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1 Einleitung

1 Einleitung

Azathioprin wurde 1957 von Gertrude B. Elion und George H. Hitchings entwickelt
(Hitchings und Elion, 1962, Abbildung 1.1). Die Vorgéngersubstanz, 6-Mercaptopurin,
erwies sich als ein wirksames Medikament gegen die akute Leukimie im Kindesalter.
Aufgrund der Tatsache, dass 6-Mercaptopurin zum gréfsten Teil durch das Enzym
Xanthinoxidase abgebaut wird, bevor ein therapeutischer Effekt erreicht werden kann,
wurde Azathioprin als Prodrug von 6-Mercaptopurin synthetisiert (Elion, 1993).

Erste klinische Studien brachten zunichst enttduschende Resultate. 1961 jedoch ver-
glichen Nathan und Hitchings in einer Studie 29 verschiedene Substanzen beziiglich
ihrer Fahigkeit, die Hamagglutinationsreaktion in M&usen, denen Erythrozyten von
Schafen injiziert wurden, zu inhibieren (Nathan et al., 1961). Azathioprin erwies sich
in dieser Studie als das effektivste Medikament. 1988 erhielten Elion und Hitchings
zusammen mit James Whyte Black den Nobelpreis fiir ihre Arbeiten.

Sir Roy Calne, der britische Pionier der Transplantationschirurgie, fiihrte Azathioprin
in die klinische Praxis zur Behandlung nierentransplantierter Patienten ein (Calne
etal.,|1962). Azathioprin galt als nebenwirkungsérmer als sein Vorgénger 6-Mercap-
topurin und sollte dieses ersetzen. Lange Jahre stellte Azathioprin zusammen mit
Glukokortikoiden das wichtigste und wirksamste Medikament zur Immunsuppression
nierentransplantierter Patienten dar, bis es 1978 von Ciclosporin, ebenfalls durch Cal-
ne eingefiihrt, abgeldst wurde. In den 60er Jahren gab es erste kontrollierte Studien
iiber den Einsatz von Azathioprin bei Morbus Crohn mit teilweise vielversprechenden
Ergebnissen (Brooke et al.,[1969). Bowen untersuchte 1966 erstmals in einer Studie die
Wirkung von Azathioprin an Patienten mit Colitis ulcerosa, wobei sich bei acht von
zehn Patienten eine klinische Besserung zeigte. Die Aussagekraft war jedoch bei gerin-
ger Fallzahl und kurzer Einnahmedauer begrenzt (Bowen et al., [1966). In den darauf
folgenden Jahren verschaffte sich Azathioprin auch in der Therapie anderer FErkran-
kungen mit vornehmlich immunologischer Genese wie rheumatoider Arthritis (Mason
et al.,|1969), Lupus erythematodes, Multipler Sklerose (Mertin et al.,|1982; Ring et al.,
1974), Myasthenia gravis (Palace etal., [1998), Sarkoidose (Miiller-Quernheim et al.,
1999) und Autoimmunhepatitis (Johnson et al., [1995)) einen festen Platz.

Im Bereich der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen folgten weitere Studien:
In der plazebokontrollierten , National Cooperative Crohn’s Disease Study“ konnte
fiir Azathioprin keinerlei Wirksamkeit in der Behandlung des Morbus Crohn nach-
gewiesen werden. Die Behandlungsdauer betrug jedoch lediglich vier Monate bei ei-
ner Azathioprin-Dosierung von 1 mg/kg Korpergewicht (Summers et al., [1979)). Pre-
sent und Korelitz demonstrierten in einer groffen prospektiven Doppelblindstudie
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Abbildung 1.1: Gertrude B. Elion in ihrem Labor und mit ih-
rem Arbeitskollegen George H. Hitchings (Quellen: http://www.achievement.
org/autodoc/photocredit/achievers/eli0-008| und http://www. achievement. org/
autodoc/photocredit/achievers/eli0-024)).

an Morbus Crohn-Patienten die Wirksamkeit von 6-Mercaptopurin: Bei 67 % der
6-Mercaptopurin-behandeten Patienten wversus 8 % der plazebobehandelten Patien-
ten konnte eine klinische Besserung verzeichnet werden (Present et al., [1980).

In den Siebziger und Achtziger Jahren etablierte sich Azathioprin nach und nach
in der Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen. 1993 fiihrten Ewe und
Mitarbeiter eine wichtige Studie an Morbus Crohn-Patienten durch, die den Stellen-
wert von Azathioprin unterstrich. Eine Kombinationstherapie aus Azathioprin plus
Prednisolon zeigte sich in dieser Studie der Monotherapie mit Prednisolon iiberlegen.

Heute wird Azathioprin zur Remissionserhaltung des Morbus Crohn mit chroni-
scher Krankheitsaktivitdt bzw. steroidabhingigem und steroidrefraktirem Verlauf,
bei fistulierendem und stenosierendem Verlauf und bei hdufigen Rezidiven eingesetzt
(Kamm, 2004; Ludwig und Stange, 1999; Pearson et al.,[2000; Sandborn et al., 2000).
Dariiber hinaus stellt es ein wichtiges Instrument der Remissionsinduktion dar (Mc-
Govern und Travis, |2003; Prefontaine et al., 2009a)). Als Erhaltungstherapie nach ful-
minantem Schub und bei chronisch aktivem Verlauf wird Azathioprin auch in der Co-
litis ulcerosa-Therapie verabreicht (Feagan et al., 2000, Hawthorne et al., |1992; Kirk
und Lennard-Jones, [1982]).


http://www.achievement.org/autodoc/photocredit/achievers/eli0-008
http://www.achievement.org/autodoc/photocredit/achievers/eli0-008
http://www.achievement.org/autodoc/photocredit/achievers/eli0-024
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1 Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa bilden die beiden wichtigsten Entitdten der chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen. Im weiteren Sinne fallen auch die kollagene
und lymphozytare Kolitis, die Pouchitis, die Colitis indeterminata, die Colitis cystica
profunda und andere seltenere Erkrankungen unter diesen Begriff.

1.1.1 Morbus Crohn

Morbus Crohn ist eine chronische transmurale Entziindung des Gastrointestinaltrakts,
die generell jeden Abschnitt vom Mund bis zum Anus sowohl segmental als auch
kontinuierlich befallen kann. Die hdufigsten Lokalisationen stellen das terminale Tleum
und das proximale Kolon dar (Baumgart und Sandborn, 2007)).

Die Inzidenz betragt 3,9/100 000/Jahr fiir Stideuropa und 7,0/100 000/ Jahr fiir Nord-
europa, somit scheint ein Nord-Siid-Gefille zu bestehen (Shivananda et al.,|1996)). Fiir
Deutschland wurde eine Pravalenz von 180/100 000 ermittelt (Timmer et al., 1999).
In den USA und in Kanada schwankt die Inzidenz je nach Region zwischen 3,1 und
14,6/100 000/Jahr, wobei sich interessanterweise in beiden Staaten ein Ost-West-
Gradient herauszukristallisieren scheint (Bernstein et al.,[2006; Loftus Jr. et al., 2002;
Nguyen et al., 2007). Die Préavalenz betrégt 174/100 000 (Loftus et al., 2007). In Asi-
en liegt die Inzidenz mit 0,05 bis 5,0/100 000/Jahr deutlich niedriger als in Europa
und Nordamerika, allerdings mit steigender Tendenz. Fiir asiatische Migranten in
Furopa gilt ein &hnliches Risiko fiir die Entstehung eines Morbus Crohn wie fiir die
europaische Bevolkerung (Thia et al., 2008; Yang et al., 2001). Menschen israelitischer
Abstammung (insbesondere Ashkenazi-Juden aus Mitteleuropa) unterliegen einem
erhohten Risiko fiir die Entstehung einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung,
welches unabhéngig vom geographischen Aufenthaltsort zu bestehen scheint (Yang
etal., 1993). Morbus Crohn manifestiert sich vorwiegend im jungen Erwachsenen-
alter: Das mediane Erkrankungsalter betrigt 34 Jahre, die hdchste altersspezifische
Inzidenz liegt bei den 15- bis 24-J&hrigen (Loftus etal., 2007). Fiir Raucher besteht
ein zweifach erhohtes Risiko, an Morbus Crohn zu erkranken (Calkins, 1989)).

Die monatlichen direkten (Arzneimittel, Arztkosten, Krankenhausaufenthalte, chir-
urgische Eingriffe) und indirekten (Arbeitsausfille, Erwerbs- und Berufsunfihigkeit)
Kosten fiir einen Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen beziffern
sich in Deutschland auf ca. 1400 €/Monat fiir Morbus Crohn und 1000 €/Monat fiir
Colitis ulcerosa, wobei etwa 2/3 der Kosten durch die Manifestation im Jugend- oder
frithen Erwachsenenalter den indirekten Aufwendungen zuzuschreiben sind (Résch
etal.,2002; Stark et al.,2006)). Da diese Berechnungen aus der Zeit vor dem vermehr-
ten Einsatz von Biologika stammen, diirften die direkten Kosten in den letzten Jahren
noch einmal angestiegen sein. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen verursachen
somit jahrlich Kosten in Héhe von etwa 3—4 Milliarden €.
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Die Leitsymptome der Erkrankung stellen abdominelle Schmerzen und Diarrhoen dar.
Bei Befall des terminalen Ileum bestehen die Schmerzen typischerweise im rechten Un-
terbauch. Diarrhoen von meist wissrig-schleimiger Konsistenz treten {iber den ganzen
Tag verteilt und auch nachts auf. Fieber, Gewichtsverlust, Andmie und Symptome der
Malabsorption konnen hinzukommen. Peranale Blutungen, welche insbesondere bei
einem Kolon-Befall in Erscheinung treten, sind seltener als bei der Colitis ulcerosa. Im
Gegensatz zur Colitis ulcerosa kann es jedoch zur Entstehung von Fisteln, Abszessen,
Ulzerationen und Fissuren kommen (Baumgart und Sandborn, [2007; Kirsner, |1991).
17 bis 43 % der Patienten leiden an perianalen Fisteln, insbesondere dann, wenn das
Kolon befallen ist. Bei Befall des Rektums betrdgt die Rate an perianalen Fisteln
nahezu 100 % (Schwartz et al., 2001).

Stenosen oder Strikturen entstehen primir durch eine entziindlich bedingte Schleim-
hautschwellung, welche im Verlauf narbig abheilt. Neben narbigen Stenosen unter-
scheidet man entziindliche und gemischt narbig-entziindliche Stenosen (Kratzer et al.,
2002]).

Bei 25 bis 40 % der Patienten ist das terminale Ileum betroffen, bei 15 bis 35 %
das Kolon. 40 bis 55 % weisen einen Befall von terminalem Ileum und Kolon auf.

Die Manifestation im oberen Gastrointestinaltrakt ist mit 5 bis 8 % seltener (Farmer
etal., (1975)).

Generell werden fiir den Morbus Crohn drei Verlaufsformen definiert: Der inaktive,
der akut rezidivierende und der chronisch-aktive Verlauf. Der rezidivierende Verlauf
liegt bei 50 bis 60 % der Patienten vor und ist durch das Auftreten von weniger
als zwei Schiiben pro Jahr gekennzeichnet. Der chronisch-aktive Verlauf zeichnet sich
durch eine persistierende oder rezidivierende Symptomatik iiber mindestens sechs Mo-
nate aus. Er tritt bei 40 bis 50 % der Patienten auf, wobei eine weitere Unterteilung
in steroidabhéngigen und steroidrefraktdren Verlauf moglich ist. Ersterer ist gekenn-
zeichnet durch Rezidive bei Dosisreduktion von Glukokortikoiden, letzterer zeichnet
sich durch mangelndes Ansprechen auf Glukokortikoide aus (Faubion et al., 2001).

In der Wiener Klassifikation wird weiterhin ein penetrierend-fistulierender Verlaufstyp
mit haufigen Fisteln und Abszessen von einem strikturierenden Verlaufstyp mit dem
Auftreten von Stenosen und einem nicht penetrierenden/nicht strikturierenden Ver-
laufstyp unterschieden (Gasche et al., 2000)). Mit 50 % ist die Mehrzahl der Patienten
dem penetrierenden Verlaufstyp zuzuordnen, nur 10 % leiden an einem strikturieren-
den Verlauf und 40 % gehoren keiner der beiden Gruppen an (Cosnes et al., 2002).

Fiir Morbus Crohn lassen sich eine Vielzahl extraintestinaler Manifestationen diffe-
renzieren: Neben den héufig vorkommenden Arthritiden und Arthralgien kann es zu
dermatologischen Symptomen wie Erythema nodosum und Pyoderma gangraenosum,
ebenso wie zu ophthalmologischen Komplikationen mit Uveitis, Iritis oder Skleritis
kommen. Auch Pankreatitiden entstehen gehduft. Die primér sklerosierende Cholan-
gitis manifestiert sich beim Morbus Crohn seltener als bei der Colitis ulcerosa, jedoch
ist das Risiko zu erkranken gréfer, als in der Normalbevolkerung. Etwa ein Drit-
tel der Patienten leidet an einer extraintestinalen Manifestation des Morbus Crohn
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(Greenstein etal., [1976).

Seltene und lebensbedrohliche Komplikationen des Morbus Crohn stellen eine Per-
foration und das toxische Megakolon dar. Letzteres tritt jedoch deutlich seltener in
Erscheinung als bei der Colitis ulcerosa.

Beziiglich der Entstehung eines kolorektalen Karzinoms besteht eine widerspriichliche
Datenlage. Verschiedene populationsbasierte Studien zeigen auf, dass fiir Patienten
mit Morbus Crohn das Risiko fiir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms &hn-
lich hoch ist wie fiir Colitis ulcerosa (Bernstein et al., |2001a; Séderlund et al., |2009).
Eine langjéhrige Krankheitsdauer mit hoher Krankheitsaktivitat sowie ein junges Fr-
krankungsalter scheinen die Entstehung zu begiinstigen, bei einem alleinigen Befall
des Tleums liegt kein erhohtes Risiko vor (Jess et al., [2007). Jedoch wird in anderen
Studien kein vermehrtes Auftreten des kolorektalen Karzinoms postuliert (Munkholm
etal.,1993). Erschwert wird die abschlieftende Beurteilung durch chirurgische Eingrif-
fe am Darm, beispielsweise im Zusammenhang mit Fisteln, Abszessen oder Stenosen.

Ebenso uneinheitlich ist die Datenlage in Bezug auf das Risiko fiir ein Diinndarmkar-
zinom, jedoch gibt es Hinweise, dass auch hier ein erhéhtes Risiko vorliegt, obwohl nur
wenige Studien mit jeweils geringer Fallzahl existieren (Bernstein et al., 2001a)). Ein
gering erhohtes Risiko fiir das Entstehen eines malignen Lymphoms scheint ebenfalls
vorzuliegen (Askling et al., |2005).

Makroskopisch zeigen sich im entziindeten Darm bei Morbus Crohn konfluierende
Ulzerationen, die zu Beginn flach und im Verlauf als tiefe transmurale Fisteln oder
Fissuren imponieren. In diesem Stadium kann man méglicherweise ein sogenanntes
Pflastersteinrelief erkennen. Weiterhin sind Pseudopolypen, perianale Abszesse, Kon-
glomerattumore oder Stenosen zu beobachten. Typischerweise liegt mit den sogenann-
ten skip lesions ein diskontinuierliches Verteilungsmuster vor (Cook und Dixon, |1973;
Price und Morson, [1975)). Histomorphologisch kann es zum Auftreten von epithe-
loidzelligen Granulomen kommen, jedoch gelingt dieser Nachweis nicht immer. Die
Kryptenarchitektur ist destruiert. Es kommt zur Ausbildung einer transmuralen Ent-
ziindung mit Ansammlung von mononukledren Zellen mit lymphoiden Aggregaten.
Weiterhin kann ein Stromaddem mit Lymphangiektasien und Fibrosierungen beste-
hen. Neutrophile Granulozyten finden sich vermehrt, auch Kryptenabszesse kénnen
identifiziert werden. Die Anzahl der Becherzellen kann reduziert sein. Pseudopylori-
sche gastrale Epithel- und Panethzellmetaplasien kénnen ebenfalls vorkommen. Ner-
vale entziindliche Lésionen konnen vorhanden sein (Cook und Dixon, 1973; Jenkins
etal., (1997 Price und Morson, [1975)).

Die chirurgische Intervention ist beim Morbus Crohn bei medikamentds nicht mehr
beherrschbarem Krankheitsverlauf oder Fisteln, Abszessen und Stenosen indiziert.
Die Darmlénge soll so weit wie moglich erhalten bleiben, Darmresektionen sollen da-
her sparsam ausgefiihrt werden (Fazio et al.,|1996). Bei ausgeprégten Resektionen des
Diinndarms mit weniger als 70 cm verbleibendem Diinndarm muss mit einem Kurz-
darmsyndrom mit Malabsorption und -digestion gerechnet werden. Per definitionem
liegt ein Kurzdarmsyndrom jedoch bereits ab einer verbleibenden Diinndarmlinge
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von < 200 c¢cm vor (Buchman, 2006]). Im akuten Schub oder bei entziindlichen Kom-
plikationen wie Abszessen oder Fisteln soll méglichst keine Darmresektion erfolgen.
Die Dignitit von Stenosen sollte geklirt werden, eine Operationsindikation ist bei
suspekter Dignitédt und funktionell relevanten Stenosen gegeben (Partridge und Ho-
din, 2004; Yamamoto etal., [2007). Als Methode der Wahl hat sich fiir medikamen-
tos therapierefraktire und endoskopisch nicht erreichbare Stenosen bis 10 cm Linge
die Strikturoplastik nach Heinecke-Mikulicz etabliert (Yamamoto etal., 2007). Ein
Hauptproblem stellt ein Rezidiv an der Anastomose dar, welches oft erneut einen
chirurgischen Eingriff notwendig macht (Fichera et al., 2006]).

1.1.2 Colitis ulcerosa

Colitis ulcerosa ist eine chronische, sich kontinuierlich ausbreitende Entziindung des
Kolons mit Beginn im Rektum. Das terminale Ileum kann bei einer Backwash-1leitis
befallen sein. Die Entziindung ist auf Mukosa und Submukosa begrenzt.

Die Inzidenz der Colitis ulcerosa liegt deutlich iiber der von Morbus Crohn: Sie betrigt
in Siideuropa 8,7/100 000/Jahr und in Nordeuropa 11,8/100 000/Jahr. Fiir beide Er-
krankungen bemisst sich die Inzidenz fiir Ladnder mit westlichem Lebensstil hoher als
fiir Lander mit geringerem okonomischen Status (Shivananda et al.,|1996). Die Prava-
lenz beziffert sich fiir Colitis ulcerosa in Deutschland auf etwa 108/100 000. Fiir die
USA und Kanada wurde eine Inzidenz von 8,8/100 000/Jahr und eine Pravalenz von
214/100 000 berechnet (Loftus et al., 2007). Fiir den asiatischen Raum wird eine Inzi-
denz zwischen 0,3 und 6,0/100 000/Jahr angegeben, die Privalenz schwankt je nach
Region zwischen 2 und 167/100 000 (Thia et al.,[2008; Yang et al., 2001)). Das mediane
Erkrankungsalter wurde, dhnlich wie beim Morbus Crohn, bei 35 Jahren ermittelt.
Im Gegensatz zu diesem ist jedoch die Altersverteilung jenseits des 35. Lebensjahres
relativ konstant, wihrend sie beim Morbus Crohn steil abfillt (Loftus et al., |2007).
Eine inverse Korrelation von Nikotinkonsum und Colitis ulcerosa ist belegt (Calkins,
1989).

Leitsymptome der Colitis ulcerosa sind blutig-schleimige Diarrhoen und abdominelle
Schmerzen. Weiterhin kénnen Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust, Eiweifmangel und
An#mie Ausdruck der Erkrankung sein (Baumgart und Sandborn, 2007). 95 % der
Patienten weisen einen Befall des Rektums auf, jedoch muss bei 54 % der Patienten
mit einem Fortschreiten der Erkrankung nach proximal innerhalb von 10 Jahren ge-
rechnet werden (Meucci et al., 2000). Typisch ist ein haufiger Drang zur Defikation
in Verbindung mit einem Gefiihl der inkompletten Stuhlentleerung. Es kann zu hohen
Stuhlfrequenzen kommen.

Ahnlich wie der Morbus Crohn kann auch die Colitis ulcerosa entweder rezidivierend
oder chronisch-aktiv verlaufen, dariiber hinaus unterscheidet man bei der Colitis ul-
cerosa noch einen fulminanten bzw. schweren Verlauf (Hyde und Jewell, [1997; Stange
et al., 2006]).
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Auch die Colitis ulcerosa kann sich auferhalb des Darmes manifestieren. Ebenso wie
beim Morbus Crohn kénnen die Gelenke im Sinne einer Arthritis oder Arthralgie be-
fallen sein In Assoziation mit hoher Krankheitsaktivitit kénnen sich eine Stomatitis
aphthosa oder ein Erythema nodosum und selten eine Pyoderma gangraenosum oder
eine Episkleritis manifestieren. Die priméar sklerosierende Cholangitis (PSC) ist eng
mit der Colitis ulcerosa vergesellschaftet. Sie manifestiert sich bei ca. 2 % der Colitis
ulcerosa-Patienten und zwischen 61 und 100 % der Patienten mit PSC leiden gleich-
zeitig an einer Colitis ulcerosa (Bernstein et al., 2001b; Loftus Jr. etal., |1996; Veloso
etal., 1996). Bei etwa der Hilfte der Patienten kann eine Osteopenie diagnostiziert
werden (Bernstein et al., 2003).

Neben einem fulminanten Schub der Colitis ulcerosa kdnnen als weitere Komplika-
tionen ein toxisches Megakolon sowie eine Perforation auftreten. Letztere stellt eine
Indikation zur notfallméfigen Operation dar. Auch im therapierefraktéren fulminan-
ten Schub kann ein chirurgischer Eingriff notwendig werden. Fin toxisches Megakolon
liegt ab einem Durchmesser von > 6 cm im Colon transversum vor und impliziert eine
dringliche Operationsindikation (Latella et al., 2002): Bei therapierefraktirem Verlauf
sollte nach spétestens 72 Stunden eine Operation erfolgen (Berg et al.,|2002).

Makroskopisch bietet die Colitis ulcerosa das Bild einer kontinuierlichen Entziindung,
die im Rektum beginnt und bei einer Backwash-Ileitis bis in das terminale Ileum rei-
chen kann. Das Rektum kann allerdings auch von der Entziindung ausgespart blei-
ben. Die Schleimhaut erscheint samtartig, ist gerdtet, vulnerabel und blutet leicht
auf Kontakt. Das Faltenrelief ist verstrichen. Weiterhin kann man konfluierende ero-
sive und ulzerdse Lisionen und gegebenenfalls Pseudopolypen ausmachen. Diese sind
von sogenannten postentziindlichen Polypen zu differenzieren, welche bei ca. 20 % der
Patienten vorhanden sind. Eine maligne Entartung dieser beiden Polypenarten ist un-
typisch, dennoch wurden Assoziationen zwischen postentziindlichen Polypen und der
Entstehung eines kolorektalen Karzinoms postuliert (Velayos et al., 2006)). Bei star-
ker entziindlicher Aktivitdt konnen sich die Ulzerationen auch bis in die Muskularis
propria erstrecken und selten sind Nekrosen aller Darmwandschichten zu beobachten.
In wenigen Fillen kénnen sich nach Abklingen der entziindlichen Aktivitat Stenosen
oder Strikturen ausbilden (Cook und Dixon, (1973} Price und Morson, [1975)).

Histomorphologisch besteht bei der Colitis ulcerosa eine Entziindung der Mukosa und
Submukosa mit Infiltration von Lymphozyten, Makrophagen, Mastzellen, eosinophi-
len und insbesondere neutrophilen Granulozyten. Das Ausmafs der Infiltration durch
neutrophile Granulozyten korreliert mit der Entziindungsaktivitit. Plasmazellen lie-
gen vermehrt vor. Weiterhin bilden sich Lymphfollikel aus. Es besteht eine Storung der
Kryptenarchitektur mit Entstehung von Kryptenabszessen. Die Anzahl von Becher-
zellen kann vermindert sein. Panethzellmetaplasien kénnen auftreten. Aufgrund di-
latierter Blutkapillaren kénnen Stromaeinblutungen in die Mukosa resultieren. Nach
Abheilung kann eine Schleimhautatrophie mit aufgehobener Haustrierung bestehen
bleiben (Cook und Dixon, 1973; Jenkins et al.,|1997; Price und Morson, |1975)).

Mehrere Studien konstatieren ein erhohtes Risiko fiir das Entstehen eines kolorek-
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talen Karzinoms fiir die Colitis ulcerosa (Bernstein et al., 2001a; Lennard-Jones et al.,
1983; Soderlund et al., 2009). Eaden et al. demonstrierten 2001 in einer Metaanalyse,
welche sich auf 116 Studien stiitzt, dass fiir die Pancolitis ulcerosa nach 10 Jahren ein
kumulatives Karzinomrisiko von 2 %, nach 20 Jahren von 8 % und nach 30 Jahren von
18 % besteht. Die Prévalenz des kolorektalen Karzinoms bei Colitis ulcerosa-Patienten
betrigt 3,7 % (Eaden et al.,|2001). S6derlund beschreibt eine dreifach erhéhte Geféahr-
dung fiir die Colitis ulcerosa im Vergleich zur Normalbevdlkerung, fiir die Pankolitis
liegt ein sechsfach erhohtes Risiko vor. Im Vergleich zur Allgemeinbevilkerung ist
die Wahrscheinlichkeit, an einem kolorektalen Karzinom zu versterben, zweifach er-
hoht (Séderlund et al., 2009)). Eine andere Studie beschreibt fiir Colitis ulcerosa keine
Differenzen fiir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms im Vergleich zur Ge-
samtbevolkerung, fiir die ausgedehnte oder Pankolitis jedoch ein zweifach erhohtes
Risiko (Jess etal., 2006)). Bernstein und Mitarbeiter konstatieren beziiglich des ko-
lorektalen Karzinoms fiir Colitis ulcerosa eine erhdhte Gefdhrdung; ebenso wird ein
erhohtes Risiko fiir das Rektum-Karzinom beschrieben (Bernstein et al., 2001a). Als
Risikofaktoren konnten neben einer anhaltenden grofsflichigen Entziindung eine pri-
maér sklerosierende Cholangitis, eine Backwash-1leitis sowie ein chronisch-aktiver Ver-
lauf fiir mindestens ein Jahr identifiziert werden (Jess et al., 2007)). Einzelne Studien
konnten einen protektiven Effekt einer Medikation mit 5-Aminosalizylséure (5-ASA)
nachweisen (Eaden et al., 2000; Velayos etal., [2006). Die Aufnahme in ein Uberwa-
chungsprogramm mit j&hrlichen endoskopischen Kontrollen wird empfohlen (Connell
etal.,(1994a; Lennard-Jones et al.,|1983)). Hierbei sollte alle 10 cm die Entnahme von
Stufenbiopsien erfolgen (Quadrantenbiopsien alle 10 ¢cm, ab dem Colon sigmoideum al-
le 5 cm), insgesamt sollten mindestens 33 Biopsien entnommen werden (Itzkowitz und
Present, 2005)). Je nach Ausdehnung der Kolitis sollte der Patient zwischen dem 8. und
15. Jahr nach Krankheitsmanifestation in das Uberwachungsprogramm aufgenommen
werden. Beim Vorliegen weiterer Risikofaktoren, wie einem frithen Erkrankungsalter,
einer familidren Disposition beziiglich sporadischer kolorektaler Karzinome oder einer
gleichzeitig bestehenden primér sklerosierenden Cholangitis sollte schon bei Erstdia-
gnose der Erkrankung die Aufnahme in ein Uberwachungsprogramm erwogen werden
(Itzkowitz und Present, 2005).

Indikationen zur notfallméfigen und dringlichen Operationsindikation wurden bereits
erldutert. Ein kolorektales Karzinom, eine hochgradige intraepitheliale Neoplasie, eine
DALM (dysplasia-associated lesion or mass), eine Stenose unklarer Dignitit, ein trotz
immunsuppressiver Therapie schwerer Krankheitsverlauf sowie Wachstumsstérungen
bei Kindern stellen elektive absolute Operationsindikationen dar (Cima und Pem-
berton, 2005). Fiir eine niedriggradige intraepitheliale Neoplasie besteht eine relative
Operationsindikation (Gorfine et al.,2000). Das Verfahren der Wahl ist die restaurati-
ve Proktokolektomie mit ileo-pouch-analer Anastomose und passagerem protektiven
doppelldufigen Tleostoma (loop ileostomy). Auf die Entziindung bezogen erfolgt durch
die Resektion eine Heilung der Colitis ulcerosa. Die Morbiditéit betrigt zwar < 1 %,
jedoch treten postoperative Komplikationen in bis zu 60 % der Falle auf (Fazio et al.,
1995).
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1.1.3 Atiologie und Pathogenese chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen

Bis heute ist die Atiologie von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zu weiten Teilen
ungeklart. Aktuell wird eine multifaktorielle Genese vermutet; ein singuldrer Ausls-
ser konnte bislang nicht ausgemacht werden. Unter anderem konnten Reaktionen auf
Umwelt- und Erndhrungseinfliisse, sozio6konomische Faktoren, Stérungen des Darm-
milieus und eine Dysregulation intestinaler Immunmechanismen eine Rolle spielen,
moglicherweise sind auch psychische und infektitse Faktoren beteiligt.

Zwillingsstudien  Als gesichert anzusehen ist, dass beiden Erkrankungen eine ge-
netische Komponente mit familiirer Hiufung zugrunde liegt. Auch Burrill B. Crohn
entdeckte schon in den Dreiiger Jahren familiire Zusammenhé#nge zwischen Patien-
ten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Die genetische Komponente tritt
beim Morbus Crohn deutlicher in Erscheinung als bei Colitis ulcerosa, was durch Stu-
dien an monozygoten und dizygoten Zwillingen belegt wird (Halfvarson et al., [2003;
Thompson et al.,|1996; Tysk et al., 1988)). Hiernach liegt die Konkordanzrate fiir Mor-
bus Crohn bei monozygoten Zwillingen zwischen 20 und 50 %, wohingegen sie bei
dizygoten Zwillingen weniger als 10 % betrigt. Zu erwarten wire bei einer alleinigen
genetischen Entstehung einer Erkrankung bei monozygoten Zwillingen eine Konfor-
mitit von 100 % und bei dizygoten Zwillingen eine Ubereinstimmung von 50 %. Die
geringere tatsichliche Konkordanzrate deutet auf weitere, extrinsische Entstehungs-
faktoren hin.

Die Studie von Halfvarson zeigt auf, dass auch der Phénotyp der Erkrankung mit
Krankheitslokalisation und Erkrankungsalter bei monozygoten Zwillingen oft tiber-
einzustimmen scheint, jedoch liegt mit nur 9 Paaren eine sehr geringe Fallzahl vor
(Halfvarson et al., 2003).

Die Konkordanzrate fiir die Colitis ulcerosa betriagt bei monozygoten Zwillingen etwa
16 %, bei dizygoten Zwillingen nur 4 %. Ein Zusammenhang beziiglich des Phianotyps
konnte nicht eruiert werden (Halfvarson et al., 2003; Thompson et al., 1996; Tysk et al.,
1988)).

Auffallig ist, dass Morbus Crohn-Erkrankungen mit familidirem Hintergrund durch-
schnittlich etwa 5 Jahre frither diagnostiziert werden, zudem wird oft ein komplexerer
Verlauf der Erkrankung beobachtet als bei Patienten mit sporadischer Erkrankung
(Colombel etal., [1996). Eine Erklirung hierfiir konnte eine genetische Antizipation
wie etwa im Falle von Chorea Huntington darstellen (Polito 2nd etal., [1996)). Eine
weitere Moglichkeit wire die Existenz eines , early onset gene. Ein Bias aufgrund ei-
ner erhéhten Wahrnehmungsschwelle von Symptomen bei Angehorigen von Patienten
mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist jedoch nicht auszuschliefsen.

NOD2/CARD15 Durch genomweite Assoziationsstudien konnten inzwischen et-
wa 40 verschiedene Genloci als Suszeptibilitdtsregionen fiir chronisch entziindliche
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Darmerkrankungen identifiziert werden, davon etwa 30 fiir Morbus Crohn (Barrett
etal.,2008). Durch die Suszeptibilititsloci ist es gelungen, neue Krankheitspfade, wie
den Autophagie-Pfad, den Einfluss des angeborenen unspezifischen Immunsystems
und die intrazelluldre Prozessierung von Bakterien zu entschliisseln (Noomen et al.,
2009). Seit 1996 wurden 12 genomweite Kopplungsstudien, dies sind Studien unter
erstgradigen Verwandten mit einem bestimmten Merkmal, durchgefiihrt und dadurch
mehrere chromosomale Kopplungsregionen lokalisiert, die als IBD1-9 bezeichnet wer-
den (Brant und Shugart, 2004; Eri et al., |2004; Rector etal., 2001; Rodriguez-Bores
et al.,2007)). Kopplungsregionen konnten bisher auf den Chromosomen 2q, 3q, 5q, 7q
und 16 fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen, auf 2q, 3q, 6p, 16, 17q und
19p fiir Morbus Crohn und auf 2q fiir Colitis ulcerosa ermittelt werden (Heel et al.,
2004)).

2001 wurde im Rahmen von Kopplungsstudien mit Hilfe des Tests auf Kopplungs-
ungleichgewicht (transmission disequilibrium test, TdT) ein Zusammenhang zwischen
drei Varianten der nucleotide-binding oligomerization domain containing 2 (NOD2)
und Morbus Crohn durch zwei Arbeitsgruppen aufgedeckt (Hugot et al.,|2001; Ogura
etal.,2001a). NOD2 ist auch bekannt als caspase recruitment domain family, member
15 (CARD15) und befindet sich in der Kopplungsregion des IBD1-Locus auf Chromo-
som 16q12. Diese Entdeckung stellte nicht nur einen Durchbruch fiir die Forschung an
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, sondern fiir alle polygenetisch vererbten
FErkrankungen dar.

Die beiden single nucleotide polymorphisms (SNPs) Gly908Arg und Arg702Trp resul-
tieren aus dem Austausch einer Aminosdure (Missense-Mutation), in Leul007insC
liegt eine Verschiebung des Leserasters durch Insertion eines Cystein-Restes vor, wo-
durch es zu einem verfriihten Stop-Codon und somit zu einem trunkierten Protein
kommt. Die zuletzt genannte Frameshift-Mutation weist den engsten Bezug zu Mor-
bus Crohn auf. Eine Assoziation mit Colitis ulcerosa zeigte sich nicht. Die Mutationen
werden auch als SNP 8, SNP 12 und SNP 13 bezeichnet. Die drei SNPs umfas-
sen 81 % der mutierten Allele aller NOD2-Mutationen in Morbus Crohn-Patienten
(Lesage et al., 2002). Die NOD2-Mutation wird bei Européern, Nord- und Afroameri-
kanern und Lateinamerikanern beobachtet, nicht jedoch bei Japanern und Chinesen
(Inoue etal., 2002; Kugathasan etal., 2005; Leong etal., 2003). In Trland, Island,
Skandinavien und Schottland liefs sich eine im Vergleich zu Mitteleuropa geringere
Pravalenz nachweisen (Arnott et al., 2004; Medici et al., 2006)). Fiir alle drei Varianten
gilt bei Vorliegen eines NOD2-Risikoallels (einfache Heterozygotie) ein 2- bis 4-fach
erhohtes Risiko, bei Vorliegen von zwei Risikoallelen (Homozygotie oder Compound-
Heterozygotie) ein 20- bis 40-fach erhohtes Risiko fiir die Entstehung eines Morbus
Crohn, somit besteht ein so genannter Gendosis-Effekt (Cuthbert et al., 2002, Hugot
etal., 2001). Eine dieser drei Varianten wird jedoch nur bei 20 bis 30 % der Morbus
Crohn-Patienten nachgewiesen. Die Mutation ist mit einem frithen Erkrankungsal-
ter, mit dem Befall des terminalen Ileums und mit einem stenosierenden und/oder
fistulierenden Verlauf assoziiert (Abreu etal., 2002)). Die Polymorphismen besitzen
eine geringe Penetranz: Auf 500 gesunde Polymorphismen-Tréger kommt ein Morbus
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Crohn-Patient (Marks und Segal, |2008).

NOD2 gehort zur Familie der zytosolisch vorkommenden NOD like-Rezeptoren (NLRs)
mit etwa 30 beschriebenen Mitgliedern. Die korrespondierenden Gene liegen insbe-
sondere auf den Chromosomen 11, 16 und 19 (Harton etal., 2002). Zusammen mit
den membransténdigen Rezeptoren, wie u. a. Toll like-Rezeptoren (TLRs), von denen
bisher 11 dokumentiert wurden und einer grofen Anzahl ,l6slicher Rezeptoren® (z.
B. Pentraxine) und den ebenfalls zytosolischen RIG-I-&dhnlichen Proteinen werden die
NLRs den pattern recognition molecules (PRMs) oder auch pattern recognition recep-
tors (PRRs) zugeordnet. Diese sind in der Lage, Pathogene anhand unterschiedlicher
Muster, so genannter pathogen-associated oder microbial-associated molecular pat-
terns (PAMPs bzw. MAMPs) zu erkennen und eine entsprechende Immunantwort zu
induzieren. Demnach konnen PRRs zwischen einem ,,Selbst” und einem ,,Nicht-Selbst*
differenzieren. Zu den PAMPs zéhlen beispielsweise bakterielle Zellwandbestandteile
(Lipopolysaccharide, Peptidoglykane, Lipoproteine) und Nukleinsduren. NOD1 und
NOD?2 gelten als Homologe von R-Proteinen der Pflanzen, die dort fiir die Erkennung
intrazelluldrer Pathogene zustdndig sind und darauthin eine Form des programmier-
ten Zelltods initiieren kénnen. Dadurch stirbt die infizierte Zelle ab und die Infektion
kann eingeddmmt werden. Daneben ist die Existenz von NOD-Proteinen auch fiir
Tiere, Pilze und Bakterien dokumentiert. Trotz der engen Verwandtschaft zu den
R-Proteinen konnte eine proapoptotische Funktion von NOD2 nicht nachgewiesen
werden (Inohara et al., 2003).

NLRs sind auch unter den Begriffen NACHTs (NAIP, CIITA, HET-E and TP1, leu-
cine rich repeats) oder CATERPILLER (CARD, transcription enhancer, R(purine)-
binding, pyrin, lots of leucin rich repeats) bekannt (Harton etal., 2002; Ting und
Davis, 2005). Alle NODs besitzen eine carboxyterminale Ligandenerkennungsdoméne
(ligand recognition domain, LRD), z. B. leucine rich repeats (LRR), eine zentrale nu-
kleotidbindende Oligomerisierungsdoméne (NOD/NACHT) und eine aminoterminale
Effektordoméne, z. B. PYD (pyrin domain), CARD (caspase recruitment domain)
oder BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis repeat) (Fritz und Girardin, 2005)). Je
nach Effektordomine entsteht ein NOD (CARD), NALP (PYD) oder NAIP (BIR)
(Inohara etal., 2003). NOD2 besteht neben zwei aminoterminalen CARD-Doménen
aus einer NOD/NACHT-Domine, gefolgt von einer NACHT-Verbindungs-Doméne
(NACHT association domain, NAD) und zehn carboxyterminalen LRR-Doménen.
NACHT-Doménen verfiigen vermutlich iiber eine Nukleosid Triphosphatase- (NTPa-
se) Aktivitdt und sind in tierischen, pilzartigen und bakteriellen Proteinen nachweis-
bar (Koonin und Aravind, 2000). Man nimmt an, dass NACHT-Doménen iiber die
Aktivierung von NF-«xB (nuclear factor w-light-chain-enhancer of activated B cells)
und Caspase-1 an Entziindungsreaktionen beteiligt sind (Ferrero-Miliani et al.,|2007).

Mehr als 90 % der Mutationen in NOD2, die mit Morbus Crohn assoziiert sind, befin-
den sich in der LRR-Doméne (Dessein et al., 2008)). Von seiner zytosolischen Position
aus ist das NOD2-Protein mittels seiner LRR-Doméne in der Lage, Muramyldipep-
tid (MDP, Mur-NAc-L-Ala-D-isoGln), eine Peptidoglykankomponente, die Bestandteil
von sowohl grampositiven als auch gramnegativen Bakterienwénden ist, zu erkennen
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und zu binden. Das NOD2-Protein ist somit ein intrazelluldrer Sensor, der Bakte-
rien einschliefilich kommensaler Bakterien aufspiiren kann und an MDP bindet. Die
NOD2-Mutation Leul007insC hat die Fahigkeit, MDP zu detektieren, vollstindig ver-
loren (Girardin etal., [2003; Inohara etal., 2003). Die Bindung des Agonisten MDP
an die LRR-Domine fiihrt zu einer Konformationsdnderung und Selbstoligomerisie-
rung iiber die zentrale NOD-Doméane. Nachfolgende Effektormolekiile werden an die
Effektordoméne CARD gebunden.

Reguliert wird die Expression durch proinflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrose-
Faktor o (tumor necrosis factor ligand superfamily member 2, TNF-o) und Interferon vy
(IFN-v). Das NOD2-Protein induziert dann in Abhéngigkeit der Inhibitor-Kinase des
NF-«xB, Ik B-Kinase y (IKKy, NEMO), welche durch die Bindung der Serin-Threonin-
Kinase RIP2 (RICK, CARDIAK) an NOD2 ubiquitinyliert wird, die Aktivierung des
NF-xB, welcher zuvor als Heterodimer aus einer p50- und einer p65-Untereinheit vor-
lag (Abbott et al., 2004, Ogura et al., 2001b)). Dieser Prozess kann durch verschiede-
ne Kinasen gestort werden. Die Rekrutierung nachgeschalteter Signalproteine erfolgt
iiber RIP2. Dieses aktiviert mittels einer homophilen CARD-CARD-Interaktion den
IKK-Komplex durch die IKKY, welches wiederum die IxBa phosphoryliert, wodurch
der proinflammatorische Transkriptionsfaktor NF-«xB freigegeben und aktiviert wird.
Nachfolgend transloziert das NF-«B-p50/p65-Heterodimer in den Nukleus und bin-
det dort an die DNA in der Promoter- oder Enhancer-Region spezifischer Gene wie
TNF-a, Interleukin-(IL) 1, IL-6 und IL-12, welche dadurch aktiviert werden (Abbott
et al., 2004} Schreiber et al., [1998).

Interessanterweise wird NF-kB durch Glukokortikoide und Sulfasalazin, zwei wichtige
Medikamente in der Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, inhibiert
(Auphan etal., (1995; Wahl et al., 1998).

Das NOD2-Protein wird in dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen, Leuko-
zyten, Endothelzellen sowie intestinalen epithelialen Zellen wie Paneth-Zellen und
epithelialen Zellen des Kolons exprimiert (Berrebi et al., 2003; Davey et al., [2006; Hi-
samatsu et al., [2003; Lala et al., |2003; Ogura et al., 2001b; Ogura et al., 2003)).

Durch die Mutation in der LRR-Domiéne des NOD2 kommt es bei allen drei SNPs zu
einer verminderten Induzierbarkeit von NF-xB durch MDP iiber NOD2, da in NOD2
als bakteriellem Sensor ein Defekt vorliegt (Bonen et al., 2003; Inohara et al., 2003]).
Aufgrund dessen ist die Féahigkeit von RIP2, an NOD2 zu binden, herabgesetzt. Da-
durch ist auch die Befahigung, die IKKy zu ubiquitinylieren, reduziert (Abbott et al.,
2004). Generell liegt eine verstarkte NF-xB-Aktivierung iiber einen bislang ungeklér-
ten Mechanismus vor (Hampe et al., 2001; Schreiber et al., |1998).

Uber die Bindung von NF-«B kann sich die NOD2-Expression im Sinne einer autokri-
nen Signalverstirkung selbst hoch regulieren, da die NOD2-Expression durch TNF-«
sowie IFN-y induziert und NF-«xB durch eine TNF-vermittelte Entziindungsantwort
aktiviert wird, es kommt zu einer Selbstoligomerisierung (Rosenstiel et al., [2003)).

Weiterhin werden SNPs in NOD2 mit einer Verminderung der o-Defensine im ter-
minalen Ileum, mit einer Verminderung der MDP-induzierten Zytokine, z. B. TNF-a
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und IL-10 sowie der Chemokine, beispielsweise IL-8 in peripheren Monozyten und
dendritischen Zellen, einer Verminderung der MDP-induzierten Reifung von dendri-
tischen Zellen sowie einer Erhohung der Permeabilitit der Darmmukosa assoziiert
(Buhner etal., 2006; Fries et al., 2005)).

Paneth-Zellen sind epitheliale Zellen und befinden sich am Boden der Lieberkiihn’schen
Krypten im terminalen Ileum. Auch im Kolon kénnen unter bestimmten Vorausset-
zungen Paneth-Zellen nachgewiesen werden. Bei chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen des Kolons gilt der Nachweis von Paneth-Zellen in Form einer Paneth-
Zell-Metaplasie als ein Charakteristikum. Die Granula der Paneth-Zellen enthalten
Lysozym, Phospholipase A2 Typ Ila sowie TNF-a. Weiterhin exprimieren sie das
Genprodukt von NOD2 und die humanen a-Defensine HD5 und HD6.

Alle Defensine, a, B und ¥, dienen der Abwehr mikrobieller Erreger. Wirksam sind sie
insbesondere gegen Bakterien, einige auch gegen Viren, Protozoen und Pilze. Defen-
sine sind kationische mit Disulfidbriicken ausgestattete antimikrobielle Peptide mit
einem niedrigen Molekulargewicht (Boman, [1995), die ihr Ziel, beispielsweise ein Bak-
terium, téten, indem sie durch anionische Membranlipide an der Oberfliche des Zieles
angezogen werden, teppichartig an diese andocken, auf der Membranoberfliche eine
Spannung erzeugen, Poren in die Membran frisen, diese durchwandern und sich im
Zytoplasma fortbewegen oder die Membran zum Bersten bringen. Dieser Mechanis-
mus wird als Shai-Matsuzaki-Huang-Mechanismus bezeichnet (Shai, 1999).

Durch das Aufspiiren von MDP durch NOD2 wird die a-Defensinproduktion der
Paneth-Zellen im Diinndarm stimuliert (Wehkamp et al., [2004). Bei Morbus Crohn
des terminalen Ileum ist die a-Defensin-Expression reduziert, mRNA und Protein
von HD5 und HD6 liegen vermindert vor, wodurch auch die antimikrobielle Aktivitdt
beeintrichtigt ist. Bei Vorliegen einer der NOD2-Mutationen ist die Expression der
o-Defensine noch weiter herabgesetzt (Wehkamp et al., [2004; Wehkamp et al., 2005]).
Bei der Colitis ulcerosa konnte diese Beobachtung nicht gemacht werden, auch waren
Patienten mit Morbus Crohn im Kolon nicht von der Verdnderung der a-Defensin-
Expression betroffen. Andere Paneth-Zell-Produkte lagen in unveréinderter oder er-
hohter Form vor (Wehkamp et al., [2005). Orale Verabreichung von Azathioprin, Glu-
kokortikoiden und 5-Aminosalizylaten scheint die Expression von o- und 3-Defensinen
nicht zu beeinflussen (Kiibler et al., 2009)).

Das Blau-Syndrom, eine weitere Erkrankung, welche eine Mutation im NOD2-Gen
als Ursache hat, ist mit vier verschiedenen SNPs in der zentralen NOD/NACHT-
Doméne assoziiert (Duist et al.,[2005; Miceli-Richard et al., [2001). Im Gegensatz zum
Morbus Crohn, bei dem ein polygenetischer Erbgang vermutet wird, wird die Blau-
Syndrom-Mutation autosomal dominant vererbt. Beiden gemeinsam ist die chronische
Entziindung, die sich beim Blau-Syndrom vor allem in Arthralgien, Uveitis und Ex-
anthemen manifestiert (Miceli-Richard et al., 2001; Wang et al.,2002). Auch in dieser
Erkrankung scheint NF-xB eine zentrale Rolle inne zu haben, es kommt zu einer ge-
steigerten NF-kB-Aktivierung durch die NOD2-Proteine (Chamaillard et al., 2003]).
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Weitere Suszeptibilititsgene Der Interleukin 23 Rezeptor- (IL-23R-) Polymorphis-
mus ist ein weiterer Gendefekt, welcher mit Morbus Crohn verkniipft ist. Weiterhin
wird er, wenn auch schwicher, mit Colitis ulcerosa, ankylosierender Spondylitis, Pso-
riasis und anderen inflammatorischen Barriereerkrankungen assoziiert (Burton et al.,
2007; Cargill et al., 2007; Duerr etal., 2006; Rueda efal., 2008). 11.-21 ist zusammen
mit 1L-23 fiir die Differenzierung von Tpl7-Zellen zustédndig, vermutlich sind auch
TGF-f und IL-6 involviert. T17-Zellen sind eine kiirzlich entdeckte Untergruppe von
T-Helfer-Zellen, die sich von Ty1- und Ty2-Zellen durch ein eigenes Zytokin-Muster
unterscheiden und eine wichtige Rolle in Entziindungsvorgidngen und Autoimmuner-
krankungen zu spielen scheinen. Im Morbus Crohn sind verschiedene von Ty17-Zellen
exprimierte Zytokine erh6ht: IL-17F und IL-22, welche beide fiir die Barrierefunktion
von Bedeutung sind, weiterhin IL-26 und CCL20 (Brand et al., 2006a; Brand et al.,
2006bt Dambacher etal., |2009; Seiderer etal., |2008). Dariiber hinaus exprimieren
Ty17-Zellen IL-23R. Dies scheint iiber die Ty17-Achse eine Rolle in der Steuerung
der adaptiven Immunitét zu spielen.

Die beiden Krankheitsgene ATG16L1 (autophagy-related protein 16-like 1) und IRGM
(immunity-related GTPase family type M) kodieren fiir Bestandteile des Autophago-
somenweges. Autophagie ist der wichtigste Weg, um zelluldre Bestandteile, beispiels-
weise Proteine, aber auch Bakterien oder Viren, iiber Lysosomen abzubauen. Mogli-
cherweise spielen intrazellular persistierende Bakterien, wie das Mycobacterium para-
tuberculosis, eine Rolle. Defekte beider Gene sind nur mit Morbus Crohn, nicht jedoch
mit Colitis ulcerosa, assoziiert. Der Phinotyp der IRGM-Mutation wird mit peria-
nalen Fisteln in Verbindung gebracht (Latiano etal., 2009; Parkes et al., 2007). Bei
Patienten mit einem AT'G16L1-Defekt wurden Abnormalitéten beziiglich der Granu-
la in Paneth-Zellen festgestellt: Diese waren unorganisiert und lagen in verminderter
Zahl vor (Cadwell et al., 2008).

Umweltfaktoren  Neben genetischen Einfliissen konnten auch Umweltfaktoren fiir
die Atiopathogenese chronisch entziindlicher Darmerkankungen identifiziert werden.
Aufgrund von demographischen Charakteristika, aus der Altersverteilung und der
ansteigenden Inzidenz kann geschlossen werden, dass Umweltfaktoren in chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen von Bedeutung sind. Als wichtigste Einfliisse gelten
Nikotinkonsum und die Appendektomie. Zigerettenrauchen stellt einen Risikofaktoren
fiir die Entstehung des Morbus Crohn dar und zeigt bei der Colitis ulcerosa eine
inverse Assoziation (Harries etal., |1982; Somerville etal., |1984). In Studien an der
israelitischen Bevolkerung konnte diese Erkenntnis jedoch nicht bestétigt werden (Reif
etal.,1995). Bei rauchenden Morbus Crohn-Patienten scheint signifikant haufiger das
Ileum befallen zu sein (Lindberg etal., 1992). Wihrend einer Thiopurin-Therapie
bendtigt dieses Patientenkollektiv signifikant héufiger Steroide als rauchende Colitis
ulcerosa- und nicht-rauchende Morbus Crohn-Patienten (Domeénech et al., 2010)).

Fiir Colitis ulcerosa konnte die Appendektomie als protektiver Faktor ermittelt wer-
den (Andersson etal., 2001). Im Gegensatz dazu konnte sie fiir Morbus Crohn einen

14



1 Einleitung

Risikofaktor darstellen (Andersson et al., 2003)). Die zugrunde liegenden Mechanismen
sind unklar.

Als weitere potentielle Risikofaktoren mit schwicherer Assoziation werden orale Kon-
trazeption (Logan und Kay, 1989), vermehrte Aufnahme von raffinierten Kohlen-
hydraten (Martini und Brandes, 1976), fehlendes oder nicht ausreichendes Stillen
(Koletzko etal., 1989)), perinatale oder Kindheitsinfektionen (Ekbom et al., 1990),
hausliche Hygienegewohnheiten in der Kindheit (Gent et al., [1994), Maserninfektion
oder -impfung (Ekbom etal., 1994; Thompson etal., 1995) sowie die Infektion mit
dem Mycobacterium paratuberculosis (Chiodini et al., [1984) diskutiert.

Intestinale Mikroflora  Der menschliche Darm stellt mit einer Linge von 7-9 m
und einer Oberfliche zwischen 200 und 400 m? die grofite Kontaktfliche des mensch-
lichen Kérpers zur Aufenwelt dar (Hounnou et al., 2002; Stallmach und Zeitz, |1999).
In einem gesunden Darm ermdglicht diese Kontaktfliche zugleich die Aufnahme von
Nihrstoffen und Fliissigkeit aus dem intestinalen Lumen und die Abwehr potenti-
ell toxischer Mikroorganismen. Fiir diese diffizile Aufgabe verfiigt das Mukosaepithel
iiber eine hochselektive Barriere, welche die Immunzellen in der Lamina propria von
den Antigenen im Darmlumen separiert und von einer apikalen Mukusschicht be-
deckt ist. Diese enthélt neben Glykoproteinen, Phospholipiden und Lipidmediatoren
auch antibakterielle Substanzen wie IgA und Defensine, weiterhin beherbergt sie kom-
mensale Bakterien. Das basolaterale Mukosaepithel besteht aus einer einzelnen Zell-
schicht, welche durch eine hohe Regenerationsfahigkeit gekennzeichnet ist. Es besteht
ein Gleichgewicht zwischen der Erneuerung von Epithelzellen durch Proliferation und
dem Verlust durch den natiirlichen Zelltod, Apoptose oder durch mechanische Ab-
schilferung. Eine komplette Erneuerung des Epithels findet alle 24 bis 96 Stunden
statt (Potten etal., 1992)). Die Epithelzellen sind tiber Zell-Zell-Kontakte wie Tight
Junctions und Adherens Junctions miteinander verbunden. Basal grenzt die Lamina
propria an, in welcher vorwiegend reife Lymphozyten, dendritische Zellen, Makropha-
gen, neutrophile Granulozyten und Mastzellen siedeln.

Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und deren gesunde erst-
gradige Angehorige scheinen eine erhéhte Permeabilitit der Darmwand zu besitzen
(Buhner et al., 2006} Fries et al.,|[2005; Irvine und Marshall, [2000). Es konnten sowohl
Defekte in der Zusammensetzung und Qualitit des Mukus (Buisine et al., 2001; Smith-
son et al.; 1997) als auch Defekte der Tight Junctions (Soderholm et al., [2002)) und
eine vermehrte Zahl adhésiver Bakterien nachgewiesen werden (Darfeuille-Michaud
et al., 1998 Darfeuille-Michaud et al., [2004).

Peyer’sche Plaques befinden sich in der Lamina propria und Submukosa des Ileums
und bestehen aus einer Ansammlung von Lymphfollikeln. Zusammen mit mesenteria-
len Lymphknoten, Appendix, subepithelialen lymphatischen Follikeln, freien lympha-
tischen Zellen der Lamina propria und intraepithelialen Lymphozyten zdhlen sie zum
Darm-assoziierten Immunsystem (GALT, gut-associated lymphoid tissue). Das Darm-
assoziierte Immunsystem hat die Aufgabe, eine Immunantwort aufzubauen, mit deren
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Hilfe schidliche Antigene neutralisiert und eliminiert werden kénnen. Hierfiir muss es
zwischen harmlosen kommensalen Bakterien und pathogenen Keimen differenzieren
kénnen. Mehr als 500 kommensale, {iberwiegend obligat anaerobe Bakterienspezies
siedeln im Darm eines Erwachsenen, wovon jedoch 30 bis 40 Spezies etwa 99 % der
Bakterienpopulation darstellen (Hooper et al., 2002). 10 Bakterien bevolkern den
Gastrointestinaltrakt mit einem Anstieg von 10% auf 10® Zellen/ml im terminalen Ile-
um und weiter auf 10! /g im Kolon (Berg, 1996)). Neben protektiven Kommensalen wie
Lactobacillus und Bifidobacterium zahlen auch aggressive obligat anaerobe Bakterien
wie Bacteroides, Fubacterium und Enterococcus zu den permanenten Bewohnern der
Kolonflora (Huijsdens et al., 2002; Sartor, 2004). Im gesunden Darm besteht zwischen
aggressiven und protektiven Spezies ein Gleichgewicht. Dieses scheint bei Patienten
mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen nicht immer vorhanden zu sein. So
konnten Frank und Mitarbeiter demonstrieren, dass bei Erkrankten die Bakterien-
spezies Firmicutes und Bacteroidetes in verminderter Hohe vorliegt (Frank etal.,
2007). In einer anderen Studie konnte verdeutlicht werden, dass die Anzahl verschie-
dener, vor allem fikaler Bakterienspezies insbesondere bei Morbus Crohn-Patienten
erhoht ist (Swidsinski et al., 2002), weiterhin konnte die Bakterienspezies Escherichia
coli in intestinalen Epithelzellen und Makrophagen dokumentiert werden (Glasser
etal., 2001)). Lasionen wurden vornehmlich in Regionen mit den hochsten Bakteri-
enzahlen nachgewiesen (Sartor, |2004; Shanahan, 2002). Schon 1985 konnten Harper
und Mitarbeiter Zusammenhénge zwischen Morbus Crohn und der Anwesenheit des
Fékalstroms aufzeigen. 1998 bestitigen D’Haens und Sartor diese Assoziation: ,/The
enemy is within the fecal stream“ (D’Haens et al., |1998; Harper et al., [1985; Sartor,
1998). Verdnderung der Darmflora durch Antibiotika und Probiotika kénnen zumin-
dest temporér von Nutzen sein und daher in der Therapie von chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen unter bestimmten Bedingungen eingesetzt werden (Resta-Lenert
und Barrett, 2003; Sartor, [2004). Probiotika sind vorwiegend Milchsdurebakterien,
die eine protektive Wirkung gegeniiber der Autointoxikation proteolytischer Produk-
te aggressiver Bakterien bieten sollen. Grofse kontrollierte Studien iiber diese Wirkung
fehlen allerdings bislang.

All diese Untersuchungen liefern Hinweise auf eine aus dem Gleichgewicht geratene
intestinale Mikroflora und zugleich auf einen Defekt im intestinalen Immunsystem,
welcher entweder eine Ursache oder Folge des erstgenannten darstellen konnte. Viele
Fragen zum Gleichgewicht der intestinalen Mikroflora bleiben aktuell aufgrund der
exorbitant hohen Anzahl an Bakterienspezies und der oft fehlenden Méglichkeit der
Kultivierung noch offen.

Intestinales Immunsystem  Luminale Antigene wie Kommensalen, Pathogene und
Nahrungspartikel werden nach endozytotischer Aufnahme durch spezialisierte, zwi-
schen den Epithelzellen liegende Microfold- (M-) Zellen transepithelial in die Pey-
er’schen Plaques beférdert. Auch subepitheliale dendritische Zellen, welche bakterielle
Bestandteile mit Hilfe von Toll like-Rezeptoren identifizieren, sind mit dieser Aufga-
be betraut. Dendritische Zellen zdhlen zu den professionellen Antigen-prasentierenden
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Abbildung 1.2: Intestinales Immunsystem

Das Mukosaepithel trennt die Immunzellen der Lamina propria von den luminalen Antigenen. Apikal ist es von einer Mukusschicht bedeckt.
Die luminalen Antigene gelangen nach Aufnahme durch M-Zellen und Antigen-présentierenden Zellen in die Peyer’schen Plaques, wo sie
naiven CD47-T-Zellen présentiert werden. Plasmazellen sezernieren Ig, welches im Darmlumen an Antigene bindet und diese neutralisiert.
Dendritische Zellen kontrollieren die Differenzierung von TyO0- in Effektor- und regulatorische T-Zellen (adaptiert nach Baumgart und

Carding, 2007, und MacDonald und Monteleone, |2005).
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Durch eine geschwéchte Barriere der intestinalen Epithelzellen dringen Pathogene in die Darmwand ein. Nach Kontakt zu Antigen-
présentierenden Zellen werden vermehrt Effektor-T-Zellen und NK-Zellen ausgebildet. Proinflammatorische Zytokine werden produziert
und ausgeschiittet. Eine Beteiligung des enterischen Nervensystems kann nicht ausgeschlossen werden (adaptiert nach Baumgart und

Carding, .
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1 Einleitung

Zellen und befinden sich zunéchst, wihrend sie mit der Prozessierung von Antigenen
befasst sind, in einem unreifen Stadium. Zur Antigen-Prisentation wandern sie in
T-Zell-Regionen der Peyer’schen Plaques und andere sekundére lymphatische Organe,
wo sie die Peptidfragmente von Antigenen naiven CD4"-T-Zellen (T0) priisentieren.
Dort haben sie die Eigenschaften reifer dendritischer Zellen inne mit Oberflichenex-
pression diverser kostimulatorischer und Adhésionsmolekiile (Hart et al., 2005).

Neben den professionellen existieren auch nicht-professionelle Antigen-prisentierende
Zellen wie intestinale epitheliale Zellen. Diese weisen entweder bereits die Fahigkeit
zur Expression von MHC Klasse I- und Klasse II-Molekiilen auf, oder diese kann in-
duziert werden. Auch sind sie in der Lage, Zytokine zu sezernieren. Die Mehrheit der
Epithelzellen besitzt kein B7, ein kostimulatorisches Molekiil, welches in der T-Zell-
Aktivierung bzw. -Suppression bedeutsam ist. Dies fiihrt zur Anergie der T-Zellen
durch intestinale epitheliale Zellen (Baumgart und Carding, [2007; Cruickshank et al.,
2004). Braat und Kollegen postulieren in ihrer ,Gefahren-Theorie, dass Antigen-
prasentierende Zellen nicht nur durch Antigene, sondern auch durch geschidigte Zel-
len, welche bestimmte Signale aussenden, aktiviert werden und diese Kombination
aus endogenen Gefahrensignalen und exogenen Fremdstoffen in einer Immunantwort
resultiert (Braat et al., 2006).

Dendritische Zellen kontrollieren die Differenzierung naiver T-Lymphozyten in Zel-
len der adaptiven Immunantwort, zum einen in regulatorische T-Zellen T\es (Induk-
tion durch die Zytokine TGF-8, IL-2; Produktion von TGF-3, IL-10, IL-35) und
Tyu3 (Induktion durch TGF-, IL-2, IL-4, IL-10), zum anderen in Effektor-T-Zellen
Tyl (Induktion durch IL-12, T1-27, TFN-v; Produktion von IFN-vy), T2 (Induktion
durch IL-4, IL-25; Produktion von IL-4, IL-5, IL-9, IL-13) und Ty 17 (Induktion durch
TGF-f, IL-13, IL-6, IL-21, IL-23; Produktion von IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-26,
TNF-a, CCL20) (Brand, 2009). Tyl und Ty17 werden mit Morbus Crohn assoziiert,
wohingegen T2 eher mit Colitis ulcerosa in Verbindung gebracht wird. Im gesunden
Diinn- und Dickdarm sind Ty 1-Zellen nachweisbar, jedoch keine oder nur wenige Ty 2-
Zellen (Maynard und Weaver, 2009). Unldngst wurde mit Ty9 eine weitere Gruppe
von Effektor-CD4"-Zellen identifiziert, die IL-9 produziert und durch die Behandlung
von Ty2-Zellen mit TGF-3 oder durch Antigen-Stimulation naiver T-Zellen in Anwe-
senheit von TGF-$ und IL-4 induziert werden kann (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen
etal., 2008]).

Die adaquate Stimulation naiver T-Zellen ist abhéngig von einer Antigen-spezifischen
Peptid-Présentation iiber MHC-Molekiile, weiterhin von der Kostimulation mit dem
MHC-TCR-Komplex und zuletzt von einer passenden Zytokinumgebung. Die Kombi-
nation dieser drei Faktoren bestimmt die Art der Differenzierung der naiven T-Zelle
(Braat etal., 2006). In Abwesenheit von Entziindung besteht ein Gleichgewicht zwi-
schen regulatorischen und Effektor-T-Zellen, welches durch ein engmaschiges Zyto-
kinnetzwerk reguliert wird (Baumgart und Carding, 2007).

Von den in den Peyer’schen Plaques aktivierten T-Lymphozyten, welche das Integrin
047 exprimieren, migriert ein Teil iiber die mesenterialen Lymphknoten in die Zir-
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kulation und kann von dort selektiv an mukosale Adressine binden und damit in die
Lamina propria, den Ort der Effektorantwort, rezirkulieren. Dieser Vorgang wird Ho-
ming genannt und iiber die Expression des Adressins und a437-Liganden MAdCAM-1
durch Darmendothelzellen vermittelt (Berlin et al., 1993).

Lamina propria-T-Lymphozyten sind vornehmlich hochdifferenzierte, praaktivierte
CD4 " -Zellen, die den of-T-Zellrezeptor exprimieren und wichtige regulatorische oder
effektorische Funktionen wahrnehmen kénnen. Sie dhneln den Lymphozyten in der
Zirkulation, liegen jedoch in aktivierterer Form als diese vor und sind in der Lage,
grofie Zytokinmengen zu synthetisieren. Im Gegensatz dazu besitzen intraepithelia-
le Lymphozyten eine stark eingeschrinkte Anzahl von Oberflichenmolekiilen, expri-
mieren fast alle aE37 und werden, abhéngig von der anatomischen Lage, meist von
CD8"-Zellen gebildet. Thre Aufgabe besteht insbesondere in der Erstverteidigung und
der Aufrechterhaltung der Integritét der intestinalen Barriere gegen luminale Antige-
ne (Duchmann et al., [1999; Wittig und Zeitz, 2003).

Aktivierte mukosale B-Zellen differenzieren unter dem Einfluss von Zytokinen wie
TGF-B, IL-10, IL-4, IL-5 und IL-6 zu Plasmazellen und sezernieren IgA (Corthesy,
2007). Dieses gelangt iiber Transzytose ins Darmlumen, wo die Bindung und Neu-
tralisierung von Antigenen erfolgt. Auch in der Lamina propria und in intraepithe-
lialen Zellen kommt IgA zum Einsatz. Es verfiigt im Vergleich zu IgG und IgM nur
iiber schwache inflammatorische Eigenschaften und wirkt damit nicht gewebedestruk-
tiv. Somit leistet IgA einen wichtigen Beitrag zur Wahrung der Immunhomdostase
(Abraham und Cho, 2009).

Das Immunsystem des Darmes hat die Aufgabe, zwischen harmlosen Kommensalen
oder Nahrungspartikeln und moglichen krankmachenden Antigenen zu unterschei-
den. Auf der einen Seite muss das Eindringen der Pathogene in die Mukosa durch
eine entsprechende Immunantwort unterbunden werden, auf der anderen Seite sollte
diese Immunantwort gegeniiber Nahrungsproteinen und Kommensalen ausbleiben, da
andernfalls chronische Entziindungen die Folge wiren. Voraussetzung fiir ein Gleich-
gewicht im Darm eines gesunden Menschen stellt daher ein Immunsystem mit einem
eher niedrigen Aktivierungsgrad dar. Zur Vermittlung der sogenannten oralen Tole-
ranz, dem Fehlen einer spezifischen peripheren Immunantwort, verfiigt das intestinale
Immunsystem iiber mehrere regulatorische Mechanismen. Eine lokale und systemische
immunologische Toleranz kann durch klonale Deletion antigenspezifischer T-Zellen,
durch klonale Anergie aufgrund des Fehlens kostimulatorischer Molekiile und durch
die Présenz regulatorischer T-Zellen, beispielsweise Ty oder T3 mittels antiinflam-
matorischer Zytokine wie IL-4, IL-10 oder TGF-f erfolgen (Garside und Mowat, 2001]).
Fiir diese Mechanismen besteht eine Dosisabhéngigkeit. Niedrige Antigen-Dosen fiih-
ren zur Antwort {iber regulatorische Zellen, hohere Antigen-Dosen bevorzugen den
Weg iiber klonale Deletion oder Anergie (Burks et al., [2008).

Intestinales Immunsystem und Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkran-
kungen Die genaue Bedeutung des intestinalen Immunsystems bei der Entstehung
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chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ist nicht abschliefend gekldrt. Jedoch
deuten die Erfolge der immunsuppressiven Therapie, die Art der extraintestinalen
bzw. systemischen Komplikationen sowie die Pathologie der auftretenden intestina-
len Lésionen darauf hin, dass es in der Pathogenese von Relevanz ist (Braat etal.,
2006). Die Heterogenitét der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ldsst ver-
muten, dass eine Abhéingigkeit besteht zwischen der mukosalen Integritdt und einem
Netzwerk an Interaktionen der intestinalen Flora, dem angeborenen und adaptiven
Immunsystem, von Suszeptibilitdtsgenen und dem enterischen Nervensystem. Eine
Hypothese postuliert eine genetisch determinierte Uberreaktion des GALT auf Kom-
mensalen, welche in einer sekundéren Schidigung der mukosalen Barriere und da-
mit in einem Einstrom schidlicher luminaler Bestandteile resultiert. Dies potenziert
den Kontakt des intestinalen Immunsystems mit mikrobiellen Komponenten zusétz-
lich (Baumgart und Carding, 2007). Shanahan erachtet drei Faktoren als notwen-
dig fiir die Entstehung einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung: genetische
Suszeptibilitdt, Abnormalitdten in der intestinalen Mikroflora sowie eine durch das
intestinale Immunsystem vermittelte Barriereschddigung (Shanahan, 2002)). So ge-
hen also die meisten Arbeitsgruppen heutzutage von einer Uberreaktion des intesti-
nalen Immunsystems auf eine normale Darmflora aus (Burks et al., 2008; Maynard
und Weaver, 2009; Shanahan, |2002), obwohl es auch hier abweichende Stimmen gibt
(Darfeuille-Michaud et al., [2004). Das angeborene Immunsystem weist bei Patien-
ten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Abnormalitdten auf: Intestina-
le Epithelzellen exprimieren ein verdndertes Muster an Toll-like-Rezeptoren (Cario
und Podolsky, 2000). Die Antigen-Erkennung und -Prozessierung durch professio-
nelle Antigen-présentierende Zellen zeigt sich ebenfalls beeintrichtigt. Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen weisen eine erhohte Zahl reifer dendriti-
scher Zellen und eine reduzierte Anzahl unreifer zirkulierender dendritischer Zellen
auf (Baumgart et al., 2005; Hart ef al., 2005). Intestinale epitheliale Zellen aktivieren
als nicht-professionelle Antigen-présentierende Zellen Effektor-T-Zellen (Mayer und
Eisenhardt, 1990)). Die Balance zwischen Effektor- und regulatorischen T-Zellen ist
zu Gunsten der Effektor-Zellen verschoben (Baumgart und Carding, 2007). Psychoso-
zialer Stress kénnte eine Rolle spielen, indem er neuroimmunologische Interaktionen
triggert (Neunlist et al., 2003).

Brand sieht fiir Morbus Crohn in der Aktivierung von Antigen-présentierenden Zellen
und einer T-Zellantwort als Tl und Ty17 die Folge einer genetischen Suszeptibili-
tat mit Defekten in der Barriere und eines konsekutiven Bakterieneinstroms (Brand,
2009). Im Morbus Crohn liegt eine Betonung der Expression von Tygl- und Tyl7-
Zellen, jedoch eine Reduktion der Expression von Tyeg vor (Brand, [2009). Im Fokus
der Forschung stehen zunehmend T-Lymphozyten, die fiir den Verlust der oralen To-
leranz des Immunsystems des Darmes verantwortlich gemacht werden (Baumgart und
Carding, |2007; Duchmann et al., |1999; Maynard und Weaver, |2009)).

Apoptoseresistenz der T-Lymphozyten Der Begriff Apoptose (griechisch:
anoTtwotl von apo ,wegt und ptosis ,Fall“, wie das ,Herabfallen® der Blétter im
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Herbst) wurde 1972 von Kerr, Wyllie und Currie geprigt und beschreibt eine Art des
programmierten Zelltodes von Metazoen, welche im Vergleich zur Nekrose die hdufige-
re Form des Zelltodes darstellt und in fast allen Geweben auftreten kann (Kerr et al.,
1972). Im Gegensatz zur Nekrose wird bei der Apoptose keine Entziindungsreaktion
hervorgerufen. Fiir die Aufrechterhaltung der Homd&ostase im menschlichen Darm und
fir das GALT ist die Apoptose als Gegenpol zur Proliferation mit nachfolgender Diffe-
renzierung der Zellen unerligslich. Die Apoptose prisentiert sich als einen engmaschig
kontrollierten komplexen Mechanismus, durch den potentiell schidigende oder tiber-
fliissig gewordene Zellen eliminiert werden sollen. Defekte im Apoptose-Mechanismus
sind an einer Vielzahl von Erkrankungen beteiligt: Unter anderem spielen sie eine
Rolle in der Krebsentstehung, in neurodegenerativen Erkrankungen, viralen Infekten
sowie Autoimmunerkrankungen (Thompson, |1995]).

Die Einleitung der Apoptose resultiert in einer Schrumpfung der Zelle mit zunehmen-
der Rundung, Schrumpfung von Zytoplasma, Nukleus und Chromatin, einer erhéhten
mitochondrialen Permeabilitéit, Kollaps des Zytoskeletts, Fragmentierung der DNA
und schlieklich der Bildung sogenannter ,apoptotischer Kérperchen“ durch Abschnii-
rung von Vesikeln aus der Plasma- und Kernmembran, dem , blebbing®. Diese werden
von phagozytierenden Zellen aufgenommen und verdaut (Li und Yuan, 2008).

Die Initiationsphase der Apoptose kann durch verschiedene Stimuli ausgelost wer-
den. Die Einleitung des intrinsischen Weges der Apoptose erfolgt beispielsweise durch
Schidigung der DNA durch Noxen oder durch den Entzug von Wachstumsfaktoren
oder Zytokinen wie 1L-2 (Hengartner, 2000). Hier kommt es zur Freisetzung von Cyto-
chrom ¢ und Smac/DIABLO aus den Mitochondrien in das Zytoplasma. Cytochrom c
bindet an das Protein apoptotic peptidase activating factor (Apaf) 1, was iiber die
Bildung des Apoptosoms zur Aktivierung der Caspase-9 fiihrt. Diese aktiviert wie-
derum Caspase-3 und Caspase-7 und bewirkt schliefslich die Apoptose (Li et al.,|1997;
Liu etal., (1996).

Die mitochondriale Membranpermeabilitit wird von Mitgliedern der Bcl-2-Familie
kontrolliert. Diese besteht aus anti-apoptotischen (Bcl-2, Bel-xp,, Bfl1/A1) und pro-
apoptotischen (Bid, Bak, Bad, Bax, Bim, Bcl-xg, Bik) Proteinen. Die pro-apopto-
tischen Familienmitglieder tragen zur Entstehung von Poren in der Mitochondrien-
membran mit nachfolgender Freisetzung von Cytochrom ¢ bei (Gross et al., 1999).

Neben dem intrinsischen Weg kann durch die Aktivierung von Todesrezeptoren der
extrinsische Weg eingeleitet werden. Die Effektorphase ist die gemeinsame Endstrecke
beider Wege. Zu den Mitgliedern der Familie der Todesrezeptoren gehéren Fas (auch
CD95, DR2, APO-1), der tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR-1; auch DRI,
CD120a, p55 und p60), DR3 (auch APO-3, LARD, TRAMP, WSL1), der TNF-related
apoptosis-inducing ligand receptor 1 (TRAILR1; auch DR4, APO-2), TRAILR2 (auch
DR5, KILLER, TRICK?2), DR6, ectodysplasin A receptor (EDAR) und nerve growth
factor receptor (Ashkenazi und Dixit, [1998; French und Tschopp, 2003)). Die Todesre-
zeptoren besitzen eine Todesdoméne (DD, death domain), mit der sie Adapterproteine
wie TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein)
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und FADD (Fas-associated protein with death domain) rekrutieren, nachdem sie mit
ihrem jeweiligen Liganden (z. B. Fas ligand, TNF oder TRAIL) interagiert haben und
den death-inducing signalling complez (DISC) bilden. Uber die Todeseffektordoms-
ne DED (death effector domain) wird Caspase-8 gebunden und aktiviert. In Typ-I-
Zellen wird daraufhin durch hohe Mengen Caspase-8 iiber Caspase-3 und Caspase-7
die Apoptose vollzogen. In Typ-II-Zellen muss das durch geringe Mengen Caspase-8
ausgeltste Signal durch mitochondriale Interaktionen des Bcl-2-Familienmitgliedes
Bid verstérkt werden. Dieses wird durch Caspase-8 gespalten und transloziert zu den
Mitochondrien, um dort nachgeschaltete Komponenten des mitochondrialen apopto-
tischen Weges zu aktivieren (Li et al., 1998; Neurath et al., 2001; Scaffidi et al.,|1998).

Eine essentielle Gruppe der apoptotischen Maschinerie stellt die Familie der aus Cy-
steinproteasen bestehenden Caspasen dar, zu der mindestens 11 Mitglieder zdhlen
(Fuentes-Prior und Salvesen, 2004). Sie werden als inaktive Zymogene synthetisiert
und enthalten eine Prodoméne, z. B. CARD oder DED, sowie eine grofie p20- und
eine kleine p10-Untereinheit. Durch proteolytische Spaltung erfolgt die Entfernung
der Prodoméne und die Aktivierung der Caspase (Fuentes-Prior und Salvesen, |2004)).

Caspasen lassen sich in Initiator-Caspasen (Caspase-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12)
und Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6, -7) einteilen. Initiator-Caspasen besitzen eine
lange Prodoméne, entweder eine DED oder eine CARD und induzieren die Aktivie-
rung von Adaptermolekiilen. Effektor-Caspasen fungieren als den Initiator-Caspasen
nachgeschaltete und von diesen aktivierte Proteine, die an der Ausfiihrung der Apop-
tose beteiligt sind (Fuentes-Prior und Salvesen, 2004)).

Fas ist ein 45 kDa-Typ I-Membranprotein, welches in verschiedenen Geweben, un-
ter anderem auf Lamina propria-T-Lymphozyten, exprimiert wird (Itoh et al.,|1991).
Es wird der TNF-Familie zugeordnet und fiihrt iiber die Zusammenfiihrung mit
seinem Liganden Fas ligand (FasL) zur Apoptose (Dhein etal., [1992). FasL, ein
40 kDa-Typ II-Membranprotein, zidhlt ebenfalls zur TNF-Familie und wird sehr viel
eingeschriankter und vorwiegend auf zytotoxischen Lymphozyten exprimiert (Taka-
hashi etal., [1994). In der Apoptose der T-Lymphozyten spielt das Fas/FasL-System
eine zentrale Rolle.

Nach Elimination eines Antigens durch eine spezifische T-Zell-Subpopultation ist es
zur Wahrung der Homd&ostase und um Autoimmunitét oder chronischer Entziindung
vorzubeugen essentiell, diese Subpopulation wieder auszuléschen. Dies geschieht durch
die Einleitung der Apoptose durch das intestinale Immunsystem (Hildeman et al.,
2007). Eine Expansion von T-Zell-Klonen wird so eingeddmmt und eine inadéquate
Immunantwort vermieden, autoreaktive Effektorzellen werden eliminiert (Plas et al.,
2002; Van Parijs und Abbas, [1998). Zur aktiven Limitierung der T-Zell-Antwort wei-
sen Van den Brande et al. auf vier Mechanismen hin. T-Lymphozyten kénnen iiber
einen CTLA-4-vermittelten Weg inhibiert werden. Dieses bindet nach Aktivierung
der T-Lymphozyten an B7 und iibertrdgt Signale, die die Transkription von IL-2
hemmen. Es wird davon ausgegangen, dass CTLA-4 die Signaliibertragung von CD28
blockiert. Weiterhin ist die Begrenzung der T-Zell-Antwort iiber den oben beschrie-
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benen Death-Rezeptor-Mechanismus mit Fas/FasL moglich. Dieser Prozess wird von
1L-2 potenziert. Eine weitere Option ist die Hemmung der T-Zellen {iber IL-2 selbst.
In der frithen T-Zell-Antwort wirkt IL-2 als Wachstumsfaktor, bei Ausbleiben von
diesem verkehrt sich der Effekt ins Gegenteil. Dariiber hinaus {iben inhibitorische
Zytokine regulatorischer T-Lymphozyten wie TGF-1 oder IL-10 einen nicht zu un-
terschétzenden Einfluss auf die Limitierung zytotoxischer T-Lymphozyten aus (Van
Den Brande et al.,2002). Auch eine passive Begrenzung kann eine Immunantwort ter-
minieren. Eine Aktivierung von T-Lymphozyten erfolgt erst nach Antigenerkennung
und Kostimulation durch verschiedene Faktoren. Fillt eine dieser beiden Komponen-
ten weg, bleibt die Immunantwort aus und es resultiert Anergie. Fiir die Aufrechter-
haltung der Aktivierung sind Zytokine und Kostimulatoren notwendig. Fehlen diese,
verliert die Zelle ihre anti-apoptotischen Proteine, insbesondere der Bcl-2-Familie, der
programmierte Zelltod wird initiiert (Van Den Brande et al.,|2002). In chronisch ent-
ziindlichen Darmerkrankungen spielen aktivierte T-Lymphozyten eine wichtige Rolle,
was einerseits an einer erhdhten Proliferation, zum anderen an einer verminderten
Apoptose liegen konnte (Liigering et al., 2006)). An mehreren Arbeiten konnte demon-
striert werden, dass Lamina propria-T-Lymphozyten von Morbus Crohn-Patienten
hochgradig resistent gegen die Einleitung der Apoptose zu sein scheinen und eine ver-
lingerte Uberlebenszeit aufweisen (Boirivant et al., 1999; Ina et al., [1999; Itoh etal.,
2001). Bei diesen Patienten konnte eine vermehrte IL-2-abhéingige Proliferation und
gleichzeitig eine Resistenz gegeniiber der IL-2-vermittelten, der CD2-induzierten, der
Stickstoffmonoxid-vermittelten und der Fas-iibertragenen Apoptose festgestellt wer-
den, somit sind sowohl der passive als auch aktive Apoptose-Pfad betroffen (Boirivant
etal., [1999). Die Art der Fas-Expression ist im Vergleich zu gesunden Probanden
nicht beeintrachtigt (Neurath et al., 2001)). Eine erhohte Zytokinproduktion wurde
jedoch nachgewiesen (Sturm, [2008]). Peppelenbosch und van Deventer vermuten den
Defekt im intrinsischen Pfad auf Ebene der Mitochondrien (Peppelenbosch und van
Deventer, 2004)). Auffallig ist weiterhin ein veranderter Bax-Bcl-Quotient, welcher bei
Colitis ulcerosa-Patienten nicht beobachtet wird (Ina etal., 1999). An Lamina pro-
pria-T-Lymphozyten der Colitis ulcerosa-Patienten konnte in den Arbeiten von Sturm
und Kollegen dargelegt werden, dass in diesen Zellen eine im Vergleich zu Kontroll-
gruppen erhdhte Apoptoserate vorlag (Sturm et al., 2004). Ubereinstimmend damit
zeigten sich die Aktivitdten der Effektor-Caspase-3 und -6 erhdht, wohingegen sie bei
Morbus Crohn-Patienten erniedrigt waren (Sturm et al., [2004).

Mit TNFSF15 und TNFRSF6B konnten zwei Apoptose-assoziierte Suszeptibilitéts-
gene entschliisselt werden, die fiir den TNF-like factor (TL1A) sowie fiir den TNF
decoy receptor (DR3) kodieren (Kugathasan et al., 2008; Yamazaki et al., 2005). Erster
induziert und zweiter inhibiert eine Apoptose. Beide sind miteinander assoziiert, da
TL1A einer der Liganden von DR3 ist (Fiocchi, |2009). Inwieweit ein Zusammenhang
mit der T-Zell-Apoptose-Resistenz besteht, muss geklirt werden.

Viele Medikamente, die in chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eingesetzt
werden, sind dafiir bekannt, die Apoptose in Mono- oder Lymphozyten zu indu-
zieren. Neben Glukokortikoiden (Schmidt et al., [2001), Sulfasalazin (Doering et al.,
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2004)), Infliximab (Hove et al., [2002), Methotrexat (Genestier et al., [1998]), Ciclospo-
rin (Horigome etal., |1997), Tacrolimus (Migita und Eguchi, 2001) und Thalidomid
(Gockel etal., 2004) zahlen hierzu auch Azathioprin und 6-Mercaptopurin (Tiede
etal., [2003)). Saruta et al. beschreiben eine verminderte Anzahl von FOXP3+tCD4"
Tgr-Zellen nach der Gabe von Azathioprin oder 6-Mercaptopurin (Saruta et al.,|2007).
Tiede und Kollegen konnten demonstrieren, dass ein Zusammenhang zwischen der
Apoptoseinduktion von Azathioprin/6-Mercaptopurin und der Inhibition von CD28
durch den 6-Mercaptopurin-Metaboliten 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat besteht (Tie-
de et al.,]2003). Da die Aktivierung des kostimulatorischen Molekiils CD28 T-Lympho-
zyten gegen Apoptose schiitzt, deutet diese Erkenntnis darauf hin, dass Azathioprin
in aktivierten T-Zellen Apoptose induziert. Eine vermehrte Apoptose an mononukle-
dren Lamina propria- und Blut-T-Zellen kann beobachtet werden, wenn Azathioprin
verabreicht wird (Tiede etal., 2003).

1.1.4 Medikament6se Therapie chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen

Fine kausale medikamentose Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen
existiert nicht. Daher besteht die vorrangige Intention einer medikamentésen Thera-
pie darin, die Symptome zu reduzieren, die Entziindungsaktivitit zu verringern, die
Lebensqualitit der Patienten zu erh6hen sowie den Verlust der Darmfunktion zu ver-
hindern. Als priméres Ziel wird die Remissionsinduktion angestrebt, konsekutiv ist
der Remissionserhalt langfristig von Bedeutung. Die Therapieregime chronisch ent-
ziindlicher Darmerkrankungen zollen der vermuteten unterschiedlichen Pathogenese
und der Tatsache, dass zahlreiche heterogene Subpopulationen zu bestehen scheinen
(Neurath und Finotto, [2009), bislang keinen Tribut. Zu weiten Teilen iiberlappen
sich die zur Verfiigung stehenden Pharmaka fiir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa.
Schwierigkeiten in der medikamentsen Therapie bereitet die objektive Beurteilung
der Krankheitsaktivitit. Als Erfolgsparameter dienen bislang Laborbefund, Sympto-
matik sowie endoskopische Mukosabeurteilung. Strittig bleibt die Frage beziiglich
Step-up- versus Top-down-Prinzip. Die Step-up-Therapie stellt die klassische The-
rapievariante dar, bei der mit Glukokortikoiden begonnen wird und je nach Erfolg
der First line-Therapie und Verlauf der Erkrankung die Therapie nach und nach auf
Immunsuppressiva und Biologika ausgeweitet wird (Hanauer, 2003)). In den letzten
Jahren hat sich fiir eine Gruppe von Patienten mit schwerer Klinik und beispielswei-
se Befall des proximalen Gastrointestinaltraktes jedoch immer mehr das Top-down-
Prinzip etabliert, bei dem diese Therapie bereits primér zum Einsatz kommt (D’Haens
etal., 2008]).

Die Wirksamkeit fiir Glukokortikoide im akuten FErkrankungsschub konnte sowohl
fiir Morbus Crohn als auch fiir Colitis ulcerosa belegt werden (Malchow et al., 1984;
Summers et al., [1979; Truelove und Witts, 1955). Somit dienen sie der Remissions-
induktion, jedoch nicht dem Remissionserhalt (Steinhart etal., 2003). Durch ihre
potente antiphlogistische Wirkung konnten sie die Mortalitdt der chronisch entziind-
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lichen Darmerkrankungen nach Einfiihrung in den frithen Fiinfziger Jahren drastisch
senken (Edwards und Truelove, 1963).

Sulfasalazin und 5-Aminosalizylsdure entfalten ihre antiinflammatorische Wirkung
durch verschiedene galenische Zubereitungen vorwiegend im Kolon, teilweise auch
im distalen Diinndarm. In der Therapie der Colitis ulcerosa besitzen sie einen ho-
heren Stellenwert als in der Therapie des Morbus Crohn (Akobeng und Gardener,
2005; Sutherland und Macdonald, 2006). Unerwiinschte Wirkungen wie Cephalgien,
Ubelkeit und abdominelle Schmerzen von Sulfasalazin sind auf den Sulfonamidanteil
zuriickzufiihren, schwerwiegende Nebenwirkungen sind seltener (Ransford und Lang-
man, 2002).

Zu den Biologika zdhlen die Anti-TNF o-Antikoérper Infliximab und Adalimumab.
Infliximab, ein chimérer (75 % murin, 25 % human) monoklonaler [gG1-Anti-TNF-a-
Antikdrper, inhibiert TNF-o und bewirkt die Apoptose von mukosalen T-Lymphozyten
(Hove etal., 2002) und Monozyten (Liigering etal., 2001). Er kommt in schweren
bzw. therapierefraktéren Fillen von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sowohl in
der Remissionsinduktion als auch -erhaltung zur Anwendung (Rutgeerts et al., [2005;
Targan et al.,|1997) und wird intravends und gewichtsadaptiert verabreicht. Auch fiir
die fistulierende Form des Morbus Crohn zeigte die Behandlung mit Infliximab ein
Benefit (Sands etal., 2004). In einigen Studien erwies sich ein frithzeitiger Einsatz
im Sinne einer Top-down-Strategie als vorteilhaft (D’Haens et al., 2008). Durch die
Bildung humaner antichimérer Antikérper kénnen Nebenwirkungen wie Infusions-
reaktionen auftreten. Adalimumab ist ein rein humaner rekombinanter monoklona-
ler Anti-TNF o-Antikérper. Er hemmt die Entziindungsprozesse von 16slichem und
membrangebundenem TNF-a und induziert die Apoptose in Monozyten (Shen et al.,
2005). Sein Anwendungsbereich ist der therapierefraktire Morbus Crohn. Er kommt
allerdings nur bei Infliximab-Unvertréglichkeit oder -Unwirksamkeit zum Einsatz und
wird subkutan appliziert.

Antibiotika dienen in erster Linie der Therapie infektitser Komplikationen. Beim
fistulierenden Verlauf des Morbus Crohn hat sich Metronidazol als wirksam erwiesen
(Schneider et al., 1985; Thia et al., 2009).

Die intestinale Flora spielt in der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkran-
kungen eine wichtige Rolle und so richtet sich der Fokus der Forschung zunehmend
auf eine Therapie mit Probiotika. Aktuell steht Escherichia coli Stamm Nissle 1917
fiir den Remissionserhalt der Colitis ulcerosa zur Verfiigung (Rembacken et al., 1999).

Weitere erfolgversprechende Probiotika und Biologika befinden sich derzeit in der
klinischen Testung. Certolizumab Pegol besteht aus einem Fab-Fragment eines re-
kombinanten, humanisierten monoklonalen Antikdérpers, das an Polyethylenglykol
konjugiert wurde. Es bindet an TNF und inhibiert dieses ohne eine Aktivierung
der Komplementkaskade zu bewirken. Eine Apoptose wird nicht ausgeldst. In er-
sten klinischen Studien zeigte sich eine gute Vertriglichkeit bei méfigem Anspre-
chen (Sandborn etal., 2007). Natalizumab ist ein weiterer humanisierter Antikor-
per, welcher die a4-Untereinheit des Integrins o437 erkennt und blockiert. Dadurch
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wird die Leukozyten-Adhésion und -Migration in die Mukosa verhindert und eine
Entziindungsreaktion vermieden. Ein méfiges Ansprechen muss gegen das Risiko
des Auftretens schwerer unerwiinschter Wirkungen wie der progressiven multifoka-
len Leukenzephalopathie abgewogen werden (Sandborn etal., 2005). Weitere The-
rapieoptionen, die in Zukunft zur Verfiigung stehen konnten, sind Abatacept, ein
CTLA4-Ig-Fusionsprotein, Interferon-$3, Antikorper gegen den IL-2- und IL-6-Rezeptor
oder Antikorper gegen die p40-Untereinheit von 1L-12 und I1-23.

Immunsuppressive Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen Zu den
Immunsuppressiva zihlen neben Azathioprin und 6-Mercaptopurin, auf die spéter ein-
gegangen wird, Ciclosporin, Tacrolimus, Methotrexat und Mycophenolatmofetil. Cic-
losporin hemmt die Funktion der T-Lymphozyten iiber die Bindung an das zytoplas-
matische Ciclophilin, einem Immunophilin. Dieser Komplex lagert sich an die Phos-
phatase Calcineurin und inhibiert diese, wodurch die Dephosphorylierung des nuclear
factor of activated T cells (NF-AT) ausbleibt. NF-AT aktiviert die Promotoren fiir die
Transkription des DNA-Matrizenstranges im Bereich der Gene proinflammatorischer
Zytokine, darunter auch das Gen von IL-2. Aufgrund der fehlenden Wirkung von IL-2
verharren die T-Lymphozyten trotz Aktivierung in der GO- oder G1-Phase des Zell-
zyklus (Crabtree, [2001). Ciclosporin wird in der Remissionsinduktion der schweren
steroidrefraktiren Colitis ulcerosa verabreicht, eignet sich aber nicht fiir eine Remis-
sionserhaltung (D’Haens et al.,|2001)). Tacrolimus (FK 506), ein Makrolid aus Strepto-
myces tsukubaensis, findet beim chronisch aktiven Morbus Crohn sowie der fulminan-
ten oder chronisch aktiven Colitis ulcerosa Anwendung, ist jedoch kein Medikament
der ersten Wahl und wird meist im Rahmen von Studien eingesetzt (Ierardi etal.,
2001). Es wirkt dhnlich wie Ciclosporin iiber Calcineurin-Inhibition, bindet aber an
das FK binding protein 12 (FKBP-12). Der Antimetabolit Methotrexat inhibiert tiber
die Tetrahydrofolsdure die Synthese von Thymidin und Purinen. Als Folsdureantago-
nist wird er in zeitlichem Abstand gemeinsam mit Folsdure appliziert. Methotrexat
hemmt die Zellteilung und kann bei Azathioprin-/6-Mercaptopurin-Unvertréglichkeit
beispielsweise bei Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa mit chronisch aktivem Ver-
lauf oder zur Remissionserhaltung von Morbus Crohn gegeben werden (Feagan et al.,
2000). Mycophenolatmofetil blockiert die Inosinmonophosphat-Dehydrogenase und
filhrt dariiber zu einer Verminderung der gesamten Purinsynthese. Sowohl B- als
auch T-Lymphozyten werden inhibiert, dariiber hinaus konnte eine Apoptose der
T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Es wird aktuell nur als Reservemedikament
fiir Morbus Crohn angewandt (Tan und Lawrance, |2009).

1.2 Azathioprin

Azathioprin ist ein Imidazol-Derivat von 6-Mercaptopurin und zugleich dessen in-
aktive Vorldufersubstanz. Als Purinantimetabolit, einem chemischen Analogon der
physiologischen Purinbasen, hemmt es die Purinsynthese. Zu den Antimetaboliten
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Abbildung 1.4: Strukturformeln von Adenin (CsHzNj), Guanin (CsHzN50),
Azathioprin (CgH;N;O2S), 6-Mercaptopurin (CsH4N,S), 6-Thioguanin
(CsH5N5S) und Hypoxanthin (C5sH4N4O).

zéhlen neben den Thiopurinen Azathioprin, 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin auch
die Zytostatika Fludarabin, Cladribin und Pentostasin.

1.2.1 Chemische Eigenschaften

Azathioprin! (Abbildungen und besitzt die Strukturformel CgH;N7O5S und
ein Molekulargewicht von 277,26 g/mol. Der IUPAC-Name lautet 6-[1-Methyl-4-nit-
ro-5-imidazolylthio|purin (Elion etal., |1963). Das Pharmakon liegt in festem Aggre-
gatzustand vor, der Schmelzpunkt befindet sich bei 243,5° C. Azathioprin ist syntheti-
schen Ursprungs, von blassgelber Farbe und liegt als geruchsneutraler Puder vor. Die
Haltbarkeitsdauer fiir Azathioprin in Tablettenform betrégt 5 Jahre. Die Substanz
ist wasserunloslich und wenig 16slich in Ethanol (Balali-Mood, 1995). Der Purinan-
timetabolit besteht aus 6-Mercaptopurin sowie einem Imidazol-Derivat, welches am
Schwefelatom in Position 6 anhaftet und als protektive Gruppe fungiert, um eine
schnelle Oxidation und Methylierung von 6-Mercaptopurin zu inhibieren (Bertino,
1973; Cook und Bugg, [1975; Hoffmann et al., 2001). Azathioprin ist in Tablettenform
sowie als Pulver zur Herstellung einer Infusion erhiltlich.

!CAS-Nummer: 446-86-6, vgl. ChemIDplus (http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/
ProxyServlet7objectHandle=DBMaint&actionHandle=default&nextPage=jsp/chemidheavy/
ResultScreen. jsp&ROW_NUM=0&TXTSUPERLISTID=0000446866; abgerufen am 10.08.2010).
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1.2.2 Pharmakodynamik

Die fiir Patienten mit chronisch entziindlicher Darmerkrankung empfohlene Dosierung
liegt bei 1,0-2,5 mg/kg Korpergewicht pro Tag (Stichtenoth, 2009), wobei fiir die
Zieldosis ein Bereich von 2,0-2,5 mg/kg Koérpergewicht veranschlagt werden sollte
(Dignass et al., 2004; Hoffmann et al., 2008a; Travis et al., [2006b)). Ein Einschleichen
der Therapie iiber 2-4 Wochen wird diskutiert, von den meisten Autoren jedoch nicht
befiirwortet, da hierdurch unerwiinschte Wirkungen nicht verhindert werden und der
Eintritt des Wirkungsbeginns verzogert wird (Dignass et al.,2004)). Die Therapie sollte
iiber mindestens 4-6 Monate fortgefiihrt werden, da frithestens zu diesem Zeitpunkt
ein Therapieversagen bewertet werden kann (Dignass et al., |2004). Eine Anpassung
der Dosierung sollte bei schwerer Leber- oder Niereninsuffizienz vorgenommen werden
(Stichtenoth, 2009)).

Die orale LDjsg-Dosis fiir eine einzelne Dosis Azathioprin fiir Ratten und M&use be-
tragt 535 mg/kg bzw. 1389 mg/kg (Lewis, [1996]). Sehr hohe Dosen fithren im Tierver-
such zu Myelosuppression, Blutungen, Infektionen und Tod. Carney et al. beschreiben
einen Fall eines nierentransplantierten Patienten, der nach Einnahme von 7500 mg
Azathioprin aufer Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, milder Leukopenie und leichten Ab-
normalititen der Leberfunktion keine weiteren Auffalligkeiten zeigte (Carney et al.,
1974). Ein Antidot existiert nicht.

1.2.3 Pharmakokinetik

88 % von Azathioprin werden unter Abspaltung des Methylnitroimidazolrestes und
dessen Bindung an Glutathion in der Leber zu 6-Mercaptopurin konvertiert. Diese
Biotransformation wird durch Glutathion-S-Transferasen katalysiert und beinhaltet
einen nukleophilen Angriff der Thiogruppe des zentralen Cysteins von Glutathion
auf das elektrophile Kohlenstoff-Atom in Position 5 der Methylnitroimidazolverbin-
dung. Weniger als 1 % von Azathioprin wird mittels Glutathion nicht-enzymatisch
verstoffwechselt (Eklund et al., 2006; Kurtovic et al., |2008).

Der Anteil von 6-Mercaptopurin an Azathioprin betrigt 55 % auf das Molekularge-
wicht bezogen. Die Absorption im Gastrointestinaltrakt wird fiir Azathioprin mit
16 bis 50 % angegeben (Nielsen etal., 2001). Fiir die orale Bioverfiigharkeit von
6-Mercaptopurin nach Gabe von 50 mg Azathioprin wurden Werte zwischen 27 und
83 %, im Median von 47 % dokumentiert (Van Os et al.,|{1996). Diese Zahlen gelten fiir
gesunde Probanden. Fiir Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen,
bei denen die Absorption im Intestinaltrakt durch Inflammation und verringerte Pas-
sagezeit erniedrigt sein konnte, liegen keine Studien vor. Der Einfluss von Nahrung auf
die Resorption von Azathioprin wurde ebenfalls nicht untersucht. Fiir 6-Thioguanin
konnten zwei Arbeitsgruppen (Lancaster et al., [2001; Deibert et al., [2003) keine Un-
terschiede in der Pharmakokinetik mit oder ohne Nahrungsaufnahme aufzeigen.
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Die Plasmahalbwertszeit fiir 6-Mercap-
topurin nach oraler Azathiopringabe
wurde mit 1,5-2,5 Stunden ermittelt
(Chan etal., 1990; Odlind etal., |1986),
zwischen 15 und 240 Minuten nach der
Einnahme kann Azathioprin im Plasma
nachgewiesen werden. Die Halbwerts-
zeit fiir die Metaboliten 6-Thioguanin-
Nukleotide wird von Sandborn et al. und
Cuffari et al. mit drei Tagen bis zwei
Wochen angegeben (Cuffari et al., 2000
Sandborn etal., |1995)). Azathioprin und
6-Mercaptopurin werden mit einer Affi-

Abbildung 1.5: Dreidimensionales und
elektrostatisches Modell von Azathio-
prin

Quelle:  |http://upload. wikimedia. org/
wikipedia/commons/b/b6/Azathioprine_
3d_structure. png| und Hoffmann etal.
(2005]).

nitat von bis zu 30 % an Plasmaproteine

gebunden (Balali-Mood, 1995)). Die Gewebedistribution wurde am Menschen nicht
untersucht, jedoch konnten Kurowski und Iven an der Maus zeigen, dass sich die
Azathioprin-Metaboliten gleichméfig in allen Organen verteilen (Kurowski und Iven,
1991). Der Metabolit 6-TGN ist plazentagingig und wurde in geringen Spuren in
Fotalblut detektiert (De Boer etal., |2006). 6-Mercaptopurin wurde in Muttermilch
(Christensen et al., [2008)) nachgewiesen.

Die Elimination von Azathioprin und seiner Metaboliten erfolgt vorwiegend iiber
die Niere. Bis zu 50 % wird in Form verschiedener Metaboliten, insbesondere Thio-
harnsiaure, im 24 Stunden-Urin ausgeschieden, ca. 2 % der Ausgangssubstanz gelangt
unveréndert in den Urin (Stichtenoth, [2009)). Etwa 12 % des Medikaments kann im
Stuhl quantifiziert werden (Balali-Mood, [1995)). Azathioprin ist partiell dialysierbar.

1.2.4 Klinischer Einsatz in chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Azathioprin ist eines der &ltesten Immunsuppressiva mit breit gefacherter klinischer
Anwendung und wird heute in der medikamentdsen Therapie der rheumatoiden Ar-
thritis, Autoimmunhepatitis, in der Behandlung verschiedener dermatologischer Krank-
heitsbilder wie Psoriasis, systemischer Lupus erythematodes, atopisches Ekzem, zur
medikamentosen Therapie von malignen Erkrankungen wie akuten lymphatischen
Leukédimien im Kindesalter, nach Organtransplantationen sowie in der Therapie chro-
nisch entziindlicher Darmerkrankungen eingesetzt (Sahasranaman et al., |[2008)).

Auf den Konsensuskonferenzen der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und Stoff-
wechselkrankheiten und der European Crohn’s and Colitis Organisation wurden die
in Tabelle ersichtlichen Indikationen fiir Azathioprin in der Morbus Crohn- und
Colitis ulcerosa-Therapie festgelegt.

In der Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ist Azathioprin insbe-
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Tabelle 1.1: Indikationen fiir Azathioprin in der Therapie chronisch entziindli-
cher Darmerkrankungen

Morbus Crohn Colitis ulcerosa
Steroideinsparung bei steroidrefraktérem Verlauf ?/Ea (;rlgilc}emsparung bei steroidrefraktarem
Steroideinsparung bei steroidabhéngigem Verlauf 5:31;isflonserhaltung bei chronisch aktivem

Fistulierender Verlauf Remissionsgrhalt}mg n.ach Ciclospor.in—
oder Tacrolimus-induzierter Remission
Stenosierender Verlauf
Remissionserhaltung
nach medikamentés induzierter Remission
nach chirurgisch induzierter Remission
schwerer Schub
chronisch aktiver Verlauf®#
Friihrezidiv der Colitis Crohn*

ausgedehnter Diinndarmbefall

$Aktive Erkrankung: Die Krankheitsaktivitit beim Morbus Crohn wird allgemein in eine geringe,
méfige oder hohe eingruppiert. Die einzelnen Stufen sind dabei nicht genau definiert. Die meisten
klinischen Studien legen fest, dass die Krankheitsaktivitdt nach Best (CDAI) > 220 liegen muss (Best
etal.,|1976)), bei Kindern und Jugendlichen entsprechend der padiatrische Index (PCDAI) 30 Punkte
oder mehr fiir eine maRig bis hohe Erkrankungsaktivitdt. Angesichts der hohen Ansprechraten in
Placebogruppen von kiirzlich publizierten Studien wird in letzter Zeit zusdtzlich ein CRP-Wert >
10 mg/1 gefordert. Vgl. Hoffmann et al. (2008b)).

#Chronisch-aktiver Verlauf: Der chronisch-aktive Verlauf ist gekennzeichnet durch eine Persistenz
der klinischen Symptome trotz einer addquaten medikamentdsen Therapie, die zwar eine Besse-
rung, jedoch keine vollstdndige und dauerhafte (< 2 Rezidive/Jahr) Remission bewirkt. Der Begriff
der chronischen Aktivitdt kann entsprechend einer medikamentdsen Stufentherapie auf verschiedene
Therapieprinzipien bezogen werden. Vgl. Dignass et al. (2004)).

*Friihrezidiv: Ein Friihrezidiv wird willkiirlich definiert als ein Rezidiv innerhalb von drei Monaten
nach erreichter Remission. Vgl. S3-Leitlinie ,,Diagnostik und Therapie des Morbus Crohn“ Ergebnisse
einer Evidenz-basierten Konsensuskonferenz der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und Stoft-
wechselkrankheiten zusammen mit dem Kompetenznetz Chronisch entziindliche Darmerkrankungen,
Hoffmann et al. (2008c]).

Quellen:

— European evidence based consensus on the diagnosis and management of Crohn’s disease:
current management (Travis et al., 2006D).

— S3-Leitlinie ,,Diagnostik und Therapie des Morbus Crohn“ Ergebnisse einer Evidenz-basierten
Konsensuskonferenz der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten
zusammen mit dem Kompetenznetz Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (Hoffmann
etal.,|2008a)).

— European evidence-based Consensus on the management of ulcerative colitis: Current mana-
gement (Travis et al., 2008)).

— Diagnostik und Therapie der Colitis ulcerosa: Ergebnisse einer evidenzbasierten Konsensus-
konferenz der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten zusammen

mit dem Kompetenznetz Chronisch Entziindliche Darmerkrankungen (Hoffmann et al.,[2004).
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sondere in der Remissionserhaltung?? und Steroideinsparung bedeutsam. Zum Re-
missionserhalt nach medikamentds oder chirurgisch induzierter Remission des Mor-
bus Crohn stellt das Thiopurin die erste Wahl dar (Candy etal., 1995; Fraser etal.,
2002b; Gonvers et al., 2005; Pearson et al.,|1995; Peyrin-Biroulet et al.,2009). Prefon-
taine und Mitarbeiter geben in ihrer Metaanalyse aus sieben randomisierten, Plazebo-
kontrollierten, doppelblinden Studien eine NNT (number needed to treat) von 6 und
eine NNH (number needed to harm) von 20 an, wobei hohere Dosen das Ansprechen®
zu verbessern scheinen. Fiir Azathioprin wurden héhere Response-Raten ermittelt als
fiir 6-Mercaptopurin (Prefontaine et al., |2009b)).

Im steroidrefraktiren® und steroidabhiingigen® Verlauf gilt der Immunmodulator mit
einer NNT von 3 ebenfalls als Medikament der ersten Wahl (Gonvers et al., [2007;
McGovern und Travis, 2003 Prefontaine et al., |2009a)). Auferdem wird Azathioprin
zur Behandlung des fistulierenden und stenosierenden Morbus Crohn eingesetzt (Ta-
xonera etal., 2009; Travis etal., 2006b)). Dariiber hinaus dient es als wichtiges In-

*Remission des Morbus Crohn: Fehlende Symptome oder klinische Zeichen eines Morbus Crohn
(Bauchschmerzen, Diarrhoe, Fisteln, andere intestinale und extraintestinale Symptome; CDAI
< 150). Vgl. (Hoffmann, 2009a). Als Kriterium fiir eine Remission wird in klinischen Studien all-
gemein ein Abfall des CDAI auf unter 150 Punkte definiert, bei Kindern und Jugendlichen ent-
sprechend der PCDALI kleiner oder gleich 10 Punkte. Diese Definition wird daher grundsitzlich
fiir klinische Studien gefordert und dient als Richtwert fiir die klinische Praxis, wobei aufierhalb
von Studien wegen der fehlenden Praktikabilitdt der prézise CDAI nicht ermittelt werden muss.
In Ubereinstimmung mit der International Organisation on Inflammatory Bowel disease und der
European Crohn’s and Colitis Organisation wird fiir Studien zur Remissionserhaltung eine minimale
Beobachtungsdauer von 12 Monaten gefordert. Vgl. Hoffmann et al. (2008b). In der vorliegenden
Arbeit wurde zusitzlich eine Beschwerdefreitheit von mindestens 3 Monaten in Verbindung mit
fehlender Glukokortikoid- sowie Anti-TNF a-Medikation als Voraussetzung fiir das Vorliegen einer
Remission definiert.

3Remission der Colitis ulcerosa: Nicht mehr als 3 Stiihle/d, kein sichtbares Blut im Stuhl, keine in-
testinalen oder extraintestinalen Beschwerden. Vgl. Hoffmann (2009b)). Die Remission einer Colitis
ulcerosa wird anhand der klinischen Parameter (d. h. Verschwinden der initialen Krankheitssym-
ptome) definiert. Hinweise zur Remissionsbeurteilung liefern Laborwerte (CRP, Hb, Leukozyten,
BSG). Aufgrund fehlender Kenntnisse zur Atiologie muss die Definition einer Remission der Er-
krankung auf der Basis der klinischen Symptome erfolgen, die fiir die Definition des akuten Schubs
verwendet wird. Vgl. Reissmann et al. (2004).

4 Ansprechen: Ein Ansprechen oder eine Response auf eine Behandlung wird in Studien durch einen
Abfall des CDAI von mindestens 100 Punkten definiert. Diese Definition wird daher grundsétzlich
fiir klinische Studien gefordert und dient als Richtwert fiir die klinische Praxis, wobei aufierhalb
von Studien der prézise CDAI nicht ermittelt werden muss. Vgl. Hoffmann (2009al).

®Steroidrefraktirer Verlauf: Patienten mit aktiver Erkrankung trotz einer systemischen Steroidthera-
pie (mindestens 0,75 mg Prednisolonédquivalent/kg Koérpergewicht/Tag) iiber mindestens vier Mo-
nate. Vgl. Hoffmann (2009a)).

Steroidabhingiger Verlauf: Patienten, die entweder die Steroiddosis innerhalb von vier Monaten
nach Beginn der Steroidtherapie nicht vollstdndig ausschleichen kdnnen, ohne dass es zu einem
Rezidiv kommt, oder die innerhalb von drei Monaten nach der Beendigung der Steroidmedikation
ein Rezidiv bekommen. Beide Moglichkeiten setzen voraus, dass Komplikationen des Morbus Crohn
nicht aufgetreten sind. Zu betonen ist, dass die Zielsetzung stets sein sollte, Steroide vollstindig
auszuschleichen. Vgl. Hoffmann (2009a)).
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strument der Remissionsinduktion (McGovern und Travis, 2003; Prefontaine et al.,
2009a)). Weitere mogliche Indikationen des Immunmodulators stellen nach Definition
der Konsensuskonferenz der Furopean Crohn’s and Colitis Organisation das schwe-
re Rezidiv’, zwei oder mehr Steroidzyklen withrend eines Jahres, ein Riickfall unter
15 mg Prednisolon oder ein Riickfall nach drei Monaten ohne Prednisolon sowie die
postoperative Prophylaxe eines fistulierenden oder ausgedehnten Befalls dar (Travis
et al., [2006a). Azathioprin als intraventse Gabe zeigt keine schnellere Response als
die Tablettenform (Sandborn et al., 1999).

Fiir Colitis ulcerosa ist die Datenlage nicht so klar umrissen wie fiir den Morbus
Crohn. Dennoch kann auch hier das Fazit gezogen werden, dass sich Azathioprin
als effektiv fiir den Remissionserhalt (Fraser et al., 2002b; Sood etal., 2002; Timmer
et al., 2007) erweist und einen steroidsparenden Effekt besitzt (Ardizzone et al., 2006}
Mate-Jimenez et al., 2000)).

Weiterhin kommt Azathioprin eine Bedeutung im Remissionserhalt nach Ciclosporin-
induzierter Remission in steroidrefraktdren oder -intoleranten Patienten zu (Actis
et al.,[2001; Domenech et al.,|2002). Ardizzone und Mitarbeiter untermauern die Wirk-
samkeit des Antimetaboliten zur Vermeidung der Kolektomie bei Colitis ulcerosa-
Patienten (Ardizzone et al.,1997). Auch hier gelten die in den Leitlinien der European
Crohn’s and Colitis Organisation festgelegten Grundsétze analog zum Morbus Crohn:
Azathioprin soll zur Therapie des schweren Rezidivs, bei zwei oder mehr Steroidzy-
klen wihrend eines Jahres, bei einem Riickfall unter 15 mg Prednisolon oder einem
Riickfall nach drei Monaten ohne Prednisolon eingesetzt werden (Travis et al.,|2008).

Sein langsamer Wirkungseintritt nach drei bis sechs Monaten verbietet den FEin-
satz von Agzathioprin als singulire Medikation im akuten Schub®. In einer Studie
von Present et al. an 83 Morbus Crohn-Patienten liegt die durchschnittliche Zeit
bis zum Ansprechen auf 6-Mercaptopurin bei 3,1 Monaten (Present etal., |1980).
Prefontaine und Kollegen kommen in ihrer Metaanalyse, in die acht randomisier-
te, Plazebo-kontrollierte Studien eingeschlossen wurden, zu dem Ergebnis, dass eine
Mindestbehandlungsdauer von Azathioprin mit > 17 Wochen gerechtfertigt sei (Pre-
fontaine et al., [2009a) und auch Candy und seine Arbeitsgruppe konstatieren, dass
eine Therapiedauer von 12 Wochen nicht ausreichend ist, um Unterschiede beziiglich
des Erreichens der Remission zwischen der Azathioprin- und der Plazebo-Gruppe
auszumachen (Candy et al., 1995).

"Rezidiv: Ein Rezidiv ist gekennzeichnet durch das Wiederauftreten von Symptomen bei einem
Patienten mit bekanntem Morbus Crohn, bei dem eine Remission bestand. Vgl. Hoffmann (2009a)).

8Der akute Schub eines Morbus Crohn wird ebenso wie die Indikation zur Therapie durch die klini-
sche Symptomatik in Verbindung mit Laborwerten (BSG, CRP, Hb/Hkt, Thrombozyten) definiert.
Weitere diagnostische Verfahren konnen symptombezogen zusétzlich erforderlich sein; die Mdglich-
keit einer infektiosen Ursache der Beschwerden sollte bedacht werden. Vgl. (Hoffmann et al.,2008a).
Der akute Schub einer Colitis ulcerosa ist durch die typischen klinischen Beschwerden, d. h. blutige
Diarrhoe und ggf. Tenesmen charakterisiert. Verbindliche Definitionen des akuten Schubes einer
Colitis ulcerosa liegen bislang nicht vor. Vgl. Reissmann et al. (2004)).
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Lémann und Mitarbeiter konnen in ihren Untersuchungen dokumentieren, dass das
Fortsetzen der Therapie nach 3,5 Jahren Azathioprin-Einnahme im Rahmen eines
Morbus Crohn nicht gleichwertig ist mit dem Absetzen des Medikaments. Die Rezidiv-
Quoten liegen 18 Monate nach Therapieende der mindestens 42-monatigen Azathio-
prin-Therapie bei 8 % fiir die Azathioprin- bzw. 21 % fiir die Plazebo-Gruppe. Auf-
grund dessen wird eine Fortfiihrung der Erhaltungstherapie iiber diesen Zeitraum
hinaus empfohlen (Lémann et al., |2005). Holtmann und Mitarbeiter gelangen in der
groften retrospektiven Studie dieser Art an 1176 Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-
Patienten zu dem Schluss, dass fiir Morbus Crohn-Patienten ein Absetzen der immun-
suppressiven Medikation nach drei bis vier Jahren bei kompletter, stabiler Remission
des Patienten in Betracht zu ziehen ist. Andernfalls sollte die Therapie weitergefiihrt
werden. Fiir Colitis ulcerosa zeigte sich nach Absetzen der Therapie nach drei bis
vier Jahren eine Reaktivierung der Erkrankung, so dass hier eine Fortfiihrung {iber
mehr als vier Jahre erwogen werden sollte (Holtmann et al., 2006). Auch die Leitlini-
en der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten raten fiir
die Colitis ulcerosa zu einem Fortsetzen der Therapie fiir drei bis fiinf Jahre (Dignass
etal., 2004])).

1.2.5 Unerwiinschte Wirkungen

Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen manifestieren sich in der Therapie mit Aza-
thioprin bei bis zu 28 % der Patienten (Kirschner, 1998; Marinaki et al., [2004). Am
h&ufigsten tritt eine Unvertriglichkeitsreaktion mit grippedhnlichen Symptomen, My-
algien, Nausea und Diarrhoen wenige Wochen nach Einnahmebeginn auf. Da bei
diesen unspezifischen und nicht dosisabhingigen Symptomen meist 6-Mercaptopurin
gut vertragen wird, liegt die Schlussfolgerung nahe, den Methylnitroimidazolrest fiir
die Beschwerden verantwortlich zu machen (McGovern etal., 2002). Die schwerste
Nebenwirkung unter Azathioprin ist die Myelosuppression, die sich in Leukopenien,
aber auch Thrombozytopenien und selten in Panzytopenien dufsert. Je nach Defini-
tion tritt die Leukopenie bei 5 bis 15 % der Patienten in Erscheinung und kann sich
sowohl zu Therapiebeginn als auch Jahre spater manifestieren (Connell et al., |1993;
Dubinsky et al.,2000; Sahasranaman et al., [2008]). Panzytopenien sind mit weniger als
1 % selten (Connell etal.,|1993). Etwa 11 % der Patienten weisen eine herabgesetzte
Aktivitdt der Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT) mit heterozygotem Genotyp
auf. Bei 0,3 % besteht eine stark erniedrigte TPMT-Aktivitat mit homozygotem Ge-
notyp und damit ein erhohtes Risiko fiir die Entstehung schwerer hamatologischer
Nebenwirkungen (Weinshilboum und Sladek, 1980). Eine Therapie mit Azathioprin
ist durch einen Defekt des TPMT-Enzyms jedoch nicht ausgeschlossen, allerdings
ist die vorsichtige Titrierung der Dosis vonnéten (Kaskas et al., |[2003). Eine TPMT-
Defizienz liegt bei nur 27 % der Patienten mit Myelosuppression vor, somit ldsst
sich nur eine Minderheit durch diesen Defekt erkldren. Colombel et al. vermuten als
weitere Ursachen fiir die Entstehung einer Myelosuppression virale Infekte oder eine
spezifische Komedikation (Colombel et al., 2000).
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Die Knochenmarkdepression ist wie die cholestatische Hepatitis, die bei etwa 0,3 %
der Patienten diagnostiziert wird, dosisabhéingig und ist in der niedriger dosierten im-
munsuppressiven Therapie weniger verbreitet als in der hoher dosierten zytostatischen
Therapie. Pankreatitiden sind mit einer Hiufigkeit von etwa 3 % vertreten (Hoffmann
et al., 2008a). Selten, aber mit hoher Mortalitdt verkniipft, ist die akute Venenver-
schlusskrankheit der Leber (veno-occlusive disease), welche zwar auch mit Azathio-
prin assoziiert wird, jedoch haufiger fiir 6-Thioguanin dokumentiert wird (Holtmann
etal.,2003). Etwa 8 % der Patienten erleiden bakterielle oder virale (Varizella-Zoster-
Virus, Cytomegalie-Virus) Infektionen (Kirschner,|1998). Einzelfallberichte liegen zur
progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (Foocharoen et al., 2006), zur intersti-
tiellen Nephritis (McHenry et al., (1993} Parnham et al., [1996]) sowie zur Pneumonitis
(Nagy etal., 2007) vor.

Azathioprin ist im Tierversuch karzinogen. Beim Menschen wurde fiir Patienten nach
Nieren- oder Herztransplantation mit Kombinationstherapien bestehend aus Azathio-
prin plus Ciclosporin ein 1,5-fach erhohtes Risiko fiir Non-Hodgkin-Lymphome kon-
statiert (Opelz und Henderson,|1993). Fiir Patienten mit chronisch entziindlichen Dar-
merkrankungen unter Azathioprin-Therapie ist die Datenlage nicht eindeutig. Wah-
rend einige Autoren ein gering erhéhtes Krebsrisiko, inshesondere fiir Non-Hodgkin-
Lymphome, verzeichneten (Armstrong et al., 2010; Dayharsh et al., [2002; Lewis et al.,
2001), postulieren Kandiel und Mitarbeiter in einer Metaanalyse ein bis zu vier-
fach erhdhtes Lymphom-Risiko (Kandiel et al., 2005)). Wieder andere Arbeitsgruppen
konnten keine erhdhte Gefdhrdung im Vergleich zur Gesamtbevilkerung feststellen
(Connell et al.,1994b; Fraser et al., [2002a; Loftus Jr. et al., |[2000).

Im Tierversuch sind hohe Dosen Azathioprin teratogen und verursachen in Kaninchen
Skelett- und viszerale Abnormalitdten, in M&usen wirken sie letal. Beim Menschen ist
die Situation weniger klar; meist wird die Azathioprin-Therapie in der Praxis wihrend
einer Schwangerschaft fortgefiihrt, da sie als sicher gilt (Dignass et al., [2009; Peyrin-
Biroulet etal., 2011)). Allerdings wird Azathioprin von der Food and Drug Admini-
stration der Schwangerschaftskategorie D zugeordnet und zdhlt damit zu denjenigen
Substanzen, fiir die ein Risiko fiir den F6tus gesichert wurde, die jedoch bei Uberwie-
gen des Nutzen iiber das Risiko weiterhin angewendet werden sollen (Kwan und Ma-
hadevan, [2010; Mottet et al., 2007). Aus Studien in der Transplantationsmedizin geht
hervor, dass durch Azathioprin keine erhéhten Inzidenzen beziiglich Frith- und Totge-
burten, niedrigem Geburtsgewicht und Abnormalitédten hervorgerufen werden (Penn
etal., 1980). In einigen Studien mit niedriger Fallzahl an Patienten mit chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen unter Azathioprin-Therapie werden Frithgeburten
oder ein niedriges Geburtsgewicht beobachtet, allerdings ist unklar, ob dies durch
die Medikation oder die Grunderkrankung verursacht ist (Langagergaard et al., 2007}
Norgard et al.,[2007), da auch Rezidive das Risiko eines erniedrigten Geburtsgewichtes
oder einer Frithgeburt bergen (Reddy etal., 2008). Francella et al. (2003) analysier-
ten 325 Geburten und dokumentierten weder fiir 6-Mercaptopurin-behandelte Miitter
noch fiir Véter ein erhhtes Risiko fiir Abnormalititen beim Neugeborenen.

Azathioprin ist im Ames-Test an Salmonella typhimurium mutagen (Speck und Ro-
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senkranz, |1976) und auch beim Menschen wurden reversible chromosomale Aberratio-
nen identifiziert (Voogd, |1981). In einer Untersuchung von Nguyen und Mitarbeitern
wurden auch Verdnderungen in Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen nachgewiesen (Nguyen et al., 2009). Weitere Untersuchungen beziiglich der
klinischen Bedeutsamkeit bleiben abzuwarten.

1.2.6 Arzneimittelinteraktionen

Die Komedikation kann die Pharmakokinetik von Azathioprin verdndern und hier-
iiber zu unerwiinschten Wirkungen fithren, wenn keine engmaschige Kontrolle der
Therapie erfolgt. Allopurinol hemmt iiber das Enzym Xanthinoxidase den First pass-
Metabolismus von 6-Mercaptopurin und induziert dadurch einen Anstieg des Meta-
boliten 6-TGN und einen Abfall von 6-MMP. Vor dem Hinzufiigen von Allopurinol
zu einer bestehenden Azathioprin-Therapie sollte dieses auf 25 % der Ausgangsdosis
reduziert werden und eine regelmifige Uberwachung des Blutbildes sichergestellt wer-
den. Rahhal und Bishop (2008) und Gardiner und Kollegen (Gardiner etal., 2011)
postulieren die Verwendung von Allopurinol fiir Patienten mit schwachem Anspre-
chen auf die Azathioprin-Therapie. Sulfasalazin und Mesalazin bewirken eine Hem-
mung der TPMT in wvitro (Szumlanski und Weinshilboum, [1995; Xin et al., 2005al)
und moglicherweise auch in vivo, resultierend in erhéhten 6-TGN-Spiegeln und einem
erhohten Risiko fiir Leukopenien (Gilissen et al., 2005; Lowry et al.,2001a)). Einen dhn-
lichen Effekt beobachteten Roblin und Mitarbeiter ein bis drei Wochen nach Gabe
von Infliximab an Morbus Crohn-Patienten unter bestehender Azathioprin-Therapie.
Ein Anstieg von 6-TGN und MCV sowie ein Abfall der Leukozyten konnten demon-
striert werden, wobei die Ausgangswerte nach drei Monaten wieder erreicht waren.
6-TGN-Spiegel iiber 400 pmol/8 x 102 RBC (red blood cells) waren mit einem guten
Ansprechen und guter Vertriglichkeit von Infliximab assoziiert (Roblin et al., |2003).
Azathioprin vermindert die Wirksamkeit von Warfarin iiber einen Mechanismus, bei
dem vermutlich die Induktion hepatischer Enzyme eine Rolle spielt (Singleton und
Conyers, |1992). Auch fiir Furosemid wird in Fz-vivo- und In-vitro-Studien eine Inhi-
bition der TPMT beschrieben (Lysaa et al.,1996; Xin et al.,[2005b]), allerdings konnte
die klinische Relevanz bis jetzt nicht in klinischen Studien bestitigt werden.

1.2.7 Metabolismus von Azathioprin

Im Vergleich zum Metabolismus anderer Medikamente ist der Azathioprin-Metabo-
lismus komplex. Nach der enzymatischen Konversion von Azathioprin zu 6-Mercap-
topurin durch die Glutathion-S-Transferasen erfolgt die Aufnahme in die Zelle {iber
den hENT2- (human concentrative nucleoside transporter) und hCNT3- (human equi-
librative nucleoside transporter) Transporter (Fotoohi et al., 2006b; Nagai et al., 2007}
Peng etal., 2008) und die weitere intrazellulire Metabolisierung iiber vier méogliche
Enzymwege (Abbildung [1.6] und Abbildung [5.1 auf Seite 136)).
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Abbildung 1.6: Metabolismus von Azathioprin

Vereinfachter Metabolismus von Azathioprin, dargestellt mittels Strukturformeln. Abkiirsungen: 6-meMPR=6-Methylmercaptopurin-Ribosid, 6-
MMP=6-Methyl-Mercaptopurin, 6-MP=6-Mercaptopurin, 6-TGN=6-Thioguanin-Nukleotide, 8-OHTG=8-Hydroxy-Thioguanin, AO=Aldehydoxidase, dTGDP=2’-deoxy-6-Thioguanosin-
Diphosphat, dTGTP=2"-deoxy-6-Thioguanosin-Triphosphat, GMPS=Guanosin- Monophosphat Synthetase, GSH=Glutathion, HGPRT=Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase,
Glutathion-Transferase, IMPDH=Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase, meTGDP=6-Methyl-Thioguanosin- Dlphosphat
meTGTP:6—Methyl—Thioguanosin—Triphosphat, meTIDP=6-Methyl-Thioinosin-Diphosphat, meTIMP=Methyl-Thioinosin-Monophosphat,
MTGN=6-Methyl-Thioguanin-Nukleotide, NDPK=Nukleosid-Diphosphat-Kinase, NMPK=Nukleosid-Monophosphat-Kinase, OHMP=8-Hydroxy-Mercaptopurin, TGDP=6-Thioguanosin-
5’-Diphosphat, TGMP=6-Thioguanosin-5’-Monophosphat, TGTP=6-Thioguanosin-5’-Triphosphat, TIDP=Thioinosin-Diphosphat, TIDP=Thioinosin-Diphosphat, TIMP=6-Thioinosin-
5’-Monophosphat, TITP=Thioinosin-Triphosphat, TPMT=Thiopurin-S-Methyltransferase, TX=Thioxanthin, TXMP=Thioxanthin-Monophosphat, XO=Xanthinoxidase.

meTGMP=6-Methyl-Thioguanosin-Monophosphat,
meTITP=6-Methyl-Thioinosin-Triphosphat,
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84 % der Ausgangssubstanz 6-Mercaptopurin werden durch die katabole Xanthinoxi-
dase (EC? 1.17.3.2) zur inaktiven und wenig toxischen Thioharnsiure oxidiert. Dieses
Enzym scheint in hdmatopoetischem Gewebe eine untergeordnete Bedeutung inne
zu haben. Daneben katalysiert auch die Aldehydoxidase (EC 1.2.3.1) die Oxidation
von 6-Mercaptopurin zu den inaktiven 8-Hydroxy-Analoga 8-Hydroxy-Mercaptopurin
(8-OHMP) fiir 6-Mercaptopurin und 8-Hydroxy-Thioguanin (8-OHTQG) fiir 6-Thio-
guanin. Durch das Enzym Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT, EC 2.1.1.67) wer-
den 15 % der Ausgangssubstanz durch S-Methylierung zu 6-Methyl-Mercaptopurin
(6-MMP) verstoffwechselt. Nur etwa 1 % wird durch die anabole Hypoxanthin-Gua-
nin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT, EC 2.4.2.8) unter Beteiligung von Phos-
phoribosyl-Pyrophosphat (PRPP) zum aktiven Metaboliten 6-Thioinosin-5’-Mono-
phosphat (TIMP) konvertiert. TIMP stellt das zentrale Enzym im Azathioprin-Meta-
bolismus dar, da von TIMP ausgehend vier weitere Verstoffwechselungsmoglichkeiten
bestehen. Im wichtigsten Weg wird TIMP in einem Zwei-Schritt-Mechanismus iiber
die Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH, EC 1.1.1.205) 1 zu Thioxanthin-
Monophosphat (TXMP) und iiber die Guanosin-Monophosphat-Synthetase (GMPS,
EC 6.3.4.1) zu 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat (TGMP) metabolisiert. In zwei wei-
teren Schritten wird durch die Nukleosid-Monophosphat-Kinase (NMPK, EC 2.7.4.4)
und die Nukleosid-Diphosphat-Kinase (NDPK, EC 2.7.4.6) A und B iiber TGMP die
Entstehung von 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat (TGDP) und 6-Thioguanosin-5’-Tri-
phosphat (TGTP) katalysiert (Karner et al., 2010; Bakker et al., 2007). Uber die Ri-
bonukleosid-Diphosphat-Reduktase (RNR, EC 1.17.4.1) (Fotoohi et al., 2010)) ist aus
TGDP die Bildung von 2’-deoxy-6-Thioguanosin-Diphosphat (dTGDP) und iiber ei-
ne weitere Kinase die Synthese von 2’-deoxy-6-Thioguanosin-Triphosphat (dTGTP)
moglich. Die Thioguanin-Nukleotide (TGN) und Deoxy-Thioguanin-Nukleotide gel-
ten als aktive Metaboliten fir den Einbau in DNA und RNA (Abreu etal., [1995;
Bokkerink et al., |1993; Maybaum und Mandel, [1983; Pan und Nelson, 1990). TPMT
methyliert die drei TGN TGMP, TGDP und TGTP zu den 6-Methyl-Thiogua-
nin-Nukleotiden (MTGN) 6-Methyl-Thioguanosin-Monophosphat (meTGMP), 6-Me-
thyl-Thioguanosin-Diphosphat (meTGDP) und 6-Methyl-Thioguanosin-Triphosphat
(meTGTP).

TIMP kann jedoch ebenso durch die TPMT zu Methyl-Thioinosin-Monophosphat
(meTIMP) methyliert werden, einem starken Hemmstoff der De Nowvo-Purin-Nukleo-
tid-Synthese (DNPS) (Fotoohi etal., [2010), und dieses dann {iber die NMPK und
NDPK zu 6-Methyl-Thioinosin-Diphosphat (meTIDP) und 6-Methyl-Thioinosin-Tri-
phosphat (meTITP) verstoffwechselt werden. Weiterhin kann TIMP auch tber die
NMPK und NDPK zu Thioinosin-Diphosphat (TIDP) und Thioinosin-Triphosphat
(TITP) phosphoryliert und {iber die Inosin-Triphosphat-Pyrophosphatase (ITPase,
EC 3.6.1.19) wieder zu TIMP dephosphoryliert werden. TITP kann statt durch die
ITPase auch durch die TPMT zu 6-Methyl-Thioinosin-Triphosphat (meTITP) me-
thyliert werden. Die vierte Moglichkeit fiir die Verstoffwechslung von TIMP besteht

9Enzyme Commission Number, Quelle: Brenda Enzyme Database, http://www.brenda-enzymes.
org/| (abgerufen am 09.04.2010).
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in der Riickumwandlung zu 6-Mercaptopurin durch die Purin-5’-Nukleotidase (5-NT,
EC 3.1.3.5) (Bakker etal., |2007; Fotoohi etal., 2010). Der oben erwéhnte Metabolit
6-MMP kann durch die HGPRT unter Mitwirkung von PRPP zu meTIMP umgewan-
delt werden.

Uberexpression der multidrug resistance-associated proteins (MRP) 4 und 5 scheinen
mit einer erhohten Resistenz gegeniiber Azathioprin assoziiert zu sein. So konnten
Wielinga und Kollegen (2002) demonstrieren, dass die Metaboliten TIMP, TXMP,
TGMP und meTIMP durch MRP4 und MRP5 vermehrt aus der Zelle transportiert
werden.

6-Thioguanin wird zunéchst ebenfalls durch hENT2- und hCNT3-Transporter in die
Zelle aufgenommen (Fotoohi et al., [2006a; Nagai et al., 2007) und dort in nur einem
Schritt iiber die HGPRT in TGMP konvertiert. Weitere Stoffwechselwege werden
durch die TPMT mit meTG bzw. meTGMP als Endprodukt katalysiert. Die nachfol-
gende Verstoffwechslung von TGMP entspricht dem Azathioprin-/6-Mercaptopurin-
Metabolismus.

1.2.8 Wirkmechanismus von Azathioprin

Neben dem oben erwihnten Einbau der aktiven Metaboliten in DNA und RNA
und daraus resultierender Zytotoxizitdt durch Arretierung des Zellzyklus und Apop-
tose besteht eine Hemmung der DNPS durch die Inhibition der Phosphoribosyl-
Pyrophosphat-Amidotransferase (PPAT, EC 2.4.2.14) durch meTIMP mit nachfol-
gender Depletion der Adenosin-Speicher (Quémeéneur et al., 2003; Stet et al.,1993; Tay
etal., [1969)). Das Mismatch Repair-System (MMR) erkennt den Einbau von dTGTP
in DNA. Defekte im MMR sind mit einer Resistenz gegeniiber Thiopurinen assoziiert
(Karran, [2001; Swann et al., [1996).

Jiingst konnte gezeigt werden, dass der Metabolit TGTP, der anstelle von GTP an
die zur rho-Familie zdhlende kleine GTPase ras-related C8 botulinum toxin substra-
te 1 (Racl), nicht aber an rat sarcoma (Ras) bindet, eine Inhibition der CD28-
Kostimulation von T-Lymphozyten, insbesondere CD45RO-Effektor-T-Zellen, bewirkt.
Das Ausbleiben des CD28-Signals fiihrt in den betroffenen Zellen zu Anergie, zum
aktivierungs-induzierten Zelltod (activation induced cell death, AICD) oder zur Apop-
tose. CD28 vermittelt iiber Vav eine Aktivierung von Racl und konsekutiv iiber
die Aktivierung von signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) und
mitogen-activated kinase kinase kinase (MEKK1) {iber NF-xB die Hochregulation von
B-cell lymphoma extra long-(bcl-x1,) mRNA und -Protein. Durch Bindung von TGTP
statt GTP erfolgt eine Inhibition von bcl-xp, mit Wegfall des antiapoptotischen Si-
gnals, es kommt zur Apoptose mononukledrer Zellen in vivo (Tiede et al., 2003). Die
Akkumulation von TGTP-gebundenem Racl fiihrt {iber eine Inhibition von Vav zu ei-
ner Blockade der Ezrin-Radixin-Moesin-Dephosphorylierung in T-Lymphozyten. Dies
hat eine Hemmung der T-Zell-APC-Konjugation zur Folge (Poppe et al., |2006).
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Die Atiopathogenese der beiden chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa ist bislang nicht vollstindig geklért. Man geht heute von
einer multifaktoriellen Genese unter Beteiligung genetischer, immunologischer, mikro-
biologischer und 6kologischer Faktoren aus. Eine kausale Therapie chronisch entziind-
licher Darmerkrankungen existiert nicht. Ziel der Therapie ist somit die Linderung
der Symptomatik mit Reduktion der intestinalen Entziindungsaktivitdt und Elevation
der Lebensqualitéit. Es wird zwischen Remissionsinduktion und Remissionserhaltung
differenziert. Zum Einsatz kommen Glukokortikoide, 5-Aminosalizylate, Biologika so-
wie klassische Immunsuppressiva. Azathioprin wird, trotz der unterschiedlichen Atio-
pathogenese beider Krankheitsentitéten, seit einigen Jahrzehnten erfolgreich in der
Therapie von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa eingesetzt. Fiir den Remissionser-
halt des Morbus Crohn sowie den steroidrefraktiren und -abhéngigen Verlauf stellt
das Thiopurin mit seinem steroideinsparenden Effekt die erste Wahl dar. Der mo-
lekulare Wirkmechanismus von Azathioprin, einem der dltesten Immunsuppressiva,
konnte bis heute nicht vollstindig aufgekldrt werden. Der Anteil der Patienten mit
unerwiinschten Wirkungen unter Azathioprin-Therapie liegt bei bis zu 28 %. Ein
Ansprechen auf die Therapie kann aufgrund des verzogerten Wirkungseintritts des
Medikamentes friihestens nach drei bis sechs Monaten beurteilt werden. Somit kénn-
te eine Entschliisselung des molekularen Wirkmechanismus der Weiterentwicklung des
Pharmakons dienen und zur Optimierung der pharmakokinetischen und pharmako-
dynamischen Eigenschaften genutzt werden.

Azathioprin wird unter Beteiligung von Glutathion-S-Transferasen und Glutathion zu
6-Mercaptopurin und einem Methylnitroimidazol-Rest aufgespalten und iiber hENT2-
und hCNT3-Transporter in die Zelle aufgenommen. Etwa 1 % der Ausgangssubstanz
wird durch HGPRT iiber IMPDH1 und GMPS in die Thioguanin-Nukleotide TGMP,
TGDP und TGTP metabolisiert, welche als aktive Metaboliten gelten und durch
Einbau in sich replizierende DNA und RNA zytotoxisch wirken. Das Mismatch Re-
pair-System erkennt den Einbau falscher Nukleotidbasen in die DNA und scheint eine
entscheidende Rolle im Wirkmechanismus der Thiopurine zu spielen. Der Metabolit
meTIMP hemmt die Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Amidotransferase und damit die
De Novo-Purin-Nukleotid-Synthese. Diese Modelle liefern jedoch keine Erklarung fiir
das spezifische Nebenwirkungsprofil und den langsamen Wirkungseintritt von Aza-
thioprin.

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die kleine GTPase Racl an den Azathioprin-
Metaboliten TGTP bindet und iiber das Ausbleiben der Hochregulation von bel-xp,
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iiber MEKK1, NF-xB und STAT3 und den Wegfall des antiapoptotischen Signals
von bel-x;, eine Inhibition der CD28-Kostimulation von CD4"-Lymphozyten bewirkt
und damit zur Apoptose in mononukledren Zellen fithrt. Dar{iber hinaus kommt es
iiber eine Blockade der ERM-Dephosphorylierung zu einer Inhibition der T-Zell-APC-
Konjugation. In vivo konnte eine Azathioprin-Therapie-vermittelte vermehrte Apop-
toserate unter Lamina propria-T-Lymphozyten nachgewiesen werden.

In der nachfolgenden Arbeit soll anhand einer prospektiven Studie untersucht werden,
inwieweit es moglich ist, mittels des Metaboliten TGTP bei Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen zwischen Ansprechen bzw. Remission und aktiver
Erkrankung zu differenzieren. Durch ein verbessertes und spezifischeres Monitoring
kénnten Therapieversager frithzeitig identifiziert und ihre Therapie optimiert wer-
den. Die Messung des bis dato nicht messbaren Metaboliten TGTP soll mit einer
neuartigen, spezifischen und hoch sensitiven HPLC-Methode erfolgen.

Spezifische Fragestellungen:

1. Korreliert der Metabolit TGTP mit anderen messbaren Metaboliten (6-TGN,
TGMP, TGDP, 6-MMP, MTGN) oder Enzymen (TPMT-Aktivitit)?

2. Gibt es Unterschiede in den TGTP-Spiegeln von Patienten mit aktiver Erkrankung
versus Patienten in Remission?

3. (a) Eignet sich TGTP fiir ein Monitoring der Azathioprin-Therapie in chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen, d. h. werden Therapieversager zuverlissig iden-
tifiziert?

(b) Und als Konsequenz daraus: Kann TGTP als Instrument fiir die Pradiktion
eines Ansprechens auf die Azathioprin-Therapie eingesetzt werden?

4. Ist die Hohe des Metaboliten TGTP mit der absoluten Azathioprin-Dosierung oder
der Dosierung pro Kilogramm Korpergewicht assoziiert?

5. Bestehen krankheits- oder geschlechtsabhéngige Auffilligkeiten oder Abweichun-
gen, die durch die Komedikation bedingt sein konnten beziiglich der Hohe der
TGTP-Spiegel?
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3.1 Material

Die per Venenpunktion gewonnenen Proben aus EDTA-Blut der Patienten wurden zu-
néchst im Labor der I. Medizinischen Klinik und Poliklinik der Johannes Gutenberg-
Universitdt in Mainz bis zu vier Stunden nach Entnahme bei 4° C gelagert und
anschliefsend verarbeitet. Gepackte Erythrozyten wurden hergestellt und unverziig-
lich bei -80° C eingefroren. Jeweils 10-20 Proben wurden gesammelt per Ubernacht-
Versand auf Trockeneis an das Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fiir Klinische
Pharmakologie in Stuttgart gesandt und dort ohne zwischenzeitliches Auftauen wei-
terverarbeitet. Die meisten der nachfolgend beschriebenen Materialien und simtliche
spéter beschriebenen Puffer, Medien und Lésungen wurden daher am Dr. Margarete
Fischer-Bosch-Institut verwendet. Ebenso fand die gesamte Durchfiihrung der Mes-
sungen dort statt. Aufgrund der anonymisierten Weiterleitung der EDTA-Proben war
das Laborpersonal beziiglich der personlichen Daten der Patienten verblindet.

286 Proben von 172 Testpersonen wurden in einem Zeitraum von Oktober 2003 bis
Oktober 2007 ausgewertet. Zusétzlich wurden von 12 gesunden Probanden ohne Medi-
kamenteneinnahme Blutproben fiir die Gewinnung von Blank-Erythrozyten entnom-

men (siche Kapitel und [3.2.2).

Aus den 286 abgenommenen EDTA-Proben wurden die in den Erythrozyten als
Nukleotide vorliegenden drei Mercaptopurin-Basen 6-Thioguanin (6-TG), 6-Methyl-
Mercaptopurin (6-MMP) und 6-Methyl-Thioguanin (6-MTG) detektiert. Die Ba-
sen wurden durch saure Hydrolyse aus den Erythrozyten-Nukleotiden 6-Thioguanin-
Nukleotide (6-TGN), 6-Mercaptopurin-Nukleotide (6-MMPN) und 6-Methylthiogua-
nosin-Nukleotide (6-MTGN) freigesetzt. Die drei Nukleotide von 6-Thioguanin wur-
den separat nach einer modifizierten Methode von Rabel et al. (1995) isoliert, ex-
trahiert und oxidiert und durch einen neuen HPLC-Assay gemessen: 6-Thioguano-
sin-5’-Monophosphat (TGMP), 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat (TGDP) sowie 6-Thio-
guanosin-5’-Triphosphat (T'GTP). Die Gesamt-TGN-Spiegel wurden unabhéngig von
TGMP, TGDP und TGTP durch einen validierten HPLC-Assay bestimmt (Herrlin-
ger et al., 2004)). Des weiteren wurde die Aktivitdt der Thiopurin-S-Methyltransferase
(TPMT) nach einer Methode von Kroplin et al. (1998) und Schéffeler und Mitarbei-
tern (2001) analysiert. Samtliche Proben wurden als Duplikate analysiert. Im einzel-
nen wurden folgende Substanzen quantifiziert:
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Proliferation
6-TU 6-MPR 6-MMPR
DNA
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GMPS NDPK

6 TGMP—— 6 TGDP —— 6-TGTP

R

Apoptose

6-TG ' 6 TGN '

Abbildung 3.1: Metabolismus von Azathioprin, 6-Mercaptopurin und
6-Thioguanin

Vereinfachte schematische Darstellung des Azathioprin-Metabolismus. Azathioprin und
6-Mercaptopurin werden iiber die Enzyme HGPRT, IMPDHI1 und GMPS in die Thioguanin-
Nukleotide TGMP, TGDP und TGTP metabolisiert. 6-Thioguanin wird iiber die HGPRT
in die Thioguanin-Nukleotide konvertiert. Der Metabolit TGTP I6st iiber die Inhibition von
Racl Apoptose aus. Modifiziert nach Karner et al. (2010) und Neurath et al. (2005).

6-Thioguanin-Nukleotid-Spiegel (6-TGN) und deren Nukleotide (gemessen als
Mercaptopurin-Basen)

e 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat (TGMP)
e 6-Thioguanosin-5-Diphosphat (TGDP)
e 6-Thioguanosin-5'-Triphosphat (TGTP)

6-Methylthioguanosin-Nukleotide (6-MTGN)
— 6-Mercaptopurin-Nukleotide (6-MMPN)
— Thiopurin-S-Methyltransferase-Aktivitat (TPMT-Aktivitét)

Abbildung zeigt den vereinfachten Metabolismus von Azathioprin bzw. 6-Mer-
captopurin (6-MP). 6-Mercaptopurin und sein Prodrug Azathioprin werden {iber ver-
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schiedene Zwischenschritte in die im Rahmen der Studie gemessenen Metaboliten
6-Thioguanosin-5-Monophosphat (TGMP), -Diphosphat (TGDP) und -Triphosphat
(TGTP) metabolisiert, wobei an der direkten Umwandlung von 6-MP zu TGMP drei
Enzyme beteiligt sind: die HGPRT, die IMPDH1 sowie die GMPS. Die NMPK ka-
talysiert die Verstoffwechslung von TGMP zu TGDP. Dieses wird durch die NDPK
A und B zu TGTP konvertiert (Karner etal., |2010). Durch die TPMT erfolgt iiber
eine S-Methylierung die Entstehung von 6-Methyl-Mercaptopurin (6-MMP) sowie
Methyl-Thioinosin-Monophosphat (meTIMP) und 6-Methylthio-guanosin-Nukleotide
(MTGN).

3.1.1 Materialien, Chemikalien und Gerate

Tabelle 3.1: Verwendete Materialien an der Universitiatsklinik Mainz

Nachfolgende Materialen, Chemikalien und Gerédte wurden im Labor der I. Medizinischen
Klinik der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz verwendet.

Geriat /Material Name Firma Ort

NaCl NaCl Firma Roth Karlsruhe
Aqua dest. Firma Braun Melsungen
Zentrifuge Rotana 460 RS Firma Hettich Tuttlingen
Eppendorf-Réhrchen Firma Eppendorf Hamburg
Hématologie- Analysator Coulter LH 750 Beckmann Coulter GmbH Krefeld
Pipetten Eppendorf Hamburg
Pipettenspitzen Star Lab Ahrensburg
Gefrierschrank Nunc Nunc GmbH Wiesbaden
Monovetten S-Monovette Sarstedt Niimbrecht
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Tabelle 3.2: Verwendete Materialien am Institut fiir klinische Pharmakologie Stuttgart

Nachfolgend aufgefiihrt Materialien, die am Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fiir Klinische Pharmakologie in Stuttgart verwendet
wurden.

1%

Geriat /Material Name Firma Ort
. Heidolph Instruments
Vortex Heidolph Reax Top GmbH & Co. KG Schwabach
Zentrifuge fiir Blutproben Heraeus Labofuge GL Heraeus Holding GmbH Hanau
Zentrifuge fiir . . .
Eppendorf-Plastikgefife Heraeus Biofuge Pico Heraeus Holding GmbH Hanau
Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R Heraeus Holding GmbH Hanau
pH-Meter Orion Modell 420 A Fisher Scientific Schwerte
Laborwaage Mettler P163 Mettler-Toledo GmbH Giefsen
Analysenwaage Mettler HK60 Mettler-Toledo GmbH Giefsen
Analysenwaage Mettler XS105 Mettler-Toledo GmbH Giefsen
. GFL — Gesellschaft fiir
Wasserbad mit Motor GFL Labortechnik mbH Burgwedel
Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK510 8Bca(r;cole1E1Gelectromc GmbH Berlin
Thermo Fisher Scientific
. . . Inc./Pierce
Heiz-Modul Pierce Reacti-Therm III Technology/Perbio Science Bonn
Deutschland GmbH
UV-Detektor Shimadzu SPD-6A crimadz Deutschland Duisburg
Autosampler Shimadzu SIL-9A mit 50 ul Injektionsschleife SG};;IEIB_‘IdZH Deutschland Duisburg
HPLC-Pumpe Shimadzu LC-9A %};Igadzu Deutschland Duisburg
HPLC-Pumpe Rainin Dynamax SD-200 Varian Darmstadt
HPLC-Pumpe Shimadzu LC-10AT %};rtr)lgldzu Deutschland Duisburg
Detektor Shimadzu RF535 Fluoreszenzmonitor %};rtr)lgldzu Deutschland Duisburg
Fluoreszenzdetektor Shimadzu RF-10AXL %};r{)l;dzu Deutschland Duisburg
Fluoreszenzdetektor Jasco FP-920 Jasco GmbH Deutschland Grof-Umstadt

(Fortsetzung)
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Tabelle 3.2: Verwendete Materialien am IKP Stuttgart (Fortsetzung)

Gerat /Material Name Firma Ort
Fluoreszenzdetektor Shimadzu RF-551 %};Iggdzu Deutschland Duisburg
Automatische Injektion Shimadzu SIL-9A, 50 pl Injektionsschleife %};?%dzu Deutschland Duisburg
Autosampler Injektionsvolumen 15 pl
Saule Nucleosil 100-5-C18, 250 x 4,6 mm ID I\C/I(?C}Iieéey—Nagel GmbH & Diiren
. Prontosil C18 AQ 3 pum, 150 x 3 mm, Pumpenfluss Bischoff Analysentechnik
HPLC-Saule 0,5 ml/min, Siulenthermostat 35° C und -geriite GmbH Leonberg
Autosampler Injektionsvolumen 20 pl
w Nucleosil 100-5-C18, 250 x 4,6 mm ID (Saule A) oder Macherey-Nagel GmbH & ..
HPLC-Séule Nucleosil 100-3-C18, 150 x 3 mm ID (Séule B) Co. KG Diiren
.. . . Bischoff Analysentechnik
Vorsdule Kartusche Hypersil ODS, 5 pm oder Prontosil C18, 5 um und -gerite GmbH Leonberg
Saulenthermostat Thermostat Jetstream 2, 30° C Bischoff A nalysentechnik Leonberg
und -gerdte GmbH
Hardware Star 800 MIB (Varian) Varian Deutschland GmbH Darmstadt
Galaxie-System Varian mit Star 800 MIB-System, Date
Signalaufzeichnung range: 5 Pt/sec, Voltage range: 1,0 Volt, Start on trigger: Varian Deutschland GmbH Darmstadt
Contact closure
Millipore-Wasser Milli Q-Anlage Millipore GmbH Schwalbach
Methanol Roth, Art P717.1 Carl Roth GmbH + Co. KG  Karlsruhe
Acetonitril Rotisolv HPLC Art. 7330 Carl Roth GmbH + Co. KG  Karlsruhe
K,HPO, K,HPO, p. A, Nr. 60356 (MW 174 g/mol) Merck KGaA Darmstadt
Di-Kaliumhydrogenphosphat Fluka/Sigma-Aldrich .
K,HPO, yarogenphosp Fluka p.A., Nr. 60356 (MW 174,176 g/mol) Chem{e CgimbH Taufkirchen
KH>PO,4 KHyPOy4 p. A., Nr. 4873 (MW 136 g/mol) Merck KGaA Darmstadt
Natriumcarbonat, NaCOs3 Nr. 6392 (MW 106 g/mol) Merck KGaA Darmstadt
Eggggghydrogencarbonat, Nr. 6329 (MW 84 g/mol) Merck KGaA Darmstadt
Dichlormethan DCM Nr. 7334 Carl Roth GmbH + Co. KG  Karlsruhe
EDTA 51752134 Sigma Lot29H00171, disodium salt, dihydrate, f. wt. SGiEIIEE—Aldrich Chemie Taufkirchen
H209 Nr. 8597, 245K19756697, 30 %, DAB Merck KGaA Darmstadt
Kaliumpermanganat, KMnOg4 Nr. 5082, 438K4276182, f. wt. 162 Merck KGaA Darmstadt
(Fortsetzung)
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Gerat /Material Name Firma Ort
Tetrabutylammonium- . .
hydrogensulfat, Fluka 86868, Ch.N. 34141/1495, . wt. 339,5 glﬁlka/ S‘ém?o‘ﬁldmh Taufkirchen
TBAHS emie Gm
Natriumchlorid p- A. Nr. 6404 (MW 40 g/mol) Merck KGaA Darmstadt
TQTP 6-Thioguanosin-5’- Katalgg—Nr. NU-1106S, lyophilisiert (als Pulver), 10 Jena Bioscience GmbH Jena
Triphosphat mM-Loésung
TGMP /6-Thioguanosin-5’- Natriumsalz, keine Katalognummer, als 10 mM-Lsung in Jena Bioscience GmbH Jena
Monophosphat Wasser
TGDP/6-Thioguanosin-5'- Lot Nr. TWE 109, als Pulver Jena Bioscience GmbH Jena
Diphosphat
. . 2-Amino-6-thiopurin, Sigma A-4882; Lot 67H1639 (98,4 %  Sigma-Aldrich Chemie .
6-TG/6-Thioguanin rein), (MW 167,2 g/mol) GmbH Taufkirchen
Tgua, 2-Amino-6-Mercaptopurin-Ribosid, ] ) )
6-Mercaptoguanosin 9B-D-Ribofuranosyl-2- Amino-6-Mercaptopurin; %ﬁ?ﬁ;AldnCh Chemie Taufkirchen
Sigma M-6625 (MW 299,3 g/mol)
6-Methylthioguanin (MTG, . . .
2-Amino-6- Sigma Nr. A-9546 (MW 181,2 g/mol) Sigma-Aldrich Chemie Taufkirchen
i GmbH
Methylmercaptopurin)

. . Sigma-Aldrich Chemie .
6-Mercaptopurin (MMP) Sigma Nr. M-3877 (MW 166,2 g/mol) GmbH Taufkirchen
6-Methylmercaptopurin-

Ribosid (MMPRib, . Sigma-Aldrich Chemie .
9B-D-Ribofuranosyl-2- Amino- Sigma Nr. M-4002 (MW 298,3 g/mol) GmbH Taufkirchen
6-Methyl-Mercaptopurin)

Tetrahydrofuran (THF) Merck Lichrosolv, No. 1.08101 Merck KGaA Darmstadt
e . Sigma, No. D-0632, (MW 154 g/mol) (hygroskopisch, Sigma-Aldrich Chemie .
D/L-Dithiothreitol (DTT) Lagerung bei +4° C im Kiihlschrank) GmbH Taufkirchen
S-Adenosyl-L-Methionin Sigma, No. A-7007, Lot26H7100 (MW 435 g/mol, instabile  Sigma-Aldrich Chemie Taufkirchen

(SAM) Verbindung, Lagerung bei -20° C, Gehalt an SAM 70 %) GmbH
. . Fluka/Sigma-Aldrich .
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka, No. 41640 Chemie GmbH Taufkirchen
. . . Fluka/Sigma-Aldrich .
Natriumhydroxid Fluka Biochem., No. 72079 Chemie GmbH Taufkirchen
Salzsdure konz. (37 %) Fluka Biochem., No. 84434 Fluka/Slgma-Aldrlch Taufkirchen
Chemie GmbH
(Fortsetzung)
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Geriat /Material

Name

Firma

Ort

Perchlorsiure 70 %
Thioguanin (6-TG)

Merck p.A., Nr. 1.00514
aus Thioguanin-Tabletten (Thioguanin-Wellcome, 40 mg
6-TG je Tablette)

Merck KGaA
GlaxoSmithKline S.p.A.

Darmstadt

Verona, Italien

Eppendorfgefafe

Autosampler-Gléaser

Glaseinséatze fiir
HPLC-Injektion

Teflon-Dichtungsscheiben

1,5 ml

4 ml mit Schraubdeckel

Step Vial Insert mit Wide Mouth Offnung, 6 x 40 mm,
Borosilika-Glas, Nr. 702972

mit Metallfeder und 300 pl-Inserts

Eppendort Vertrieb
Deuschland GmbH
Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG

Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG

Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG

Wesseling-
Berzdorf

Diiren
Diiren

Diiren
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3.1.2 Puffer, Medien und Lésungen fiir die Bestimmung von TGMP,
TGDP und TGTP

Im Folgenden werden die Losungen fiir die Probenaufarbeitung und HPLC-Messung
beschrieben.

0.9 % Natriumchlorid-Losung
4,5 g NaCl/500 ml Wasser

50 mM EDTA, pH 10,5

Einwaage von Gramm-Mengen im entsprechenden Volumen. In Wasser geldst (z. B.
1,67 g in 90 ml Wasser), mit 5 N NaOH auf pH 10,5 eingestellt.

DTT 30 mg/ml in 50 mM EDTA

Einwaage von etwa 50 mg, in 50 mM EDTA gel6st, ein einmaliges Einfrieren der
Losung war méglich.

0.24 % Kaliumpermanganat

240 mg KMnO4/100 ml Wasser

Natriumcarbonatpuffer 1 M, pH 10,1

1 M Natriumdicarbonat (10,6 g/100 ml) mit 1 M Natriumhydrogencarbonat
(8,4 g/100 ml) auf pH 10,1 eingestellt.

Dikaliumhydrogenphosphat 20 mM
3,484 g KoHPO4/1 Wasser

Kaliumdihydrogenphosphat 20 mM
1,36 g KHoPO4/500 ml Wasser

Mobile Phase fiir die HPLC

1,7 ¢ TBAHS wurden in 1 Liter Dikaliumhydrogenphosphat (20 mM) gelost, die
Endkonzentration betrug 5 mM und wurde mit Kaliumdihydrogenphosphat (20 mM)
auf pH 6,8 eingestellt. Es wurden etwa 500 ml benétigt. Die wissrige Phase wurde
mit Acetonitril im Verhéltnis 84:16 v/v gemischt.

Eich- und Referenzsubstanzen

TGMP, TGDP und TGTP wurden von der Firma Jena Bioscience gekauft und ent-
weder als 10 mM-Losungen in Wasser geliefert oder als Pulver (lyophilisiert). Die
Stammldsungen wurden bei -20° C gelagert. Thre Stabilitidt wurde bei dieser Lage-
rung vom Hersteller Jena Bioscience fiir 12 Monate garantiert. Die Strukturformel
und das Datenblatt fiir TGTP der Firma Jena Bioscience befinden sich im Anhang.
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— 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat (TGMP), Jena Bioscience Nr. NU-1121
— 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat (TGDP), Jena Bioscience Nr. NU-1120
— 6-Thioguanosin-5-Triphosphat (TGTP), Jena Bioscience Nr. NU-1106

Jede Charge TGMP, TGDP und TGTP musste auf den tatsichlichen Gehalt gepriift
werden. Die Priifung umfasste die HPLC-Messung zur Bestimmung der Reinheit sowie
eine Konzentrationsbestimmung nach Hydrolyse zu 6-Thioguanin (siehe Kapitel
lauf der néchsten Seite] ,Bestimmung von Reinheit und Gehalt der Stammldsungen®).

6-Thioguanin (6-TG)
2-Amino-6-Thiopurin; Sigma A-4882, 167,2 g/mol

6-Mercaptoguanosin (Tgua)

2- Amino-6-Mercaptopurin-Ribosid, 9%-D-Ribofuranosyl-2- Amino-6-Mercaptopurin; Sig-
ma M-6625, 299,3 g/mol

6-TG-Sulfonat

Referenzsubstanz Merl aus der Synthese des Instituts fiir Klinische Pharmakologie
Stuttgart; 254 g/mol

Stammlésungen der Eich- und Referenzsubstanzen

Bei der Konzentrationsberechnung der Lésungen musste der tatsédchliche Gehalt be-
riicksichtigt werden (siehe Kapitel [3.1.2 auf der nachsten Seite] ,Bestimmung von
Reinheit und Gehalt der Stammldsungen®).

— TGMP-Stammlosung (10 mM)
— TGDP-Stammlésung (10 mM)
— TGTP-Stammldsung (10 mM)

Alle drei Stammlosungen wurden auf die gleiche Weise hergestellt: Bei Lieferung als
10 mM-Lésung in Wasser wurde die gelieferte Lésung direkt verwendet. Bei Lieferung
in lyophilisierter Form wurde zu 50 Units 50 pl 50 mM EDTA, pH 10,5 zugegeben.
Endkonzentration der Stammldsung war jeweils 10 mM (10 nmol/pl).

Nach Herstellung der Stammlésungen wurde der tatsiachliche Gehalt ermittelt (sie-
he Kapitel [3.1.2 auf der nachsten Seite] ,,Bestimmung von Reinheit und Gehalt der
Stammldsungen‘). Dieser korrigierte Gehalt wurde auf dem Gefift mit angegeben und
bei der weiteren Verdiinnung der Stammlésungen beriicksichtigt.
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Arbeitslosungen der Eich- und Referenzsubstanzen

Die Arbeitslésungen der Eich- und Referenzsubstanzen wurden bei -20° C gelagert.

Verdiinnungen der Konzentration 10 pmol/nl

Aus den Stammlésungen (10 nmol/ul) wurden durch 1:1000-Verdiinnungen die Ar-
beitslosungen 10 pmol/ul in 50 mM EDTA hergestellt. War der Gehalt der Stammlo-
sung kleiner als 10 nmol/pl, wurde aus der Stammlésung ein Volumen entsprechend
10 nmol Substanz eingesetzt und mit 50 mM EDTA auf 1 ml verdiinnt.

Verdiinnungen der Konzentration 1 pmol/ul

Alle drei Arbeitslosungen mit einer Konzentration von 1 pmol/ul wurden aus den
10 pmol/pl-Lésungen durch 1:10-Verdiinnung mit 50 mM EDTA hergestellt, 100 ul
der Arbeitslosung der Konzentration 10 pmol/ul wurden mit 900 pl EDTA-Losung
(50 mM) gemischt.

Bestimmung von Reinheit und Gehalt der Stammlosungen

Bei jeder neuen Lieferung an TGMP, TGDP und TGTP musste auf Reinheit gepriift
und der Gehalt bestimmt werden. Dafiir wurde aus der Stammlosung eine Verdiinnung
von 10 pmol/ul hergestellt (siehe ,Arbeitslosungen der Eich- und Referenzsubstan-
zen®).

Fiir die Reinheitspriifung wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Es wurden
600 pmol des jeweiligen Nukleotides eingesetzt und mit 10 pl DTT-Losung und EDTA-
Losung auf ein Endvolumen von 250 pl verdiinnt. Erythrozyten wurden nicht zuge-
setzt. Aufarbeitung und HPLC-Messung erfolgten wie unter ,,Aufarbeitung der Pro-
ben“ (Kapitel [3.2.1 auf Seite 62) und ,HPLC-Messung“ (Kapitel [3.2.1 auf Seite 62))
beschrieben. Die Chromatogramme wurden wie in Kapitel [3.2.4 auf Seite 66] beschrie-
ben ausgewertet, die relativen Peakflichen von TGMP, TGDP und TGTP in Prozent
bezogen auf die Summe aller drei Nukleotide wurden berechnet. Die Reinheit sollte
mindestens 95 % betragen.

Der Gehalt von Thionukleotiden wurde nach saurer Hydrolyse zu 6-TG bestimmt. Da-
zu wurden ebenfalls 600 pmol als Dreifachbestimmung eingesetzt. Die Durchfiihrung
der Analyse erfolgte wie in Kapitel [3.2.2 auf Seite 63| beschrieben. Der so ermittelte
Gehalt wurde bei der weiteren Verwendung der Losungen beriicksichtigt und auf den
Geféflen als korrigierter Gehalt angegeben.

Kalibrierproben (Eichpunkte)

In 1 ml-Eppendorfgefafen wurde 10 pl DTT-Lésung (30 mg/ml) pipettiert und die
berechnete Menge an 50 mM EDTA pH 10,5 hinzugegeben, um das Endvolumen von
250 pl zu erhalten. Anschliefsend erfolgte die Zugabe der Arbeitslosungen und von
100 pl der Blank-Erythrozyten (siehe Kapitel [3.2.2 auf Seite 63| ,Herstellung von
Blank-Erythrozyten fiir die Kalibrierproben und Qualitétskontrollen®). Nach Zugabe
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der Erythrozyten musste jede Probe sofort per Vortex gemischt werden. Da kein
interner Standard vorhanden ist, mussten die Volumina exakt eingehalten werden.

Tabelle 3.3: Pipettierschema — Kalibrierproben fiir die Bestimmung von TGMP,
TGDP und TGTP

Kalibrierproben fiir die Bestimmung von TGMP, TGDP sowie TGTP. Abkiirzungen:
EP = Eichpunkt. Arbeitslosungen: a) 10 pmol/ul; b) 1 pmol/nl

DTT EDTA TGMP TGDP TGTP RBC
Eich- a " soll ﬁ).rs?l‘zg' soll ﬁjﬁig_ soll ﬁjﬁ‘ig' "
punkt pm ul pm ul pm ul
Blank 10 140 100
EP1 10 130 10 10 b) 100
EP2 10 113,5 25 25 b) 15 1,5 100
EP3 10 137,5 25 2,5 100
EP4 10 137,5 25 2,5 100
EP5 10 130 100 10 100
EP6 10 111 40 4 a) 250 25 100
EP7 10 115 50 5 a) 50 5 150 15 100
EPS8 10 95 100 10 a) 50 5 300 30 100
EP9 10 112,5 75 7,5 200 20 100
EP10 10 90 100 10 400 40 100

Qualititskontrollen

Wegen des Abbaus von TGTP und TGDP wurden keine Qualitédtsproben auf Vorrat
hergestellt. Die Qualitidtskontrollproben wurden wie die Eichpunkte frisch angesetzt.

Tabelle 3.4: Pipettierschema — Qualitidtskontrollen fiir die Bestimmung von

TGMP, TGDP und TGTP

Pipettierschema zum Ansetzen der Qualitidtskontrollen fiir die Bestimmung von TGMP,
TGDP und TGTP. Abkiirzungen: QK = Qualititskontrollprobe, RBC = red blood cells.

DTT EDTA TGMP TGDP TGTP RBC
Eich- " u soll ﬁ).r;‘;‘gs‘ soll ﬁ).rsz‘;‘g‘ soll ﬁjrszigs‘ "
punkt pm ul pm ul pm ul
QK1 10 110 25 25 25 25 25 25 100
QK2 10 115 50 5 50 5 150 15 100
QK3 10 102,5 75 7,5 100 10 200 20 100
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3.1.3 Puffer, Medien und Ldsungen fiir die Bestimmung von MMPN,
MTGN und 6-TGN

Ldsungen fiir die Probenaufarbeitung und HPLC-Messung

0.9 % Natriumchlorid-Losung
4.5 g NaCl/500 ml Wasser

Puffer fiir die Erythrozytenverdiinnung zur Messung von MMPN und MTGN

0,02 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4: Einwaage von 2,72 g KHyPO4/1 Millipore-
Wasser

Puffer fiir die Erythrozyvtenverdiinnung zur Messung von 6-TGN

0,02 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 mit 15 mg/ml DTT: Einwaage von DTT im
100 mg-Bereich und Zugabe des entsprechenden Volumens an 0,02 M Kaliumdihyd-
rogenphosphat-Ldsung.

Mobile Phase (6-TGN)
0,02 M Kaliumdihydrogenphosphat /Methanol /Acetonitril 96:1,5:2,5 (v/v/v)
Mobile Phase (MMPN und MTGN)

Mischung von 440 ml 0,02 M Kaliumdihydrogenphosphat, 440 ml 0,02 M Dikalium-
hydrogenphosphat, 40 ml Tetrahydrofuran, 80 ml Acetonitril. Die Mischung wurde
anschliefsend 15 Minuten im Ultraschallbad entgast.

Eichsubstanzen

Alle Eichsubstanzen wurden bei 4° C gelagert.

— 6-Thioguanin (6-TG, 2-Amino-6-Thiopurin, 2-Amino-6-Purinthiol) Sigma Nr.
A-4882 (98,4 % rein mit 1,2 % Guanin als Hauptverunreinigung, MW 167,2 g/mol)

— 6-Mercaptoguanosin (Tgua, 2- Amino-6-Mercaptopurin-Ribosid, 9%-D-Ribofura-
nosyl-2-Amino-6-Mercaptopurin, 6-Thioguanosin), Sigma Nr. M-6625 (MW
299,3 g/mol)

— 6-Methylthioguanin (MTG, 2-Amino-6-Methyl-Mercaptopurin), Sigma Nr. A-9546
(MW 181,2 g/mol)

— 6-Mercaptopurin (MMP) Sigma Nr. M-3877 (MW 166,2 g/mol)

— 6-Methyl-Mercaptopurin-Ribosid (MMPRib, 98-D-Ribofuranosyl-2- Amino-6-Me-
thyl-Mercaptopurin) Sigma Nr. M-4002 (MW 298,3 g/mol)
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Eichldsungen

Stammlosungen

Alle Stammlésungen enthielten DTT (0,1 mg/ml). Sie wurden bei -20° C gelagert und
waren ca. sechs Monate stabil bei sofortigem Einfrieren nach Herstellung.

6-TG-Stammlosung (600 pmol/pl, 100 ng/pl)

Einwaage von ca. 2-3 mg und Lé&sen in 0,1 N NaOH: Das NaOH-Volumen in ml
entspricht der Einwaage in mg dividiert durch 2,5. Es wurde eine entsprechen-
de Menge der DTT-Lésung (15 mg/ml) zugegeben, um eine Endkonzentration von
0,1 mg DTT/ml zu erreichen. Anschliekend wurde das zum Erreichen der Endkon-
zentration bendtigte Volumen Wasser zupipettiert.

6-Thioguanosid-Stammlésung (600 pmol/ul, 180 ng/nl)

Einwaage von ca. 2-3 mg und Lésen in 0,1 N NaOH: Das NaOH-Volumen in ml ent-
spricht der Einwaage in mg dividiert durch 10. Es wurde eine entsprechende Menge der
DTT-Lésung (15 mg/ml) zugegeben, um eine Endkonzentration von 0,1 mg DTT /ml
zu erreichen. Anschliefend wurde das zum Erreichen der Endkonzentration benétigte
Volumen Wasser zupipettiert.

6-Methylmercaptopurinribosid-Stammlésung (10 nmol/ul, 2,98 ng/nl)

Einwaage von ca. 3-5 mg und Lé&sen in 0,1 N NaOH: Das NaOH-Volumen in ml
entspricht der Einwaage in mg dividiert durch 100. Es wurde eine entsprechen-
de Menge der DTT-Lésung (15 mg/ml) zugegeben, um eine Endkonzentration von
0,1 mg DTT/ml zu erreichen. Anschliekend wurde das zum Erreichen der Endkon-
zentration bendtigte Volumen Wasser zupipettiert.

MTG-Stammlosung (550 pmol/pl, 100 ng/ul)

Einwaage von ca. 2-3 mg und Lé&sen in 0,1 N NaOH: Das NaOH-Volumen in ml
entspricht der Einwaage in mg dividiert durch 2,5. Es wurde eine entsprechen-
de Menge der DTT-Lésung (15 mg/ml) zugegeben, um eine Endkonzentration von
0,1 mg DTT/ml zu erreichen. Anschliekend wurde das zum Erreichen der Endkon-
zentration bendtigte Volumen Wasser zupipettiert.

MMP-Stammlosung (600 pmol/pl, 100 ng/ul)

Einwaage von ca. 2-3 mg und Lé&sen in 0,1 N NaOH: Das NaOH-Volumen in ml
entspricht der Einwaage in mg dividiert durch 2,5. Es wurde eine entsprechen-
de Menge der DTT-Lésung (15 mg/ml) zugegeben, um eine Endkonzentration von
0,1 mg DTT/ml zu erreichen. Anschliekend wurde das zum Erreichen der Endkon-
zentration bendtigte Volumen Wasser zupipettiert.
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Arbeitslésungen

Die Arbeitslosungen entsprechen teilweise den Stammlésungen bzw. wurden jedes Mal
unmittelbar vor Gebrauch frisch durch Verdiinnung der Stammldsungen hergestellt.

6-TG-Arbeitslosung

Konzentration: 10 ng/ul (60 pmol/ul)
Herstellung: 1:10-Verdiinnung aus der Stammldsung (600 pmol/ul) mit Wasser

6-Thioguanosin-Arbeitslosung

Konzentration: 18 ng/ul (60 pmol/pul)
Herstellung: 1:10-Verdiinnung aus der Stammldsung (600 pmol/nl) mit Wasser

MMP-Arbeitslosung

Konzentration: 100 ng/ul (600 pmol/pl)
Herstellung: entspricht der Stammlosung

MMP-Ribosid-Arbeitslosung

Konzentration: 180 ng/ul (600 pmol/pl)
Herstellung: 1:16,7-Verdiinnung aus der Stammlésung (10 nmol/ul) mit Wasser

MTG-Arbeitslosung

Konzentration: 10 ng/ul (55 pmol/pul)
Herstellung: 1:10-Verdiinnung aus der Stammlésung (550 pmol/nl) mit Wasser

Kalibrierproben (Eichpunkte)

Es wurden zwei getrennte Reihen an Kalibrierproben hergestellt: entweder fiir 6-TG
(mit 6-TG bzw. 6-Thioguanosin) oder fiir die methylierten Metaboliten (MMP zu-
sammen mit MTG bzw. MMPRibosid zusammen mit MTG). Fiir die Kalibrierpro-
ben (Eichpunkte) wurden 1:3-verdiinnte Blank-Erythrozyten eingesetzt (siehe Kapi-
tel [3.2.2 auf Seite 63) Fiir jeden Eichpunkt wurden die im Pipettierschema angege-
benen Losungen in ein Eppendorf-Gefaf (1,5 ml) pipettiert. Die verdiinnten Blank-
Erythrozyten wurden vorgelegt, anschliefend wurden die Lésungen der Eichsubstan-
zen wie in Tabelle[3.5lund [3.6|angegeben zupipettiert und per Vortex gut durchmischt.
Da kein interner Standard verwendet wurde, musste das Gesamtvolumen von 300 pul
genau eingehalten werden.
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Tabelle 3.5: Pipettierschema — Kalibrierproben fiir die Bestimmung von 6-TGN

Nachfolgend das Pipettierschema zum Ansetzen der Kalibrierproben fiir die Bestimmung von
6-TGN. Abkiirzungen: EP = Eichpunkt.

1:3 verdiinnte

Probe Erythrozyten + 6-TG 60 pmol/ul Tgua 60 pmol/ul
DTT
ul ul ul
Blank 300
EP1 (60 pmol) 299 1
EP2 (120 pmol) 298 2
EP3 (600 pmol) 290 10
EP4 (180 pmol) 297 3
EP5 (300 pmol) 295 5
EP6 (1200 pmol) 280 20

Tabelle 3.6: Pipettierschema — Kalibrierproben fiir die Bestimmung von MIMIPN
und MTGN

Kalibrierproben fiir die Bestimmung von MMPN und MTGN. Abkiirzungen: EP = FEich-
punkt.

1:3 .

MMP MTG verdiinnte MMP 600 MMP-Rib MTG 55
Probe Soll- Soll- Erythrozy- pmol,/ul 600 pmol/pl

wert wert ten pmol/ul

pmol pmol ul ul ul pl
Blank 300
EP1 600 55 298 1 1
EP2 2400 220 292 4 4
EP3 6000 550 280 10 10
EP4 1200 110 296 2 2
EP5 3000 275 290 5 5
EP6 12000 1100 260 20 20

Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie fiir die Proben beschrieben (siehe Kapitel[3.2.2)).

Qualitatskontrollen

Es wurden zwei getrennte Sétze von Qualitdtskontrollen hergestellt: entweder fiir
6-TG (mit 6-TG bzw. 6-Thioguanosin) oder fiir die methylierten Metaboliten (MMP
zusammen mit MTG bzw. MMPRibosid zusammen mit MTG). Die Qualitdtskontrol-
len wurden als 300 pl-Aliquots eingefroren. Da keine internen Standards verwendet
wurden, musste das Volumen von 300 pl exakt eingehalten werden. Nach dem Auf-
tauen wurden die Proben kurz zentrifugiert.
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Qualitatskontrollen fiir MMP und MTG

In einem 10 ml-Messkolben wurden nach ,Herstellung von Blank-Erythrozyten fiir
die Kalibrierproben und die Qualitatskontrollen* (siehe Kapitel [3.2.2 auf Seite 63])
verdiinnte Blank-Erythrozyten vorgelegt. Davon wurde dasselbe Volumen entnom-
men, welches hinterher an Eichlésungen wieder zupipettiert wurde. Im Pipettier-
schema (Tabelle waren die Sollkonzentrationen in 300 pl Erythrozyten sowie
die pipettierten pl-Mengen der Stammlésungen fiir einen 10 ml-Ansatz angegeben.
Nach sorgfaltigem Durchmischen der 10 ml-Messkolben wurden 300 pl-Aliquots in
Eppendorf-Gefafe abgefiillt und bei -20° C bis zum Gebrauch gelagert.

Tabelle 3.7: Pipettierschema fiir MMP- und MTG-Qualitdtskontrollen

Pipettierschema fiir MMP- und MTG-Qualitéitskontrollen. Abkiirzungen: QK = Qualitéts-
kontrolle.

MMP MTG

Soll- MMP 600 MMP-Rib MMP-Rib Soll- MTG 550
wert pmol/ul Sollwert 600 pmol/ul wert pmol/ul
pmol/300 pl ul pmol/300 pl ul pmol /300 pl ul
QK1 600 33,3 55 3,33
QK2 3600 200 220 13,3
QK3 1200 66,7 110 6,67
QK4 6000 333 550 33,3

Qualitétskontrollen fiir 6-TG

In einen 10 ml-Messkolben wurden nach Kapitel [3.2.2] verdiinnte Blank-Erythrozyten
vorgelegt. Davon wurde dasselbe Volumen entnommen, welches hinterher an Eichlo-
sungen wieder zupipettiert wurde. Im Pipettierschema waren die Sollkonzentrationen
sowie die pipettierten nl-Mengen fiir einen 10 ml-Ansatz angegeben. Nach sorgfil-
tigem Durchmischen wurden 300 pl-Aliquots in Eppendorf-Gefife abgefiillt und bei
-20° C bis zum Gebrauch gelagert.

Tabelle 3.8: Pipettierschema fiir TG-Qualitdtskontrollen

Nachfolgend das Pipettierschema fiir 6-TG-Qualitétskontrollen (10 ml-Ansatz). Abkiirzun-
gen: QK = Qualitdtskontrolle.

6-TG Tgua
SG_TG Stammldsung 600 Tgua Stammligisung 600
ollwert pmol/ul Sollwert pmol/pl
pmol/300 pl ul pmol/300 pl ul
QK1 60 3,33
QK2 180 10
QK3 600 33,3
QK4 60 3,33
QK5 120 6,67
QK6 300 16,7
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3.1.4 Puffer, Medien und Lésungen fiir die TPMT-Bestimmung
Ldsungen fiir die Probenaufarbeitung und HPLC-Messung

0.9 % Natriumchlorid-Losung

4.5 g Natriumchlorid
500 ml Wasser

Puffer fiir Inkubationen und Eichkurve

0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4:
0,1 M KH2POy4 (13,6 g/1) mit
0,1 M KoHPOy (17,4 g/1) auf pH 7,4 titriert.

Puffer fiir Ervthrozvtenlysat-Herstellung

0,02 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4:
Verdiinnung von einem Teil 0,1 M Puffer pH 7,4 mit 4 Teilen Wasser.

Mobile Phase

3600 ml 0,05 M KHoPO4 (6,80 g/1)

720 ml 0,056 M KyHPO4 (8,7 g/1) oder 0,05 M KoHPO4 - 3 HLO (11,4 g/1)
210 ml Acetonitril

120 ml Tetrahydrofuran

wurden gemischt und 15 Minuten im Ultraschallbad entgast.

6-TG-Losung (15 pmol/ml, 2,5 mg/ml)

Diese Losung wurde fiir jede Inkubation frisch angesetzt. Je Probe wurden 10 pl ver-
wendet. Die Tabletten enthalten 17,7 Gew.-% 6-TG, d. h. fiir 15 pmol/ml (2,5 mg/ml)
wurden 14,12 mg Tablette/ml benotigt. Die eingewogene Menge der gemdrserten Ta-
blette wurde in Dimethylsulfoxid gel6st (10 Minuten Ultraschallbad).

DTT (25 pmol/ml, 3,85 mg/ml)

Diese Losung wurde fiir jede Inkubation neu eingewogen. Je Probe wurden 10 nl pro
250 pl Inkubationsansatz verwendet. Vor Einwaage wurde der Behélter auf Raumtem-
peratur gebracht. Die Einwaage (mg-Mengen) wurde in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4
geldst.

S-Adenosyl-L-Methionin-Stocklésung

Einwaage von 50,8 mg, in 20 ml Millipore-Wasser gelost (5 Minuten Ultraschall-Bad).
Eine Konzentration von 2,54 mg/ml HyO entspricht (korrigiert auf den Gehalt von
70 %)

0,7 - 5,84 pmol/ml = 4,088 nmol/ml.
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S-Adenosyl-1-Methionin-Verdiinnung fiir Inkubationen (0,644 nmol/ml)

Verdiinnung aus Stocklosung mit Wasser 1:6,35 (1 Teil + 5,35 Teile Wasser). Aliquots
von 1000 pl wurden bei -20° C eingefroren und fiir jede Inkubation neu aufgetaut.

Spiilfliissigkeit fiir den Autosampler
Wasser / Acetonitril 50:50 v/v

Eichsubstanz

6-Methylthioguanin (6-MTG, 2-Amino-6-Methylmercaptopurin) 99 %, Sigma A-9546
(MW 181,2 g/mol).

Eichldsungen

6-MTG-Stammlésung (1,5 nmol/pl)

Die Eichsubstanz wurde in mg-Mengen eingewogen, in 0,1 N NaOH angeldst und mit
Wasser aufgefiillt. Das NaOH-Volumen in ml entspricht der Einwaage in mg dividiert
durch 2,5; es wurde mit Wasser auf Endvolumen aufgefiillt, die Endkonzentration lag
bei 1,5 nmol/ul (272 pg/ml). Die Losung ist bei Lagerung im Kiihlschrank (4° C) ca.
6 Wochen stabil.

Verdiinnte Eichlésungen (Losung A und B)

Eichlésung A (30 pmol/pl): 1:50-Verdiinnung aus Stammldésung mit 0,1 M Phosphat-
puffer pH 7.4, Lagerung bei 4° C. Eichlosung B (1,5 pmol/pl): 1:20-Verdiinnung aus
Verdiinnung A mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4. Eichlésung B wurde jeweils vor der
Inkubation frisch angesetzt.

Kalibrierproben (Eichpunkte)

Die Eichpunkte durchliefen die gesamte Inkubations- und Extraktionsprozedur. Fiir
jeden Eichpunkt wurden die im folgenden Pipettierschema angegebenen Lésungen in
ein Eppendorf-Gefif (1,5 ml) pipettiert: Das Endvolumen betrug 250 pl. Puffer wurde
vorgelegt, anschliefend 6-MTG, DTT und Blank-Erythrozytenlysat (1:5 verdiinnt,

siehe Kapitel [3.2.3)) pipettiert.
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Tabelle 3.9: Pipettierschema fiir Eichpunkte

Das Pipettierschema fiir Eichpunkte ist nachfolgend dargestellt. Abkiirzungen: EP = Eich-
punkt.

Probe 6-MTG  6-MTG  DTT Blank- Puffer*
Erythrozyten

ul Lgsung ul L%sung ul ul ul
EP1 (7,5 pmol) 5 10 50 185
EP2 (15 pmol) 10 10 50 180
EP3 (30 pmol) 20 10 50 170
EP4 (60 pmol) 40 10 50 150
EP5 (150 pmol) 5 10 50 185
EP6 (300 pmol) 10 10 50 180

*mit 0,1 M Phosphatpuffer auf 250 ul erginzen

Die weitere Inkubation und Aufarbeitung erfolgte wie fiir die Proben beschrieben

(siche Kapitel ).

Qualititskontrollen

Analvtische Qualitatskontrollen

Qualitatskontroll-Proben wurden in denselben Endkonzentrationen wie die Kalibrier-
proben EP2, EP3 und EP5 hergestellt (siche Tabelle [3.10).

Fiir die Herstellung der Qualitatskontrollen wurde die im folgenden Pipettiersche-
ma angegebene Losung pipettiert und anschliefend mit Blank-Erythrozytenlysat (1:5
verdiinnt) auf 4 ml Endvolumen aufgefiillt.

Tabelle 3.10: Pipettierschema fiir Qualitidtskontrollen

In dieser Tabelle sind die Konzentrationen und das Pipettierschema der Qualitdtskontrollen
veranschaulicht. Abkiirzungen: QK = Qualitétskontrolle.

Probe Konzentration 6-MTG 6-MTG
pmol/50 pl pl Losung A
QK1 15 40
QK2 30 80
QK3 150 400

Die Qualititskontrollen wurden in Aliquots zu je 50 pul bei -80° C gelagert und bei
jeder Inkubation doppelt mitgefiihrt.

Biologische Qualititskontrolle

Die biologische Qualitétskontrolle soll optimale bzw. konstante Inkubationsbedingun-
gen garantieren. Ausgiebige Experimente zeigten, dass die enzymatische In-vitro-Me-
thylierung stark von unbekannten Verunreinigungen in den jeweiligen 6-TG-Chargen
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von verschiedenen 6-TG-Lieferanten als auch von der Qualitat (Gehalt) von S-Ade-
nosyl-L-Methionin abhéngt (Kroplin etal., 1999). Als Konsequenz musste bei jeder
neuen 6-TG- und S-Adenosyl-L-Methionin-Lieferung die TPMT-Aktivitdt einer be-
kannten Probe, der so genannten biologischen Qualitétskontrolle, bestimmt werden.
Die Abweichung durfte maximal 15-% vom Mittelwert betragen, andernfalls musste
das Volumen der S-Adenosyl-L-Methionin-Losung (je nach Gehalt) bzw. die 6-TG-
Einwaage entsprechend verdndert und die Aktivitdt nochmals kontrolliert werden.

Herstellung der biologischen Qualitatskontrolle

Erythrozytenlysat (sieche Kapitel wurde hergestellt und 500 pul Aliquots abge-
fiillt. Das Erythrozytenlysat wurde ausschlieklich von Personen gewonnen, die min-
destens zwei Wochen keine Medikamente zu sich genommen hatten. Die Aliquots
wurden bei -80° C gelagert und bei jeder Inkubation mitgefiihrt. Wenn eine neue bio-
logische Qualitétskontrolle verwendet wurde, wurde der Sollwert (Mittelwert) durch
eine 6-fach-Bestimmung an drei verschiedenen Tagen bestimmt.

3.2 Methodik

3.2.1 Durchfiihrung der Bestimmung von TGMP, TGDP und TGTP
Herstellung von Erythrozyten und Erythrozytenverdiinnungen

Herstellung von gepackten Erythrozyten (RBC)

EDTA-BIlut wurde nach der Blutentnahme auf Eis oder im Kiihlschrank bei 4° C fiir
maximal 4 Stunden gelagert. Die Blutrohrchen wurden fiir 10 Minuten bei 3000 U/min
zentrifugiert und das Plasma abpipettiert und verworfen. Die verbliebenen Erythrozy-
ten wurden einmal mit gleichem Volumen an 0,9 prozentiger Natriumchlorid-Losung
gewaschen und erneut fiir 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert, im Rohrchen verblieben gepackte Erythrozyten. Davon wurde
ein Aliquot entsprechend , Verdiinnung der Erythrozyten zur Bestimmung von H&-
moglobin und der Zellzahl “ entnommen. Die Originalréhrchen mit den verbliebenen
gepackten Erythrozyten wurden bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80° C gelagert.

Verdiinnung der Erythrozyten zur Bestimmung von Himoglobin und Zellzahl

Ein Aliquot von 100 pl RBC (red blood cells) wurde mit 200 pl 0,9 prozentiger NaCl-
Lésung gemischt und im Zentrallabor des Robert-Bosch-Krankenhauses in Stuttgart
am Sysmex ein kleines Blutbild mit Hb-Wert (Hamoglobin) und Zellzahl gemessen.

Herstellung von Blank-Ervthrozyten fiir die Kalibrierproben und Qualitdtskontrollen

Um Messfehler auszuschlielsen und die Messgenauigkeit zu erhohen, wurden Blank-
Erythrozyten unter Verwendung von EDTA-Blut hergestellt, welches einer Person
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ohne Medikamenteneinnahme abgenommen wurde. Die gewaschenen RBC wurden
bei 20° C gelagert.

Aufarbeitung der Proben

Patientenproben

Fiir die Patientenproben wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Pro Probe wur-
den in 1 ml-Eppendorf-Geféifen 10 pl DTT-Lésung und 140 pl EDTA-Lésung vorge-
legt, nach Zugabe von 100 pl RBC wurde die Mischung sofort per Vortex kriftig
gemischt. Durch Zugabe von EDTA erfolgte die Lyse der Erythrozyten und Freiset-
zung der Thionukleotide.

Proteinfillung und Extraktion der Metaboliten

Alle Proben (Patientenproben, Kalibrierproben und Qualitdtskontrollen) durchliefen
die gleichen Aufarbeitungsschritte. Zu jeder Probe wurden 100 pl Methanol zugegeben
und direkt nach Zugabe kriftig gemischt, um eine vollstindige Proteinfillung zu
erreichen. Danach wurde zu allen Proben 250 nl Wasser zugefiigt. Anschliefsend wurde
jede Probe mit 500 pl Dichlormethan versetzt und sofort kriftig per Vortex gemischt.
Nach Zentrifugieren fiir 10 Minuten bei 13 000 U/min ergab sich oben eine wissrige
Schicht, die in neue Eppendorf-Gefiafie iiberfithrt wurde. Die wissrige Phase wurde vor
dem Oxidationsschritt nochmals fiir 10 Minuten zentrifugiert, um jegliche Zellreste
abzutrennen.

Oxidation mit Permanganat zu den entsprechenden 6-Sulfonaten

Vom Uberstand der zweiten Zentrifugation wurden exakt 150 pl in neue Eppendorf-
gefifie, die bereits 10 pl 1 M Natriumcarbonatpuffer pH 10,1 enthielten, pipettiert.
Anschliefend wurde zu jeder Probe 100 pl 0,24 % Kaliumpermanganat zugegeben
und sofort gemischt. Die Proben wurden fiir 10 Minuten beiseite gestellt. Danach
wurde jede Probe mit 10 pl HyO4 versetzt und gemischt. Die Proben entfirbten sich
bei gleichzeitiger Sauerstoffentwicklung. Nach Beendigung der Blasenentwicklung er-
folgte eine Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 13 000 U/min. Vom Uberstand wurden
20 pl in ein Autosamplerglischen pipettiert und mit 40 pul Wasser gemischt.

Kalibrierung und Validierung

Fiir jede Messserie (etwa 20-30 Blutproben) wurden die Kalibrierproben frisch ange-
setzt und mitgemessen. Zusitzlich wurden die Qualitdtskontrollen jeweils in Doppel-
bestimmung angesetzt und mitgemessen.

HPLC-Messung

Das HPLC-System bestand aus einer LC-9A-Pumpe, einem Autoinjektor sowie einem
Fluoreszenzdetektor. Die Proben wurden durch eine isokratische Elution bei 30° C auf
einer Nukleosil 100-5-Cyg-Séule mit einer Prisiule oder Prontosil Cig 5 pm separiert.
Die mobile Phase bestand aus Potassium-Phosphat-Puffer (20 mmol/l, pH 6,8 mit
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5 mmol /1 Tetrabutylammonum-Hydrogensulfat/Acetonitril 84:16 [v:v]). Die typische
Flussrate war 0,8 ml/min mit einer Laufzeit von 45 Minuten. Von jeder Probe wur-
den 20 pl injiziert. Die HPLC-Bedingungen befinden sich im Anhang. Thioguanosin-
Deoxynukleotide konnten durch diesen HPLC-Assay nicht von Ribonukleotiden sepa-
riert werden.

3.2.2 Durchfiihrung der Bestimmung von MMPN, MTGN und 6-TGN

Herstellung der Eryvthrozyvtenverdiinnungen

EDTA-Blut wurde fiir 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Das Plasma wurde
abpipettiert, verworfen und die verbliebenen Erythrozyten einmal mit gleichem Volu-
men an 0,9 prozentiger Natriumchlorid-Losung gewaschen und erneut fiir 10 Minuten
bei 3000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert: im Rohrchen ver-
blieben gepackte Erythrozyten. Fiir die Bestimmung der TGN bzw. der methylierten
Metaboliten (MMPN, MTGN) wurden unterschiedliche Erythrozytenverdiinnungen
hergestellt. Die weitere Probenaufarbeitung (Eiweiffallung und Sdurehydrolyse) wur-
de identisch durchgefiihrt. Fiir die HPLC-Messungen wurde dann entweder HPLC-
System 1 fiir die methylierten Metaboliten bzw. HPLC-System 2 fiir 6-TG verwendet
(siehe Anhang).

Verdiinnung der Erythrozyten fiir die Bestimmung von 6-TG

Ein Teil der gepackten Erythrozyten wurde mit 2 Teilen 0,02 M Kaliumdihydrogen-
phosphat-Losung, die 15 mg DTT /ml enthélt, verdiinnt (entspricht einer 1:3-Verdiin-
nung). Pro Patient wurden zwei (bzw. je nach erhaltener Menge an Blut auch mehr)
Aliquots von 900 pl in Eppendorf-Geféifen bis zur Bestimmung der Metaboliten bei
-20° C gelagert.

Verdiinnung der Erythrozyten fiir die Bestimmung von MMPN und MTGN

Ein weiteres Volumen von gepackten Erythrozyten wurde mit 2 Teilen 0,02 M KHyP O,y
verdiinnt (entspricht einer 1:3-Verdiinnung). Pro Patient wurden zwei (bzw. je nach
erhaltener Menge an Blut auch mehr) Aliquots von 900 pl in Eppendorf-Gefiien bis
zur Bestimmung der Metaboliten bei -20° C gelagert.

Herstellung von Blank-Erythrozyten fiir die Kalibrierproben und die Qualititskon-

trollen

Blank-Erythrozyten fiir die Kalibrierproben und die Qualitdtskontrollen wurden wie
oben beschrieben unter Verwendung von EDTA-Blut hergestellt, das von einer Person
ohne Medikamenteneinnahme abgenommen wurde. Die Verdiinnungen (Erythrozyten-
lysat) wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20° C gelagert.

Probenaufarbeitung

Fiir die Patientenproben wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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Eiweiffallung und Siurehydrolyse

Alle Proben (Patientenproben, Kalibrierproben und Qualitdtskontrollen sowohl fiir
die Bestimmung von 6-TGN als auch fiir die Bestimmung der methylierten Metabo-
liten) durchliefen die gleiche Prozedur. Dafiir wurden zu den 300 pl-Aliquots (Ery-
throzyten 1:3 verdiinnt), die sich in Eppendorf-Gefafien befanden, 35 ul Perchlorséure
(70 %) zugegeben und die Proben nach jeder Zugabe sofort durchmischt, damit die Ei-
weikféllung homogen erfolgte. Anschliefend wurden die Gefifse fiir 10 Minuten auf Eis
gestellt. Nach 10 Minuten Zentrifugation mit 13 000 U/min wurde der Uberstand (ca.
250 ul) mit einer Pasteurpipette in neue Eppendorf-Gefafe iiberfiihrt. Diese wurden
fiir 15 Minuten im Heizblock auf 95° C erhitzt und anschliefend zum Abkiihlen auf Eis
gestellt. Vor der HPLC-Messung wurden die Proben fiir 2 Minuten mit 13 000 U/min
zentrifugiert. AnschlieRend wurden 40 pl mobile Phase und 40 pl des Uberstandes in
die Gléaser fiir die automatische Injektion pipettiert. Der Rest der Probe wurde bei
-20° C aufbewahrt.

Kalibrierung und Validierung

Fiir jede Messserie (etwa 40 Blutproben) wurden die Kalibrierproben frisch angesetzt
und mitgemessen. Zusitzlich wurden die entsprechenden Qualitétskontrollen aufge-
arbeitet und mitgemessen.

HPLC-Messung

Von jeder Probe wurden 50 pl injiziert. 6-TG eluierte bei ca. 56 Minuten. MMP
eluierte bei ca. 11-12 Minuten. MTG eluierte bei ca. 8,5-9,5 Minuten. Die HPLC--
Bedingungen befinden sich im Anhang.

3.2.3 Durchfiihrung der TPMT-Bestimmung

Herstellung von Eryvthrozyvtenlysat

EDTA-Blut wurde 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R).
Plasma wurde abgenommen (die Zellmembranen entfernt) und verworfen. Die Ery-
throzyten wurden mit 0,9 prozentiger Natriumchlorid-Losung gewaschen (gleiches Vo-
lumen wie Erythrozyten), 10 Minuten bei 3000 U /min zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Die gepackten Erythrozyten wurden mit 4-fachem Volumen 0,02 M Ka-
liumphosphatpuffer pH 7,4 verdiinnt, beispielsweise 400 nl gepackte Erythrozyten und
1600 ul Puffer (entspricht einer 1:5-Verdiinnung). 2 Aliquots mit jeweils 1000 ul in
1,5 ml Eppendorf-Gefifien wurden bei -80° C bis zur Inkubation gelagert. Vor Durch-
fiihrung der Inkubation wurde Erythrozytenlysat zur Abtrennung von Zellmembranen
nach dem Auftauen 1 Minute bei 13 000 U/min zentrifugiert (Heraeus Biofuge pico).

Inkubation von Ervthrozytenlysat mit 6-TG

Je Blutprobe wurden 3 Inkubationsproben in Eppendorfgefiafien angesetzt:
Probe 1 — Blank (ohne S-Adenosyl-1.-Methionin)
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Proben 2 und 3 — Doppelbestimmung TPMT-Aktivitét

Je Messreihe wurden auferdem zwei Blankproben angesetzt: ein Erythrozytenblank
(ohne 6-TG und S-Adenosyl-L.-Methionin) und ein Reagenzblank (ohne Erythrozy-
ten).

Tabelle 3.11: Pipettierschema

Es wurde in der Reihenfolge Puffer, DTT, SAM, 6-TG, Erythrozytenlysat nach folgendem
Pipettierschema pipettiert. Abkiirzungen: SAM = S-Adenosyl-L-Methionin.

Probe Puffr DTT SAM  6-TG Erythrozyten-
Lysat

ul ul ul ul ul
Inkubationsproben
1 (= blank ohne SAM) 180 10 10 50
2 168 10 12,5 10 50
3 168 10 12,5 10 50
Blank-Proben
Erythrozyten-Blank 190 10 50
Reagenz-Blank 218 10 12,5 10

Die Proben wurden 1 Stunde bei 37° C im Wasserbad unter Schiitteln inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 25 pl 70 % Perchlorsiaure gestoppt, auf Vortex gemischt und
10 Minuten bei 13 000 U/min zentrifugiert (Heraeus Biofuge pico). 50 pl wurden in
Autosampler-Vials tiberfiihrt.

Kalibrierung und Validierung

Fiir jede Messserie wurden die sechs Kalibrierproben frisch angesetzt und mitgemes-
sen. Auferdem wurden alle drei analytischen Qualitdtskontrollen doppelt mitgemes-
sen. Die biologische Qualitédtskontrolle wurde wie eine unbekannte Probe behandelt.

HPLC-Analyse

Von jeder Probe wurden 15 pl injiziert. Die HPLC-Bedingungen befinden sich im
Anhang. Das 6-MTG eluierte bei ca. 7-8 Minuten.

Himoglobin (Hb)-Bestimmung

Vom Rest des Erythrozytenlysats wurde im Zentrallabor des Robert-Bosch-Kranken-
hauses in Stuttgart am Sysmex ein kleines Blutbild gemessen. Der Hb-Gehalt wurde
zur Berechnung der TPMT-Aktivitat benotigt. Die Werte wurden in g/dl (g/100 ml)
angegeben. Sie lagen iiblicherweise zwischen 4 und 7 g/dl.
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3.2.4 Software und Auswertung

Auswertung der Chromatogramme und Berechnung der Werte

Die gesamte Auswertung der Chromatogramme mit Auswertung der Kalibriergera-
den und Berechnung der Werte wurde im Programm Galaxie durchgefiihrt. Fiir die
Berechnung der MTG-Werte wurden die Peakhohen verwendet. Ebenso wurde die
Auswertung der Chromatogramme fiir TGMP, TGDP und TGTP mit Integration
und Berechnung der Peakflichen im Programm Galaxie durchgefiihrt. Die Peakfla-
chen wurden als Summary-Report in einen Excel-File exportiert.

Die Berechnung unbekannter Konzentrationen erfolgte mit dem Mittelwert der Re-
sponse-Faktoren. Zur Berechnung der MMP-Eichkurve wurden die MMP-Eichproben
und die MMP-Ribosid-Eichproben verwendet. Die Abweichung zwischen den Werten
aus MMP-Proben und aus MMP-Ribosid-Proben durfte maximal 15 % betragen. Zur
Berechnung der 6-1TG-Eichkurve wurden die 6-TG-Eichproben und die 6-Thioguanosin-
Eichproben verwendet. Die Abweichung zwischen den Werten aus 6-TG-Proben und
aus 6-Thioguanosin-Proben durfte maximal 15 % betragen.

Die Doppelbestimmungen wurden gemittelt und das Ergebnis mit 10 multipliziert,
um den Endwert in pmol/ml zu erhalten (es wurden 100 pl gepackte Erythrozyten
eingesetzt).

Berechnung der Kalibriergeraden und Berechnung der Werte

Die Peakflichen wurden in einem Excel-File bearbeitet. Es wurden zwei Kalibrier-
geraden berechnet: eine fiir TGMP und eine fiir die Summe aus TGDP und TGTP,
dazu wurden die Peakflichen von TGDP und TGTP aufsummiert. Die Berechnung
der Kalibriergeraden erfolgte durch lineare Regression. Unbekannte Proben wurden
iiber die Regressionsgerade berechnet. Das Ergebnis wurde in pmol/100 nl Erythro-
zyten erhalten. Die Doppelbestimmungen wurden gemittelt und das Ergebnis mit 10
multipliziert, um den Endwert in pmol/ml zu erhalten. Zusétzlich wurde der Prozen-
tanteil von TGDP bezogen auf die Summe von TGDP und TGTP aus den Peakfld-
chen berechnet und mit angegeben. Die Messung durch Fluoreszenzdetektion konnte
in den Bereichen 5-50 pmol/100 ml RBC fiir TGMP, 10-100 pmol /100 ml RBC fiir
TGDP und 25-400 pmol/100 ml RBC fiir TGTP durchgefithrt werden. Die Kali-
briergeraden deckten fiir TGMP einen Bereich von 100-500 pmol/ml, fiir TGDP von
100-1000 pmol/ml und fiir TGTP von 200-4000 pmol/ml ab. Die Bestimmungsgren-
zen lagen fiir TGMP und TGDP bei 100 pmol/ml, fiir TGTP bei 200 pmol/ml. Die
Nachweisgrenzen lagen fiir alle Analyte bei 20 pmol/ml. Die Messungenauigkeit des
HPLC-Assay wurde fiir alle drei 6-TGNs zu niedrigen, mittleren und hohen Konzen-
trationen untersucht. Die Intra- und Inter-Tages-Koeflizienten (jeweils n = 5) lagen
zwischen 0,6 und 9,6 %.

Berechnung der TPMT-Aktivitat

Die Doppelbestimmungen wurden gemittelt, anschliefend der jeweilige Blank abge-
zogen und in Units [nmol/h/g Hamoglobin| umgerechnet. Ein Excel-Formblatt wur-
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de zur Auswertung der TPMT-Aktivitédt verwendet. Die Summary-Liste aus Galaxie
wurde in das Formblatt kopiert und die Hb-Werte eingegeben. Die TPMT-Aktivitéten
wurden automatisch in Units berechnet.

Bestimmung des TPMT-Phanotyps

Nach Berechnung der TPMT-Aktivitdt wurden die Blutproben nach Kréplin et al.
(1998) wie folgt eingeteilt:

— niedere Aktivitdt < 2 U ,very low"
— mittlere Aktivitat >2 — 24 U , intermediate®
— normale/hohe Aktivitat 24 — 68 U ,,high*

Dokumentation der Ergebnisse

Samtliche Daten wie Chromatogramme, Rohdaten, Eichkurven und berechnete Er-
gebnisse wurden als DIN A4-Ausdrucke archiviert. Die gesamten elektronischen Daten
wurden auf CD-ROM gespeichert.

3.3 Datenerhebung

3.3.1 Interview

Die Interviews erfolgten personlich oder telefonisch anhand eines standardisierten Fr-
hebungsbogens jeweils fiir Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa in einem zeitlichen
Rahmen von etwa 10 bis 15 Minuten. Sie beinhalteten Fragen zu allgemeinen Daten
wie Alter, Gewicht und Kérpergrofe sowie zur Dosierung von Azathioprin und Ko-
medikation zum Zeitpunkt der Blutentnahme, insbesondere zur Einnahme von Glu-
kokortikoiden oder Anti-TNF a (Infliximab). Des weiteren wurden Schubfrequenz,
aktuelles Befinden sowie Lebensgewohnheiten wie Nikotinkonsum erfragt. Dariiber
hinaus wurden die fiir die Berechnung von CDAI und CAI notwendigen Parameter
erhoben. Die separat fiir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa entwickelten standardi-
sierten Erhebungsbdgen befinden sich im Anhang.

3.3.2 Fragebogen

Der Fragebogen besteht aus 15 Seiten und umfasst neben einer kurzen Erklérung zur
Studie und der Einverstindniserkldrung Fragen zu allgemeinen Patientendaten wie
Geschlecht, Alter, Gewicht, Korpergréfe, Dauer der Erkrankung und der Azathioprin-
Einnahme, aktuelle Hohe der Azathioprin-Dosierung, aktuelle Komedikation sowie
Art der Beschwerden. Dariiber hinaus beinhaltet er Fragen zur Berechnung von CDAI,
CAI und IBDQ sowie einen Vergleich der Schubfrequenz vor und nach Beginn der
Azathioprin-Therapie. Die aktuellen Laborparameter sowie Befunde von Koloskopien
und radiologischen Untersuchungen wurden der jeweiligen Patientenakte entnommen.
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3.3.3 CDAI (Crohn’s Disease Activity Index nach Best)

Der Crohn’s Disease Activity Index nach Best (Best etal., |[1976) gilt als wichtigstes
Instrument zur Quantifizierung der Krankheitsaktivitit fiir Morbus Crohn (Jgrgen-
sen et al.,2005)), welches im Rahmen der National Cooperative Crohn’s Disease Study
in Illinois entwickelt wurde (Best etal., 1976). Seit mehr als 20 Jahren dient er als
Messinstrument, mit welchem mittels acht Variablen die aktuelle Krankheitsaktivitat
in Form eines numerischen Index bestimmt wird. Somit erfolgt eine Quantifizierung
der Symptome, wobei ein Wert unter 150 einer klinischen Remission, iiber 150 einem
aktiven Krankheitsverlauf und iiber 450 einer sehr schweren Krankheitsaktivitit ent-
sprechen. Typischerweise liegt der Wert zwischen 0 und 600, obwohl auch negative und
héhere Werte moglich sind. Er eignet sich insbesondere, um die Krankheitsaktivitat
iiber einen lingeren Zeitraum zu messen und dabei den Therapieerfolg zu tiberwa-
chen. Fiir Kinder ist er ungeeignet (Best etal., 1976). Zu den Variablen zéhlen die
Anzahl der ungeformten Stiihle pro Tag, Allgemeinbefinden, Stirke der Bauchschmer-
zen, extraintestinale Manifestationen der Erkrankung, die Einnahme von Loperamid
oder Opiaten, palpable abdominelle Resistenzen, Himatokrit sowie das Standard-
koérpergewicht. Somit flieken sowohl objektive als auch subjektive Parameter in die
Berechnung ein. Durch Multiplikation mit einem bestimmten Faktor erhalten die Va-
riablen eine unterschiedliche Gewichtung. Ein Abfall zwischen 70 und 100 Punkten
wird als Ansprechen auf die Therapie gewertet (Best et al.,|1976; Hoffmann, [2009a).

3.3.4 CAI (Clinical Activity Index)

Der Clinical Activity Indez ist Bestandteil des Rachmilewitz-Scoring Systems, zu dem
weiterhin noch ein Endoscopic Index zahlt (Rachmilewitz, 1989). Der klinische Index
wird durch die Parameter Anzahl der Stithle/Woche, Menge des Blutes im Stuhl,
Allgemeinbefinden, Starke der Bauchschmerzen, Temperatur, extraintestinale Mani-
festationen und die Laborparameter Blutsenkungsgeschwindigkeit und Hamoglobin
gebildet. Der endoskopische Index, welcher fiir die vorliegende Arbeit nicht erhoben
wurde, umfasst die Parameter Schleimhautgranulation, Gefafszeichnung sowie Verletz-
barkeit der Mukosa und Schleimhautbelége. Oft korreliert er nicht mit dem klinischen
Index, was beispielsweise mit der Anwendung topischer Glukokortikoide im Rektum
begriindet sein kann (Adler et al., 1997).

3.3.5 IBDQ (Inflammatory Bowel Disease Questionnaire)

Das Inflammatory Bowel Disease Questionnaire dient der Erfassung der gesundheits-
bezogenen Lebensqualitéit (Health Related Quality of Life, HRQoL). Es kann sowohl
fiir Morbus Crohn- als auch Colitis ulcerosa-Patienten erhoben werden. Die 32 Fragen
entstammen den Bereichen intestinale Symptome (10 Fragen), systemische Sympto-
me (5 Fragen), soziale Funktion (5 Fragen) und emotionale Funktion (12 Fragen).
Jede Frage ist auf einer Sieben-Punkte-Likert-Skala angeordnet und kann somit, je
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nach Schweregrad der Ausprigung des Symptoms, zwischen einem und sieben Punk-
ten ergeben. Sieben Punkte bedeuten keine Anderung oder keine Symptomatik, ein
Punkt steht fiir schwerste Symptomatik. Die erreichbaren Punkte liegen zwischen 32
(schwere Symptomatik) und 224 (asymptomatisch) (Guyatt et al., |[1989). Der IBDQ
besitzt den Vorteil, dass er vom Patienten selbstdndig und ohne Anleitung des Arztes
ausgefiillt werden kann. Aufgrund seines Umfanges wird er weniger in der klinischen
Praxis, sondern vorwiegend im Rahmen klinischer Studien eingesetzt. Der IBDQ kor-
reliert signifikant mit CDAI und CAI (eigene Daten; Irvine etal., [1994; Zahn etal.,
2006)).

3.4 Statistische Auswertung

Fiir die Auswertung der Daten wurde das statistische Softwarepaket SPSS 15.0.0 (Sta-
tistical Package for the Social Sciences, Inc., Chicago, Illinois, USA) verwendet. Fiir
interindividuelle Vergleiche wurden der unverbundene T-Test fiir stetige normal ver-
teilte sowie der unverbundene Wilcoxon-/Mann-Whitney-Test fiir stetige nicht normal
verteilte Daten eingesetzt. Der Levene-Test wurde fiir stetige unverbundene Daten fiir
den Vergleich der Standardabweichungen gebraucht. Der Fisher-Exact- und y2-Test
wurden fiir den Vergleich zweier Haufigkeiten zweier unverbundener Stichproben an-
gewandt. Der Korrelations-Koeffizient rp nach Pearson wurde fiir die Stérke einer
Assoziation stetiger, normal verteilter Daten und der Rangkorrelationskoeffizient rg
nach Spearman fiir nicht normal verteilte Daten genutzt. Die Datenverteilung wurde
nach der Methode von Kolmogorow-Smirnow ausgewertet. P-Werte kleiner 0,05 gal-
ten als statistisch signifikant, p-Werte kleiner 0,01 als statistisch hoch signifikant. Die
Einteilung der Korrelationsstarken erfolgte nach (Bortz, 1999)). Danach ergab sich fiir
einen r-Wert ab 0,5 eine hohe Korrelation, fiir einen Wert zwischen 0,3 und 0,49 eine
méfRige Korrelation und fiir einen Wert von 0,1 bis 0,29 eine schwache Korrelation.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa der Gastro-Crohn-Ambulanz der
1. Medizinischen Klinik und Poliklinik des Klinikums der Johannes Gutenberg-Uni-
versitdt Mainz wurden in die prospektive Studie eingeschlossen. Die Rekrutierung der
Patienten erfolgte entweder telefonisch, postalisch oder im Rahmen der &rztlichen Be-
handlung in der Gastro-Crohn-Ambulanz. Die Teilnahme der Patienten erfolgte aus-
schliefslich freiwillig nach eingehender miindlicher und schriftlicher Information sowie
schriftlicher Einwilligung. Nach Aufnahme in die Studie wurde allen Probanden eine
EDTA-Blutprobe entnommen und unverziiglich bei 4° Celsius gelagert und innerhalb
von vier Stunden weiterverarbeitet. Die Datenerfassung (CDAI, CAI, IBDQ und wei-
tere Fragen zur aktuellen Lebenssituation des Patienten) erfolgte mittels eines selbst
entwickelten Fragebogens als personliches oder telefonisches Interview. Der Fragebo-
gen befindet sich im Anhang (siehe Kapitel [§). Alle Fragebdgen sowie die entnomme-
nen Proben wurden vor der Auswertung bzw. weiteren Verarbeitung anonymisiert.
Das Studienprotokoll und die Aufklarungsbdgen wurden von der Ethikkommission
der zustindigen Arztekammer genehmigt.

4.1.1 Einschlusskriterien

Als Einschlusskriterien mussten folgende Punkte erfiillt werden:

— endoskopische, bildgebende sowie histopathologische Evidenz fiir einen aktiven
Morbus Crohn im Diinn- oder Dickdarm bzw. eine aktive Colitis ulcerosa vor
Beginn der Azathioprin-Therapie

— stabile Langzeittherapie mit Azathioprin fiir mindestens 6 Monate (Fischbach,
1996 Melle et al., 2008)

— Dosierung von Azathioprin p. o. zwischen 0,4 und 3,0 mg pro Kilogramm Kor-
pergewicht pro Tag

— Vorliegen der ausgefiillten Einverstdndniserklarung

— Einverstandnis der Eltern bei Patienten unter 18 Jahren
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4.1.2 Ausschlusskriterien

Folgende Ausschlusskriterien wurden angelegt:

— Non-Compliance (Hohe der Metaboliten TGDP, TGTP sowie 6-MMP im nicht
messbaren Bereich)(Gearry und Barclay, 2005)

— Komedikation mit Ciclosporin, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil, Leflunomid
oder Methotrexat (De Beaumais et al., [2010)

— Azathioprin-Gabe i. v. (Sandborn et al., 1999)

— Patienten mit Colitis indeterminata

— Patienten mit primér sklerosierender Cholangitis
— Patienten mit Autoimmun-Hepatitis

— Schwangerschaft oder Stillen
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4.1.3 Beschreibung der Stichproben

Tabelle 4.1: Deskriptive Statistik der Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-
Stichprobe

94 Morbus Crohn- und 39 Colitis ulcerosa-Patienten wurden fiir die Studie rekrutiert. Ein
medianes Alter von 41 Jahren zum Zeitpunkt der Teilnahme an der Studie wurde berech-
net. Mit 52 % dominierte das weibliche Geschlecht. Die mediane Erkrankungsdauer bezifferte
sich auf 13 Jahre bei einer medianen Azathioprin-Therapiedauer von 2,0 Jahren und einer
medianen Azathioprin-Dosierung von 1,7 mg/kg KG/d. 15 Patienten mit fistulierendem und
29 Patienten mit stenosierendem Verlauf konnten in die Studie eingeschlossen werden. 14
Patienten wurden mit Anti-TNF « therapiert. Eine mediane IBDQ-Punktzahl von 185 wur-
de erzielt. Etwa ein Drittel der Patienten erhielt Glukokortikoide und 5-Aminosalizylate. In
Remission befand sich etwa ein Viertel der Patienten, 74 % litten an einem chronisch aktiven
oder einem schubhaften Krankheitsverlauf.

N %  Mittelwert Median Min Max

Morbus Crohn 94 71
Colitis ulcerosa 39 29
Alter 42 41 17 73
Geschlecht

ménnlich 69 48

weiblich 64 52
Erkrankungsdauer (Jahre) 13 13 0 50
Fisteln 15 11
Stenosen 29 22
Anti-TNF « 14 11
Dauer Azathioprin-Therapie 35 9 0 30
(Jahre) ’
Dosierung von Azathioprin (mg) 123 112,5 25 250
Dosis (mg)/ Koérpergewicht (kg) 1,8 1,7 0,4 2,9
IBDQ (Punkte) 176 185 97 224
Glukokortikoide 47 35
5- Aminosalizylate 38 29
Remission 32 26
keine Remission 90 74

245 Proben von 133 Testpersonen wurden in einem Zeitraum von Oktober 2003 bis
Oktober 2007 ausgewertet. 94 Morbus Crohn- und 39 Colitis ulcerosa-Patienten konn-
ten fiir die Studie rekrutiert werden. Trotz einer langjdhrigen Azathioprin-Therapie
von im Median 2 Jahren bei einer medianen Erkrankungsdauer von 13 Jahren lag die
verabreichte mediane Azathioprin-Dosis lediglich bei 1,7 mg pro Kilogramm Koérper-
gewicht pro Tag (mg/kg KG/d).
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Tabelle 4.2: Deskriptive Statistik der Morbus Crohn-Stichprobe

Mit 59 % iiberwog das weibliche Geschlecht im Morbus Crohn-Kollektiv. Die mediane Er-
krankungsdauer lag bei 14 Jahren. Bei einer medianen Dauer der Azathioprin-Therapie von
3,0 Jahren wurde eine mediane Dosierung von 1,8 mg/kg KG/d verabreicht. 15 Patienten mit
fistulierendem, 29 Patienten mit stenosierendem Verlauf und 14 Patienten mit Anti-TNF -
Therapie konnten in die Studie eingeschlossen werden. Die medianen erzielten Punktzahlen
fiir CDAI und IBDQ bezifferten sich auf 47 bzw. 183. Knapp ein Drittel der Patienten er-
hielt Glukokortikoide, 20 % Aminosalizylate und ein Viertel der Patienten befand sich in
Remission.

N %  Mittelwert Median Min Max

Alter 42 40 17 73
Geschlecht

ménnlich 39 41

weiblich 55 59
Erkrankungsdauer (Jahre) 15 14 0 50
Fisteln 15 16
Stenosen 29 31
Anti-TNF « 14 15
Dauer Azathioprin-Therapie 39 3 0 30
(Jahre) ’
Dosierung von Azathioprin (mg) 124 125 25 250
Dosis (mg)/ Koérpergewicht (kg) 1,8 1,8 0,4 2,9
CDALI (Punkte) 69 47 0 251
IBDQ (Punkte) 171 183 97 220
Glukokortikoide 30 32
5- Aminosalizylate 19 20
Remission 21 25
keine Remission 63 75

Unter den 94 Morbus Crohn-Probanden befanden sich 29 Patienten mit stenosierender
und 15 Patienten mit fistulierender Erkrankung. Somit konnte fiir knapp die Halfte
des Kollektivs ein schwerer Verlauf der Erkrankung diagnostiziert werden. Dariiber
hinaus wurden 14 Morbus Crohn-Probanden innerhalb von sechs Monaten vor der
Metaboliten-Bestimmung mit Anti-TNF o therapiert. Im Einklang mit diesen Daten
wurden nur 26 % der Patienten einer Remission!’ zugeordnet, hingegen litten 74 %
der Stichprobe entweder an einem schubhaften!! oder chronisch aktiven Krankheits-
verlauf'?.

Mit 59 % dominierte das weibliche Geschlecht in der Morbus Crohn-Stichprobe. Die
Erkrankungsdauer aller Morbus Crohn-Patienten bezifferte sich im Median auf 14
Jahre bei einer medianen Azathioprin-Therapie-Dauer von 3 Jahren und einer me-
dianen Dosierung von 1,8 mg/kg KG/d. Etwa ein Drittel der Stichprobe erhielt zum
Zeitpunkt der Metaboliten-Bestimmung Glukokortikoide oder 5-Aminosalizylate. Le-

"Definition der Remission von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa: Vgl. Kapitel [1.2.4

"Definition des schubhaften Verlaufs von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa: Vgl. Kapitel |1.2.4

2Definition des chronisch aktiven Krankheitsverlaufs von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa: Vgl.

Kapitel
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Tabelle 4.3: Deskriptive Statistik der Colitis ulcerosa-Stichprobe

Unter den Colitis ulcerosa-Probanden war mit 64 % das ménnliche Geschlecht vorherrschend.
Die Erkrankungsdauer betrug im Median 7 Jahre. Wihrend einer medianen Azathioprin-
Therapiedauer von 1 Jahr wurde eine mediane Azathioprin-Dosierung von 1,7 mg/kg KG/d
verabreicht. Es wurden im Median 4,0 CAI-Punkte und 193 IBDQ-Punkte erzielt. 44 % der
Patienten erhielt Glukokortikoide, knapp die Hélfte Aminosalizylate und knapp ein Drittel
befand sich in Remission.

N % Mittelwert Median Min Max

Alter 41 42 20 71
Geschlecht

méannlich 25 64

weiblich 14 36
Erkrankungsdauer (Jahre) 10 7 0 24
Dauer Azathioprin-Therapie 25 1 0 12
(Jahre) ’
Dosierung von Azathioprin (mg) 121 100 50 200
Dosis (mg)/ Korpergewicht (kg) 1,7 1,7 0,6 2,8
CAI (Punkte) 5,7 4 0 19
IBDQ (Punkte) 188 193 124 224
Glukokortikoide 17 44
5- Aminosalizylate 19 49
Remission 11 29
keine Remission 27 71

diglich 25 % der Morbus Crohn-Patienten konnten einer Remission zugeordnet wer-
den, somit bemals sich die Zahl der Testpersonen mit schubhaftem oder chronisch
aktivem Krankheitsverlauf auf 75 %. Dessen ungeachtet wurde ein medianer CDAI
von 47 Punkten berechnet und lag damit im unteren Bereich der Skala.

Das ménnliche Geschlecht tiberwog mit 64 % im Colitis ulcerosa-Kollektiv. Bei ei-
ner medianen Erkrankungsdauer von 7 Jahren wurde eine mediane Azathioprin-
Finnahmedauer von einem Jahr ermittelt. Die Dosierung pro Kilogramm Korper-
gewicht wurde mit im Median 1,7 mg kalkuliert und lag somit etwas niedriger als
bei Morbus Crohn-Patienten (1,8 mg/kg KG). Der CAI berzifferte sich auf im Medi-
an 4,0 Punkte. Die Komedikation spielte auch im Colitis ulcerosa-Patientenkollektiv
eine bedeutsame Rolle: Rund der Hilfte der Colitis ulcerosa-Patienten wurden Ste-
roide verabreicht, 60 % erhielt 5-Aminosalizylate. Somit bemafs sich der Anteil der
Colitis ulcerosa-Probanden mit Komedikation héher als im Morbus Crohn-Kollektiv.
Insgesamt unterschied sich jedoch der schwere Krankheitsverlauf kaum von dem der
Morbus Crohn-Stichprobe: Fiir 29 % der Testpersonen erfolgte eine Klassifizierung in
eine Remission, 71 % litten an einem chronisch aktiven oder schubhaften Krankheits-
verlauf.

Die Tabellen und geben einen Uberblick iiber die deskriptive Statistik
des gesamten Patientenkollektivs sowie der Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-
Stichprobe.
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4.2 Deskriptive Statistik der Metaboliten-Messung und
allgemeine Korrelationen

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass der Azathioprin-Metabolit TGTP anstelle von
GTP an die kleine GTPase Racl bindet und diese inhibiert, was die intrazelluldre Si-
gnaltransduktion der CD28-vermittelten Kostimulation von T-Lymphozyten blockiert
und zur Apoptose mononukledrer Zellen fiihrt (Tiede et al.,2003)). Somit war die Un-
tersuchung der Azathioprin-Metaboliten-Spiegel und insbesondere der TGTP-Spiegel
von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen in dieser Arbeit von
besonderem Interesse.

Aus den 286 abgenommenen Proben von 172 Patienten mit EDTA-Blut wurden die
drei Mercaptopurin-Basen 6-Thioguanin (6-TG), 6-Methyl-Mercaptopurin (6-MMP)
und 6-Methyl-Thioguanin (6-MTG) detektiert. Die drei Nukleotide von 6-Thioguanin,
6-Thioguanosin-5’-Monophosphat (TGMP), 6-Thioguanosin-5-Diphosphat (TGDP)
sowie 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat (TGTP) wurden separat gemessen. Des weite-
ren wurde die Aktivitat der Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT) analysiert.

41 Proben wurden aufgrund nicht bestimmbarer TGDP- und TGTP-Spiegel in Ver-
bindung mit nicht detektierbaren 6-MMP-Spiegeln (Gearry und Barclay, 2005) von
der Studie ausgeschlossen. Nicht messbare 6-TGN-Spiegel lassen, insbesondere in Ver-
bindung mit nicht bestimmbaren 6-MMP-Spiegeln wie es in der vorliegenden Arbeit
der Fall war, eine mangelnde Compliance der Patienten vermuten (Coulthard und
Hogarth, 2005; Gearry und Barclay, [2005; Goldenberg et al., 2004). Bei den verblei-
benden 245 Proben konnten 6-Thioguanin und dessen Nukleotide bestimmt werden,
somit wurden 133 von 172 Patienten in die Studie eingeschlossen. 59 Patienten wur-
den mehrfach zu Blutentnahme und Interview einbestellt. Von dieser Patientengruppe
wurden insgesamt 171 Blutproben analysiert.

4.2.1 Deskriptive Statistik der Metaboliten

Nach Messung der Azathioprin-Metaboliten wurden zunéchst die jeweiligen Pa-
rameter fiir die H&ufigkeiten berechnet. Der Median von 6-TGN lag bei
94 pmol/8 x 108 RBC (Interquartilspanne 65-142 pmol/8 x 10 RBC, Abbildung,
der Median von TGDP bezifferte sich auf 14 pmol/8 x 102 RBC (Interquartilspanne
9-23 pmol/8 x 108 RBC). Ein TGDP-Anteil von 15 % an den 6-TGN wurde errechnet
(Standardabweichung 7 %), Abbildung [4.2]

TGTP konnte, wie 6-TGN und TGDP, bei allen 133 Patienten detektiert werden. Ein
Median von 72 pmol/8 x 108 RBC wurde ermittelt (Interquartilspanne
50-118 pmol/8 x 10® RBC, Abbildung , damit lag der Anteil von TGTP an
6-TGN im Median bei 81 % (Standardabweichung 21 %, Abbildung [£.2). Abbildung
veranschaulicht den prozentualen Anteil der drei gemessenen 6-TGN (TGMP,
TGDP und TGTP) an den Gesamt-TGN. Mit 81 % stellte TGTP den Hauptmeta-
boliten dar. Der Anteil von TGDP wurde mit 15 % kalkuliert und die verbleibenden
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Abbildung 4.1: Box-Whisker-Plots von 6-TGN, TGDP und TGTP

Der Median lag fiir 6-TGN bei 94 pmol/8 x 10° RBC, fiir TGDP bei 14 und fiir TGTP bei
72 pmol/8 x 10 RBC (n = 133).

4 % TGMP 15 % TGDP

81 % TGTP

Abbildung 4.2: Verteilung der Thioguanin-Nukleotide

Graphische Darstellung der Anteile von TGTP (81 %) und TGDP (15 %) an 6-TGN
(n = 133). Die verbleibenden 4 % entfallen mutmaflich auf TGMP, einen Metaboliten, der
in den abgenommenen Proben nur in Spuren von bis zu 1,6 pmol/8 x 105> RBC vorhanden
war und damit nicht mehr exakt detektierbar war. Denkbar ist allerdings auch, dass in diesen
4 % weitere noch unidentifizierte Azathioprin-Metaboliten enthalten waren. Festzuhalten ist,
dass TGTP mit einem Anteil von 81 % den Hauptmetaboliten von Azathioprin darstellte.
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TGMP lag bei allen 133 Patienten unter 1,6 pmol/8 x 10° RBC und war damit nicht mehr
genau detektierbar. Von den drei Azathioprin-Metaboliten hat TGMP mit 4 % den geringsten

Anteil.

Tabelle 4.4: Deskriptive Statistik der gemessenen Metaboliten

Darstellung der deskriptiven Statistik (Minimum, Maximum, Median, Mittelwert, Interquar-
tilspanne sowie Standardabweichung) der gemessenen Metaboliten. Abkiirzungen: Min = Mi-
nimum, Max = Maximum, MW = Mittelwert, IS = Interquartilspanne, SD = Standardab-

weichung.

n Min Max Median MW IS SD
6-TGN [pmol/8 x 10° RBC] 133 13 372 94 113 64-145 69
TGDP [pmol/8 x 102 RBC] 133 2 61 14 18 9-13 12
TGTP [pmol/8 x 1028 RBC] 133 6 383 72 94 51-120 64
Qs [pmol/8x10® RBC] 133 57 94 84 84 81-87 6
S# [pmol/8x10® RBC] 133 10 441 89 111 60-148 74
6-MMP [pmol/S x 108 RBC] 131 28 15110 379 1111 166-1228 2067
6-MMP /6-TGN
[pmol/8 x 10° RBC] 131 0,3 1533 43 11,3 1,6-120 224
TPMT-Aktivitat [U] 133 26 89 50 52 44-58 11
MTGN [pmol/8 x 10® RBC] 125 12 155 46 55 33-71 31
Dosis [mg/kg KG] 115 04 29 1,7 1,8 1,4-2,2 0,6
Dosis [mg] 118 25 250 113 123 100-150 45

'Q = TGTP/(TGDP+TGTP)
#§ = TGDP+TGTP
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4 % entfallen mutmaflich auf den Metaboliten TGMP. Fiir diesen wurde bei allen
133 Patienten ein Bereich von unter 1,6 pmol/8 x 10¥ RBC determiniert (Abbildung
. Werte in diesem Bereich sind nicht mehr exakt detektierbar.

Tabelle stellt eine Ubersicht der gemessenen Metaboliten und der Azathioprin-
Dosierung sowie deren Haufigkeiten mit Minimum, Maximum, Median, Mittelwert,
Interquartilspanne sowie Standardabweichung dar.

4.2.2 Korrelation der Metaboliten — Der Metabolit TGTP korreliert
mit 6-TGN, TGDP und MTGN

Im nachsten Arbeitsgang wurden die Zusammenhénge der einzelnen gemessenen Aza-
thioprin-Metaboliten zueinander analysiert. Sdmtliche Korrelationen erfolgten mit
Hilfe des Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten rg. Gemeinsam war allen durchge-
fiihrten Untersuchungen der Metaboliten (6-TGN, TGDP, TGTP, MTGN) die hohe!3
(rg > 0,80) und hochsignifikante (p < 0,0001) Korrelation. Dies verdeutlicht Abbil-
dung mit der Darstellung von 6-TGN und TGDP (rg = 0,83, p < 0,0001). Ahnlich
hoch miteinander korrelierten TGDP und TGTP: rg = 0,82, p < 0,0001 (Abbildung
). Der héchste beobachtete Zusammenhang zweier gemessener Metaboliten wurde
zwischen TGTP und 6-TGN errechnet (rg = 0,91, p < 0,0001, Abbildung [£.4b). Die
MTGN- und 6-TGN-Spiegel stehen ebenfalls in engem Bezug zueinander: rg = 0,85,
p < 0,0001, Abbildung £.5b. MTGN ist ein Endprodukt der drei Metaboliten TGMP,
TGDP und TGTP, welches durch S-Methylierung der TPMT entsteht. Die Korrelati-
on mit 6-TGN deutet auf den gleichméfigen Abbau der 6-TGN zu MTGN durch ein
funktionsfahiges TPMT-Enzym hin. Patienten mit TPMT-Defizienz verfiigen iiber
stark erniedrigte oder fehlende methylierte Metaboliten, somit auch iiber erniedrigte
oder fehlende MTGN-Spiegel (Hindorf et al., [2004b]).

Eine enge Beziehung aufgrund einer sehr hohen Korrelation konnte zwischen 6-TGN
und der Summe S, bestehend aus den beiden Metaboliten TGDP und TGTP, konsta-
tiert werden (rg = 0,93, p < 0,0001, Abbildung . Damit korrelierten TGDP und
TGTP gemeinsam besser mit 6-TGN als der singuldre TGTP-Metabolit.

Es kann somit dokumentiert werden, dass der Metabolit TGMP lediglich in Spuren
nachweisbar ist und eine sehr hohe Korrelation von 6-TGN mit der Summe aus den
beiden Metaboliten TGDP und TGTP besteht, so dass man daraus in Ubereinstim-
mung mit Abbildung folgern kann, dass diese beiden Substanzen quantitativ die
wichtigsten Nukleotide an den Gesamt-TGN darstellen. Die Korrelation von 6-TGN
mit TGTP verdeutlicht noch einmal, dass die Gesamtsumme der 6-TGN zum grofk-
ten Teil durch den Metaboliten TGTP geformt wird. Auffillig ist in den Abbildungen
4.4 und eine zweifache Aufteilung der Punktewolke mit sehr enger Korrela-
tion bis ca. 100 pmol/8 x 108 RBC 6-TGN bzw. 20 pmol/8 x 108 RBC TGDP und

'3Hohe Korrelation: r > 0,5; miRige Korrelation: r = 0,3-0,49; schwache Korrelation: r = 0,1-0,29;
r < 0,1 keine Korrelation (Bortz, [1999).
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Abbildung 4.4: Korrelation von 6-TGN mit TGDP und von 6-TGN mit TGTP

a) Es bestand eine hohe und hochsignifikante Korrelation von 6-TGN mit dem Metaboliten
TGDP: rs = 0,83, p < 0,0001 (n = 133). b) 6-TGN und TGTP korrelierten sehr hoch und
hochsignifikant: rs = 0,91, p < 0,0001 (n = 133).

100 pmol/8 x 108 RBC TGTP und gréRerer Streuung oberhalb dieser Werte. Auf den
Korrelationskoeffizienten rg hatte diese Verteilung jedoch keinen Einfluss.

Tabelle bietet einen Uberblick iiber die Korrelationen séimtlicher Metaboliten,
der TPMT, der gebildeten Kennzahlen sowie der Dosierung von Azathioprin. Auch
diese Korrelationen wurden mittels Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ausgefiihrt.
Es konnte, wie oben dargestellt, eine hochsignifikante Korrelation der Metaboliten
6- TGN, TGDP, TGTP und MTGN sowie der Summe StgppiTaTp aufgezeigt wer-
den. Diese Kennzahl wurde berechnet, nachdem deutlich wurde, dass von den drei
Nukleotiden der 6- TGN TGMP nur in Spuren vorliegt und somit TGDP und TGTP
die beiden quantitativ wichtigsten Metaboliten von 6-TGN repréisentieren. Fiir den
durch die TPMT methylierten Metaboliten 6-MMP wurde ein méafiger und hochsigni-
fikanter Zusammenhang mit den oben genannten Metaboliten kalkuliert (rg = 0,32
bis 0,37; p jeweils < 0,0001). Die Azathioprin-Dosierung in Milligramm pro Kilo-
gramm Ko6rpergewicht stand ebenfalls in einem méafligen und hochsignifikanten Bezug
zu 6-MMP, 6-MMP /6-TGN und MTGN (rg = 0,33 bis 0,45; p jeweils < 0,0001). Die
TPMT-Aktivitdt korrelierte méhig und signifikant mit der Dosierung von Azathio-
prin sowie mit MTGN (rg = 0,21 bis 0,28; p = 0,002 bis 0,018). Eine mékige und
signifikante Assoziation bestand dariiber hinaus zwischen Azathioprin-Dosierung und
6-TGN, TGDP, TGTP sowie StgppiTaTp (rs = 0,23 bis 0,26; p = 0,004 bis 0,013).
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Abbildung 4.5: Korrelation von TGDP mit TGTP und von 6-TGN mit MTGN

a) Diese Abbildung veranschaulicht den engen Zusammenhang der Azathioprin-Metaboliten
TGDP und TGTP: rs = 0,82, p < 0,0001 (n = 133). b) 6-TGN und MTGN korrelierten
ebenfalls hoch und hochsignifikant: rs = 0,85, p < 0,0001 (n = 125).
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Abbildung 4.6: Korrelation von 6-TGN mit der Summe StgpprcaTp aus TGDP
und TGTP

Es bestand eine sehr hohe Korrelation zwischen 6-TGN und Stgppirare: I's = 0,93,
p < 0,0001 (n = 133). Dies deutet darauf hin, dass TGDP und TGTP quantitativ die beiden
wichtigsten Azathioprin-Metaboliten darstellen.
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Tabelle 4.5: Ubersicht iiber die Korrelationen simtlicher Metaboliten, der TPMT, der gebildeten Kennzahlen sowie der

Dosierung von Azathioprin

In der oberen Zeile befindet sich jeweils der Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient rs, darunter der p-Wert und in der untersten Zeile
die Fallzahl. Signifikanzen sind farbig hervorgehoben. Diese Tabelle demonstriert, dass eine ausgezeichnete Korrelation der Metaboliten
6-TGN, TGDP, TGTP und MTGN untereinander besteht. Weiterhin konnte eine moderate Korrelation dieser vier Metaboliten mit
6-MMP sowie mit der Dosierung (in mg/kg KG) errechnet werden. Diese korrelierte wiederum gering mit der TPMT-Aktivitét.

Spearman Azathioprin- Azathioprin-
Korrelations- 6-TGN TGDP TGTP Q8 S# 6-MMP 6-MMP/ TPI\‘/I"I‘-" MTGN Dosis (mg)/ Dosierung
N 6-TGN Aktivitat
koeffizient KG (kg) (mg)
6-TGN 1
TGDP 0,83 1
0,0001
133
TGTP 0,91 0,82 1
0,0001 0,0001
133 133
Qs 0,07 -0,34 0,18 1
0,4 0,0001
133 133 133
S# 0,93 0,87 0,99 0,09 1
0,0001 0,0001  0,0001 0,32
133 133 133 133
6-MMP 0,33 0,33 0,32 0,02 0,34 1
0,0001 0,0001 0,0001 0,82 0,0001
131 131 131 131 131
6-MMP/ 6-TGN 0,12 -0,04 -0,1 20,06 -0,09 0,87 1
0,17 0,63 0,28 0,49 0,32 0,0001
131 131 131 131 131 131
TPMT-Aktivitit 0,09 0,1 0,11 0,09 0,11 0,17 0,12 1
0,29 0,24 0,2 0,32 0,2 0,06 0,17
133 133 133 133 133 131 131
MTGN 0,85 0,75 0,83 0,12 0,84 0,37 0 0,21 1
0,0001 0,0001  0,0001 0,19 0,0001  0,0001 0,97
125 125 125 125 125 125 125 125
Azathioprin- 0,32 0,31 0,27 0,08 0,28 0,44 0,35 0,23 0,45 1
Dosis (mg)/ 0,001 0,001 0,003 0,38 0,002 0,0001 0,0001 0,0001
KG (kg) 115 115 115 115 115 114 114 115 108
Azathioprin- 0,26 0,26 0,23 20,04 0,24 0,49 0,39 0,28 0,35 0,74 1
Dosierung (mg) 0,004 0,004 0,64 0,009  0,0001 0,0001 0,002 0,0001 0,0001
118 118 118 118 118 117 117 118 111 115

rot=Korrelation ist signifikant fiir 0,0001 (2-seitig); blau=Korrelation ist signifikant fiir 0,01 (2-seitig); griin=Korrelation ist signifikant fiir 0,05 (2-seitig)

SQ=TGTP/(TGDP+TGTP)

#3=TGDP+TGTP
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4 Ergebnisse

Neben der oben genannten Feststellung, dass die Metaboliten selbst ausgezeichnet
miteinander korrelieren, bleibt also festzuhalten, dass die Hohe der Metaboliten-
Spiegel und der Enzymaktivitit der TPMT offenbar durch die Dosierung von Aza-
thioprin beeinflusst wird. Am deutlichsten scheint sich dieser Effekt auf die TPMT-
abhingigen Metaboliten 6-MMP und MTGN auszuwirken.

4.2.3 Korrelation der Metaboliten im Morbus Crohn-Kollektiv

Als néchstes wurde untersucht, inwieweit die oben aufgefithrten Korrelationen der
Azathioprin-Metaboliten bei den in die Studie eingeschlossenen 94 Morbus Crohn-
Patienten existierten. Ein grofser Teil dieses Kollektivs zeichnete sich durch einen
schweren Krankheitsverlauf aus: 15 Probanden litten zum Zeitpunkt der Untersu-
chung an Fisteln, 29 Teilnehmer wiesen einen stenosierenden Verlauf auf. 14 Patienten
erhielten Anti-TNF o (Remicade®) in den letzten 6 Monaten vor der Blutentnahme.
Die Korrelation sdmtlicher Metaboliten mittels Spearman-Rangkorrelationskoeffizient
erbrachte folgende Resultate: Fiir 6-TGN und TGDP (rs = 0,84, p < 0,0001) und
TGTP (rs = 0,92, p < 0,0001) sowie den Metaboliten MTGN (rg = 0,85, p < 0,0001)
und Stepprrarp (rs = 0,93, p < 0,0001) konnte eine sehr hohe und hochsignifikan-
te, fiir 6-MMP eine méfkige und hochsignifikante Korrelation (rg = 0,43, p < 0,0001)
errechnet werden. 6-MMP und 6-MMP /6-TGN wiesen einen méfigen aber hochsigni-
fikanten Zusammenhang mit der Dosierung von Azathioprin auf (rg = 0,39 bis 0,51; p
jeweils < 0,0001). Ebenso bestand zwischen MTGN ein méfiger und hochsignifikanter
Bezug mit der Azathioprin-Dosierung (rg = 0,42 und 0,5; p jeweils < 0,0001). Im Ge-
gensatz zum Gesamtkollektiv korrelierte die TPMT-Aktivitédt in der Morbus Crohn-
Stichprobe méfkig und signifikant mit den Spiegeln sdmtlicher Metaboliten (6-TGN,
TGDP, TGTP, MTGN sowie StgppiTaTe; r's = 0,20 bis 0,29; p = 0,006 bis 0,05).
Erstaunlicherweise lag keine Assoziation mit 6-MMP vor (rg = 0,11, p = 0,3). Erneut
zeigte sich eine schwache Beziehung zwischen TPMT-Aktivitdt und der Dosierung
von Azathioprin (rs = 0,24 und rg = 0,27; p = 0,032 und p = 0,013) (Tabelle [4.6).

Die Ergebnisse der Korrelationen der Morbus Crohn-Gruppe waren damit dhnlich
signifikant wie die des gesamten Patientengutes. Auch hier korrelierte 6-TGN aus-
gezeichnet mit der Summe der beiden Hauptmetaboliten TGDP und TGTP, gefolgt
von der Korrelation zwischen 6-TGN und TGTP. Im Gegensatz zum Gesamtkollektiv
liefs sich in dieser Gruppe die Beobachtung machen, dass neben der Dosierung von
Azathioprin auch die TPMT-Aktivitdt einen Einfluss auf die Héhe der Metaboliten-
Spiegel zu haben schien. Moglicherweise war aber auch dieser Effekt in erster Linie
durch den Einfluss der Azathioprin-Dosierung auf die TPMT-Aktivitit entstanden.
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Tabelle 4.6: Ubersicht iiber die Korrelationen der Metaboliten, der TPMT, der gebildeten Kennzahlen sowie der
Dosierung von Azathioprin bei Morbus Crohn-Patienten

In der oberen Zeile befindet sich jeweils der Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient rg, darunter der p-Wert und in der untersten
Zeile die Fallzahl. Signifikanzen sind farbig hervorgehoben. Wie in der gesamten Patientenpopulation zeigte sich auch im Morbus Crohn-
Patientenkollektiv eine ausgezeichnete Korrelation der wichtigsten Metaboliten 6- TGN, TGDP, TGTP und MTGN sowie der Kennzahl
Stapp+reTp. Die Azathioprin-Dosierung und die TPMT-Aktivitdt korrelierten méfkig mit allen Metaboliten. Es bestand jedoch keine
Korrelation zwischen TPMT-Aktivitdt und 6-MMP.

Spearman Azathioprin- Azathioprin-
Korrelations- 6-TGN TGDP TGTP Qf S# 6-MMP g'lf\r/[é/ll\lp/ XEtMT MTGN Dosis (mg)/ Dosierung
. - ivitat
koeffizient KG (kg) (mg)
6-TGN 1
TGDP 0,84 1
0,0001
94
TGTP 0,92 0,84 1
0,0001 0,0001
94 94
Q8 0,09 -0,32 0,19 1
0,38 0,002 0,07
94 94 94
s# 0,93 0,89 0,99 0,1 1
0,0001 0,0001  0,0001 0,35
94 94 94 94
6-MMP 0,43 0,4 0,44 0,06 0,44 1
0,0001 0,0001  0,0001 0,55 0,0001
92 92 92 92 92
6-MMP /6-TGN -0,05 -0,001  -0,007 -0,03  -0,007 0,86 1
0,62 1 0,95 0,77 0,94 0,0001
92 92 92 92 92 92
TPMT-Aktivitit 0,2 0,22 0,26 0,08 0,25 0,11 0,04 1
0,43 0,3 0,72
94 94 94 94 94 92 92
MTGN 0,85 0,79 0,82 0,1 0,83 0,49 0,11 0,29 1
0,0001 0,0001  0,0001 0,36 0,0001  0,0001 0,32 0,006
87 87 87 87 87 87 87 87
Azathioprin- 0,29 0,29 0,28 -0,03 0,26 0,46 0,39 0,24 0,5 1
Dosis (mg)/ 0,008 0,008 0,81 0,01 0,0001 0,0001 0,0001
KG (kg) 81 81 81 81 81 80 80 81 75
Azathioprin- 0,27 0,29 0,25 -0,02 0,25 0,51 0,43 0,27 0,42 0,7 1
Dosierung (mg) 0,008 0,86 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
83 83 83 83 83 82 82 83 7 81

rot=Korrelation ist signifikant fiir 0,0001 (2-seitig); blau=Korrelation ist signifikant fiir 0,01 (2-seitig); griin=Korrelation ist signifikant fiir 0,05 (2-seitig)

SQ=TGTP/(TGDP+TGTP)

#3=TGDP+TGTP
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Tabelle 4.7: Uberblick iiber die Korrelationen der Metaboliten, der TPMT, der gebildeten Kennzahlen sowie der
Dosierung von Azathioprin bei Colitis ulcerosa-Patienten

In der oberen Zeile befindet sich jeweils der Korrelationskoeffizient rg, darunter der p-Wert und in der untersten Zeile die Fallzahl.
Signifikanzen sind farbig hervorgehoben. Ebenso wie im Gesamt- und Morbus Crohn-Kollektiv war auch hier eine hohe und hochsignifikante
Korrelation der Metaboliten 6-TGN, TGDP, TGTP, MTGN und der Kennzahl Srapp+Tarp nachweisbar. Daneben schien die Hohe
der Azathioprin-Dosierung einen schwachen Effekt auf 6-MMP, 6-TGN und MTGN auszuiiben. Der , Dosis-Effekt* war jedoch weniger
prégnant als im Morbus Crohn-Kollektiv.

Spearman Azathioprin- Azathioprin-
Korrelations- 6-TGN TGDP TGTP Qf S# 6-MMP g-g‘/l(ly\,/ll\lp/ XE;VIT- MTGN Dosis (mg)/ Dosierung
. - ivitat
koeffizient KG (kg) (mg)
6-TGN 1
TGDP 0,78 1
0,0001
39
TGTP 0,89 0,76 1
0,0001 0,0001
39 39
Qs 0,02 -0,42 0,14 1
0,92 0,008 0,38
39 39 39
S# 0,91 0,82 0,99 0,05 1
0,0001 0,0001 0,0001 0,75
39 39 39 39
6-MMP 0,13 0,21 0,06 0,1 0,09 1
0,43 0,2 0,73 0,55 0,59
39 39 39 39 39
6-MMP /6-TGN -0,28 -0,12 -0,31 -0,13 -0,29 0,89 1
0,08 0,46 0,42 0,07 0,0001
39 39 39 39 39 39
TPMT-Aktivitit 20,17 20,17 0,21 0,1 20,22 0,3 0,33 1
0,31 0,3 0,19 0,53 0,19 0,07
39 39 39 39 39 39 39
MTGN 0,83 0,65 0,85 0,16 0,85 0,08 -0,24 0,01 1
0,0001 0,0001 0,0001 0,33 0,0001 0,63 0,15 0,95
38 38 38 38 38 38 38 38
Azathioprin- 0,41 0,32 0,29 0,15 0,3 0,38 0,21 0,16 037 1
Dosis (mg)/ 0,06 0,1 0,4 0,08 0,23 0,37
KG (kg) 34 34 34 34 34 34 34 34 33
Azathioprin- 0,25 0,19 0,17 -0,08 0,19 0,45 0,32 0,29 0,21 0,83 1
Dosierung (mg) 0,15 0,28 0,32 0,65 0,28 0,007 0,06 0,1 0,24 0,0001
35 35 35 35 35 35 35 35 34 34

rot=Korrelation ist signifikant fiir 0,0001 (2-seitig); blau=Korrelation ist signifikant fiir 0,01 (2-seitig); griin=Korrelation ist signifikant fiir 0,05 (2-seitig)

SQ=TGTP/(TGDP+TGTP)

#3=TGDP+TGTP
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4 Ergebnisse

4.2.4 Korrelation der Metaboliten im Colitis ulcerosa-Kollektiv

Final wurde iiberpriift, inwieweit die Azathioprin-Metaboliten in der Gruppe der 39
Colitis ulcerosa-Patienten zusammenhingen. Die statistische Auswertung der Meta-
boliten erbrachte folgende Ergebnisse: Eine sehr enge Assoziation bestand zwischen
6-TGN und TGDP (rg = 0,78, p < 0,0001), TGTP (rs = 0,89, p < 0,0001) sowie
MTGN (rs = 0,83, p < 0,0001) und Srgppirare (rs = 0,91, p < 0,0001). Auch hier
wies die Dosierung von Azathioprin pro Kilogramm Koérpergewicht einen méfsigen und
signifikanten Zusammenhang mit 6-TGN (rg = 0,41; p = 0,016), MTGN (rg = 0,37;
p = 0,035) sowie 6-MMP auf (rs = 0,38; p = 0,029) (Tabelle 4.7).

Im Vergleich mit der Analyse der Morbus Crohn-Patienten (Tabelle konnten
insgesamt weniger und nur halb so viele hochsignifikante Korrelationen ermittelt
werden. Die Korrelationskoeffizienten lagen generell etwas niedriger. Die hochsignifi-
kanten Korrelationen bestanden zwischen den Metaboliten von Azathioprin, so dass
hiermit bestatigt werden konnte, dass nicht nur die Gesamtgruppe hochsignifikan-
te Metaboliten-Korrelationen aufwies, sondern diese jeweils auch im Morbus Crohn-
und Colitis ulcerosa-Kollektiv vorhanden waren. Sadmtliche unter den Colitis ulcerosa-
Patienten errechneten Zusammenh#nge konnten ebenso fiir Morbus Crohn-Patienten
nachgewiesen werden. So konnte der in der Morbus-Crohn-Gruppe analysierte Dosie-
rungs-Effekt in der Colitis ulcerosa-Stichprobe lediglich in schwicherer Ausprigung
demonstriert werden. Die Korrelationen der TPMT-Aktivitdt mit den Metaboliten
konnte an diesem Kollektiv nicht bestétigt werden. Allerdings sollte man die kleinere
Fallzahl von 39 Patienten dieser Stichprobe beriicksichtigen.

4.2.5 Korrelationen im Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Kollektiv
mit 6-TGN > und < 100 pmol/8 x 102 RBC sowie Q > und
< 85 pmol/8 x 102 RBC

In einem weiteren Untersuchungsgang wurde getestet, wie sich Unterschiede in den
6-TGN-Spiegeln und im Quotienten Q (TGTP /(TGDP+TGTP)) auf die iibrigen Me-
taboliten und klinische Parameter wie Ansprechen und Anzahl der Schiibe auswirken.
Hierflir wurden die Morbus Crohn-Patienten zunéchst in die beiden Gruppen 6-TGN
> und < 100 pmol/8 x 108 RBC eingeteilt. Hier wurde deutlich, dass Patienten
mit erhdhtem 6-TGN auch signifikant haufiger iiber erhohte TGDP- und TGTP-
Spiegel verfiigen. Weiterhin sprechen diese Patienten auch signifikant besser auf die
Azathioprin-Therapie an (p = 0,023, Tabelle [4.8).

Ahnliche Resultate konnten auch im Colitis ulcerosa-Kollektiv beobachtet werden.

Auch hier verfiigen Patienten mit erhohten 6-TGN-Spiegeln tiber signifikant hohere
TGDP- und TGTP-Spiegel und sprechen besser auf eine Therapie an (p = 0,05,

Tabelle .

Im néchsten Schritt wurden die 94 Morbus Crohn-Patienten zunéchst in vier Grup-
pen mit hohen und niedrigen 6-TGN- und Quotienten-Spiegeln aufgeteilt. Der Cut-
offt-Wert lag fiir 6-TGN bei 100, fiir den Quotienten Q bei 85 pmol/8 x 108 RBC.
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4 Ergebnisse

Die Fallzahl lag zwischen 19 und 31 Patienten pro Gruppe. Hier wurde deutlich, dass
Patienten mit sowohl erhéhtem 6-TGN als auch erhéhtem Quotienten von allen vier
Gruppen am besten ansprachen und am wenigsten Schiibe zu verzeichnen hatten (Ta-
belle , Zeile 4). Die TPMT-Aktivitat dieser Gruppe war im Vergleich allen drei
anderen Gruppen signifikant erhéht (p = 0,001, p = 0,026, p = 0,005). Vergleicht man
die beiden Gruppen mit erhdhtem 6-TGN untereinander, fallen erniedrigte TGDP-
Spiegel in der Gruppe mit hohem Quotienten auf. Die Hohe unterscheidet sich si-
gnifikant von der Gruppe mit niedrigem Quotienten (p = 0,016). Gleichzeitig liegt in
der Gruppe mit hohem Quotienten eine Tendenz zu hohen TGTP-Spiegeln (157+/-63
versus 122+ /-57 pmol/8 x 10 RBC) und zu einem besseren Ansprechen (0,47+/-0,51
versus 0,29+ /-0,46 Punkte) vor.

39 Colitis ulcerosa-Patienten wurden analog in vier Gruppen wie oben angegeben
aufgeteilt. Die Fallzahl lag zwischen 8 und 13 Patienten pro Gruppe. Auch hier zeigte
sich ein Trend zu einem guten Ansprechen und weniger Schiiben in der Gruppe der
Patienten mit hohem 6-TGN und hohem Quotienten. Die TGDP-Spiegel waren auch
hier signifikant erniedrigt (p = 0,037, Tabelle im Vergleich zur Gruppe mit
hohem 6-TGN und niedrigem Quotienten. TGTP war dagegen erhoht (172+/-103
versus 144+ /-47 pmol/8 x 10® RBC).

Hieraus wird deutlich, dass Patienten mit hohem Quotienten Q ein besseres Anspre-
chen auf die Therapie aufzuweisen scheinen, als Patienten mit niedrigem Quotienten
bei gleichzeitig erhéhtem 6-TGN. Hohe 6-TGN-Spiegel scheinen alleine noch nicht
ausreichend zu sein, um einen Patienten vor einem schubhafen Verlauf zu bewahren.
Moglicherweise sind hohe TGTP-Spiegel in Verbindung mit niedrigen TGDP-Spiegeln
ein weiterer positiver Pradiktor fiir ein rasches Ansprechen auf eine Therapie. Diese
Beobachtungen liessen sich sowohl im Morbus Crohn- als auch im Colitis ulcerosa-
Kollektiv machen, wobei die Fallzahl in letzterem sehr gering war.
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Tabelle 4.8: Verteilung der Patienten mit Morbus Crohn, deren 6-TGN iiber und unter 100 pmol/8 x 108 RBC liegt

Die 94 Morbus Crohn-Patienten wurden in die beiden Gruppen 6-TGN > 100 und < 100 pmol/8 x 10° RBC aufgeteilt. Patienten
mit erhohtem 6-TGN verfiigen signifikant hidufiger auch iiber erh6htes TGDP und TGTP. Das Ansprechen unterscheidet sich in beiden
Gruppen ebenfalls signifikant; Patienten mit héheren 6-TGN-Spiegeln sprechen hiufiger an (p = 0,023). Einheiten: 6- TGN, TGDP, TGTP,
Q: pmol/8 x 10° RBC; TPMT: U; Schiibe: Anzahl.

n 6-TGN TGDP TGTP Qs Ansprechen  Schiibe Tj?\?ht,"o( TPMT
6-TGN > 100 42 1671/-59  26+/-12  1381/-61  841/-6  0371/-0,49 0991/-1,52 0,201/-0,41 541 /-13
6-TGN < 100 52 64+/-21 10+/-6 55+/-24  83+/-6  0,15+/-0,36  2,2+/-5,0  0,15+/-0,36  50+/-10

p < 0,001 p<00001 p<0,0001 p=0,76 p = 0,26 p=1058 p=0,06

rot=Korrelation ist signifikant fiir 0,0001 (2-seitig); blau=Korrelation ist signifikant fiir 0,01 (2-seitig); griin=Korrelation ist signifikant fiir 0,05 (2-seitig)
SQ=TGTP/(TGDP+TGTP)
Ansprechen: 0 = kein Ansprechen, 1 = Ansprechen Anti-TNF «: 0 = nein, 1 = ja

Tabelle 4.9: Verteilung der Patienten mit Colitis ulcerosa, deren 6-TGN iiber und unter 100 pmol/8 x 10® RBC liegt

Auch die Colitis ulcerosa-Patienten wurden in die beiden Gruppen 6-TGN > und < 100 pmol/8 x 10% RBC aufgeteilt. Hier sind dhnliche
Effekte wie in der Morbus Crohn-Gruppe zu beobachten: Patienten mit erhéhten 6-TGN-Spiegeln verfiigen eher iiber hohe TGDP- und
TGTP-Spiegel. Dariiber hinaus sprechen diese auch signifikant besser an (p = 0,05). Einheiten: 6-TGN, TGDP, TGTP, Q: pmol/8 x 108
RBC; TPMT: U; Schiibe: Anzahl.

n 6-TGN TGDP TGTP Qs Ansprechen Schiibe TPMT
6-TGN > 100 16 187+/-71 29+ /-14 158+/-79 84+/-8  0,47+/-0,52 0,18+/-0,40  47+/-9
6-TGN < 100 23 72+/-23 10+ /-4 58+/-21 85+/-4  0,17+/-0,39 2,2+/-5,1 524 /-11

p < 0,000 p < 0,000l p<0,000l p=0,66 p =021 p = 0,15

rot=Korrelation ist signifikant fiir 0,0001 (2-seitig); blau=Korrelation ist signifikant fiir 0,01 (2-seitig); griin=Korrelation ist signifikant fiir 0,05 (2-seitig)
SQ=TGTP/(TGDP+TGTP)
Ansprechen: 0 = kein Ansprechen, 1 = Ansprechen
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Tabelle 4.10: Aufteilung der Patienten mit Morbus Crohn nach 6-TGN und Quotient

Die 94 Morbus Crohn-Patienten wurden in vier Gruppen mit 6-TGN > und < 100 pmol/8 x 10® RBC und Quotientenhéhe > und < 85
pmol/8 x 10° RBC aufgeteilt. Patienten mit erhéhtem 6-TGN und Quotienten sprechen von allen vier Gruppen am besten an und haben
die wenigsten Schiibe (Zeile 4). Die TPMT-Aktivitét ist signifikant erhéht. TGDP liegt in dieser Gruppe signifikant erniedrigt vor im
Vergleich zur Gruppe mit hohem 6-TGN und niedrigem Quotienten (p = 0,016). Zugleich liegt in dieser Gruppe ein Trend zu erhéhten
TGTP-Spiegeln vor (157+/-63 versus 122+ /-57). Einheiten: 6- TGN, TGDP, TGTP, Q: pmol/8 x 10° RBC; TPMT: U; Schiibe: Anzahl.

n 6-TGN TGDP TGTP Qs Ansprechen Schiibe %;It; N TPMT
6-TGN < 100, Q < 85 31 641/-22 12+/-6 53+/-25 80+ /-6 0,23+/0,43 1,0+/-1,6 0,10+/0,31 49+/8
6-TGN < 100, Q > 85 21 64+/-21 8+/-3 57+/-22 88+ /-2 0,0+/-0,0 4,6+/-8,1  0,25+/-0,45 51+/-12
6-TGN > 100, Q < 85 23 155+/-62  30+/-13 122+/-57  80+/-4 0,29+/-046  1,0+/-1,7 0,21+/-0,42 49+ /-11
6-TGN > 100, Q > 85 19 181+/-52  21+/-9 157+/-63  88+/-2 0,47+/-0,51  0,9+/-1,3  0,19+/-0,40 60+ /-14
1+2 p = 0,97 p=0002 p=059 p< 00001 p-—003 p=006 p=0,19 p = 0,49
143 p < 0,0001 p>0,0001 p>00001 p=0,90 p = 0,68 p=097 p=029 p =095
144 p < 0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p=0,10 p=08 p=041 p = 0,001
2+ 3 p < 0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<00001 p=—20019 p=013 p=0,79 p = 0,60
244 p < 0,0001 p <0000l p<00001 p=0,79 p=0001 p=020 p=0,68 p = 0,026
3+4 p=0,15 p— 0016 p=006 p < 0,0001 p=025 p=092 p=087 p = 0,005

rot=Korrelation ist signifikant fiir 0,0001 (2-seitig); blau=Korrelation ist signifikant fiir 0,01 (2-seitig); griin=Korrelation ist signifikant fiir 0,05 (2-seitig);

SQ=TGTP/(TGDP+TGTP)

Ansprechen: 0 = kein Ansprechen, 1 = Ansprechen Anti-TNF «: 0 = nein, 1 = ja
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Tabelle 4.11: Aufteilung der Patienten mit Colitis ulcerosa nach 6-TGN und Quotient

Die 39 Colitis ulcerosa-Patienten wurden in vier Gruppen mit 6-TGN > und < 100 pmol/8 x 10®* RBC und Quotientenhéhe > und < 85
pmol/8 x 10° RBC aufgeteilt. Ahnlich wie in der Morbus Crohn-Gruppe wird auch hier deutlich, dass Patienten mit erhdhtem 6-TGN und
Quotienten ein gutes Ansprechen auf die Azathioprin-Therapie aufweisen und weniger Schiibe als die anderen Gruppen zeigen. TGDP
ist auch in dieser Gruppe signifikant erniedrigt im Vergleich zur Gruppe mit hohem 6-TGN und niedrigem Quotienten (p = 0,037) bei

héheren TGTP-Spiegeln (172+/-103 versus 144+ /-47). Einheiten: 6-TGN, TGDP, TGTP, Q: pmol/8 x 10> RBC; TPMT: U; Schiibe:
Anzahl.

n 6-TGN TGDP TGTP Q3 Ansprechen Schiibe TPMT
6-TGN < 100, Q < 85 13 70+/-25 12+/-4 53+/-17 82+ /-2 0,23+/-0,44 1,8+/-4,2 51+/-10
6-TGN < 100, Q > 85 10  74+/-19 9+/-4 64+ /-25 88+/-3 0,10+/-0,32  2,9+/-6,5 53+/-12
6-TGN > 100, Q < 85 8 180+/-49 36+/-9 144+-/-47 79+/-9 0,57+/-0,53  0,20+/-0,45 45+/-8
6-TGN > 100, Q > 85 8 195+/-92 21+/16 172+ /-103 89+ /-4 0,384/-0,52  0,17+/-0,41  50+/-10
142 p — 0,64 p = 0,07 p — 0,25 p < 0,0001 p=0,44 p = 0,64 p = 0,75
1+ 3 p < 0,0001 p > 0,0001 p > 0,0001 p = 0,20 p=0,14 p = 0,43 p=20,14
14+ 4 p < 0,0001 p < 0,047 p = 0,001 p < 0,000l  p = 0,50 p = 0,38 p=0,71
2+3 p < 0,0001  p < 0,000 p<0,0000 p=0,006 p = 0,037 p = 0,39 p=0,11
2 +4 p = 0,001 p = 0,028 p = 0,005 p = 0,62 p = 0,18 p = 0,33 p = 0,54
3 +4 p = 0,69 p = 0,037 p = 0,50 p = 0,009 p = 0,48 p = 0,90 p = 0,28

rot=Korrelation ist signifikant fiir 0,0001 (2-seitig); blau=Korrelation ist signifikant fiir 0,01 (2-seitig); griin=Korrelation ist signifikant fiir 0,05 (2-seitig);

SQ=TGTP/(TGDP+TGTP)

Ansprechen: 0 = kein Ansprechen, 1 = Ansprechen

oss1ugesiy v
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4.3 Inter- und Intra-Patienten-Variabilitat

4.3.1 Serielle Messung im Morbus Crohn-Kollektiv

Tabelle 4.12: Deskriptive und explorative Statistik im Morbus Crohn-Kollektiv

Darstellung der deskriptiven Statistik und Auswertung der interindividuellen Variabilitdten
mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests. Hier konnten signifikante interindividuelle Unterschiede
zwischen den 37 Probanden fiir die Metaboliten 6-TGN, TGDP und TGTP demonstriert
werden. n — 37, Anzahl der Messungen — 106; Abkiirzungen: MW — Mittelwert; Min — Mi-
nimum; Max = Maximum; IS = Interquartilspanne; SD = interindividuelle Standardabwei-
chung; SD . = maximale interindividuelle Standardabweichung.

n Median MW Min Max IS SD SDuax P
ﬁ;ﬁflljs c10° RBC] 106 1045 1287 25 715 75158 01 194 < 0.0001
Efnlzlf/’s c10°RBC] 106 155 213 3 160 1025 20 49 < 00001
TGTP 106 88 1057 15 492 62133 68 123 < 0,0001

[pmol/8 x 102 RBC]

Die Gruppe der Morbus Crohn-Patienten sollte im néchsten Schritt genauer beziiglich
longitudinaler Schwankungen der Azathioprin-Metaboliten analysiert werden. Hier-
zu wurden 37 Morbus Crohn-Patienten zur Gewinnung von Paneldaten zwischen
zwei und sechs Mal im Abstand von einigen Monaten zur Messung der Azathioprin-
Metaboliten und Befragung einbestellt. Die Hohe der Metaboliten-Spiegel aus 106
Messungen wurde miteinander verglichen. In Abbildung und sind die Me-
taboliten-Spiegel fiir 6-TGN, TGDP und TGTP dargestellt, wobei ein Boxplot den
Messergebnissen eines Patienten entspricht. Aufféllig sind die interindividuellen Va-
riabilitdten zwischen den Probanden fiir alle drei Metaboliten. Auch geringe intrain-
dividuelle Schwankungen waren zu verzeichnen. Am stérksten traten diese beim Me-
taboliten TGDP zu Tage. Die maximalen Standardabweichungen fiir 6-TGN, TGDP
und TGTP wurden mit 194, 49 bzw. 123 pmol/8 x 10® RBC berechnet (Tabelle
. Die interindividuellen Standardabweichungen bezifferten sich fiir 6-TGN auf
91 pmol/8 x 108 RBC, fiir TGDP auf 20 pmol/8 x 108 RBC und fiir TGTP auf
68 pmol/8 x 108 RBC. Um neben den interindividuellen Variabilitéiten auch mogliche
intraindividuelle Schwankungen zu erfassen, wurde fiir jeden Patienten und Meta-
boliten (6-TGN, TGDP und TGTP) die Abweichung vom Ausgangswert in Prozent
kalkuliert. Hier wurde noch einmal bestitigt, dass flir den Metaboliten TGDP die
héchsten intraindividuellen Variabilitdten demonstriert werden konnten. Die maxi-
male Abweichung bemaf sich auf 422 % (6-TGN: 211 %; TGTP: 239 %, Abbildung

19).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Hohe der Metaboliten-Spiegel somit nicht
nur von externen Faktoren wie der Azathioprin-Dosierung determiniert zu werden
scheint, sondern auch von intraindividuellen Gegebenheiten abhéngt. Fiir alle drei
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Abbildung 4.7: 6-TGN- und TGDP-Spiegel des Morbus Crohn-Kollektivs der
Panelstudie

Ein Boxplot stellt einen Morbus Crohn-Patienten dar, pro Patient erfolgten zwischen zwei
und sechs Messungen im Abstand von wenigen Monaten. a) Diese Abbildung zeigt die interin-
dividuellen Variabilititen beziiglich der 6-TGN-Spiegel. Die intraindividuellen Unterschiede
sind in dieser Abbildung weniger deutlich als bei den TGDP-Spiegeln in Abbildung b). Die
Standardabweichung fiir 6- TGN wurde mit 71 pmol/8 x 10° RBC, die maximale Standardab-
weichung mit 194 pmol/8 x 10° RBC kalkuliert. b) Die Standardabweichung fiir TGDP wurde
mit mit 14 pmol/8 x 10® RBC, die maximale Standardabweichung mit 49 pmol/8 x 10®* RBC
kalkuliert. Anzahl der Messungen — 106, n = 37.
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Abbildung 4.8: TGTP-Spiegel der 37 Morbus Crohn-Patienten der Panelstudie

Diese Abbildung demonstriert die interindividuellen und zu einem geringeren Anteil intrain-
diviuellen Differenzen der TGTP-Spiegel. Ein Box-Whisker-Plot steht fiir einen Probanden
der Panelstudie. Die Standardabweichung lag bei 57 pmol/8 x 10%> RBC, die maximale Stan-
dardabweichung betrug 123 pmol/8 x 10%> RBC. Anzahl der Messungen — 106, n = 37.
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Abbildung 4.9: Intraindividuelle Variabilitit von TGDP und TGTP in Prozent

Dargestellt sind die Abweichungen innerhalb eines Morbus Crohn-Probanden in Prozent. Ein
Boxplot stellt einen Probanden dar und umfasst zwei bis sechs Messungen. Die maximale
Abweichung fiir TGDP (a) wurde mit 700 %, fiir TGTP (b) mit 239 % errechnet. Anzahl
der Messungen = 106, n = 37.

6-TGN-Metaboliten existieren interindividuelle Unterschiede, fiir TGDP konnten auch
intraindividuelle Variabilitdten nachgewiesen werden.

4.3.2 Serielle Messung im Colitis ulcerosa-Kollektiv

Tabelle 4.13: Deskriptive und explorative Statistik im Colitis ulcerosa-Kollektiv

Auch fiir die Colitis ulcerosa-Stichprobe ergab die Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test si-
gnifikante interindividuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Probanden. Dariiber hinaus
errechnete sich fiir die beiden Patienten-Kollektive Morbus Crohn und Colitis ulcerosa eine
fast identische interindividuelle Standardabweichung. n = 19, Anzahl der Messungen = 59.
Abkiirzungen: MW = Mittelwert; Min = Minimum; Max = Maximum; IS = Interquartil-
spanne; SD = interindividuelle Standardabweichung; SD,,x — maximale interinduviduelle
Standardabweichung.

n Median MW Min Max IS SD SDmax P
ﬁﬁflljs c10° RBC] 99 104 1201 18 345 65170 70 105 0,001
ﬁfnlgll;s c10°RBC] P9 M 159 3 48 021 10 2 0,042
TGTP 50 86 992 16 252 52140 58 103 0,003

[pmol/8 x 102 RBC]

Auch die Colitis ulcerosa-Stichprobe sollte zur Messung der Azathioprin-Metaboliten
im zeitlichen Verlauf genauer untersucht werden. Hierfiir konnten 59 Proben von
19 Colitis ulcerosa-Patienten gewonnen werden. Die Probanden wurden zwischen zwei
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Abbildung 4.10: 6-TGN- und TGDP-Spiegel des Colitis ulcerosa-Kollektivs der

Panelstudie

a) Auch die 6-TGN-Spiegel weisen vorwiegend interindividuelle Unterschiede neben geringe-
ren intraindividuellen Differenzen auf (Standardabweichung 70 pmol/8 x 10° RBC, maximale
Standardabweichung 105 pmol/8 x 105 RBC). b) Diese Abbildung verdeutlicht noch einmal
die interindividuellen Variabilitdten fiir diesen Metaboliten, wobei diese in geringerer Auspra-
gung als im Morbus Crohn-Kollektiv vorliegen (Standardabweichung 10 pmol/8 x 10® RBC,
maximale Standardabweichung 21 pmol/8 x 10> RBC). Anzahl der Messungen = 59, n = 19.

TGTP [pmol/$ x 10°8 RBC]

...................
1 2 3 4 5 6 7 8 § 10 11 13 13 M4 15 16 17 18 19

Proband [Nr.]

Abbildung 4.11: TGTP-Spiegel der 19 Colitis ulcerosa-Patienten der Panelstu-
die

Ahnlich wie in der Morbus Crohn-Stichprobe werden in dieser Abbildung die interindividu-
ellen Variabilitdten betont. Bei einigen Probanden erkennt man zudem deutliche intraindi-
viduelle Unterschiede. Die Standardabweichung belief sich auf 58 pmol/8 x 10° RBC, die
maximale Standardabweichung betrug 103 pmol/8 x 10®* RBC. Anzahl der Messungen = 59,
n=19.
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Abbildung 4.12: Intraindividuelle Variabilitit von TGDP und TGTP in Prozent

Die Abbildung verdeutlich die intraindividuellen Variabilitdten im Colitis ulcerosa-Kollektiv.
Ein Boxplot entspricht einem Probanden und umfasst zwei bis acht Messungen. Wie im
Morbus Crohn-Kollektiv konnten auch hier die grofsten Abweichungen fiir den Metaboliten
TGDP berechnet werden. Maximale Abweichung fiir TGDP 800 % (a), TGTP 414 % (b).
Anzahl der Messungen — 59, n = 19.

und acht Mal im Abstand von mehreren Monaten zu Blutentnahme und Interview
einbestellt. Die Hohe der Spiegel von 6- TGN, TGDP und TGTP wurde miteinander
verglichen. Die statistische Auswertung ergab dhnliche Resultate wie in der Morbus
Crohn-Stichprobe: In den Abbildungen und wird demonstriert, dass vor-
nehmlich interindividuelle Variabilitdten zu verzeichnen waren. Die interindividuellen
Standardabweichung wurde fiir 6-TGN mit 70 pmol/8 x 10® RBC, fiir TGDP mit
10 pmol/8 x 10® RBC und fiir TGTP 58 pmol/8 x 10® RBC gemessen. Die maxima-
len Standardabweichungen lagen — bei geringerer Fallzahl — niedriger als im Morbus
Crohn-Kollektiv: 105 pmol/8 x 108 RBC fiir 6-TGN, 21 pmol/8 x 10 RBC fiir TGDP
und 103 pmol/8 x 10 RBC fiir TGTP (Tabelle 4.13). Die maximalen Abweichungen
in Prozent wurden mit 263 % fiir 6-TGN, 800 % fiir TGDP und 414 % fiir TGTP
ermittelt.

Auch in dieser Stichprobe konnten also fiir den Metaboliten TGDP die grofiten Ab-
weichungen vom Ausgangswert innerhalb eines Individuums dokumentiert werden

(Abbildung [4.12)).

4.4 Ergebnisse der Aktivitatsmessung von TPMT

4.4.1 Bedeutung von TPMT fiir die Azathioprin-Metaboliten — TPMT
korreliert mit dem Metaboliten 6-MMP

Da aufgezeigt werden konnte, dass die Aktivitdt des Enzyms TPMT im Morbus
Crohn-Patientenkollektiv mit den Azathioprin-Metaboliten 6-TGN, TGDP, TGTP,

94



4 Ergebnisse

o i é 14000
212000~ 2
60— E 10000 i
z z
S a0 §_
s &
20 %
o
o™ I
a TPMT-Aktivitiit b TPMT-Aktivitiit [U]

Abbildung 4.13: Box-Whisker-Plot der TPMT-Aktivitit sowie Korrelation der
TPMT-Aktivitit mit 6-MMP

a) Die TPMT-Aktivitit lag zwischen 26 und 89 U, der Median der TPMT-Aktivitédt betrug
50 U, der Mittelwert 52 U (n = 133). Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten diffe-
rierten beziiglich ihrer TPMT-Aktivitét nicht signifikant. b) Die Berechnung der Korrelation
erfolgte mit dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson: rp = 0,18, p = 0,046 (n = 131). Im
Streudiagramm imponiert eine Gruppe von Ausreifsern mit besonders hohen 6-MMP-Werten.
Unerwiinschte Wirkungen im untersuchten Patientenkollektiv liefsen sich jedoch nicht doku-
mentieren.

MTGN, mit der Kennzahl Stgpp+TaTp sowie der Azathioprin-Dosierung korrelierte
(Tabelle [4.6), folgten hier weitere Auswertungen. Die TPMT-Aktivitit des gesam-
ten Patientenkollektivs lag zwischen 26 und 89 Units (U), der Median wurde mit
50 U ermittelt und lag somit im oberen Bereich (Abbildung [£.13h). Patienten mit
TPMT-Defizienz waren demnach nicht im Patientengut. Signifikante Unterschiede
zwischen Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Stichprobe konnten nicht verzeichnet
werden (p = 0,46). In Abbildung wird eine méfige und signifikante Korrelation
von TPMT mit 6-MMP dargestellt (p = 0,046, rp = 0,18). 6-MMP wird durch die
TPMT methyliert und wurde in einigen Studien mit einem erhhten Risiko fiir He-
patotoxizitit assoziiert (Dubinsky et al., 2000). Im beschriebenen Patientenkollektiv
ist diese Nebenwirkung jedoch nicht aufgetreten.

4.4.2 Morbus Crohn-Patienten mit fistulierendem Verlauf weisen eine
erhohte TPMT-Aktivitat auf

Bei der genaueren Untersuchung der TPMT-Aktivitdt des Morbus Crohn-Patienten-
kollektivs wurden die beiden Gruppen mit stenosierendem und fistulierendem Ver-
lauf betrachtet. In der Stenose-Gruppe waren keine Auffalligkeiten beziiglich TPMT-
Aktivitdt zu verzeichnen. Die TPMT-Aktivitit der 15 Patienten mit fistulierendem
Verlauf lag signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p = 0,031, Median 58,0 versus
49,0 U, n (Kontrollgruppe) = 69; Abbildung [£.14)).
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Abbildung 4.14: TPMT-Aktivitidt der Morbus Crohn-Patienten mit fistulieren-
dem versus nicht fistulierendem Verlauf

Der Median in der Kontrollgruppe betrug 49,0 U (n = 69), in der Gruppe mit fistulierendem
Verlauf 58,0 U (n = 15). Der mittels Mann-Whitney-Test berechnete p-Wert lag bei 0,031,
somit wurde eine signifikant hohere TPMT-Aktivitdt fiir Patienten mit fistulierendem Verlauf
kalkuliert.

Tabelle 4.14: Azathioprin-Metaboliten, Kennzahlen, Dosierung und TPMT-
Aktivitdt im Patientenkollektiv mit fistulierendem versus nicht fistulierendem

Verlauf

Dargestellt ist der Median fiir Morbus Crohn-Patienten mit fistulierendem Verlauf und der
Kontrollgruppe mit nicht fistulierendem Verlauf. Die Auswertungen erfolgten mittels Mann-
Whitney-Test. Die TPMT-Aktivitidt lag bei Patienten mit fistulierendem Verlauf mit 58 U
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (49 U; p = 0,031; markiert durch einen Stern).
Weitere Divergenzen wurden nicht beobachtet, jedoch zeichnete sich fiir die Azathioprin-
Dosierung, die Metaboliten 6-TGN und TGTP sowie die Kennzahl Stapprarp ein Trend
zu héheren Wirkspiegeln ab. Fistulierender Verlauf: n = 15; Kontrollgruppe: n = 69.

Fistel n keine Fistel n (Mann-VpVhitney)
6-TGN 94,0 15 91,0 69 0,95
TGDP 14,0 15 16,0 69 0,86
TGTP 96,0 15 75,0 69 0,49
Qs 86,1 15 83,2 69 0,12
S# 109,0 15 93,0 69 0,62
6-MMP 288,0 15 385,0 68 0,92
6-MMP /6-TGN 4,3 15 4,3 68 0,98
TPMT-Aktivitit 58,0 15 49,0 69 0,031*
MTGN 43,0 14 46,0 65 0,77
Dosis [mg/kg KG] 2,00 15 1,74 69 0,10
Dosis [mg] 150,0 15 100,0 69 0,12

$Q = TGTP/(TGDP+TGTP)
#S — TGDP+TGTP
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Um diesen Effekt genauer zu analysieren, wurden die Azathioprin-Metaboliten-Spiegel
und die Dosierungen der beiden Stichproben miteinander verglichen (Tabelle. Si-
gnifikante Unterschiede in den Azathioprin-Metaboliten-Spiegeln konnten an diesem
sehr kleinen Patientenkollektiv nicht dargestellt werden, jedoch liefs sich eine Ten-
denz zu einer hdheren Azathioprin-Dosierung in der Stichprobe mit fistulierendem
Krankheitsverlauf nachweisen.

Festzuhalten bleibt hier, dass Patienten mit fistulierendem Verlauf iiber eine erhdhte
TPMT-Aktivitat verfiigen. In der Gesamtgruppe sowie im Morbus Crohn-Kollektiv
konnten signifikante Korrelationen zwischen TPMT-Aktivitdt und Azathioprin-Dosie-
rung demonstriert werden (Tabelle und [£.6)). Moglicherweise kénnte dieser Effekt
auch hier bedeutsam sein, obgleich Patienten mit fistulierendem Verlauf nicht signi-
fikant mehr Azathioprin erhielten.

4.5 Messung von Ansprechen versus Therapieversagen

4.5.1 CDAI, CAl und IBDQ — Ansprechen ist mit erniedrigtem CDAI
und CAIl sowie erhhtem IBDQ assoziiert

Als néchstes wurden die Parameter zur Messung von Ansprechen bzw. Therapiever-
sagen genauer betrachtet. Fiir Morbus Crohn-Patienten wurde der CDAI erhoben,
fiir Colitis ulcerosa-Patienten der CAIL Im gesamten Patientengut wurde der IBDQ
bestimmt. Die Korrelationen zwischen CDAI, CAI und IBDQ mit den jeweiligen Me-
taboliten von Azathioprin erwiesen sich als nicht signifikant. Eine signifikante inverse
Korrelation wurde jedoch zwischen IBDQ und CDAI (p < 0,0001, rg = -0,67) sowie
CAI (p < 0,0001, rs = -0,82) errechnet, Abbildung .15 Die Auswertung erfolgte
mit Hilfe des Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten, die Fallzahl betrug 49
fiir Morbus Crohn- bzw. 18 fiir Colitis ulcerosa-Patienten.

Nun sollte iiberpriift werden, ob signifikante Unterschiede zwischen Aktivititsindizes
bzw. IBDQ und Patienten verzeichnet werden konnten, die sich in Remission be-
fanden wversus Patienten, bei denen eine aktive Erkrankung bestand. Hierzu wurden
die Patienten anhand der Ergebnisse der Befragung, der Laborergebnisse sowie der
endoskopischen, bildgebenden und histopathologischen Diagnostik in die Gruppen
,Remission und , keine Remission“ eingeteilt. Das Auftreten eines Schubes wihrend
der letzten drei Monat vor Blutentnahme, der fortwahrende Gebrauch von Glukokor-
tikoiden sowie die Verabreichung von Anti-TNF o wurde als fehlendes Ansprechen
auf die Azathioprin-Therapie gewertet. In den Abbildungen und sind die
Unterschiede graphisch dargestellt. CDAI und CAI wurden fiir Patienten, die sich
in Remission befanden signifikant niedriger ermittelt (p = 0,001, n = 65 fiir CDAI,
p = 0,003, n = 30 fiir CAI), wohingegen der IBDQ bei diesen erhoht war (p < 0,0001,
n = 68). Die Nicht-Remissions-Gruppe erzielte dagegen im Median hohere CDAI- und
CAIl-Punktzahlen und niedrigere IBDQ-Punktzahlen, allerdings war das Ergebnis he-
terogener als fiir die Remissions-Gruppe (Interquartilspanne fiir den CAI: keine Re-
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Abbildung 4.15: Inverse Korrelation von CAI bzw. CDAI mit IBDQ

a) Trotz einer geringen Fallzahl veranschaulicht diese Auswertung eine inverse Korrelation
zwischen CAI und IBDQ (rs = -0,82; p < 0,0001; n = 18). b) Auch der CDAI wies einen
diametralen Zusammenhang mit dem IBDQ auf (rs = -0,67; p < 0,0001; n = 49).

mission 3,0-10,0 versus Remission 0-3,75 Punkte; Interquartilspanne fiir den CDAI:
keine Remission 25-127 Punkte wersus Remission 0-41 Punkte; Interquartilspanne
fiir den IBDQ: keine Remission 143-191 Punkte versus Remission 194-213 Punkte).

Festzuhalten bleibt somit, dass die Aktivitdtsindizes CDAI und CAI mit dem Lebens-
qualitits-Messparameter IBDQ korrelieren. Somit ist im untersuchten Patientenkol-
lektiv eine erh6hte Krankheitsaktivitdat mit einer geringeren Lebensqualitit assoziiert.
Patienten in Remission erzielen eine niedrigere CDAI-/CAI-Punktzahl sowie eine ho-
here IBDQ-Punktzahl als Patienten mit aktiver Erkrankung.

4.5.2 Ansprechen und Dosierung von Azathioprin — Patienten mit
héheren Azathioprin-Dosen sprechen nicht besser an

Im néchsten Schritt wurde untersucht, welche Zusammenhénge zwischen Ansprechen
und Azathioprin-Dosierung bestehen. In Kapitel konnte demonstriert werden,
dass die Hohe der Dosierung einen méfkigen Einfluss auf die Metaboliten-Level ausiibt
und auch die TPMT-Enzymaktivitdt von ihr beeinflusst zu werden scheint. Fiir diese
Untersuchung wurden die Patienten in Gruppen eingeteilt, die der Hohe ihrer Dosie-
rung in mg/kg KG entsprachen und die Anzahl der Patienten in Remission versus der
Patienten mit aktivem Krankheitsverlauf betrachtet. Abbildung veranschaulicht
eine symmetrische Aufteilung der beiden Patientengruppen auf die Dosierungsgrup-
pen. Ein eindeutiger Dosierungs-Trend konnte weder fiir Patienten mit Ansprechen
noch fiir Therapieversager nachgewiesen werden.

Es bestand somit keine Assoziation zwischen einem Ansprechen oder einer Remission
und der Azathioprin-Dosierung. Trotz einer mékigen Korrelation zwischen Dosierung
und Metaboliten-Spiegeln resultiert eine Dosissteigerung auf > 2,0 mg/kg KG nicht
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Abbildung 4.16: ,,Remission* und ,, keine Remission* in Bezug auf CAI und CDAI

a) Ein signifikanter Unterschied in der Héhe der erreichten CAI-Punktzahl wurde mittels
Mann-Whitney-Test nachgewiesen. Colitis ulcerosa-Patienten, welche sich in Remission be-
fanden, erreichten eine geringere CAI-Punktzahl (p = 0,003, n = 30). b) Ein signifikant
erhohter CDAI wurde fiir die Patientengruppe der Morbus Crohn-Patienten ermittelt, die
nicht oder schlecht auf die Azathioprin-Therapie ansprach (p = 0,001, n = 65). Fiir beide
Aktivititsindizes fillt auf, dass die erreichten Punktzahlen in der Nicht-Remissions-Gruppe
heterogener erscheinen, was durch die Werte der in diesen Gruppen breiteren Interquartil-
spannen bestdtigt wird (Interquartilspanne fiir den CAI: keine Remission 3,0-10,0 versus
Remission 0-3,75 Punkte; Interquartilspanne fiir den CDAI: keine Remission 25-127 Punkte
versus Remission 0-41 Punkte).
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Abbildung 4.17: ,,Remission* und ,,keine Remission“ in Bezug auf den IBDQ

Patienten, die sich in Remission befanden, erzielten im IBD(Q) signifikant héhere Punktzah-
len (p < 0,0001, n = 68, Mann-Whitney-Test). Auch hier ist eine Gegeniiberstellung der
Interquartilspannen beider Gruppen interessant: keine Remission 143-191 Punkte versus Re-
mission 194-213 Punkte.
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Abbildung 4.18: Einteilung der Patienten nach Héhe der Dosierung und Dar-
stellung von Anzahl, Prozentzahl und Ansprechen

Die Patienten wurden anhand der Héhe ihrer aktuellen Azathioprin-Dosierung (in mg/kg
KQG) auf fiinf Gruppen aufgeteilt (< 1,0 mg, 1,0 bis 1,49 mg, 1,5 bis 1,99 mg, 2,0 bis 2,49 mg
und > 2,5 mg; n = 112). In dieser Abbildung ist eine nahezu symmetrische Verteilung der
Patienten auf die Dosierung dargestellt. Ein klarer Zusammenhang zwischen Ansprechen und
Héhe der Dosierung lésst sich hier nicht festmachen.

notwendigerweise in einer Remission.

Die Patientengruppe mit einer hohen Azathioprin-Dosierung wurde noch einmal ge-
nauer hinsichtlich der Hohe des Enzyms TPMT untersucht. Der Cut off-Wert fiir
die Dosierung wurde bei 1,7 mg/kg KG gewihlt, da die empfohlene Dosierung im
Bereich 1,0-2,5 mg/kg KG liegt und somit eine gleichméfige Aufteilung auf bei-
de Gruppen erreicht werden konnte. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Azathioprin-
Dosierung < 1,7 mg/kg KG; n = 56) lag die TPMT-Aktivitéit in der Gruppe mit der
hohen Dosierung (Azathioprin-Dosierung > 1,7 mg/kg KG; n = 59) signifikant hoher
(54,3 U wversus 48,6 U; p = 0,003; ngesamt = 115).

Dies ist erneut ein Indiz fiir die Hypothese, dass Patienten mit erhéhter TPMT-
Aktivitdt schlechter auf eine Azathioprin-Therapie ansprechen (vgl. Kapitel :
Moglicherweise wurde aufgrund eines fortbestehenden aktiven Krankheitsverlaufs in
dieser Patientengruppe eine Dosissteigerung vorgenommen.

In einem nachfolgenden Schritt wurden die Patienten in zwei Gruppen aufgeteilt. Die
eine Gruppe bestand aus Probanden, die sich zum Zeitpunkt der Untersuchung in
stabiler Remission befanden (n = 52). Die andere Gruppe bildeten Patienten, die
sich entweder durch einen schubhaften oder chronisch aktiven Krankheitsverlauf aus-
zeichneten (n = 55). Beide Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-Test hinsichtlich
der Dosierung (in mg) von Azathioprin pro Kilogramm Korpergewicht verglichen.
Abbildung [£.19] belegt, dass diejenigen Testpersonen, welche sich auferhalb einer Re-
mission befanden, signifikant héhere Mengen Azathioprin erhielten, als Probanden in
Remission (p = 0,005). Der Median lag in der ersten Gruppe bei 1,92 mg/kg KG, in
der Remissionsgruppe bei 1,64 mg/kg KG.
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Abbildung 4.19: Vergleich der Azathioprin-Dosierung bei Patienten in Remission
versus Patienten in partieller Remission, im Schub oder mit chronisch aktivem

Verlauf

Die Gruppe der Patienten, welche sich nicht in Remission befand (n = 55), erhielt signifikant
héhere Azathioprin-Dosen (Median 1,92 versus 1,64 mg/kg KG, p = 0,005) als die Kontroll-
gruppe (n = 52). Eine héhere Azathioprin-Dosierung scheint somit nicht zwingend mit einem
Ansprechen assoziiert zu sein.

Diese Auswertungen veranschaulichen noch einmal, dass sich eine Remission durch
eine Dosis-Steigerung nicht in jedem Fall erzwingen ldsst. Niedrige Azathioprin-Dosie-
rung ist mit einem fehlenden Ansprechen assoziiert. Allerdings besteht kein Zusam-
menhang zwischen hohen Azathioprin-Dosen und einer Remission. Individuen mit
hoher Azathioprin-Dosierung verfiigen iiber eine erhhte TPMT-Aktivitét.
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4.6 Ergebnisse der Metaboliten-Messung von TGTP

4.6.1 Anti-TNF «, Glukokortikoide und 5-Aminosalizylate — Einfluss
der Komedikation auf die Héhe der TGTP-Spiegel

Tabelle 4.15: Morbus Crohn-Patienten mit versus ohne Anti-TNF o-Therapie

Dargestellt sind die beiden Stichproben der Morbus Crohn-Patienten mit versus ohne Anti-
TNF o-Therapie wihrend eines Zeitraumes von 6 Monaten vor Blutentnahme. Ausgewertet
wurde mittels Levene-Test, Signifikanzen sind mit einem Stern markiert. Neben dem p-Wert
ist fiir beide Gruppen jeweils auch der Median fiir jeden Parameter aufgefiihrt. Die Metabo-
liten TGDP und TGTP sowie die Kennzahl Stcpp+raTp fielen fiir die Anti-TNF a-Gruppe
signifikant erhéht aus. Auch unter den iibrigen Metaboliten 6-TGN, 6-MMP und MTGN
konnte in dieser Gruppe ein Trend zu hoheren Spiegeln aufgezeigt werden. Erwdhnenswert
sind weiterhin die erhohte CDAI-Punktzahl sowie eine erhéhte Azathioprin-Dosierung in der
Anti-TNF o-Stichprobe, welche zur Erhéhung der Metaboliten beigetragen haben konnte.

Anti-TNF ¢ n Antilf(’eI‘llriTF « B p (Levene)
6-TGN 122,50 14 106,20 67 0,44
TGDP 21,20 14 16,80 67 0,024*
TGTP 113,40 14 87,90 67 0,039%*
Qs 83,80 14 83,00 67 0,77
s# 134,50 14 104,70 67 0,040%*
6-MMP 1178,40 14 895,70 66 1,00
6-MMP /6-TGN 9,10 14 10,60 66 0,93
TPMT-Aktivitét 53,40 14 52,10 67 0,96
MTGN 60,00 13 53,80 62 0,95
Dosis [mg/kg KG] 2,01 14 1,76 66 0,99
Dosis [mg] 132,10 14 122,40 67 0,46
CDAI 77,10 9 68,20 55 0,60

'Q = TGTP/(TGDP+TGTP)
#§ = TGDP+TGTP

Die nachfolgenden Auswertungen hatten den Azathioprin-Metaboliten TGTP zum
Inhalt. Hier sollte zundchst gekldrt werden, ob die Komedikation der Morbus Crohn-
und Colitis ulcerosa-Patienten einen Einfluss auf die Hohe der TGTP-Spiegel ausiibt.
Untersucht wurde zunéchst ein Patienten-Kollektiv aus Morbus Crohn-Patienten, wel-
ches Anti-TNF o (Remicade® ) wihrend eines Zeitraums von bis zu sechs Monaten
vor der Blutentnahme erhielt. Dies wurde mit Morbus Crohn-Patienten ohne Anti-
TNF a-Therapie in Bezug gesetzt. Hier wurde mittels Levene-Test demonstriert, dass
Anti-TNF o die Hohe der TGDP- und TGTP-Spiegel beeinflusste (Tabelle [£.15]):
Diese wurden fir die Anti-TNF o-Gruppe signifikant héher quantifiziert als fiir die
Kontrollgruppe, bestehend aus 67 Morbus Crohn-Patienten. Auch die iibrigen Me-
taboliten 6- TGN, MTGN und 6-MMP wiesen einen Trend zu héheren Spiegeln auf
(Abbildung . Die erhéhte Azathioprin-Dosierung der Anti-TNF a-Gruppe konn-
te zu diesem Effekt beigetragen haben. Diese stellte sich allerdings im Vergleich zur
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Abbildung 4.20: Metaboliten-Spiegel der Anti-TNF «-Stichprobe versus der
Stichprobe ohne Anti-TNF «

Signifikante Unterschiede manifestierten sich in den Spiegeln der Metaboliten TGDP
(p = 0,024) und TGTP (p = 0,039) und der Kennzahl StapprraTep (p = 0,040). Fer-
ner imponiert eine Erhéhung des Medians der weiteren Metaboliten 6- TGN, MTGN, der
TPMT-Aktivitdt und der Kennzahl Q. Bei einem Stichprobenumfang von nur 14 Patien-
ten in der Anti-TNF o-Gruppe wurden allerdings keine weiteren Signifikanzen beobachtet
(Gruppe ohne Anti-TNF o: n = 67).

Kontrollgruppe nicht signifikant erhdht dar. Die Fallzahl fiel mit nur 14 Patienten
sehr gering aus.

Weiterhin wurden 38 Patienten (davon 50 % Colitis ulcerosa-Patienten) mit 5-Ami-
nosalizylaten beziiglich der Hohe der TGTP-Spiegel untersucht: Hier konnten jedoch
keine signifikanten Unterschiede verzeichnet werden.

In der Glukokortikoid-Gruppe (n = 47, Anteil der Morbus Crohn-Patienten 64 %)
wurden ebenfalls keine Unterschiede beziiglich der TGTP-Spiegel dokumentiert. Je-
doch wiesen die Patienten mit Glukokortikoid-Einnahme eine hhere TPMT-Aktivitat
auf (54,3 U, n = 47 versus 49,5 U, n = 70; p = 0,034).

Festzuhalten bleibt, dass Anti-TNF « eine Erhohung der Metaboliten-Spiegel bewirkt,
wahrend fiir 5-Aminosalizylate keine Unterschiede festgestellt werden konnten. Eine
Glukokortikoid-Einnahme ist mit einer erhéhten TPMT-Aktivitat assoziiert.
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Tabelle 4.16: Azathioprin-Metaboliten-Spiegel der Morbus Crohn-Patienten mit
stenosierendem versus nicht stenosierendem Verlauf

Die Metaboliten TGTP, 6-TGN, MTGN und die Kennzahlen QQ und StappiraTp lagen
bei Patienten mit stenosierendem Verlauf signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Morbus Crohn-Patienten mit nicht stenosierendem Verlauf). Bei den iibrigen Metaboliten
und Kennzahlen war diese Erhéhung als Trend erkennbar. TPMT-Aktivitdt und Dosierung
differierten in beiden Gruppen nicht wesentlich. Ausgewertet wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-Tests, Signifikanzen sind mit einem Stern markiert. Fiir beide Gruppen ist jeweils
der Median angegeben.

Stenose n keine n b
Stenose (Mann-Whitney)
6-TGN 110,0 29 79,0 33 0,014%
TGDP 17,0 29 13,0 33 0,14
TGTP 92,0 29 70,0 33 0,02*
Qs 84,2 29 81,8 33 0,028*
s# 110,0 29 87,0 33 0,041*
6-MMP 883,0 28 365,0 33 0,23
6-MMP /6-TGN 5,7 28 44 33 0,68
TPMT-Aktivitét 54,0 29 54,0 33 0,80
MTGN 57,0 27 40,0 31 0,012%
Dosis [mg,/kg KG] 1,77 28 1,82 33 0,85
Dosis [mg] 112,5 28 125,0 33 0,84
CDAI 39,0 21 26,0 28 0,53

$Q = TGTP/(TGDP+TGTP)
#S = TGDP+TGTP

4.6.2 Morbus Crohn-Patienten mit stenosierendem Verlauf verfiigen
iiber hohe TGTP-Spiegel

In einer weiteren Untersuchung wurden die Morbus Crohn-Patienten mit stenosieren-
dem Krankheitsverlauf beziiglich ihrer Metaboliten-Spiegel analysiert. 29 Probanden
wurden in diese Untersuchung eingeschlossen. Die TGTP-Spiegel prisentierten sich
in dieser Patientengruppe signifikant erhoht gegeniiber der Kontrollgruppe (n = 33,
p = 0,02). Auch die Spiegel von 6-TGN (p = 0,014), MTGN (p = 0,012) und den
Kennzahlen StgppraTp (p = 0,041) und Q (% TGTP/TGDP + TGTP) stellten sich
signifikant erhoht dar (p = 0,028, Tabelle. Fiir die Metaboliten TGDP, 6-MMP,
der Kennzahl 6-MMP /6-TGN und der TPMT-Aktivitdt war diese Verschiebung als
Trend erkennbar, es bestanden jedoch keine signifikanten Differenzen. Beziiglich der
Azathioprin-Dosierung bzw. Dosis pro Kilogramm Korpergewicht hingegen waren kei-
ne Unterschiede zwischen der Stenose-Gruppe und der stenosefreien Patientengruppe
zu dokumentieren (Abbildung {.21)).

Die Thiopurin-Metaboliten-Spiegel zeigten sich in dieser Untergruppe somit erhéht,
obgleich Azathioprin nicht in erhéhter Dosierung verabreicht wurde. Auch die TPMT-
Aktivitit lag im Mittel nur leicht erhoht vor (54,8 U versus 52,5 U; Median in beiden
Gruppen identisch bei 54,0 U) und kann folglich als singuldre Ursache ausgeschlossen
werden. Die Fallzahl lag zwar mit 29 Patienten in der Stenose-Stichprobe nicht hoch,
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Abbildung 4.21: Azathioprin-Metaboliten bei Patienten mit stenosierendem ver-
sus nicht stenosierendem Verlauf

Patienten mit stenosierendem Verlauf wiesen signifikant erh6hte TGTP-, 6-TGN- und
MTGN-Spiegel auf. Fiir die Kennzahlen StappyraTe und Q verdeutlich diese Abbildung
ebenfalls eine signifikante Erhéhung. Bei den tibrigen Metaboliten war dies als Trend erkenn-
bar. TPMT-Aktivitiat und Dosierung unterschieden sich in beiden Gruppen nicht wesentlich.

jedoch waren die Unterschiede fiir drei Metaboliten signifikant und bei den beiden
verbleibenden sowie der TPMT-Aktivitat als Trend erkennbar.

Diese Daten belegen eine signifikante Erhhung von TGTP und weiterer Azathioprin-
Metaboliten in Patienten mit stenosierendem Verlauf, obwohl diese Patientengruppe
nicht signifikant hohere Azathioprin-Dosen erhielt.

4.6.3 Korrelationen der Metaboliten mit der Dosierung von
Azathioprin — Der Metabolit TGTP korreliert mit der
Azathioprin-Dosierung

Wie in Kapitel [f:2.2] bereits demonstriert wurde, bestand eine méRig ausgeprégte
Korrelation aller Metaboliten mit der Dosierung von Azathioprin pro Kilogramm
Koérpergewicht. Am deutlichsten zeigte sich diese Assoziation fiir MTGN als dem
durch die TPMT methylierten Endprodukt der drei Nukleotide TGMP, TGDP und
TGTP (rs = 0,45, p < 0,0001, Abbildung [£.22h).

TGDP korrelierte ebenfalls mit der Dosierung von Azathioprin (rg = 0,31, p = 0,001,
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Abbildung 4.22: Korrelation von MTGN bzw. TGDP mit der Dosierung von
Azathioprin pro Kilogramm Koérpergewicht

a) Es bestand eine méfige und hochsignifikante Korrelation von MTGN mit der Azathioprin-
Dosis pro Kilogramm Kérpergewicht (rs = 0,45, p < 0,0001, n = 108). b) TGDP korrelier-
te ebenso méfkig und hochsignifikant mit der Azathioprin-Dosis (mg/kg KG): rs = 0,31,
p = 0,001 (n = 115).
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Abbildung 4.23: TGTP < 80 und TGTP > 80 pmol/8 x 105 RBC bezogen auf
die Azathioprin-Dosierung in Milligramm pro Kilogramm Kérpergewicht

Diese Abbildung demonstriert eine signifikant erhohte Azathioprin-Dosierung der Patienten-
gruppe mit TGTP-Spiegeln iiber 80 pmol/8 x 10° RBC (n = 54) versus der Patientengruppe
mit TGTP-Spiegeln unter 80 pmol/8 x 105 RBC (p = 0,003, n = 61). Der Median wurde mit
1,67 bzw. 1,89 mg/kg KG berechnet.
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Abbildung 4.24: Korrelation von TGTP mit der Dosierung von Azathioprin pro
Kilogramm Koérpergewicht

TGTP korrelierte méfig und hochsignifikant mit der Azathioprin-Dosierung pro Kilogramm
KG (rs = 0,27, p = 0,003). Je hoher die eingenommene Azathioprin-Dosis, desto hohere
TGTP-Spiegel resultierten fiir Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten. Auffillig ist in
dieser Abbildung insbesondere, dass Patienten mit einer geringen Azathioprin-Dosierung mit
wenigen Ausnahmen lediglich geringe TGTP-Spiegel erzielten. Jedoch erreichten Patienten
mit hoher Azathioprin-Dosierung nicht ausschlieflich hohe TGTP-Spiegel. Es gab eine recht
grofie Untergruppe von Patienten, die trotz hoher Dosierung von mindestens 1,8 mg/kg KG
nicht in der Lage war, hohe TGTP-Spiegel zu erzielen (n = 115).

Abbildung [£.22p). Dies lisst den Schluss zu, dass eine héhere Azathioprin-Dosierung
pro Kilogramm Koérpergewicht hhere TGDP-Spiegel induziert. Auch TGTP ist mit
der Dosierung assoziiert: Teilte man die Stichprobe in diejenigen Patienten, bei de-
nen TGTP unter 80 pmol/8 x 108 RBC vorliegt und in diejenigen mit mehr als
80 pmol/8 x 108 RBC, so ergab sich auf die Dosierung bezogen eine signifikante Dif-
ferenz (rs = 0,27, p = 0,003 sowie p = 0,004, Abbildungen und . Dies
ldsst vermuten, dass Patienten, die Azathioprin in einer héheren Dosierung erhiel-
ten, sowohl iiber hohere TGDP- als auch TGTP-Spiegel verfiigten als Patienten mit
niedrigerer Azathioprin-Dosierung.

Trotz einer Vielzahl an Zwischenschritten und beteiligten Enzymen scheint somit ein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Héhe der Dosierung von Azathioprin und
der Hohe der Spiegel der gemessenen Metaboliten zu bestehen.

In Abbildung [.24)fallt auf, dass eine recht grofe Gruppe von Patienten, die eine Aza-
thioprin-Dosierung von mehr als 1,8 mg/kg KG erhielt, dennoch nicht in der Lage war,
hohe TGTP-Spiegel zu erzielen. Diese Untergruppe, bestehend aus 25 Patienten, sollte
im folgenden intensiver analysiert werden. Es sollte insbesondere untersucht werden,
ob die Untergruppe mit niedrigen TG'TP-Spiegeln unter einem schweren Krankheits-
verlauf litt und weiterhin, ob die Metaboliten- oder Enzym-Spiegel in verdnderter
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Abbildung 4.25: Streudiagramm der Untergruppe von Patienten mit
Azathioprin-Dosierung > 1,8 mg/kg KG

Graphisch dargestellt ist hier die Untergruppe von Patienten aus Abbildung [4.24 mit einer
Azathioprin-Dosierung von > 1,8 mg/kg KG (n = 55). Die Farbkategorien entsprechen den
Gruppen ,,Remission® und ,,keine Remission“. Die Untergruppe wurde zur Analyse der Héhe
der TGTP-Spiegel in zwei Gruppen mit TG TP-Spiegeln iiber und unter 90 pmol/8 x 10 RBC
aufgeteilt (dargestellt durch eine Gerade). Hier wird demonstriert, dass Patienten, die sich
nicht in Remission befanden, nahezu gleichméfig auf beide Gruppen aufgeteilt waren: 17 Pa-
tienten (44 %) befanden sich oberhalb der Marke, 22 Patienten (56 %) lagen darunter. Patien-
ten, die sich in Remission befanden, konnten tiberwiegend in der Gruppe mit TGTP-Spiegeln
> 90 pmol/8 x 10° RBC nachgewiesen werden: Von 16 Patienten verfiigten 13 (81 %) iiber
hohe TGTP-Spiegel. Die Auswertung mittels exakten Fisher-Tests ergab p = 0,011. Hohe
TGTP-Spiegel schienen somit eine notwendige Voraussetzung fiir eine Remission darzustel-
len, konnten jedoch von einigen Patienten trotz hoher bis sehr hoher Azathioprin-Dosierung
nicht erzielt werden.

Hohe vorlagen, was einen Hinweis auf einen gegeniiber der Kontrollgruppe verédnder-
ten Metabolisierungsweg darstellen kénnte. Als Kontrollgruppe fungierte eine Patien-
tengruppe mit einer Dosierung in gleicher Hohe und TGTP-Spiegeln im Zielbereich
(n = 30). Als Cut off-Wert diente hier ein TGTP-Wert von 90 pmol/8 x 10 RBC. In
Abbildung[£.25]sind beide Gruppen noch einmal separat dargestellt. Der Cut off -Wert
von 90 pmol /8 x 10® RBC wurde durch eine Gerade markiert. Insgesamt befanden sich
16 Patienten in Remission (29 %) und 39 Patienten auferhalb einer Remission. Von
den 16 Patienten, die einer Remission zugeordnet wurden, verfiigten 13 (81 %) tiber
TGTP-Spiegel von > 90 pmol/8 x 102 RBC. Die 39-kopfige Gruppe der Patienten,
die sich nicht in Remission befanden, verteilte sich heterogen {iber die Bereiche ober-
und unterhalb der Cut off-Marke von 90 pmol/8 x 103 RBC: 22 Patienten (56 %)
lagen unterhalb der Marke, 17 Patienten (44 %) befanden sich dariiber. Der exakte
Fisher-Test ergab einen p-Wert von 0,011.
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Tabelle 4.17: Patienten mit Azathioprin-Dosierung von > 1,8 mg/kg KG in Re-
mission versus nicht in Remission

Verglichen wurden innerhalb der Patientenstichprobe mit Azathioprin-Dosierung von
> 1,8 mg/kg KG die Gruppen ,,Remission“ und ,keine Remission“. Hier sollte analysiert
werden, ob Patienten mit hoher Dosierung und schlechtem Ansprechen anders metabolisie-
ren und ob ein Vergleich der Azathioprin-Metaboliten hierfiir Hinweise liefert. Die Tabelle
verdeutlicht, dass TGTP, 6-TGN und die Kennzahl Stgpp+rcTp in der Remissionsgruppe
signifikant erhéht waren. Die TPMT-Aktivitdt und die 6-MMP-Spiegel unterschieden sich
jedoch nicht signifikant. Interessanterweise erhielten Remissionspatienten eine niedrigere Do-
sierung als Non-Responder. Ausgewertet wurde mittels Mann-Whitney-Test. Signifikanzen
sind mit einem Stern markiert, fiir beide Gruppen ist der Median dargestellt.

Remission n keine n b
Remission (Mann-Whitney)

6-TGN 141,0 16 99,0 39 0,024%
TGDP 23,0 16 16,0 39 0,09
TGTP 133,5 16 81,0 39 0,015*
Qs 84,1 16 84,2 39 0,91
Ss# 152,0 16 96,0 39 0,013*
6-MMP 793,0 16 687,0 39 0,75
6-MMP /6-TGN 49 16 5,8 39 0,52
TPMT-Aktivitét 51,5 16 54,0 39 0,79
MTGN 69,0 15 52,0 34 0,15
Dosis [mg/kg KG] 2,01 16 2,31 39 0,020%*
Dosis [mg] 137,5 16 150,0 39 0,29
CDAI 23,0 8 87,0 24 0,008*
CAIl 0,0 5 6,0 7 0,005*
IBDQ 201,0 12 148,5 24 < 0,0001%*

'Q = TGTP/(TGDP+TGTP)
#§ = TGDP+TGTP

Eine Mindesththe der TG TP-Spiegel scheint somit eine Pramisse fiir eine Remission
zu darzustellen. Diese Mindesthohe lisst sich jedoch offenbar durch eine Dosisstei-
gerung nicht in jedem Fall erzwingen. In Abbildung erkennt man, dass sich
Patienten mit sehr hohen Azathioprin-Dosierungen zwischen 2,5 und 3,0 mg/kg KG
zum grofen Teil weder in Remission befanden, noch adaquate TGTP-Spiegel aufwei-
sen konnten. Selbst hohe TGTP-Spiegel scheinen eine Remission nicht zu garantie-
ren, wie in Abbildung an einer Untergruppe von Patienten mit TGTP-Spiegeln
> 200 pmol/8 x 108 RBC ersichtlich ist.

Tabelle demonstriert, beziiglich welcher Parameter die Patienten in Remission
versus auferhalb einer Remission divergieren. Die Metaboliten-Spiegel von TGTP
und 6-TGN, der Kennzahl Stapp+raTe, des CDAIL, CAI und IBDQ und der Dosie-
rung mg/kg KG beider Gruppen differierten signifikant. Sdmtliche Metaboliten und
IBDQ wurden in der Remissionsgruppe als erhéht, CDAI und CAI dagegen als er-
niedrigt dokumentiert. Die Azathioprin-Dosierung wurde in der Remissionsgruppe
interessanterweise als niedriger quantifiziert als in der Nicht-Remissionsgruppe, was
sich mit der Beobachtung deckt, dass sich Patienten mit sehr hohen Dosen in Abbil-
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Abbildung 4.26: Vergleich der beiden Gruppen TGTP < 90 wversus
TGTP > 90 pmol/8 x 108 RBC bezogen auf die Anzahl der Schiibe pro Jahr

Das Gros der Patienten mit sehr hohen Schubzahlen pro Jahr befand sich in der Gruppe mit
TGTP-Spiegeln < 90 pmol/8 x 10° RBC. Der Median in dieser Gruppe lag mit 0,85 Schiiben
pro Jahr (n = 50) im Vergleich zum Median der anderen Gruppe (0,00 Schiibe/Jahr, n = 34)
signifikant erhoht (p = 0,026).

dung nicht in Remission befanden. Man kénnte vermuten, dass diese das Medi-
kament anders metabolisieren. Signifikante Unterschiede beziiglich TPMT-Aktivitét
oder 6-MMP-Spiegel haben sich hier jedoch nicht dargestellt (siche Tabelle [4.17)).

4.6.4 Ansprechen und Azathioprin-Metaboliten — Hohe TGTP-Spiegel
sind mit einem Ansprechen auf die Therapie assoziiert

In einem letzten Schritt sollte nun die Héhe der TGTP-Spiegel mit dem Ansprechen
auf die Azathioprin-Therapie korreliert werden. Um einen moglichen Zusammenhang
zwischen der Hohe der Azathioprin-Metaboliten und der Response ndher zu unter-
suchen, wurden die Patienten zunichst in zwei Gruppen mit TGTP-Spiegeln iiber
(n = 34) und unter 90 pmol/8 x 10® RBC (n = 50) aufgeteilt und die Anzahl der
Schiibe innerhalb eines Jahres betrachtet™. In Abbildung[4.26]ist ersichtlich, dass bei-

YLitt ein Patient an weniger als einem Schub/Jahr (also beispielsweise ein Schub alle zwei Jahre),
so wurde die Schubzahl entsprechend auf ein Jahr umgerechnet (z. B. 0,5/Jahr). Der besseren
Vergleichbarkeit wegen wurden selbst Patienten mit 5 Schiiben/Jahr und mehr, bei denen man
ebenso von einem chronisch aktiven Verlauf sprechen kénnte, in diese Klassifizierung mit einbezo-
gen. Eine einheitliche Definition von akut rezidivierendem (schubhaftem) und chronisch aktivem
Verlauf existiert allerdings nicht, eine Differenzierung ist damit nicht moglich (Hoffmann etal.,
2008a; Langholz etal., [1994; Reissmann et al., |2004)). In dieser Arbeit wurde ein Schub definiert
als Phase erhohter entziindlicher Aktivitat, verbunden mit der typischen Klinik, bestehend aus
abdominellen Schmerzen sowie wéssrigen und ggf. blutigen Diarrhoen.
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Abbildung 4.27: Vergleich der beiden Gruppen TGDP < 20 wversus
TGDP > 20 pmol/8 x 10 RBC bezogen auf die Anzahl der Schiibe pro Jahr

Fiir TGDP < 20 pmol/8 x 10 RBC (n = 58) wurde eine Median von 0,50 ermittelt. Im
Vergleich mit dem Median fiir TGDP > 20 pmol/8 x 10> RBC' (n = 26) mit 0,0 konnten mit
einem p-Wert von 0,23 keine signifikanten Unterschiede erechnet werden.
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Abbildung 4.28: Vergleich der beiden Gruppen Q < 85 wversus
Q > 85 pmol/8 x 108 RBC bezogen auf die Anzahl der Schiibe pro Jahr

Der p-Wert lag fiir den Vergleich der beiden Gruppen @ < 85 (n = 50, Median = 0) versus
> 85 pmol/8 x 10° RBC (n = 34, Median = 0,7) bei 0,17 und war damit ebenfalls nicht

signifikant.
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Abbildung 4.29: TGTP-Spiegel fiir Patienten in Remission versus nicht in Re-
mission

Dargestellt wurden die TGTP-Spiegel der beiden Patienten-Kollektive ,, Remission“ (n = 32)
versus ,keine Remission“ (n = 90), p = 0,011. Die Héhe der TGTP-Spiegel differierte in
beiden Gruppen signifikant (Median Remissiongruppe 126,5 versus Nicht-Remissionsgruppe
71,5 pmol/8 x 10° RBC) und lag damit in der Remissionsgruppe héher. Bei genauer Betrach-
tung der Box-Whisker-Plots fillt auf, dass die Interquartilspanne des Remissions-Boxplots
grofer ist als die des Nicht-Remissions-Boxplots (Remissionsgruppe 47,8-98,3 versus Nicht-
Remissionsgruppe 54,8-152,0 pmol/8 x 10° RBC). Remissions-Patienten verfiigten somit
zwar iiber héhere TGTP-Spiegel, allerdings wird anhand dieser Abbildung deutlich, dass
auch eine gréfere Untergruppe an Probanden existierte, bei denen dies nicht der Fall war
und welche sich dennoch in Remission befanden. Im Vergleich dazu wiesen Patienten mit
aktivem Krankheitsverlauf niedrige TGTP-Spiegel mit geringer Interquartilspanne auf. Man
kénnte hieraus schliefsen, dass hohe TGTP-Spiegel einen Pridiktor fiir das Ansprechen auf
eine Azathioprin-Therapie darstellen. Jedoch scheinen sie fiir eine stabile Langzeitremission
nicht unabdingbar zu sein. Fiir diese reichen méglicherweise TG TP-Spiegel auch in geringerer
Héhe aus.

de Gruppen beziiglich der Anzahl ihrer Schiibe differieren. Die Gruppe mit niedrigen
TGTP-Spiegeln litt signifikant hdufiger unter einem Krankheitsverlauf mit héherer
Zahl an Schiiben (p = 0,026). Fiir den Metaboliten TGDP und de Kennzahl Q konn-
ten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Schubfrequenz pro Jahr ermittelt
werden (TGDP: cut off bei 20 pmol/8 x 108 RBC, p = 0,23; n = 58 versus n = 26;
Abbildung 4.27:Q: cut off bei 85 pmol/8 x 108 RBC, p = 0,17; n = 50 versus n = 34;
Abbildung |4.28)).

In einer abschlieffenden Untersuchung wurden die Patienten anhand der klinischen
Daten, der Laborwerte und der Parameter fiir das Ansprechen in zwei weitere Grup-
pen eingeteilt. Die eine Gruppe bestand aus Probanden, die sich zum Zeitpunkt der
Untersuchung in stabiler Remission befanden (n = 32). Die andere Gruppe bilde-
ten Patienten, bei denen entweder zum Untersuchungszeitpunkt ein schubhafter oder

112



4 Ergebnisse

chronisch aktiver Krankheitsverlauf diagnostiziert wurde (n = 90). Die Analyse er-
gab fiir die Remissions-Gruppe signifikant hohere TGTP-Spiegel (Median 126,5 versus
71,5 pmol/8 x 108 RBC, p = 0,011, Abbildung 4.29).

Auffillig war die unterschiedlich breite Interquartilspanne der beiden Box-Whisker-
Plots (Remissionsgruppe 47,8-98,3 versus Nicht-Remissionsgruppe

54,8-152,0 pmol/8 x 108 RBC). Hohe TGTP-Spiegel scheinen somit einen Pridik-
tor fiir das Ansprechen auf die Azathioprin-Therapie darzustellen, wihrend niedrige
TGTP-Spiegel das Risiko eines Therapieversagens erhohen. Hohe TG'TP-Spiegel ga-
rantieren gleichwohl eher den Erfolg einer Remission. Allerdings lésst sich aus der
breiten Interquartilspanne in Abbildung ableiten, dass hohe TGTP-Spiegel fiir
die Aufrechterhaltung einer Remission nicht generell erforderlich zu sein scheinen:
Befindet sich der Patient in einer stabilen Langzeitremission, geniigen méglicherweise
auch geringere TGTP-Spiegel. Anzunehmen ist, dass bei Patienten, welche sich seit
Jahren in stabiler Remission befinden, eine Anpassung der Azathioprin-Dosis erfolgte
und die Remission durch diese geringere Dosis mit daraus resultierenden geringeren
Wirkspiegeln dennoch aufrecht erhalten werden konnte.
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5 Diskussion

5.1 Ausgangsfragestellung

Azathioprin wurde urspriinglich fiir die Therapie der akuten Leukimie im Kindesalter
entwickelt. Bald stellte sich jedoch heraus, dass es auch in der Unterdriickung der
Transplantatabstofungsreaktion nach Nierentransplantation sehr gute Dienste erwies
(Calne etal.,|1962). In den nachfolgenden Jahren etablierte sich das Medikament nach
und nach in der Therapie von Erkrankungen, die mit einer Stérung des Immunsystems
einhergehen. Seit dieser Zeit kommt es auch in der Therapie chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen zum Einsatz (Bowen et al., [1966; Brooke et al., 1969).

In den letzten 50 Jahren nahm das Immunsuppressivum Azathioprin einen festen
Platz in den Therapieregime der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa ein. Hier stellt es in der Remissionserhaltung von Morbus
Crohn das Medikament der ersten Wahl dar. Ebenso ist es in der Steroideinsparung,
bei steroidrefraktirem und steroidabhiingigem Verlauf, in der Remissionsinduktion
des Morbus Crohn und im Remissionserhalt der Colitis ulcerosa bedeutsam.

Unerwiinschte Wirkungen treten jedoch bei bis zu 28 % der Patienten auf und ein
Ansprechen auf die Therapie l4sst sich friithestens nach drei Monaten beurteilen (Kir-
schner, |1998; Marinaki et al., |2004; Prefontaine et al.,2009a; Present et al.,|1980)). Ein
klinisches Monitoring existiert bislang fiir den Azathioprin-Metaboliten 6-TGN. Er
gilt als aktiver Metabolit und hohe Wirkspiegel sind mit Zytotoxizitit und Anspre-
chen assoziiert (Cuffari et al., 1996; Cuffari et al., 2001; Dubinsky ef al., 2000; Hanai
etal.,2010; Hindorf et al., 2004a; Kwan et al., [2008; Ooi etal., 2007, Osterman et al.,
2006; Roblin efal., 2005; Wright et al., [2004; Wusk ef al., 2004)). Jedoch konnten diese
Erkenntnisse in anderen Arbeiten nicht reproduziert werden (Belaiche etal., 2001}
Goldenberg etal., [2004; Herrlinger etal., 20045 Lowry etal., 2001b; Reuther efal.,
2003; Schedel etal., 2000).

Der molekulare Wirkmechanismus von Azathioprin konnte bis heute nicht vollstén-
dig gekldrt werden. Einige Autoren gehen davon aus, dass eine Wirkung auf meh-
reren Ebenen stattfindet (Elgemeie, [2003). Neben einer Inkorporation der aktiven
Thiopurin-Metaboliten in DNA und RNA und konsekutiver Zytotoxizitit durch Ar-
retierung des Zellzyklus mit Inhibition der chromosomalen Replikation, der DNA-
Reparaturmechanismen sowie der Proteinbiosynthese (Maybaum und Mandel, |1983;
Pan und Nelson, [1990) wird auch eine Hemmung der De novo-Purin-Nukleotid-Syn-
these mit daraus resultierender Depletion der Adenosin-Speicher diskutiert (Dayton
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etal., [1992; Tay etal., [1969). Das Mismatch Repair-System ist an der Erkennung
von dTGTP in DNA beteiligt. Defizienz wird mit einer Resistenz gegen Thiopurine
assoziiert (Karran, |2001; Swann et al., [1996)).

Unléngst konnte in einem wichtigen Schritt in Richtung der Entschliisselung des Wirk-
mechanismus gezeigt werden, dass dem Metaboliten 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat
(TGTP) eine entscheidende Bedeutung fiir den immunsuppressiven Effekt von Aza-
thioprin zukommt. Dieser bindet anstelle von GTP an die kleine GTPase Racl, was
eine Inhibition der CD28-Kostimulation bewirkt. Uber Racl kommt es durch Inhibi-
tion von STAT3, MEKK1 und NF-xB zum Ausbleiben des antiapoptotischen Signals
von bcl-x1, und somit zur Apoptose, Anergie oder zum aktivierungs-induzierten Zell-
tod (activation induced cell death, AICD) in pathogenen Geddchtnis-T-Zellen (Tiede
et al.,2003). Eine Inhibition der Ezrin-Radixin-Moesin-Dephosphorylierung resultiert
in einer Blockade der T-Zell-APC-Konjugation (Poppe et al., 2006).

Wir fiihrten eine prospektive Studie an 133 Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen, davon 94 mit Morbus Crohn und 39 mit Colitis ulcerosa, im Zeit-
raum Oktober 2003 bis Oktober 2007 durch. Hierbei wurde der bis dato nicht messbare
Azathioprin-Metabolit TGTP in Erythrozyten aus EDTA-Blut von Patienten unter
dauerhafter Azathioprin-Therapie mittels einer neuartigen High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)-Methode bestimmt. Ziel der Studie war es, durch Bestim-
mung von TGTP zu beurteilen, ob ein Ansprechen auf die Azathioprin-Therapie pro-
gnostiziert werden kann. Therapieversager konnten somit friihzeitig identifiziert und
die Therapierregime individuell angepasst oder eine Dosisanpassung vorgenommen
werden. Unerwiinschte Wirkungen kdnnten vermieden werden. TGTP kénnte rou-
tineméfig gemessen und das Monitoring der Azathioprin-Therapie damit optimiert
und individualisiert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen auf, dass der Metabolit TGTP in der
Lage ist, ein Ansprechen auf die Azathioprin-Therapie vorherzusagen. Patienten in
Remission weisen signifikant héhere TGTP-Spiegel auf als Patienten mit aktiver Fr-
krankung. Wihrend hohe TGTP-Spiegel mit einem Ansprechen auf die Azathioprin-
Therapie assoziiert sind, liegen bei Patienten, die schlecht auf die Therapie anspre-
chen, niedrige TGTP-Spiegel vor. Hohe TGTP-Spiegel scheinen jedoch keine Be-
dingung fiir eine stabile Langzeitremission darzustellen, da eine Untergruppe von
Langzeit-Remissionspatienten in dieser Studie iiber niedrige TG'TP-Spiegel verfiigte.

5.2 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv bestand aus Morbus Crohn- sowie Colitis ulcerosa-Patienten,
welche tiber die Gastro-Crohn-Ambulanz der I. Medizinischen Klinik und Poliklinik
des Universitatsklinikum Mainz rekrutiert wurden. Ein Grofteil der Patienten wurde
regelmikig vom Arzteteam der Gastro-Crohn-Ambulanz betreut. Die Tabellen ,
und in Kapitel demonstrieren, dass fiir diese Studie ein Patientengut
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mobilisiert wurde, welches sich durch eine erhdhte Krankheitsaktivitat bei langer
Krankheitsdauer mit langjahriger Azathioprin-Einnahme auszeichnet. Die Raten fiir
das Ansprechen auf die Azathioprin-Therapie lagen fiir Morbus Crohn- und Colitis
ulcerosa-Patienten mit 26 % weit unter denjenigen, die in anderen Studien festgestellt
wurden (Cuffari et al., 1996: 72 % Remissionsrate; Cuffari et al., 2001; 68 % Remissi-
onsrate; Dubinsky et al., [2002: 40 % Therapieversager; Haines et al., 2010; 52 % The-
rapieversager; Kwan etal., [2008: 44 % Ansprechen; Prefontaine et al., 2009a; 54 %
Ansprechen; Prefontaine et al., [2009b: 71 % Remissionsrate; Reinshagen et al., [2007:
44 % Remissionsrate nach 16 Wochen; Roblin etal., 2005t 72 % und 59 % Remis-
sionsrate) und unter den Teilnehmern der Studie befanden sich auch Patienten mit
fistulierendem, stenosierendem und steroidrefraktirem Verlauf. Ein kleiner Teil der
Probanden erhielt Anti-TNF a. Somit wurde hier ein Patientengut rekrutiert, welches
aufgrund eines zum grofen Teil besonders schweren Verlaufs der Erkrankung nicht
dem CED-Klientel einer gastroenterologischen Praxis gleichgestellt werden kann.

Trotz der Schwere des Krankheitsverlaufs lag die Dosierung von Azathioprin unter
derjenigen in vergleichbaren Studien (Haglund et al., 2008 2,06 mg/kg KG Azathio-
prin; Roblin etal., 2005: 2,25 mg/kg KG). Im Mittel wurden lediglich 1,8 mg/kg
Korpergewicht bzw. 123 mg/d verabreicht. 28 % der Patienten erhielten weniger als
1,5 mg Azathioprin pro Kilogramm Ké&rpergewicht. Auch dies kénnte eine Ursache
fiir die niedrige Ansprech-Rate der fiir diese Studie rekrutierten Patienten darstellen.

Bei der Betrachtung des Patientenkollektives fillt weiterhin auf, dass simtliche Pati-
enten iiber eine normale bis hohe TPMT-Aktivitdt verfiigen. Sieben Patienten (5 %)
besitzen eine sehr hohe TPMT-Aktivitét iiber 68 U (Kroplin etal., [1998). In eini-
gen Studien wurde eine hohe TPMT-Aktivitdt mit einem schlechteren Ansprechen
auf die Thiopurin-Therapie und mit einer bevorzugten Metabolisierung methylierter
Metaboliten verkniipft (Azhary et al., 2009; Chocair etal., (1992, Cuffari et al., 2004b;
Hindorf et al., [2010; Kwan et al., 2008} Lennard und Lilleyman, 1996 Lennard, [1998;
McLeod etal.,|1995). Moglicherweise ist dies ein weiterer Faktor, der zum schlechten
Ansprechen der Patienten auf die Azathioprin-Therapie beitrug.

5.3 Messung der Azathioprin-Metaboliten und
TPMT-Aktivitat in Erythrozyten durch die
HPLC-Methode

Die Messung der Aktivitdt der TPMT wurde nach der Methode von Kroplin und Kol-
legen (1998) und Schiéffeler et al. (2001) durchgefiithrt. Die Messung des Azathioprin-
Metaboliten 6-TGN erfolgte wie durch Herrlinger und Mitarbeiter (2004) beschrieben.
TGMP, TGDP und TGTP wurden simultan nach einem Verfahren von Rabel et al.
(1995) bestimmt, das fiir diese Arbeit modifiziert wurde.

116



Tabelle 5.1: Dokumentation der Thiopurin-Lagerung und -Analyse in aktuellen klinischen Studien

Nachfolgend eine Auflistung relevanter klinischer Studien der letzten Jahre zum Thema ,, Therapeutic Drug Monitoring” in Erythrozyten
bei Patienten verschiedener Erkrankungen unter Azathioprin-, 6-Mercaptopurin- oder 6-Thioguanin-Therapie. Allen Untersuchungen
gemeinsam war die Messung des Metaboliten 6-TGN; in einigen Studien wurden weitere Metaboliten oder die TPMT-Aktivitidt bestimmt.
Die Angaben zu Lagerung, Transport und Analyse der Proben wurden dem Abschnitt ,,Material and Methods“ der jeweiligen Arbeit
entnommen. Von insgesamt 55 untersuchten Verdffentlichungen gaben 33 die exakten Lagerungsbedingungen nach der Probenentnahme
nicht an. Auch der zeitliche Ablauf wurde nur in wenigen Untersuchungen dokumentiert. Erstaunlich ist, dass in immerhin acht Studien
(15 %) keine Angaben zur Analyse-Methode von 6-TGN gemacht wurden. Ob ein Transport der Proben an ein auswiirtiges Labor erfolgte,

LT

konnte nur sieben Arbeiten entnommen werden. Mit TPMT ist jeweils die TPMT-Aktivitit gemeint.

Angaben zu Angaben Angaben zu
Erstautor Jahr Lagerung/ Xltfalyse- Analyse-Methode ersnwartl- gemessene Metaboliten
Transport Methode Labor
Andoh et al. 2008 nein nein 6-TGN
Ansari et al. 2008 nein ja Rabel et al. 6-TGN, TPMT
Ansari et al. 2010 nein teilweise Dervieux-Boulieu et al. 6-TGN, 6-MMP, TPMT
Bell et al. 2004 nein ja Erdmann et al. 6-TGN, 6-MMPN
Bergan et al. 1994 ja ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN, 6-MP
Bergan et al. 1997 ja ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN, TPMT
Berkovitch et al. 1996 ja ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN, TPMT
Bloomfeld et al. 2003 nein nein ja 6-TGN, 6-MMP
Bokemeyer et al. 2007 nein ja Iven et al. g:gdﬁ‘lé’l\?-thth%’
Boulieu et al. 1997 nein ja Boulieu et al. 6-TGN, 6-MPN, 6-TXN
Chan et al. 1990 ja ja Erdmann et al. 6-MP, 6-TU, 6-TGN
Chrzanowska et al. 1999 teilweise ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN, 6-MMP
Cuffari et al. 1996 teilweise ja Lennard-Singleton et al. 6-TG, 6-MMP
Cuffari et al. 2001 nein ja Lennard-Singleton et al. 6-TG, 6-MMP
Daperno et al. 2009 ja ja Dervieux-Boulieu et al. 6-TGN, 6-MMP, TPMT
de Beaumais et al. 2010 nein ja Dervieux-Boulieu et al. 6-TGN, 6-MMPN
. . Keuzenkamp-Jansen et al., 6-TGN, TGMP, TGDP,
De Boer et al. 2007a ja ja . TGTP, TPMT,
Lennard-Singleton et al. 6-Thioguanin
De Boer et al. 2007b  teilweise ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN, 6-MMPR
Decaux et al. 2000 nein ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN
(Fortsetzung)
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Tabelle 5.1: Dokumentation der Thiopurin-Lagerung und -Analyse in aktuellen klinischen Studien

Angaben Angaben zu
Angaben zu zur auswarti-
Erstautor Jahr Lagerung/ Anal Analyse-Methode gemessene Metaboliten
Transport 1nayse- gem
Methode Labor
. . . . 6-Thioguanin im Plasma,
Deibert et al. 2003 ja ja keine Angabe TPMT
Derijks et al. 2003 teilweise ja Lennard-Singleton et al. 6-TG, 6-MMP
teilweise
Derijks et al. 2004 teilweise ja Lennard-Singleton et al. (Cl\g;:gg__ 6-TGN, 6-MMPR
Studie)
D’Halluin et al. 2005 nein ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN
Dubinsky et al. 2001 nein ja Lennard-Singleton et al. ja 6-TGN, 6-MMPR, TPMT
Dubinsky et al. 2000 nein ja Lennard-Singleton et al. 6-TG, 6-MMP
el-Azhary et al. 2009 nein ja Dervieux-Boulieu et al. 6-TGN, 6-MMP, TPMT
Erb et al. 1998 ja ja Boulieu et al., Erdman et al. 6-TGN, meTIN, MTGN
Goldenberg et al. 2004 nein nein 6-TGN, 6-MMP
Gupta et al. 2001 nein nein ja 6-TG, 6-MMP
Halonen et al. 2006 nein ja Bruunshuus et al. 6-TGN
Harms et al. 2003 nein nein 6-TGN
. . . 6-TGN, MTGN, TPMT,
Herrlinger et al. 2004 nein ja Iven et al. 6-MMPR
Hindorf et al. 2006 teilweise ja Pettersson et al. 6-TGN, meTIMP, TPMT
Innocenti et al. 2000 teilweise ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN, 6-MPN
6-TGN, TGMP, TGDP,
Karner et al. 2010 ja ja Rabel et al. TGTP, 6-MMP, MTGN,
TPMT
Lancaster et al. 1998 nein ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN
Lancaster et al. 2001 ja ja Lennard-Singleton et al. ngGN’ 6-Thioguanin im
asma
Lennard et al. 1996 nein ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN
Lennard et al. 2004  nein ja Lennard und Maddocks ef 6-TGN
6-TGN, TGMP, TGDP,
Neurath et al. 1995 ja ja Rabel et al. TGTP, 6-MMP, MTGN,
TPMT
Palle et al. 2009 ja ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN

(Fortsetzung)
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Tabelle 5.1: Dokumentation der Thiopurin-Lagerung und -Analyse in aktuellen klinischen Studien

Angaben Angaben zu
Angaben zu zur auswarti
Erstautor Jahr Lagerung/ Anal Analyse-Methode B gemessene Metaboliten
Transport 1nayse- gem
Methode Labor
Lennard-Singleton et al.
Reinshagen et al. 2007 nein ja (Dervieux-Boulieu et al. fiir 6-TGN, 6-MMP, TPMT
6-MMP)

Relling et al. 1999 nein ja Lennard-Singleton et al. ?I:gﬁ}l\f’ TIMP, meTIMP,
Roblin et al. 2005 nein teilweise Lennard wnd Maddocks et 6-TGN

. . I . . 6-TGN, TPMT,
Roblin et al. 2008 nein teilweise Dervieux-Boulieu et al. 6-MMP /6-MMPR
Rumbo et al. 2002 nein nein ja 6-TG, 6-MMP, TPMT
Schedel et al. 2006 nein ja Lennard-Singleton et al. ja 6-TGN, TPMT
Schiitz et al. 1996 teilweise teilweise Lennard-Singleton et al. 6-TGN, TPMT
Sparrow et al. 2005 nein nein ja 6-TGN, 6-MMP, TPMT
Stevens et al. 2004 nein nein 6-TGN, 6-MMP
Thomas et al. 2003 nein ja Erdmann et al. 6-TGN, TPMT
Traore et al. 2006 teilweise ja Dervieux-Boulieu et al. 6-TGN, 6-MMP

I . . 6-TGN, TGMP, TGDP,

Vikingsson et al. 2009 ja ja Rabel et al. TGTP, meTIMP
Wright et al. 2004 nein ja Lennard-Singleton et al. 6-TGN, MMPN
Wusk et al. 2004 ja ja keine Angabe 6-TGN, MMPN
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Proben unmittelbar nach der Blutentnahme
bei 4° C gelagert und innerhalb von 4 Stunden weiterverarbeitet. Nach der Herstel-
lung gepackter Erythrozyten wurden diese bis zur weiteren Analyse im Margarete
Fischer-Bosch-Institut in Stuttgart zundchst bei -80° C tiefgefroren. Der Transport in
das Labor erfolgte per Ubernachtversand auf Trockeneis. Nach Ankunft wurden die
Proben bis zur endgiiltigen Verarbeitung weiterhin bei -80° C gelagert. Ein Auftauen
der gepackten Erythrozyten fand somit erst unmittelbar vor der finalen Verarbeitung
der Proben statt.

Bislang untersuchten nur einige wenige Arbeitsgruppen die Stabilitét der Thiopurine
bei verschiedenen Temperaturen und kamen dabei zu recht unterschiedlichen Resul-
taten. De Graaf und Mitarbeiter beschrieben einen Abfall von 6-TGN bei Raum-
temperatur von bis zu 50 % in sieben Tagen (De Graaf etal., 2008:De Graaf etal.,
2010b). Bei Kiihlschranktemperatur lag dieser Verlust laut De Graaf bei 10 % fiir
den gleichen Zeitraum. Bei -80° C schienen die 6-TGN-Spiegel stabil zu sein, 6-MMP
fiel jedoch signifikant. Pike und Mitarbeiter (2001) berichteten iiber einen 12 pro-
zentigen Verlust von 6-TGN selbst bei Temperaturen von -80° C nach 24 Wochen.
Fiir 6-MMP konnten sie hingegen keine signifikanten Schwankungen dokumentieren.
Lavi und Holcenberg (1985) postulierten dhnliche Ergebnisse fiir TGTP bei Raum-
temperatur. Fiir Kiihlschrank- und Tiefkiihltemperatur zeigte sich TGTP jedoch sehr
stabil {iber langere Zeitrdume bis zu fiinf Monaten. Eine weitere Arbeit stellte eine
Verringerung von 6-TGN und 6-MPN auf 75 % der Ausgangswerte nach vier Tagen
bei Zimmertemperatur fest (Sauviat et al., 2005). Bei 4° C sank es nach sieben Tagen
auf 35 %. Die TPMT-Aktivitat war bei 4° C fiir drei Tage stabil, bei Zimmertem-
peratur fiel sie nach nur 24 Stunden signifikant ab. Jiingst untersuchten Karner et
al. (2010) die Stabilitidt von TGMP, TGDP und TGTP bei Zimmertemperatur und
stellten einen Verlust des Hauptmetaboliten TGTP von 16 % nach nur einem Tag
und 71 % nach fiinf Tagen fest. TGMP hingegen stieg im gleichen Zeitraum um 68 %,
niedrige TGMP-Spiegel deuten somit auf eine rasche Verarbeitung der Proben hin.
In der vorliegenden Arbeit lagen die TGMP-Spiegel aller Proben unter 1,6 pmol/8 x
108 RBC. Die Hohe von TGDP verdnderte sich in der Arbeit von Karner et al. nicht
signifikant. Die Schwankungen fiir TGMP und TGTP fiihrte die Arbeitsgruppe auf
Phosphorylierungs- und Transphosphorylierungsprozesse innerhalb der Erythrozyten
zuriick. Die Stabilitét der Proben bei Kiihlschrank- oder Tiefkiihl-Temperatur wurde
nicht untersucht. Ein mehrfaches Auftauen der Proben schien die Hohe der Metabo-
liten TGDP und TGTP ebenfalls zu beeintrichtigen, wobei eine Dephosphorylierung
von TGTP zu TGDP ursichlich an den verinderten Metaboliten-Hohen beteiligt zu
sein schien.

Wenngleich sich die Zahlen teilweise sehr unterschieden, so war doch allen Studien
gemeinsam, dass ein Absinken von 6-TGN bzw. dem Metaboliten TGTP im zeitli-
chen Verlauf bei unsachgeméfer bzw. zu warmer Lagerung beobachtet werden konnte.
Moglicherweise kamen die Studien aufgrund ihrer unterschiedlichen analytischen Ver-
fahren zu abweichenden Ergebnissen. De Graaf und Mitarbeiter analysierten nach der
Methode von Shipkova et al. (2003) bzw. Dervieux-Boulieu (1998). Pike und Mitar-
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beiter verwendeten eine Technik nach Erdmann et al. (1990), Sauviat et al. machte
hierzu keine Angaben.

Eine Auswertung von 55 Studien, in denen der Thiopurin-Metabolit 6-TGN in Pa-
tienten unter Azathioprin-, 6-Mercaptopurin- oder 6-Thioguanin-Therapie gemessen
wurde, ergab, dass in 33 Arbeiten (60 %) keine Angaben zu den exakten Lagerungsbe-
dingungen gemacht wurden. Auch der zeitliche Ablauf wurde nicht dokumentiert. In
acht Studien (15 %) blieb offen, welche Analyse-Methode zur Bestimmung von 6-TGN
angewandt wurde. Obwohl in den meisten Studien die Bestimmung der Metaboliten
vermutlich nicht vor Ort durchgefiihrt wurde, fehlten Angaben iiber ein auswirtiges
Labor sowie die Transportbedingungen.

Die beiden meist verwendeten Analyse-Verfahren sind die Methode von Lennard
und Singleton (1992) und das System nach Dervieux und Boulieu (1998), wobei die
Lennard-Singleton-Prozedur verbreiteter zu sein scheint und auch der therapeutische
Bereich von 230-260 pmol/8 x 10% RBC auf dieser Arbeitsweise basiert (Cuffari et al.,
2000; Dubinsky etal., 2000). Einige HPLC-Verfahren erméglichen die Messung von
Mono-, Di- und Tri-Phosphaten (Keuzenkamp-Jansen etal., 1995; Lavi und Holcen-
berg, |1985; Rabel etal., 1995).Von den 55 untersuchten Arbeiten setzten 26 (47 %)
das Lennard-Singleton-Konzept und 9 (16 %) die Dervieux-Boulieu-Technik ein. In
8 Studien wurden andere Vorgehensweisen angewandt (Bruunshuus und Schmiegelow,
1989; Iven, |[1996; Lennard und Maddocks, [1983; Pettersson et al., 2002) (Tabelle.
Durch die Applikation mehrerer Praktiken und weitere Modifikationen dieser wird
die Vergleichbarkeit der Messwerte erschwert. 6-TGN nach der Dervieux-Boulieu-
Methode liegt etwa 2,6-fach hoher als das der Lennard-Singleton-Prozedur. Einen
grofen Kinfluss auf die Hohe von 6-TGN hat das adhibierte Nukleotid-Hydrolyse-
Verfahren, welches 6-TGN zu 6-TG konvertiert. Urspriinglich wurde in der Lennard-
Singleton-Technik Schwefelsdure hierzu verwendet. Dies wurde jedoch aufgrund eines
besseren Hydrolyse-Ergebnisses von Shipkova et al. (2003) durch Perchlorsiure er-
setzt und fithrte damit lediglich zu 1,4-fach héheren 6-TGN-Spiegeln in der Dervieux-
Boulieu-Analyse. Die fiir den Hydrolyse-Vorgang angesetzte Zeit beeinflusste die Mes-
sergebnisse, indem bei einer zu geringen Zeit die Hydrolyse von 6-TGN zu 6-TG nicht
komplett ablaufen konnte. Eine Modifikation durch Verdnderung des pH im Extrak-
tiongschritt der Lennard-Singleton-Prozedur erlaubte die simultane Bestimmung von
6- TGN, 6-MMP und Thioinosinsdure. In der Methode nach Dervieux-Boulieu kénnen
6-TGN und 6-MMPN simultan gemessen werden, ohne dass ein Extraktionsschritt
erforderlich ist. Weitere Einfliisse entstehen durch unterschiedliche Vorbereitung und
Gewinnung der Proben (Messung in Vollblut versus gepackten Erythrozyten), Extrak-
tionsprozeduren, chromatographische Bedingungen und die Verwendung verschiede-
ner Matrizen (Shipkova et al.,|2003).

Es bleibt festzuhalten, dass Thiopurin-Metaboliten nur begrenzt stabil sind und eine
rasche Weiterverarbeitung oder, falls dies nicht moglich ist, eine Lagerung bei -80° C
ohne Unterbrechungen gewahrleistet sein muss. Nur in einigen Studien werden die
exakten Lagerungsbedingungen erwéhnt, in vielen Arbeiten sind diese nicht doku-
mentiert. Eine Vergleichbarkeit der Arbeiten fir das Therapeutic Drug Monitoring
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der Azathioprin-Therapie ist somit erschwert.

5.4 Therapeutisches Drug Monitoring chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen

Therapeutisches Drug Monitoring ( Therapeutic Drug Monitoring, TDM) bezeichnet
die Uberwachung von Wirkstoffkonzentrationen eines Medikamentes im Blut und wird
vornehmlich fiir Substanzen mit geringer therapeutischer Breite eingesetzt.

TDM ist ein Verfahren, welches den Therapieerfolg eines Pharmakons kontrolliert und
unterstiitzt. Es dient der Erfassung von Therapieversagern, so dass die Therapie bei
ausbleibendem Ansprechen optimiert werden kann. Weiterhin férdert das TDM die
Sicherheit einer Behandlung, indem unerwiinschte Wirkungen vermieden werden kén-
nen. Insbesondere fiir Medikamente mit schlechter Dosis-Wirkungs-Korrelation und
hoher Variabilitdt der Bioverfiighbarkeit, wie sie Azathioprin und 6-Mercaptopurin
darstellen, ist ein TDM empfehlenswert. Patienten mit chronisch entziindlichen Dar-
merkrankungen und nach chirurgischen Eingriffen am Intestinum absorbieren mogli-
cherweise geringere Mengen des Wirkstoffs. Auch hier ist ein TDM zur Vermeidung
einer Unterdosierung sinnvoll. Ebenso ldsst ein TDM Riickschliisse auf die Patienten-
Compliance zu.

Als Indikation fiir ein Thiopurin-Monitoring (6-TGN und 6-MMP) wird von den
meisten Autoren an vorderster Stelle die Uberpriifung der Compliance angegeben
(Bokemeyer et al.,[2007; Lichtenstein, 2004; Louis und Belaiche, 2003; Ooi et al., 2007;
Reuther etal., 2003, Rumbo et al., 2002} Stocco etal., 20105 Teml et al.,[2007; Wright
etal., 2004; Wusk etal., |2004). Ein wichtiges Motiv stellt fiir einige Studien auch
eine Dosisanpassung dar (Cunliffe und Scott, 2002; Gupta et al., [2001; Haines et al.,
2010; Louis und Belaiche, 2003; Ooi etal., 2007; Rumbo etal., 2002). Ebenso wird
das Vermeiden einer unerwiinschten Wirkung postuliert (Bruns und Stallmach, |2009;
Haines et al.,|2010; Hanai et al., 2010; Ooi et al., 2007; Rumbo et al., 2002)). Bruns und
Mitarbeiter (2009) regen an, aufgrund der schlechten Vorhersagbarkeit der Response
bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine Metaboliten-Bestimmung durch-
zufithren. Weiterhin sollten die Thiopurin-Spiegel drei bis vier Monate nach Thera-
piebeginn bei ausbleibendem Ansprechen iiberpriift werden. Gilissen und Kollegen
(2004) schlagen vor, samtliche Patienten mit aktiver Erkrankung einem Monitoring
zu unterziehen. Dariiber hinaus werden eine bestimmte Komedikation und eine er-
niedrigte TPMT-Aktivitat als Indikation empfohlen (Sandborn, 2004]). Lichtenstein
(2004) weist auf Kurzdarmsyndrom und Malabsorption als Indikatoren fiir ein Moni-
toring hin.

Konsens besteht in der Uberwachung des Differentialblutbildes und der Leberenzyme
nach Initiation der Thiopurin-Therapie zur friithzeitigen Identifikation einer Myelo-
suppression oder Hepatotoxizitit, zunéchst in wichentlichen Absténden fiir zwel bis
acht Wochen und danach alle zwei bis vier Wochen (Dignass et al., 2004; Hoffmann
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etal., |2008a; Travis etal., 2006b). Nach drei Monaten erscheint eine Messung alle
zwolf Wochen ausreichend. Die Inzidenz der Myelosuppression liegt in den ersten

acht Wochen nach Therapiebeginn am hochsten (Gisbert und Gomollon, 2008} Lewis
etal., 2009)).

Aufgrund von Unterschieden im Purin-Metabolismus monieren Duley und Florin
(2005) die Messung der Thiopurin-Metaboliten in Erythrozyten anstelle von Leu-
kozyten, welche zusammen mit dem Knochenmark als Zielgewebe fiir Azathioprin
fungieren. Einen Grund hierfiir stellt das Enzym IMPDH dar, welches als limitieren-
der Faktor bei der Bildung von 6-TGN angesehen wird (Jackson etal., |1975) und
in Erythrozyten in geringerer Aktivitdt vorliegt als in peripheren mononukledren
Zellen (85 pmol mg™! Protein h™' wersus 13 100 pmol mg™' Protein h!) (Haglund
et al., 2008; Montero etal., 1995). Diese Messungen erfolgten allerdings in gesunden
Probanden. Haglund et al. analysierten das Enzym genauer und stellten fest, dass
die Enzymhdohe nicht mit der gebildeten 6-TGN-Hohe assoziiert ist (Haglund et al.,
2008). Dies konnte zum einen bedeuten, dass die IMPDH trotz einer geringen Ak-
tivitdt in ausreichender Hohe vorhanden ist und keinerlei limitierenden Charakter
auf die 6-TGN-Produktion ausiibt. Zum anderen verglichen Haglund und Mitarbei-
ter die monozytiare IMPDH-Aktivitdt mit erythrozytiren 6-TGN-Spiegeln, so dass
die fehlende Korrelation durch einen methodischen Fehler bedingt sein konnte (Hag-
lund et al., 2008). Wiinschenswert wire eine Untersuchung von Enzym-Aktivitdt und
Metaboliten-Hohe im gleichen Kompartiment, vorzugsweise im Zielgewebe. Montero
und Kollegen (1995) untersuchten die Enzymhohe zudem nur in gesunden Proban-
den, wohingegen Haglund et al. die Bestimmung auch in CED-Patienten unter min-
destens 3,5-monatiger Azathioprin- oder 6-Mercaptopurin-Therapie vornahmen, wo
sich eine im Vergleich zu den gesunden Probanden erhthte IMPDH-Aktivitdt in Ery-
throzyten zeigte (14 000 pmol mg™' Protein h™'). Jedoch fehlt bislang ein Vergleich
der IMPDH-Enzymaktivitdten in Erythrozyten und Monozyten unter bestehender
Azathioprin- /6-Mercaptopurin-Medikation.

Eine Studie analysierte die Aktivitdt der Nukleosid-Diphosphat-Kinase (NDPK) in
Erythrozyten von 37 Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und
kam zu dem Ergebnis, dass interindividuelle Unterschiede in der NDPK-Hohe beste-
hen, aber die Aktivitdt des Enzyms nicht mit der Héhe der Thiopurin-Metaboliten
der Erythrozyten korreliert (Karner etal., |2010).

Ebenso wie die IMPDH scheint also auch die NDPK die Entstehung von 6-TGN,
genauer TGTP, nicht zu limitieren.

Wie Duley und Florin (2005) in ihrer Arbeit vermuten und auch Schwab et al. (un-
verdffentlichte Daten; 2005) konstatieren, sind deoxygenierte Thioguanin-Nukleotide
wie dTGTP in Erythrozyten von Patienten mit Morbus Crohn unter Azathioprin-
Therapie nicht detektierbar. Eine Theorie besteht darin, dass Azathioprin-Metaboliten
als 6-Thioguanin in hepatischen und/oder nicht-hepatischen Geweben vorgeformt
(Kurowski und Iven, [1991)) und konsekutiv von zirkulierenden Erythrozyten absor-
biert und intrazelluldr in 6-TGN konvertiert werden (Duley und Florin, 2005). So
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konnte beispielsweise im Zytosol humaner Leberzellen nach Inkubation mit 6-Mer-
captopurin eine dosisabhangige Akkumulation von 6-TG festgestellt werden (Rowland
etal., |[1999). Eine fehlende Ribonukleosid-Diphosphat-Reduktase im Erythrozyten--
Metabolismus wiirde die nicht detektierbaren deoxygenierten Thioguanin-Nukleotide
bei vorhandenen 6-TGN erkldren, jedoch existieren hierzu bislang keine Untersuchun-
gen.

Mehrere Arbeiten befassen sich mit dem Vergleich der Thiopurin-Metaboliten-Mes-
sung in Erythrozyten und Leukozyten. Eine Korrelation von erythrozytéren mit leu-
kozytéren 6-TGN-Spiegeln konnte belegt werden (Cuffari et al., 2004a; Hedeland et al.,
2010). Jedoch wurden sowohl fiir Patienten mit ALL als auch mit CED in Leukozyten
hohere Spiegel als in Erythrozyten detektiert (Lancaster etal., 2002; Thomas et al.,
2005). Interessanterweise konnten methylierte Metaboliten wie 6-MMP in Leukozyten
nicht nachgewiesen werden (Bergan etal.,|1997a). Bergan et al. bestimmten 6-TGN
in Erythrozyten, neutrophilen Granulozyten, CD4"-Lymphozyten und Retikulozyten
und stellten fest, dass die 6-TGN-Spiegel in Neutrophilen 31-fach iiber den Spiegeln in
Erythrozyten lagen (Bergan etal., 1997a)). In Retikulozyten wurden niedrigere Spie-
gel als in Erythrozyten quantifiziert und in CD4"-Lymphozyten waren 6-TGN und
6-MMP nicht detektierbar. Bergan und Mitarbeiter schlagen als Konsequenz die fort-
bestehende Verwendung von Erythrozyten als Surrogatmessort fiir das Zielgewebe
von Azathioprin vor.

Der Einsatz von peripheren Leukozyten als Messort hitte den Vorteil, dass direkt Nu-
kleotide und nicht Basen oder Nukleoside gemessen wiirden, wie dies bisher der Fall
ist. Andererseits erschwert eine zeit- und arbeitsintensive Purifikation der Leukozyten
die Metaboliten-Bestimmung. Leukozyten sind fragil und zerfallen schnell. Ein grofe-
res Blutvolumen wire somit notwendig. Erythrozyten hingegen haben den Nachteil,
dass sie durch Leukozyten kontaminiert sein kénnen, welche dann das Messergebnis
verfilschen (Duley und Florin, 2005).

Daraus geht hervor, dass beide Messorte ihre Vor- und Nachteile besitzen und somit
aktuell keine Methode existiert, die zeitnah ein kostengiinstiges, einfaches, schnell
verfiigbares und reproduzierbares Monitoring erméglicht.

5.4.1 Monitoring mittels 6-TGN — wertvolle Hilfe oder entbehrlich?

Der Metabolit 6-TGN benotigt etwa zwei bis drei Wochen, bis ein steady state im
Erythrozyten gemessen werden kann (Sandborn et al.,|1999). Durch intravendse Ga-
be von Azathioprin konnte dieser Zustand nicht antizipiert werden. Auch eine vor-
iibergehende Dosissteigerung von einigen Tagen wirkt sich nicht auf die Hohe der
6-TGN-Spiegel aus (Bergan et al., 1997b). Dennoch betrigt die Zeit bis zum tatsach-
lichen Wirkungseintritt in chronisch entziindlichen Darmerkrankungen mindestens
drei Monate. 6-TGN als Surrogatparameter in Erythrozyten liefert zu diesem frithen
Zeitpunkt keinerlei Hinweis auf ein Ansprechen des Patienten auf die Azathioprin-
Therapie. Fraglich ist daher, ob das bestehende Modell, das den Wirkmechanismus
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der Zytotoxizitiat von Azathioprin {iber einen Einbau von 6-TGN in DNA und RNA
erklart, mit dem spédten Wirkbeginn in chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
vereinbar ist. Die Tatsache, dass Thiopurine auch in weiteren Erkrankungen und Si-
tuationen angewendet werden, in denen ein drei- bis sechsmonatiger Wirkungseintritt
nicht denkbar wire (Therapie der akuten lymphatischen Leukimie und Immunsup-
pression nach Organtransplantation), ldsst den Riickschluss zu, dass eine Wirkung
auf mehreren Ebenen stattfindet und somit mehr als ein Modell zur Erklarung des
Wirkmechanismus existieren konnte.

Hohe 6-TGN-Spiegel sind zwar in zahlreichen Studien mit einem Ansprechen auf
die Thiopurin-Therapie assoziiert, jedoch besteht eine ausgedehnte Uberlappung von
Effizienz und Toxizitét der gemessenen 6-TGN-Spiegel (Bruns und Stallmach, |2009).
Die Sensitivitit und Spezifitit liegen mit 62 % und 72 % nicht hoch (Waljee et al.,
2010).

Ein Monitoring der Thiopurin-Therapie mittels 6-TGN scheint weder zu Therapie-
beginn geeignet, um ein Ansprechen zu prognostizieren, noch kann 6-TGN zuverlés-
sig und fehlerfrei zwischen Patienten mit und ohne Ansprechen differenzieren. Eine
nicht unerhebliche (kérperliche, psychische, aber auch 6konomische) Belastung stellt
die Tatsache dar, dass frithestens drei Monate nach Therapiebeginn beurteilt wer-
den kann, ob ein Ansprechen erfolgt und die Therapie fortgefiihrt werden kann oder
umgestellt werden muss. Ein Monitoring, welches ein Ansprechen bereits kurz nach
Therapiebeginn prognostizieren kénnte, wiirde einen deutlichen Fortschritt in der Ge-
staltung der Therapieregime darstellen.

5.4.2 TPMT — Reziproke Assoziation mit Ansprechen und Korrelation
mit 6-MMP

Im rekrutierten Patientenkollektiv konnte die in zahlreichen Studien (Cuffari et al.,
2004a; Hanai etal., [2010; Lennard etal., [1990; Lennard etal., |[1997; Lichtenstein,
2004) beschriebene inverse Korrelation zwischen der TPMT-Aktivitat und 6-TGN-
Spiegeln nicht reproduziert werden. Im Morbus Crohn-Patientenkollektiv wurde zwar
ein Zusammenhang von TPMT mit 6-TGN und TGTP berechnet, jedoch war dieser
nur schwach ausgeprégt (rs = 0,20 und rg = 0,26; p = 0,05 und p = 0,011) und nicht
invers.

Auffillig war jedoch eine inverse Korrelation der TPMT-Aktivitat mit dem Anspre-
chen in einigen Untergruppen (Kapitel 4.4.2] 4.5.2und 4.6.1]). Auch diese Erkenntnis
wurde in mehreren Studien herausgestellt (Azhary ef al., 2009; Chocair et al., [1992;
Cuffari et al.,[2004b; Dervieux et al., 2000 Hindorf et al., 2010; Kwan et al.,[2008; Len-
nard et al., 1990; Lennard und Lilleyman, 1996} Lennard, 1998 McLeod et al., [1995).
In einigen Arbeiten wurde eine hohe TPMT-Aktivitdt mit niedrigen 6-TGN-Spiegeln
assoziiert. Allerdings konnte diese Beobachtung im vorliegenden Patientengut nicht
bestétigt werden. Im untersuchten Patientenkollektiv befanden sich ausschlieflich Pa-
tienten mit normaler bis hoher TPMT-Aktivitdt und sieben Patienten (5 %) mit
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sehr hoher Aktivitdt. Viele Patienten litten unter einem schweren und komplikations-
reichen Krankheitsverlauf mit Stenosierung, Fistulierung oder Steroidabhingigkeit.
Vierzehn Patienten (11 %) erhielten eine Anti-TNF o-Therapie. Intermediére, nied-
rige oder fehlende TPMT-Aktivitdt wurden bei keinem Patienten detektiert.

Die Hohe der TPMT-Aktivitdt kann einen Anhaltspunkt darstellen, um ein An-
sprechen auf die Azathioprin-Therapie vorherzusagen. Patienten mit hoher TPMT-
Aktivitét gehoren eher einer Risikogruppe (fistulierender oder steroidabhéngiger Krank-
heitsverlauf, hohe Dosierungen) an. Patienten mit intermedidrer oder niedrig-nor-
maler Aktivitit scheinen besser anzusprechen. Neben einer Metaboliten-Bestimmung
konnte also auch eine TPMT-Enzymmessung einen Anhaltspunkt fiir das Ansprechen
eines Patienten auf eine Thiopurin-Therapie liefern.

Im Morbus Crohn-Patientenkollektiv konnte eine schwache Korrelation der TPMT-
Aktivitdt mit der Azathioprin-Dosierung ermittelt werden (p = 0,24). Auch dieses
Resultat konnte in einer weiteren Studie bestétigt werden (Daperno et al., |[2009).

Die TPMT stellt eines der wichtigsten Enzyme des Thiopurin-Metabolismus dar und
wirkt an zahlreichen Stellen iiber eine S-Methylierung der Metaboliten. In einer Un-
tersuchung an 14 500 spanischen Patienten zeigte sich eine leichte TPMT-Erhéhung
durch eine Therapie mit Azathioprin, die jedoch klinisch vermutlich nicht relevant sein
diirfte (Gisbert etal., [2007). Eine Erhohung der TPMT-Aktivitét fithrte in der vor-
liegenden Arbeit in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten (Coulthard et al., 2002)
auch zur Erhohung des Metaboliten 6-MMP. Dieser korrelierte allerdings in dieser
und auch in den oben genannten Studien nicht mit einem schlechten Ansprechen. Dies
kénnte darin begriindet sein, dass 6-MMP nicht der einzige durch die TPMT gebildete
Metabolit ist. Neben 6-MMP werden durch die TPMT noch zahlreiche weitere methy-
lierte Metaboliten gebildet, welche allerdings in dieser Arbeit nur zum Teil gemessen
wurden: meTGMP, meTGDP und meTGTP (gemessen als MTGN), meTIMP (und
daraus meTIDP und meTITP), 6-MMPR und meTITP iiber einen alternativen Weg
(Abbildung[5.1). Der Metabolit meTIMP wird iiber eine PPAT-vermittelte Inhibition
fiir die Hemmung der De novo-Purin-Nukleotid-Synthese verantwortlich gemacht.

Wusk und Kollegen (2004) beschreiben in Untersuchungen an 182 Patienten mit chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen einen Anstieg des Metaboliten MMPN mit
zunehmender Therapiedauer. Allerdings wurden fiir diese Studie auch Patienten mit
gerade initiierter Thiopurin-Therapie rekrutiert. Zu Beginn der Therapie waren die
MMPN-Spiegel partiell nicht detektierbar oder sehr niedrig. In der hier vorliegenden
Arbeit wurden ausschlieklich Patienten mit mindestens sechsmonatiger Azathioprin-
Therapie inkludiert, daher kann diese Beobachtung hier nicht nachvollzogen werden.

Eine préferentielle Bildung methylierter Metaboliten wurde in einer Arbeit an 9187
CED-Patienten bei sechs Prozent der Patienten festgestellt. Gewertet wurden Patien-
ten mit TG-Spiegeln > 230 und MMP-Spiegeln > 5700 pmol /8 x 108 RBC (Bloomfeld
und Onken, 2003). In der vorliegenden Studie wiesen lediglich fiinf Patienten (4 %)
6-MMP-Spiegel in dieser Hohe auf.
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Es ist festzuhalten, dass fiir das Enzym TPMT zahlreiche Moglichkeiten bestehen,
einen Einfluss auf die Metaboliten-Spiegel auszuiiben. Ob hier ein einzelner Meta-
bolit eine héhere Gewichtung hat oder die Summe der entstandenen methylierten
Metaboliten ausschlaggebend ist, sollte in weiteren Studien geklért werden.

5.4.3 Monitoring und Erfassung der Krankheitsaktivitat

In der vorliegenden Arbeit wurden die Patienten in Zusammenschau aller Befunde
wie Ergebnisse endoskopischer und bildgebender Untersuchungen, CDAI, CAI IBDQ),
dem Vorliegen eines steroidabhingigen oder steroidrefraktéren Verlaufs, dem Vorlie-
gen eines fistulierenden oder stenosierenden Verlaufs, Therapie mit Anti-TNF o und
den Ergebnissen aus Fragebogen oder persénlichem Interview den Gruppen , Remis-
sion“ und ,,keine Remission“ zugeordnet.

Tabelle listet diejenigen Studien an Patienten mit chronisch entziindlichen Dar-
merkrankungen auf, die ein Monitoring von 6-TGN mit einem Ansprechen auf die
Thiopurin-Therapie korrelierten. Die Erfassung des Ansprechens erfolgte dabei je
nach Erkrankung des Patientenkollektivs mit verschiedenen Hilfsmitteln. Von den
13 analysierten Arbeiten wandten fiinf den Harvey-Bradshaw-Index an. Lowry et al.
(2001) beispielsweise verwendeten zur Messung lediglich den IBDQ, Cuffari und Mit-
arbeiter (1996; 2001) nutzten den Harvey-Bradshaw-Index. Der CDAI oder PCDAI
kam in sechs Untersuchungen zum Einsatz.

Somit wurde die Krankheitsaktivitdt mit sehr heterogenen Mitteln erfasst, was zu-
satzlich zur verwendeten Metaboliten-Methode und Verarbeitungszeit die Vergleich-
barkeit der Studien erschwert. Eine alleinige Korrelation des Monitorings mit einem
Lebensqualititserfassungsbogen erscheint nicht optimal, ideal dagegen wire eine Fr-
hebung des CDAI in allen Studien an Morbus Crohn-Patienten.

5.4.4 Non-Compliance

In der vorliegenden Studie wurden 41 Proben (14,3 %) aufgrund nicht bestimmbarer
TGDP- und TGTP-Spiegel in Verbindung mit nicht messbaren 6-MMP-Werten aus-
geschlossen. Nicht detektierbare Metaboliten-Spiegel stellen einen Hinweis auf Non-
Compliance dar. Non-Compliance oder auch Nicht-Adhérenz bezeichnet hier die man-
gelhafte Befolgung eines Medikamentenplans durch den Patienten. Diese ldsst sich
weiter aufteilen in Nicht-Akzeptanz (beispielsweise wird ein Rezept nicht eingeldst)
und Nicht-Persistenz (Therapie wird durch den Patienten eigenméchtig abgebrochen).

Einige Studien berichten iiber mangelnde Therapietreue bei nicht quantifizierbaren
Metaboliten-Spiegeln in dhnlicher Hohe (Goldenberg et al.,|[2004; Wright et al.,|2004).
Gearry und Barclay (2005) unterscheiden die Non-Compliance, definiert durch niedri-
ge oder nicht messbare 6-TGN- und 6-MMP-Werte von einer Unterdosierung, welche
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Tabelle 5.2: Erfassung der Krankheitsaktivitit

Von den 13 untersuchten Studien wurde in sechs der CDAI/PCDAI und in fiinf der Harvey-Bradshaw-Index verwendet. In einer Studie
wurde der IBDQ eingesetzt. Abkiirzungen: HBI = Harvey-Bradshaw-Index, CDAI = Crohn’s Disease Activity Index, SLEDAI = Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index, UCDAI = Ulcerative Colitis Disease Activity Index, PCDAI = Pediatric Crohn’s Disease
Activity Index, IBDQ = Inflammatory Bowel Disease Questionnaire.

Erstautor Jahr Messung des Ansprechens Erkrankung Patienten- Studlen:
anzahl population
Belaiche et al. 2001 CDAI MC 28 Erwachsene
Cuffari et al. 1996 HBI MC 25 Erwachsene
Cuffari et al. 2001 HBI CED 82 Erwachsene
. modifizierter HBI oder Truelove und .

Dubinsky et al. 2000 Witts-Kriterien CED 92 Kinder
Goldenberg et al. 2004 HBI, Powell-Tuck-Activity-Index CED 74 keine Angabe
Herrlinger et al. 2004 CDAI MC 26 Erwachsene
Lowry et al. 2001 IBDQ CED 170 Erwachsene
QOoi et al. 2007 PCDAI CED 56 Kinder
Reuther et al. 2003 HBI MC 71 keine Angabe
Roblin et al. 2005 CDAI, UCDAI, Lichtiger Score MC/CU 70/36 Erwachsene
Schedel et al. 2006 CDAI, SLEDAT MG, CU, SLE, PSS, RA 59 keine Angabe
Wright et al. 2004 CDAI/Walmsley simple index CED 159 Erwachsene

. Erwachsene
Wusk et al. 2004 keine Angabe MC/CU/AIH 119/63/18 und Kinder
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bei niedrigen 6-TGN und 6-MMP-Werten vorliegt. Bloomfeld und Onken (2003) ana-
lysierten die Adhérenz an 9187 Individuen mit chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen. 263 Patienten (3 %) wurden als non-compliant und 4260 Patienten (46 %)
als unterdosiert klassifiziert. In dieser Arbeit galten nur undetektierbare Metaboliten-
Messungen von 6-TGN und 6-MMP als fehlende Therapietreue. Subtherapeutische
Spiegel, wie sie moglicherweise bei Patienten mit intermittierender Non-Compliance
auftreten konnten, wurden als Unterdosierung gewertet. Da eine Non-Compliance-
Quote von 3 % sehr niedrig und eine Unterdosierungs-Quote von 46 % recht hoch
erscheint, erfolgte in dieser Studie moglicherweise eine fehlerhafte Einstufung der
Probanden. Bokemeyer und Kollegen (2007) erforschten die Unterschiede in der Mes-
sung der Nicht-Adhdrenz mittels eines Fragebogens und der Thiopurin-Metaboliten-
Messung und errechneten eine Konkordanzrate von 75 %. In dieser Untersuchung
lag die Nicht-Adhirenz-Quote nach der Metaboliten-Messung bei 9 %. Makgebliche
Faktoren vermuten Arbeitsgruppen in der aktuellen Krankheitsaktivitdt, dem Wissen
iber die Erkrankung, Bildungsstand, Kultur und sozio6konomischem Status (Bernick
und Kane, |2010; Lilleyman und Lennard, [1996)). Ein grofes Problem stellt die man-
gelhafte Befolgung des Therapieplans bei Kindern und jugendlichen Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und ALL dar. Hommel und Mitarbeiter
(2009) ermittelten beispielsweise fiir nur 14 % der Jugendlichen mit chronisch ent-
ziindlichen Darmerkrankungen therapeutische 6-TGN-Spiegel, da von den iibrigen
Studienteilnehmern etwa 40-50 % der Dosen ausgelassen wurden. Lancaster et al.
(1997) dokumentierten in einer Studie iiber Kinder mit ALL immerhin eine fehlende
Therapietreue bei 2 %, Lilleyman und Lennard (1996) vermuten, ebenfalls bei ALL-
Kindern, eine Quote von 10-30 %. Ooi et al. (2007) monierten in ihrer Studie an
Kindern mit CED eine Nicht-Adhérenz-Quote von 16 %. Rumbo et al. (2004) beklag-
ten an padiatrischen Patienten mit Posttransplantationshepatitis und rezidivierender
Autoimmunhepatitis bei 29 % eine fehlende Bereitschaft zur Befolgung der Therapie.
Nevins und Thomas (2009) beanstandeten in einer iiber vier Jahre durchgefiihrten
Studie an nierentransplantierten Patienten gravierende Méngel in der Regelmafigkeit
der Azathioprin-Einnahme. Mit Hilfe einer elektronischen Vorrichtung in der Verpa-
ckung des Medikaments wurde dabei erfasst, ob der Patient die Tabletten regelméfbig
einnahm. Zwischen der Compliance und dem Qutcome nach der Transplantation be-
stand eine direkte Assoziation: Patienten mit unregelméfiger Medikamenteneinnahme
hatten mit akuten und chronischen Abstofsungsreaktionen, Verlust des Transplantats
und Tod zu rechnen.

Somit entspricht die in dieser Studie gemessene Non-Compiance-Quote von 14,3 %
in etwa den Werten, die auch in anderen Studien berechnet wurden. Generell scheint
je nach Studienpopulation etwa 1/10 der Patienten mit chronisch entziindlichen Dar-
merkrankungen Unregelméfigkeiten in der Medikamenteneinnahme aufzuweisen, da-
her ist der Nutzen des Monitorings der Thiopurin-Metaboliten zur Beurteilung der
Patienten- Compliance unbestritten (Bokemeyer et al., 2007; Coulthard und Hogarth,
2005; Lichtenstein, 2004; Louis und Belaiche, 2003 Ooi etal., [2007; Reuther efal.,
2003 Rumbo et al., 2002} Schwab etal., [2003; Teml et al., 2007; Wright ef al., [2004;
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Wusk et al., [2004).

5.5 Inter- und Intra-Patienten-Variabilitdten: Mdgliche
EinflussgroBen

In dieser Arbeit konnte anhand mehrfacher Messungen bei einzelnen Probanden im
Rahmen einer Panelstudie dargelegt werden, dass sich die Hohe der Azathioprin-
Metaboliten 6- TGN, TGDP und TGTP individuell unterscheidet. Diese Erkenntnis
konnte sowohl fiir Morbus Crohn als auch fiir Colitis ulcerosa gewonnen werden.
Differenziert werden muss zwischen interindividuellen und intraindividuellen Variabi-
litdten. Erstere konnten in beiden Patientenkollektiven und fiir alle drei Metaboliten
dargestellt werden. Letztere konnten in beiden Stichproben vornehmlich fiir den Me-
taboliten TGDP belegt werden. Hier konnten fiir Morbus Crohn bis zu 4-fache und fiir
Colitis ulcerosa bis zu 8-fache Abweichungen préasentiert werden (TGTP: fiir Morbus
Crohn 2-fache und fiir Colitis ulcerosa 4-fache Variation). Die maximale Standardab-
weichung fiir TGTP bezifferte sich auf 123 pmol/8 x 10* RBC fiir Morbus Crohn und
auf 103 pmol/8 x 10® RBC fiir Colitis ulcerosa.

In verschiedenen Arbeiten wurde eine Inter- (Bruns und Stallmach, 2009; Chan et al.,
1990; Chrzanowska et al., [1999; Derijks et al., 2004; Lennard etal., [1990; Lilleyman
und Lennard, |1994; Nguyen et al., 2010b; Palle et al.,[2009) und Intra- (Bergan et al.,
1994; Gearry und Barclay, 2005) Patienten-Variabilitit fiir 6-TGN beschrieben. Auch
fiir 6-Thioguanin ist eine Inter-Patienten-Variabilitdt bekannt (Lancaster et al., 2001).
Wright und Kollegen (2004) berichten in ihrer Studie an 159 Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen, bei denen 6-TGN iiber 2 Jahre zwischen 3 und 14
Mal detektiert wurde, iiber eine 1- bis 5-fache Variation der 6-TGN-Werte innerhalb
eines Probanden. Chan et al. (1990) dokumentieren betréchtliche Unterschiede fiir
6-TGN zwischen den Probanden ihrer Studie. Intraindividuelle Variationen bis 29,8 %
wurden ebenfalls beobachtet. Eine Inter-Patienten-Variabilitdt wurde fiir TGDP und
TGTP konstatiert (De Boer etal., 2007a; Karner etal., 2010). De Boer und Mitar-
beiter bestimmten die TGDP- und TGTP-Spiegel von 7 Morbus Crohn-Patienten
unter 6-Thioguanin-Therapie und stellten ebenso wie fiir 6-TGN eine hohe interindi-
viduelle Variabilitit fest. Die Standardabweichungen fiir TGDP und TGTP wurden
mit 118 bzw. 464 pmol/8 x 108 RBC berechnet und lagen damit wesentlich hdher als
die gemessenen Standardabweichungen der vorliegenden Arbeit. Eine Intra-Patienten-
Variabilitédt wurde fiir diese beiden Metaboliten bislang noch nicht spezifiziert. Fiir die
TPMT-Aktivitit konnten McLeod und Mitarbeiter (1995) demonstrieren, dass die In-
terpatientenvariabilitit 58-fach schwankt, die Intra-Patienten-Variabilitit innerhalb
eines Jahres jedoch nur 13,5 % betragt.

Aufgrund der gemessenen vorherrschenden interindividuellen Variabilitdten vor den
intraindividuellen Unterschieden kann bei Betrachtung lediglich der punktuellen Da-
ten dieser Arbeit aufgezeigt werden, dass oftmals die Differenzen zwischen einem
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Individuum in Remission und im akuten Schub geringer erscheinen, als zwischen zwei
Patienten, die sich beide in Remission befinden. Interessanterweise konnten jedoch
Gupta et al. (2001) anhand serieller 6-TG-Messungen herausstellen, dass eine Asso-
ziation dieses Metaboliten mit einer Remission des Patienten besteht.

Einen méglichen Faktor, welcher die Azathioprin-Metaboliten-Spiegel beeinflussen
kénnte, stellt die Absorption des Pharmakons im Intestinaltrakt dar. Bei gesunden
Individuen wird diese zwischen 16 und 50 % gemessen (Nielsen etal., 2001)). Eine
schwankende Bioverfiigharkeit zwischen 27 und 83 % wurde bereits thematisiert (Van
Os etal., 1996). Zudem koénnte bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen die Hohe der Spiegel zusétzlich durch die aktuelle Krankheitsaktivitéit be-
eintrichtigt werden. Ebenso konnte der Einfluss unterschiedlicher Enzym-Aktivititen
von Bedeutung sein. Auch ein Zustand nach operativen Eingriffen am Intestinal-
trakt konnte einen Einfluss ausiiben. So konnte in dieser Arbeit eine Probandin mit
Tleostoma-Anlage und bei vorhandener Compliance kaum messbaren Spiegeln von
TGTP, TGDP und 6-TGN trotz hoher 6-MMP-Spiegel identifiziert werden (TGTP:
6 pmol/8 x 108 RBC; TGDP: 4 pmol/8 x 10® RBC; 6-TGN: 15 pmol/8 x 108 RBC;
6-MMP: 90 pmol/8 x 10* RBC). Zwei weitere Patienten mit Ileostoma konnten aller-
dings addquate Metaboliten-Spiegel erzielen. Obwohl hieriiber keine Studien existie-
ren, empfiehlt Lichtenstein (2004) die Thiopurin-Metaboliten-Messung bei Patienten
mit Kurzdarmsyndrom und bei Malabsorption zur besseren Therapieiiberwachung.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass die intraindividuellen Unter-
schiede der Thiopurin-Metaboliten eine geringere Rolle zu spielen scheinen als die
hier vorwiegend detektierten interindividuellen Differenzen. Aktuell ist die genaue
Bedeutung fiir ein Monitoring unklar, jedoch deutet sich an, dass ein serielles 6-TGN-
Monitoring mit einem Ansprechen korreliert werden kann und anhand punktueller
Messungen eine gute Assoziation von TGTP-Spiegeln und Ansprechen besteht.

5.6 Azathioprin und Dosierung — Der Metabolit TGTP
korreliert mit der Azathioprin-Dosierung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal beschrieben werden, dass der Aza-
thioprin-Metabolit TGTP, welcher {iber die GTPase Racl und Inhibition der CD28-
Kostimulation zur Apoptose von T-Lymphozyten fiihrt, direkt und hochsignifikant
mit der Azathioprin-Dosierung assoziiert war. Diese Korrelation war fiir das Morbus
Crohn-Patientenkollektiv hoher als fiir die Colitis ulcerosa-Probanden. Neben TGTP
wiesen auch TGDP, 6-TGN und MTGN einen signifikanten Zusammenhang mit der
Azathioprin-Dosierung auf.

Weiterhin konnte aufgezeigt werden, dass Patienten mit niedriger Azathioprin-Dosie-
rung meist niedrige TGTP-Spiegel erzielten. Probanden mit hoher Dosierung erreich-
ten jedoch im Umkehrschluss nicht zwangslaufig hohe TGTP-Spiegel; vielmehr waren
die TGTP-Spiegel dieser Stichprobe sehr heterogen. Daher wurde diese Untergruppe
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Tabelle 5.4: Korrelation der Thiopurin-Dosierung mit 6-TGN

Nachfolgend ist eine Ubersicht iiber die aktuelle Literatur zur Korrelation der Thiopurin-Dosierung mit 6-TGN dargestellt. Es zeigte sich
in den Studien eine méfsige Korrelation mit r zwischen 0,18 und 0,51 (in der hier beschriebenen Studie war r = 0,31 fiir 6-TGN und fiir

das gesamte Patientengut).

Erkran- Patienten- . . . weitere
Erstautor Jahr kung anzahl Thiopurin Dosierung r P Korrelationen
Decaux et al. 2000  diverse 43 Azathioprin mg/kg 0,51 < 0,01
Dubinsky e ol. 2002 CED 51 pzathioprin, 6-MMPR
Azathioprin, 6-MMP: r = 0,36;
Goldenberg et al. 2004 CED 74 6-MP mg/kg 0,22 0,08 p — 0,002
Heneghan et al. 2006 AIH 86 Azathioprin  mg/kg 0,41 < 0,0001 21\<41\041;01r = 0,3%;
Azathioprin meTTMP:
Hindorf et al. 2004  diverse 593 P, absolut r = 0,45;
6-MP
p < 0,001
absolut:
Azathioprin, absolut und 0,18; absolut: 0,04;
Morales et al. 2007 CED 155 6-MP me /kg me/ke: me /ke: 0,03
0,19
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mit hoher Dosierung > 1,8 mg/kg KG genauer analysiert, wobei belegt werden konnte,
dass sich Patienten mit héheren TGTP-Spiegeln (> 90 pmol/8 x 108 RBC) eher in Re-
mission befanden als die Probanden mit niedrigen Spiegeln (< 90 pmol/8 x 10® RBC)
trotz hoher Azathioprin-Dosierung. Es scheint also eine Patientengruppe zu existieren,
die trotz adidquater Azathioprin-Dosis nicht auf die Therapie anspricht. Um weite-
re Merkmale dieser Non-Responder-Gruppe zu definieren, wurden die Metaboliten-
Hohen dieses Kollektivs mit denjenigen der Responder verglichen. Hier konnten jedoch
keine weiteren Hinweise beispielsweise fiir das Vorliegen eines alternativen Metaboli-
sierungsweges gewonnen werden; TPMT-Aktivitat und 6-MMP-Spiegel unterschieden
sich nicht signifikant.

Die einzigen Daten zur Dosisabhingigkeit des Metaboliten TGTP stammen aus dem
Jahre 1990 von Liliemark et al. . Diese konnten an der Maus-Leukémie-Zelllinie WE-
HI-3b nachweisen, dass bei steigender 6-Mercaptopurin-Dosierung zwischen 0,01 und
1 pM die Metaboliten TGMP, TGDP, TGTP, TXMP und TIMP anstiegen. Zwischen
1 und 10 uM blieben TGMP, TGDP und TGTP konstant und fielen ab einer Konzen-
tration iiber 10 uM wieder ab. TXMP blieb konstant und TIMP stieg weiter an. Diese
Selbstlimitierung des Thiopurin-Metabolismus fiihrten Liliemark und Mitarbeiter auf
eine Depletion von ATP durch Inhibition der DNPS durch TIMP zuriick.

Eine Dosisabhéngigkeit von Azathioprin/6-Mercaptopurin und 6-TGN wurde in vie-
len Arbeiten beleuchtet. Decaux et al. (2000) schilderten in ihrer Studie an 43 Pa-
tienten, die an unterschiedlichen Erkrankungen litten und mindestens sechs Mo-
nate mit Azathioprin therapiert wurden, eine mibige Korrelation zwischen Dosie-
rung (in mg/kg/d) und 6-TGN-Spiegeln mit r = 0,51 und p < 0,01. Dubinsky
und Kollegen (2002) berichteten tber eine Erhéhung der 6-TGN-Spiegel nach Do-
sisanhebung von Azathioprin/6-Mercaptopurin bei 51 Patienten mit chronisch ent-
ziindlichen Darmerkrankungen. Dariiber hinaus wurde hier auch eine Erhéhung der
6-MMPR-Spiegel und eine damit assoziierte Hepatotoxizitdt bei 24 % der Patien-
ten demonstriert. Die Arbeitsgruppe um Goldenberg (2004) untersuchte 74 Morbus
Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten und konnte ebenfalls eine schwache Korrela-
tion der 6-TGN-Spiegel mit der Azathioprin-/6-Mercaptopurin-Dosierung in mg/kg
(r = 0,22, p = 0,08) herausstellen. Signifikant hingegen war der Zusammenhang der
6-Mercaptopurin-Dosierung mit den 6-MMP-Spiegeln (r = 0,36, p = 0,002). Lennard
und Kollegen (1996) konnten an 21 Kindern mit ALL belegen, dass eine Dosisstei-
gerung von 6-Mercaptopurin um 25 % zu erhohten 6-TGN-Spiegeln von im Median
90 pmol/8 x 10® RBC fiihren. Auch Morales et al. (2007) kalkulierten eine schwa-
che Korrelation zwischen Dosierung von Azathioprin/6-Mercaptopurin und 6-TGN-
Spiegeln an 155 Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen: r = 0,18,
p = 0,04 fiir die absolute Dosis und r = 0,19, p = 0,03 fiir die Dosierung in mg/kg.
Ebenso konnten Stevens und Mitarbeiter (2004) eine Assoziation zwischen 6-TGN-
Spiegeln und Azathioprin, nicht jedoch 6-Mercaptopurin messen (p < 0,005, r nicht
angegeben). In einigen weiteren Studien wurde ein Zusammenhang von 6-TGN oder
6-MMP mit Azathioprin/6-MP beobachtet (Haines et al., 2010; Heneghan et al., 2006;
Hindorf et al., 2004b; Nguyen et al., 2010b).
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Somit konnte hier eine direkte Assoziation von TGTP (daneben auch von 6-TGN,
TGDP und MTGN) mit der Azathioprin-Dosierung wiedergegeben werden. Niedri-
ge Dosen resultierten in geringen Metaboliten-Spiegeln, hingegen hatten hohe Dosen
heterogene Wirkspiegel zur Folge. Tabelle bietet einen Uberblick iiber die aktu-
elle Literatur zum Thema Korrelation der Thiopurin-Dosierung mit den Thiopurin-
Metaboliten.

5.7 Hohe Azathioprin-Dosen fiihren nicht zu einem
besseren Ansprechen

Das untersuchte Patientenkollektiv wurde basierend auf den Faktoren endoskopische,
bildgebende und histopathologische Diagnostik, Ergebnisse der perstnlichen Befra-
gung bzw. des Fragebogens und der Laborergebnisse den Gruppen , Remission und
ykeine Remission“ zugeordnet. Im analysierten Kollektiv konnte nach dieser Eintei-
lung ein inverser Zusammenhang zwischen den beiden angewandten Krankheitsak-
tivitidtsindizes CDAI und CAI mit dem Index fiir gesundheitsbezogene Lebensqua-
litdt, IBDQ, errechnet werden. Weiterhin wurde deutlich, dass CDAI und CAI bei
Probanden, welche auf die Azathioprin-Therapie ansprachen, erniedrigt waren, wih-
rend der IBD(Q bei diesen erhéht vorlag. Eine direkte Korrelation der Parameter zur
Bestimmung der Krankheitsaktivitdt mit den Thiopurin-Metaboliten bestand nicht.
In Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen untersuchte eine aktuelle Studie mit-
tels IBDQ den Einfluss von Thiopurinen auf die gesundheitsbezogene Lebensqualitit
(Health-Related Quality of Life, HRQoL) von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Sechs und zwdlf Monate nach Therapiebeginn wurde ein Anstieg
der IBDQ-Punktzahl dokumentiert (Bastida et al., 2010).

Somit konnte hier demonstriert werden, dass ein inverser Zusammenhang zwischen
der Krankheitsaktivitdt und der Lebensqualitit bestand.

Dariiber hinaus konnte konkretisiert werden, dass Patienten mit hohen Azathioprin-
Dosen nicht signifikant h&ufiger eine Remission erzielen. Eine Remission scheint somit
nicht Dosis-abhéngig, sondern in erster Linie an die Hohe des Metaboliten TGTP
gebunden zu sein. Dieser war zwar schwach mit der Dosierung assoziiert, jedoch wird
dessen Hohe moglicherweise durch weitere Faktoren mitbestimmt.

Eine Dosissteigerung bei Patienten mit aktiver Erkrankung kann durch Anstieg des
TGTP-Spiegels in einigen Féllen den gewiinschten Effekt erzielen (Rumbo etal.,
2002), jedoch steigt die Gefahr des Auftretens unerwiinschter Wirkungen (Gardiner
et al., 2008 Mardini und Arnold, 2003]).

Einige Metaanalysen schildern ein vermehrtes Ansprechen auf Azathioprin mit einer
steigenden kumulativen Dosis (Pearson etal., |1995) und eine grofere Effizienz von
hoheren Azathioprin-Dosen (2,5 mg/kg) als niedrigeren Dosen (1,0-2,0 mg/kg). Dies
konnte jedoch nur fiir die Remissionserhaltung und nicht fiir die -induktion bestatigt
werden (Prefontaine et al., 2009a; Prefontaine et al., |[2009b)).
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In dieser Studie konnte dargelegt werden, dass Patienten, die nicht oder noch nicht
auf die Azathioprin-Therapie ansprachen, im Vergleich zu Patienten, die bereits ein
Ansprechen gezeigt hatten, eine signifikant hohere Dosierung an Azathioprin erhiel-
ten. Da in diese Studie ausschlieflich Patienten mit stabiler Langzeit-Therapie von
Azathioprin seit mindestens sechs Monaten inkludiert wurden, kann davon ausge-
gangen werden, dass sich nachfolgend keine weitere wesentliche Verbesserung hin-
sichtlich des Ansprechens auf die Therapie ereignete. Aufféllig war auch eine erhdhte
TPMT-Aktivitdt unter den Non-Respondern mit hoher Dosierung. Wie in Kapitel
beschrieben, fiel dies auch in anderen Gruppen mit schlechtem Ansprechen auf
die Therapie und in einigen Studien (Azhary et al.,2009; Chocair etal.,|1992; Cuffari
et al., [2004b; Dervieux etal., 2000; Hindorf etal., 2010; Kwan etal., 2008; Lennard
etal., 1990; Lennard und Lilleyman, [1996; Lennard, [1998; McLeod et al., [1995) auf.
Moglicherweise stellt eine TPMT-Aktivitédt im oberen Bereich einen Risikofaktor fiir
ein Therapieversagen dar, so dass fiir diese Patientengruppe ein Wechsel der Therapie
eine Option darstellt.

Zusammenfassend sind somit hohe Azathioprin-Dosen nicht mit einem verbesserten
Ansprechen auf die Therapie korreliert. Dies liegt darin begriindet, dass eine héhere
Dosis nicht immer einen Anstieg von TGTP zu Folge hat, moglicherweise aufgrund ei-
ner Selbstlimitierung des Thiopurin-Metabolismus. Eine Remission lésst sich folglich
nicht durch eine Dosis-Steigerung erzwingen. Die TGTP-Hohe ist fiir das Erreichen
einer Remission von groferer Bedeutung als die Hohe der Dosis. Trotz schwacher Kor-
relation zwischen Dosierung und Metaboliten-Spiegel wirkt sich eine Dosissteigerung
nicht direkt auf die Metabolitenhéhe aus. Moglicherweise sind hier weitere Fakto-
ren (Absorption, Bioverfiigbarkeit, Darmresektionen, Lokalisation der Entziindung,
Enzymhohen) von Bedeutung. Bei Nicht-Ansprechen ist eine Anpassung der Dosis
moglich. Aufgrund des Risikos unerwiinschter Wirkungen sollte jedoch die Durchfiih-
rung eines Monitorings erwogen werden. Eine Dosissteigerung auf > 2,5 mg/kg KG
scheint keinen weiteren Vorteil gegeniiber einer niedrigeren Dosierung zu erbringen.
Durch die Bestimmung der Azathioprin-Metaboliten kénnten daher in Zukunft ge-
gebenenfalls Non-Responder anhand ihrer niedrigen TGTP-Spiegel trotz adaquater
oder hoher Dosierung erkannt und die Therapieschemata angepasst oder umgestellt
werden.

5.8 Metabolismus und Wirkmechanismus von Azathioprin

Das aktuelle Verstdndnis des molekularen Wirkmechanismus von Azathioprin ist nach
wie vor inkomplett. Azathioprin wird unter Abspaltung eines Methylnitroimidazol-
restes, welcher an Glutathion bindet, unter Katalyse von Glutathion-S-Transferasen
zu 6-Mercaptopurin konvertiert (Eklund et al., 2006; Kurtovic et al.,[2008). Eine Glu-
tathion-Depletion kénnte im Zusammenhang mit dem Auftreten von Hepatotoxizi-
tdt unter Azathioprin-Therapie stehen, da sie in vitro mit mitochondrialer Sché-
digung, ATP-Depletion und Nekrose von Hepatozyten assoziiert wurde (Lee und
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Abbildung 5.1: Metabolismus von Azathioprin

Die Verstoffwechslung von Azathioprin erfolgt iiber vier Enzymwege (XO, AO, TPMT und HGPRT). HGPRT katalysiert die Entstehung
von TIMP und IMPDHI1 und GMPS die Bildung der aktiven Metaboliten TGMP, TGDP und TGTP. Letzteres hemmt mittels eines
Mechanismus iiber Racl das Auslésen eines antiapoptotischen Signals sowie die APC-Konjugation in T-Zellen.
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Farrell, 2001). Patienten mit Hepatotoxizitdt unter Azathioprin tolerieren oft eine
Therapieumstellung auf 6-Mercaptopurin, wobei bei einem kleinen Teil erneut ein
Leberschaden auftritt (13 %, Bermejo et al., |2010). Die Bedeutung des Methylni-
troimidazolrestes ist unklar, eine potentielle immunsuppressive Wirkung ist nicht
auszuschliefien (Sauer et al., 1988)). In einem Tiermodell zeigte diese Verbindung ohne
den 6-Mercaptopurin-Anteil eine immunsuppressive Wirkung bereits nach 14 Tagen
und somit einen rascheren Wirkungseintritt als Azathioprin bei Mensch und Tier
(Al-Safi etal.,2003), jedoch bleiben Untersuchungen am Menschen abzuwarten. Auf-
fillig ist jedoch ein besserer therapeutischer Index von Azathioprin im Vergleich zu
6-Mercaptopurin (Prefontaine et al., 2009b).

Als Erklarungsmodell fiir den Wirkmechanismus des 6-Mercaptopurin-Anteils diente
bislang unter anderem die Inkorporation der aktiven Thiopurin-Metaboliten dTGTP
und TGTP in DNA und zu einem geringeren Anteil in RNA (Bokkerink et al.,|1993)),
was eine Arretierung des Zellzyklus mit Inhibition der chromosomalen Replikati-
on, der DNA-Reparaturmechanismen sowie der Proteinbiosynthese hervorruft. Es
kommt zu einer herabgesetzten Stabilitit des DNA-Doppelstrangs mit DNA-Pro-
tein-Quervernetzungen, Einzelstrangbriichen, Interstrang-Quervernetzungen, Schwes-
terchromatidaustausch (Abreu et al., 1995; Bodell,|1991; Maybaum und Mandel, |1983;
Pan und Nelson, [1990)), einer verminderten Basenpaarlebenszeit und verdnderten ther-
modynamischen Eigenschaften (Somerville et al., 2003).

Daneben wird auch eine Hemmung der De novo-Purin-Nukleotid-Synthese iiber den
Metaboliten meTIMP mit Inhibition der Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Amidotrans-
ferase (PPAT) und konsekutiver Akkumulation von PRPP mit daraus resultierender
Depletion insbesondere der Adenosin-Nukleotid-Speicher, aber auch der Guanosin-
Nukleotid-Speicher diskutiert (Dayton et al., 1992). Diese Depletion von Purinen fiih-
ren zu einem entstehenden Ungleichgewicht zwischen Purinen und Pyrimidinen mit
nachfolgender Proliferationsinhibition (Ben-Horin et al., 2009; Bokkerink et al., |1993;
Quéméneur et al., 2003; Stet et al.,|1993; Tay et al.,1969). Dies wurde jedoch zum Teil
mit Konzentrationen von > 500 pMol bewirkt, die im Menschen nicht zu erzielen sind.
Interessanterweise konnte vor kurzer Zeit ein weiterer Effekt von Azathioprin nachge-
wiesen werden, der im Zusammenhang mit der Depletion von Purinen steht. In wvitro
zeigte Azathioprin, genauer 6-MMPR, einen antiviralen Effekt auf das Bovine virale
Diarrhoe-Virus in MDBK- (Madin-Darby bovine kidney) Zellen (ICgo 1,0 pMol) und
auf die HCV-Replikation in Huh7- (human hepatoma cell line 7) Zellen. Hier schei-
nen nicht nur die Depletion der Adenosin-Nukleotid-Speicher, sondern auch die der
Inosin-Nukleotid-Speicher von Bedeutung zu sein (Hoover und Striker, 2008)).

Eine Erklarung fiir das spezifische Wirkprofil auf intestinale T-Lymphozyten von
Azathioprin liefern diese Modelle nicht. Viele Fragen bleiben offen, beispielsweise
weshalb ein spezifisches Nebenwirkungsprofil mit Leukopenie, Hepatotoxizitidt oder
Pankreatitis besteht oder warum Azathioprin in Patienten mit chronisch entziindli-
chen Darmerkrankungen einen verzogerten Wirkungseintritt von bis zu sechs Monaten
aufweist.
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In der Arbeit von Tiede et al. (2003)
konnte demonstriert werden, dass dem
Metaboliten 6-Thioguanosin-5’-Triphos-
phat (TGTP) eine entscheidende Bedeu-
tung fiir den immunsuppressiven Effekt
von Azathioprin zukommt. Dieser bin-
det anstelle von GTP an die kleine GT-
Pase ras-related C3 botulinum toxin sub-

strate 1 (Racl) der Rho-Familie, nicht Abbildung 5.2: Darstellung von TGTP

jedoch t R i-
Jedoe 'ap'm sarcoma as)', was .el Dreidimensionales Modell von TGTP mit farb-
ne Inhibition der CD28-Kostimulation 7.
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bewirkt. Ub(?r.\./av und .Racl kommt Racl (blau und magenta) und Vavl (gelb).
es durch Inhibition der Zielgene signal Quelle: R. Dvorsky, unveréftentlichte Daten.
transducer and activator of transcripti-

on 3 (STAT3), mitogen-activated kinase kinase kinase (MEKK1) und nuclear factor
k-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB) zum Ausbleiben des antiapoptoti-
schen Signals von B-cell lymphoma extra long (bcl-xL) und damit zur Apoptose, An-
ergie oder zum aktivierungs-induzierten Zelltod (activation induced cell death, AICD)
in pathogenen CD45RO-Gedéachtnis-T-Zellen. Somit erfolgt durch den Azathioprin-
Metaboliten TGTP durch Umwandlung eines kostimulatorischen in ein apoptotisches
Signal eine Kontrolle der Lamina propria-T-Zell-Aktivierung.

In diesen Untersuchungen zeigte sich weiterhin, dass TGTP spezifisch an Racl und
Rac2 bindet und diese inhibiert (Abbildung . TGTP ist in der Lage, an weite-
re kleine GTPasen zu binden (Ran, Rab, RhoA, Cdc42 und Rac3) ohne diese zu
hemmen (Poppe et al., 2006). Die In vitro-Bindung an Racl erfolgte dabei mit nied-
rigerer Affinitét als durch GTP (Tiede etal., 2003). Durch die Bindung von TGTP
an Racl kommt es zur Akkumulation von inaktivem TGDP-gebundenem Racl, wel-
ches zu einer Hemmung von Vav und dadurch zu einer Inhibition der Ezrin-Radixin-
Moesin-Dephosphorylierung in T-Lymphozyten fiihrt, was wiederum eine Hemmung
der T-Zell-APC-Konjugation bewirkt (Poppe etal., 2006). Weiterhin wird die Bil-
dung von Lamellipodien in primiren CD4"-Zellen blockiert und iiber Rac2 die Ty1-
Zytokinproduktion in T-Zellen induziert (Poppe et al., 2006)).

Die kleine GTPase Racl, ein Molekiil von 21 kDa, zéhlt neben Rac2, Rac3, RhoA,
RhoB, RhoC und Cdc42 zur Rho-Familie, die aus 22 Mitgliedern besteht und der Ras-
Superfamilie angehort (Disanza etal., 2005; Hall, 2005). Die Ras-Familie setzt sich
aus etwa 150 Mitgliedern zusammen, denen beispielsweise Ras und RaplA zugeordnet
sind (Cantrell, 2003). Racl, RhoA und Cdc42 sind die am besten studierten Mitglie-
der der Rho-Familie. Mitglieder dieser Familie findet man in allen eukaryotischen
Organismen. Ihre Aufgaben bestehen in der Regulierung von Polaritét und Motilitat,
indem sie Zytoskelett, Zelladhésion und vesikuldren Membrantransport beeinflussen
(Ridley, 2006). Mutationen in Rho-GTPasen werden mit der Entstehung von Tumoren
assoziiert. Racl induziert spezifisch die Ausbildung von Lamellipodien durch Stimu-
lation der Aktinpolymerisation. Lamellipodien sind breite blattdhnliche Protrusionen
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mit einem Netzwerk verzweigter Aktinfilamente und befinden sich an der Vorderseite
migrierender Zellen (Ridley, [2006). Rho-GTPasen besitzen die Fahigkeit, rasch zwi-
schen einer aktiven GTP-gebundenen und einer inaktiven GDP-gebundenen Form zu
wechseln und so als molekulare Schalter zu fungieren. In der aktiven Konformation
konnen dadurch Signalkaskaden induziert werden. Reguliert wird ihre Aktivitét durch
GEFs (guanin nucleotide exchange factors), welche die Freisetzung von GDP fordern,
so dass GTP an die GTPase andocken kann. Als Gegenspieler dienen GAPs (GTPase
activated proteins), welche die Hydrolyse von GTP zu GDP katalysieren und somit zu
einer GDP-gebundenen inaktiven Form fithren. GDIs (guanin nucleotide dissociation
inhibitors) modulieren die Verteilung von Rho-GTPasen zwischen dem Zytosol und
der Plasmamembran, welche den Ort der biologischen Aktivitdt darstellt (Disanza
et al., 2005]).

Der GEF Vav ist ein Signaltransduktionsmolekiil mit onkogenem Potential, dessen
Familie das 95 kDa grofe Vav1 sowie Vav2 und Vav3 zugeordnet wird (Bustelo, 2001
Cantrell, 2003). Es wird angenommen, dass Vavl in T-Zellen eine grofere Bedeutung
als Vav2 besitzt, wihrend in B-Zellen beide {iberlappende Funktionen inne zu haben
scheinen (Cantrell, 2003)). Vav-Proteine von Sdugetieren bestehen aus einer Calpo-
nin-Homologie-Doméne, einer azidischen Region, einer Dbl-Homologie-Doméne, einer
Plekstrin-Homologie-Domiéne, einer Zink-Finger-Doméne, zwei SH3-Doménen sowie
einer SH2-Doméne (Bustelo, 2001)). Vav fungiert sowohl als Signaltransduktionsmo-
lekiil als auch als GEF fiir Rho-/Rac-Proteine (Bhavsar et al., 2009). In Siugetieren
existieren ca. 85 GEF-Isoformen (Hall, |2005), sie katalysieren die Ablésung von GDP
aus der inaktiven GTPase. Die katalytische Aktivitdt von Vav wird durch Tyrosin-
Phosphorylierungen moduliert (Bustelo, [2001). Der nachfolgende Einbau von GTP
ist mit einer Konformationsinderung der GTPase verbunden. Vav1 bildet einen Pro-
teinkomplex mit der Tyrosinkinase ZAP70 (zeta-associated protein) und dem Adap-
ter SLP76 (SH2 domain-containing leukocyte protein) in aktivierten T-Zellen, welche
vermutlich fiir die Regulation der Lokalisation in der Zelle und der katalytischen
Aktivitdt von Vav von Bedeutung sind (Cantrell, |2003).

Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) wird nach Antigen-Erkennung und Aktivierung der
Vav-Racl-Kaskade durch Dephosphorylierung inaktiviert, was die Entankerung des
kortikalen Aktin-Zytoskeletts aus der Plasmamembran und eine erhohte Flexibilitét
der Zelle zur Folge hat. ERM transportiert Aktinmikrofilamente zur Plasmamembran
und ist fiir Zellwachstumssignale und kortikale Aktinorganisation zusténdig (Gau-
treau et al., [2002). Durch die verminderte Rigiditét ist die Zelle in der Lage, eine effi-
zientere Antigen-Présentation auszufiihren. Diese Signalkaskade {iber Vav und Racl
ist demnach Antigen-abhéngig (Faure etal., [2004). TGTP hemmt die Inaktivierung
von ERM in priméren CD4"-T-Lymphozyten und fiihrt damit zu einer verminderten
Flexibilitdt der Zelle (Poppe etal., 2006) und zu einer verminderten T-Zell-APC-
Konjugation, die unabhingig von einer Apoptose und schon nach drei Tagen Zell-
kultur auftritt (Poppe et al., 2006)), wihrend eine Apoptose nach vier bis fiinf Tagen
Zellkultur beobachtet werden konnte (Tiede etal., 2003).

In einer aktuellen Studie von Bourgine und Kollegen konnten in der Promotor-Region
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des Rac1-Gens drei SNPs und eine Variable Number Tandem Repeat-Region entschliis-
selt werden (Bourgine et al., |[2011). Diese konnten einen Einfluss auf das Ansprechen
auf eine Thiopurin-Therapie und auf das Auftreten unerwiinschter Wirkungen haben.
Da die Untersuchungen noch ganz am Anfang stehen, bleiben hier weitere Untersu-
chungen abzuwarten.

Verschiedene Therapieansétze resultieren aus diesen neuen Erkenntnissen. Denkbar
wire es beispielsweise, TGTP-Derivate oder spezifische Antagonisten von Vav-Rac
zu entwickeln und in der Therapie einzusetzen, welche nicht nur nebenwirkungsarmer
als Azathioprin wéren, sondern auch gezielter und stdrker auf T-Lymphozyten wir-
ken, als dies bisher der Fall ist. Dadurch kénnte moglicherweise die Latenz von bis zu
sechs Monaten zum Wirkungseintritt verkiirzt werden, so dass TGTP als Monothe-
rapie in der Remissionsinduktion appliziert werden konnte. Patienten mit chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen blieben damit die bekannten und zahlreichen po-
tentiellen unerwiinschten Wirkungen von Glukokortikoiden erspart. Am Tiermodell
wurde TGTP erfolgreich getestet, es verlingerte die Uberlebenszeit nach Herztrans-
plantation. Bei den langzeitiiberlebenden Tieren wurden vermehrt Tiees und eine
verminderte Proliferation von T-Lymphozyten festgestellt (Wang et al., 2007).

5.9 TGTP: Ein Metabolit mit Schliisselfunktion?

5.9.1 Einfluss der Komedikation auf die H6he der TGTP-Spiegel

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von 5-Aminosalizylaten, Anti-TNF «
sowie von Glukokortikoiden auf die Hohe der Thiopurin-Metaboliten und die Aktivi-
tdt der TPMT ausgewertet. Hierbei konnten signifikant hohere Metaboliten-Spiegel
an einer kleinen Untergruppe von Patienten, die eine Anti-TNF o-Therapie erhielt,
demonstriert werden.

5-Aminosalizylate iibten keinen signifikanten Einfluss auf die Metaboliten und TPMT-
Aktivitdt aus. Zu diesem Ergebnis kamen auch Daperno und Kollegen (2009) in ihrer
Studie an 183 Patienten iiber den Einfluss von 5-Aminosalizylaten auf den Thiopurin-
Metabolismus. 6-TGN, 6-MMP und TPMT-Aktivitét zeigten sich nicht signifikant
verdndert.

Zwar ist aus In vitro- und FEz vivo-Untersuchungen bekannt, dass 5-Aminosalizylat-
Derivate die S-Methylierung der TPMT inhibieren (Szumlanski und Weinshilboum,
1995; Xin etal., 2005a); jedoch stellt sich die Studienlage beziiglich einer klinischen
Relevanz in diesem Punkt nicht eindeutig dar: So berichteten einige Arbeitsgruppen
iiber erhohte 6-TGN-Spiegel bei Patienten mit simultaner Azathioprin-/6-Mercapto-
purin- und 5-Aminosalizylat-Einnahme, wobei in diesen Studien die 6-MMP-Spiegel
unverdndert blieben (De Boer et al.,[2007b; Hande et al.,2006) oder nicht quantifiziert
wurden (Dewit etal., 2002; Lowry et al., [2001a). In einer Studie stiegen die 6-MMP-
Spiegel nach Absetzen von Mesalazin an, um nach dessen Ansetzen parallel zu einem
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6-TGN-Anstieg wieder abzufallen (Gilissen et al., [2005)). Eine dhnliche Beobachtung
wurde in einer weiteren Studie gemacht, in der TGDP und TGTP quanitifiziert wur-
den. Diese stiegen nach Ansetzen von 5-Aminosalizylaten an, wihrend 6-MMPR, zu-
nédchst stabil blieb, um bei einer weiteren 5- Aminosalizylat-Dosissteigerung abzufallen
(De Graaf etal., 2010a). Alle Studien waren kleiner und die TPMT-Aktivitdt wurde
entweder nicht determiniert (De Boer et al., 2007b;De Graaf et al., 2010a;Hande et al.,
2006;Lowry et al., 2001a) oder blieb stabil (Dewit et al.,|2002; Gilissen et al., 2005)). In
einer Studie mit 71 padiatrischen Patienten stiegen sowohl 6-TGN als auch 6-MMP
nach Gabe von 5-Aminosalizylaten an, wobei die Remissionsrate sich nicht verénderte
und die Zahl der Lymphopenien zunahm (Nguyen et al., [2010a).

Ein Einfluss des Anti-TNF o-Antikorpers Infliximab auf den Thiopurin-Metabolismus
wurde bislang in einer einzigen kontrollierten Studie untersucht. Roblin et al. (2003)
analysierten die 6-TGN-Spiegel in Patienten mit Morbus Crohn unter Azathioprin
und Infliximab-Erstgabe und beobachteten einen Anstieg der 6-TGN-Metaboliten in-
nerhalb von ein bis drei Wochen nach der Infusion, welche sich innerhalb von drei Mo-
naten wieder normalisierten. Zugleich konnte ein Abfall der Leukozyten und des MCV
festgestellt werden. Ein Anstieg der 6-TGN-Spiegel auf > 400 pmol/8 x 108 RBC war
in dieser Studie an 32 Patienten mit einer guten Toleranz und Ansprechen auf die
Infliximab-Therapie assoziiert. Zur Frage, ob dies in einer verbesserten Resorption
durch eine riicklaufige Inflammation der intestinalen Mukosa oder einer Beeinflus-
sung des Azathioprin/6-Mercaptopurin-Metabolismus begriindet liegt, sind weitere
Untersuchungen notwendig.

Die Remissionsrate und das Mucosal Healing wurden in einer Studie von Colombel
und Kollegen (2010) analysiert. In dieser Arbeit erwies sich eine Kombinationstherapie
aus Azathioprin und Infliximab bei Immunmodulator- und Biologika-naiven Patienten
als wirksamer (56,8 % Remission nach sechs Monaten versus 44,4 % fiir Infliximab
alleine und 30,0 % fiir Azathioprin alleine), so dass anzunehmen ist, dass hier ein
synergistischer Effekt von Anti-TNF o und Azathioprin vorliegt.

Glukokortikoide kénnten in der Beeinflussung der TPMT-Aktivitdt von Belang sein.
Patienten mit Glukokortikoideinnahme wurden in dieser Studie durch eine signifikant
erhthte TPMT-Aktivitat charakterisiert. Moglicherweise ist dies auch ein Hinweis
darauf, dass sich in dieser Gruppe viele Non-Responder mit gegebenenfalls steroidab-
héngigem Krankheitsverlauf befanden und ein weiterer Anhaltspunkt dafiir, dass ei-
ne iiberméfige TPMT-Metabolisierung mit daraus resultierenden niedrigeren 6-TGN-
bzw. TGTP-Spiegeln einen Ausloser hierfiir représentieren kénnte (vgl. Kapitel.

Zu Interaktionen von Glukokortikoiden mit Thiopurinen existieren nur sehr weni-
ge Daten. Heneghan und Mitarbeiter (2006) stellten in einer Studie an Patienten mit
Autoimmunhepatitis fest, dass Patienten mit Kombination von Azathioprin und Pred-
nison einen Trend zu niedrigeren 6-TG-Spiegeln und héheren 6-MMP-Spiegeln aufwie-
sen und diese Komedikation daher einen antagonistischen Effekt ausiibt. Dementspre-
chend war zur Remissionserhaltung in dieser Gruppe eine héhere Azathioprin-Dosis
erforderlich. Weiterhin zeigte sich in diesem Kollektiv im Gegensatz zur Stichpro-
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be mit Azathioprin-Monotherapie keine Korrelation zwischen Azathioprin-Dosierung
und 6-TG bzw. 6-MMP.

Kamal und Jusko (2004) erforschten in einer Ez wivo-Studie die Wirkungen von
6-Mercaptopurin und Prednisolon auf die Proliferation humaner T-Lymphozyten.
Bei einer Fallzahl von drei Patientinnen stellte sich bei zwei Studienteilnehmerin-
nen mit hoher TPMT-Aktivitdt ein synergistischer Effekt und bei einer Probandin
mit niedriger TPMT-Aktivitdt ein schwach antagonistischer Effekt von Prednisolon
auf Azathioprin dar. Hier sind weitere Untersuchungen im Rahmen kontrollierter
Studien notwendig, um zu kléren, ob Interaktionen zwischen Glukokortikoiden und
Thiopurinen von klinischer Relevanz sind.

5.9.2 Patienten mit fistulierendem Verlauf weisen eine erhéhte
TPMT-Aktivitat auf

Die TPMT-Aktivitdt der 15 Patienten mit fistulierendem Verlauf lag signifikant héher
als in der Kontrollgruppe bei einem Trend zu einer erhdhten Azathioprin-Dosierung.
In der Gesamtgruppe sowie im Morbus Crohn-Kollektiv konnten signifikante Korre-
lationen zwischen TPMT-Aktivitdt und Azathioprin-Dosierung demonstriert werden
(Tabelle [4.5] und [4.6) . Méglicherweise konnte dieser Dosis-Effekt auch hier bedeutsam
sein, obgleich Patienten mit fistulierendem Verlauf nicht signifikant mehr Azathio-
prin erhielten. Eine weitere Hypothese besteht darin, dass eine grundlegend erhoh-
te TPMT-Aktivitdt in einem komplizierenden Krankheitsverlauf der Patienten mit
Fistel-Leiden resultiert. In Studien wurde herausgefunden, dass Patienten mit hoher
TPMT-Aktivitat vermehrt niedrige 6-TGN-Spiegel aufweisen und generell schlechter
auf die Azathioprin-Therapie ansprechen (Azhary etal., 2009; Cuffari etal., [2004b;
Lennard, [1998)). Es wire denkbar, dass sich in dieser Gruppe von Non-Respondern
die hohere Krankheitsaktivitdt beispielsweise durch das Auftreten von Fisteln mani-
festierte.

5.9.3 Patienten mit stenosierendem Verlauf verfiigen iiber hohe
TGTP-Spiegel

Eine 29-kopfige Untergruppe dieser Studie litt an einem stenosierenden oder fibro-
stenotischen Verlauf der Morbus Crohn-Erkrankung. Im Vergleich der Metaboliten-
Spiegel mit den Morbus Crohn-Patienten mit nicht-stenosierendem Verlauf fielen si-
gnifikant erhohte TGTP-Werte auf. Weitere Metaboliten waren ebenfalls signifikant
oder tendenziell erhéht, obwohl dieses Patientenkollektiv keine héhere Azathioprin-
Dosis erhielt.

Dieses Ergebnis erstaunt zunéchst, da sich Patienten mit diesem aggressiven Phénotyp
der Morbus Crohn-Erkrankung weitab von einer Remission befinden und demzufol-
ge erniedrigte Metaboliten-Spiegel naheliegen wiirden. Eine Stenose entsteht durch
eine chronische Entziindung der intestinalen Mukosa und Submukosa, welche sich
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im weiteren Verlauf durch Fibrosierung und anormale Kollageneinlagerung zu Nar-
bengewebe restrukturieren kann. Eine muskulidre Hyperplasie kann sich als mogli-
che Folge anschliefsen. Fine hiufige Lokalisation stellt das terminale Ileum dar. Die
chronische Entziindung bewirkt eine trichterférmige Verengung des Darmlumens auf
wenige Zentimeter oder Millimeter, einhergehend mit einer préstenotischen Dilatati-
on, in deren Lokalisation es zur Ausbildung von Fisteln kommen kann. Oft ist eine
operative Resektion des betroffenen Segments unausweichlich. Daher ist die frithzei-
tige Identifikation von Patienten mit diesem Phinotyp mit baldiger Einleitung einer
immunmodulatorischen und/oder biologischen Therapie von besonderer Bedeutung.

Einen Erklarungsansatz fiir die erh6hten Thiopurin-Metaboliten bietet die Verlang-
samung der Nahrungspassage (mit gegebenenfalls Subileus- oder Ileuszustanden) und
dadurch einer méglicherweise verbesserten Absorption des Wirkstoffs. Dem Intestinal-
trakt bleibt durch die Verlangsamung mehr Zeit, das Medikament zu absorbieren, was
zu hoheren Wirkspiegeln fiihrt.

Falls sich dieses gedankliche Konstrukt in weiteren Studien bestétigen sollte, wére es
auch denkbar, dass umgekehrt Patienten ohne stenosierenden Verlauf und mit hohe-
ren Stuhlfrequenzen, wie sie bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen iiblich
sind, bei der Absorption des Wirkstoffes deutlich benachteiligt sein kénnten. Die in-
travenose Gabe von Azathioprin scheidet als Alternative aus (Sandborn et al., |1999),
moglicherweise konnte man diesen Nachteil jedoch durch Anderung der Galenik aus-
gleichen.

Eine weitere Theorie ist eine verdnderte Metabolisierung von Patienten mit steno-
sierendem Verlauf. Um diese These zu verifizieren, wire die Bestimmung weiterer
Enzymaktivitdten und Metaboliten notwendig. In der vorliegenden Arbeit wurde an-
hand der gemessenen Metaboliten und der TPMT-Aktivitiat kein Anhaltspunkt fiir
einen alternativen Metabolisierungsweg gefunden.

Der aktuellen Studienlage ist zu entnehmen, dass diese Fragestellung offensichtlich
bislang nie untersucht wurde. Wiinschenswert wiren also weitere prospektive Stu-
dien an dieser Untergruppe von Morbus Crohn-Patienten mit stenosierendem oder
fibrostenotischem Krankheitsverlauf mit gréferer Fallzahl, die sich mit der Frage be-
fassen, ob dieser Phénotyp eine unterschiedliche Absorption oder Metabolisierung von
Thiopurinen aufweist.

5.9.4 TGTP korreliert mit 6-TGN, TGDP und MTGN

Die Verteilung der drei Thioguanin-Nukleotide TGMP, TGDP und TGTP in dieser
Arbeit betrug 4 %, 15 % und 81 %. Vikingsson und Kollegen (2009) berichten in ihrer
Studie iiber 6-TGN-Spiegel in dhnlicher Hohe: TGTP lag bei 85 %, TGDP bei 14 %.
Quantitativ wurde TGTP als Hauptmetabolit ermittelt.

Die verbleibenden 4 % entfallen mutmaklich auf den Metaboliten TGMP. Allerdings
wurde fiir diesen bei allen 133 Patienten ein Bereich von unter 1,6 pmol/8 x 108 RBC
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determiniert (Abbildung [£.3). Werte in diesem Bereich sind nicht mehr exakt detek-
tierbar. Denkbar wére daher moglicherweise, dass in den verbleibenden 4 % weitere
bislang unidentifizierte Metaboliten enthalten waren. Karner und Kollegen (2010)
stellen in ihrer Arbeit fest, dass niedrige oder nicht bestimmbare TGMP-Spiegel auf
eine rasche Verarbeitung der Proben hindeuten, da TGMP-Spiegel im zeitlichen Ver-
lauf ansteigen und folglich einen unsachgeméfen Umgang oder eine falsche Lagerung
indizieren koénnen.

Auch in weiteren Arbeiten konnte TGTP als Hauptmetabolit identifiziert werden
(Lavi und Holcenberg, |1985; Liliemark etal., [1990). In der Arbeit von Liliemark et
al. waren die TGTP- hoher als die TGDP-Spiegel. Jedoch lagen die TGMP-Werte
interessanterweise 5-10-fach {iber denen von TGDP und TGTP. Die Arbeitsgrup-
pe verwendete die murine Leukimiezelllinie WEHI-3b. In zwei weiteren Zelllinien
(L-1210 und CCRF-CEM) wurden analoge Resultate erzielt. Liliemark et al. beschrie-
ben in ihren Untersuchungen zwar nicht, ob eine Korrelation zwischen den einzel-
nen Thioguanosin-Nukleotiden zu beobachten war, aber sie berichteten iiber dhnliche
Muster von TGMP, TGDP und TGTP. In einer weiteren Arbeit an der humanen
Leukdmiezelllinie CCRF-CEM konnte TGMP nicht detektiert werden. Dafiir zeigte
sich in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit TGTP als Hauptmeta-
bolit nach Induktion durch 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin (Shi et al., |1998).

Im Rahmen dieser Studie wurden neben dem Azathioprin-Metaboliten TGTP auch
die Metaboliten TGMP, TGDP, 6- TGN, MTGN und 6-MMP bestimmt. Weiterhin
wurde die TPMT-Aktivitdt gemessen. TGTP korrelierte im Gesamt-Kollektiv signifi-
kant mit allen Metaboliten, nicht jedoch mit der TPMT-Aktivitdt. Im Morbus Crohn-
Kollektiv war eine Assoziation zwischen TGTP und der TPMT-Aktivitiat zu beob-
achten. Auffillig war eine zweifache Verteilung der Punktewolke fiir 6-TGN, TGDP,
TGTP und MTGN, mit enger Korrelation bis je 100 pmol/8 x 108 RBC 6-TGN und
TGTP sowie 20 pmol/8 x 108 RBC TGDP und 50 pmol/8 x 108 RBC MTGN, welche
auf unterschiedliche Metabolisierungswege unter den Patienten hindeuten kdnnte.

Patienten mit einem hohen Quotienten Q (TGTP(TGDP+TGTP)) scheinen Vorteile
hinsichtlich des Ansprechens auf die Therapie zu besitzen; insbesondere scheint eine
Kombination aus hohem TGTP und niedrigem TGDP eine pradiktive Funktion inne
zu haben.

Ahnliche Berechnungen prisentierten auch De Boer et al. (De Boer etal., 2007a) in
ihrer Arbeit fiir TGTP und 6-TGN;, allerdings erfolgte die Metaboliten-Messung mit
der Methode nach Keuzenkamp-Jansen et al. (1995). Zwischen der TPMT-Aktivitét
und TGTP wurde hier keine Korrelation ermittelt. Vikingsson und Kollegen (2009)
untersuchten zwar ebenfalls die Metaboliten-Spiegel von TGMP, TGDP und TGTP,
berichteten aber nicht, in welchem Bezug diese zueinander standen. Sie wandten eben-
falls die Methode nach Rabel et al. (1995) mit Modifikationen nach Neurath et al.
(2005) an.

Lavi und Holcenberg (1985) bestimmten die Metaboliten TGMP, TGDP, TGTP,
TIMP und Thioharnsdure mittels einer HPLC-Methode, wobei auch hier TGTP als
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Hauptmetabolit angesehen wurde. TIDP und TITP konnten in Patientenproben nicht
detektiert werden.

Somit konnte TGTP in Ubereinstimmung mit Daten aus anderen Studien als wich-
tigster Metabolit der Thioguanin-Nukleotide identifiziert werden.

5.9.5 Hohe TGTP-Spiegel sind mit einem Ansprechen auf die
Azathioprin-Therapie assoziiert

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie zeigen auf, dass hohe Spiegel des Thio-
purin-Metaboliten TGTP mit einem Ansprechen auf die Azathioprin-Therapie asso-
ziiert sind und Patienten mit TGTP-Spiegeln < 90 pmol/8 x 108 RBC signifikant
haufiger mit dem Auftreten eines Schubes rechnen miissen. Bei Betrachtung der In-
terquartilspannen der Boxplots aus Abbildung[£.29|fdllt auf, dass hohe TGTP-Spiegel
einen Pradiktor fiir das Ansprechen auf die Therapie verkérpern und niedrige TGTP-
Spiegel mit grofserer Wahrscheinlichkeit den Misserfolg der Therapie indizieren. Nied-
rige TGTP-Spiegel wurden jedoch auch in einer Untergruppe der Responder nach-
gewiesen, wohingegen in der Gruppe der Non-Responder hohe TGTP-Spiegel eine
Ausnahme bildeten (Ausreifer in Abbildung . Eine Untergruppe der Patienten,
die auf die Therapie ansprach, verfiigte daher {iber niedrige TGTP-Spiegel. Hohe
TGTP-Spiegel stellen somit keine notwendige, sondern lediglich eine hinreichende
Bedingung fiir ein Ansprechen auf eine Azathioprin-Therapie dar. Patienten, die gut
ansprechen, aber Metaboliten-Spiegel in einem subtherapeutischen Bereich aufwiesen,
wurden nicht nur in dieser Studie, sondern auch in vorangegangenen Studien fiir den
Metaboliten 6-TGN identifiziert (Cuffari etal., |1996; Cuffari etal., |2001; Dubinsky
et al., 2000)).

Eine mogliche Erklarung liefert die Hypothese, dass sich einige der Remissions-Patien-
ten aufgrund des Krankheitsverlaufs und unabhéngig von einer Therapie in Remissi-
on befanden. Dadurch kénnte das Ergebnis verzerrt worden sein. Denkbar wére auch,
dass die TGTP-Spiegel zur Induktion einer Remission ausreichend hoch sein miissen,
in einer stabilen mehrjahrigen Langzeitremission aber auch niedrigere Spiegel zur
Aufrechterhaltung ausreichend sind. Moglicherweise erfolgte bei Patienten in Lang-
zeitremission eine zwischenzeitliche Korrektur der Dosierung nach unten, was in einem
Absinken der Wirkspiegel resultierte, aber dennoch fiir die Aufrechterhaltung der Re-
mission suffizient war. Ein Problem chronischer Erkrankungen, die eine konsequente
regelméfige Medikamenteneinnahme iiber Jahre erfordern, ist die bei stetig steigen-
dem Wohlbefinden sinkende Compliance, die auch hier von Relevanz sein kénnte und
eine weitere Erklarung fiir niedrige Wirkspiegel aufzeigen kénnte. Auch die in Kapi-
tel B.5] beschriebenen interindividuellen Unterschiede in der Metabolitenhdhe bieten
eine mogliche Erklarung filir unterschiedliche TGTP-Spiegel und sind zum Teil durch
Enzymaktivitdten aufgrund von genetischen Polymorphismen und Unterschieden in
Absorption und Aufnahme in die Zelle durch Transportproteine bedingt.

Diese mdoglichen Differenzen zwischen Patienten in Langzeitremission und Patienten
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mit neu induzierter Remission sollten in weiteren prospektiven Studien gekldrt wer-
den.

5.10 Ausblick

Zwei Ansétze zur Optimierung der Azathioprin-Therapie konnten in der vorliegenden
Arbeit behandelt werden.

Zum einen existiert aktuell kein zuverldssiges Monitoring der Azathioprin-Therapie.
Der Metabolit 6-TGN wird in groferen Zentren und im Rahmen von Studien be-
stimmt, liefert jedoch teilweise widerspriichliche Resultate. Hier konnte erstmalig ein
Monitoring mittels des Thiopurin-Metaboliten TGTP durchgefiihrt werden, welcher
Responder und Non-Responder verldsslich differenziert. Die Azathioprin-Therapie
kénnte somit in Zukunft rascher und effizienter optimiert werden. Die Sicherheit
der Therapie wiirde durch das Vermeiden unerwiinschter Wirkungen angehoben. Fiir
Therapieversager konnte eine Dosisanpassung oder ein Therapiewechsel kurzfristig
erfolgen. Indirekt wiirde es damit auch zu einer Einsparung von Steroiden und zur
Vermeidung dadurch bedingter weiterer Nebenwirkungen kommen.

Zum anderen kénnen die Erkenntnisse dieser Arbeit in Verbindung mit den For-
schungsresultaten von Tiede et al. (2003) und Poppe et al. (2006) zur Optimierung
der Wirksubstanz verwendet werden. Mdglicherweise kénnte eine direkte Inhibition
iber die Substanz TGTP oder einen Racl-/Rac2-/Vav-Antagonisten erzielt werden,
um damit einen schnelleren Wirkungseintritt zu induzieren und unerwiinschte Wir-
kungen zu minimieren. Eine Remissionsinduktion wiirde rascher erfolgen und die Re-
mission wiirde dauerhafter und stabiler. Die immunsuppressive Therapie kénnte als
Monotherapie zur Remissionsinduktion und zum Remissionserhalt gefiihrt werden,
was auch die Compliance verbessern konnte. Ferner kénnten komplizierende Verldufe
verhindert und somit chirurgische Eingriffe reduziert werden. Glukokortikoide in der
Remissionsinduktion und 5-Aminosalizylate sowie Biologika wiirden in der Therapie
an Bedeutung verlieren, wodurch Kosten eingespart werden konnten.
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Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sind chronisch entziindliche Darmerkrankungen
mit steigender Inzidenz, deren Atiopathogenese bis heute unklar ist. Hierdurch entste-
hende Kosten fiir drztliche Behandlungen, Arzneimittel und Arbeitsausfall beziffern
sich auf 3-4 Milliarden €/Jahr. Beiden Krankheitsentitdten scheint eine multifakto-
rielle Genese unter Beteiligung genetischer, immunologischer, mikrobiologischer und
okologischer Faktoren zugrunde zu liegen.

Eine kausale medikamentdse Therapie existiert nicht. Neben Glukokortikoiden, 5- Ami-
nosalizylaten und Biologika kommen in der Therapie auch klassische Immunsuppres-
siva zum Einsatz.

Azathioprin, eines der dltesten Immunsuppressiva, wurde Ende der Fiinfziger Jahre
entwickelt und etablierte sich in den nachfolgenden Jahren in der Therapie chro-
nisch entziindlicher Darmerkrankungen. Heute stellt es das wichtigste Immunsup-
pressivum in der Remissionsinduktion des Morbus Crohn, im Remissionserhalt fiir
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sowie fiir den steroidabhéngigen und -refraktdren
Verlauf dar.

Der Erfolg des Immunsuppressivums wird geschmilert durch seinen in chronisch ent-
ziindlichen Darmerkrankungen verzégerten Wirkbeginn nach etwa drei bis sechs Mo-
naten sowie seine unerwiinschten Wirkungen. Bis zu 28 % der Patienten leiden unter
anderem unter Unvertriglichkeitsreaktionen, Leukopenien, Hepatotoxizitit und Pan-
kreatitiden.

Trotz des breiten Einsatzes ist der genaue Wirkmechanismus von Azathioprin nicht
bekannt. Eine Entschliisselung des Wirkmechanismus kénnte jedoch genutzt werden,
um das Pharmakon weiterzuentwickeln, die pharmakodynamischen und pharmako-
kinetischen Eigenschaften zu optimieren sowie die Spezifitdt zu erhdhen und damit
unerwiinschte Wirkungen zu reduzieren und den Wirkbeginn zu forcieren.

Die Substanz unterliegt nach einer Glutathion-S-Transferase-katalysierten Aufspal-
tung in 6-Mercaptopurin und einen Methylnitroimidazolrest einem komplexen Meta-
bolismus, an dessen Ende die drei 6-Thioguanin-Nukleotide (6-TGN) 6-Thioguano-
sin-5’-Monophosphat (TGMP), 6-Thioguanosin-5-Diphosphat (TGDP) und 6-Thio-
guanosin-5’-Triphosphat (TGTP) stehen, welche als aktive Metaboliten gelten. Ein
Modell zur molekularen Wirkweise geht davon aus, dass Azathioprin iiber den Einbau
der 6-TGN in sich replizierende DNA und RNA iiber eine Arretierung des Zellzyklus
zytotoxisch wirkt. Auch eine Inhibition der De nowvo-Purin-Nukleotid-Synthese mit
Hemmung des Enzyms Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Amidotransferase und konse-
kutiver Depletion der Adenosin-Nukleotid-Speicher wird diskutiert. Eine Erklérung
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fiir den verzdgerten Wirkbeginn sowie das spezifische Nebenwirkungsmuster von Aza-
thioprin liefern diese Modelle nicht. Ein Monitoring der Azathioprin-Therapie mittels
6-TGN erbrachte widerspriichliche Resultate. Thiopurine werden in weiteren Erkran-
kungen und Situationen angewendet, fiir die ein drei- bis sechsmonatiger Wirkungs-
eintritt nicht denkbar wére (Therapie der akuten lymphatischen Leukdmie, Immun-
suppression nach Organtransplantation). Diese Tatsache ldsst den Schluss zu, dass
eine Wirkung auf mehreren Ebenen stattfindet.

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass der Azathioprin-Metabolit TGTP in vitro an-
stelle von GTP an die kleine GTPase Racl bindet, was zu einer Inhibition der
CD28-Kostimulation fiihrt. Uber eine Akkumulation von inaktivem TGTP-gebun-
denem Racl wird die Inhibition von Vav und damit die Hemmung der Ezrin-Radixin-
Moesin-Dephosphorylierung in T-Lymphozyten bewirkt, was unter anderem eine In-
hibition der T-Zell-APC-Konjugation zur Folge hat. Uber Racl kommt es durch Blo-
ckade von STAT3, MEKKI1 und NF-xB zum Ausbleiben des antiapoptotischen Si-
gnals von bcl-xp, und somit zur Apoptose, Anergie oder zum aktivierungs-induzierten
Zelltod in pathogenen Gedéchtnis-T-Zellen. In vivo konnte eine vermehrte Apopto-
seinduktion in Lamina propria-T-Zellen von Patienten unter Azathioprin-Therapie
nachgewiesen werden.

Wir fiihrten eine prospektive Studie an 133 Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen, darunter 94 Morbus Crohn- und 39 Colitis ulcerosa-Patienten,
durch. Erstmals sollte das Vorliegen des Metaboliten TGTP in Erythrozyten aus
EDTA-Blut Azathioprin-therapierter Patienten mittels einer neuartigen HPLC-Me-
thode untersucht werden. Ziel der Studie war es, durch Bestimmung von TGTP zu
beurteilen, ob ein Ansprechen auf die Azathioprin-Therapie prognostiziert werden
kann.

Hier konnte eine exzellente Korrelation der Azathioprin-Metaboliten sowohl unter-
einander als auch mit 6-TGN aufgezeigt werden. Die Hohe der Dosierung des Me-
dikamentes beeinflusste direkt die Metabolitenhéhe von TGDP, TGTP und MTGN.
Eine hohe TPMT-Aktivitit scheint oft mit einem schlechten Ansprechen assoziiert
zu sein, so beispielsweise im Kollektiv der Patienten mit fistulierendem Krankheits-
verlauf. Patienten mit stenosierendem Verlauf wiesen hohere Metabolitenspiegel auf.
Ebenso konnten bei Anti-TNF a-therapierten Patienten héhere Wirkspiegel nachge-
wiesen werden. Glukokortikoide und 5-Aminosalizylate scheinen dagegen keinen Ein-
fluss auf die Metabolisierung auszuiiben. In der untersuchten Stichprobe resultierten
hohe Medikamentendosen nicht in einem besseren Ansprechen, niedrige Dosen hatten
jedoch ein fehlendes Ansprechen zur Folge.

Ein Ansprechen l&sst sich daher {iber eine Dosisregulierung nur bedingt beeinflussen,
da die Dosis sich zwar in der Metabolitenhohe bemerkbar macht, welche wiederum
mit einem Ansprechen assoziiert ist. Dosishéhe und Ansprechen korrelieren jedoch
nicht.

Final konnte bestétigt werden, dass der Azathioprin-Metabolit TGTP ein Ansprechen
auf die Azathioprin-Therapie prognostizieren kann. Hierbei scheinen niedrige TGDP-
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Spiegel in Verbindung mit hohen TGTP-Spiegeln von entscheidender Bedeutung zu
sein. Patienten in Remission weisen signifikant hohere TG'TP-Spiegel auf als Patienten
mit aktiver Erkrankung. Niedrige TGTP-Spiegel (< 90 pmol/8 x 108 RBC) wurden
hingegen als Risikofaktor fiir eine aktive Erkrankung ermittelt. Eine zwingende Vor-
aussetzung fiir eine stabile Langzeitremission scheinen hohe TGTP-Spiegel nicht dar-
zustellen: In dieser Arbeit konnte eine Untergruppe von Remissions-Patienten identi-
fiziert werden, die {iber niedrige TGTP-Spiegel verfiigt.

Verschiedene Faktoren konnten dieser Beobachtung zugrunde liegen. Zum einen kénn-
ten fiir die Perpetuierung der Remission, im Gegensatz zur Induktion, niedrigere
TGTP-Spiegel ausreichend sein. Moglicherweise befand sich diese Untergruppe auch
unabhéngig von einer Therapie in Remission. Zwischenzeitliche Dosisreduktion oder
ein Absinken der Compliance kénnten einen Beitrag zu den niedrigen TGTP-Spiegeln
geleistet haben.

Die vorliegenden Daten heben somit die Bedeutsamkeit eines TGTP-Monitorings
hervor. Die Uberwachung diirfte insbesondere fiir Patienten wihrend einer Remis-
sionsinduktion zur Vermeidung unerwiinschter Wirkungen, fiir Patienten mit ausblei-
bendem Ansprechen oder Rezidiv, fiir komplizierende Krankheitsverldufe und Anti-
TNF a-Komedikation als eine wichtige Entscheidungshilfe zur Dosierungsanpassung
und Therapiefortfithrung dienen.
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Patientenfragebogen

KLINIKUM  SRiisin aecirs

I. Medizinische Klinik und Poliklinik
Direktor: Univ.~Prof. Dr. med. Peter R. Galle

Bitte senden Sie diesen Fragebogen an:

Uniklinik Mainz
Gastro-Crohn-Ambulanz
- z. Hd. Fr. Ludwig -
Langenbeckstr. 1

55131 Mainz

Prof. Dr. Markus F. Neurath

1. Med. Klinik und Poliklinik

der Johannes Gutenberg-Universitat
Langenbeckstr. 1

55131 Mainz

PD Dr. Matthias Schwab

Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut
fur Klinische Pharmakologie
Auerbachstr. 112

70376 Stuttgart

Liebe Patientin,
lieber Patient!

nachfolgenden Fragebogen auszufiillen.

JOHANNES GUTENBERG —~UNIVERSITAT MAINZ

Allgemeine Poliklinik 55101 Mainz

(06131) 177

Endoskopi Telefon (06131) 17-1
(08131) 177280 Telefax (06131) 176609

Spezialambulanzen
Leber/Lebertransplantation

Nieren- und Hochdruck/
Nierentransplantation
128

HIV-Virushepatitis
(08131) 17 7197

Mainz, den 21.04.2006

Messung von Wirkmetaboliten bei Azathioprin-
Therapie von chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen

Im Rahmen einer prospektiven Studie Uber den Wirkmechanismus von Azathioprin
(z.B. Imurek®, Azafalk®, Azamedac®, Puri-Nethol®) maéchten wir Sie bitten,

Azathioprin wird im Kérper von Enzymen in verschiedene Stoffwechselprodukte
umgewandelt. Diese sind nicht alle gleich wirksam und bestimmte Zwischenprodukte
sind fur die Wirksamkeit von besonderer Bedeutung. Es soll nun durch die Messung
der verschiedenen Substanzen im Blut herausgefunden werden, welche fir die
Wirksamkeit des Medikaments am aussagekréftigsten ist.
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Die Teilnahme an der Studie besteht im Ausflllen des Fragebogens sowie einer
einmaligen Blutentnahme. Im Ausnahmefall kdnnen weitere Blutentnahmen notwendig
sein. Die Blutprobe wird im Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fir Klinische
Pharmakologie in Stuttgart anonymisiert ausgewertet. Bei Interesse kénnen Sie das
Ergebnis Ihrer Analyse in der Crohn-Ambulanz erfragen.

Einschlusskriterium in die Studie ist die regelmaBige Einnahme des Medikaments fir
mindestens 6 Monate. Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig.

Vielen Dank fiir Ihre Mithilfe!

Einwilligungserklarung des Patienten

Mit meiner Einbeziehung in die Studie bin ich einverstanden. Uber Zielsetzung und
Verlauf der Studie wurde ich aufgeklart. Mir ist bekannt, dass ich meine
Einwilligungserkldrung zur Teilnahme an der Studie jederzeit ohne Angabe von
Griinden und ohne nachteilige Folgen zurlickziehen kann.

Hiermit erkldre ich mich einverstanden, dass das von mir gespendete Blut fur
wissenschaftliche Untersuchungen verwendet wird. Es werden die Konzentrationen
verschiedener Azathioprinmetaboliten bestimmt und eventuell
Enzymaktivitaitsmessungen durchgefiihrt. Abhangig vom Ergebnis dieser initialen
Untersuchungen besteht die Md&glichkeit, dass ein genetisches Screening
durchgefiihrt wird.

Ich bin damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie meine Krankheitsdaten
verschlisselt aufgezeichnet, verschllsselt gespeichert und anonymisiert veréffentlicht
werden und diese Aufzeichnungen =zur Uberprifung an die zusténdige
Uberwachungsbehérde oder die zustandige Bundesoberbehdrde weitergegeben
werden kdnnen.

Eine Kopie der Einwilligungserklarung habe ich erhalten.

Name:

Vorname:

Geburtsdatum:

Ort, Datum Unterschrift des Patienten

Patientennr.:

200




8 Anhang

Name, Vorname:

Geburtsdatum:

Telefonnummer fur eventuelle Rickfragen:

Geschlecht: [ ] mannlich [] weiblich
Erkrankung: [] Morbus Crohn  [] Colitis ulcerosa

Seit wann besteht die Erkrankung?

Gewicht: kg KorpergroBe: m

1. Nehmen Sie [] Azathioprin oder [] Mercaptopurin ein? Seit wann?

In welcher Dosierung (wie viele Tabletten am Tag)?

2. Tritt die Erkrankung bei lhnen in Schiiben auf, oder sind die Beschwerden chronisch?

[Jin Schiiben [ chronisch [ keine Beschwerden

Bei einem Verlauf in Schiiben: Wann war der letzte Schub?

Beginn: Ende:

Wie viele Schiibe treten seit Beginn der Azathioprin-Therapie durchschnittlich pro

Jahr auf?

Durchschnittliche Dauer der Schiibe:

Durchschnittliche Dauer der schubfreien Intervalle:

3. Wie sahen die Beschwerden vor Beginn der Azathioprin-Therapie aus?

[] chronisch
[] Schiibe, durchschnittliche Anzahl der Schiibe pro Jahr:

Durchschnittliche Dauer der Schiibe:

Durchschnittliche Dauer der schubfreien Intervalle:

4. Leiden Sie zur Zeit an einer oder mehreren Fisteln?

[1ja, an einer/mehreren nassenden Fisteln
[]ja, an einer/mehreren verschlossenen Fisteln

[ nein
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5. Besteht bei Ihnen zur Zeit eine Stenose (Verengung) des Darms?

[lja
[Inein

6. Haben Sie Azathioprin wéhrend einer Schwangerschaft eingenommen?

[ja
[Inein

7. Sind Sie Raucher? ja[] nein[(] Nichtraucher seit weniger als einem Jahr[_]

8. Haben Sie jemals das Medikament Infliximab (Remicade®) erhalten?

Lja
[ nein

Wenn ja, wie oft und wann?

In welcher Dosierung?

9. Nehmen Sie zur Zeit Cortison ein?

[ja
[Inein

Wenn ja, seit wann: bis:

Unterbrechungen:

Aktuelle Dosierung:

10. Nehmen Sie weitere Medikamente ein?

11. Haben Sie in letzter Zeit krankheitsbedingt abgenommen?

El ja,. kg in ca. Wochen
nein

12. Méchten Sie noch etwas hinzufligen? Wurde eine Frage vergessen?
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Wie sahen Ihre Beschwerden vor und wie sehen sie seit Beginn der Azathioprin-

Therapie aus?
vor Beginn der Azathioprin-Therapie:

durchschnittliche Stuhlfrequenz pro Tag:

durchschnittlicher Grad der
Bauchschmerzen (1 = keine Schmerzen,
6 = unertragliche Schmerzen):

Allgemeinbefinden (1 = sehr gut, 6 =
unertraglich):

seit Beginn der Azathioprin-Therapie:

durchschnittliche Stuhlfrequenz pro Tag:

durchschnittlicher Grad der
Bauchschmerzen (1 = keine Schmerzen,
6 = unertrégliche Schmerzen):

Allgemeinbefinden (1 = sehr gut, 6 =
unertraglich):

durchschnittliche Anzahl der Schiibe pro
Jahr:

durchschnittliche Anzahl der Schiibe pro
Jahr:

Haben Sie an einer (oder mehreren)
Fisteln gelitten?

[ nein
[ ja, sezernierend
[Jja, nicht sezernierend

War bei lhnen eine Stenose (Verengung)
des Darms bekannt?

[lja
[ nein

Haben Sie dauerhaft (I&nger als 6
Monate) Cortison eingenommen?

[lja
[T nein

Falls ja, wie viel mg pro Tag haben Sie
dauerhaft eingenommen?

Leiden Sie an einer (oder mehreren)
Fisteln?

[T nein
[ ja, sezernierend
[1ja, nicht sezernierend

Ist bei Ihnen eine Stenose (Verengung)
des Darms bekannt?

[lja
[Inein

Haben Sie seit Beginn der Azathioprin-
Therapie dauerhaft (langer als 6 Monate)
Cortison eingenommen?

[lja
[ nein
Falls ja, wie viel mg pro Tag haben Sie

dauerhaft eingenommen bzw. nehmen
Sie ein?
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Bestimmung des Aktivitatsindex
(Crohn’s Disease Activity Index/CDAI + Colitis ulcerosa-
Aktivitatsindex/CAl)

. Anzahl der ungeformten Stiihle und Durchfalle in der letzten Woche vor der
Blutabnahme (bitte fiir jeden Wochentag die Anzahl der Stiihle in die Kastchen
eintragen):

Mo Di Mi Do Fr Sa So

. Bauchschmerzen in der letzten Woche: tégliche Einzelbewertung
0 = keine, 1 = leichte, 2 = maBige, 3 = starke (bitte fir jeden Wochentag die
Bewertung in die Kastchen eintragen)

Mo Di Mi Do Fr Sa So

. Allgemeinbefinden in der letzten Woche: tagliche Einzelbewertung
0 = meistens gut, 1 = maBig, 2 = schlecht, 3 = sehr schlecht, 4 = unertraglich (bitte
fir jeden Wochentag die Bewertung in die Kastchen eintragen)

Mo Di Mi Do Fr Sa So

. Bitte kreuzen Sie diejenigen Symptome (extraintestinale Manifestationen) an, unter
denen Sie zur Zeit leiden:

[] Gelenkschmerzen (Arthritis, Arthralgien)

[[] Augensymptome (Iritis, Uveitis)

[] Lasionen an Haut oder Mund (Erythema nodosum,
Pyoderma gangraenosum, Stomatitis aphthosa)

[] Analfissur, Analfistel, perirektale Abszesse

[] andere Fisteln

[] Fieber tiber 37,5°C in den letzten 7 Tagen

. Nehmen Sie im Moment Medikamente gegen Durchfall (z. B. Imodium®, Codein)
ein?

Clia [ nein Name des Medikaments:

. Blutbeimengungen im Stuhl (auf der
Basis des wdchentlichen Durchschnitts):  [] keine []Jwenig [] viel

. Krampfartige Bauchschmerzen: [Tkeine []leicht [ ] mittel [ ] stark

. Erhéhte Temperatur: [Jkeine [137-38°C  [] tber 38°C
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Fragebogen liber die Lebensqualitat von Patienten mit
chronisch entziindlicher Darmerkrankung (IBDQ)

Der vorliegende Fragebogen dient dazu, zu erfassen, wie es Ihnen in den
vergangenen 2 Wochen vor der Blutabnahme gegangen ist. Sie werden danach
gefragt, welche Symptome bei Ihnen als Folge Ihrer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung auftraten, wie Ihr Allgemeinbefinden und wie Ihre Stimmung waren.
Bitte kreuzen Sie firr jede Frage nur eine Antwort an.

1. Wie oft hatten Sie in den letzten 2 Wochen Stuhlgang? (Bitte nur eine Antwort
ankreuzen.)

[] Stuhlgang so oft wie bisher oder haufiger denn je

[] extrem oft

[] sehr oft

[ maBige Zunahme der Haufigkeit des Stuhlgangs

[] geringe Zunahme der Haufigkeit des Stuhlgangs

[[] fast keine Zunahme der Haufigkeit des Stuhlgangs

[] normal, keine Zunahme der Haufigkeit des Stuhlgangs

2. Wie oft war das Geflihl der Mudigkeit, Erschépfung oder Abgeschlagenheit in den
letzten 2 Wochen ein Problem flr Sie?

[] standig

[] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie

3. Wie oft haben Sie sich in den letzten 2 Wochen frustriert, ungeduldig oder ruhelos
geflhlt?

[] standig

] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

1 nie
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4. Wie oft konnten Sie in den letzten 2 Wochen auf Grund lhres Darmproblems nicht
zur Arbeit (zur Schule) gehen?

[] standig

[[] meistens
[ oft

] manchmal
[[] gelegentlich
[] kaum

[ nie

5. Wie oft war Ihr Stuhlgang in den letzten 2 Wochen fllissig?

[] standig

[[] meistens
[] oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie

6. Wie viel Energie hatten Sie in den letzten 2 Wochen?

[] tiberhaupt keine Energie
[[] sehr wenig Energie

[ wenig Energie

[[] etwas Energie

[] maBig viel Energie

[] viel Energie

[] volle Energie

7. Wie oft haben Sie sich in den letzten 2 Wochen Sorgen gemacht, wegen Ihres
Darmproblems eventuell operiert werden zu miissen?

[] standig

] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie
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8. Wie oft mussten Sie in den letzten 2 Wochen eine gesellschaftliche Verabredung

wegen lhres Darmproblems verschieben oder absagen?

[] standig

] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[l kaum

[ nie

9. Wie oft hatten Sie in den letzten 2 Wochen Bauchkradmpfe?

[ standig

[[] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[l kaum

[ nie

10. Wie oft haben Sie sich in den letzten 2 Wochen allgemein unwohl gefuhit?

11.

[] standig

[[] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie

Wie oft waren Sie in den letzten 2 Wochen beunruhigt, weil Sie Angst hatten,
keine Toilette (Badezimmer, WC) zu finden?

[] standig

[[] meistens
[] oft

[] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie
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12. Welche Schwierigkeiten hatten Sie in den letzten 2 Wochen, lhre Freizeit- oder
Sportaktivitdten auszuliben?

[] auBerst schwierig; Aktivitaten waren unméglich

[[] sehr schwierig

[] ziemlich schwierig

[] schwierig

[] nicht so schwierig

[[] fast nicht schwierig

[ nicht schwierig; Sport- und Freizeitaktivitdten waren durch das
Darmproblem nicht eingeschrankt

13. Wie oft haben Sie in den letzten 2 Wochen Bauchschmerzen gehabt?

[] standig

[[] meistens
[ oft

[] manchmal
[[] gelegentlich
[] kaum

[ nie

14. Wie oft hatten Sie in den letzten 2 Wochen Probleme, nachts gut zu schlafen
oder wahrend der Nacht aufzuwachen?

[] standig

[] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie

15. Wie oft haben Sie sich in den letzten 2 Wochen deprimiert oder entmutigt
geflhlt?

[] standig

] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie
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16. Wie oft haben Sie in den letzten 2 Wochen an Ereignissen nicht teilgenommen,
weil es keine Toilette (Badezimmer, WC) in der Nahe gab?

[] standig

] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[l kaum

[ nie

17. Wie groB3 war in den letzten 2 Wochen insgesamt das Problem, starke Winde
abgehen zu lassen?

[] ein sehr groBes Problem
[] ein groBes Problem

[] ein Problem

[] problematisch

[] weniger problematisch
[[] kaum problematisch

[] kein Problem

18. Wie problematisch war es fiir Sie in den letzten 2 Woche insgesamt, |hr
Wunschgewicht zu halten oder zu erreichen?

[] ein sehr groBes Problem
[] ein groBes Problem

[] ein Problem

[[] problematisch

[ weniger problematisch
[[] kaum problematisch

[ kein Problem

19. Viele Patienten mit Darmproblemen haben haufig Sorgen und Angste im
Zusammenhang mit lhrer Erkrankung. Dazu gehéren die Angst vor Krebs, die
Sorge, sich nie mehr besser zu fiihlen und Angst vor einem Ruckfall. Wie oft
waren Sie in den letzten 2 Wochen generell besorgt oder &ngstlich?

[] standig

[] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

1 nie
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20. Wie oft hatten Sie in den letzten 2 Wochen Blahungen?

[] standig

[] meistens
] oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

1 nie

21. Wie oft haben Sie sich in den letzten

Spannungen gefuhlt?

[1 nie

[] gelegentlich
] manchmal
[ oft

[[] meistens
[ fast standig
[ standig

2 Wochen entspannt und frei von

22. Wie oft hatten Sie in den letzten 2 Wochen ein Problem mit Rektumblutungen

beim Stuhlgang?

[] standig

[[] meistens
[ oft

[] manchmal
[[] gelegentlich
[ kaum

[ nie

23. Wie oft war Ihnen in den letzten 2 Wochen |hr Darmproblem peinlich?

[] standig

[[] meistens
[Joft

] manchmal
[[] gelegentlich
[ kaum

[ nie
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24. Wie oft hatten Sie in den letzten 2 Wochen das Gefiihl, zur Toilette zu miissen,
obwohl lhr Darm entleert war?

[] standig

] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[l kaum

1 nie

25. Wie oft haben Sie sich in den letzten 2 Wochen weinerlich oder verargert
gefuhlt?

[] standig

[[] meistens
[ oft

[] manchmal
[[] gelegentlich
[] kaum

[ nie

26. Wie oft sind Sie in den letzten 2 Wochen durch versehentliche Verschmutzung
Ihrer Unterwésche geplagt worden?

[] standig

[] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie

27. Wie oft waren Sie in den letzten 2 Wochen wegen Ihres Darmproblems
verargert?

[] standig

] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

1 nie
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28. Inwieweit hat Ihr Darmproblem Ihre sexuelle Aktivitét in den letzten 2 Wochen
eingeschrankt?

[[] kein Sex wegen der Darmerkrankung

[] groBe Einschréankung wegen der Darmerkrankung
[[] mé&Bige Einschréankung wegen der Darmerkrankung
[[] etwas Einschrénkung wegen der Darmerkrankung
[ geringe Einschrankung wegen der Darmerkrankung
[ kaum Einschrankung wegen der Darmerkrankung
[] keine Einschrankung wegen der Darmerkrankung

29. Wie oft sind Sie in den letzten 2 Wochen von Ubelkeit oder ungutem Geftihl im
Magen geplagt worden?

[] standig

[[] meistens
[] oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie

30. Wie oft haben Sie sich in den letzten 2 Wochen gereizt gefiihlt?

[] standig

[] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie

31. Wie oft haben Sie sich in den letzten 2 Wochen von anderen unverstanden
geflhlt?

[] standig

] meistens
[ oft

] manchmal
[] gelegentlich
[ kaum

[ nie
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15

32. Wie zufrieden, gllicklich oder erfreut waren Sie in den letzten 2 Wochen mit
Ihrem/Uber Ihr Privatleben?

[] auBerst unzufrieden, meistens ungliicklich

] allgemein unzufrieden, ungltcklich

[] etwas unzufrieden, ungliicklich

[] allgemein zufrieden, erfreut

[[] meistens zufrieden, gliicklich

[ ] meistens sehr zufrieden, gliicklich

[] auBerst zufrieden, kdnnte nicht glucklicher oder erfreuter sein
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Datenerhebungsbogen fiir ein telefonisches Interview

Datenerhebungsbogen telefonisches Interview

Name:
Telefonnummer:
Abnahmedatum:

Azathioprin-Einnahme seit:
Dosierung in mg:

Remission/Schub/chronischer Verlauf
Remission seit/letzter Schub:

Rauchen:
Glukokortikoide:
5-Aminosalizylate:
Infliximab:
Schwangerschaft:
Gewicht:
KorpergroBe:

CDAI:

Stuhlfrequenz/Tag:
Bauchschmerzen:
Allgemeinbefinden:
extraintestinale Symptome:
Loperamid:

CAl:
Stuhlfrequenz/Tag:
Blut im Stuhl:
Bauchschmerzen:
Allgemeinbefinden:
Fieber:

Datum:
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Datenerhebungsbogen fiir Aktenstudien

Datenerhebungsbogen Aktenstudie

Name:
Geburtsdatum:

Telefon:
Datum der Blutentnahme:
Morbus Crohn / Colitis ulcerosa

Gewicht:
GroBe:

Erkrankung seit:

Azathioprin-Einnahme seit:

Aza/6-MP/Imurek:

Dosierung:

Schiibe chronisch Remission (seit)
letzter Schub:

Fistel/Abzse:

Stenose:

Raucher:
Schwangerschaft:
Glukokortikoide:
Infliximab:

sonstige Medikamente:

Gewichtsverlust:

Stihle/d:
Bauchschmerzen:
Allgemeinbefinden:
extraintestinale Symptome:
Loperamid:

Blut im Stuhl:
Bauchkrampfe:

Fieber:

Resistenz palpabel:

OPs:

refraktarer Verlauf/postOP Rezidiv:
Befall: Dinndarm Dickdarm  Dinndarm+Dickdarm
Labor:

Hb

Hkt

Leber

CRP

BSG

Leukopenie

Anémie

Thrombozyten

sonstige Erkrankungen:
Datum:
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Auswertungsbogen fiir den CAI

CAI (Clinical Activity Index) nach Rachmilewitz

Wert

Anzahl der Stiihle pro Woche
<18=0,18-35=1,36-60=2,>60=
3

Blut im Stuhl

kein = 0, wenig = 2, viel = 4
Allgemeinbefinden gut = 0, maBig = 1,
schlecht = 2, sehr schlecht = 3
Bauchschmerzen keine = 0, leicht = 1,
maBig = 2, stark =3

Fieber infolge der Kolitis
37=0,>38=3

Extraintestinale Manifestationen

Iritis = 3, Erythema nodosum = 3,
Arthritis = 3

Laborbefunde

BSG >50mm (1 h)=1,>100 mm = 2,
Hb<10,09% =4

Summe
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Auswertungsbogen fiir den CDAI

CDAI (Crohn’s Disease Activity Index) nach Best

1 — (Kdrpergewicht in kg/Standardgewicht in kg)

Kriterium Multiplikator Ergebnis
Anzahl der ungeformten Stiihle der letzten x2
Woche:
Grad der Bauchschmerzen x5
Keine Schmerzenan __ Tagenx 0 =
Leichte Schmerzenan__ Tagenx 1 =
MaBige Schmerzenan __ Tagenx 2 =
Starke Schmerzenan ___ Tagenx 3 =
Gesamtsumme:
Grad des Allgemeinbefindens (iber eine X7
Woche
Gutes Allgemeinbefindenan _ Tagenx0=__
MaBiges Befindenan __ Tagenx 1=
Schlechtes Befindenan _ Tagenx2=__
Sehr schlechtes Befindenan __Tagenx3=__
Unertrégliches Befindenan __ Tagenx4=____
Gesamtsumme:
Assoziierte Symptome x 20
« Iritis/Uveitis
« Stomatitis aphthosa
* Pyoderma gangraenosum
« Erythema nodosum
« Arthralgien/Arthritis
« Analfissur/Analfisteln
» Andere Fisteln
» Temperatur > 37°C
Anzahl der zutreffenden Punkte
Symptomatische Durchfallbehandlung
(z. B. Loperamid)
Ja =30
Nein =0
Resistenz im Abdomen x 10
Nein=0
Fraglich =2
Sicher =5
Hamatokrit x 6
Ménner: 47
Frauen: 42
Minus Hamatokrit =
Gewicht x 100

Gesamtsumme Aktivitatsindex
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Datenblatt fiir 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat

6-Thio-GTP Data sheet

6-Thio-guanosine-5*-iriphosphate, Sodium salt

Structure: Catalogue-No.: NU-1106
SH
Molecular Formula: CioHsNsOisP3S (Anion)

o o o N ey

H Dfu < | o Molecular Weight: 536.22 (Anion)
N oo™ NN

') g g Purity: = 95%, clear aqueous solution, pH 7.5
[}
3 Na H OH Storage conditions:

Short term exposure (up to 1 week cumulative) to ambient
temperature possible. Long term storage at = -20°C. If stored as
recommended, Jena Bioscience guarantees optimal performance of
this product for 12 months after date of delivery.

For research use only!

Prices / package sizes:

Cat.-No. Amount (Units)
NU-1108S 150
NU-1106L 750

* 1 unit = 1 ul of a 10 mM solution

Chromatogramm fiir die Reinsubstanzen 6-TG, TGMP,
TGDP, TGTP

75.000f 5 TGTP_98_neurath_a3.DATA

70.0004+

TG,

65.0001

oXTGDP

60.000}

oxTGuan
oXTGMP

55.0001

50.000}

45,000}

40.0004+

oxTGTP

35.0001+

30.0004+

25.000}
20.0004+

RT [min]
RN /I~
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Chromatogramm fiir Blank-RBC

TGTP_102_equim4.DATA

RT [min]

20 2 24 26 28 30 82 34 3 38 40 42 44

die Kalibrierprobe

TGTP 96 neurath oxte-35.0ATA

oxTGTP

i

Chromatogramm fiir die Patientenprobe

22,

21.50¢
21.00¢
20.50¢
20.00¢
19.50
19.00
18.50
18.00
17.50
17.00
16.50
16.00(
15.50
15.00
14.50
14.0002
13.50
13.00(

RT [min]

e
123456 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49
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Gerateparameter und Messbedingungen fiir die HPLC

Es wurden 2 verschiedene HPLC-Anlagen eingesetzt:

HPLC-System 1: zur Bestimmung von MMP und MTG, bestehend aus Autosamp-
ler, HPLC-Pumpe, Saulenthermostat, UV- und Fluoreszenzdetektor (hintereinander-
geschaltet).

HPLC-System 2: zur Bestimmung von 6-TG, bestehend aus Autosampler, HPLC-
Pumpe, Sadulenthermostat und UV-Detektor.

HPLC-System 1

Autosampler Injektionsvolumen 50 yl

HPLC-S&ule Lichrospher C18 5 pm, 250x4,6 mm ID
Pumpenfluf 0,7 ml/min

Sédulenthermostat 35° C

Detektoreinstellungen fiir MMP UV-Detektor: 290 nm

fir MTG Fluoreszenz-Detektor, EX: 315 nm, EM: 390 nm
Methodenparameter zur Datenaufnahme im Programm Galaxie:
Control Data rate 5 Pt/Sec

Voltage Range 1,0 Volt

Start on trigger Contact Closure

Acquisition: Acquisition length 15 minutes

HPLC-System 2

Autosampler Injektionsvolumen 50 pl

HPLC-Saule Xterra RP18, 3,5 nm, 150 - 4,6 mm ID, Waters
Vorsdule Kartusche Hypersil ODS, 5 pm

Pumpenfluf 0,6 ml/min

Sédulenthermostat 35° C

Detektoreinstellung UV-Detektor: 332 nm

Methodenparameter zur Datenaufnahme im Programm Galaxie:
Control Data rate 5 Pt/Sec

Voltage Range 1,0 Volt

Start on trigger Contact Closure

Acquisition: Acquisition length 15 minutes
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