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1 Einleitung

Der Morbus Crohn (MC) und die Colitis ulcerosa (CU) als wichtigste Vertreter der
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) ahneln sich in ihrer klinischen
Prasentation sehr und meistens ist eine Unterscheidung beider Krankheiten
voneinander schwierig. Generell ist zu sagen, dass es sich bei CED um multifaktorielle
Erkrankungen handelt, welche sich nicht auf einzelne Ursachen zurtckfuhren lassen.
Grunde fur die Entstehung einer CED beruhen am ehesten auf einer genetischen
Veranlagung, verschiedenen Risikofaktoren sowie einer Storung der Barrierefunktion
der Darmschleimhaut mit der Konsequenz, dass sich Darmbakterien auf der Darmwand
ansiedeln konnen und dort eine krankhafte Immunreaktion auslésen. Mittels der
Laserendomikroskopie gelingt es, diese intramukosal gelegenen Bakterien darzustellen
und deren Haufung im Zusammenhang mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zu

untersuchen.



1.1 Chronisch entziuindliche Darmerkrankungen

Unter chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) versteht man wiederkehrende
oder kontinuierlich bestehende Entzindungen des Darms. Die zwei haufigsten Vertreter
stellen einmal den Morbus Crohn und zum anderen die Colitis ulcerosa dar [1,2,3]. Schon
in frdhen Jahrhunderten wurden bei verschiedenen Patienten Symptome und Befunde
beschrieben, die sich mit denen einer Colitis ulcerosa oder eines Morbus Crohn
vereinbaren lassen. So beschrieb Wilhelm Fabry um 1612 in einem Bericht in der Autopsie
eines Jungen einen Befund, der mit einem Morbus Crohn vereinbar ist [4,5]. Bis heute ist
die Atiologie der CED noch nicht vollstéandig geklart. Jedoch geht man davon aus, dass die

Darmflora eine essentielle Rolle in der Pathogenese spielt [6,7,8,9].

1.2 Morbus Crohn

1.2.1 Epidemiologie des Morbus Crohn

Pro Jahr treten in Deutschland etwa 6 neue Falle von Morbus Crohn pro 100.000
Einwohner auf. [115] Die Pravalenz liegt bei 100-200 pro 100.000 Einwohnern. [116,117]
Manner und Frauen sind gleich haufig betroffen. Morbus Crohn kann sich in jedem Alter
manifestieren. Am haufigsten ist ein Erkrankungsbeginn zwischen dem 15. und 35.
Lebensjahr. [118] In 15 bis 25 Prozent der Falle zeigen sich die ersten Symptome vor dem
20. Lebensjahr, vereinzelt sogar schon im Sauglingsalter. In den letzten 20 Jahren hat die

Zahl der Erstdiagnosen insgesamt zugenommen.[118]

1.2.2 Pathogenese
Charakteristisch fir den Morbus Crohn ist ein transmuraler Befall der Darmschleimhaut,

so dass alle Darmwandschichten von der Tunica mucosa bis zur Tunica serosa sowie
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angrenzende Strukturen betroffen sind. Grundsatzlich konnen jedoch alle Abschnitte des
Gastrointestinaltraktes vom Mund bis zum Anus befallen sein. Bei 80% der Erkrankten liegt
im terminalen lleum oder proximalen Kolon eine Entzindung vor. Es zeigt sich als
typisches Befallsmuster des Morbus Crohn eine diskontinuierliche, segmental betroffene
(sog. “skip lesions®) Darmmukosa.

Die transmurale Entzindung fuhrt zu dem typischen makroskopischen Erscheinungsbild
des Morbus Crohn mit 6dematdser und fibrotischer Verdickung der Darmwand der
betroffenen Segmente des Intestinaltraktes und der Ausbildung von Mikroperforationen
der Darmwand, Fisteln, Fissuren, Fibrosierungen und Stenosen. Eine Penetration der
Entzindung in benachbarte Strukturen kann hauptsachlich im Bereich des terminalen
lleums zur Ausbildung von entzindlichen Verbackungen einzelner Darmabschnitte,
sogenannten Konglomerattumoren (“fibrostenotic lesions"), fuhren. Auch eine
Abkapselung des Entziindungsprozesses mit konsekutiver Ausbildung von Abszessen ist

typisch fur den Morbus Crohn. [119]

1.3 Colitis ulcerosa

1.3.1 Epidemiologie der Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa (CU) wird zu den chronisch entzundlichen Darmerkrankungen gezahlt.
Erstmals wurde die CU 1859 von Samuel Wilks aus London erwahnt [11].

Die CU ist in allen Altersstufen anzutreffen, d.h. von den ersten Lebensjahren bis ins hohe
Lebensalter. Mit einer Inzidenz von 6 Fallen pro 100.000 Einwohner pro Jahr ergibt dies
eine Pravalenz von 210 Patienten pro 100.000 Einwohner und eine Zahl von 168.000
Betroffenen in Deutschland [12]. Somit tritt diese Erkrankung gehauft auf. Meist betroffen

sind junge Erwachsene im Alter zwischen 20 und 40 Jahren. [10]



1.3.2 Pathogenese

Die Colitis ulcerosa ist eine Erkrankung von Kolon, Rektum und in Ausnahmefallen auch
des terminalen lleum (,backwash ileitis“), die durch eine chronische Entzindung der
einzelnen Abschnitte charakterisiert ist. Bis heute sind die genaue Atiologie und
Pathogenese ungeklart, doch vermutet man, dass die eigene Darmflora durch inadaquate
und chronische Aktivierung des mukosalen Immunsystems eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung spielt. [6,7,8,9] Diese anormale Reaktion wird vermutlich durch Defekte in
der Barrierefunktion des Darmepithels und des mukosalen Immunsystems getriggert. [15]
Weitere Studien gaben Hinweise auf einen Zusammenhang des Auftretens der Erkrankung
mit immunologischen Faktoren, verschiedenen Umwelteinflussen, wie z.B. Stress, Diat

und Infektionen, oder einer genetischen Disposition.

Je nach Ausdehnungsgrad des Entzundungsprozesses wird die Colitis ulcerosa
unterschiedlich beschrieben:
e Proktitis im Sinne einer auf das Rektum limitierten Entzindung;
o distale Colitis oder Proktosigmoiditis, wenn sich der Entzindungsprozess maximal
bis zum mittleren Sigmoid ausdehnt;
e linksseitige Colitis bei Ausdehnung des Entzindungsprozesses bis zur linken
Colonflexur;
e ausgedehnte Colitis, wenn der Entzindungsprozess Uber die rechte Colonflexur
nach proximal, aber nicht bis zum Coecum reicht;

e Pancolitis bei Ausdehnung der Entzindung bis zum Coecum.



1.4 Atiologie von CED

Den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen liegt wahrscheinlich eine komplexe
Atiologie zugrunde, die im Wesentlichen auf dem Zusammenspiel dreier Hauptfaktoren
basiert: erstens auf dem Einfluss von Umweltfaktoren, zweitens auf einer genetischen
Pradisposition, drittens spielen die intestinale Mikroflora und eine Dysregulation des

Immunsystems eine wichtige Rolle [20, 27, 28, 6].

1.4.1 Das Mikrobiom und die Barrierefunktion der Darmschleimhaut

Ein Barrieredefekt der Darmschleimhaut gilt heute als sichere Ursache bei der
Krankheitsentstehung der CED.[120]

Aufgrund eines Mangels an kdpereigenen Antibiotika kommt es zu einer Storung der
Darmschleimhaut. Diese Barrierestorung macht es erst moglich, dass Bakterien in
Bereiche der Darmwand vordringen kdnnen, die sie bei intakter Barriere nicht erreichen
konnen, dort als Agressor (unabhangig von ihrer Pathogenitat) wahrgenommen werden
und eine entsprechende Immunantwort induzieren.

Beim gesunden Mensch werden hohe Mengen antimikrobieller Peptide, sogenannte
,pDefensine®, produziert und Uber Panethzellen an der Basis der Dunndarmkrypten in das
Darminnere abgegeben. Diese Defensine (HD5/HDG6) regulieren die Zusammensetzung
der Darmflora und schaffen damit eine Barriere, welche verhindert, dass
Mikroorganismen in die Darmschleimhaut eindringen und eine Entzindung auslésen
konnen. [120 ,121]

Es konnte gezeigt werden, dass bei Morbus Crohn-Patienten eine verminderte
Produktion an Panethzelldefensinen besteht. Diese Tatsache hat nicht nur eine
Verminderung der direkten Abwehrmechanismen der Darmschleimhaut gegentber

Mikroorganismen zur Folge, sondern auch einen Einfluss auf die antimikrobielle Funktion
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des gesamten DUinndarms. Hieraus resultiert eine Veranderung der Zusammensetzung
des Mikrobioms. Ahnliches konnte in einer Studie von R.a. Flavell fiir die Colitis ulcerosa
gezeigt werden. [142]

Durch die CLE ist es méglich, diese Barrierestorung und den Ubertritt der Bakterien nach

intramukosal zu untersuchen und darzustellen.

1.4.2 Umweltfaktoren

Ergebnisse aus epidemiologischen Untersuchungen geben Hinweise auf ein enges
Zusammenspiel von Umweltfaktoren und einer genetischen Pradisposition. [19] Die
zeitliche Entwicklung der Inzidenzen, besonders die ansteigende Inzidenz der chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen bei jungen Menschen im Zeitraum der letzten drei
Jahrzehnte, kann nicht nur durch den alleinigen Einfluss von genetischen Faktoren erklart
werden. [19] Zum Beispiel haben die Rauchgewohnheiten der Patienten schon frihzeitig
einen Einfluss auf die Krankheitsentstehung eines Morbus Crohn und auch einer Colitis
ulcerosa durch eine Veranderung der Pradisposition fur diese Erkrankungen [122, 34, 29].
Dabei zeigen sich gegensatzliche Effekte. Bei einem Morbus Crohn ist Rauchen assoziiert
mit einer erhohten Pradisposition fur die Erkrankung, im Falle der Erkrankung mit einem
raschen, progredienten Krankheitsverlauf und einer haufigeren Notwendigkeit operativer
Interventionen und immunsuppressiver Therapien. Dagegen scheint das Rauchen bei der
Colitis ulcerosa hinsichtlich der Krankheitsentstehung protektiv zu wirken, wobei sogar
Dosis-Wirkungs-Beziehungen ermittelt werden konnten. Da die meisten Kinder und
Jugendlichen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung der CED noch nicht rauchen, scheint
hier das Passivrauchen eine grof3ere Rolle zu spielen. Eine Studie von Lashner et al.
konnte zeigen, dass Rauchen der Mutter zum Zeitpunkt der Geburt eher einen Risikofaktor
fur die Entstehung eines Morbus Crohn sowie einer Colitis ulcerosa darstellt, als das

Rauchen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung der Erkrankung [35].
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Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen Colitis ulcerosa und mikrobiellen Faktoren
festgestellt werden. In entzindeten Darmabschnitten findet sich eine erhdhte Anzahl dem
Epithel anhaftender, aber auch intrazellularer Bakterien, u.a. Bacteroides spp. und
Enterobacteriaceae spp. [13]. Es wird angenommen, dass die normale intestinale
Bakterienflora, die hier als Antigen wirkt, eine UberschieRende und kontinuierliche
Aktivierung des Immunsystems hervorruft und somit die chronische Entzindung triggert.
[15] Was die Ursache fur die erhohte Konzentration der Bakterien in der Darmflora ist,

bleibt allerdings unklar.

1.4.3 Genetische Dispositionen von CED

Resultate epidemiologischer Untersuchungen lassen eine genetische Komponente bei der
Pathogenese der chronisch entzindlichen Darmerkrankungen vermuten. [19, 28].
AuBerdem zeigten sich Unterschiede hinsichtlich der Pradisposition in ethnisch
unterschiedlichen Bevodlkerungsgruppen. Bei Zwillingspaaren lasst sich hohe Konkordanz
beobachten und eine familiare Haufung bei positiver Familienanamnese ist auffallig [138,
139, 19].

Auffallig ist eine hohe Pravalenz fur eine sporadisch auftretende CED und flr eine familiar
gehauft auftretende CED bei in Westeuropa und Nordamerika lebenden Ashkenazi-Juden
[31]. Die niedrigsten Pravalenzraten, die jemals in einer Bevolkerungsgruppe beobachtet
wurden, traten dagegen bei Afro-Amerikanern auf [32].

Die untersuchten Pravalenzen bezuglich der familiaren Haufung von CED ergaben
eindeutig, dass eine positive Familienanamnese der am besten nachweisbare Risikofaktor
fur die Krankheitsentstehung ist [140, 19]. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa gibt es fur
Verwandte ersten Grades ein erhohtes Erkrankungsrisiko (2-5%), beim Morbus Crohn
besteht in 5-10% der Falle eine familiare Haufung [15], was einen Einfluss des Genoms

auf das Auftreten der Krankheit nahelegt.
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Mithilfe von Mikrosatellitenanalysen konnten verschiedene Genorte, IBD1-9, identifiziert
werden, die mit der Veranlagung fur chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED)
assoziiert sind. Hierbei scheint es spezifische Loci fur Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn
(MC) zu geben sowie auch solche, die die Empfindlichkeit fur CED allgemein erhéhen [33].
In mehreren Studien konnte bestatigt werden, dass bestimmte HLA Klasse-II-Strukturen
des IBD3 Locus auf Chromosom 6p mit einer erhohten Empfanglichkeit fur Colitis ulcerosa
und Morbus Crohn verknupft sind.

In einer internationalen genetischen Assoziationsstudie von CED-Subphanotypen im
Jahre 2016 konnten keine genetischen Assoziationen mit dem Krankheitsverlauf oder

Komplikationen gefunden werden. [141]

1.4.4 Immunologische Faktoren

Wie bereits oben angesprochen, ist die Atiologie der CED weitgehend unbekannt.
Uberwiegende Einstimmigkeit herrscht in der Literatur jedoch beziiglich der Pathogenese
dieser Erkrankung. Wie sich gezeigt hat, spielt die chronische Entzindung der
Darmmukosa, unter Beteiligung von Mediatoren des Immunsystems, eine mafl3gebliche
Rolle bei diesem Krankheitsbild [144, 20, 21]. Durch ein Ungleichgewicht zwischen
proinflammatorischen T-Helfer-Zellen und regulatorischen T-Helfer-Zellen kommt es
vermutlich zu einer Uberschiefenden Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen und/
oder zu einer verminderten Down-Regulation der Zytokinproduktion. [143] Bei Patienten
mit Morbus Crohn zeigt sich ein vermehrtes Vorkommen von TH1 Zellen, welche die
Produktion von Interferon gamma (INF-y) und Interleukin—2 stimulieren. Bei Patienten mit
Colitis ulcerosa hingegen zeigen sich vermehrt TH2 Zellen, welche typischerweise TGF-f
und Interleukin-5 produzieren.[145] In einer Studie von Neurath et al. zeigte sich, dass das
Zytokin IL-23 bei der Inmunpathogenese der CED eine wichtige Rolle einnimmt, indem es

die chronische Entzindung zu unterhalten scheint. [26] Es konnte gezeigt werden, dass
12



es auf Grund einer Mutation des |L-23-Rezeptors und einem damit einhergehenden
Funktionsverlust zu einer verminderten Aktivierung von T-Zellen kommt. Da das Zytokin
auch auf der Oberflache von Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert wird, kann
dieses aullerdem direkt die Barrierefunktion der Mukosa und die Immunantwort auf die
intestinale Bakterienflora beeinflussen. IL-23 kann somit intestinale Entzindungen auch
ohne die Beteiligung von T-Zellen verursachen [30]. In einer weiteren Studie konnte
gezeigt werden, dass das Protein Bcl-3 eine Rolle bei der Entstehung von CED spielt. Das
BCL-3 Protein verhindert die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen (Tregs). Hierdurch
bleiben diese Tregs passiv, wodurch eine Regulation des Immunsystems ausbleibt und ein
Entzindungsprozess induziert wird.[146]

Bei der Therapie der CED beruht das Behandlungskonzept auf einer ungezielten
Hemmung der Entzindungsreaktion mit der Absicht, das oben beschriebene
Ungleichgewicht zwischen der pro- und antiinflammatorischen Immunreaktion, vermittelt
uber Zytokine, wieder auszugleichen. Dieser positive therapeutische Effekt zeigt sich
sowohl bei der Colitis ulcerosa als auch bei der Behandlung des Morbus Crohn [21, 101,

144].

1.4.5 Infektionen und die luminale Darmflora als Ausloser von CED

Auch Infektionen wurden als mogliche Ursache oder als Einflussfaktor fur die
Krankheitsentstehung der CED untersucht. So wurden z.B. Infektionen durch das
Mycobacterium paratuberculosis und durch Masernviren als Ursache der Entstehung von
Morbus Crohn diskutiert [19]. Jedoch konnte nicht eindeutig geklart werden, welche Rolle
diese Mikroorganismen wirklich in der Pathogenese des Morbus Crohn spielen [36, 37,
38].

Eine ganz besondere Rolle in der Pathogenese der chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen spielt die intestinale Darmflora selbst. Es zeigte sich in Tiermodellen,
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dass ein Vorhandensein der physiologischen intestinalen Darmflora und deren
Mikroorganismen eine wichtige Voraussetzung fur die Manifestation und den
Krankheitsausbruch der Colitis bzw. der CED ist. Dies ist unabhangig davon, ob die
Krankheit im Tiermodell chemisch induziert war, sich spontan entwickelte oder das
Ergebnis eines veranderten genetischen Konstrukts war [6, 7, 8, 9,39].

Bestarkt bzw. erganzt wird diese Beobachtung durch Ergebnisse weiterer klinischer
Studien. So zeigte sich zum Beispiel, dass es durch eine Umleitung der Faeces Uber eine
enterokutane Stomaanlage nach extrakorporal und einer damit verbundenen Entlastung
der nachgeschalteten Darmabschnitte zu einem Anhalten der chronischen Inflammation
bei Patienten mit aktivem Morbus Crohn kommt. Jedoch kommt es bei einem Zuruckfuhren
von Faeces in die umgangenen Darmabschnitte zu einem schnellen, erneuten Aufflammen
der Erkrankung [40, 41, 42]. Antibiotische und probiotische Therapien scheinen zudem mit
steigendem Erfolg, den Krankheitsverlauf der CED zu mildern und damit positiv zu
beeinflussen [43]. Ein bereits nachgewiesener Erfolg hat der sogenannte fakale
Mikrobiomtransfer (FMT, ,Stuhltransplantation). Der FMT wird als hocheffektive
Behandlungsoption der rekurrierenden Clostridien-difficile-Infektion (CDI) eingesetzt. Eine
Uberlegenheit der FMT im Vergleich zur klassischen antibiotischen Therapie konnte in
Studien belegt werden. Durch den Mikrobiomtransfer konnen tber 90% der rekurrierenden
CDI dauerhaft geheilt werden. [135-137]

Physiologisch betrachtet befindet sich bei gesunden Individuen die intestinale Mucosa im
Zustand einer standigen kontrollierten, physiologischen Entziindung. Hierbei entsteht ein
Gleichgewicht zwischen entzindlichen und antientzindlichen Mechanismen [28]. Das
Immunsystem der Mucosa stellt insofern eine Barrierefunktion dar, indem sie ihre
Mikroumgebung standig auf Antigene untersucht und diese auf ihre Schadlichkeit kritisch
Uberprift. FUr den Erhalt dieser mucosalen Homoostase mit ihrer Schutzfunktion bedarf

es einer standigen Reaktionsbereitschaft des Immunsystems zum einen auf Antigene der
14



residenten intestinalen Mikroflora und zum anderen auf Antigene aus der aufgenommenen
Nahrung. Gleichzeitig muss eine wirkungsvolle Reaktionsfahigkeit des Immunsystems
gegen episodisch auftretende Bedrohungen durch Pathogene gewahrleistet sein. Auf
Grund dieser Tatsache kann ein Fehlinterpretieren oder eine Fehlregulation der
immunologischen Wahrnehmung von Antigenen und der immunologischen Antwort darauf
zu einer Storung der mucosalen Homoostase fuhren und den Organismus zu einer
unkontrollierten bzw. pathologischen Entzindung des Darmes pradisponieren [28].
Hierbei ist die genetische Pradisposition des Individuums und eine damit verbundene
Anfalligkeit fur eine immunologische Dysregulation entscheidend dafur, dass die normale,
nicht pathogene intestinale Darmbesiedlung durch Mikroorganismen zu einer antigenen
Bedrohung wird und die Unterscheidung zwischen pathogenen und nicht pathogenen
Mikroorganismen durch das Immunsystem nicht mehr mdglich ist. In diesem
Ungleichgewicht liegt sicherlich der Schlissel zum Verstandnis des Mechanismus der
Zerstorung des Gewebes und der erleichterten Translokation von Mikroorganismen, die

bei den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen beobachtet wird [28].

1.5 Diagnostik von CED
Bei der Diagnostik von CED sind die genaue Anamnese und eine klinische Statuserhebung
besonders wichtig, da klinische Symptome der Diagnosestellung oft jahrelang

vorausgehen [71].
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1.5.1 Anamnese und klinisches Erscheinungsbild des Morbus Crohn

Da das Befallsmuster des M. Crohn sehr variabel ist und den ganzen Gastrointestinaltrakt
betreffen kann, zeigen sich im Vergleich zur Colitis ulcerosa auch variablere klinische
Erscheinungsbilder.

Klinische Hauptsymptome des Morbus Crohn mit geringer Spezifitat sind
Abdominalschmerzen und langanhaltende Durchfalle (meist ohne Blutbeimengung),
Meteorismus und Flatulenz, Abgeschlagenheit und Mudigkeit, Gewichtsverlust und Fieber
[70].

Symptomatisch zeigen sich auch typische Anzeichen einer Appendizitis mit kolikartigen
Schmerzen im rechten Unterbauch, die aber auch, je nach Hohe des Befallsmusters,
weiter kranial lokalisiert sein konnen. Oft lasst sich vom Untersucher auch eine
schmerzhafte Resistenz tasten.

Bei Kindern konnen Wachstumsstorungen im Sinne eines retardierten Wachstums
hinweisend auf einen Morbus Crohn sein, lange bevor sich die oben genannten typischen,
aber unspezifischen Symptome manifestieren. Auch das Auftreten von Fisteln (vor allem
Analfisteln) oder Abszessen (v.a. anorektale Abszesse) ist bei vielen Patienten
Erstsymptom der Erkrankung.

Eine Studie von Pimentel et al. konnte bei 45 Patienten mit Morbus Crohn und 21 Patienten
mit Colitis ulcerosa zeigen, dass unspezifische Symptome, wie sie fur ein
Reizdarmsyndrom charakteristisch sind, bei den Patienten mit M. Crohn im Mittel 7,7 Jahre
vor der Diagnosestellung der Erkrankung auftraten, wahrend diese Latenzzeit bei den

Patienten mit Colitis ulcerosa im Mittel nur 1,2 Jahre betrug [71].

1.5.1.1 Komplikationen des Morbus Crohn
Zahlreiche Komplikationen sind mit dem Morbus Crohn assoziiert. Dazu zahlen

Komplikationen in situ wie z.B. Fistelbildungen, Stenosen, die Bildung von
16



Konglomerattumoren und die erhohte Gefahr einer Darmwandperforation. Des weiteren

kann es auch zu extraintestinalen Manifestationen kommen.

1.5.1.1.1 Fisteln

Die klinische Symptomatik von Fisteln ist zum einen davon abhangig, von welchem
Abschnitt des Gastrointestinaltraktes die Fistel ausgeht und zum anderen abhangig von
weiteren intra- oder extraintestinalen Strukturen, die bei der Fistelbildung involviert sind.
So kann es zum Beispiel bei entero-enterischen Fisteln zu einem vollkommen
asymptomatischen Verlauf kommen; in manchen Fallen lassen sich abdominelle
Resistenzen palpieren. Bei Fisteln zwischen dem Darm und der Blase resultieren
rezidivierende Harnwegsinfektionen durch multiple Erreger. Entero-peritoneale Fisteln
(meist zwischen Darm und Retroperitoneum) fihren moglicherweise zur Bildung von
Psoas-Abszessen und/oder zu Obstruktionen der Ureter mit konsekutiver Entwicklung
einer Hydronephrose der betroffenen Niere. Haufig leiden Crohn-Patienten unter
kosmetisch mitunter aul3erordentlich entstellenden entero-kutanen Fisteln, wobei der

Darminhalt direkt auf die Hautoberflache drainiert wird.

1.5.1.1.2 Stenosen

Studien, die den Krankheitsverlauf bei Patienten mit einem Morbus Crohn Uber mehrere
Jahre retrospektiv untersuchten, konnten bei 27 — 33% der Crohn-Patienten einen
stenosierenden Verlauf der Erkrankung beobachten [89, 90]. Durch den Befall des
Dinndarmes von Morbus Crohn-Patienten kann es zu einer Obstruktion bzw.
Stenosierung des Darmabschnittes kommen. Diese Folge ist die haufigste Indikation fur
eine operative Intervention. Die Obstruktion entsteht im Rahmen einer Inflammation und

der Ausbildung eines Odems in bereits verengten Darmabschnitten. Dabei kann es sich
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oft nur um eine partielle und auch temporare Obstruktion des Darmlumens handeln,
besonders dann, wenn der Odembildung und der Entziindung therapeutisch schon
entgegengewirkt wurde. Durch fibrosierende Prozesse verlauft die Stenosierung des
Darmlumens allerdings zumeist langsam, jedoch progressiv ab. Eine plotzliche und
komplette  Obstruktion des Darmlumens wird dagegen sehr haufig bei
Entzindungsprozessen mit einer Adhasion von Darmschlingen mit konsekutiver

Verbackung und der Ausbildung von sogenannten Konglomerattumoren beobachtet

1.5.1.1.3 Extraintestinale Manifestationen
Extraintestinale Manifestationen des Morbus Crohn betreffen vor allem die Haut,
die Augen, die Gelenke und die Leber, aber auch das Gefallsystem und die Nieren [88]:

e Haut: vor allem Zinkmangeldermatosen (Akrodermatitis enteropathica), Aphten,
Erythema nodosum und Pyoderma gangraenosum [79];

e Augen: vor allem Episkleritis, Iritis, Uveitis und Keratitis [80];

e Gelenke: Arthritis vor allem der gro3en Gelenke ohne Destruktion der Synovialis,
undifferenzierte Spondylarthropathien und ankylosierende Spondylitis (meist HLA-
B27-positiv) [82, 81];

e Leber: primar sklerosierende Cholangitis (PSC) seltener als bei der Colitis
ulcerosa [83];

e vaskular: vendse und arterielle Thrombembolien [86, 85, 84];

e renal: sekundare Amyloidose der Nieren mit Entwicklung einer Niereninsuffizienz

[87].
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1.5.1.1.4 Malignitat

Bei einem ausgedehnten Befall des Kolons durch den Morbus Crohn scheint das Risiko
fur die Entstehung eines Colonkarzinoms nicht nur bei der Colitis ulcerosa, sondern auch
beim Morbus Crohn erhoht zu sein [91]. Bei gleicher Ausdehnung und gleicher
Krankheitsdauer kann dieses Risiko genauso hoch sein wie bei der Colitis ulcerosa [91].

Studien, die die Inzidenz von Lymphomen bei Patienten mit chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen untersuchten, berichteten von einem relativen Risiko zwischen 0.4 und
2,4 % [92, 98, 98, 95, 96, 93, 99]. Betrachtet man diese Ergebnisse im Uberblick, so ist
ein erhohtes Risiko der Entstehung von Lymphomen bei CED-Patienten im Vergleich zur

Normalbevolkerung nicht sicher belegt [94].

1.5.1.2 Anamnese und klinisches Erscheinungsbild der Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa manifestiert sich mit sehr unterschiedlicher Symptomatik bei den
betroffenen Patienten. Hinsichtlich der Prognose und Therapie scheint es sinnvoll zu sein,
die Erkrankung in unterschiedliche Grade einzuteilen: mild, moderat und schwer [72].
Besonders blutige Diarrhoen, erhdohte Stuhlfrequenz, vermehrter Stuhldrang, nachtliche
Defakation und Tenesmen sind charakteristische Symptome [73]. Allerdings liegen zu ihrer
jeweiligen Haufigkeit und Relevanz nur wenige Studiendaten vor.

Die korperliche Untersuchung ist oft noch beim ersten Auftreten von Symptomen relativ
unauffallig. Moglicherweise wird eine Blasse des Patienten beobachtet. Weitere Hinweise
sind ein Gewichtsverlust oder der Nachweis von frischem Blut bei der rektalen

Untersuchung.
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1.5.1.2.1 Komplikationen

Komplikationen, die bei einer Colitis ulcerosa auftreten konnen, sind:
e Ein fulminanter Verlauf der Colitis
¢ Intestinale Perforationen und Strikturen
e Massive Hamorrhagien

e Entstehung eines Coloncarcinoms

1.5.1.2.2 Fulminante Colitis

Ein fulminanter Verlauf der Erkrankung wird bei bis zu 15% der Colitis ulcerosa-Patienten
beobachtet. Dabei entwickeln bis zu 20% dieser Patienten ein toxisches Megakolon mit
konsekutiv erhdhtem Risiko einer Darmperforation und potentiell todlichem
Krankheitsverlauf [74]. Eine Perforation mit begleitender Peritonitis wurde dabei mit einer

50%igen Mortalitat assoziiert.

1.5.1.2.3 Strikturen

Durch immer wiederkehrende Entzindungsperioden konnen Strikturen entstehen.
Strikturen, die im Rahmen der Colitis ulcerosa auftreten, sollten solange als maligne
betrachtet werden, bis nicht das Gegenteil durch eine endoskopische Evaluation
einschliellich Biopsie bewiesen worden ist. Eine OP ist bei Strikturen indiziert, die eine
anhaltende Obstruktionssymptomatik verursachen, oder wenn eine Malignitat nicht

vollstandig ausgeschlossen werden kann.

1.5.1.2.4 Intestinale Blutungen
Massive Hamorrhagien bei Patienten mit Colitis ulcerosa, die zu einer notfallmafligen

Kolektomie fuhren kdnnen, treten mit einer Haufigkeit von bis zu 3 % auf [75].
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1.5.1.2.5 Colonkarzinom bedingt durch Colitis ulcerosa

Da bei Patienten mit Colitis ulcerosa ein deutlich erhdhtes Risiko besteht, am kolorektalen
Karzinom zu erkranken, hat eine kontinuieriche Uberwachung und die
Vorsorgeuntersuchung auf neoplastische Veranderungen im Darm eine hohe klinische
Relevanz. Nach 10-jahriger Krankheitsdauer betragt die Wahrscheinlichkeit, Darmkrebs
zu entwickeln, 2%, nach 20 Jahren steigt sie auf 8% und nach 30 Jahren auf 18% [76].
Bei Colitis ulcerosa—Patienten mit einem Colonkarzinom in der Familienanamnese ist das

Risiko ebenfalls erhoht [77, 78].

1.5.2 Endoskopie und Histologie

Als wichtiges diagnostisches Mittel zur initialen Diagnostik und zur Nachuntersuchung von
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen dient eine komplette lleokoloskopie mit
Stufenbiopsien. Hierbei kann anhand typischer Schleimhautveranderungen die Diagnose
Colitis ulcerosa oder M. Crohn gestellt werden. Als endoskopische Charakteristika des
Morbus Crohn zeigen sich der diskontinuierliche Befall der Darmmukosa ("skip lesions"),
aphtoide Lasionen, scharf begrenzte, landkartenahnliche Ulzera oder unregelmalig
langlich geformte Ulzerationen ("snail trails" = Schneckenspuren), Strikturen, ein
Pflastersteinrelief der Schleimhaut ("cobble-stone-pattern") und kleinste hamorrhagische
Lasionen ("pin-point-lesions"). Bei der Colitis ulcerosa sind unter anderem ein
kontinuierlicher Befall der Schleimhaut, beginnend am Anus, Erosionen, ein Verlust der
GefalRzeichnung, Kontaktblutungen und eine diffuse Kryptitis charakteristisch.

Die Unterscheidung zwischen der Colitis ulcerosa und M. Crohn bei der Koloskopie gelingt
in 89% der Falle eindeutig [44]. Ist eine eindeutige Zuordnung nicht mdglich, soll die
Diagnose ,nicht klassifizierbare Kolitis“ vergeben werden. Dies kommt in 10% der Falle bei
der endoskopischen Beurteilung von Schleimhauveranderungen vor [44]. Ein weiterer

wichtiger Aspekt neben der Differentialdiagnose ist die Untersuchung der Ausdehnung des
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Befundes, die Aktivitat der Entzindung und das Vorhandensein von Dysplasien, Polypen
und Tumoren.

Zusatzlich zu der endoskopischen Untersuchung erfolgt bei Verdacht auf eine chronisch-
entzundliche Darmerkrankung eine Probeentnahme von Gewebe zur histologischen
Beurteilung des Befundes. Diese sogenannte, nach AWMF-Leitlinien [45] empfohlene
Stufenbiopsie aus jedem Darmabschnitt kann Auskunft Uber die Entzindungsaktivitat
und — ausbreitung geben. Da es aber keinen spezifischen Befund gibt, ist das
Zusammentreffen verschiedener histopathologischer Veranderungen entscheidend. So
zeigen sich bei einem Morbus Crohn in 40% der Falle Epitheloidzellgranulome und
mehrkernige Riesenzellen, dabei in 70% mit einer Hyperplasie der zugehorigen
Lymphknoten. Weitere histologische Merkmale sind ein diskontinuierlicher Befall des
Darmes, Lymphangiektasien und aphtenahnliche Geschwure der Schleimhaut mit
Fissuren und Fistelbildung [46]. Bei der Colitis ulcerosa hingegen zeigen sich unter
anderem eine Storung der Kryptenarchitektur, eine Kryptenatrophie und eine
Plasmozytose im basalen Schleimhautstroma [47]. Diese hier erwahnten Charakteristika
konnen aber auch bei einem Morbus Crohn bestehen und sind somit nicht
pathognomonische pathologische Veranderungen. Ebenso konnen aber auch typische
Merkmale des M. Crohns bei der Colitis ulcerosa beobachtet werden [46]. Daher kann in
ca. 5% der Falle anhand der Schleimhautbiopsien histologisch nicht zwischen der Colitis
ulcerosa und einem M. Crohn unterschieden werden. Hier kann lediglich die Diagnose
,hicht klassifizierbare Kolitis“ gestellt werden. Somit bekommen die Follow-up-
Untersuchungen einen besonderen Stellenwert. Zum einen gelingt bei diesen in 80% der
Falle durch weitere bzw. erneute Biopsien eine mogliche Zuordnung zu einer der beiden
Krankheiten und zum anderen konnen die Schleimhaut betreffende Neubildungen

frihzeitig erkannt werden [46].
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Colitis ulcerosa M. Crohn
Allgemeine
Kriterien Gesamter
Lokalisation Kolon Verdauungstrakt
Befallsmuster Kontinuierlich Segmental
Rektumbeteiligung Immer Gelegentlich
lleumbeteiligung Gelegentlich Haufig
Darmwandbefall Oberflachlich (Mukosa) Transmural
Fissuren Selten, oberflachlich Tief
Fistelbildung Fehlend Vorhanden

Endoskopische

Kriterien

Kontinuierlicher Befall
Erosionen

Fibrinbelage

Verlust der Gefallzeichnung
Erythem
Kontaktvulnerabilitat

Diffuse Kryptitis

Diskontinuierlicher
Befall
Pflastersteinrelief
Aphthdse Lasionen
Langsgerichtete

Ulzerationen

Histopathologische

Kriterien

Kryptenarchitekturstorungen
Kryptenabszesse
Kryptenatrophie
Plasmozytose im basalen
Schleimhautstroma

Erhdhte Anzahl an
Lymphfollikeln

Epitheloidzellgranulome
Ulzerationen mit
Fissurenbildung
Transmurale
Lymphozytenaggregate
Mehrkernige

Riesenzellen

Tab. 1: Unterscheidungskriterien M. Crohn — Colitis ulcerosa

[Hommes, Van Deventer 2004, Wittekind, Rogler 2004, Yantiss, Odze 2006]
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1.5.3 Stellenwert von fakalen Entzindungsmarkern in der Verlaufsdiagnostik

Ein weiteres wichtiges Werkzeug in der Verlaufsdiagnostik stellt neben der Bestimmung
von Infektparametern aus dem Serum (z.B. CRP) der Nachweis von fakalen
Entzindungsmarkern dar. In den meisten Fallen zeigt sich eine Korrelation des Serum-
CRP mit der Krankheitsaktivitat bei CED [123-125]. Die Bestimmung des CRP kann
hilfreich sein bei Therapieentscheidungen und in der Verlaufsbeurteilung wie auch zur
Risikoabschatzung eines Rezidivs [126]. Es ist jedoch zu erwahnen, dass es eine
relevante Zahl von M. Crohn-Patienten gibt, die trotz Entzindungsaktivitat keine CRP-
Erhéhung entwickeln, was in einem niedrigen pradiktiven Wert wiedergespiegelt wird
[127]. Der fakale Entzindungsmarker, das sogenannte Calprotectin, ist ein zytosolisches
Neutrophilenprotein mit antimikrobiellen Eigenschaften, das im Falle einer intestinalen
Entzindung im Stuhl ausgeschieden wird [128]. Studien haben gezeigt, dass die
Calprotectin-Konzentration im Stuhl mit der endoskopisch nachweisbaren und klinischen
Krankheitsaktivitat korreliert. [129, 130, 131]

Fakale Marker sind nicht in der Lage, zwischen verschiedenen Ursachen einer
intestinalen Entziindung zu unterscheiden. Aus diesem Grund ist der diagnostische
Nutzen in der Primardiagnostik des M. Crohn limitiert.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass der fakale Marker Calprotectin zur
Friherkennung von Rezidiven bei M. Crohn herangezogen werden kann. [132-134]

Im Gegensatz zum CRP hat der Stuhl- Calprotectinwert einen guten negativ pradiktiven

Wert [127].

1.5.4 Mikrobiologische Analyse
Gerade in der initialen Diagnosestellung, aber auch bei Verschlechterung sind

mikrobiologische Untersuchungen einschlieRlich Stuhlkultur und Stuhluntersuchungen auf
24



Clostridium-difficile-Toxin A unverzichtbar. Dies betrifft in besonderem MafRe den
fulminanten Schub, bei dem zum frihestmdglichen Zeitpunkt eine begleitende oder
zugrundeliegende intestinale Infektion mit pathogenen Keimen, Clostridium difficile,
speziell bei der Therapie mit Antibiotika und CMV ausgeschlossen werden muss. Eine
CMV-Infektion kann durch eine Immunhistologie an einer Biopsie, durch Antigennachweis
im Blut (pp65) oder eine PCR-Untersuchung (Blut, Stuhl oder Biopsie) erfolgen [48-53].
Die CMV-Colitis scheint beim Morbus Crohn seltener vorzukommen als bei der Colitis
ulcerosa [58, 59], stellt aber bei steroidrefraktarem Verlauf eine wichtige Komplikation dar
[60]. Gleiches gilt fur Situationen, bei denen es trotz adaquater Therapie zu einer
Krankheitsverschlechterung kommt. Dabei muss stets eine kritische Bewertung der
pathogenetischen Relevanz nachgewiesener Keime und der sich daraus ergebenden
therapeutischen Konsequenzen erfolgen, da sich das Spektrum pathogener oder fakultativ
pathogener Keime grundsatzlich nicht von dem der Normalbevolkerung (Yersinia
enterocolitica, Salmonella, Shigella, Campylobacter, E. coli, Clostridium difficile)
unterscheidet. Gegebenenfalls sind bei klinischem Verdacht erganzende mikrobiologische
Untersuchungen in Blut, Stuhl und Biopsie (z.B. Amodben, Parasiten etc.) erforderlich [49,
54]. Infektiose Enteritiden kdnnen das klinische Bild einer Colitis ulcerosa imitieren [55-
57]. Insbesondere im Kindesalter sind infektiose Gastroenteritiden sehr haufig und

differentialdiagnostisch abzugrenzen.

1.5.5 Radiologische und sonographische Diagnostik

Die hochauflosende abdominelle Sonographie hat in der Initialdiagnostik von chronisch-
entzundlichen Darmerkrankungen ihren Platz. Vor allem die gute Verfugbarkeit, die
fehlenden Nebenwirkungen, die fur den Patienten nicht invasive Untersuchung und die
damit verbundenen geringen Risiken sowie die geringen Kosten sind Vorteile der

Sonographie [61,62]. Eine Steigerung der Sensitivitdt wird durch die
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Hydrokolonsonographie erreicht [63]. Die Sonographie ermdglicht eine Beurteilung der
Ausdehnung der Entzindung im Darm, Fistelbildungen und eventueller Komplikationen
wie zum Beispiel endoskopisch nicht passierbare Stenosen. Vor allem sollte auf Grund der

fehlenden Strahlenbelastung die Sonographie bei Kindern eingesetzt werden [64].

Alternativ konnen radiologische Schnittbildverfahren wie die CT- und MR-Colonographie
eingesetzt werden. Sie bieten neben der Abbildung des Darms zusatzliche Informationen
uber die intraabdominellen Organe und mogliche Begleitreaktionen bzw. Komplikationen
[65, 66, 67]. Zum Standardverfahren in der Diagnostik und in der Verlaufskontrolle von
CED gehoren die Koloskopie und das Enteroklysma. Die Hydro-MRT erlaubt die Abbildung
intestinaler und extraintestinaler pathologischer Veranderungen beim M. Crohn. Hierzu
rechnen einerseits entzindliche Darmwandverdickungen und Stenosen, andererseits
Fisteln, entzindliche Konglomerate und Abszesse. Bei der Colitis ulcerosa ist im
Gegensatz zum Morbus Crohn in der Hydro-MRT eine deutlich geringere entzindliche
Wandverdickung typisch. Ferner ist bei der Colitis ulcerosa die Ausdehnung der Befunde
in der MRT regelmaRig geringer als in der Endoskopie [68].

Scheyer et al. zeigten in einer Studie Uber den Vergleich zwischen der konventionellen
Koloskopie und der MR-Kolonographie, dass die MR nicht alltagsgebrauchlich zur
Beurteilung von chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen ist. Eine besondere
Schwache der MR-Kolonographie liegt in der unzureichenden Genauigkeit, leichtgradige
Entzindungen zu diagnostizieren [69], welche bei Colitis ulcerosa haufig zu finden sind.

Wertigkeit bildgebender Verfahren in der Diagnostik entziindlicher Darmerkrankungen.

Kolo- Koloskopie+  Entero- Kolon- Sono- cT MRT Hydro-

skopie Histologie klysma KE graphie Becken MRT
Differentialdiagnose MC vs. CU ++ 4+ ++ + + + - +
Stenosen ++ ++ +++ ++ (+) ++ — +
Fisteln + + ++ ++ (+) + . +
Abszesse - (=) (+) +) ++ o — .
Konglomerattumoren - - + - ++ . o+ .
Verlaufsbeurteilung ++ +++ ++ . + + +) +
Mesenteriale LK - - - - + o + .
Mesenteritis - - - - - + e+ .

Tab. 2 : MRT in IBD (Hansmann 2001)
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1.5.6 Darstellung der intramukosal gelegenen Bakterien mittels konfokaler
Laserendomikroskopie

Die Darstellung von E.Coli Bakterien mittels konfokaler Laserendomikroskopie (CLE)
gelang erstmals im experimentellen Versuch an Mausen. Hierfir wurde ein den Tieren
zuvor entnommenes Darmsegment mit einem Kontraststoff versehen und mittels CLE
untersucht. Anschlielend erfolgte die Besiedelung des gleichen Darmsegmentes mit

speziell praparierten E.Coli Bakterien und eine erneute endomikroskopische

Untersuchung. Hierbei zeigten sich die Bakterien als helle Punkte [102].

Abb 1: Darastellung von intramucosal gelegenen Bakterien im Rahmen der konfokalen Laserendomikroskopie

Blauer Pfeil: sich hell darstellende Zellkerne; orangener Pfeil: an der Oberflache der Epithelzellen gelegene Bakterien;
weilde Pfeile: intraepithelial gelegene Bakterien

Zur Validierung der Ubertragbarkeit in den humanen Bereich erfolgte die Markierung
menschlicher Stuhlproben mit einem Kontraststoff. Anschlieend wurden diese Proben
zum einen in vivo auf die Schleimhaut der Patienten aufgetragen und gleichzeitig auf Agar-
Platten kultiviert. In beiden Fallen lief3en sich nun die in den Proben enthaltenen Bakterien
der normalen Schleimhautflora mittels konfokaler Laserendomikroskopie ebenso als helle

Punkte darstellen.
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Diese Ergebnisse lieRen sich durch eine weiterfihrende Testung mittels FISH

(Fluoreszenz in situ Hybridisierung) bestatigen.

A B

Abb. 2: Intramucosal gelegene Bakterien in den Kryptenzwischenraumen.

A: Krypte mit typischem rundlichem Erscheinungsmuster (blauer Pfeil), Bakterien als helle Punkte innerhalb der
Lamina propria zwischen zwei Krypten gelegen (orangener Pfeil)
B: Nachweis der intramucosal gelegenen Bakterien mittels FISH (orangener Pfeil), Krypte (blauer Pfeil)

2 Ziel der aktuellen Studie

Das Ziel dieser Studie war es, die mit Hilfe der konfokalen Laserendomikroskopie
dargestellten intramukosal gelegenen Bakterien bezuglich deren Haufung zu untersuchen
und einen eventuellen Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitat und dem

Krankheitsverlauf bei CED zu diskutieren.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Endomikroskopie

Die Endomikroskopie ist ein diagnostisches Verfahren, das es dem Untersucher
ermoglicht, wahrend einer endoskopischen Untersuchung zusatzlich in vivo zu
mikroskopieren. So konnen auffallige Areale mittels Videoendoskopie entdeckt und durch

hochauflésende konfokale Mikroskopie vor Ort beurteilt werden.

3.1.1 Konfokale Laserendomikroskopie

Bei der konfokalen Laserendomikroskopie handelt es sich um eine Abwandlung der
Lichtmikroskopie. Fur die Erzeugung konfokaler Bilder wird ein Punkt im Gewebe
fokussiert und mittels Licht einer bestimmten Wellenlange Uber eine optische Faser
bestrahlt. Diese Faser erfasst nur das reflektierte Licht eines spezifischen Spektrums und
zeigt so, je nach Lichtintensitat, verschiedene Graustufen an, welche digital gespeichert
werden. Das reflektierte Licht aullerhalb des Fokus wird nicht erfasst. Das
Zusammenfuhren der einzelnen Bildpunkte ergibt somit ein Graustufenbild von einer
horizontalen Ebene mit hoher Tiefenscharfe. So ist bei hoher Auflosung eine Darstellung
von zellularen und subzellularen Strukturen moglich. Erreichen lasst sich dies durch die
Kombination eines herkdommlichen Endoskops mit einem konfokalen Mikroskop (Joint
venture Optiscan, Australien & Pentax, Japan).

Das konfokale Mikroskop ist in das Ende eines konventionellen Videoendoskops
(EC3870K; Pentax, Tokyo, Japan) integriert, was neben der herkdmmlichen
Videoendoskopie gleichzeitig auf einem separaten Monitor die konfokale Mikroskopie
ermoglicht. Der Durchmesser des distalen Endes des Endoskops betragt 12,8 mm und
enthalt, neben dem integrierten Mikroskop, einen Wasser- und Luftkanal, zwei

Lichtquellen, einen zusatzlichen Wasserkanal und einen Arbeitskanal mit 2,8 mm
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Durchmesser. Durch die Verwendung eines Blaulichtlasers mit einer Wellenlange von 488
nm wird ein Bild generiert, das mittels zweier zusatzlicher Knopfe am Handstuck des
Endoskops in der Eindringtiefe variiert werden kann. Hierbei reicht die Variation der
Eindringtiefe von der Schleimhautoberflache bis in die tiefe Mukosa (250 ym). Es besteht
die Mdoglichkeit, mit einer Geschwindigkeit von 0,8 Bildern pro Sekunde bei 1024x1024
einzelnen Bildpunkten oder mit 1,6 Bildern pro Sekunde bei 1024x512 einzelnen
Bildpunkten konfokale Bilder zu erstellen. Das Gesichtsfeld jedes einzelnen Bildes betragt
500x500 pm. Die laterale Auflosung des Systems ist geringer als 1 ym, sodass Kapillaren,
Bindegewebe und Epithelzellen in einer optischen Schichtdicke von 7 um dargestellt

werden konnen [16,17].

~N O O s

Abb. 3: Spitze des Endoskops mit integriertem konfokalen Lasermikroskop
1 Luft-Wasser Dise, 2 Arbeitskanal, 3 Zusatzlicher Wasserkanal, 4&6 Lichtleiter, 5 CCD,
7 Endomikroskop

3.1.2 Kontraststoffe

Die Endomikroskopie kommt nicht ohne bestimmte Kontraststoffe aus, die durch den
blauen Laser zum Leuchten gebracht werden. Diese Kontraststoffe konnen dem Patienten
entweder systemisch appliziert oder topisch aufgetragen werden. Diese werden bei
Anwendung von den Darmepithelzellen aufgenommen und machen nach kurzer
Einwirkzeit die zellularen, vaskularen und bindegewebigen Strukturen sichtbar. Bei der

Laserendoskopie wird die Oberflache des Gewebes mit einem Laserstrahl der Wellenlange
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488 nm und maximaler Leistung von <1 mW bestrahlt. Erst dieses Prinzip der
Fluoreszenztechnologie ermoglicht das Generieren eines Bildes [17,18,100,101].
Kontraststoffe, die am Menschen eingesetzt werden konnen, sind Fluorescein, Akriflavin,
Tetrazyklin und Kresylviolett, wobei systemisches Fluorescein (10%, 5ml, Kolon,
Esophagus, Magen) und topisches Akriflavin (0.2%, 1-15 ml, Magen) als gangigste Mittel

zum Einsatz kommen [17].

3.1.3 Erkennen und Charakterisierung von intramukosalen Bakterien in vivo
mittels CLE

Anhand der vorliegenden konfokalen Bilddatenbank der |. Medizinischen Klinik und
Poliklinik der Universitatsklinik Mainz erfolgte die Auswertung nach dem Vorkommen von
Bakterien. Das Vorhandensein oder nicht Vorhandensein von Bakterien im Colon wurde
von zwei unabhangigen Untersuchern in jeder ,optischen Biopsie® (konfokale Bildserie pro
Untersuchungsregion) beurteilt. Hierbei wurden Bakterien identifiziert, wie es bereits in
vorangegangenen Tier- und Menschenexperimenten spezifiziert wurde, anhand ihrer
GroRe und Gestalt (zylindrisch oder rund; Grofe zwischen 1-2 um).

Es erfolgte das Auszahlen der Bakterien innerhalb des sichtbaren Feldes, welches zentral
im Bereich des hochsten Vorkommens an fluoreszierendem Bakteriensignal platziert
wurde. Zur Quantifizierung erfolgte eine Einteilung in: ,keine Besiedelung® (0 Bakterien pro
Bild), ,geringe Besiedelung® (1-10 Bakterien pro Bild), ,mittlere Besiedelung® (11 — 50

Bakterien pro Bild) und ,starke Besiedelung® (> 50 Bakterien pro Bild).
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B Control Ulcerative Colitis Crohns

Abb 4 : Beispiele der Darstellung von intramukosal gelegenen Bakterien bei Patienten mit Colitis ulcerosa

Morbus Crohn und der Kontrollgruppe. Die VergréRerung in der unteren linken Ecke zeigt die Bakterien als
helle Punkte. Tl, terminales lleum. [147, Driffa Moussata,]

3.1.4 Erkennen und Beurteilen von Leckage und Inflammation

Ein weiterer wichtiger Aspekt war die Beurteilung von Zeichen einer Inflammation und dem
Vorkommen einer Leckage des Fluorescein aus den Gefalden als Zeichen der Aktivitat.
Hierfir erfolgte eine Beurteilung der Bilder unter Zuhilfenahme einer konfokalen
Klassifikation zur Vorhersage kolorektaler Pathologien hinsichtlich Veranderungen der

GefalRarchitektur und der Kryptenarchitektur. [16, Abb. 5]
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Einteilung

GefaBarchitektur

Kryptenarchitektur

normal

Hexagonale Wabenstruktur mit
einem Netzwerk von Kapillaren
innerhalb der Lamina propria,
die die Kryptendffnungen
umgeben

RegelmaRige luminale
Offnungen und Verteilung der
Krypten, welche von einer
homogenen Schicht von
Epithel- und Becherzellen
ausgekleidet sind

Inflammation-
Regeneration

Hexagonale Wabenstruktur
ohne oder mit einer gering
erhdhten Anzahl von Kapillaren

Sternférmige luminale
Kryptendffnungen oder fokale
Aggregation von regulér
geformten Krypten mit einer
normalen oder geringgradig
reduzierten Anzahl von
Becherzellen

Erweiterte und verformte
Gefalte mit erhdhter
Durchlassigkeit, ,Leckage;

Tubulére oder irregulare
Schicht von Epithelzellen mit

Dysplasie irreguldre Architektur mit wenig \é(;::lﬁ:trggllneﬁ“i/r?;etlzi?g
oder keiner Orientierung zum Zellarchitek , Irregu d
umliegenden Gewebe ellarchitektur mit wenig oder
fehlenden Becherzellen
Tab. 3: Mikrovaskulare Architektur in der CLE bei CED Patienten, Konfokale Klassifikation

kolorektaler Lasionen (Confocal Pattern Classification)
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Abb. 5: Darstellung von Inflammation und Leckage im Rahmen der CLE des unteren Gl-Traktes mit
10% Fluorescein Kontrastmittel, (a) regelrechtes lleum mit longitudinalen Villi; (b) M. Crohn:
lleitis, die Inflammation ist definiert als Mehranreicherung von Fluorescein in den Villi. (c)
regelrechtes Colon mit klaren runden Krypten in gleichem Abstand voneinander und feinen
regelrechten Gefallen; (d) CU: Charakteristische Inflammation mit Aufhebung der
regelrechten Kryptenarchitektur und des gleichmaRigen Abstands. Deutlich dilatierte

Blutgefalistruktur mit gesteigerter Leckage von Fluorescein.

3.1.5 Farbstoff Fluorescein

Fur die konfokale Laserendomikroskopie werden dem Patienten 5ml Fluorescein
(Fluorescein Alcon ® 10% Injektionslosung, Alcon Pharma GmbH, Freiburg) in einer
Konzentration von 10% intravenoOs injiziert. Danach werden zellulare, vaskulare und
bindegewebige Strukturen mit dem Endomikroskop detailgenau sichtbar. Es entsteht eine
homogene Farbung bis in tiefere Schichten der Mukosa, welche durch das Variieren der

Eindringtiefe des Lasers am Endoskop analysiert werden konnen. Lediglich die Zellkerne
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der Zellen werden auf Grund der pharmakokinetischen Eigenschaften des Fluoresceins
nicht angefarbt. Die Farbung bleibt flur ca. 60 Minuten bestehen.

Fluorescein ist nicht mutagen, nicht phototoxisch und weist insgesamt nur geringe
unerwunschte Wirkungen auf. In seltenen Fallen wurden allergische Reaktionen gegen

den Farbstoff beobachtet [17].

3.1.6 Untersuchungstechnik

Bei der Untersuchung mittels konfokalem Laserendoskops handelt es sich um die gleiche
Vorgehensweise wie bei einer Ublichen Endoskopie. Primar erfolgt die Identifikation von
relevanten oder auffalligen Strukturen bzw. Lasionen mittels Weillichtvideoendoskopie
oder Chromoendoskopie. Nach der zunachst konventionellen Beurteilung erfolgt die
gezielte endomikroskopische Untersuchung. Hierbei wird das distale Ende des Endoskops
mit leichtem Druck auf die Schleimhautoberflache aufgesetzt. Da es sich generell um ein
beschranktes Sichtfeld handelt (500*500um), wird die Untersuchung auf ausgewahlte
Schleimhautareale beschrankt. Um Bewegungsartefakte zu vermeiden, ist eine stabile
Endoskopposition entscheidend, die durch sanften Druck oder leichtes Ansaugen der
Schleimhaut an das Endoskop erreicht werden kann. Die Bilder werden dann auf einem

zweiten Bildschirm simultan zum videoendoskopischen Bild angezeigt.

3.2 Studiendesign und Patientenkollektiv

In dieser retrospektiven Studie erfolgte eine Analyse der mittels konfokaler
Laserendomikroskopie gewonnen Bilddaten im Zeitraum von 2003 - 2007 aus dem
Patientengut der Ambulanzen der 1. Medizinischen Klinik und Poliklinik der

Universitatsklinik Mainz. Hierbei wurden im Rahmen der 180 durchgefihrten
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Untersuchungen insgesamt 27.630 Bilder gesichtet und die Anzahl der Bakterien bei
Patienten mit Colitis ulcerosa, Morbus Crohn und einem gesunden Patientenkollektiv

quantifiziert und mit der Grunderkrankung korreliert.

3.2.1 Einschlusskriterien

Eingeschlossen wurden alle Patienten, die im Zeitraum von 2003 bis 2007 mittels
konfokaler Laserendoskopie untersucht und erfasst wurden. Alle endomikroskopisch
erfassten Bilder wurden analysiert. Die Patienten, deren Aufnahmen eine fur die

Auswertung zu schlechte Bildqualitat aufwiesen, wurden von der Studie ausgeschlossen.

3.2.2 Datenerfassung

Als Grundlage zur Datenerfassung erfolgte die quantitative Bestimmung von mucosal
gelegenen Bakterien im Rahmen der in vivo Diagnostik.

Es erfolgte die Sichtung aller im Rahmen der konfokalen Laserendomikroskopie
erhobenen Bilder. Diese Bilder wurden am Computer makroskopisch nach dem
Vorkommen von Bakterien auf der Darmschleimhaut beurteilt.

Hierbei prasentierten sich die Bakterien als helle Punkte in den epithelialen Zellen an der
Oberflache der Colonschleimhaut (siehe Abb. 4).

Zur Quantifizierung erfolgte eine semiquantitative Einteilung in

,0“ oder ,keine Besiedelung®“: keine Bakterien pro Bild

,1“ oder ,geringe Besiedelung®: 1-10 Bakterien pro Bild

,2" oder ,mittlere Besiedelung®: 11 — 50 Bakterien pro Bild

»3 oder ,starke Besiedelung®: > 50 Bakterien pro Bild
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Weiterhin erfolgte die Beurteilung der Bilder im Hinblick auf vorliegende Krankheitsaktivitat
im Sinne von Inflammationsreaktionen und Leckage von Fluorescein.

Im Rahmen der Koloskopie mit CLE erfolgte eine Beurteilung der Schleimhaut alle 10 cm
bis einschlieBlich des terminalen lleums. Jede zusatzlich makroskopisch auffallige
Schleimhautlasion wurde ebenfalls mittels konfokaler Laserendomikroskopie untersucht.
Zur ldentifikation entzundlich veranderter Schleimhautlasionen wurden die Baron's-
Klassifikation und die Rutgeert’s-Klassifikation fur Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
herangezogen.

Die Auspragung der Entzindung wurde anhand der ,Mainz-Kriterien“ bezuglich der
Architektur der Krypten (Form, Grof3e und Verteilung der Krypten) sowie Zellinfiltration in
die Lamina propria und GefaRarchitektur (Nachweis von, Verteilung und Leckage von
Fluorescein) eingeteilt (Tab 3). [16]

Wir untersuchten einen mdglichen Zusammenhang einer Fluorescein-Leckage mit der

Inflammationsreaktion.

3.3 Statistische Methoden

Chi-Quadrat nach Pearson:
- Gruppenvergleich der Patientenkollektive und Vorkommen von Bakterien
- Vergleich der Lokalisationen von Bakterien

- Gruppenvergleich: Inflammation und Leckage

Kruskal-Wallis-Test (Vergleich der Erkrankungsgruppen bezlglich der Anzahl der Bilder -
zunachst global uber alle Erkrankungsgruppen), dann Mann-Whitney-Test
Exakter Test nach Fisher:

- Vergleich der Lokalisationen von Bakterien
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4 Ergebnisse

Patienten
Zur Datenerhebung erfolgten Untersuchungen an 180 Patienten, davon bei 101
mannlichen und 79 weiblichen Patienten. Das mittlere Alter des untersuchten

Patientenkollektivs betrug 63,8 + 6 Jahre.
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Alter [Jahre]

Colitis Proktitis  Infektiose  Morbus Kontroll-
Ulcerosa Ulcerosa Colitis Crohn gruppe
Erkrankung

Abb. 6: Altersverteilung im Patientenkollektiv

Es erfolgten 70 Untersuchungen bei Patienten mit Colitis ulcerosa, 17 Untersuchungen bei
Patienten mit Proktitis, 13 Untersuchungen bei Patienten mit infektioser Colitis, 32
Untersuchungen bei Patienten mit dem klinischen Bild eines Morbus Crohn. In der

Kontrollgruppe erfolgten 48 Untersuchungen.
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Abb. 7: Geschlechterverteilung der Patienten innerhalb der einzelnen Erkrankungen.

Darstellung der Bakterien

In den erstellten Bildern im Rahmen der konfokalen Endomikroskopie erschienen die
Bakterien als helle Punkte. Die Bakterien fanden sich in allen Fallen in der Lamina propria.
Im lleum konnten die Bakterien hauptsachlich an der Spitze der Zotten innerhalb der Zellen

gefunden werden.

Quantifizierung von in der Mucosa gelegenen Bakterien

Vergleicht man die Anzahl an in der Mucosa gelegenen Bakterien, so finden sich signifikant
weniger Bakterien bei gesunden Patienten als bei Patienten mit Colitis ulcerosa, Proktitis
ulcerosa, infektioser Colitis oder Morbus Crohn. (p< 0,001)

Insgesamt zeigte sich bei 55,7% der Patienten mit Colitis ulcerosa, bei 61,5% mit Colitis,
bei 62,5% mit Morbus Crohn, und bei 14,6% in der Kontroligruppe das Auftreten von

Bakterien.
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Kreuztabelle: Bakterienverteilung

Erkrankung Gesamt
Colitis Proktitis | Infektiose | Morbus | Kontrollgruppe
ulcerosa | ulcerosa | Colitis Crohn
Bakterien | nein | Anzahl 31 6 5 12 41 95
% von 44,3% 35,3% 38,5% 37,5% 85,4% 52,8%
Erkrankten
ja Anzahl 39 11 8 20 7 85
% von 55,7% 64,7% 61,5% 62,5% 14,6% 47,2%
Erkrankten
Gesamt Anzahl 70 17 13 32 48 180
% von 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Erkrankten

Tab. 4 : Bakterienverteilung der Erkrankungsgruppen.

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

Colitis Ulcerosa

Proktitis Ulcerosa

Bakterienverteilung

Morbus Crohn

B Bakterien nein

Abb. 8: Bakterienverteilung der Erkrankungsgruppen.

Ein signifikanter Unterschied bestand zwischen den Patienten mit einer Colitis und der

Kontrollgruppe.

Vergleicht man die Patienten mit Colitis ulcerosa, Morbus Crohn und infektiéser Colitis

untereinander, war der Unterschied nicht signifikant. In einer weiteren Gruppe von

Infektiose Colitis

M Bakterien ja

Patienten mit Proktitis fanden sich in 64,7% Bakterien.
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Bei Betrachtung der Anzahl der dokumentierten Bilder, der Anzahl der Bilder pro
untersuchter Region und der Anzahl der untersuchten Regionen pro Untersuchung besteht

kein Unterschied zwischen den einzelnen Patientengruppen.

Perzentile
50.
(EJ:)inr’j:ELlj:egrosa Anzahl der Bilder 25, (Median) /5.
. L 93,75 141,00 210,25
Anzahl Bilder / Lokalisation 34.125 49167 89,813
Anzahl der Lokalisation 1,75 3,00 4,00
Bilder mit Bakterien 0,00 1,00 2,00
Proktitis ulcerosa Anzahl der Bilder 70,00 149,00 256,00
Anzahl Bilder / Lokalisation 21,667 44,750 143,833
Anzahl der Lokalisation 388 :1388 ggg
_ Bilder mit Bakterien 86.00 134,00 168,00
Infektiose Colitis Anzahl der Bilder 37,500 56,000 86,000
Anzahl Bilder / Lokalisation 1,00 3,00 4.00
Anzahl der Lokalisation 0,00 1,00 1,50
Bilder mit Bakterien 105,00 144,00 215,50
Morbus Crohn Anzahl der Bilder 44,338 61,250 122,000
Anzahl Bilder / Lokalisation 1,00 2,00 3,00
- 0,00 1,00 2,00
Anzahl der Lokalisation 66,75 127,00 186,50
Bilder mit Bakterien 47,867 66,500 97,250
Kontrollgruppe Anzahl der Bilder 1,00 2,00 3,00
Anzahl Bilder / Lokalisation 0,00 0,00 0,00
Anzahl der Lokalisation
Bilder mit Bakterien

Tab. 5: Verteilung Anzahl der Bilder pro Untersuchungsregion.
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Abb. 9: Verteilung der Bilder und Untersuchungsregionen.

Bei Betrachtung der Verteilung und Besiedelung mit Bakterien in den einzelnen Gruppen
zeigt sich, dass 8,6% (6/70) der Patienten mit Colitis ulcerosa mehr als 50 Bakterien pro
Bild aufweisen, 28,6% (20/70) zwischen 11 und 49 Bakterien und 18,6% (13/70) weniger
als 10 Bakterien pro Bild.

12,5 % (4/32) der Patienten mit Morbus Crohn zeigen mehr als 50 Bakterien pro Bild, 36%
(8/22) 11 bis 49 Bakterien und 45,5% (10/22) weniger als 10 Bakterien pro Bild.

12,5 % (1/8) der Patienten mit Colitis zeigen mehr als 50 Bakterien pro Bild, 25% (8/32)
zwischen 11 und 49 Bakterien und 25% (8/32) weniger als 10 Bakterien pro Bild.

8,3 % der Kontrollgruppe (4/48) zeigen mehr als 50 Bakterien pro Bild, 4,2% (2/48)
zwischen 11 und 49 Bakterien und 2,1% (1/48) weniger als 10 Bakterien pro Bild.

In der Gruppe der Patienten mit Colitis ulcerosa gab es zusatzlich bei 8 Patienten Bilder
des terminalen lleums. Bei zwei dieser Patienten (25%) zeigten sich ebenfalls Bakterien in
einer Haufung von 11 bis 49 Bakterien pro Bild.
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Kreuztabelle : Verteilung der Bakterienbesiedelung
Erkrankung Gesamt
Colitis Proktitis Infektiose | Morbus Kontrol
ulcerosa ulcerosa Colitis Crohn lgruppe
Besiedelung | keine Anzahl 31 6 5 12 41 95
Bakterien % von 44,3% 35,3% 38,5% 37,5% 85,4% 52,8%
Erkrankung
geringe | Anzahl 13 4 3 8 1 29
(1-10) [ "% von 18,6% 23,5% 23,1% 25,0% 2,1% 16,1%
Erkrankung
mittlere | Anzahl 20 5 4 8 2 39
(11-49) | o von 28,6% 29,4% 30,8% 25,0% 4,2% 21,7%
Erkrankung
starke Anzahl 6 2 1 4 4 17
(>50) % von 8,6% 11,8% 7,7% 12,5% 8,3% 9,4%
Erkrankung
Gesamt Anzahl 70 17 13 32 48 180
% von 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%
Erkrankung

Tab. 6: Verteilung der Bakterienbesiedelung

Bakterienbesiedelung

100,0%

80,0%

60,0%
40,0%
20,0%

0,0%

Colitis Ulcerosa Proktitis Ulcerosa Infektiose Colitis Morbus Crohn Kontrollgruppe

MW keine mgeringe (1-10) ™ mittlere (11-49) m starke (>50)

Abb. 10: Verteilung der Bakterienbesiedelung innerhalb der Erkrankungsgruppen.

Korrelation mit der Lokalisation der Bakterien

In der Morbus Crohn Gruppe konnten bei der Mehrzahl der Patienten (62,5%) Bakterien
bei 10 cm nachgewiesen werden, obwohl aufgrund der klinischen Auspragung eher eine

Haufung in der Colitis ulcerosa Gruppe zu erwarten gewesen ware. Bei 40 cm und 70 cm
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zeigten sich bei jeweils 21,9% der Patienten Bakterien. Im terminalen lleum fanden sich
bei den meisten Untersuchten (84,4%) keine Bakterien.

Bei allen Patienten der Colitis-Gruppe konnten bei 20 cm und 30 cm Bakterien
nachgewiesen werden, bezuglich der restlichen untersuchten Darmregionen bestand eine
gleichmalige Verteilung innerhalb dieser Patientengruppe. Bei 2 der Patienten der Colitis-
Gruppe fanden sich Bakterien im terminalen lleum.

In der Colitis ulcerosa-Gruppe zeigte sich eine gleichmallige Verteilung der Bakterien im
gesamten Colon, lediglich bei 40 cm und 50 cm prasentierten weniger als 20% der
Patienten Bakterien.

In der Kontrollgruppe bestand eine unregelmafige Verteilung der Bakterien. Die Mehrheit
der Patienten (10% bis 31%) zeigten Bakterien bei 50 cm und 90 bis 110 cm. Bei 40 cm,

60 cm und 70 cm fanden sich Bakterien mit einer Haufung zwischen 4% und 6%.

Lokalisation der Bakterien
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Abb. 11: Verteilung der Lokalisation und Vorhandensein von Bakterien innerhalb der Erkrankungsgruppen.
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Erkrankung: Lokalisation der Bakterien

Lokalisation | Colitis Proktitis | Infektiose | Morbus | Kontrollgruppe | Gesamt
[em] ulcerosa | ulcerosa | Colitis Crohn

10 59% 47% 77% 63% 75% 64%
20 29% 18% 15% 16% 10% 19%
30 31% 29% 8% 19% 10% 22%
40 14% 12% 15% 22% 4% 13%
50 16% 24% 15% 6% 13% 14%
60 24% 12% 23% 3% 6% 14%
70 30% 35% 15% 22% 6% 22%
80 30% 24% 15% 16% 8% 20%
90 41% 24% 31% 19% 13% 27%
100 24% 12% 15% 28% 13% 20%
110 10% 12% 15% 16% 31% 17%

Tab. 7: Vorkommen und Lokalisation von Bakterien in den einzelnen Patientenkollektiven.

Korrelation zwischen endoskopisch und endomikroskopisch erhobener

Inflammation und Anzahl der in der Mucosa gelegenen Bakterien

In der Colitis ulcerosa-Gruppe fanden sich mehr Patienten mit Bakterien (65,7%), welche
eine endoskopische Entzindungsreaktion aufwiesen im Vergleich zu Patienten ohne
Bakterien (34,3%).

Weiterhin zeigte sich endoskopisch bei Patienten mit Bakteriennachweis haufiger ein
Vorkommen von Leckage (78,6%) als bei Patienten ohne Nachweis von Bakterien
(21,4%).

In der Morbus Crohn Gruppe fanden sich mehr Patienten mit Bakterien (87,5% vs. 12,5%)

in dem Kollektiv mit endoskopisch nachgewiesener Entzindungsreaktion als in dem
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Kollektiv, bei dem keine Entzindung nachgewiesen wurde. Auch hier zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Leckage und dem Vorkommen von
Bakterien (59,4% vs. 40,6%).

In der Colitis-Gruppe konnten bei 38,5% der Patienten mit Entzindung auch Bakterien
nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte sich auch hier endoskopisch bei mehr Patienten
mit Bakterien ein Vorkommen von Leckage als bei Patienten ohne Bakteriennachweis
(83,3% vs. 16,7%).

Bei keinem der Patienten ohne Leckage konnten Bakterien detektiert werden.

Es zeigte sich somit ein signifikanter (Chi-Quadrat-Test, p<0,001) Zusammenhang
zwischen der Anzahl der Patienten mit Bakteriennachweis und dem Ort der Entziindung,

unabhangig von der Colitisform.
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Erkrankung: Leckage und Inflammation bei Patienten mit

Bakterien
Gruppe Colitis Proktitis | Infektidse | Morbus | Kontroll- | Gesamt
ulcerosa | ulcerosa | Colitis Crohn gruppe
Leckage 78,6% 64,7% 83,3% 59,4% 0,0% 59,0%
Inflammation | 65,7% 88,2% 38,5% 87,5% 0,0% 58,0%

Tab. 8: Vorkommen von Inflammation und Leckage bei Patienten mit Bakterien in den einzelnen Patientenkollektiven.

Leckage und Inflammation mit Bakterien

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%

o I I I I I I
0,0%

30,0%
10,0%

Leacage Inflammation

m Colitis Ulcerosa  m Proktitis Ulcerosa  m Infektiose Colitis Morbus Crohn  m Kontrollgruppe

Abb. 12: Verteilung / Vorkommen von Leckage und Inflammation bei Patienten mit Bakterien innerhalb der

Erkrankungsgruppen.
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Erkrankung ohne Bakterien
Gruppe Colitis Proktitis | Infektids | Morbus Kontrollgrupp | Gesamt
ulcerosa | ulcerosa | e Colitis | Crohn e
Leckage 21,4% 35,3% 16,7% 40,6% 100,0% 41,0%
Inflammatio | 34,3% 11,8% 61,5% 12,5% 100,0% 42,0%
n

Tab. 9: Vorkommen von Inflammation und Leckage bei Patienten ohne Bakterien in den einzelnen Patientenkollektiven

Leckage und Inflammation ohne Bakterien

Inflammation

120,0%
100,0%
80,0%
60,0%
40,0%

o -

Leacage

0,0%

M Infektiose Colitis Morbus Crohn

M Proktitis Ulcerosa H Kontrollgruppe

M Colitis Ulcerosa

Abb. 13: Verteilung / Vorkommen von Leckage und Inflammation bei Patienten ohne Bakterien innerhalb der

Erkrankungsgruppen.
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5 Diskussion

In dieser Studie haben wir die konfokale Endomikroskopie genutzt, um Patienten mit im
Colon oder im lleum gelegenen intramucosalen Bakterien zu identifizieren. Im Rahmen der
Auswertung zeigten sich vermehrt intramucosal gelegene Bakterien bei Patienten mit einer
Colitis  verglichen mit den Patienten ohne Colitis. Durch die konfokale
Laserendomikroskopie im Vergleich zur konventionellen Endomikroskopie ergibt sich die
Moglichkeit, nicht nur die oberflachlichen Strukturen zu identifizieren, sondern auch,
Bakterien, welche sich in den Epithelzellen oder der Lamina propria befinden, sichtbar
werden zu lassen.

Andere Studien haben bereits die zentrale Rolle der Microflora des Darmes bei der
Entstehung von CED gezeigt [105, 106]. In diesen Fallen vermag die Microflora eine
gesteigerte Zytokin-Produktion zu initieren und somit die Entstehung einer intestinalen
Inflammation herbeizufuhren und aufrecht zu erhalten [14].

Die Laserendomikroskopie ist die erste Technik, welche erlaubt, Bakterien in vivo zu
erforschen. Dies gelingt durch die Anwendung von Fluorescein, welches aus den
mucosalen Kapillaren durch die Lamina propria und die Epithelzellen ins Darmlumen
diffundiert. Die Bakterien absorbieren das Fluorescein und demarkieren sich so im Lumen,
innerhalb der Epithelzellen oder in der Lamina propria. Bereits in friheren Studien wurde
gezeigt, dass es bei entzindlichen Darmabschnitten vermehrt zum Austritt von Fluorescein
gekommen ist [107].

So wie in vielen anderen Studien zeigte sich auch hier ein vermehrtes Auftreten von
Bakterien bei Patienten mit einer CED im Vergleich zu gesunden Patienten. [112, 110,

108, 111]
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In einer Studie von Swidinski [110] wurde gezeigt, dass bei Patienten mit einer
Darmentziundung eine im Vergleich zu einer Kontrollgruppe hohe Konzentration an
mucosal gelegenen Bakterien besteht. Je ausgepragter der Schweregrad der Erkrankung,
desto hohere Bakterienkonzentrationen fanden sich.

In unserem Patientenkollektiv fanden wir in allen Vergleichsgruppen eine &hnliche
Verteilung der Bakterienbesiedelung (Morbus Crohn 62,5% der Patienten, Colitis ulcerosa
55,7% der Patienten, infektose Colitis 61,5% der Patienten). In einigen Studien [110, 105,
108] wurde weiterhin gezeigt, dass bei gesunden Patienten die mucosale Oberflache
nahezu steril ist. In unserer Auswertung fanden auch wir in der Kontrollgruppe bei lediglich
14,6% der Untersuchten Bakterien.

Im Rahmen unserer Studie versuchten wir, nicht spezifische Arten oder Gruppen von
Bakterien zu identifizieren. Mittels Laserendomikroskopie ist es lediglich moglich, die
Bakterien darzustellen ohne Berucksichtigung einer Gattung. Bakterien, die kein
Fluorescein aufnehmen koénnen, kommen nicht zur Darstellung [108]. Bakterien im
intestinalen Lumen koénnen nur dargestellt werden, wenn aufgrund einer fehlenden
Barrierefunktion und einer somit erhohten Leckage Fluorescein in das Darmlumen gelangt.
In einer Studie von Kiellich et al. [104] wurde bereits gezeigt, dass durch den
Endzindungsmediator Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) der Zellabbau induziert wird,
wodurch es zu einer verminderten Barrierefunktion kommt, was somit wahrscheinlich zu
einer entzundlichen Darmerkrankung fuhrt.

In unserer Studie fanden sich signifikant weniger Bakterien im gesunden Patientenkollektiv
im Vergleich zu den Patienten mit Colitis ulcerosa, infektdser Colitis oder Morbus Crohn (p
< 0,001). Betrachtet man die endoskopische Entzindungsreaktion in allen
Krankheitsgruppen (MC, IC, CU) zeigte sich bei den Patienten mit Bakterienvorkommen
eine vermehrte Inflammation. Gleichzeitig besteht auch hier ein vermehrtes Austreten von

Fluorescein im Sinne einer Leckage.
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Erkrankung: Leckage und Inflammation bei Patienten mit
Bakterien

Gruppe Colitis Proktitis Infektiose | Morbus | Kontroll- | Gesamt
ulcerosa | ulcerosa | Colitis Crohn gruppe

Leckage 78,6% 64,7% 83,3% 59,4% 0,0% 59,0%

Inflammation | 65,7% 88,2% 38,5% 87,5% 0,0% 58,0%

Tab. 8: Vorkommen von Inflammation und Leckage bei Patienten mit Bakterien in den einzelnen Patientenkollektiven.

Insgesamt besteht ein signifikanter (p< 0,001) Zusammenhang zwischen der Anzahl der
Patienten mit Bakteriennachweis und dem Ort der Entzindung, unabhangig von der
Colitisform.

Die Tatsache, dass intramucosal gelegene Bakterien (auch wenn vermindert) auch in der
Kontrollgruppe und somit im gesunden Kollektiv gefunden wurden, lasst vermuten, dass
das Vorliegen von intramucosalen Bakterien nicht als alleiniger Faktor fur das Auslosen
einer Immunantwort verantwortlich gemacht werden kann. [113, 114] Ein weiterer
Unterschied bei Patienten mit einer CED im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte sein, dass
die intestinale Microflora der Patienten mit CED anfalliger fur eine Invasion von Bakterien
ist.

Einen weiteren Aspekt, den wir in unserer Studie untersuch haben, ist das Vorkommen
und die Lokalisation der Bakterien im Darm. Swidinsky et al [109] beschreiben in ihrer
Studie an Mausen eine erhdhte Konzentration an Bakterien im Bereich des proximalen
Colons und im Coecum. Schultzt et al [108] hingegen untersuchte entnommene Biopsien
des proximalen und distalen Colons sowie des Rektums bei CED-Patienten und fand eine
vergleichbare Bakterienverteilung.

In unserer Studie zeigte sich eine relativ heterogene Verteilung der Bakterienbesiedelung
in der Morbus Crohn-Gruppe. Bei einer Tiefe von 10 cm ab After konnten bei 63% der

Patienten Bakterien nachgewiesen werden. Bei 40 cm und 70 cm fanden sich bei 22% der
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Patienten Bakterien, bei 110 cm im Bereich des terminalen lleums fanden sich bei nur 16%
der Patienten Bakterien. Betrachtet man die Colitis ulcerosa-Gruppe hingegen, zeigt sich
eine homogene Verteilung der Bakterien. Lediglich bei 40 cm und 50 cm prasentierten
weniger als 20% der Patienten Bakterien. Im Bereich des rechten Colons (bei 90 cm)
fanden sich bei mehr als 40% der Patienten Bakterien. Es scheint so, als wurde die
Lokalisation der Bakterien mit der Ublichen Topografie der Erkrankung korrelieren.
Unerwarteter Weise fanden sich bei 24% der Colitis ulcerosa Patienten Bakterien im
Bereich des terminalen lleums, wohingegen Klessen et al [105] in diesem Bereich nur
wenige Bakterien gefunden hatten.

Zu erwahnen ist, dass die typische Erkrankungsregion der Morbus Crohn Patienten im
Bereich des terminalen lleums liegt. In unserer Auswertung allerdings gelang bei ca. 72%
der Patienten mit generellem Bakterienvorkommen kein Bakteriennachweis im terminalen
lleum.

Insgesamt ist zu sagen, dass aufgrund des retrospektiven Studiendesigns keine einheitlich
festgelegten Untersuchungsregionen fur die jeweiligen Patientengruppen definiert werden
konnten und zur praziseren Auswertung ein prospektives Studiendesign notwendig ware.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die konfokale Laserendomikroskopie es
ermoglicht, intramucosal gelegene Bakterien in vivo sichtbar zu machen. Wir fanden bei
Patienten mit einer CED haufiger Bakterien als bei dem Patientenkollektiv, welches im
Rahmen eines Screenings ohne gastrointesinale Symptome untersucht wurde. Zur
besseren Validierung bedarf es sicherlich weitere prospektive Studien. Nichts desto trotz
ist die konfokale Laserendomikroskpie ein wichtiger Baustein in der Untersuchung und
beim Erlangen neuer Erkenntnisse bezuglich der Pathopysiologie bei Patienten mit einer

CED.

52



6 Zusammenfassung

Hintergrund

Die Entstehung einer CED ist multifaktoriell. Eine Schlusselrolle dabei spielt eine Stérung
der Barrierefunktion der Darmschleimhaut mit der Konsequenz, dass sich Darmbakterien
auf der Darmwand ansiedeln konnen und dort eine krankhafte Immunreaktion auslésen.
Mittels der Laserendomikroskopie gelingt es, diese intramukosal gelegenen Bakterien
darzustellen und deren Haufung im Zusammenhang mit den wichtigsten

Krankheitsbildern der CED, dem Morbus Crohn und der Colitis ulcerosa, zu untersuchen.

Methode

Zur Datenerhebung erfolgte die Beurteilung der gewonnenen Bilder im Rahmen der
Laserendomikroskopie von insgesamt 180 Untersuchungen. Im Rahmen der CLE
wurden standardisierte Areale (alle 10 cm) mittels Laserendomikroskopie untersucht. Die
insgesamt 27.630 endomikroskopischen Bilder wurden makroskopisch gesichtet und die
Anzahl der intramukosal gelegenen Bakterien, die Inflammationsreaktion und vaskularen
Veranderungen im Sinne von Leckage bei Patienten mit Colitis ulcerosa, Morbus Crohn

und einem gesunden Patientenkollektiv verglichen.

Ergebnisse

Es zeigten sich signifikant (p< 0,001) mehr intramukosal gelegene Bakterien bei
Patienten mit Colitis ulcerosa (55,7%), Morbus Crohn (62,5%) oder Colitis (61,5%) im
Vergleich zum gesunden Patientenkollektiv (14,6%).

Beim Vergleich der Krankheitsgruppen (CU, MC, Colitis) untereinander war der
Unterschied nicht signifikant.
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Bei Betrachtung der Lokalisation der Bakterien zeigte sich in der MC-Gruppe ein
gehauftes Vorkommen von Bakterien (21.9%) bei 40 und 70 cm, bei ca. 84% der
Untersuchten fanden sich keine Bakterien im terminalen lleum. In der Colitis-Gruppe war
ein vermehrtes Vorkommen bei 20 cm und 30 cm zu sehen. Die CU-Gruppe zeigte eine
gelichmaRige Verteilung der Bakterien.

Bei der Betrachtung der endoskopisch und endomikroskopisch erhobenen Inflammation
und der Anzahl der intramukosal gelegenen Bakterien zeigte sich ein signifikanter

Zusammenhang unabhangig von der Colitisform.

Fazit

Die konfokale Laserendoskopie ermoglicht in vivo die Darstellung von intramukosal
gelegenen Bakterien und ermoglicht eine Beurteilung der Inflammation. Diese neue
diagnostische Moglichkeit kann zukunftig genutzt werden, um die Diagnose als auch die

Verlaufsbeurteilung der CED zu verbessern.
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