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1. Einleitung

Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) gehdren zu den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED) und stellen schubweise verlaufende Entziindungen des Ver-
dauungstrakts dar. Obwohl beide Krankheitsbilder in Klinik und Therapieanséatzen einige
Ahnlichkeiten aufweisen, unterscheiden sie sich in der Atiologie, dem Verteilungsmuster,
der Histologie und Pathophysiologie in dem Mal3e, dass sie hier getrennt voneinander

betrachtet werden miissen.

Eine auf ICD-Codes gestitzte Studie tUiber die Pravalenz beider Erkrankungen in Deutsch-
land, ergab fur MC eine Pravalenz von 312 pro 100.000 Einwohner und fur CU von 422
pro 100.000 Einwohnern im Jahre 2010, mit stetigem Anstieg seit den achtziger Jahren
(Hein et al., 2014). Allein in Europa sind insgesamt zwischen 2,5 bis 3 Millionen Menschen
betroffen (Burisch et al., 2013). Da beide Erkrankungen zudem haufig einen hohen Lei-
densdruck mit sich bringen und mit einer Vielzahl an Komplikationen und Folgeerkrankun-
gen im Laufe des Lebens einhergehen, kommt beiden Erkrankungen eine hohe Bedeu-
tung zu. Trotz sich konstant verbessernden Therapieansatzen, insbesondere zuletzt durch
die Biological-Therapien, bleiben die Erkrankungen medikamentds nicht heilbar. Daher ist

es von hoher Relevanz, die pathophysiologischen Mechanismen besser zu verstehen.

Nachdem der Einfluss von Veranderungen der organischen Kationentransporter OCTN1
(SLC22A4) und OCTN2 (SLC22A5) auf chronisch inflammatorische Erkrankungen wie
rheumatoide Arthritis (Tokuhiro et al., 2003) und Morbus Crohn (Peltekova et al., 2004)
beschrieben wurde, ist es von Interesse, auch die Rolle von SLC22A1-3 (OCT1-3) in pa-
thophysiologischen Vorgéangen chronisch entziindlicher Erkankungen zu untersuchen.
Wahrend bereits Studien Uber OCT1 und 3 in der Leber und deren Rolle bei hepatozellu-
laren und cholangiozellularen Karzinomen vorliegen, existieren kaum Daten tber die Ex-
pression von OCT1,2 und 3 in Dinn- und Dickdarmabschnitten, noch weniger in Bezug
auf CED (Heise et al., 2012, Lautem et al., 2013).

Das Ziel war es daher, erstmals die Expression aller drei OCT in flinf Lokalisationen des
Darms (terminales lleum, Colon ascendens, Colon transversum, Colon descendens und
Rektum) in den drei Patientengruppen MC-Erkrankte, CU-Erkrankte und Darmgesunde
zu messen. Weiterhin wurde untersucht, ob sich die Expressionsraten der drei OCT zwi-
schen den Gruppen unterscheidet und ob signifikante Korrelationen zwischen der Expres-
sion und der histologischen, endoskopischen und klinischen Krankheitsaktivitat vorliegen.
Dies soll nicht nur das Wissen uber das Vorkommen von OCT1, 2 und 3 im Darm erwei-

tern, sondern auch das Verstandnis der Pathophysiologie beider Erkrankungen vertiefen,
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um neue Wege flr weitere Studien und neue Anséatze therapeutischer Mdglichkeiten auf-

Zuzeigen.

2. Literaturdiskussion
2.1. Aufbau des Darms

Duodenum, Jejunum und lleum bilden zusammen den Dinndarm (lat. Intestinum te-
nue). Er beginnt hinter dem Pylorus des Magens mit dem Bulbus duodeni und endet
im rechten Unterbauch mit der zum Dickdarm (lat. Intestinum crassum, Colon/Kolon)
fihrenden Bauhin-Klappe. Mit einer Lange von circa 25 Zentimetern (cm) schlie3en
sich aboral das Colon ascendens, das 50 cm lange Colon transversum, das ebenfalls
25 cm lange Colon descendens und das 45 cm lange Colon sigmoideum an und bilden
zusammen den Kolonrahmen, der den Diinndarm einrahmt. Das Kolon endet tiber das
16 cm lange Rektum mit dem Anus. Die arterielle Gefal3versorgung wird bis zur linken
Flexur durch die Arteria mesenterica superior und distal davon von der A. mesenterica

inferior gewahrleistet (Koop, 2013).

2.2.  Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Typischerweise werden unter chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) die
beiden Darmerkrankungen Colitis ulcerosa (CU) und Morbus Crohn (MC) zusammen-
gefasst, da diese die haufigsten Vertreter der CED sind (P.U.Seitz, 2008, Molodecky
et al., 2012). Seltener sind die kollagene und lymphozytare Colitis, die als mikroskopi-
sche Colitis zusammengefasst werden, da sie nur histologisch diagnostiziert werden
kénnen (P.U.Seitz, 2008).



2.3. Morbus Crohn

2.3.1. Atiologie und Pathomechanismus
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Abb. 1: Ubersicht atiopathologischer Faktoren von MC (Xavier and Podolsky,
2007)

Die Atiologie ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht eindeutig geklart, es liegt jedoch
eine multifaktorielle Genese nahe (Abb. 1). Genetische, psychosomatische und
immunologische Faktoren sowie virale und bakterielle Infektionen spielen dabei
eine besondere Rolle. Das Resultat aller Faktoren ist eine nachhaltig aktivierte lo-
kale und systemische Immunreaktion und eine daraus resultierende Stérung der
darmeigenen Mikroflora (Ogura et al., 2001, Basso et al., 2014, Bonaz and
Bernstein, 2013).

Eine weitere Hypothese konzentriert sich auf die abwehrende Funktion der Pa-
neth-Zellen, die epithelial lokalisiert, antimikrobielle Peptide, sogenannte De-
fensine, produzieren. Eine Insuffizienz dieser Funktion ist Grundlage fur eine er-
hohtes Schadigungspotential von exogen Substanzen und Bakterien in der Darm-
schleimhaut und konnte zur Pathogenese der CED beitragen (Wehkamp et al.,
2005, Koop, 2013).

Des Weiteren wird ein Ungleichgewicht der intestinalen Immunabwehr diskutiert.
Bei Patienten mit CED wurde in der Schleimhaut ein erhdhtes Vorkommen von
CD4+-Lymphozyten vom Typ Thl beschrieben. Diese zeichnen sich durch die Pro-
duktion der Zytokine Interferon Gamma (IFNy) und Interleukin-1 (IL-1) aus

wodurch wiederum Makrophagen aktiviert werden. Die dadurch ausgeloste



Produktion diverser Zytokine und anderer immunologischen Mediatoren verstar-
ken und unterhalten die Entzindungsreaktion (P.U.Seitz, 2008).

2.3.2. Epidemiologie

Abb. 2: Globale Inzidenz von MC (Ng et al., 2013)

Die Pravalenz von MC liegt in Europa bei 200 bis 322 pro 100.000 Einwohnern,
die Inzidenz variiert von 0,3 bis 12,7 pro 100.000 Einwohnern. Dabei wird in Eu-
ropa ein Nord-Sud- und ein West-Ost-Gefélle beschrieben. Obwohl Europa und
Nordamerika noch auf den obersten Platzen liegen (Abb. 2), gleichen sich die Pra-
valenzen und Inzidenzen weltweit zunehmend an, da im Zuge der Industrialisie-
rung von Entwicklungslandern in diesen Populationen mittlerweile ein starker An-
stieg der CED-Félle zu verzeichnen ist (Ng et al., 2018, Ananthakrishnan, 2015,
Gajendran et al., 2017, Molodecky et al., 2012, Koop, 2013). Zudem finden sich
ethnische Verteilungsmuster, wie ein erhdhtes Vorkommen von MC bei Ashkenazi-
Juden im Vergleich zu Nicht-Juden (Yang et al., 1993). MC zeigt zwei Manifestati-
onsgipfel, einen vom 15. bis 35. und einen zweiten vom 60. bis 80. Lebensjahr.
Dabei beschreibt die Literatur entweder nur eine diskrete Geschlechterverteilung
mit einem Verhaltnis von Frauen zu Mannern von 1,3:1 (Koop, 2013) oder Uber-

haupt kein geschlechterabhangiges Vorkommen (Ananthakrishnan, 2015).

2.3.3. Genetik

Auch wenn sich im Allgemeinen eine Haufung von CED in Familien finden l&sst,
haben nur 10-25 % der Patienten einen Verwandten ersten Grades mit einer der-
artigen Erkrankung (Monsen V, 1991). In mehreren europdaischen Zwillingsstudien

zeigte sich fur MC eine Konkordanz von 20 bis 58 % bei monozygotischen und



weniger als 10 % bei dizygotischen Zwillingen, welches die multifaktorielle Genese
der Erkrankung verdeutlicht (Halfvarson et al., 2003, Orholm et al., 2000,
Thompson et al., 1996, Tysk et al., 1988).

Als ein malfgeblich krankheitsassoziiertes Gen wurde bei MC-Patienten das
NOD2-Gen in der perizentromeren Region des Chromosoms 16 identifiziert. Das
dort kodierte Protein aktiviert NF-kB, welches wiederum die Erkennung von bakte-
riellen Lipopolysacchariden in der Darmschleimhaut ermdglicht (Abb. 3). Sind be-
stimmte Genloci durch eine Frameshift-Mutation betroffen, Iasst sich eine hdhere
familiare Erkrankungsrate, eine friihere Manifestation der Erkrankung und eine ge-
haufte Betroffenheit des lleums gegeniber ileokolitischen Verlaufen feststellen
(Ogura et al., 2001, Cuthbert et al., 2002).
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Abb. 3: Schema des NOD2-Signalwegs (Xavier and Podolsky, 2007)

Es lieRen sich jedoch auch protektive Genveranderungen nachweisen, wie zum
Beispiel im IL-23-Gen auf Chromosom 1 (Duerr et al., 2006).

Dies sind jedoch nur zwei Beispiele aus den tiber 200 bisher identifizierten Gen-
loci, die zur genetischen Atiologie von CED beitragen und nicht von allen kennt

man den genauen Effekt auf die Erkrankungen (Uniken Venema et al., 2017).



2.3.4. Risikofaktoren
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Abb. 4: Interaktion zwischen Genetik, Immunologie, Umwelt und Mikrobiom
(Ananthakrishnan, 2015)

Rauchen wird schon seit vielen Jahren als bedeutender Risikofaktor studiert und
diskutiert. Studien zeigten dabei, dass Patienten mit MC, die zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits langjahrige Raucher waren und nach Diagnosestellung weiter-
rauchten, einen héheren Kortikosteroid-Bedarf hatten und steroidabhéngige Ver-
laufe zeigten, sowie haufiger Schiibe auftraten und es zu vermehrter Fistel- und
Abszessbildung kam. Das Risiko eine Operation zu bedirfen, stieg signifikant bei
schweren Rauchern. Ebenso konnte gezeigt werden, dass Patienten, die nach Di-
agnosestellung aufhorten zu rauchen, eher steroidfrei blieben als Patienten, die
weiterrauchten (Cosnes et al., 1996, Lindberg et al., 1992, Alexakis et al., 2018).
An anderer Stelle wurde gezeigt, dass bei den Rauchern der Studie zwar eine
geringere Kolonbeteiligung, daflr aber eine in den anderen betroffenen Abschnit-

ten erhohte Entzindungsaktivitat vorlag (Russel et al., 1998).

Als weiterer Risikofaktor fur MC und CU konnte eine stattgefundene Gastroenteri-
tis identifiziert werden, beispielsweise eine kurz- und langzeitige Risikoerhéhung

nach Infektion mit Salmonellen und Campylobacter (Gradel et al., 2009). Die
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Einnahme bestimmter Medikamente, wie 0Ostrogenhaltige orale Kontrazeptiva
(Khalili et al., 2016, Lesko et al., 1985) und NSAIR (Ananthakrishnan et al., 2012),
steht ebenso im Verdacht risikoerh6hend zu wirken. Auch die Erndhrung (Rapozo
et al., 2017), Stress und Depressivitat (Ananthakrishnan et al., 2013) und deren
Einfluss auf MC sind Inhalt diverser Studien und zeigen die Vielfalt der Umweltein-

flisse auf diese Erkrankung (Abb. 4).

2.3.5. Pathologie und Pathohistologie

MC kann im Intestinaltrakt von der Mundhoéhle bis zum After auftreten. Zumeist
sind jedoch der lleoz6kalbereich (bei 50 % der Patienten), das terminale lleum
(circa 20 %) oder das Kolon (circa 20 %) betroffen. In circa 20 Prozent der Félle
gibt es eine Beteiligung des Rektums. Die Entziindung breitet sich dabei diskonti-
nuierlich und analwarts aus, wobei segmental entziindungsfreie Bereiche vorkom-
men, sogenannte ,skip lesions“ (Magro et al., 2013, Koop, 2013). Im Initialstadium
der Erkrankung zeigen sich hyperamische Schleimhautareale und aphtdse
Schleimhautlasionen, im spateren Verlauf auch Fissuren, Fisteln, Stenosen, Strik-
turen und linear ausgerichtete Ulzerationen (Abb. 5-7). Mehrere dieser kleinen Ul-
zerationen und ein zudem vorliegendes Schleimhautédem préagen das typische

makroskopische Bild des Pflastersteinreliefs (Magro et al., 2013).

Abb. 5: Obere Endoskopie mit Pfeilmarkierung einer duodenalen Ulzeration bei
MC (Gajendran et al., 2017)



Abb. 6: Endoskopische Darstellung 6demattdser und ulzerierter Darmschleimhaut
mit Bildung eines Pflastersteinreliefs bei MC (Rameshshanker and Arebi, 2012)

Abb.7: Endoskopische Darstellung einer neoterminalen Darmstriktur bei MC
(Rameshshanker and Arebi, 2012)

Histologisch imponiert eine transmurale Entziindung, das heif3t eine Entziindung
der Tunica mucosa, Tela submucosa und Tunica muscularis, mit ungleichmafiiger
Entzindungsauspragung in den verschiedenen Schleimhautschichten. Dazu zéh-
len Lymphozyten- und Plasmazellinfiltrationen im chronisch inaktiven Stadium,
Granulozyteninflitrationen im aktiven Stadium (Stahlberg et al., 1997), Kryptende-
formitaten (wie ein Auseinanderweichen, Erosionen, Abszesse, Distorsionen oder
Verkirzungen) und zentral-nicht-verk&sende Epitheloidzellgranulome (Abb.8). Fur
eine aktive Entziindung muss eine Kryptitis, Kryptenabszesse, epitheliale neutro-
phile Granulozyten, Erosionen oder Ulzerationen vorliegen. Liegen nur neutrophile
Granulozyten in der Lamina propria vor, ist das noch kein Nachweis einer Krank-
heitsaktivitat (Stange et al., 2006, Cross and Harrison, 2002, Tanaka et al., 1999).
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Abb. 8: Epitheloidzellgranulom bei MC (Feuerstein and Cheifetz, 2017)

2.3.6. Kilinik

Bei Morbus Crohn wechseln sich individuell unterschiedlich ablaufende Phasen
von akuter Entziindung und relativer Inaktivitéat ab. Die Auspragung der Symptome
héngt dabei stark von der Lokalisation und der Starke der aktuellen Entziindung
ab. Zu Beginn der Erkrankungen fallen die Symptome sehr unspezifisch aus und
kénnen sich auch zuerst in einer extraintestinalen Manifestation zeigen. Haufig
kommen Bauchschmerzen, Tenesmen, Flatulenz und Durchfalle vor, die zu Be-
ginn nur schwach ausfallen und sich spontan wieder bessern kénnen. Bei einer
Entziindung im lleozokalbereich kann die Schmerzsymptomatik mit einer Appen-
dizitis verwechselt werden. Es kdnnen bis zu 20 Durchfélle pro Tag in unterschied-
licher Auspréagung vorkommen, beispielweise wassrig, breiig oder schleimig, zu-
dem selten blutig, falls eine Rektumbeteiligung vorliegt. Durch den daraus resul-
tierenden Elektrolyt-, Wasser und Nahrstoffverlust kommt es in Folge teilweise zu
Gewichtsverlust und Mangelerscheinungen mit Entwicklung eines Malabsorptions-
syndroms. Bei Palpation des Abdomens kann eine sogenannte Walze imponieren,
ein Konglomerattumor, der durch Verklebungen der Darmwand entstehen kann.
Im analen und perianalen Bereich finden sich je nach Ausbreitung des MC in 12 %
(nur Dinndarm betroffen) bis 92 % (kolischer MC mit rektaler Beteiligung) der Falle
Fisteln (Hellers et al., 1980), aber auch anorektale Abszesse und Fissuren, die
haufig die ersten spezifischeren Symptome des MC darstellen (Greten H., 2010,
Arastéh, 2013, Koop, 2013).

Die chronischen Entziindungsprozesse kénnen diverse Komplikationen mit sich
bringen. Es erleiden in den ersten 20 Jahren nach Diagnose 50 % der MC-Patien-
ten eine intestinale Komplikation (Baumgart and Sandborn, 2012, Thia et al.,
2010). Am haufigsten sind dabei mit circa 40 % Fistelbildungen. Bei Fisteln zu
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umliegenden Organen wie der Harnblase kann es zu einer Bakteri-, Fakal-, Dys-
oder Pneumaturie kommen. Auch Fisteln zu den Nieren, Hoden oder der Vagina
kommen mit organspezifischen Beschwerdebildern vor. Am haufigsten sind jedoch
enteroenterale Fisteln. Zudem kénnen sich perianale, pararektale und intraabdo-
minelle Abszesse und akut-entziindliche sowie die sich daraus entwickelnden
chronisch-narbigen Stenosen bilden (Magro et al., 2013, Greten H., 2010, Koop,
2013). 20 bis 30 % der Patienten erleiden wahrend ihres Erkrankungsverlaufs zu-
dem mindestens einen mechanischen lleus. Dieser ist im Friihstadium durch die
chronische Entziindung des lleums bedingt, im Verlauf durch den fibrdsen Umbau
der Darmwand (Greten H., 2010, Arastéh, 2013, Koop, 2013).

2.3.7. Extraintestinale Manifestationen und Komplikationen

Extraintestinale Manifestationen machen einen wichtigen Anteil am Leidensdruck
und Spatfolgen von MC aus. Es gibt dabei eine Vielzahl an Auspragungen und
Lokalisationen (Abbb. 9).

~ Myocarditis, pericarditis

Autoimmune hepatitis

Immune thrombocytopenia

cholangitis
Overlap syndrome

Psoriasis

tis and sacroiliitis)

Polyarticular
arthritis

Osteoporosis ——

Pauciarticular arthritis

Erythema nodosum

Pyoderma gangrenosum

Abb. 9: Extraintestinale Manifestation bei MC (Baumgart and Sandborn, 2012)

Die Zahlen zur Pravalenz von Extraintestinalen Manifestationen (EIM) bei Morbus
Crohn differieren stark. Es gibt Studien, die eine 10-Jahresprévalenz von 5,5 % fur
eine extraintestinale Erkrankung im Zuge des MC angeben (Bernstein et al.,
2001c), andere wiederum eine Lebenszeitpravalenz von 33,7 % oder eine medi-

ane 11,6-Jahrespravalenz von 51,5 % (Mendoza et al., 2005, Vavricka et al.,
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2015). In der Studie von Vavricka et al. hatten von den 248 Patienten mit MC und
EIM 60,9 % nur eine EIM, 27.8 % hatten 2 EIM, 4.8 % hatten 3 EIM, 2.8 % hatten
4 EIM und 3.6 % hatten 5 EIM in ihrer Lebenszeit. Zudem stieg das Risiko an
mehreren EIM zu leiden, wenn man bereits an einer EIM leidet. Am haufigsten kam
eine Arthritis (74 %) vor, gefolgt von aphtdser Stomatitis (23,4 %), ankylosierender
Spondylitis (18,2 %), Uveitis (15,7 %), Erythema nodosum (12,5 %), Pyoderma
gangraenosum (3,6 %) Psoriasis (7 %) und primar sklerosierende Cholangitis
(PSC) (2,0 %). Die ersten drei Genannten sind auch die EIM, die am wahrschein-
lichsten als erste EIM imponieren. Zudem wurde beschrieben, dass bis zu 25 %
der Patienten Symptome der EIM vor Beginn intestinaler Symptomen zeigten,
ihnen kommt also eine bedeutende Rolle bei der Diagnose des MC zu (Vavricka
et al., 2015).

Die schwerwiegendsten Komplikationen stellen Blutungen, das toxische Megako-
lon, eine Perforation und das Kolonkarzinom dar. Die zum Teil schweren Blutun-
gen fuhren zu Eisenmangel und Anamie, bei schweren Verlaufen zu einem Volu-
menmangelschock. Beim toxischen Megakolon kommt es durch die Darmschich-
ten-durchwandernde Entziindung zu einer Darmparalyse und dadurch zu einer re-
sultierenden Dilatation des Kolons mit Gefahr einer Durchwanderungsperitonitis
oder Perforation. Eine Perforation kann jedoch auch spontan erfolgen (Arastéh,
2013, Koop, 2013). Bei MC zeigte sich in der Studie von Bernstein et.al. ein erhdh-
tes Inzidenzratenverhaltnis (Incidence Rate Ratio, IRR) von 2,64 fir das Kolonkar-
zinom und von 17,4 fur Dunndarmkrebs im Vergleich zu Patienten ohne MC
(Bernstein et al., 2001b).

2.3.8. Klassifikation

Da Morbus Crohn eine sehr heterogene Erkrankung mit unterschiedlicher klini-
scher Auspragung und epidemiologischen Unterschieden ist, macht man sich
Klassifikationssysteme zu Nutzen. Diese sind ein wichtiges Mittel zur Objektivie-
rung von Krankheitsbildern, sind Entscheidungshilfen fir medizinische Prozedere

und dienen der Kategorisierung von Krankheitsverlaufen in klinischen Studien.

Die Krankheitsaktivitat wird in den meisten Studien im Crohn’s Disease Activity
Index (CDAI, Abbildungsanhang a) dargestellt, der 1976 entwickelt wurde (Best et
al., 1976) und mit dem man ein Therapieansprechen und eine Remissionseinstel-
lung objektivieren kann. Die Aktivitat kann in mild, moderat und schwer eingeteilt

werden. Der Punktescore beinhaltet die Stuhlfrequenz, abdominelle Schmerzen,
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generelles Wohlbefinden, Auftreten von Komplikationen und abdominellen Resis-
tenzen, Einnahme von Antidiarrhoika, Hamatokrit-Abweichungen und Gewichts-
verlust, die jeweils mit einem Gewichtungsfaktor multipliziert und dann addiert wer-
den. AbschlieBend kénnen fur das Vorliegen weiterer bestimmter Symptome
Punkte addiert werden. Von einer Remission kann gesprochen werden, wenn der
Wert unter 150 liegt. Zwischen 150 und 220 kann man von einer milden Entzin-
dung sprechen, ab einem Wert von 220 spricht man von einem moderaten Schub,
liegt er Uber 450 wird von einem schweren Schub gesprochen (Best et al., 1976,
Gajendran etal., 2017). In der Anwendung zur Messung des Therapieansprechens
wird in manchen Studien bei einem Absinken um 100 Punkte, in anderen um 70
Punkte vom Ausgangswert, von einem Ansprechen gesprochen (Rutgeerts et al.,
1999, Hanauer et al., 2002). Von einem Riickfall wird bei einem CDAI tiber 150 mit
einem Anstieg um 70 Punkte geredet (Stange et al., 2006).

Zur Objektivierung endoskopischer Befunde haben sich der Crohn’s Disease En-
doscopic Index of Severity fur Klinische Studien (CDEIS, Abbildungsanhang b)
(Mary and Modigliani, 1989)) und der Simple Endoscopic Score for Crohn’s Dise-
ase (SES-CD) fur den klinischen Gebrauch (Daperno et al., 2004) etabliert.

Der CDEIS bewertet 5 Segmente des Darms: das lleum, das Colon ascendens
(Col. asc.), transversum (Col. transv.) und descendens (Col. desc.), das Sigmoid
und das Rektum. Diese werden auf oberflachliche und tiefe Ulzerationen unter-

sucht, sowie die Ausdehnung der Ulzerationen und Lasionen bewertet.

Tab. 1: CDEIS (Mary and Modigliani, 1989)

Tiefe Ulzera- | Oberflachliche Ul- | Ausdehnung Ausdehnung L&-
tionen zerationen (6 | Ulzerationen sionen (0-10 cm)
(12 Punkte) | Punkte) (0-10 cm)

lleum 0/12 0/6 0-10 0-10

Col. 0/12 0/6 0-10 0-10

asc.

Col. 0/12 0/6 0-10 0-10

transv.

Col. 0/12 0/6 0-10 0-10

desc. +

Sigma

Rektum | 0/12 0/6 0-10 0-10

Alle Punkte werden addiert und durch die Anzahl beurteilter Segmente geteilt. Bei
Vorliegen fistulierender sowie nicht fistulierender Stenosen kdnnen jeweils noch-

mals 3 Punkte addiert werden. Das mdgliche Ergebnis liegt zwischen 0 und 44
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Punkten. Anhand des Ergebnisses konnen die Patienten in vier Gruppen eingeteilt
werden. Unter 3 Punkten wird von einer kompletten endoskopischen Remission,
bei 3-8 von milder, bei 9-12 von moderater und tiber 12 Punkten von einer schwe-

ren endoskopischen Aktivitdt gesprochen (Mary and Modigliani, 1989).

2.3.9. Erst- und Verlaufsdiagnostik

Um die Diagnose eines MC oder einer CU stellen zu kénnen, bedarf es einer mul-
tidisziplindren Herangehensweise, die unter anderem Gastroenterologen, Radio-
logen und Pathologen einschliel3t. Es missen Informationen aus einer ausfihrli-
chen Anamnese, dem klinischen Krankheitsbild, Laborwerten sowie histologi-
schen, pathologischen und radiologischen Untersuchungen zusammengeftihrt und
interpretiert werden (Magro et al., 2013, J. C. Preil3, 2014).

Bei der klinischen Untersuchung besteht haufig eine Druckschmerzhaftigkeit des
rechten Unterbauchs, die mit einer tastbaren walzenférmigen Resistenz in diesem
Bereich einhergehen kann. Fallen bei der Auskultation des Abdomens Presstrahl-
gerausche auf, ist dies ein Hinweis auf einen mechanischen lleus (Greten H.,
2010). Bei der digital-rektalen Untersuchung ist bei MC im Besonderen auf mdgli-

che anale Fissuren oder Fisteln zu achten (Arastéh, 2013).

Die Sonographie gehort zur Basisdiagnostik von CED. Mdgliche Befunde sind eine
echoarme Darmwandschwellung, eine teilweise aufgehobene Darmwandschich-
tung, ein Haustrenverlust sowie Stenosen mit prastenotischer Darmdilatation, Fis-
teln und Abszesse (Abb. 10,11). Durch die fehlende Strahlenbelastung ist es zu-
dem das Mittel der Wahl bei Rezidiven und zur Verlaufskontrolle (Greten H., 2010,
Arastéh, 2013, Koop, 2013). Um die Sensitivitat zu erhdhen, bieten sich eine orale
Kontrastmittelgabe, eine Farbdoppler-Sonographie und eine Magnetresonanz
(MR)-Enterographie (Abb. 12) an (Migaleddu et al., 2009).
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Abb. 10: Sonographische Darstellung einer intestinalen Striktur bei MC (Baumgart
and Sandborn, 2012)

Abb.11: Sonographische Darstellung des lleums nach oraler Kontrastmittelein-
nahme mit typischem Pflastersteinrelief (Parente et al., 2004)
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Abb. 12: MR-Enterographie mit Darstellung einer entziindlichen Stenose bei MC
im terminalen lleum (Baumgart and Sandborn, 2012)

Obwohl es keine krankheitsspezifischen Laborkonstellationen gibt, haben sich in
der Basisdiagnostik die Entziindungsparameter im Blut und das fakale Calprotec-
tin sowie Lactoferrin etabliert (D'Haens et al., 2012, Sipponen et al., 2008). Im Blut-
bild kann dabei als Zeichen der Entziindung ein erhdhter CRP-Wert, eine
Thrombo- oder Leukozytose, als Ausdruck der Folge- und Begleitsymptomatik zu-
dem niedrige Hamoglobin- und Eisenwerte, ein Vitaminmangel und eine Hypal-
buminamie imponieren (Cappello and Morreale, 2016, Andre et al., 1981). Veran-
derte Leber- und Cholestasewerte kdnnen Hinweis auf eine begleitende primér
sklerosierende Cholangitis (PSC) geben (J. C. Preil3, 2014, Vermeire et al., 2006).

Das Serum-CRP korreliert bei circa einem Drittel der MC-Patienten annaherungs-
weise mit der Krankheitsaktivitat (Fagan et al., 1982) und endoskopischen sowie
schweren histologischen Entziindungszeichen (Solem et al., 2005, Boirivant et al.,
1988). Der CRP-Wert ist jedoch nicht spezifisch fur MC. In einer Studie fanden sich
bei einem Drittel der MC-Patienten trotz klinischer Krankheitsaktivitat normale
CRP-Werte wéhrend bei einem weiteren Drittel der Patienten, die in Remission
waren, erhohte CRP-Werte gemessen wurden. Es gab jedoch die Tendenz, dass
CRP-Werte bei Remissionseintritt sanken und bei Patienten in Remission, die ei-
nen konstant erhdhten CRP hatten, die Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv gestei-
gert war. Zu differentialdiagnostischen Zwecken sollte der CRP jedoch nicht ver-
wendet werden (Boirivant et al., 1988, J. C. Preil3, 2014).
15



Von besonderer Relevanz ist in der Stuhldiagnostik des MC der Calprotectin-Wert.
Dabei konnte im Vergleich zu Leukozyten-, CRP- und Hamoglobinwerten die beste
Korrelation zwischen dem gemessenen Wert und der endoskopisch evaluierten
Entzindungsaktivitat des Darms nachgewiesen werden. Daher spielt die Messung
des Calprotectins eine wichtige Rolle bei der Verlaufskontrolle beider CED, da so
seltener eine invasivere endoskopische Untersuchung durchgefiihrt werden muss.
Zudem eignet es sich als Marker zur Friherkennung von Rezidiven, vor allem bei
kolischen MC-Verlaufen und CU (D'Haens et al., 2012, Kallel et al., 2010). Es ist
jedoch zu beachten, dass Calprotectin nicht spezifisch fur MC oder CU ist, eine
Atiologie der Entziindung darf bei Erstdiagnose aus diesem Wert allein also nicht
abgeleitet werden (D'Haens et al., 2012, Schoepfer et al., 2013, Langhorst et al.,
2008).

Ebenso sollte eine mikrobiologische Testung auf darmpathogene Keime erfolgen
um beispielsweise eine Antibiotika-assoziierte Colitis hach Clostridium difficile-In-
fektion oder eine Infektion durch Bakterien aus dem Standardspektrum (E. coli,
Campylobacter, Yersinien, Salmonellen und Shigellen) auszuschlie3en oder diese
als Risiko fur einen erschwerten Krankheitsverlauf zu identifizieren (Mylonaki et
al., 2004, J. C. PreiR, 2014).

Bei der Diagnostik der CED ist die lleokoloskopie als Basis- und Verlaufsdiagnostik
ein fester Bestandteil. Dabei sollten nicht weniger als zwei Biopsien aus den fiunf
Lokalisationen Colon ascendens, transversum, descendens und sigmoideum so-
wie dem Rektum entnommen werden (Surawicz and Belic, 1984, J. C. Preil3,
2014). Bei Erstdiagnose einer CED und bei Verlaufskontrollen eines MC sollten
zusatzlich Biopsien des terminalen lleums eingeschickt werden. Zur besseren Be-
urteilung der Proben ist es zudem bedeutend als Vergleichswert auch makrosko-
pisch gesund aussehendes Gewebe einzuschicken (Magro et al., 2013, Annese et
al., 2013). Dabei ist zu beachten, dass die histologische Ausbreitung nicht mit der
endoskopischen Ausbreitung korrelieren muss. Insbesondere bei Morbus Crohn
ist der Unterschied zwischen endoskopischer und klinischer Aktivitéat der Erkran-
kung oft gro3 (Stange, 2005).

Die Abstdnde fir Kontrollendoskopien sollten anhand der Krankheitsschwere,
Komplikationsneigung und Erkrankungsdauer individuell abgewogen werden. Bei

klinischer Remission sollte eine Endoskopie zum Nachweis einer mukosalen
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Heilung und nachfolgend eine Therapieanpassung durchgefihrt werden (J. C.
Preif3, 2014, Baert et al., 2010).

Da bei Patienten mit MC zu circa 16 % auch der obere Gastrointestinal(Gl)-Trakt
mitbeteiligt ist, kann zur Erfassung der Entziindungsausdehnung, differentialdiag-
nostischen Unterstlitzung oder bei klinischen Hinweisen auf eine Mitbeteiligung
des oberen GI-Trakts eine Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD) durchgefiihrt
werden. Eine allgemeine Empfehlung fiir eine OGD bei MC ohne klinische Symp-
tome ist fur Erwachsene jedoch umstritten (Rutgeerts et al., 1980, Annunziata et
al., 2012, Annese et al., 2013).

2.3.10. Therapie

MC kann nicht kausal therapiert werden. Durch die Therapie versucht man jedoch
die Entziindungsaktivitat, die Beschwerden und die Komplikationen zu lindern, um
auf diese Weise die Lebensqualitat zu verbessern. Das Ziel ist das Erreichen einer

Remission oder die Remissionserhaltung (Koop, 2013).

Glukokortikoide kdnnen je nach Krankheitsaktivitat lokal oder systemisch, in Form
von Tabletten, gegeben werden. Sie unterbinden durch Bindung an intrazellularen
Glukokortikoid-Rezeptoren die Protein- und Antikdrperproduktion, die die Entzln-
dungsprozesse unterhalten (Oakley and Cidlowski, 2013). So kommen beispiels-
weise Budesonid-Schaume, -Suppositorien oder -Klysmen bei distalen Colitiden
und Proktitiden zur Anwendung. Bei lleozdkal-Befall mit leichter Entzindungsakti-
vitat kann orales Budesonid und bei maRigem bis schwerem Schub ein systemi-

sches Glukokortikoid verabreicht werden (Rutgeerts et al., 1994).

Durch die vielfaltigen Langzeithebenwirkungen von Steroiden raten Leitlinien
dazu, die Therapie, wenn méglich, durch eine weitere immunsupprimierende The-
rapie zu erganzen, um ein Ausschleichen der Steroide zu beschleunigen und zu
vereinfachen. Zudem sollte die Anwendung bei Erreichen der Remission moglichst
zeitnah beendet werden, da sie nicht zur Remissionserhaltung beitragen kann
(Malchow et al., 1984, J. C. Preil3, 2014).

Eine zusatzliche immunsuppressive Therapie sollte vor allem bei Patienten mit ho-
hem Risiko fur schwere Krankheitsverlaufen frihzeitig eingeleitet werden oder
kann als Monotherapie bei steroidrefraktdren Verlaufen nétig werden. Die typi-

schen aktuell verwendeten Immunsuppressiva sind Azathioprin, 6-Mercaptopurin
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2.4,

und Methotrexat. Diese Medikamente sowie die Anti-TNF-a-Antikorper Infliximab,
Adalimumab und Golimumab werden meist in der Monotherapie eingesetzt, die
Abheilungsrate kann jedoch in einer Kombinationstherapie noch erhéht werden.
Sie sind zudem auch fir die Remissionserhaltung von Bedeutung (van Dullemen
et al., 1995, Colombel et al., 2010, Gonczi L1, 2017). Azathioprin wirkt dabei als
Purinanalogon und Antimetabolit hemmend auf die Differenzierung von Lympho-
zyten und teilungshemmend auf CD8-positive T-Lymphozyten, NK-Zellen und B-
Lymphozyten. Des Weiteren wird die TNF-a-Sekretion vermindert. Mercaptopurin
ist ein Abbauprodukt von Azathioprin, hat also eine entsprechende Wirkung, wird
jedoch bei Unvertraglichkeiten von Azathioprin besser vertragen (Maltzman and
Koretzky, 2003). Methotrexat fungiert als Folsaureantagonist antiproliferativ und
wird bei vielen Autoimmunerkrankungen eingesetzt (Chan and Cronstein, 2013).
Anti-TNF-a-Antikbrper hemmen den Entzindungsmediator TNF, der an diversen
Entzindungsreaktionen und der Immunmodulation beteiligt ist (Panaccione,
2001).

Colitis Ulcerosa
2.4.1. Atiologie und Pathomechanismus
Wie bei MC ist die Atiologie der CU unklar, auch hier spielen genetische, immun-
regulatorische und umweltbedingte Einfliisse eine Rolle. Zusammenfassend wird
jedoch auch hier eine Dysbalance zischen der intestinalen Immunantwort und ei-

nem luminalen Agens vermutet.

Bei CU-Patienten konnte eine Stérung der epithelialen Barriere der Mukosa fest-
gestellt werden, die unter anderem durch eine Dysregulation von Zonula occludens
sowie eine Schwachung der schitzenden Muzinschicht wahrend entziindlicher
Prozesse entsteht. Dies vereinfacht ein Eindringen schadlicher luminaler Agenzien
und erfordert eine erhdhte Immunreaktion (Van Klinken et al., 1999, Heller et al.,
2005).

Bei Patienten mit CU konnte beispielsweise festgestellt werden, dass mukosal ver-
mehrt atypische Th2- sowie Th17-Zellen vorkommen, die eine starke Sekretion
von IL-13 und IL-17 aufweisen. Dies sind Interleukine, die zustandig fur B-Zell-
Differenzierung und Neutrophilenrekrutierung sind (Koop, 2013). Aber auch hier
sind sich Forscher nicht einig, in anderen Studien konnte beispielsweise fur I1L-13

und CU keine Korrelation gefunden werden (Biancheri et al., 2014).
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2.4.2. Epidemiologie

Abb.13: Globale Inzidenz (Incidence rate) von CU (Ng et al., 2013)

Die Inzidenz in Europa variiert zwischen 0,6 und 24,3 Erkrankten pro 100.000 Men-
schen und die Pravalenz zwischen 4,9 und 505 pro 100.000. Wie bei MC liegt ein
Nord-Sid- und ein West-Ost-Gefélle vor (Abb. 13) (Ananthakrishnan, 2015,
Molodecky et al., 2012, Koop, 2013).

Es lassen sich zwei Erkrankungsgipfel feststellen, einen zwischen 15 und 30 Jah-
ren und einen zwischen 50 und 70 Jahren (Ordas et al., 2012). Ein Geschlechter-
unterschied konnte dabei nicht eindeutig nachgewiesen werden (Bernstein et al.,
2006, Ananthakrishnan, 2015, Koop, 2013).

2.4.3. Genetik

Im Vergleich zu MC finden sich bei Zwillingen mit CU weitaus geringere Konkor-
danzraten. Bei monozygotischen Zwillingen reichen sie von 6 bis 18 % und bei
dizygotischen von 0-3 %. Dies deutet darauf hin, dass bei CU mehr nicht-geneti-
sche Einflisse zur Entstehung beitragen, verglichen mit MC (Orholm et al., 2000,
Halfvarson et al., 2003, Thompson et al., 1996, Tysk et al., 1988). Dabei kommen
einige assoziierte Genloci bei beiden CED-Arten vor (Uniken Venema et al., 2017,
Ricanek et al., 2015, Duerr et al., 2006). Es konnten auch diverse Genloci be-
schrieben werden, die im Besonderen im Zusammenhang mit CU stehen. Bei-
spielsweise wurden bei Patienten mit CU gehauft Verdnderungen im Gen fur
HNF4A und CDH1 gefunden. Beides sind Proteine, die eine wichtige Rolle bei Zell-

Zell-Kontakten im Darmepithel spielen und damit zur Integritdt der Darmmukosa
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beitragen (Barrett et al., 2009). Auch dies sind nur wenige Beispiele von vielen

beschriebenen genetischen Veranderungen.

2.4.4. Risikofaktoren

Schon in frihen Studien Uber CU konnte eine protektive Wirkung des Rauchens
auf das Erkrankungsrisiko von CU aufgezeigt werden. Konstant rauchende Pati-
enten erkrankten je nach Studie 25-40 % seltener an CU (Loftus, 2004, Boyko et
al., 1987, Srivasta et al., 1993). In nachfolgenden Studien und Metaanalysen
wurde dieser Zusammenhang bestétigt und weitere Zusammenhénge, wie ein spa-
terer Erkrankungszeitpunkt bei ménnlichen Patienten, geringere notwendige Ste-
roiddosen, seltenere Schiibe und niedrigere Hospitalisierungs- und Operationsra-
ten untersucht, wobei diese Effekte in einigen, jedoch nicht allen Studien darge-
stellt werden konnten. Vormalige Raucher, die jedoch noch vor der Erstdiagnose
das Rauchen aufgaben, zeigten wiederum ein erhféhtes Erkrankungsrisiko sowie
haufigere Hospitalisierungen und Operationen verglichen mit Nichtrauchern
(Boyko et al., 1988, Bastida and Beltran, 2011, Lunney et al., 2015, Mokbel et al.,
1998, Lunney and Leong, 2012).

In mehreren Studien wurde zudem eine Assoziation zwischen stattgefundenen Ap-
pendektomien in der Krankheitsgeschichte und einem praventiven Effekt derer auf
die Entstehung der CU beschrieben. In der groRten dazu angelegten Kohortenstu-
die wurde herausgestellt, dass dieser Effekt nur zum Tragen kommt, wenn die Ap-
pendektomie vor dem zwanzigsten Lebensjahr und aufgrund einer Appendizitis
oder Lymphadenitis durchgefiihrt wurde. Dann jedoch traten im Verlauf des Le-
bens, bei Patienten mit (51 % Risikoreduktion) und ohne (55 % Risikoreduktion)
familiarer Vorbelastung fur CU, weniger Falle von CU auf. Die Forscher zogen den
Schluss, dass nicht die Appendektomie selbst, sondern die vorher stattgefundene
Entziindung das Risiko der Erkrankung senkt, die Hintergrinde dazu sind noch
nicht abschlieend geklart (Frisch et al., 2009).

2.4.5. Pathologie und Pathohistologie

Typisch fur CU ist eine kontinuierliche Entziindung der Tunica mucosa und sub-
mucosa der Kolonschleimhaut, die in 90 % vom Rektum ausgeht und sich nach
oral ausbreitet. In fiinf Prozent der Falle ist nur das Rektum und der Anus betroffen,
bei 20-25 % reicht die Entziindung iber die linke Flexur hinaus (ausgedehnte Co-
litis) oder betrifft das gesamte Kolon (Pancalitis). In seltenen Féllen kénnen Teile

des terminalen lleums betroffen sein, eine sogenannte retrograde Anschlussileitis
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oder backwash ileitis. Dies ist die einzige Mdglichkeit des intestinalen Befalls, au-
Berhalb des Kolons, bei CU (Riede, 2004, Magro et al., 2013, Koop, 2013).

Makroskopisch imponieren im Frihstadium eine 6dematése, in der floriden Phase
eine hyperame Schleimhaut mit Hang zu Spontan- und Kontaktblutungen. Assozi-
ierend finden sich Blut- und Fibrinauflagerungen bei Verlust der normalen Gefaf-
zeichnung (Abb. 14-16). Es finden sich im Vergleich zu Morbus Crohn eher kleine,
flache und ineinander flieBende Ulzera. Am Rand dieser ulzerésen Lasionen kom-
men im chronischen Stadium der Erkrankung inflammatorische Pseudopolypen
vor, stehengebliebene Schleimhautinseln und -regenerate. Im Zuge der Erkran-
kung kann man zudem makroskopisch einen Haustrenverlust (,Fahrradschlauch-
Aspekt® im Rontgenbild) und eine Abflachung des Schleimhautreliefs beobachten.
Fissuren und Fisteln wie bei MC finden sich nur bei der fulminanten Colitis (Riede,
2004, Magro et al., 2013, Koop, 2013).

Abb. 14: Leichtes Erythem, verminderte Gefal3zeichnung bei CU (Ordas et al.,
2012)
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Abb. 15: Deutliches Erythem, fehlende Gefal3zeichnung, Schleimhauterosionen
bei CU (Ordas et al., 2012)

-

Abb. 16: Spontane Blutungen und Ulzerationen bei CU (Ordas et al., 2012)

Mikroskopisch findet sich im Fruhstadium eine diffuses, plasmazellreiches Entzin-
dungsinfiltrat in Kombination mit Kryptenabszessen in Form von Neutrophilenan-
sammlungen in den Kryptenlumina. Bei Chronifizierung atrophiert die Schleimhaut
und es kommt zu einer Lymphozyteninfiltration, einem Becherzellverlust und in
manchen Fallen auch zur Panethzellmetaplasie (Abb.17) (Riede, 2004, Magro et
al., 2013). Diese Charakteristika zeigen sich kontinuierlich, meist mit abnehmen-
dem Gradienten von distal nach proximal (Kucharzik, 2018, J. C. Preil3, 2014).
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Abb. 17: Panethzellmetaplasie (Pfeile) mit supranukledren eosinophilen Granula
(Feakins, 2013)

2.4.6. Kilinik

Die Erstmanifestation kann sich mit mildem klinischem Bild in Form einer Proktitis
jedoch auch fulminant im Rahmen einer Pancolitis au3ern. Das Leitsymptom der
CU sind blutig-schleimige Durchfélle, mitunter auch wassrig, einhergehend mit
krampfartigen Bauchschmerzen. Diese Durchfélle konnen 20- bis 30-mal pro Tag
auftreten, in fortgeschrittenen Stadien auch als imperativer Stuhldrang. Zusatzlich
kénnen, ebenso wie bei MC, allgemeine Symptome wie Fieber, ein allgemeines
Krankheitsgefuhl, Gewichtsverlust und Anéamie die Erkrankung begleiten (Arastéh,
2013, Koop, 2013).

Die haufigsten Komplikationen bei CU sind Blutungen, das toxische Megakolon
und Kolonperforationen, die vor allem bei Patienten mit Pancolitis vorkommen kén-

nen.

2.4.7. Extraintestinale Manifestationen und Komplikationen

Auch hier gibt es differierende Angaben in diversen Studien. Tendenziell kommen
bei CU jedoch weniger EIM vor als bei MC. In der Studie von Vavricka et al wurde
erhoben, dass 21,7 % der Patienten mit CU mindestens eine EIM zeigten. Die
Haufigkeit der verschiedenen Erkrankungen ahnelt dabei der des MC, deutlich wird
aber vor allem eine wesentlich haufiger assoziierte primar sklerosierende Cholan-
gitis (PSC)-Erkrankung bei CU mit 13 % bis 18,1 %. Vergleichbar zu MC lag bei
Patienten mit CU und begleitenden EIM in 33,3 % der Falle mehr als eine EIM vor
(Vavricka et al., 2015, Koop, 2013). Weitere mdgliche EIM sind Arthralgien und
Arthritiden, die kombiniert bei circa 20-30 % der Patienten vorkommen, ein

Pyoderma gangraenosum, Erythema nodosum, ankylosierende Spondylitis und
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Uveitis (Bernstein et al., 2001c). Bei CU besteht, wie bei MC, ein erhdhtes Risiko
fur dysplastische Veranderungen und kolorektale Karzinome (Abb. 18). Die Zahlen
unterscheiden sich in diversen Studien. Neuere Studien ergaben im Vergleich zu
alteren Untersuchungen eine geringere Karzinomrate, das KRK-Risiko belief sich
nach 10 Jahren auf 0,6-1,2 %, nach 20 Jahren auf 2,1 — 5,4 % und nach 30 Jahren
auf 4,7 — 7,5 % (Lakatos et al., 2006, Soderlund et al., 2009). Dabei hangt ein
erhohtes Risiko mit einem frihen Krankheitsbeginn, einer langen Krankheitsdauer,
Ausbreitung und Intensitat sowie dem Vorliegen einer PSC zusammen. Anhand

dieser Parameter sollte daher auch das Intervall fir Kontrollendoskopien festgelegt
werden (Yashiro, 2014).

Abb. 18: Dysplasie-assoziierte Masse im Zokalpol eines Patienten mit Pancolitis
(Rameshshanker and Arebi, 2012)

2.4.8. Klassifikation

Um die klinische Schwere der Erkrankung zu quantifizieren, kann man sich drei
der vier Kategorien des Mayo-Scores (Sutherland et al., 1987) (Schroeder et al.,
1987) zunutze machen: die Stuhlfrequenz, rektaler Blutabgang und die globale
Beurteilung des Arztes Uber die Schwere der Erkrankung (Tab. 2). Sutherland et
al. und kurz darauf auch Schroeder et al. etablierten dieses Scoring-System, um
den therapeutischen Effekt von 5-Aminosalicylsaure auf CU zu untersuchen.
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Tab. 2: Kategorie eins, drei und vier des Mayo-Scores (Sutherland et al., 1987)

Kriterium Punkte

Stuhlfrequenz pro Tag Normal: O
1-2 Stihle: 1
3-4 Stihle: 2
>5 Stihle: 3

Rektaler Blutabgang Kein Blut: 0

Blutstreifen bei <50 % der Stihle: 1
Meistens deutliche Blutbeimengung: 2
Auch Blut ohne Stuhl: 3

Globale Beurteilung Normal: 0

Milde Erkrankung: 1

Moderate Erkrankung: 2

Schwere der Erkrankung: 3

Ein Ergebnis von 0-2 Punkten entspricht einem Normalbefund bzw. einer Remis-
sion, 2-4 Punkte einer milden Erkrankung, 4-6 einer moderaten und 6-9 Punkte
einer schweren Erkrankung (Lewis et al., 2008).

Zur Quantifizierung der endoskopischen Beurteilung lasst sich die vierte Kategorie

des Mayo-Scores heranziehen (Tab. 3).

Tab. 3: Endoskopische Beurteilung des Mayo-Scores (Sutherland et al., 1987)

Kriterium Punkte

Endoskopische | Normaler Befund oder inaktive Erkrankung: O
Beurteilung

Milde Colitis (Erythem, leicht spréde Schleimhaut): 1

Moderate Colitis (deutliches Erythem, Erosionen, GefaRmuster
verschwunden): 2

Schwere Colitis (Ulzerationen, spontane Blutungen): 3

2.4.9. Erst- und Verlaufsdiagnostik

Anamnestisch imponieren bei Patienten mit CU klinisch am héaufigsten Durchfélle,
Tenesmen (Stuhlzwang) und rektaler Blutabgang. Bei schweren Verlaufen kénnen
auch Tachykardien, Gewichtsverlust, abdominelle Abwehrspannung und abge-
schwachte Darmgerausche auftreten (Ordas et al., 2012, Kucharzik, 2018). Eine
digital-rektale Untersuchung ist in Anbetracht des erhdhten Risikos fir kolorektale

Karzinome bei der klinischen Untersuchung oder im Zuge einer Endoskopie

25



durchzufuihren. Zudem sollte nach extraintestinalen Manifestationen insbesondere
an Augen, Mund, Gelenken und Haut sowie nach perianalen Manifestationen ge-

fragt und daraufhin untersucht werden (Kucharzik, 2018).

Die Laborwerte kdnnen vor allem bei milden und moderaten Verlaufen normal aus-
fallen. Der CRP-Anstieg fallt dabei bei Patienten mit CU in der Regel geringer aus
als mit MC (Fagan et al., 1982), kann jedoch bei Patienten mit erhéhten CRP-
Werten durchaus auch als Marker fur die klinische und endoskopische Krankheits-
aktivitat herangezogen werden. Eine Korrelation mit der histologischen Entziin-
dungsaktivitat konnte fur CU jedoch nicht belegt werden (Solem et al., 2005).

Zur Diagnostik eignet sich am besten auch bei CU die Zusammenschau der ver-
schiedenen Laborwerte. Im Unterschied zu MC besteht fir CU jedoch eine bessere
Korrelation des Lactoferrin- und nicht des Calprotectin-Werts mit der Krankheits-
aktivitat (Langhorst et al., 2008). Jedoch eignen sich beide Werte zur Abgrenzung
einer CU zu gesunden Patienten und Patienten mit Reizdarmsyndrom (Kucharzik,
2018). Zudem eignet sich Calprotectin auch bei CU sehr gut zur Rezidivprognose
(Costa et al., 2005).

In Bezug auf die Bedeutung der Sonographie und mikrobiologischen Tests sei auf
Kapitel 2.3.9 zu verweisen, da die dort genannten Empfehlungen fir MC auf CU

Ubertragbar sind.

Die Rolle der lleokoloskopie bei Erstdiagnostik und Koloskopie bei Kontrollunter-
suchungen entspricht der bei MC. Uberwachungskoloskopien sind bei CU auch
zur Senkung kolitisassoziierter Kolonkarzinom-Mortalitat durchzufiihren. Die erste
Kontrollkoloskopie, mit Entnahme von mindestens zwei Biopsien aus jedem Ko-
lonsegment, sollte bei CU innerhalb der ersten sechs bis acht Jahre nach Beginn
der ersten Krankheitssymptome erfolgen und anhand der Ergebnisse ein Uberwa-
chungsprozedere festgelegt werden. Der Abstand der Kontrollen sollte jedoch
hochstens zwei Jahre betragen. Wenn parallel eine PSC besteht, sollte das Kon-
trollintervall, unabhangig von Krankheitsaktivitat und -ausdehnung, auf ein Jahr re-
duziert werden (Kucharzik, 2019).

In Zusammenschau mehrerer Studien zeigt sich, dass bei Colitis ulcerosa die Kkli-
nische Symptomatik und der endoskopische Befund gut korrelieren, sodass zur
Verlaufskontrolle bei klinischer Remission eine erneute Spiegelung nicht unbe-
dingt erforderlich ist. Bei einem Krankheitsrezidiv sollte allerdings gespiegelt wer-

den, um eine Ausdehnung des Befalls feststellen zu kdnnen (Kucharzik, 2019).

26



Andere Studien zeigten, dass das Ausmald der CU-Aktivitat haufig endoskopisch
unterschéatzt wird und eine histopathologisch untersuchte entziindliche Aktivitat in
endoskopisch unauffallig erscheinendem Gewebe vorkommen kann (Florén et al.,
1987).

2.4.10. Therapie

Das Ziel der medikamentdsen Therapie ist es, eine Remission zu erzielen und zu
erhalten, um Langzeitfolgen wie notwendige Kolektomien oder kolorektale Karzi-
nome zu verhindern (Rutter et al., 2004). Der Erfolg wird an einer Besserung Klini-
scher Symptome und mukosaler Heilung gemessen. Dabei steht die mukosale und
histologische Heilung in Korrelation zu einer langfristigen klinischen Remission,
verringertem Steroidbedarf und gesenktem Risiko einer notwendig werdenden Ko-
lektomie (Bressler et al., 2015, Kucharzik, 2018, Allez et al., 2002). Die Therapie-
entscheidung héngt dabei von der Ausdehnung und Auspragung der Erkrankung
ab.

Bei einer isolierten leichten bis mé&Rigen Proktitis oder linksseitig betonter Colitis
sollte zur Remissionsindukion zunéchst eine Therapie mit Mesalazin-Supposito-
rien begonnen werden. Alternativ stehen auch Mesalazinschdume und -einlaufe
zur Verfugung (Andus et al., 2010, Kucharzik, 2018). Spricht der Patient nicht da-
rauf an, kann die topische durch eine orale Mesalazin- oder Steroid-Gabe ergénzt
werden (Regueiro et al., 2006, Kucharzik, 2018).

Bei einer Linksseitenkolitis sollte die initiale Therapie aus einer Kombination aus
topischem Mesalazin, Budesonid oder Beclomethasondipropionat und oralen Me-
salazin-Praparaten bestehen (Ford et al., 2012, Sandborn et al., 2015, Marteau et
al., 2005). Orale Steroide sollten bei ausbleibender Remission oder Unvertraglich-
keiten unter den anderen Wirkstoffen zur Anwendung kommen (Travis et al.,
2014). Zum Remissionserhalt hat sich in den beiden vorangehenden Fallen die
Therapie mit lokalen oder oralen Mesalazin-Praparaten bewéhrt, die Kombination

aus beiden stellt die Zweitlinien-Erhaltungstherapie dar (Kucharzik, 2018).

Bei Patienten mit schwerem akuten Schub sollte eine stationare Behandlung erfol-
gen. Diese umfasst eine systemische Steroidtherapie (Truelove and Witts, 1955,
Baron et al.,, 1962, Truelove and Witts, 1959, Kucharzik, 2018), eine Throm-
boseprophylaxe (Bernstein et al., 2001a, Kucharzik, 2018), Ausschluss einer Zy-
tomegalievirus- sowie Clostridium difficile-Infektion (Domenech et al., 2008,

Kishore et al., 2004, Jen et al, 2011, Nguyen et al, 2008), einer
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Ernahrungstherapie sowie ein parenteraler Flussigkeits- und Elektrolytausgleich
(Gallinger et al., 2017, Gonzalez-Huix et al., 1993, Kucharzik, 2018).

Patienten, die durch Steroide keine ausreichende Besserung erfahren oder bei de-
nen Kontraindikationen bestehen, sollte auf TNF-Antikoérper oder die Calcineurin-
inhibitoren Ciclosporin oder Tacrolimus umgestellt werden (Kucharzik, 2018). Tritt
daraufhin eine weitere Verschlechterung ein, sollte eine Proktokolektomie erwo-
gen werden. Bei leichteren Erkrankungsformen kommen unterschiedliche TNF-
Antikdrper wie Infliximab (Rutgeerts et al., 2005), Adalimumab (Sandborn et al.,
2012) oder Golimumab (Sandborn et al., 2014) in Frage, wahrend bei fulminanten
Verlaufen nur fir Infliximab und Calcineurininhibitoren aussagekréftige randomi-
sierte Daten existieren (Gustavsson et al., 2010, D'Haens et al., 2001, Ogata et
al., 2012).

Durch die hohe Nebenwirkungsrate von Calcineurininhibitoren in der Langzeitthe-
rapie sollten sie nach spatestens 6 Monaten abgesetzt und zur Remissionserhal-
tung andere Substanzen, wie beispielsweise Thiopurine, eingesetzt werden. Ret-
rospektive Analysen zeigen, dass eine Thiopurin-Gabe nach Induktion mit Ciclos-
porin das Risiko einer Kolektomie reduzieren kann (Walch et al., 2010, Actis et al.,
2007, Kucharzik, 2018).

Als operatives Standardverfahren hat sich fur Colitis ulcerosa die restaurative Pro-
ktokolektomie mit ileoanalem Pouch etabliert (Abb. 19) (Heuschen et al., 1998,
Krausz and Duek, 2005). Diese sollte in der Regel unter Anlage eines protektiven
lleostomas erfolgen (Mennigen et al., 2014, Tjandra et al., 1993) und eine einzei-
tige Operation nur unter bestimmten Bedingungen erwogen werden (Lovegrove et
al., 2011). Eine Notfallindikation fir eine Operation ergibt sich durch eine freie oder
gedeckte Perforation des Darms oder als relative Operationsindikation bei Patien-
ten mit einem medikamentds therapierefraktdrem Schub (Randall et al., 2010,
Fowkes et al., 2008). Die elektive Operation kann in Absprache tber den individu-
ellen Krankheitsverlauf und den Patientenwunsch sowie unter Abwéagung der Risi-
ken gegenlber einer konservativen Therapie angeboten werden (Roberts et al.,
2007, Fowkes et al., 2008).
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A Proctocolectomy B lleal J-pouch, stapled anastomosis, C Closure of the temporary ileostomy
temporary ileostomy

Entire colon removed

lleal J-pouch
(reservoir)

lleal pouch-anal anastomosis

Stapled ileal
pouch-anal anastomosis

Rectum removed

Abb. 19: Proktokolektomie mit ileoanaler Pouch-Anlage (Ordas et al., 2012)

2.5. Organische Kationentransporter

Die polyspezifischen organischen Kationentransporter OCT1, 2 und 3 sind Mitglieder
der SLC22-Familie (solute carrier, sekundar aktiver Transport/erleichterte Diffusion) die
wiederum zur major facilitator superfamily (MFS) gehort (Abb. 20) (Marger and Saier,

1993).
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(hURATY) (i SRT0) transporters

Abb. 20: Ubersicht der humanen SLC22-Familie (Koepsell and Endou, 2004)

Die exprimierten Proteine bestehen aus zwolf Transmembrandoménen und sind in die

Plasmamembran integriert (Abb. 21).
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Abb. 21: Schematische Sekundarstruktur von OCT2 mit 12 Transmembrandomanen,
einer extrazellularen und einer intrazellularen Schleife (Zair et al., 2008)

Ihre Funktion liegt in dem bidirektionalen Transport von vielen Wirkstoffen, Toxinen,
korpereigenen Verbindungen wie Katecholaminen sowie Chemotherapeutika wie bei-
spielsweise Thyrosinkinase-Inhibitoren und Platin- basierten Wirkstoffen (Jonker and
Schinkel, 2004, Breidert et al., 1998, Dudley et al., 2000, Grundemann et al., 1998a).
In diesem Rahmen sind sie auch an der epithelialen Permeabilitat, Resorption und Ex-
kretion sowie der Barrierefunktion des Darms beteiligt (Koepsell et al., 2003, Koepsell
and Endou, 2004). Dies tun sie pH-unabhéangig. OCT1 und 2 finden sich dabei vor
allem in der basolateralen Membran von Hepato- und Enterozyten sowie proximalen
Tubuluszellen (Kimura et al., 2002). OCT3 ist weit verbreitet und eine der Hauptkom-
ponenten der peripheren Elimination von monoaminergen Neurotransmittern. Dabei
kénnen interindividuelle Unterschiede in der Expression und der Funktion von OCT
auftreten (Jonker and Schinkel, 2004).

Nachdem seit den sechziger Jahren der Transport organischer Kationen, Monoamin-
transmittern und kationischer Arzneistoffe wiederholt nur auf funktioneller Basis in ein-
zelnen Geweben oder Zellen in Studien behandelt wurden, konnte 1994 erstmal rOCT1
von Grindemann et al. aus der Niere von Ratten kloniert werden (lversen, 1965, Wright
and Wunz, 1987) (Griindemann et al., 1994). Die Gensequenz von humanem OCT1
konnte drei Jahre spater aus Leberzellen isoliert werden und liegt auf Chromosom 6925
(Abb. 22). Die cDNA besteht aus 1870 Basenpaaren(bp), das offene Leseraster aus
1662 bp, welches fir 554 Aminosduren mit einer molekularen Masse von 61,15 kDa
kodiert. Per Northern Blot konnte von Zhang et al. im Darmgewebe keine Expression

festgestellt werden, nach einer RT-PCR wurde jedoch cDNA aus mRNA im Darm
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detektiert. Daraus entstand die Vermutung, dass OCTL1 in geringem MalRe im Darm

exprimiert sein kdnnte (Zhang et al., 1997).
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Abb. 22: Chromosom 6q.25, Genlokus von OCT1 rot markiert (Stelzer G)

Es konnte gezeigt werden, dass durch alternatives Splei3en verschiedene Isoformen
von OCT1 vorliegen, die unterschiedlich stark im Korper exprimiert werden und zudem
Unterschiede in der Funktion zeigen. Beispielsweise sind Isoformen 1 und 2 in der Le-
ber exprimiert, Isoformen 1, 2, 3 und 4 in glialen Zelllinien (Arimany-Nardi et al., 2015)
(Hayer et al., 1999). Der Einfluss von OCT1 und OCT1-Polymorphismen wurde bereits
in einigen Studien untersucht. Dabei konnte beispielsweise gezeigt werden, dass zwei
OCT1-Polymorphismen (hOCT1-238T und -287G) bei Patienten mit CML besser als
andere auf eine Therapie mit Imatinib-Mesylat ansprechen (Hu et al., 2009). In einer
anderen Studie wurde gezeigt, dass bei Probanden vermehrt Metformin eliminiert

wurde, wenn bei ihnen OCT1 in der Niere minderexprimiert war (Tzvetkov et al., 2009).

OCT1 ist an der Translokation von Modellpréparaten wie MPP (1-Methyl-4-Phenylpyri-
dinium) und TEA (Tetraethylammonium) sowie endogenen Stoffen wie Cholin, Guani-
din, Histamin, Epinephrin, Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin beteiligt. Da 40 % der
Medikamente Kationen sind, spielt OCT1 eine grof3e Rolle in der Aufnahme von Medi-
kamenten wie Oxaliplatin, Imatinib, Metformin und Chinin. Dieser Transport geschieht
elektrogen und pH-unabhéngig (Neuhoff et al., 2003) (Wang et al., 2003) (Zhang et al.,
2006) (White et al., 2006) (Griindemann et al., 1994) (Breidert et al., 1998).

Gehemmt wird der Transport tber OCT1 wiederum unter anderem durch Verbindungen
wie Tetramethylammonium (TMA), Kokain, Lidocain, NMDA-Rezeptor-Antagonisten,
Atropin, Prazosin, Cimetidin, TEA, Guanidin, Cimetidin, Procainamid und Alkaloide
(Wagner et al., 2017, Ahlin et al., 2008) (Stelzer G).

Die Sequenz des humanen OCT2 konnte erstmals, neben der von OCT1, im selben
Jahr von Gorboulev et al. aus Nierengewebe isoliert werden. In dieser Studie wurde
gezeigt, dass das OCT1-Gen fur ein 553-Aminosauren-Protein mit molekularer Masse
von 61 kDa und das OCT2-Gen fur ein 555-Aminosauren-Protein mit molekularer
Masse von 62,5kDa kodiert. Im Northern Blot konnte daraufhin keine Expression von

OCT1 oder 2 im Darm nachgewiesen werden. OCT1 konnte lediglich in der Leber und
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OCT2 lediglich in der Niere nachgewiesen werden. Im selben Jahr konnte gezeigt wer-
den, dass OCT1 und 2 auf dem selben Chromosom sitzen, Chromsom 626 (Tab. 23)
(Koehler et al., 1997).
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Abb. 23: Chromosom 6q.25, Genlokus von OCT?2 rot markiert (Stelzer G)

OTC2 ist OCT1 genetisch und in der Tertiarstruktur sehr ahnlich. Es ist jedoch nicht
dominierend in der Leber, sondern vor allem in der Niere vorkommend und vermittelt
dort die tubulare Aufnahme organischer Verbindungen wie Katecholamine, Serotonin,
Ranitidin, Histamin, Metformin, NMN, MPP, Cisplatin, Oxaliplatin und vielen mehr
(Burger et al., 2010, Christensen et al., 2013, Tzvetkov et al., 2009). Als mit OCT2
assoziierte Erkrankungen konnten unter anderem der primére systemische Carnitin-

mangel und das mediastinale Grauzonen-Lymphom identifiziert werden (Stelzer G).

Die Sequenz von OCT3 wurde erstmals 1998 beschrieben, damals wurde der Kanal
jedoch extraneuronaler Monoamintransporter (EMT) benannt. Mittlerweile sind OCT3
und EMT Synonyme fiir diesen Kanal. Das Gen kodiert fur 556 Aminosauren, wiegt
61,82 kDa und liegt auf Chromosom 6g25 (Tab. 24). Damals wurde OCT3 per RT-PCR

nur in Hirn, Leber und Herz gefunden (Grundemann et al., 1998b).
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Abb. 24: Chromosom 6q.25, Genlokus von OCT3 rot markiert (Stelzer G)

OCT3 ist wiederum an einer Vielzahl von Signalwegen beteiligt, am Transport von Do-
pamin (Abb. 25), Glukose und anderen Zuckern, Gallensalzen, Metallionen, TEA, Met-
formin und Abacavir-Transport und -Stoffwechsel, Dieser Transport wird auch bei
OCT3 pH-unabhéngig und durch das Membranpotenzial erméglicht (Nies et al., 2009)
(Wu et al., 2000) (Stelzer G). Krankheiten, die mit OCT3-Verdnderungen einhergehen
sind beispielsweise die ataktische Zerebralparese und Amphetaminmissbrauch (Peter
et al., 2017, Aoyama et al., 2006) .
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Abb. 25: Synaptischer Vesikel Transport mit roter Markierung von SLC22A3 (OCT3)
(Joanna S. Fong, 2000)

Die Verteilung der OCT im Korper wird in diversen Studien unterschiedlich angegeben.
In der folgenden Tabelle 4 ist diese Verteilung anhand ausgewahlter Studien verein-
facht dargestellt (Gorboulev et al., 1997, Zhang et al., 1997, Zair et al., 2008, Koepsell
et al., 2007, Wright, 2005, Hilgendorf et al., 2007, Kekuda et al., 1998, Ballestero et al.,

2006).
Tab. 4: Ubersicht der OCT-Verteilung im menschlichen Korper
OCT-Familie Lokalisation Lokalisation hoéchster Dichte
OCT1 Darm, Lunge, Herz, Pla- | Leber
zenta
OCT2 Leber, Gehirn, Darm Niere
OCT3 (EMT) Darm, Pankreas, Gehirn, | Leber
Herz

Es existieren kaum Studien, die die Expression von OCT1, 2 und 3 im Darm untersucht
haben und keine Studie, welche die OCT Expression aller drei Kanéle in verschiedenen
Lokalisationen im Darm verglichen hat. In Tabelle 5 ist ein Grof3teil der existierenden

Studien zusammengefasst dargestellt.
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Tab. 5: Ubersicht von Studien tiber die OCT-Verteilung im Darm

Studie OoCcT OCT2 OCT3

Int. ReCol | LiCol Rektum | Int. tenue | ReCol | LiCol Rektum | Int. ReCol | LiCol Rektum | Zusatz

tenue tenue
Zhang etal., | *h **h **h **h n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. *** Allg. Intest.
1997
Gorboulev “*h **h n.u. n.u. n.u. n.u.
et al., 1997
Kekuda et n.u. n.u. *** Allg. Intest.
al., 1998
Wu et al., T T *I** Allg. Intest.
1998
Ballestero n.u. n.u. **Allg. Colon
et al., 2006
Hilgendorf **h **h *h **h **h **h *Jejunum
et al., 2007

Allgemeinangabe Dinndarm oder Einzelangabe Jejunum etc.

Starke Expression
Moderate Expression

Allgemeinangabe Colon

Geringe Expression

Keine Expression

h Untersuchung an humanem
Gewebe

r Untersuchung an
Rattengewebe

n.u. | Nicht untersucht
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Fur den Dunndarm ist die Aufnahme und Exkretion von kationischen Nahrungsbe-
standteilen, Medikamenten und Xenobiotika beschrieben (Turnheim and Lauterbach,
1977, Turnheim and Lauterbach, 1980, Kim and Shim, 2006). Der erste Schritt ist dabei
die Aufnahme der Kationen durch hOCTN2, hOCTN1 sowie hOCT3 in der Birsten-
saum-Zellmembran, wobei der Transport durch hOCT3 elektrogen vermittelt wird. Der
Efflux an der basolateralen Membran wird durch hOCT1 vermittelt, dafiir ist die zehn-
fache Konzentration der intrazellularen gegentber den extrazellularen Kationen nétig,
um die Membran zu Uberwinden (Abb. 26) (Mdller et al., 2005, Koepsell et al., 2007).

N\

oc*
| OCT1

J

Abb. 26: Organische Kationentransporter in Enterozyten des Dinndarms (Koepsell et
al., 2007)

In einer Studie von 2008, die Kolonkarzinom-Gewebe untersuchte, wurde eine erhdhte
Expression von OCT3 im Tumorgewebe gemessen. In den Zellen mit dieser erhdohten
Expression konnte zudem eine erhéhte Aufnahme, Zytotoxizitat und Anreicherung des
Chemotherapeutikums Oxaliplatin gemessen werden (Yokoo et al., 2008). Es gibt je-
doch kaum Studien tber die Rolle von OCT bei CED. In einer Arbeit konnte bei Ho-
mozygotie von zwei Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) im Gen des OCT23 eine
Assoziation mit CED festgestellt werden (Serrano Leon et al., 2014). Zudem konnten
Abweichungen in der Expression von verschiedenen SLC-Transportern im Darm von
Patienten mit CED gemessen werden (Wojtal et al., 2009). OCT1, 2 und 3 wurden in
diesen Studien jedoch nicht untersucht. In einer Studie von Peltekova et al. konnte
gezeigt werden, dass eine missense-Mutation im organischen Kationentransporter
SLC22A4 (OCTN1) und eine Transversion in der SLC22A5 (OCTN2)-cDNA mit MC
assoziiert sind, da sie die Wahrscheinlichkeit daran zu erkranken erhohten (Peltekova
et al., 2004). Diese Daten und die Daten einer Studie von Tokuhiro et al, die eine As-
soziation der beiden Gene mit rheumatoider Arthritis beschrieben, legen nahe, dass
beide eine Rolle bei chronisch inflammatorischen Erkrankungen spielen (Tokuhiro et
al., 2003). Dies ist unter anderem bedingt durch eine Stdrung der Fettsaure-p-Oxidation
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und Stérung der Freisetzung von Sauerstoffradikalen zur Pathogenabwehr im intesti-
nalen Epithel, die in experimentellen Modellen zu einer Kolitis flhrten (Roediger and
Nance, 1986, Ramsay, 2000).

Die Studien die sich mit ganz unterschiedlichen Fragestellungen und Methodiken seit
den 90er Jahren OCTL1, 2 und 3-Kanalen im Darm widmeten sind hier im Folgenden

kurz zusammengefasst dargestellt.

In der Studie von Zhang et al. (1997) wurde mit dem Wissen Uber die Gensequenz von
rOCT1 aus Leber-mRNA, per RT-PCR, hOCT1-cDNA hergestellt und danach die
Gensequenz von hOCT1 analysiert. Zudem wurde die Gewebeverteilung von OCT1
mittels Northern Blot untersucht wobei eine starke OCT1-Expression in der Leber de-
tektiert werden konnte. Eine schwache Expression konnte in diversen anderen Gewe-
ben nachgewiesen werden, jedoch keine Expression im Darm. Es wurde des Weiteren
noch eine gPCR durchgefiuhrt, wobei cDNA aus mRNA von OCT1 detektiert wurde.
Dadurch entstand die Vermutung, dass eine geringe Menge mRNA-Transkripte von
OCTL1 in der Darmprobe vorliegen. Wie die gqPCR durchgefihrt wurde, ist der Studie

nicht zu entnehmen.

In der Studie von Gorboulev et al. (1997) wurde aus Nieren-mRNA hOCT1 und hOCT2
synthetisiert und sequenziert. Im Folgenden wurde ein Northern Blot mit jeweils 5ug
MRNA aus verschiedenen Gewebearten (Niere, Skelettmuskulatur, Magen, Milz, Pla-
zenta, Dunndarm, Kolon, Leber, Hirn), welches wahrend Operationen gewonnen
wurde, durchgefiihrt. Ob jeweils nur eine Probe pro Gewebe untersucht wurde oder
mehrere und wie diese Proben gelagert wurden, ist aus dem Artikel nicht ersichtlich.
Zudem wurde eine RT-PCR mit nachfolgender Agarose-Gelelektrophorese durchge-
fuhrt. Der Northern Blot zeigte die hochste Expression von OCT1 in der Leber und von
OCT2 in der Niere. In allen anderen Geweben konnten keine Transkripte von OCT1
und OCT2 detektiert werden. In der RT-PCR wurde in allen Geweben OCT1-Tran-
skripte nachgewiesen, OCT2-Transkripte nur in der Milz, Plazenta, Hirn und Dinn-

darm.

In der Studie von Ballestero et al. (2006) wurde aus gesundem lleum, Kolonkarzinom-
Gewebe (n=15), Colon-Polypen (n=8) und dem jeweilig umgebenden gesunden Colon
Frischgewebe entnommen und nach Entnahme auf -80°C heruntergekuihlt. Danach
wurde aus OCT1-mRNA cDNA synthetisiert, per gPCR amplifiziert und die Expressi-

onsrate gemessen. Normalisiert wurde die Expression gegen den 18sRNA-Gehalt der
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Proben. Dies ergab eine 50-prozentig geringere Expression von OCT1 im Kolon als im
lleum. Zudem zeigte sich keine signifikante Anderung der Expressionsrate von gesun-

dem Kolongewebe zum Kolonkarzinom und Kolon-Polypen.
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Abb. 27: mRNA-Expression in Kolonpolypen und Kolonkarzinom im Vergleich zu um-
gebendem gesunden Gewebe (Ballestero et al., 2006)

In der Studie von Hilgendorf et al. (2007) wurde die Expressionsrate von 36 Transport-
kanalen im Jejunum, Kolon, Leber und der Niere untersucht. Die Gewebeproben aus
dem Jejunum wurden von insgesamt funf Patienten beider Geschlechter im Rahmen
einer Magenbypass-OP gewonnen (Alter 49-79). FFT-Proben aus dem Colon wurden
von je zwei Mannern und zwei Frauen aus einem Darm-Resektat bei Kolonkarzinom
gewonnen (Altersverteilung 57-69). Die Gewebeproben wurden in flissigem Stickstoff
konserviert und die Expressionsrate per gPCR gemessen. Zur Normalisierung wurden
die Expressionsraten der Referenzgene Cyclophilin A und MVP verwendet. Die Ergeb-
nisse zeigten lediglich eine geringe Expression von OCT1 und OCT3 im Jejunum, so-
wie eine geringe Expression von OCT1 im Colon. OCT2 wurde weder im Jejunum noch

im Colon exprimiert, OCT3 nicht im Colon.

Heise et al. (2012) untersuchten per qPCR die Expressionsrate von OCT1 und OCT3
im HCC und ob von der Expressionsrate eine prognostische Signifikanz ausgeht. Es
wurden Tumor- und Normalgewebe von 53 Patienten in flissigem Stickstoff gelagert
und per gPCR untersucht. Die Normalisierung erfolgte gegen das Referenzgen

GAPDH. Es zeigte sich eine Herunterregulation von OC1 und OCT3 im Tumorgewebe
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2.6.

verglichen zum umgebenden gesunden Gewebe. Fir OCT1 konnte zudem eine Korre-
lation der Minderexpression mit einem verminderten Patientenlberleben, héheren Tu-
morstadien, einem gré3eren Tumordurchmesser, schlechterer Differenzierung und ho-
heren AFP-Leveln gezeigt werden. Durch einen Western Blot wurde zudem ein Prote-
inexpressionsmuster von OCTL1 dargestellt, welches suggerierte das OCT1 im HCC-

Gewebe nicht funktionsfahig ist.

Lautem et al. (2013) untersuchten Proben aus CCA- und umgebendem Normalgewebe
von 27 Patienten. Diese wurden nach Entnahme in flissigem Stickstoff gelagert, per
gPCR untersucht und gegen das Referenzgen GAPDH normalisiert. Es konnte eine
signifikante Herunterregulation von OCT1 und OCT3 im CCA-Gewebe verglichen mit
dem umgebenden gesunden Gewebe demonstriert werden. Eine verminderte OCT1-
Expression korrelierte zudem mit einem verminderten Patientenlberleben und einem

héheren Tumorstadium.
Endoskopie

Die Koloskopie mit etwaiger Biopsie-Entnahme ist bei einem Verdacht auf eine chro-
nisch entzindliche Darmerkrankung das Mittel der Wahl zur Abklarung folgender
Punkte: um eine Diagnose zu stellen, die entziindliche Aktivitat und Ausbreitung fest-
zustellen, den Krankheitsverlauf oder postoperative Verlaufe zu beobachten, frihzeitig
Neoplasien oder Dysplasien zu erkennen und um therapeutisch aktiv zu werden, wie
beispielsweise bei Stentplatzierungen oder Strikturdilatationen (Magro et al., 2013,
Spiceland and Lodhia, 2018). Die Abstande einer routinemafigen Koloskopie, ohne
veranderte Symptomatik oder Aussicht auf Behandlunskonsequenz, sollten nur nach
individuellem Risiko fir Komplikationen und Folgeerkrankungen festgelegt werden.
Eine starke akute Colitis wird héaufig als Kontraindikationen flir eine Koloskopie ange-
sehen, da das Risiko fur Blutungen und Rupturen ansteigt (Vader et al., 1999,
Kucharzik, 2018, J. C. PreiR3, 2014). In den Handen erfahrener Arzte konnte in Studien
jedoch wiederum eine hohe Sicherheit bei der Untersuchung, auch bei akuter Colitis,
gezeigt werden (Carbonnel et al., 1994, Alemayehu and Jarnerot, 1991).

Zur Vorbereitung auf die Koloskopie sollen die Patienten eine mindestens zwdélfstin-
dige Nahrungskarenz einhalten (Denzer et al., 2015). Zudem werden durch Abfihrmit-
tel moglichst viele Stuhlreste aus dem Darm entfernt, da die Sauberkeit des Darms mit
der diagnostischen Genauigkeit der Endoskopie korreliert (Froehlich et al., 2005). Zur
Verbesserung der Sicht wird Kohlenstoffdioxoid tber das Koloskop in den Darm insuff-
liert. Dieses Gas eignet sich gut, da es schneller als das Umgebungsluft-Gemisch vom

Darm absorbiert und zigig Uber die Lunge abgeatmet werden kann (Saltzman and
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Sieker, 1968). Somit kann eine Reduktion der Uberbldhung und Schmerzen nach der
Endoskopie erreicht werden (Yamano et al., 2010, Bretthauer et al., 2002). Noch etwa-
ige leichte Verunreinigungen kénnen durch Spilungen und Absaugen beseitigt wer-
den. Im Folgenden wird der Darm inspiziert und, je nach Indikation, werden Biopsien

entnommen oder Polypektomien durchgefiihrt.

Material und Methoden

3.1. Ethikantrag

Die Ethikantrage wurden 2016, vor Beginn der Probenentnahme der Frischbiopsien
(fresh frozen tissue, FFT) und Verwendung der Pathologieproben (Formalin-fixed pa-
raffin embedded tissue, FFPE-Gewebe/-Proben) gestellt und von der zustandigen

Ethikkommission bewilligt.

3.2. Patienteneinschluss

3.2.1. Durchfiihrung

Der Patienteneinschluss erfolgte anhand des Terminplans fiir Kontrollendoskopien
von MC- und CU-Patienten oder anhand der dokumentierten Indikationsstellung
des Arztes, der das vorbereitende Gesprach mit dem Patienten gefihrt hatte. Die
Patienten wurden im Folgenden im Rahmen der Koloskopie-Aufklarung von dem
untersuchenden Arzt Uber die Studie aufgeklart, noch bestehende Fragen geklart
und eine Einverstandniserklarung eingeholt. Die Aufklarung erfolgte dabei mindes-
tens 24 Stunden vor der Endoskopie. Der Einschluss ist in Abbildung 28 als Flow-

chart dargestellt.

e Erfolgte Aufklarungsgesprache

e Unterschriebene Einwilligungserklarung

e Patienten mit Biopsieentnahme

* \Verwertbare Gewebeproben

Abb. 28: Flowchart zur Darstellung des Patienteneinschluss zur Entnahme der
Frischproben
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3.2.2. Grunde fur Ausschluss von Patienten

Konnten die Patienten die studienbezogenen Informationen nicht uneingeschrankt
verstehen oder waren sie aus anderen Grinden nicht einwilligungsfahig, wurden
die Patienten nicht eingeschlossen. Bei sechs Patienten konnte nicht aus ausrei-
chend Darmabschnitten Biopsien gewonnen werden, weswegen Sie aus Grinden

der Vergleichbarkeit aus der Studie ausgeschlossen wurden.

Da gemalRR dem genehmigten Ethikantrag nur Proben enthommen wurden, wenn
eine medizinische Indikation bestand, konnten zudem nicht bei allen Patienten, die
ihr Einverstandnis gaben, Proben gewonnen werden. Der Untersucher entschied
insbesondere, bei denen als Kontrollpatient in Frage kommenden Patienten, an-
hand des endoskopischen Befundes, ob eine Biopsie-Entnahme indiziert war.

Endoskopie

3.3.1. Durchfiihrung

Die endoskopische Untersuchung erfolgte durch Fach- und Oberarzte der 1. Me-
dizinischen Klinik der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitéat
Mainz unter Assistenz von qualifiziertem Endoskopiepersonal. Der jeweilige Un-
tersucher unterschied sich zwischen dem Frischproben- und dem Pathologiepro-
benkollektiv. In den folgenden Tabellen 6 und 7 sind die Arzte pseudonymisiert mit
Zahlen von eins bis zehn und der jeweiligen Anzahl der durchgefiihrten Endosko-

pien aufgeflhrt.

Tab. 6: FFT-Gewinnung

Durchfiihrender Arzt der | Anzahl der endoskopierten
Endoskopie FFT-Probanden

1 11

2 8

3

Nicht ermittelbar 5

Tab. 7: FFPE-Gewinnung

Durchfuhrender Arzt der | Anzahl der endoskopierten
Endoskopie FFPE-Probanden

1 0

2 11

3 1

4 15
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Fir die Koloskopie wurden Endoskope der Firma Pentax des Typs EC34-i10T ver-
wendet. Nach Einleitung einer Sedierung mit 1%-igem Propofol wurde zuerst digi-
tal-rektal die Ampulle vorgetastet, bevor das circa einen Zentimeter dicke, beweg-
liche Endoskop Uber den Anus eingefihrt wurde. Die Spitze des Endoskops kann
dabei tiber Stellrader in alle Richtungen abgewinkelt werden. Uber das Endoskop
wurde Kohlenstoffdioxid in den Darm eingeleitet werden, um diesen zu entfalten.
Uber den Kolonrahmen wurde das Endoskop bis zum Z6kum, beziehungsweise
bei Indikation, bis in das terminale lleum vorgeschoben. Erreichte der Untersucher
den gewilnschten Endpunkt, wurde begonnen das Endoskop zurtickzuziehen, um
dabei die Schleimhaut Uiber die integrierte Glasfaseroptik und Kamera grtindlich zu
beurteilen. Dabei wurden bei 37 Patienten stufenweise Biopsien von entziindlich
auffalligem Gewebe und zum Vergleich gesundem Gewebe sowie Biopsien von

weiteren auffalligen Befunden entnommen oder Polypektomien durchgefihrt.

3.3.2. Endoskopische Beurteilung

Zur Einschatzung der endoskopischen Aktivitat wurden die Untersuchungsproto-
kolle der endoskopischen Abteilung herangezogen. Anhand der dortigen Angaben
wurde fur MC mittels des CDEIS (Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity,
siehe Kapitel 2.3.8.) und fur CU mittels der vierten Kategorie des Mayo-Scores
(siehe Kapitel 2.4.8.) ein Aktivitatswert bestimmt, um beide vergleichbar zu ma-

chen.

Tab. 8: MC-Aktivitat nach CDEIS

Punktwert des CDEIS | Aktivitatswert
<3 0
3-8 1
9-12 2
<12 3
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Tab. 9: CU-Aktivitat nach Mayo-Score

Beschreibung Aktivitatswert
Normalbefund oder Remission 0
Milde Colitis 1
Moderate Colitis 2
Schwere Colitis 3

3.4. Biopsiegewinnung
3.4.1. Durchfihrung
Mit einer flexiblen Biopsiezange, die durch einen Arbeitskanal im Endoskop gefthrt
werden kann, wurden zwei Gewebeproben aus jedem Darmabschnitt entnommen
und mit einer sterilen Kantle die Gewebeanteile in das zum Abschnitt gehorige
Kryo-Réhrchen Uberfiihrt. Jedem Patienten wurde eine Nummer zugeordnet, die
zusammen mit einer Zuordnung zum Abschnitt (a=terminales lleum, b=rechtes Ko-
lon, c=linkes Kolon, d=Rektum) auf dem Rohrchen vermerkt wurde. Diese Daten

wurden zusammen mit den Patientendaten in eine Liste tUberfuhrt.

3.4.2. Versorgung und Lagerung der Proben

Direkt nach der Untersuchung wurden die Biopsie-Réhrchen in einem transportab-
len Stickstofftank gelagert. Alle zwei Wochen wurden diese Proben in einen gro-
Ben Stickstofftank im Labor Gberfuhrt, wo sie bis zur gentechnischen Untersu-

chung durch die medizinisch-technische Laborassistentin lagerten.

3.5. Organisation der FFPE-Proben

Anhand der Terminliste fur Kontrollbiopsien der letzten 2 Jahre wurden retrospektiv 46
Kontroll-, MC- und CU-Patienten eingeschlossen. Dabei wurde in chronologischer Rei-
henfolge vorgegangen und nur anhand des Kriteriums, das alle Darmstufen biopsiert
wurden, eingeschlossen. Kriterien wie Alter oder Geschlecht wurden nicht beriicksich-
tigt. Das verwendete Gewebe wurde von der Gewebe-Biobank der Universitatsmedizin
Mainz zur Verfiigung gestellt und in Ubereinstimmung mit den Regularien der Gewebe-
Biobank verwendet. Das Gewebe war ein Formalin-fixiertes und in Paraffin-eingebet-
tetes Gewebe (FFPE-Gewebe) und die lberstellten Paraffinschnitte wurden in die vier
Lokalisationsgruppen (terminales lleum, rechtes Kolon, linkes Kolon, Rektum) zusam-
mengefihrt. Dabei konnte nicht bei allen Proben die gleiche Menge an 10 pm-Schnitten
bereitgestellt werden, da eine vorgegebene Menge einer Probe in der Biobank verblei-

ben musste.
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3.6. Histopathologische Untersuchung

Die histopathologische Untersuchung erfolgte durch das Institut fir Allgemeine Patho-
logie der Universitatsmedizin Mainz, deren Befunde im klinischen Informationssystem
(SAP® der Firma SAP, Walldorf, Deutschland) der Universitatsmedizin Mainz hinterlegt
sind. Dabei werden die fir CU und MC bekannten wesentlichen pathologischen Ver-
anderungen der Darmwand berticksichtigt. Zur Objektivierung der histopathologischen
Beurteilung, wurde, bei entsprechend vorliegender Veranderung in den vier Pools, ein
in Tabelle 10 (Drews, 2007) aufgefihrter Punktwert vergeben, die Punktwerte aller vor-
liegender Veranderungen addiert und anhand der Summe in Entziindungsaktivitat O
bis 3 eingeteilt. Stadium 0 entspricht dem physiologischen Zustand ohne vermehrtem
zellularem Infiltrat. Stadium 1 umfasst eine chronische, nicht aktive Entziindung. Die
Stufe 2 bis 3 bezeichnen aktive Stadien, die von leichter und moderater (2) bis hin zu
ausgepragter (4) aktiver Entziindung reichen.

Tab. 10: Histopathologische Beurteilung

Punkteskala

Unauffallige lymphoplasmazellulare Population in der Lamina | O

propria

Vermehrtes chronisch, lymphoplasmazellular ausreifendes In- | 1

filtrat

Granulozytares Infiltrat < 30 % 3

Granulozytares Infiltrat > 30 % 4

Kryptendeformation 1

Kryptenerosionen 3

Kryptenabszesse 4

Epitheloidzell-Granulome 1

Gesamtpunkt- | Schwere- Bedeutung

zahl grad

0 0 Keine vermehrte lymphoplas-
mazellulare Entziindung

1-3 1 Chronische, nicht aktive Entzin-
dung

4-6 2 Leichte aktive Entziindung

7-9 3 Mittelgradig aktive Entziindung

10-14 4 Ausgepragt aktive Entzindung
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3.7.  RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wird zur Extraktion von RNA (engl. ribonucleic acid) aus Zellen
durchgefuhrt und umfasst verschiedene Methoden. Hier wird eine Methode, die Trizol-
Extraktion exemplarisch dargestellt. Das TRI(Trizol)-Reagenz besteht aus Guanidi-
numthiocyanat, dessen Verwendung zur RNA-Isolation 1987 eingefihrt wurde
(Chomczynski and Sacchi, 1987). Seine Funktion besteht in der Zell-Lyse und Inakti-
vierung von DNAsen und RNAsen durch Denaturierung. Im zudem enthaltenen Phenol
I6st sich die RNA. Daraufhin entstehen drei Phasen, eine obere wéssrige Phase mit
RNA, eine mittlere mit DNA und eine untere mit Proteinen. Mittels Zugabe von Isopro-
panol oder Ethanol kann aus der wassrigen Phase die RNA prazipitiert, dann gewa-
schen und zuletzt als Pellet getrocknet werden. Das Pellet kann dann mit RNAse-

freiem Wasser zur weiteren Verwendung wieder gelést werden.

3.7.1. RNA-Isolation aus FFT-Proben
Die RNA-Isolation wurde, so wie alle molekulargenetischen Untersuchungen durch

die medizinisch-technische Angestellte der Arbeitsgruppe durchgefuhrt.

Zuerst wurde die gefrorene Probe mit einem Milliliter(mL) TRI-Reagenz (SIGMA
Cat.T9424-100ML) mit der Hilfe einer Kantle (BD Microlance 3, Nr.14-23G 11/4)
6- bis 8-Mal suspendiert, bis die Probe homogen war. Nachfolgend wurde das Ho-
mogenisat bei 4°C und 13000 Umdrehungen pro Minute(rpm) in einer Eppendorf
Centrifuge 5417R fur 10 Minuten (min) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefafd Uberfuhrt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden 200 Mikroliter (uL) Chloroform zugegeben, gevortext und erneut 10 min
bei RT inkubiert. Die Mischung wurde dann erneut 15 min bei 4 °C und 13000 rpm
zentrifugiert, wodurch sich drei Phasen ergaben. Die obere wassrige Phase, die
RNA-Phase, wurde in ein neues Reaktionsgefal3 tberfuhrt, 500 pL Isopropranol
zugegeben, 10 min bei RT inkubiert und erneut 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 1 mL 70 % Ethanol gewaschen, erneut 5 min
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Danach wurde das RNA-Pellet luftge-
trocknet, um im Folgenden wieder in 50 pL RNAse-freiem Wasser resuspendiert

und weiter verarbeitet zu werden.
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3.7.2. RNA-Isolation aus FFPE-Proben

Zur RNA-Isolation der paraffinierten Gewebeproben wurde das High Pure RNA
Paraffin Kit von Roche (Cat. No. 03270289001) entsprechend der Herstellervorga-
ben verwendet. Dieses Kit eignet sich laut Herstellerangaben zur Isolation von
RNA fur die Quantifizierung per RT-PCR aus FFPE mit einem Lagerungsalter von
bis zu 15 Jahren und ist besonders geeignet fir die nachfolgende Analyse mit dem
Lightcycler-System. Die RNA-Konzentration wurde Uber die optische Dichte bei
260 nm gemessen und dann fur die Bestimmung der mRNA-Expression von
OCT1, 2 und 3 per RT-PCR verwendet.

3.8. cDNA-Synthese

Um RNA in cDNA (complementary DNA) umzuschreiben, wird das Enzym Reverse
Transkriptase, in Form einer spezifischen RNA-abhangigen DNA-Polymerase, und ein
Oligo(dt)- Primer verwendet. Als Produkt entsteht ein an die RNA hybridisierter DNA-
Strang. Im Folgenden wird der RNA-Strang durch Behandlung mit RNAse H abgebaut.
Danach kann mit einer DNA-abhé&ngigen DNA-Polymerase der komplementare Strang
an den Einzelstrang synthetisiert werden. Somit entsteht ein doppelstrangiger cDNA-
Strang, der die Besonderheit hat, nur fir Exons zu kodieren da die bereits prozessierte
MRNA die Vorlage darstellte (Okayama and Berg, 1982, Gubler and Hoffman, 1983).
Dieser cDNA-Strang kann im Anschluss fur die Bestimmung der RNA-Ausgangsmenge
mittels quantitativer PCR (gPR) verwendet werden.

Zur Durchfihrung der cDNA-Synthese wurde das AffinityScript Multi Temperature
cDNA Syntesis Kit von Agilent Technologies (Cat. No. 200436) entsprechend der Her-

stellervorgaben verwendet.

3.9. Quantitative Real-Time PCR

Die PCR ist ein Verfahren, welches mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase in vitro
spezifische Gensequenzen in einem DNA-Strang amplifizieren kann. So kann, in 30
bis 40 Durchgéngen dieser Amplifikation, eine ausreichende Menge an DNA produziert
werden, um weitere Analysen durchzufuhren. Erstmalig in den 1970er Jahren von Kjell
Kemp durchgefiihrt, wurde das Verfahren von Kary Mullis 1983 modernisiert und somit
zum heutigen Standard entwickelt (Saiki et al., 1985). Die Quantifizierung der in der
Probe vorhandenen OCT-DNA-Menge (qPCR) kann dabei wahrend der Amplifikation
erfolgen. Das Prozedere kann in mehrere Schritte eingeteilt werden. Im ersten Schritt

wird die DNA durch Erhitzen auf 94-96°C denaturiert, um die doppelstrangige DNA
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durch Auflésen der Sekundarstruktur in Einzelstrange zu trennen. Die Einzelstrange
dienen im Folgenden als Matrizen zur Amplifikation. Bei der Primerhybridisierung (engl.
Annealing) wird der Primer, ein fir das 3'-Ende der Sequenz komplementéres Oligo-
nukleotid aus DNA das als Startpunkt fir die DNA-Polymerase dient, an die zu ampli-
fizierende Gensequenz angelagert. In der nun folgenden Elongation synthetisiert eine
spezielle Polymerase unter Temperaturen von 68-72°C beginnend am Primer komple-
mentér den neuen Strang, sodass wieder ein Doppelstrang entsteht. Meist wird die
Tag-Polymerase benutzt, die aus dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wird,
da sie auch bei hohen Temperaturen nicht denaturiert. Der Farbstoff EvaGreen bindet
an die Doppelstrang-DNA und emittiert bei dieser Bindung ein starkes Fluoreszenzsig-
nal, im ungebundenen Zustand emittiert er dagegen nur sehr gering (Mao et al., 2007).
Diese Emission kann zeitgleich zur Amplifikation gemessen werden und ist proportional
zur Menge des entstehenden PCR-Produkts. Je mehr Ausgangs-DNA des untersuch-
ten Gens in der Probe vorhanden war, desto mehr Kopien entstehen in einem Amplifi-
kationszyklus und desto friiher erreicht die Emission einen festgelegten Schwellenwert.

Diesen nennt man Cq(cycle threshold)-Wert.

Die Starke der Fluoreszenz und damit die Hohe des Ci-Wertes sind abhangig von der
Probenentnahme, Probenkonservierung, Vorbehandlung, verwendeten Verfahren, so-
wie von den eingesetzten Reagenzien und deren Verdinnungen. Daher werden die
relativen Expressionsraten per Normalisierung auf die Expression eines Referenzgens,

beispielsweise GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) ermittelt.

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (engl. quantitative polymerase chain reac-

tion, gPCR) wurde durch die medizinisch technische Assistentin durchgefihrt.

Es wurde dazu der EvaGreen (Mao et al., 2007) gPCR MIX (noROX) von Axon, Cat.nr.
27490, sowie die Primer fur OCT1 (HS_SLC22Al1 1 SG), OCT2
(HS_SLC22A2_1_SG), OCT3 (HS_SLC22A3_1_SG) sowie GAPDH
(HS_GAPDH_2_SG) verwendet. Die relative Expressionsrate von OCT1, 2 und 3
wurde per Normalisierung auf die Expression des Referenzgens GAPDH ermittelt,
dazu wurde die LightCycler 480 Software v1.5.0 verwendet. Das in dieser Studie ver-
wendete gPCR-Programm beinhaltete die in Tabelle 11 aufgefuhrten Zyklen und be-

notigte die in Tabelle 12 aufgefiihrten Materialien.
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Tab. 11: Durchfiihrungsschritte gPCR

Zyklusschritt Temperatur Zeit Zyklen
Initial-Denaturierung | 95°C 15 Minuten 1
Denaturierung 95°C 15 Sekunden 40
Hybridisierung 60°C 20 Sekunden 40
Elongation 72°C 20 Sekunden 40

Tab. 12: Materialliste qPCR

Material Firma
Light Cycler 480ll Roche
EvaGreen gPCR Mix (noROX), Cat.nr. 27490 Axon

96 Well, PCR-Plate fir LightCycler

Greiner Bio-One

Primer GAPDH

Eurofins Genomics

Primer OCT1: HS_SLC22A1_1_SG
Primer OCT2: HS_SLC22A2_1_SG
Primer OCT3: HS_SLC22A3_1_SG

Qiagen

3.10. Berechnung der relativen mRNA-Expression

Betrachtung eines gPCR-Experiments:

- gegeben: Ci-Wert des gene of interest (GOI): C(GOl), in unserem Fall

OCT1, 2 oder 3

- gegeben: C; -Wert des Referenzgens: C¢(Ref), in unserem Fall GAPDH
- Menge an GOI -RNA (bzw. fir die PCR cDNA) wird definiert als x

- Menge an Referenzgen-RNA (bzw. cDNA) wird definiert als y

Der C-Wert beschreibt die Anzahl an PCR-Zyklen, an dem die Menge an DNA durch
die Vervielfaltigung wéahrend der PCR einen bestimmten festgelegten Wert tberschrei-
tet. Die Formel fur die DNA-Menge an diesem Punkt lautet (vereinfacht davon ausge-
hend, dass bei jedem PCR-Zyklus eine perfekte Verdopplung der DNA stattfindet):

- fur gene of interest: DNA-Menge bei C-Wert = x - 26:(60D

- fur Referenzgen: DNA-Menge bei C-Wert = y - 2¢t(Ref)

Die DNA-Menge bei C-Wert ist fir alle untersuchten Gene gleich, da sie ja die Grenze

darstellt, bei deren Uberschreiten der C-Wert abgelesen wird. Daher erhalt man durch

Gleichsetzen:
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5 » 2€e(GOD) — y- 2¢t(Ref)

Und im Anschluss durch weiteres Umformen:

xly entspricht der mRNA-Expression von dem gene of interest relativ zu der vom Re-

ferenzgen.

£ 2ct(Rep)
y = 9cc(GoD)

X _ o(c(Ref)—ci(GoD)

3.11. Erfassung klinischer Parameter

Die relevanten klinischen Informationen Uber die Patienten wurden Uber das Klinische
Informationssystem (SAP®) System der Universitatsmedizin Mainz eingeholt. Diese
umfassen das Alter, das Geschlecht, die bisherige Medikamenteneinnahme, die
Schwere der klinischen Auspréagung, den CRP- und den Calprotectin-Wert. Die Bewer-
tung der Schwere der Erkrankung (SdE) erfolgte fir MC anhand des CDAI-Scores und
fur CU anhand der globalen Beurteilung des Mayo-Scores. Anhand deren Einteilungen

wurde ein Aktivitatswert vergeben, um diese vergleichbar zu machen.

Tab. 13: SdE bei MC nach CDAI

Punktwert SdE Aktivitatswert
<150 Normalbefund/Remission | 0
150-220 Milde Entziindung 1
220-450 Moderater Schub 2
<450 Schwerer Schub 3
Tab. 14: SdE bei CU nach Mayo
Punktwert SdE Aktivitatswert
0-2 Normalbefund/Remission 0
2-4 Milde Erkrankung 1
4-6 Moderate Erkrankung 2
6-9 Schwere Erkrankung 3
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3.12. Zusammenfuhrung der Befunde

Nach Zusammentragen aller relevanten Parameter und Erhalt der Ergebnisse der mo-
lekulargenetischen Untersuchungen wurden alle Informationen mit verschiedenen sta-
tistischen Methoden ausgewertet. Daflir wurde das Programm SPSS® Version 26 der
Firma IBM, Endicott, USA unter Beratung des Instituts fir Medizinische Biometrie, Epi-
demiologie und Informatik (IMBEI) der Universtatsmedizin Mainz verwendet. Aufgrund
der teilweise sehr geringen StichprobengréfRe und der Skalierung sowie Verteilung der
Daten wurden die nicht-parametrische Verfahren Spearman Rang-Korrelation,
Kruskal-Wallis-Test und Friedman-Test angewendet. Zudem wurde vor der Erstellung
der Graphen eine Extremwertberechnung durchgefiihrt und wenn diese eine Ubersicht-
liche Darstellung der Werte erschwerten, wurden sie fiir diese Abbildung nicht bertick-

sichtigt, jedoch explizit in der Abbildungsbeschreibung genannt.
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4. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Datenerfassung, der OCT-Expressionsmes-
sungen sowie die Hypothesenpriifung erlautert und dargestellt.

4.1. Patientencharakteristika

In den folgenden beiden Tabellen werden die Patientencharakteristika und klinischen
Befunde der Patienten in den FFT(Tab. 15)- und FFPE(Tab.16)-Kollektiven dargestellt.

Tab. 15: Patientencharakteristika FFT-Proben

Gesamt MC CuU Kontrollen
Anzahl der Patienten (N) 31 11 12 8
Geschlecht (mannlich/weiblich) 15/16 3/8 8/4 4/4
Medianes Alter/Range in Jahren 49/22-67 51/22-67 41/27-67 55/35-61
Endoskopischer Befund
(Keiner/Milder/Moderater/Schwerer Be- 15/6/7/3 4/3/3/1 3/3/4/2 8/0/0/0
fund)
Schwere der Erkrankung
(Remission bzw. Gesund/Milder/Modera- | 18/9/4/0 5/5/1/0 5/4/3/0 8/0/0/0
ter/Starker Schub)
Histopathologischer Befund
(Remission/ Chronisch inaktive
Entz./Leichte&Moderate/Starke entzindli-
che Aktivitat/Fehlend)
-terminales lleum 1/1/5/0/4 0/2/2/0/8 7/0/0/0/1
-rechtes Colon 0/5/5/0/1 0/6/5/1/0 3/4/1/0/0
-linkes Colon 0/5/4/0/2 0/3/6/3/0 4/3/1/0/0
-Rektum 0/3/4/0/4 0/2/4/0/6 5/2/1/0/0

Das Gesamtkollektiv der FFT-Proben umfasst 31 Patienten, davon 11 mit Morbus

Crohn, 12 mit Colitis ulcerosa und acht darmgesunden Kontrollpatienten. Die Ge-

schlechterverteilung in der Gesamtgruppe ist gleichmaRig verteilt, in den Einzelgrup-

pen sind bei MC mehr Frauen, bei CU mehr Manner eingeschlossen worden.

Die Altersverteilung in den drei Gruppen unterscheidet sich nur maf3geblich bei den

CU-Probanden, das mediane Alter liegt zehn beziehungsweise 14 Jahre unter den an-

deren beiden Gruppen.

50




Beim endoskopischen und histopathologischen Befund sowie bei der Schwere der Er-

krankung wird deutlich, dass in den beiden Erkrankungskollektiven die schweren Be-

funde in der Minderzahl sind.

Tab. 16: Patientencharakteristika FFPE-Proben

Gesamt MC CuU Kontrollen
Anzahl der Patienten (N) 46 18 19 9
Geschlecht (mannlich/weiblich) 22124 8/10 10/9 4/5
Medianes Alter/Range in Jahren 38(20-71) | 35,5(20-58) | 46(20-69) | 50(25-71)
Endoskopischer Befund
(Keiner/Milder/Moderater/Schwerer Befund) 14/14/9/9 | 2/9/4/3 4/4/5/6 8/1/0/0
Schwere der Erkrankung
(Remission bzw. Gesund/Milder/Modera- 22/12/12/0 | 6/6/6/0 7/6/6/0 9/0/0/0
ter/Starker Schub)
Histopathologischer Befund
(Remission/Chronisch inaktive Entz./
Leichte&Moderate/Starke entziindliche Aktivi-
tat/Fehlend)
-terminales lleum 4/4/7/3/0 13/6/0/0/0 | 8/1/0/0/0
-rechtes Colon 1/5/11/1/0 0/3/14/2/0 | 8/1/0/0/0
-linkes Colon 1/4/12/1/0 | 0/1/14/4/0 | 8/1/0/0/0
-Rektum 1/6/10/1/0 | 0/3/12/4/0 | 8/1/0/0/0

Das Gesamtkollektiv der FFPE-Proben umfasst 46 Patienten, davon 18 mit Morbus
Crohn, 19 mit Colitis ulcerosa und neun darmgesunden Kontrollpatienten. Die Ge-
schlechterverteilung in der Gesamtgruppe ist wieder fast gleich verteilt, in den Einzel-

gruppen ist bei MC eine Frau mehr, bei CU ein Mann mehr eingeschlossen worden.

Die Altersverteilung in den drei Gruppen unterscheidet sich im Gegensatz zum FFT-
Kollektiv nur maf3geblich bei den MC-Probanden, bei denen das Alter deutlich unter

dem der anderen beiden Gruppen liegt.

Beim endoskopischen und histopathologischen Befund sowie bei der Schwere der Er-
krankung wird deutlich, dass in den beiden Erkrankungskollektiven die schweren Be-
funde in der Minderzahl sind, hier gibt es sogar nur bei dem endoskopischen Befund

Uberhaupt schwere Befunde.
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4.2.

Statistik

4.2.1. Deskriptivstatistik

Fur die Analyse der vorliegenden Fragestellungen wurden FFT-Proben und FFPE-
Proben untersucht. Alle Berechnungen zu den abgeleiteten Hypothesen wurden
jeweils fur beide Erhebungen getrennt dargestellt. Insgesamt lagen 31 Datensatze
von FFT-Proben und 46 Datenséatze von FFPE-Proben vor. Nachfolgend werden
auch die deskriptiven Daten fur beide getrennt dargestellt.

Innerhalb der FFT-Proben lagen 15 (48,4 %) Datenséatze von Mannern und 16
(51,6 %) von Frauen vor. Bei den FFPE-Proben waren es dagegen 24 Frauen
(53,2 %), 22 Manner (46,8 %).

In der Stichprobe der FFT-Proben lag das durchschnittliche Alter bei der Biopsie
bei 46,8 (Standardabweichung/SD = 12,3), der jlingste Patient war 22 Jahre alt
und der alteste 67 Jahre. Bei den FFPE-Proben lag das durchschnittliche Alter bei
41,8 Jahren (SD= 13,9) wahrend hier der jingste Patient 20 Jahre alt war und der
alteste 71 Jahre. Die Alterverteilung des Gesamtkollektivs ist in Abbildung 29 dar-
gestellt.
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Abb. 29: Altersverteilung aller Probanden (N=77)

Die nachfolgenden Tabellen (Tab. 17-20) veranschaulichen fur beide Stichproben
die Schwere der Erkrankung und den endoskopischen Befund. Die Schwere der
Erkrankung wurde fir Morbus Crohn nach dem CDAI-Score und der endoskopi-
sche Befund nach dem CDEIS-Score bestimmt. Bei Colitis Ulcerosa wurde die
Schwere der Erkrankung und der endoskopische Befund nach dem Mayo-Score
ermittelt.
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Tab. 17: Schwere der Erkrankung im FFT-Kollektiv

Schwere der Erkrankung | Haufigkeit und | Haufigkeit und | Haufigkeit und | Haufigkeit und
Prozent FFT Ge- | Prozent FFT | Prozent FFT CU | Prozent FFT KO
samt MC

Remission/Gesund 18 (58,1 %) 5 (45,5 %) 5 (41,7 %) 8 (100 %)

Milder Schub 9 (29%) 5 (45,5%) 4 (33,3%) 0 (0%)

Moderater Schub 4 (12,9%) 1 (9%) 3 (25%) 0 (0%)

Starker Schub 0 0 0 0

Gesamt 31 11 12 8

In Tabelle 17 zeigt sich, dass im FFT-Kollektiv in beiden Gruppen die meisten Pa-

tienten mit MC und CU in Remission waren oder einen milden oder moderaten

Verlauf zeigten, jedoch keiner der Patienten einen starken Schub. Die Kontroll-

gruppe zeigt, wie zu erwarten, keine auffallige Klinik.

Tab. 18: Schwere der Erkrankung im FFPE-Kollektiv

Schwere der Haufigkeit  und | Haufigkeit  und | Haufigkeit und | Haufigkeit und

Erkrankung Prozent FFPE | Prozent FFPE | Prozent FFPE Prozent FFPE
Gesamt MC CuU KO

Remission/Gesund | 22 (47,8 %) 6 (33,3 %) 7 (36,8 %) 9 (100 %)

Milder Schub 12 (26,1%) 6 (33,3 %) 6 (31,6%) 0 (0%)

Moderater Schub 12 (26,1%) 6 (33,3%) 6 (31,6%) 0 (%)

Starker Schub 0 0 0 0

Gesamt 46 18 19

In Tabelle 18 zeigt sich fur das FFPE-Kollektiv eine ahnliche Verteilung der

Schwere der Erkrankung wie im FFT-Kollektiv. Die meisten Patienten wurden in

Remission, im milden oder moderaten Schub koloskopiert, jedoch kein Patient im

starken Schub. Die Kontrollgruppe zeigt, wie zu erwarten, keine auffallige Klinik.
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Tab. 19: Endoskopischer Befund im FFT-Kollektiv

Endoskopischer

Haufigkeit und

Haufigkeit und

Haufigkeit und

Haufigkeit und

Befund Prozent FFT Prozent FFT | Prozent FFT | Prozent FFT
Gesamt MC Cu KO

Remission/Normalbefund 15 (48,4 %) 4 (36,4 %) 3 (25 %) 8 (100 %)

Milder Befund 6 (19,4 %) 3 (27,3 %) 3 (25 %) 0

Moderater Befund 7 (22,6 %) 3 (27,3 %) 4 (33,3 %) 0

Schwerer Befund 3 (9,7 %) 1 (9 %) 2 (16,7 %) 0

Gesamt 31 11 12 8

Tab.20: Endoskopischer Befund im FPPE-Kollektiv

Endoskopischer
Befund

Haufigkeit und
Prozent FFPE
Gesamt

Haufigkeit und
Prozent FFPE
MC

Haufigkeit und
Prozent FFPE
CuU

Haufigkeit und
Prozent FFPE
KO

Remission/Normalbefund 14 (30,4 %) 2 (11,1 %) 4 (21,05 %) 8 (88,9 %)
Milder Befund 14 (30,4 %) 9 (80 %) 4 (21,05 %) 1(11,1 %)
Moderater Befund 9 (19,6 %) 4 (22,2 %) 5 (26,3 %) 0
Schwerer Befund 9 (19,6 %) 3 (16,7 %) 6 (31,6 %) 0
Gesamt 46 18 19 9

Die in Tabelle 19 und 20 dargestellten endoskopischen Befunde zeigen, dass in

beiden Kollektiven im Gegensatz zur Klinik der Patienten, die endoskopischen Be-

funde haufiger schwerer ausfielen, insbesondere im CU-Kollektiv.

In der folgenden Tabelle 21 sind die normalisierten C--Werte der qPCR aus FFT-

Proben als Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung (SD) flr

OCT1 bis 3 in den vier Darmabschnitten aufgelistet. Die Schreibweise der Zahlen-

werte entspricht einer Exponentialdarstellung (bzw. wissenschaftliche Notation).

AulRerdem werden das Alter der Probanden und die CRP- und Calprotectin-Werte

dargestellt. In Tabelle 22 sind die Werte des FFPE-Kollektivs auf die gleiche Weise

dargestellt.
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Tab. 21: Deskriptive Statistik der FFT-Proben

Stuhl (ug/g)

N Minimum Maximum Mittelwert SD
OCT1lleum 17 | 6,34E-005 | 4,30E-003 5,7881E-004 | 1,00314E-003
OCT2lleum 17 | 1,05E-005 | 1,95E-002 1,4774E-003 | 4,65908E-003
OCT3lleum 17 | 1,33E-004 | 1,61E-003 8,8659E-004 | 5,40451E-004
OCTl1reCol 30 | 9,83E-005 | 3,56E-002 2,2711E-003 | 6,35089E-003
OCT2reCol 30 | 3,02E-005 | 6,42E-002 7,3311E-003 | 1,42002E-002
OCT3reCol 30 | 8,35E-005 | 4,62E-003 1,2002E-003 | 1,01394E-003
OCT1liCol 29 | 5,91E-006 | 2,30E-003 7,0628E-004 | 6,48414E-004
OCT2IiCol 29 | 5,69E-006 2,34E-001 1,0174E-002 | 4,32813E-002
OCT3liCol 29 | 3,05E-005 3,24E-003 8,2193E-004 | 8,79950E-004
OCT1Rek 21 | 1,30E-005 8,29E-003 1,0492E-003 | 1,80289E-003
OCT2Rek 21 | 1,08E-005 1,20E-002 2,1996E-003 | 3,69832E-003
OCT3Rek 21 | 2,58E-005 | 1,44E-003 5,4404E-004 | 5,06697E-004
Alter bei Biopsie | 31 | 22 67 46,8 12,3
in Jahren
CRP in mg/l 31 |0 202 11,3 35,8
Calprotectin im | 10 | 30 1000 383,7 4253

Zur eindrticklicheren Darstellung werden die OCT-Werte fiir den jeweiligen Darm-
abschnitt in den folgenden Abbildungen (Abb. 30-41) als Boxplots dargestellt, die
MC, CU und Kontrollen gegebeniber stellen. Die Sterne markieren in den Boxplots
einen Extremwert und die Kreise Ausreil3er in den Daten. Die daneben stehende
Zahl entspricht der bei der Pseudonymisierung zugeordneten Patientennummer.

Die Abkirzung gPCR in der y-Achsenbeschriftung steht fiir die gemessene relative

mRNA-Quantitat.

55




1,20E-3

1 00E-3]

8,00E-4

6 00E-4~] T

qPCR OCT1 Pool term. lleum

4 ,00E-47

2 00E-4]

0,00EQ T T T
Mc cu Kontrolle
MCICUIKO

Abb. 30: Boxplots Expression OCT1 im terminalen lleum nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv
(Ein Kontroll-Patient ausgeschlossen mit Extremwert 4,30E-003)

Abbildung 30 zeigt, dass die OCT1-Werte im terminalen lleum von MC-Patienten
eine deutlich hohrere Spannweite als CU aufweisen. Zudem liegt der Median der
Werte von CU deutlich niedriger als der von MC und der Kontrollgruppe.
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Abb. 31: Boxplots Expression OCT2 im terminalen lleum nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv
(Ein MC-Patient ausgeschlossen mit Extremwert 1,95E-002)
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Abbildung 31 zeigt fur OCT2-Werte im lleum eine héhrere Spannweite in der MC-
Gruppe und bei den Kontrollen im Vergleich zu CU und auch hier liegt der Median

der CU-Expressionwerte am niedrigsten.
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Abb. 32: Boxplots Expression OCT3 im terminalen lleum nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv
(Ein MC-Patient ausgeschlossen mit Extremwert 6,89E-004)

Abbildung 32 zeigt ahnliche Spannweiten der OCT3-Werte im terminalen lleum bei MC- und
CU-Patienten. Beide Gruppen zeigen geringere Expressionsmediane im Vergleich zur Kon-

trollgruppe.
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Abb. 33: Boxplots Expression OCT1 im rechten Kolon nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv
(Ein CU-Patient ausgeschlossen mit Extremwert 3,56E-002)

Abbildung 33 zeigt fir OCT 1 im rechten Kolon ahnliche Expressionsraten in allen drei Grup-
pen.
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Abb. 34: Boxplots Expression OCT2 im rechten Kolon nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv

Auch Abbildung 34 zeigt fir OCTZ2 im rechten Kolon in allen drei Gruppen ahnliche Expressi-

onsraten, es zeigen sich zudem im Unterschied zu den vorherigen Boxplots mehrere starke

Ausreil3er.
58



5,00E-3

4,00E-39
21

3,00E-37 20

2 ,00E-37
—_——

| T
l i

0,00EQ T T T
Mc cu Kontrolle

MCICUIKO

qPCR OCT3 Pool rechtes Colon

1,00E-3

Abb. 35: Boxplots Expression OCT3 im rechten Kolon nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv

In Abbildung 35 wird ersichtlich, dass OCT3 im rechten Kolon erstmals bei MC im Median

geringer exprimiert ist als bei CU.
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Abb. 36: Boxplots Expression OCT1 im linken Kolon nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv
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In Abbildung 36 zeigt sich fir OCT1 im linken Kolon erneut eine kleinere Spannweite und ein

niedriger Median der Expressionswerte der CU-Gruppe im Vergleich zu MC und den Kontrol-

len.
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Abb. 37: Boxplots Expression OCT2 im linken Kolon nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv
(Ein Kontrollpatient ausgeschlossen mit Extremwert 2,34E-001)

In Abbildung 37 zeigt sich, dass es bei den OCT2-Werten im linken Colon mehr

Ausreil3er in den Gruppen gibt. Trotzdem ist erneut die Spannweite und der Me-
dian der Expression in der CU-Gruppe am kleinsten.
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Abb. 38: Boxplots Expression OCT3 im linken Kolon nach MC/CU/KOim FFT-Kollektiv

In Abbildung 38 wird deutlich, dass im linken Colon die Spannweite und der Median
der Expressionswerte von OCT3 in der MC- und CU-Gruppe niedriger sind als bei
den Kontrollpatienten, bei CU noch deutlicher als bei MC.
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Abb. 39: Boxplots Expression OCT1 im Rektum nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv
(Ein Kontrollpatient ausgeschlossen mit Extremwert 8,29E-003)
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In Abbildung 39 zeigt sich wie zuvor, dass im Rektum die Spannweite und der
Median der Expressionswerte von OCT1 in der MC- und CU-Gruppe niedriger sind

als bei den Kontrollpatienten, bei CU noch deutlicher als bei MC.
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Abb. 40: Boxplots Expression OCT2 im Rektum nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv
In Abb. 40 wird ersichtlich, dass die Spannweiten der Expressionsraten von OCT2

im Rektum in der Kontrollgruppe deutlich groR3er sind als bei MC und CU, auch der

Median liegt héher.
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Abb. 41: Boxplots Expression OCT3 im Rektum nach MC/CU/KO im FFT-Kollektiv

In Abbildung 41 zeigt sich, dass die Mediane der Expressionswerte von OCT3 bei
MC und CU nah beieinander, jedoch deutlich niedriger als die der Kontrollgruppe

liegen.
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Tab. 22: Deskriptive Statistik der FFPE-Proben

(Mg/9)

Std.-Abwei-

Minimum Maximum Mittelwert chung
OCT1lleum 0
OCT2lleum 44 | 9,07E-003 1,12 1,1914E-001 | 1,57636E-001
OCT3lleum 26 |2,64E-006 |9,32E-003 |1,4117E-003 | 2,42576E-003
OCT1reCol 0
OCT2reCol 44 | 1,26E-002 | 1,87E-001 | 9,9457E-002 | 3,88678E-002
OCT3reCol 24 | 4,40E-005 | 1,55E-002 | 1,5859E-003 | 3,30703E-003
OCT1liCol 0
OCT2liCol 40 | 7,78E-003 1,12E+000 | 1,2060E-001 | 1,68397E-001
OCT3liCol 30 | 0,00E+000 | 1,17E-002 1,1719E-003 | 2,30289E-003
OCT1Rek 0
OCT2Rek 44 | 6,36E-020 1,91E-001 8,6988E-002 | 4,15696E-002
OCT3Rek 23 | 4,08E-006 | 6,88E-003 | 1,2475E-003 | 1,54225E-003
Alter bei Biopsie in | 46 |20 71 41,9 13,9
Jahren
CRP in mg/l 43 | 0,2 98 9 18,3
Calprotectin im Stuhl | 10 | 30 879 402,1 307

Zur eindrtcklicheren Darstellung werden die OCT-Werte fiir den jeweiligen Darm-

abschnitt in den folgenden Abbildungen (Abb.42-49) als Boxplots dargestellt, die

MC, CU und Kontrollen gegebentiber stellen.
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Abb. 42: Boxplots Expression OCT2 im terminalen lleum nach MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv
(Ein CU-Patient ausgeschlossen mit Extremwert 1,12)

Abbildung 42 zeigt, dass die OCT2-Werte im terminalen lleum in allen drei Grup-
pen vergleichbare Spannweiten und Mediane aufweisen.
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Abb. 43: Boxplots Expression OCT3 im terminalen lleum nach MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv
Abbildung 43 stellt dar, dass die Spannweite der Expressionswerte von OCT3 im terminalen

lleum in der Kontrollgruppe deutlich grof3er ist, die Mediane jedoch nah beieinander liegen.
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Abb. 44: Boxplots Expression OCT2 im rechten Kolon nach MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv

Abb. 44 zeigt, dass die die Spannweite der Expressionswerte von OCT 2 im rechten Kolon
nicht weit auseinander liegen, die Mediane von MC und CU jedoch unter dem der Kontroll-

gruppe liegen.
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Abb. 45: Boxplots Expression OCT3 im rechten Kolon nach MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv
(Ein Kontrollpatient ausgeschlossen mit Extremwert 1,55E-002)
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Abbildung 45 stellt erstmals dar, dass bei den OCT3-Expressionswerten im rechten Kolon die
Kontrollgruppe die geringste Spannweite und den geringsten Median aufweist.

2,50E-1

=
© 200E-14
o
3 030
w
1]
-
£
= 1,50E-1-]
o
o T
o
(2]
|_
O
3 1 00E-1]
o €L
o
o
5,00E-2 l
1
]
0,00E0 T T T
Mc cu Kontrolle

MCICUIKO

Abb. 46: Boxplots Expression OCT2 im linken Kolon nach MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv
(Ein MC-Patient ausgeschlossen mit Extremwert 1,12)

Abbildung 46 zeigt ahnliche Mediane der OCT2-Expression von CU und MC. In der Kontroll-
gruppe wird OCT?2 starker exprimiert, jedoch mit kleinerer Spannweite.
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Abb. 47: Boxplots Expression OCT3 im linken Kolon nach MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv
(Ein MC-Patient ausgeschlossen mit Extremwert 1,17E-002)
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In Abbildung 47 zeigt sich OCT3 im linken Kolon bei MC im Median am geringsten exprimiert,
gefolgt von CU und der Kontrollgruppe.
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Abb. 48: Boxplots Expression OCT2 im Rektum nach MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv

In Abbildung 48 wird die Expressionsrate von OCT2 im Rektum abgebildet. Dabei
zeigt sich im Median die niedrigste Expression in der MC-Gruppe, gefolgt von CU.
Der Median und die Spannweite ist erneut in der Kontrollgruppe am hdchsten.
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Abb. 49: Boxplots Expression OCT3 im Rektum nach MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv
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In Abbildung 49 zeigt sich die gré3te Spannweite der OCT3-Expressionsrate im
Rektum in der CU-Gruppe, jedoch liegt in dieser Gruppe wieder der Median am

tiefsten, gefolgt von MC und der Kontrollgruppe.

4.2.2 Hypothesenprifung

Bei Konzipierung der Arbeit wurden die folgenden Hypothesen formuliert und wurden-
mit den daflr geeigneten statistischen Methoden untersucht. Bei Untersuchungen von
Zusammenhangen zweier Variablen wurde ein Signifikanzniveau (Sign.) von 0,05 fest-
gelegt. Liegt dieses unter 0,05 kann die Nullhypothese zugunsten der Alternativhypo-
these abgelehnt werden. Der Korrelationskoeffizient (Korr.koeff.) nach Pearson gibt
den linearen Zusammenhang (die Korrelation) zweier intervallskalierten Merkmale und
kann Werte zwischen -1 (starker negativer Zusammenhang) und 1 (starker positiver
Zusammenhang) annehmen. Manche Autoren sehen Korrelationen ab 0.5 als stark,
Korrelationen um 0.3 als moderat und Korrelationen um 0.1 als schwach (Cohen,
1988), andere hingegen sehen Korrelationen bis 0.5 als schwach, 0.7 als moderat und
0.9 als stark an (Nachtigall, 2004).

Hypothesenibersicht, jeweils fur FFT- und FFPE-Proben:

Hauptfragestellung, jeweils fir OCT1, 2 und 3: Korreliert die Expression von OCT1/2/3
in den jeweiligen Darmabschnitten mit der dortigen histologischen Entziindungsaktivi-
tat?

Nebenfragestellungen, jeweils fur OCT1, 2 und 3:

1. Gibt es einen signifikanten Unterschied in der OCT1/2/3-Expression innerhalb der
Gruppen MC/CU/Kontrolle?

2. Gibt es einen signifikanten Unterschied in der OCT1/2/3-Expression innerhalb der

vier Darmabschnitte?
3. Korreliert die OCT1/2/3-Expression mit der Schwere des endoskopischen Befunds?

4. Gibt es einen Zusammenhang von OCT1, 2 und 3 mit der Schwere der Erkrankung,

dem Alter, dem Geschlecht und den Entziindungsparametern CRP und Calprotectin?

5: Gibt es einen Zusammenhang der Entziindungsparametern CRP und Calprotectin
mit den klinischen Parametern Gesamt-Entzindliche Aktivitat (GesEntzAkt), Gesamt-
Endoskopischer Befund (GesEndoBef) und der Gesamt-Schwere der Erkrankung
(GesSdE)?
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6: Gibt es einen Zusammenhang der Entziindungsparameter CRP und Calprotectin?

7: Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Schwere der Erkrankung und der en-
doskopischen Gesamtaktivitat, der Schwere der Erkrankung und der histologischen

Gesamtaktivitat sowie zwischen der endoskopischen und der histologischen Aktivitat?

Auf den nachsten Seiten werden die Ergebnisse der Hypothesenprifungen dargestelit.
Die Berechnungen wurden wieder jeweils fur die FFT- und FFPE-Proben getrennt
durchgefihrt.

Hauptfragestellung: Korreliert die Expression der Kationentransporter OCT1, 2 und 3
in verschiedenen Darmabschnitten mit der dortigen histologischen Entztindungsaktivi-

tat?

HO: Die Expression von OCT korreliert im jeweiligen Darmabschnitt nicht mit der dorti-
gen Entziindungsaktivitat.
H1: Die Expression von OCT korreliert im jeweiligen Darmabschnitt mit der dortigen

Entzlndungsaktivitat.

Die obenstehende Hypothese wurde fiur alle 3 Kationentransporter und Uber alle 4
Darmabschnitte hinweg Uberpruft. Berechnet wurde die Spearman-Rang-Korrelation,
da die Daten rangskaliert sind und die metrischen Daten aufgrund der geringen Stich-
probengrofRe keine Normalverteilung aufweisen. Die nachfolgenden Tabellen veran-
schaulichen die Ergebnisse, aufgeteilt nach den vier Darmabschnitten lleum, rechtes
Colon, linkes Colon und Rektum und dargestellt nach FFT (Tab. 23,24,27,28)- und
FFPE (Tab. 29-32)-Proben. Bei den FFPE-Proben wurde die Variable OCT1 ausgelas-

sen, da zu dieser keine Daten gemessen wurden.
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Tab. 23: Spearman-Korrelationen fir OCT1, 2 und 3 mit Entziindungsaktivitat im
lleum im FFT-Kollektiv

OCTllleum OCT2lleum OCT3lleum Entzindungsaktivitat-

lleum

OCT1lleum -

Korr.koeff. 0,745** 0,534~ -0,291

Sign. 0,001 0,027 0,257

Pat.zahl N=17 N=17 N=17

OCT2lleum - -

Korr.koeff. 0,473 -0,198

Sign. 0,055 0,445

Pat.zahl N=17 N=17

OCT3lleum - - -

Korr.koeff. -0,318

Sign. 0,214

Pat.zahl N=17

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).
**signifikant auf dem 0,01 Nivea (zweiseitig).

Tabelle 23 zeigt, dass es keine signifikante Korrelation zwischen der Expressionsrate

der drei OCT im lleum und der histologischen Entziindungsaktivitat im lleum gibt.

Tab. 24: Spearman-Korrelationen fir OCT1, 2 und 3 mit Entziindungsaktivitat im
rechten Colon im FFT-Kollektiv

OCTl1reColon | OCT2reColon | OCT3reColon | Entziindungsaktivitat-

reColon

OCT1reColon | -

Korr.koeff. 0,544** 0,587** -0,399*

Sign. 0,002 0,001 0,029

Pat.zahl N=30 N=30 N=30

OCT2reColon | - -

Korr.koeff. -0.398* 0,061

Sign. 0,029 0,749

Pat.zahl N=30 N=30

OCT3reColon | - - -

Korr.koeff. -0,222

Sign. 0,238

Pat.zahl N=30

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).
**signifikant auf dem 0,01 Niveau (zweiseitig).

Wie in Tabelle 24 ersichtlich, korreliert die Entziindungsaktivitat im rechten Kolon ne-

gativ mit der dortigen OCT1-Expression. Um diese Korrelation genauer zu untersu-

chen, wurde der Wertepool auf Extremwerte untersucht um zu tUberprifen ob solch

einer bei der kleinen Stichprobe einen starken Effekt haben kdnnte.
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Tab. 25: Ermittlung Extremwerte der FFT-Proben

OCT1 Pool rechtes Colon Fallnummer Wert

Groflite Werte 20 3,56E-002*
20 2,94E-003
19 2,59E-003
18 2,55E-003
21 2,48E-003

Kleinste Werte 7 9,83E-005
14 1,05E-004
1 1,32E-004
16 1,41E-004
15 2,44E-004

*Extremwert (=0,0356)

In der Berechung ergab sich ein Extremwert. Um zu Uberprifen ob der Extremwert
einen Einfluss auf die Korellation oder Signifikanz hat wurde die Spearman-Korrelation
ohne den Extremwert erneut berechnet.

Tab. 26: Spearman-Korrelationen fir OCT1 mit Entziinudngsaktivitat im rechten Kolon ohne
Extremwert

Entziindungsaktivitat-
reColon
OCT1reColon
Korr.koeff. -0,390*
Sign. 0,037
Pat.zahl N=29

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).

Es zeigt sich, dass die Korrelation mit etwas niedriger Signifikanz erhalten bleibt, diese
ist in Abbildung 50 graphisch dargestellt .

3,0E-3-1

2 56-3 o

2 0E-3 [°]

1 5E-3

—1 77E-3- X o
1 e y=1,72E-3-4 4TE-4*

qPCR OCT1 Pool rechtes Colon
[s]

5 0E-4

0,0E0]

T T T T T
0 k) 1.0 15 20 25 3.0

Entz. Aktivitit rechtes Colon

Abb. 50: Korrelation von OCT1 mit der entztindlichen Aktivitat im rechten Kolon im FFT-Kol-
lektiv (Ein CU-Fall mit Extremwert 0,0356 ausgeschlossen)
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Tab. 27: Spearman-Korrelationen fir OCT1,2 und 3 mit Entziindungsaktivitat im linken Colon

im FFT-Kollektiv

OCT1liColon | OCT2liColon | OCT3IliColon | Entziindungsaktivi-
tat-liColon

OCT1liColon -
Korr.koeff. 0,752** 0,758** -0,175
Sign. 0,000 0,000 0,364
Pat.zahl N=29 N=29 N=29
OCT2liColon - -
Korr.koeff. 0,705** -0,010
Sign. 0,000 0,960
Pat.zahl N=29 N=29
OCT3liColon - - -
Korr.koeff. -0,043
Sign. 0,826
Pat.zahl N=29

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).
**signifikant auf dem 0,01 Niveau (zweiseitig).

Tabelle 27 zeigt, dass es keine signifikante Korrelation zwischen der Expressionsrate

der drei OCT im linken Kolon und der histologischen Entziindungsaktivitat im linken

Kolon gibt.

Tab. 28: Spearman-Korrelationen fur OCT1, 2 und 3 mit Entziindungsaktivitat im Rektum im

FFT-Kollektiv
OCT1 OCT2Rektum | OCT3Rektum | Entziindungsaktivitét-
Rektum Rektum
OCT1Rektum -
Korr.koeff. 0,436* 0,814** -0,411
Sign. 0,048 0,000 0,064
Pat.zahl N=21 N=21 N=21
OCT2Rektum - -
Korr.koeff. -0.495* -0,125
Sign. 0,023 0,589
Pat.zahl N=21 N=21
OCT3Rektum - - -
Korr.koeff. -0,275
Sign. 0,227
Pat.zahl N=21

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).
**signifikant auf dem 0,01 Niveau (zweiseitig).

Tabelle 28 zeigt, dass es keine signifikante Korrelation zwischen der Expressionsrate

der drei OCT im lleum und der histologischen Entziindungsaktivitat im lleum gibt.

Anhand der Tabellen lasst sich erkennen, dass lediglich die OCT1 Expression im rech-

ten Colon (der Korrelationskoeffizient betragt r=-0,399, p=0,029) in der Untersuchung

der Frischbiopsien einen signifikanten negativen Zusammenhang mit der dortigen Ent-
zuindungsaktivitat zeigt. Es ist jedoch auffallig, dass alle OCT, auRer OCT1 und OCT2
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im lleum, miteinander korrelieren, ein Grof3teil sogar auf dem Signifikanzniveau von
0,01. Dabei korrelieren die OCT1-Werte mit den OCT2- und OCT3-Werten immer po-

sitiv, wobei die OCT2- mit den OCT-3 Werten in zwei von vier Lokalisationen negativ

korrelieren.

Im Folgenden soll im Sinne der Hauptfragestellung auch das FFPE-Kollektiv auf die

Fragestellung untersucht werden, ob die histologische Entziindungsaktivitat in den je-

weiligen Darmabschnitten mit der dortigen Expression von OCT 2und 3 korreliert.

Tab. 29: Spearman-Korrelationen fur OCT1, 2 und 3 mit Entziindungsaktivitat im Ileum im

FFPE-Kollektiv

OCT2lleum OCT3lleum Entzindungsaktivitat-

lleum

OCT2lleum -

Korr.koeff. -0,465* -0,249

Sign. 0,017 0,103

Pat.zahl N=26 N=44

OCT3lleum - -

Korr.koeff. 0,274

Sign. 0,175

Pat.zahl N=26

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).

Tabelle 29 zeigt, dass es keine signifikante Korrelation zwischen der Entziindungsak-

tivitat im lleum und der dortigen Expression von OCT2 und 3 gibt.

Tab. 30: Spearman-Korrelationen fir OCT1, 2 und 3 mit Entzindungsaktivitat im rechten Co-

lon im FFPE-Kollektiv

OCT2reColon OCT3reColon Entziindungsaktivitat-
reColon
OCT2reColon -
Korr.koeff. -0,523** -0,123
Sign. 0,009 0,427
Pat.zahl N=24 N=44
OCT3reColon - -
Korr.koeff. 0,112
Sign. 0,601
Pat.zahl N=24

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).

**signifikant auf dem 0,01 Niveau (zweiseitig).

Tabelle 30 zeigt, dass es keine signifikante Korrelation zwischen der Entziindungsak-

tivitat im rechten Kolon und der dortigen Expression von OCT2 und 3 gibt.
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Tab. 31: Spearman-Korrelationen fir OCT1, 2 und 3 mit Entziindungsaktivitat im linken Colon

im FFPE-Kollektiv

OCT2liColon OCT3liColon Entzindungsaktivitat-

liColon

OCT2liColon -

Korr.koeff. -0,473** -0,198

Sign. 0,008 0,221

Pat.zahl N=30 N=40

OCT3liColon - -

Korr.koeff. 0,017

Sign. 0,930

Pat.zahl N=30

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).

**signifikant auf dem 0,01 Niveau (zweiseitig).

Tabelle 31 zeigt, dass es keine signifikante Korrelation zwischen der Entziindungsak-

tivitat im linken Kolon und der dortigen Expression von OCT2 und 3 gibt.

Tab. 32: Spearman-Korrelationen fir OCT2 und 3 mit Entziindungsaktivitat im Rektum im

FFPE-Kollektiv

OCT2Rektum OCT3Rektum Entzlndungsaktivitat-
Rektum
OCT2Rektum -
Korr.koeff. -0,455* -0,200
Sign. 0,029 0,192
Pat.zahl N=23 N=44
OCT3Rektum - -
Korr.koeff. 0,029
Sign. 0,896
Pat.zahl N=23

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).

Tabelle 32 zeigt, dass es keine signifikante Korrelation zwischen der Entziindungsak-

tivitat im Rektum und der dortigen Expression von OCT2 und 3 gibt.

Wie in den Tabellen 29 bis 32 ersichtlich wird, korreliert keiner der OCT-Werte mit der
dortig vorliegenden Entziindungsaktivitat. Jedoch fallt auch hier auf, dass alle OCT2-
Werte mit den in den jeweiligen Darmabschnitten gemessen OCT3-Werten negativ kor-

relieren.
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Nebenfragestellung 1: Gibt es einen Unterschied der Gesamtexpression der Katio-
nentransporter im Vergleich zwischen den Gruppen Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und

der Kontrollgruppe?

HO: Es gibt keinen Unterschied in der Gesamt-OCT1, 2 und 3 (Uber alle Darmabschnitte
hinweg) innerhalb der drei Gruppen Morbus Crohn (MC), Colitis Ulcerosa (CU) und der
Kontrollgruppe (KO)

H1: Es gibt einen Unterschied in der Gesamt-OCT1, 2 und 3 (tber alle Darmabschnitte
hinweg) innerhalb der drei Gruppen Morbus Crohn (MC), Colitis Ulcerosa (CU) und der
Kontrollgruppe (KO)

Auch diese Hypothese wurde fiir alle drei Kationentransporter OCT1, 2 und 3 sowie flr
FFT- und FFPE-Proben getrennt berechnet. Zur Uberpriifung kam wieder ein parame-
terfreies Verfahren zum Einsatz, der Kruskal-Wallis-Test. Die Ergebnisse der Uberprii-
fung sowie die Mittelwerte, Standardabweichungen und mittleren Range sind den nach-
folgenden Tabellen zu entnehmen, fir die FFT-Proben in Tabelle 33, fur die FFPE-
Proben in Tabelle 35. Die bildliche Darstellung erfolgt in Boxplots in den Abbildungen
51-53 fur die FFT-Proben und 54 bis 56 fur die FFPE-Proben.

Tab. 33: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Test zur Uberprifung von Nebenfragestellung 1 fir

FFT-Proben
Gruppe Median Spannweite N Mittlerer Rang | Signifikanz
OCT1 | MC 5389E-4 | 19,584E-4 |11 | 1436 0,020*
Cu 4,275E-4 118,752E-4 12 12,42
Kontrolle | 12,189E-4 | 20,230E-4 | g | 343
OCT2 | MC 18,31E-4 130,672E-4 11 16,36 0,378
Cu 11,644E-4 | 90,582E-4 12 13,50
Kontrolle | 28,570E-4 | 987,32E-4 8 19,25
OCT3 | MC 5,534E-4 31,936E-4 11 14,00 0,050*
Cu 4,847E-4 21,102E-4 12 13,33
Kontrolle | 11,799E-4 | 13,535E-4 8 22,75

*signifikant auf dem 0,05 Niveau (zweiseitig).

Bei den FFT-Proben lasst sich erkennen, dass die mediane Expression von OCT1 und
3 zwischen den drei Gruppen MC, CU und der Kontrollgruppe einen signifikanten Un-

terschied aufweist. Die Expression ist laut dem Median jeweils in der Kontrollgruppe
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am hochsten. Das genaue Aumald der Expressionsminderung ist in Tabelle 34 darge-

stellt.

Tab. 34: Signifikante mediane Expressionsminderung in Prozent

MC-KO CU-KO
OCT1 -55,8 % -64,9 %
OCT3 -53,1% -58,9 %

Die starkere Herunterregulation findet sich fur beide Transporter bei den CU-Patienten,
Unterschiede in der Expression von OCT2 waren in der betrachteten Stichprobe nicht
signifikant. Die Alternativhypothese der zweiten Fragestellung kann somit fir OCT1
und OCT3 angenommen werden. Zur besseren Darstellung sind in den folgen Abbil-
dungen die Daten in Boxplots graphisch dargestellt.
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Abb. 51: Boxplots OCT1-Expression bei MC/CU/KO im FFT-Kollektiv

Abbildung 51 stellt die Gesamtexpression von OCT1 in den drei Gruppen dar. Es
zeigt sich, dass die Mediane von MC und CU niedriger als die der Kontrollgruppe lie-

gen, Tabelle 33 zeigte dass dieser Unterschied signifikant ist.
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Abb. 52: Boxplots OCT2-Expression bei MC/CU/KO im FFT-Kollektiv

Abbidlung 52 zeigt nah beieiander liegende Mediane und Sannungsweiten der OCT2-
Gesamtexpressionen der drei Gruppen, es fallt zudem ein deutlicher Ausreil3er in der
Kontrollgruppe auf.
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Abb. 53: Boxplots OCT3-Expression bei MC/CU/KO im FFT-Kollektiv

Abbildung 53 zeigt, nah beieinander liegende Mediane der MC- und CU-Gruppe bei
der Gesamtxpression von OCT3, der Median und die Spannungsweite der Kontroll-

gruppe liegen erneut hdher, auch hier zeigte Tabelle 33 hierfir eine Signifikanz.
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Im Folgenden erfolgen die Berechnungen und Darstellungen der Nebenfragestellung 2
fur die FFPE-Proben.

Tab. 35: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Test zur Uberpriifung von Fragestellung 2 fiir FFPE-
Proben

Gruppe Median Spannweite N Mittlerer Rang | Signifikanz
OCT2 | MC 93,2625E-3 | 31,7225E-3 18 | 21,53 0,356
Ccu 96,525E-3 33,4925E-3 19 | 22,68

Kontrolle | 111,9375E-3 | 122,0625E-3 9 29.17

OCT3 | MC 0,4271E-3 0,60235E-3 16 | 20,50 0,873

Cu 0,531E-3 0,52197E-3 18 | 21,61
Kontrolle | 0,6026E-3 0,89049E-3 8 23,25
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Abb. 54: Boxplots OCT2-Expression bei MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv

Abbildung 54 zeigt nah beieiander liegende Mediane und Spannungsweiten der OCT2-

Gesamtexpressionen in den drei Gruppen.
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Abb. 55: Boxplots OCT3-Expression bei MC/CU/KO im FFPE-Kollektiv

Abbildung 55 =zeigt auch hier die kaum abweichenden Mediane der OCT3-
Gesamtexpression der drei Gruppen und die nur etwas groRere Spannweite der

Kontrollen.

Bei den FFPE-Proben zeigten sich tiber OCT2 und OCT3 keine statistisch bedeutsa-
men Unterschiede zwischen den Expressionen lber die Gruppen Morbus Crohn, Coli-

tis Ulcerosa sowie die Kontrollgruppe.

Nebenfragestellung 2: Unterschied in der Gesamtexpression der Kationentransporter
in den vier betrachteten Darmabschnitten lleum, linkes Colon, rechtes Colon und Rek-

tum.

HO: Es gibt keinen Unterschied in der Gesamtexpression von OCT1, 2 und 3 zwischen
den 4 Darmabschnitten
H1: Es gibt einen Unterschied in der Gesamtexpression von OCT1, 2 und 3 zwischen

den 4 Darmabschnitten

Die Hypothese, dass es einen signifikanten Unterschied der OCT-Gesamtexpression
zwischen den 4 Darmabschnitten gibt, wurde mittels Friedman-Test Uberprift. Auch
hier wurden die Ergebnisse wieder jeweils fur FFT- als auch fir FFPE-Proben berech-

net.
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In den nachstehenden Tabellen finden sich die jeweiligen Range, Mediane und Signi-
fikanzen, verglichen fir die verschiedenen Darmabschnitte. Eingeschlossen wurden

nur Patienten, bei denen in allen Stufen alle drei OCT exprimiert wurden.

Tab. 36: Ergebnisse Friedman-Test fur FFT

Gruppe N Median Mittlerer Rang | Chi2 Signifikanz
Rechtes Colon | 10 1.185E-3 3,00
- 5,88
Linkes Colon 10 1,035E-3 2,50
Rektum 10 0,9655E'3 2,80
OCT2 lleum 10 | 0,6745E-3 2,20 0,67
Rechtes Colon | 10 | 1,79E-3 2,40
1,56
Linkes Colon 10 | 0,813E-3 2,50
Rektum 10 | 1,245E-3 2,90
OCT3 lleum 10 | 1,2E-3 2,85 0,19
Rechtes Colon | 10 | 1,125E-3 2,60
4,76
Linkes Colon 10 | 1,0315E-3 2,80
Rektum 10 | 0,885E-3 1,75

Bei den Frischbiopsien zeigte sich bei der Gesamtexpression der OCT1, 2 und 3 kein

signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Darmabschnitten.
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Abb. 56: OCT1-Expression in Darmabschnitten des FFT-Kollektivs

In Abbildung 56 wird die OCT1-Expression in den vier veschiedenen Darmabschnitten
der FFT-Proben vergleichend dargestellt. Die Mediane und Spannweiten liegen dabei
nah beieinander.
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Abb. 57: OCT2-Expression in Darmabschnitten des FFT-Kollektivs
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In Abbildung 57 wird die OCT2-Expression in den vier veschiedenen Darmabschnitten
der FFT-Proben vergleichend dargestellt. Die Mediane liegen dabei nah beieinander,
die Spannweite der OCT2-Werte ist kleiner als die der anderen Darmabschnitte.
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Abb. 58: OCT3-Expression in Darmabschnitten des FFT-Kollektivs

In Abbildung 58 wird die OCT3-Expression in den vier veschiedenen Darmabschnitten
der FFT-Proben vergleichend dargestellt. Die Mediane liegen dabei nah beieinander,
die Spannweiten unterscheiden sich innerhalb der Gruppen

Tab. 37: Ergebnisse Friedman-Test fur die FFPE-Proben

Gruppe N Median Mittlerer Rang Chiz2 Signifikanz
OCT2 | lleum 36 0,0981 2,53 0,01**

Rechtes Colon 36 2,89

0,09575 11,23

Linkes Colon 36 0,0917 2,67

Rektum 36 0,08795 1,92
OCT3 | lleum 10 0,0006235 | 2,00 0,19

Rechtes Colon 10 0,0004015 2,50 4,68

Linkes Colon 10 0,0005150 | 2,30

Rektum 10 0,0011025 | 3,20

**signifikant auf dem 0,01 Niveau (zweiseitig).
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Bei den FFPE-Proben zeigte sich bei der Gesamtexpression von OCT2 ein signifikan-
ter Unterschied zwischen den Darmabschnitten. Der Vergleich der Mediane zeigt, dass

im Rektum insgesamt weniger OCT2 in der beobachteten Stichprobe der FFPE-Proben

vorkommen.
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Abb. 59: OCT2-Expression in Darmabschnitten des FFPE-Kollektivs

In Abbildung 59 wird die OCT2-Expression in den vier veschiedenen Darmabschnitten
der FFT-Proben vergleichend dargestellt. Die Mediane und Spannweiten liegen dabei
optisch nah beieinander, laut Berechnung ist die Expression von OCT2 jedoch im Rek-

tum signifikant geringer exprimiert.
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Abb. 60: OCT3-Expression in Darmabschnitten des FFPE-Kollektivs

In Abbildung 60 wird die OCT3-Expression in den vier veschiedenen Darmabschnitten

der FFT-Proben vergleichend dargestellt. Die Mediane und Spannweiten liegen dabei

nah beieinander.

Tab. 38: Paarweiser Vergleich der OCT2 Expression zwischen den verschiedenen Darmab-

schnitten fir FFPE-Proben

Paarweiser Vergleich Standardteststatistik Signifikanz Korrigierte Signifikanz*
OCT2 Rektum- 2,00 0,04 0,27
OCT2 lleum

OCT2 Rektum- 2,47 0,01 0,08
OCT?2 Linkes Colon

OCT2 Rektum- 3,20 0,01 0,01**
OCT2 Rechtes Colon

OCT2 lleum- -0,46 0,65 1,00
OCT2 Linkes Colon

OCT2 lleum- -1,19 0,26 1,00
OCT2 Rechtes Colon

OCT?2 Linkes Colon 0,73 0,47 1,00
OCT2 Rechtes Colon

*Bonferroni-Korrigierte Signifikanz bei mehreren Tests
**signifikant auf dem 0,01 Niveau (zweiseitig).
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Der paarweise Vergleich der OCT2 Expression aller Darmabschnitte zeigt bei der
Signifikanz mit Bonferroni-Korrektur, dass die Konzentration von OCT2 einen sig-
nifikanten Unterschied zwischen dem Rektum und dem rechten Kolon aufweist,

dieser wird in Abbildung 61 graphisch dargestellt.
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Abb. 61: Vergleich OCT2-Expression in rechtem Kolon und Rektum im FFPE-Kollektiv
(Ein Ko-Patient ausgeschlossen mit Extremwert 6,42E-002)

Nebenfragestellung 3: Gibt es einen Zusammenhang von OCT1, 2 und 3 mit dem

endoskopischen Befund?

HO: Es gibt keinen Zusammenhang zwischen der OCT-Expression und dem endosko-

pischen Befund.

H1: Es gibt einen Zusammenhang mit der OCT-Expression und dem endoskopischen
Befund

Zur Uberpriifung des Zusammenhangs wurde wieder die Spearman-Rang-Korrelation
berechnet. Die Koeffizienten jeweils fir FFT- und fur FFPE-Proben sind in den nach-

folgenden Tabellen 37 und 38 dargestellt.
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Tab. 39: Spearman-Rang Koeffizienten fir den Zusammenhang zwischen OCT1,2 und 3 aus
dem jeweiligen Darmabschnitt mit dem endoskopischem Befund fiir FFT-Proben

Korrelationskoeffizient mit | N Signifikanz

endoskopischem Befund
OCT1 lleum -0,11 17 0,68
OCT1 Rechtes Colon -0,2 30 0,29
OCT1 Linkes Colon -0,3 29 0,11
OCT1 Rektum -0,4 21 0,07
OCT2 lleum 0,1 17 0,69
OCT2 Rechtes Colon -0,7 30 0,7
OCT2 Linkes Colon -0,13 29 0,49
OCT2 Rektum -0,02 21 0,94
OCT3 lleum -0,08 17 0,77
OCT3 Rechtes Colon -0,23 30 0,23
OCTS3 Linkes Colon -0,02 29 0,93
OCT3 Rektum -0,29 21 0,2

Der Tabelle ist zu enthnehmen, dass in den Frischproben keine der OCT-Expressionen

mit dem endoskopischen Befund signifikant korreliert.

Tab. 40: Spearman-Rang Koeffizienten fur den Zusammenhang zwischen OCT2 und 3 aus
dem jeweiligen Darmabschnitt mit dem endoskopischen Befund fiir die FFPE-Proben

Korrelationskoeffizient  mit | N Signifikanz

endoskopischem Befund
OCT2 lleum 0,12 44 0,46
OCT2 Rechtes Colon -0,10 44 0,53
OCT?2 Linkes Colon -0,16 40 0,33
OCT2 Rektum -0,10 44 0,50
OCT3 lleum 0,17 26 0,41
OCT3 Rechtes Colon -0,02 24 0,93
OCT3 Linkes Colon 0,05 30 0,79
OCT3 Rektum 0,05 23 0,81

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass in den FFPE-Proben keine der OCT-Expressionen

mit dem endoskopischen Befund signifikant korreliert.
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Nebenfragestellung 4: Gibt es einen Zusammenhang der OCT1, 2 und 3 mit demo-

graphischen Variablen und Entziindungsparametern?

HO: Die OCT1, 2 und 3 Expression korreliert nicht mit den Variablen: Schwere der Er-

krankung, Alter, Geschlecht, Entzindungsparameter CRP und Calprotectin.

H1: Die OCT1, 2 und 3 Expression korreliert mit den Variablen: Schwere der Erkran-
kung, Alter, Geschlecht, Entziindungsparameter CRP und Calprotectin.

Auch dieses Hypothesencluster wurde wieder Uber Spearman Rangkorrelation ausge-
wertet, getrennt fir FFT- und FFPE-Proben. Die Korrelationskoeffizienten sind Tabelle
41 und 42 zu entnehmen.

Tab. 41: Korrelation der OCT-Expression mit demographischen Variablen und Entziindungs-
parametern fur FFT-Proben

MW-OCT1 MW-OCT2 MW-OCT3
Geschlecht
Koff.koeff. -0.09 0,48* -0,23
Pat.zahl. N=31 N=31 N=31
Alter
Koff.koeff. 0,02 -0,02 -0,22
Pat.zahl. N=31 N=31 N=31
Schwere der Erkrankung
Koff.koeff. -0,27 0,019 -0,21
Pat.zahl. N=31 N=31 N=31
CRP
Koff.koeff. -0,16 -0,07 -0,20
Pat.zahl. N=31 N=31 N=31
Calprotectin
Koff.koeff. -0,10 0,14 -0,12
Pat.zahl. N=10 N=10 N=10

“signifikant bei 0,05 (zweiseitig).

In Tabelle 41 Iasst sich erkennen, dass Uber die Expression von OCT1,2 und 3 nur
das Geschlecht mit der mittleren OCT2-Expression signifikant korreliert, mit einem
r=0,48, p <0,01. Die restlichen Koeffizienten lassen darauf schlie3en, dass in der
Stichprobe der FFT-Proben keine weiteren relevanten Zusammenhange zwischen
den OCT-Expressionen und demographischen Variablen sowie Entziindungspa-

rametern zu beobachten sind.

88



I gPCR OCT2 Pool term. lleum

8,0E-37 ) ygPCR OCT2 Pool linkes
Colon
gPCR OCT2 Pool rechtes
Colon

IZ) gPCR OCT2 Rektum

6,0E-3

4 DE-3

Mittelwert

2,0E-3

0,0E0]

T
Mann Frau

Geschlecht

Abb. 62: Vergleich der OCT2-Expressionsmittelwerte von mannlichen und weiblichen Proban-
den im FFT-Kollektiv

In Abbildung 62 wird deutlich, dass die OCT2-Expressionswerte des mannlichen Kol-
lektivs unter denen des weiblichen Kollektivs liegen.

Tab. 42: Korrelation der OCT-Expression mit demographischen Variablen und Entziindungs-
parametern fur FFPE-Proben

MW-OCT?2 MW-OCT3
Geschlecht
Koff.koeff. 0,02 0,03
Pat.zahl. N=46 N=42
Alter
Koff.koeff. 0,258 0,28
Pat.zahl. N=46 N=42
Schwere der Erkrankung
Koff.koeff. 0,029 0,179
Pat.zahl. N=46 N=40
CRP
Koff.koeff. 0,21 -0,34*
Pat.zahl. N=43 N=39
Calprotectin
Koff.koeff. -0,14 -0,27
Pat.zahl. N=10 N=9

Wie zu erkennen ist, korreliert bei den FFPE-Proben die mittlere Expression von OCT3
negativ mit dem Entziindungsparameter CRP signifikant, mit einem r=-0,34, p = 0,03.
Die restlichen Koeffizienten lassen &hnlich wie bei den FFT-Proben vermuten, dass es

fur die vorliegenden Daten keine weiteren statistisch bedeutsamen Zusammenhange
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zwischen OCT2 und 3 sowie den demographischen Daten und Entziindungsparame-

tern zu beobachten gibt.

Nebenfragestellung 5: Gibt es einen Zusammenhang der Entziindungsparametern
CRP und Calprotectin mit den klinischen Parametern Gesamt-Entzindliche Aktivitat
(GesEntzAkt), Gesamt-Endoskopischer Befund (GesEndoBef) und der Gesamt-
Schwere der Erkrankung (GesSdE)?

HO: Die Entziindungsparameter korrelieren nicht mit den Variablen GesEntzAkt, Ge-
sEndBef und GesSdE.

H1: Die Entzindungsparameter korrelieren mit den Variablen GesEntzAkt, GesEndBef
und GesSdE.

Auch dieses Hypothesencluster wurde wieder Uber Spearman Rangkorrelation ausge-
wertet. Die Korrelationskoeffizienten sind Tabelle 41 und 42 fur CRP und 43 und 44 fir

Calprotectin zu entnehmen.

Tab. 43: CRP in Korrelation mit GesEntzAkt, GesEndoBef und SdE fur FFT

GesEntzAkt GesEndoBef | GesSdE
CRP in mg/l
Korr.koeff. 0,420* 0,625** 0,665**
Sign. 0,19 0,00 0,00
Pat.zahl 31 31 31

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).
** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

Wie sich in Tabelle 43 zeigt, korreliert der CRP-Wert bei den FFT-Proben mit allen drei
Parametern. Der Wert zeigt eine signifikanten Zusammenhang zur entziindlichen Akti-
vitdt (r=0,420, p<0,05), zum endoskopischen Befund (r=0,625, p<0,01) und der
Schwere der Erkrankung (r=0,665, p<0,01). Dies wird in der folgenden Abbildung gra-
phisch dargestellt.
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Abb. 63: Korrelation von CRP-Werten mit den klinischen Parametern im FFT-Kollektiv

Tab. 44: CRP in Korrelation mit GesEntzAkt, GesEndoBef und SdE fir FFPE-Proben

GesEntzAkt GesEndoBef | GesSdE
CRP in mg/l
Korr.koeff. -0,036 0,217 0,242
Sign. 0,821 0,162 0,117
Pat.zahl 43 43 43

Bei den FFPE-Proben (Tab. 44) zeigt sich dieser Zusammenhang flr keine der drei

Parameter.

Tab. 45: Calprotectin in Korrelation mit GesEntzAkt, GesEndoBef und SdE fur FFT

GesEntzAkt GesEndoBef | GesSdE
Calprotectin in pg/g
Korr.koeff. 0,697* 0,937** 0,824+
Sign. 0,025 0,000 0,003
Pat.zahl 10 10 10

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).
** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

In Tabelle 45 wird bei den FFT-Proben ein signifikanter Zusammenhang des Calpro-

tectin-Werts mit der entzindlichen Aktivitat (r=0,697, p<0,05), dem endoskopischen
Befund (r=0,937, p<0,01) und der Schwere der Erkrankung (r=0,824, p<0,01) ersicht-

lich.
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Abb. 64: Korrelation von Calprotectin-Werten mit den klinischen Parametern im FFT-Kollektiv

Tab. 46: Calprotectin in Korrelation mit GesEntzAkt, GesEndoBef und SdE fir FFPE-Proben

GesEntzAkt GesEndoBef | GesSdE
Calprotectin in pg/g
Korr.koeff. -0,062 0,270 0,336
Sign. 0,864 0,451 0,343
Pat.zahl 10 10 10

Fir die FFPE-Proben zeigen sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den Cal-
protectin-Werten und den klinischen Parametern (Tab. 46).

Nebenfragestellung 6: Gibt es einen Zusammenhang der Entziindungsparameter
CRP und Calprotectin?

HO: Die Entzindungsparameter korrelieren nicht miteinander.

H1: Die Entzindungsparameter korrelieren miteinander.

Die Hypothese wurde wieder Uber Spearman Rangkorrelation ausgewertet. Die Korre-

lationskoeffizienten sind Tabelle 47 und 48 zu entnehmen.

Tab. 47: CRP in Korrelation mit Calprotectin fur FFT

CRP in mg/ml
Calprotectin in pg/g
Korr.koeff. 0,752*
Sign. 0,012
Pat.zahl 10

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).
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Tab. 48: CRP in Korrelation mit Calprotectin fir FFPE-Proben

CRP in mg/ml
Calprotectin in pg/g
Korr.koeff. 0,467
Sign. 0,205
Pat.zahl 9

Die Ergebnisse in Tabelle 47 und 48 zeigen, dass nur im FFT-Kollektiv der CRP- mit
dem Calprotectin-Wert korreliert (r=0,752, p<0,05). Dies wird in der folgenden Abbil-
dung graphisch dargestellt.
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Abb. 65: Korrelation von CRP- zu Calprotectin-Werten im FFT-Kollektiv

Nebenfragestellung 7: Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Schwere der Er-
krankung und der endoskopischen Gesamtaktivitat, der Schwere der Erkrankung und
der histologischen Gesamtaktivitat sowie zwischen der endoskopischen und der histo-

logischen Aktivitat?
HO: Die Parameter korrelieren jeweils nicht signifikant miteinander.
H1: Die Parameter korrelieren jeweils signifikant miteinander.

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden die Parameter mittels Spearman-Korrelationen

untersucht und in den folgenden Tabellen (Tab. 49-54) dargestellt.
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Tab. 49: Spearman-Korrelation der entziindlichen Gesamtaktivitat und der Schwere der Er-

krankung in den FFT-Proben

GesEntzAktiv
Gesamt-SdE
Korr.koeff. 0,590*
Sign. 0,000
Pat.zahl N=31

*Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)

Tab. 50: Spearman-Korrelation der entzindlichen Gesamtaktivitat und der Schwere der Er-

krankung in den FFPE-Proben

GesEntzAktiv
GesSdE
Korr.koeff. 0,451*
Sign. 0,002
Pat.zahl N=46

*Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)

Tab. 51: Spearman-Korrelation des endoskopischen Befunds und der Schwere der Erkran-

kung in den FFT-Proben

GesEndoBef
GesSdE
Korr.koeff. 0,667*
Sign. 0,000
Pat.zahl N=31

*Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)

Tab. 52: Spearman-Korrelation des endoskopischen Befunds und der Schwere der Erkran-

kung in den FFPE-Proben

GesEndoBef
GesSdE
Korr.koeff. 0,584~
Sign. 0,000
Pat.zahl N=46

*Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)

Tab. 53: Spearman-Korrelation des endoskopischen Befunds und der Entziindungsaktivitat in

den FFT-Proben

GesEndoBef
GesEntzAkt
Korr.koeff. 0,537*
Sign. 0,002
Pat.zahl N=31

*Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).
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Tab. 54: Spearman-Korrelation des endoskopischen Befunds und der Entziindungsaktivitat in
den FFPE-Proben

GesEndoBef
GesEntzAkt
Korr.koeff. 0,659*
Sign. 0,000
Pat.zahl N=46

*Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

Wie in Tabellen 49 bis 54 ersichtlich, korrelieren alle 3 Parameter positiv miteinander
bei p<0,01.

5. Diskussion
5.1. Patientencharakteristika und Deskriptive Statistik

Da der Einschluss von Patienten zur Frischprobenentnahme (FFT) sehr zeitaufwendig
war und oft nicht alle Biopsiestufen des Darms vorlagen, wurde zusatzlich auf Patho-

logieproben (FFPE) zurlickgegriffen.

In beiden Kollektiven wurden die Geschlechter gleichmaRig eingeschlossen, bei den
FFT-Proben 15 Manner und 16 Frauen, bei den FFPE-Proben 22 Manner und 24
Frauen. Dies reprasentiert das von Berstein et al. und Anantakrishnan et al. beschrie-
bene geschlechterunabhédngige Vorkommen der beiden Erkrankungen (Bernstein et
al., 2006, Ananthakrishnan, 2015). Auch die Altersverteilung des Gesamtkollektivs
(Abb. 31) entspricht den gangigen Manifestationsgipfeln der CED. Wie in der Literatur
sind von CU insgesamt etwas haufiger jingere Patienten betroffen, das mediane Alter
im FFT-Proben-Kollektiv bei CU betragt 41, bei MC 51 Jahre (Koop, 2013, Ordas et al.,
2012). Bei Betrachtung der endoskopischen, klinischen und histopathologischen Aus-
pragung ist zu beachten, dass einige der untersuchten Proben im Rahmen von zwei-
jahrigen Kontrollkoloskopien gewonnen wurden, bei denen haufig darauf verzichtet
wird diese im unbehandelten, klinisch akuten Schub durchzufihren, um ausgedehnte
Verletzungen des Darms zu vermeiden (Vader et al., 1999, Kucharzik, 2019). Daher
konnte das seltene, bzw. bei der Klinik fehlende, Vorkommen der schweren Auspra-

gungen herrihren.

Die fehlende starke Auspréagung der Schwere der Erkrankung kann auch an den aus-
gedehnten und oft erfolgreichen Therapiemoglichkeiten liegen. Zudem wird bei stark
ausgepragter Klinik der Patient meist vor invasiver Diagnostik zuerst anbehandelt, so-

dass sich die Patienten oft schon beschwerdegemindert bei der Endoskopie vorstellen.

In den Tabellen 15 und 16 zeigt sich, dass bei den FFPE-Proben haufiger ein schwerer

endoskopischer Befund im Vergleich zu den FFT-Proben vorliegt. Da nur bei
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terminierten Untersuchungen FFT-Proben gewonnen werden konnten, war es unwabhr-
scheinlicher einen ausgepragten Befund beispielsweise im Rahmen einer unterminier-
ten Notfallendoskopie zu ermitteln als bei den FFPE-Proben, bei denen der Grund der
Endoskopie zufallig war und womdglich mehr unterminierte Akut-Endoskopien in die

Statistik einflossen.

Bezuglich der histopathologischen Befunde im terminalen lleum bei CU-Patienten er-
klaren sich die acht fehlenden Werte dadurch, dass in diesem Fall bei Kontrollendo-
skopien keine Proben entnommen werden, weil dort eher keine Entziindungsaktivitét
zu erwarten ist. Die vier FFT- und sechs FFPE-Proben aus dem CU-Kollektiv, die eine
Entzindungsaktivitat im terminalen lleum zeigen, kénnen an eine backwash-lleitis im
Rahmen einer CU oder an eine lleitis anderer Genese denken lassen, eine eindeutige
Differenzierung kann je nach Befundkonstellation schwierig sein (Feakins, 2013, Magro
et al., 2013). Zudem werden circa zehn Prozent der zuerst mit CU diagnostizierten
Patienten im Verlauf der ersten flnf Jahren mit MC diagnostiziert oder die Diagnose
CU zuruckgenommen, es kdnnten also einzelne Patienten falschlicherweise in das CU-
Kollektiv eingeschlossen worden sein (Melmed et al., 2007). Bei weiteren Untersuchun-
gen sollten daher nur Patienten eingeschlossen werden, bei denen die Erkrankung seit
mindestens funf Jahren besteht und in diesem Zeitraum wiederholt bestatigt worden
ist.

Die fehlenden Proben in den anderen Darmabschnitten der FFT-Proben resultieren
aus dem Ethikantrag dieser Studie. Es durften nur Untersuchungen an den Proben
gemacht werden, die mit medizinischer Indikation entnommen wurden. Der Einschluss
der FFPE-Proben erfolgte jedoch nur bei einer kompletten Stufenbiospie, daher fehlen

in diesem Kollektiv keine Stufen.

Die OCT-Expressionsmuster zeigen eine deutliche Streuung der Expression bei den
FFT-Proben, der niedrigste Wert betragt 544E-6 fur OCT3 im Rektum und der héchste
Wert 10,174E-3 fir OCT2 im linken Colon. In allen Darmabschnitten der FFT-Proben
konnte die Expression aller drei OCT-Kanéle nachgewiesen werden, dies war bisher in
keiner Studie mdglich. Zudem wurde in bisherigen Studien eine starkere Expression
von OCTL1 als OCT2 im Darm angegeben (sieher Tab. 5), in unserer Studie zeigte sich

dies umgekehrt, mit héherer OCT2-Expression in allen Darmabschnitten.

Bei den FFPE-Proben konnte in keiner der Darmabschnitte eine OCT1-Expression ge-
messen werden. Ob dieser Unterschied neben den anderen Unterschieden zwischen
Frisch- und Pathologieproben mit dem differierenden molekulargenetischen Verfahren

zur Extraktion der RNA aus Paraffin zusammenhangt, kénnte in einer weiteren Studie
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Uberprift werden. In dieser kdnnte eine gewonnene Gewebeprobe jeweils nach direk-
ter Einfrierung in Stickstoff und nach Paraffinierung auf die OCT-Expression untersucht

werden.

Der niedrigste Mittelwert der Expression fir OCT3 liegt im FFPE-Kollektiv bei 1,172E-
3 im linken Colon, der hochste bei 120,6E-3 fiir OCT2 im linken Colon, also auch hier
widersprechen die Ergebnisse dieser Arbeit der bisherigen Annahme, dass OCT1 im
Darm am stérksten exprimiert ist. Bei den FFPE-Proben ist die Expression der OCT2

aller Lokalisationen hoher als die der OCT3.
5.2.  Hypothesenprifung

Hauptfragestellung: Korreliert die Expression von OCT1/2/3 in den jeweiligen Darm-

abschnitten mit der dortigen histologischen Entziindungsaktivitat?

In der Hauptfragestellung sollte untersucht werden, ob die Expression der drei OCT in
einem bestimmten Darmabschnitt mit der dortigen histopathologisch bestimmten Ent-
zuindungsaktivitat korreliert. Eine solche signifikante Korrelation liegt nur fir OCT1 im
FFT-Proben-Kollektiv im rechten Kolon (r=-0,399, p=0,029) vor. Im Folgenden wurde
zur genaueren Betrachtung die Korrelation mit Ausschluss des einen Extremwerts er-
neut berechnet. Die Korrelation blieb bestehen, mit leicht geringerer Signifikanz (r=-
0,39, p=0,037). Dies bedeutet, dass dort bei htherer Entziindungsaktivitat eine verrin-
gerte Expression von OCT1 vorliegt. Ob dabei &hnliche Mechanismen greifen, wie bei
der Herunterregulierung von OCT1 im HCC- und CCC-Gewebe im Vergleich zu gesun-
dem Gewebe, die in der Studie von Heise et al. und Lautem et al. festgestellt wurde,
lasst sich daran nicht ablesen. In der Studie von Ballestero et al. konnte keine Veran-
derung der Expression von OCT1 in Kolonpolypen oder Kolonkarzinomen festgestellt
werden. Die dabei angewendete Normalisierung mittels 18-sRNA unterscheidet sich
jedoch zur Studie von Heise et al. und Lautem et al., die ebenso wie in dieser Arbeit

GAPDH zur Normalisierung verwendeten (Heise et al., 2012, Lautem et al., 2013).

Die Anwendung verschiedener Referenzgene wird seit vielen Jahren kontrovers in der
Literatur behandelt. Um sich zur Normalisierung zu eignen, sollte ein Referenzgen un-
geachtet von interindividuellen, verfahrensspezifischen und Umgebungsbedingungen
gleichermal3en exprimiert werden. Eine Instabilitat eines Referenzgens kann das Er-
gebnis einer gPCR und damit auch die Schlussfolgerung mafgeblich verdndern
(Dheda et al., 2005). GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, ist ein
Glykolyseenzym und daher in jeder Zelle vorhanden. In eine Studie, die die verwende-
ten Referenzgene in 452 Publikationen aus high impact Zeitschriften untersuchte,

machte GAPDH mit 33 Prozent das haufigste aus und wird daher teilweise auch als
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.Klassisches Referenzgen® bezeichnet (Suzuki et al., 2000). Dheda et al. empfahlen
jedoch nach Untersuchung verschiedener Referenzgene, GAPDH wegen hoher Varia-
bilitdt der Expression nicht zu verwenden, ohne vorher zu untersuchen, ob es sich fir
das geplante Studiendesign eignet. Suzuki et al. untersuchten im Jahr 2000 diverse
Studien und beschrieben, wie GAPDH in verschiedenen Zelllinien, durch karzinoide
Gewebeveranderungen und Stressfaktoren, die auf die Zellen wirken, unterschiedlich
stark exprimiert wird. Auch Higashimura et al. und Yamaiji et al. zeigten in ihren Studien,
dass GAPDH unter hypoxischen Gewebebedingungen uberexprimiert sein kann
(Higashimura et al., 2011, Yamaji et al., 2003), Glare et al. zeigten diesen Effekt auch
bei entziindlich veranderten asthmatischen Atemwegszellen (Glare et al., 2002).

Da bei den Entziindungsprozessen im Rahmen von CED Hypoxie und Inflammations-
prozesse eine wichtige Rolle spielen, ist es relevant sich mit der Eignung von GAPDH
als Referenzgen fir unsere Studie auseinanderzusetzen. In einer Studie von 2005 un-
tersuchte Barber et al. 72 Gewebetypen von 618 Patienten auf ihnre GAPDH-Expres-
sion. Diese zeigte eine stabile Expression von GAPDH innerhalb eines Gewebetyps
und eine Unabhangigkeit von Geschlecht und Alter und rechtfertigt in diesem Rahmen
die Verwendung als Referenzgen. Jedoch zeigten sich signifikante Unterschiede der
Expression innerhalb der Gewebetypen Caecum, Jejunum, Kolon und Rektum, was fir
die hier vorliegende Studie besonders bezlglich der zweiten Fragestellung relevant ist
(Barber et al., 2005).

Eine Studie, die sich mit Referenzgenen in Darmschleimhaut von Patienten mit kolo-
rektalem Karzinom und CED beschéftigt, wurde 2014 von Krzystek-Korpacka et al ver-
offentlicht. Es wurden 166 Darmproben (91 Gesunde, 35 mit kolorektalem Karzinom
und 40 mit CED) auf die Expressionsstabilitdt von 15 Referenzgenen, unter anderem
auch GAPDH, untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass sich fiir CED-Proben die Kom-
binationen aus RPS23/PPIA, PGK1/MRPL19 und PPIA/RPLPO am besten eignen. Die
Verwendung einzelner Referenzgene veréanderte zwar nicht die Schlussfolgerung, es
wurde jedoch, je nach Referenzgen, die Starke der Effekte etwas Uber- oder unter-
schatzt. Die Normalisierung gegen GAPDH beeinflusste die Schlussfolgerung der Fra-
gestellung bei Dunndarmproben, indem eine bekannte signifikante Veranderung von
CDKN1A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A)-Expression in entziindetem Gewebe
bei Normalisierung mit GAPDH nicht reproduziert werden konnte. Dieser Effekt lag bei
Kolonproben jedoch nicht vor. Eine Uberexpression von GAPDH konnte dabei aber
weder in Diunndarm- noch in Dickdarmproben nachgewiesen werden (Krzystek-
Korpacka et al., 2014). Mit Betrachtung aller Faktoren ist jedoch Vorsicht bei Verglei-

chen von unserer Studie mit Studien geboten, die andere Referenzgene verwenden
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und bestenfalls sollte gegen mehr als ein Referenzgen normalisiert werden. In nachfol-
genden Studien sollte erwogen werden eine der Kombinationen RPS23/PPIA,
PGK1/MRPL19 oder PPIA/RPLPO zu verwenden und eventuell zusatzlich GAPDH, um

dessen Eignung fir CED-Studien erneut zu Uberprifen.

Bis auf OCT3 aller Darmstufen im FFPE-Probenkollektiv zeigen sich alle anderen
Wechselwirkungen negativ, wenn auch nicht in signifikantem Maf3e. Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass die Untersuchungen an FFPE-Proben im Vergleich zu FFT-
Proben nicht so aussagekraftig und nicht geeignet fur die gegebene Fragestellung sind.
Es haben sich in Vergangenheit eine Vielzahl an Studien dem Vergleich von FFT- und
FFPE-Proben gewidmet und Unterschiede in der Qualitat beider Probenarten bei DNA-
, MIRNA und RNA-Analyseverfahren untersucht (Bonnet et al., 2018, Vojtechova et al.,
2017). Von Smolinski et al. untersuchten 576 Gewebeproben von Beagle-Hunden und
zeigten, dass sich die Menge der mRNA-Kopien von MDR-1 in FFT- und FFPE-signifi-
kant unterscheiden und in FFPE-Proben zudem ein signifikanter Unterschied der Ex-
pressionswerte bei Verwendung von vier verschiedenen Referenzgenen (beta-actin,
HPRT, EF-1a und GAPDH) vorlag, was zu Uber- und Unterschiatzung der Expression
von MDR-1 um bis zum Zehnfachen fiihrte und nahelegte, dass sich keine der vier
Referenzgene zur Normalisierung von FFPE-Proben eignen (von Smolinski et al.,
2005). Bei Untersuchung einzelner mRNA-Sequenzen lag zudem ein hundertfacher
Verlust amplifizierbarer mRNA-Kopien vor. Dies hangt unter anderem von der Zeit der
Gewebegewinnung bis zur Fixierung ab, da in dieser Zeit endogene RNAsen RNA ab-
bauen konnen. Dieser Effekt war bei Smolinski et al. am starksten direkt einen Tag
nach Paraffinierung messbar, wo bereits eine Reduktion der Gesamt-RNA-Menge um
das Zwei- bis Fiinffache vorlag. Dies entspricht auch anderen Studien, die zeigten,
dass der Hauptverlust von DNA und RNA in der friihen Phase (Wochen bis wenige
Monate) der Paraffinierung und Lagerung erfolgt und langere Lagerungszeiten nur ei-
nen geringen Einfluss auf die quantifizierbare DNA- oder mRNA-Menge hatte
(VitoSevi¢ et al., 2021, Hedegaard et al., 2014, Koopmans et al., 1993). Des Weiteren
unterscheidet sich die Degradierung auch je nach GroRe der Gewebeproben, da es
umso langer dauert, bis die Gewebeprobe mit den Fixierungsagenzien durchtréankt ist
und RNAsen deaktiviert werden, je gro3er eine Probe ist. Da die Bedingungen der
FFPE-Gewinnung und Fixierung im Nachhinein oft nicht mehr nachvollziehbar sind, ist
ein Vergleich zwischen einzelnen FFPE-Proben zuséatzlich erschwert (Hedegaard et
al., 2014).

Es gibt mittlerweile eine Vielzahl an Verfahren, um RNA aus FFPE zu gewinnen, die in

diversen Studien verglichen wurden. Scicchitano et al. stellte in einer Studie heraus,
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dass ein Verfahren zu bevorzugen ist, welches Proteinase K beinhaltet, da es Gewe-
beproteine gut 16st und Nukleotid-Modifizierungen, die durch das FFPE-Verfahren ent-
standen sind, rickgangig zu machen (Scicchitano et al., 2006). Aus diesem Grund

wurde fir die Studie auch ein Kit mit Proteinkinase K gewahit.

Obwonhl Studien zeigten, dass eine Quantifizierung von mRNA aus FFPE mdglich und
reproduzierbar ist (Abrahamsen et al., 2003, Specht et al., 2001, Hedegaard et al.,
2014) zeigte diese und andere Studien auch, dass die mRNA-Mengen, die in FFPE
gemessen werden im direkten Vergleich zu FFT reduziert sind (Foss et al., 1994,
Goldsworthy et al., 1999, Abrahamsen et al., 2003, Kalmar et al., 2013). Die Verwen-
dung von FFPE sollte daher nicht der Verwendung von FFT vorgezogen werden und

sollte nur wenn nicht anders mdéglich erwogen werden (Gao et al., 2020).

Da der Einschluss von grof3en Mengen paraffinierter Proben jedoch einfacher méglich
ist, sollte erwogen werden, eine Studie durchzufiihren in denen FFPE-Proben mit ei-
nem anderen Referenzgen untersucht werden. Ein anderer Ansatz ware, jeweils zwei
Proben aus jeder Stufe eines Patienten zu nehmen, eine der Proben als FFT zu unter-
suchen und die andere als FFPE. Dadurch kénnte die Vergleichbarkeit der Untersu-

chungsmethoden besser untersucht werden.

Obwonhl in unserer Studie lediglich eine signifikante Korrelation von OCT1 mit der Ent-
ziindungsaktivitat vorlag erscheint eine weitere Untersuchung dieser Wechselwirkung
an einem groéReren Kollektiv mit Untersuchung von FFT lohnend. Eventuell ware es
dabei aufschlussreich, innerhalb einer Stufe eines Patienten jeweils eine entziindete
und entziindungsfreie Probe zu enthehmen, um sie auf die OCT-Expressionen zu un-
tersuchen. Das konnte den Einfluss mdglicher interindividueller Unterschiede der Ex-
pression durch kollektive Untersuchung verschiedener Mengen an entziindetem und

gesundem Gewebe verringern.

Obwonhl nicht von uns als Fragestellung konzipiert, fiel bei den Berechnungen der
Hauptfragestellung auf, dass die OCT-Expressionen innerhalb eines Darmabschnitts
in beiden Kollektiven fast durchgéngig korrelieren. Die OCT1 korrelierten mit den
OCT2- und OCT3-Expressionen in fast allen FFT-Proben positiv (OCT1 im Ileum kor-
relierte nicht mit OCT2 im lleum). Die OCT2-Werte korrelierten wiederum in den FFT-
und FFPE-Proben mit den OCT3-Werten negativ (auf3er im lleum und linken Kolon der
FFT-Proben). Diese Zusammenhange kdnnten in weiteren Studien genauer untersucht
werden. Wirden sich die Korrelationen bestatigen, wére dies ein interessanter Ansatz
um von nur einer OCT-Messung auf die anderen OCT-Werte riickschlieRen zu kdnnen

und kdnnte so Aufwand und Kosten solcher Messungen reduzieren.
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Nebenfragestellung 1: Gibt es einen signifikanten Unterschied in der OCT1/2/3-Ex-
pression innerhalb der Gruppen MC/CU/Kontrolle?

In der ersten Nebenfragestellung sollte untersucht werden, ob signifikante Unter-
schiede in der Gesamtexpression der drei OCT-Kanéle zwischen den MC-, CU- und
Kontrollpatienten vorliegen. Im FFT-Kollektiv zeigte sich dies fur die mittlere Expression
von OCT1 und 3. Fur beide Kanéle ist laut dem Median die Expression in den Kontroll-
gruppen am hdchsten. Die Reduktion der Expression bei MC betragt fir OCT1 55,8 %
und fur OCT3 53,1 %, bei CU fir OCT1 64,9 % und fur OCT3 58,9 %. Heise et al. und
Lautem et al. haben in ihren Studien ebenso eine Herunterregulation von OCT1 und
OCT3 in HCC- und CCC-Gewebe, im Vergleich zum umgebenden gesunden Gewebe,
messen kdnnen, wobei der Effekt in diesem Gewebe noch hoéher ausfiel. Bei HCC
zeigte sich eine Herunterregulation von OCT1 um das 2,3-fache und um das 1,2-fache
fur OCT3. Bei CCA lag die Reduktion fiir OCT1 bei 99,7 % und fir OCT3 bei 94,4 %
im Vergleich zu gesundem Gewebe. In beiden dieser Studien wurden die molekularge-
netischen Untersuchungen vergleichbar zu unseren durchgefiihrt. Die deutlich erhdhte
Herunterregulation kénnte ein gewebsspezifischer Effekt der OCT-Expression sein. Es
wurden in diesen Studien nur OCT1 und OCT3 untersucht, beides Kanale, die in der
Leber am héchsten exprimiert sind. Dadurch kdnnte ein messbarer Effekt deutlicher
werden. Zum anderen wird in Nebenfragestellung 1 die Gesamtexpression aller Stufen
einer Gruppe verglichen, welche entziindete sowie nicht entziindete Areale beinhalten.
Das Ergebnis gibt also nur eine Aussage lber den Vergleich der Gesamtexpression in
den drei Gruppen. Zur besseren Vergleichbarkeit miisste man entziindete Areale mit
einem nicht entziindeten Areal aus dem gleichen Darmabschnitt eines CED-Patienten

gegenlberstellen.

Die starkere Herunterregulation in HCC- und CCC-Gewebe kdnnte auch ein tumorspe-
zifischer Effekt sein. In der Studie von Hilgendorf et al. konnte jedoch in keinem Darm-
abschnitt eine Herunterregulation von OCT1 in Kolonkarzinom-Gewebe im Vergleich
zu gesundem Kolongewebe nachgewiesen werden, was wiederum eher gegen einen
reinen Einfluss von Kanzerogenitat auf die Herunterregulation von OCT sprechen
wuirde (Hilgendorf et al., 2007).

Zudem muss beim Vergleich der hier vorliegenden Studie mit den Studien von Heise
et al. und Lautem et al. die weiter oben beschriebenen, unterschiedlich starke Expres-
sion von GAPDH als Referenzgen in den verschiedenen Gewebetypen und Pathome-

chanismen der Zellstérung beachtet werden (Heise et al., 2012, Lautem et al., 2013).
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Bei den FFPE-Proben zeigte sich fur OCT2 und 3 ebenso kein statistisch bedeutsamer
Unterschied zwischen den drei Gruppen. Dieser Unterschied zu den FFT-Proben
konnte erneut darauf hinweisen, dass sich die Untersuchung an paraffinierten Proben

nicht fir dieses Studiendesign eignet.

Nebenfragestellung 2: Gibt es einen signifikanten Unterschied in der OCT1/2/3-Ex-

pression innerhalb der vier Darmabschnitte?

In dieser Fragestellung sollte untersucht werden, ob es einen signifikanten Unterschied
in der Gesamtexpression der OCT zwischen den vier Darmabschnitten terminalem
lleum, rechtem Kolon, linkem Kolon und Rektum gibt. Einen solchen signifikanten Un-
terschied konnte fir die FFT-Proben nicht gezeigt werden. Es ist jedoch zu beachten,
dass wir zeigen konnten, dass signifikante Unterschiede in der OCT-Expression zwi-
schen MC, CU und den Kontrollen vorliegen. Da die Zusammensetzung der drei Grup-
pen in den vier Darmlokalisationen nicht gleich ist, kann folglich keine valide Aussage
Uber Unterschiede in der Gesamtexpression gemacht werden. Zudem gab es bei den
FFT-Proben nur 10 Patienten, bei denen in allen Stufen alle drei OCT exprimiert wur-
den, es ist also eine sehr kleine Stichprobe. Es ware sicherlich sinnvoll, diese Frage-
stellung in einer grélReren Stichprobe zu wiederholen und dann die Berechnung fir

MC,CU und Kontrollen getrennt durchzufthren.

Im FFPE-Kollektiv zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied von OCT2 innerhalb
der Darmabschnitte. Bei den 36 Probanden, bei denen in allen Stufen eine OCT2-Ex-
pression gemessen werden konnte, zeigte die Bonferroni-korrigierte Signifikanz, dass
im Rektum signifikant weniger OCT2 als im rechten Kolon exprimiert werden (p<0,01).
Die héchste Expression war im lleum messbar. Dass die Mediane von OCT1 100-fach
hoher im FFPE- als im FFT-Kollektiv liegen, zeigt erneut den groRen Einfluss der Ge-
webegewinnungsmethode auf die Ergebnisse auf. Zudem ist im FFPE-Kollektiv OCT3
am niedrigsten im rechten Kolon und am hdchsten im Rektum exprimiert. Somit ist die
OCT2-Expression im lleum und die OCT3-Expression im Rektum in den beiden Grup-
pen gegenlaufig, bei den FFT-Proben sind es die jeweilig niedrigsten Werte und bei
den FFPE-Proben die héchsten.

Der Vergleich mit anderen Studien ist nicht einfach, da es kaum Studien gibt, welche
die OCT-Expression in unterschiedlichen Darmstufen untersucht und verglichen ha-
ben. Ballestero et al. wiesen eine signifikant hohere Expression von OCT1 im Dinn-
darm im Vergleich zum Dickdarm nach. Dies ist das Gegenteil der Ergebnisse, die im
Rahmen dieser Arbeit enthalten wurden, da OCT1 in den FFT-Proben im terminalen

lleum am niedrigsten exprimiert ist. Jedoch verwendete Ballestero et al. 18sRNA als
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Referenzgen, anstelle von GAPDH, und die Gewebeproben von Ballestero stammen

aus Kolonkarzinom- und Kolonpolypen-Gewebe (Ballestero et al., 2006).

Hilgendorf et al. konnten bei OCT3-Messungen im Darm lediglich im Dunndarm eine
Expression nachweisen. Im FFT-Kollektiv war auch der hier vorliegenden Studie die
Expression hier am hochsten, jedoch konnte auch in den Dickdarmproben OCT3-Ex-
pressionen gemessen werden. Im FFPE-Kollektiv war OCT3 im lleum am niedrigsten
exprimiert, es zeigen sich also wieder kontroverse Ergebnisse zwischen den FFT- und
FFPE-Kollektiven. Hilgendorf et al. verwendeten jedoch Cyclophilin A und MVP als Re-
ferenzgen, zudem waren die Stichproben mit finf Jejunum-Proben von flnf Patienten

und vier Kolonproben von vier Patienten sehr klein (Hilgendorf et al., 2007).

Zhang et al., Gorboulev et al. und Hilgendorf et al. konnten fir die humane OCT1-
Expression keinen signifikanten Expressionsunterschied innerhalb der Darmabschnitte
messen, dies entspricht den hier vorliegenden Ergebnissen der FFT-Proben obwohl
die ersten beiden genannten Studiengruppen einen Northern Blot anstelle einer gPCR
nutzten (Zhang et al., 1997, Gorboulev et al., 1997, Hilgendorf et al., 2007).

Wie zuvor erlautert, zeigten Barber et al. signifikante Expressionsunterscheide von
GAPDH zwischen den Darmabschnitten. Wenn dies auch flr unsere Studie gelten
wurde, wirde dies GAPDH als Referenzgen zur Untersuchung von signifikanten Un-

terschieden zwischen Darmabschnitten unbrauchbar machen (Barber et al., 2005).

Nebenfragestellung 3: Korreliert die OCT1/2/3-Expression mit der Schwere des en-

doskopischen Befunds?

Es wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der Expression der drei
OCT und dem endoskopischen Befund gibt. Die Ergebnisse zeigen, dass dies weder
bei den FFT-Proben noch den FFPE-Proben im signifikanten Mal3e der Fall ist. Was
jedoch, insbesondere bei dem FFT-Probenkollektiv auffallt, ist, dass in allen Stufen alle
OCT, abgesehen von OCT im lleum negativ mit dem endoskopischen Befund korrelie-
ren. Dies ahnelt den Ergebnissen der ersten Fragestellung, bei der die OCT bei héherer
Entzindungsaktivitat fast alle herunter exprimiert waren, jedoch nur bei OCT2 im rech-
ten Kolon im signifikanten MalR3e. Dies stellt ein Indiz daftr dar, dass bei h6herer Krank-
heitsaktivitat von CED, OCT herunter exprimiert sein kdnnten. Zudem ist es ein Hinweis
darauf, dass sich die verwendeten Scores, CDEIS und Mayo, fir das Studiendesign
eignen. Es ware jedoch interessant, die Fragestellungen mit Verwendung anderer en-
doskopischer Scores zu wiederholen und zu untersuchen, ob dies einen Einfluss auf
das Ergebnis hat. In dieser Arbeit wurde CDEIS verwendet, weil es ein validiertes und

haufig in Studien verwendeter Score ist (Annese et al., 2013). Es wurde allerdings der
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Score anhand eines vom Untersucher verfassten FlieRtext-Befunds angewendet, in
weiteren Studien sollte der durchfihrende Untersucher im Anschluss der Koloskopie

selbst den CDEIS-Score errechnen, um die Vergleichbarkeit von Befunden zu erhéhen.

Die FFPE-Proben zeigen gleichermalRen positive und negative Korrelationskoeffizien-
ten ohne Signifikanz; wie in den Fragestellungen zuvor lasst sich hier keine Tendenz

ableiten, was die Nutzung von FFPE-Proben fir dieses Studiendesign in Frage stellt.

Nebenfragestellung 4: Gibt es einen Zusammenhang von OCT1, 2 und 3 mit der
Schwere der Erkrankung, dem Alter, dem Geschlecht und den Entziindungsparame-
tern CRP und Calprotectin?

Es sollte untersucht werden, ob die OCT-Expression mit den demographischen Vari-
ablen Alter und Geschlecht, der Schwere der Erkrankung und den beiden Entzilin-
dungsparametern CRP und Calprotectin korreliert.

Im FFT-Probenkollektiv zeigte sich dabei, dass lediglich der OCT2-Mittelwert aller Pro-
banden mit dem Geschlecht korreliert, néamlich in der Hinsicht, dass bei Frauen insge-
samt héhere OCT2-Werte vorliegen (r=0,48, p<0,01). Dies steht im Kontrast zu Ergeb-
nissen von Koepsell et al., die eine vermehrte Expression von renalem OCT2 bei Méan-
nern beschreiben (Koepsell and Endou, 2004). Fir die anderen Variablen zeigen sich
keine signifikante Korrelationen, jedoch zeigt sich fur die Schwere der Erkrankung,
CRP und Calprotectin einen Hang zu negativen Korrelationen, wenn auch keine signi-
fikanten, mit den Mittelwerten von OCT1 und 3. Dies ist eine Beobachtung die zu dem
Ergebnis der ersten Nebenfragestellung passt, in der gezeigt werden konnte, dass die

Expression von OCT1 und 3 in der gesunden Kontrollgruppe am héchsten ist.

Wenn man die These postuliert, dass bei Entziindung OCT geringer exprimiert sind
und bei Entzindung der CRP- und Calprotectin-Wert erhdht, entsteht die Annahme,
dass bei hohem CRP und Calprotectin OCT minderexprimiert sein mussten, welches
hier jedoch nur fur CRP und OCT3 signifikant (r=-0,34, p=0,03) in den FFPE-Proben
gezeigt werden konnte. Fur Calprotectin wird nur eine entsprechende Tendenz darge-
stellt, jedoch liegen keine weiteren signifikanten Korrelationen in den FFPE-Proben vor.
Eine Ursache hierfiur kdnnte sein, dass die Laborwerte vor allem bei milden und mode-
raten Krankheitsverlaufen normal ausfallen und der CRP-Anstieg bei Patienten mit CU
geringer ausfallen kann als bei MC (Fagan et al., 1982). Solem et al. untersuchten
zudem die Korrelation von CRP mit der histologischen Entziindungsaktivitt und konnte
keinen Zusammenhang nachweisen (Solem et al., 2005). Daher wurde in dieser Arbeit
untersucht, ob die Entziindungsparameter mit anderen klinischen Parametern korrelie-

ren, um einen Hinweis auf deren Qualitat und Aussagekraft zu geben.
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Nebenfragestellung 5: Gibt es einen Zusammenhang der Entzindungsparametern
CRP und Calprotectin mit den klinischen Parametern Gesamt-Entzindliche Aktivitat
(GesEntzAkt), Gesamt-Endoskopischer Befund (GesEndoBef) und der Gesamt-
Schwere der Erkrankung (GesSdE)?

Es wurde untersucht, ob CRP und Calprotectin mit den klinischen Parametern histolo-
gische Entziindungsaktivitdt, endoskopischen Befund oder Schwere der Erkrankung

korreliert.

Fur die FFT-Proben konnte gezeigt werden, dass CRP und Calprotectin mit allen drei
Parametern positiv korrelieren: mit der histologischen Entztindungsaktivitat (CRP:
r=0,42, p<0,05; Calprotectin: r=0,679, p<0,05) mit dem endoskopischen Befund (CRP:
r=0,625, p<0,01; Calprotectin: r=0,937, p<0,01) und der Schwere der Erkrankung
(CRP: r=0,665, p<0,01; Calprotectin: r=0,824, p<0,01). Dies lasst darauf schlieRen,
dass die Einschatzung der klinischen Parameter mithilfe der angewendeten Scores ge-
lungen ist und die CRP- und Calprotectin-Werte im zeitlich ausreichend nahen Bezug
zum klinischen Einschatzungszeitpunkt erhoben wurden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
decken sich mit den Ergebnissen von Solem et al., deren Studie ergab, dass sich CRP-
Werte zur Abschatzung der klinischen (SAE) und endoskopischen Krankheitsaktivitat
eignen (Solem et al., 2005). Fagan et al. kamen in ihrer Studie hingegen zum Ergebnis,
dass nur bei einem Drittel der MC-Patienten der CRP-Wert mit der histologischen
Krankheitsaktivitat korreliert (Fagan et al., 1982). Auch bei Solem et al. deckte sich der
CRP-Wert nicht mit der histologischen Aktivitat und unsere Ergebnisse bestétigen dies
(Solem et al., 2005). Dies kdnnte eine Erklarung dafir sein weshalb, im Kontrast zu
den FFT-Proben, bei den FFPE-Proben keine signifikanten Korrelationen der Entziin-
dungsparameter mit den klinischen Parametern vorliegen. Einen Effekt kénnte zudem
gehabt haben, dass die FFPE-Proben ein bis drei Jahre vor den FFT-Proben gewon-
nen wurden, was bedeutet, dass durch eine Rotation in der Belegschaft andere Arzte
die Endoskopie durchgefihrt, den Befund im System beschrieben und die Anamnese
der Patienten durchgefihrt und andere Pathologen die histologischen Befunde be-
schrieben haben. In Tabelle 6 ist ersichtlich, dass die Endoskopien der FFT-Probanden
nur von drei verschiedenen Arzten durchgefihrt wurden, die der FFPE-Probanden
(Tab. 7) jedoch von neun Arzten. Dies, in Kombination mit der Tatsache, dass die En-
doskopie-Befunde zwar mit gewissen Mindeststandards dokumentiert, jedoch nicht
vom Untersucher im Rahmen eines einheitlichen Scores festgehalten wurden, lasst
vermuten, dass gleiche Befunde interindividuell unterschiedlich bewertet wurden und
hier zu den fehlenden Korrelationen beigetragen haben kdénnten. Laut Langhorst et al.

eignet sich zudem Lactoferrin, besser als Calprotectin, zur Abschatzung der
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Krankheitsaktivitat bei CU (Langhorst et al., 2008). Lactoferrin wird von der Universi-
tatsmedizin Mainz nur in Einzelfallen erhoben, und konnte daher nicht in dieser Studie
untersucht werden. Bei Konzeption einer nachfolgenden Studie sollte dies jedoch er-
wogen werden. Einen weiteren Einfluss kénnte die Tatsache gehabt haben, dass die
Werte fiir Calprotectin und CRP nicht immer am selben Tag der Endoskopie erhoben
wurden, sondern oft im Rahmen von Vorstellungen in der Crohn-/Colitis-Ambulanz, ei-
nige Wochen vor dem terminierten Endoskopie-Termin. Bei Planung einer Folgestudie
konnte evaluiert werden, welches der maximale Abstand zwischen den Laboruntersu-

chungen und der Endoskopie sein sollte.

Nebenfragestellung 6: Gibt es einen Zusammenhang der Entzindungsparameter
CRP und Calprotectin?

Um die erhobenen Parameter weitergehend auf ihre Aussagekraft zu untersuchen,
wurde Uberprft, ob es eine Korrelation zwischen den CRP- und den Calprotectinwer-
ten gibt. Anzunehmen ware eine positive Korrelation, da sich beide Werte bei Erh6hung
als verlassliche Marker fir die Entziindungsaktivitat in CED etabliert haben. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass CRP mit Calprotectin im FFT-Probenkollektiv positiv korreliert
(r=0,752, p<0,05). Es scheint, dass beide Werte in diesem Kollektiv im ausreichend

nahen Bezug zueinander erhoben wurden.

Im Gegensatz dazu zeigt sich im FFPE-Probenkollektiv erneut keine Signifikanz. Dies
lasst vermuten, dass die Werte zueinander nicht zeithah genug gewonnen wurden und
daher eine oder beide Werte nicht sehr aussagekréaftig sind. Zudem lag das Problem
vor, dass nur bei zehn der 46 Patienten Calprotectin-Werte im Abstand von vier Wo-
chen zu den endoskopischen Befunden gemessen wurden und bei Patienten aus der

Kontrollgruppe kein Calprotectin-Wert erhoben wurde.

Nebenfragestellung 7: Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Schwere der Er-
krankung und der endoskopischen Gesamtaktivitat, der Schwere der Erkrankung und
der histologischen Gesamtaktivitat sowie zwischen der endoskopischen und der histo-

logischen Aktivitat?

In dieser Fragestellung sollte untersucht werden, ob die klinischen Parameter mitei-
nander korrelieren, also die SAE mit der endoskopischen Aktivitat, die SAE mit der his-
tologischen Aktivitat und die endoskopische mit der histologischen Aktivitat. Damit
sollte Gberprift werden, ob die gewahlten Bewertungssysteme fiir die Einschatzung

der klinischen Parameter geeignet sind und ob sie richtig angewendet wurden.
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Die Ergebnisse zeigen, dass dies Uber alle Parameter und fur Frisch- und Pathologie-

proben der Fall ist und die Korrelationen alle auf dem 0,01-Niveau signifikant sind.

Kucharzik et al. fanden ebenso, dass bei CU die klinische Symptomatik (SAE) und der
endoskopische Befund gut korrelieren (Kucharzik, 2019). Florén et al. beschrieben je-
doch, dass die histologische Entziindungsaktivitéat bei CU endoskopisch haufig unter-
schatzt wird (Florén et al., 1987). Dies scheint in der hier vorliegenden Studie jedoch

nicht im signifikanten Maf3e ins Gewicht gefallen zu sein.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse unserer Fragestellung, dass die Qualitat der drei kli-
nischen Parameter ausreichend gut zu sein scheint und sich fur diese Studie eignen,
was im Kontrast zur Nebenfragestellung 5 zu stehen scheint, in der die Qualitat der
klinischen Parameter in Frage gestellt wurde. In Anbetracht beider Untersuchungen
konnte die Erhebung der CRP-Werte und deren Qualitat starker ins Gewicht fallen als

die der klinischen Parameter.

In der folgenden Tabelle 55 werden die Ergebnisse der Hypothesenprifung noch ein-

mal zusammengefasst dargestellt.
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Tab. 55: Zusammenfassung der Hypothesenprifung

H: Korreliert die Expression von QCT1/2/3 in den jeweiligen
Darmabschnitten mit der dortigen histologischen
Entzindungsaktivitat?

Bedeutung

N1: Gibt es einen signifikanten Unterschied in der OCT1/2/3-
Expression innerhalb der Gruppen MCG/CU/Kontrolle?

-FFT: Die OCT1-Expression im rechten Kolon
korreliert mit der dortigen Entziindungsaktivitat.

N2: Gibt es einen signifikanten Unterschied in der OCT1/2/3-
Expression innerhalb der vier Darmabschnitte?

-FFT: OCT1 und 3 in CED signifikant
herunterreguliert im Vergleich zu Kontrollen.

N3: Korreliert die OCT1/2/3-Expression mit der Schwere des
endoskopischen Befunds?

-FFPE: OCT2 im Rektum signifikant
minderexprimiert im Vergleich zum rechten Kolon.

N4: Gibt es einen Zusammenhang von OCT1, 2 und 3 mit der
Schwere der Erkrankung, dem Alter, dem Geschlecht und den
Entziindungsparametern CRP und Calprotectin?

-FFT und FFPE: Keine signifikante Korrelation
von OCT mit endoskopischem Befund.

N5: Gibt es einen Zusammenhang der Entziindungs-parametern
CRP und Calprotectin mit den klinischen Parametern Gesamit-
Entziindliche Aktivitat (GesEntzAkt), Gesamt-Endoskopischer
Befund (GesEndoBef) und der Gesamt-Schwere der Erkrankung
(GesSdE)?

-FFT: héhere OCT2-Expression bei Frauen als
bei Mannem.

-FFPE: Minderexpression von OCT3 bei Anstieg
des CRP-Werts.

N6: Gibt es einen Zusammenhang der Entziindungsparameter
CRP und Calprotectin?

-FFT: CRP und Calprotectin korrelieren positiv mit
entziindlicher Aktivitdt, SdE und endoskopischem
Befund.

N7: Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Schwere der

Erkrankung und der endoskopischen Gesamtaktivitat, der Schwere

der Erkrankung und der histologischen Gesamtaktivitat sowie
Zwischen der endoskopischen und der histologischen Aktivitat?

-FFT: CRP und Calprotectin korrelieren positiv
miteinander.

-FFT und FFPE: Die entzindliche Aktivitat, SdE
und der endoskopische Befund karrelieren positiv
miteinander.

MNullhypothese abgelehnt, Alternativhypothese angenommen

Mullhypothese angenommen, Alternativhypothese abgelehnt
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6. Zusammenfassung

In dieser Studie wurde die Expression der organischen Kationentransporter (organic cation
transporter) OCT1, 2 und 3 in den vier Darmabschnitten terminales lleum, rechtes Kolon,
linkes Kolon und Rektum per quantitativer Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (real-time
gPCR) in eingefrorenen Frischproben sowie in paraffinierten Pathologieproben gemessen.
Die 31 Frischproben wurden wahrend Routinekoloskopien gewonnen,die 46 Pathologiepro-
ben wurden retrospektiv von der Gewebebank der Universitatsklinikum Mainz bereitgestellit.
Die Untersuchungen wurden an drei Kollektiven durchgefthrt, fir Morbus-Crohn-Patienten

(MC), Caolitis-ulcerosa-Patienten (CU) und Darmgesunde als Kontrolle (Ko).

Im Unterschied zu vorhergegangen Studien zeigten die Messungen an den FFT-Proben,

dass OCT2 in allen Darmabschnitten starker exprimiert ist als OCTL1.

Die Untersuchung hinsichtlich unserer Hauptfragestellung ergab, dass eine Korrelation zwi-
schen OCT1 und der histopathologischen Entziindungsaktivitat im rechten Kolon vorliegt.
Zudem lagen fir die anderen OCT und Darmstufen trotz mangelnder Signifikanz haupt-
sachlich negative Korrelationen der OCT-Expressionsstarke und Entziindungsaktivitat vor.
Passend dazu zeigte sich fir OCT1 und 3 eine signifikant verminderte Expression bei MC

und CU im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Bei den Berrechnungen zeigten sich viele Korrelationen zwischen den OCT-Werten in den
einzelnen Darmabschnitten. Dieser Zusammenhang kdnnte in einer weiteren Studie ge-
nauer untersucht werden und wirde bei Vorliegen eines Zusammenhangs interessante
Moglichkeiten fur wissenschaftliche Studien und einer moglichen Rolle eines OCT-Wertes

als Marker fir die anderen OCT eroffnen.

Weitere statistische Untersuchungen zeigten, dass bei Frauen signifikant hdhere OCT2-
Werte vorlagen. Ein solcher Unterschied wurde bisher fir den Darm noch nicht beschrieben

und kdnnte Gegenstand genauerer Untersuchung in zukinftigen Studien sein.

In dieser Arbeit wurde herausgestellt wie die Wahl des Referenzgens und der Probenart
Auswirkungen auf das Ergebnis haben kénnen und zeigt dadurch Wege fir neue Studien-
planungen in diesem Bereich auf. Beispielsweise sollte in weiteren Studien Frischproben
Pathologieproben vorgezogen werden. Unsere Ergebnisse zeigen zudem, dass sich bei
OCT-Expressionsanalysen in FFT die Technik der gPCR gut eignet und in weiterfihrenden
Studien wieder verwendet werden kann. In nachfolgenden Studien sollte jedoch erwogen
statt lediglich GAPDH, eine der Kombinationen RPS23/PPIA, PGK1/MRPL19 oder
PPIA/RPLPO zu verwenden und eventuell zusétzlich GAPDH, um dessen Eignung fur CED-

Studien erneut zu Uberprifen.
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In einer nachfolgenden Studie sollte zudem die Anzahl der Untersucher, die die Endosko-
pie durchfuhren, eingegrenzt werden, um interindividuelle Unterschiede der Befundung zu
verringern und der Befund nicht nur im Fliel3text, sondern vom Untersucher im Anschluss

der Koloskopie auch als Score (bspw. CDEIS und Mayo) festgehalten werden.

In einer weiteren Studie kénnte eine immunhistochemische Untersuchung durchgefihrt

werden, um die Unterschiede der Expressionsmuster und Transporter-Lokalisationen ge-
nauer darzustellen. Zudem ware eine Untersuchung auf die Funktion der OCT im entzin-
deten Gewebe und das Aufnahmeverhalten verschiedener Medikamente im Vergleich zu

gesundem Gewebe interessant.

All diese Ansatze fur weiterfihrende Studien kénnten so zu einer Verbesserung der Diag-

nostik- und Therapiemdglichkeiten von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa fuhren.
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7.

Abbildungsanhang

a) CDAI-Score (Best et al., 1976)

Xz

LS !

X

Xg

Xg

&

Daye: 1234567 Factor

Number of liquid or

very soft stools IIrm O o« @

Abdominal pain
rating (O=none,
l=mild, 2=moderate,

s-severe) (IO O« s

General well-being
(O=genl,well, l=sl,
under par, £=poor,

vopoor, weterriie) ([T [OIJ = 7

Number of 6 listed categories patient now has: D x 20
Underline the specific items:

1) Arthritis/arthralgia

2) Iritis/uveitis

3) Erythema nodosum/pyoderma gangrenosum/aphthous stomatitis
4) Anal fissure, fistula, or abscess

5) Other fistula

6) Fever over 100°F during past week

Taking Lomotil/opiates for diarrhea

(0 = no, 1= yes) D x 30
Abdominal mass (0O = none,
2 = questionable, 5 = definite) O x 10
Males: (47 - crit) Subtotal:
Hematoerit: ED Females: (L2 - crit) x 6
Add or subtract accord. sign:

Body weight: ([ 1] Standard weiEI : 11

Indicate Units (l=lbs., 2=kgms)
Percent below standard weight (nomogram): x 1

Add (underweight) or subtract (overweight) by
sign, to give Crohn's Disease Activity Index, CDAI
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b) CDEIS-Score (Mary and Modigliani, 1989)

Table 6 Format for calculation of the Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity (CDEIS) shown with an example

Rectum Sigmoid and | Transverse Right colon lleum
left colon colon
Deep ulceration quote 12 if present in the segment 0 + 0 + 12 + 0 + /] =
0 if absent
Superficial ulceration quote 6 if present in the segment 0 + 0 + 6 + 6 + ) =
0 if absent L | | |
Surface involved by the di ed incm*® 00 + 2.0 + 80 + 60 + [/ =
1 |
Ulcerated surface measured in cm* 00 + 00 + 60 + 15 + / =
1 1 | |

Total 1 + Total 2 + Total 3 + Total 4 =

Number (n) of segments totally or partially explored (1-5)

Total A divided by n
Quote 3 if ulcerated stenosis anywhere, 0 if not

Quote 3 if non ulcerated stenosis anywhere, 0 if not

TotalB+C+D

+ for partially explored segments and for the ileum, the 10cm linear

scale represents the surface effectively explored

12

12

16-0

149

Total 1

Total 2

Total 3

Total 4

Total A

n

Total B

c

D

CDEIS

*For partially explored segments and for the ileum, the 10 cm linear scale represents the surface effectively explored.

The findings at this colonoscopy are as follows:
(a) normal rectum:

(b) presence of non-ulcerative lesions involving 20% of the sigmoid and left colon area:

(c) 80% of the transverse colon area was diseased including superficial and deep ulcerations: the ulcerations represent 60% of the segment

surface:

(d) the right colon was incompletely explored. due to a non ulcerated stenosis, 60% of the explored right colon was diseased. 15% being

accounted for by superficial ulcerations:
(e) ileum was not reached.
No ulcerated stenosis was seen anywhere.
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8. Kooperationspartner

1. Bereitstellung paraffinierter Pathologieproben durch die Gewebe-Biobank der Uni-
versitatsmedizin Mainz

2. Histopathologische Befundung der Biopsien durch das Institut fiir Pathologie, Uni-

versitatsmedizin Mainz
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