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1. Zusammenfassung und Abstract

1.1. Zusammenfassung

Die weltweit steigende Prévalenz chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (CED) erhdht
die Relevanz fur eine frihzeitige und zielgerichtete Diagnostik und Therapie beim Morbus
Crohn (MC) und der Colitis ulcerosa (CU). Die Differenzierung zwischen diesen beiden
Hauptentitaten, welche bei teils sehr d&hnlicher Kklinischer Symptomatik einen
unterschiedlichen Verlauf zeigen und auch unterschiedliche Therapiestrategien erfordern,
erweist sich vor allem zu Beginn der Erkrankung haufig als schwierig bis unmdglich. Bisher
erfolgen die Verlaufsbeurteilung und Steuerung der Therapie unter Zuhilfenahme des fakalen
Calprotectins, einem relativ unspezifischen Biomarker, welcher mit der granulozytéren
Aktivierung im Gastrointestinaltrakt korreliert und somit die intestinale inflammatorische
Aktivitat widerspiegelt. Insbesondere bei padiatrischen Patienten, bei welchen eine chronisch-
entziindliche Darmerkrankung verglichen mit adulten Patienten mit mehr Komplikationen
und weitreichenderen Folgen einhergeht, gilt es deshalb, einen mdglichst wenig invasiven,
spezifischen, sensitiven, kostengiinstigen und gut verfligbaren Biomarker zu finden, welcher
Diagnostik und Verlaufsbeurteilung erleichtern und somit eine friihzeitige individuelle
Therapie ermdglichen kann.

Zytokine sind Proteine, die im Korper eine wichtige Rolle im Rahmen der Kommunikation
zwischen Zellen des Immunsystems innehaben, weswegen Erkenntnisse ber Zytokinprofile
ein besseres Verstdndnis der immunologischen Ablaufe und der Pathogenese von
Erkrankungen ermdglichen. Ziel der Studie war es aus diesem Grund, herauszufinden, ob
Unterschiede in den Zytokinprofilen des MC und der CU bestehen, und inwiefern diese mit
den bisher etablierten Biomarkern Calprotectin und C-reaktives Protein (CRP) sowie den
klinischen Aktivitatsscores Pediatric Crohn's Disease Activity Index (PCDAI) und Pediatric
Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI) korrelieren.

Es wurden 23 MC- und 10 CuU-Patienten der Kinder- und Jugendklinik am
Universitatsklinikum des Saarlandes im Alter zwischen 9 und 19 Jahren in die Studie

eingeschlossen, welchen im Rahmen von Routineuntersuchungen sowie krankheitsbedingten
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Aufenthalten im Krankenhaus Blut entnommen wurde. Insgesamt wurden 145 Blutproben
abgenommen, welche nach der Blutentnahme zentrifugiert und bis zur weiteren Verarbeitung
aufbewahrt wurden. Zudem wurden das fékale Calprotectin und das CRP bestimmt sowie je
nach Krankheitsentitdt der PCDAI oder der PUCAI erhoben. Beim PCDAI und PUCAI
handelt es sich um die beiden gebréuchlichsten Aktivitatsscores fir den MC und die CU in
der Padiatrie. Beide Scores dienen der Abschatzung des Schweregrades der CED des
jeweiligen Patienten und beinhalten Faktoren aus der Anamnese und klinischen Untersuchung

sowie Laborwerte.

Anhand von Literaturrecherche wurde ein méglichst breites Spektrum an Zytokinen im Serum
untersucht: Wir untersuchten die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-lo. (IL-10),
Interleukin-1B  (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-12p40 (1L-12p40), Interferon
gamma-induced protein 10 (IP-10), Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), das
antiinflammatorisch wirksame Interleukin-10 (IL-10) sowie die Chemokine Interleukin-8
(IL-8), Macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a), Monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1), Monocyte chemotactic protein-3 (MCP-3) als auch die Wachstumsfaktoren
Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) und Granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF). Die Zytokine wurden mittels Multiplexanalyse (Luminex®)

quantifiziert.

Beim Vergleich der beiden Entitdten MC und CU zeigten sich das MIP-1o und das MCP-3
beim MC sowie das Calprotectin bei der CU signifikant erhoht. Bei isolierter Betrachtung der
Aktivitatsphasen fanden wir das MCP-3 beim MC in der Remission verglichen mit dem
Schub signifikant erhéht. Das Calprotectin war bei der CU im Schub verglichen mit der
Remission signifikant erhéht. Ein Vergleich der beiden Aktivitatsphasen unabhangig von der
Krankheitsentitdt ergab eine signifikante Erhohung von IP-10 und CRP im Schub. Bei
isolierter Betrachtung der Krankheitsentitaten zeigten sich signifikante Erhohungen des 1P-10
beim MC sowie des CRP bei der CU. Zusétzlich konnten wir zeigen, dass die Zytokine IL-8
und G-CSF sowie das CRP positiv mit dem PUCAI korrelieren. Des Weiteren fand sich
unabhdangig von Krankheitsentitat und Aktivitatsphase ein positiver Zusammenhang zwischen
den beiden Zytokinen IL-6 und G-CSF mit dem CRP sowie eine positive Korrelation

zwischen den beiden Biomarkern CRP und Calprotectin.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um den Verlauf der Zytokinspiegel im
Krankheitsverlauf und in Abhangigkeit der Therapie noch besser zu charakterisieren. Hieraus

konnten sich Hinweise auf die Pathogenese und auf neue Therapieansatze ergeben.
2



1.2. Abstract

The increasing prevalence of inflammatory bowel disease (IBD) worldwide increases the
relevance for early and targeted diagnosis and therapy of Crohn's disease (CD) and ulcerative
colitis (UC). The differentiation between these two main entities, which in some cases show a
different course with very similar clinical symptoms and also require different therapeutic
strategies, often proves to be difficult or even impossible, especially at the beginning of the
disease. Till now, the assessment and management of the course of the disease is based on
faecal calprotectin, a relatively unspecific biomarker that correlates with granulocyte
activation in the gastrointestinal tract and thus reflects the intestinal inflammatory activity.
Especially in paediatric patients, in whom chronic inflammatory bowel disease is associated
with more complications and far-reaching consequences compared to adult patients, it is
therefore important to find a biomarker that is as non-invasive, specific, sensitive, cost-
effective and readily available as possible, which can facilitate diagnosis and assessment of

the course of the disease and thus enable early individualized therapy.

Cytokines are proteins that play an important role in communication between cells of the
immune system. Therefore knowledge about cytokine profiles enables a better understanding
of immunological processes and pathogenesis of diseases. Thus, the aim of the study was to
find out whether there are differences in the cytokine profiles of CD and UC, and how they
correlate with the established biomarkers calprotectin and C-reactive protein (CRP) as well as
the clinical activity scores Paediatric Crohn's Disease Activity Index (PCDAI) and Paediatrics
Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAL).

The study included 23 CD and 10 UC patients aged 9 to 19 years from the Children’s and
Adolescent Clinic at Saarland University Hospital, from whom blood was collected during
routine examinations and hospitalizations due to illness. A total of 145 blood samples were
collected, which were centrifuged after blood collection and stored until further processing. In
addition, faecal calprotectin and CRP were determined and, depending on the disease entity,
PCDAI or PUCAI were collected. PCDAI and PUCAI are the two most common activity
scores for the CD and the UC in paediatrics. Both scores are used to estimate the severity of
the patient’s IBD and include factors from the patient’s medical history and clinical

examination as well as laboratory scores.



Based on literature research, the broadest possible spectrum of cytokines in serum was
examined: We examined the proinflammatory cytokines interleukin-1a (IL-1a), interleukin-
1B (IL-1pB), interleukin-6 (IL-6), interleukin-12p40 (IL-12p40), interferon-gamma induced
protein 10 (IP-10), tumour necrosis factor-a (TNF-a), interferon-y (IFN-v), the anti-
inflammatory interleukin-10 (IL-10) and the chemokines interleukin 8 (IL-8), macrophage
inflammatory protein-1o (MIP-1a), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), monocyte
chemotactic protein-3 (MCP-3) as well as the growth factors granulocyte colony-stimulating
factor (G-CSF ) and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF). The

cytokines were quantified by means of multiplex analysis (Luminex®).

The comparison of the two entities CD and UC showed significant increases in MIP-1o and
MCP-3 in CD and calprotectin in UC. In isolated observation of the activity phases we found
a significant increase in MCP-3 in CD in remission compared to the relapse. The calprotectin
was significantly increased in UC in relapse compared to remission. A comparison of the two
activity phases, independent of the disease entity, revealed a significant increase in IP-10 and
CRP in the relapse. In an isolated analysis of the disease entities significant increases in IP-10
in CD and CRP in UC were found. Additionally, we could show that the cytokines IL-8 and
G-CSF as well as the CRP correlate positively with the PUCAI. Furthermore, we found a
positive correlation between the two cytokines IL-6 and G-CSF with the CRP and a positive
correlation between the two biomarkers CRP and calprotectin independent of disease entity

and activity phase.

Further investigations are necessary to better characterize the course of cytokine levels in the
course of the disease and in dependence of the therapy. This could provide information on

pathogenesis and lead to new therapeutic approaches.



2. Einleitung

2.1. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

2.1.1. Definition

Der Begriff chronisch entzlindliche Darmerkrankungen (CED) umfasst Erkrankungen, die
sich durch rezidivierende oder permanent auftretende, entzundlich-destruktive Veranderungen
des Darms auszeichnen. Die zwei Hauptvertreter sind dabei Morbus Crohn (MC) und Colitis

ulcerosa (CU).

Beim MC liegt typischerweise ein diskontinuierlicher, segmentaler Befall des gesamten
Gastointestinaltraktes (GIT) vor, wobei alle Darmwandschichten betroffen sind. Die CU
hingegen ist gekennzeichnet durch eine kontinuierliche Entziindungsausbreitung mit Beginn
am Rektum und Ausbreitung nach proximal. Hierbei sind lediglich die Mukosa und die
Submukosa beteiligt.

2.1.2. Epidemiologie

Die Préavalenz chronisch entzindlicher Darmerkrankungen hat in den letzten Jahrzehnten vor
allem in Industrie- und Schwellenlandern deutlich zugenommen und ist weiterhin steigend,
was zu einer wachsenden klinischen Problematik flhrt. [10] Bei padiatrischen Patienten l&asst
sich dieser Anstieg der Prévalenz vor allem beim Morbus Crohn verzeichnen. [12] In
Deutschland liegt die Prévalenz des MC bei 100-200/100 000 sowie die Inzidenz bei
6,6/100 000. Bei der CU hingegen liegt die Prévalenz bei 160-250/100 000 und die
Inzidenzrate bei 3,0-3,9/100 000. [70][11]

Die Diagnosestellung CED kann prinzipiell in jedem Alter erfolgen, der Haufigkeitsgipfel
liegt jedoch bei 15-35 Lebensjahren. [10] So wird bei 30 % der Patienten mit MC und 20 %
der Patienten mit CU die Diagnose vor dem 20. Lebensjahr gestelit. [1]

Fur Kinder und Jugendliche mit CED liegt die Inzidenzrate in Deutschland bei 5-11/100 000,

woraus sich eine Neuerkrankungsrate von 800-1470 pédiatrischen Patienten errechnen



lasst. [10][11] In den letzten Jahren lasst sich in der Pé&diatrie die CED betreffend eine
Verschiebung hin zum friheren Krankheitsbeginn verzeichnen. [6]

Wahrend bei adulten Patienten beide Erkrankungen etwa gleich oft auftreten, ist in der
Padiatrie bei Kindern mit einem Erkrankungsbeginn im Alter von unter 6 Jahren die Colitis
ulcerosa haufiger, bei Kindern mit einem Alter von 6 Jahren oder alter hingegen ist der
Morbus Crohn h&ufiger. [10][99] Insgesamt betrachtet liegt der Anteil der MC-Patienten in
der Padiatrie bei 59-73 %, wahrend 24-32 % der padiatrischen Patienten von der CU betroffen
sind. [99]

2.1.3. Atiologie

Die Atiologie der CED ist trotz vieler Studien bis heute nicht vollstandig geklart. Wahrend
die CED friher als klassische Autoimmunerkrankung angesehen wurde, wird heutzutage
angenommen, dass es sich um ein komplexes Zusammenspiel aus genetischen,

immunregulatorischen und mikrobiellen Faktoren sowie Umwelteinflissen handelt. [39]

Wird das Gleichgewicht dieser sich komplementierenden Faktoren gestért, kommt es bei
genetisch  prédisponierten Personen zu einer Stérung der Barrierefunktion der
Darmschleimhaut, sodass kommensalen Bakterien und Mikroorganismen vom Darmlumen in
die Darmwand gelangen und sich dort ansiedeln kénnen. Die Folge ist eine dysregulierte
Immunantwort mit Aktivierung verschiedener Immunzellen und der Produktion wvon
proinflammatorischen  Signalstoffen. Kann die akute Infektion nicht durch
antiinflammatorische und regulatorische Prozesse zuriickgedrangt werden, chronifiziert die

Entzindung. Dies fihrt wiederum zu Gewebsdefekten und Komplikationen. [2][69]

Es wird vermutet, dass bei Kindern der genetische Einfluss eine grofRere Rolle spielt als bei
erwachsenen Patienten, da bei pédiatrischen Patienten h&ufiger eine positive
Familienanamnese vorliegt. [11][77]

Ein Begriff der in der Pathogenese der CED ebenfalls eine wichtige Rolle spielt, ist die
sogenannte mikrobielle Dysbiosis, welche ein Ungleichgewicht zwischen pathogenen und
kommensalen Darmbakterien beschreibt. Es konnte vielfach nachgewiesen werden, dass das
intestinale Mikrobiom von CED-Patienten verandert ist, bis heute ist man jedoch nicht sicher,

ob die Dysbiosis primér zu den Ausldsern oder den Folgen der CED gehort. [62]
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Abbildung 1: Pathogenese der CED

Verschiedene Faktoren kdnnen zu einer Beeintrachtigung der intestinalen Barrierefunktion fuhren, was eine
Translokation mikrobieller Substanzen und kommensaler Bakterien vom Darmlumen in die Darmwand zur Folge
hat. Dies flhrt zu einer Aktivierung der Immunzellen, welche Zytokine produzieren. Bei Versagen der

regulatorischen Mechanismen chronifiziert die Entziindung, das Gewebe wird zerstért und es kommt zu intra- sowie
extraintestinalen Komplikationen. Modifiziert nach [60]

2.1.4. Risikofaktoren

Multiple Risikofaktoren fir die CED sind bekannt. Ein Zusammenspiel dieser verschiedenen
Risikofaktoren flhrt Uber die Veranderung der intestinalen Barrierefunktion zur Entstehung
einer CED. Einen genetischen Risikofaktor stellen beispielsweise Mutationen im NOD2-Gen
dar, die zu Fehlfunktionen bei der Bakterienerkennung im Darm fuihren kdnnen. [12] Weitere
Risikofaktoren betreffen die Umwelt, so scheint der sogenannte "Western lifestyle™ die
Entstehung einer CED zu begtinstigen. Diese These wird gestiitzt durch den Fakt, dass der
Anstieg der Inzidenz mit dem Entwicklungsstatus eines Landes korreliert. Neben einem
weltweiten Nord-Siid-Gefélle besteht auch ein Stadt-Land-Gefalle, wodurch die sogenannte

Hygiene-Hypothese gestitzt wird. Diese besagt, dass durch geringeren Kontakt mit



Pathogenen in der Kindheit die Entstehung von Krankheiten gefordert wird. [92] Auch die
Ernahrung ist ein Risikofaktor: In den westlichen La&ndern ist sie deutlich reichhaltiger an
Zucker, Fett und Proteinen und beginstigt auf diese Weise die Entstehung einer
CED. [92][2][34] Ein Kaiserschnitt erhoht, vermutlich Uber die im Gegensatz zur
Spontangeburt verénderte Bakterienbesiedlung des Darmes, ebenfalls das Risiko fur die
Entwicklung einer CED. Als weiterer operativer Eingriff, der die Entstehung eines Morbus
Crohn beglnstigen kann, ist die Appendektomie zu nennen. Das Risiko, eine Colitis ulcerosa
zu entwickeln, wird durch diese Operation hingegen gesenkt. [92] Ebenfalls zu den
Risikofaktoren zdhlen Medikamentengaben, vorrangig sind hier Antibiotika und
nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) zu nennen, die (ber eine Schadigung der
Darmschleimhaut eine CED sowohl induzieren als auch reaktivieren kénnen. [2][92] Auch
sozialer Stress fuhrt zu einem erhéhten Risiko. [92][2] Nikotin beglnstigt die Entstehung von

Morbus Crohn, bei der Colitis ulcerosa hingegen wirkt das Rauchen als protektiver Faktor.

[2][92]

/ Umweltfaktoren \ / Genetische Faktoren \

Ernahrung *z.B. Mutationenim NOD2 Gen
Infektionen
Stress
Operationen
Nikotin

K Medikamente / \ /

l l

[ Mikrobiom Immunsystem ]

Barrierefunktion

Abbildung 2: Risikofaktoren der CED

Ein Zusammenspiel aus multiplen Risikofaktoren ist fur die Entstehung der CED verantwortlich. Dabei nehmen die
genetischen Faktoren neben der direkten Wirkung auf die Barrierefunktion des Darmes indirekt vor allem Uber das
Immunsystem Einfluss. Die Umweltfaktoren hingegen konnen sowohl Uber Ver&nderungen im intestinalen
Mikrobiom ihre Wirkung austben, als auch direkt auf die Barrierefunktion Einfluss nehmen. Modifiziert nach [92]



2.1.5. Klinik

Zu Beginn der CED ist die Symptomatik gerade in der Padiatrie oft unspezifisch, weswegen
zwischen dem ersten Auftreten der Symptome und Diagnosestellung durchschnittlich etwa elf
Monate liegen. [65] Wahrend es beim Morbus Crohn initial meist zu chronischen
Bauchschmerzen, rezidivierender Diarrhoe und Gewichtsstillstand kommt, ist bei der Colitis
ulcerosa héufig die blutige Diarrhoe das erste Symptom. Hinzukommen konnen jeweils
Abgeschlagenheit und Mudigkeit, Appetitlosigkeit, blutiger Stuhl, Tenesmen, sowie perianale

Fissuren, Fisteln, Abszesse und zuséatzliche extraintestinale Manifestationen. [10]

Zwischen juveniler und adulter CED bestehen hinsichtlich der Erkrankungsauspréagung
diverse Unterschiede. Bei Diagnosestellung in der Kindheit ist der Krankheitsverlauf meist
komplexer und aggressiver, zudem ist der obere Gastrointestinaltrakt haufiger mit betroffen

und auch extraintestinale Manifestationen treten vermehrt auf. [1][65]

Wéhrend beim Morbus Crohn in der Pédiatrie meist terminales lleum und Kolon betroffen
sind, ist bei der Colitis ulcerosa eine Pancolitis am haufigsten. [12] Fast ein Drittel der
padiatrischen Patienten leiden zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits unter
extraintestinalen Manifestationen. [99] Insgesamt entwickeln etwa 30 % der CED-Patienten
innerhalb ihres Lebens extraintestinale Manifestationen. In der Pédiatrie sind dabei am
haufigsten Wachstumsverzdgerungen, Arthritis, Augenkrankheiten und Lebererkrankungen
festzustellen. [12][11][42][38] An dieser Stelle ist zudem ein erhéhtes Risiko fur die
Entwicklung eines Karzinoms im Gastrointestinaltrakt zu nennen, das sowohl adulte als auch
padiatrische CED-Patienten betrifft. [64]

Weiterhin gilt es zu beachten, dass es bei padiatrischen Patienten zu Gewichtsverlust sowie zu
einem verspateten Eintritt in die pubertare Entwicklung kommen kann. Dahingegen sind bei
der adulten CED héaufiger starke abdominelle Schmerzen, Diarrhoe und Appetitlosigkeit
festzustellen. [21]

2.1.6. Diagnostik

Die Diagnosestellung erfolgt aus der Zusammenschau von Anamnese, korperlicher
Untersuchung und Laborparametern einschlieRlich fékaler Inflammationsmarker, wie dem
Calprotectin oder Lactoferrin. Uber endoskopische Verfahren, einschlieBlich Stufenbiopsie
fur die histopathologische Beurteilung sowie radiologische Verfahren, wird die Diagnose

gesichert. [38][11] Lasst es sich anhand der Ergebnisse der endoskopischen Diagnostik nicht
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genau zuordnen, ob es sich um einen MC oder eine CU handelt, bezeichnet man das
Krankheitsbild als Colitis indeterminata.

2.1.7. Therapie

Die Therapieempfehlungen fiur péadiatrische und adulte CED-Patienten differieren. Das liegt
zum einen daran, dass in der Padiatrie andere Medikamentenzulassungen gelten, zum anderen
sprechen péadiatrische Patienten im Vergleich mit adulten Patienten anders auf die Medikation
an. Sie sind beispielsweise h&aufiger auf Immunsuppressiva und Biologika angewiesen als
adulte Patienten. [70][89]

Ziel der Therapie ist zunédchst die Remissionsinduktion, nachfolgend die Verhinderung eines
Rezidivs. Durch die Kontrolle der intestinalen Inflammation soll Komplikationen durch die
Erkrankung oder Behandlung vorgebeugt werden. Es wird ein normaler Erndhrungszustand,

normales Wachstum und somit insgesamt eine gute Lebensqualitat angestrebt. [76][77]

Vor Therapiebeginn ist eine Uberpriifung des Impfschutzes sowie der Ausschluss einer
latenten Tuberkulose notwendig. Zudem sollte beim Einsatz von Thiopurinen eine
Bestimmung der Thiopurin-Methyltransferase-Aktivitat (TPMT-Aktivitat) erfolgen, um

Komplikationen durch eine toxische Wirkung auf das Knochenmark vorzubeugen. [11]

Die péadiatrische CED wird primar konservativ medikamentds therapiert. Eine grobe
Einteilung in  Remissionsinduktion und Remissionserhaltung ist mdglich. Eine
Ernadhrungstherapie ist Therapie der ersten Wahl fiir die Remissionsinduktion beim MC aller
Schweregrade, es sei denn, es liegen Risikofaktoren vor, die zu einer direkten Gabe von
Tumornekrosefaktor-a-Blockern (TNF-a-Blockern) fuhren. Da eine Beendigung der
Erndhrungstherapie zumeist zu einem Rezidiv fihrt, wird oft schon gleichzeitig eine Therapie
mit Immunmodulatoren begonnen. Bei ausbleibendem Effekt oder Ablehnung der
Erndhrungstherapie durch den Patienten werden Kortikosteroide eingesetzt. Liegt eine
moderate Auspragung der Aktivitat bei einem ileozdkalen Befall vor, kann mit einem topisch

wirksamen Glukokortikoid therapiert werden, wie zum Beispiel Budesonid. [11][70]

Bei der CU werden zur Remissionsinduktion bei milder bis moderater Ausprégung
Aminosalicylate und bei schwerer Auspragung Kortikosteroide oder gegebenenfalls

Calcineurin-Inhibitoren oder Biologika eingesetzt. [11]
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Kortikosteroide konnen aufgrund multipler Nebenwirkungen nicht zur Remissionsserhaltung
eingesetzt werden. Aus diesem Grund wird beim MC zur Remissionserhaltung auf
Immunmodulatoren, Biologika oder eine Kombination dieser beiden Wirkstoffklassen
zuriickgegriffen. Die CU wird mit Aminosalicylaten behandelt, die bei ausgeprégterem Befall
mit Immunmodulatoren oder Biologika kombiniert werden. Biologika kommen ebenso bei
therapierefraktdrem Verlauf zum Einsatz. [11] Insgesamt betrachtet kommen Biologika, wie
beispielsweise der TNF-a-Blocker Infliximab, vor allem bei Kindern zum Einsatz, bei denen
die Erkrankung steroidrefraktar verlauft, oder bei denen sich trotz immunmodulatorischer

Therapie ein steroidabhangiger Verlauf zeigt. [76]

Eine weitere Therapieoption bieten chirurgische Interventionen. Wéhrend bei der CU bei
refraktdrem Verlauf durch eine subtotale Kolektomie mit Anlage eines lleostomas Heilung
erfolgen kann, werden beim MC durch chirurgische MalRnahmen vor allem Komplikationen
wie beispielsweise Fisteln und Strikturen behandelt. [76] Zu einem ganzheitlichen

Therapieprinzip gehort zudem eine Erndhrungsberatung und psychosoziale Betreuung. [11]

Im weiteren Verlauf sollte mindestens alle drei Monate eine Kontrolle erfolgen, eine erneute
endoskopische oder histologische Untersuchung wird vor grofReren Therapieumstellungen
sowie bei fraglichem Therapieansprechen empfohlen. [11] Die Transition in die adulte
Therapie hat begleitet und ohne Unterbrechungen zu erfolgen, um trotz dauerhafter
Medikation, psychosozialen Komorbiditaten und gerade bei dieser Altersgruppe oft kritischer

Therapieadhérenz ein gutes Therapieresultat zu erhalten. [11][1]

Obwohl Rezidive und Komplikationen bei der CED nicht selten sind und insgesamt eine
erhbhte Morbiditdt besteht, ist bei optimaler Behandlung von einer normalen

Lebenserwartung auszugehen.

11



2.1.8. Zusammenfassende Ubersicht tiber die CED

Tabelle 1: Ubersicht iber die Differenzen der beiden Hauptentititen Morbus Crohn und

Colitis ulcerosa, in Anlehnung an [17][5]

Morbus Crohn

Colitis ulcerosa

Klinik

Stuhlfrequenz und
Stuhlart

Stuhlfrequenz gering erhoht,
Obstipation, Stihle
weichschleimig, nachtliche
Stuihle, gelegentlich blutiger
Stuhl

Stuhlfrequenz stark erhoht,
wassrige Stihle, vorwiegend
morgens oder nachts, fast immer
blutiger Stuhl

Erndhrungszustand reduziert, fast immer meist normal, gelegentlich
Appetitlosigkeit sowie Appetitlosigkeit sowie
Gewichtsverlust Gewichtsverlust

Bauchschmerzen meist durchgehend, von den meist nur vor oder wéhrend der
Mahlzeiten unabhéngig Defékation

Erbrechen gelegentlich ausnahmsweise

Druckschmerz und

tastbare Restistenzen

vorwiegend rechter
Unterbauch, héufig tastbare
Walze im rechten unteren

Quadranten

vorwiegend linker Unterbauch,

meist keine tastbaren Resistenzen

Wachstum und
Pubertat

ausgepréagte Verzogerung

wenig beeinflusst
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Ausdehnung

Ausbreitungsmuster

diskontinuierlich, gesamter
GIT, aber vor allem terminales

Ileum und Kolon

kontinuierlich mit Beginn am
Rektum, kein Befall des oberen
GIT, Dinndarmbefall nur bei

backwash illeitis

Komplikationen

Intraintestinale

Komplikationen

Stenosen, Abszesse, Fisteln

kolorektales Karzinom

Extraintestinale
Komplikationen

insgesamt h&ufiger, vor allem

Haut, Augen, Gelenke

aufgrund der Lokalisation im
Dinndarm héufiger:
Gewichtsabnahme,
Gallenséure-Mangel,
Vitamin-B-12-Mangel

Leber: Primér sklerosierende
Cholangitis (PSC)

Dinndarm Komplikationen vor

allem bei backwash illeitis

Diagnostik

Endoskopie diskontinuierlich, langliche kontinuierlich, Schleimhaut-
Ulzerationen, Erythem, Kontaktblutungen,
Pflastersteinrelief, Strikturen oberflachliche Ulzera

Radiologie Strikturen, Abszesse, Fisteln Fahrradschlauchaspekt

Histologie transmuraler Befall, nur Mukosa und Submukosa

Granulome, Riesenzellen

betroffen, keine Granulome, teils

Kryptenabszesse
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2.2. Biomarker im Rahmen der CED

Um die Therapie der CED adéquat an den Schweregrad der Erkrankung anzupassen, wird in
der Padiatrie neben der Anamnese und der Kklinischen Untersuchung sowohl auf Scoring-
Systeme, wie den Pediatric Crohn's Disease Activity Index (PCDAI) fir den MC und den
Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI) fur die CU als auch auf laborchemische
Werte zurtickgegriffen. Gegenliber dem Goldstandard Endoskopie bringt die Bestimmung von
Biomarkern aufgrund des nichtinvasiven Vorgehens einerseits geringere Risiken mit,
andererseits ist sie auch deutlich kostengtinstiger. Zudem kann bei endoskopischen Verfahren
die Verfligbarkeit ein Problem darstellen.

Bisher gelang es jedoch nicht, aus dem Serum einen Laborwert als mafRgeblich fur die
entzlindliche Aktivitat zu etablieren, sodass nun vorrangig auf Stuhlanalysen ausgewichen
werden muss. Deren Werte fur Sensitivitat und Spezifitat waren denen aus Bestimmungen im
Serum, wie zum Beispiel C-reaktiven Protein (CRP), in bisherigen Studien stets (berlegen.
Leitsubstanz der Stuhlanalysen ist das Calprotectin. Es wurden jedoch verschiedene
Substanzen als Alternative zur Calprotectin-Bestimmung vorgeschlagen, darunter unter
anderem Neopterin, CRP, Lactoferrin und 100A12.

2.2.1. Calprotectin

Calprotectin ist ein sogenannter unspezifischer Biomarker, welcher nicht spezifisch fiir die
CED ist, jedoch fur die Einschatzung der Inflammationsaktivitdt im Darm zur Hilfe
genommen werden kann. Calprotectin wird auch als humanes Leukozytenprotein bezeichnet,
da es mit einem Anteil von etwa 60 % den dominierenden Protein-Anteil im Zytoplasma
neutrophiler Granulozyten darstellt. [46][93] In geringen Mengen wird Calprotectin auch von

Monozyten und Makrophagen gebildet. [58]

Besteht nun eine Stérung der Barrierefunktion des Darms, fuhrt das zu einem vermehrten
Ubertritt von Leukozyten in das Darmlumen. Da die Zellen Calprotectin freisetzen, sobald sie
aktiviert werden, l&sst ein erhéhter Calprotectin-Wert somit den Schluss auf eine erhohte
Entziindungsaktivitdt im Darm zu. [93] Das Vorhandensein des fakalen Calprotectins

korreliert dabei quantitativ mit der Migration von neutrophilen Granulozyten in den GIT. [15]
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Im Umkehrschluss bedeutet das, dass man eine Entzindung mit hoher Wahrscheinlichkeit
ausschliel3en kann, wenn der Calprotectin-Wert im Normbereich liegt. [10]

Der Calprotectin-Wert ist jedoch nicht nur bei einer aktiven CED erhoht, sondern bei
jeglicher Form der Entziindung im Darm, so zum Beispiel auch bei Infektionen, Neoplasien,
einer Divertikulose, Gastritis, Osophagitis, oder einem Ulkus, sodass die Differenzierung der
Ursache nicht immer maglich ist. [70][93] Da es sich um einen nichtinvasiven Biomarker
handelt, wird der Calprotectin-Wert gerade in der Padiatrie gerne auch zur Differenzierung
entzlindlicher und funktioneller Erkrankungen verwendet. Bei funktionellen Erkrankungen,
wie zum Beispiel Zoliakie, Laktoseintoleranz oder dem Reizdarmsyndrom, ist das
Calprotectin im Stuhl nicht erhoht. [70] Mehrere Studien konnten zeigen, dass das fakale
Calprotectin bei adulten und padiatrischen CED-Patienten im Gegensatz zu gesunden

Personen und Patienten mit Reizdarmsyndrom signifikant erhéht ist. [42]

Fur die Sensitivitat und Spezifitat des Calprotectin-Wertes lassen sich variable Zahlen finden.
Diese sind unter anderem abhangig vom jeweils angenommen, bisher nicht genormten
Schwellenwert. So ergab eine Metaanalyse von von Roon bei einem angesetzten Grenzwert
von 50 pg/g eine Sensitivitat von 89 % und Spezifitat von 81 %, bei einem angenommenen
Grenzwert von 100 pg/g ergaben sich eine Sensitivitat von 98 % und Spezifitdt von 91 %.
Zudem ergab die Metaanalyse, bei der sowohl adulte als auch padiatrische Patienten
untersucht wurden, dass ein Cut-off-Wert von 100 pg/g in der Pédiatrie zu hoheren
Sensitivitat- und Spezifitatswerten fuhrt. [75] [93] [46] Fir die Diagnosestellung einer CED
in der Padiatrie ergab eine Metaanalyse von Degraeuwe et al. eine Sensitivitdt von 97 %,

sowie eine Spezifitat von 71 %. [13]

In einer Studie zur Korrelation zwischen der endoskopisch festgestellten Aktivitat der
Entzindung und verschiedenen Biomarker (unter anderem Calprotectin, CRP, Thrombozyten,
Hamoglobin und Leukozyten) bei der CU wurde herausgefunden, dass es unter diesen
Parametern nur anhand des féakalen Calprotectinwertes mdglich war, verschiedene

endoskopische Abstufungen zu differenzieren. [79]

2.2.2. Neopterin
Neopterin ist ein vorrangig von Makrophagen, aber auch von dentritischen Zellen,
produzierter und sezernierter Botenstoff des Immunsystems. Die Makrophagen werden dabei

hauptsachlich durch Interferon-y (IFN-y) aktiviert, welches von aktivierten T-Lymphozyten
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produziert wird, aber auch von verschiedenen anderen proinflammatorischen
Signalstoffen. [29][18] Das fihrt dazu, dass sich anhand des Neopterin-Wertes indirekt die
Aktivierung des zellularen Immunsystems ablesen lasst. Genutzt wird der Neopterin-Wert bei
verschiedenen Autoimmunkrankheiten sowie chronischen Entziindungen, beispielsweise bei
rheumatioder Arthritis, systemische Lupus erythematodes und Psoriasis. Auch bei
Viruserkrankungen wie zum Beispiel Borreliose, Tuberkulose oder einer Infektion mit dem
humanen Immundefizienz-Virus (HIV) ist ein  Anstieg des Neopterins zu
verzeichnen. [23][18] Die Bestimmung von Neopterin kann unter anderem aus dem Serum,

dem Stuhl oder dem Urin erfolgen.

Es konnte gezeigt werden, dass die fakalen Neopterin-Werte (Cut-off-Wert von 200 pmol/g),
ahnlich den Calprotectin-Werten (Cut-off-Wert von 250 pg/g), sowohl in der klinisch als auch
endoskopisch aktiven Erkrankung bei MC und CU signifikant héher waren als in der

Remissionsphase. [58]

2.2.3. CRP

Das CRP ist ein Akute-Phase-Protein, das im Kklinischen Alltag als allgemeiner
Entziindungsmarker sehr haufig genutzt wird. Es ist ein durch die Blutentnahme leicht zu
gewinnender und vergleichsweise kostengiinstiger Parameter. Wéhrend es beim MC bei
nahezu allen Patienten in der akuten Phase erhoht ist, zeigt sich bei der CU in der akuten
Phase nur bei etwa der Halfte der Patienten ein erhohter CRP-Wert. Die CED betreffend ist
das CRP mit einer Sensitivitat von 49 % dem oben beschrieben Calprotectin jedoch deutlich

unterlegen.

Auch bei der Differenzierung endoskopischer Aktivitatsgrade ist es dem fékalen Calprotectin
unterlegen, sodass eine alleinige Betrachtung des CRP-Wertes in der Zusammenschau der
genannten Faktoren bei vielen CED-Patienten zu einer verspateten Diagnosestellung fuhren
wirde. [46]

2.2.4. Lactoferrin

Lactoferrin ist ein Eisen-bindendes Protein, das sowohl in neutrophilen Granulozyten als auch
im Serum zu finden ist. Es ist resistent gegen Degradierung und Proteolyse, jedoch insgesamt
weniger stabil als Calprotectin. [46] Auch bei Lactoferrin besteht das Problem, dass es nicht
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spezifisch fur die CED ist. [93] Nach Gisbert et al. ergaben sich flr Lactoferrin eine
Sensitivitat von 80 %, sowie eine Spezifitat von 82 %. [20]

2.2.5. S100A12

100A12 ist ein Protein, das Calprotectin sehr dhnlich ist, beide gehdren zur Familie der
S-100-Proteine. Es besitzt den Vorteil, dass es auch im Serum gemessen werden kann, jedoch
nicht mit der gleichen Sensitivitidt und Spezifitat wie bei einer Stuhlanalyse. [46] Fir diese
Parameter ergab eine Studie mit padiatrischen Patienten Werte von 96 % flr die Sensitivitat
und 92 % fiir die Spezifitat. [36]

17



2.3.  Zytokine: Definition, Funktionen und Einteilung

Zytokine sind Proteine, die im Korper eine tragende Rolle fiir die Interaktion und
Kommunikation der Zellen untereinander haben. Dies trifft vorrangig auf die Zellen des
Immunsystems zu, welche die Zytokine als Antwort auf Infektionen oder Gewebeschédigung
synthetisieren und freisetzen. [71] Zytokine haben im Immunsystem vor allem eine
regulatorische Funktion, das heil3t, sie fordern oder hemmen die Abwehr gegen pathogene
Strukturen. Zudem haben sie einen wichtigen Anteil bei Differenzierungs- und
Wachstumsvorgangen. [73][8][27] Sie werden von zahlreichen verschiedenen Zellarten
produziert und sezerniert, die Hauptproduzenten sind dabei T-Helferzellen und
Makrophagen. [100]

Zytokine kénnen sowohl autokrin (in der gleichen Zelle), parakrin (in der benachbarten Zelle)
und weniger haufig auch endokrin (systemisch in entfernten Zielzellen) wirken. [73] Uber
Bindung an spezifische Zytokinrezeptoren auf ihren Zielzellen wird eine intrazellulére
Signalkaskade in Gang gesetzt, die ein Veranderung der Zielzelle hervorruft. Die Zielzelle
kann bspw. proliferieren, differenzieren, zur Veranderung ihrer Genstruktur angeregt werden
oder zu Migration oder Apoptose veranlasst werden. [24] Einerseits kann ein Zytokin je nach
Zielzelle verschiedene Effekte hervorrufen (Pleiotropie), andererseits kdnnen verschiedene
Zytokine die gleiche Wirkung erzielen (Redundanz). [100] In den meisten Fallen wirken
Zytokine nicht alleine, sondern als ein Zusammenspiel verschiedener Zytokine. Sie kdnnen

sowohl synergistisch, addidativ, als auch antagonistisch wirken. [81][100][4]

Zu den Zytokinen zahlt man Interleukine, Interferone, Chemokine, die Familie der
Tumornekrosfaktoren sowie Wachstumsfaktoren. [24][73][27]

2.3.1. Interleukine

Das Wort Interleukin (lat. inter = "zwischen" und griech. leukos = "weil}") beschreibt bereits
ihre Hauptfunktion: Die Interleukine sind fir die Regulation der Kommunikation zwischen
den Leukozyten (weiRe Blutzellen) zustdndig. So sind sie bspw. an der Hamatopoese

beteiligt, haben aber auch eine wichtige Rolle bei der Entziindungsreaktion. [24][14]
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2.3.2. Interferone

Die Interferone werden nach ihrer Funktion nochmals unterteilt in die vorwiegend antiviral
wirksamen Typ-I-Interferone (z. B. IFN-o und IFN-B) und das Typ-Il-Interferon IFN-y, dem
in der allgemeinen Entziindungsreaktion wichtige Funktionen obliegen. Unter anderem ist es
fur die Aktivierung von verschiedenen Immunzellen zustandig und beeinflusst die
Differenzierung von nativen T-Zellen mit einer Forderung der Typ-1-T-Helferzellen (TH1-
Zellen) und einer Hemmung der Typ-2-T-Helferzellen (TH2-Zellen). [24][14]

2.3.3. Chemokine
Das Wort Chemokin ist eine Zusammensetzung aus den Wortern chemotaktisch und Zytokin
und beinhaltet damit auch die Hauptaufgabe der Chemokine, die dafiir zustandig sind, dass

Leukozyten zum Ort der Entzindung geleitet werden. [24][82][14]

2.3.4. TNF-Superfamilie

Bei der TNF-Superfamilie handelt es sich um eine Gruppe von verschiedenen Proteinen,
denen die Vermittlung ihrer Signale Giber den TNF-Rezeptor gemeinsam ist.

Zu ihren Aufgaben gehéren die Regulation der Immunantwort ebenso wie die Beeinflussung
von Uberleben und Apoptose von Zellen. Zudem sind sie regulatorisch beteiligt bei der
Entwicklung und Homoostase einiger Gewebearten. Ein wichtiger Vertreter der
TNF-Superfamilie ist TNF-a, welches eine wichtige Rolle als Vermittler in akuten
Entziindungsreaktionen innehat. In manchen Zytokin-Einteilungen wird TNF-o den

Interleukinen zugerechnet. [14]

2.3.5. Wachstumsfaktoren

Zu den Zytokinen gehoren neben den allgemeinen Wachstumsfaktoren, welche sowohl
embryonale als auch adulte Wachstumsprozesse regulieren, auch die hamatopoetischen
Wachstumsfaktoren, die regulatorisch an der Blutbildung mitwirken. [14]
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2.3.6. Pro- und antiinflamatorische Zytokine

Vereinfacht lassen sie sich die Zytokine nach ihrer Funktion einteilen in pro- und

antiinflammatorische Zytokine, wobei diese Einteilung mit den T-Helferzellen assoziiert ist.

Dabei werden die proinflammatorischen Zytokine vorrangig von aktivierten TH1-Zellen

ausgeschuttet, wohingegen die antiinflammatorischen Zytokine den TH2-Zellen zugeordnet

werden.

Werden die TH1-Zellen aktiviert, kommt es Uber zytotoxische Reaktionen zu einer

Eliminierung intrazelluldrer Pathogene, im Gegensatz dazu fihrt eine Aktivierung der

TH2-Zellen zu einer humoralen Immunantwort, wodurch extrazellulére, 16sliche Pathogene

eliminiert werden.

Tabelle 2: Funktionelle Einteilung der untersuchten Zytokine [47]

Proinflammatorische Antiinflammatorische  |Chemokine |Wachstumsfaktoren
Zytokine Zytokine

IL-1a IL-10 IL-8 G-CSF

IL-18 MIP-1a GM-CSF

IL-6 MCP-1

IL-12p40 MCP-3

IP-10

TNF-a

IFN-y
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2.4. Zytokine im Rahmen einer CED

Veranderungen im Zytokinmuster von CED-Patienten wurden erstmals in den mittleren bis

spaten 1980ern beschrieben, dabei blieb die Relevanz dieser Veranderungen jedoch unklar.

Inzwischen weill man, dass die genaue Betrachtung der Zytokine einerseits flir das bessere
Verstandnis der Pathogenese, andererseits auch fir Pravention und Therapie von CED von
Nutzen ist. [60]

Derzeit besteht, wie zuvor bereits genauer beschrieben, die Hypothese, dass es liber exogene
Faktoren zu einer verénderten Barrierefunktion im Darm kommt, was zur Folge hat, dass eine

gesenkte Immuntoleranz gegeniber intestinaler Pathogene vorhanden ist.

Als Reaktion auf die in die Darmwand eindringenden Pathogene kommt es zu einer
unkontrollierten Aktivierung von Makrophagen und dentritischen Zellen, welche ihrerseits die
Differenzierung naiver T-Zellen zu TH1-, TH2- und TH17-Zellen sowie zu regulatorischen
T-Zellen forden. In der Folge kommt es zu einer gesteigerten Produktion und Ausschiittung
von Zytokinen. Diese Zytokine fordern wiederum die Entstehung von CD4+-T-Zellen, sodass

eine positive Ruckkopplung initiiert wird.

Die Zytokine nehmen als Signalstoffe des Immunsystems eine wichtige Rolle in der Abwehr
von Pathogenen ein. Dabei ist es wichtig, dass das Gleichgewicht zwischen pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen ausgewogen ist. Wird diese Balance gestort, kann es, vor
allem bei einer gesteigerten Ausschittung proinflammatorischer Zytokine, zu einer akuten

Entziindung kommen, welche bei der CED chronifiziert. [59]

Friher war man der Meinung, dass es sich bei MC um eine TH1-assoziierte Erkrankung
handelt, also das Zytokingleichgewicht in die Richtung der proinflammatorischen Zytokine
verschoben ist, wohingegen bei der CU von einer TH2-assoziierten Entitdt mit einer
Dominanz der antiinflammatorischen Zytokine ausgegangen wurde. [59] Heutzutage geht
man davon aus, dass bei beiden Entitdten auch den TH17-Zellen sowie den regulatorischen

T-Zellen (TReg-Zellen) wichtige Funktionen obliegen.
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Abbildung 3: Zytokine im Rahmen einer CED

Zytokine werden von verschiedenen Zellen des Immunsystemes als Antwort auf auslésende Faktoren ausgeschittet,
darunter neutrophile Granulozyten, Makrophagen, TH1-, TH2-, TH17- sowie TReg-Zellen. Wird das Gleichgewicht
zwischen den pro- und antiinflammatorischen Zytokinen gestdrt, kommt es zur Entwicklung und Aufrechterhaltung

einer Entziindungsreaktion. Ein komplexes Zytokinnetzwerk hat auf diese Weise einen maRgeblichen Anteil an der
Regulation der mukosalen Entziindung. Modifiziert nach [60]

2.4.1. TH1-Zellen

Die Differenzierung zu TH1-Zellen wird durch IL-12 und IL-18 gef6rdert. Sie produzieren
vorrangig IL-2, IFN-y und TNF-a und sind fiir die Eliminierung von intrazelluldren
Pathogenen zusténdig. [3][73] Die TH1-assoziierten Zytokine hemmen die Differenzierung
der naiven T-Zellen zu TH2-Zellen und somit in der Folge auch die antik6rper-assoziierte

Immunantwort.

2.4.2. TH2-Zellen

Umgekehrt hemmen die von TH2-Zellen produzierten und sezernierten Zytokine die
Differenzierung naiver T-Zellen zu TH1-Zellen. TH2-Zellen entstehen in Gegenwart von IL-4
und IL-10 und produzieren hauptséchlich IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 sowie IL-13. Sie sind
damit vor allem gegen extrazellulére gelegene Pathogene gerichtet und haben einen wichtigen

Anteil an der allergischen Immunantwort. [3][73]
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2.4.3. TH17-Zellen

Die TH17-Zellen wurden erstmals in den spaten 1990er Jahren beschrieben und gelten seit
dem Jahr 2005 als eigenstandige TH-Subpopulation. [78] Mit der Produktion der Zytokine
IL-17A, IL-17F, 1L-21 sowie IL-22 haben sie eine vorrangig proinflammatorische
Wirkung. [3] Sie sind wichtig fir die Bekd&mpfung extrazellularer Bakterien und spielen im
Rahmen von Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle. [3] Zudem kodnnen nun
Autoimmunvorgange, die bisher durch die Einteilung TH1- und TH2-Zellen alleine nicht in
ausreichender Form erklart werden konnten, mithilfe der TH17-Zellen genauer erfasst
werden. [45]

2.4.4. TReg-Zellen
TReg-Zellen zeichnen sich durch ihre immunsuppressiven Eigenschaften aus, sie
unterdriicken sowohl die TH1- als auch die TH2-Immunantwort. Die Zytokine TGF-f1, IL-35

sowie IL-10 werden von ihnen produziert und sezerniert. [3]

| <“—®— IL-2
N TN
B
\\\ IL-2
P -4, IL-6 TGF -B1
s IL-10/ IL-1B8 \ IL-21
4 / IL-23 \ TGF-B1
IL-2 IL-3 IL-17A TGF-B1
IFN -y IL-4 IL17F IL-35
TNF-B IL-5 IL-21 IL-10
IL-9 IL-22
IL-10
IL-13

Abbildung 4: Subpopulationen der T-Helferzellen.
Exemplarische Darstellung der Proliferation der naiven TH-Zelle in die einzelnen Subpopulationen der TH-Zellen.

Unter dem Einfluss verschiedener Zytokine kdnnen die naiven TH-Zellen zu den Hauptgruppen TH1-, TH2-,
THA17- und TReg-Zellen differenzieren und anschliefend ihrerseits verschiedene Zytokine produzieren. [3]
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2.5. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Wie im vorangehenden Teil der Arbeit bereits beschrieben, liegt fir die CED insgesamt und
gerade auch in der Pé&diatrie eine steigende Pravalenz vor, woraus sich eine wachsende
klinische Problematik ergibt. Nach wie vor liegt jedoch kein nicht-invasiver, kostengunstiger
und gut verfugbarer diagnostischer Parameter vor, der die Bestimmung der aktuellen
inflammatorischen Aktivitét erlaubt. Aus diesem Grunde wird bisher vor allem auf den Wert
des fakalen Calprotectins zuriickgegriffen. Da dieser jedoch nicht spezifisch fur die CED ist,
sind sowohl die Diagnosestellung als auch die Verlaufsbeurteilung und das
Therapiemanagement erschwert.

Die Bestimmung von Zytokinmustern ermdglicht eine genauere Differenzierung der
systemischen Entziindungszeichen und kann so mdglicherweise zum besseren Verstandnis der
Pathogenese der CED beitragen. Je mehr man uber die genauen immunologischen Vorgange
einer Erkrankung weil, desto hoher sind in der Folge die Chancen fir eine gute Diagnostik
und die Entwicklung eines mdglichst individuellen und schonenden Therapiekonzeptes.
Gerade in der Padiatrie, in welcher die Komplikationsrate bei einer CED und damit auch die
Auswirkungen der Erkrankung oft noch weitreichender sind als bei adulten Patienten, ware
ein moglichst wenig invasiver, spezifischer, sensitiver, kostenarmer und gut verflgbarer

Biomarker daher von immenser Bedeutung.

Aus diesem Grunde sollen in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

Unterscheiden sich die Zytokinmuster im Serum von Patienten mit MC und CU?
Liegen innerhalb der jeweiligen untersuchten Erkrankung Unterschiede im
Zytokinmuster zwischen den beiden Aktivitatsphasen Remission und Schub vor?

3. Liegt eine signifikante Korrelation vor zwischen den Zytokinen, den herkémmlichen
Biomarkern fékales Calprotectin sowie CRP und der Krankheitsaktivitat entsprechend
der gebrauchlichen klinischen Aktivitatsscores PCDAI und PUCAI?

Die vorliegende Arbeit soll mit der Beantwortung der genannten Fragen langfristig einen
Beitrag zur besseren Diagnostik, Verlaufsbeurteilung und maoglichen Anpassung des

Therapieregimes juveniler CED-Patienten leisten.
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3. Material und Methodik

3.1. Gerate und Materialien

Die bei der Durchfiihrung der Experimente benétigten Gerédte und Materialien sind in der

folgenden Tabelle aufgelistet:

Tabelle 3: Verwendete Gerate und Materialien

Artikel

Bezugsquelle

Aqua dest

Biosphere Filter Tips 100-1000 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Biosphere Filter Tips 200 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Centrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

S-Monovetten

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Ethanol 70 %

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA

Luminex 100/200

Calibration Kit

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts,

USA
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Ref: LX200-CAL-K25

Luminex 100/200

Performance Verification Kit

Ref: LX200-CON-K25

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts,
USA

Luminex XMAP Technology

CS 1000 Autoplex Analyzer

Luminex Corporation, Austin, Texas, USA

Magnetic Separation Block

Mehrkanalpipette 20-200 pl

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim

Messzylinder 100 ml

Messzylinder 500 ml

Micro tube 1,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Milliplex MAP Human Cytokine/ Chemokine

Magnetic Bead Panel

Cat#: HCYTOMAG-60K

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts,
USA

Natriumhypochloritlésung 12 % Cl

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

PD-Tips 1,25 ml

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim

PD-Tips 2,5 ml

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim
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PD-Tips 5 ml

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim

Pipette Multipette

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette P100

Gilson Incorporated, Middleton Wisconsin,
USA

Pipette P1000

Gilson Incorporated, Middleton Wisconsin,
USA

Pipette P200

Gilson Incorporated, Middleton Wisconsin,
USA

Reagent Reservoirs

Biotix Incorporated, San Diego, California,
USA

Sheath fluid

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts,
USA

Sonorex RK 102 M

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,

Berlin

Thermomixer comfort MTTP

Eppendorf AG, Hamburg

Ultra Pure Water

L0020

Biochrom GmbH, Berlin

Vortex-Schiuttler, lab dancer

VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA

Zentrifuge Rotixa/RP

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen
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3.2. Patientenkollektiv

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte in der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin des
Universitatsklinikums in Homburg. In die Studie eingeschlossen wurden Patienten im Alter
von unter 20 Jahren, welche an einer CED erkrankt sind. Die Diagnosestellung begriindete
sich hierbei auf der Kombination von Klinik und Laborparametern und wurde uber
endoskopische Verfahren und folgende histopathologische Beurteilung der entnommenen
Stufenbiopsien aus dem unteren und oberen Gastrointestinaltrakt verifiziert. Vor der
Probenentnahme wurden jeweils der Patient und mindestens eine erziehungsberechtigte
Person ausfuhrlich tber Inhalte und Risiken der Studie aufgekléart. Die Einwilligung zur
Teilnahme an der Studie wurde hierbei schriftlich festgehalten und war Voraussetzung fur die
Aufnahme in die Studie. Der Rickzug einer gegebenen Einwilligung zéhlte als
Ausschlusskriterium. Die Erkrankungsdauer sowie die getroffenen Therapiemanahmen
waren fur die Fragestellung nicht von Belang. Die Blutentnahmen fanden im Zeitraum von
Oktober 2015 bis April 2017 statt. Da die Blutentnahmen sowohl wéhrend aktiven Phasen als
auch in Remission im Rahmen der Routineblutuntersuchungen stattfanden, konnte eine
zusétzliche Venenpunktion vermieden werden. Das Ethikvotum der Arztekammer des

Saarlandes (Nummer 222/15) vom 23. November 2015 liegt vor.

3.2.1. Begriffserlauterung zu den Patientendaten
Fur die statistische Auswertung wurden verschiedene Parameter erhoben, die im Folgenden

naher definiert und erlautert werden sollen.

3.2.1.1. Alter

Das Alter der Patienten wurde definiert als Alter bei der letzten im Rahmen der Studie
vorgenommenen Blutentnahme. Das Alter bei Diagnosestellung hingegen bezeichnet das
Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Sicherung der Diagnose. Hierbei wurde eine Einteilung

in die Kategorien < 10 Jahre und > 10 Jahre vorgenommen.
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3.2.1.2. Beobachtungszeitraum

Der Beobachtungszeitraum wurde definiert als Zeitdifferenz zwischen der ersten und letzten
Blutentnahme bei einem Patienten im Rahmen der Studie. Bei einigen Patienten wurde die
Diagnose wahrend des Studienzeitraumes gestellt und teilweise wurde nur eine Probe
entnommen, sodass bei diesen Patienten eine verkiirzte Beobachtungsdauer bestand oder nur

ein Zeitpunkt relevant war.

3.2.1.3. Erkrankungsdauer
Der Begriff Erkrankungsdauer beschreibt den Zeitraum von der Sicherung der Diagnose bis

zum jeweiligen Zeitpunkt der verschiedenen Blutentnahmen bei einem Patienten.

3.2.1.4. Medikamente
Die Medikamenteneinnahme betreffend wurden Kortikosteroide, Immunsuppressiva,
Biologicals, Sulfasalazin, Protonenpumpeninhibitoren sowie die Gabe von Vitamin D

dokumentiert.

3.2.2. PCDAI und PUCAI
Zur Abschétzung der Krankheitsaktivitat zum Zeitpunkt der Blutentnahme wurden zwei
klinische Indizes gewéhlt. Die Gesamtpunktzahl des jeweiligen Scores wurde jeweils den

zwei Gruppen Remission und Schub zugeteilt, wobei der Grenzwert bei 10 Punkten lag.

Tabelle 4: Einteilung in Remission und Schub anhand der Krankheitsaktivitat entsprechend
der Aktivitatsscores

PCDAI Punkte PUCAI Punkte
Remission 0-10 0-10
Schub >11 >11
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Falls kein direkter Wert zum Messdatum vorhanden war, wurden sowohl beim PCDAI als

auch beim PUCDAI bei gleichbleibendem klinischem Status die jeweils n&chstliegenden

Werte verwendet.

3.2.2.1. PCDAI

Als klinischer Score fir Patienten mit Morbus Crohn wurden der PCDAI verwendet. Dabei

wurde anstelle der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) der CRP-Wert genutzt.

Tabelle 5: Pediatric Crohn's Disease Activity Index (PCDAI) [32][11]

Kategorie Punkte

Bauchschmerzen keine 0
gering: Kurz andauernd, die tagliche Aktivitat nicht stérend 5
moderat bis schwer: Taglich, andauernd, auch nachts, die 10
tagliche Aktivitat beeintrachtigend

Stuhlgang 0-1 waéssrige Stiihle am Tag, nicht blutig 0
bis 2 geformte und wenig blutige oder 2-5 wassrige Stiihle am | 5
Tag
deutliche Blutbeimengungen oder > 6 wissrige Stiihle oder 10
néchtlicher Stuhlgang

Allgemeinbefinden | Wohlbefinden, keine Einschrankungen der Aktivitat 0
leicht reduziertes Allgemeinbefinden, gelegentliche 5

Einschrankungen der Aktivitat
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Missbefinden, deutliche Einschrankung der Aktivitat 10
Hé&matokrit (%) <10 | >33 |11-14|>35 |15-19|<37 |11-19 >34 |0
Jahre Jahre Jahre Jahre
28-32 | & 30-34 | & 32-36 | ¢ 29-33 | 2,5
<28 <30 <32 <29 |5
CRP (mg/l) <10 0
10-50 2,5
> 50 5)
Albumin (g/dl) >35 0
3.1-34 5)
<3.0 10
Gewicht Gewichtszunahme, gewollt gleichbleibendes Gewicht oder 0
gewollter Gewichtsverlust
ungewollt gleichbleibendes Gewicht oder ungewollter 5
Gewichtsverlust von 1-9 %
Gewichtsverlust von > 10 % 10
GrolRe bei Erstdiagnose | Absinken um < 1 Hauptperzentile 0
Absinken um > 1, jedoch < 2 5
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Hauptperzentilen

Absinken um > 2 Hauptperzentilen 10
oder
im Follow-up Wachstumsgeschwindigkeit > -1 0
Standard Deviation Score (SDS)
Wachstumsgeschwindigkeit < -1 SDS, 5
aber > -2 SDS
Wachstumsgeschwindigkeit < -2 SDS 10
Abdomen unaufféllig, keine Resistenz, keine Abwehrspannung 0
schmerzhafte Abwehrspannung oder schmerzlose Resistenz 5
schmerzhafte Resistenz 10
Perirektale unaufféllig, asymptomatische Anhangsel 0
Manifestationen
1-2 indolente Fisteln, wenig sezernierend, keine Druckdolenz | 5
aktive Fistel, deutlich sezernierend, Druckdolenz oder Abszess | 10
Extraintestinale Fieber > 38.5 Grad keine 0
Manifestationen Celsius (°C) flr 3 Tage
innerhalb der letzten eine 5
Woche, Arthritis, Uveitis,
Erythema nodosum, 7wei oder mehr 10

Pyoderma gangraenosum
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Das allgemeine Befinden der Patienten wurde anhand der Moglichkeit des Schulbesuches wie
folgt festgelegt:

Tabelle 6: Einteilung des Allgemeinbefindens anhand der Mdglichkeit des Schulbesuches

Schulbesuch Punkte
normaler Schulbesuch 0
Schulbesuch noch mdglich 5

kein Schulbesuch moglich 10
3.2.2.2. PUCAI

Fur die Patienten mit der Diagnose Colitis ulcerosa wurde der PUCAI verwendet. Dabei

wurde das Allgemeinbefinden der Patienten analog zum PCDAI am Schulbesuch bemessen.

Tabelle 7: Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI) [85][11]

Kategorie Punkte

Bauchschmerzen keine 0
kdnnen ignoriert werden 5
konnen nicht ignoriert werden 10

Rektale Blutung keine 0
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nur geringe Mengen und in < 50 % aller Stiihle 10
geringe Mengen in fast allen Stuhlgangen 20
grol’e Mengen (> 50 % der Stuhlmenge) 30
Uberwiegende geformt 0
Stuhlkonsistenz
wechselnd, teilweise geformt 5
vollstandig ungeformt 10
Anzahl an Stihlen (in | 0-2 0
24 h)
3-5 5)
6-8 10
>8 15
Néchtlicher Stuhlgang | nein 0
ja 10
Alltagsaktivitat keine Einschrénkungen der Alltagsaktivitat 0
geringe Einschréankungen, Schulbesuch noch mdéglich 5
deutliche Einschrankungen, kein Schulbesuch 10
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3.2.3. Paris-Klassifikation

Die padiatrische Paris-Klassifikation wird in Anlehnung an die adulte Montreal-Klassifikation
verwendet und dient einerseits der Festlegung des Erkrankungsphénotyps andererseits zur

Abschatzung des individuellen Risikos.

Voraussetzung ist eine vollstdndige Diagnostik, die Einteilung wird anhand der
endoskopischen sowie histologischen und radiologischen Ergebnisse bei Diagnosestellung
vorgenommen. Bei der Paris-Klassifikation fur Morbus Crohn Patienten werden zusétzlich
das Alter bei Diagnosestellung, Wachstumsretardierung sowie Fisteln, Strikturen und
perianale Erkrankungen bericksichtigt. [11]

Fur die Auswertung der Daten wurde aufgrund der kleinen Fallzahl eine Zusammenfassung
der einzelnen Kategorien vorgenommen. Fir die Morbus Crohn Patienten wurden die
Kategorien L1 bis L3 zur Kategorie "ileokolisch™ sowie L4a und L4b zur neuen Kategorie
"oberer Gastrointestinaltrakt" zusammengefasst. Fir die Colitis ulcerosa Patienten wurden die
Kategorien E1 bis E3 zur neuen Kategorie "keine Pancolitis” zusammengefasst, die Kategorie

E4 blieb als "Pancolitis" bestehen.

Paris-Klassifikation Paris-Klassifikation
des Morbus Crohn der Colitis ulcerosa

Lda = Befall des
5 Oberen GIT
oberhalb Treitz E3 = ausgedehnte
Kolitis, distal der

rechten Flexur E2=
Links-Seiten-Kolitis

L3 = terminales L4b = Befall; oberer

lleum und Koig s ~ Gastrointestinaltrakt £4 = Pancolitis,
. o <y ,  distal Treitz und proxi- proximal der
|
L1 = distales Drittel mal terminales lleum rechten Flexur

lleum + Zokalbefall 2=

Crohn-Kolitis

Zusatze:
B1: Keine Striktur, keine
Fistelbildung
B2: strikturierend
B3: fistelbildend
B2B3: strikturierend und
fistelbildend,
gleichzeitig oder
mehrzeitig
p: perianale Erkrankung
GO: ohne Wachstumsver-
zogerung
G1: mit Wachstumsver-
20gerung

Zusatze:

Ata: 0 < 10 Jahre
A1b: 10 < 17 Jahre
A2: 17 < 40 Jahre
A3: > 40 Jahre

E1 = Proktitis

Abbildung 5: Die Parisklassifikation

Innerhalb der Paris-Klassifikation findet je nach Lokalisation des betroffenen Darmabschnittes eine Zuordnung zu
einer der dargestellten Kategorien statt. [10]
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3.3.  Messung der Zytokinkonzentrationen

3.3.1. Vorbereitung der entnommenen Blutproben

Das im Rahmen von Routineuntersuchungen enthommene Blut wurde in EDTA-Monovetten
gesammelt und fur 10 bis 15 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute (UpM)
zentrifugiert. Anschlielend wurde das durch Pipettieren gewonnene Serum bei -20 °C bis zur
weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Die Zytokinkonzentrationen wurden unter Zuhilfenahme
der Milliplex Map Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panels analysiert. Insgesamt
wurden vier Messungen mit jeweils 39 Proben gemacht. Zur Uberpriifung der
Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Messungen wurde ein Pool angelegt, der bei

jeder Messung mitbestimmt wurde.

3.3.2. Luminex-xMAP-Technologie

Die Luminex-xMAP-Technologie ermdglicht die simultane Kilassifizierung und
Quantifizierung von bis zu 100 verschiedenen Parametern. Das Verfahren beruht auf der
Nutzung von mikroskopisch kleinen Polystyrolpartikeln, den sogenannten Beads, die sich
durch verschiedene intrinsische Floureszenzfarbstoffe in Bead-Typen einteilen lassen. Diese
dienen analog zum enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) und Western Blot als
Festphase. Die einzelnen Bead-Typen tragen auf der Oberflache einen spezifischen
Antikorper fur den jeweiligen Analyten. Die Messung wird in einer Mikrotitierplatte
durchgefuhrt, in welcher der Bead-Mix zusammen mit den Proben inkubiert wird. Dabei
bindet jeder Bead-Typ mit seinem spezifischen Nachweisreagenz an das entsprechende

Zielmolekail.
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Abbildung 6: Luminex-Assay Schritt 1:

Die Proben werden zu einer Mischung aus farbcodierten Beads hinzugegeben, die auf ihrer Oberflache einen
spezifischen Antikdrper fur den jeweiligen Analyten tragen. [49]

In einem weiteren Schritt wird durch ein Detektionsmolekil, das mit einem

Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, der quantitative Nachweis der einzelnen Analyten

ermoglicht.
Biotin
Detektionsantikorper
N '25 Streptavidin-PE
P‘E Streptavidin-PE Biotin
- Detektionsantikorper
I\
\\ ’ e Zielmolekiil

~ Fangerantikorper
., ‘h
“ ‘ - Luminex Bead
Abbildung 7: Luminex-Assay Schritt 2:
Fir das Zielmolekul spezifische biotinylierte Detektionsantikdrper werden hinzugegeben und bilden einen

Antikorper-Antigen-Komplex. Phycoerythrin-konjugiertes Streptavidin wird hinzugefigt und bindet an die
biotinylierten Detektionsantikdrper. [49]
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Da die intrinsischen Farbstoffe der Beads in einem anderen Wellenldngenbereich liegen als
der Fluoreszenzfarbstoff des Detektionsmolekuls, sind mittels Durchflusszytometrie eine
simultane Kilassifizierung der Beads sowie die Quantifizierung des nachzuweisenden

Analyten moglich.

P‘F Streptavidin-PE

Biotin

Detektionsantikorper

7\
\\ ’ ~  Zielmolekiil

Fangerantikorper

‘\ Luminex Bead

Die Beads werden mit zwei Lasern gleichzeitig angeregt. Wahrend durch den einen Laser die farbkodierten Beads
angeregt werden und so der spezifische Analyt direkt erkannt wird, regt der zweite Laser die floureszenzmarkierten
Detektionsantikdrper an, sodass die Menge der gebundenen Zielmolekiile erkannt werden kann. [49]

Abbildung 8: Luminex-Assay Schritt 3:

Fur die Messung wurde eingestellt, dass minimal 100 Beads pro Analyt gemessen werden
mussen, damit ein Ergebnis erhalten wird. Die Nachweisgrenze fur alle Zytokine lag bei
3,2 pg/ml, wobei fur die Angabe < 3,2 pg/ml der Schwellenwert 3,2 pg/ml definiert wurde.

Mithilfe der Luminex-Technologie erfolgte in jeder Blutprobe die quantitative Bestimmung
der proinflammatorischen Zytokine IFN-y, 1L-12p40, IL-1a, IL-1pB, IL-6, IP-10 und TNF-a,
des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 sowie der Chemokine IL-8, MCP-1, MCP-3 und
MIP1a als auch der Wachstumsfaktoren G-CSF und GM-CSF.

3.3.3. Ablauf der Messung
Die Messung wurde anhand des Protokolls der Firma Millipore durchgefihrt. [55] Die

aufbewahrten Blutproben wurden zur weiteren Verarbeitung zundchst aufgetaut, gevortext
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und anschlieBend zentrifugiert. Alle Versuche fanden bei Raumtemperatur statt, die
Reagenzien wurden hierfur 30 Minuten vor Versuchsbeginn aus dem Kihlschrank

genommen.

3.3.3.1. Vorbereitung der Reagenzien

Zuerst wurden die Antikdrper-immobilisierten Beads jeweils 30 Sekunden im Ultraschallbad
sonifiziert und 1 Minute gevortext. Von jedem Bead-Geféall wurden 60 pl in die mixing bottle
gegeben, das Volumen in der mixing bottle mit Bead Diluent auf insgesamt 3,0 ml gebracht
und anschlielend gevortext.

Als néchstes wurden die beiden Qualitdtskontrollen mit jeweils 250 ul destilliertem Wasser
gelost, die GefalRe mehrmals Gber Kopf gedreht, gevortext und anschlieBend fur 5-10 Minuten
stehen gelassen.

Der Waschpuffer wurde zur Vorbereitung zundchst gemischt, um alle Salze in Ldsung zu
bringen. AnschlieBend wurden 60 ml Waschpuffer mit 540 ml destilliertem Wasser verdunnt.
Die lyophilisierte Serum Matrix wurde mit 1 ml destilliertem Wasser gemischt und fur
10 Minuten stehen gelassen.

Anschliefend wurde eine Standardreihe (10.000, 2.000, 400, 80, 16, 3,2 pg/ml) mit einer 1:4
Verdunnung hergestellt. Als 0 pg/ml Standard (Background) wurde der Assay Buffer

verwendet.

SO pl SO pl S0 pl SO pl S0 pl

[ > > > Y

S ot R R R A NS

10000 pg/ml 2000 pg/ml 400 pg/ml 80 pg/ml 16 pg/ml 3,2 pg/ml

Abbildung 9: Herstellung einer Standardreihe.

Im Rahmen der Herstellung einer Standardreihe wurde zuerst ein Reagenzglas mit einem Standard der
Konzentration 10000 pg/ml vorbereitet. In die funf verbliebenen Reagenzglaser wurde 200 pl Assay Buffer gegeben
und durch das Ubertragen von je 50 pl von einem GefaR in das jeweils Nachste eine Verdiinnung mit dem Faktor vier
von 10000 pg/ml auf 3,2 pg/ml erreicht. Modifiziert nach [55]
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3.3.3.2. Durchfiihrung der Messung

Alle Standards, Kontrollen und Proben wurden jeweils in Doppelbestimmung gemessen.
Zunachst wurden 200 ul Waschpuffer in jedes Well gefiillt und die Platte fur 10 Minuten bei
500-600 UpM in den Thermomixer gestellt. Nachdem der Waschpuffer ausgekippt worden
war, wurden jeweils 25 pl von den Standards und Kontrollen in die passenden Wells gegeben.
AnschlieBend wurden jeweils 25 pl des Assay Buffers in die Proben-Wells gegeben und
jeweils 25 ul Matrix Solution zu Background, Standards und Controls hinzugeben. Danach
wurden jeweils 25 ul Plasmaprobe in die Proben-Wells gegeben.

Nachdem die mixing bottle nochmals gevortext worden war, wurden 25 ul Beads in jedes
Well geben. Wahrend des Hinzufiigens der Beads wurden diese in kurzen Abstédnden
nochmals gemischt, um ein Absetzen zu vermeiden.

AnschlieBend wurde die Platte mit Folie verschlossen und fur 2 Stunden bei 500-600 UpM in
den Thermomixer gestellt. Danach wurde die Platte mit 200 pl Waschpuffer pro Well
gewaschen.

Nachdem 25 pl Detektions-Antikorper in jedes Well geben worden waren, wurde die Platte
erneut flr 1 Stunde bei 500-600 UpM in den Thermomixer gestellt.

Es folgte das Hinzufligen von 25 ul Streptavidin-Phycoerythrin pro Well, hiernach wurde die
Platte nochmals fir 30 Minuten bei 500-600 UpM in den Thermomixer gestellt.

In der Folge wurde die Platte zweimal, wie bereits zuvor beschrieben, gewaschen und 150 pl
Sheath Fluid pro Well hinzugeftigt. Die Platte wurde fur 5 Minuten bei 500-600 UpM in den

Thermomixer gestellt und schlieBlich im Luminex-Gerat ausgelesen.
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3.4. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der gemessenen Daten erfolgte mit
Hilfe des Programmes IBM SPSS Statistics, Version 23.0.0.2 (64-Bit-Version). Die
untersuchten Variablen zeigten keine Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test). Alle Daten
wurden als Median mit der Spannweite (Minium und Maximum) angegeben. Die Prifung der
Haufigkeitsunterschiede bei diskreten Variablen erfolgte mit Hilfe des y2—Testes. Der
Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney U-Test flir zwei unverbundene
Stichproben. Der Gruppenvergleich von zwei verbundenen Stichproben erfolgte mittels
Wilcoxon-Test. Zur Analyse von Zusammenhadngen zwischen stetigen Variablen wurde der
Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient r angewendet. Als statistisch signifikant wurden

p-Werte < 0,05 angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Patientenkohorte

Im Studienzeitraum von Oktober 2015 bis April 2017 wurden insgesamt 145 Proben von
33 Patienten untersucht. Dabei nahmen 23 MC- sowie 10 CU-Patienten an der Studie teil. Im
Ganzen konnten 99 Blutproben der MC-Patienten und 46 Blutproben von CU-Patienten

untersucht werden.

4.1.1. Geschlecht

Unter den insgesamt 33 CED-Patienten waren 23 mannliche (69,7 %) sowie 10
weibliche (30,3 %) Studienteilnehmer. 19 der MC-Patienten waren ménnlich (82,6 %) und 4
weiblich (17,4 %). Die Gruppe der CU-Patienten beinhaltete 4 mannliche (40,0 %) sowie 6
weibliche (60,0 %) Studienteilnehmer. Mit einem p-Wert von 0,014 zeigte sich die

Geschlechterverteilung zwischen den beiden Krankheitsentitdten signifikant unterschiedlich.

4.1.2. Alter

Es wurden Patienten im Alter von 9,0 bis 19,3 Jahren untersucht, wobei sie im Median
16,9 Jahre alt waren. Die MC-Patienten waren bei einer Alterspanne von 9,0 bis 19,3 im
Median 16,9 Jahre alt. Die Alterspanne der CU-Patienten lag bei 12,9 bis 18,2 Jahren, im
Median waren sie somit 16,5 Jahre alt. Bei einem p-Wert von 0,969 war bezliglich des Alters

kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Krankheitsentitaten vorhanden.

4.1.3. BMI

Fir die statistische Auswertung wurde der BMI zum Zeitpunkt der letzten Blutentnahme des
jeweiligen Patienten im Rahmen der Studie verwendet. Der mediane BMI lag fur die gesamte
Patientenkohorte bei 20,4 kg/m?2 [16,0-39,2 kg/m?], wobei fir die MC-Patienten ein Wert von
19,60 kg/m? [16,0-26,0 kg/m?] und flr die CU-Patienten ein Median von 21,25 kg/m?
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[17,0-39,2 kg/m?] vorlag. Zwischen den beiden Gruppen lag mit einem p-Wert von 0,113 kein
signifikanter Unterschied vor.

4.1.4. Alter bei Diagnosestellung

Das Alter bei der Diagnosestellung, das heil3t das Alter zum Zeitpunkt der Sicherung der
jeweiligen Diagnose, lag bei den Studienteilnehmern insgesamt im Mittel bei 12,7 Jahren,
wobei die MC-Patienten im Mittel 11,5 Jahre und die CU-Patienten 15,0 Jahre alt waren und
sich nicht signifikant unterschieden (p = 0,213).

Insgesamt waren 26 CED-Patienten zum Zeitpunkt der Sicherung der jeweiligen Diagnose
alter als 10 Jahre, 4 CED-Patienten waren 10 Jahre alt oder jlinger. Bei allen 4 Patienten im
Alter von 10 Jahren oder junger handelte es sich um MC-Patienten, 17 der MC-Patienten
waren alter als 10 Jahre. 9 der CU-Patienten waren zu Zeitpunkt der Sicherung der Diagnose
alter als 10 Jahre. Es ergab sich hinsichtlich dieser Einteilung zwischen den beiden
Erkrankungen mit einem p-Wert von 0,160 kein signifikanter Unterschied.

Tabelle 8: Unterteilung der Patienten anhand des Alters

Alter zum Zeitpunkt der Sicherung | Gesamt Morbus Crohn | Colitis ulcerosa
der jeweiligen Diagnose

<10 Jahre 4(13,3%) |4 (19 %) 0 (0 %)

> 10 Jahre 26 (86,7 %) |17 (81 %) 9 (100 %)

4.1.5. Erkrankungsdauer

Fur die Erkrankungsdauer, das heilt die Zeitdifferenz zwischen Diagnosestellung und

Zeitpunkt der jeweiligen Probenentnahme, ergaben sich im Mittel 24 Monate, wobei die

maximale Dauer bei 98 Monaten lag. Die minimale Erkrankungsdauer (O Monate) ergab sich

daraus, dass bei einigen Patienten, wie oben bereits beschrieben, die Diagnose wahrend des
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Studienzeitraumes gestellt wurde. Mit einem Median von 30 Monaten [0-98 Monate] war die
Erkrankungsdauer bei den MC-Patienten im Gegensatz zu den CU-Patienten mit einer

mittleren Erkrankungsdauer von 18 Monaten [0-74 Monate] signifikant langer (p < 0,001).

4.1.6. Beobachtungszeitraum

Der mittlere Beobachtungszeitraum, das heil3t die Zeitspanne zwischen der ersten und der
letzten Blutentnahme eines Patienten innerhalb des Studienzeitraumes, lag bei 6,44 Monaten.
Der minimale Beobachtungszeitraum lag bei 0 Monaten, da bei einigen Patienten nur eine
Blutentnahme durchgefuhrt wurde. Der maximale Beobachtungszeitraum lag bei
16,03 Monaten. Die MC-Patienten wurden mit 7,6 Monaten [0-14,82 Monate]
Beobachtungszeitraum im Median (ber einen langeren Zeitraum untersucht als die
CU-Patienten mit einer medianen Beobachtungsdauer von 4 Monaten [1,38-16,03 Monate],

dies ergab mit einem p-Wert von 0,153 jedoch keinen signifikanten Unterschied.

4.1.7. Probenanzahl pro Patient

Von den insgesamt 145 untersuchten Blutproben konnten 99 Blutproben von MC-Patienten
sowie 46 Blutproben von CU-Patienten untersucht werden. Im Median stammen
dementsprechend 4 Proben von einem Patienten, wobei minimal eine Probe entnommen
wurde und der Maximalwert an Blutproben eines Patienten wéhrend des Studienzeitraums beli

15 Blutproben lag.
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4.1.8. Ubersicht Uiber die Patientenkohorte

Tabelle 9: Ubersicht (iber die Patientenkohorte

Fallzahl Gesamt | MC- CU- p-Wert
Patienten | Patienten
Patienten-Anzahl | 33 33 23 10
(100 %) | (69,7 %) (30,3 %)
Geschlecht [m/w] | 33 23/10 19/4 4/6 0,014
(69,7 %/ | (82,6 %/ (40 %/
30,3 %)
17,4 %) 60 %)
Alter zum 33 Median 16,93 16,93 16,52 0,969
Zeitpunkt der
letzten Minimum | 9,04 9,04 12,88
Blutentnahme in
Jahren Maximum | 19,33 19,33 18,16
BMI in kg/m? 31 Median 20,40 19,60 21,25 0,113
Minimum | 16,00 16,00 17,00
Maximum | 39,20 26,00 39,20
Alter bei 30 Median 12,65 11,46 14,98 0,213
Diagnosestellung
in Jahren Minimum | 3,4 3.4 11,6
Maximum | 17,9 17,9 16,5
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Erkrankungs- 135 Median 24,00 30 18 <0,001

dauer in Monaten

zum Zeitpunkt Minimum |0 0 0
der
Probenentnahme Maximum | 98 08 74
Beobachtungszeit- | 33 Median 6,44 7,60 3,98 0,153
raum in Monaten

Minimum |0 0 1,38

Maximum | 16,03 14,82 16,03
Probenanzahl pro | 33 Median 4,00 5,00 3,50 0,843
Patient

Minimum |1 1 2

Maximum | 15 9 15

4.1.9. Medikamenteneinnahme

Die Medikamenteneinnahme betreffend wurden Kortikosteroide, Immunsuppressiva,
Biologicals, Sulfasalazin, Protonenpumpeninhibitoren und die Gabe von Vitamin D
dokumentiert. Kortikosteroide wurden bei einer Anzahl von 25 (75,8 %) CED-Patienten
eingesetzt, darunter 16 (69,6 %) MC-Patienten und 9 (90 %) CU-Patienten. Biologicals
erhielten mit 4 (17,4 %) MC-Patienten und 2 (20 %) CU-Patienten insgesamt nur 6 (18,2 %)
der CED-Patienten. Die Einnahme von Kortikosteroiden und Biologicals unterschied sich
zwischen den beiden Gruppen mit einem p-Wert von 0,208 fur die Kortikosteroide und einem
p-Wert von 0,858 fiir die Biologicals nicht signifikant. Immunsupressiva erhielten insgesamt
20 (60,6 %) der CED-Patienten, darunter 17 (73,9 %) der MC-Patienten sowie 3 (30 %) der
CU-Patienten, was sich mit einem p-Wert von 0,018 als signifikanter Unterschied zeigte.

46




Tabelle 10: Ubersicht tiber die Medikamenteneinnahme

Gesamt MC-Patienten CU-Patienten p-Wert
Kortikosteroide 25 (75,8 %) 16 (69,6 %) 9 (90,0 %) 0,208
Immunsuppressiva 20 (60,6 %) 17 (73,9 %) 3 (30,0 %) 0,018
Biologicals 6 (18,2 %) 4 (17,4 %) 2 (20,0 %) 0,858

4.1.10. Krankheitsphase
Von den insgesamt 145 Blutproben wurden 82 (56,6 %) in einer Remissionsphase und

63 (43,4 %) im Schub entnommen. Fur die MC-Patienten ergab sich eine Verteilung von

57 Blutproben (57,6 % der Proben von MC-Patienten) aus der Remissionsphase und
42 Proben (42,4 % der Proben von MC-Patienten) wahrend der klinisch aktiven Phase. Bei
den CU-Patienten wurden 25 Blutproben (54,3 % der Proben von CU-Patienten) in der

Remissionsphase entnommen und 21 Proben (45,7 % der Proben von CU-Patienten) wéhrend

einer Schubphase. Mit einem p-Wert von 0,715 zeigte sich bei dieser Einteilung kein

signifikanter Unterschied.

Tabelle 11: Ubersicht tiber die Krankheitsphasen und die Anzahl der untersuchten Blutproben

Gesamt MC-Patienten CU-Patienten
Remission 82 (56,6 %) 57 (57,6 %) 25 (54,3 %)
Schub 63 (43,4 %) 42 (42,4 %) 21 (45,7 %)
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4.1.11. Verteilung der Blutproben

Fur den Vergleich der Zytokine zwischen den Krankheitsphasen mussten pro Fall maximal
eine Probe im Schub beziehungsweise in der Remission ausgewahlt werden. Bei mehreren
vorhandenen Proben erfolgte die Auswahl der Probe nach dem Zufallsprinzip. Insgesamt
wurden 51 Blutproben zusammengestellt. Bei 18 Patienten waren in beiden Krankheitsphasen
Blutproben vorhanden (36 Blutproben), bei 10 Féllen nur in der Remission (10 Blutproben)
und bei 5 Féllen ausschlieBlich in der aktiven Phase (5 Blutproben). Die Verteilung der

Blutproben nach Fall zeigt folgende Tabelle:

Tabelle 12: Verteilung der eingeschlossenen Blutproben beziiglich der Krankheitsphasen

Gesamt Morbus Colitis

Crohn ulcerosa

Probeneinschluss Blutproben wéhrend | 36 (70,6 %) 26 (72,2 %) 10 (66,7 %)
eingeteilt nach Remission und

Krankheitsphasen | Schub vorhanden

Blutproben nur in 10 (19,6 %) 6 (16,7 %) 4 (26,7 %)
Remission

vorhanden

Blutproben nur im 5 (9,8 %) 4 (11,1 %) 1 (6,7 %)
Schub vorhanden

Probeneinschluss 51 (100 %) 36 (100 %) 15 (100 %)

insgesamt
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4.2. Zytokinmuster

4.2.1. Lagerungszeitraum und Temperatur

In einer vorangehenden Studie der Universitit des Saarlandes wurde bereits der Einfluss des
Zeitraums und der Lagerungstemperatur zwischen Blutentnahme und Zentrifugation auf die
Zytokinkonzentrationen in den Blutproben bestimmt. Dabei ergaben sich fir einen
Lagerungszeitraum zwischen 0 und 4 Stunden sowie fir eine Lagerungstemperatur von 4 °C
bis Raumtemperatur keine signifikanten Unterschiede, sodass auf eine erneute Untersuchung

verzichtet wurde. [31]

4.2.2. Messbare Zytokinkonzentrationen

Von den untersuchten Zytokinen waren alle bis auf das G-CSF in 95,1 % bis 100% der
Blutproben nachweisbar. Das G-CSF konnte nur in 80,7 % (117 von 145) Blutproben
nachgewiesen werden. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der Erkrankung und der Rate

der messbaren Zytokinspiegel konnte nicht nachgewiesen werden.

4.2.3. Intra-individuelle Zytokinkonzentrationen im Verlauf der Aktivitatsphasen

Alle untersuchten Zytokinkonzentrationen zeigten unabhédngig von der CED-Erkrankung
wahrend verschiedenen Schub- oder Remissionsphasen mit einem p-Wert von 0,078-0,988
nur geringe und nicht signifikante Schwankungen (Durbin-Skilling-Mack-Test).

4.2.4. Vergleich von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa beztglich der Zytokinmuster
Zu Beginn wurde untersucht, ob die beiden Krankheitsentititen MC und CU bezlglich der
Zytokinmuster differieren. Bei den MC-Patienten fielen die Zytokine MCP-3 (p = 0,003) und
MIP-1a (p = 0,013) im Vergleich zu den CU-Patienten als signifikant erhoht auf. Bei der CU
hingegen wurde verglichen mit dem MC ein signifikant erhohtes Calprotectin (p = 0,019)
festgestellt.
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4.2.4.1. Remission und Schub

Um zu Uberprufen, inwiefern die Aktivitatsphase der Erkrankung Einfluss auf die oben
genannten Differenzen im Zytokinprofil zwischen den beiden Entitdten nimmt, erfolgte die
Unterteilung in die Subkategorien Remission und Schub. Dabei zeigte sich in der Remission
das MCP-3 bei den MC-Patienten im Vergleich zu den CU-Patienten signifikant erhoht
(p = 0,026), im Schub war mit einem p-Wert von 0,054 lediglich ein Trend erkennbar.

p=0,003

p=0,026

400,00

300,00

MCP-3 [pgiml]

200,00

100,00

M Remission
M Schub

Morbus Crohn Colitis ulcerosa

00

Abbildung 10: Boxplot: Verteilung des Zytokins MCP-3 gruppiert nach den Krankheitsentitaten.

Der dargestellte Boxplot zeigt die Verteilung des Zytokins MCP-3 innerhalb der Gruppen MC und CU unterteilt in
die Kategorien Remission und Schub.

Fur das MIP-1a konnte weder in der Remission (p = 0,076) noch im Schub (p = 0,091) ein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Krankheitsentitaten nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Boxplot: Verteilung des Zytokins MIP-1a gruppiert nach den Krankheitsentitaten.

Der dargestellte Boxplot zeigt die Verteilung des Zytokins MIP-1a innerhalb der Gruppen MC und CU unterteilt in
die Kategorien Remission und Schub.

Die CU-Patienten wiesen im Vergleich zu den MC-Patienten nur im Schub eine signifikante

Erhohung des Calprotectins auf (p = 0,020).
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Abbildung 12: Boxplot: Verteilung des Calprotectins gruppiert nach den Krankheitsentitaten.

Der dargestellte Boxplot zeigt die Verteilung des Calprotectins innerhalb der Gruppen MC und CU unterteilt in die
Kategorien Remission und Schub.
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4.2.5. Vergleich der Krankheitsphasen Remission und Schub beziglich der
Zytokinmuster

Als nachstes wurde nach Unterschieden im Zytokinmuster zwischen den beiden

Aktivitatsphasen Remission und Schub unabhdngig von der jeweiligen Erkrankungsentitat

gesucht. Hierbei wurde im Schub im Vergleich zur Remission eine signifikante Erhéhung von

sowohl CRP (p = 0,043) als auch IP-10 (p = 0,013) festgestellt.

4.2.5.1. Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Um zu uberprifen, inwiefern die Krankheitsentitat Einfluss auf die oben genannten
Differenzen im Zytokinmuster zwischen den beiden Aktivitatsphasen nimmt, folgte eine
weitere Unterteilung anhand der beiden Krankheitsbilder MC und CU. Dabei zeigten sich
folgende Unterschiede: Es war bei den MC-Patienten eine signifikante Erhéhung des
Zytokines IP-10 im Schub im Vergleich zur Remission (p = 0,033). Bei der CU-Gruppe war
ein signifikant erhohter CRP-Wert im Schub im Vergleich zur Remission erkennbar

(p = 0,043).
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Abbildung 13: Boxplot: Verteilung des Zytokins IP-10 gruppiert nach den Krankheitsentitaten.

Der dargestellte Boxplot zeigt die Verteilung des Zytokins IP-10 innerhalb der Gruppen MC und CU unterteilt in die
Kategorien Remission und Schub.
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Abbildung 14: Boxplot: Verteilung des CRP gruppiert nach den Krankheitsentitéten.

Der dargestellte Boxplot zeigt die Verteilung des CRP innerhalb der Gruppen MC und CU unterteilt in die
Kategorien Remission und Schub.
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4.2.6. Korrelation der Zytokinmuster mit der Krankheitsaktivitat entsprechend der

Aktivitatsscores

4.2.6.1. PCDAI und PUCAI

Fur die Betrachtung der Korrelation der Zytokinmuster mit der Krankheitsaktivitét
entsprechend der beiden Aktivitatsscores PCDAI und PUCAI wurden zunéchst die Ergebnisse
der beiden Scores naher betrachtet. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sowohl der PCDAI
mit einem p-Wert von < 0,001 als auch der PUCAI mit einem p-Wert von 0,043 zwischen den

beiden Aktivitatsphasen Remission und Schub jeweils signifikant unterschiedlich waren.

Tabelle 13: Ubersicht Gber die Auswertung der Aktivitatsscores PCDAI und PUCAI

wahrend Remission und Schub

PCDAI PCDAI PUCAI PUCAI

Remission Schub Remission Schub
Fallzahl 19 17 9 6
Median 10,00 15,00 10,00 55,00
Minimum 0 12,5 0 15
Maximum 10 50 10 75
Asymptotische <0,001 0,043
Signifikanz

Als nachstes wurden beide Aktivitatsscores auf Korrelationen mit dem Zytokinmuster
untersucht. Fir den PCDAI konnte kein signifikanter Zusammenhang gefunden werden, fiir
den PUCAI hingegen zeigten sich eine positive Korrelation sowohl fir das CRP
(r=0,566, p = 0,028) als auch fur die beiden Zytokine G-CSF (r = 0,575, p = 0,032) und IL-8

(r=0,521, p = 0,047).
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Abbildung 15: Streudiagramm: Korrelation zwischen dem CRP und dem PUCAI
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Abbildung 16: Streudiagramm: Korrelation zwischen dem G-CSF und dem PUCAI
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Abbildung 17: Streudiagramm: Korrelation zwischen dem IL-8 und dem PUCAI

4.2.7. Korrelation der Zytokinmuster mit Calprotectin und CRP

Ebenfalls untersucht wurde die Korrelation der beiden fur die CED gebrauchlichsten
Aktivitatsmarker Calprotectin und CRP mit den Zytokinmustern sowie den Aktivitatsscores.
Die Calprotectin- und CRP-Werte Kkorrelierten dabei untereinander signifikant
(r=0,562, p <0,001). Weder die Zytokinmustern noch die Aktivitatsscores standen mit dem
Calprotectin in einem signifikanten Zusammenhang. Die CRP-Werte hingegen korrelierten
sowohl mit den Zytokinen G-CSF (r = 0,291, p = 0,047) und IL-6 (r = 0,281, p = 0,045) als
auch mit dem PUCAI (r = 0,566, p = 0,028).
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5. Diskussion

5.1. Starken und Limitationen der vorliegenden Arbeit

Da nur wenige Ausschlusskriterien fir die Studie vorlagen, Krankheitsdauer und
TherapiemalRnahmen flr die Fragestellung nicht von Belang waren und lediglich Patienten
eines Zentrums eingeschlossen wurden, spiegelt die Patientenkohorte den klinischen Alltag
gut wider. Limitationen der vorliegenden Arbeit liegen hingegen in der begrenzten Anzahl
von 33 Patienten sowie dem Fehlen einer gesunden Kontrollgruppe. In vielen vorangegangen
Studien zu Zytokinmustern bei juvenilen CED-Patienten an lediglich einem Zentrum zeigte
sich die Problematik eines kleinen Patientenkollektives jedoch sogar noch
ausgepragter. [19][39][74][83][89]

Im Vergleich mit der 958 CED-Patienten umfassenden Patientenkohorte von Buderus und
Scholz et al., die im Jahr 2015 eine Charakterisierung von neuerkrankten pédiatrischen
Patienten des 2004 von der Gesellschaft fur Padiatrische Gastroenterologie und Erndhrung
(GPGE) gegrindeten Registers CEDATA-GPGE vornahmen, welches Kinder und
Jugendliche mit CED aus 84 Kliniken und Ambulanzen in Deutschland und Osterreich

einschlieRt, ergaben sich folgende Ubereinstimmungen und Unterschiede:

Die Verteilung der Patienten auf die beiden Krankheitsentitaten bei Buderus und Scholz et al.
lag bei 64,3 % MC-Patienten, 29 % CU-Patienten und 6,7 % Patienten mit unklassifizierter
CED. In der vorliegenden Studie lag mit 69,7 % MC-Patienten und 30,3 % CU-Patienten eine
sehr ahnliche Verteilung vor. Patienten mit einer unklassifizierten CED wurden aufgrund der
geringen Fallzahl nicht in die Studie aufgenommen, was somit ebenfalls dem geringen
Prozentsatz des CEDATA-GPGE entspricht. [10]

Wahrend bei Buderus und Scholz et al. 23,2 % der Patienten zum Zeitpunkt der Sicherung der

jeweiligen Diagnose junger als 10 Jahre alt waren, fielen in der vorliegenden Studie 13.3 %

der Patienten in diese Kategorie. Die genaue Verteilung um das Alter von 10 Jahren innerhalb

der beiden Krankheitsentitaten zeigte fur den MC eine Verteilung von 19,4 % < 10 Jahre und

80,6 % > 10 Jahre, was der vorliegenden Studie mit 19 % der MC-Patienten < 10 Jahre und

81 % élter als 10 Jahre entsprach. Die CU-Patienten betreffend lag bei Buderus und Scholz et
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al. ein Verteilung von 26 % < 10 Jahre sowie 74 % > 10 Jahre vor, wéhrend in der
vorliegenden Studie alle CU-Patienten &lter als 10 Jahre alt waren. [10] Mit einem medianen
Alter von 13 Jahren flr die MC-Patienten und 12,6 Jahren fur CU-Patienten bei Buderus und
Scholz et al. war die Patientenkohorte in der vorliegenden Studie mit 16,93 Jahren fiir die

MC-Patienten und 16,52 Jahren fur die CU-Patienten etwas &lter. [10]

Die Geschlechtsverteilung betreffend Uberwog bei beiden Studien beim Morbus Crohn das
méannliche Geschlecht mit 58,3 % (Buderus und Scholz et al.) und 82,6 % (vorliegende
Studie). Bei der CU hingegen differierte die Verteilung insofern, als innerhalb des CEDATA-
GPGE die mannlichen Patienten mit 52,2 % knapp Uberwogen, in der vorliegenden Studie

hingegen das weibliche Geschlecht mit 60 % stérker vertreten war. [10]

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Patientenkollektiv der vorliegenden Studie
durchaus einem Querschnitt der allgemeinen Bevolkerung in Deutschland und Osterreich

nahekommt.

Die verwendeten Blutproben wurden im Rahmen von Routineuntersuchungen sowie
krankheitsbedingten Aufenthalten der Patienten im Krankenhaus gesammelt, um den
Patienten eine zusatzliche Blutentnahme im Rahmen der Studie zu ersparen. Nach der
Entnahme wurden die Blutproben schnellst moglich zentrifugiert und das Serum bei - 20 °C
bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt, wodurch eine Verféalschung der Zytokinwerte
durch Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen oder eine zu lange Zeitdauer bis zur
Zentrifugation vermieden werden sollte. Die Sammlung der Blutproben zu nicht festgelegten
und standardisierten Zeitpunkten bedingte unterschiedliche Zeitabstande zwischen den
einzelnen Blutproben bei den verschiedenen Patienten sowie eine unterschiedliche Anzahl an
Proben pro Patient. Ein moglicher Einflussfaktor auf die Ergebnisse ist sicherlich, dass die
Blutproben alle aus demselben Zentrum stammen, was jedoch den Vorteil mit sich brachte,

dass alle Patienten dem gleichen im Zentrum Ublichen Therapieregime unterlagen.

Die Klinischen Aktivitatsscores PCDAI und PUCAI werden oft zum MaBR der
Krankheitsaktivitdt in Studien herangezogen, im klinischen Alltag spielen sie eher eine
bestatigende Rolle. Ein etablierter Score zur subjektiven Beurteilung der Krankheitsaktivitat
durch die Patienten ist bisher nicht vorhanden. [90] Die beiden klinischen Aktivitatsscores
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PCDAI und PUCAI werden haufig aufgrund ihrer Abhé&ngigkeit vom jeweiligen Untersucher
kritisiert. [90] Zudem ist die Erfassung mit einem betréchtlichen Zeitaufwand verbunden. [15]
Ein grolRer Vorteil der klinischen Scores ist jedoch, dass sie nur wenige Laborwerte enthalten

und somit nur wenig invasiv sind, was insbesondere in der Padiatrie von Bedeutung ist.

Beide Scores setzten sich aus subjektiveren Elementen, wie zum Beispiel den
Bauchschmerzen und objektiveren Werten, wie beispielsweise den Laborparametern
zusammen. Hoekman und Diederen et. al konnten im Jahr 2016 in einer Studie zu der
Korrelation zwischen den Biomarkern Calprotectin und CRP mit den beiden Aktivitatsscores
Abbreviated Pediatric Crohn’s Disease Activity Index (aPCDAI) und PUCAI verschiedene
Aspekte aufzeigen: Einerseits Kkorrelierte das fékale Calprotectin in dort genannten
vorausgegangen Studien besser mit dem PCDAI als mit dem in ihrer Studie verwendeten
aPCDAI, welcher nur Kklinische Komponenten enthalt. Andererseits konnten sie zeigen, dass
das Calprotectin innerhalb des aPCDAI nur mit den einzelnen Komponenten abdominale
Untersuchung und perianale Erkrankung korrelierte, welche zu den objektiver beurteilbaren

klinischen Komponenten des Scores zdhlen. [26]

Wir versuchten Fehlerquellen dieser Art zu minimieren, indem wir beispielsweise fir den
Parameter Allgemeinbefinden (PCDAI)/Alltagsaktivitait (PUCAI) die Maoglichkeit des

Schulbesuches als objektivere Einteilung verwendeten.

Die Bestimmung der Zytokinwerte aus den Blutproben mittels Multiplexanalyse bietet im
Vergleich zu herkémmlichen Verfahren einige Vorteile: Das Verfahren ermdglichte uns die
simultane Bestimmung von 14 Zytokinen, wodurch im Vergleich zu herkdmmlichen
Verfahren, wie zum Beispiel dem ELISA-Verfahren, eine Zeitersparnis erreicht werden
konnte. Neben der Zeitersparnis geht die simultane Bestimmung der Zytokine bei der
Multiplexanalyse mit einem geringeren Verbrauch an Labormaterialien und somit auch
geringeren Kosten einher. [7][72][43] So ist eine Reduktion der Kosten bereits durch die
simultane Messung von sechs Parametern méglich und die Einsparungen an Kosten, Zeit und
Reagenzien steigen mit jedem hinzukommenden gemessenen Zytokin. [91] Theoretisch ist
eine simultane Messung von bis zu 100 Parametern gleichzeitig mdoglich, meist werden

jedoch nicht mehr als etwa 30 Parameter bestimmt um Kreuzreaktionen zu vermeiden. [43]

Ein Nachteil der Multiplexanalyse ist, dass die Spezifitat stark abh&ngig von der Qualitat der

jeweiligen Beads ist. Abhédngig von dieser Qualitdt kann es auch hier zu Kreuzreaktionen
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kommen, welche das Ergebnis verfalschen kdnnen. [91] Die Sensitivitat betreffend hingegen
konnte verglichen mit dem ELISA-Verfahren gezeigt werden, dass die Multiplexanalyse mit
einer hoheren Sensitivitat aufwarten kann. [91] Hinzu kommt eine hohe Reliabilitat, welche
sich in der Minimierung von Fehlern durch die Bestimmung des Mittelwerts aus mehreren
Beads begriindet. [91]

Ein weiterer Vorteil der Luminex-Analyse besteht darin, dass sehr kleine Probenvolumina
ausreichend sind, was insbesondere in der P&diatrie von Bedeutung ist, in welcher das Blut
aufgrund des insgesamt kleineren Blutvolumens ein noch wertvolleres biologisches Gut
darstellt, als dies bei Erwachsenen der Fall ist. Wahrend beim ELISA-Verfahren ein
Probenvolumen von > 1 ml benétigt wird [28], ist beim Bead-basierten Assay ein Volumen
von 25-50 pl ausreichend. [43]

Die Sammlung und Lagerung der Proben bis zur Zentrifugation und Messung stellt hingegen
eine Limitation des Luminex-Verfahrens dar. Messfehler durch wiederholtes Auftauen und
Einfrieren versuchten wir durch das jeweilige Verteilen des Serums einer Blutprobe auf drei
Eppendorf-Gefalle zu vermeiden. Zudem konnte, wie im vorangegangen Teil der Arbeit
bereits erwéhnt, in einer Studie der Universitat des Saarlandes aus dem Jahr 2013 gezeigt
werden, dass sich flr einen Lagerungszeitraum zwischen 0 und 4 Stunden sowie fur eine
Lagerungstemperatur von 4 °C bis Raumtemperatur keine signifikanten Unterschiede
ergaben. [31] Um einen Vergleich zwischen den einzelnen Messungen zu haben, legten wir
zudem einen Pool an, welcher bei jeder Messung mitbestimmt wurde. Da die Nachweisgrenze
fur die einzelnen Zytokine bei 3,2 pg/ml lag, kann unterhalb dieses Wertes keine Aussage
getroffen werden, es ist jedoch unklar, ob Zytokine in solch niedrigen Konzentrationen
relevante Funktionen haben. [31] Es ist jedoch zu sagen, dass fir die Beurteilung von
Zytokinmustern die Veranderung mehrerer Zytokine wesentlich aussagekraftiger ist, als die

Bestimmung von Einzelparametern. [73]
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5.2.  Veranderungen im Zytokinmuster von CED-Patienten

Schon frih konnte gezeigt werden, dass Veranderungen im Zytokinprofil von CED-Patienten
bestehen, so konnten Ebert et al. bereits im Jahr 1984 Veranderungen des Zytokins IL-2 bei
CED-Patienten feststellen. [16] Zudem fand man heraus, dass sich sowohl rekombinante
antiinflammatorische  Zytokine, als auch spezifische Antikérper zur Neutralisation
proinflammatorischer Zytokine zur Therapie und Pravention nutzen lassen. Mit Infliximab,
einem neutralisierenden Antikorper fur TNF-o0, wurde ein wichtiger Schritt gemacht.
Enttduschend waren jedoch Studien in Bezug auf die Einsetzbarkeit anderer Medikamente zur
Neutralisation der Zytokine, wie zum Bespiel Fontolizumab (neutralisierender Antikorper fir
IFN-vy), sowie Secukinumab (neutralisierende Antikorper fiir IL-17A). [60]

Die Relevanz der verénderten Zytokine bei CED ist inzwischen gut etabliert, allerdings
weill man deutlich mehr Uber adulte als Uber juvenile Patienten. Wahrend viele
bisher durchgefuhrte Studien nur eine der beiden Krankheitsentitdten untersuchten und
diese oder beide  Krankheitsentitdten getrennt  jeweils mit einer  Kontrollgruppe
verglichen [80][89][39][83][19] oder aber juvenile und adulten Patienten einer oder beider
Entitdten untereinander als auch mit einer gesunden Kontrollgruppe verglichen [66], geben
nur wenige Studien Auskunft Uber die Differenzen zwischen den beiden Krankheitsbildern,

insbesondere bei padiatrischen Patienten.

Da die Unterscheidung zwischen dem MC und der CU manchmal schwierig bis unmdglich
sein kann [42] und der Verlauf der beiden Krankheitsentitdten sowie das Ansprechen auf die
Therapie signifikant unterschiedlich sind, ist es auBerordentlich wichtig, die Diagnose

frihzeitig richtig zu stellen. [41]

Erkenntnisse Uber Differenzen im Zytokinmuster zwischen dem MC und der CU kdnnten
helfen, die beiden Entitdten diagnostisch besser unterscheiden und dementsprechend
intervenierend reagieren zu konnen. Aus diesem Grund beschaftigten wir uns mit den
Differenzen in den Zytokinmustern zwischen den beiden Krankheitsentitaten und den beiden

Aktivitatsphasen Remission und Schub.

61



5.2.1. Vergleich der beiden Krankheitsentitaten Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
sowie der beiden Aktivitatsphasen Remission und Schub

Sowohl MCP-3 als auch MIP-1a werden zu den Chemokinen gezahlt. Bis heute sind etwa
50 Chemokine und 20 Chemokin-Rezeptoren bekannt. [50][67] Anhand der genauen
Anordnung der Cysteinreste am Amino-Terminus lassen sich die Chemokine in vier Familien
unterteilen: CC, CXC, CX3C und XC. [30] Wie bereits in der Einleitung beschrieben, sind
Chemokine dafir zustidndig, Leukozyten zum Ort der Entziindung zu leiten. [30] Neben
chemotaktischen und proinflammatorischen Effekten sind sie vor allem an der Hamostasis
beteiligt. [53] Chemokine wirken an ihren Zielzellen Uber die Bindung an Uber
20 verschiedenen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Diesen Wirkungsmechanismus macht
man sich zum Beispiel bei einer HIV-Infektion mithilfe eines Rezeptorantagonisten
(CCR5-Inhibitor: Maraviroc) als Therapieansatz zunutze. [98] Fir die Therapie der CED ist
bisher kein Chemokin-Rezeptorantagonist bekannt.

MCP-3, welches man auch als CCL7 bezeichnet, ist Teil der CC-Chemokin-Familie und
wurde erstmals im Jahr 1992 beschrieben. [88] MCP-3 wird von vielen verschiedenen Zellen
gebildet, darunter Bindegewebszellen, Zellen der glatten Atemwegsmuskulatur,

Keratinozyten und Tumorzellen. [48]

Wedemeyer et al., die bereits im Jahr 1998 mithilfe einer Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) nachweisen konnten, dass die Produktion von MCP-3 in Bereichen
der aktiven Entziindung bei CED-Patienten erhoht ist, fanden diese Erhohung bei den
CU-Patienten starker erkennbar als bei den MC-Patienten. Sie flihrten dies darauf zurtick,
dass die Wandschichten bei den beiden Entitdten mit einem transmuralen Befall beim MC
und einem auf die Mukosa und Submukosa begrenzten Befall bei der CU in

unterschiedlichem Ausmal? betroffen sind. [94]

Uguccioni et al. konnten nur ein Jahr spater zeigen, dass die Anzahl der Zellen in der Lamina
propria, welche die Zytokine IP-10, IL-8, MCP-1 und MCP-3 exprimieren, in intestinalen
Biopsien von adulten CU-Patienten (n = 30) im Gegensatz zu Biopsien gesunder Kontrollen

erhoht waren und zudem positiv mit der Krankheitsaktivitat korrelierten. [87]

Wahrend also bei Wedemeyer et al. das MCP-3 bei der CU und beim MC verglichen mit
gesunden Kontrollen erhdht war, dies allerdings verstéarkt bei der CU, und bei Uguccioni et al.
die Erhohung nur fir CU-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen gezeigt wurde,
kamen wir zum Ergebnis des erhohten MCP-3 beim MC verglichen mit der CU. Diese
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Ergebnisse legen insgesamt betrachtet die Vermutung nahe, dass das Zytokin MCP-3 bei den
immunologischen Ablaufen beider Krankheitsentitaten von Bedeutung ist. Zu beachten ist
allerdings, dass wir keine gesunden Kontrollen hatten und somit ein exakter Vergleich mit
oben genannten Studien, welche die Entitdten nicht untereinander verglichen, nicht méglich
ist. Interessanterweise zeigte sich das MCP-3 bei uns im Vergleich zwischen dem MC und der
CU vor allem in der Remission signifikant erhoht, wahrend diese Erhéhung im Schub nur als
Trend erkennbar war, es zeigte sich im Gegensatz zu Uguccioni et al. also eine negative

Korrelation mit der Krankheitsaktivitat.

Bei der Suche nach vergleichbarer neuerer Literatur zeigte sich, dass das MCP-3 im
Gegensatz zu einigen anderen Zytokinen, wie beispielsweise IL-6 oder TNF-a,
vergleichsweise selten untersucht wurde. [41]

Ein weiteres der bisher wenig untersuchten Zytokine ist das MIP-1a [41], welches sich bei
Uguccioni et al. bei den CU-Patienten im Vergleich mit den gesunden Kontrollen unverandert
zeigte. [87] Das Chemokin MIP-1a, welches auch CCL3 genannt wird, wurde erstmals im
Jahr 1988 beschrieben [96] und gehdrt zusammen mit denen ihm nah verwandten
Chemokinen MIP-1B, MIP-1y und dem MIP-138 ebenfalls der CC-Chemokin-Familie an. [54]
Diese MIP-Proteine werden vor allem von Makrophagen, dendritischen Zellen und
Lymphozyten produziert. [53] Die Produktion von MIP-1 kann durch verschiedene
proinflammatorische Zytokine induziert werden, darunter TNF-a, IFN-y, IL-1a und IL-1,
wahrend die Produktion durch die antiinflammatorisch wirksamen Zytokine IL-4 und 1L-10
gehemmt wird. [53]

Pender et al. konnten zeigen, dass die systemische Verabreichung des Zytokins MIP-1a die
intestinale Entzindung bei Mausen verschlimmert. Sie fuhrten dies darauf zuriick, dass
MIP-1a die Féahigkeit besitzt, die TH1-Antwort in der Darmwand zu verstarken. [68] Unsere
Ergebnisse kdnnen diese Hypothese unterstitzen, da sich das MIP-1a im Vergleich der beiden
Krankheitsentitdten beim MC im Gegensatz zur CU erhoht zeigte, was daftr sprechen konnte,
dass dieses Zytokin in der Pathogenese der MC, bei welchem eine Dominanz der TH1-Zellen

bekannt ist, einen hoheren Stellenwert hat.

Korolkova et al. beschaftigten sich ebenfalls mit der Fragestellung nach Differenzen im
Zytokinmuster zwischen MC- und CU-Patienten um die Diagnostik zu erleichtern und den
Patienten direkt die zutreffende Therapie zukommen lassen zu konnen. Sie verglichen die
adulten CED-Patienten, die sich alle im Schub befanden, hierbei sowohl untereinander als
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auch jeweils mit einer gesunden Kontrollgruppe. Wahrend bei den CU-Patienten verglichen
mit der gesunden Kontrollgruppe ein erhohter Wert fir TNF-a gezeigt werden konnte, waren
bei den MC-Patienten IFN-y und IL-6 erhoht. Bei beiden Entitdten war zudem das IL-8 im
Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe erhdht. Zwischen den beiden Krankheitsentitaten
MC und CU hingegen konnte im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit kein Unterschied
festgestellt werden. [41] Ahnliche Ergebnisse wie Korolkova et al. hinsichtlich der erhohten
Zytokine 1L-6 und TNF-a zeigten auch Fujitake et al., welche die Zytokinmuster juveniler
japanischer MC-Patienten unterteilt in die Subkategorien Remission (n = 20) und Schub
(n=11) im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe untersuchten. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die 1L-6- und TNF-a-Werte im Schub verglichen mit den gesunden
Kontrollen erhéht waren, in der Remission waren diese erhdhten Werte im Vergleich zu der
gesunden Kontrollgruppe nicht mehr vorhanden. [19] In der vorliegenden Arbeit waren IL-6,
TNF-o und IFN-y betreffend keine Verdnderungen zwischen den beiden Entititen erkennbar,
es ist aber nicht auszuschlie3en, dass die genannten Zytokine bei beiden Entitaten im gleichen

Rahmen erhdht waren und somit nicht als verandert auffielen.

Neben den Zytokinmustern wurden auch die Unterschiede der bisher bekannten Biomarker
Calprotectin und CRP zwischen den beiden Krankheitsentitditen und Aktivitdsphasen
untersucht. Unsere Ergebnisse diesbezuglich sind vergleichbar mit jenen von Komraus et al.,
bei welchen sich das Calprotectin bei padiatrischen CU-Patienten im Vergleich zu den
MC-Patienten ebenfalls erhoht zeigte. [40] Auch Mosli et al. konnten zeigen, dass das
Calprotectin fur die CU verglichen mit dem MC eine héhere Spezifitat aufweist, wahrend die
Sensitivitat fir beide Entitaten ahnlich ist. [57] Mit einer signifikanten Erhéhung des
Calprotectins im Schub bei isolierter Betrachtung der Aktivitdtsphasen konnten die
Ergebnisse der vorliegenden Studie das Calprotectin weiterhin als etablierten Biomarker fir
die Krankheitsaktivitat bestatigen.

Viele vorangegangene Studien beinhalten keine Unterteilung in die beiden Aktivitatsphasen
Schub und Remission, sondern unterteilen lediglich nach CED-Patienten und gesunden
Kontrollen. Erkenntnisse in diese Richtung konnten jedoch helfen, bei CED-Patienten das
Eintreten einer aktiven Phase besser zu erkennen und somit schneller intervenieren zu

kdnnen.
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Mosli et al. beschrieben fir das CRP als Biomarker bei der CED eine hohe Spezifitat. [57]
Die Sensitivitat ist hingegen limitiert, da die Produktion des CRP bei den meisten
systemischen, inflammatorischen Erkrankungen erhoht ist. [57] Ein weiterer Vorteil des
CRP-Wertes ist jedoch, dass die Produktion nicht von antiinflammatorischen oder
immunsuppressiven Medikamenten beeinflusst wird und folglich eine Verénderung des
Wertes als Effekt des Medikaments gedeutet werden kann. [52][25]

Die Erhéhung des CRP-Wertes im Schub in der vorliegenden Studie geht mit vielen
bisherigen Studien einher und konnte das CRP als etablierten Entziindungsmarker erneut
bekraftigen. Uberraschender war hingegen, dass bei der Untersuchung des Einflusses der
Entitat auf den erhohten CRP-Wert ein signifikant erhéhtes CRP bei den CU-Patienten im
Vergleich mit den MC-Patienten erkennbar war. So geht aus der aktualisierten S3-Leitlinie
Colitis ulcerosa der Deutschen Gesellschaft fiir Gastroenterologie, Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten hervor, dass der Anstieg des CRP in der Regel bei den MC-

Patienten starker ausgeprégt ist als bei den CU-Patienten. [42]

IP-10 gehort zur CXC-Familie der Chemokine und wird auch als CXCL10 bezeichnet. Es ist
bekannt, dass IP-10 Uber die Bindung an den CCR3-Rezeptor entscheidend dazu beitréagt,
Leukozyten zum Ort der Inflammation zu leiten, auf diesem Wege die Entziindung aufrecht
zu erhalten und das Gewebe zu schédigen. [44] Flr verschiedene entzindliche Erkrankungen
konnten bereits erhdhte IP-10-Werte nachgewiesen werden, darunter die rheumatoide

Anrthritis und der systemische Lupus erythematodes. [44]

Unser Ergebnis das IP-10 betreffend ist vereinbar mit dem Ergebnis einer Studie von
Vasilyeva et al., welche mithilfe einer Multiplex-Analyse zeigen konnten, dass alle Patienten
ihrer nur MC-Patienten enthaltenden Kohorte im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
erhdhte Level an IP-10 hatten, unabhdngig vom Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
und dem Stadium der Erkrankung. [89] Wir kénnen keine Aussage darliber machen, ob das
IP-10 in der vorliegenden Arbeit auch im Vergleich zu gesunden Personen erhoht ist, es
scheint bei der Betrachtung aller Ergebnisse jedoch vor allem in der Pathogenese des MC eine

wichtige Rolle innezuhaben.

Die Patientenkohorte von Vasilyeva et al. enthielt sowohl juvenile (n = 12) als auch adulte
(n = 52) MC-Patienten. Wahrend die Erhéhung des IP-10 bei adulten Patienten bereits vorher
bekannt war, konnten Vasilyeva et al. erstmals eine Erhdhung des IP-10 auch bei
padiatrischen Patienten nachweisen. [89] Die Erhohung des IP-10 fiihrte zu der Annahme,
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dass IP-10 die Infiltration der TH1-Zellen erleichtern und somit die intestinale Entziindung
aufrechterhalten kann. [89] Wéhrend die Erhohung von IP-10 bei Vasilyeva et al. im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen sowohl im Schub als auch wahrend der Remission
vorhanden war, fanden wir ein signifikant erhohtes IP-10 beim Vergleich zwischen den
beiden Aktivitatsphasen nur im Schub. [89]

Hyun et al. konnten zeigen, dass die Reduktion von IP-10 die Aktivierung von TH1-Zellen
beeintréchtigt und die Rekrutierung der TH1-Zellen reduziert. [33] Wir kdnnen mit unseren
Ergebnissen (wie auch Vasilyeva et al. [89]) die Hypothese unterstiitzen, dass die Erhéhung
von IP-10 die intestinale Infiltration durch TH1-Zellen erleichtern und aufrechterhalten kann.
Betont wird diese Hypothese in der vorliegenden Arbeit vor allem dadurch, dass sich das
IP-10 bei einer Unterteilung in die beiden Krankheitsentitden beim MC signifikant erhoht

zeigte, welcher als vor allem durch TH1-Zellen gesteuerte Erkrankung bekannt ist.

Zusatzlich konnten Vasilyeva et al. eine Erh6hung der Zytokine IL-1p, IL-6, TNF-a bei allen
MC-Patienten und einen Trend zur Erhéhung von IL-8 bei juvenilen MC-Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe zeigen, diese Zytokine zeigten bei uns beim
Vergleich der beiden Aktivitdtsphasen keine Veranderung. Die Zytokine IL-10, 1L-12p40,
GM-CSF und IFN-p. waren bei Vasilyeva et al. beim Vergleich mit der gesunden

Kontrollgruppe ebenso unverandert wie in unserem Vergleich der Aktivitatsphasen. [89]

Eine Erhdhung des Zytokins IP-10 im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe konnten
auch Kleiner et. al zeigen. Diese untersuchten in einer Studie unter Zuhilfenahme einer
Multiplexanalyse ebenfalls die Zytokinmuster juveniler MC- und CU- Patienten, wobei die
Kohorte mit 26 Patienten etwas kleiner war als das Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit
und lediglich ein Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe ohne Aufteilung in die beiden
Krankheitsentitdten vorgenommen wurde. Neben dem IP-10 zeigten sich die Zytokine IL-1
und IFN-y bei den CED-Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen erhoht, diese
schienen bei uns im Vergleich der Aktivitatsphasen unveréndert. [39] Die Zytokine IL-6,
IL-8, IL-10, G-CSF, MCP-1 und MIP-1a zeigten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
keine Verénderung. [39] Wir fanden bei diesen Zytokinen mit Ausnahme des MIP-1a beim
Vergleich zwischen den Erkrankungsentitdten ebenfalls keine Verénderung, das MIP-1a

zeigte sich jedoch beim MC im Vergleich zur CU signifikant erhoht.

Auch Singh et al., welche eine Kohorte von adulten MC- (n = 24) und CU- (n = 18) Patienten
im Schub mit gesunden Kontrollen verglichen, fanden ein erhodhtes IP-10. [80] Im Gegensatz
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zu unserer Studie, in welcher wir bei der weiteren Unterteilung in die beiden
Krankheitsentitdten MC und CU das IP-10 im Schub lediglich beim MC als signifikant erhoht
nachweisen konnten, zeigte sich das IP-10 bei Singh et al. im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen bei den CU-Patienten erhoht. Zudem konnte Singh et al. eine Erhéhung der
Zytokine IFN-y, IL-1B und TNF-a sowie des Chemokines MCP-1 im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen zeigen, diese Zytokine waren bei uns im Vergleich der beiden
Krankheitsentitdten alle unaufféllig. [80]

Korolkova et al. stellten bei einer zusammenfassenden Literaturrecherche bei PubMed fest,
dass innerhalb der gefundenen Ergebnisse zum Thema Zytokine und Chemokine im
menschlichen Serum bei CED aus den Jahren 1991 bis 2014 eine Vielzahl an teils auch

widerspruchlichen Ergebnissen gefunden werden konnte. [41]

Zusammenfassend l&sst sich bezlglich der Differenzen innerhalb der Zytokinmuster der
beiden Krankheitsentitaten sowie Aktivitdtsphasen festhalten, dass der Vergleich mit
vorangegangen Studien durch verschiedene Faktoren erschwert ist. Die Unterschiede
zwischen den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit und den Ergebnissen der oben
genannten Studien die Zytokinmuster betreffend sind sicher mit dadurch beeinflusst, dass wir
ausnahmslos die Zytokinwerte von CED-Patienten bestimmten und keine Kontrollgruppe mit
gesunden Personen untersuchten. Daraus erschlieft sich, dass keine signifikanten Ergebnisse
erhalten werden konnten, falls ein Zytokin bei beiden Entitaten im Vergleich zu gesunden
Personen in &hnlichem Rahmen erhoht war, was den Vergleich mit Studien mit gesunden
Kontrollgruppen erschwert. Beispielsweise wurden in vielen Studien fur beide
Krankheitsentitdten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe gleichbleibende oder
erhéhte Werte fir TNF-a, IL-6 und IL-10 gefunden. [41] Es ist also durchaus mdglich, dass in
der vorliegenden Arbeit diese Zytokine ebenfalls fir beide Entitdten erhdht oder
gleichbleibend im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe waren, dies aufgrund des
Fehlens von gesunden Kontrollen bei der Auswertung aber nicht ersichtlich wurde, da wir im

Gegensatz zu den meisten anderen Studien die beiden Entitdten miteinander verglichen.

Ursdachlich fur die grofl3en Differenzen in der Untersuchung der Biomarker ist moglicherweise
auch, dass nur wenige Studien die Biomarker unter Zuhilfenahme einer endoskopischen
Untersuchung evaluierten. Diese stellt zwar den Goldstandard dar, ist jedoch invasiv,
kostspielig und nicht immer gut verfugbar. [57]
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Als weitere mogliche Faktoren fur die unterschiedlichen Ergebnisse kommen zudem
Unterschiede in den jeweiligen Kohorten, unterschiedliche Aktivitatsphasen, die verwendete
Methodik und das jeweilige Fabrikat, die unterschiedliche Aufbewahrung des Serums, die
Lokalisation der Entziindung sowie die jeweilige Therapie zum Zeitpunkt der Blutentnahme
in Betracht. [41]

5.2.2. Korrelation der Zytokine, Calprotectin und CRP mit den Aktivitatsscores sowie
der Zytokine mit Calprotectin und CRP
In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir zudem die Zusammenhdnge zwischen den
Zytokinen, den Biomarkern Calprotectin und CRP sowie der Krankheitsaktivitat entsprechend
der Klinischen Aktivitatsscores PCDAI und PUCAI. Ein erweitertes Wissen Uber die
Korrelation der genannten Faktoren kann zu einer besseren Einschdtzung der Wertigkeit der
einzelnen Komponenten hinsichtlich der diagnostischen und prognostischen Aussage dienen.
Auch eine positive Korrelation zwischen den etablierten Entziindungsparametern Calprotectin
oder CRP und den neuen Biomarkern konnte das frihere Erkennen einer Exazerbation

ermoglichen.

Viele Studien bisher verglichen sowohl die Biomarker Calprotectin und CRP mit der
Krankheitsaktivitat entsprechend der klinischen Scores PCDAI und PUCAI als auch die
beiden Biomarker untereinander. Zusammenhdnge zwischen den Zytokinprofilen von
CED-Patienten und den Aktivitatsscores wurden unseres Wissens bisher nicht ausreichend

untersucht.

So untersuchten beispielsweise Dolinsek et al. die Zusammenhange zwischen den beiden
herkdmmlichen Biomarkern Calprotectin und CRP und den beiden klinischen Scores PCDAI
und PUCAI. Hierbei korrelierte der PUCAI starker mit dem Calprotectin als mit dem CRP,
wohingegen der PCDAI starker mit dem CRP als mit dem Calprotectin korrelierte. [15]

Ahnliche Ergebnisse zeigten auch weitere Studien, so konnte mehrfach nachgewiesen werden,
dass das CRP sowohl mit der Krankheitsaktivitat des MC als auch mit der CU korreliert, diese
Korrelation beim MC jedoch starker ausgepragt war. [42][84][25] Diese Ergebnisse fiihrten
zu der Hypothese, dass der MC aufgrund des transmuralen Befalls eine hohere Auswirkung
auf die systemische Entziindungsreaktion hat, wéhrend die Reaktion bei der CU mehr auf den
GIT begrenzt ist, da diese lediglich Mukosa und Submukosa betrifft. [25]
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Im Gegensatz zu oben genannten Ergebnissen zeigte sich bei uns Uberraschenderweise kein
Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivitat entsprechend des PCDAI und dem CRP,
jedoch fanden wir einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem CRP und dem
PUCAI. Zudem konnten wir im Gegensatz zu vielen vorangegangen Studien Kkeine

Korrelation zwischen Calprotectin und den klinischen Scores nachweisen.

Diese Differenzen sind mdglicherweise mit darin begriindet, dass die klinischen Symptome
der CED nicht immer im Einklang mit dem Grad der intestinalen Inflammation stehen, was
besonders bei milder bis moderater CU und/oder distalem Befallsmuster der Fall zu sein
scheint. [42]

Jones et al. konnten zeigen, dass der bei adulten MC-Patienten analog zum PCDAI bei
padiatrischen Patienten verwendete Crohn's Disease Activity Index (CDAI) sehr schlecht mit
der endoskopischen Entziindungsaktivitat korreliert. [35] Da wir aufgrund der fehlenden
endoskopischen Untersuchung keine Aussage uber die histologischen und makroskopischen
intestinalen Lasionen unserer Patienten zum Zeitpunkt der jeweiligen Blutentnahmen machen
kdnnen, ist es maglich, dass die Entziindungsmarker und Zytokine im Zusammenhang mit der
intestinalen Inflammation stehen, bei uns aber als solches nicht zu erkennen waren, da wir
zum Vergleich lediglich die klinischen Scores als MaR fir die Entziindungsaktivitat

verwenden konnten.

Die Zusammenhdange zwischen den Zytokinprofilen und den Aktivitatsscores wurden unseres
Wissens bisher nur wenig untersucht. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Korrelationen
der Zytokine IL-8 und G-CSF mit dem PUCAI kann folgenden Studien den Vergleich

erleichtern.

IL-8 ist ein proinflammatorisch wirksames Zytokin, welches zur CXC-Familie der
Chemokine gehort und deshalb auch als CXCL8 bezeichnet wird. Es wird von verschiedenen
Zellen sezerniert, darunter Monozyten, Endothelzellen, Epithelzellen und Fibroblasten. [22]
Die Produktion wird durch verschiedene Zytokine stimuliert, beispielsweise durch IL-6 und

TNF-a, in unstimulierten Zellen ist das IL-8 nahezu nicht nachweisbar. [22]

Vasilyeva et al. fanden eine statistisch signifikante Erhohung des Zytokins IL-8 beli
padiatrischen CED-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen, bei adulten Patienten
konnten sie diese Erh6hung hingegen nicht zeigen. Aus diesem Ergebnis ergab sich die
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Uberlegung, ob das erhohte IL-8 bei den juvenilen Patienten ein Hinweis auf eine
ausgepragtere systemische Entziindung im Gegensatz zu einer mehr auf den Darm begrenzten

Entzundungsreaktion bei adulten Patienten ist. [89]

Da unsere Patientenkohorte keine adulten Patienten enthielt, ist ein direkter Vergleich nicht
mdoglich. Unser Ergebnis kann jedoch die Hypothese unterstiitzen, dass bei pédiatrischen
CED-Patienten das IL-8 eine wichtige Rolle spielt. Die Betonung liegt bei uns mit der
Korrelation zwischen dem PUCAI und IL-8 dabei vor allem auf den CU-Patienten. Da keine
endoskopischen Befunde zum Zeitpunkt der jeweiligen Blutentnahme vorliegen, ist diese

Aussage jedoch auf die klinischen Befunde begrenzt.

Der PUCAI Kkorrelierte zudem signifikant mit dem G-CSF, welches als einziges der
gemessenen Zytokine nur in 80,7 % der Blutproben nachgewiesen werden konnte, wodurch
die Fallzahl im Gegensatz zu allen anderen Zytokinen reduziert war. Es konnte jedoch kein
kausaler Zusammenhang zwischen der Nachweisrate und den anderen erhobenen Faktoren
gezeigt werden, sodass die Messwerte trotz reduzierter Fallzahl als valide zu betrachten sind.
Das G-CSF ist ein Glykoprotein, welches zu den Wachstumsfaktoren gezéhlt wird. Die
Produktion von G-CSF wird vor allem durch Infektionen und Gewebeschadigung
stimuliert. [97] Es ist unter anderem flr die Forderung der Differenzierung und Proliferation

der neutrophilen Granulozyten zustandig. [37]

Martinez-Fierro et al. verglichen die Zytokinprofile adulter CED-Patienten mit einer
gesunden Kontrollgruppe. Sie konnten zeigen, dass CED-Patienten, bei welchen
endoskopisch eine entziindliche Aktivitat zu erkennen war, im Vergleich zu der gesunden
Kontrollgruppe erhohte G-CSF-Werte aufwiesen. [51]

In der vorliegenden Arbeit konnten wir das G-CSF betreffend feststellen, dass es nicht nur mit
dem PUCALI, sondern auch mit dem CRP korreliert.

Wenige Studien verglichen bisher die Zytokinmuster von CED-Pateinten mit dem fékalen
Calprotectin und dem CRP. In der vorliegenden Studie korrelierte keines der gemessenen
Zytokine statistisch signifikant mit dem fakalen Calprotectin. Das CRP hingegen korrelierte
sowohl mit dem IL-6 als auch mit dem G-CSF statistisch signifikant. Die beiden Biomarker
CRP und Calprotectin selbst korrelierten untereinander hoch signifikant.

Unser Ergebnis der Korrelation zwischen dem IL-6 und dem CRP ist vergleichbar mit vielen
vorangegangen Studien und kann den beobachteten Zusammenhang unterstutzen. IL-6 wird

70



zu den proinflammatorischen Zytokinen gezdhlt und ist an der Einleitung einer
Entzlindungsreaktion beteiligt. Es ist allgemein anerkannt, dass IL-6 eine wichtige Rolle bei
der Differenzierung und Aktivierung der T-Zellen spielt. [61] Mitsuyama et al. konnten
bereits 1991 eine postitive Korrelation zwischen IL-6 und CRP bei CED-Patienten
nachweisen. [56] Dies liegt sicher mit darin begriindet, dass IL-6 wéhrend der akuten Phase
die Hepatozyten zur Produktion der Akute-Phase-Proteine CRP, Fibrinogen, al-Antitrypsin
und Serum Amyloid A stimuliert. [63] Allerdings wurde nachgewiesen, dass IL-6 verglichen
mit dem CRP eine héhere Sensitivitit die Entziindungsaktivitét der CED betreffend hat. [61]
Es konnte zudem bereits gezeigt werden, dass der humanitére Antikorper Tocilizumab gegen
den IL-6-Rezeptor die Krankheitsaktivitdt beim MC reduziert. [63] Bourgonje et al. konnten
zudem einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem fakalen Calprotectin und sowohl
dem CRP als auch dem IL-6 zeigen. [9] Insgesamt betrachtet scheint IL-6 ein moglicher
zusétzlicher Marker fur die Entzindungsaktivitdat bei CED-Patienten und zudem ein
vielversprechende Therapieansatzpunkt zu sein.

An vergleichbarer Literatur zu der Korrelation zwischen dem Wachstumsfaktor G-CSF und
dem CRP im Rahmen einer CED konnte nur wenig gefunden werden. Es ist jedoch bekannt,
dass G-CSF zu einer Erhéhung des Zytokins IL-6 fuhrt, was in Zusammenhang mit der oben
beschriebenen Korrelation zwischen IL-6 und CRP zu der Hypothese flhrte, dass ein erhdhtes
G-CSF folglich auch mit einem erhohten CRP einhergeht. [86] Da bei uns sowohl das G-CSF
als auch das CRP mit dem PUCAI signifikant korrelierten, ist ein Zusammenhang durchaus
denkbar. Es ist jedoch anzunehmen, dass die Erhéhung des CRP nicht nur Folge des durch

G-CSF erhohten IL-6 ist, sondern dass auch andere Einflussfaktoren mit verantwortlich sind.

In der Zusammenschau der oben genannten Ergebnisse ldsst sich sagen, dass wir
Korrelationen zwischen den Zytokinprofilen und den Aktivitatsscores sowie zwischen den
Zytokinprofilen und dem etablierten Biomarker CRP nachweisen konnten. In weiteren

Studien sollten die Korrelation mit den endoskopischen Befunden abgeglichen werden.
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5.3. Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend konnten wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass bei padiatrischen
CED-Patienten  Unterschiede im  Zytokinprofil sowohl zwischen den beiden
Krankheitsentitditen MC und CU (MIP-1a, MCP-3) als auch zwischen den beiden
Aktivitatsphasen Remission und Schub (IP-10) bestehen. Zusatzlich konnten wir zeigen, dass
Zusammenhdange zwischen den Zytokinmustern und dem klinischen Aktivitatsscore PUCAI
(IL-8) bestehen. Weiterhin konnten wir nachweisen, dass positive Korrelationen zwischen
dem Zytokinprofil und dem Entziindungsmarker CRP (IL-6, G-CSF) bestehen.

Da wir im Gegensatz zu den meisten vorangegangenen Studien die beiden Entitaten
miteinander verglichen und dies insbesondere innerhalb der Padiatrie unseres Wissens noch
nicht ausreichend untersucht wurde, kénnen unsere Ergebnisse nachfolgende, vergleichende
Studien vereinfachen und somit auf Dauer moglicherweise zur besseren Unterscheidung
zwischen dem MC und der CU in der Diagnostik und folglich zum friheren Einleiten der
richtigen Therapie beitragen.

Die Hauptlimitation der Ergebnisse ist sicher der fehlende Vergleich mit einer gesunden
Kontrollgruppe sowie der Vergleich mit der endoskopisch festgestellten histologischen und

makroskopischen Entziindungsaktivitit zum Zeitpunkt der jeweiligen Blutentnahme.

Des Weiteren ist mit Werten, welche im Blut gemessen werden, primar eine Aussage Uber die
systemische Immunantwort maoglich, sie spiegeln jedoch nicht die exakten und vor allem

nicht ausschliel3lich die intestinalen Reaktionen wider. [83]

Zu beachten ist auch, dass nicht alle Einflussfaktoren auf die Zytokinmuster berlcksichtigt
werden konnten. Beispielsweise konnten Rolandsdotter et al. zeigen, dass die exklusive
enterale Erndhrung Einfluss auf das Zytokinmuster individueller neu diagnostizierter juveniler

CED-Patienten hat, ein Trend war hierbei jedoch nicht erkennbar. [74]

Wine et al. konnten zeigen, dass eine Erhohung des IL-6 ein Ausbleiben der Antwort auf eine
Therapie mit intravendsen Kortikosteroiden und somit den Bedarf einer Zweitlinien-Therapie
vorhersagen kann, sodass auch ein Zusammenhang zwischen der Therapie mit

Kortikosteroiden und dem Zytokinmuster vorhanden zu sein scheint. [95]
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Faktoren wie die Einnahme von Vitamin D und Protonenpumpeninhibitoren, die Dauer der
Erkrankung eines jeden Patienten sowie die Paris-Klassifikation zum Zeitpunkt der Sicherung
der Diagnose wurden erfasst, aber nicht als Kovarianzen ausgewertet, da flr eine

Subgruppenanalyse dieser Art eine grofiere Patientenkohorte vonnéten ist.

Weitere Untersuchungen zur genaueren Charakterisierung der Zytokinspiegel im Verlauf
beider Krankheitsentitdten sowie Aktivitatsphasen erscheinen sowohl bei pé&diatrischen als
auch bei adulten Patienten vor allem unter dem Aspekt der verbesserten Diagnostik,
Verlaufsbeurteilung sowie schonender Therapie notwendig. Folgende Studien sollten dabei
neben der Betrachtung einer groReren Patientenkohorte eine gesunde Kontrollgruppe sowie
eine endoskopische Untersuchung zum Zeitpunkt der Blutentnahme enthalten, um auch die
Zusammenhange zwischen dem Zytokinprofil und dem Vorhandensein von histologischen
und makroskopischen Lésionen sowie der Lokalisation der intestinalen Entziindung erkennen

zu konnen.
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