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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. (HRONISCH ENTZUNDLICHE DARMERKRANKUNGEN

1.1.1. DEFINITION UND DIAGNOSE

Der Begriff der chronisch entztindlichen Darmerkramgen (CED) umfasst mindestens
zwei Formen der intestinalen Entziindung: Colitceabsa (CU) und Morbus Crohn (MC).
Beide Erkrankungen haben einen Uber Jahrzehn@iviezenden Verlauf (Longo et al.
2003, Etienny et al. 2004) und eine gegenuber demidlbevolkerung erhéhte Mortalitat
(Jess et al. 2002, Kumar et al. 2004).

Die genauen Ursachen sind bisher weitgehend unhgksodass die Diagnose empirisch
hauptséachlich aufgrund klinischer, histologischésr{uma et al. 1995) und endoskopi-
scher (Fefferman und Farrell 2005) Eigenschaftestejewird (Vasiliauskas 2003). Nach
elektronenmikroskopischen Befunden ist der BefaflDarmschleimhaut sehr viel ausge-
dehnter, als dies nach makroskopischer oder liénaskopischer Routineuntersuchung
beurteilt werden kann, das heil3t auch makroskopgesunde* Schleimhaut kann entzin-
det sein (Myllarniemi und Nickels 1980).

1.1.2. THEORIEN ZURETIOLOGIE

Die Etiologie der ,idiopathischen® chronisch entdlichen Darmerkrankungen ist nach
wie vor ungeklart. Zahlreiche Hypothesen sind in Bzten Jahrzehnten diskutiert und
viele pathologische Befunde erhoben worden, ohss dime eindeutig allein ausldosende
Ursache nachgewiesen werden konnte. Die meisteoré&ustimmen heute darin Uberein,
dass vermutlich ein Zusammenspiel mehrerer Fakfdiretas Zustandekommen dieser
Krankheitsbilder verantwortlich ist, wobei tUber éewichtung der einzelnen Faktoren
noch einige Unklarheit herrscht (Jump und Levine20Ven und Fiocchi 2004).
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1.1.2.1. GNETISCHEFAKTOREN

Unterschiedliche Inzidenz bei verschiedenen Raféang 1992), Beobachtungen bei
Zwillingen (Tysk et al. 1988, Orholm et al. 2000as haufige Auftreten dieser Krankhei-
ten in einigen Familien (Rosenberg et al. 1976 shieeld 1984, Darchis et al. 1989) und
ein erhohtes Erkrankungsrisiko fiir Verwandte votidpgen (Farmer et al. 1980, Weter-
man und Pefia 1984, Bennett et al. 1991) lieBRemdénger einen genetischen Hinter-
grund fir die Disposition vermuten, wobei in etv&@der betroffenen Familien ein Vor-
kommen beider Krankheitsbilder beobachtet wurdeGdmell 1980). Das kanadische
Mount Sinai Hospital Inflammatory Bowel Disease &&rs Project kommt nach Auswer-
tung der Daten von Uber 2500 CED-Patienten zu demuSs, 10% der MC-Patienten und
8,8% der CU-Patienten haben erkrankte Familienradgl — im Schnitt 2,4 (McLeod et
al. 1997).

Die Tatsache, dass das Erkrankungsrisiko fur Vedéearsten Grades mit der Zahl der er-
krankten Familienmitglieder steigt, spricht fur@mnmultifaktoriellen Erbgang (Farrall
1993), den die meisten Autoren heute fur wahrsdichihalten (Duerr 2003, Mathews und
Lewis 2004).

Tatsachlich konnte 2001 ein Gen auf dem Chromos®mddntifiziert werden, dessen mu-
tierte Form mit einer erhdhten Pradisposition fi€ kinhergeht (Ogura et al. 2001):
CARD15/NOD?2 aktiviert NF-kappaB, so dass dieserlmkiterielle Lipopolysaccharide
reagiert. CARD15/NOD2-messenger-RNA wird in Darntieglizellen exprimiert (Hisa-
matsu et al. 2003), wo sie unter anderem fir digr&ssion der antibiotisch wirkenden
Alpha-Defensine HD-5 und HD-6 zusténdig sind (Wehkgaet al. 2004). Defensine haben
eine wichtige Funktion in der mukosalen Bakteriémanke. Bei Patienten mit MC ist die
Expression der Alpha-Defensine HD-5 und HD-6 sodés Beta-Defensins HBD-2 in der
Darmschleimhaut reduziert (Wehkamp et al. 2002, Kagtp et al. 2004).

In Tierversuchen wurde aul3erdem gezeigt, dasqtiEsinale Immunsystem
CARD15/NOD2-defizienter Mause bakterielles Murarbypeptid nicht erkennen kann
(Kobayashi et al. 2005), so dass eine wichtige Wesatzung fur die Aktivierung von
Makrophagen fehlt. Die CARD15/NOD2-defizienten Bievaren dann auch besonders
empfanglich fir eine orale bakterielle Infektion.

Eine weitere Genvariante auf dem Genlocus TLR4-88(y, die zu einer gestérten Er-
kennung bakterieller Lipopolysaccharide und eimbbbten Anfalligkeit fur Infektionen

mit gramnegativen Bakterien fuhrt, findet sich M& und CU haufiger (Franchimont et
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al. 2004). Trager des Allels erkranken mehr alspetiso haufig an MC oder CU. Weisen
sie zusatzlich die oben beschriebene NOD2-Variantesteigt das Erkrankungsrisiko auf
das 4,7-Fache. In den mesenterialen LymphknoterdId&tizienter Mause finden sich
haufiger gramnegative Bakterien (Fukata 2004)ireregriechischen Erhebung waren
51,7% der untersuchten MC-Patienten Trager eingerten TLR4- und/oder CD14-
Allels (das eine &hnliche Wirkung hat) und mindesteiner NOD2/CARD15-Variante,
27,0% der CU-Patienten, aber nur 10% der gesundeairédipersonen (Gazouli et al.
2005).

Alle diese Befunde zeigen, dass CARD15/NOD2 und & lfchtige Funktionen in der
mukosalen Immunantwort auf luminale Bakterien gmeMdglicherweise werden in den
nachsten Jahren noch weitere Gene identifiziegtetie Pradisposition fur MC oder CU
triggern. Wie viele Gene fur chronisch entztindli€r@merkrankungen es gibt, ist derzeit
noch unbekannt, man nimmt jedoch an, dass es iamsgesindestens acht sind (Hugot
2004). Einige davon werden auf den Chromosomen, 31 und 19p vermutet (Mathew
und Lewis 2004).

1.1.2.2. SORUNGEN IMIMMUNSYSTEM

Praktisch alle Hypothesen zur Entstehung chroresthindlicher Darmerkrankungen be-
ziehen das intestinale und systemische Immungesolah — gestitzt durch zahlreiche
pathologische Befunde. So laufen zellulare Abwedrpsse, wie Phagozytose, Killing und
lymphozyten-assoziierte antibakterielle Aktivitigi MC und CU deutlich vermindert ab
(Caradonna et al. 2000), wahrend die humorale Altimassiv gesteigert ist.

Besonders fir die CU wird schon seit einigen Jdimtan ein Autoimmunmechanismus
diskutiert (Raedler und Schreiber 1992), gestutrtil Funde von Autoantikorpern gegen
Kolon-Epithel (Hibi et al. 1982, Roche et al. 1986wie gegen Lymphozyten (Hibi et al.
1982) und neutrophile Granulozyten (Cambridge .€1292, Muller-Ladner et al. 1996,
Sugi et al. 1999), die auch bei einem Teil gesuMdewandten nachgewiesen werden
konnten (Shanahan et al. 1992), was eine sekuloiséehung unwahrscheinlich macht.
Bei MC und CU ist die Zahl der Immunglobulin procerenden Zellen in der Lamina pro-
pria um ein Vielfaches erhdht, wobei alle Immungllit-Klassen betroffen sind, aller-
dings in sehr unterschiedlichem Mal3e: Immunhistotgkehe Studien (Rosekrans et al.

1980, van Spreeuwel et al. 1982, Keren et al. 188d)n-vitro-Kulturen isolierter Lym-
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phozyten (Danis et al. 1984, MacDermott et al. 13®%gen gleichermal3en eine enorme
Erh6hung des IgG-Anteils. Dabei konnten Untersahimdischen aktiven und inaktiven
Krankheitsstadien nachgewiesen werden (Keren é084). Ganz andere Verteilungsmus-
ter zeigen zum Beispiel akute infektiése Kolitidgan Spreeuwel et al. 1985).
Weiterfiilhrende Untersuchungen der Immunglobulinkiagsen fanden Unterschiede zwi-
schen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa: Wéahreflllgls am starksten vertretene Sub-
klasse bei CU sehr viel starker erhoht ist aldM@i verhélt es sich mit IgG2 (das vorwie-
gend als Reaktion auf Kohlenhydrate und bakteristitgene produziert und sezerniert
wird) gerade umgekehrt (lizuka 1990). Bei beideariheiten besteht eine starke Vermin-
derung dimeren IgAs (,Mukosatyp®, vorwiegend IgA2)gunsten der monomeren Form
(,systemischer Typ“, vorwiegend IgAl), bei CU ausgigter als bei MC (Kett und
Brandtzaeg 1987). Fir IgG finden sich @hnliche tjtetive Veranderungen im Serum
(Philipsen et al. 1995, Gouni-Berthold 1999), iegsanterweise auch bei gesunden eineii-
gen Zwillingen von MC- und CU-Patienten (Helgelaidl. 1992).

Uber die Spezifitat der untersuchten Antikdrpemishig bekannt. Neben den oben be-
schriebenen Autoantikorpern, die der IgG- und dérGruppe zuzuordnen sind, scheint
ein grol3er Teil gegen bakterielle Antigene gericte fand eine Arbeit von Chao et al.
Uber aktivierte B-Zellen mesenterialer Lymphknoégmen hohen Anteil fir verschiedene
bakterielle Antigene spezifischer Antikérper (Cle@l. 1988). Auch bei Macpherson et
al., die grol3e Mengen IgG vor allem in aktiven Kdaagitsstadien von MC und CU fanden,
banden diese im Westernblot und enzyme linked inosoarbent assay (ELISA) an bakte-
rielle Antigene, hauptsachlich an das ZytoplasnreBadterien (Macpherson et al. 1996).
Lokale Immunmechanismen spielen also eine zenRalke bei der Entstehung chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen, wobei der Schliisseiher gestorten Auseinanderset-
zung zwischen der intestinalen Immunabwehr und @&kt zu liegen scheint (Mahida

und Rolfe 2004, Yu et al. 2004).

1.1.2.3. NTESTINALE PERMEABILITAT

Untersuchungen Uber orale Absorptionstests bei M@hsen in folgenden Punkten tber-
ein: Zuckermolekile mit einem Molekulargewicht <Zifvie Polyethylenglykol-Molek-
le (PEG) verschiedener GroR3e, die beide vorzugswidisr kleine Poren absorbiert wer-

den, zeigen eine normale oder erniedrigte Absamptate, wahrend Di- und Trisaccharide

11
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sowie>’Cr-EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Utfitic-DTPA (Diethylentriaminpenta-
essigsaure), die tUber grol3ere Poren aufgenommelemweagegeniber gesunden Probanden
signifikant vermehrt absorbiert werden (Pearsaa.€1982 Bjarnason et al. 1983, Uka-
bam et al. 1983ylagnusson et al. 1988denis et al. 199riishi et al. 1995).

Orale Absorptionstests zeichnen sich jedoch dursd fehlende Differenzierung zwischen
den verschiedenen Anteilen des Verdauungstrakesuiad beispielsweise PEG wird
hauptséachlich im proximalen Dinndarm absorbient fidiechronisch entztindliche Darm-
erkrankungen kaum von Bedeutung ist. Regionale Adtemsstudien sind deshalb von
gréRerem Wert, finden sich in der Literatur aberintsehr geringer Anzahl. Sie zeigen ei-
ne deutlich erhdhte nicht selektive Absorption REG in lleum (Olaison et al. 1988) und
Kolon, unabhangig von der Entziindungsaktivitat (€2la et al. 1989).

Ahnlich pathologische Befunde wurden bei gesunderwdndten an Morbus Crohn er-
krankter Patienten gefunden (Hollander et al. 18&6z et al. 1989, Breslin et al. 2001).
Die Autoren interpretieren ihre Ergebnisse als Hirsnauf einen spezifischen priméren
Defekt der Darmschleimhaut, der also nicht erstlddiie entziindliche Krankheitsaktivitat
entstehe.

Untersuchungen der Permeabilitdt der DarmschleitfiiaBakterien fanden auch diesbe-
zuglich pathologisch erhohte Werte (Ambrose e1@84,Kreuzpaintner et al. 1989).
Offenbar passieren die Antigene aus dem DarmlunmreeBchleimhautbarriere transzellu-
lar: Nach immunelektronischen Befunden an friscBgerationsresektaten werden die
Molektle schon nach wenigen Minuten von der apik&ellmembran der Enterozyten
aufgenommen und per vesikularem Transport in dids@ere beférdert. Bei MC- und
CU-Patienten lauft dieser Transportmechanismusdferem Ausmald ab, wie sich an den
héheren Antigen-Konzentrationen im Zytosol der Esdgten zeigt (Schurmann et al.
1999). Kirzliche konnten Buning et al. in entzledétolonschleimhaut von MC-

Patientenn vivo eine gesteigerte Antigen-Expression nachweiseni(Bjet al. 2006).

1.1.2.4. WWELTFAKTOREN

Der Einfluss von Umweltfaktoren auf die Entstehwog Krankheitsbildern wird am bes-
ten durch epidemiologische Daten belegt. Trotz Sehgkeiten bei der Erhebung von Da-
ten Uber relativ seltene Krankheiten wie MC und €<l regionale Unterschiede und

Trends im Langsschnitt deutlich.
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Besonders interessant ist ein international velnrater Inzidenz-Anstieg vor allem des
MC in Europa und Nordamerika etwa zwischen 19601880 auf ein Vielfaches der fru-
heren Inzidenz, gefolgt von einem Plateau (Kordl@Z9, Mayberry et al. 1978lellers
1979,Kyle und Stark 198Mirks 1991). Wahrend die Haufigkeit chronisch entdlicher
Darmerkrankungen in den Industriestaaten nicht mtésk weiter steigt, hat sie in vielen
Regionen, in denen MC und CU vorher seltener waneten letzten Jahrzehnten stark zu-
genommen, zum Beispiel in Puerto Rico (Appleyardle2004), in Ungarn (Lakatos et al.
2004) und bei der bengalesischen Bevolkerung irdbar(Tsironi et al. 2004). Die Le-
bensweise in diesen Poblationen hat sich durchzzinehmende Industrialisierung und
Urbanisierung immer weiter der europaischen undabgrikanischen angepasst. Dort wo
Menschen gréf3tenteils immer noch in Armut lebenwediger Industrialisierung stattge-
funden hat, wie in Rumanien, sind chronisch entiidine Darmerkrankungen nach wie
vor eher seltene Erkrankungen (Gheorghe et al.)2004

Epidemiologen sind der Auffassung, dass es sicheate Veranderungen in der Inzidenz
handelt, fir die vermutlich Umweltfaktoren veranttlioh sind (Loftus und Sandborn
2002, Binder 2004). Unter diesen wurden soziookasone Faktoren, infektiose Ursachen
(siehe 1.2), psychologische (Levenstein et al. 1984 diatetische Einfliisse (Van Krui-
ningen et al. 2005), der Gebrauch von KihlschrariKenzenik 2005), eine durchge-
machte Appendizitis (Van Kruiningen et al. 2005a3uRhen (Birrenbach und Bocker 2004,
Regueiro et al. 2005) und orale Kontrazeptiva (Bogkal. 1994) verantwortlich gemacht.
Jahreszeitliche Schwankungen im Krankheitsbegimv¢@ind Freedman 1975) und das
tberdurchschnittlich haufige Auftreten bei Tropesumshern (Harries et al. 1985) deuten

auf eine magliche infektiose Genese.

1.2. HNWEISE AUF INFEKTOSE URSACHEN VON COLITIS ULCEROSA UND MORBUS

CROHN

Infektiose Ursachen sind vor allem fur den MC immexder kontrovers diskutiert wor-
den. Bisher konnte jedoch kein Erreger als eindeutVerursacher identifiziert werden.
Moglicherweise entgeht ein etwaiger Erreger dehdsisiblichen Nachweismethoden, oder
er ist nur in der Initialphase der Erkrankung nagislar, in der er bei einem genetisch

pradisponierten Wirt eine Kaskade verschiedenezifrungsreaktionen in Gang setzt,

13
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die sich im weiteren Verlauf selbst unterhalt (Bind-run-Hypothese) (Stallmach und
Carstens 2002).
Im Folgenden werden einige Ansatze dargestelltzdie/ermutung einer infektiosen Ge-

nese gefuhrt haben.

1.2.1. SCHWIERIGKEIT DERDIFFERENZIALDIAGNOSE, INFEKTIOSE® UND ,,IDIOPATHISCHE'
ENTZUNDLICHE DARMERKRANKUNGEN

Ublicherweise wird die Diagnose einer chroniscizéntllichen Darmerkrankung aufgrund
klinischer, endoskopischer und histologischer Esgbaften gestellt. Keines der Sympto-
me ist jedoch spezifisch fir MC oder CU, so dasB die Frage nach der Differenzialdia-
gnose zu anderen entzundlichen Darmerkrankungeinéagt, insbesondere zu Infektio-
nen durch Viren, Bakterien und Protozoen (ItzkoW#®86, Heidt et al. 1991). Das endos-
kopische Bild der infektiosen Enterokolitiden laksine definitive differenzialdiagnosti-
sche Aussage zu (Tedesco et al. 1983). In dertefighrzehnten hat deshalb der diagnos-
tische Stellenwert der bioptischen Mikrobiologigggnommen (Heidt et al. 1991, Matsu-
moto et al. 1994). Sind mikrobiologische Untersuaien negativ, kann oft erst die klini-
sche Verlaufsbeobachtung zeigen, ob es sich uma&urte Enterokolitis oder eine chro-
nisch entzindliche Darmerkrankung handelt (Ottemjamd Bayerdorffer 1987, Schuma-
cher et al. 1994).

1.2.2. EPIDEMIOLOGISCHEDATEN (siehe auch 1.1.2.4.)

Neben den bei 1.1.2.4. beschriebenen Studien mailerichte Uber das Auftreten von
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen bei Letemisern (Batty et al. 1994, Comes
et al. 1994, Holmes und Painter 1986, Kirsner 128Bp et al. 1988, Murray und Thom-
son 1988, Purrmann et al. 1987, Rhodes et al. M86ywell et al. 1978, Whorwell et al.
1981, Zetzel 1978) und ehemals engen Freundenr{#ésg und Janowitz 1993) auf die
Mdglichkeit eines exogenen Faktors (neben zum Baismer genetischen Pradisposition)
aufmerksam. Eine gréf3er angelegte Fallkontroll-gtikdnnte allerdings keine signifikan-
te Haufung von Krankheitsfallen offen legen (Milkgral. 1976), so dass man im Falle ei-

nes infektiosen Agens von einem geringen Manifestaindex ausgehen muss.
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1.2.3. TERVERSUCHE (,, T RANSMISSIONEXPERIMENTS')

1970 berichteten Mitchell und Rees von sich langsatwickelnden Granulomen bei
Mausen, denen Gewebehomogenat von Darm oder Lyrmopdrkian MC erkrankter Pati-
enten injiziert worden war (Mitchell und Rees 1978)den folgenden Jahren wurden eine
ganze Reihe &hnlicher Studien durchgefuhrt, diergarschiedlichen Ergebnissen fuhrten.
Wahrend einige die Ergebnisse von Mitchell ganz oeiveise bestatigten (Taub et al.
1976,Simonowith et al. 1977, Das et al. 1983), konntatheae Autoren keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontroditideststellen (Heatley et al. 1975,
Ahlberg et al. 1978). Als mdgliche Erklarung werdémerschiede in der Durchflhrung
und in der Empfanglichkeit der verschiedenen Vérstiere angefihrt (Cave und Kirsner
1979).

Mitchell und Cave bestatigten spater ihre frihe3ardien (Cave et al. 1978), und es ge-
lang ihnen sogar die Passage von Gewebe der etkmaYikrsuchstiere auf eine weitere
Generation vormals gesunder Mause mit der nachidige Entwicklung von Granulomen
in einigen dieser Tiere (Mitchell und Rees 1976)nBelly et al. beobachteten Crohn-ahn-
liche histologische Befunde sowohl nach Injektiam\Crohn-Gewebe als auch nach In-
jektion normalen Darmgewebes, wobei in beiden Geapyorherige Inkubation des Ho-
mogenats mit Ampicillin das Auftreten dieser Verénchgen verhinderte. Die Autoren
schlieBen auf ein Ubertragbares, nicht-virales Ad&wonnelly et al. 1977).

Viel weniger zahlreich, aber &hnlich widerspruchlgnd entsprechende Versuche zur In-
duktion von CU (Cave et al. 1976aub et al. 1976).

1.2.4. ANTIBAKTERIELLE ANTIKORPER

Mehrere Autoren haben bei Kranken mit chronisczi@mdlichen Darmerkrankungen im
Serum Antikérper gegen verschiedene Bakterienspemtinden (Blaser et al. 1984,
Howells et al. 1984lpbotson et al. 1987). Hierbei zeigten sich aucketschiede in der
H&aufigkeit erhdhter Antikorper-Titer von gesundearWandten zu denen von
Kontrollpersonen (Lagercrantz et al. 1971). Einbdré Durchlassigkeit der entztindlich
geschadigten Darmschleimhaut allein erklart digsefand nicht, da erhdhte Titer bei

Durchfallerkrankungen anderer Genese selten siod@Hs et al. 1984).
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Nur vereinzelt sind bisher antibakterielle Antikérpn der Darmschleimhaut untersucht
worden. In Rektum- und Kolonschleimhaut von CU-&atn fanden sich Antikérper
gegen anaerobe Fakalflora (Monteiro et al. 1971) skark variierender Haufigkeit (19 bis
83 %) lieRen sich in mesenterialen Lymphknoten M@ und CU-Patienten Antikdrper
gegen verschiedene Bakterien, iEscherichia colund Mykobakterien, nachweisen

(Chao et al. 1988). Macpherson et al. fanden bigeftan im akuten Krankheitsschub in
endoskopisch gewonnener Darmspiilflissigkeit groBagén IgG gegen eine ganze Reihe
von Bakterien der physiologischen intestinalen &l&ie postulieren, dass wéahrend eines
akuten Entziindungsschubs die Immuntoleranz gegephdisiologische Keimbesiedelung
zusammenbricht (Macpherson et al. 1996).

1.3. YERSINIA ENTEROCOLITICA

1.3.1. KUINIKUND EPIDEMIOLOGIE

Die Gattung Yersinia umfasst Uber zehn verschie@gzies, von denen drei fur Men-
schen pathogen sind. Die geféhrlichsterispestisder Verursacher der Pest. Die beiden
anderen Spezie¥, pseudotuberculosisdY. enterocoliticaverursachen ein breites
Spektrum intestinaler und extraintestinaler Mandggsnen umfassen. Am haufigsten
werden Enteritis, terminale lleitis, mesenteriajgnphadenitis und Arthritis diagnostiziert
(Bockemuhl und Roggentin 2004). Radiologische, skdpische und histopathologische
Befunde der Yersinien-Enterokolitis entsprechengediend denen der ,idiopathischen*
chronisch entzindlichen Darmerkrankungénpseudotuberculosigird weniger haufig
isoliert alsY. enterocoliticalnfektionen mitY. enterocoliticgtihren in einem hohen Pro-
zentsatz zu chronischen Entziindungsreaktionenném rorwegischen prospektiven
Langzeiterhebung an 458 Patienten mit serologisskakigtery .-enterocoliticalnfektion
wurden 160 von ihnen (34,9%) innerhalb von 4 bigddren mit entsprechenden
Symptomen erneut stationar aufgenommen (Saebo asgteh 1994). Ein Drittel von ihnen
litt unter Gelenkbeschwerden, ein Viertel unteroehschen Bauchschmerzen, fast ein
Flnftel hatte chronischen Durchfall.

Der Nachweis einer Infektion mit. enterocoliticaerfolgte bis vor einigen Jahren in der

Regel entweder als direkter Erregernachweis mikaltur (Coumaros et al. 1989) oder
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indirekter Immunfluoreszenz (Hoogkamp-Korstanjalett986) oder serologisch als Ag-
glutinationsreaktion (Hoogkamp-Korstanje et al. P& egative Stuhlkulturen bei posi-
tiver Serumagglutination und umgekehrt sind haufiguere Untersuchungen zeigen, dass
dies an der niedrigen Sensitivitat der Methodesh@sondere bei Stuhlkultur und Serum-
agglutination) liegt. Deutlich Uberlegen ist dageger Nachweis spezifischer Antikdrper
(IgA, 1gG und IgM) gegerYersinia outeproteins(Yops; siehe 1.3.2.1.) im Serum (Stolk-
Engelaar und Hoogkamp-Korstanje 1995). Seit einiiggmen steht auch die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) mit sehr hoher Sensitivitahalirekten Erregernachweis zur
Verfugung (Fredriksson-Ahomaa und Korkeala 2008).dte Routinediagnostik kommen
aber in der Regel Kultur und indirekte Immunflu@esz zur Anwendung.

Im Gegensatz z¥. pseudotuberculosist die Inzidenz von Infektionen mit. enterocoliti-
cabis Ende der 1980er Jahre in Nordeuropa und Naedkaangestiegen (Ostroff 1995,
Verhaegen et al. 1998), gefolgt von einem deuttichbfall (Verhaegen et al. 1998, Cen-
ters for Disease Control and Prevention 2004).lba&lenz ist regional unterschiedlich. In
Niedersachsen etwa lag die Haufigkeit durclenterocoliticaverursachter Gastroenteriti-
den zwischen 1994 und 2000 bei 12 Fallen pro Jaht@).000 Einwohner (Dreesman et
al. 2001), in den USA wurden zwischen 1996 und 1@@@hschnittlich 0,9 Infektionen
auf 100.000 Einwohner pro Jahr registriert (Ragle2004).

Der Verzehr von rohem Schweine- und Hihnerfleigehtsndglicherweise einen eigenen
Risikofaktor fur eine Infektion mit pathogenen Yiaren dar (Kapperud et al. 1995, Harb
et al. 2000). Diese Ergebnisse werden gestiutzhdign mikrobiologischen Nachweis
pathogenel. enterocoliticader Serotypen O:3 und O:9 in einem hohen Prozentsher
(Schweine-)Fleischproben, vor allem in Skandinayknedriksson-Ahomaa et al. 1999,
Nesbakken et al. 2003) und Mitteleuropa (Offermenal. 1999, Fredriksson-Ahomaa et
al. 2001, Guirtler et al. 2005). Die Mikroorganisnigrlen unter den Bedingungen der
modernen Nahrungsmittelindustrie fast optimale l#emsmoglichkeiten: Durch die
Massentierhaltung in Industrielandern kann Yersirkentaminiertes Fleisch rasch grol3e
Ausbreitung finden. Da die Mikroorganismen an kiindenperaturen adaptiert sind,
schitzt auch eine konsequente Kihlkette nicht waardnfektion (Velazquez et al. 2005),
wohl aber grindliches Durcherhitzen der Nahrungsmior dem Verzehr (Hillers et al.
2003).

Die Bakterien sind fakultativ anaerobe, gramnega8tébchen, die zur Familie dente-
robacteriaceaeyehdren. Es besteht eine enge Beziehung zwisared-&erogruppe (Li-

popolysaccharid-Antigen) und der Pathogenitat Yoenterocoliticg Skurnik und Ben-
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goechea 2003). Die am haufigsten isolierten pathag&erotypen sind O:3 und O:9 (Sha-
yegani et al. 1995, Verhaegen et al. 1998, Offemwdral. 1999, Bonardi et al. 2003, Gurt-
ler et al. 2005). Interessanterweise gleicht seh&pidemiologische Muster der Yersiniose
in Nordamerika zunehmend dem in Europa an, wo strdeirch infizierte Nahrungsmittel
verursachte — Epidemien selten sind, wahrend spsafael Infektionen in regional unter-
schiedlicher Haufigkeit, global jedoch zunehmenzeiehnet werden (Ostroff 1995).
Weiterhin werden international Serogruppen-Shiéisdachtet, zum Beispiel eine Zunah-
me von O:3 bei gleichzeitiger Abnahme von O:8 in B&SA seit 1980, wahrend im glei-
chen Zeitraum Infektionen mit O:9 in Europa zunahmed erstmals O:8 isoliert wurde
(Ostroff 1995).

Reihenuntersuchungen gesunder Blutspender zeigecfeverwendetem Testsystem
unterschiedliche Ergebnisse: In einer italieniscBardie hatten nur etwa 10% der geteste-
ten Seren Agglutinationstiter gegen Yersinien > HA0ogkamp-Korstanje und De Koning
1990). In einer Untersuchung von Seren finniscimel deutscher Blutspender mittels
Enzym-Immunassay (EIA) und Immunoblot mit Yersiaiger proteins (Yops; siehe
1.3.2.1.) als Antigen waren in Finnland 19% (El&Wb 31% (Blot) der Seren positiv, in
Deutschland 33 bzw. 43% (Maki-lkola et al. 1997).

1.3.2. ANTIGENSTRUKTUR UNDVIRULENZ (Siehe auch 1.3.3.)

Nach jahrzehntelanger Unklarheit tber die Pathagewon Yersinien brachte 1980 die
Entdeckung eines extrachromosomalen DNA-Elemenésifid) bei allen pathogenen
Yersinien das Verstandnis fur die unterschiedli¢iralenz der verschiedenen Yersinien-
Stamme einen groRen Schritt weiter (Zink et al. ()98 gentechnischen Studien konnten
gezeigt werden, dass Virulenzfunktionen wie Zeltiréhz, Phagozytoseresistenz, Uberle-
bensfahigkeit im Serum, Zytotoxizitat und Kollagerung innerhalb der Gattung Yersi-
nia durch Plasmidtransfer Gbertragbare Eigensamaftel (Heesemann und Gaede 1989).
Alle humanpathogeneyi.-enterocoliticaStamme tragen ein 70 Kilobasen grol3es Viru-
lenzplasmid, dessen DNA-Sequenz innerhalb der 8pezne Homologie von 90% auf-
weist (Heesemann et al. 1983). Da aber nicht #ignpidtragenden Bakterien Uber die
entsprechenden plasmidkodierten Funktionen verfugeiss davon ausgegangen werden,
dass chromosomale Faktoren fur die effektive Exgioesder Plasmidgene notwendig sind
(Heesemann und Gaede 1989). Weiterhin werden e¥firgéenzfunktionen, die

insbesondere die Gewebsinvasion betreffen, ditekinatosomal kodiert (siehe 1.3.2.2.).
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1.3.2.1. IPASMIDKODIERTE VIRULENZFAKTOREN

Unter zellularem Stress wie zum Beispiel Kalziurzegt Hitze oder Anwesenheit freier
Radikale (Mechanismen, die bei der InfektionsabvagnWirtsorganismen in Kraft tre-
ten) stellen pathogene Yersinien ihr Wachstum aphheginnen, grof3e Mengen verschie-
dener plasmidkodierter Proteine zu produzierenadider Pathogenitat entscheidend be-
teiligt sind (Bdllin et al. 1985). Sie werden heitersinia outer proteinfYops) genannt.
YopB, YopD und LcrG sind so genannte translocattiesdie so genannten effector yops
(YopE, YopH, YopM, YopO, YopP, YopT, YopJ) in dieikézelle zu beférdern (Sarker et
al. 1998, Hartland und Robins-Browne 1998). YopH ¥opD formen dabei eine Mem-
branpore (Neyt und Cornelis 1999, Tardy et al. J988ren Grol3e durch LcrG reguliert
wird (Holmstrom et al. 2001). Bevorzugtes Ziel deps sind offenbar Makrophagen, sie
kénnen aber auch praktisch alle anderen eukaryatelen befallen, wozu sie dann aller-
dings Adhasionsmoleklle wie das ebenfalls plasndoikte (im Gegensatz zu den Yops
membrangebundene) Yersinia adhesin A (YadA) odercdeomosomal kodierte Invasin
bendtigen (Boyd et al. 2000).

YopO und YopT wirken zytotoxisch, indem sie die iktamentstruktur des Zellskeletts
in der Wirtszelle zerreil3en (Iriarte und Cornelé®&, Nejedlik et al. 2004). YopT ist eine
Zysteinprotease, die die Synthese und Freisetzandgo-GTPasen in der Wirtszelle
stort und so deren Abwehrfunktion aul3er Kraft sggejpfelbacher et al. 2003). Die Tyro-
sinphosphatase YopH inaktiviert die Phosphatidgitad-3-Kinase, was zur Hemmung der
Sekretion von Interleukin 2 und Proliferation vorL§fmphozyten fuhrt. Aul3erdem wird
die Produktion des monocyte chemoattractant prdtéMCP-1) und damit die
Rekrutierung von Makrophagen in Lymphknoten verbim@Sauvonnet et al. 2092

YopH, YopE, YopT, YopO und YadA agieren synergistisum Angriffe von

neutrophilen Granulozyten und Makrophagen zu unieten, ihrer Phagozytose zu
entgehen und so ein extrazellulares Uberleben desiien zu erméglichen (Ruckdeschel
et al. 1996, Grosdent et al. 2002).

YopM interagiert direkt mit der Proteinkinase CdiR (PRK2) und der Ribosomalen S6-
Proteinkinase (RSK1) (MacDonald et al. 2003). AdBer induziert es die Regulation von
Genen, die an Zellzyklus und Zellwachstum betegligtl (Sauvonnet et al. 2072

YopP supprimiert die Freisetzung von TumornekrdgefaTNF) o (Boland und Cornelis
1998), Interleukin 6, 8 10 und 12 (Denecker e2@02), unterdriickt die Expression von
Oberflachenmolekilen und induziert die ApoptosduiEn et al. 2004). Damit zielt YopP
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speziell auf Funktionen der Wirtszellen, die fig diktivierung von T-Zellen notwendig
sind, und tragt so zur Umgehung der adaptiven Inrantwort bei. Tatsachlich unterdriickt
YopPin vivoeine effektive CD8-Zell-Antwort (Trulzsch et al. @%).

YopJ ist ebenfalls an der Apoptose der befallenakiyphagen beteiligt: Nachdem die an-
geborene Immunantwort der Zelle (induziert untetemam durch die Erkennung des Yer-
sinien-Lipopolysaccharids) die Wahl zwischen es@awival response und einer death re-
sponse aktiviert hat, verschlie3t YopJ den Surwalg und die Zelle wird apoptotisch
(Zhang und Bliska 2005). AuRerdem hemmt YopJ digr&ssion von Entziindungsmole-
kilen wie Interleukin 8, T-Zell-Regulatoren und Adionsmolekilen (Zhou et al. 2004).
Gentechnische Versuche konnten aul3erdem zeigenydasinien mit Virulenzplasmid in
der Wirtszelle Gene aktivieren, die Abwehrreaktiodeosseln (Hoffmann et al. 2004).
Welche plasmidkodierten Proteine fir diese Wirkuagantwortlich sind, ist noch nicht
Klar.

Yersinia adhesin A (YadA) ist ein plasmidkodiedsmbranprotein, das fur eine effizien-
te Adhasion an die Wirtszelle notwendig ist undRlieduktion von Interleukin 8 triggert
(Schmid et al. 2004), die jedoch von einigen Yologkiert wird (siehe oben) und deshalb
wenig effektiv ist. YadA ist ein wichtiger Faktairfdie Resistenz pathogener Yersinien
gegen Serumkomplement (Biedzka-Sarek et al. 2005).

1.3.2.2. GIROMOSOMAL KODIERTEV IRULENZFAKTOREN

Das chromosomal kodierte &uRere Membranproteirsin@nv) hat eine hohe Affinitat zu
Betal-Integrinen und ermdglicht so die Translokatier Bakterien durch M-Zellen im
follikelassoziierten Epithel, das die Peyer-Plagoedeckt (Grassl et al. 2003). Hierdurch
wird eine Signalkaskade aktiviert, die in die Prdtlhn von Adhasionsmolekilen und che-
motaktischen Zytokinen mindet (Bohn et al. 20049)ghtherweise sind die folgende Re-
krutierung von Makrophagen und die Gewebezerstomgilgder Strategie der virulenten
Bakterien zur Ausbreitung im Wirtsgewebe.

Die durch Hypokalidmie oder Azidose erhdhte Perntiggtider Bakterienmembran ist
vermutlich ebenfalls chromosomal kodiert (Bengoeackieal. 2003).
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1.3.3.  NVASION IN DIE DARMSCHLEIMHAUT UND PERSISTENZ IMWIRTSORGANISMUS

Nach oraler Aufnahme tberwinden Yersinien die Sotftautbarriere des lleums und
streuen in die Lamina propia, vorwiegend Uber dige®-Plaques; dies konnte durch im-
munhistochemische und elektronenmikroskopischersatdiungen der Darmschleimhaut
infizierter Tiere gezeigt werden (Hanski et al. 998 Ur das Eindringen in tiefere
Schleimhautschichten scheinen M-Zellen wichtig e sdie die Bakterien an ihrer Ober-
flache binden und dann phagozytieren (Griutzkal 4980, siehe auch 1.3.2.2.). Da die
Invasivitat hauptséchlich chromosomal kodiert $g¢lje oben), sind sowohl plasmidtra-
gende als auch plasmidlose Stamme pathogener ¥er$éhig, die Darmschleimhaut zu
penetrieren (Lian et al. 1987

Das Virulenzplasmid ist jedoch fir die eingedrurggeBakterien erforderlich, um sich im
Gewebe des Wirtsorganismus zu vermehren und higshotmgische Veranderungen her-
vorzurufen (Lian et al. 1987Griitzkau et al. 1993). Nur Yersinien mit Viruleragmid
streuen Uber den Blutstrom in Leber, GallenblagkMitz (Ruiz-Bravo et al. 1999). Ver-
suche mit gendefizienten Yersinien haben gezeayts diese ohne die Aktivitat von Yops
nicht in der Lage sind, Darm- und Lymphgewebe daaitizu besiedeln (Logsdon und
Mecsas 2003, Trulzsch et al. 2004). Wie oben aubgefstoren Yops die Dynamik des
Zellskeletts, hemmen die Phagozytose und drosselRrdduktion inflammatorisch
wirksamer Interleukine (siehe 1.3.2.1.). Dies erhotiydie extrazellulare Vermehrung im
lymphatischen Gewebe des mit Ausbildung von Nekrasel Abszessen (Pujol und
Bliska 2005).

Die Vermehrung findet vor allem extrazellular stpthogene Yersinien kénnen aber auch
in Makrophagen uberleben und sich vermehren (s&ka). Auch wenn Yersinien ihre
Uberlebens- und Vermehrungsmechanismen zu jedetpubét der Infektion nutzen kon-
nen, sind diese wahrscheinlich im frihen StadiunBasiedlung am wichtigsten. In die-
sem Stadium hat wohl auch das Abwehrsystem des®yanismus die gréf3ten Chancen,
sich gegen bakterielle Angriffe zu Wehr zu setzgnokine, wie Interleukin 8, TNFa

und Interferory, kbnnen die Bakterienkonzentration in infizier#gllen deutlich senken

(Huppertz und Heesemann 1999).
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1.3.4. ANTIKORPER GEGENY ERSINIEN

Patienten mit Yersiniose entwickeln eine ausgeprégtikdrperantwort gegen verschiede-
ne Bestandteile der Bakterien, die in gleicher Wemsn Immunglobulinen der Klassen
IgM, 1gG und IgA erkannt werden (Stahlberg et &8T). Yops weisen eine hohe Antige-
nitat auf (Heesemann et al. 1987), und die spehiis, hochtitrigen Antikdrper eignen
sich gut zur serologischen Diagnostik. Es bestidtdings eine hohe Kreuzreaktivitat
innerhalb der Gruppe der humanpathogenen Yers{hieasemann et al. 1986
Heesemann et al. 1996

Die AntikOrpertiter gegen die verschiedenen Bakteintigene nehmen mit zunehmendem
Zeitabstand zur Infektion gleichmaRig ab (Stahlketrgl. 1987). IgA und IgM zeigen eine
bestehende oder kurzlich zuriickliegende Infektimmnvahrend eine ausschliel3liche 1gG-
Reaktivitat eine langer zurickliegende Infektiom@rspiegelt. Spezifische Antikorper ge-
gen Yops sind hierbei haufiger und langer nachvegials Antikdrper gegen die serotyp-
spezifischen Lipopolysaccharid-Antigene (siehe dben

Patienten mit Yersinien-getriggerter Arthritis zemgnoch ein Jahr post infectionem signifi-
kant erhohte IgA-Serumtiter gegen mehrere plasnudite Antigene (Larsen et al. 1985,
Stahlberg et al. 1987Toivanen et al. 1987, Stahlberg et al. 1989)Id#aAntikdrper eine
biologische Halbwertzeit von nur wenigen Tagen haldeutet dies auf ein langes Persis-
tieren der Yersinien im Wirtsorganismus hin. Aliegs kdnnen herkémmliche Routine-
diagnostik-Methoden in der Regel keine Bakteriemmmachweisen. IgA-Antikdrper im
Stuhl, die dem darmassoziierten Lymphgewebe (GAdit3tammen, finden sich hingegen
nur im akuten Stadium einer Enteritis oder beiatchronisch entziindlicher Darmer-
krankung (Fletcher et al. 1988).

Zum Nachweis der Antikérper gegen ganze Baktertar dipopolysaccharid-Antigene
haben sich ELISA, crossed electrophoresis und Agpgitionstests (tube agglutination) als
gleichwertig erwiesen (Paerregaard et al. 1991n digiRoutinediagnostik wurde bisher in
der Regel das vollstandige Bakterium als Antigemveadet, da sich im Vergleich mit Li-
popolysaccharid eine gute Korrelation zeigte (Coesét al. 1981), ebenso bei Verwen-
dung von Bakterien mit und ohne plasmidkodiert&rteine(n) (Granfors et al. 1989).
Alle genannten Methoden haben sich jedoch wegenm geringen Sensitivitat und
Spezifitat (Kreuzreaktionen mit apathogenen Yeesinanderen Enterobacteriaceae und
Brucella) als unzureichend erwiesen (siehe obggziische Immunreaktionen (ELISA,

Immunoblot) mit Yops zur Bestimmung der entspredesnimmunglobuline hingegen
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zeichnen sich durch eine sehr hohe SensitivitatSperifitat fir pathogene Yersinien aus
(Cremer et al. 199%tolk-Engelaar und Hoogkamp-Korstanje 1995).

1.4. YERSINIEN UND CHRONISCH ENTZUNDLICHE DARMERKRANKUNGEN

Yersiniosen und chronisch entziindliche Darmerkragkn haben viele gemeinsame Ei-

genschaften:

1. Sie entstehen vorzugsweise in kalten Regionenjhredzahlenmallige und geo-
graphische Ausbreitung stimmen in etwa tberein.

2. Beide Krankheitsbilder treten vorwiegend bei jugeMenschen auf.

3. Sie befallen Kolon und terminales lleum, wo sieeeimtztindungsreaktion hervorru-
fen, die klinisch, radiologisch, endoskopisch uadas histologisch schwierig zu diffe-
renzieren ist.

4. Extraintestinale Manifestationen, insbesondereritigbhe Beschwerden, sind typisch
fur beide Erkrankungen.

Schon vor Jahrzehnten wurde deshalb eine ursaelRolie der Yersinien bei der Entste-

hung der chronisch entziindlichen Darmerkrankunggkutert. Crohn selbst hielt die

akute terminale lleitis (die heute als Yersiniefektion bekannt ist), fir ein Frihstadium
des chronischen Morbus Crohn (Crohn 1965). Diedéa8sung ist heute zumindest um-
stritten (siehe 1.4.2.). Trotzdem gingen in dergaagenen Jahrzehnten verschiedene An-
satze einem mdoglichen Zusammenhang zwischen eemsinven-Infektion und der Ent-
stehung chronisch entzundlicher Darmerkrankungeh ramit unterschiedlichen Ergeb-

nissen.

1.4.1. NDUKTION VON AUTOIMMUNITAT DURCH Y ERSINIEN

Bech fand als Erste bei Patienten mit Morbus Basesignifikant h&ufiger als bei Gesun-
den Agglutinine gegen das O-Antigen vénenterocoliticaD:3 (Bech et al. 1974). Sie
stellte fest, dass die Inzidenz am hdchsten waPhagenten, deren Schilddrisenerkran-
kung erst kirzlich diagnostiziert worden war, solé akuten Ruckféallen, und dann im
Verlauf deutlich absank (Bech 1990). Auch Coraplcieg al. fanden hohe Agglutinations-
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titer gegeny. enterocoliticavor allem im Serum von Basedow-Patienten (je ri&stotyp
zwischen 29,2 und 53,8%), etwas seltener bei Hagbinand sehr viel seltener bei
gesunden Kontrollpersonen und solchen mit einemadodjel-Struma (Corapcioglu et al.
2002).

Wenzel et al. untersuchten 1988 erstmals Sera atarflen mit autoimmun bedingten
Schilddrusenerkrankungen auf Antikorper gegen Yepad beschrénkten damit den
Nachweis auf pathogene Yersinien, unabhangig vomtge(Wenzel et al. 1988). Der
hohe Anteil von Patienten mit (akuten) IgA-Antikérp und die noch héhere Zahl von
Patienten mit (Jahre persistierenden) IgG-Antikirmegen Yops (Basedow 72%,
Hashimoto 66%, Jodmangel-Struma 40%, gesunde Bintsy 34,5%) stitzen ihre
Hypothese, dass eine Antigen-Mimikry zwischen Yopd TSH die Krankheitsentstehung
triggern kdnnte. Spater fanden auch Chatzipanagietal. bei Patienten mit Hashimoto-
Thyroiditis 14-mal h&ufiger Antikdrper gegen Yops bei Gesunden und Rheuma-
Kranken (Chatzipanagiotou et al. 2001).

Rekombinant (gentechnisch) hergestelltes LipopnotenY. enterocoliticazeigtin vitro
deutliche immunmodulatorische Effekte, und gegesldpoprotein gerichtete Antikdrper
von Versuchsmausen weisen eine starke Kreuzregittimit dem TSH-Rezeptor der
Schilddruse auf (Gangi et al. 2004).

Auch bei chronisch entziindlichen Lebererkrankun@éoholinduzierter Zirrhose, primar
bilidrer Zirrhose (PBC) und chronisch aktiver Aubtohunhepatitis), fur die ein Autoim-
mungeschehen verantwortlich gemacht wird, konngariiger zirkulierende Antikorper
gegen Yops nachgewiesen werden als bei Kontrobpers oder Patienten mit chronischer
Hepatitis B (Stemerowicz et al. 1990). Keiner detensuchten Patienten wies Yersiniose-
typische Symptome auf. Die Autoren vermuten, dastsk@rper gegen bakterielle Zell-
wandproteine mit menschlichen Zellen kreuzreagieren

Gestutzt werden diese Hypothesen auch durch Vegseider brasilianischen Arbeitsgrup-
pe mit Mausen, bei denen experimentelle Infektioméry . enterocoliticaD:3 oder O:8
jeweils zu einer polyklonalen B-Zell-Aktivierungtitten (Machado de Medeiros et al.
1995, Silva et al. 2003, Ramos et al. 2005). Natké&iner Teil der gebildeten Antikdrper
waren gegen die auslosenden Bakterien gerichtetRdst schreiben die Wissenschatftler
der polyklonalen B-Zell-Aktivierung zu. Autoantikigr gegen korpereigenes Gewebe wa-
ren in der hochsten Konzentration nachweisbar m deitraum in dem auch die gré3te
Aktivierung unspezifischer B-Lymphozyten beobachtatde (Silva et al. 2003). Die Ar-

beitsgruppe vermutet deshalb, dass einige defrmalstrten Lymphozyten autoreaktive
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Klone sind, die einen Autoimmunprozess initilere wnterstiitzen kénnen. Wilkin postu-
lierte schon 1990 eine primare Gewebelasion durehEEntziindungsreaktion auf Fremd-
Antigen (zum Beispiel Keime) als Ausldser der Fetdanung: Lokale Eigen-Antigene
wurden in die Immunantwort einbezogen und erlangteimmunogenes Potenzial (Wilkin
1990).

An Labormausen fuhrt die intraperitoneale Injektemnes 60-kDa-Heat-shock-Proteins
vonY. enterocoliticaatsachlich zu einer Immunreaktion zwischen Dickdand Serum
(Yagita et al. 1999, Sukegawa et al. 2000). Dietliand elektronenmikroskopischen Ver-
anderungen an der Darmschleimhaut &hneln dabenden€CU.

Die finnische Arbeitsgruppe um Repo hélt es fur hetigdass eine erh6hte Mukosa-Per-
meabilitat, wie sie beispielsweise bei Crohn-Pagierund ihren gesunden Verwandten ge-
zeigt wurde (vgl. 1.1.2.3.), zu einer vermehrters@inandersetzung des Organismus mit
den Bakterienbestandteilen LPS und Peptidoglykhart.fihuch sei ein Antigen-Overload
durch eine verminderte Eliminierung von mikrobialléomponenten denkbar. Eine persis-
tierende Yersinien-Infektion kdnnte die Voraussatgachaffen fir eine ausgedehnte Dis-
semination von Yersinien-Antigenen im Wirtsorganisywie sie in histologischen Prapa-
raten von Darmschleimhaut, Lymphknoten und Hauhgawiesen wurde. Diese Antigene
konnten dann extraintestinale Entziindungssymptamnelrufen, wie sie u.a. fir die
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen typisot.ddie Gewebelasion im Organis-
mus zoge wiederum die Freisetzung endogener Entngisdhediatoren nach sich (Repo et
al. 1990).

Noch nicht geklart ist, warum nach einer Infektiai Yersinien einige Menschen ledig-
lich eine selbstlimitierende Enterokolitis durchrnas oder gar keine Krankheitssymptome
zeigen, wahrend die gleiche Infektion bei anderem @rundstein fir eine lebenslange Au-
toimmunerkrankung zu legen scheint. Wenzel etaaimuaten, dass genetische Faktoren fur
die individuell unterschiedliche Empfanglichkeit féersinien-Infektionen verantwortlich
sind. Bei persistierender Immunantwort gegen Ye@sikonnten kreuzreaktive Antikdrper
entstehen, die dann etwa eine autoimmune Schilddeikrankung hervorrufen (Wenzel et
al. 1990). Gestuitzt wird diese These durch Unténsangen, die im Serum gesunder Ver-
wandter von Patienten mit Autoimmun-Thyroepathierdorchschnittlich haufig Antikor-

per gegen Yops fanden (Strieder et al. 2003).
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1.4.2. FALLSTUDIEN UND LANGZEITBEOBACHTUNGEN

Einzelne Fallstudien berichten Uber Patienten ntit, ldei denen eine Infektion durdh
enterocolitica(Serotypen 0:3 und 0:9) (Capdevilla Morell etl®83, Payne et al. 1987)
oderY. pseudotuberculos(3reacher und Jewell 1985) serologisch nachgewieszden
konnte.

In einer prospektiven Erhebung mit Yersinia-serdpas Patienten (ohne akute lleitis)
wurde bei diesen im Verlauf von 6 bis 13 Jahrertladuh&ufiger MC oder CU
diagnostiziert als bei Yersinia-negativen Kontreligonen (Saebo et al. 2005).
Langzeitbeobachtungen von Patienten mit akuteriteder Ileitis kommen zu unter-
schiedlichen Ergebnissen: Einige Autoren konntdiossé&ei nachgewiesener Yersinien-
Infektion keine erhdhte Wahrscheinlichkeit fir @etwicklung einer chronisch entzindli-
chen Darmerkrankung feststellen (Sjostrom 1971sd®eret al. 1976). In einer danischen
Erhebung waren zwar 39% der Patienten Yersiniatippgne die innerhalb des Beobach-
tungszeitraums von 13 Jahren einen MC entwickettatien jedoch zu keinem Zeitpunkt
eine Yersiniose (Jess und Jess 2001). In einer &&$deobachtung von Patienten mit gra-
nulomatoser Appendizitis erkrankten 2 von 10 Pé&tienbei denen zum Zeitpunkt des chi-
rurgischen Eingriffs per PCR Yersinien im Operasi@sektat nachgewiesen worden

waren, spater an MC (Lamps et al. 2001).

1.4.3. SROLOGIE

Auch die Ergebnisse von Studien, die SeropositifitdY ersinien bei Patienten mit chro-
nisch entzindlichen Darmerkrankungen untersucheémadind widerspruchlich: Wahrend
einige Autoren gar keine seropositiven Befunde leehekonnten (Barry und Lobban 1977,
Swarbrick et al. 1979, Bories et al. 1983), fan@asellas et al. signifikante Titer gegén
enterocoliticabei gut einem Drittel der untersuchten Krankens@las et al. 1984). Aller-
dings wurde in allen genannten Untersuchungen dithile der Serumagglutination ver-
wendet (zu deren geringer Empfindlichkeit siehell)3

Ibbotson et al. fuhrten ELISA und Immunfluoreszdrests mit Bakteriensuspension als
Antigen durch, mit denen sie bei CED-Patienten leid@&ntikorper-Titer gegeN. entero-
colitica O:3 und O:9 fanden (Ibbotson et al. 1987). Seistdge Untersuchungen bei chro-
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nisch entzindlichen Darmerkrankungen unter Verwagaies sehr viel sensitiveren

Nachweises von spezifischen Antikorpern gegen Yopd bislang nicht publiziert.

1.4.4. MKROBIOLOGISCHEBEFUNDE

Heidt et al. wiesen bei 14 von 28 Patienten mitratoert verlaufenden und chronischen
Enterokolitiden mittels Immunfluoreszenz im Darmsainhautbiopsat Yersinien nach; bei
8 dieser 14 Patienten waren auch IgA-Antikdrperegegops im Serum zu finden. Stuhl-
und Biopsiekultur waren bei allen Patienten neg@dieidt et al. 1991) (vgl. auch 1.3.1.).
Kallinowski et al. fanden per PCR in Darmresektaten MC- und CU-Patienten deutlich
haufiger Yersinien als bei Kontrollen (63% bzw. 48%0 36%). Auch hier waren Stuhl-
und Biopsiekultur negativ (Kallinowski et al. 1998) einer weiteren Untersuchung
enthielten 31% der Darmresektate von MC-Patiergber keines der Resektate von Pati-
enten aus der Kontrollgruppe Yersinien-DNA (Lampale2003). Mononukleére Zellen
aus mesenterialen Lymphknoten von Patienten mitredch entziindlichen Darmerkran-
kungen zeigen eine gesteigerte T-Zell-vermittekalRivitat aufY ersinia enterocolitica
(Ibbotson et al. 1992).

Offensichtlich sind empfindliche Methoden zum Naels\einer Yersinien-Infektion not-
wendig. Die haufige Seronegativitat trotz positivekalen Bakteriennachweises kénnte
auf eine Diskrepanz zwischen lokalem und systemsiscimmungeschehen zurtckzufuh-

ren sein, die bei der Wahl der diagnostischen Mihderucksichtigt werden muss.
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2. FRAGESTELLUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Aufschlussridie potenzielle Rolle einer Yersinien-
Infektion bei der Pathogenese der chronisch entlesh Darmerkrankungen zu gewin-
nen.
Dabei ging es inshesondere um die folgenden Fralgesgen:
1. In welcher Haufigkeit sind Antikdrper gegen VirukeAntigene vory. enterocolitica
in der Darmschleimhaut von Patienten mit chroneatziindlichen Darmerkrankungen
nachweisbar?
2. Welcher Immunglobulin-Klasse sind diese Antikorpazuordnen?
3. Lassen sich Unterschiede hinsichtlich der vers@ned Serotypen feststellen?
4. Bestehen Unterschiede hinsichtlich aktueller Kratgaktivitat, Lokalisation, Entzin-

dungsgrad, Entnahmestelle, Alter oder GeschleshPdtienten?
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3. PATIENTENKOLLEKTIV UND PROBENGEWINNUNG

Untersucht wurden Zangenbiopsien, die von insge8&8mtatientinnen und Patienten (im
Folgenden zusammengefasst als ,Patienten”) im Ralkole@skopischer Untersuchungen
zwischen August 1992 und Mai 1993 entnommen wurden.

Alle Patienten, die an dieser Studie teilgenommadreh, wurden vorher Uber Zielsetzung
und Risiken der zusatzlichen Gewebeentnahme in&trand haben ihr Einverstandnis
schriftlich bestétigt. Es handelte sich hierbeiRatienten der Medizinischen Universitat
zu Lubeck oder solche, die von anderen Instituticng Koloskopie in die endoskopische
Abteilung Gberwiesen wurden. Die Durchfihrung derd& wurde von der Ethikkommis-
sion der Medizinischen Universitat zu Lubeck genightf3.12.1992, Aktenzeichen
48/92).

Wenn mdoglich, wurden je zwei Gewebeproben, einensalgoskopisch entziindeter und
eine nicht entziindeter Darmschleimhaut, gewonnen (vanchen Patienten auch nur eine,
in manchen Fallen drei Proben). Insgesamt wurdénGéswebeproben ausgewertet. So-
weit vorhanden, wurden die histologischen Befuneke lathologischen Instituts der Uni-
versitat in die Beurteilung mit einbezogen.

Alters- und Geschlechtsverteilung der einzelnenpBen sind in Tab. 1 (folgende Seite)

dargestellt.

Patienten mit Morbus Crohn

Untersucht wurden 22 Patienten mit anamnestischrivgkm oder klinisch, endoskopisch
bzw. histologisch diagnostiziertem Morbus Crohn (MElr die Einschatzung der aktuel-
len klinische Krankheitsaktivitat haben wir denofin’s Disease Activity Index (CDAI)
(Best et al. 1976, Best et al. 1979) und den vaesHktivitatsindex (VHAI) (van Hees et
al. 1980) verwendet, fur die Beurteilung der endpssch sichtbaren Aktivitat den
Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity (CDEV&ry und Modigliani 1989).

29



Patientenkollektiv und Probengewinnung

Patienten mit Colitis ulcerosa

Untersucht wurden 22 Patienten mit Colitis ulcer@3d). Die Zuordnung zu dieser Grup-
pe erfolgte prinzipiell nach den gleichen Kriterigie fur die MC-Gruppe. Auch hier wur-
den klinische (Truelove und Witts 1955, Rachmilewli®89) und endoskopische (Rachmi-
lewitz 1989) Indizes zur Einschéatzung der aktuekeankheitsaktivitat verwendet.

Patienten mit Intermediate Colitis

Bei 2 Patientinnen mit chronisch entzindlicher Dankrankung konnte das klinische und
histologische Bild nicht eindeutig einem der bei#k@ankheitsbilder MC oder CU zuge-

ordnet werden. Diese erfullen damit die Kriteriemee ,Intermediate Colitis* (IC).

Kontrollgruppe

37 Patienten mit unauffalliger Darmschleimhaut @Hklnisch oder histologisch begrin-
deten Verdacht auf eine der oben genannten Diagrms&lheren oder aktuellen Zeit-
punkten) sowie Patienten mit anderen Diagnosenofifmlypen, Divertikulose, chroni-

sche Niereninsuffizienz u.a.).

Eine Tabelle aller Patienten und Proben findet sitinhang Il.
Tab. 1 zeigt eine kurze Ubersicht iiber das Pati&otiektiv.

Gruppe Patientenzahl Alter
weiblich | mannlich total Durchschnitt
Morbus Crohn 14 8 22|17 - 51 Jahre| 32,5 Jahre
Colitis ulcerosa 12 10 22118 - 78 Jahre| 37,9 Jahre
Intermediate Colitis 2 - 2|25 - 56 Jahre| 40,5 Jahre
Kontrollgruppe 25 12 37]19 - 82 Jahre| 52,1 Jahre

Tab.1 Patienten; Alters- und Geschlechtsverteilung
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4. METHODEN

Die koloskopisch gewonnenen Darmschleimhaut-Biopgiarden Ultraschall-homogeni-
siert und durch Isoelektrische Fokussierung auégei. Nach Transfer auf Nitrozellulose-
membran zur Fixierung der Antikdrper erfolgte delachweis durch Inkubation mit mar-
kierten Antigenen pathogener Stamme Yorenterocoliticader Serotypen 0:9 und 0:3. An
diese wurden dann wiederum enzymmarkierte Sekuntli&bgper gebunden, die durch ei-
ne darauf folgende Immunfarbung sichtbar gemacht&mn Besondere Eigenschaften der

verwendeten Methoden und ihre genaue Durchfuhrergen im Folgenden beschrieben.

4.1. ANTIGENPRAPARATION

Die zum Antikdrpernachweis verwendete Praparatmm¥X.-enterocoliticad:9- und -0:3-
Antigen wurde nach der von Heesemann et al. bedwdmen Isolierungsmethode fir ,sec-
reted proteins” (Yops) durchgefiihrt (Heesemann. éi984). Der durch Zugabe von ED-
TA herbeigefuhrte Kalziumentzug fihrt zur Produktion Yops durch die Yersinien
(siehe 1.3.2.1.).

Die Antigenpraparation enthalt neben

a. (plasmidkodierten) Yops auch

b. (chromosomal kodierte) Serotyp-spezifische Oigfarte,

da eine weitere Aufreinigung der hydrophoben YoakEon nicht gelang.

4.2. M ARKIERUNG VON ANTIGENPRAPARATIONEN

4.2.1. BOTINYLIERUNG

Avidin, ein Protein aus Hihnereiweil, besitzt zondéitamin Biotin eine extrem hohe Af-

finitat. Avidin hat vier Bindungsstellen fir Bioties ist ein Glykoprotein mit einem Mole-
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kulargewicht von 68 kDa und einem isoelektrischank® (pl) um 10. Der Zuckerantell
und der hohe pl bewirken eine relativ starke unifisehe Bindung von Avidin an biologi-
sche Strukturen, zum Beispiel an Zellmembranens®iachteile hat ein zu Avidin ana-
loges Protein auStreptomyces avidiniiicht; sein pl liegt im leicht sauren Bereich, und
Zuckergruppen fehlen. Dieses Streptavidin hat eatelkulargewicht von 60 kDa und bin-
det wie Avidin vier Molekule Biotin.

Biotin, ein groRes Vitamin, kann dank seiner rel&teinen Molekulargré3e von 244 kDa
an die meisten Proteine bzw. Antikérper gekoppeltden, ohne deren biologische Aktivi-
tat zu verandern. Da ein Protein mit einer Vielaa Biotinmolekilen konjugiert werden
kann, ist durch die anschlieRende Kopplung mit Avlazw. Streptavidin eine erhebliche
Steigerung der Sensitivitat verschiedener Nachwetisoden zu erreichen.

Die Avidin-Biotin-Interaktion ist die starkste bakate nicht kovalente Bindung zwischen
einem Protein und einem Liganden. Diese Bindungigrehr schnell, und ist der Kom-
plex erst einmal gebildet, ist er weitestgehendtest gegen extreme pH-Werte, organi-
sche Losungsmittel und andere denaturierende Reiagen

Da die Biotin-Bindungsstellen ca. 9 A unter der @liehe des Avidin-Molekiils lokali-
siert sind, kbnnen bestimmte Aminoséuren oder Gylgruppen die Biotin-Bindung ste-
risch behindern. Dieses Problem kann durch Verwegdwon Biotin-Derivaten mit einem
langen Spacer-Arm (zum Beispiel 6 x &ld-Kapronsaure) reduziert werden. Dieser a-
liphatische Rest zwischen Protein und konjugierBatin verbessert aul3erdem die Kom-
plexbildung von Biotin mit den tief gelegenen BeBindungsstellen des Avidins, so dass
die Einfuhrung dieser Derivate zu einer weiterezidgrung der Sensitivitat fuhrte.

FUr die Konjugation an Proteine ist eine reaktivagpe notwendig. Heute werden am
haufigsten N-Hydroxysuccinimidoester des Biotin faitgem Spacer-Arm (-X-) verwen-
det, die spontan bei Zugabe zum Protein im Kuppaofer hydrolysieren und dabei das
Biotin-X- Uber eine kovalente Peptidbindung aneli@minogruppen der Lysine koppelt.
Da ein Protein u.U. bei maximaler Biotinylierungreebiologischen Eigenschaften verlie-
ren kann, muss die Reaktion kontrolliert ablaufed teproduzierbar sein. Das Reaktions-
verhaltnis Protein zu Biotin soll zwischen 5 urtlizgen.

Die Biotinylierung erfolgte nach der Beschreiburey Methode im Handbuch ,Biotinyla-
tion and analysis of membrane-bound and solublems’ (Coico 2000).
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4.2.2. FEUORESCEINMARKIERUNG

Die Fluorescein-Markierung des Antigens erfolgté¢ aeim Fluorescein Labeling Kit der
Firma Boehringer Mannheim Biochemica (nach Anlaitales Herstellers). Das Markie-
rungsprinzip besteht in einer Reaktion freier Angngppen des zu markierenden Antigens
mit 5(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxy-succinimides{FLUOS) unter Bildung einer
stabilen Amidbindung. Nicht reagierter FLUOS witeii eine SephadBG-25 Saule ab-
getrennt.

FLUOS hat gegenuber Fluoresceinisothiocyanat (FI&®) Vorteil, dass es sehr viel reak-
tiver ist und dass die nach Reaktion gebildete Axmidung stabiler ist als die Thio-
harnstoffbindung, die FITC mit freien Aminogruppeidet.

4.3. AUFBEREITUNG DER GEWEBEPROBEN

1. Je zwei Biopsien aus dem gleichen Schleimhautanealen mit 170 ml kaltem
PBS (pH 7,4, 0,02 % NaN3) versetzt und in ein Eistpegeben.

2. Ultraschallzertrimmerung: Diese erfolgte mit eibb#traschallsonde wahrend ca.

20 - 30 Sekunden (bei noch nicht vollstandig etei@ertrimmerung evtl. etwas
langer).
Einstellungen:
Power Level.......ccccceeeeeeee. 200V (entsptibei einer gerateseitig
eingestellten Stromstarke von 2,5 A
einer Leistung von 500 W)
Repeating Duty Cycle............. 0,5s
3. Zentrifugation: AnschlieRend wurde das Homog@&natlO min bei 10.000 x g
(4°C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweilsesiert, um ihn erneut der

Zentrifugation zuzufthren.
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4.4, ISOELEKTRISCHE FOKUSSIERUNG

Fur die Auftrennung der im Homogenat zu untersudkarProteinfraktionen haben wir

die Isoelektrische Fokussierung (IEF) benutzt. &sdelt sich um eine elektrophoretische
Methode, bei der man sich die amphoteren Eigensshder Proteine zunutze macht. Die-
se bewirken eine Anderung der Ladung in Abhangigkain pH-Wert der Umgebung. Der
isoelektrische Punkt pl bezeichnet den pH-Wertem dich die Ladungen der Seitenket-
ten gegenseitig aufheben; das Protein ist danktredeh neutral, so dass keine Wanderung
im elektrischen Feld mehr erfolgt. Die Proteine dem in einem stabilen pH-Gradienten
an ihre pls und werden dort immobilisiert und kartzert. Am pl liegt ein Loslichkeits-
minimum vor, das heil3t Proteine fallen am pl aledérschlag aus.

Voraussetzung fur die IEF ist neben der Erzeugumeseelektrischen Feldes tber die
Wanderungsstrecke die Schaffung eines linearerstatilen pH-Gradienten. Dieser wiir-
de unter normalen Umstanden wegen der an den &tlgtrstattfindenden chemischen
Reaktionen bestandig abnehmen. Um ihn aufrechtalierh werden Tragerampholyte in
das Elektrophorese-Gel eingebracht. Dabei handeaich um amphotere Substanzen, die
an ihrem jeweiligen pl eine gewisse Pufferkapahn#iitzen. Da das Ampholyt an dieser
Stelle die hdochste Konzentration erreicht, wird eletisprechende pH um diesen Punkt her-
um stabilisiert. Durch eine geeignete Mischung et@iedener Tragerampholyte wird in-
nerhalb des gewiinschten pH-Bereichs ein kontinaent pH-Gradient erzeugt.

Die Trennschérfe anderer Separationsmethodenrich diffusion stark limitiert (Ban-
denverbreiterung). Der pH-Gradient wirkt bei deF i@er Diffusion entgegen: Vom jewei-
ligen pl weg diffundierende Molekile erhalten erneine elektrische Ladung und werden
im elektrischen Feld wieder in Richtung auf ihreénrpnsportiert. Dieser Konzentrations-
effekt (Fokussierung) bedingt ein hohes Auflésuregswgen und eine hohe Bandenschar-
fe. Dadurch ist es moglich, Proteine mit gleicheoldkulargewichten und minimalen La-
dungsunterschieden bis zu einer pl-Differenz v&@®05 pH voneinander zu trennen.

Als Tragermedium fir die IEF verwendeten wir Agar@3el (Gelkonzentration 1,1 %).
Dieses hat gegentber dem sonst tblichen Polyaddd@ml einige Vorteile. Es ist relativ
einfach herzustellen und ungiftig. Wegen seineshdReinheitsgrades ist es chemisch in-
ert, so dass Interferenzen mit den in den Probamirsuchenden Proteinen auszuschlie-
Ben sind. Seine groRe Porengrol3e erlaubt den Ditirebh Molekilen bis zu einem Mo-

lekulargewicht von tber £Qind schafft ideale Voraussetzungen fiir einen Teamer
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Proteine zum Beispiel auf Nitrozellulosemembran eim# Kombination mit immunologi-

schen Nachweismethoden.

4.4.1. HRSTELLUNG EINESAGAROSEGELS FUR DIEIEF

Zusammenbau der Gelkassette: Ein GelBond-Film wmiitcder hydrophoben Seite (Probe
mit einem Wassertropfen) und mit etwas EthanolM@D%) mittels einer Glaspipette luft-
blasenfrei auf die Glasplatte aufgerollt, so dasstdn’sche Ringe zu sehen sind. Danach
wird die andere Glasplatte mit der Gummidichtungmanten auf die Folie gelegt und
beide an den drei geschlossenen Seiten mit Klamfixert. Die fertige Gelkassette so-
wie eine Injektionsnadel (Nr. 2) und eine 20-mli&@arwerden 10 bis 15 min vor dem
Giel3en des Gels in einem auf 70°C temperiertenkéreschrank erwarmt.

0,18 g Agarose IEF,

2,05 g Sorbitol und

16 ml steriles Aqua bidest.
werden in einem sterilen 50 ml ErlenmeyerkolberWWasserbad erhitzt (Magnetruhrer).
Nachdem die Agarose vollstandig geldst (wasserkléseing) und anschlie3end auf 75°C
abgekuhlt ist, wird das Pharmalytgemisch zugegeben:

1,0 ml Pharmalyte pH 3 - 10

0,1 ml Pharmalyte pH 2,5 -5

0,1 ml Pharmalyte pH 5 - 8

0,1 ml Pharmalyte pH 8 - 10,5.
Die vorgewarmte Injektionsnadel wird auf die vorgemite Spritze ohne Spritzkolben ge-
steckt und die etwa 70°C warme Agarose-Pharmalgtthg wird zUgig in die Spritze ge-
gossen, wahrend die Nadel von oben senkrecht iGéelileassette gehalten wird. Durch
geringen Druck des vorsichtig aufgesetzten Spritekas ist ein zligiges und damit luftbla-
senfreies Spritzen der Losung in die Gelkassettglintn
Das Agarose-Gel sollte mindestens 2 Stunden be(dé€ser Uber Nacht im Kihlschrank
in einer feuchten Kammer) hérten, ehe es gebrauctit In einer feuchten Kammer sind

vorbereitete Gele bei 4°C gut eine Woche haltbar.
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4.4.2. DIJRCHFUHRUNG DERISOELEKTRISCHENFOKUSSIERUNG

Mindestens 15 min vor dem Start der IEF muss dddgdygtem eingeschaltet werden, da-

mit bei Auflegung des Gels die Solltemperatur vOACLerreicht ist.

Vorbereitung des Gels:
Das in einer feuchten Kammer in Kiihlschrank aufbieteaGel wird aus der Gel-
kassette geldst, indem man von der oberen Offnenglie beiden Glasplatten mit-
tels einer Skalpellklinge vorsichtig auseinandeicét.
Das Gel wird nun auf eine Schablone (Pharmaciaggeind die ehemals obere
Kante mit einem Lineal abgetrennt, so dass nunggeade Gelkanten vorhanden
sind. Uberschissige Flissigkeit auf dem Gel, dieadewandfreien Lauf der IEF
storen kann, wird mit einem Blatt Filterpapier vohgig aufgenommen.
Die Probenaufgabefolie und die Probenaufgabestirekden nun in einem Ab-
stand von mindestens 1 cm zum Anodenstreifen aggeDie Aufgabefolie muss
exakt parallel zu den Elektrodenstreifen verlaufed sollte auRerdem mit einer
Pinzette an das Gel angedriickt werden, damit dibdPrnicht in den Flussigkeits-
film zwischen Folie und Gel verlaufen kdnnen. Daineiss besonders darauf ge-
achtet werden, das Gel nicht zu verletzen. FurAldtrag des Myoglobin-Markers
werden kleine Probenaufgabestiicke aus Filterpapieder Anoden- und Katho-
denseite platziert.
Um eine ausreichende Kiuhlung des Gels sicherzesteilerden ca. 5 ml Aqua bi-
dest. auf die Kuhlplatte der Multiphor-II-Einheiggeben und das vorbereitete Gel
auf die Kiihlplatte gelegt, so dass ein luftblasaiefrKontakt entsteht. Uberschis-
siges Wasser an den Randern des GelBond-Films peadsel entfernt werden, da
sonst die Gefahr eines Elektrodenbrandes besteht.
Die beiden Elektrodenstreifen werden nun auf e@lasplatte mit der Kathoden-
bzw. Anodenlésung satt getréankt. Vor dem Auflegehdas Gel wird die tber-
schissige Lésung mit einem Papierhandtuch abgenamkoeh die Elektroden-
streifen missen unbedingt exakt parallel zu demd@dérn ausgerichtet werden,
damit ein regelmafiger Lauf garantiert ist.
Nun werden je 2,5 ml der Homogenate mit einer EdpdgrPipette vorsichtig in
die Locher der Auftragefolie gegeben, wobei nuejedeite Position der Folie be-

setzt wird, damit die Proben nicht ineinander lalénnen. Die Probenaufgabe
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sollte moéglichst schnell erfolgen, weil die Prolserfort in das Gel diffundieren.
Eine Verletzung des Gels muss dabei unbedingt esleni werden. Je 3 ml des
Myoglobin-Markers werden auf die entsprechendem@&mnaufgabesticke auf der
Anoden- und Kathodenseite aufgetragen.

Nach der Probenaufgabe sind evtl. noch vorhandéfasser an den Randern der
Geltragerfolie zu entfernen und das Gel auf derlpléatte exakt auszurichten. Nun

werden die Glasplatte mit den Platinelektroden dexdDeckel aufgesetzt.

Anlegen der Spannung:
Das Netzteil sollte jetzt unmittelbar eingeschaltetden, um eine Verzogerung
des Starts der IEF zu vermeiden. Die entsprechAbtidge der Phasen kann im
Netzteil Multidrive XL abgespeichert werden. Fling@dehomogenat-Proben ist
eine Vorfokussierung zur Ausbildung des pH-Gradiargrforderlich.
Elektrische Parameter:
Phase 1: Spannung (konstant)............... 500.V
StroMStarke........cccccvvvvvviviiiiiiiieeiiieeeennn 200 mA
Leistungl5 W
Dauer 20 min
Phase 2: Spannung (konstant)............... 750.V
Dauer 20 min
sonst wie Phase 1
Phase 3: Spannung (konstant)................. 0026
Dauer 90 min
sonst wie Phase 1
Phase 4: Spannung (konstant)............... 750.V
Dauer 30 min
sonst wie Phase 1
Phase 4 erhélt nur noch die Spannung aufrechEntde muss nicht abgewartet
werden.
Durch die starke Elektroendosmose wahrend der Bakusg mussen die Elektro-

denstreifen nach 15, 30, 45 und 60 Minuten erneuPapier getrocknet werden.
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Beenden der IEF:
Haben sich die von beiden Seiten wandernden MyagiBanden an ihrem isoe-
lektrischen Punkt vereinigt (eine saure und eirsesocae Bande), ist die IEF in der
Regel abgeschlossen. Nach Beendigung der IEF wirdiner Flachelektrode der
pH-Wert an verschiedenen Stellen des Gels gemesselass ein pH-Gradient er-
stellt werden kann (dies ermoglicht eine pH-Zuornder einzelnen Banden und
somit auch eine eindeutige Vergleichbarkeit derdgarverschiedener Laufe).

Danach erfolgt sofort der Transfer der Proteineda@Nitrozellulosemembran.

4.5. TRANSFER AUF NITROZELLULOSE -MEMBRAN

Dank der weiten Vernetzung von Agarose-Gelen lassdndie zu untersuchenden Protei-
ne durch einfache Diffusion bzw. KapillarblottingfaNitrozellulose(NC)-Membran tber-
tragen. Um einen kompletten Transfer, maximale Bingdund einen niedrigen Back-
ground zu erreichen, muss die NC-Membran volligbteuchtet sein. Dazu werden sie
und das Filterpapier (3 MM) in dem verwendeten &nsfjstem (PBS pH 7,4, 0,02 %
NaNs) aquilibriert.

Unmittelbar nach Abschluss der IEF wird das Agai@Gstauf eine Glasplatte aufgebracht
und die vorbereitete NC-Membran luftblasenfrei @lggt. Die Position der Membran darf
nicht korrigiert werden, da der Proteintransfeiosbbeginnt. Danach werden das ebenfalls
mit PBS getrankte Filterpapier und 10 doppelte bbageckener Papierhandtlicher aufge-
legt, der Stapel mit einer weiteren Glasplatte diegkt und mit etwa 2 kg beschwert. Die
Transferzeit betragt je nach MolekiilgroRe 1-1% &tumn(bei Uberschreiten dieser Dauer
wird die NC-Membran sehr trocken und kann beim bds&cht beschadigt werden).

Nach Abschluss des Transfers Papierhandticher iltecoBpier entfernen, NC-Membran
mit Skalpell und Lineal entsprechend der Inkubatsmmalen zurechtschneiden (hier hilft
der Myoglobin-Marker bei der Orientierung), einekEaer Membran zur spateren Zuord-
nung abschneiden. Hierbei muss rasch gearbeitelieweda die NC-Membran nicht tro-
cken werden darf. Uberschiissige BindungsstelleN@:Membran werden blockiert (in
Blockierungspuffer, 0,2 ml/cm2 Membran, mindest&8r&tunden bei Zimmertemperatur,
besser Uber Nacht bei 4°C).
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4.6. REVERSES| MMUNBLOTTING

Der Nachweis der nunmehr auf der NC-Membran imnmerten Antikorper erfolgt durch
Inkubation der Membran mit markierten definiertentidenen, hier in der Regel Virulenz-
Antigenen vorl. enterocoliticaD:9 oder O:3. Hierzu wird die NC-Membran zuerst@x
min mit Waschpuffer | (0,3 ml/cm? Membran) gewasct&mmertemperatur, Rocker).
Dann erfolgt die Inkubation mit dem markierten (ivglierten bzw. fluoresceinierten) An-
tigen. Dieses wird in der Regel 1:500 in Blockiegspuffer verdinnt (0,15 ml/cm2 Memb-
ran). Die Inkubation sollte wahrend mind. 3 StundenZimmertemperatur, besser tber
Nacht bei 4°C erfolgen.

4.7. IMMUNFARBUNG

Die Detektion des Ergebnisses erfolgt mit Hilfe yynmarkierter Sekundarantikérper
(Extravidin-AP fur biotinylierte Antigene bzw. AnEluorescein-AP fur fluoresceinmar-
kierte Antigene), die in der darauf folgenden Féehktion sichtbar gemacht werden.
Zuerst wird die NC-Membran 4x15 min mit Waschputlgj0,3 ml/cm2 Membran) gewa-
schen (Zimmertemperatur, Rocker).
Erst dann erfolgt die eigentliche Konjugation met markierten Sekundarantikérper. Da-
zu wird die NC-Membran mit Extravidin-AP (1 mg/rMerdinnung 1:1000) bzw. Anti-
Fluorescein-AP (Verdinnung 1:2000) in Konjugatputt®15 ml/cm?) fir mind. 1 Stunde
inkubiert (Zimmertemperatur, Rocker).
Nun wird erneut 4x15 min mit Waschpuffer Il gewasatiwie oben).
Ganz zum Schluss folgt die Entwicklung mit der Eddbung:

66 ml  NBT-Stammlosung

33 ml BCIP-Stammldsung

100 ml 1 M MgC}

10 ml  Ethanolaminpuffer pH 9,6
(Diese Losung ist lichtempfindlich und sollte dratz vor der Anwendung hergestellt
werden.)
0,15 ml/cm? der Farbeldsung werden zu der NC-Membemeben. Bei Erreichen der ge-

wunschten Farbintensitat (nach circa 20-30 minjlwlie Farbreaktion durch Abspulen der
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NC-Membran unter flieBendem Leitungswasser abgéleroand die Membran anschlie-
Rend bei Zimmertemperatur getrocknet.

4.8. BERGANZENDE VERSUCHE MIT ANTI-IMMUNGLOBULINEN ZUM NACHWEIS DER

ZUGEHORIGKEIT DER ANTIKORPER ZUR |MMUNGLOBULIN -GRUPPE

Um den Nachweis zu fiihren, dass die untersuchtedd@atatsachlich Immunglobulinen
entsprechen, und gleichzeitig herauszufinden, veelshmunglobulin-Gruppe diese zuzu-

ordnen sind, haben wir zusétzliche Versuche bzwsMhsteile durchgefihrt.

4.8.1. MMUNGLOBULIN-KLASSE-BESTIMMUNG MIT MARKIERTEN ANTI-

IMMUNGLOBULINEN

Statt der markierten Yersinien-Antigene wurden bietinylierte Anti-Humanimmun-
globulin-Antikorper der Firma Dianova zum reversemmunblotting verwendet. Diese
werden in der sich anschlielenden Farbereaktiektdsichtbar gemacht. Neben dem
Nachweis der Immunglobuline zeigen sich so auchkrdpi-Bereiche, so dass eine Zuord-
nung der mit Yersinien-Antigenen reagierenden Airtler (in den anderen Laufen) aus

dem Darmgewebe versucht werden kann.

4.8.2. B.OCKIERUNG VONIMMUNGLOBULINEN MIT UNMARKIERTEN ANTI-

IMMUNGLOBULINEN

In einem weiteren Schritt ging es darum, direktip@ste Banden als zu einer bestimmten
Immunglobulin-Klasse zugehorig zu identifizierenettu wurde in den regularen Ver-
suchsablauf (nach Abschluss der IEF und TransfePdeeine auf die Nitrocellulose-
Membran) ein Blockierungsschritt mit unkonjugiertdrh. unmarkierten Anti-Im-
munglobulinen eingefuigt. Verwendet wurden diesnmidamjugierte Antikorper gegen das

F(ab’)-Fragment der Humanimmunglobuline (ebenfalls Dia)oMach Verdinnung der
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fertigen Antikdrperldsungen um den Faktor 1:5 wuldeBlockierung vor dem reversen
Immunblotting Gber Nacht durchgefihrt.
Bei dieser Blockierung handelt es sich um eindssibe Behinderung der Bindungsstellen

am Immunglobulin-Molekil durch das Anti-Immunglotsul

4.8.3. B.OCKIERUNG DERY ERSINIA-SPEZIFISCHENBINDUNGSSTELLEN MIT UNMARKIER-

TEN YERSINIEN-ANTIGENEN

Ferner sollte gezeigt werden, dass es sich nighbeiuden untersuchten Banden um Im-
munglobuline handelt, sondern dass diese auclpeisfische Antikdrper an Yersinien-
Antigene binden. Die Blockierung (wie unter 4.%92schrieben) erfolgte hier mit unmar-
kierten Virulenz-Antigenen, die die spezifischemdingsstellen der Immunglobuline be-
setzen und bei ausreichender Konzentration bloekjeso dass das spéter zugegebene

markierte Antigen hier nicht ansetzen kann.
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5. ERGEBNISSE

5.1. VORGEHEN BEI DER AUSWERTUNG

Nach Abschluss der Immunfarbung zeigen sich aufl@deristrecken der Proben eine gan-

ze Reihe unterschiedlich stark ausgepragter Barieiwlie Vielzahl verschieden¥t-

enterocoliticaAntigene widerspiegeln. Bei der Auswertung hab&nuns auf zwei Ban-

den beschrankt, die die folgenden Kriterien weiggeherfillen:

1. dunkel bzw. kraftig genug gefarbt, um auch bei sitiver konzentrierten Proben er-
kennbar zu sein und damit eine Auswertung maogliahst Proben zuzulassen

2. nicht durchgehend bei allen Proben vorhanden nddglichst aussagekraftig im Sinne
der Fragestellung (Banden, die bei allen Probetmetah, sprechen eher flr eine un-
spezifische Proteinbindung als fir eine spezifisshggen-Antikorper-Reaktion; vgl.
auch 5.4.).

Da die absolute H6he der Banden je nach Gesanttiecke und Elektrodenabstand von

Lauf zu Lauf variiert, wurden die Banden zur besséerergleichbarkeit den entsprechen-

den pH-Werten im elektrischen Feld zugeordnet (péb8ling direkt nach Abschluss der

IEF auf dem Gel mit einer Flachelektrode). Exenipldr zeigt Abbildung 1 eine solche

pH-Kurve.

T T T T T T T T 1
-0,2 ol 18 28 a8 4,2 5.8 &8 7.8 a6

Abb. 1  pH-Gradient (nach Abschluss der IEF auf dem Gekemier Flachelektrode
auf dem Gel gemessen) und Zuordnung der Werte hetdder Laufstrecke in cm
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Die im Weiteren untersuchten und besprochenen Baeedtsprechen etwa den pH-Werten
6,5 und 7,7, jeweils nach Inkubation nfitenterocoliticad:9- und 0:3-Antigen. Es ergeben
sich also fur jede Probe insgesamt vier Auswertnnge

Mittels y*-Test (Chi-Quadrat-Test) wurden die Haufigkeitemser Banden verglichen und
ihre Unterschiede auf Signifikanz hin Gberpruft.

5.2. BERGEBNISSE DER GEWEBEPROBEN

Die Abbildungen 2 und 3 (auf der folgenden Seisyen exemplarisch das Ergebnis von
Laufen unterschiedlicher Gewebeproben. Dargestelitien spezifische Antikorper gegen
Y .-enterocoliticaD:9- bzw. -O:3-Antigen.

Nach Inkubation miY.-enterocoliticad:9-Antigen fand sich bei 41,3% der MC-Biopsien
eine Bande bei pH 6,5, bei 26,8% der CU-Probenben®8,3% der Proben in der Kon-
trollgruppe (absolute Zahlen siehe Tab. 2). Derelstthied ist statistisch nicht signifikant
(p = 0,195).

Gruppe Yersinia enterocolitica 0:9, Bande pH 6,5
keine fraglich | vorhanden stark Total

Morbus Crohn 27 0 16 3 46
Colitis ulcerosa 30 0 11 0 41
Indeterminate Colitis 1 0 2 1 4
Kontrollgruppe 37 0 23 0 60
Total 95 0 52 4 151
Tab.2 Banden gegel. enterocoliticaD:9 bei pH 6,5

Bei pH 7,7 wiesen sowohl MC- als auch CU-Patiewignifikant haufiger (78,3 bzw.

63,4%) eine Bande auf als Patienten der Kontrglipeu45,0%) (p = 0,006; signifikant)

(Tab. 3).
Gruppe Yersinia enterocolitica 0:9, Bande pH 7,7
keine fraglich | vorhanden stark Total

Morbus Crohn 10 0 13 23 46
Colitis ulcerosa 15 0 9 17 41
Indeterminate Colitis 2 0 0 2 4
Kontrollgruppe 33 0 12 15 60
Total 60 0 34 57 151
Tab.3 Banden gegel. enterocoliticaD:9 bei pH 7,7

43



pH 9

pH 8

pH 7

pH 6

pH5

‘4 g
. e q
103 94 64
MC Ccu KT

Abb. 2 Darstellung von Banden
gegen biotinylierte Virulenz-Anti-
gene von Y. enterocolitica O:9
(siehe Pfeile) in Gewebeproben
(links Pr. Nr. 103, Pat. 71, MC;
Mitte Pr. Nr. 94, Pat. 14, CU;
rechts Pr. Nr. 64, Pat. 41, KT)
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Abb. 3 Darstellung von Banden
gegen biotinylierte Virulenz-Anti-
gene von Y. enterocolitica O:3
(sieche Pfeile) in Gewebeproben
(links Pr. Nr. 104, Pat. 71, MC;
Mitte Pr. Nr. 59, Pat. 49, CU;
rechts Pr. Nr. 87, Pat. 30, KT)
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Angaben zu den Patienten finden sich in der aupkia@n Tabelle im Anhang IlI.

Im Folgenden sind die Banden-HaufigkeitenYuentercoliticaO:9 (Bande ,vorhanden®
oder ,stark®) bei MC-, CU- und Kontroll-Patientem @inem Diagramm zusammengefasst
(die Angaben fur IC wurden wegen der geringen Ripakl in den Diagrammen nicht be-

rucksichtigt):

0%
B0%

0%

£0%

50%

§0%

%

0%

41,3% 26, 8% 38.3% 78.3% b3,.4% 45,0%

0%

0%

MC cu KT MC cu KT

Diagramm 1  Bande bei pH 6,5 (links) und bei pH 7,7 (recht®)mbokubation
mit Y.-enterocoliticad:9-Antigen

30,4% der MC-Proben und 34,1% der CU-Proben zeigites AntikOrper-Bande gegén-
enterocoliticad:3-Antigen bei pH 6,5, hingegen nur 18,3% der Biep aus der Kontroll-
gruppe (p = 0,003) (Tab. 4).

Gruppe Yersinia enterocolitica 0:3, Bande pH 6,5
keine fraglich | vorhanden stark Total
Morbus Crohn 32 0 14 0 46
Colitis ulcerosa 27 0 14 0 41
Indeterminate Colitis 0 0 2 2 4
Kontrollgruppe 49 0 11 0 60
Total 108 0 41 2 151

Tab. 4

Banden gegel. enterocoliticaD:3 bei pH 6,5

Bei pH 7,7 waren Banden in der Kontrollgruppe ggfiigig haufiger (p = 0,303; statis-
tisch nicht signifikant) als bei Patienten mit ahiszh entzindlichen Darmerkrankungen
(MC 52,2%, CU 53,7%, Kontrollen 58,3%) (Tab. 5).
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Gruppe Yersinia enterocolitica 0:3, Bande pH 7,7
keine fraglich | vorhanden stark Total
Morbus Crohn 22 0 17 7 46
Colitis ulcerosa 19 0 15 7 41
Intederminate Colitis 0 0 0 4 4
Kontrollgruppe 24 1 25 10 60
Total 65 1 57 28 151

Tab.5 Banden gegel. enterocoliticaD:3 bei pH 7,7

Im Folgenden sind die Banden-Haufigkeiten YuenterocoliticaD:9 (Bande ,vorhanden®
oder ,stark®) bei MC-, CU- und Kontroll-Patientem @inem Diagramm zusammengefasst:

100%
0%
Bo%
7%
£0%

B0%

£0%

0%

0%
0% 30,4% 34,1% 18.3% 52.2% 53,7% 58.3%

%

MC cu KT MC cu KT

Diagramm 2  Bande bei pH 6,5 (links) und bei pH 7,7 (recht®)mbnkubation
mit Y.-enterocoliticad:3-Antigen

5.3. BNFLUSS ANDERER M ERKMALE

5.3.1. KRANKHEITSAKTIVITAT

Verwendet wurden fur Morbus Crohn und Colitis utser jeweils ein endoskopischer und
zwei klinische Indizes (siehe Kapitel 3). Fir emjeser Indizes (Best, van Hees, Truelo-

ve) ist von den Autoren bereits eine Einteilungliai bzw. vier grol3ere Gruppen unter-
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schiedlicher entztindlicher Aktivitat vorgesehemn,die anderen wurde hier eine Gruppen-
einteilung in jeweils drei Schweregrade festgelBgteits vorgegebene Einteilungen wur-
den Ubernommen bzw. in einem Fall leicht modifiz{gusammenfassung der im van-

Hees-Index angegebenen vier Gruppen zu drei). Diteikting sowie die Haufigkeit der

verschiedenen Aktivitatsgrade zeigen die Tabellend7.

Index Einteilung im Originaltext Verwdt. Einteilung
Punkte Punkte | Patienten
Best I < 150]very well / well I <150 9 (40,9%)
klinisch Il] 150 - 450]active [1] 150 - 450] 12 (54,5%)
Il > 450]very severe Il > 450 1 (4,5%)
van Hees I < 100[no activity I <100 3 (13,6%)
klinisch I1] 100 - 150(slight activity I1] 100 - 210] 16 (72,7%)
[11] 150 - 210|moderate activity
\Y% > 210[severe-to-very-severe] lll > 210 3 (13,6%)
Modigliani I <4| 10 (45,5%)
endoskopisch Il 4-17 7 (31,8%)
11 > 17 5 (22,7%)
Tab. 6 Einteilung und Haufigkeit der Entziindungsaktivhi&éi Morbus Crohn
Index Einteilung im Originaltext Verwdt. Einteilung
Punkte Punkte | Patienten
Truelove I mild I 6 (27,3%)
klinisch Il moderate I 3 (13,6%)
Il severe Il 13 (59,1%)
Rachmilewitz I <4 3 (13,6%)
klinisch Il 4-16| 17 (77,3%)
Il > 16 2 (9,1%)
Rachmilewitz I <5 4 (18,2%)
endoskopisch I 5-10| 15 (68,2%)
1] > 10 3 (13,6%)

Tab. 7

Einteilung und Haufigkeit der Entziindungsaktiviiéi Colitis ulcerosa

Die folgenden Tabellen zeigen die Haufigkeit vom&an nach Krankheitsaktivitat bei
Morbus Crohn (Tab. 8) und Colitis ulcerosa (Tab.d® Ergebnisse der entsprechenden
Signifikanzanalysen finden sich in den TabelleruBd 9a.

Bis auf die Verteilung nach dem endoskopischen Rdelwvitz-Index (siehe Tab. 9 und
Tab. 9a) ist keines der Ergebnisse statistischféignt, und bei diesem Ergebnis finden
sich am haufigsten Banden bei mittlerer Krankhé&ttgaat (nicht etwa bei den Patienten

mit der starksten Krankheitsaktivitat).
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Yersinia enterocolitica 0:9

Yersinia enterocolitica 0:3

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

Best |

6 (19) (31,6%)

14 (19) (73,7%)

6 (19) (31,6%)

10 (19) (52,6%)

12 (25) (48,0%)

20 (25) (80,0%)

8 (25) (32,0%)

13 (25) (52,0%)

1(2) (50,0%)

2(2) (100%)

0(2) (0,0%)

1(2) (50,0%)

van Hees |

7 (6) (66,7%)

Z (6) (66,7%)

T(6) (16,7%)

5 (6) (83,3%)

11 (34) (32,4%)

27 (34) (79,4%)

11 (34) (32,4%)

16 (34) (47,1%)

4 (6) (66,7%)

5 (6) (83,3%)

2 (6) (33,3%)

3(6) (50,0%)

Modigliani I

6 (21) (28,6%)

15 (21) (71,4%)

5 (21) (23,8%)

11 (21) (52,4%)

6 (15) (40,0%)

13 (15) (86,7%)

5 (15) (33,3%)

6 (15) (40,0%)

7 (10) (70,0%)

8 (10) (80,0%)

5 (10) (50,0%)

7 (10) (70,0%)

Tab. 8
bei Morbus Crohn

Index Yersinia enterocolitica 0:9 Yersinia enterocolitica 0:3
Bande pH 6,5 |Bande pH 7,7 |Bande pH 6,5 |Bande pH 7,7
Best 0,531 0,659 0,633 0,997
van Hees 0,116 0,744 0,733 0,259
Modigliani 0,090 0,544 0,346 0,339

Tab. 8a Signifikanzanalyse zu Tab. 8

Banden gegel.-enterocoliticaAntigene in Abhangigkeit vom Entziindungsgrad

Yersinia enterocolitica 0:9

Yersinia enterocolitica 0:3

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

Truelove |

3 (13) (23,1%)

8 (13) (61,5%)

3 (13) (23,1%)

8 (13) (61,5%)

1(6) (16,7%)

4 (6) (66,7%)

2 (6) (33,3%)

5 (6) (83,3%)

7 (22) (31,8%)

14 (22) (63,6%)

9 (22) (40,9%)

9 (22) (40,9%)

Rachmi- |

0(6) (0,0%)

4 (6) (66,7%)

2 (6) (33,3%)

3 (6) (50,0%)

lewitz Il

11 (32) (34,4%)

19 (32) (59,4%)

11 (32) (34,4%)

18 (32) (56,3%)

klinisch

0(3) (0,0%)

3(3) (100%)

1(3) (33,3%)

1(3) (33,3%)

Rachmi- |

0(7) (0,0%)

4 (7) (57,1%)

0(7) (0,0%)

1(7) (14,3%)

lewitz Il

10 (28) (35,7%)

19 (28) (67,9%)

12 (28) (42,9%)

20 (28) (71,4%)

endoskop.

1(6) (16,7%)

3 (6) (50,0%)

2 (6) (33,3%)

1(6) (16,7%)

Tab. 9
bei Colitis ulcerosa

Banden gegeN.-enterocoliticaAntigene in Abhéngigkeit vom Entziindungsgrad

Index Yersinia enterocolitica 0:9 Yersinia enterocolitica 0:3
Bande pH 6,5 |Bande pH 7,7 |Bande pH 6,5 |Bande pH 7,7
Truelove 0,709 0,977 0,561 0,143
Rachmilewitz klin. 0,121 0,371 0,998 0,735
Rachmilewitz endosk. 0,135 0,663 0,101 0,004

Tab. 9a Signifikanzanalyse zu Tab. 9
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5.3.2. EBTZUNDUNGSGRAD

Untersucht wurden neben den Aktivitatsindices alethendoskopisch und (soweit Befun-
de vorlagen) histologisch eingeschéatzte Entziindynags(,keine Entziindungszeichen®,
Jeicht®,  maRig“/,mittelgradig”, ,schwer®). Die Egebnisse in den Tabellen 10 und 11
dargestellt. Ein klarer Trend hin zu h&ufigerem iNaeis von Antikorpern gegev.-

enterocoliticaAntigene bei hherem Entziindungsgrad lasst sidfit erkennen.

Entziindungsgrad Y. enterocaolitica 0:9 Y. enterocaolitica 0:3
makroskopisch Bande pH 6,5 Bande pH 7,7 Bande pH 6,5 Bande pH 7,7

0 (keine) 33 (103) (32,0%)| 52 (103) (50,5%)] 27 (103) (26,2%)| 55 (103) (53,4%)
1 (leicht) 10 (23) (43,5%)| 18 (23) (78,3%) 6 (23) (26,1%)| 15 (23) (65,2%)
2 (mittel) 7 (15) (46,7%)| 12 (15) (80,0%) 8 (15) (53,3%) 7 (15) (46,7%)
3 (schwer) 6 (10) (60,0%) 9 (10) (90,0%) 2 (10) (20,0%) 8 (10) (80,0%)
Total 56 (151) (37,1%)| 91 (151) (60,3%)] 43 (151) (28,5%)| 85 (151) (56,3%)

Tab. 10 Banden in Abhangigkeit vom Entziindungsgrad (maéapisch)

Entziindungsgrad Y. enterocaolitica 0:9 Y. enterocaolitica 0:3
histologisch Bande pH 6,5 Bande pH 7,7 Bande pH 6,5 Bande pH 7,7

0 (keine) 14 (46) (30,4%)| 23 (46) (50,0%)] 7 (46) (15,2%)| 21 (46) (45,7%)
1 (leicht) 11 (39) (28,2%)| 22 (39) (56,4%)] 12 (39) (30,8%)| 23(39) (59,0%)
2 (mittel) 12 (29) (41,4%)| 22 (29) (75,9%)] 14 (29) (48,3%)| 18 (29) (62,1%)
3 (schwer) 8 (12) (66,7%)| 9(12) (75,0%)] 3(12) (25,0%)| 6 (12) (50,0%)
Total* 45 (126) (35,7%)| 76 (126) (60,3%)] 36 (126) (28,6%)| 68 (126) (54,0%)

Tab. 11 Banden in Abhéngigkeit vom Entziindungsgrad (higfisich)
* FiUr 14 Patienten (25 Proben) lagen keine hisistdgen Befunde vor.

Die Tabellen 12 und 13 zeigen die Ergebnisse furde Crohn, Colitis ulcerosa und

Kontrollgruppe.

49



Ergebnisse

Entziindungsgrad Y. enterocaolitica 0:9 Y. enterocaolitica 0:3
makroskopisch Bande pH 6,5 Bande pH 7,7 Bande pH 6,5 Bande pH 7,7
Morbus Crohn

0 (keine) 9 (27) (33,3%)| 19 (27) (70,4%)| 9 (27) (33,3%)| 12 (27) (44,4%)
1 (leicht) 3(8) (37,5%)] 8(8) (100%)] 2 (8) (25,0%) 5 (8) (62,5%)
2 (mittel) 3(6) (50,0%) 4(6) (33,3%)] 2 (6) (33,3%) 3(6) (50,0%)
3 (schwer) 4 (6) (80,0%)| 5(5) (100%) 1(5) (20,0%)| 4 (5) (80,0%)
Colitis ulcerosa

0 (keine) 2 (17) (11,8%)| 7 (17) (41,2%)| 5 (17) (29,4%)| 7 (17) (41,2%)
1 (leicht) 4 (12) (33,3%)| 9 (12) (75,0%)] 3(12) (25,0%)| 8 (12) (66,7%)
2 (mittel) 3(7) (42,9%)| 6(7) (85,7%)] 5(7) (71,4%)| 3 (7) (42,9%)
3 (schwer) 2 (5) (40,0%0) 4 (5) (80,0%) 1(5) (20,0%)| 4 (5) (80,0%)
Kontrollgruppe

0 (keine) 21 (57) (36,8%)| 25 (57) (43,9%)] 11 (57) (19,3%)| 34 (57) (59,6%)
1 (leicht) 2(2) (100%)] 1(2) (50,090)] O0(2) (0,0%) 1 (2) (50,0%)
2 (mittel) 0(1) (0,0)] 1(1) (100%)] O0(1) (0,0%) O0O(1) (0,0%)
3 (schwer) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Tab. 12 Banden in Abhéngigkeit vom Entziindungsgrad (malopich), getrennt aufgefuhrt fur
Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und Kontrollgruppe

Entzindungsgrad Y. enterocolitica 0:9 Y. enterocolitica 0:3
histologisch Bande pH 6,5 | Bande pH 7,7 | Bande pH 6,5 | Bande pH 7,7
Morbus Crohn*

0 (keine) 3(11) (27,3%)| 7 (11) (63,6%)] 3 (11) (27,3%)| 7 (11) (63,6%)
1 (leicht) 3(17) (17,6%)| 13 (17) (76,5%)] 5 (17) (29,4%)| 7 (17) (41,2%)
2 (mittel) 6 (11) (54,5%)| 9 (11) (81,8%)| 4 (11) (36,4%)| 6 (11) (54,5%)
3 (schwer) 5() (100%)[ 5(5) (100%)] 1(5) (20,0%)] 3(5) (60,0%)
Colitis ulcerosa

0 (keine) 1(8) (12,5%)] 5(8) (62,5%)] 0(8) (0,0%)] 3(8) (37,5%)
1 (leicht) 4(12) (33,3%)] 7 (12) (58,3%)] 4 (12) (33,3%)| 7 (12) (58,3%)
2 (mittel) 3 (14) (21,4%)| 10 (14) (71,4%)] 8 (14) (57,1%)| 9 (14) (64,3%)
3 (schwer) 3(7) (42,9%)] 4(7) (57,1%)] 2 (7) (28,6%)] 3 (7) (42,9%)
Kontrollgruppe**

0 (keine) 9 (26) (34,6%)| 11 (26) (42,3%)] 3 (26) (11,5%)] 10 (26) (38,5%)
1 (leicht) 4 (9) (44,4%) 2(9) (22,2%)] 2(9) (22,2%)] 8(9) (88,9%)
2 (mittel) 1(2) (50,0%) 1(2) (50,0%)] 0(2) (0,0%) 1(2) (50,0%)
3 (schwer) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Tab. 13 Banden in Abhéangigkeit vom Entziindungsgrad (lagiisch), getrennt aufgefuhrt fur
Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und Kontrollgruppe

* FiUr 1 Patienten (2 Proben) lag kein histologisddefund vor.

** E{r 13 Patienten (23 Proben) lagen keine higiohen Befunde vor.
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In den Diagrammen 3 bis 6 sind die wichtigsten Brggse grafisch dargestellt.

100%

oo%

B

T0%

A%

50%

40%

30%
20%

1% 32.0% | | 43.6% so.5% | | 78.3%

o |keing] 1 [leicht] 2 |mittel] 3 [schwer] o [keing| 1[leicht] 2[mittel| 3[schwer]

Diagramm 3  Bande bei pH 6,5 (links) und bei pH 7,7 (rechtgegeY .-enterocoliticad:9-Antigen
in Abhangigkeit vom Entziindungsgrad (makroskopisch)

100%

0%
Bo%

7%

£0%

B0%

0%

0%
ot | | 262% | | 260%

63.4% [ [ 652%

%

o|keingl 1 [leicht] 2 |mittel] 3 |scherer] o |keingl 1 [leicht] 2 |mittal] 3 [schwer]

Diagramm 4  Bande bei pH 6,5 (links) und bei pH 7,7 (rechtg)egeY.-enterocoliticald:3-Antigen
in Abhangigkeit vom Entziindungsgrad (makroskopisch)
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100%
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0% 4% | | 28.2% | | £1.4% g0,0% | |564% | | 76.9%

0%

olkeing] A [leicht] 2 Imitkel] 3 [schwer] o keing] 1 [leicht] 2 [mittel] 3 lschwerl

Diagramm 5  Bande bei pH 6,7 (links) und bei pH 7,7 (rechtg)egeY .-enterocoliticad:9-Antigen
in Abhangigkeit vom Entziindungsgrad (histologisch)

100%

0%
Bo%

7%

£0%

B0% |-}

0% | || |-}

0%

10% 152% | 30,8% | | 48,3%
0%

o|keingl 1 [leicht] 2 |mittel] 3 |scherer] o |keingl 1 [leicht] 2 |mittal] 3 [schwer]

46,7% | | 59.0% | | 62,18

Diagramm 6  Bande bei pH 6,5 (links) und bei pH 7,7 (rechtgegeY.-enterocoliticald:3-Antigen
in Abhangigkeit vom Entziindungsgrad (histologisch)

5.3.3. AUSDEHNUNG DERENTZUNDUNG

Um den Einfluss der Ausdehnung entziindlicher Vezamugen im Darm auf die Zielvari-
able ,Antikdrperbande gegeh enterocoliticazu untersuchen, wurden zunachst die ver-
schiedenen Darmabschnitte gegeneinander abgegliennt; Coecum, Colon ascendens,
Colon transversum, Colon descendens, Sigma, Reatsgesamt 7 Segmente). Der Befall
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der einzelnen Segmente wurde nach den endoskopisdaehistologischen Befunden ge-

trennt bewertet. Ausgewertet wurde der Einflusgdotler Parameter auf die Zielvariable:

1. Befall des lleums (wegen der Bedeutung der akuédtislals Yersinien-Erkrankung)
(Tab. 14 und 15) und

2. Gesamtausdehnung (Anzahl der betroffenen Segm@ratk) 16 und 17).

Befall des lleums
endoskopisch

Yersinia enterocolitica 0:9

Yersinia enterocolitica 0:3

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

lleum nicht befallen

24 (62) (38,7%)

42 (62) (67,7%)

23 (62) (37,1%)

34 (62) (54,8%)

lleum befallen

9 (29) (31,0%)

22 (29) (75,9%)

9 (29) (31,0%)

16 (29) (55,2%)

Tab. 14 Banden in Abhangigkeit vom Befall des lleum (endagssch)

Befall des lleums Yersinia enterocolitica 0:9 Yersinia enterocolitica 0:3
histologisch Bande pH 6,5 Bande pH 7,7 Bande pH 6,5 Bande pH 7,7
lleum nicht befallen | 20 (52) (38,5%)| 35 (52) (67,3%)] 17 (52) (32,7%)| 29 (52) (55,8%)
lleum befallen 13 (39) (33,3%)| 29 (39) (74,4%)] 15 (39) (38,5%)| 21 (39) (53,8%)

Tab. 15 Banden in Abhangigkeit vom Befall des lleum (histgsch)

Die Ergebnisse zeigen, dass Antikorper gegeanterocoliticaAntigene nicht signifikant

haufiger auftreten, wenn das lleum befallen ist.

Y. enterocolitica 0:9

Y. enterocolitica 0:3

Bande pH 7,7

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

5 (7) (71,4%)

2 (7) (28.6%)

6 (7) (85,7%)

14 (18) (77,8%)

4 (18) (22,2%)

9 (18) (50,0%)

8 (11) (72,7%)

4 (11) (36,4%)

7 (11) (63,6%)

8 (10) (80,0%)

3 (10) (30,0%)

2 (10) (20,0%)

2 (12) (16,7%)

3 (12) (25,0%)

6 (12) (50,0%)

0(2) (0,0%)

1(2) (50,0%)

0(2) (0,0%)

18 (21) (85,7%)

11 (21) (52,4%)

15 (21) (71,4%)

Ausdehnung

endoskopisch Bande pH 6,5
0 Segmente 3 (7) (42,9%)
1 Segment 5 (18) (27,8%)
2 Segmente 7 (11) (63,6%)
3 Segmente 3 (10) (30,0%)
4 Segmente 0(12) (0,0%)
5 Segmente 0(2) (0,0%)
6 Segmente 12 (21) (57,1%)
7 Segmente 3 (10) (30,0%)

9 (10) (90,0%)

7 (10) (40,0%)

5 (10) (50,0%)

Tab. 16 Banden in Abhéngigkeit von der Anzahl der entzied&armsegmente (endoskopisch)
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Ausdehnung Y. enterocolitica 0:9 Y. enterocolitica 0:3

histologisch Bande pH 6,5 Bande pH 7,7 Bande pH 6,5 Bande pH 7,7
0 Segmente 4(9) (44,4%) 9(9) (100%)] 2(9) (22,2%)] 6 (9) (66,7%)
1 Segment 2(7) (28,6%) 7 (7) (100%)] 2 (7) (28,6%) 4 (7) (57,1%)
2 Segmente 0(2 (0,00)] 2(2) (100%)] 1(2) (50,0%) 0(2) (0,0%)
3 Segmente 3(4) (75,0%)] 3(4) (75,0%)] 1(4) (25,0%) 2 (4) (50,0%)
4 Segmente 0(6) (0,00)] 4(6) (66,7%)] 1(6) (16,7%)] 1(6) (16,7%)
5 Segmente 1(8) (12,5%)] 2(8) (25,0%)] 4 (8) (50,0%)] 5 (8) (62,5%)
6 Segmente | 11 (27) (40,7%)| 16 (27) (59,3%)] 8 (27) (29,6%)| 18 (27) (66,7%)
7 Segmente | 12 (28) (42,9%)| 21 (28) (75,0%)] 13 (28) (46,4%)| 14 (28) (50,0%)

Tab. 17 Banden in Abhangigkeit von der Anzahl der entzied&armsegmente (histologisch)

Auch die Anzahl der befallenen Darmsegmente haiieeksignifikante Auswirkung auf

die Wahrscheinlichkeit, Antikdrper geg®n enterocoliticanachzuweisen. Zwar schwan-

ken die Werte, ein Trend — etwa hin zu haufigeranftr&ten von Banden bei einer grol3e-

ren Zahl befallener Segmente — ist aber nicht erxan (In dieser Auswertung wurden nur
die Proben von Patienten mit MC, CU und IC berictitsit.)

5.3.4.

ENTNAHMESTELLE UND ALTER

Die Auswertung nach Entnahmestelle der Biopsie (I8pund dem Alter der Patienten

(Tab. 19) war weitgehend unauffallig.

Biopsie- Y. enterocolitica 0:9 Y. enterocolitica 0:3
entnahmestelle Bande pH 6,5 Bande pH 7,7 Bande pH 6,5 Bande pH 7,7
lleum 7(32) (21,9%)] 19 (32) (59,4%)] 11 (32) (34,4%)| 15 (32) (46,9%)
Coecum 7 (12) (58,3%) 8 (12) (66,7%)] 2(12) (16,7%)] 9 (12) (75,0%)
Colon 31(87) (35,6%)] 51 (87) (58,6%)] 24 (87) (27,6%)] 50 (87) (57,5%)
Sigma 10 (15) (66,7%)| 10 (15) (66,7%)] 5 (15) (33,3%)] 9 (15) (60,0%)
Rectum 1 (5) (20,0%) 3 (5) (60,0%) 1 (5) (20,0%) 2 (5) (40,0%)
Total 56 (151) (37,1%)| 91 (151) (60,3%)| 43 (151) (28,5%)] 85 (151) (56,3%)

Tab. 18 Banden in Abhéngigkeit von der Entnahmestelle

Y. enterocolitica 0:9

Y. enterocolitica 0:3

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

Bande pH 6,5

Bande pH 7,7

Altersgruppe 1

19 (70) (27,1%)

44 (70) (62,9%)

22 (70) (31,4%)

35 (70) (50,0%)

Altersgruppe 2

37 (81) (45,7%)

47 (81) (58,0%)

21 (81) (25,9%)

50 (81) (61,7%)

Tab. 19 Banden in Abhangigkeit vom Alter der Patienten
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54. SATISTISCHE AUSSAGEKRAFT

Durch die hier vorgenommene statistische Auswerkamm der Einfluss verschiedener
Patientenmerkmale auf die Variable ,Antikdrperbagdgen Yersinien-Antigene* quanti-
fiziert werden. Es ist jedoch keine Aussage ubernmtieraktion der einzelnen Merkmale
untereinander moglich. Da aber aul3er der Hauptdseg(MC, CU, Kontrolle) keine der
untersuchten Eigenschaften einen statistisch gkgnifen Einfluss auf die untersuchte
Zielvariable aufwies, stellt eine mogliche Interaktder Merkmale kein wesentliches
Problem dar.

Problematischer ist es hingegen, insgesamt autBiasirelativ geringen Fallzahlen eine
glltige Aussage zu treffen. Im Folgenden werdemalésfir die drei Hauptgruppen (Mor-
bus Crohn, Colitis ulcerosa, Kontrollgruppe) dietv@uensgrenzen fiir die entsprechenden
Gruppengro3en angegeben (Tab. 20).

Yersinia enterocolitica 0:9
Bande pH 6,5 Bande pH 7,7
x (N) % Vertr.grenzen x (N) % Vertr.grenzen
MC| 19 (46) | 41,30 27,00-56,77 ] 36 (46) | 78,26 63,64 - 89,05
Cu 11 (41) | 26,83 14,22 -42,94 | 26 (41) | 63,41 46,94 - 77,88
KT 23 (60) | 38,33 26,07 - 51,79 | 27 (60) | 45,00 32,12 - 58,39

Yersinia enterocolitica 0:3
Bande pH 6,5 Bande pH 7,7

x (N) % Vertr.grenzen x (N) % Vertr.grenzen
MC| 14 (46) | 30,43 17,74 - 45,75 | 24 (46) | 52,17 36,95 - 67,11
CuU 14 (41) | 34,15 20,08 -50,59 | 22 (41)| 53,66 37,42 - 69,34
KT 11 (60) | 18,33 9,52 -30,44| 35(60) | 58,33 44,88 - 70,93

Tab. 20 Exakte Vertrauensgrenzen (95%) fur die untersuc@eippengréRen und Ergebnisse
bei Binomialverteilung

Wegen der verhaltnismalig kleinen GruppengroRehdim Konfidenzintervalle relativ
grof3; eine breite Zufallsstreuung der Ergebnidsansunehmen. Die statistische Vorher-
sagekraft fur weitere Versuche unter gleichen Vssatzungen ist also nicht sehr stark,
bewegt sich aber doch innerhalb akzeptabler Grerzaear Gberschneiden sich die Konfi-
denzintervalle einiger Ergebnisse, in einem Fdit g5 jedoch keine Uberschneidung (bei
YE 0:9, Bande pH 7,7 fir die Ergebnisse fur MC-&a&n und Kontrollen). Bei YE O:3,
Bande pH 6,5 Uberschneiden sich die Konfidenziadéafiir MC und CU nur in einem

kleinen Bereich mit dem fir die Kontrollgruppe. lizndelt sich hierbei um die beiden Er-
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gebnisse, die auch nach der Signifikanzanalysesti$ah aussagekratftig sind (p = 0,006
bzw. p = 0,003).
Es ist also mit einer hohen Wahrscheinlichkeit seaoszugehen, dass diese Unterschiede

nicht zufallig zustande gekommen sind.

5.5. VERSUCHE ZUR UBERPRUFUNG DER AUSSAGEKRAFT

5.5.1. \ERGLEICH DERMARKIERUNGEN MIT BIOTIN UND FLUORESCEIN

Abbildung 4 (folgende Seite) zeigt die Darstellwog Yersinia-spezifischen Antikérpern
unter Verwendung von biotinyliertem bzw. fluoresgertem Antigen im Vergleich.

Die Markierung mit Biotin fuhrt zu einer sehr viglrkeren Anfarbung der Banden. Diese
ist Folge der oben genannten Bindung zahlreichetirBnolekile an das nachzuweisende
Protein, die die Bindung ebenso vieler Sekund&éarger (Extravidin-AP) bedingt. Diese
fuhren bei der nachfolgenden Immunfarbung zu eikeiftigen Farbeergebnis. Im direk-
ten Vergleich stellen sich die Banden nach Markigrmit Fluorescein blasser dar. Zartere
Banden, die mit Biotin noch eben erkennbar sinaple® mit Fluorescein meist nicht mehr
nachgewiesen werden.

Die besonders kraftige Doppelbande, etwa auf Ha@mepH 6, die bei Markierung mit

dem biotinylierten Antigen sehr deutlich hervorkotnfehlt bei der Fluorescein-
Markierung vollstandig. Wir haben diese Bande disshis unspezifische Biotin-Bande
interpretiert und bei der weiteren Auswertung nigétiicksichtigt.

Von diesen beiden Unterschieden abgesehen, zdaidefus beide Methoden aber prak-
tisch identische Ergebnisse. Im Weiteren wurdemgenader héheren Empfindlichkeit, die
Ergebnisse der Laufe mit biotinyliertem Antigen lgaeert, unter Nichtbeachtung der be-

schriebenen , Biotin-Bande*.
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Abb. 4 Vergleich der Verwendung von biotinyliertem (links) bzw. fluoresceiniertem
Antigen (rechts) zur Darstellung von Antikdrpern gegen Y. enterocolitica O:9 in zwei
identischen Laufen (jeweils links Pr. Nr. 167 und 168, Pat. 15, MC; rechts Pr. Nr. 169
und 170, Pat. 42, KT; Angaben zu den Patienten siche Tabelle im Anhang II). Beachte
die ,,Biotin-Bande* links (Pfeile).
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5.5.2. B.OCKIERUNG MIT ANTI-IMMUNGLOBULINEN UND UNMARKIERTEN Y ERSINIEN-

ANTIGENEN

Abbildung 5 (vorhergehende Seite) zeigt das Erigetber Blockierungsversuche.

Bei Blockierung mit unmarkierten Yersinien-Antigenerscheinen praktisch alle Banden
sehr viel blasser, verschwinden aber nicht voltdigin

Die Ergebnisse nach Blockierung mit unmarkiertembmglobulinen sind deutlich
schwieriger zu beurteilen, da die Hintergrundfap(teilweise stark) zunimmt. Wéhrend
nach Blockierung mit unmarkiertem IgA und IgG diar8le bei pH 7,7 noch vorhanden
scheint, ist diese auf dem Streifen ganz rechtsh(irdkubation mit unmarkiertem IgM)
nicht mehr zu identifizieren. Insbesondere bei Bréb ist es aber wegen der sehr dunklen
Hintergrundfarbung nicht mdglich zu entscheidendmbBande verschwunden ist oder
von der starken Grundfarbung tGberdeckt wird. Letiztist dieser Versuchsteil nicht sicher

auszuwerten.

55.3. MMUNGLOBULIN-DARSTELLUNG MIT MARKIERTEN ANTI-IMMUNGLOBULINEN

Die in den Proben enthaltenen Immunglobuline kérmneabhangig von ihrer Spezifitat)
auch direkt nachgewiesen werden, indem (wie ungef 4erlautert) als Reaktionspartner
biotinylierte Anti-Humanimmunglobuline angebotenrden, getrennt nach den wichtigs-
ten Immunglobulin-Klassen. Nach der Farbung stedieh dann deren pl-Bereiche dar.
Abbildung 6 (folgende Seite) zeigt das Ergebnigesgolchen Farbung.

Deutlich zeigen sich die sehr breiten pl-Bereicha@enen sich die jeweiligen Immunglo-
bulin-Klassen bewegen. Grol3e Teile Uberlappenwgittreinander (so dass nach alleiniger
pl-Zuordnung in der Regel kaum eine Bestimmunglah@nunglobulinklasse maoglich sein
wird).

IgA verteilt sich relativ gleichmaRig Uber etwa digteren drei Viertel der Strecke (etwa
pH 5-8,5); im oberen Viertel ist eigentlich nur hogine schwache Grundfarbung (ohne
Banden) zu erkennen. Die eindeutig starkste Anféglaeigt IgG, das aulerdem im ge-
samten untersuchten pl-Bereich (etwa pH 5-9,5)rmeh ist. Die Farbintensitat nimmt
zum alkalischen pl-Bereich hin zu, doch auch imreaunteren) Teil findet sich eine
deutliche Farbung. Am besten abgrenzbar ist IgMseéle pls ausschlie3lich in der unteren

Halfte (saurer Bereich) der Laufstrecke liegen éepM 5-7).
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6. DISKUSSION

6.1. VERGLEICH MIT ANDEREN UNTERSUCHUNGEN

Nach Isoelektrischer Fokussierung und nachfolgeniaemunblot mit Virulenz-Antigenen
von'Y. enterocoliticaD:9 und O:3 zeigte sich in Darmgewebe von Patrenti chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen jeweils eine Baiglafikant haufiger:
* Y. enterocoliticad:9, Bande pH 7,7

(MC 78,3%, CU 63,4%, Kontrollen 45,0%; p=0,006)
* Y. enterocoliticad:3, Bande pH 6,5

(MC 30,48%, CU 34,1%, Kontrollen 18,3%; p=0,003)
Die Unterschiede zwischen MC und CU waren jewattrsignifikant.

Im Sinne der Fragestellung der Arbeit ist es al$glioh, dassy. enterocoliticaeine Rolle
bei der Pathogenese der chronisch entzundlichem&#&rankungen spielt, und zwar bei
MC und CU in &hnlichem Ausmalf3. Dieses ist die ddsteersuchung, die Antikoérper ge-
gen Virulenz-Antigene volY. enterocoliticain Darmgewebe von Patienten mit chronisch
entziindlicher Darmerkrankung nachweist.

Unser Ergebnis steht in Widerspruch zu Studienpnditels Bakterienkultur in Stuhlpro-
ben oder Darmbiopsaten keine Yersinien nachweisantkn (Kallinowski et al. 1998).
Der Grund kdnnte die erwiesenermal3en niedrige Batiider Bakterienkultur flr Yer-
sinien sein. Eine hohe Ubereinstimmung zeigt scdo¢h mit Ergebnissen der hoch sensi-
tiven PCR (Kallinowski et al. 1998), mit der bei B3w. 46% der untersuchten MC- bzw.
CU-Patienten Yersinien-DNA in Darmresektaten naehgsen werden konnte (Kontrol-
len: 36%). Die Haufigkeit positiver Befunde flr $aria liegt hier in der GréRenordnung
unserer Ergebnisse. Lamps et al. fanden in 31%adenresektate von MC-Patienten Yer-
sinien-DNA, aber bei keinem Patienten der Kontrolfgoe (Lamps et al. 2003).

Auch die gesteigerte Reaktivitat mononukledrerefelus mesenterialen Lymphknoten
aufY. enterocoliticébei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (itoo et al.

1992) steht im Einklang mit unserer Hypothese, dasnterocoliticabei der Pathogenese

der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ewieRpielt, und dass die Auseinan-
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dersetzung zwischen Erreger und Wirtsorganismuskgrg im darmassoziierten Lymph-
gewebe (GALT) stattfindet.

Serologische Untersuchungen bei chronisch entzilethi Darmerkrankungen kommen zu
unterschiedlichen Ergebnissen, zumindest wenridiedgr relativ wenig sensitiven Me-
thode der Serumagglutination bedienen (Barry unabban 1977, Swarbrick et al. 1979,
Bories et al. 1983, Casellas et al. 1984). MitEdl$SA und Immunfluoreszenz konnte bei
Patienten mit chronisch entziindlichen DarmerkragkarSeropositivtat fiy. enterocoli-
tica O:9 und O:3 festgestellt werden (Ibbotson et @87). Die einzige serologische Unter-
suchung, die einen Immunblot mit Yops verwendetade an gesunden Blutspendern
durchgefuhrt (Maki-lIkola et al. 1997). Hierbei war@l% (Finnland) bzw. 43% der Pro-
banden (Deutschland) Yersinia-positiv. Dieser Daettthungsgrad gesunder Personen
entspricht der GroRenordnung unserer ErgebnisgeriKontrollgruppe (45,0% fl¥. en-
terocoliticaO:9, 18,3% fuiy. enterocoliticaD:3).

6.2. BEURTEILUNG DER M ETHODE

Die Methode der Isoelektrischen Fokussierung nsthhel3endem Immunblot gegen Vi-
rulenz-Antigene hat sich in mehrfacher Hinsicht Bew fir den Nachweis von Anti-
korpern gegerY. enterocolitican Darmgewebe. Die aul3ergewohnlich hohe Auflésiery
IEF (vor allem im Vergleich zu anderen elektrophisahen Methoden) zeigt sich in fei-
nen, gut differenzierbaren Banden. Schwierigkditeinder Beurteilung ergeben sich durch
die Vielzahl der Banden, die die Vielfalt der Yaish-Antigene widerspiegelt. Durch Zu-
ordnung der Banden zu den jeweiligen pls wird identifizierung und Vergleichbarkeit
aber weitgehend maglich.

Die hohe Spezifitdt der nachgewiesenen Antikorpgeg Virulenz-Antigene voW. ente-
rocolitica schlief3t nach heutigem Kenntnisstand Kreuzrea&tionit anderen Bakterien
aus (Heesemann et al. 1987, Stolk-Engelaar und kéoog-Korstanje 1995). Die hohe
Sensitivitat, durchaus vergleichbar mit dem PCRHNMais von Yersinien-DNA (Fredriks-
son-Ahomaa und Korkeala 2003), lasst realistisaigelihisse vermuten, die sich aber (im
Gegensatz zur PCR) nicht auf den Nachweis der Baktselbst beziehen, sondern die

immunologische Auseinandersetzung des Wirtsorgarssmt dem Erreger sichtbar ma-
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chen — die ja aller Wahrscheinlichkeit nach in Elathogenese der chronisch entztindlichen
Darmerkrankungen eine bedeutende Rolle spielt (abind Rolfe 2004, Yu et al. 2004).
Insgesamt sind die Ergebnisse mit einer pathogsatestn Bedeutung von Yersinien fur die
Entstehung von CED vereinbar, auch wenn mit dewenredeten Methoden keine sicheren

Ruckschlisse hierzu gezogen werden kénnen.

6.3. UBERLEGUNGEN ZUR AUSSAGEKRAFT

Da von einem sehr unterschiedlichen ProteingelealPdoben ausgegangen werden muss
(der sich in der unterschiedlich starken AnfarbdegProben zeigt), war lediglich eine
qualitative Auswertung der Banden (Bande vorhanggnein) moglich und sinnvoll. Die-
se ist im Sinne der Fragestellung (,,In welcher higkdit sind Antikdrper gegen Virulenz-
Antigene in der Darmschleimhaut nachweisbar?*;esi€ap. 2) auch ausreichend.

Die bloRe Darstellung von Banden nach Ablauf eMesuches besagt allerdings noch
wenig Uber deren Spezifitat. Zwar ist der Versuafizau angelegt auf den Nachweis spe-
zifischer menschlicher Antikérper gegen Yersiniemtigene. Der (ungewollte) Nachweis
zum Beispiel anderer Proteine durch unspezifisahdubhgen (und nachfolgende Anfar-
bung der gebundenen Marker) ist jedoch ebenfallgliotd Hier birgt sich die Gefahr
falsch positiver Resultate.

Durch den Einsatz zusatzlicher Versuchsteile (Blercikagen) und Ersatz einzelner Ver-
suchsschritte durch alternative Methoden (Markigywmurde versucht, diese weitestmog-

lich zu erkennen bzw. auszuschliel3en. Im Folgemaiden die Ergebnisse diskutiert.

6.3.1. \ERGLEICH DERERGEBNISSE BEIMARKIERUNG MIT BIOTIN BZW. FLUORESCEIN

Die starke Anfarbung der Banden bei MarkierungBndtin ist (wie unter 4.3.1. ausfuhr-
lich beschrieben) Folge der Bindung zahlreichetiBroolektle an das nachzuweisende
Protein, die die Bindung ebenso vieler Sekund&arger (Extravidin-AP) bedingt. Diese
fuhren bei der nachfolgenden Immunféarbung zu eikgiftigen Farbeergebnis.

Nachteil der Methode, insbesondere bei BearbetongProben aus dem Gastrointestinal-

trakt, ist das nattrliche Vorkommen von Biotin @fitin H) im menschlichen Darm, da es
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unter physiologischen Bedingungen von der Darmfiorgrol3en Mengen synthetisiert
wird. Dieses freie Biotin kann wahrend der IEF ileké&rischen Feld entsprechend seinem
pl wandern, eventuell sogar unspezifische Bindurelegehen, und ebenso wie das zur
Markierung verwendete Biotin in der abschlieRenidemunfarbung sichtbar gemacht
werden.

Um diesen unspezifischen Effekt weitestmdglich aashliel3en, haben wir eine weitere,
alternative Markierung (bei ansonsten gleicher Melnsanordnung) verwendet: Fluoresce-
in (siehe 4.3.2.) kommt unter physiologischen Bgdirgen nicht im menschlichen Orga-
nismus vor und tritt deshalb nicht als Storfaktof. ®ie Bindung mit dem markierten Pro-
tein ist stabil, jedoch reagieren sehr viel wenigeorescein-Moleklle mit dem Protein als
bei der Biotinylierung, so dass die Methode wenggapfindlich ist.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass digeeMiag mit Fluorescein im Vergleich
zur Biotinylierung zwar eine geringere Sensitivitter eine hbhere Spezifitat aufweist.
Um die jeweiligen Vorteile beider Methoden zu nutzerurden parallel durchgefiihrte
Laufe (gleiche Proben) der beiden Markierungen ligrgn. Unspezifische, also falsch po-
sitive Resultate sind dadurch praktisch ausgesséios

Tatsachlich zeigen sich im Vergleich nach Markigromt Biotin und Fluorescein fast i-
dentische Muster (siehe 5.4.1.). Nur ist das Erigehiech Fluorescein-Markierung eben
insgesamt deutlich blasser, und eine besondersga @oppelbande auf Hoéhe pH 6, die
nach Biotin-Anfarbung besonders kraftig imponiéhlt nach Fluorescein-Markierung
vollig. Wir gehen davon aus, dass es sich um emspezifische Anfarbung physiologisch
im Darm vorkommenden Biotins handelt, das sicheanesn naturlichen pl anreichert, und
haben sie bei der Auswertung nicht beriicksichidgtalle anderen Banden bei beiden
Nachweismethoden sichtbar sind, kdnnen diese alfRdaultat einer spezifischen Ag-Ak-

Reaktion angesehen werden.

6.3.2. BOCKIERUNG MIT ANTI-IMMUNGLOBULINEN UND UNMARKIERTEN Y ERSINIEN-
ANTIGENEN

Die Methode der Blockierung ist unter 4.9. besdyere Es wurden zwei verschiedene
Blockierungen durchgefihrt:
Bei der Blockierung mit unmarkierten Yersinien-Aygnen binden diese an die spezifi-

schen Bindungsstellen, die bei der dann folgendkabation mit markierten Virulenz-
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Antigenen nicht mehr besetzt werden konnen. Talishicstellen sich nach Blockierung
mit unmarkierten Antigenen die Banden sehr viet&da dar. Um alle Bindungsstellen
komplett zu blockieren, also ein vollstandiges \¢arginden der Banden zu erreichen, wa-
ren vermutlich sehr viel hoher konzentrierte Bleckingslosungen notwendig.

Das unmarkierte Yersinien-Antigen blockiert spestfi die Antigen-Bindungsstelle der
Antikorper (Goldstandard der Spezifitat). Die Tatsa dass die Banden nach dieser hoch
spezifischen Blockierung sehr viel blasser sichsiiad als ohne Blockierung, spricht des-
halb daftr, dass es sich bei ihnen um Yersinieaipehe Antikérper handelt.

Die Blockierung mit unmarkierten Anti-iImmunglobutin verfolgte die Intention, die Ban-
den einer Immunglobulin-Klasse zuzuordnen — unglsehzeitig den Nachweis zu fiih-
ren, dass es sich tatsachlich um ImmunglobulinelélarDie entsprechenden Banden ver-
schwinden nach Blockierung mit unmarkiertem Antidlgraktisch vollstandig, nicht je-
doch nach Inkubation mit einer der anderen (Amtifiunglobulin-Klassen.

Eine Zuordnung der Banden zu einer bestimmten Inghalilin-Klasse ist aufgrund der
Ergebnisse (siehe Abb. 5, Kap. 5.5.2.) nicht gandeaitig moglich. Am ehesten handelt
es sich aber um Antikérper der Klasse IgM.

Eventuell kdnnen trotz vorheriger Blockierung mitAIgM noch zarte Restbanden sicht-
bar sein, da es sich bei der Blockierung um eieessthe Behinderung handelt, bei der die
Bindungsstellen (das grof3e IgM-Molekil hat 5 Bingsstellen) nicht absolut blockiert
werden, sondern die Bindung eben nur ,behindentinwsodass das Extravidin-AP noch
an einzelne Bindungsstellen andocken kann.

Die Zunahme der Hintergrundfarbung in den Blotsvoiangegangener Blockierung be-
ruht auf der groReren Menge freilénenterocoliticaAntigens, das sich an die nicht blo-
ckierten Bindungsstellen der anderen Antikorpeageit (und in der nachfolgenden Im-

munfarbung sichtbar gemacht wird).

6.4. VERGLEICH DER ERGEBNISSE FUR Y ERSINIA ENTEROCOLITICA O:9 UND O:3
Die Haufigkeit von Antikbrpern geger enterocoliticaD:9 und O:3 unterscheidet sich in

unserer Studie deutlich voneinander. Da Yops Sprohabhangig sind, kann es sich nicht

bei allen Banden um Yop-spezifische Antikérper hend

65



Diskussion

Tatsé&chlich befinden sich in der verwendeten AmtiBeaparation nicht nur (plasmidko-
dierte) Yops, sondern auch das fur den jeweiligemtgp spezifische O-Antigen und an-
dere chromosomal kodierte Antigene. Wahrend disstaeipublizierten Untersuchungen
mit Laborstammen voNersiniadurchgefihrt wurden, die ihre Virulenz-Eigenschafte
verloren haben (da das Virulenz-Plasmid bei den®&ailtivierung rasch verloren geht),
wurden hier allerdings ausschliel3lich virulente f¥ dildende) Stdmme voh enterocoli-
tica O:9 und O:3 verwendet.

Da die Ergebnisse fiff. enterocoliticaD:9 und O:3 sich deutlich unterscheiden, ist davon
auszugehen, dass ein Teil der Antikdrper spezifiscdas jeweilige O-Antigen der Yersi-
nien sind. Die immunologische Abwehrreaktion in Barmschleimhaut richtet sich also
offensichtlich nicht nur gegen Yops, sondern auchdhem Mal3e gegen das

O-Antigen des Zellwand-LPS. Dieses Ergebnis stimittUntersuchungen tberein, die
dem O-Antigen eine wichtige Rolle in der immunokaien Auseinandersetzung mit dem
Wirtsorganismus zuschreiben (Skurnik und Bengoe20€8).

6.5. VERGLEICH DER ERGEBNISSE FURM ORBUS CROHN UND COLITIS ULCEROSA

Die Ergebnisse der Untersuchungen fir MC und Céhésb.3., Tab. 7) weisen eine er-
staunliche Homologie auf. Fur die Bande pH 7,7 gege O:9 liegen die Ergebnisse fur
beide Gruppen knapp aul3erhalb der Vertrauensgretesewertes der jeweils anderen
Gruppe. Fir die Bande pH 6,5 gegen YE O:3 liegemar innerhalb der entsprechenden
Vertrauensgrenzen (siehe 5.4., Tab. 2).

Sind MC und CU doch nur entgegengesetzte Poleldiehgn Krankheitsentitat? Haben
sie gemeinsame Ursachen? Wenn ja: Welche Faktatsoheiden Uber die Entwicklung
der Symptomatik in Richtung des einen oder desranderankheitsbildes?

Eine letztendlich gultige Antwort auf diese Fragiamn auch diese Untersuchung nicht ge-
ben. Unter Bertcksichtigung einiger der Aspekte,idi Rahmen der Untersuchung ge-
nannt wurden, kbnnen aber Modelle entwickelt weydenvielleicht Ansatze fur zukunfti-
ge Untersuchungen aufzeigen (siehe 6.10.).

Wabhrscheinlich ist, dass eine Infektion mit patheageYersinien bei der Entstehung beider

Krankheitsbilder eine Rolle spielt. Die Immunantikdnnte durch genetische und Umge-
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bungsfaktoren (mit)beeinflusst werden, wobei fdilmterschiede ausschlaggebend sein

konnten fur die Auspréagung entweder eines MC ontare&CU.

6.6. BNFLUSS ANDERER M ERKMALE

Neben allgemeinen Patientenmerkmalen wie Alter eminebr allem Faktoren untersucht,
fur die aufgrund der vorliegenden Literatur (sié&sp. 1) ein Einfluss auf die untersuchte
Zielvariable ,Antikdrperbande gegen Yersinien-Ariig"“ zumindest nicht ausgeschlossen
werden kann. Die statistische Auswertung diente dermck (so weit wie mdglich) zu dif-
ferenzieren, ob die immunologische AuseinandersgtmitY. enterocoliticaeine Rolle

bei der Pathogenese der chronisch entzindlichem@&#&rankungen spielt oder lediglich
einen Marker eines sekundaren Eindringens der iMersdurch die entzundlich geschéa-

digte Schleimhaut darstellt.

6.6.1. KRANKHEITSAKTIVITAT UND ENTZUNDUNGSGRAD

Unabhangig von einer primar bestehenden erhohtenddilitat der Darmmukosa wird
deren Durchlassigkeit wahrend eines akuten Entaigehchubes, der ja mit oft heftigen
Gewebelasionen einhergeht, weiter drastisch gestelgies kann zu einer massiven
Keiminvasion fuhren. Strittig ist deshalb, ob di@munologische Auseinandersetzung des
Organismus mit Yersinien (und anderen Erregerm)tnielleicht eher als Folge einer un-
spezifischen sekundéaren Superinfektion zu sehéMetpherson et al. 1996).

In diesem Fall ware zu vermuten, dass Biopsierstark entziindetem Gewebe oder von
Patienten mit einem gegenwartig hohen Aktivitatsicait einer grof3eren Wahrschein-
lichkeit Antikbrper gegen Yersinien aufweisen alfche aus gesunder Schleimhaut. Die
Ergebnisse aus 5.4.1. und 5.4.2. zeigen, dassidiasso ist.

Dies spricht auch gegen eine Rolle der YersiniedéeAusldsung akuter Krankheits-
schibe. In diesem Fall mussten bei Krankheitsekatienen — zumindest haufiger als im
symptomarmen Intervall — Hinweise auf eine Ausetlesetzung mit Yersinien zu finden

sein.
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Eine sekundéare Auseinandersetzung der DarmschlaimfiaYersinien ist also sehr un-
wahrscheinlich. Mdglich ware aber, dass aufgrunéreprimar vorhandenen erhéhten
Schleimhautpermeabilitat (siehe 1.1.2.3.) oral anégmnmene Yersinien die Schleimhaut-
barriere leichter Gberwinden, und dann in der Daamdvund im darmassoziierten Lymph-
gewebe eine immunologische Reaktion des Wirtsosgaus provozieren — besonders bei
Individuen, bei denen eine genetisch determini@téeung in der bakteriellen Abwehr vor-
liegt (siehe 1.1.2.1.). Da virulente Yersinien langn menschlichen Organismus persistie-
ren konnen (siehe 1.3.3.), ist die Auseinandersgtres Immunsystems mit den Virulenz-
Antigenen auch Jahre nach der Priméarinfektion nagtvar und nicht an akute Entzin-
dungsschiibe gebunden (Larsen et al. 1985, Stalebaig198%, Toivanen et al. 1987,
Stahlberg et al. 1989).

6.6.2. AUSDEHNUNG UNDENTNAHMESTELLE

Die akute lleitis ist ein eigenstandiges Krankh®its das heute den Yersiniosen zugeord-
net wird. Die Ahnlichkeit der Symptome mit einenutdn Krankheitsschub bei Morbus
Crohn ist einer der Beweggrunde, eine Verbindunigdwen beiden Erkrankungen zu su-
chen (vgl. 1.4.). Yersinien haben also offensichtkine besondere Affinitat zum lleum.
Es ware somit durchaus denkbar, dort haufiger Yiensibzw. gegen sie gerichtete Anti-
korper zu finden als in anderen Abschnitten desri3ain diesem Fall missten mdglicher-
weise neue Uberlegungen zur Verbindung zwischeteakieitis und Morbus Crohn ange-
stellt werden.

Es hat sich allerdings gezeigt, dass die Entnalatesinserer Proben keinen Einfluss auf
die Wahrscheinlichkeit hatte, in ihnen auf Yersinze stof3en. Geht man also von einer
etiologischen oder pathogenetischen Bedeutung \evsifvien bei der Entstehung und/oder
Unterhaltung von CED aus, handelt es sich vermutlicht um eine chronische Form der
akuten lleitis, sondern trotzdem um ein eigensg@geslKrankheitsbild. Dies stimmt mit
den meisten Verlaufsbeobachtungen nach akuterriatenilleitis Gberein (Sjostrom 1971,
Persson et al. 1976, Jess und Jess 2001).

Auch die Gesamtzahl der entziindeten Darmsegmeateflosst nicht die Wahrschein-
lichkeit, Antikbrper gegen Yersinien-Antigene inrd#garmschleimhaut zu finden. Dieses
Ergebnis spricht — ebenso wie die Unabhangigkeitder aktuellen Krankheitsaktivitét;

siehe 6.3.1. — gegen eine bloRe SuperinfektioneBeim sekundaren Eindringen der Bak-
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terien durch die entziindungsbedingt geschadigteefadmaut konnte man zumindest ver-
muten, dass mit der Zahl der betroffenen Darmabterauch die Gesamtoberflache der
zerstorten Schleimhaut steigt. Die natirliche Softth@utbarriere ist somit in einem gréf3e-
ren Teil lickenhaft oder gar funktionslos geworded bietet eindringenden Erregern we-
niger Widerstand. Denkbar ware in diesem Fall alass Yersinien bzw. gegen sie gerich-
tete Antikdrper desto haufiger nachzuweisen sedn¢hr Darmanteile von der Entzin-

dung betroffen sind.

6.6.3. ATER

Da (nach serologischen Untersuchungen) asymptachatisifektionen mit Yersinien
durchaus vorkommen (Maki-lkola et al. 1997), warelgiufigerer Nachweis von Anti-
korpern gegen Yersinien mit zunehmendem Lebendgattebinne einer kumulativen Hau-
figkeit von Personen, die in der Vergangenheit &aesinien-Infektion durchgemacht ha-
ben) denkbar. Wegen der unterschiedlichen Altetsireng in den untersuchten Gruppen
(vgl. Kap. 3. und 5.7.) kbnnte sich hier durchaiassystematischer Fehler einschleichen.
Nach den vorliegenden Daten hat jedoch das Altemkainen entscheidenden Einfluss auf
die Haufigkeit, mit der Antikdrper gegen Yersinieachgewiesen werden kénnen. (Der si-
gnifikante Unterschied zwischen ,jungen” und ,altéamder Gruppe der Colitis-ulcerosa-
Patienten, Bande pH 6,5 gegénenterocoliticeD:9, ist bei der Menge der anderen Felder
mit unauffalliger Verteilung der Ergebnisse aufdeeAltersgruppen wohl als statistischer
Ausrutscher anzusehen).

Dass das Lebensalter die Ergebnisse nicht beesthflgigricht auch dafir, dass subklinische
chronische Infektionen mengenmalfiig eine eher geitalle spielen.

Einen interessanten Ansatz zu weiteren Uberlegubigat das Vorkommen symptomlo-
ser (oder zumindest symptomarmer, jedenfalls reannerlicher) Infektionen an sich (sie-

he hierzu auch 6.8.).
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6.7. IMMUNGLOBULINE

Untersucht wurde das Vorkommen von ImmunglobulidenGruppen A, G und M. Wie

in Abb. 6 (Kapitel 5.4.3.) ersichtlich, sind — ohBeriicksichtigung der Spezifitat — alle
drei Immunglobulin-Klassen in den Proben nachweisba

Quantitative Untersuchungen Immunglobulin prodwenieler Zellen in der Darmschleim-
haut von CED-Patienten haben gezeigt, dass alleuhgtobulin-Klassen vermehrt vor-
handen sind — am starksten IgG — (Rosekrans £980Q, van Spreeuwel et al. 1982, Keren
et al. 1984, Danis et al. 1984, MacDermott et @85). Dies spricht daftir, dass bei der
Entstehung von CED lokale Immunmechanismen einBegRolle spielen.

Die Ergebnisse der Blockierung mit unmarkierten imglobulinen (vor Zugabe der mar-
kierten Immunglobuline) lassen wegen der starkarigigrundfarbung nach Blockierung
keine eindeutige Zuordnung der Banden zu eineirbegen Immunglobulin-Klasse zu.
Unter pathogenetischen Gesichtspunkten waren sag@Ghdls auch IgA und IgM vor-
stellbar. IgA wird vor allem im lymphatischen Gewsedtes Verdauungstraktes gebildet und
spielt als immunologische Schleimhaut-Barriere @wehtige Rolle beim Erstkontakt mit
intestinalen Erregern, u.a. bewirkt es eine Agghition von Bakterien und Viren. IgM ist
vor allem wirksam zur Abwehr gré3erer partikulésatigene wie Bakterien, fixiert Kom-
plement und aktiviert so einen wichtigen Teil detZindungsvorgange. Es wird zu einem
hohen Prozentsatz bei der immunologischen Primacahgebildet.

Der Nachweis von IgA und/oder IgM wirde gegen dieand-run-Hypothese sprechen,
die von Stallmach und Carstens vorgeschlagen w@@#imach und Carstens 2002). IgA-
oder IgM-Antikdrper gegen Yersinien waren Hinweasd eine persistierende Besiedlung
der Darmschleimhaut und/oder des darmassoziiegterphgewebes (GALT) mit Yersi-
nien und deren dauerhaftes Eingreifen in das ldkateungeschehen.

IgG, zu dessen Aufgaben ebenfalls Agglutination Kinchplementbindung gehéren, ist als
Antikorper besonders der sekundaren Immunantwattig bei der immunologischen
Abwehr bakterieller Infektionen. Als Langzeit-Mark&iner immunologischen Auseinan-
dersetzung mit mikrobiellen Erregern wiirde 19G yueiner chronischen Infektion mit
Yersinien passen.

Um welche Immunglobulin-Gruppe es sich bei den geéémen Antikorpern handelt, und
ob maoglicherweise mehrere Immunglobulin-Klasserhaaden sind, konnte mit der ver-
wendeten Methode nicht geklart werden. Ansatzeviitere Untersuchungen in dieser

Richtung werden in Kapitel 6.11. vorgeschlagen.
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6.8. ASYMPTOMATISCHE |NFEKTIONEN

Die Haufigkeit von Antikérpern gegen Antigene venter Yersinien in der Kontroll-
gruppe entspricht in etwa der Haufigkeit asymptascher Infektionen in einer finnisch-
deutschen Reihenuntersuchung gesunder Blutspatides Durchseuchungsgrad der Be-
vOlkerung angenommen werden kann (Maki-lkola e1887). Warum l6sen Yersinien bei
einigen Menschen klinische Bilder heftiger akutdeiochronischer Infektionen oder gar
ein Autoimmungeschehen aus, wahrend andere eiektimi offenbar unbemerkt Gberste-
hen?

Die Differenzierung in pathogene (plasmidtragende) apathogene (plasmidlose) Yersi-
nien-Stdmme vermag diese Frage nicht zu beantwatéesowohl in der Erhebung von
Maki-lkola als auch in unserer Studie plasmidkagiéfersinien-Produkte zum immuno-
logischen Infektionsnachweis verwendet wurdengethen ungewollten Nachweis apatho-
gener Stdmme ausschliel3t. Vorstellbar ist hinged@ss individuelle Besonderheiten des
Wirtsorganismus den Verlauf der Infektion (mit)beshen; etwa eine individuell unter-
schiedliche Reaktion des Immunsystems, wie Wertzal sie schon fir autoimmune

Schilddrusenerkrankungen vermutet haben (Wenzdl £090).

6.9. ALLGEMEINE UBERLEGUNGEN ZU DEN ERREGEREIGENSCHAFTEN

Die Forderungen der Henle-Koch-Postulate zur Elmigf eines Erregers als Krankheits-

ursache sind auch mit der fur die vorliegende Ftglieng neu angewandten Methode der

Isoelektrischen Fokussierung nicht erfllt, da

1. der Erreger (bzw. hier: Antikorper gegen den Erregieh nicht bei allen Erkrankten
nachweisen lasst,

2. auch ein nicht unerheblicher Teil der PatientendmrKontrollgruppe Antikorper ge-
gen den Erreger aufweist,

3. durch Infektion Gesunder mit Yersinien sich ein z@anliches, nicht aber identisches
Krankheitsbild erzeugen lasst.

Die Henle-Koch-Postulate beweisen auch heute rfalth sie erfillt sind, dass ein Erreger

als Verursacher einer Krankheit anzusehen ist. Simdicht erfullt, so schliel3t diese Tat-

sache einen gefundenen Erreger fir die Etiologlege nicht aus. Heute sind eine Reihe
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von Infektionskrankheiten bekannt, die die Fordgamvon Henle und Koch nicht erful-
len (insbesondere praktisch alle Viruserkrankungéey auch einige bakterielle Erreger,
wie zum BeispieCampylobacter pylorals Verursacher der Gastritis).

Moglicherweise handelt es sich also um einen Erregeunterschiedlicher Virulenz. Be-
ricksichtigt werden muss aul3erdem die Interaktidrdem potenziellen Wirtsorganismus,
insbesondere dessen Immunabwehr: Moglicherweiskensanche Individuen empfangli-
cher fUr eine Infektion, oder nicht jede Infektiird klinisch manifest. Unter Umstanden
kann eine Infektion auch zu unterschiedliche Kraaitghildern fihren. Verschiedene Ein-
flussfaktoren sind denkbar, etwa eine kongenitdkr @rworbene Pradisposition fir be-
stimmte Krankheitsbilder, durchgemachte oder besiéé Infektionen oder der allgemeine
Immunstatus.

Dass Yersinien sehr unterschiedlich virulent sistdausreichend belegt. Die Tatsache,
dass nicht wenige Studienteilnehmer ohne Symptones ¥ ersinien-Infektion Antikdrper
gegen Virulenz-Antigene vovi. enterocoliticaaufwiesen, lasst sich aber nicht durch die
unterschiedliche Virulenz der Erreger erklarengdeade die Immunantwort auf die Viru-
lenz-Antigene von der Auseinandersetzung mit eisgalenten Yersinien-Stamm zeugt.
Mdglich ware zwar, dass die eingedrungenen Yensinig Gber einen Teil der notwendi-
gen Virulenzfaktoren verfugten (da die Antikdrpeggn ein Gemisch verschiedener Yer-
sinien-Antigene getestet wurden, darunter Yopsamukre Virulenz-Antigene, ware der
Test auch in diesem Fall positiv). Allerdings pstigiren nur virulente Yersinien tber ei-
nen langeren Zeitraum im Wirtsorganismus, sodassedtrklarung nicht sehr wahrschein-
lich ist.

Dass Antikdrper gegen Yersinien sich nicht beiralED-Patienten nachweisen lassen,
kann bedeuten, dass die Methode nicht empfindiestug ist, um alle Infektionen zu erfas-
sen. Diese Mdglichkeit kann nicht ausgeschlossadeve ist aber wenig wahrscheinlich;
wenngleich keine Vergleichsdaten vorliegen, salogth davon auszugehen, dass es sich
bei der IEF um ein hoch sensitives Verfahren handel

Es kann auch bedeuten, dass eine Infektion mitiMerszwar ein wichtiger Faktor in der
Pathogenese der CED sein kann, aber nicht mussigaidbar ware zum Beispiel, dass
andere Erkrankungen nach demselben Schema ablabkmyon einem anderen Erreger
getriggert werden. Dazu passen wurden die erhdkékorpertiter im Serum von CED-
Patienten gegen verschiedene bakterielle ErredaséBet al. 1984, Howells et al. 1984,
Ibbotson et al. 1987).
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Die Mdglichkeit einer Beteiligung vo¥. enterocoliticeam Krankheitsgeschehen bei Mor-
bus Crohn und Colitis ulcerosa wird also durchktigebnisse dieser Untersuchung unter-

mauert (allerdings nicht bewiesen).

6.10. FPATHOGENESE CHRONISCH ENTZUNDLICHER DARMERKRANKUNGEN :

EIN MODELL

Aus dem bisher Dargelegten ergibt sich ein Modelldie Pathogenese chronisch entzind-
licher Darmerkrankungen, das im Folgenden erlauted:

Der Einfluss genetischer Faktoren auf die Entstglder CED ist unumstritten. Bei den
heute bekannten Erbfaktoren, die mit einer erhdbisposition fir MC und CU einherge-
hen, handelt es sich um Mutationen auf den Ge@aékD15/NOD2 (Ogura et al. 2001)
und TLR4-Asp299Gly (Franchimont et al. 2004). Be@envarianten fihren zu einer ge-
storten Erkennung der Lipopolysaccharide in deizaid gramnegativer Bakterien (Fran-
chimont et al. 2004, Kobayashi et al. 2005). Dalddedlt eine wichtige Voraussetzung fur
die Aktivierung von Makrophagen. Makrophagen sind allem in der Anfangsphase der
Immunantwort von zentraler Bedeutung fur die zehvigtelte Immunitat — die bei CED
nachhaltig gestort ist.

Diese Stérungen fuhren also zu einer beeintra@ntiBakterienabwehr auf mukosaler
Ebene, einerseits wegen der unterdriickten zellldbsvehrmechanismen, andererseits
durch eine gestoérte Expression der Alpha-Defendines und HD-6, die wichtig sind far
die mukosale Bakterienschranke (Wehkamp et al. R#ad CARD15/NOD2-defiziente
Versuchstiere wurde eine erhdhte Anfalligkeit fiale bakterielle Infektionem vivo
nachgewiesen (Kobayashi et al. 2005), fur TLR4ziefite sogar eine besondere Dispo-
sition fur Infektionen mit gramnegativen Bakterig&mnanchimont et al. 2004, Fukata 2004).
Experten gehen davon aus, dass noch weitere Gea®elle fur die Entstehung chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen spielen (Hugot 26@thew und Lewis 2004). Viel-
leicht finden sich darunter Gene, die eine erh8daeeimhautpermeabilitdt des Darms fur
Bakterien bedingen, wie sie bei CED-Patienten gidanwurde (Ambrose et al. 1984,
Kreuzpaintner et al. 1989). Diese erhdhte Durcldéest, die offenbar auf einem gestei-

gerten transzellularen Transport der Bakterienlddie Schleimhautbarriere beruht
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(Schurmann et al. 1999), bedingt ebenfalls einéregehAnfalligkeit fur eine orale Infek-
tion mit bakteriellen Erregern.

Die gramnegativen (!) Yersinien finden also beigjesth vorbelasteten Individuen gerade-
zu ideale Voraussetzungen, um ins Darmgewebe urldi@&zudringen. Die Keime wer-
den vermutlich vor allem durch den Verzehr von (&eine- und Huhner-)Fleisch oral auf-
genommen (Kapperud et al. 1995, Harb et al. 2@B8)ade die Serotypen O:3 und O:9
finden sich in Mitteleuropa in einem hohen Prozataztsoher Fleischproben (Offermann et
al. 1999, Fredriksson-Ahomaa et al. 2001, Gurtied.e2005).

Yersinien konnen sich unter den Bedingungen deremmh Massentierhaltung besonders
rasch ausbreiten, an die niedrigen TemperatureKidldkette sind sie adaptiert (Velaz-
quez et al. 2005). Die Durchseuchung hat in deitewéialfte des 20. Jahrhunderts zuge-
nommen und befindet sich etwa seit den 80er-Jadutainem hohen Plateau (Verhaegen
et al. 1998) — etwa parallel zur Zunahme und zusteBlU der CED-Inzidenz (Dirks 1991).
Treffen virulente Yersinien auf einen (genetisclibgt) besonders empfanglichen Wirts-
organismus, beginnt eine Auseinandersetzung desiireystems mit den Virulenzfakto-
ren der Yersinien; vor allem Yops und (chromosokaealiertem) LPS. Bevorzugtes Ziel
der Yops sind die Makrophagen des Wirts-Immunsystéoyd et al. 2000), die mangels
Aktivierung (siehe oben) dem Angriff schutzlos aelggfert sind. Die genetisch bedingt
bereits eingeschrankte zellvermittelte Immunit&dwior allem durch YopP noch weiter
unterdrickt (Erfurth et al. 2004, Trulzsch et &03).

Intrazellular wirken YopO und YopT zytotoxisch @érte und Cornelis 1998, Nejedlik et al.
2004), YopP und YopJ induzieren die Apoptose (Hnfet al. 2004, Zhang und Bliska
2005). YopE, YopH, YopO und YopT ermdglichen gleietig ein extrazellulares Uber-
leben der Yersinien, indem sie gemeinschatftlichrfegvon neutrophilen Granulozyten
und Makrophagen unterdriicken (Ruckdeschel et 86,1Grosdent et al. 2002).

Da die zellvermittelte Immunabwehr weitgehend wirigekt ist, wird vor allem die humo-
rale Immunantwort aktiviert: Zytokine, wie Interlan 18, TNF o und Interferory, kbnnen
den eingedrungenen Yersinien im Anfangsstadiumrdektion tatsachlich massiv zuset-
zen (Huppertz und Heesemann 1999). Kommt die Artalmer aufgrund der gestérten
Bakterienerkennung zu spéat, und wird sie nicht@enzellvermittelten Abwehr unter-
stutzt, schafft sie es nicht, den Angriff erfolgteabzuwehren — wohl aber, ein aggressives
humorales Entziindungsgeschehen zu unterhalteipeagdahre andauern kann.

Rein hypothetisch liegt hier der entscheidende tdoteed zwischen asymptomatischen

Infektionen und jenen, die den Grundstein flr é&fenslang Uberschieliende humorale
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Immunantwort legen: Individuen, deren Bakterienarkeng und zellvermittelte Immun-
antwort intakt sind, bekommen die Infektion schanAnfangsstadium in den Griff — be-
vor die Virulenzproteine der pathogenen Yersiniégrksame Aktivitdten des Abwehrsys-
tems gestort und unterdriickt haben.

Da Patienten mit MC und CU in unserer Studie nalggeich haufig Antikdrper gegen
Yersinien aufwiesen, sind Yersinien moéglicherweisaler Pathogenese beider Krank-
heitsbilder beteiligt. MC und CU kénnten demnacketschiedliche Auspréagungen eines
zumindest teilweise gleichen pathogenetischen Bsazesein. Die verschiedenen klini-
schen Bilder sind moglicherweise anderen pathogeinetn Faktoren geschuldet, etwa ge-
netisch determinierten Unterschieden in der Immgunegion: Vielleicht sind es feine Un-
terschiede in dieser (fehlgesteuerten) Immunanfwiegtausschlaggebend sind fir die
Auspragung entweder eines MC oder einer CU (odwreéndeterminate Colitis).
Yersinien erfullen geradezu ideale Voraussetzurdge (Mit-)Verursacher chronisch ent-
zundlicher Darmerkrankungen. Trotzdem sind nichiablen Patienten Antikérper gegen
virulente Yersinien nachweisbar. Das mag an deidgéten Methode liegen, oder am Zeit-
punkt der Probenentnahme, aber auch daran, dasmiéernicht in allen Fallen an der
Entstehung chronisch entztindlicher Darmerkrankurggeiligt sind. Das beschriebene
Modell fur die Pathogenese chronisch entzindli€smerkrankungen lasst sich mogli-

cherweise auch auf andere bakterielle Erreger ri#ggsm.

6.11. ANSATZE FUR WEITERE UNTERSUCHUNGEN

Letztlich kbnnen mit den 1992/1993 zur Verfligurghsihden Methoden keine sicheren
Ruckschlisse auf die Bedeutung von Yersinien beGémese von CED gezogen werden.
Die verwendeten Methoden und ihre Ergebnisse hgttoch Ansétze, die oben vorge-
stellte Hypothese zur Pathogenese von MC und Ctewai Uberprifen.

Wegen der deutlichen Uberlegenheit der Antikorgegdostik unter Verwendung von Vi-
rulenz-Antigenen voryersiniawaren serologische Studien mit Immunblot gegensviugi
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkragkaréul3erst aufschlussreich.
Interessant ist ferner die Frage, ob Patienteremér CARD15/NOD2- oder einer TLR4-
Asp299Gly-Mutation anfalliger fur Yersinien-Infe&tien sind — oder umgekehrt: wie hau-

fig jene CED-Patienten, bei denen sich Hinweiseesug Yersinien-Infektion finden, eine
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genetische Pradisposition fir MC oder CU (und gestorte Abwehr bakterieller Infektio-
nen) aufweisen. Entsprechende Erhebungen konngenkddtragen, die unter 6.10. entwi-
ckelte Hypothese zur Pathogenese der CED zu tbierpri

Da nicht bei allen CED-Patienten Antikérper gegeaisthien nachweisbar waren, kénnte
auch die Suche nach Antikérpern gegen andere liallederreger in der Darmschleimhaut
erhellend sein. In die Suche einbezogen werdetesduf jeden Fall jene Bakterien, die
schon langer im Verdacht stehen, an der PathogeoesklC und CU beteiligt zu sein,
wie Mykobakterien und (gramnegative) Enterobakte(@mim BeispieEscherichia col.
Eine neue Heidelberger Studie fand mittels PCR amigjewebe von Crohn-Patienten in
etwa der Halfte der Falle DNA vdviycobacterium avium subspecies paratuberculosis
(Autschbach et al. 2005). Auch hier ware der Nagbwpezifischer Antikorper (als Indi-
katoren einer immunologischen Auseinandersetzunglem Erreger) interessant.

Zur Frage, welcher Immunglobulin-Klasse die Anti@r gegen Yops zuzuordnen sind,
waére eine gegentber dem hier verwendeten Unteragsgang umgekehrte Versuchsan-
ordnung maoglicherweise Erfolg versprechend: Trenaih zuerst die im Schleimhaut-
Homogenat vorhandenen Immunglobuline in die veestdmen Ig-Klassen auf und lasst
diese dann mit den Yersinien-Antigenen (Yops) rexayi, wird das Problem der Hinter-
grundfarbung, das die Interpretation des Blockigswersuches praktisch unmdoglich
machte, umgangen. Die Auftrennung der Immungloleukidnnte zum Beispiel mittels
Immuno-Beads erfolgen. Bei Immuno-Beads handedidsum magnetische Partikel, die
mit spezifischen Antikdrpern gekoppelt sind; naelp&ation des Immunkomplexes ist es
maoglich diesen zu dissoziieren und die Ak-Spezifitéim Beispiel tber Immunpréazipitati-
on zu bestimmen. Hierflr waren allerdings weitanigdgre Materialmengen noétig als sie
mit den hier verwendeten Biopsien zur Verflgungdésm, sodass entsprechende Versuche
zum Beispiel mit OP-Resektaten durchgefiihrt werdéssten.

Die Methode der IEF, in dieser Anwendung flr diesri@en-Diagnostik erfolgreich er-
probt, kdnnte dabei auch in zukunftigen Studierzirlt sein.
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Zusammenfassung

7. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Arbeit war es, Aufschluss Uber die potehigiRolle einer Infektion mi¥ersinia
enterocoliticabei der Pathogenese von Morbus Crohn (MC) undi€alicerosa (CU) zu
gewinnen. Mittels Isoelektrischer Fokussierung {IERd nachfolgendem Immunblot mit
Virulenz-Antigenen vorY. enterocoliticavurden endoskopisch entnommene Zangenbiop-
sien von Patienten mit chronisch entziindlichen Raknankungen (n=46) und Kontrollpa-
tienten (n=37) auf Antikbrper gegen Virulenzprotepathogener Yersinien der Stdmme
0:3 und 0O:9 untersucht. Blockierungen mit unmatkieAntikérpern gegen Yersinien-
Antigen und mit Anti-Immunglobulinen wurden durcligiert zum Nachweis der Spezifitat
der Banden und Zuordnung zu einer Immunglobulinskéa

Nach IEF und Immunblot mit Virulenz-Antigenen v¥nenterocoliticeD:9 zeigte sich

eine Bande bei pH 7,7 signifikant haufiger bei Mt8,8%) und CU (63,4%) als bei Kon-
trollen (45,0%) (p=0,006). FOf. enterocoliticaD:3 war das Ergebnis fir eine Bande bei
pH 6,5 (MC 30,4%, CU 34,1%, Kontrollen 18,3%) eladisfsignifikant (p=0,003). Nach
den Ergebnissen von Blockierungsversuchen entspnadie Banden am ehesten der Im-
munglobulinklasse M. Krankheitsaktivitat, Entzindgagrad, Entnahmestelle und Alter der
Patienten hatten keinen Einfluss auf das Ergebnis.

Die Ergebnisse fur MC und CU entsprechen jenenWatersuchungen, die mittels PCR in
vergleichbarer Haufigkeit Yersinien-DNA in Darmrktgen von Patienten nachgewiesen
haben. Serologische Reihenuntersuchungen bei Blutigpn fanden ahnlich haufig Anti-
korper gegen virulente Yersinien wie in unserer alfgruppe.

Auf der Basis der bekannten Tatsachen wird ein Made Pathogenese chronisch ent-
zundlicher Darmerkrankungen entwickelt: Genetideaktoren, wie die bekannten Muta-
tionen auf den Genen CARD15/NOD2 und TLR4, fuhrerimer gestorten Erkennung
und Abwehr oral aufgenommener Bakterien auf Ebemdddrmschleimhaut und einer ge-
storten Schleimhautbarriere. Durch Verzehr infieerFleisches aufgenommene Yersinien
Uberwinden bei diesen Individuen leicht die Schieantbarriere und persistieren tber Jah-
re in der Darmschleimhaut und im darmassoziiertggnpghgewebe (GALT), wo ihre Viru-
lenz-Antigene (vor allem Yops) die zellulare Immbwnehr weiter stéren. Eine Uberschie-
Rende humorale Immunantwort fuhrt zu den fir cledmientziindliche Darmerkrankun-

gen typischen ausgedehnten Schadigungen der Ddeimsbhut.
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9. ANHANG | - MATERIALIEN

9.1. GERATE UND ZUBEHOR FUR DIE |IEF

(in alphabetischer Reihenfolge)
Eppendorf-Pipetten
0,5-10,0 ml, 10-100 ml, 100-1000 ml

Eppendorf-Pipettenspitzen
10 ml, 200 ml, 1000 mi

Feinwaagen: 1207 MP2, L 610 D
Glasplatten, 125 x 260 x 3 mm, 4 St.

Glasplatten mit U-férmiger Dichtung,
125 x 260 x 0,5 mm, 4 St.

High Speed Zentrifuge 2 K 15,
Rotor Nr. 12141 (G=120 g)

Klammern, 12 St.
Micro-Rohren mit Schraubverschluss
0,5 ml
2,0ml
MultiDrive XL Stromversorger
MultiPhor 1l Khlplatte
MultiTemp 1l Kiihlsystem
Nunc Cryo Tubes
Pasteurpipetten 150 mm
pH-Meter TFK 530
Probenaufgabefolie fur Agarose-IEF
Rohren mit Schraubverschluf3 50 ml

Schablonen

Silent Rocker

Anhang | - Materialien

Sartorius

Pharmaci&i®ib-30

Pharma6id 806-89

Sigma
Pharmacia 806142
Sarstedt 72.730.006
Sarstedt 72.694.006
PharmaciaB267-93
Pharmacia-8106-22

Pharmacia 80-111%-1

InterMed

Assistent 567/1

WTW

Pharmacia Bfb-49

Sarstedt 62064

Pharmacia BP9155

cti
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Anhang | - Materialien

Stromversorger Macrodrive XL Pharmacial26+7-93
Trockenschrank Memmert
Ultraschallgerat Labsonic U B. Braun
Zentrifugenréhren 5 ml Sarstedt 55.476

9.2. VERBRAUCHSMATERIALIEN UND CHEMIKALIEN FUR |EF UND |MMUNBLOT
(in alphabetischer Reihenfolge)

Agarose IEF 10 g Pharmacia 17-0468-01
Albumin, bovine (BSA) Sigma

Antihuman-Antikérper aus Ziege,

F(ab’}-Fragment (unkonjugiert)
anti human IgA (Fc) Dianova 109-006-011
anti human IgG (F(ab)) Dianova 109-006-006
anti human IgG + IgM (H+L) Dianova 109-006-044
anti human IgG, IgM, IgA  Dianova 109-006-064

Aqua destillata

5Bromo-4Chloro-3indolyl Phosphat,

p-toluidin salt 1 g Pierce 34040
Centricod™ Microconcentrators

3/10/30/100 Amicon
N'N Dimehylformamid 500 ml Aldrich-Cheeni

Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat Merck

Einmalspritzen 20 ml Becton Dickins
Elektrodenstreifen 100 St. Pharmacia 829131
Ethanol

Ethanolamine 1000 ml Aldrich-Chemi
ExtrAvidin 5 mg Sigma
ExtrAvidin-AP konjugiert 0,5 ml Sigma
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Filterpapier 595, 104 x 253 mm 100 St.

Filterpapier 3 MM, 10 x 25 cm 50 St.
Fluorescein Labeling Kit
Gel-Bond-Film 124 x 258 mm 50 St.
Injektionsnadeln Nr. 2
Kaliumdihydrogenphosphat
Markerproteine pl-Bereich 3,0-10,0
Methyl Red

Myoglobin

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Nitrozellulose-Membran,

Rolle 300 x 3000 mm

- BA 85, 0,45 m Porengrolie
Pharmalyte pH-Bereich 3,0-10,0 25 ml
Pharmalyte pH-Bereich 2,5- 5,0 25 m|
Pharmalyte pH-Bereich 5,0- 8,0 25 ml
Pharmalyte pH-Bereich 8,0-10,5 25 ml
Probenaufgabestiicke 200 St.
Sorbitol 500 g

Sulfo-NHS Biotin 50 mg

Tris

Tween 20

Anhang | - Materialien

Schleich&dkuell
Whatman 3@8124
Boehringer Mannheim Biemic
Pharmacia 829t32
Becton Dickinson
Merck
Pharmaci®471-01
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Schleicher & Sglh
Ref.-Nr. 401196
Pharand¢-0456-01
Phaiend7-0451-01
Plaamian 17-0453-01
Plzanien17-0455-0
Pham&:11129-46
Aldrich-Chemie
Pierce
Bio-Rad

Merck
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9.3. LOSUNGEN
(in alphabetischer Reihenfolge)

Anodenlésung
0,05 M HSO,

BCIP-Stammlésung

0,5 g 5Bromo-4Chloro-3indolyl Phosphat disodiunt salLO ml 100 % Dimethylforma-
mid

Diese LOsung ist bei 4°C Uber Jahre stabil.

Wasserfreies 100 % DMF kann durch Zugabe von Mide&ieves, 4-8 mesh beads
(Sigma M 1635), hergestellt werden.

Blockierungspuffer
Waschpuffer I, 3 % BSA

0,1 M Ethanolamin-Puffer
fur 11: 6,1 ml Ethanolamin
pH mit konz. Salzsaure auf 9,6 einstellen

Kathodenlésung
1 M NaOH (ist unsteril nur ca. 1-2 Wochen zu gebheam, da durch Pilzbefall Elektro-
denbrand auftreten kann)

Konjugatpuffer

Waschpuffer 11, 0,3 % BSA

1 M MgCb

20,33 g MgCix6H,0 in 100 ml Aqua bidest.

NBT-Stammldsung
0,5 g Nitro Blue Tetrazolium in 10 ml 70 % Dimetforimamid
Diese LOsung ist bei 4°C Uber Jahre stabil.

PBS pH 7,4, 0,02 % NaN
fur 51: 40,0 g NaCl

2,09 KHPO,
14,4 g NaHPOx12H,0
1,0g NaN
Reaktionspuffer fur die Biotinylierung
0,1 M NaHCQ
0,1 M NacCl
pH 7,4
Waschpuffer |

PBS pH 7,4, 0,2 % Tween-20, 0,02 % NaN
fur 51: 40,0 g NaCl

2,09 KHPO,

14,4 g NagHPOx12H,0
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1,0g NaN
10,0 ml Tween-20

Waschpuffer II
TBS pH 7,4, 0,2 % Tween-20, 0,02 % NaN
far 10 I: 12,0 g Tris

87,0 g NaCl

2,0g NaN

20,0 ml Tween-20

96



Anhang Il — Tabelle aller Patienten

10. ANHANG || — TABELLE ALLER PATIENTEN
Van Modi- |True- Rachm. [Rachm. |Pr. Entz. Entz. 0:9;]0:9;]0:3;|O:3;Pr. Entz. Entz. 0:9;(0:9;]0:3;|0:3; | Pr. Entz. Entz. 0:9;]0:9;10:3;|0:3;
Pat. Nr. JGeschl. |Alter |Diagnose endoskop. Diagnose histol. Gruppe |Best Hees gliani love klin. end. Nr. |Entn.st. |makr. hist. 6,5 |7,7 16,5 [7,7 INr. |Entn.st. |makr. histol. 6,5 7,7 16,5 |7,7 INr. |Entn.st. |makr. hist. 6,5 |7,7 16,5 |7,7
1w 20 IMC MC MC 277 249 19,1 51[lleum 0 (keine) |0 (keine) |- - - -
2lm 50 |CU CU CU 1 6 5] 32[Colon 0 (keine) |1 (leicht) [+ ++ |+ + 33|Colon 1 (leicht) |1 (leicht) |+ ++ |- + 34|Rectum |1 (leicht) [1 (leicht) [(+) [++ |- (+)
3w 67 _JAngiektasien KT 149[Sigma__ |0 (keine) + ++ |+ + 150|Sigma |0 (keine) + ++ |+ +
4jw 25 |MC Kolitis MC 216 186 20,6 138[Coecum [0 (keine) |0 (keine) |- - - ++ ] 139|Colon 3 (schwer)|3 (schwer)|+ ++ |- ++
5|m 66 |CU CU CU 3 7 10] 112|Coecum |1 (leicht) |3 (schwer)|+ ++ |- + 113|Sigma |3 (schwer)|2 (mittel) |+ ++ |- +
6]w 47 ]Strahlenkolitis Kolitis KT 83|lleum 0 (keine) [0 (keine) |- - - - 84|Colon 2 (mittel) |2 (mittel) |- ++ |- -
7w 17 JMC (lleum) lleitis, Kolitis MC 128 89 1,8 126]lleum 2 (mittel) |1 (leicht) |- - - ++ | 127|Sigma 0 (keine) |1 (leicht) |- - - +
8]lm 63 |Polyp Adenom KT 38|Colon 0 (keine) |0 (keine) [+ ++ |- -
9w 66 |Gesund KT 179[{Coecum |0 (keine) + ++ |- ++ | 180|Colon 0 (keine) + ++ |- +
10|m 42 _JCU CU CU 3 5 6 1|Colon 0 (keine) [2 (mittel) |- - + ++ 2|Colon 1 (leicht) |2 (mittel) |- - - -
11]m 37 JAnastomose Gesund KT 153|Colon 0 (keine) |0 (keine) [+ ++ |+ +
12|w 27 _|CU CU CU 3 7 8] 49|Colon 0 (keine) [2 (mittel) |- - + - 50|Rectum |2 (mittel) [2 (mittel) |- ++ |+ ++
13|m 27 _IMC MC MC 195 88 0,2 117[Sigma |0 (keine) ++ |+ |- - 118|Sigma |1 (leicht) ++ |+ |+ +
14]m 31 JCU CU CcuU 1 0 10] 93|lleum 1 (leicht) |2 (mittel) |- ++ |+ + 94|Colon 2 (mittel) |2 (mittel) |- ++ |+ +
15|m 39 [MC lleitis MC 273 174 1,8 166|lleum 2 (mittel) |1 (leicht) |- + - - 167|Colon 0 (keine) |0 (keine) |- ++ |- - 168]|Colon |0 (keine) |0 (keine) |- ++ |- ++
16]w 74 |Gesund KT 175[Coecum |0 (keine) + + - + 176{Colon 0 (keine) + + - +
17|w 59 |Gesund KT 197{Colon 0 (keine) + - - + 198|Colon 0 (keine) + - - +
18|m 27 |MC MC MC 235 160 4,0 41|lleum 2 (mittel) |2 (mittel) |+ ++ |- - 42|Sigma___|0 (keine) [2 (mittel) |+ ++ |- +
19jw 41 JGesund Min. chron. Kolitis _|KT 183|Colon 0 (keine) |1 (leicht) |+ - - + 184|Colon 0 (keine) |1 (leicht) |+ - - +
20jw 56 JUK? IC IC 173|lleum 1 (leicht) |0 (keine) |++ |- ++ |++ ]174|Colon 0 (keine) |1 (leicht) |- - ++ |++
21w 28 MC MC MC 76 159 2,4 45]lleum 0 (keine) |1 (leicht) |- ++ |- + 46]|Colon 1 (leicht) |1 (leicht) |- ++ |+ -
22]w 22 |Gesund KT 121|Colon 0 (keine) - ++ |- - 122|Colon 0 (keine) - ++ |- -
23|m 23 |MC Kolitis MC 540 143 14,8 105|Colon 3 (schwer){2 (mittel) |- ++ |- - 106{Colon 3 (schwer)|2 (mittel) |+ ++ |- ++
24]m 79 |Polyp Polyp KT 16|Colon 0 (keine) [0 (keine) |- + - -
25]w 55 |Gesund Pseudomelanosis |KT 177|Coecum |0 (keine) |O (keine) |+ ++ |- ++ ]178|Colon 0 (keine) |0 (keine) |+ ++ |- ++
26jw 31 |MC, Stenose, Fistel MC MC 401 230 18,6 39|Colon 0 (keine) |3 (schwen)|+ ++ |- - 40{Colon 3 (schwer)|3 (schwern)|+ ++ |- ++
27w 51 |Gesund Gesund KT 6[lleum 0 (keine) [0 (keine) |- - + - 7]Colon 0 (keine) |0 (keine) |+ + - -
28|m 30 MC Kolitis MC 44 103 0,0 70]lleum 0 (keine) |0 (keine) [+ + + + 71|Rectum |0 (keine) |1 (leicht) |- - - -
29|w 26 |MC MC MC 441 171 4,8 79|lleum 0 (keine) [2 (mittel) |- + 80|Coecum |2 (mittel) [2 (mittel) |- - - -
30jw 70 |Gesund KT 87[Colon 0 (keine) - - - - 88|Colon 0 (keine) + + + -
31jw 54 |Divertikulose KT 65[Colon 0 (keine) - - - +
32]m 51 |Divertikulose Divertikulose KT 12|Sigma_ |1 (leicht) |0 (keine) [+ - - -
33jw 25 |CU CU IC* 110{lleum 0 (keine) |2 (mittel) |+ ++ |+ ++ J111|Sigma |2 (mittel) |2 (mittel) |+ ++ |+ ++
34]w 71 |Gesund KT 22|Colon 0 (keine) - - - -
35w 46 |MC Kolitis MC 12 125 13,7 85|Colon 0 (keine) |1 (leicht) |- + - - 86]Colon 1 (leicht) |1 (leicht) |- + - -
36]w 45 JCU CU CU 3 7 9] 95[Coecum |0 (keine) |0 (keine) |+ + - - 96|Colon 2 (mittel) |2 (mittel) |+ ++ |+ +
37]m 66 |Polypenstumpf Polypenstumpf KT 158{Colon 0 (keine) [0 (keine) - - - 159]Coecum |1 (leicht) |1 (leicht) |+ ++ ++
38|w 26 _|CU Kolitis CU 2 4 5] 134flleum 0 (keine) [0 (keine) |- - - ++ ]135[Sigma__ |1 (leicht) |1 (leicht) |- - - ++
39|m 41 JPolyp Hyperplast. Polyp  |KT 187[Coecum [0 (keine) |1 (leicht) |- - - ++ ]188|Colon 0 (keine) |1 (leicht) |+ - - ++
40w 47 |Pseudomelanosis Pseudomelanosis _|KT 191{Colon 0 (keine) [0 (keine) |- - - + 192|Colon 0 (keine) [0 (keine) |- - - -
41w 22 |Gesund KT 63|lleum 0 (keine) - - - - 64|Rectum |0 (keine) - - - -
42]m 38 |Entzindl. Stenose Gesund KT 169|Coecum |0 (keine) |0 (keine) |- - - - 170|Colon 0 (keine) |1 (leicht) |- - - +
43w 34 |Gesund Gesund KT 35|Colon 0 (keine) [0 (keine) |- ++ |- +
44w 28 |Gesund Gesund KT 61|lleum 0 (keine) [0 (keine) |- + - - 62|Colon 0 (keine) |0 (keine) |- + - -
45w 27 _|CU CU CU 3 20 8] 89[Coecum [0 (keine) |1 (leicht) |- + + + 90|Colon 2 (mittel) |1 (leicht) |- ++ |- -
46w 63 |Divertikulose KT 199|Colon 0 (keine) - - - + 200|Colon 0 (keine) - - - +
47|w 23 |Gesund Pseudomelanosis _|KT 171{Colon 0 (keine) [0 (keine) |- - - - 172|Sigma |0 (keine) |0 (keine) |- - - (+)
48|m 71 |Divertikulose KT 154|Colon 0 (keine) - ++ |- ++ | 155[Colon 0 (keine) - ++ |- ++
49]w 39 |JCU CU CcU 3 4 8] 58|Colon 0 (keine) |3 (schwer)|- - - - 59|Colon 2 (mittel) |3 (schwer)|+ + + -
50jw 59 |Divertikulose, Polyp KT 160|Colon 0 (keine) - + + + 161|Colon 0 (keine) - + + +
51jw 78 |Polyp Adenom KT 3|Colon 0 (keine) [0 (keine) |- + ++
52]m 29 |Gesund Gesund KT 25|Colon 0 (keine) [0 (keine) |- - - -
53w 22 |CU CU CU 3 8 12| 74|lleum 0 (keine) [0 (keine) |- - - - 75|Sigma___ |2 (mittel) |3 (schwer)|- - - -
54]w 82 JAngiektasie, Blutung KT 9[Colon 0 (keine) - - + +
55]w 49 JMC MC MC 215 140 0,0 72]lleum 1 (leicht) |1 (leicht) |+ + - + 73|Colon 0 (keine) |0 (keine) |- - - -
56|m 35 |MC, Z.n. lleocoecalresektion |Gesund MC 36 110 0,0 56]|lleum 1 (leicht) |2 (mittel) |- + - + 57|Colon 0 (keine) |0 (keine) |- + - +
57]m 30 |CU CU CU 2 15 8] 123|lleum 1 (leicht) |0 (keine) |- ++ |- + 124|Colon 0 (keine) |2 (mittel) |- ++ |- 125|Colon |1 (leicht) |2 (mittel) |- ++ () ()
58]m 36 |MC chron. Proktokolitis [MC 50 139 1,4 81|lleum 0 (keine) [0 (keine) |- - + - 82|Colon 0 (keine) |1 (leicht) |- - - -
59w 53 |CU CU CU 1 5 9] 77|Colon 3 (schwer)[3 (schwer)|- - - ++ 78|Colon 0 (keine) [2 (mittel) |- - - +
60jw 27 |CU CU CU 3 15 12] 91|Colon 3 (schwer)[3 (schwer)|- ++ |+ + 92|lleum 0 (keine) |1 (leicht) |- ++ |+ -
61lm 68 |Divertikulose Pseudomelanosis _|KT 5[Colon 0 (keine) |0 (keine) |+ - - +
62]w 19 ]Gesund chron. Proktokolitis |KT 4|Colon 0 (keine) [1 (leicht) |- - + ++
63|m 32 |Gesund Gesund KT 189|Colon 0 (keine) |0 (keine) [+ - - + 190|Colon 0 (keine) |0 (keine) [+ + - +
64]w 21 |MC Chron. Kolitis MC 265 203 21,0 23|Colon 3 (schwer)|1 (leicht) |+ ++ |+ + 24|Colon 0 (keine) |1 (leicht) |+ ++ |+ +
65]w 25 |Gesund Gesund CU 3 17 0] _76|Colon 0 (keine) [0 (keine) |- + - -
66]w 18 JCU Kolitis, lleitis CU 3 12 8] 53|Colon 3 (schwern)[2 (mittel) |- + - ++
67w 78 |cuU CcuU CcuU 3 5 6] 147[Colon 2 (mittel) [2 (mittel) ++ |+ -
68|m 68 |Divertikulose Chron. Kolitis KT 156{Colon 0 (keine) [1 (leicht) |- + - - 157|Colon 0 (keine) [1 (leicht) |- - + +
69]m 20 |CU CU CU 3 5 12| 66]lleum 0 (keine) [1 (leicht) |- - - - 67|Sigma_ |3 (schwer)|3 (schwer)|+ + - -
70jw 51 MC Gesund MC 60|Keine L 3,0 43]lleum 1 (leicht) |0 (keine) [+ ++ |- + 44|Colon 0 (keine) |0 (keine) [+ ++ |- ++
71jw 50 [MC MC MC 242 159 7,5 103|lleum 1 (leicht) |2 (mittel) |- ++ |- + 104|Colon 0 (keine) |0 (keine) |- ++ |+ +
72]w 26 |MC MC MC 442 292 21,7 13|lleum 0 (keine) |1 (leicht) |- ++ |+ + 14|Coecum |2 (mittel) |3 (schwer)|+ ++ |+ + 15|Colon |0 (keine) |3 (schwen)|(+) |++ |- -
73|w 41 MC MC MC 66 166 15,2 17]lleum 0 (keine) |2 (mittel) |+ + + - 18|Colon 2 (mittel) |2 (mittel) |+ + + + 19|Colon |0 (keine) |2 (mittel) |++ |(+) |(+) ()
74]w 67 |Polyp Kolitis KT 8|Colon 0 (keine) |2 (mittel) |+ - - +
75]m 58 | Chron. Proktitis, Divertikulose |Gesund CU 1 0 1| 20}lleum 0 (keine) [0 (keine) |- + - - 21|Rectum |1 (leicht) [O (keine) |- + - -
76]m 31 |CU CU CU 1 4 3] 54flleum 0 (keine) [1 (leicht) |- - - - 55|Sigma__ |1 (leicht) [2 (mittel) |- + - -
77|m 22 JCU CU CcU 3 8 10] 136]lleum 0 (keine) |0 (keine) |- - - ++
78w 57 _|cU CuU CcuU 2 12 6] 69|Sigma |1 (leicht) |1 (leicht) |+ + |+ +
79]w 39 |Gesund Gesund KT 60[Colon 0 (keine) [0 (keine) |- - -
80jw 48 ]JGesund Gesund KT 47]lleum 0 (keine) [0 (keine) |- + - + 48|Colon 0 (keine) [0 (keine) |- - - -
81|m 43 |Diversionskolitis MC MC 0 148 8,0 26|Colon 1 (leicht) |1 (leicht) |- + - - 27]lleum 0 (keine) |1 (leicht) |- ++ |- -
82|m 39 |CU Kolitis, lleitis CU 1 1 3] _10{Colon 0 (keine) [1 (leicht) |- - - + 11|Colon 1 (leicht) |1 (leicht) |- - - -
83|w 21 |MC Kolitis, lleitis MC 165 178 1,2 36]lleum 0 (keine) |1 (leicht) |- ++ |+ - 37]Colon 0 (keine) |1 (leicht) |- ++ |- -
*

Aktuelle Befunde am ehesten einer CU entsprechend, aber anamnestisch und nach friheren Befunden eher MC
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Anhang Il — Abkiirzungen

11. ANHANG IlI - ABKURZUNGEN

% Prozent

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

A Ampere

A Angstrom (1 A =0,1 nm = 18 m)

Abb. Abbildung

BHI brain heart infusion

bzw. beziehungsweise

CDAI Crohn’s Disease Activity Index

CDEIS Crohn’s Disease Endoscopic Index of Seyerit
CED chronisch entziindliche Darmerkrankungen
cm Zentimeter

CuU Colitis ulcerosa

dest. destilliert(es)

et al. et alii (und andere)

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DTPA Diethylentriaminpentaessigsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EIA Enzym-Immunassay

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FLUOS 5(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysucciniester
g Erdbeschleunigung (g = 9,81 /s

g Gramm

GALT gut associated lymphoid tissue (darmassaesd_ymphgewebe)
h Stunde(n)

IC Indeterminate Colitis

IEF Isoelektrische Fokussierung

Ig Immunglobulin
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Inv
kDa
KT

LPS

MC
MCP-1
mg
min

mi

mM

NC
NHS
nm
Nr.
Pat.
PBC
PCR
PEG
pl

Pr.
PRK
rpm
RSK1
Tab.
TNF a

u.a.

vgl.
vHAI
Vol.

VS.

Invasin

Kilodalton

Kontrollgruppe

Liter

Lipopolysaccharid

Mol

Morbus Crohn

monocyte chemoattractant protein 1
Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Millimol

relative molekulare Masse
Nitrozellulose
N-Hydroxysuccinimidester
Nanometer

Nummer

Patient

primar biliare Zirrhose
polymerase chain reaction
Polyethylenglykol
isoelektrischer Punkt
Probe

Proteinkinase C-like 2
rounds per minute
ribosomale S6-Proteinkinase
Tabelle
Tumornekrosefaktar

und andere(n), unter anderem/n
Volt

vergleiche
van Hees Aktivitatsindex
Volumen

versus

Anhang Il — Abkiirzungen
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Anhang Il — Abkiirzungen

W Watt
YadA Yersinia adhesin A
Yop Yersinia outer protein
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