Aus der Abteilung Gastroenterologie der Klinik I des Zentrums fiir Innere Medizin
der Medizinischen Fakultit der Universitdt Rostock

Direktor: Prof. Dr. med. S. Liebe

Aussagekraft von fikalem Calprotectin zur Beurteilung der
Krankheitsaktivitit bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn im Vergleich

von zwei kommerziellen Testsystemen

Inauguraldissertation
zur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin
der medizinischen Fakultét

der Universitiat Rostock

vorgelegt von
Antje Kangowski
geb. am 04.09.1980 in Neuruppin

Rostock 2012

urn:nbn:de:gbv:28-diss2012-0098-6


zef007
Schreibmaschinentext
urn:nbn:de:gbv:28-diss2012-0098-6

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext


Dekan:

1. Gutachter:

2. Gutachter:

3. Gutachter:

Tag der Verteidigung:

Prof. Dr. med. Emil Christan Reisinger

Prof. Dr. med. Stefan Liebe

PD Dr. Claus Kerkhoff

Prof. Dr. med. Christian Kneitz

26.09.2012



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 EiDIEItUNE c.cceiiiinniiiiinniiniiniininnnicnssnnicsssnsicsssnsissssssscsssssssssssssssssssssssnssssssnss 1
1.1 Chronisch entziindliche DarmerkrankKungen ........ccoeeeeccccsneccsccnnrecssssssecsssnssscsans 1
1.1.1 CONIIS ULCETOSA ...ttt ettt ettt ettt et e bt e e e e seeeeeeneens 3
1.1.2 MOTDUS CIONM......iiiiiiiiiieiee ettt et st b e st e b e s ens 4
1.2 Diagnostik der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen............ccccueecueeennene. 5
1.2.1 AKEIVIEAESTNAICES ..ttt ettt sttt be et st e b enees 5
1.2.2  Entziindungsparameter im BIUt ...........ccooviieiiiiiiiiiiieieceee e 7
1.2.3 Calprotectin als Entziindungsparameter im Stuhl .............cccooiieiiiiiiiieeee e, 9
1.3 ZACISELZUNG.....cuuveeererensarcssaressssssssarsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssanss 14
2 Material und Methoden ..........cuueieenericssneeiissnnicssnnncssnnecssneecssnseecans 15
2.1 MALETial ccuuueeneiiniiiiiiiiiniinieeniennticneiseesseessissstissesssesssssssnssssssssessssssssssssassssasanses 15
2.1.1 PAtICNLOI ..cueeiiiiiiecee ettt 15
2.1.2 StuhlProbENZEWINNUNG........eiiiiiiiieiieeie ettt ettt e e e e ebeessaeebeessaeensaesnneens 16
2.1.3 Stuhlprobenvorbereitung .........ccccuiiiiiieeeiieeciee et eaaee e 17
2.1.4  Calprotectin ELISA KItS ......cotiiiiriiniiiirieieeetert ettt 17
2.1.5  PUfTerlOSUNGEN....ooiiiiiieiiee et ettt et 17
2.1.6  Gerdte und Einmalartikel...........ccooieiiiiiniiiiiiieee e 18
2,100 1 GETALE ..ottt ettt b e sttt ba e aaeens 18
2.1.6.2  EINMAlartiKel ......cccuooiiiiiiiiieee e 18
2.2 A7 11 1 T 1) | OO 18
2.2.1 TESEPIINZIP ettt ettt ettt ettt et e et e et e sate et e enbeeseeenbeenseeenbeenseesnseas 18
2.2.1.1 Calprotectin ELISA Kit (Calpro) .......ccceerieeiiieriieeiieiieeieesee et eveesee e seneeneens 18
2.2.1.2  Calprotectin ELISA Kit (Immundiagnostik) ..........ccceevevieeriieeniieeriie e 19
2.2.2  Vorbereitung der REageNZIen ..........coceevuiriiriiniiiiiiiiiieeieetee et 19
2.2.2.1 Calprotectin ELISA Kit (Calpro) ......ccccueeiieiiieriieiiieiieeie ettt 19
2.2.2.2 Calprotectin ELISA Kit (Immundiagnostik) ..........c.ccccuevevrerieniirenieiieenieeieenee e 20
223 Testdurchfiihrung/Pipettierschema.............ooooviieiiieiiiiecieecee e 20
2.2.3.1 Calprotectin ELISA Kit (Calpro) ....c.ccoceveerienienieniiienieceeeeteseeeeeeieee e 20
2.2.3.2 Calprotectin ELISA Kit (Immundiagnostik) ..........cccccceeveuierieriienieniienieeieesie e 21
2.3 SEALISTIK ccvvrererininsnrnrenssnnsnissensissanssessnssansssssssssnsssssssssasssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssans 22



Inhaltsverzeichnis

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14

3.2

3.2.1
3.2.2
3.23

33
3.3.1

332

3.4

3.4.1
3.4.2
3.4.3

4.1
4.2
4.3

4.4
4.5
4.6

EX@EDNISSE «.cceicieniieiinricsisnnicssnrisssnnesssnsnesssssnessssssessssssosssssssssssssssssssssses 23
Deskriptive Statistik 23
Angaben zu Diagnose, Alter und Geschlecht der Patienten..............ccceeevveeieenennen. 23
Aufteilung Patienten nach klinischer Krankheitsaktivitdt (CAI/CDAI).................... 23
Dokumentierte Laborwerte fiir Colitis ulcerosa und Morbus Crohn......................... 24

Patienten mit/ohne therapeutische Steroidtherapie bei Colitis ulcerosa und

IMOTDUS CIONM..c...eiiiiiieiieiieeee ettt sttt st sae e 27
Darstellung der Calprotectinkonzentrationen in Abhidngigkeit von endoskopisch

diagnostizierten LoKalisSationen.............cceeviieiiiiiiiiiieniieeeeee e 28
KorrelationSanalySen .......ccccecceivsnriccssssnnecsssssssecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 31
Korrelation zwischen Calpro-Test und Immundiagnostik-Test ............ccccereeriennene 31
Korrelation zwischen Calprotectin und klinischen Aktivitdtsindices............c.......... 32

Korrelation zwischen Calprotectin und Entziindungswerten im Blut

(CRP UNA LEUKOZYIEN) ....vieiiieiieeiieeiie ettt ettt ettt ettt ettt et e esnaeeneeas 33
Verhiltnis der Calprotectinwerte zur klinischen Krankheitsaktivitit .............. 35

Verhiltnis der Calprotectinwerte zur klinischen Krankheitsaktivitét bei
COLItIS UICETOSA ..cvvvieeiiiieciee ettt ettt e et e e et e e ste e e saaeeesabeeessseeesseeensseesnseeenns 35

Verhiltnis der Calprotectinwerte zur klinischen Krankheitsaktivitit bei

IMOTDUS CIONM.....otiiiiieiieieeeee ettt sttt ettt sae e 36
Pathologischer Calprotectin-Test und Krankheitsaktivitit.......ccocceererrieeisueennee 38
Pathologischer Calpro-Test fiir Colitis ulcerosa und Morbus Crohn........................ 38
Pathologischer Immundiagnostik-Test fiir Colitis ulcerosa und Morbus Crohn....... 40
Sensitivitit und Spezifitit von Calprotectin...........cceeeeveerieeciierieeiiienieeeeeee e 42
DISKUSSION..cciieuiiiinrissnrissnricsnicssneisssnesssnesssnsssssncsseessssessssesssssssssssssssessns 43
Korrelation zwischen Calprotectin beider Testsyteme.........ccccecveeecsscnerccsscnnneces 44
Korrelation zwischen Calprotectin und AKtivitatsindices.......o.ceevvecruersnessneennes 45

Korrelation zwischen Calprotectin und Entziindungswerten im Blut

(CRP und LeUKOZYteN)....ccceveressuricssanssssaresssasesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 47
Verhiltnis der Calprotectinwerte zur klinischen Krankheitsaktivitit .............. 48
Vergleich der beiden TesStSYSteIME ...cuueeieeerernsnenssnessnecsnncsannsncsssecssnessaesssncsssassnes 49
SChIUSSTOIZEIUNG c..cuvvrieueriirnrininiinsnicisnicssnnicsssnisssssessssnesssnesssssossssrosssssssssssssssssssnns 50

II



Inhaltsverzeichnis

ZusammenfasSUNQ ....ccoceeeeeecnicssnrrecssesssseccssssssseccsssssssssssssssssessssssssssses 53
LiteraturverzeiChnis........cceeiicieiiiisneicsineicssnnecssnnncsssnnncsssseecssssnecens 55
ANNANG ...onrrriiiiiiinnniiiinisnnnniicssssnsnnicsssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 64
TRESCN.ccccinneririiiiniteeisinteeeisinnneeecsisnsseecsssssssnessssssssnsssssssssnssssssssssesses 71

III



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

AB Detektionsantikorper

Abb. Abbildung

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit
bzw. beziehungsweise

CAI Clinical activity index

CDAI Crohn'’s disease activity index
CED chronisch entziindliche Darmerkrankung
CONJ Konjugat

CRP C-reaktives Protein

CTRL Kontrolle

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
EXBUF Extraktionspufferkonzentrat
FC fakales Calprotectin

g Gramm

kDa Kilo Dalton

kg Kilogramm

1 Liter

MCH mean corpuscular hemoglobin
MCV mean corpuscular volume

mg Milligramm

ml Milliliter

nm Nanometer

NPV negative predictive value
NSAR Nichtsteroidale Antirheumatika
PPV positive predictive value

RDS Reizdarmsyndrom

rpm Revolutions per Minute

SD Standardabweichung

STD Standards

1Y%



Abkiirzungsverzeichnis

STOP Stopplosung

SUB Substrat

TNF-Antikorper Tumor-Nekrose-Faktor-Antikorper
WASHBUF Waschpufferkonzentrat



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Unter chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) versteht man schubweise
verlaufende oder kontinuierlich bestehende entziindliche Erkrankungen des Darmes.

Zu diesem Formenkreis gehoren der Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa.

Die jéhrlichen Zahlen zur Inzidenz und Prdvalenz der chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen sind schwankend. Unbestritten ist ein stetiger Anstieg der Inzidenz in den letzten
Jahren. Die mittlere Inzidenzrate des Morbus Crohn liegt bei 5,9 Fillen pro 100000 Ein-
wohner pro Jahr, die Priavalenz zwischen 34 und 146 pro 100000 Einwohner [1]. Die Colitis
ulcerosa ist mit einer Inzidenz von 3-7 Neuerkrankungen pro 100000 Einwohner pro Jahr und
einer Priavalenz von 30-120 pro 100000 Einwohner etwas hédufiger verbreitet als der Morbus
Crohn [1].

Es besteht fiir beide Erkrankungen sowohl in Europa als auch in den USA ein Nord — Siid —
Gefille [53], wobei die meisten Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen im
Norden leben. Einige Studien belegen, dass Stadtbewohner hiufiger unter einer chronisch
entziindlichen Darmerkrankung leiden als die Landbevdlkerung. Diese Erkenntnis unterstiitzt
die Hypothese, dass Ernihrungs- und Umweltfaktoren Einfluss auf die Atiologie haben.
Unterschiede, beziiglich der Haufigkeit des Auftretens, zeigen sich auch in den verschiedenen
ethnischen Gruppen. Es wird beobachtet, dass die weifle Bevdlkerungsgruppe bis zu Smal
hiufiger erkrankt. Auch in den USA und Europa lebende Juden zeigen eine deutlich hohere
Inzidenzrate als die nichtjiidische Bevolkerung, wobei in Israel lebende Juden wiederum eine
geringere Inzidenzrate aufweisen. Diese Beobachtungen deuten auf ein Zusammenspiel
genetischer und umweltbedingter Faktoren in der Atiologie der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen hin [1].

Bis heute sind die genauen Ursachen der chronischen Entziindungsreaktion ungeklart und
Gegenstand der Forschung. Diskutiert wird ein Zusammenwirken von mehreren Faktoren.

Im Einzelnen handelt es sich um eine genetische Pridisposition, Umweltfaktoren und eine
Dysregulation des intestinalen Immunsystems [45].

Es wird eine familidre Haufung bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen beschrie-
ben, die beim Morbus Crohn etwas starker ausgeprigt ist. Verwandte ersten Grades haben bei
Patienten mit Morbus Crohn ein 10fach hoheres Risiko an der gleichen Diagnosestellung wie
ihr betroffener Verwandter zu erkranken. Angehorige von Patienten mit Colitis ulcerosa
weisen ein 4fach hoheres Risiko gegeniiber der Gesamtbevolkerung auf, diese Erkrankung

auszubilden. Beim Morbus Crohn haben eineiige Zwillinge eine Konkordanzrate von 67%.
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Einleitung

Eine geringere Konkordanz liegt bei der Colitis ulcerosa mit 20% vor [1]. Somit ist fiir
Zwillinge mit Colitis ulcerosa der genetische Einfluss geringer ausgeprégt.

Neben einer genetischen Pridisposition werden auch umweltbedingte Faktoren fiir die
Entstehung der Krankheit diskutiert. So stellt das Rauchen ein gesteigertes Risiko zur Ent-
wicklung eines Morbus Crohn dar, sowie das Risiko einen erneuten Krankheitsschub zu
fordern. Vermutet wird eine vasokonstriktive Wirkung des Nikotins, die eine Verschlechte-
rung der Darmdurchblutung zur Folge hat und so die Ausbildung von Ulzerationen im
Gastrointestinaltrakt fordert. Im Gegensatz zum Morbus Crohn tritt die Colitis ulcerosa
bevorzugt bei Nichtrauchern oder ehemaligen Rauchern auf. Durch die Verianderung der
Darmdurchblutung und Steigerung der Muzinproduktion wird ein protektiver Effekt des
Nikotins diskutiert.

Charakteristisch fiir beide Erkrankungen sind Diarrhden, die auch blutig sein kdnnen und
abdominelle Schmerzen. Auch das Auftreten extraintestinaler Manifestationen im Sinne von
Arthritiden, Hautverdnderungen und Augenentziindungen sind moglich. Weiterhin ist im
Zusammenhang mit diesen Erkrankungen eine Vielzahl von Komplikationen denkbar.

Der Krankheitsverlauf ist nicht vorhersehbar und individuell sehr unterschiedlich. Er verlauft
schubweise, ohne eine Vorhersage liber den Zeitpunkt, die Haufigkeit oder den Schweregrad
der Schiibe zu treffen. Man unterscheidet zwischen einem akut rezidivierenden Verlauf und
einer chronisch aktiven Verlaufsform. Die akut rezidivierende Verlaufsform spiegelt sich in
einzelnen akuten Schiiben wieder, die etwa 4-12 Wochen andauern konnen und dazwischen
liegenden Remissionsphasen mit einer Dauer von Wochen bis Jahren. Von einem chronisch
aktiven Verlauf spricht man zum einen, wenn keine Remission erreicht wird, trotz intensiver
Steroidtherapie iiber mindestens ein halbes Jahr und zum anderen, wenn eine Rezidivneigung
bei Minimierung der Steroidtherapie vorliegt.

Da die Atiopathogenese der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen unbekannt ist,
beschriankt sich die medikamentose Therapie auf die Reduzierung der Entziindungsaktivitit
und damit auf eine Verbesserung der Lebensqualitit und Verhinderung von Rezidiven. Die
Wabhl der Therapiestrategie hiangt von der Krankheitsaktivitdt, der Lokalisation und Ausdehn-
ung der Entziindung und dem Vorhandensein von Komplikationen ab. Zu den Séulen der
Basistherapie gehoren der Einsatz von 5-Aminosalizylaten, Glukokortikoiden, Immun-
supressiva und TNF (Tumor-Nekrose-Faktor)-Antikorper. Eine Verordnung von
5-Aminosalizylaten, in oraler oder topischer Form, erfolgt zur Remissionserhaltung. Dieses
Préparat ist die erste Wahl in der Behandlung einer gering- bis miBiggraden Colitis ulcerosa.
Bei einem akuten Schub kommen Glukokortikoide in parenteraler oder oraler Form zum

Einsatz.



Einleitung

Sie stellen die vordergriindige Therapieoption zur Behandlung eines gering- bis méaBigaktiven
Morbus Crohn dar. Liegt ein Befall des distalen Kolons vor, werden Kortikosteroide auch
lokal in Form von Schaum oder Klysmen dargereicht. Zu den Immunsuppressiva zdhlen
Azathioprin, Methotrexat, 6-Mercaptopurin, Tacrolimus und Cyclosporin. Sie sind nicht
Medikamente der ersten Wahl in der Behandlung der chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen. Es besteht ein erhohtes Risiko schwerwiegende Nebenwirkungen auszubilden.
Ein weiterer Nachteil ist, dass eine volle Wirkung der Medikamente erst nach Monaten
erreicht wird. Eine Indikation zur Immunsuppression liegt beim steroidabhingigen und

steroidrefraktiren Verlauf vor.

1.1.1 Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa konnte erstmals in der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts von den infek-
tiosen Kolitiden abgegrenzt werden.

Sie zdhlt zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, die sich auf die Kolonmukosa
beschriankt und kontinuierlich vom Rektum nach proximal ausbreitet. Haufig ist das Rektum
bzw. Rektosigmoid (etwa 95% der Patienten) befallen. Eine Ausdehnung der Entziindung auf
den gesamten Kolonrahmen bis hin zum terminalen Ileum, im Sinne einer ,,Backwash-Ileitis,
ist moglich. Je nach Ausdehnung unterscheidet man eine Proktitis/ Proktosigmoiditis (40%),
Linksseitenkolitis (40%) oder Pankolitis (10-20%) [2].

Die Krankheit manifestiert sich bei einem breit geficherten Altersprofil bevorzugt im Alter
zwischen 20-40 Jahren. Selbst in hoheren Lebensjahrzehnten kann die Erstdiagnose gestellt
werden. Etwas hiufiger ist bei der Colitis ulcerosa das ménnliche Geschlecht betroffen
(Méanner:Frauen; 1,4:1) [2].

Ein wichtiges Leitsymptom dieser Erkrankung ist die rektale Blutung. Das Fehlen dieses
Symptoms kann die Diagnose in Frage stellen. Weitere Krankheitssymptome sind héufige
blutig- eitrig, schleimige Diarrhéen, abdominelle Schmerzen bevorzugt im linken Unterbauch,
in Form von Tenesmen, oder Stuhldrang. Bei schweren Krankheitsverldufen konnen allge-
meines Krankheitsgefiihl, Gewichtsverlust, Fieber oder Andmie beobachtet werden. Die
klinische Untersuchung ist meist unauffillig. Bei ausgedehntem Befall, wéhrend eines
schweren Schubes, finden sich reduzierte Darmgerdusche und ein geblédhtes, druckempfind-
liches Abdomen, insbesondere in den betroffenen Darmbereichen.

Als extraintestinale Manifestationen sind Arthralgien und Arthritiden, Haut- und Schleim-
hautverdnderungen (Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum, Stomatitis aphtosa) sowie

Augenmanifestationen (Uveitis, Iridozyklitis, Episkleritis) zu nennen.



Einleitung

Mit dem Vorhandensein der Colitis ulcerosa konnen mogliche Komplikationen einhergehen,
die ein chirurgisches Therapieverfahren unumginglich machen. Zu diesen Komplikationen
gehoren die Kolonperforation, eine massive Blutung im betroffenen entziindlichen Darmab-
schnitt, das toxische Megakolon und das Risiko zur Entwicklung eines kolorektalen Karzi-
noms. Eine Kolitisdauer von mehr als 7-10 Jahren, hdufiges Auftreten von akuten Schiiben,
vor allem bei einer Pankolitis ulcerosa, eine frithe Erstdiagnose im Alter von unter 18 Jahren,
sowie das das gleichzeitige Vorliegen einer primér sklerosierenden Cholangitis konnen eine

Karzinomentstehung begiinstigen.

1.1.2 Morbus Crohn

Die Autoren Crohn, Ginzburg und Oppenheimer beschrieben erstmals im Jahr 1932 eine
Entziindung des terminalen Ileums [21]. Spater nachdem bekannt wurde, dass die Erkrankung
den gesamten Intestinaltrakt befallen kann, wurde sie nach dem Erstautor B.B. Crohn
benannt.

Der Morbus Crohn ist charakterisiert durch eine Entziindung, die alle Darmwandschichten
ergreifen kann und ein diskontinuierliches-segmentales Befallsmuster aufweist. Die Er-
krankung kann im gesamten Gastrointestinaltrakt, von der Mundschleimhaut bis zum Anus,
lokalisiert sein. Am hédufigsten tritt sie als Ileokolitis (40-55%), terminales Ileum und
Coecum, auf, gefolgt vom terminalem Ileum (25-40%) und isolierter Kolitis (15-35%).

Der Morbus Crohn ist in allen Altersklassen vertreten, wobei ein deutlicher Erkrankungs-
gipfel zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr liegt. Seit den 70er Jahren wird ein zweiter Er-
krankungsgipfel bei den iiber 60jdhrigen beschrieben [96]. Obwohl es keine signifikanten
Geschlechtsunterschiede gibt, erkranken Frauen etwas hédufiger an einem Morbus Crohn als
Mainner (Frauen:Ménner; 1,2:1) [1].

Die Initialsymptome sind schleimig-wéssrige Diarrhden und Bauchschmerzen, oft im rechten
Unterbauch bei Manifestation in der Ileozokalregion. Neben den Leitsymptomen kénnen auch
Fieber, Gewichtsverlust und eine Andmie vorherrschen. Bei einem Befall des Kolons sind
gelegentlich auch blutige Diarrhden nachweisbar. Es liegt bei der Erkrankung eine Neigung
zu Abszess- und Fistelbildungen, Fissuren und narbigen Stenosen vor. Die Ausbildung von
Fisteln und Abszessen ist auf den transmuralen Befall des Darms zuriickzufiihren.

In einigen Krankheitsverldufen konnen zuerst die oben genannten Begleitkomplikationen
auftreten bevor die ersten intestinalen Manifestationen entstehen. Deshalb sollten diese
Anzeichen immer Anlass zur weiteren gastroenterologischen Abkldarung sein. Seltenere
Komplikationen sind massive Blutungen, eine Darmperforation und die Entstehung eines

kolorektalen Karzinoms. Wobei das Risiko ein kolorektales Karzinom beim Morbus Crohn
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Einleitung

(0,4-0,8%) zu entwickeln deutlich geringer ist im Vergleich zur Colitis ulcerosa (7,5% nach
20 Jahren mit ansteigender Tendenz). Wie bereits bei der Colitis ulcerosa beschrieben, ist
auch der Morbus Crohn mit extraintestinalen Organmanifestationen vergesellschaftet. Hierzu
gehoren die Gelenkbeschwerden (Monarthritis, Oligoarthritis), die Hautmanifestationen
(Erythema nodosum und Pyoderma gangraenosum), die Augenentziindungen (Episkleritis,
Iridozyklitis) und die Gallenwegsbeteiligung in Form einer primér sklerosierenden

Cholangitis.

1.2 Diagnostik der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die Diagnose der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen setzt sich aus verschiedenen
diagnostischen Bausteinen zusammen. Am Anfang stehen eine gute Anamnese und eine
klinische Untersuchung im Vordergrund, um wichtige Informationen fiir ein weiteres
diagnostisches Vorgehen zu erhalten. Im Verlauf spielen endoskopische und radiologische
Untersuchungen, Ultraschalldiagnostik und Laboruntersuchungen, als weitere Verfahren eine
bedeutende Rolle in der Diagnostik der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.

Die Arbeit beschiftigt sich ausfiihrlicher mit der Darstellung und Beurteilung von

Aktivitdtsindices sowie Entziindungsparametern im Blut und Stuhl.

1.2.1 Aktivitiitsindices

Zur Beurteilung der Aktivitit und des Schweregrades der chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen wurden Aktivitatsindices etabliert.

Beim Morbus Crohn hat sich der CDAI (Crohn's disease activity index) nach Best
durchgesetzt. Dieser Aktivititsindex wurde 1976 fiir eine multizentrische amerikanische
Crohn-Studie entwickelt [6].

Der CDAI nach Best beriicksichtigt neben objektiven Entziindungsparametern auch
subjektive Parameter und extraintestinale Manifestationen, die wie Best es formulierte, die
»over-all activity” bei Morbus Crohn reflektiere und somit Ausdruck der allgemeinen
Krankheitsschwere bei Morbus Crohn sind [3, 6].

Mittlerweile ist der Index international anerkannt und ein Mal} fiir den Schweregrad der
Erkrankung. Er setzt sich aus 8 verschiedenen Variablen zusammen und orientiert sich an
klinischen und laborchemischen Parametern. Die klinischen Parameter umfassen die subjektiv
wahrgenommenen Symptome des Patienten. Mittels einer Zahlenskala werden die Patienten
aufgefordert, ihre Bauchschmerzen und das Allgemeinbefinden selbst zu beurteilen sowie
eine Angabe zur Stuhlfrequenz und Durchfallbehandlung zu machen. Der Himatokrit-Wert ist

die einzige objektiv laborchemische Messgrofle. Die einzelnen Variablen werden mit einem
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Einleitung

bestimmten Faktor multipliziert und dann zu einer Gesamtsumme addiert. Ein Ergebnis von
unter 150 Punkten spricht fiir eine ruhende Erkrankung bzw. fiir ein Remissionsstadium. Bei
Werten von iiber 150 liegt ein akuter Schub bzw. ein Rezidiv vor. (Anhang, Tabelle 1)

Ein Nachteil des CDAI nach Best ist der hohe Anteil an subjektiven Daten und die geringe
Beachtung von objektiven Laborparametern. Die Angaben des Patienten und ihre Wertung
durch den Arzt beeinflussen die Bestimmung des Schwergrades der Erkrankung [1].

Im Jahr 1980 wurde der Index nach Van Hees entwickelt, der sich auf die Beurteilung der
Aktivitdt der Erkrankung konzentriert. Dieser beriicksichtigt, im Vergleich zum CDAI nach
BEST, die objektive Beurteilung der Labordiagnostik und der Untersuchungsbefunde [106].
Er beinhaltet 9 Parameter. Dazu gehdren Serumalbumin, Blutsenkungsgeschwindigkeit
(BSG), Korpergewicht, Resistenzen im Abdomen, Geschlecht, Fieber, Stuhlbeschaffenheit,
Darmresektion und extraintestinale Lasionen. Obwohl der Index nach Van Hees eine bessere
Objektivitdit aufweist, besteht sein Nachteil, gegeniiber dem CDAI, in der komplizierten
Berechnung.

Der gebréauchlichste Aktivitdtsindex der Colitis ulcerosa ist der CAI (Clinical activity index)
nach Rachmilewitz. Er beinhaltet neben klinischen auch endoskopische Parameter. Der
klinische Index, konzentriert sich auf 7 Variablen aus dem klinischen und laborchemischen
Bereich. Die Ergebnisse der einzelnen Variablen werden zu einer Gesamtsumme addiert. Bei
Werten von unter 5 liegt eine inaktive Erkrankung vor. Auf eine aktive Erkrankung deuten
Werte von 5 und gréBer. (Anhang, Tabelle 2)

Der endoskopische Index beurteilt die Beschaffung und Vulnerabilitit der Schleimhaut, die
Gefaflzeichnung und das Auftreten von Mukosaschdden in Form von Ulzerationen und
Fibrinauflagerungen. Ein Punktergebnis von mehr als 3 deutet auf eine Krankheitsaktivitét
hin. Ein Problem ist auch hier der groe Anteil an subjektiven Daten, der die Beurteilung der
Krankheitsaktivitat erschwert oder verfélscht

Die Studie von Schoepfer et al. [89] untersuchte unter anderem den Zusammenhang zwischen
dem endoskopischen und klinischen Aktivitidtsindex nach Rachmilewitz. Es konnte gezeigt
werden, dass der klinische Aktivitidtsindex zwischen inaktiver und milder Erkrankung
(p<0,001) sowie zwischen moderater und hoher entziindlicher Aktivitit (p=0,002)
unterscheiden konnte, aber nicht zwischen milder und moderater endoskopisch
nachgewiesener Aktivitit. Zusammenfassend zeigte sich eine gute Korrelation zwischen

klinischen Rachmilewitz-Index und endoskopischen Aktivititsindex.
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1.2.2 Entziindungsparameter im Blut

Zur Erfassung der entziindlichen Krankheitsaktivitdit werden neben der Anamnese, der
klinischen Untersuchung und den bildgebenden Verfahren verschiedene Laborparameter
bestimmt. Hierzu gehdren wunter anderem CRP  (C-reaktives Protein), BSG
(Blutsenkungsgeschwindigkeit), Himatokrit, Leukozyten und Thrombozyten. Es ist jedoch zu
erwdhnen, dass zurzeit keine speziellen Laborparameter fir CED vorliegen und eine
Differenzierung zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa anhand von Laborwerten nicht
vorgenommen werden kann. Durch laborchemische Untersuchungen konnen Mangelzustidnde
im Vitamin- und Eisenhaushalt diagnostiziert werden. Der Verdacht dufert sich bereits bei
Verdnderungen von MCH (mean corpuscular hemoglobin) und MCV (mean corpuscular
volume). Es besteht die Notwendigkeit einer weiteren Bestimmung von Folsdure, Vitamin
B12, Ferritin und Eisen. Ursdchlich fiir die Mangelzustinde sind vermutlich
Resorptionsstorungen.

Eisen- und Ferritinmangel sind als Ausdruck intestinaler Blutungen, Resorptionsstérungen
und durch die Entziindung selbst zu werten. Bei anhaltender Entziindungsaktivitét zeigen sich
hiufig ein erniedrigter Eisenspiegel und ein erhohter Ferritinwert. Eine Erhohung des
Ferritins, als Akute-Phase-Protein, weist des Weiteren auf einen inflammatorischen Prozess
hin.

Beim Morbus Crohn treten im Rahmen des Diinndarmbefalls oder nach Ileozdkalresektion
Einschrdnkungen in der Resorption von Vitamin B12 und Folsdure auf, folglich treten
hiufiger beim Morbus Crohn ein Vitamin B12- und Folséduremangel auf.

Aufgrund des Vorliegens einer allgemeinen Resorptionsstérung kommt es auch zu einer
erniedrigten Aufnahme von Vitaminen, wie Vitamin A, C, D und E, sowie Spurenelementen
(Magnesium, Zink).

Aktive Entziindungen bei der Colitis ulcerosa sind mit einer Akute-Phase-Reaktion und
folglich mit einer Einwanderung von Leukozyten in den Darm vergesellschaftet.
Verschiedenen Proteine konnen im Serum und im Stuhl gemessen werden [62]. Das CRP
gehort neben Caeruloplasmin, Fibrinogen, Haptoglobin und Ferritin zu den Akute-Phase-
Proteinen und wird in den Hepatozyten nach Stimulation durch proinflammatorische Zytokine
wie Interleukin 1 und 6 gebildet. Es besteht eine Assoziation zwischen CRP und klinischer
bzw. endoskopischer Aktivitit bei CED [7].

Der CRP-Wert gilt als unspezifischer Entziindungsparameter, der nicht spezifisch fiir CED ist.
Dennoch handelt es sich nach Diagnosesicherung um einen wichtigen Verlaufsparameter zur
Beurteilung der Krankheitsaktivitdt bei CED. Es hat sich gezeigt, dass Patienten mit Morbus

Crohn in der Regel hohere CRP-Werte aufweisen als Patienten, die unter einer Colitis
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ulcerosa leiden [89, 107]. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte die transmurale
Entziindung beim Morbus Crohn sein [107, 108].

Erhohte CRP-Werte lassen sich auch bei klinischer Remission vermuten, bei jedoch
subklinisch ablaufenden Entziindungsprozessen. Bei der Colitis ulcerosa treten gehauft
normale Entzlindungsparameter auf, insbesondere beim distalen Befall des Kolons [42]. Der
CRP-Wert korreliert weniger gut mit der Krankheitsaktivitit bei Patienten mit Colitis
ulcerosa, als vergleichsweise bei an Morbus Crohn erkrankten Patienten [26, 107, 108].

In der Arbeit von Schoepfer et al. [86] war es moglich mittels CRP und Leukozyten zwischen
milder und moderater endoskopisch nachgewiesener Aktivitdt zu differenzieren. Unterschiede
konnten aber weder zwischen inaktiver und milder/moderater Aktivitit noch zwischen hoher
endoskopisch gesicherter Aktivitdt festgestellt werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die
Vermutung, dass im Vergleich zum Morbus Crohn bei der Colitis ulcerosa nur eine
schwidchere CRP-Reaktion vorliegt [78]. Eine Erkldrung dafiir konnte der Ort der
Entziindungsreaktion sein, denn die Colitis ulcerosa ist auf die Mucosa beschrinkt,
wohingegen der Morbus Crohn transmural auftritt. Eine andere Mdglichkeit fiir
interindividuelle Unterschiede in der CRP-Produktion bei Menschen ist der Polymorphismus
des CRP-Gens [14, 86]. Zusammenfassend scheint CRP bei der Colitis ulcerosa kein
addquater Biomarker fiir die Beurteilung der endoskopischen Entziindungsaktivitét zu sein.

Im Rahmen einer Entziindung bzw. Akute-Phase-Reaktion kommt es ebenfalls zu einer
Leukozytose. FEine Leukozytose mit Linksverschiebung kann auf eine bakterielle
Komplikation hindeuten. Die Leukozytenzahl ist ein unspezifischer Parameter. Erhohte
Leukozytenzahlen koénnen mit verschiedenen Erkrankungen z.B. Tumorleiden,
immunologische Erkrankungen und anderen akuten Infektionen einhergehen. Die
Bestimmung der Leukozyten eignet sich allerdings gut fiir Verlaufskontrollen der klinischen
Aktivitat.

Das Auftreten einer Thrombozytose wird haufig bei Patienten mit floridem Morbus Crohn, als
Zeichen der entziindlichen Aktivitdt beobachtet [62, 96].

Als ein weiterer diagnostischer Marker wurde der Proteinkomplex Calprotectin aus den
beiden S100-Proteinen SI00A8 und S100A9 vorgeschlagen, der im nachfolgenden Kapitel

besprochen wird.
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1.2.3 Calprotectin als Entziindungsparameter im Stuhl

Im Jahr 1980 wurde Calprotectin erstmals durch Fagerhol und Mitarbeiter aus menschlichen
Granulozyten isoliert. Historisch wurde Calprotectin zunichst als L1-Protein bezeichnet [30].

Calprotectin besteht aus den S100-Proteinen S100A8 (weitere Synonyme sind MRPS8 [68], L1
light chain, Calgranulin A [115]) und S100A9 (weitere Synonyme sind MRP14 [68], L1
heavy chain, Calgranulin B [115]). Diese gehoren zur S100-Protein-Familie, einer Familie
niedrig molekularer Calcium-bindener Proteine, die nicht ubiquitir exprimiert werden. Der
Proteinkomplex, S100A8/A9 [88], wurde schlieBlich, auf Vorschlag von Fagerhol, als
Calprotectin bezeichnet, um die Calciumbindung und dessen antimikrobielle Eigenschaften
besser wiederzuspiegeln [95].

Die S100-Proteine besitzen antimikrobielle [95], chemotaktische [59] und Apoptose-
induzierende [36] Eigenschaften. Mit geringen Ausnahmen sind die S100-Proteine
codierenden Gene in einem Gen-Cluster auf dem humanen Chromosom 1q21 lokalisiert [72,
84].

Eine wichtige Rolle spielen die S100-Proteine in der Vermittlung von Signaliibertragungen,
die durch einen Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration in Gang gesetzt werden. Sie
besitzen jeweils zwei Calcium-Bindungsstellen vom EF-Hand-Typ und bilden nach Bindung
von Calcium Homo-und/oder Heterodimere. Beide EF-Hénde sind durch eine zentrale
»hinge*“ Region miteinander verbunden und werden N-und C-terminal durch hydrophobe
Regionen umgeben [55]. Die Homo-und/oder Heterodimere werden als die biologisch aktive
Form der S100-Proteine angesehen [85]. Diese Proteinkomplexe interagieren spezifisch mit
Zielproteinen, wie z.B Kinasen, Phosphatasen und Ionen-transportierenden Proteinen, und
sind als Calcium-modulierte Signalproteine an einer Vielzahl zelluldrer Vorginge, wie
Zelldifferenzierung, Zellzyklus, Regulation von Kinasen und Cytoskelett-Membran-
Interaktionen, beteiligt [42, 55].

Die genaue biologische Funktion der beiden Proteine S100A8 und S100A9 ist noch nicht
abschlieBend geklart. Einige Studien belegen jedoch, dass beide Proteine eine wichtige Rolle
in entziindlichen Prozessen spielen [37, 68]. Es konnten in verschiedenen Studien mehrere
intra-und extrazelluldre Funktionen der S100A8 und S100A9 nachgewiesen werden. Zu den
intrazelluldren Funktionen gehoren die Bindung von Calcium-und Zinkionen [38] und die
Calcium-abhédngige Bindung von Fettsduren [54]. Als extrazellulire Funktionen sind
zytotoxische Effekte gegen murine Knochmarkszellen, Makrophagen und Mitogen-stimulierte
Lymphozyten [117], aber auch antimikrobielle Wirkungen auf Candida albicans [95, 80] und

chemotaktische Wirkungen fiir neutrophile Granulozyten zu nennen [59].
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S100A8 und S100A9 werden hauptsidchlich von myelomonozytischen Zellen exprimiert und
zeigen in vivo eine starke Tendenz zur Formation von Homo- und Heterokomplexen [40].
Calprotectin besteht aus einer leichten (8 kDa) und zwei schweren Polypeptidketten (14 kDa)
mit einem Molekulargewicht von insgesamt 36 kDa (kilo Dalton) [23]. Es stellt etwa 60% der
cytosolischen Proteine in neutrophilen Granulozyten dar. Geringere Mengen werden auch in
Monozyten und reaktiven Makrophagen nachgewiesen [24, 73, 97]. Hessian et al. [41] zeigten
hingegen, dass die S100-Proteine bis zu 45% der cytosolischen Proteine in den neutrophilen
Granulozyten und etwa 5% in den Monozyten reprasentieren. Calprotectin moduliert als
Apoptoseinduzierender und wachstumsfordernder Faktor die Proliferation und das Uberleben
von normalen und malignen Zellen [117]. Es wird aktiv von aktivierten Phagozyten sezerniert
und induziert {iber die Bindung an verschiedene Rezeptoren wie Receptor of Advanced
Glycation Endproduct (RAGE) oder der Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) entziindliche Prozesse.
Calprotectin bindet neben Calcium auch weitere Metallionen wie Zink und Mangan [18]. Die
antibakteriellen [56, 95] und antimykotischen [16, 80] Eigenschaften beruhen insbesondere
auf der Zinkbindung [97].

Da Calprotectin wiahrend der Darmpassage nicht abgebaut wird und im Stuhl sehr stabil ist,
konnen auch Entziindungen im oberen Darmtrakt in den Stuhlproben nachgewiesen werden
[73]. Daneben kann Calprotectin auch im Plasma [5], in der Synovialfliissigkeit [5], im
Speichel [22] und im Urin [47] auftreten. Calprotectinkonzentrationen im Plasma sind bei
Minnern 30% hoher als bei Frauen [23]. Bei einer Entziindung steigt der Plasma-
Calprotectinspiegel um das 5-40fache an z.B. bei Sepsis, Lungenkarzinom [31] und
rheumatoider Arthritis [4]. Erhohte Calprotectinkonzentrationen im Plasma wurden auch bei
der zystischen Fibrose beobachtet [37].

Da Calprotectin von Zellen des angeborenen Immunsystems freigesetzt wird, zeigt es keine
Spezifitit beziiglich der verursachenden Grunderkrankung, sondern weist lediglich auf das
Vorhandensein und das Ausmal einer Entziindung hin.

Calprotectin stellt keinen krankheitsspezifischen Marker dar. Als Ursachen fiir eine erhdhte
fakale Calprotectinkonzentration konnen chronisch entziindliche Darmerkrankungen [9, 10,
73, 76, 102], Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, oder tumordse Verdnderungen des
Darmgewebes, Kolonkarzinom oder Kolonadenom, [58, 74, 98, 105] in Frage kommen. Das
bedeutet auch, dass Calprotectin als unspezifischer Biomarker nicht zwischen bakterieller
Infektion und NSAR-induzierter Colitis unterscheiden kann [87, 98]. Carroccio et al. [15]
stellten in ihrer Studie fest, dass falsch positive Calprotectinwerte auch im Stuhl von Zoliakie-

Patienten auftreten konnen.
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Einige Studien [49, 106, 108] konnten bei liber 90% der an einem kolorektalen Karzinom
erkrankten Patienten einen Anstieg der Calprotectinkonzentration feststellen.

Beim Auftreten von Entziindungen oder neoplastischen Darmerkrankungen gelangen durch
die Storung der Barrierefunktion der Schleimhaut vermehrt Granulozyten in das Darmlumen.
Die Folge ist eine Freisetzung von Calprotectin aus den Granulozyten und somit die
Messbarkeit dieses sensiblen Markers im Stuhl.

Des Weiteren wurde festgestellt, dass Verwandte 1. Grades eines an Morbus Crohn
erkrankten Patienten hohere Calprotectinkonzentrationen aufweisen [100]. Das Gleiche gilt
fir Verwandte 1. Grades bei Colitis ulcerosa-Patienten [64]. Es ist deshalb moglich, dass
Verwandte 1. Grades ein erhohtes Risiko haben, eine CED zu entwickeln.

Neuere Studien konnten belegen, dass fakales Calprotectin auch ein niitzlicher Diagnostik-
Marker fir die Beurteilung einer hepatischen Encephalopathie und einer spontanen
bakteriellen Peritonitis bei Leberzirrhose ist [39].

Andere Studien belegen, dass Neugeborene erhohte Calprotectinkonzentrationen aufweisen,
die im Verlauf der nichsten Lebenswochen abfallen und erst ab dem 5. Lebensjahr
vergleichbare Werte zu Erwachsenen annehmen [12, 52, 69].

Ebenso kommt es zu erhohten Calprotectinwerten im Stuhl, wenn Blutungen von mehr als
100 ml vorliegen [61].

Roseth et al. [76] stellten fest, dass fikales Calprotectin sehr gut mit der fakalen Exkretion
von Indium-111-markierten Leukozyten korreliert. Diese Methode stellte als fakaler Marker
bis zu diesem Zeitpunkt den Goldstandard zur Beurteilung der Entziindung im Darm dar
[114]. Trotz groBer Aussagekraft dieser Methode ist sie mit einigen Nachteilen verbunden,
dazu gehoren, dass sie recht beschwerlich und teuer ist und der Patient ionisierender
Strahlung ausgesetzt wird.

Die Arbeit von Dolwani et al. [26] besagt, dass aufgrund der unterschiedlichen mittleren
Calprotectinkonzentrationen zwischen aktiven Morbus Crohn (Median 227 pg/g) und
gesunder Kontrollgruppe (Median 10 pg/g) differenziert werden kann.

Im Jahr 1992 entwickelten Roseth und Mitarbeiter eine Methode Calprotectin aus den Fazes
zu extrahieren und mittels ELISA zu quantifizieren. Sie fanden heraus, dass Calprotectin
durch die Gegenwart der Calciumbindung sich als sehr stabil erwiesen hat. Dies ermdglicht
eine Lagerung des Stuhls bei 4°C Celcius und das die Fdzes ca. eine Woche bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden konnen, sodass die Stuhlprobe unproblematisch mit der

Post verschickt werden kann [73].
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Durch die Anwesenheit von Calcium erfolgt eine Konformationsdnderung bei den S100-
Proteinen, dadurch erscheint das Protein relativ stabil gegeniiber Hitze und Proteolyse [32,
66].

Der kommerzielle Calprotectin Test wurde am Anfang PhiCal ELISA genannt (Nycomed
Pharma AS, Oslo, Norway) und wurde in den frithen 1990er Jahren vom Universitdtsklinikum
Aker und Ulleval in Oslo Norwegen entwickelt [77], aktuell existiert er als Calprest und wird
von Eurospital (Trieste, Italy) validiert [28]. Urspriinglich waren 5 g Fizes zur Bestimmung
der Calprotectinkonzentration notig [73]. Nach Verbesserung der Testverfahren geniigten nur
noch 50 bis 100 mg Fazes [108].

Es konnten gute Korrelationen zwischen fikalem Calprotectin, dem histopathologischen
Index und der klinischen Krankheitsaktivitit bei CED nachgewiesen werden [8, 73, 75].

Eine signifikante Korrelation wurde zwischen Calprotectin und endoskopischem sowie
histopathologischem Index bei der Colitis ulcerosa in der Studie von D'Inca et al. [25]
gefunden. Gegensitzliche Ergebnisse fand man beim Morbus Crohn, aufgrund der
schwierigen Messung der Krankheitsaktivitét bei Diinndarmbefall.

Canani et al. zeigten in einer Studie von an 26 Morbus Crohn erkrankten Kindern, dass eine
gute Korrelation zwischen fdkalem Calprotectin und dem endoskopischen sowie
histopathologischen Index zur Erkennung einer Entziindung im Darm besteht [13].

Anhand von fdkalem Calprotectin ist es moglich zwischen entziindlichen = organischen
(CED) und nicht entziindlichen = funktionellen Darmerkrankungen (Reizdarmsyndrom) zu
unterscheiden. Mit Hilfe des Calprotectin kann auch bei in Remission befindlichen Patienten
einen klinisch aktiver Schub vorhergesagt werden [20, 93, 102, 107].

In der Arbeit von Sander et al. [79] wurde bereits im Jahr 1984 festgestellt, dass nur eine sehr
geringe Korrelation zwischen fékalen Calprotectin (frither L1-Protein) und CRP, Leukozyten
im Blut und BSG besteht.

Wassell et al. untersuchten die Fdhigkeit von Calprotectin zwischen Morbus Crohn und
Reizdarmsyndrom (RDS) zu unterscheiden. Sie stellten fest, dass Morbus Crohn-Patienten
mit nachgewiesener Aktivitit (histologisch und CDAI > 150) deutlich hohere Calprotectin-
konzentrationen aufwiesen und somit eine Spezifitdit von 100% und Sensitivitdt von 85%
aufzeigten um zwischen Morbus Crohn und Reizdarmsyndrom zu unterscheiden [114].

In der Studie von Costa et al. wurde die Aussage gepriift, ob Calprotectin Vorhersagen zu
einem klinischen Riickfall machen kann. Die Studie bewies, dass Calprotectin im Stuhl eine
starkere Vorhersage fiir die Ausbildung eines akuten Schubes bei Colitis ulcerosa machen

kann als bei Morbus Crohn [20].
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Tibble et al. [102] deuteten darauthin, dass hohe Calprotectinkonzentrationen im Stuhl
Patienten identifizieren koénnen, die sich aktuell in klinischer Remission befinden und ein
erhohtes Risiko haben einen zeitnahen akuten Schub zu erleiden.

Beziiglich der Lokalisationen lieBen sich besonders hohe Calprotectinkonzentrationen bei
einer Proktitis und Linksseitenkolitis finden, als im Gegensatz dazu bei der Pancolitis. Das
deutet daraufthin, dass hinsichtlich der Calprotectinfreisetzung nicht die Ausdehnung der
Entziindung entscheidend ist, sondern der Grad der Entziindung [73].

Die Calprotectinmessung im Stuhl stellt einen objektiven Index zur Beurteilung der
Entziindungsaktivitdt bei CED dar, sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen [8]. Der
relativ giinstige Biomarker Calprotectin ist als diagnostische Alternative eine zuverldssige und
geeignete nichtinvasive Methode [17].

In der Studie von Jones et al. [51] wurden bei 164 Morbus Crohn Patienten die Bezichung
zwischen endoskopischen und klinischen Aktivitidtsindex — CDAI und fiakalen Biomarker
(Calprotectin und Laktoferrin) untersucht. Es lieen sich signifikante Korrelationen zwischen
der endoskopischen Aktivitdit und den fakalen Biomarker finden. Es zeigte sich keine
Korrelation zwischen dem CDAI und dem endoskopischen Aktivititsindex.

Die Arbeit von Schoepfer et al. [89] beschiftigte sich unter anderem mit der Korrelation
zwischen fikalem Calprotectin und dem endoskopischen Aktivitidtindex nach Rachmilewitz
bei Colitis ulcerosa. Es wurde demonstriert, dass fiakales Calprotectin zwischen inaktiver und
milder/moderater/hoher endoskopischer Aktivitit unterscheiden kann. Aus diesem Grund hat
Calprotectin das Potenzial, das endoskopische Monitoring bei Colitis ulcerosa zu ersetzen.
Calprotectin ist ein sensitiver und spezifischer Parameter fiir die Feststellung einer
intestinalen Entziindung bei Patienten mit CED [94, 112]. Besonders bei Vorliegen einer
Colitis ulcerosa sind eine hohe Sensitivéit und Spezifitit nachweisbar, in Bezug auf das Risiko
einen akuten Schub auszubilden. Beim Morbus Crohn ist Calprotectin auch ein sensitiver
Marker fiir das Erkennen eines Riickfallrisikos, jedoch liegt eine schlechtere Spezifitit vor

[20, 102].
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1.3 Zielsetzung

Die Abklidrung der Krankheitsaktivitdt chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ist ohne

Einsatz invasiver diagnostischer Methoden schwierig. Als Goldstandard in der Diagnostik zur

Beurteilung eines akuten Schubes zdhlen, neben der Endoskopie und Histologiegewinnung,

bisher die Klinik, Paraklinik und Sonographie des Abdoments.

Eine zunehmende Bedeutung stellen intestinale Entziindungsparameter, wie das Calprotectin

im Stuhl dar. Bei der Bestimmung handelt es sich um eine nicht-invasive Methode, die

weniger belastend fiir den Patienten ist.

Folgende Fragen sollen mit dieser Arbeit beantwortet werden:

1.

Korrelieren die klinischen Aktivititsindices (CAI/CDAI) mit der fdkalen
Calprotectinkonzentration? Gibt es Unterschiede bei Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn?

Gibt es eine Korrelation zwischen fakalem Calprotectin und Entziindungswerten im Blut
(CRP, Leukozyten). Sind Unterschiede bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
feststellbar?

Finden sich erhohte fakale Calprotectinwerte bei klinischer Krankheitsaktivitit? Treten
erhohte Calprotectinwerte auch bei klinischer Remission auf? Konnen normwertige
Calprotectinwerte bei klinischer Krankheitsaktivitit auftreten?

Welches Testsystem, monoklonales oder polyklonales Testsystem, eignet sich besser in
der Praxis zur Beurteilung der klinischen Krankheitsaktivitit bei Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn? Ist mit beiden Calprotectin-Bestimmungen das gleiche Resultat zu

erwarten?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patienten

Alle Untersuchungen wurden anhand von Stuhlproben von Patienten aus der Gastroentero-
logischen Ambulanz der Universitit Rostock durchgefiihrt. In einem Erfassungszeitraum von
2006 bis 2008 wurden 60 Patienten mit einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung in die
Arbeit eingeschlossen. Die Analyse der Untersuchungsergebnisse erfolgte prospektiv. Zum
etwaigen Zeitpunkt, ein bis drei Tage vor der Stuhlentnahme wurde der klinische
Schweregrad anhand von Aktivitédtsindices bestimmt, nach Best bei Vorliegen eines Morbus
Crohn und nach Rachmilewitz bei Colitis ulcerosa. Anhand des jeweiligen klinischen
Aktivitatsindexes wurde die Krankheitsaktivitit festgelegt. Bei einem CDAI-Wert < 150
handelte es sich um Patienten mit einer inaktiven Erkrankung. Wenn der CDAI-Wert > 150
lag, wurde von einer aktiven Erkrankung ausgegangen. Das Gleiche galt fiir die Colitis
ulcerosa. Ein CAI-Wert < 5 wurde als inaktive Erkrankung gewertet. Bei Vorliegen eines
CAI-Wertes > 5 wurde der Befund als aktive Erkrankungsform definiert.

Zusétzlich wurden die Entziindungsparameter im Blut mittels Blutentnahme untersucht. Darin
eingeschlossen waren C-reaktives Protein und Leukozyten. Die Diagnosestellung CED
erfolgte bereits im Vorfeld anhand etablierter klinischer, histologischer und endoskopischer
Kriterien.

Die Patienten wurden folgenden Diagnosegruppen zugeordnet:

Gruppe 1: Colitis ulcerosa = 28
Gruppe 2: Morbus Crohn = 32

Gruppe 1

Diese Gruppe umfasste 28 Patienten die an Colitis ulcerosa erkrankt waren. Es handelte sich
um 17 Miénner und 11 Frauen im Alter zwischen 24 und 68 Jahren. Zur weiteren
Differenzierung erfolgte eine Aufteilung des Gesamtkollektivs in zwei befundabhéngige
Untergruppen. Zum einen die Gruppe der in Remission (inaktive Erkrankung) befindlichen
Patienten und zum anderen Patienten mit einer aktiven Verlaufsform (aktive Erkrankung). Bei
der Colitis ulcerosa waren 13 Patienten aktiv, davon 8 Méanner und 5 Frauen und 15 Patienten

in Remission, davon 9 Ménner und 6 Frauen.
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Gruppe 2

Bei den an Morbus Crohn erkrankten Patienten, insgesamt 32 Patienten, handelte es sich um
16 Frauen und 16 Ménner im Alter zwischen 23 und 63 Jahren. 11 Patienten hatten eine
aktive Erkrankung, davon 4 Ménner und 7 Frauen. Die restlichen 21 Patienten waren klinisch

in Remission. Hierzu gehorten 12 Ménner und 9 Frauen.

Insgesamt ergab sich ein Kollektiv von 24 Patienten mit einer aktiven Erkrankung und 36
Patienten mit einer inaktiven Erkrankung. Zusitzlich zu dem Aktivititsindex wurden die

Entziindungsparameter (CRP und Leukozyten) im Blut bestimmt.

Ausgeschlossen aus der Arbeit wurden initial Patienten mit wissrigen blutigen Stuhlgéingen
ohne ausreichendes Stuhlmaterial. Das betraf 3 Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa und 1

Patient mit aktivem Morbus Crohn.

2.1.2 Stuhlprobengewinnung

Jeder Patient erhielt vor Einschluss in diese Arbeit eine schriftliche Patienteninformation tiber
die Verwendung der personlichen Daten in einer wissenschaftlichen Arbeit und eine genaue
Anleitung zur Stuhlprobengewinnung. Voraussetzung fiir den Einschluss in diese Arbeit war
die Einverstdndniserkldrung des Patienten. Der Patient erhielt ein Stuhlplastikrohrchen mit
einem an dem Drehverschluss befestigtem Loffel. Es sollte eine kirschgro3e Portion (ca. 3 g)
Stuhlmaterial gewonnen werden, wobei der Patient darauf hingewiesen wurde Stuhlproben
von verschiedenen Stellen des Stuhles zu nehmen. Gut verschlossen wurde das Rohrchen in
ein groBeres Uberrdhrchen gesteckt, welches gut leserlich mit Namen, Vornamen,
Geburtsdatum und Datum der Stuhlentnahme beschriftet wurde.

AnschlieBend wurde das fest verschraubte Stuhltransportrohrchen in den von uns
mitgegebenen Umschlag gesteckt und mit der Post versandt. Die Patienten wurden dariiber
informiert, dass die Stuhlprobe spitestens innerhalb von vier Tagen nach der Stuhlentnahme
beim Empfianger angekommen sein und Temperaturen von iiber 30°C bei der Lagerung
vermieden werden sollten. Bei Ankunft der Stuhlproben wurden diese sofort ins Labor

gebracht und bei -20°C eingefroren.
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2.1.3 Stuhlprobenvorbereitung

Die tiefgefrorenen Stuhlproben wurden langsam zundchst im Kiihlschrank bei 4-8°C, spiter
bei Raumtemperatur, {iber Nacht, schonend aufgetaut.

Nach Entnahme der Stuhlproben, sollten 100 mg Stuhlmaterial abgewogen werden. Die
Stuhlprobenmasse wurde manuell abgewogen, bei geringfiigigen Abweichungen (Bereich 80-
120 mg) des Gewichts wurde die exakte Menge fiir jede Probe genau notiert. Es traten nur
vereinzelt Abweichungen von 1 mg beim manuellen Abwiegen auf, sodass das Puffervolumen
5 ml aufwies und der Verdiinnungsfaktor konstant 1:50 war.

Auf jede einzelne Probe, wurde unabhingig von der eingewogenen Menge, 5 ml
Extraktionspuffer pipettiert. Um eine gute Durchmischung von Stuhl und Puffermenge zu
erreichen wurde ein Vortex-Mixer fiir ca. 30 Sekunden verwendet.

AnschlieBend wurde 1 ml der Probenlosung in ein Eppendorfrohrchen tiberfiihrt und
zentrifugiert, um weiterhin bestehende Ablagerungen am Rohrchenrand zu entfernen.

Bei Anwendung des Calprotectin ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) Kit von
Immundiagnostik erfolgte eine Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13000 g.

Unter Vorgabe beim Calpro Test wurden die Probenréhrchen nach dem Mixen auf einen
Schiittler gestellt und bei tiber 1000 rpm weitere 30 Minuten gemischt. Im Anschluss wurde
die Probenlosung fiir 20 Minuten bei 10000 g und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert.
Der gewonnene Uberstand nach der Zentrifugation wurde bei beiden Tests 1:50 mit dem
Wasch- oder auch Probenverdiinnungspuffer genannt, verdiinnt.

Diese Endverdiinnung wurde dann in die Mikrotiterplatten {iberfiihrt, wobei zu erwihnen ist,
dass 50 pl beim Calpro-Test und 100 pl beim Immundiagnostik-Test pro Vertiefung in die
Mikrotiterplatten gesetzt wurde.

2.1.4 Calprotectin ELISA Kits
ELISA Calprotectin (Calpro, Art.Nr.: CAL0300)
ELISA Calprotectin (MRP 8/14) (Immundiagnostik, Art.Nr.: K 6930 KO/ K 6935 KO)

2.1.5 Pufferlosungen
ELISA Waschpufferkonzentrat (WASHBUF) Art. Nr.: K 6930WP, Fa. Immundiagnostik

Konjugat Konzentrat (CONJ) Art. Nr.: K 6930K, Fa. Immundiagnostik
Extraktionspuffer Calpro Test
Probenverdiinnungspuffer Calpro Test
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2.1.6 Gerite und Einmalartikel

2.1.6.1 Gerite

Glaswaren (Bechergléser, Erlenmeyerkolben)
Gefrierschrank

Handpipetten, diverse GroB3en

Mikrotiterplatten Reader BIO TEK EL 800, Filter 450/630
Mikrotiterplattenschiittler mit Inkubator, Julabo SW 20
Mikrozentrifuge, Avanti 30 Zentrifuge

Multipipette

Schiittler, IKA-Schiittler MTS 4

Stuhlprobenwaage, Satorius analytic

Vortex-Mixer, New ZX

2.1.6.2 Einmalartikel
Antikdrperbeschichtete Mikrotiterplatte (Calpro)

Antikorperbeschichtete Mikrotiterplatte (Immundiagnostik)
Pipettenspitzen mit variablen Volumina von 10-5000 pl
PP-Rohrchen, steril 15 ML

Reagiergefil3, verschlieBbar 1,5 ml

Stuhlréhrchen

Unsterile Handschuhe

2.2 Methoden

2.2.1 Testprinzip
2.2.1.1 Calprotectin ELISA Kit (Calpro)

Fa. Schott Duran

Fa. Liebherr

Fa. Eppendorf

Fa. BIO TEK

Fa. BIO TEK

Fa. Beckman Coulter GmbH
Fa. Brand GmbH + CO KG
Fa. Janke & Kunkel GmbH
Fa. Satorius AG

Fa. UniEquip

Fa. NovaTec
Immundiagnostica GmbH
Fa. Immundiagnostik

Fa. Greiner-Bio-one

Fa. Greiner-Bio-one

Fa. Sarstedt

Fa. Sarstedt

Fa. AMPri GmbH

Durch die Mischung der Stuhlprobe mit dem Extraktionspuffer wurde das Calprotectin in eine

Pufferbase iiberfithrt. Nach dem Zentrifugieren und einen weiteren Verdiinnungsschritt

mittels Probenverdiinnungspuffer konnte die Probe spezifisch im Assay auf Calprotectin

getestet werden.

Das Calprotectin aus den Standards und Proben band sich an den auf der Mikrotiterplatte

fixierten polyklonalen Antikdrper. Ungebunde Komponenten wurden durch Waschen mit

einer Waschlosung entfernt. Calprotectin reagierte durch Immunaffinitit mit einem

gereinigten Enzym markierten Anti-Calprotectin.
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Bei diesem Test wurden Kaninchen Antikorper eingesetzt, welche mit sechs verschiedenen
Epitopen von Calprotectin reagieren. Vorteil war, dass selbst bei Zerstérung von einzelnen
Epitopen oder durch Blockierung von Komplexbindungen mit anderen Substanzen in der

Stuhlprobe eine Bindung von Calprotectin sicher angezeigt wurde [11].

2.2.1.2 Calprotectin ELISA Kit (Immundiagnostik)

Verwendung bei diesem Test fanden zwei ausgewéhlte monoklonale Antikdrper, die in der
Lage waren humanes Calprotectin zu erkennen.

Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte waren mit einem monoklonalen anti-human
Calprotectin Antikdrper beschichtet. In diese Vertiefungen wurden die Teststandards,
Kontrollen und Patientenseren, die auf Calprotectin zu untersuchen waren pipettiert.

Im ersten Inkubationsschritt wurde das Calprotectin aus der Probe von dem gekoppelten
Féangerantikorper gebunden. Im zweiten Inkubationschritt wurde der Detektionsantikrper, ein
weiterer monoklonaler anti-human Calpotectin Antikdrper, an das Calprotectin gebunden.
Anschliefend wurde das Konjugat (Extravidin, Peroxidase markiert) hinzugesetzt und es
bildete sich ein Komplex an der Wand der Mikrotiterplatte, der sich zusammensetzte wie
folgt: Fangerantikdrper - humanes Calprotectin - Detektionsantikorper - Peroxidase Konjugat.
Tetramethylbenzidin wurde als Peroxidasesubstrat eingesetzt. Durch die Zugabe von Séure
wurde die Enzymreaktion abgestoppt und es erfolgte ein Farbumschlag von blau nach gelb.
Diese Verbindung konnte photometrisch bei 450 nm gemessen werden. Die Intensitdt der
Farbe war dem Calprotectin-Gehalt direkt proportional. Parallel wurde eine Standardkurve-
optische Dichte versus Standardkonzentration-erstellt, aus der die Konzentration der Proben

ermittelt wurden [48].

2.2.2 Vorbereitung der Reagenzien
2.2.2.1 Calprotectin ELISA Kit (Calpro)

1. Extraktionspuffer:

Extraktionspuffer 1:2,5 mit aqua dest. verdiinnt

(90 ml Extraktionspufferkonzentrat + 135 ml aqua dest.)
2. Waschlésung:

Waschlosung 1:20 mit aqua dest. verdiinnt

(50 ml Waschlosungskonzentrat + 950 ml aqua dest.)

3.  Probenverdiinnungspuffer:

Probenverdiinnungspuffer 1:10 mit aqua dest. verdiinnt

(20 ml Probenverdiinnungskonzentrat + 180 ml aqua dest.)
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2.2.2.2 Calprotectin ELISA Kit (Immundiagnostik)

1. Waschpuffer:
WASHBUF (Waschpufferkonzentrat) 1:10 mit aqua bidest. verdiinnt
(100 ml WASHBUF + 900 ml aqua bidest.)

2.  Extraktionspuffer:

EXBUF (Extraktionspufferkozentrat) 1:2,5 mit aqua bidest. verdiinnt
(90 ml EXBUF + 135 ml aqua bidest.)
3. STD (Standards) und CTRL (Kontrolle) mit 500 pl aqua bidest. gemischt
4. AB (Detektionsantikorper) 1:1000 in Waschpuffer verdiinnt
10 ul AB + 10 ml Waschpuffer
5. CONIJ (Konjugat) 1: 1000 in Waschpuffer verdiinnt
10 ul CONJ + 10 ml Waschpuffer
6. Probenvorbereitung (ausfiihrlich siehe Stuhlprobenvorbereitung)
Verdiinnung I: 5 ml Extraxtionspuffer + 100 mg Stuhlprobe
Verdiinnung II:  Verdiinnung I nach Zentrifugation 1: 50 mit Waschpuffer verdiinnt
Verdiinnung II = 20 pl Uberstand (Verdiinnung I) + 980 ul Wasch-
puffer
100 pl der Verdiinnung II pro Vertiefung in Mikrotiterplatte eingesetzt

2.2.3 Testdurchfithrung/Pipettierschema

Alle Reagenzien und Proben wurden vor der Verarbeitung auf Raumtemperatur gebracht.

2.2.3.1 Calprotectin ELISA Kit (Calpro)

1.  Patientenproben 1:50 mit Probenverdiinnungspuffer verdiinnt
(20 pl Probe + 980 pl Probenverdiinnungspuffer)

2. 50 pl Standards, Kontrolle und vorverdiinnte Proben in Mikotiterplatte pipettiert

3. Abdeckung der Mikrotiterplatte mit Klebefolie und Inkubation bei Raumtemperatur
unter Schiitteln iiber 1000 rpm fiir 45 Minuten

4.  Verwerfen des Platteninhaltes

5. Waschen der Mikrotiterplatte 5 x mit 250 pl Waschlosung, danach auf Saugpapier
ausgeschlagen

6. 50 pl Konjugat in jede Vertiefung pipettiert

7. erneute Abdeckung der Mikrotiterplatte mit Klebefolie und Inkubation bei
Raumtemperatur unter Schiitteln tiber 1000 rpm fiir 45 Minuten
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8.  Platteninhalt verworfen

9.  Waschen der Mikrotiterplatte 5 x mit 250 pl Waschlosung, danach auf Saugpapier
ausgeschlagen

10. 100 pl Substrat in jede Vertiefung pipettiert

11. Inkubation der Mikrotiterplatte fiir 30 Minuten im Dunkeln

12. 100 pl Stopplosung zugefiigt

13. Die Extinktion wurde im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gemessen unter

Durchfiihrung einer Referenzmessung bei 620 nm

Der ermittelte Wert fiir die Calprotectinkonzentration in der Stuhlprobe wurde mit einem
Verdiinnungsfaktor von 2500 multipliziert um die genaue Konzentration im Stuhl zu
bestimmen. Beim multiplizieren mit 2,5 erhielt man die Konzentration im Stuhl in mg/kg.

Ein Wert zwischen 5-50 mg/kg entspricht dem Normalwert.

Gemessene Werte zwischen 200-20000 mg/kg deuten auf eine entziindliche Aktivitdt bei
CED an.

2.2.3.2 Calprotectin ELISA Kit (Immundiagnostik)

1.  Waschen der Mikrotiterplatte 5 x mit 250 ul verdiinntem Waschpuffer, danach Reste
vom Waschpuffer auf Saugpapier ausgeschlagen

Pipettierung 100 pl STD/SAMPLE/CTRL in Doppelbestimmung in Mikrotiterplatte
Inkubation der abgedeckten Mikrotiterplatte fiir 60 Minuten unter Schiitteln bei 37°C

Verwerfung des Platteninhaltes

A T

Waschen der Mikrotiterplatte 5 x mit 250 pl verdiinntem Waschpuffer, danach Reste
vom Waschpuffer auf Saugpapier ausgeschlagen

Pipettierung 100 ul AB (Detektionsantikorper) in alle Vertiefungen

Inkubation der abgedeckten Mikrotiterplatte fiir 60 Minuten unter Schiitteln bei 37°C

Verwerfung des Platteninhaltes

A S

Waschen der Mikrotiterplatte 5 x mit 250 pl verdiinntem Waschpuffer, danach Reste
vom Waschpuffer auf Saugpapier ausgeschlagen

10. Pipettierung 100 ul CONJ (Konjugat) in alle Vertiefungen

11. Inkubation der abgedeckten Mikrotiterplatte fiir 60 Minuten unter Schiitteln bei 37°C
12.  Verwerfung des Platteninhaltes

13. Pipettierung 100 pul SUB (Substrat) in alle Vertiefungen

14. Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten
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15. Pipettierung 50 ul STOP (Stopplosung) in alle Vertiefungen
16. Extinktion im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen Referenzwellenlédnge 620

nm gemessen

Zur Bestimmung der Konzentration im Stuhl wurde die ermittelte Calprotectinkonzentration
mit 2500 multipliziert (Verdiinnung I x Verdiinnung II).
Ein Wert bis 15 mg/l entspricht dem Normalwert.

2.3 Statistik

Fiir alle relevanten Parameter wurden Mittelwert + Standardabweichung (SD) und Median
errechnet. Der Vergleich der Gruppen wurde mittels ungepaarten, nichtparametrischen

U-Test nach Mann-Whitney, aufgrund der geringen Fallzahl und der nicht unbedingt
anzunehmenden Normalverteilung der Parameter ermittelt. Hiufigkeiten wurden mittels des
Chi-Quadrat-Tests (exakter, 2-seitiger Test) verglichen. Alle Vergleiche sind Ergebnisse
zweiseitiger Tests. Bei einen zweiseitig ausgelenkten Test wurde ein p-Wert < 0,05 als
signifikant angesehen. Korrelationen wurden mittels Spearmans Korrelationskoeffizient
untersucht. Die graphische Darstellung der Mittelwerte + SD, des Medians, die Quartile,
Extremwerte und Ausreiler sowie den grofiten und den kleinsten nicht extremen Wert
erfolgte mittels Box-and-Whisker-Plots. Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe

von kommerzieller statistischer Software (IBM SPSS-Statistic Version 19) durchgefiihrt.

Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt angegeben:

p=0,05 nicht signifikant
p<0,05 signifikant

p <0,01 sehr signifikant
p < 0,001 hoch signifikant

Die Korrelationskoeffizienten wurden wie folgt interpretiert:
0<r<0,2 keine bis sehr geringe Korrelation
0,2<r<0,5 geringe Korrelation

0,5<r<0,7 mittlere Korrelation

0,7<r<0,9 starke Korrelation

09<r<l1 perfekte Korrelation
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3 Ergebnisse

3.1 Deskriptive Statistik

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Stuhlproben und Blutwerte von insgesamt 60
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen untersucht. Die Diagnosen Colitis
ulcerosa und Morbus Crohn wurden bereits im Vorfeld mittels endoskopischer Diagnostik
(Koloskopie) in Kombination mit der histologischen Begutachtung gesichert. Bei der
vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine prospektive Querschnittsstudie, da die
Bestimmung der Calprotectinkonzentration im Stuhl einmalig zu einem bestimmten Zeitpunkt
untersucht wurde. Die Konzentration von Calprotectin im Stuhl wurde mittels zweier

Testverfahren (Calpro-Test und Immundiagnostik-Test) in allen Stuhlproben bestimmt.

3.1.1 Angaben zu Diagnose, Alter und Geschlecht der Patienten

Die einzelnen Charakteristika der Patienten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Colitis ulcerosa Morbus Crohn
Patientenzahl 28 32
Alter in Jahren + 472 +12,4 35,6 £10,2
Standardabweichung
Alter bei Erstdiagnose + 36,1 £12,7 28,6 £ 10,6
Standardabweichung
Minimales Alter 24 23
Maximales Alter 68 63
Geschlecht 17/11 16/16
(ménnlich/weiblich)

Tabelle 1: Klinische Daten der Patienten. Das Alter wurde als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Ansonsten handelt es sich um absolute Patientenzahlen.

3.1.2 Aufteilung Patienten nach klinischer Krankheitsaktivitit (CAI/CDAI)

Als Goldstandard der wissenschaftlichen Arbeit dienten die Aktivitdtsindices (CAI nach
Rachmiliwitz bei Colitis ulcerosa, CDAI nach Best bei Morbus Crohn) zur Bestimmung der
Befunderhebung in klinisch aktive oder inaktive Erkrankung. Bei einem CAI > 5 lag eine
klinisch aktive Erkrankung bei der Colitis ulcerosa vor. Ein CAI < 5 wurde als inaktive

Erkrankung definiert. War der CDAI > 150 beim Morbus Crohn, lag eine aktive Erkrankung
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vor. CDAI-Werte < 150 demonstrierten eine klinisch inaktive Erkrankung. Die absoluten

Patientenzahlen fiir die klinische Befundeinteilung sind in Tabelle 2 und 3 dargestellt.

aktive Erkrankung

Colitis ulcerosa Morbus Crohn

Patientenzahl 13 11

Tabelle 2: Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa und aktiven Morbus Crohn. Die Zuordnung erfolgte mittels

klinischer Aktivititsindices.

inaktive Erkrankung

Colitis ulcerosa Morbus Crohn

Patientenzahl 15 21

Tabelle 3: Patienten mit inaktiver Colitis ulcerosa und inaktiven Morbus Crohn. Die Zuordnung erfolgte mittels

klinischer Aktivititsindices.

3.1.3 Dokumentierte Laborwerte fiir Colitis ulcerosa und Morbus Crohn

Unabhéngig von der Diagnose Colitis ulcerosa und Morbus Crohn wurden die Mittelwerte +
die Standardabweichungen, der Median sowie der minimale und maximale Wert fiir die
einzelnen Parameter der aktiven und inaktiven Erkrankungen errechnet. Die Ergebnisse sind

in den Tabellen 4 bis 7 dargestellt.
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Colitis ulcerosa

aktive Erkrankung

Standardab-

n Mittelwert| weichung |Median | Minimum | Maximum
Calprotectin in mg/kg 12 1038,26 724,93 | 885,10 127,78 2275,23
(Calpro)
Calprotectin in mg/1 13 150,01 94,15( 117,08 3,93 318,35
(Immundiagnostik)
Héamoglobin in mmol/l 13 8,30 1,30 8,70 5,80 10,10
Héamatokrit in I/1 13 0,39 0,06 0,41 0,28 0,46
Leukozyten in Gpt/l 13 8,41 3,44 7,80 4,30 15,60
Thrombozyten in Gpt/l 13 393,10 139,80| 400,00 231,00 598,00
CRP in mg/1 12 11,90 15,00 4,70 0,30 47,20
Eisen in pmol/l 10 16,40 15,101 15,30 0,50 55,80

Tabelle 4: Zusammenstellung der Laborwerte fiir klinisch aktive Colitis ulcerosa (Mittelwerte £ SD, Median,

minimaler und maximaler Wert fiir fakales Calprotectin und Laborparameter im Blut).

Colitis ulcerosa

inaktive Erkrankung

Standardab-

n Mittelwert| weichung [Median | Minimum | Maximum
Calprotectin in mg/kg 15 776,64 816,97 | 689,95 50,20 2159,35
(Calpro)
Calprotectin in mg/1 15 99,09 101,03 73,10 5,28 327,95
(Immundiagnostik)
Héamoglobin in mmol/l 15 8,30 1,00 8,50 5,80 10,00
Héamatokrit in 1/1 15 0,39 0,04 0,39 0,31 0,47
Leukozyten in Gpt/l 15 7,95 2,51 7,80 5,14 12,90
Thrombozyten in Gpt/l 15 331,40 91,40 310,00 204,00 499,00
CRP in mg/I 14 4,10 5,00 2,40 0,30 19,00
Eisen in pmol/l 14 11,30 540 11,10 1,70 25,40

Tabelle 5: Zusammenstellung der Laborwerte fiir klinisch inaktive Colitis ulcerosa (Mittelwerte + SD, Median,

minimaler und maximaler Wert fiir fakales Calprotectin und Laborparameter im Blut).
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Morbus Crohn
aktive Erkrankung
Standard-
n Mittelwert | abweichung [Median | Minimum | Maximum

Calprotectin in mg/kg 11 817,03 548,45| 707,15 283,00 2180,45
(Calpro)
Calprotectin in mg/1 11 168,11 97,45 149,16 57,00 368,10
(Immundiagnostik)
Héamoglobin in mmol/l 11 7,80 1,10 7,90 5,90 10,00
Héamatokrit in I/1 11 0,37 0,05 0,38 0,28 0,46
Leukozyten in Gpt/l 11 9,54 4,23 8,80 0,80 17,40
Thrombozyten in Gpt/l 11 427,10 185,50 406,00 173,00 796,00
CRP in mg/1 11 52,30 85,00 28,90 1,00 299,00
Eisen in pmol/l 9 8,30 2,90 8,30 3,30 13,10

Tabelle 6: Zusammenstellung der Laborwerte fiir klinisch aktiven Morbus Crohn (Mittelwerte = SD, Median,

minimaler und maximaler Wert fiir fakales Calprotectin und Laborparameter im Blut).

Morbus Crohn

inaktive Erkrankung

Standard-

n Mittelwert| abweichung [Median | Minimum | Maximum
Calprotectin in mg/kg 19 377,86 404,46 258,93 23,60 1640,25
(Calpro)
Calprotectin in mg/1 21 73,05 84,69 61,25 2,95 333,90
(Immundiagnostik)
Héamoglobin in mmol/l 21 8,40 0,80 8,50 7,10 9,50
Héamatokrit in 1/1 21 0,40 0,04 0,40 0,34 0,45
Leukozyten in Gpt/l 21 7,45 2,80 7,00 3,80 15,40
Thrombozyten in Gpt/l| 21 323,10 75,40 334,00 182,00 507,00
CRP in mg/I 20 9,20 8,50 7,00 0,20 29,90
Eisen in pmol/l 18 16,50 8,00( 15,10 5,20 33,20

Tabelle 7: Zusammenstellung der Laborwerte fiir klinisch inaktiven Morbus Crohn (Mittelwerte = SD, Median,

minimaler und maximaler Wert fiir fakales Calprotectin und Laborparameter im Blut).
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3.1.4 Patienten mit/ohne therapeutische Steroidtherapie bei Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn

Von den insgesamt 60 Patienten erhielten 35 Patienten eine orale Steroidtherapie, und 11
Patienten eine lokale Steroidtherapie. Die iibrigen 14 Patienten wurden nicht medikamentos

mit Steroiden behandelt. Die Patientenzahlen sind in den Tabellen 8 bis 11 dargestellt.

Colitis ulcerosa

aktive Erkrankung

Keine Orale Lokale
Steroidtherapie Steroidtherapie Steroidtherapie
Patientenzahl (n = 13) 1 10 2
Tabelle 8: Anzahl der Colitis ulcerosa Patienten mit/ohne Steroidtherapie bei Vorliegen einer klinisch aktiven
Erkrankung.
Colitis ulcerosa
inaktive Erkrankung
Keine Orale Lokale
Steroidtherapie Steroidtherapie Steroidtherapie
Patientenzahl (n = 15) 3 10 2

Tabelle 9: Anzahl der Colitis ulcerosa Patienten mit/ohne Steroidtherapie bei Vorliegen einer klinisch inaktiven

Erkrankung.

Morbus Crohn

aktive Erkrankung

Keine Orale Lokale
Steroidtherapie Steroidtherapie Steroidtherapie
Patientenzahl (n=11) 1 9 1
Tabelle 10: Anzahl der Morbus Cohn Patienten mit/ohne Steroidtherapie bei Vorliegen einer klinisch aktiven
Erkrankung.
Morbus Crohn
inaktive Erkrankung
Keine Orale Lokale
Steroidtherapie Steroidtherapie Steroidtherapie
Patientenzahl (n = 21) 9 6 6

Tabelle 11: Anzahl der Morbus Crohn Patienten mit/ohne Steroidtherapie bei Vorliegen einer klinisch inaktiven

Erkrankung.
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3.1.5 Darstellung der Calprotectinkonzentrationen in Abhéingigkeit von endoskopisch
diagnostizierten Lokalisationen

Durch die endoskopische Diagnostik lieB sich im Vorfeld der entziindlich verdnderte
Darmabschnitt lokalisieren und bestimmen.

Fiir die klinisch aktiven Erkrankungen bei der Colitis ulcerosa konnte der hochste Median fiir
die fdkale Calprotectinkonzentration beim Calpro-Test, bei Befall einer Linkskolitis (1066,40
mg/kg) gefunden werden, gefolgt von Pankolitis (764,32 mg/kg) und distaler Kolitis (625,38
mg/kg). Fiir das fikale Calprotectin vom Immundiagnostik-Test lieB sich der hochste Median
bei Vorliegen einer Pankolitis (146,45 mg/l), gefolgt von Linkskolitis (144,08 mg/l) und
distaler Kolitis (84,70 mg/l) feststellen.

Bei den klinisch inaktiven Erkrankungen fiir Colitis ulcerosa zeigte sich der hochste Median
fiir das fékale Calprotectin vom Calpro-Test bei Befall einer distalen Kolitis (921,68 mg/kg),
gefolgt von Pankolitis (689,95 mg/kg) und Linkskolitis (135 mg/kg). Beim Immundiagnostik-
Test lie} sich der hochste Median fiir das fékale Calprotectin bei Vorliegen einer distaler
Kolitis (108,08 mg/l) feststellen, gefolgt von einer Pankolitis (73,10 mg/l) und einer
Linkskolitis (71,38 mg/l).

Die ausfiihrlichen Ergebnisse sind in Tabelle 12 und 13 aufgelistet.

Colitis ulcerosa
aktive Erkrankung
Isoliert Isoliert  Ileo- Pan- Links- Distale
Ileum Kolon kolitis kolitis kolitis  Kolitis

Calprotectin n 0 0 0 4 5 3
(Calpro)

Median 764,32  1066,40 625,38
Calprotectin n 0 0 0 4 6 3
(Immundiagnostik)

Median 146,45 144,08 84,70

Tabelle 12: Fikale Calprotectinkonzentrationen beider Testsysteme bei entsprechendem Befall der

endoskopisch diagnostizierten Lokalisationen bei klinisch aktiver Colitis ulcerosa. Dargestellt sind Medianwerte.
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Colitis ulcerosa

inaktive Erkrankung
Isoliert Isoliert  Ileo- Pan- Links- Distale
Ileum Kolon kolitis kolitis kolitis  Kolitis

Calprotectin n 0 0 0 7 5 3
(Calpro)

Median 689,95 135,0 921,68
Calprotectin n 3 1 4 1 2 0
(Immundiagnostik)

Median 73,10 71,38 108,08

Tabelle 13: Fékale Calprotectinkonzentrationen beider Testsysteme bei entsprechendem Befall der

endoskopisch diagnostizierten Lokalisationen bei klinisch inaktiver Colitis ulcerosa. Dargestellt sind

Medianwerte.

Der hochste Median fiir die fakale Calprotectinkonzentration beim Calpro-Test, bei klinisch
aktiven Morbus Crohn Patienten konnte bei Befall von Pankolitis (2180 mg/kg), gefolgt von
Linkskolitis (984,83 mg/kg), isoliert Ileum (707,15 mg/kg), Ileokolitis (590,96 mg/kg) und
isoliert Kolon (328,60 mg/kg) nachgewiesen werden. Beim Immundiagnostik-Test zeigte sich
der hochste Median fiir fiakales Calprotectin bei den aktiven Erkrankungen bei Vorliegen
einer Linkskolitis (327,70 mg/l), gefolgt von Ileokolitis (1541,98 mg/l), Pankolitis (130,15
mg/1), isoliert Ileum (114,65 mg/l) und isoliert Kolon (66,90 mg/1).

Fiir die klinisch inaktiven Erkrankungen beim Morbus Crohn konnte der hochste Median fiir
fakales Calprotectin, Calpro Test, bei Befall des isolierten Kolons (512,95 mg/kg) gefolgt von
isolierten Ileums (311,50 mg/kg), Ileokolitis (210,52 mg/kg) und Pankolitis (67,10 mg/kg)
festgestellt werden. Beim Immundiagnostik-Test konnten fiir das fdkale Calprotectin der
hochste Median bei Befall eines isolierten Ileums (65,93 mg/l) gefolgt von Ileokolitis (58,36
mg/l), isoliert Kolon (38,03 mg/l) und Pankolitis (20,10 mg/l) gefunden werden. Die
ausfiihrlichen Ergebnisse sind in Tabelle 14 und 15 aufgelistet.

29



Ergebnisse

Morbus Crohn

aktive Erkrankung
Isoliert Isoliert Ileo- Pan- Links- Distale

Ileum Kolon kolitis kolitis kolitis  Kolitis

Calprotectin n 3 1 4 1 2 0
(Calpro)

Median 707,15 328,60 590,96 2180,45 948,83
Calprotectin n 3 1 4 1 2 0
(Immundiagnostik)

Median 114,65 66,90 151,98 130,15 327,70

Tabelle 14: Fikale Calprotectinkonzentrationen beider Testsysteme bei entsprechendem Befall der

endoskopisch diagnostizierten Lokalisationen bei klinisch aktiven Morbus Crohn. Dargestellt sind Medianwerte.

Morbus Crohn

inaktive Erkrankung
Isoliert Isoliert  Ileo- Pan- Links- Distale

Ileum Kolon kolitis  kolitis  kolitis  Kolitis

Calprotectin n 7 3 8 1 0 0
(Calpro)

Median 311,50 512,95 210,52 67,10
Calprotectin n 7 4 8 1 0 1
(Immundiagnostik)

Median 65,93 38,03 58,36 20,10 3,55

Tabelle 15: Fékale Calprotectinkonzentrationen beider Testsysteme bei entsprechendem Befall der
endoskopisch diagnostizierten Lokalisationen bei klinisch inaktiven Morbus Crohn. Dargestellt sind

Medianwerte.
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3.2 Korrelationsanalysen

3.2.1 Korrelation zwischen Calpro-Test und Immundiagnostik-Test

Zusammengefasst flir die Colitis ulcerosa bestand eine starke, sehr signifikante Korrelation
(r=0,768, p<0,001) zwischen den beiden Testsystemen. Ersichtlich ist das anhand der Tabelle
16.

Colitis ulcerosa

aktive und inaktive Erkrankungen

Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r

Calpro-Test - Immundiagnostik-Test 0,768***

Tabelle 16: Korrelation zwischen Calprotectin (Calpro-Test) und Calprotectin (Immundiagnostik-Test) bei
Colitis ulcerosa fiir klinisch aktive plus inaktive Erkrankungen.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Wird die Colitis ulcerosa in klinisch aktive und inaktive Erkrankung unterteilt, zeigte sich,
dass eine starke, hoch signifikante Korrelation (r=0,818, p<0,001) zwischen den beiden
Testsystemen bei den klinisch inaktiven Erkrankungen vorlag. Fiir die klinisch aktiven
Erkrankungen stellte sich eine mittlere signifikante Korrelation (r=0,671, p<0,05) dar. Die

ermittelten Korrelationskoeffizienten und die Signifikanzen sind der Tabelle 17 zu

entnehmen.
Colitis ulcerosa
aktive Erkrankung inaktive Erkrankung
Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calpro-Test - Immundiagnostik-Test 0,671%* 0,818%**

Tabelle 17: Korrelation zwischen Calprotectin (Calpro-Test) und Calprotectin (Immundiagnostik-Test) bei
Colitis ulcerosa unterteilt in klinisch aktive und inaktive Erkrankungen.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Fiir den Morbus Crohn war eine starke, sehr signifikante Korrelation (r=0,808, p<0,001)
zwischen dem monoklonalen und polyklonalen Testsystem ersichtlich. Die ermittelten

Korrelationskoeffizienten und Signifikanzen werden in der Tabelle 18 veranschaulicht.
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Morbus Crohn
aktive und inaktive Erkrankungen
Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calpro-Test - Immundiagnostik-Test 0,808 ***

Tabelle 18: Korrelation zwischen Calprotectin (Calpro-Test) und Calprotectin (Immundiagnostik-Test) bei
Morbus Crohn fiir klinisch aktive plus inaktive Erkrankungen.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Unterteilte man den Morbus Crohn in klinisch aktive und inaktive Erkrankung bot sich eine
starke, hoch signifikante Korrelation zwischen den beiden Testsystemen filir die klinisch
inaktiven Erkrankungen (r=0,854, p<0,001). Eine signifikante mittlere Korrelation bestand fiir
beide Testsysteme bei den klinisch aktiven Erkrankungen. Die ermittelten

Korrelationskoeffizienten und Signifikanzen werden in der Tabelle 19 veranschaulicht.

Morbus Crohn
aktive Erkrankung inaktive Erkrankung
Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calpro-Test - Immundiagnostik-Test 0,655%* 0,854 %**

Tabelle 19: Korrelation zwischen Calprotectin (Calpro-Test) und Calprotectin (Immundiagnostik-Test) bei
Morbus Crohn unterteilt in klinisch aktive und inaktive Erkrankungen.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Im Vergleich zur Colitis ulcerosa korrelierten die Testsysteme gering besser untereinander

beim Morbus Crohn.

3.2.2 Korrelation zwischen Calprotectin und klinischen Aktivititsindices
Es bestand fiir die Colitis ulcerosa in der Gesamtheit keine signifikante Korrelation zwischen
fakalem Calprotectin, fiir beide Testsysteme, und dem CAI. Die ermittelten Korrelations-

koeffizienten und Signifikanzen sind der Tabelle 20 zu entnehmen.

Colitis ulcerosa

Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calprotectin (Calpro) - CAI 0,290
Calprotectin (Immundiagnostik) - CAI 0,296

Tabelle 20: Korrelation zwischen Calprotectin und klinischen Aktivitétsindex CAI bei Colitis ulcerosa.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Beim Morbus Crohn lief3 sich eine signifikante Korrelation nur beim Calpro-Test zwischen
fakalem Calprotectin und CDAI (=0,497, p=0,005) nachweisen. Die ermittelten

Korrelationskoeffizienten und Signifikanzen sind der Tabelle 21 zu entnehmen.

Morbus Crohn
Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calprotectin (Calpro) - CDAI 0,497**
Calprotectin (Immundiagnostik) - CDAI 0,348

Tabelle 21: Korrelation zwischen Calprotectin und klinischen Aktivititsindex CDAI bei Morbus Crohn.
Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

3.2.3 Korrelation zwischen Calprotectin und Entziindungswerten im Blut (CRP und
Leukozyten)

Fiir die Colitis ulcerosa wies der Immundiagnostik-Test (r=0,548, p=0,004) vergleichend zum
Calpro-Test (r=0,433, p=0,031) eine bessere Korrelation und hohere Signifikanz mit dem
Entziindungswert CRP im Blut auf. Eine sehr geringe, nicht signifikante Korrelation bestand
zwischen dem polyklonalen (r=0,170, p=0,396) und monoklonalen (r=0,025, p=0,898)
Testsystem und der Leukozytenzahl im Blut. Das heifit, die fikalen Calprotectinwerte
korrelierten signifikant mit den CRP-Werten im Blut. Keine signifikante Korrelation konnte
zwischen dem fékalen Calprotectin und den Leukozyten im Blut gefunden werden.

Die ermittelten Korrelationskoeffizienten und die Signifikanzen sind der Tabelle 22 zu

entnehmen.
Colitis ulcerosa
aktive und inaktive Erkrankungen
Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calprotectin (Calpro) - CRP 0,433%*
Calprotectin (Immundiagnostik) - CRP 0,548%*
Calprotectin (Calpro) - Leukozyten 0,170
Calprotectin (Immundiagnostik) - Leukozyten 0,025

Tabelle 22: Korrelation zwischen Calprotectin und Entziindungswerten im Blut bei Colitis ulcerosa fiir klinisch
aktive plus inaktive Erkrankungen.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Bei Differenzierung der Colitis ulcerosa in klinisch aktive und inaktive Erkrankung
korrelierten die fdkalen Calprotectinwerte nur signifikant mit den CRP-Werten im Blut bei
den klinisch inaktiven Erkrankungen (Calpro-Test: r=0,660, p=0,010; Immundiagnostik-Test:
r=0,548, p=0,043). Fiir beide Befundgruppen bestand keine signifikante Korrelation zwischen
dem fdkalen Calprotectin und den Leukozyten im Blut. Die ermittelten

Korrelationskoeffizienten und die Signifikanzen sind der Tabelle 23 zu entnehmen.

Colitis ulcerosa

aktive inaktive
Erkrankung Erkrankung
Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calprotectin (Calpro) - CRP -0,073 0,660%*
Calprotectin (Immundiagnostik) - CRP 0,448 0,548%*
Calprotectin (Calpro) - Leukozyten 0,140 0,184
Calprotectin (Immundiagnostik) - Leukozyten 0,022 0,066

Tabelle 23: Korrelation zwischen Calprotectin und Entziindungswerten im Blut bei Colitis ulcerosa unterteilt in
klinisch aktive und inaktive Erkrankungen.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Von den beiden Testsystemen bestand fiir das fakale Calprotectin vom Immundiagnostik-Test
beim Morbus Crohn eine signifikant hohere Korrelation zum CRP (r=0,536, p=0,002). Beim
Calpro-Test korrelierte das fiakale Calprotectin signifikant mit dem CRP (r=0,449, p=0,015).
Die Leukozytenzahl korrelierte auch beim Morbus Crohn nicht signifikant mit den fdkalen
Calprotectinkonzentrationen beider Testsysteme. Die ermittelten Korrelationskoeffizienten

und Signifikanzen sind der Tabelle 24 zu entnehmen.

Morbus Crohn
aktive und inaktive Erkrankungen
Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calprotectin (Calpro) - CRP 0,449%*
Calprotectin (Immundiagnostik) - CRP 0,536**
Calprotectin (Calpro) - Leukozyten -0,034
Calprotectin (Immundiagnostik) - Leukozyten 0,144

Tabelle 24: Korrelation zwischen Calprotectin und Entziindungswerten im Blut bei Morbus Crohn fiir klinisch
aktive plus inaktive Erkrankungen.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Bei der weiteren Unterteilung des Morbus Crohn in klinisch aktive und inaktive Erkrankung
fiel auf, dass eine signifikante Korrelation fiir fikales Calprotectin und CRP nur beim
Immundiagnostik-Test fiir die klinisch inaktiven Erkrankungen (r=0,536, p=0,031) bestand.
Das fikale Calprotectin bei den klinisch aktiven Erkrankungen korrelierte nicht signifikant
mit dem CRP. Keine signifikanten Korrelationen lieen sich auch zwischen dem fikalen
Calprotectin beider Testsysteme und den Leukozyten feststellen.

Die ermittelten Korrelationskoeffizienten und Signifikanzen sind der Tabelle 25 zu

entnehmen.
Morbus Crohn
aktive inaktive
Erkrankung Erkrankung

Korrelation Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient r
Calprotectin (Calpro) - CRP 0,527 0,303
Calprotectin (Immundiagnostik) - CRP 0,282 0,483*
Calprotectin (Calpro) - Leukozyten -0,582 -0,091
Calprotectin (Immundiagnostik) - Leukozyten -0,336 0,081

Tabelle 25: Korrelation zwischen Calprotectin und Entziindungswerten im Blut bei Morbus Crohn unterteilt in
klinisch aktive und inaktive Erkrankungen.

Das Signifikanzniveau wird wie folgt ausgedriickt: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

3.3 Verhiltnis der Calprotectinwerte zur klinischen Krankheitsaktivitit

3.3.1 Verhiltnis der Calprotectinwerte zur klinischen Krankheitsaktivitit bei Colitis
ulcerosa

Der Median fiir die fakale Calprotectinkonzentration beim Calpro-Test betrug fiir die aktiven
Erkrankungen 885,10 mg/kg und fiir die inaktiven Erkrankungen 689,95 mg/kg (p=0,217).
Beim Immundiagnostik-Test betrug der fdkale Calprotectin Median fiir die aktiven
Erkrankungen 117,08 mg/l und bei den inaktiven Erkrankungen 73,10 mg/l (p=0,185).
Hinsichtlich der fékalen Calprotectinkonzentration bei beiden Testsystemen unterschied sich
die klinisch inaktive Erkrankung nicht signifikant von der klinisch aktiven Erkrankung bei der
Colitis ulcerosa.

Die Testergebnisse sind in Tabelle 26 aufgelistet und die fakalen Calprotectinwerte werden
nach Krankheitsaktivitdt bei Colitis ulcerosa in Form von Boxplot-and-Whisker-Plots in den

Abbildungen 1 und 2 dargestellt.
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Colitis ulcerosa

aktive Erkrankung inaktive Erkrankung p

n Median n Median
Calprotectin (Calpro) 12 885,10 15 689,95 0,217
Calprotectin (Immundiagnostik) 13 117,08 15 73,10 0,185

Tabelle 26: Ergebnisse der Signifikanztestung nach Mann-Whitney U-Test fiir die fakalen
Calprotectinkonzentrationen bezogen auf die klinische Krankheitsaktivitdt bei Colitis ulcerosa. Dargestellt sind

Medianwerte.

3.3.2 Verhiltnis der Calprotectinwerte zur klinischen Krankheitsaktivitit bei Morbus
Crohn

Hinsichtlich der fakalen Calprotectinkonzentration lag ein Median beim Calpro Test fiir die
aktiven Erkrankungen von 707,15 mg/kg und bei den inaktiven Erkrankungen von 258,93
mg/kg (p=0,005) vor. Beim Immundiagnostik-Test lag der Median fiir die aktiven
Erkrankungen bei 149,16 mg/l und fiir die inaktiven Erkrankungen bei 61,25 mg/1 (p=0,002).
Diese Unterschiede waren deutlicher beim Immundiagnostik Test. Im Vergleich zur Colitis
ulcerosa zeigten beim Morbus Crohn beide Testsysteme fiir fakales Calprotectin hohe
signifikante Unterschiede gegeniiber klinisch aktiver und inaktiver Erkrankung. Das
bedeutete, dass vergleichsweise zu den klinisch inaktiven Patienten bei den klinisch aktiven
Patienten signifikant hohere Calprotectinwerte gemessen werden konnten. Dies galt fiir beide
Testsysteme. Die Testergebnisse sind in Tabelle 27 gelistet und die fidkalen Calprotectinwerte
werden nach Krankheitsaktivitit beim Morbus Crohn in Form von Boxplot-and-Whisker-

Plots in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt.

Morbus Crohn

aktive Erkrankung inaktive Erkrankung p

n Median n Median
Calprotectin (Calpro) 11 707,15 19 258,93 0,005
Calprotectin (Immundiagnostik) 11 149,16 21 61,25 0,002

Tabelle 27: Ergebnisse der Signifikanztestung nach Mann-Whitney U-Test fiir die fakalen
Calprotectinkonzentrationen bezogen auf die klinische Krankheitsaktivitdt bei Morbus Crohn. Dargestellt sind

Medianwerte.
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Abbildung 1 und 2: Graphische Darstellungen der fiakalen Calprotectinwerte fiir beide

Testsysteme nach klinischer Krankheitsaktivitét bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
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Abb. 1: Calprotectinkonzentrationen (Calpro-Test) fiir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa bei aktiver und
inaktiver Erkrankung. Auf der Ordinate aufgetragen ist das Calprotectin in mg/kg im Stuhl. Dargestellt sind

Medianwerte, die Werte entsprechen denen aus den oben stehenden Tabellen 26 und 27.
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Abb. 2: Calprotectinkonzentrationen (Immundiagnostik-Test) fiir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa bei aktiver
und inaktiver Erkrankung. Auf der Ordinate aufgetragen ist das Calprotectin in mg/l im Stuhl. Dargestellt sind

Medianwerte, diec Werte entsprechen denen aus den oben stehenden Tabellen 26 und 27.
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3.4 Pathologischer Calprotectin-Test und Krankheitsaktivitat

Fiir den Calpro Test lag bei Patienten ein pathologisches Testergebnis vor, wenn die fékale
Calprotectinkonzentration > 50 mg/kg, vom Hersteller festgelegter cut-off, betrug. Alle Werte
unter 50 mg/kg fiir fakales Calprotectin, wurden einem normalen Testergebnis zugeordnet.
Beim Immundiagnostik-Test wurde fiir die Patienten ein pathologisches Testergebnis
bestimmt, wenn die fdkale Calprotectinkonzentration > 15 mg/l, vom Hersteller festgelegter
cut-off, betrug. Ein normales Testergebnis lag bei einer fakalen Calprotectinkonzentration

unter 15 mg/1 vor.

3.4.1 Pathologischer Calpro-Test fiir Colitis ulcerosa und Morbus Crohn

Von den insgesamt 15 Colitis ulcerosa-Patienten in klinischer Remission (CAI < 5) hatten alle
ein pathologisches Testergebnis (FC > 50 mg/kg) fiir fakales Calprotectin (FC).

Nur 2 von 19 Morbus Crohn-Patienten in Remission (CDAI < 150) hatten ein normales
Testergebnis fiir fiakales Calprotectin (FC < 50 mg/kg).

Umgekehrt zeigte sich fiir alle klinisch aktiven Patienten bei Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn ein pathologisches Testergebnis (FC > 50 mg/kg) fiir fakales Calprotectin.

Zur aktiven Erkrankungsgruppe zédhlten beim Morbus Crohn 11 Patienten, welche alle einen
pathologischen Testwert aufzeigten. Das bedeutete bei einem p=0,265, dass keine Signifikanz
zwischen pathologischem Testergebnis und klinischer Krankheitsaktivitit auszumachen war.
Beim Calpro-Test hatten alle 30 Patienten unabhdngig von klinisch aktiver oder inaktiver
Erkrankung ein pathologisches Testergebnis, sodass keine statistische Auswertung {iber
Zusammenhénge erstellt werden konnte.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 30 und in den Abbildungen 3 und 4 dargestellt.

Colitis ulcerosa Morbus Crohn
Aktive Inaktive p Aktive Inaktive p
Erkrankung Erkrankung Erkrankung Erkrankung
FC <50 mg/kg 0/12 0/15 ; 0/11 2/19 0,265
FC > 50 mg/kg 12/12 15/15 11/11 17/19

Tabelle 30: Normales (FC < 50 mg/kg) und pathologisches (FC > 50 mg/kg) fakales Calprotectin bei klinisch

aktiver und inaktiver Erkrankung fiir Calpro-Test bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn.
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Abb. 3: Anzahl der klinisch aktiven und inaktiven Erkrankungen bei Colitis ulcerosa fiir pathologischen
(FC > 50 mg/kg) und normalen (FC < 50 mg/kg) Calpro-Test.
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Abb. 4: Anzahl der klinisch aktiven und inaktiven Erkrankungen bei Morbus Crohn fiir pathologischen (FC > 50
mg/kg) und normalen (FC < 50 mg/kg) Calpro-Test.
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3.4.2 Pathologischer Inmundiagnostik-Test fiir Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
Nur 2 von den insgesamt 15 Colitis ulcerosa-Patienten in klinischer Remission (CAI < 5)
hatten ein normales Testergebnis (FC < 15 mg/l) fiir fédkales Calprotectin und 5 von 21
Morbus Crohn-Patienten in Remission (CDAI < 150) ein normales Testergebnis fiir fikales
Calprotectin (FC < 15 mg/l).

Umgekehrt fand sich nur bei 1 von 13 klinisch aktiven Patienten bei Colitis ulcerosa ein
normales fdkales Calprotectin. Bei den 11 klinisch aktiven Morbus Crohn Patienten zeigten
alle ein pathologisches Testergebnis (FC > 15 mg/1) fiir fakales Calprotectin.

Bei einem p=0,630 lag kein Zusammenhang zwischen klinisch aktiver oder inaktiver
Erkrankung bei Colitis ulcerosa und pathologischen Immundiagnostik-Test vor.

Beim Morbus Crohn ergab sich ein p=0,078, sodass definitionsgemil3 keine signifikanten
Unterschiede zwischen der klinischen Krankheitsaktivitit und einem pathologischen
Immundiagnostik-Test feststellbar waren. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 31 und in den

Abbildungen 5 und 6 dargestellt.

Colitis ulcerosa Morbus Crohn
Aktive Inaktive p Aktive Inaktive p
Erkrankung Erkrankung Erkrankung Erkrankung
FC <15 mg/l 1/13 2/15 0,630 0/11 5/21 0,078
FC> 15 mg/l 12/13 13/15 11/11 16/21

Tabelle 31: Normales (FC < 15 mg/l) und pathologisches (FC > 15 mg/l) fakales Calprotectin bei klinisch

aktiver und inaktiver Erkrankung fiir Immundiagnostik-Test bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn.
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Abb. 5: Anzahl der klinisch aktiven und inaktiven Erkrankungen bei Colitis ulcerosa fiir pathologischen (FC >
15 mg/l) und normalen (FC < 15 mg/l) Immundiagnostik-Test.
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Abb. 6: Anzahl der klinisch aktiven und inaktiven Erkrankungen bei Morbus Crohn fiir pathologischen (FC > 15
mg/l) und normalen (FC < 15 mg/l) Immundiagnostik-Test.
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3.4.3 Sensitivitit und Spezifitit von Calprotectin

Bezogen auf die Einteilung der Krankheitsaktivitit in klinisch aktive und inaktive Erkrankung
bei der Colitis ulcerosa, betrug die Sensitivitit 100% und die Spezifitit 0% fir das
polyklonale Testsystem.

Das lédsst sich darauf zuriickfiihren, dass keine normalen Testergebnisse vorlagen. Der
positive Vorhersagewert (PPV) lag bei 44,4%.

Fiir das monoklonale Testsystem von Immundiagnostik betrugen die Sensitivitdt 92,3% und
die Spezifitiat 13,3%. Es konnten ein positiver Vorhersagewert von 48% und ein negativer
Vorhersagewert (NPV) von 66,7% bestimmt werden. Das Vorliegen eines negativen
Testergebnisses schloB eine klinisch aktive Erkrankung nahezu aus, jedoch galt der
Umkehrschluss nicht, dass bei einem pathologischen Testergebnis eine klinisch aktive

Erkrankung vorliegen miisste.

Beim Morbus Crohn betrug die Sensitivitdt des polyklonalen Calpro-Testsystems 100%, die
Spezifitdt 11,8%, der positive Vorhersagewert 39,3% und der negative Vorhersagewert 100%.
Fiir das monoklonale Immundiagnostik-Testsystem betrug die Sensitivitit 100%, die
Spezifitdt 16,1%, der positive Vorhersagewert 40,7% und der negative Vorhersagewert 100%.
Ausfiihrliche Ergebnisse sind in der Tabelle 32 dargestellt.

Colitis ulcerosa Morbus Crohn

Calpro Test ~ Immundiagnostik  Calpro Test = Immundiagnostik

Test Test
Sensitivitit in % 100 92,3 100 100
Spezifitit in % 0 13,3 11,8 16,1
PPV in % 44,4 48 39,3 40,7
NPV in % 0 66,7 100 100

Tabelle 32: Sensitivitit, Spezifitit, PPV und NPV fiir fikales Calprotectin unter Verwendung des Calpro-Test

und Immundiagnostik-Test bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn.

Fazit der Untersuchung war, dass beide Testsysteme, monoklonales und polyklonales
Testsystem eine hohe Sensitivitidt fiir das Erkennen richtig positiver Patienten an allen
Kranken und eine geringe Spezifitit fiir das Erkennen richtig negativer Patienten an allen
Nicht-Kranken aufwiesen, unabhédngig vom Vorliegen einer Colitis ulcerosa oder eines
Morbus Crohns. Dabei zeigte sich, dass das monoklonale Testsystem eine gering hohere

Spezifitit aufwies.
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4 Diskussion

Fir die Beurteilung der Krankheitsaktivitit bei CED und fiir die Uberwachung des
therapeutischen Ansprechens sind zuverldssige diagnostische Methoden erforderlich. Die
Einschitzung der klinischen Aktivitit bei CED setzt sich zusammen aus der klinischen
Anamnese, klinischen Symptomen sowie Laboruntersuchungen (CRP, Leukozyten,
Thrombozyten, BSR, Himoglobin). Die beste Beurteilung der Entziindungsaktivitit bei CED
basiert jedoch auf der Ileokoloskopie und/oder der histologischen Begutachtung [10, 29, 57],
wobei im Fall des Morbus Crohn die Lokalisation der entziindlichen Lésion nicht immer mit
der Ileokoloskopie erreicht werden kann. Diese Methode steht fiir eine invasive, kostspielige
und zeitintensive Untersuchung. Gleichzeitig wird sie von vielen Patienten als unangenehm
empfunden.

Weil Patienten haufig einer endoskopischen Diagnostik eher ablehnend gegeniiberstehen, zum
einen weil sie als nicht angenehm empfunden wird und zum anderen mit Komplikationen,
insbesondere bei hoher Krankheitsaktivitdt mit Perforationsgefahr, verbunden sein kann,
verzichteten wir in dieser Arbeit auf eine Koloskopieuntersuchung zum Zeitpunkt der
klinischen Untersuchung und Stuhlentnahme. Als Goldstandard wurden die klinischen
Aktivititsindices (CAI/CDAI) gewdhlt. Als eine Einschrinkung dieser Arbeit ist zu
erwihnen, dass keine Aussage zur Krankheitsaktivitidt der Darmschleimhaut getroffen wurde,
da bei dieser Arbeit, im Vergleich zu anderen Studien, als Goldstandard nicht die
endoskopische Beurteilung der Krankheitsaktivitit gewéhlt wurde, sondern der klinische
Aktivititsindex.

Hierbei muss erwdhnt werden, dass der klinische Alltag einer gastroenterologischen
Ambulanz auf dem Patientengespréch, der klinischen Untersuchung und der Bestimmung von
Laborparametern aus dem Blut basiert. Es ist nicht immer moglich bei beginnender
Schubsymptomatik zeitnah einen Koloskopietermin wahrnehmen zu kénnen, auch ist man auf
das FEinverstindnis des Patienten angewiesen. Nicht alle Patienten sind gewillt, sich
regelmiBig einer Koloskopie zu unterziehen, wenn eine Krankheitsaktivitit zu vermuten ist.
Also bleiben hdufig nur der klinische Aktivititsindex und die Laborparameter {ibrig zur
schnellen Einschitzung einer moglichen Krankheitsaktivitit. Nachteil dabei ist natiirlich, dass
eine Beurteilung der Entziindungsaktivitit der Darmschleimhaut nicht moglich ist.

In der Arbeit von Saverymuttu et al. [82] wurde 1986 nachgewiesen, dass Indium-111
markierte Leukozyten die akut entziindliche Situation der Darmschleimhaut gut

widerspiegeln. Aufgrund der hohen Kosten, Belastung der Patienten mit radioaktiver
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Strahlung und die geringe Verfiigbarkeit der Methode in entsprechenden Einrichtungen, setzte
sich diese diagnostische Untersuchung im klinischen Alltag nicht durch.

Eine 1999 von Roseth et al. [76] veroffentlichte Studie zeigte, dass die Bestimmung des
Calprotectin im Vergleich zur Indium-111 Leukozytenmethode &hnliche Ergebnisse lieferte.
In dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob der Stuhl-Leukozytenmarker Calprotectin mit den
klinischen Aktivitétsindices korreliert und geeignet ist zwischen einer aktiven und inaktiven
Erkrankung bei CED zu unterscheiden. Es stellte sich somit die Frage, ob sich die
Bestimmung von Calprotectin im Stuhl als noninvasive Methode fiir die Erkennung einer
Krankheitsaktivitit eignet.

Dazu wurden zwei kommerzielle Testsyteme (Calpro AS, Norwegen und Immundiagnostik,
Deutschland) verwendet. Der Unterschied zwischen den beiden Testsystemen ist die
Verwendung von ELISA-Kits mit polyklonalen Antikorpern (Calpro-Test) und monoklonalen
Antikorpern (Immundiagnostik-Test). In den vorausgegangen Studien [73, 89, 90, 94, 112]
wurde hiufig der PhiCal-Test (polyklonaler ELISA-Kit) angewandt. Das lésst sich vermutlich
darauf zuriickfiihren, dass dieser Test zuerst von Roseth und Mitarbeitern entwickelt wurde
[73]. Eine weitere Begriindung konnte sein, dass viele Wissenschaftler, (z.B. Sipponen, Ten)
welche sich mit dem Thema fdkales Calprotectin und CED auseinandersetzten, aus dem
nordlichen Europa stammen und auf den in Norwegen hergestellten PhiCal-Test
zurlickgriffen. Ein mit monoklonalen Antikorpern bestiickter ELISA-Kit wurde in den
Arbeiten von Langhorst, Schroder, Naumann und Malickova [60, 63, 67, 91] verwendet.

Des Weiteren war die Aufgabenstellung, ob mdgliche Korrelationen zwischen den im Serum
gemessenen Entziindungsparametern, CRP und Leukozyten, und der fikalen Calprotectin-
konzentration bestehen. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Messung der fidkalen
Entziindungsparameter bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen sensitiver und

spezifischer ist, als die Bestimmung dieser Parameter im Serum [89, 112].

4.1 Korrelation zwischen Calprotectin beider Testsyteme

In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante Korrelation zwischen den fikalen
Calprotectinkonzentrationen fiir beide Testsysteme bei Colitis ulcerosa (r=0,768, p<0,001)
und Morbus Crohn (r=0,808, p<0,001) gefunden. Wurden beide Erkrankungen in klinisch
aktive und inaktive Erkrankung unterteilt, zeigten sich bei der Colitis ulcerosa (r=0,818,
p<0,001) und beim Morbus Crohn (r=0,854, p<0,001) signifikante Korrelationen fiir die
klinisch inaktiven Erkrankungen.

Auch bei den klinisch aktiven Erkrankungen korrelierten beide Testsysteme (Colitis ucerosa:

r=0,671, p<0,01; Morbus Crohn: r=0,655, p<0,01) signifikant miteinander. In der Arbeit von
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Malickova et al. [63] wurden ebenfalls ein monoklonales und polyklonales Testsystem
miteinander verglichen. Beide Methoden zeigten eine gute Korrelation (Pearson's

Korrelationskoeffizient r = 0,83)

4.2 Korrelation zwischen Calprotectin und Aktivititsindices

Bei Betrachtung der klinischen Aktivititsindices in dieser Arbeit zeigte sich fiir beide
Testsysteme keine signifikante Korrelation zwischen fakalem Calprotectin und dem CAI bei
der Colitis ulcerosa (r=0,290 fiir Calpro-Test; r=0,296 fiir Immundiagnostik-Test, p>0,05).
Eine hohe Korrelation lief sich beim Calpro-Test (1=0,497, p=0,005) zwischen fikalem
Calprotectin und dem CDAI bei Morbus Crohn feststellen, aber nicht beim Immundiagnostik-
Test (r=0,348, p>0,05).

Eine sehr geringe Korrelation zwischen fakalem Calprotectin und klinischem Aktivitdtsindex
konnte auch nur in der Arbeit von Schroder et al. festgestellt werden. Anhand der
Calprotectinkonzentrationen war es unmdglich die Krankheitsaktivitit in milde, moderate und
schwere Aktivitét einzuteilen [91].

Schoepfer et al. [90] untersuchten in einer Studie mit 140 Morbus Crohn Patienten die
Korrelation von fiakalem Calprotectin zwischen dem Endoskopie-Score fiir Morbus Crohn,
CRP, Leukozyten im Blut und den CDALI. Sie fanden heraus, dass das fikale Calprotectin am
besten mit dem endoskopischen Aktivitatsindex korrelierte, gefolgt von CRP und Leukozyten.
Am wenigsten korrelierte das Calprotectin mit dem CDAI. Der CDAI erwies sich als
ungeeignet zwischen endoskopischer Aktivitdt und Inaktivitdit zu unterscheiden. Die
Sensitivitdt des CDALI fiir die Feststellung einer endoskopischen Krankheitsaktivitit lag nur
bei 33%. Urséchlich dafiir erscheint, dass der CDAI nur auf subjektiven Symptomen basiert
und somit nur eine unzureichende Fidhigkeit besitzt, geringgradige Entziindungen der
Darmschleimhaut festzustellen.

Ahnliche Aussagen wurden auch in der Studie von Sipponen et al. [94] getroffen, welche sich
bei 77 Morbus Crohn Patienten mit der Korrelation zwischen fdkalem Calprotectin und CDAI
sowie endoskopischer Krankheitsaktivitdt beschéftigte.

Der CDALI korrelierte mit fakalem Calprotectin (r=0,397), CRP (r=0,388) und endoskopischen
Befund (r=0,381). Die Korrelationen mit dem endoskopischen Befund waren am grofBten.
Obwohl 85 Patienten klinisch inaktiv waren, zeigten nur 37/85 (43,5%) einen normalen
Calprotectinwert. Die Sensitivitit vom CDAI betrug nur 27% zur festgestellten
endoskopischen Krankheitsaktivitdt. Unter den 21 Patienten mit klinischer Krankheitsaktivitét
waren 20 Patienten mit pathologischen Calprotectinwerten. Fékale Calprotectin-

konzentrationen waren signifikant niedriger bei inaktiven Erkrankungen und signifikant hoher

45



Diskussion

bei aktiven Erkrankungen, insbesondere bei Kolonbefall und weniger bei Ileumbefall. Bei
milder endoskopischer Krankheitsaktivitit hatten eine betrdchtliche Anzahl von Patienten
normale fakale Calprotectinwerte. In der Mehrheit dieser Félle war die Krankheitsaktivitdt auf
das terminale Ileum beschrinkt.

Eine weitere Arbeit von Vieira et al. [112] beschiftigte sich auch mit der Korrelation
zwischen Calprotectin und klinischer Aktivitdt. In der Studie wurden 78 Patienten untersucht,
davon 38 mit Colitis ulcerosa und 40 mit Morbus Crohn. Es konnte festgestellt werden, dass
beim Morbus Crohn der CDAI mit dem Calprotectin korrelierte (p=0,010).

Andere Arbeiten [19, 25] ergaben, dass Calprotectin die Krankheitsaktivitit besser reflektiert
bei Colitis ulcerosa, als bei Morbus Crohn. So fanden Costa et al. [19] heraus, dass fikale
Calprotectinkonzentrationen iiber 50 pg/g besser mit dem CAI korrelierten, als mit dem
CDAL

Wagner et al. [113] beschéftigten sich in ihrer Verlaufsstudie mit der Frage nach dem
Erkennen eines akuten Schubes unter medikamentoser Therapie anhand der Bestimmung der
Calprotectinwerte im Stuhl. In ihrer Arbeit wurden 27 Patienten mit Colitis ulcerosa und 11
Patienten mit Morbus Crohn eingeschlossen. Unter anderem wurde auch hier die Korrelation
zwischen Calprotectin und klinischen Aktivitdtsindex untersucht. Es zeigte sich bei beiden
Patientengruppen keine Korrelation zwischen dem klinischen Aktivitdtsindex und dem
fakalen Calprotectin. Korrelationen konnten jedoch zwischen fikalem Calprotectin und dem
endoskopischen Aktivititsindex festgestellt werden, insbesondere im Verlauf der
medikamentdsen Behandlung.

Es gibt weitere Studien, in denen keine Korrelation zwischen fédkalem Calprotectin und CDAI
demonstriert werden konnte [34].

Aufgrund der Tatsache, dass der CDAI hauptsidchlich subjektive Parameter und solche
Parameter enthilt, die nicht direkt den Entziindungszustand des Darmes wiedergeben, wird
hiufig nur eine geringe Ubereinstimmung zwischen dem CDAI und den endoskopischen,
histologischen und immunologischen Parametern gefunden [2, 93].

Saverymuttu et al. [82] berichtete, dass 89% der Morbus Crohn Patienten in Remission
(CDAI < 150) eine hohere fdkale '''In-markierte Granulozyten Exkretion zeigten, als
Patienten mit Reizdarmsyndrom. Sie schlossen daraus, dass der CDAI die Darmentziindung
unterschitzt.

Ein weiterer Nachteil ist, dass viele CED-Patienten eine Erhaltungstherapie mit Steroiden
bekommen haben zur Behandlung der CED. Steroide kdnnen die subjektiven Parameter der
Aktivitdtsindices positiv beeinflussen, sodass Patienten angeben klinisch inaktiv zu sein trotz

entzlindlicher Darmaktivitét [43].
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Fazit ist, dass die Einteilung aktive versus inaktive Erkrankung mittels klinischen
Aktivitatsindex nicht direkt mit der Calprotectinkonzentration im Stuhl verglichen werden

kann.

4.3 Korrelation zwischen Calprotectin und Entziindungswerten im Blut (CRP und
Leukozyten)

In dieser Arbeit lieBen sich signifikante Korrelationen zwischen CRP im Blut und fiakalem
Calprotectin bei Colitis ulcerosa (r=0,433, p=0,031 fiir Calpro-Test; r=0,548, p=0,004 fiir
Immundiagnostik-Test) und Morbus Crohn (r=0,449, p=0,015 fiir Calpro-Test; r=0,536,
p=0,002 fiir Immundiagnostik-Test) nachweisen. Dabei korrelierte das monokonale
Testsystem (Immundiagnostik-Test) bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa besser mit dem
CRP im Blut.

Nach Differenzierung beider Erkrankungen in klinisch aktiven und inaktiven Befund zeigte
sich, dass nur eine signifikante Korrelation zwischen fakalem Calprotectin und CRP bei den
inaktiven Erkrankungen fiir Colitis ulcerosa (r=0,660, p=0,010 fiir Calpro-Test; r=0,548,
p=0,043 fiir Immundiagnostik-Test) und Morbus Crohn (r=0,303, p>0,05 fiir Calpro-Test;
=0,483, p=0,031 fiir Immundiagnostik-Test) vorlag. Auch hier war die Fallzahl fiir die
Unterteilung in aktive (Colitis ulcerosa: n=11 fiir Calprotest, n=12 fiir Immundiagnostik-Test;
Morbus Crohn: n=11) und inaktive Erkrankungen (Colitis ulcerosa: n=14; Morbus Crohn:
n=18 fiir Calpro-Test, n=20 fiir Immundiagnostik-Test) fiir beide Diagnosen sehr klein, um
damit statistisch signifikante Aussagen treffen zu konnen.

In der Studie von Vieira et al. [112] konnte gezeigt werden, dass die CRP-Werte mit dem
fakalen Calprotectin bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn korrelierten.

Signifikante Korrelationen zwischen fikalem Calprotectin und CRP (r=0,2853, p=0,0019)
wurden auch in der Arbeit von Silberer et al. festgestellt [93].

Calprotectin im Stuhl wurde auch eine hohere diagnostische Genauigkeit beigemessen, als das
CRP in der Arbeit von Langhorst et al. [60].

In der Arbeit von Roseth et al. [73] konnten keine Korrelationen zwischen CRP und fiakalem
Calprotectin gefunden werden.

Die Beurteilung der klinischen Krankheitsaktivitdt und der serochemischen Entziindungs-
werte zeigten, dass nur eine schwache Korrelation zum endoskopischen und histologischen
Befund bei CED Patienten besteht [46].

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit belegt werden, dass keine signifikante Korrelation
zwischen fiakalem Calprotectin fiir beide Testsysteme und der Leukozytenzahl im Blut bei

Colitis ulcerosa (r=0170, p=0,396 fiir Calpro-Test; r=0,025, p=0,898 fiir Immundiagnostik-
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Test) und Morbus Crohn (r=-0,034, p=0,858 fiir Calpro-Test; r=0,144, p=0,431 fiir
Immundiagnostik-Test) besteht, unabhidngig von der klinischen Krankheitsaktivitt.
Eine signifikante Korrelation zwischen Calprotectin und Leukozyten (r=0,0310, p=0,7389)

wurde auch in der Arbeit von Silberer et al. [93] ausgeschlossen.

4.4 Verhiltnis der Calprotectinwerte zur klinischen Krankheitsaktivit:it

Beim Vergleich der fdkalen Calprotectinkonzentrationen zeigte sich in dieser Arbeit kein
signifikanter Unterschied (Calpro-Test: p=0,217; Immundiagnostik-Test: p=0,185) zwischen
den klinisch aktiven (Calpro-Test: Median 885,10 mg/kg; Immundiagnostik-Test: Median
117,08 mg/l) und inaktiven Erkrankungen (Calpro-Test: Median 689,95 mg/kg;
Immundiagnostik-Test: Median 73,10 mg/l) bei Colitis ulcerosa-Patienten.

Im Vergleich zur Colitis ulcerosa konnten beim Morbus Crohn fiir das fikale Calprotectin
hohe signifikante Unterschiede (Calpro-Test: p=0,005, Immundiagnostik-Test: p=0,002)
gegeniiber klinisch aktiver (Calpro-Test: Median 707,15 mg/kg; Immundiagnostik-Test:
Median 149,16 mg/l) und inaktiver Erkrankung (Calpro-Test: Median 258,93 mg/kg;
Immundiagnostik-Test: Median 61,25 mg/l) festgestellt werden. Trotz des signifikanten
Unterschiedes bei Morbus Crohn Patienten konnte nachgewiesen werden, dass der Median
von fakalem Calprotectin deutlich erhoht bei Patienten mit klinisch inaktiver Erkrankung ist.
Das ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass trotz klinischer Remission eine entziindliche
Darmaktivitit vorliegt.

Costa et al. [19] kamen in ihrer Studie zu der Erkenntnis, dass hohere Calprotectin-
konzentrationen beim Morbus Crohn auftreten. Die mittlere Calprotectinkonzentration in der
Studie von Costa lag beim Morbus Crohn fiir einen CDAI < 150 bei 213 pg/g und einen
CDAI > 150 bei 405 pg/g. Bei der Colitis ulcerosa konnten mittlere
Calprotectinkonzentrationen bei einem CAI < 4 mit 123 pg/g und einem CAI > 4 mit 327
ng/g gemessen werden.

Auch Roseth fand, gemessen am klinischen Aktivitdtsindex CDAI/CAIL erhohte
Calprotectinkonzentrationen bei den aktiven Erkrankungen [77].

In einer anderen Arbeit von 2004 bestitigte Roseth aus seiner klinischen Erfahrung heraus,
dass Colitis ulcerosa-Patienten in Remission niedrigere Calprotectinkonzentrationen als
Morbus Crohn-Patienten zeigten [78].

In einer Studie von Langhorst et al. [60] wurde die Aktivitdt/Inaktivitdit von 139 Patienten,
davon 42 Colitis wulcerosa, 43 Morbus Crohn und 54 Reizdarmsyndrom,
endoskopisch/histologisch bestimmt. Hier lieBen sich hoéhere Medianwerte fiir die

Calprotectinkonzentration bei inaktiver (34,5 pg/ml) und aktiver Erkrankung (108,6 pg/ml)
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bei der Colitis ulcerosa feststellen. Die Medianwerte flir Calprotectin beim Morbus Crohn
lagen bei 11,2 pg/ml (inaktiv) und bei 105,0 pg/ml (aktiv).

Sie fanden heraus, dass fikales Calprotectin in der Lage ist, zwischen aktiver und inaktiver
Erkrankung sowie zwischen Colon irritable zu unterscheiden. Von den untersuchten
Stuhlmarkern hatte jedoch keiner die Fahigkeit die Entziindung besser zu reflektieren als die
endoskopische Diagnostik. Aus der Kombination Bestimmung von Calprotectin im Stuhl,
CRP im Blut und dem klinischen Aktivititsindex ist eine zunehmende diagnostische
Genauigkeit beziiglich der endoskopischen Entziindung bei Colitis ulcerosa festzustellen [60].
Bei Xiang et al. [116] wurden 66 Patienten mit aktiver und inaktiver Colitis ulcerosa
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass signifikant hohere Calprotectinkonzentrationen bei

der aktiven Colitis ulcerosa im Vergleich zur inaktiven Colitis ulcerosa gefunden wurden.

4.5 Vergleich der beiden Testsysteme

Ein Ergebnis dieser Arbeit war, dass beide Testsysteme eine hohe Sensitivitit (Calpro-Test
100%, Immundiagnostik-Test 95,8%) fiir das Erkennen richtig aktiver Erkrankungen
aufwiesen, unabhingig vom Vorliegen einer Colitis ulcerosa oder eines Morbus Crohn.
Erklarbar ist das durch den direkten Kontakt des Stuhlmaterials mit der entziindeten
Darmoberflache [93].

Ausgehend von Versuchen mit radioaktiv markierten Granulozyten [82] lie} sich feststellen,
dass ein enger Zusammenhang zwischen dem Ausmaf} der intestinalen Entziindung und den
fakal nachgewiesenen Granulozyten besteht. Weil Calprotectin also in den Granulozyten
exprimiert wird, spiegelt dieses Protein das Vorliegen einer Darmentziindung wieder [93].
Der Nachteil war, dass das Calprotectin nur eine geringe Spezifitit (Calpro-Test 5,88%,
Immundiagnostik-Test 19,4%) fiir das Erkennen richtig inaktiver Patienten, gemessen am
klinischen Aktivititsindex, anzeigte. Bei einer etwas geringeren Sensitivitit wies das
monoklonale Testsytem von Immundiagnostik eine etwas hohere Spezifitét auf.

Fiir 80-90% der Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohn, welche, definiert durch die
Aktivitatsindices, sich als klinisch inaktiv zeigten, konnten auch erhohte Calprotectin-
konzentrationen bestimmt werden. Es ist zu vermuten, dass bei diesen Patienten eine
persistierende Entziindung der Darmschleimhaut trotz klinischer Remission vorliegen konnte.
Deshalb kann nicht davon ausgegangen werden, dass im klinischen Remissionszustand auch
eine fehlende Darmaktivitit vorliegt.

Aufgrund dieses Befundes eignet sich Calprotectin nicht als noninvasiver Marker, um

zwischen aktiver und inaktiver Erkrankung bei CED zu unterscheiden.
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Das steht im Widerspruch zu vielen Studien [8, 9, 10, 25, 75, 98], in denen als Goldstandard
die endoskopische Aktivitit festgelegt wurde. Hier konnten eine hohe Sensitivitit und eine
hohe Spezifitit fiir Calprotectin festgestellt werden, sodass sich daraus ergibt, dass
Calprotectin als nichtinvasiver objektiver Laborparameter geeignet ist.

In der Arbeit von Malickova et al. [63] wurden zwei ELISA-Kits mit je polyklonalen und
monoklonalen Antikérpern verglichen. Der monoklonale Test wurde von der Firma
Bithlmann (Schweiz) und der polyklonale Test von PhiCal (Deutschland) verwendet. Es
wurden in der Arbeit 36 Patienten mit Morbus Crohn und 29 Patienten mit Colitis ulcerosa
untersucht. Die Ergebnisse von beiden Methoden zeigten eine gute Korrelation (Pearson's
Korrelationskoeffizient r = 0,83). Die Sensitivitdt des monoklonalen Tests betrug 79%, seine
Speziftit 87%. Beim polyklonalen Test betrug die Sensitivitdt 74% und die Spezifitit 84%. Es
zeigte sich somit eine hohere Sensitivitdt und Spezifitit fiir den monoklonalen Test der Firma
Bithlmann.

Eine andere Arbeit von Schirrmacher et al. [86] beschiftigte sich mit der Validierung fakaler
Leukozytenmarker in der Differentialdiagnose der chronischen Diarrhoe. Es wurden 89
Patienten mit einer chronischen Diarrhoe unklarer Genese und 16 Patienten mit Morbus
Crohn in Remission als Vergleichsgruppe untersucht. Calprotectin wurde mittels
monoklonalen und polyklonalen Assay bestimmt. Das Ergebnis war, dass das monoklonale
Testsystem bessere Testvaliditéitskriterien aufwies. Die Sensitivitdt betrug 90,6% und die
Spezifitit 87,8% fiir das monoklonale Testverfahren. Beim polykonalen Test betrugen die

Sensitivitéit 87,5% und die Spezifitit 82,9%.

4.6 Schlussfolgerung

Zusammenfassend legen die Untersuchungen den Schluss nahe, dass die Bestimmung von
fakalem Calprotectin nicht sicher die Krankheitsaktivitidt bei Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn wiederspiegelt. Es konnte jedoch in dieser Arbeit gezeigt werden, dass nahezu alle
Patienten mit erhohten Aktivititsindices auch erhohte fdkale Calprotectinkonzentrationen
aufweisen, sodass hinweislich eine entziindliche Aktivitdt der Darmschleimhaut vorliegen
kann bzw. nicht auszuschlieBen ist. Besonders beim Morbus Crohn konnten signifikant
hohere Calprotectinkonzentrationen bei den klinisch aktiven Erkrankungen ermittelt werden.
Anhand der klinischen Aktivititsindices kann keine sichere Aussage iiber die
Entziindungsaktivitit der Darmschleimhaut getroffen werden. Die Aktivitétsindices
(CDAI/CAI) reflektieren eher den Gesundheitszustand des Patienten und seine Lebensqualitét

als den Grad der Entziindung der Darmschleimhaut. Daher konnen latente subklinische
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Entziindungen der Darmschleimhaut bei klinischer Remission persistieren und verantwortlich
fiir einen erneuten akuten Schub sein [19, 102].

Ein weiterer Nachteil ist, dass viele Patienten in dieser Studie mit lokalen oder systemischen
Steroiden (systemische Steroidtherapie: 35 Patienten, lokale Steroidtherapie 11 Patienten), in
Form einer Erhaltungstherapie, behandelt wurden. Es ist zu vermuten, dass die Steroide einen
giinstigen Einfluss auf die klinische Krankheitsaktivitdt hatten und daraus resultierend ein
geringerer Aktivititsindex errechnet wurde, d.h. Patienten gaben eine klinische Remission
trotz bestehender entziindlicher Darmaktivitét an.

Obwohl Calprotectin kaum mit den klinischen Symptomen korreliert, konnten viele Studien
zeigen, dass ein starker Zusammenhang zwischen Calprotectin und endoskopisch gemessener
entziindlicher Aktivitdt des Darmes besteht.

Das bedeutet, dass Calprotectin bezogen auf den endoskopischen Aktivititsindex als objektive
nicht-invasive Methode in Frage kommen kann.

Einige Studien, wie die Arbeit von Costa et al. [20] haben sich damit beschiftigt, ob
Calprotectin Vorhersagen iiber einen klinischen Riickfall machen konnte. Die Autoren stellten
fest, dass Calprotectin im Stuhl bei Colitis ulcerosa eine bessere Vorhersage fiir die
Ausbildung eines akuten Schubes erlaubt als bei Morbus Crohn.

Das bedeutet, dass félschlich inaktive Patienten in dieser Arbeit moglicherweise in Begriff
waren eine beginnende Schubsymptomatik zu entwickeln, insbesondere bei Vorliegen einer
chronischen subklinischen Entziindung der Darmschleimhaut. Wie auch andere Studien zeigte
diese Arbeit, dass eine signifikante Korrelation zwischen fakalem Calprotectin und CRP, als
Entziindungsparameter im Blut, bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn besteht.
Interessanterweise konnte diese signifikante Korrelation nur bei den inaktiven Erkrankungen
festgestellt werden. Keine signifikante Korrelation lag zwischen dem fdkalen Calprotectin und
den Leukozyten im Blut bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn vor.

Der Vergleich der beiden Testsysteme in der Arbeit belegt, dass das monoklonale Testsystem
sowohl eine gering niedrigere Sensitivitit (95,8%) fiir das Erkennen von klinisch aktiven
Patienten aufwies, als auch eine gering hohere Spezifitit (19,4%) fiir das Erkennen klinisch
inaktiver Patienten im Gegensatz zum polyklonalen Testsystem (Sensitivitidt 100%, Spezifitit
5,88%).

Beide Testsysteme korrelierten hoch signifikant bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
miteinander.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das monoklonale Testsystem von Immundiagnostik
am chesten fiir eine Unterscheidung zwischen aktiver und inaktiver Erkrankung geeignet ist.

Ein Nachteil des polyklonalen Testsystems war, dass bei drei Patienten keine
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Calprotectinwerte messbar waren, vermutlich durch das Vorliegen einer sehr geringen
Calprotectinkonzentration in diesen Stuhlproben oder durch eine fehlerhafte Handhabung.
Des Weiteren reflektiert fékales Calprotectin lediglich die Exkretion neutrophiler
Granulozyten. Dies ist differentialdiagnostisch von Bedeutung bei Patienten mit
Reizdarmsyndrom, bei denen funktionellen Stérungen im Vordergrund stehen und keine
entziindliche Erkrankung des Darmes vorliegt. Bei fehlender Entziindungsreaktion kommt es
nicht zu einer Exkretion von neutrophilen Granulozyten und folglich nicht zu einer massiven
Ausschiittung von Calprotectin in das Darmlumen und den Stuhl. Bei Nachweis von
Calprotectinwerten im Normbereich ist die Bestimmung von Calprotectin im Stuhl zur
Abgrenzung von Patienten mit Reizdarmsyndrom gegeniiber solchen mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen sinnvoll. Der Vorteil des Leukozytenmarkers Calprotectin
liegt in der -einfachen, nicht-invasiven Probengewinnung und der vergleichsweise
kostengiinstigen Bestimmung [93].

Derzeit gibt es nur unzureichende Daten, dass Patienten mit fehlender klinischer und
endoskopischer Krankheitsaktivtitét, jedoch mit isoliert erhdhten fdkalen Calprotectinwerten
von einem Ausbau der antientziindlichen Therapie profitieren wiirden. Persistierende
Erhohungen von fakalem Calprotectin sollten Gegenstand weiterer Untersuchungen sein
[113].

Der Stuhlparameter Calprotectin erlaubt keine sichere Aussage iiber die Entziindungsaktivitét
der Darmschleimhaut, stellt jedoch im Zusammenhang mit der klinischen Aktivitit, den
Entziindungsparametern im Blut, endoskopischen, histologischen, sonographischen und
radiologischen Untersuchungen eine Unterstiitzung in der Beurteilung der entziindlichen
Krankheitsaktivitit der Darmschleimhaut dar.

Die Suche nach spezifischeren sowie empfindlicheren biochemischen Indikatoren geht weiter.
Aktuell ist die Koloskopie mit der Histologiegewinnung noch immer der "Goldstandard" in

der Diagnostik der CED [70].
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S Zusammenfassung

Die Beurteilung der entziindlichen Aktivitdt der Darmschleimhaut anhand des klinischen
Aktivitdtsindex bei chronisch enziindlichen Darmerkrankungen stellt im Alltag mit der daraus
resultierenden Fragestellung, beziiglich einer moglichen Therapieoptimierung weiterhin eine
Hiirde in der ambulanten Betreuung dar. Zur Einschétzung der Entziindungsaktivitdt der
Darmschleimhaut gelten Aktivititsindices als unzuverldssige Parameter.

In den vergangenen letzten Jahren gewann die Bestimmung fékaler Leukozytenmarker, als
objektive, nicht-invasive und kostengiinstige Methode eine erhohte Aufmerksamkeit.

Hierzu gehort das fakale Calprotectin, welches hauptsédchlich in neutrophilen Granulozyten,
aber auch in Blutmonozyten exprimiert wird. Es besitzt antimikrobielle, chemotaktische und
Apoptose-induzierende Wirkungen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Aussagekraft von fidkalem Calprotectin in Bezug auf die
Krankheitsaktivitit bei CED-Patienten zu priifen. An dieser Studie nahmen 60 Patienten teil,
davon 28 Patienten mit Colitis ulcerosa und 32 Patienten mit Morbus Crohn. Anhand der
klinischen Aktivitdtsindices (CAI und CDAI) wurden die Patienten in Gruppen mit aktiver
und inaktiver Erkrankung unterteilt. Bei der Colitis ulcerosa waren 13 Patienten klinisch aktiv
(CAI > 5) und 15 Patienten klinisch inaktiv (CAI < 5). Von den Morbus Crohn Patienten
waren 11 klinisch aktiv (CDAI > 150) und 21 klinisch inaktiv (CDAI < 150).

Die Arbeit zeigte, dass zwischen den beiden verwendeten kommerziellen Testsystemen eine
hoch sigifikante Korrelation bei Colitis ulcerosa und Morus Crohn vorlag (Colitis ulcerosa:
r=0,768, p<0,001; Morbus Crohn: r=0,808, p<0,001)

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Korrelation zwischen fiakalem
Calprotectin und den Aktivitdtsindices (CAI, CDAI) zu untersuchen. Nur beim Morbus Crohn
korrelierten die fidkalen Calprotectinwerte vom Calpro-Test (r=0,497, p=0,005) signifikant mit
dem CDALI. Fiir den Immundiagnostik-Test (r=0,348, p>0,05) lieB sich keine signifikante
Korrelation mit dem CDAI finden. Keine signifikanten Korrelationen traten zwischen dem
fakalen Calprotectin fiir beide Testsysteme und dem CAI bei der Colitis ulcerosa auf (Calpro-
Test: 1=0,290, p>0,05; Immundiagnostik-Test: 1=0,296, p>0,05)

Untersucht wurde in dieser Arbeit auch die Korrelation zwischen fidkalem Calprotectin und
den Entziindungswerten im Blut (CRP und Leukozyten). Fiir beide Testsysteme lieBen sich
signifikante Korrelationen zwischen fakalem Calprotectin und CRP bei Colitis ulcerosa
(Calpro-Test: r=0,433, p=0,031; Immundiagnostik-Test: r=0,548, p=0,004) und Morbus
Crohn (Calpro-Test: 1r=0,449, p=0,015; Immundiagnostik-Test: 1=0,536, p=0,002)
nachweisen. Dies galt jedoch nur fiir die klinisch inaktiven Erkrankungen bei Colitis ulcerosa
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(Calpro-Test: 1=0,660, p=0,010; Immundiagnostik-Test: r=0,548, p=0,043) und Morbus
Crohn (Calpro-Test: r=0,303, p=0,222; Immundiagnostik-Test: r=0,483, p=0,031).

Bei der Colitis ulcerosa (Calpro-Test: r=0170, p=0,396; Immundiagnostik-Test: r=0,025,
p=0,898) und Morbus Crohn (Calpro-Test: r=-0,034, p=0,858; Immundiagnostik-Test:
=0,144, p=0,431) korrelierte das fdkale Calprotectin fiir beide Testsysteme nicht signifikant
mit den Leukozyten, unabhingig vom Vorliegen einer aktiven oder inaktiven Erkrankung.
Des Weiteren beweist die Arbeit, dass klinisch aktive Patienten hohere Calprotectinwerte im
Stuhl als klinisch inaktive Patienten aufwiesen. Dieser signifikante Unterschied gilt
insbesondere flir den Morbus Crohn (Calpro-Test: p=0,005; Immundiagnostik-Test: p=0,002).
Bei der Colitis ulcerosa (Calpro-Test: p=0,217; Immundiagnostik-Test: p=0,185) konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen der Calprotectinkonzentration und der Krankheitsaktivitat
festgestellt werden.

Diese Arbeit verdeutlicht, dass Calprotectin ein sensitiver Marker zur Erfassung der klinisch
aktiven Erkrankungen bei Colitis ulcerosa (Calpro-Test: Sensitivit 100%; Immundiagnostik-
Test: 92,3%) und Morbus Crohn (Calpro-Test: Sensitivit 100%; Immundiagnostik-Test:
100%) ist, da fast alle Patienten mit erhohtem Aktivititsindex auch erhohte
Calprotectinkonzentrationen aufwiesen. Obwohl 80-90% der Patienten mit Colitis ulcerosa
und Morbus Crohn sich in klinischer Remission befanden, angezeigt durch die
Aktivitatsindices, zeigte auch dieses Patientenkollektiv erhohte Calprotectinkonzentrationen.
Das bedeutet, dass anhand eines normwertigen Aktivititsindex keine Aussage iiber die
Entziindungsaktivitit der Darmschleimhaut getroffen werden kann.

Im Vergleich der beiden kommerziellen Testsysteme erscheint das monoklonale Testsystem
von Immundiagnostik am ehesten fiir den klinischen Alltag geeignet zu sein.

AbschlieBend muf3 festgestellt werden, dass der Calprotectinwert keine gesicherte Aussage
iiber die Krankheitsaktivitit erlaubt, sondern lediglich auf eine entziindliche Aktivitat
hinweisen kann. Es kann die endoskopische und histologische Diagnostik in der

Diagnosestellung und Verlaufskontrolle nicht ersetzen.
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Tabelle 1:

Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) nach Best (1976)

Variable Koeffizient Endwert
1. Anzahl der weichen Stiihle in der letzten Woche = X2
2. Grad der Bauchschmerzen in der letzten Woche = x5

0 = keine, 1 = leicht, 2 = miBig, 3 = schwer

3. Allgemeinbefinden in der letzten Woche = x 7
0 = gut, 1 = nicht ganz so gut, 2 = schlecht,
3 = sehr schlecht, 4 = unertriaglich

4. andere mit Morbus Crohn assoziierte Symptome in x 20
der letzten Woche

(je 1 Punkt)

Iritis/Uveiitis, Gelenkschmerzen/Arthritis,

Erythema nodosum, Analfissur/- fisteln/- abszesse,

Pyoderma gangranosum, Stomatitis aphthosa,

Temperaturen > 37,5°C, andere Fisteln

5. Symptomatische Durchfallbehandlung = x 30

0=nein, 1 =ja

6. Resistenzen im Abdomen = x 10

0 = nein, 2 = fraglich, 5 = sicher

7. Hiamatokrit (W = 42-Hkt, M = 47-Hkt) = X6

8. Gewicht ( 1-(Gewicht/Standardgewicht) ) x 100

CDAI < 150 = ruhende Erkrankung
CDALI > 150 = aktive Erkrankung
CDALI > 450 = hochaktive Erkrankung

65



Anhang

Tabelle 2:

Clinical Activity Index (CAI) nach Rachmilewitz (1989)

1.

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

Blut im Stuhl

kein = 0, wenig = 2, viel =4

Allgemeinbefinden
gut = 0, maBig = 1, schlecht = 2, sehr schlecht = 3

Bauchschmerzen

keine = 0, leicht = 1, méBig = 2, stark = 3

Temperatur

37-38°C=0,>38°C=3

Extraintestinale Manifestationen
Iritis = 3, Erythema nodosum = 3, Arthritis =3
Laborwerte

BSG > 50 mm (1h) =1, BSG > 100 mm (2h) =2, Hb < 10 g/dl = 4

CAI=

CAI <5 = inaktive Erkrankung
CAI > 5 = aktive Erkrankung
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8 Thesen

1. Die Aktivitédtsbeurteilung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen setzt sich aus
mehreren Untersuchungen zusammen. Dazu gehoren die Labordiagnostik, die
Sonographie, die radiologischen Untersuchungen und weiterhin, als Goldstandard, die
Endoskopie mit Histologie. Die Koloskopie ist aber eine invasive und fiir den

Patienten als belastend empfundene Untersuchung.

2. Wiinschenswert flir die Aktivititsbeurteilung widren nichtinvasive, weniger
kostspielige, zeitsparende Diagnostikmethoden. Hierzu gehdren fékale Leukozyten-

marker wie das Calprotectin.

3. Calprotectin wird mittels ELISA im Stuhl gemessen. Der Stuhl kann eine Woche bei

Raumtemperatur gelagert werden, Calprotectin ist folglich sehr stabil.

4. Zwischen fakalem Calprotectin und endoskopisch bestimmter entziindlicher Aktivitét
des Darmes konnte ein Zusammenhang nachgewiesen werden. Die Bestimmung
eignet sich zur Abgrenzung von funktionellen Darmstérungen, wie dem
Reizdarmsyndrom. Fikales Calprotectin ist nicht in der Lage zwischen den
verschiedenen Ursachen einer intestinalen Entziindung zu unterscheiden und somit

nicht spezifisch fiir das Erkennen einer chronischen entziindlichen Darmerkrankung.

5. Die vorliegende Arbeit sollte priifen, ob sich die Bestimmung von fdkalem
Calprotectin zur Unterscheidung von aktiver und inaktiver chronisch entziindlicher
Darmerkrankung eignet. Als Vergleichsparameter wurden die klinischen
Aktivitatsindices CAI und CDAI eingesetzt. Zusétzlich sollte ein Vergleich zu den

Entziindungsparametern CRP und Leukozyten vorgenommen werden.

6. Untersucht wurden 60 Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. 28

Patienten hatten eine Colitis ulcerosa und 32 Patienten einen Morbus Crohn.

7. Die Krankheitsaktivitdat wurde durch die Aktivitdtsindices CAI und CDALI festgelegt.
Die aktive Colitis ulcerosa hat einen CAI > 5, die inaktive einen CAI < 5. Der aktive

Morbus Crohn hat einen CDAI > 150, der inaktive einen CDAI < 150. 13 Patienten
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10.

11.

12.

mit Colitis ulcerosa waren klinisch aktiv und 15 klinisch inaktiv. Von den Morbus

Crohn Patienten waren 11 Patienten klinisch aktiv und 21 Patienten klinisch inaktiv.

Zum Einsatz kamen 2 Testsysteme fiir Calprotectin mit einem monoklonalen
(Immundiagnostik-Test) bzw. einem polyklonalen Antikoérper (Calpro-Test).

Eine signifikante Korrelation konnte fiir fakales Calprotectin zwischen den beiden
Testsystemen bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn ermittelt werden (Colitis

ulcerosa: r=0,768, p<0,001; Morbus Crohn: r=0,808, p<0,001).

Die klinischen Aktvititsindices CAI und CDAI korrelierten nicht mit der
Calprotectinausscheidung. FEinzige Ausnahme bildete das polyklonale Testsystem

(Calpro-Test: r=0,497, p=0,005) fiir den Morbus Crohn.

Ursachen fiir die mangelnde Korrelation kdnnten sein:

- Die klinischen  Akvitdtsindices spiegeln  eher den  subjektiven
Gesundheitszustand des Patienten und seine Lebensqualitit wieder, als den
Grad der intestinalen Entziindung.

- Eine therapeutische Steroidbehandlung kann die subjektiven Parameter der
Akvitétsindices positiv so beeinflussen, dass falsch niedrige Aktivitédtsindices
ermittelt werden.

- Latente subklinische Entziindungen der Darmschleimhaut konnen bei
klinischer Remission persistieren und verantwortlich sein flir erhdhte

Calprotectinkonzentrationen.

CRP und fikales Calprotectin korrelierten nur bei den inaktiven Erkrankungen von
Morbus Crohn (Calpro-Test: r=0,449, p=0,015; Immundiagnostik-Test: r=0,536,
p=0,002) bzw. Colitis ulcerosa (Calpro-Test: r=0,433, p=0,031; Immundiagnostik-
Test: 1=0,548, p=0,004). Bei aktiver Erkrankung fand sich keine Korrelation.

Keine signifikante Korrelation liel sich in dieser Arbeit zwischen dem fédkalen
Calprotectin und den Leukozyten im Blut bei Colitis ulcerosa (Calpro-Test: r=0,170,
p=0,396; Immundiagnostik-Test: r=0,025, p=0,898) und Morbus Crohn (Calpro-Test:
r=-0,034, p=0,858; Immundiagnostik-Test: r=0,144, p=0,431) feststellen.
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13.

14.

15.

Bei aktiven Erkrankungen von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa waren die
gemessenen Calprotectinausscheidungen hoher als bei inaktiven Erkrankungen.
Signifikante Unterschiede konnten aber nur beim Morbus Crohn (Calpro-Test:

p=0,005; Immundiagnostik-Test: p=0,002) errechnet werden.

Die Berechnung der Sensitivitit (Colitis ulcerosa: Calpro-Test: 100%;
Immundiagnostik-Test: 92,3%; Morbus Crohn: Calpro-Test: 100%; Immundiagnostik-
Test: 100%) und Spezifitit (Colitis ulcerosa: Calpro-Test: 0%, Immundiagnostik-Test:
13,3%; Morbus Crohn: Calpro-Test: 11,8%, Immundiagnostik-Test: 16,1%) bzw. des
positiven oder negativen Vorhersagewertes fiir die Unterscheidung von aktiver und
inaktiver Erkrankung zeigen, dass sich Calprotectin dafiir nicht eignet. Diese Aussage

trifft mit den gleichen Einschridnkungen wie in These 10 zu.

Eine kiinftige Fragestellung konnte sein, ob die Calprotectinausscheidung mit der
histologischen Aktivitit besser korreliert als mit klinischen Indices oder
Entziindungsparametern des Blutes. Dies wire fiir die Beantwortung der Frage, ob

Endoskopien umgangen werden konnen, von grof3er Bedeutung.
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