit CED mit einer genetischen Disposition in Zusammenhang gebracht. Ein fir
Morbus Crohn hochspezifischer Antikorper ist ASCA, der gegen eine Tetramannose der Hefe
Saccharomyces cerevisiae gerichtet ist. Die vorliegende Arbeit zeigt, dal3 sich Antikdrper gegen
Saccharomyces cerevisiae bei 68,8% der untersuchten Patienten mit Morbus Crohn nachweisen
lassen, wéahrend ASCA in den Kontrollgruppen (Patienten mit Colitis Ulcerosa,
Autoimmunhepatitis, einheimischer Sprue, primér sklerosierende Cholangitis, gesunde
Personen) nicht signifikant erhoht ist. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit bisherigen
Studien (Barnes 1990, Sendid 1996, Quinton 1998, Ruemmele 1998, Seibold 1999), in denen
die Sengitivitdt von ASCA zwischen 60% und 70% schwankte.

Weder die Préavalenz noch der Titer von ASCA be Patienten mit Morbus Crohn it
geschlechtsabhdngig: In dieser Arbeit unterschied sich diesbeziiglich die maéannliche
Petientengruppe nicht signifikant von der weiblichen Gruppe (71,4% bzw. 65,6%). Dies
entspricht auch der Tatsache, dal3 die Erkrankung selbst etwa gleich auf beide Geschlechter
vertellt ist (Kornbluth 1998). ASCA ist somit kein geschlechtsspezifischer Marker bel Patienten
mit Morbus Crohn. Sowohl die Préavalenz als auch der Titer von ASCA be C.U.-Patienten
liegen insgesamt signifikant unter den entsprechenden Werten von M.C.-Patienten (8,0% und
43?52 E/ml versus 68,9% und 74571035 E/ml) und haten sich damit im Rahmen friherer
Studien (ca. 12%) (Quinton 1998). Nach Giaffer lassen sich auch bel einheimischer Sprue
signifikant erhdhte 1gG-Titer gegen Saccharomyces cerevisiae nachweisen (Giaffer 1992).
Dieses Ergebnis konnte aber in anderen Studien nicht bestétigt werden (Barnes 1990,
Ruemmele 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde ein niedrig positiver ASCA-Titer in der
ELISA-Untersuchung bel zwei von acht Patienten mit einheimischer Sprue gefunden. Der
Mittelwert dieser ASCA-positiven Seren lag bel 178?23 E/ml, aso wesentlich niedriger a's der
von ASCA-positiven M.C.-Patienten (1068?1105E/ml). Zudem erwies sich auch bel beiden

Patienten die indirekte Immunfluoreszenz, die zur Kontrolle durchgeftihrt wurde, as negativ.
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Dain der vorliegenden Arbeit nur 8 Seren von Patienten mit Sprue untersucht wurden, sollte
eine weitere Studie an einem grof3eren Kollektiv vorgenommen werden.

Trotz des vereinzelten Auftretens von ASCA in den Kontrollseren betrégt die Spezifitdt von
ASCA fur Morbus Crohn in dieser Versuchsreihe 94,7% bel einer Sensitivitét von 68,8% und
einem positiven Vorhersagewert von 95,9%. In der vorliegenden Arbeit wurde im ELISA ein
Cut off von 114 E/ml verwendet, der dem Mittelwert der gesunden Kontrollen zuzlglich der
dreifachen Standardabweichung entsprach. Die Spezifitdt kénnte noch weiter erhdoht werden,
wenn man be der serologischen Untersuchung im ELISA bzw. in der indirekten
Immunfluoreszenz den Cut off heraufsetzt. Diese Mal3nahme wirde zwar die Spezifitét noch
mehr verbessern, aber sich zu Lasten einer geringeren Sensitivitét niederschlagen.

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann gefolgert werden, dal3 ASCA ein fur Morbus Crohn
hochspezifischer und sensitiver Marker ist. Die Bestimmung von ASCA kann be der
Differentialdiagnose zwischen Morbus Crohn und Calitis ulcerosa, bei der Einordnung einer
Colitis indeterminata und anderen chronischen Darmerkrankungen sinnvoll  sein.
Selbstversténdlich dirfen die bewahrten Diagnosekriterien wie klinischer Befund, radiologische
und sonographische Verfahren und Endoskopie durch die Bestimmung von ASCA im Serum
nicht ersetzt werden, aber dieser neue spezifische und sensitive Parameter stellt dem Arzt ein
weiteres Diagnoseinstrument bei chronisch entztindlichen Darmerkrankungen zur Verfiigung.

4.2 ASCA und klinische Parameter

In den meisten Studien konnte bisher keine signifikante Korrelation zwischen ASCA
und dem Befallsmuster des Gastrointestinaltraktes bel Patienten mit Morbus Crohn gefunden
werden (Main 1988, Sendid 1996, Sendid 1998, Ruemmele 1998). In der Studie von Ruemmele
aus dem Jahr 1998 zeichnete sich eine Tendenz zu niedrigeren ASCA-Titern bei
ausschliefdichem Befall des Dickdarms im Vergleich zu anderen Befallsmustern ab (Ruemmele
1998). Nur in drel Arbeiten konnte eindeutig gezeigt werden, dal3 die Prévalenz von ASCA bei
reinem Dinndarmbefall und Befall des gesamten Gastrointestinaltraktes signifikant hoher ist as
bel aleinigem Kolonbefal bzw. bel reinem Dinndarmbefall hther as bei gesamten Befal des
Gadtrointestinaltraktes (Giaffer 1992 bzw. Lindberg 1992).

Quinton berichtete schliefdich 1998 von einer ASCA-Pravalenz bei reinem Dunndarmbefall von
62%, bei gesamten Befall des Gastrointestinaltraktes von 74%, wahrend bei ausschliefdichem
Befal des Kolons nur 46% der Patienten ASCA-positiv waren (Quinton 1998). Diese
letztgenannten Daten stimmen gut mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Uberein. ASCA
korreliert sonst mit keinem klinischen Parameter wie mit der Dauer der Erkrankung, der
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Aktivitdt, den Komplikationen, noch der Behandlung mit Immunsuppressiva (Giaffer 1992,
Sendid 1996, Quinton 1998, Ruemmele 1998).

Uber die Griinde der unterschiedlichen Pravalenz von ASCA bei verschiedenen Befallsmustern
kann nur spekuliert werden.

Maoglicherweise handelt es sich bel den Patienten mit reinem Kolonbefal, einem negativen
ASCA-Test und Nachweis von pANCA um eine Untergruppe, bei der sich der Morbus Crohn
klinisch und histologisch dhnlich wie eine Colitis ulcerosa préasentiert. Vasiliauskas beschrieb
eine solche Subgruppe, bel der 100% aller Patienten mit negativem ASCA-Test und positivem
pPANCA-Titer und der Diagnose Morbus Crohn eine linksseitige Colitis ohne
Dunndarmbeteiligung, vergleichbar einer Colitis ulcerosa, aufwiesen (Vasiliauskas 1997). Die
Présenz des Autoantikorpers pANCA zugleich mit einem Phanotyp, der klinisch einer Colitis
ulcerosa dhnelt, konnte auf eine Uberlappung von Colitis ulcerosa und Morbus Crohn und damit
€inen gemeinsamen genetischen Hintergrund hinweisen. Diese Ergebnisse konnten von Quinton
nicht bestdtigt werden (Quinton 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls kein
Nachweis einer erhthnten Pravalenz von pANCA bei Patienten mit Kolonbefall und negativem
ASCA-Titer erbracht werden.

Weiterhin konnte die divergierende Pravalenz von ASCA in den einzelnen Gruppen auch durch
lokale Unterschiede des Mukosa-assoziierten Immunsystems erklart werden. In der Tat bestehen
signifikante Differenzen im Mausmodell zwischen den lokalen Immunsystemen des Dinn- und
Dickdarms, wobei die kleinen intragpithelialen Lymphozyten (IEL) eine algemein erhohte
Aktivitdt im Dunndarm zeigen (Seibold 1998, Gastroenterology).

Am wahrscheinlichsten ist die These, da3 durch die Entzindung in DUnn und Dickdarm
unterschiedliche Permeabilitétsstérungen vorliegen und dadurch ene unterschiedliche
Sensibiliserung der lokalen Immunsysteme durch luminale Antigene stattfinden. Dies wirde
auch den den ASCA-Nachweis bei einzelnen Patienten mit unbehandelter Sprue erkléren.
Auffdlig ist in der vorliegenden Arbeit eine hohe Préavalenz von ASCA bei Patienten mit
Fisteln (90%). Mdoglicherweise findet in den Fistelgéngen ein direkter Kontakt zwischen
immunkompetenten Zellen und Antigenen oder Mikroorganismen stett, der durch das fehlende
Darmepithel ermdglicht wird. So kdnnte es zu einer im Vergleich zu anderen Befallsmustern
erhdhten Antikorperproduktion kommen. Die schlechte Heilungstendenz der Fisteln konnte
damit auf eine stetig stimulierte Entziindungsreaktion zurtickzufihren sein.



4.3 Prévadlenz von ASCA bei Familienangehorigen von CED-Patienten und Kontrollen

Wie oben beschrieben, handelt es sich bee ASCA um einen fur Morbus Crohn
spezifischen und sensitiven Marker. Die Pravalenz von ASCA ist jedoch unabhéngig von der
Aktivitét der Erkrankung, der medikamenttsen Behandlung und von chirurgischen Resektionen
befalener Darmabschnitte. So kommt der Verdacht auf, dal3 ASCA unabhangig vom Stadium
oder Verlauf der Erkrankung eine genetische Disposition fir Morbus Crohn anzeigt. Der
Nachweis dieses Antikorpers bei gesunden monozygoten Zwillingen von Patienten mit Morbus
Crohn gelang Lindberg im Jahr 1992, der diesen Befund as Hinweis flr einen genetischen
Hintergrund in der Préavaenz von ASCA wertete (Lindberg 1992). Die Prévalenz von ASCA bel
gesunden blutsverwandten Personen deutet darauf hin, dal3 ASCA nicht nur ein sekundéres
Epiphéanomen der Entzindung ist, sondern einen genetisch oder exogen bedingten Marker fir
Morbus Crohn darstellt. Um zu untersuchen, ob die Préavaenz von ASCA durch
Umweltfaktoren oder genetisch bedingt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit ene
Familienstudie unter Einschlul® der gesunden Angehtrigen ersten Grades und der Ehegatten
durchgefihrt. Bel 20,4% aller gesunden Angehorigen ersten Grades von MC-Patienten konnte
ASCA im Serum nachgewiesen werden (p<0,01). Dieses Ergebnis steht in guter
Ubereinstimmung mit den Befunden von Sendid, der ebenfalls bei 20% der gesunden
Angehorigen ASCA nachweisen konnte (Sendid 98).

In 27 von 69 Familien (39,1%) fand sich mindestens ein ASCA-positiver Angehdriger. Dies
zeigt, dald die Pravalenz von ASCA nicht auf wenige Familien mit vielen ASCA-positiven
Angehdrigen beschréankt, sondern relativ gleichméldig verteilt ist. Geschlechtsspezifisch
signifikante Unterschiede in der Préavalenz von ASCA konnten ebenso wie bei den Patienten
auch bei den gesunden Angehdrigen nicht festgestellt werden. Ein xchromosomaler Erbgang,
der zur Generation von ASCA fihrt, ist damit unwahrscheinlich, da in diesem Fall ene
deutliche Haufung der Pravalenz von ASCA bei Méannern zu erwarten wére. Auch eine
autosomal-dominante Vererbung ist nicht nachweisbar, da sich im untersuchten Kollektiv die
Pravalenz von ASCA bei Kindern von ASCA-positiven Patienten nicht signifikant von der
Pravalenz bei Kindern von ASCA-negativen Patienten unerschied. Wahrend bei Sendid ein
Uberwiegender Tell der ASCA-positiven Angehdrigen Eltern waren (61,5%) (Sendid 1998),
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit kein Schwerpunkt in der vertikalen oder horizontalen
Verteilung von ASCA in den Generationen.

Auch die Mittelwerte der ASCA-Titer in den einzelnen Generationen unterschieden sich nicht
signifikant. Ebenso gab es zwischen Vétern, Mdttern, Bridern, Schwestern, Séhnen und

Tdchtern keine signifikanten Unterschiede in Prévalenz und Titer von ASCA. Daraus |d3 sich
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schliefen, dal3 ASCA nicht nach einfachen Mendelschen Regeln vererbt wird, sondern
moglicherweise polygen bedingt ist.

Bel 4 von insgesamt 5 Familien mit zwei MC-Patienten ist die Prévalenz von ASCA
konkordant. In einer Studie konnte gezeigt werden, dal} seropositive oder seronegative
Phanotypen der M.C.-Patienten unter allen erkrankten Angehorigen korreliert waren. Weiterhin
erwies sich die Rate der Seropositivtéat fir ASCA unter den Angehdrigen ersten Grades hoher
konkordant als gegeniiber alen Angehérigen (Sutton 2000). Dies kann as weiterer Hinweis
dafur gewertet werden, dal3 das familidre Vorkommen von ASCA genetisch bedingt ist.

Wie bereits gezeigt wurde, handelt es sich bei ASCA um einen hochspezifischen Marker fur
Morbus Crohn. Daher stellt sich die Frage, wie dieser Antikdrper bei gesunden Angehérigen
auftreten kann.

Mdoglicherweise verlauft bei gesunden ASCA-positiven Angehdrigen die Erkrankung
subklinisch. So kénnte zum Beispiel eine lleitis ohne signifikante Stenose \orliegen, die erst
nach jahrelangem Verlauf symtomatisch wird. In diesem Fal ware ASCA ein wichtiger
prognostischer Parameter, der Auskunft gibt, ob bei den betroffenen Angehdrigen spéter die
Erkrankung auch tatsachlich klinisch manifest wird. Aus ethischen Griinden war es in der
vorliegenden Studie nicht méglich, die ASCA-positiven gesunden Angehorigen ersten Grades
endoskopisch auf das Vorliegen einer subklinischen Manifestation des Morbus Crohn zu
untersuchen. Aus diesem Grund wurden ale 181 gesunden Angehdrigen in einem
standardisierten Fragebogen nach typischen Symptomen von chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen wie Diarrhoe, abdominelle Schmerzen, Gelenkschmerzen, Aphten,
Hauteffloreszenzen, Gewichtsverlust und Augenentziindungen, befragt. Ein signifikanter
Unterschied in der Haufigkeit und Qualitét der Beschwerden lief3 sich aber zwischen der ASCA -
positiven und der ASCA-negativen Gruppe der gesunden Angehdrigen nicht feststellen. Es [a3t
sich ebenso wie bel Patienten mit Morbus Crohn keine Korrelation von ASCA und eventuell
subklinischen Symptomen bei Angehdrigen nachweisen. Da es aufgrund der typischen
Altersverteilung der Erkrankung relativ unwahrscheinlich ist, dal3 die ASCA-postiven
gesunden Eltern noch einen Morbus Crohn entwickeln, kann wegen der gleichmédigen
Verteilung von ASCA innerhalb der Generationen nicht darauf geschlossen werden, dal3 das
Vorhandensein von ASCA gleichzeitig auf ein erhthtes Erkrankungsrisiko gegentiber den
ASCA-negativen Angehdrigen hindeutet. DafUr spricht auch, dal3 die Ravalenz von Morbus
Crohn bei Angehérigen ersten Grades ca. 2,5% betrégt (Peeters 1997), wdhrend die Préasenz von
ASCA in der vorliegenden Arbeit mit 20,4% wesentlich hoher liegt. Aus diesem Grund ist bei
Angehorigen von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ein positiver

ASCA-Befund vorsichtig zu bewerten und muf3 nicht gleichbedeutend mit einer Erkrankung an
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Morbus Crohn sein. In diesem Fal ist eine Diagnose nur in Verbindung mit eindeutiger
klinischer Symptomatik, radiologischen und endoskopischen Befunden zu stellen. Die hohe
Frequenz bei Angehdrigen ersten Grades, aber zugleich die fehlende Korrelation mit
Beschwerden der Angehdrigen spricht dafir, dal3 es sich bel ASCA eher um einen genetischen
als einen subklinischen Marker einer latenten Manifestation der Erkrankung handelt. Eine
dominierende Rolle von ASCA in der Atiopathogenese der Erkrankung und als prognostischer
Parameter fUr die spatere Manifestation der Erkrankung ist daher unwahrscheinlich.

Bel Morbus Crohn handelt es sich wahrscheinlich um eine Erkrankung mit multifaktorieller
Genese und die Pravalenz von ASCA bel gesunden Angehtrigen konnte dabei nur einen
prédisponierenden Faktor darstellen. Da ein ASCA-Titer Uber 826 E/ml ausschliefdich bei
Patienten mit Morbus Crohn, nicht eer bei gesunden Angehdrigen gefunden wurde, kénnte
dlerdings ein hoher ASCA-Titer ein erhohtes Erkrankungsrisko darstellen. Eine endgliltige
Klérung, ob die Prévalenz von ASCA einen Risikofaktor fur die Manifestation der Erkrankung
darstdllt, kann jedoch nur eine Langzeitstudie erreichen, die die Entwicklung des ASCA-Titers
und das eventuelle Auftreten der Krankheit bei Angehtrigen Uber mehrere Jahre hinweg
verfolgt.

Shanahan konnte 1992 nachweisen, dald pANCA bel 21,4% der Angehtrigen von pANCA-
positiven Patienten mit Calitis ulcerosa vorkam, aber nur bei 7% der Angehérigen von pANCA-
negativen Patienten (Shanahan 1992). Daraus schlold er, dal3 es sich bei pANCA um einen
genetischen Marker fur Colitis ulcerosa handelt. In der vorliegenden Arbeit waren Angehdrige
von ASCA-positiven Patienten statistisch nicht haufiger selbst ASCA-positiv al's Angehdrige
von ASCA-negativen Patienten, wie es zu erwarten gewesen wére, wenn die Prévalenz von
ASCA ausschliefdlich auf genetische Faktoren zurlickzufUhren wére. Dieses Ergebniss 18
daher nicht eindeutig auf einen genetischen oder umweltbedingten Faktor, der zur Pravalenz
von ASCA bel Patienten und Angehdrigen fihrt, schlief3en.

Bildet man Paare aus Eltern und Kindern, um zu testen, ob ASCA von Eltern auf Kinder
Ubertragen wird, so zeigt sich, dal3 bei 53% der Paare, bei denen mindestens ein Elternteil
ASCA-positiv ist, auch mindestens ein Kind Antikérper gegen Saccharomyces cerevisiae
aufweist. Gleichzeitig aber erwies sich bei 56% der Paare, bei denen beide Eltern ASCA-
negativ sind, auch mindestens ein Kind als ASCA-positiv.

Versucht man, in der vorliegenden Arbeit eine Korrelation vom ASCA-Status der Eltern und
der Erkrankung der Kinder an Morbus Crohn zu finden, so unterscheidet sich die Pravalenz von
Morbus Crohn bei Kindern weder in der Gruppe mit mindestens einem ASCA-positiven
Elternteil (48,8%), noch in der Gruppe mit ASCA-negativen Eltern (51,5%). Dies deutet darauf
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hin, dal3 ASCA-positive Eltern bei familiarem Morbus Crohn im Vergleich zu ASCA-negativen
Eltern fUr Kinder kein erhthtes Risko darstellen, spéter einen Morbus Crohn zu entwickeln.
Offensichtlich sind also noch weitere Faktoren genetischer oder umweltbedingter Art
notwendig, um zu einer klinisch manifesten Erkrankung zu fuhren. Dies weist ebenfalls auf eine
multifaktorielle Genese des Morbus Crohn hin.

Diese Ergebnisse sprechen weder eindeutig fur genetische noch fir umweltbedingte Faktoren,
die zum Phdnomen der Antikérperbildung gegen Saccharomyces cerevisiae sowohl bel
Patienten mit Morbus Crohn als auch bel ihren gesunden Angehdrigen fuhren. In beiden Fallen
wirde man eine deutliche Haufung der ASCA-positiven Angehdrigen in den Familien mit
ASCA-positiven Patienten erwarten. Allerdings ist zu bedenken, dal3 sich im Laufe der Zeit der
ASCA-Titer im Serum andern konnte.

Uberraschenderweise konnte ASCA auch bei gesunden Angehdrigen von Patienten mit Colitis
ulcerosa (11,6% im ELISA, 8,1% in der indirekten Immunfluoreszenz) nachgewiesen werden.
Die Préavalenz von ASCA ist im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv erhoht, allerdings
statistisch nicht signifikant (p>0,1). Wenn ASCA tatsachlich einen genetischen Marker bei

Morbus Crohn darstellt, so konnte der Nachwels dieses Antikorpers auch bel gesunden
Angehorigen von Patienten mit Colitis ulcerosa - wenn auch in weit geringerer Frequenz as bei
Angehdrigen von M.C.-Patienten - auf einen gemeinsamen genetischen Hintergrund beider
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen hinweisen. Epidemiologische Studien zeigen, dal3
die Inzidenz von Morbus Crohn auch bei Familien mit Colitis ulcerosa erhoht ist (Orholm
1991). Bel genetischen Untersuchungen wurden auf den Chromosomen 3, 7 und 12 Gene fur
eine erhohte Suszeptibilitét fir sowohl Morbus Crohn a's auch Colitis ulcerosa gefunden (siehe
1.3.1 Genetische Faktoren).

Toyoda stellte drei Thesen fur das gemeinsame familiére Auftreten von Morbus Crohn und

Caolitis ulcerosa auf:

Es handelt sich genetisch um die gleiche Erkrankung

2. Multiple Gene sind bel beiden Erkrankungen beteiligt, ein oder mehrere sind aber
beiden gemeinsam

3 Es gibt mehrere genetisch unterschiedliche Formen von chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen: Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und eine Uberlappung beider
Erkrankungen

(Toyoda 1993)

Um die Relevanz von ASCA hinsichtlich dieser Hypothese zu beleuchten, ist es notwendig, eine

Korrelation von genetischen Befunden und dem ASCA-Titer zu untersuchen.
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4.4 ASCA und mogliche Umweltfaktoren

In der Atiopathogenese des Morbus Crohn wird neben der genetischen Disposition auch
ein  Umweltfaktor diskutiert. Ein potentiell krankheitsausdsendes Agens, wie z.B.
Mikroorganismen, besondere Nahrungsbestandteile oder Umweltnoxen, kénnte somit eine
Erklérung fur ein familiéres Auftreten von Morbus Crohn und fir die Prévalenz der fir Morbus
Crohn hochspezifischen Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae bel Patienten und
Angehdrigen bieten, da beide Gruppen ein gemeinsames Umfeld teilen. Um diese These
hinsichtlich des Auftretens von ASCA be Familienmitgliedern zu untersuchen, wurden
insgesamt 146 Angehorige ersten Grades, bei denen die Wohnsituation bekannt war, in zwei
Gruppen aufgeteilt, je nachdem, ob sie mit einem Morbus Crohn-Patienten in einem Haushalt
zusammenleben oder nicht. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied in der ASCA-
Pravalenz bel den Angehérigen beziiglich der Wohnsituation festgestellt werden. Dies ist as
Hinweis dafir zu werten, dai3 die Prévalenz von ASCA vom jeweiligen Umfeld und damit von
Umweltfaktoren unabhangig ist und wahrscheinlich von genetischen Faktoren bestimmt wird.
Allerdings ist auch hier eine kritische Betrachtung der Ergebnisse notwendig, da sicherlich die
meisten der ASCA-positiven Angehdrigen, die jetzt getrennt vom Patienten leben, friiher einmal
mit dem Patienten zusammen in einem Haushalt wohnten und damit eventuell ein Kontakt mit
moglichen gemeinsamen Umwel tfaktoren bestand.
Um daher einen fur die Pravalenz von ASCA bel nahen Kontaktpersonen verantwortlichen
Umweltfaktor mit weiteren Experimenten auszuschlief3en, bot sich die Untersuchung der Seren
von Ehepartnern von Patienten mit Morbus Crohn an, da hier zwar ein gemeinsames Umfeld,
aber keine genetische Verwandtschaft besteht. Einige Studien beschreiben das Auftreten von
Autoantikbrpern auch bel  Ehegatten von Patienten mit chronisch  entziindlichen
Darmerkrankungen:
So konnte Korsmeyer nicht nur bei Patienten, sondern auch bel 50% der Ehegatten und bei 40%
der im gleichen Haushat lebenden Angehdrigen lymphozytotoxische Autoantikorper
nachweisen, wahrend die Prévalenz in Kontrollseren nur 4% betrug. Nur 19% der Angehérigen,
die nicht im gleichen Haushalt lebten, wiesen lymphozytotoxische Antikorper auf (Korsmeyer
1975). Auch wurde mehrfach in der Literatur das Auftreten von Morbus Crohn bei beiden
Ehepartnern beschrieben (Purrmann 1987, Comes 1994). Diese Untersuchungen sprechen fir
einen nichtgenetischen Faktor in der Pathogenese des Morbus Crohn und lassen an einen
Umweltfaktor denken.
In der vorliegenden Studie wurden die Seren von 32 gesunden Ehepartnern von M.C.-Patienten
mit bereits bekanntem vorwiegend hohen ASCA-Titer untersucht. Dabei trat kein signifikanter
Unterschied in der Prévalez von ASCA be Ehegatten im Vergleich zum gesunden
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Kontrollkollektiv auf. Die Pravalenz von ASCA bei gesunden Ehegatten (9,4%) von Morbus
Crohn-Patienten erscheint auf den ersten Blick recht hoch, zuma ale drei ASCA-positiven
Ehepartner auch mit einem hochtitrigen Morbus Crohn-Patienten verheiratet sind und eine
Ehefrau (522 E/ml) sogar Uber Aphten und Gelenkschmerzen klagt. Aus der Familienanamnese
dieser Frau ist jedoch zu erfahren, dal? ihnre Mutter an Colitis ulcerosa erkrankt war und so die
Tochter méglicherweise an Morbus Crohn erkrankt sein kénnte aufgrund des erhdhten Risikos,
bei einem bereits an einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung leidenden Angehdrigen
selbst an einer CED zu erkranken. In diesem Fall ist also der erhohte ASCA-Titer auch mit
einem genetischen Hintergrund erkldrbar. Die beiden anderen ASCA-positiven Ehegatten
zeigten niedrig-positive ASCA-Titer und beklagten anamnestisch keinerlei Symptome einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung. Der Befund, dai3 sich der Mittelwert der Ehegatten
von ASCA-negativen Patienten mit Morbus Crohn nicht signifikant von dem der Ehegatten von
ASCA-positiven Patienten unterscheiden, bestétigt ebenfalls, dald die Prévalenz von ASCA
nicht von Umweltfaktoren abhangig ist. Die eigentliche Pravalenz von ASCA bei Ehegatten
durfte wahrscheinlich niedriger liegen, zuma in der indirekten Immunfluoreszenz nur ein
Serum aus der Gruppe der Ehepartner ASCA-positiv war (3,1%). Daher ndhert sich die
Héaufigkeit von ASCA bel Ehepartnern eher der Pravalenz im gesunden Kontrollkollektiv
(2,6%) an. Somit gilt es as unwahrscheinlich, dal3 das Auftreten von ASCA bei Angehdrigen
durch Umweltfaktoren verursacht wird, da weder die Pravadenz von ASCA be gesunden
Angehdrigen von der Wohnsituation abhéangt, noch sich bei gesunden Ehegatten signifikant
haufiger ASCA nachweisen |&¥. Interessanterweise konnte ASCA auch bel einer Ehegattin
eines ASCA-negativen Patienten mit Colitis ulcerosa sowohl in  der indirekten
Immunfluoreszenz als auch im ELISA nachgewiesen werden, wobel ihr ASCA-Titer auch bel
einer weiteren Serumprobe zwel Jahre spéter erhoht war. Da in der vorliegenden Arbeit nur
wenige Ehegatten von Patienten mit Colitis ulcerosa untersucht wurden, sollte man weitere

Studien an einem grof3eren Kollektiv vornehmen.

4.5 Die Bedeutung von ASCA fir die Pathogenese des Morbus Crohn

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist ASCA ein spezifischer Marker fur
Morbus Crohn, der in signifikanten Titern nur bel Patienten mit Morbus Crohn und bel ihren
Angehorigen nachgewiesen werden kann. So stellt sich die Frage, wie es zu dieser spezifischen
Pravalenz kommt und ob ASCA eine Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielt.

Die Hefe Saccharomyces cerevisae ist in viden Nahrungsmitteln der westlichen
Industriegesellschaft ein wichtiger Bestandteil. So wird Saccharomyces cerevisiae as Wein-
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oder Bierhefe, vor dlem aber in Getreideprodukten als Backhefe haufig verwendet. Aus der
spezifischen Pravalenz von Antikérpern gegen diesen Hefestamm bei Morbus Crohn konnte
man folgern, dal3 die Sensibiliserung des Immunsystems und damit die Produktion von
spezifischen Antikorpern durch die Ingestion von Hefezellen oder Antigenen aus der
Hefezellwand angeregt wird.

So ig es nicht auszuschliel?en, dald neben einer genetischen Disposition Hefe oder
Hefebestandteile als aud dsendes Agens in der Pathogenese eine gewisse Rolle spielen, zumal
bekannt ist, dal? Mannane (z.B. von C. abicans) immunmodulatorische Effekte haben (Barclay
1992). Eine Kreuzreaktion mit Antigenen der Hefe oder aber ein Verlust der Immuntoleranz
gegeniiber Bestandteilen der Hefezellwand ware als ein Faktor in der Atiologie des Morbus
Crohn oder zumindest as Ursache fur die Bildung von Antikérpern gegen Saccharomyces
cerevisiae denkbar (Main 1988, McKenzie 1990). Vor dlem die hohe Spezifitét von ASCA des
Typs IgA fur Morbus Crohn (Main 1988, Barnes 1990) scheint dafiir zu sprechen, dal3 die
immunologische Auseinandersetzung vor dlem auf den Schleimhauten, aso im
Gastrointestinaltrakt stattfindet. Diese These wird durch eine Studie (Barclay 1992) unterstiitzt,
die Uber einen signifikanten Rickgang des CDAI (Crohn’s Disease Activity Index) bel
Patienten mit M.C. unter hefefreier Did berichtet, dagegen Uber einen Wiederanstieg bei
Einnahme von Kapseln mit Backerhefe.

Deutlich gegen die Theorie der direkten Beteiligung von Saccharomyces cerevisiae und seiner
Zellwandbestandteile an der Atiopathogenese spricht allerdings, daid die Pravalenz von ASCA
in keiner Korrelation mit der Krankheitsaktivitdt und der medikamenttsen Behandlung steht
(Giaffer 1992) und dal3 der ASCA-Titer unabhangig von der Diét konstant blieb (Barclay 1992).
Auch besteht kein Zusammenhang zwischen dem entziindungsanzeigenden CRP und der
Prasenz von ASCA (Sendid 1998). Diese Befunde sprechen gegen Saccharomyces cerevisiae
oder Zellwandbestandteile der Hefe als direkte Noxe.

Ein weiterer Erkldrungsansatz fur die im Vergleich zum Kontrollkollektiv und zu Colitis
ulcerosa-Patienten hohe Pravalenz von Antikdrpern gegen Saccharomyces cerevisiae konnte
eine primére oder sekundédr durch die Entziindung hervorgerufene Permeabilitétsstorung des
Darmes bel Morbus Crohn darstellen. Eine erhdhte Permeabilitédt bei Patienten mit Morbus
Crohn fur grofRere Molekiile wie beispielsweise PEG 400 (Hollander 1986) ist in mehreren
Studien diskutiert worden, zumal diese Stérung auch bei 20% der gesunden Angehérigen ersten
Grades (Peeters 1997) festgestellt wurde und demnach nicht durch eine chronische Entziindung
der Darmwand hervorgerufen sein kann. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, ist ASCA
spezifisch fur Morbus Crohn und daher kaum ein Epiphenomen einer algemein erhdhten
Permeabilitét. Vor alem die Arbeiten von McKenzie und Lindberg sprechen gegen diese
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Hypothese, da ausschliefdich erhdhte Antikorpertiter gegen Saccharomyces cerevisiae, aber
nicht gegen Nahrungsmittelantigene wie Gliadin, Ovalbumin oder die Hefe Candida albicans,
ein haufiger Kommensale des menschlichen Darms, bel Patienten mit Morbus Crohn gefunden
wurden (McKenzie 1990, Lindberg 1992). Eine algemein erhthte Permesbilitét als Grund fir
die spezifisch bei Morbus Crohn erhéhte Pravalenz von ASCA ist daher unwahrscheinlich, da
man in diesem Fale ebenso einen erhthten Titer gegen andere Nahrungsmittelantigene und
Hefen erwarten  darfte.  Endglltige  Klarheit Gber  den  Zusammenhang  von
Permeabilitatsstbrungen und ASCA kann aber nur eine kombinierte Untersuchung der
Darmpermesbilitét und zugleich Bestimmung des ASCA-Titers von Morbus Crohn-Patienten
und ihren Angehdrigen bringen.

Weiterhin konnte eine Kreuzreaktion zwischen dem Antigen von Saccharomyces cerevisiae,
wahrscheinlich einer Mannotetraose, und anderen Antigenen in Betracht gezogen werden.
Kirzlich wurde in einer Studie eine Kreuzreaktion zwischen bakteriellen Antigenen und
PANCA postuliert (Seibold 1998). Oligomannoside sind unter Mikroorganismen weit
verbreitete Antigene (Sendid 1996). Die Rolle von Mykobakterien, vor alem M.
paratuberculosis, wurde friher bei der Pathogenese des Morbus Crohn diskutiert. Auch diese
Bakterien besitzen Epitope mit Mannan in der Zellwand (Sendid 1996). Bemerkenswert ist, dal3
die DNA dieses Mykobakteriums in ca. 65% des Darmgewebes von Patienten mit Morbus
Crohn nachgewiesen wurde (Sanderson 1992). Interessanterweise tritt ASCA auch bel 60-70%
der Patienten im Serum auf. Allerdings konnte die daraus abgeleitete Hypothese, dal3 das
Lipoarabinomannan der Zellwand von M. paratuberculosis mit dem Phosphopeptidomannan
von Saccharomyces cerevisiae kreuzreagiert, nicht bestétigt werden (Sendid 1996).

Eine Kreuzreaktion mit bisher noch nicht identifizierten Mikroorganismen, die zur Bildung von
Antikorpern gegen Saccharomyces cerevisiae fuhrt, kann aber dennoch in Betracht gezogen
werden. Weiterhin kénnte aber auch eine Kreuzreaktion mt humanen Glykoproteinen (Sendid
1996) der Darmwand bestehen. Dies trifft zu, falls strukturelle Ahnlichkeiten zwischen dem
Phosphopeptidomannan der Hefezelle und Oligomannosiden auf menschlichen Zellen, z.B.
Enterozyten existieren. Damit wirde ASCA einen Autoantikorper gegen korpereigene
Strukturen darstellen, maoglicherweise hervorgerufen durch eine Dysregulation des
Immunsystems.

Die hohe Spezifitét von ASCA fir Morbus Crohn und die signifikant erhthte Pravalenz bel
gesunden Angehdrigen (20,4%) konnte darauf hinweisen, dal? bei Morbus Crohn eine genetisch
determinierte Dysregulation des Immunsystems vorliegt und es infolge der abnormen
Immunantwort zur Bildung von Antikdrpern gegen normaerweise apathogene intestinale
Antigene kommt (Barclay 1992). So kénnte ASCA einen genetischen Marker darstellen, der
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selbst aber nicht unbedingt eine Rolle in der Pathogenese spidt (Shanahan 1997). Nach dieser
These stellt ASCA aso kein Epiphenomen der Entziindung dar. Aufgrund der Tatsache, dal3
nicht blutsverwandte enge Kontaktpersonen wie z.B. Ehegatten von Patienten mit Morbus
Crohn selbst keine signifikant erhthte Prévalenz von ASCA aufweisen und auch die ASCA-
Pravalenz bei Angehdrigen unabhéangig von der Wohnsituation ist , gilt es als unwahrscheinlich,
dal? das Auftreten von ASCA dlein durch umweltbedingte Faktoren wie z.B. Nahrungsmittel
oder ein von Patienten Ubertragbares Agens verursacht wird. ASCA kann deshalb as Ausdruck
einer wahrscheinlich genetisch bedingten immunologischen Dysregulation des Immunsystems
und damit als genetischer Marker gelten. Diese These wird durch die Tatsache unterstiitzt, daf?
gesunde Angehdrige von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen auch sonst
ungewohliche Immunphénomene zeigen, wie z.B. eine Immunreaktion gegen ECAC (epithelia-
cell-associated components) (Fiocchi 1989) und Antikorper gegen Becherzellen (Folwaczny
1997, Gastroenterology). Nach  gegenwartigem Stand der  Forschung — spielen
immunpathologische Mechanismen in der Atiopathogenese des Morbus Crohn eine
entscheidende Rolle. Eine Schltisselrolle kommt dabel der Interaktion des Immunsystems der
Darmmukosa mit der enteralen Mikroflora zu, wobel die individuelle Empfindichkeit genetisch
festgelegt ist. Moglicherweise kommt es zu einem Zusammenbruch der Immuntoleranz
gegeniber sonst apathogenen Kommensalen der Darmflora oder anderen luminalen Antigenen
und so zu einer chronische Aktivierung von Immunzellen des Gastrointestinaltraktes und
Zytokinen und damit zu einer inadaguaten Immunantwort gegen luminale Antigene (Shanahan
2001). Die Empfanglichkeit fur diese Dysregulation ist wahrscheinlich genetisch bestimmt. Mit
diesem Hintergrund kénnte die hohe Prévalenz von ASCA sowohl bei Patienten as auch bel
ihren Angehorigen erklérbar sein.

ASCA eflllt zwel der wichtigsten Kriterien eines genetischen Markers (Seibold 1997): Hohe
Spezifitét und familidres Auftreten, wie in der vorliegenden Arbeit dargelegt werden konnte. Ob
sich ASCA auch Uber einen langeren Zeitraum konstant im Serum nachweisen a3 und damit
die dritte Forderung eines genetischen Markers erfiillt, kann aus der vorhandenen Literatur nicht
ausreichend belegt werden. Einzig die Studie von Barclay beschreibt einen konstanten ASCA-
Titer bei Patienten Uber drel Monate (Barclay 1992). Daher sind weitere prospektive Studien
eforderlich, um den Verlauf des ASCA-Titers be Patienten und Angehdrigen zu
charakterisieren.

Die Immunreaktion gegen Antigene von Saccharomyces cerevisae ist nicht nur auf das
humorale Immunsystem beschrankt. Wie eine Untersuchung von Young zeigt, kommt es in
vitro nach Stimulation durch Béckerhefe zu einer Proliferation von peripheren Lymphozyten,

die von Patienten mit Morbus Crohn isoliert wurden, wéhrend bei Lymphozyten von gesunden
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Kontrollpersonen keine Reaktion festgestellt wurde (Y oung 1994). Da im Entzindungsprozess
T-Zellen eine mal3gebliche Rolle spielen, sollte der Zusammenhang zwischen einzelnen
Subpopulationen der T-Zellen und der Resktion auf Stimulation durch Béckerhefe oder
Zelwandantigene von Saccharomyces cerevisiae untersucht werden.

4.6 Korrelation von PAK und ASCA be Patienten mit Morbus Crohn

In bisherigen Studien konnten Antikorper gegen Pankreasgewebe (PAK) bel ca. 27 %

der Patienten mit Morbus Crohn nachgewiesen werden (Seibold 1997). Die hohe Pravalenz von
PAK (47,3%) in der vorliegenden Arbeit ist dadurch bedingt, dal? die Patientengruppe in einer
vorangehenden Studie (Tanza 1999) zusammengestellt wurde und zu ca. 50% aus bereits
bekannten PAK -positiven Crohn-Patienten bestand.
Hinsichtlich der Pravalenz von PAK und ASCA gibt es keine signifikante Korrelation zwischen
beiden Markern. ASCA und PAK erkennen damit unterschiedliche Antigene, wobei ASCA
wesentlich sensitiver ist. PAK ist zwar ein hochspezifischer Marker fir Morbus Crohn, sollte
aber aufgrund seiner niedrigen Sengitivitdt nur in Kombination mit ASCA und pANCA, einem
fr Calitis ulcerosa sensitiven Antikorper, zur serologischen Differentialdiagnose von chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen eingesetzt werden. Die Kombination dieser drel spezifischen
Antikorper in der Diagnostik kann die Sendtivitét und Spezifitdt in der serologischen
Differentialdiagnose der CED weiter erhhen.

4.7 Schluf¥folgerungen

Folgende Schluf¥folgerungen konnen aus der vorliegenden Arbeit gezogen werden:
ASCA ig ein fir Morbus Crohn hochspezifischer Marker, der sich auch bei Uber 20% der
gesunden Angehdrigen ersten Grades nachweisen |ad. Wahrscheinlich handelt es sich bei
ASCA um einen Marker fir eine genetisch determinierte Dysregulation des Immunsystems der
Darmmucosa, da ASCA bei nicht blutsverwandten engen Kontaktpersonen nicht signifikant
erhoht ist und die Prévalenz unabhéngig von der Wohnsituation der Angehdrigen ist. Zusammen
mit weiteren Autoantikbrpern (PAK und pANCA) stellt ASCA ein wertvolles Hilfsmittel bei
der serologischen Differentialdiagnose der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen dar. Bel
ausschlieldichem Kolonbefal ist die Pravalenz von ASCA signifikant verringert gegenliber
anderen Befallsmustern des Gastrointestinaltraktes.



5 Zusammenfassung

Der Morbus Crohn tritt familidr gehduft auf. Antikorper gegen Saccharomyces
cerevisiae (ASCA) gelten als spezifische und sensitive serologische Marker bel Patienten mit
Morbus Crohn (M.C.), die mit einer Mannotetraose, einem Antigen der Hefezellwand,
reagieren. In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dald sich ASCA
auch bel gesunden Angehdrigen ersten Grades von M.C.-Patienten nachweisen [&%. Dazu
wurden die Seren von 69 Familien mit 74 Patienten und 181 gesunden Angehérigen ersten
Grades mit den Methoden der indirekten Immunfluoreszenz und eines ELISA-Testsystems
untersucht. Als Kontrollkollektive dienten gesunde Personen (n=38), 25 Patienten mit Colitis
ulcerosa und 86 gesunde Angehdrige, 38 Ehegatten von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen, 11 Patienten mit primér skleroserender Cholangitis, 12 Patienten mit
Autoimmunhepatitis und 8 Patienten mit einheimischer Sprue. Der ELISA, der nach Extraktion
des Antigens aus der Hefezellwand in der vorliegenden Arbeit etabliert wurde, korreliert sehr
gut mit der indirekten Immunfluoreszenz, erreicht eine Spezifitdt von 94,7% und kann as
Testsystem fir die Routinediagnostik bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED)
standardisiert werden.

Waéhrend 68,8% der Patienten Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae aufwiesen, zeigten
auch 20,4% der Angehorigen diesen Antikorper im Serum. In 39,1% aler Familien fand sich
mindestens ein ASCA-positiver Angehodriger. Im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv
zeigte sich in der Préavalenz von ASCA sowohl bel Patienten als auch be ihren Angehoérigen
eine hohe Signifikanz (p<0,0005 bzw. p<0,01). Demgegeniber kam es zu keiner signifikanten
Erhéhung von ASCA in den Seren der Kontrollgruppen.

Entgegen den gelaufigen Angaben aus der Literatur konnte in der vorliegenden Arbeit eine
signifikant erhohte Prévalenz von ASCA bel Befall des gesamten Gastrointestinaltraktes
(76,6%), des terminaen lleums und Kolons (83,9%) oder bei Fisteln (90,0%) im Vergleich zu
reinem Kolonbefall (47,6%) gefunden werden.

Sollte es sich bei ASCA um einen genetischen Marker handeln, so kann kein einfacher
geschlechtsgebundener oder Mendelscher Erbgang, sondern vielmehr eine polygene Vererbung
angenommen werden. Ein Unterschied in der vertikalen oder horizontalen Verteilung von
ASCA bei den Angehdrigen trat nicht auf.

Um zu untersuchen, ob ASCA von mdglichen Umweltfaktoren abhangig ist, wurden die Seren
von 32 gesunden Ehepartnern von M.C.-Patienten auf die Pravalenz von ASCA Uberpriift (nicht
signifikant). Weiterhin zeigte sich der ASCA-Status der gesunden Angehérigen ersten Grades

statistisch unabhéngig davon, ob sie zusammen oder getrennt mit dem Patienten in einem
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Haushalt lebten. Somit ist die Induktion von ASCA wahrscheinlich nicht durch Umweltfaktoren
beeinflufi.

Auch bei Angehérigen von Patienten mit Colitis ulcerosa (n=86) konnte ASCA in 11,6%
nachgewiesen werden. Dies konnte mit der allgemein bekannten erhdhten Inzidenz von Morbus
Crohn bel Verwandten von Colitis ulcerosa-Patienten erklart werden und deutet moglicherweise
auf einen gemeinsamen genetischen Hintergrund beider Erkrankungen hin.

ASCA erkennt ein anderes Antigenepitop als PAK (Pankreasantikérper). Somit stellen beide
Antikorper voneinander unabhangige sensitive und spezifische Marker fir eine serologische
Differentialdiagnose der CED dar.

Die gegenuber dem Kontrollkollektiv hochsignifikante Prévalenz von ASCA bei gesunden
Angehorigen, die hohe Spezifitét bel Patienten mit Morbus Crohn und die Unabhéngigkeit von
der Krankheitsaktivitét bzw. subklinischen Symptomen bel gesunden Angehdrigen sprechen
gegen einen Sekundéreffekt bel chronischer Entziindung as Ursache fir die Pravadenz von
ASCA. Es handelt sich bet ASCA wahrscheinlich um einen genetischen Marker, der eine
inadéguate, fur Morbus Crohn spezifische Immunantwort gegen luminale Antigene, bedingt
durch eine genetische Dysregulation des Immunsystems, widerspiegeln konnte. Ob die
Pravalenz von ASCA be gesunden Angehdrigen eine Prédisposition zu einer spéteren
Erkrankung an Morbus Crohn darstellt, ist unsicher, zumal dieser Antikorper bei 20,4% der
gesunden Angehdrigen auftritt, aber die Pravalenz von Morbus Crohn in der Familie nach
Literaturangaben nur ca. 2,5% betrégt. Die vorliegende Arbeit zeigt den Stellenwert von ASCA
bei der serologischen Differentialdiagnose der CED und bietet mit dem Nachweis von ASCA
bei gesunden Angehdrigen ersten Grades einen weiteren Hinweis fir die Beteiligung einer
genetisch bedingten Dysregulation des Immunsystems an der Pathogenese des Morbus Crohn.
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