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1 Einleitung 1

1  Einleitung

Morbus Crohn (M. Crohn) und Colitis ulcerosa sind chronisch entziindliche Darmerkran-
kungen (CED) mit bislang nicht abschlieBend geklirter Atiologie. Zu ihrer Pathogenese
gibt es verschiedene Modelle. So wird vermutet, dass sie die Folge mehrerer Kausalfaktoren
sind, zu denen genetische, immunologische bzw. immunpathologische, mikrobielle und
Umweltfaktoren zihlen; auch fiir eine psychosomatische Genese finden sich Hinweise. Im
Resultat entsteht eine inaddquate Immunantwort auf mikrobielle Antigene kommensaler
Mikrobiota.

Beide Krankheiten sind durch chronisch rezidivierende, in Schiiben vetrlaufende Entzin-
dungen der Darmmukosa charakterisiert, ihre differentialdiagnostische Unterscheidung
wird aufgrund anamnestischer, labordiagnostischer, radiologischer, endoskopischer und

histologischer Untersuchungen getroffen (Monsén 1990).

Die Erstmanifestation von chronisch entztindlichen Darmerkrankungen liegt meist zwi-

schen der zweiten und vierten Lebensdekade.

Aktuell ist in den westlichen Industriestaaten etwa einer von 1.000 Menschen an einer ent-
ziindlichen Darmerkrankung erkrankt; in Deutschland allein sollen es mehr als 300.000 sein

(Baumgart 2009).

In den letzten 50 Jahren ist ein deutlicher Anstieg von Inzidenz und Pravalenz der chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen zu beobachten, d.h. nach aktuellen
Angaben hat sich die Inzidenz fir Colitis ulcerosa in diesem Zeitraum von acht auf 14 pro
100.000 Einwohner, die Privalenz von 120 auf 200, die Inzidenz fiir M. Crohn von sechs
auf 15, die Privalenz von 50 auf 200 erhéht (Cosnes et al. 2011).
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1.1  Die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Wegen der Ahnlichkeit des Beschwerdebildes soll zunichst das Reizdarmsyndrom (Colon
irritabile) erwihnt und differenziert werden.

Seine Atiologie ist wahrscheinlich multifaktoriell und sowohl von biologischen, psycho-
logischen und sozialen Faktoren bestimmt. Auch das Colon irritabile ist die Folge einer
gestorten Funktion von Diunndarm oder Dickdarm und ist mit Bauchkrimpfen,
Durchfillen oder auch Obstipation verbunden. Es gibt aber viele Hinweise, dass die
ursachlichen Pathomechanismen nicht auf der Ebene von Darmmukosa und/oder
Immunsystem zu suchen sind, vor allem weil Darmblutungen, Temperaturanstieg oder

Leukozytose fehlen.

Vielmehr wird die Ursache der viszeralen Hyperalgesie oder Hypersensitivitit letztlich in
einer fehlgeleiteten Prozessierung afferenter viszeraler Reize (Hypervigilanz) im peripheren,
spinalen und/oder zentralen Nervensystem gesucht. So konnte sich auch der deutliche
Einfluss von Stress und negativen Emotionen auf die Haufigkeit und Heftigkeit der Symp-

tome Uber die sog. Hirn-Darm-Achse vermitteln (Elsenbruch 2011; Neumaier 2010).

1.1.1  Enterocolitis regionalis (M. Crohn)

M. Crohn ist eine diskontinuierlich segmental auftretende, transmurale Entziindung der
Mukosa des gesamten Gastrointestinaltraktes. Sie kann von der Mundhdohle bis zum After
jeden Abschnitt des Gastrointestinaltrakts betreffen, am héufigsten aber das terminale Ile-
um und den Ubergang zu Zdkum und Colon ascendens. Bei etwa einem Dirittel der Patien-
ten kommt es auch zu einem perianalen Befall mit Ausbildung petianaler und/oder rekto-

vaginaler Fisteln.

Beim M. Crohn sind rezidivierende, teils kolikartige abdominelle Schmerzen kennzeich-
nend, besonders im rechten Unterbauch. Dort kénnen dann druckschmerzhafte Resisten-
zen tastbar sein, abhingig von der Lokalisation des Entziindungsprozesses auch in anderen
Bereichen. Die Schmerzen sind in der Regel mit chronischen, meist nicht blutigen Diarrhé-
en verbunden. Infolge der gestérten Resorption geléster Nahrungsbestandteile durch die
entziindete Darmmukosa erleiden bis zu 60 % der Patienten einen Gewichtsverlust. Patien-

ten mit M. Crohn haben eine héhere Mortalitit als die Durchschnittsbevolkerung; bei 80 %
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wird im Laufe ihres Lebens eine Darmoperation notwendig, 10 % bendétigen schlieB3lich ein

permanentes Stoma (Cosnes et al. 2011).

1.1.1.1 Epidemiologie

Bei priziseren Bestimmungen von Inzidenz und Privalenz des M. Crohn finden sich typi-
sche ethnische, rassische und regionale Unterschiede.

Die hochsten Pravalenzraten werden aus Skandinavien, GroBbritannien und den USA be-
richtet (Hadrich et al. 2007). Verglichen mit den westlichen Industrienationen ist die Pré-
valenz und Inzidenz von M. Crohn in Asien niedriger, allerdings ebenfalls mit steigender
Tendenz.

Global und innerhalb einzelner Lander gibt es ein typisches Nord-Std-Gefille der Pra-
valenzen von M. Crohn (Sonnenberg 1986). Unterscheidet man verschiedene Ethnien,

findet sich die héchste Pravalenz in der jidischen Bevolkerung (Zvidi et al. 2009).

1.1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des M. Crohn gilt als noch ungeklirt. Meist wird eine multikausale Patho-
genese aus genetischen, immunpathologischen und Umweltfaktoren vermutet.

Als genetische Grundlage (einer autoimmunologischen Disposition) wurde eine Kopplung
mit den Chromosomen 12 und 16 identifiziert. Auf Chromosom 16 befindet sich das
NOD2-Gen, das Caspase-Recruitment-Domain-Gen (CARD15). Heute wei3 man, dass
CARD15-Mutationen mit einer Erh6éhung des Risikos verbunden sind an M. Crohn zu
erkranken (Billmann-Born et al. 2011; Mascheretti und Schreiber 2005). Einen weiteren
Hinweis auf eine genetische Grundlage liefern Familienstudien, die ein erhéhtes Risiko bei
Familienmitgliedern ersten Grades von Patienten mit CED zeigen; bei Zwillingsstudien
finden sich aber auch widerspriichliche Ergebnisse (Halfvarson et al. 2003; Oostenbrug et
al. 2003). In Familienstudien zeigen sich auch Hinweise auf eine Uberlappung bestimmter
krankheitsassoziierter Gene fiir M. Crohn sowie Colitis ulcerosa (Borg et al. 2010).

Die Epithelzellen der Darmmukosa sind stindig mit einer komplexen Darmflora
konfrontiert. NOD2 reguliert die Konzentration von DMBT1, einem Cystein-reichen

Protein der Mukosa. Dieses Protein scheint eine prominente Rolle in der ersten
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Verteidigungslinie der mukosalen Barriere gegen Antigene der Bakterienmembran zu
bilden. Ist die intestinale Expression von DMBT1 infolge von Mutationen des
NOD2/CARD15-Gens dysteguliert, kann dies zu Funktionsstérungen der mukosalen
Barriere, zu einer Zytoinvasion von Bakterien bzw. einer Storung der Immuntoleranz
gegentiber Darmbakterien fithren. Die gestorte Permeabilitit der Darmschleimhaut scheint
atiologisch bedeutsam zu sein, denn Crohn-Patienten reagieren auf nicht-stereoidale
Antitheumatika (NSAR) mit einer deutlicheren Losung der tight junctions und einer
erhohten mukosalen Permeabilitit. So soll die Mukosa empfindlich gegentiber Bakterien
und Toxinen werden, mit der Folge einer chronischen Entziindungsreaktion. Bei thnen ist
die natiitliche Toleranz gegentiber der normalen Darmflora durchbrochen und es finden
sich Antikérper gegen bakterielle Allergene. Fur die chronisch entziindliche Erkrankung
scheint schlieBlich weniger ein konkretes Bakterium mit einem besonderen Antigenprofil
als der Verlust der Immuntoleranz verantwortlich (Landers et al. 2002; Rosenstiel et al.

2007; Yu et al. 2011).

1.1.1.3 Diagnostik

Laborchemisch fillt die Erh6hung von Entziindungsparametern (BSG, CRP, bei Abszes-
sen auch Leukozytose) auf, oft zeigt sich eine Eisenmangelanamie.

Die wichtigste diagnostische Ma3nahme ist die Durchfihrung einer Endoskopie.

Mit der Osophagogastroduodenoskopie (OGD) ist die Beurteilung des oberen Gastrointes-
tinaltraktes moglich. Fir die Enteroskopie, d. h. die Untersuchung des Diinndarms, ist ein
tberlanges Endoskop erforderlich; die Beurteilung des terminalen Ileums wird retrograd

tber eine Koloskopie vorgenommen.

Ein wesentliches Charakteristikum ist der segmentale Befall mit diskontinuierlich verbreite-
ten aphtésen Ulzera und die granulire Entziindung inmitten normal erscheinender
Schleimhautinseln, vor allem im terminalen Ileum.

Die transmurale Entziindung zeigt sich auch in der 6dematdsen, fibrosierenden Verdi-
ckung der Darmwand. Auflerdem imponiert das sog. Pflastersteinphidnomen, das Muster

von entzindeter Schleimhaut mit tiefen Ulzerationen und intakter Mukosa.

Bei der Diagnostik des M. Crohn ist heute die Doppelkontrastdarstellung des Diinndarms
nach Sellink Standard (Antes 2007; Persigehl und Feuerbach 2007).
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Beim Enteroklysma nach Sellink wird iber eine ins Duodenum gelegte Sonde
Kontrastmittel in den Diinndarm injiziert. Dadurch kénnen Strikturen, Stenosen und
Fisteln beurteilt werden. Heute wird zunehmend die Magnetresonanztomographie
verwendet, da so endoskopisch nicht erreichbare Darmabschnitte beurteilt werden kénnen
und die Strahlenbelastung entfillt. Im Gegensatz zum Enteroklysma kann auch eine

Aussage zur Darmwanddicke getroffen werden.

Zur Einteilung des M. Crohn ist die Montreal-Klassifikation am gebrauchlichsten (Satsangi
et al. 2000). Sie gewihrleistet ein Gesamtbild der Erkrankung unter Einschluss des Befalls-
musters in den verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes (GI-Trakt), bertick-
sichtigt die Art zusitzlicher Komplikationen (Strikturen, Abszesse, Fisteln) und das Alter

des Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (Tab.1).

Tabelle 1 Montreal-Klassifikation des M. Crohn

Al < 16 Jahre bei Diagnose

A2 > 17-40 Jahre bei Diagnose
A3 > 40 Jahre bei Diagnose

L1 terminales Ileum

L2 Kolon

L3 Ileokolon

14 oberer GI-Trakt

T4+ unterer GI-Trakt und distale Erkrankung

B1 nicht strikturierend, nicht penetrierend
B2 strikturierend

B3 intern penetrierend

B3p perianal penetrierend

1.1.2 Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa ist die zweite chronisch entziindliche Darmerkrankung. Bei ihr ist nur

die Mukosa mit Bildung von Ulzerationen betroffen. In der Regel bleiben diese Verinde-
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rungen auf das Rektum bzw. Rektosigmoid begrenzt, von dem sie sich kontinuierlich oral-
wirts ausbreiten kénnen. Charakteristisch fiir das klinische Bild sind blutig-schleimige
Durchfille mit schmerzhafter Defikation. Zumeist verlduft die Erkrankung in Phasen, bei
denen sich aktive Krankheitsphasen mit Phasen der Remission abwechseln; auch chronisch

aktive Verlaufsformen sind méglich.

Auch hier ist die Montreal-Klassifikation am gebriuchlichsten. Sie teilt die Colitis ulcerosa
abhingig von ihrer anatomischen Ausbreitung in Proktitis, linksseitige Colitis oder Pancoli-
tis auf. Selten breitet sich die Entziindung in den hinteren Teil des terminalen Ileums aus

und wird noch als Backwashileitis in die Kategorie E3 (Pancolitis) einbezogen (Tab.2).

Tabelle 2 Montreal-Klassifikation der Colitis ulcerosa

E1 Proktitis
E2 Linksseitencolitis
E3 Pancolitis

Gemil} des Befallsmusters erfolgt eine Unterteilung der Erkrankung in drei grole Grup-
pen: bei ungefahr 50 % der Patienten zeigt sich ein alleiniger Befall des Rektosigmoids, ca.
25 % leiden an einem zusitzlichen Befall des linksseitigen Kolons, die restlichen 25 % lei-

den an einer Pankolitis.

Wegen der starken Flissigkeitssekretion ins Darmlumen haben die Patienten hiufige, auch
nichtliche Stuhlentleerungen. Bei extremen Durchfillen kénnen sie auch einen Gewichts-
verlust erleiden, bei M. Crohn besonders aber wegen der gestérten Resorption von Nahr-
stoffen. In ausgeprigten Fillen kommt es wegen der Uberforderung der Nieren auch zu

einer Verschiebung im Flissigkeits- bzw. Sdure-Basen-Haushalt.

Es gibt auch extraintestinale Manifestationen der Colitis ulcerosa, jedoch seltener als bei
Patienten mit M. Crohn. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa bleiben die Darmlisionen an der
Oberfliche der Mukosa und breiten sich in proximaler Richtung aus. Im Laufe ihres Le-
bens wird bei 10-30 % der Patienten eine Colektomie notwendig; ihre Mortalitit ist nicht

grofler als die der Durchschnittsbevélkerung (Cosnes et al. 2011).
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Ohne Berticksichtigung von Anamie fanden Vavricka et al. (2011) in einer aktuellen Unter-
suchung von 950 Patienten mit CED folgende Verteilung extraintestinaler Manifestationen

(Tab.3).

Tabelle 3 Extraintestinale Manifestationen (ohne Anidmie) bei Colitis ulcerosa und

M. Crohn
Colitis ulcerosa (%) M. Crohn (%)
Arthritis 21 33
Apht6se Stomatitis 4 10
Uveitis 4 6
Erythema nodosum 3 6
Ankylosierende Spondylitis 2 6
Psoriasis 1 2
Pyoderma gangraenosum 2 2
Primir sklerosierende Cholangitis 4 1

Man kann an der Tabelle von Vavricka et al. (2011) deutlich erkennen, dass Patienten mit

M. Crohn hiufiger extraintestinale Manifestationen haben als die mit Colitis ulcerosa.

Patienten mit einem Erythema nodosum bemerken schmerzende, Gberwirmte, gerotete,
leicht erhabene Hautldsionen. Das Pyoderma gangraenosum beginnt mit einer eitrigen Pus-
tel, die sich als erstes in einen sterilen Abszess und spiter in ein Schmerzen verursachendes
Ulkus umwandelt. Die Arthropathien werden meist im Knie- und Sprunggelenk bemerkt,
obwohl hiufig bei korperlichen Untersuchungen und mit bildgebenden Verfahren keine
pathologischen Befunde objektiviert werden konnen. Bei der primir sklerosierenden Cho-
langitis (PSC) verstirken sich oder treten zur Symptomatik der Grunderkrankungen noch
Gewichtsverlust, Ikterus, Juckreiz und Oberbauchbeschwerden hinzu (Moayyeri et al.

2005).
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1.1.2.1 Epidemiologie

Der Altersgipfel fur die Inzidenz der Erkrankung liegt zwischen dem 15. und 25.

Lebensjahr, haufig ein weiterer um das 60. Lebensjahr.

1.1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass bei der Pathogenese von Colitis ulcerosa wie
auch von M. Crohn eine tberschiefende Aktivierung des mukosalen Immunsystems auf
luminale Antigene der Schlisselfaktor ist. Dabei spielen Verinderungen der Zellmigration
und die Produktion verschiedener Zytokine eine dominante Rolle (Neurath und

Schurmann 2000).

Auch fir die Colitis ulcerosa werden extraintestinale Manifestationen (Hautkrankheiten,
rheumatische Beschwerden) in unterschiedlicher Haufigkeit (sieche Tab.3) beschrieben
(Neurath und Schurmann 2000). Es gibt deshalb neuerdings auch Vermutungen, ob nicht
all diese Krankheiten nur verschiedene Manifestationen ein und desselben immunpatholo-

gischen Geschehens sind (Rudwaleit und Baeten 2000).

1.1.2.3 Diagnostik

Die Koloskopie bildet nach wie vor den Goldstandard bei der Diagnose einer Colitis ulce-
rosa; sie erlaubt auch eine Einschitzung der Aktivitit des Entziindungsgeschehens sowie

des Karzinomrisikos (G6tz und Kiesslich 2009).

Keine Routinetechnik bzw. noch im experimentellen Stadium sind Chromoendoskopie und
konfokale Endomikroskopie: Dabei werden mit Antikdrpern konjugierte Fluoreszenzfarb-
stoffe wihrend der Endoskopie auf die Mukosaoberfliche aufgespriiht. Dies soll eine bes-
sere Erkennung von Details erlauben, auch von ansonsten optisch nicht auffilligen Muko-
saverinderungen, die durch eine anschlieBende Biopsie und Histologie objektiviert werden

kénnen (Bojarski 2009; Go6tz und Kiesslich 2009).
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1.1.3 CED und Tumornekrosefaktor (TNF)

Der Tumornekrosefaktor ist ein multifunktionales, proinflammatorisches Zytokin mit einer
zentralen Bedeutung bei der Entwicklung und Homoostase des Immunsystems und ein
Regulator von Zellaktivierung, Zelldifferenzierung und Zelltod (Kollias 2005). Das Zytokin
erhielt diese Bezeichnung, da TNF eine himorrhagische Nekrose in Tumoren erzeugen

kann (Balkwill 2009).

Aktuell werden zwei Subtypen des TINF unterschieden: TNF-a (Kachektin) und TNF-3
(Lymphotoxin). TNF-a wird hauptsichlich von Monozyten und Makrophagen sezerniert,

TNF-8 von Lymphozyten.

Beide Zytokine wirken zytotoxisch auf Tumorzelllinien und wirken proinflammatorisch
durch die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, antiviral durch die Interaktion mit

Interferon-y (Levi-Schaffer et al. 1998).

Es gibt Hinweise, dass die TNF-Sekretion aus Makrophagen bei Patienten mit CED gestort
ist (Campos et al. 2011).

1.1.3.1 Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)

Das Polypeptid Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-o) spielt eine Schliisselrolle bei der Oz1-
chestrierung der gesamten Zytokin-Kaskade bei vielen Entziindungskrankheiten
(Parameswaran und Patial 2010). TNF-« ist ein nicht glykolysiertes Protein mit einer ato-
maren Masseneinheit von 17 kDa; es hat einen zytotoxischen Effekt auf Tumor- und virus-
infizierte Zellen. TNF-« zdhlt zu den Mediatoren, die in der Frithphase einer Allergie vom

Soforttyp freigesetzt werden.

TNF-o ist auch in endoskopisch normal erscheinender Darmschleimhaut von CED-
Patienten vermehrt exprimiert und kann die Integritit der intestinalen epithelialen Barriere
zerstoren. Im Biopsat von Patienten mit M. Crohn lisst sich dies sogar auch wihrend einer

Remission feststellen (Hindryckx et al. 2010; Raddatz et al. 2005).

Es wird auch mit Formen von Anidmie in Verbindung gebracht, die zusammen mit Karzi-
nomen oder auch einem allgemeinen Entziindungsgeschehen vorkommen. Wenn solche

Animien entstehen, reduzieren sie die Lebensqualitit von Patienten und deren Prognose

(Buck et al. 2008).
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Es ist anzunehmen, dass TNF-« erst im Zusammenspiel mit vielen weiteren Faktoren wirk-

sam wird.

1.1.4 Therapie der CED

Vor jeder medikamentosen Therapie sollten die didtetischen Gewohnheiten und der Le-
bensstil der Patienten tiberpriift werden. Morbus-Crohn-Patienten sollten insbesondere das
Rauchen einstellen, das Exazerbationen und Komplikationen begtinstigt (Carbonnel et al.

2009).

Durch die medikament6se Therapie soll bei beiden CED eine rasche Remission und Pri-
vention von Erkrankungs- und Therapiekomplikationen erreicht werden, moglichst ohne

Verwendung von Steroiden.

Heute wird die Entscheidung fiir Medikamente und der Zeitpunkt ihres Einsatzes meist
entlang eines Stufenschemas diskutiert, d. h. ob hochpotente Wirkstoffe wie Anti-TNF-
Biologika erst nach dem (erfolglosen) Einsatz anderer Medikamente verwendet werden

sollten oder gleich zu Beginn einer CED (bottom-up).

Bei leichten Verldufen wird eine Induktionstherapie mit dem Kortisonderivat Budesonid
empfohlen, bei aggressiveren Verldufen kann auch intravendses Methylprednisolon bis

60 mg/d, bei einem steroidrefraktiren Vetlauf auch Ciclosporin eingesetzt werden.

Zu den etablierten antientziindlichen bzw. immunsuppressiven Medikamenten zahlen 5-
Aminosalicylsdure-Priparate (Mesalazin), Purinanaloga wie 6—Mercaptopurin, Immunsupp-

ressiva wie Azathioprin, bei Versagen oder Unvertriglichkeit auch Methotrexat.

Eine andere Strategie (top-down) bedeutet der frihe Einsatz von TNF-a-Blockern, mit
dem besser (Spit)komplikationen der CED vermieden werden sollen, die aber gegen die
hohe Rate von Nebenwirkungen und die hohen Kosten abgewogen werden muss; viele

Patienten wiren Ubertherapiert.

Wie alle immunmodulatorisch wirkenden Medikamente kénnen sie, wenn auch in geringe-
rer Quote als Steroide, eine Leukopenie, die Exazerbation einer Tuberkulose, einer Hepati-
tis oder sogar opportunistische Infektionen oder Autoimmunerkrankungen bewirken; auch
die Auslésung von Schiiben bei multipler Sklerose und anderen Erkrankungen des zentra-

len Nervensystems sind beschrieben. Neben der Verschlechterung einer kongestiven Herz-
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insuffizienz wird auch eine héhere Rate von Malignomen mit TNF-a-Blockern in Verbin-

dung gebracht (Stallmach et al. 2010; Weisman 2002).

1.1.4.1 TNF-a-Blocker

Der in der vorliegenden Studie verwendete TNF-a-Blocker Infliximab (Remicade®, Cen-
tocor, Horsham Pennsylvania, USA) ist ein biotechnologisch hergestellter monoklonaler

IgG-Antikorper gegen Tumornekrosefaktor-a (IgG1-Antikoper cA2).

Er ist ein chimires Protein mit 25-prozentigem Mausanteil, d. h. die variablen Regionen
werden tber eine murine Myelomzelllinie gebildet, die konstanten Regionen haben huma-
nen Ursprung. Als biotechnologisch hergestelltes Eiweil3, das korpereigenen Substanzen
sehr dhnlich ist und deshalb (immunologische) Regulationsmechanismen des Organismus

modulieren kann, zdhlt es zu den sog. Biologics.

Infliximab wurde urspriinglich zur Therapie der rheumatoiden Arthritis entwickelt, in Ex-
satz von oder meist als Erginzung zu einer Monotherapie mit Methotrexat bei Non-
Respondern auf Methotrexat. Der TNF-a-Antikérper wird mit Erfolg auch bei anderen
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises wie der Spondylitis ankylosans und der
Psoriasisarthritis eingesetzt (Braun und Sieper 2004), denn in der Synovialfliissigkeit von
Patienten mit chronischer Polyarthritis ist TNF-a stark erhoht und trigt zur entziindlichen

Degeneration des Gelenkknorpels bei (Gottlieb und Antoni 2004).

Neben Infliximab sind einige weitere TNF-a-Blocker etabliert; so der humane IgG 1-
Antiképer Adalimumab (Humira®, Abbott Laboratories, BRD). Auch fiir eine Therapie
von CED wurde das dimere Fusionsprotein Etanercept (Enbrel®, Wyeth, BRD) mit zwei
TNF-oa—Rezeptoren entwickelt, die an ein Fc-Antiképerfragment gekoppelt sind, oder der
l6sliche humane TNF-a-Rezeptor Onercept (Serono®, Merck, BRD). Etanercept blieb al-

lerdings bei CED wirkungslos und Onercept erhielt keine Zulassung.

Eine Therapie mit TNF-a-Blockern ist kostenintensiv, mit ihr ldsst sich aber eine rasche
Verbesserung der Symptomatik einer rheumatoiden Arthritis erzielen. In groBen Ver-
gleichsstudien wurde eine signifikante Verbesserung entlang der Parameter Mobilitit, Breite
des Gelenkspaltes, Erosionen an den Gelenkflichen und Serumkonzentration von Akute-

Phase-Proteinen nachgewiesen (Solomon 2007). Auch gute Resultate bei der Therapie von
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M.Crohn und Colitis ulcerosa mit einer Reduktion von Durchfillen und einer verbesserten

Abheilung der entztiindeten Mukosa sind ebenfalls lingst bekannt (Reinisch et al. 2011).

Wie bei allen immunsuppressiv bzw. immunmodulierend wirkenden Medikamenten muss
auch bei der Verwendung von Infliximab die angezielte therapeutische Wirkung gegen eine
Reihe von potenziellen Nebenwirkungen abgewogen werden.

Dazu zihlt insbesondere die Moglichkeit einer Exazerbation von viralen oder bakteriellen

Infektionen (Nakase und Chiba 2010).

So kann durch Infliximab eine latente Tuberkulose reaktiviert werden, weshalb vor einer
Therapie mit TNF-a-Blockern bei den Patienten das Vorliegen einer Tuberkulose auszu-
schliefen ist (Silva et al. 2012). Auch eine chronische Hepatitis B und C kann unter Thera-
pie mit TNF-a-Blockern exazerbieren. Ein erhohtes Risiko von Infektionen mit anderen
(opportunistischen) Keimen zusammen mit einer klinisch signifikanten Leukopenie unter

Therapie mit Infliximab ist ebenfalls nachgewiesen (Weisman 2002).

Inwieweit das Karzinomrisiko unter Therapie mit TNF-a-Blockern steigt, gilt noch als um-

stritten (Horneff et al. 2011).

1.1.5 CED und Animie

Von einer Andmie spricht man, wenn bei Minnern ein Gehalt von 14,0 g Himoglobin
(Hb), bei Frauen ein Gehalt von 12,0 g pro 100 ml Vollblut unterschritten wird (Stein et al.
2009). Anamie ist die haufigste extraintestinale Komplikation bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Sie schrinkt den Allgemeinzustand und die Lebensqualitit der Patien-
ten erheblich ein und macht haufig eine klinische Behandlung erforderlich (Giannini und
Martes 2006). Die hiufigsten Andmieformen bei CED sind die Eisenmangelanidmie und die
Animie chronischer Erkrankungen (anemia of chronic disease). Nach einer aktuellen Un-
tersuchung an 429 Patienten aus dem skandinavischen Raum hat jeder finfte Patient mit
CED ecine Andmie, davon jeder dritte eine Eisenmangelanimie, mit einer signifikant gréBe-
ren Privalenz unter Patienten mit M. Crohn als solchen mit Colitis ulcerosa (Bager et al.
2011). Ursache ist hauptsichlich die gestorte Eisenresorption im Duodenum (Lomer et al.

2004).

Die Animie chronischer Erkrankungen ist immunvermittelt, wobei Zytokine und Zellen

des retikuloendothelialen Systems eine Dysregulation der Fisenhomd&ostase herbeiftihren.
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Auf der pathophysiologischen Endstrecke der Anidmie chronischer Erkrankungen kommt
es zu erhohter Eisenresorption und spiterer Eisenretention in den Zellen des retikulo-
endothelialen Systems. Diese Umverteilung des Eisens in intrazellulidre Eisenspeicher ver-
ursacht eine effektive Hypoferrimie, d. h. einen funktionellen Eisenmangel mit nachfol-
gender Einschrinkung der Proliferation von erythroiden Vorlduferzellen, der gesamten
Erythropoese und der Lebensspanne von Erythrozyten (Burpee et al. 2011; Weiss und
Goodnough 2005).

Die Hypoferrimie ist ihrerseits das Resultat einer verinderten, Zytokin-vermittelten Ex-
pression von Eisentransportern. So verursachen die proinflammatorischen Zytokine beta-
Interferon, Lipopolysaccharid und der in der vorliegenden Arbeit besonders interessierende
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-o) einerseits eine transkriptionelle Hochregulierung des
Importers divalent metal transporter 1 (IDMTT), der eine héhere Aufnahme von Eisen in
Makrophagen bewirkt. Andererseits wird die Expression des transmembrandsen Exporters
Ferroportin gehemmt; die Hypoferrimie entsteht dann durch die Verlagerung von Eisen
aus dem Plasma in das retikuloendotheliale System (Ludwiczek et al. 2003; Weiss und

Goodnough 2005).

Das Eisen regulierende Hormon Hepcidin, ein Peptid aus 25 Aminosduren, das in
Hepatozyten synthetisiert wird, bindet seinerseits an den basolateralen Eisenkanal
Ferroportin und bewirkt dessen Internalisation und Degradation. In der Folge sinkt die
Eisenresorption aus dem Dinndarm wie auch der Efflux von Eisen aus hepatischen

Makrophagen in das Plasma (Abb.1).
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Abbildung 1 Schema der Hepcidin-Funktion nach van der Putten et al. (2008).
Mit freundlicher Genehmigung der Verfasser.

Stimuliert durch Entziindungsprozesse bewirkt Hepcidin eine weitere Ansammlung von
Eisen in Makrophagen und eine Hypoferrimie mit nachfolgender Animie. So wird auch
vermutet, dass Verinderungen in der Syntheserate von Hepcidin fir Non-Responder auf

himatopoetische Therapieversuche verantwortlich sind (Ganz 2007).

1.1.5.1 Erythropoetin

Erythropoetin (EPO) ist ein Glykoprotein-Hormon. Es besteht aus 165 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht zwischen 34 und 39 kDa und vier Zuckerketten. Das zugehorige

Gen besitzt funf Exons und ist auf dem Chromosom 7 lokalisiert (Heinrich et al. 2000).

Das Zytokin ist ein Wachstumsfaktor fiir erythroide Progenitorzellen im Knochenmark -
BFU-E (burst-forming-unit) und CFU-E (colony-forming-unit) - bzw. inhibiert deren
Apoptose. Uber die Serumkonzentration von Erythropoetin ist die Rate der Erythrozyten-
produktion bestimmt. Die Syntheserate von EPO ist selbst invers mit der Sauerstoff-
verfugbarkeit im Gewebe korreliert, so dass tiber diesen Riickkopplungsmechanismus unter
physiologischen Bedingungen eine angemessene Erythropoese gewihtleistet wird (Eckardt

und Kurtz 2005). Unter physiologischen Bedingungen liegt die Plasmakonzentration von
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EPO mit tageszeitlichen Schwankungen bei gesunden Frauen und Minnern bei 10-

25 mU/ml und kann bei Hypoximie exponentiell ansteigen (Erslev et al. 1980).

Mittlerweile sind viele Syntheseschritte von EPO identifiziert, einschlieBlich der Bindungs-
stellen fiir Hypoxie-induzierbare Proteine (HIF-lalpha und HIF-2alpha) an regulatorische
Elemente des Erythropoetin-Gens (Eckardt und Kurtz 2005; Warnecke et al. 2004).

Erythropoetin wird hauptsichlich in den Fibroblasten des peritubuliren Interstitiums der
Nierenrinde gebildet, ein kleinerer Anteil auch in Hepatozyten, der Gebirmutter und im
Gehirn. Eine Hypoxie durch Aufenthalt in der Hohe, durch ischimische Erkrankungen
oder durch ein Tumorwachstum ist der zentrale Stimulus fiir die Bildung von Erythropoe-

tin (Silbernagl und Lang 2009).

Fir die Therapie einer Andmie, anfinglich nur bei der chronischen Niereninsuffizienz,
zunehmend auch bei der Anidmie chronischer Erkrankungen in Verbindung mit Karzino-
men oder der rheumatoiden Arthritis, steht seit 1985 gentechnologisch hergestelltes, re-
kombinantes humanes Erythropoetin (tHuEPO) mit einem hohen Sicherheitsprofil und
Behandlungskomfort zur Verfigung, denn rHuEPO ldsst sich subkutan applizieren. Bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ldsst sich durch eine Therapie mit tHuEPO
der Transfusionsbedarf senken und eine signifikante Verbesserung der Lebensqualitit und

der Uberlebensrate herbeifiihren (Aadland et al. 1987; Jacobs et al. 1985).

Dabei kann es mit der Anhebung des Himatokrits und der damit verbundenen Zunahme
der Blutviskositit zu einer Erh6hung von Blutdruck und Infarktrisiko kommen. Gleichzei-
tig verursacht die steigende Hb-Synthese einen erhShten Eisenbedarf, der eine adiquate
Eisensupplementierung erfordert. Bei Dialyse-Patienten wird schlieBlich mit wachsender
Behandlungsdauer auch die Entwicklung einer EPO-Resistenz beobachtet, bei der mit ei-
ner konstanten Dosierung der Zielwert von Hb nicht erreicht wird oder kontinuierlich
wachsende Dosierungen fiir die Erreichung des Zielwerts benétigt werden. Es gibt ver-
mehrt Hinweise, dass dies durch proinflaimmatorische Zytokine wie TNF-a verursacht
wird, die einen hemmenden Effekt auf EPO-Rezeptoren auf erythroiden Progenitorzellen

entwickeln (van der Putten et al. 2008).
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1.1.5.2 CED-assoziierte Anamie und EPO

Patienten mit CED-assoziierter Anamie sprechen zu einem gewissen Anteil nicht auf The-
rapien mit Eisenpriparaten an. Bei ihnen bietet sich eine Therapie mit tHuEPO an
(Sandborn 1997). So lisst sich zusammen mit einer intravenésen Zufuhr von Fisen als
Therapie der ersten Wahl ein fast normaler Himoglobinwert von 11-12 g/dl etreichen
(Moteno Lopez et al. 2009). Es zeigt sich aber, dass bei Patienten wihrend eines entztindli-
chen Schubs héhere Dosen von rHuEPO erforderlich sind um eine ausreichende Blutbil-
dung zu induzieren. In solchen Fillen spricht man von einer EPO-Resistenz, deren Ursa-
che wahrscheinlich im Zusammenwirken der vorgenannten Zytokine zu suchen ist.

(Eckardt 2002).

1.1.5.3 CED-assoziierte Animie, EPO und Einzelnukleotid-Polymorphismen

Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNP) sind die
hiufigste Art genetischer Variationen im Erbgut menschlicher Individuen. Sie bezeichnen
den Austausch einzelner Nukleotidbausteine, also Allelvariationen einzelner Basenpaare der
genomischen DNA. Sie lassen sich in einer Haufigkeit von >1 % auffinden und mit den
Fortschritten der (automatisierten) molekulargenetischen Analyseverfahren ist damit zu
rechnen, dass in den nichsten Jahren noch Hunderttausende von menschlichen SNP
entdeckt werden (Brookes 1999).

Liegen SNP in der codierenden Sequenz ecines Gens, konnen sie als sog. non- oder
missense-Mutation die Aminosdure-Folge des Genprodukts verindern; sie konnen aber
auch schon allein die Expressionshohe eines Proteins und damit dessen physiologische
Wirkung beeinflussen.

Bewirken solche SNP keine Verinderung der Aminosduren-Folge des Genprodukts,
werden sie als stille Mutation bezeichnet, kénnen aber auch noch in Introns Auswirkungen
auf das Splicing von Genen oder die Bildung von Transkriptionsfaktoren haben (Castle

2011).

Dann kénnen Polymorphismen im EPO-Gen selbst, also EPO-SNP die Wirksamkeit von
Erythropoetin beeinflussen, aber auch Polymorphismen in anderen Genloci.
So ist seit einiger Zeit ein Zusammenhang zwischen einer Anamie bei dialysepflichtigen

Patienten = mit  Niereninsuffizienz ~ mit  Polymorphismen in  Genen  von
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proinflaimmatorischen Zytokinen wie Interleukin-6 (-174G/C) und Interleukin-10
(-1082G/A) bekannt, die einen inhibitorischen Einfluss auf die Effizienz der uber
Erythropoetin vermittelten Himatopoese haben (Girndt et al. 2006; Girndt et al. 2007).
Amanzada et al (2014) konnten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen dem SNP-
rs1617640-Polymorphismus im Promotorgen von EPO auf dem langen Arm des humanen
Chromosoms 7 und dem Auftreten sowie der Schwere einer Niereninsuffizienz

einschlief3lich einer Behinderung der Himatopoese feststellen.

Es liegt also nahe zu untersuchen, ob es im vorliegenden Patientenkollektiv dhnliche Asso-

ziationen bei andmischen Patienten mit CED und einer EPO-Resistenz gibt.

1.1.6 Immunologie und EPO bei CED

Seit einiger Zeit finden sich Hinweise, dass EPO ein multifunktionelles Zytokin ist, das
neben seiner himatopoetischen auch eine immunmodulierende Wirkung hat. Dies erklart
sich dariiber, dass EPO an zwei verschiedene Rezeptoren bindet, die von erythroiden,
parenchymalen und auch Immunzellen exprimiert werden. Abhingig von der Art des
Keimes hat dies forderliche oder negative Konsequenzen bei verschiedenen
Infektionskrankheiten; auf autoimmunologischen Erkrankungen wie Encephalomyelitis
disseminata oder auch CED hat EPO einen giinstigen Einfluss (Nairz et al. 2011).

Die immunmodulierende Wirkung von EPO besteht in einer Hemmung der Induktion
proinflammatorischer Gene, zu denen auch TNF-a und die Stickoxid- bzw. NO-Synthase
zihlen, was uber die Blockade der Aktivierung des nukleiren Transkriptionsfaktors kappa
B (NF-Kb) geschiecht. Damit wird auch die Zell-Apoptose und eine Hypoximie im
Gewebe reduziert, ohne Verdnderungen der Entziindungsreaktion (Aoshiba et al. 2009;
Nairz et al. 2012). Es gibt aber wahrscheinlich einen wechselseitigen Antagonismus
zwischen EPO und TNF-a, da TNF-a umgekehrt die Differenzierung Erythropoetin-
abhingiger erythroider Vorliuferzellen hemmt (Buck et al. 2008).

Uberhaupt scheint EPO ein Protein aus der Akute-Phase-Reaktion zu sein, der ersten Ver-
teidigungslinie des Organismus gegen schiadigende Einflusse wie Infektionen, Traumata
oder Verbrennung. Eine solche Schidigung und die folgende Akute-Phase-Reaktion auf

zellulirer Ebene am Ort des Geschehens ldsst sich im Tierexperiment durch die lokale In-
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jektion der toxischen Substanz Terpentin zuverldssig auslésen. Danach sezernieren in der
Nihe befindliche immunkompetente Zellen (Gewebemakrophagen) Zytokine, welche die
eigentliche Akute-Phase-Reaktion in Gang setzen (Alberti 2010). Auch eine Steigerung der
EPO-Genexpression in der Leber lasst sich im Versuch an Ratten durch die intramuskulire
Injektion von Terpentindl um den Faktor 20 nach zwei bis sechs Stunden provozieren.
Deshalb kann EPO zu den sog. positiven Akute-Phase-Proteine gezihlt werden (Ramadori
et al. 2010a; Ramadori et al. 2010b).

1.2 Fragestellung

Der TNF-a-Blocker Infliximab gilt als bewihrte Therapieoption bei CED. In der Universi-
titsmedizin Gottingen werden seit 1999 regelmilig CED Patienten mit dem Anti-TNF-o-
Antikérper Infliximab (Remicade) im Rahmen eines poliklinischen Behandlungskonzepts
behandelt, wobei regelmifBig klinische Daten und Labordaten inklusive eines Blutbildes

erhoben worden sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist, in einem retrospektiven deskriptiven Ansatz in diesem
bzgl. der Ausprigung einer Animie heterogenen Patientenkollektiv die Hiufigkeit und den
Grad der Ausprigung einer Anidmie zu analysieren. Hierbei soll besonderes Augenmerk auf
die EPO-Konzentrationen und die EPO-SNPs gelegt werden, um den moglichen Einfluss
eines EPO-Mangels, einer EPO-Resistenz bzw. von EPO-SNPs auf die Ausprigung einer

Anamie zu untersuchen.

Damit sollen weitere Anhaltspunkte fiir eine bessere Therapie von CED 1iS. einer

Hypothesengenerierung fiir zukiinftige prospektive Untersuchungen gewonnen werden.
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2 Patienten und Methoden

Aus Patientenakten im Archiv der Abteilung Gastroenterologie und Endokrinologie im
Zentrum Innere Medizin der Medizinischen Fakultit der Universitit Gottingen wurden
klinische und laborchemische Daten von 73 Patienten gesammelt, die wegen einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung an dieser Klinik in Behandlung waren.

Die Diagnosestellung erfolgte aufgrund einer Erhohung der Entziindungsparameter
Leukozytenzahl und C-reaktives Protein (CRP) sowie nach Durchfiihrung einer
Ileokoloskopie (Colitis ulcerosa) oder Osophagogastroduodenoskopie (M. Crohn), jeweils
mit segmentalen Biopsien aus allen untersuchten Darmabschnitten.

Ein GroBteil der Patienten wurde bei niedergelassenen Arzten behandelt und kam nur zur
Infusion von Infliximab in die Klinik. Deshalb war bei ihnen die Versorgung mit anderen
Medikamenten (Azathioprin, Methylprednisolon) nur unzureichend dokumentiert.

Die Laborkontrollen in der Klinik erfolgten immer zu dem Zeitpunkt, an dem ein Patient
zur Remicade-Infusion erschien, in der Regel in Abstinden von sechs bis zehn Wochen.
Bei der Datenerhebung in der Klinik erfolgte immer auch eine Bestimmung des
Erythropoetinspiegels, unabhingig davon, seit wann ein Patient mit Infliximab oder
anderen Medikamenten behandelt wurde. In der vorliegenden Arbeit bleibt also jede
Therapie in der Vorgeschichte unberticksichtigt. Auch eine Transfusion von Erythrozyten-
konzentraten oder eine Eisenecinnahme der Patienten war nicht dokumentiert und kann
deshalb in der vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt werden.

Die klinischen und laborchemischen Parameter wurden, beginnend mit dem 15.05.2011,
zuletzt am 21.02.2012, Gber einen Zeitraum von durchschnittlich 38 (17-257) Tagen
erhoben und in das Datenmaterial der vorliegenden Arbeit aufgenommen.

Dieser Zeitraum wird in der vorliegenden Arbeit als Beobachtungszeitraum bezeichnet. Die
Aussagen der vorliegenden Arbeit beziehen sich also ausschlieBlich auf diesen Zeitraum ab

dem Startpunkt 15.05.2011.

Abhingig vom Erscheinen der Patienten zu weiteren Remicade-Infusionen erfolgten die
restlichen Bestimmungen der Laborparameter uneinheitlich; d. h. von den einzelnen

Patienten standen fur die vorliegende Arbeit unterschiedlich viele Messungen zur
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Verfigung. Zur besseren Systematisierung wurde der gesamte Zeitraum der
Datenerhebung von maximal 257 Tagen in sechs Untersuchungsperioden von jeweils

ungefihr 43 Tagen aufgeteilt (Abb.2).

Patienten und Anzahl der Laborkontrollen

in den sechs Behandlungs- hzw. Untersuchungsperioden

Patient Nr.

Abbildung 2 Anzahl der Laborkontrollen und Untersuchungsperioden

In der ersten Untersuchungsperiode wurden von 100 % (N = 73) der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Patienten Laborkontrollen vorgenommen, in der letzten von drei, d. h.
nur von 4,1% der DPatienten standen sdmtliche Laborwerte fur wvalide

Vergleichsrechnungen tber den gesamten Beobachtungszeitraum zur Verfugung.

Alle Patienten wurden tber die Verwendung der Daten aufgeklart.

Von diesen 73 Patienten willigten 51 in eine Verwendung ihrer EPO-Genetik-Daten
schriftlich ein; nur von 45 dieser Patienten waren die EPO-SNP-Daten ausreichend
dokumentiert. Deshalb wurden schlieflich allein diese 45 Patienten in die Analysen in

Kap. 5.4. Giber den Zusammenhang von Anidmien und EPO-SNP einbezogen (Abb.3).
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Patienten mit Einwilligung in SNP-Analysen und Anzahl der Laborkontrollen

80

B0

Patient Nr.

in den verschiedenen Behandlungs- und Untersuchungsperioden

Abbildung 3 Anzahl der Laborkontrollen und Untersuchungsperioden

bei SNP-Patienten

Aus der ersten Untersuchungsperiode standen von 100 % (N = 45) der in der vorliegenden

Arbeit untersuchten Patienten Laborkontrollen fir Vergleichsrechnungen tiber den gesam-

ten Beobachtungszeitraum zur Verfiigung, in den Perioden finf und sechs von keinem

mehr.

2.1 Anamie

Als Andmie wurde die Unterschreitung folgender Normalwerte fiir Himoglobin definiert

(Tab.4).

Tabelle 4 Normalwerte-Hamoglobin (nach Haferlach et al. 2012)

Frauen

Minner

Himoglobin

12-16 g/dl

14-18 g/dl
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2.2 Marker der Entziindungsaktivitit bei CED

Als Marker der Entzindungsaktivitit wurden die Leukozytenzahl im Serum, das CRP und
unregelmafig auch Ferritin bestimmt.

Die Leukozytenzahl im Blut wurde im Gesamtkollektiv bei 52,4 % simtlicher Messungen
bestimmt, die Serumkonzentration von CRP bei 53,4 % (N = 39) und die von Ferritin bei
nur 5,5 % (N = 4).

Wegen ihrer geringen Spezifitit ist die Konzentration von Leukozyten fur reliable

Aussagen zum Krankheitsverlauf nur bedingt geeignet.

Im Folgenden wird deshalb nur der CRP-Wert zur Charakterisierung einer Entziin-

dungsaktivitit bzw. Unterscheidung von Schub und Remission herangezogen.

Bezogen auf den Normalwert von 5 mg/l wurden zwei Gruppen zur Unterscheidung von
Schub (=5 mg/1) und Remission (<5 mg/1) gebildet.

Die Entzindungsparameter im Serum haben eine unterschiedliche Reaktions-
geschwindigkeit. Davon reagiert CRP am schnellsten. Es wird in der Leber gebildet und
zdhlt zu den Akute-Phase-Proteinen. Bei Entziindungsprozessen sezernieren Makrophagen
und Granulozyten Zytokine, welche die Bildung des C-reaktiven Proteins in der Leber

provozieren.

Die in Tabelle 5 dargestellten Konzentrationen wurden als Unterscheidung von erhohter
Entziindungsaktivitit (Schub) und normaler bzw. erniedrigter Entzindungsaktivitit (Re-

mission) definiert (Tab.5).

Tabelle 5 Blutparameter in Schub und Remission (nach Haferlach et al. 2012)

Normalwert / Remission Schub

CRP <5 mg/] > 5 mg/1

Orientiert an den Normalwerten beim Gesunden wurde eine Serumkonzentration von = 5
mg/1 CRP als Schub definiert.
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2.3 Marker einer EPO-Resistenz

Wenn gastrointestinale Blutungen oder eine Malabsorption von Eisen als Ursache einer
Animie ausgeschlossen werden konnen und das blutbildende System auf eine identische
Zufuhr von Erythropoetin mit einer zunehmend geringeren Bildung von Himoglobin ant-

wortet, spricht man von der Entwicklung einer EPO-Resistenz (Moreno Lopez et al. 2009).

Zur Kennzeichnung eines solchen Prozesses ist der Erythropoetin Resistance Index (ERI)
etabliert, berechnet als Quotient aus EPO-Dosis (IU/kg/Woche/g/dl) und Hb-Wert in
g/dl (Lopez-Gomez et al. 2004).

In Analogie wurde in der vorliegenden Arbeit ein Quotient aus den bei den Patienten
gemessenen Werten von Erythropoetin und Himoglobin gebildet, der EPO/Hb-Quotient.
Inwieweit ein Blutverlust tber den Darm eine Rolle bei den festgestellten Verinderungen
des EPO/Hb-Quotienten und ihrem Zusammenhang mit anderen serologischen
Parametern spielt, konnte in der vorliegenden Arbeit allerdings in Ermangelung von Hb-

Messungen im Stuhl der untersuchten Patienten nicht bewertet werden.

2.4 Bestimmung von EPO-GEN-Polymorphismen

Der Serumspiegel des Glykoproteins Erythropoetin wurde im Labor der Klinik fiir
Gastroenterologie und Endokrinologie mit einem EPO ELISA Kit (ELISA, R&D Systems,
Articel-Nr: DEPOO) nach Anleitung des Herstellers bestimmt.

Zur Genotypisierung wurden jedem Patienten 5 ml Blut enthommen und die gewonnene
Blutprobe bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Spiter wurde die DNA aus dem Blut
mit QIAmp® Mini Kit (QIAGEN, Deutschland, Hilden) isoliert und eine Real-Time-PCR
durchgefiihrt.

Mit der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction/PCR) lasst sich jeder durch Ex-
traktion gewonnene DNA-Abschnitt selektiv vervielfiltigen. Die allelische Diskriminierung
erfolgte dann wie von Amanzada et al. (2014) beschrieben mittels Real-Time-PCR mit der
TagMan-Methode. Die Bestimmung der EPO-SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
erfolgte nach Assay ID C_8786860_10 (Applied Biosystems, Deutschland, Darmstadt).
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2.5  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm SPSS for
Windows® 24.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). In deskriptiven Analysen wurden der Mittel-
wert der Messwerte (MW) mit Standardabweichung (SD), der Median sowie Maximum und
Minimum berechnet. Zur graphischen Darstellung von Messwerten wurden Balken-
diagramme, gruppierte Bereichsbalken mit Mittelwerten und Streuungsmallen oder Diffe-
renzflichen, bei metrischen Variablen auch Fehlerbalken zur Darstellung der einfachen
Standardabweichung verwendet. In Boxplots wurden Median und Interquartilbereich sowie
durch einen Kreis (°) gekennzeichnete Extremwerte (1.5 - 3 Interquartilweiten au3erhalb
der Box) oder durch einen Stern (*¥) gekennzeichnete Ausreiler (> 3 Interquartilweiten

auf3erhalb der Box) einzelner Variablen angezeigt.
An der Serumkonzentration von Erythropoetin wurde mit einem Kolmogorow-Smirnow-

Test die Normalverteilung der gemessenen Serumwerte im untersuchten Kollektiv

tberprift und bestitigt (Abb.4).
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Abbildung 4 Histogramm Erythropoetin
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Zum Nachweis statistischer Differenzen in Zusammenhang mit Erythropoetin und ande-
rer metrischer Variablen wurde deshalb ein t-Test bei unabhingigen Stichproben oder eine
parametrische Varianzanalyse (ANOVA) durchgefithrt. Die Prozedur einfaktorielle ANO-
VA fihrt eine einfaktorielle Varianzanalyse flir eine quantitative abhingige Variable mit
einer einzelnen (unabhingigen) Faktorvariablen durch. Mit der Varianzanalyse wird die
Hypothese tberprift, dass zwischen den Erwartungswerten der verglichenen Parameter
kein Unterschied besteht. Dieses Verfahren ist eine Erweiterung des t-Tests bei zwei
Stichproben. Aquivalent zu multiplen individuellen t-Tests zwischen allen Gruppenpaaren
wurde dabei stets der paarweise multiple Vergleichstest auf geringste signifikante Differen-

zen (LSD) durchgefiihrt.

Zur graphischen Verdeutlichung von Zusammenhingen zwischen metrischen Variablen
wurden auch Regressionskurven nach quadratischer Regression in Streudiagrammen mit
Angabe der in einer Varianzanalyse errechneten Korrelationskoeffizienten r und des Sigini-

fikanzniveaus p gebildet.

Im Falle der EPO-SNP wurde die Beziehung zwischen der beobachteten Haufigkeit eines
allelen Gens und der Hiufigkeit der Genotypen innerhalb einer idealen Population nach

der Hardy-Weinberg-Regel mit einem modifizierten Chi-Quadrat-Test tiberpriift.

Mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-Equilibrium, HWE) ist der
Zustand einer idealen Population beschrieben, in der die Haufigkeit der Allele und die

Hiufigkeiten der Genotypen konstant bleiben.

Zum Ausschluss von Genotypisierungsfehlern oder einer Stichproben-Stratifizierung wur-
de deshalb die in der vorliegenden Arbeit vorgenommene SNP-Genotypisierung auf signi-
fikante Abweichungen von HWE untersucht. Signifikante Abweichungen vom HWE (p <

0.01) wiirden zum Ausschluss von der weiteren Analyse fithren (Engels 2009).

Die Verteilung von ordinalen Parametern (CED, Geschlecht) auf die drei verschiedenen
EPO-Polymorphismen wurde mit einem Chi-Quadrat-Test, die Verteilung von metrischen
Parametern (Himoglobin, Erythropoetin, EPO/Hb-Quotient) auf die drei verschiedenen
EPO-Polymorphismen wurde mit einer Varianzanalyse auf signifikante Differenzen tber-

prift.
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Werte ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0.05 wurden als statistisch signifikant, Werte
ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0.01 als hochsignifikant eingestuft (Husler und

Zimmermann 2010).
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3  Ergebnisse

Untersucht wurden die biometrischen, laborchemischen und klinischen Daten von 73 Pati-
enten, die wegen einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung mit dem TNF-a-Blocker
Infliximab behandelt wurden. 53,4 % (N = 39) der Patienten waren minnlich, 46,6 % (N =
34) weiblich.

Die Patienten erhielten die Erstdiagnose ihrer CED zwischen dem 23.05.70 und dem
03.07.2011. Sie waren zu diesem Zeitpunkt durchschnittlich 28,8 + 12,2 (12,3-72,4) Jahre
alt. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung der vorliegenden Arbeit waren sie durchschnittlich

40,9 + 12,8 Jahre alt.

Die Patienten waren 173,2 = 9,9 cm grof3 und hatten ein Durchschnittsgewicht von 74,3 *

15,3 kg,

61,6 % (N = 45) der Patienten mit einer CED waren an M. Crohn erkrankt, 38,4 % (N =
28) an Colitis ulcerosa.

51,1 % der Patienten mit M. Crohn waren Minner, 48,9 % Frauen. 57,1 % der Patienten
mit Colitis ulcerosa waren Manner, 42,9 % Frauen.

Die Laborwerte der mit Infliximab behandelten Patienten wurden in der Klinik in einem
Beobachtungszeitraum von durchschnittlich 38 (17-257) Tagen dokumentiert und

analysiert.
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3.1 Animie im Gesamtkollektiv

Bei 229 Einzelmessungen von Himoglobin fand sich im Gesamtkollektiv im Median ein
Wert von 13,7 g/dl. Bei 23 % der Patienten trat wihrend des Beobachtungszeitraumes
mindestens einmal eine Andmie auf.

Im Median hatten Minner bei 119 Einzelmessungen einen Himoglobinwert von 14,7 g/dl,

Frauen bei 110 Einzelmessungen einen Himoglobinwert von 12,7 g/dl (Abb.5).

Hamoglobin und Geschlecht

Gesamtkollektiv

18- | N=119 | | N=110 |

L sttt st B |

---Grenzlinie Andmie Manner

p=10.01 |

. — l

---Grenzlinie Anamie Frauen

Hémoglobin [gidI]

Manner Frauen

Abbildung 5 Himoglobin und Geschlecht (N = 229. m = 119, w = 110). Bei den

einzelnen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N) von Messungen.

Von den animischen Patienten waren 60,9 % an Colitis ulcerosa erkrankt, 39,1 % an

M.Crohn.

Differenziert nach beiden CED hatten Manner mit Colitis ulcerosa bei 47
Einzelmessungen im Median einen Himoglobinwert von 14,2 ¢/dl und Minner mit M.

Crohn bei 72 Einzelmessungen einen Himoglobinwert von 14,9 g/dl.
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Differenziert nach beiden CED hatten Frauen mit Colitis ulcerosa bei 41 Einzelmessungen
im Median einen Himoglobinwert von 12,2 g/dl und Frauen mit M. Crohn bei 69

Einzelmessungen einen Himoglobinwert von 13,0 g/dl (Abb.6).

Von den anidmischen Minnern waren 61,5 % an Colitis ulcerosa erkrankt, 38,5 % an

M.Crohn. Von den anidmischen Frauen waren 60,0 % an Colitis ulcerosa erkrankt, 40,0 %

an M.Crohn.
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Abbildung 6 Himoglobin bei Colitis ulcerosa (m = 47, w = 41) und M. Crohn (m =
72, w = 69). Bei den einzelnen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N)

von Messungen.

In der Varianzanalyse war der Unterschied der Himoglobinkonzentration zwischen den

beiden Darmerkrankungen nicht signifikant (n.s.), zwischen beiden Geschlechtern

hochsignifikant (p < 0.01).

Bei 237 Einzelmessungen von Erythropoetin im Gesamtkollektiv fand sich unter Minnern
(N = 124) im Median ein Wert von 12,0 mU/ml, unter Frauen (N = 113) ein Wert von
17,0 mU/ml (Abb.7).
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Erythropoetin und Geschlecht
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Abbildung 7 Erythropoetin und Geschlecht bei Patienten mit CED mit
unterschiedlicher Anzahl (N) von Messungen pro Patient (m = 124, w = 113).

In der Varianzanalyse war der Unterschied der Erythropoetinkonzentration zwischen den

beiden Geschlechtern nicht signifikant (p = 0.119).

Differenziert nach beiden CED hatten Minner mit Colitis ulcerosa bei 49
Einzelmessungen im Median einen Erythropoetinwert von 12,0 mU/dl und Minner mit M.
Crohn bei 75 Einzelmessungen einen Erythropoetinwert von 11,5 mU/dL

Differenziert nach beiden CED hatten Frauen mit Colitis ulcerosa bei 41 Einzelmessungen
im Median einen Erythropoetinwert von 17,0 mU/dl und Frauen mit M. Crohn bei 72

Einzelmessungen einen Erythropoetinwert von 15,0 mU/dl (Abb.8).
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Erythropoetin und CED
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Abbildung 8 Erythropoetin bei Colitis ulcerosa (m = 49, w = 41) und M. Crohn (m
=175, w = 72). Bei den einzelnen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N)

von Messungen.

In der Varianzanalyse war der Unterschied der Erythropoetinkonzentration bei beiden

CED zwischen beiden Geschlechtern signifikant (p < 0.05).

Bei der Bestimmung des Serumspiegels von Erythropoetin fielen drei Ausreiller mit extrem
hohen Werten auf: Deren wichtigste klinische und laborchemische Daten werden in Tabel-

le 6 wiedergegeben.

Tabelle 6 Drei Ausreier mit hohen Serumwerten von Erythropoetin

Pat. | EPO Geschlecht | Alter | Diagnose EPO-SNP |EPO/H [Hb |CRP
[mU/ml] b lg/d]] | [mg/]
|
1 827 w 241 | Colitis ulcerosa | TT 165,4 5,0 k.A.
2 177 m 26,4 | Colitis ulcerosa | GT 26,4 7,0 k.A.
3 152 m 28,4 | Colitis ulcerosa | GT 12,2 11,0 (922
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Alle drei Patienten waren an Colitis ulcerosa erkrankt und waren andmisch. Nur von einem

Patienten war ein sehr hoher CRP-Wert [92,2 mg/1] archiviert.

Bei Uberpriifung der Korrelation nach Pearson zeigte sich, dass sich der
Himoglobinspiegel bei beiden Geschlechtern hochsignifikant invers (Regressionskoeffzient
r = -0,774 bzw. —0,574; p < 0.01) zu der Serumkonzentration von Erythropoetin verhielt
(Abb.9).

Mit den quadratischen Regressionskurven in Abbildung 9 wird der Zusammenhang zwi-
schen der Serumkonzentration von Himoglobin und Erythropoetin deutlich sichtbar; dass
nimlich Erythropoetin bei beiden Geschlechtern, betont bei Minnern, etwa ab Unter-

schreitung des Hb-Normalwerts nicht linear sondern exponentiell hochreguliert wird.
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Geschlecht
~m
[e] W
16
__%_ Marmalwert Manner
D 147
£
3 Marmalwert Frauen
D 12O O R N
£
Hd
T
10
r=-0774 p=0.01
8_ —
=-0574 p<001
L — ]
B T T T T
0 50 100 150 200

Erythropoietin [mU/ml]

Abbildung 9 Himoglobin, Erythropoetin und Geschlecht (m = 36, w = 32). Bei den

einzelnen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N) von Messungen.

In der Darstellung mit Boxplots und Angabe von Median und Interquartilbereich zeigte
sich, dass der Erythropoetinspiegel bei Patienten mit beiden Diagnosen unter den
Patienten mit Anamie stets héher war. In der Gesamtheit der Patienten lag der Median bei

26,0 mU/ml gegeniiber 12,0 mU/ml unter nicht-andmischen Patienten. Bei Patienten mit
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Colitis ulcerosa watr der Median von Erythropoetin mit 26,0 mU/ml nicht signifikant (n.s.)
hoher als 12,5 mU/ml bei nicht-animischen, bei Patienten mit M. Crohn bei 33,0 mU/ml
gegenuber 12,0 mU/ml bei nicht-animischen mit einer tendenziellen Signifikanz (p = 0.006)

(Abb.10).

Erythropoetin
und Anamie
L] .
Anamie
. Mia
120 Mrein
_ "
100
T .
=]
E, 807
£ *
=
o
a (0
o
15
2
TR
207

T
Colitis ulcerosa

Abbildung 10 Erythropoetin in Abhingigkeit von Animie und Entitit bei Patienten
mit Colitis ulcerosa (N = 28) und M. Crohn (N = 45). Bei den einzelnen Patienten

gab es eine unterschiedliche Anzahl (N) von Messungen.

Im Folgenden wurde untersucht, ob es weitere Einflussfaktoren auf die Himoglobinkon-

zentration gab.
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3.2 Animie und Entziindungsaktivitit

Nach der Definition in Kap.4.2. waren 13,9 % der Patienten zum Zeitpunkt der jeweiligen
Blutentnahme im Schub und 86,1 % in Remission.

Getrennt nach Geschlechtern fanden sich folgende Werte fiir den EPO/Hb-Quotienten
und Erythropoetin (Abb.11).

Bei insgesamt 224 Bestimmungen lag der Median des EPO/Hb-Quotienten bei Minnern
im Schub bei 0,78, wihrend einer Remission bei 0,82. Bei Frauen lag er im Schub bei 1,27
wihrend einer Remission bei 1,19. Er war bei Frauen in Schub wie Remission stets, aber

nicht signifikant hoher als bei Méannern.
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Abbildung 11 EPO/Hb-Quotient und Geschlecht in Schub und Remission getrennt
nach Geschlecht iiber den gesamten Beobachtungszeitraum (N = 224). Bei den

einzelnen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N) von Messungen.
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Bei insgesamt 237 Bestimmungen lag der Median von Erythropoetin bei Mannern im
Schub bei 11,2 mU/ml, wihrend einer Remission bei 12,0 mU/ml; bei Frauen lag er im
Schub bei 15,5 mU/ml, wihrend einer Remission bei 17,0 mU/ml.

Er war bei Frauen in Schub wie Remission stets, aber nicht signifikant héher als bei

Minnern (Abb.12).
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Abbildung 12 Erythropoetin und Geschlecht in Schub und Remission
iiber den gesamten Beobachtungszeitraum (N = 237). Bei den einzel-
nen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N) von Messun-

gen.

3.21 Himoglobin und CRP

Im Gesamtkollektiv war die Korrelation zwischen Himoglobin und CRP signifikant
negativ  (Regressionskoeffizient r = -0,177, p < 0.05). Differenziert nach beiden
Geschlechtern sank der Himoglobinspiegel bei Minnern mit wachsender Entziin-

dungsaktivitit exponentiell, bei Frauen signifikant (Abb.13).
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Abbildung 13 Himoglobin und CRP im gesamten Untersuchungszeitraum, ge-
trennt nach Geschlechtern (m = 36, w = 32). Bei den einzelnen Patienten gab es

eine unterschiedliche Anzahl (N) von Messungen.

3.3 EPO-Resistenz

In der votliegenden Arbeit wurde der EPO/Hb-Quotient in Analogie zum ERI als Matker
einer EPO-Resistenz Gberpriift.

3.3.1 EPO-Resistenz und Alter

Der EPO/Hb-Quotient zeigte andeutungsweise bei Frauen einen inversen Zusammenhang

mit dem Alter der Patienten (Abb.14).
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Abbildung 14 EPO/Hb-Quotient in Abhingigkeit vom Alter

(N = 73, w = 33, m = 40).

In der Varianzanalyse waren allerdings bei beiden Geschlechtern keine signifikanten

Abhingigkeiten zwischen Alter und dem EPO/Hb-Quotienten nachweisbar (Tab.7).

Tabelle 7 ANOVA zu EPO/Hb-Quotient in Abhingigkeit von Alter und

Geschlecht
Einfaktorielle ANOVA
Quadrat- Mittel der
summe | df | Quadrate F p
EPO/Hb- | Zwischen |(Kombiniert) 1,622] 1 1,622| 0,157| 0,693
Quotient | den Linearer | Ungewichtet 1,622| 1 1,622| 0157 0,693
Gruppen Term
Gewichtet 1,622| 1 1,622| 0,157 0,693
Alter Zwischen | (Kombiniert) 126,357| 1| 126357] 0,825| 0,365
h d
Jahre] - Linearer |Ungewichtet | 126357| 1| 126,357| 0,825] 0,365
Gruppen Term
¢ Gewichtet 126,357| 1| 126357] 0,825| 0,365
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3.3.2 EPO-Resistenz, Animie und CED

Im Falle einer Anidmie war der EPO/Hb-Quotient im Median unter Patienten mit Colitis
ulcerosa mit 2,08 gegentiber 2,75 unter Patienten mit M. Crohn nicht signifikant erniedrigt.
Ohne Unterscheidung der Geschlechter war der Wert des EPO/Hb-Quotienten bei beiden
CED im Median bei den Patienten mit Andmie signifikant gegentiber den Patienten ohne
Animie erh6ht.

Im Subkollektiv der Patienten mit Colitis ulcerosa und Anidmie war der EPO/Hb-Quotient
im Median mit 2,1 signifikant (p < 0.05) gegentiber 0,9 bei Patienten ohne Anidmie erhoht.
Im Subkollektiv der Patienten mit M. Crohn und Anidmie war der EPO/Hb-Quotient im
Median mit 2,7 hochsignifikant (p < 0.01) gegentiber 0,9 bei Patienten mit M.Crohn und
ohne Anidmie erhoht (Abb.15).

EPOI/Hb-Quotient und Ané&mie

Andmie
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Colitis ulcerosa M. Crohn

Abbildung 15 Anidmie und EPO/Hb-Quotient bei beiden CED:

Colitis ulcerosa (Andmie ja: N = 13, nein: N = 14),
M. Crohn (Anidmie ja: N = 9, nein: N = 34).
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Unterscheidet man den Median des EPO/Hb-Quotienten bei beiden Geschlechtern, zeigt
sich, dass Frauen mit Anidmie im Median stets einen hochsignifikant héheren EPO/Hb-
Quotienten hatten als Minner mit Anidmie und dass dieser Zusammenhang bei Patienten

mit Colitis ulcerosa deutlicher war als bei Patienten mit M.Crohn (Abb.16).

EPOIHb-Quotient und Anémie EPO/Hb-Quotient und Anémie
bei beiden CED bei beiden CED

Manner Anémie Frauen Anémie
15 Hja 15 Hpa
Wrein Wnein

EPO/Hb-Quotient
i
i

5 5
.N=6

Colitis ulcerosa M. Crohn Colitis ulcerosa M. Crohn

Abbildung 16 Animie, EPO/Hb-Quotient und Geschlecht bei beiden CED. Min-

ner: Colitis ulcerosa (Andmie ja: N = 7, nein: N = 8). M. Crohn (Andmie ja: N = 5,

nein: N = 17), Frauen: Colitis ulcerosa (Andmie ja: N = 6, nein: N = 6). M. Crohn
(Animie ja: N = 4, nein: N = 17).

An der Anpassungslinie im Streudiagramm wird deutlich, dass bei Frauen mit Colitis
ulcerosa die Hochregulierung des EPO/Hb-Quotienten ab der Unterschreitung eines
Schwellenwerts von etwa 13 g/dl Himoglobin, bei Minnern ab der Unterschreitung eines
Schwellenwerts von etwa 15 g/dl Himoglobin beginnt.

Bei Frauen mit M. Crohn beginnt die Hochregulierung des EPO/Hb-Quotienten ab der
Unterschreitung eines Schwellenwerts von etwa 14 g/dl Himoglobin, bei Minnern ab der

Unterschreitung eines Schwellenwerts von etwa 15 g/dl Himoglobin (Abb.17).
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Abbildung 17 EPO/Hb-Quotient, Himoglobin und Geschlecht im gesamten Un-
tersuchungszeitraum. Colitis ulcerosa (m = 15, w = 11). M. Crohn (m = 21, w = 21)
Bei den einzelnen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N) von

Messungen.
3.3.3 EPO-Resistenz und Entziindungsaktivitit

Bei beiden Geschlechtern fand sich keine signifikante Kotrelation des EPO/Hb-
Quotienten mit dem Umfang der Entziindungsaktivitit (p = 0,418) bei Frauen bzw. (p

= 0,475) bei Minnern (Abb.18).
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Abbildung 18 EPO/Hb-Quotient und Entziindungsaktivitit

(N = 58. m = 32, w = 26).

Es ist also anzunehmen, dass die Entzundungsaktivitit keinen Einfluss auf die Regulation

der Himoglobinkonzentration tber Erythropoetin hat.

3.4 Anamie bei verschiedenen EPO-SNP

51 Patienten willigten in eine Verwendung ihrer EPO-Genetik-Daten ein; nur von 45 wa-

ren diese Daten ausreichend dokumentiert. Deshalb wurden allein diese 45 Patienten, da-

von 27 Mianner und 18 Frauen, in die folgenden Analysen einbezogen.

EPO-SNPs verteilten sich in diesem Patientenkollektiv wie folgt (Abb.19).
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Abbildung 19 EPO-SNP im Patientenkollektiv.
GG (N = 6), GT (N = 25), TT (N = 14).

Bei 13,3 % (N = 6) der Patienten fand sich GG, bei 31,1 % (N = 14) TT, bei 55,6 % (N =
25) GT.
Bei der Uberpriifung nach Hardy-Weinberg ergab sich keine signifikante Abweichung des

Verhiltnisses von tatsichlich beobachteten und zu erwarteten Genotypfrequenzen (p =

0.3228).

Tabelle 8 Verteilung der Genotypfrequenzen nach Hardy-Weinberg

Verteilung der Genotypfrequenzen nach Hardy-Weinberg

beobachtet erwartet
N |Allel X|Allel Y N % N % Chi-Quadrat P
GG 6 12 0 6 13,33 | 7,61 | 16,90 0,339
GT 25 25 25 25 55,56 | 21,79 | 48,42 0,473
TT 14 0 28 14 31,11 | 15,61 | 34,68 0,165
Total | 45 37 53 45 100,00{ 45,00 |100,00 0,977 0.3228
90 | 041 | 0,59 90 () Chi? w 1 df
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Dabei fand sich folgende Altersverteilung der beobachteten Genotypfrequenzen im

Patientenkollektiv (Tab.9).

Tabelle 9 EPO-SNP und Alter der 45 Patienten

EPO-SNP MW + SD
GG 36,3+ 12,1
GT 414+ 12,4
TT 42,0+ 115

Patienten mit dem Polymorphismus GG waren durchschnittlich 36,3 Jahre alt, mit GT 41,4
und solche mit TT 42,0 Jahre alt.
Die verschiedenen EPO-SNP waren auf die Geschlechter wie folgt verteilt (Tab. 10).

Tabelle 10 EPO-SNP und Geschlecht

GG p GT p TT p
Minner 5(18,5%) |<0.05 13 (48,1 %) |<0.05 9 (33,3%) |n.s.
Frauen 1 (5,6 %) 12 (66,7 %) 5 (37,8 %)

Minner hatten zu 18,5 % den Polymorphismus GG, zu 48,1 % GT und zu 33,3 % TT.
Frauen hatten zu 5,6 % den Polymorphismus GG, zu 66,7 % GT und zu 37,8 % TT. Die
Uberpriifung mit dem Chi-Quadrat-Test bestitigte einen signifikant héheren Anteil des
Polymorphismus GG unter Minnern, einen signifikant héheren Anteil des Polymorphis-

mus GT unter Frauen (Tab.11).

Tabelle 11 EPO-SNP und CED

CED GG GT TT
Colitis ulcerosa 3 (16,7 %) 11 (61,1 %) 4 (22,2 %)
M. Crohn 3(11,1% 14 (51,9 %) 10 (37,0 %)

Patienten mit Colitis ulcerosa hatten zu 16,7 % den Polymorphismus GG, zu 61,1 % GT

und zu 22,2 % TT.
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Patienten mit M. Crohn hatten zu 11,1 % den Polymorphismus GG, zu 51,9 % GT und zu
37,0 % TT (Tab.10).

Im Gesamtkollektiv fand sich folgende Verteilung der Himoglobinwerte auf die

verschiedenen EPO-SNP (Abb.20).
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Abbildung 20 Himoglobin und EPO-SNP im Gesamtkollektiv.
GG (N =6), GT (N =25), TT (N = 14).

Im Gesamtkollektiv war bei grofiter Streuung der durchschnittliche Himoglobinwert von
13,2 g/dl bei Genotyp GT hochsignifikant (p < 0.01) niedriger als der durchschnittliche
Himoglobinwert von 14,6 g/dl bei Genotyp GG und noch signifikant (p < 0.01) niedriger
als der durchschnittliche Himoglobinwert von 13,8 g/dl bei Genotyp TT.

Differenziert nach Geschlechtern ergab sich folgende Verteilung der Himoglobinwerte auf

die verschiedenen EPO-SNP (Abb.21).
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Abbildung 21 Himoglobin bei verschiedenen EPO-SNP und Geschlecht. Bei den

einzelnen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N) von Messungen.

In gruppierten Boxplots mit Darstellung von Mittelwerten und simtlichen Streuungsmal3en
wird deutlich, dass bei Miannern der durchschnittliche Himoglobinwert in Verbindung mit
dem Polymorphismus GG mit 14,9 g/dl hoher war als 14,2 g/dl in Verbindung mit dem
Polymorphismus GT und 14,7 g/dl in Verbindung mit dem Polymorphismus TT.

Bei Frauen war der durchschnittliche Himoglobinwert in Verbindung mit dem
Polymorphismus GG mit 13,9 g/dl hoher als 123 ¢/dl in Verbindung mit dem
Polymorphismus GT und 12,7 g/dl in Verbindung mit dem Polymorphismus T'T.

Der Himoglobinwert war bei Frauen in Verbindung mit allen EPO-SNP stets

hochsignifikant niedriger (p < 0.01) als bei Mannern (Abb.21).
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In der Varianzanalyse waren allerdings bei Unterscheidung der Geschlechter die

signifikanten Differenzen der Himoglobinwerte zwischen den drei Polymorphismen nicht

mehr wie im Gesamtkollektiv nachweisbar (Tab.12).

Tabelle 12 ANOVA zu Hamoglobin in Abhingigkeit von SNP und Geschlecht

Einfaktorielle ANOVA®?
Himoglobin [g/d]]
Quadrat- Mittel der
summe | df | Quadrate F p
Zwischen den (Kombiniert) 8,544 2 4,272 1,542 0,220
Gruppen Linearer | Gewichtet 0,086 1 0,086 0,031 0,861
Term Abweichung 8,459 1 8,459 | 3,054 | 0,084
a. Geschlecht = m
Einfaktorielle ANOVA®
Himoglobin [g/d]]
Quadrat- Mittel der
summe | df | Quadrate F p
Zwischen den (Kombiniert) 2,102 2 1,051 0,631 0,536
Gruppen Linearer | Gewichtet 0627| 1 0.627| 0376| 0,542
Term Abweichung 1475| 1 1,475 0,885| 0,351

a. Geschlecht = w

An der Grenzlinie bei 12 g/dl siecht man auBlerdem, dass sich bei den beiden Frauen mit

dem Polymorphismus GG ein Himoglobinwert unterhalb der Animiegrenze fand.

Gleichzeitig waren die Durchschnittswerte von Erythropoetin und der EPO/Hb-Quotient

beim Genotypus GT deutlich hoher als bei den Genotypen GG und TT, allerdings nur mit
einem Trend (p = 0.074 bzw. 0.099) zur statistischen Signifikanz (Tab.13).
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Tabelle 13 Blutparameter und EPO-SNP

GG GT p TT
Erythropoetin [mU,/ml] 12,6 £ 6,5 21,7£289 |p=0074 |150%9,5
EPO/Hb-Quotient 0,9 £ 0,5 21+43 [p=009 [1,1£09

Im Weiteren wurde uberpriift, ob in Fillen einer Anidmie bei den verschiedenen Genotypen
weitere Faktoren fiir die insuffiziente Hidmatogenese bzw. Gegenregulation durch
Erythropoetin verantwortlich sind.

Deshalb wurde untersucht, ob sich bei den verschiedenen Genotypen eine unterschiedliche

Bildung von Erythropoetin in Abhidngigkeit von der Entzindungsaktivitit fand (Abb.22).

In Abbildung 22 wird deutlich, dass der Serum-Wert von Erythropoetin bei Patienten mit
dem Polymorphismus TT nach einem anfinglichen Absinken ab einem CRP-Wert von
etwa 40 mg/] exponentell, bei Patienten mit dem Polymorphismus GT nach einem an-
finglichen Absinken ab einem CRP-Wert von etwa noch 90 mg/1 leicht anstieg, umgekehrt

bei Patienten mit den Polymorphismus GG.
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Abbildung 22 Erythropoetin und CRP bei verschiedenen EPO-SNP. Bei den ein-

zelnen Patienten gab es eine unterschiedliche Anzahl (N) von Messungen.

In der Varianzanalyse mit Mehrfachvergleichen fand sich aber keine signifikante Beziechung

zwischen den genannten Parametern (Tab.14).
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Tabelle 14 ANOVA mit Mehrfachvergleichen Erythropoetin und CRP
in Abhingigkeit von EPO-SNP

Mehrfachvergleiche
L.SD
¢)) ) Mittlere 95 %-Konfidenzintervall
Abhingige | EPO-|EPO- | Differenz | Standard

Variable SNP [SNP 1-)) -fehler [ Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
Erythropoe |GG [GT -9,118 5,076 0.074 -19,15 0,91
E:lU/ml] TT -2,394 5,444 0.661 -13,15 8,36
GT |GG 9,118 5,076 0.074 -0,91 19,15
TT 0,724 3,985 0.094 -1,15 14,60
T |GG 2,394 5,444 0.661 -8,36 13,15
GT -6,724 3,985 0.094 -14,60 1,15
CRP [mg/]] [GG |GT 4,219 8,047 0.601 -11,77 20,21
TT 3,982 8,682 0.648 -13,27 21,23
GT |GG -4,219 8,047 0.601 -20,21 11,77
TT -0,237 06,557 0.971 -13,26 12,79
T |GG -3,982 8,682 0.648 -21,23 13,27
GT 0,237 6,557 0.971 -12,79 13,26
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4 Diskussion

4.1 Methodische Vorbemerkungen

Das retrospektive Studiendesign der vorliegenden Arbeit und ihr Datenumfang sind mit
Einschrinkungen verbunden. Mit der relativ geringen Anzahl von 73 Patienten sind mit
mehreren Parametern statistische Berechnungen nur eingeschrinkt méglich, da oft nur
Einzelfille groB3eren Subkollektiven gegentibergestellt werden kénnen. Auflerdem waren
von vielen Patienten sensible Serumwerte wie die von CRP (N = 39, 53,4 %) und Ferritin
(N = 4, 5,5 %) nicht regelmal3ig bestimmt worden, die deshalb in der vorliegenden Arbeit

unberiicksichtigt blieben.

4.2 CED und Animie

Die Hiufung von Andmien bei CED ist bekannt und durch den Blutverlust tiber die chro-
nisch entziindete Darmmukosa zunichst nur augenscheinlich hinreichend erklirt. Die Pa-
thogenese ist tatsichlich aber vielschichtig (s. u.).

Im untersuchten Patientenkollektiv wiesen 23,0 % der untersuchten Patienten, verteilt tber
den gesamten Beobachtungszeitraum, mindestens einmal andmische Resultate auf; davon

waren 00,9 % an Colitis ulcerosa erkrankt, 39,1 % an M.Crohn.

In der Literatur finden sich sehr heterogene Angaben zur Privalenz einer Aniamie unter
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Der Anteil von 23,0 % im un-
tersuchten Kollektiv ist relativ gering, denn aktuell werden in gréBeren epidemiologischen
Studien Werte von 8,8 % bis maximal 73,7 % angegeben (Bergamaschi et al. 2010;
Dumitrescu et al. 2012; Voegtlin et al. 2010; Wilson et al. 2004). Die grole Streuung und
damit eingeschrinkte Vergleichbarkeit solcher Ergebnisse erklirt sich wohl hauptsichlich
dartber, dass in solchen Studien Besonderheiten des Krankheitsverlaufs (Schub oder Re-
mission) und der Therapie (Eisensubstitution, Blutersatz, EPO) nicht hinreichend bertick-

sichtigt sind.
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In der Vergangenheit wurden chronisch entziindliche Darmerkrankungen hauptsiachlich
mit Kortison und/oder Immunsuppressiva behandelt. Dabei geriet die Behandlung eines

oft vorhandenen Eisenmangels in den Hintergrund.

In ihrer aktuellen Literaturstudie und Metaanalyse tiber Publikationen zu CED in Europa
zwischen 2007 und 2012 finden Filmann et al. (2014) eine Privalenz einer Animie von
21 % bei Colitis ulcerosa und 27 % bei M.Crohn. Dabei hatten 57 % aller Patienten mit
Animie einen Eisenmangel. Uber weitere mdgliche Ursachen einer Animie bei CED ma-

chen sie allerdings keine Angaben.

Ein festgestellter Eisenmangel bei CED erklirt sich wohl hauptsichlich iiber den Blutver-
lust, denn das obere Duodenum, welches fiir die Eisenresorption verantwortlich ist, ist von

dem Entziindungsprozess in den seltensten Fillen betroffen, selbst bei M. Crohn.

Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass FEisen-Resorptionsstorungen bei der Verursachung
einer Andmie unter CED-Patienten eine Rolle spielen (Gisbert und Gomollon 2008;

Moreno Lopez et al. 2009).

Die orale Zufuhr von Eisen ist mit einer geringen Bioverfuigbarkeit und einer geringen To-
lerabilitit fir die Patienten verbunden (Schroder et al. 2005). Durch die intravenése Gabe
von Eisen lassen sich aber die Eisenlager im Organismus rasch fillen, was zu einer deutli-
chen Anhebung der Lebensqualitit unter Patienten mit CED fihrt (Munoz et al. 2009;
Reinisch et al. 2013; Stein et al. 2010). Einer konsequenten intraventsen Eisensupplemen-
tation stand womoglich auch die schlechte Vertriglichkeit der bis dato verfiigbaren Eisen-

priparate entgegen (Aksan et al. 2017).

Hinsichtlich eines ursichlichen Blutverlustes sollte deshalb bei der Therapie einer Animie
nach Angaben des European consensus on the diagnosis and management of iron defi-
ciency and anaemia in inflammatory bowel diseases heute die intravendse Substitution von
Eisen im Vordergrund stehen (Dignass et al. 2015). Dabei sind gut vertrigliche Priparate

wie z. B. Eisencarboxymaltose zu bevorzugen (Koduru und Abraham 2016).

Die Praxis der Eisensupplementation in Deutschland ist es jedoch, sich vor allem auf eine
orale Substitution zu verlassen. Blumenstein et al. (2014) konnten in einer retrospektiven
Analyse der Daten von 55 gastroenterologischen Instituten zeigen, dass nur 43,5 % der

CED-Patienten wegen Anamie behandelt wurden, davon 56 % ausschliefSlich mit einer
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oralen Eisensubstitution, was auf ein insuffizientes Monitoring bzw. eine insuffiziente Sub-

stitution hinweist.

Eine Zufuhr von Eisen war im Datenmaterial der vorliegenden Arbeit nur unvollstindig

dokumentiert und kann deshalb nicht bewertet werden.

4.3 CED und EPO-Resistenz

Daneben gibt es im Organismus Mechanismen, die einen Blutverlust in einem gewissen
Umfang durch eine hohere Syntheserate von Himoglobin und Erythrozyten ausgleichen
konnen. Eine Analyse von Andmien bei CED erfordert also beides, die Erklirung des
Blutverlustes und einer (moglichen) Einschrinkung der Neogenese von Erythrozyten. Da-

zu gehoren auch Eisenverteilungsstorungen im Rahmen von chronischen Entziindungen

(Casarrubea et al. 2013).

Mit der vorliegenden Untersuchung wurde ohne Beurteilung eines ursachlichen Blutverlus-
tes bei Andmie nach Faktoren gesucht, welche die kérpereigenen Kompensationsmecha-

nismen einer Animie und/oder die Wirkung von Medikamenten negativ beeinflussen.

Der wichtigste Kompensationsmechanismus im menschlichen Organismus ist die tiber eine
Hypoxie vermittelte Anregung der Synthese des Zytokins Erythropoetin. Im untersuchten
Patientenkollektiv verhielt sich der Himoglobinspiegel bei beiden Geschlechtern hochsig-
nifikant invers zu der Serumkonzentration von Erythropoetin, auch im Subkollektiv der
Patienten mit Andmie zeigte sich diese hochsignifikant inverse Beziehung. Diese Beobach-
tung bestatigt die bisher einzige Untersuchung zur Erythropoetinkonzentration bei Patien-
ten mit CED, bei denen es sich allerdings um Kinder und Jugendliche handelte (Tsitsika et
al. 2005).

Es konnte also sein, dass bei Patienten mit CED die angemessene Bildung von Erythropo-
etin entweder behindert ist oder auch ein eigentlich ausreichender Erythropoetinspiegel,
bedingt durch weitere Faktoren wie z. B. einen Eisenmangel, keine analoge Steigerung der
Syntheserate von Erythrozyten und Himoglobin bewirken kann. Die Beobachtung einer
inversen linearen Bezichung zwischen dem Logarithmus der Erythropoetinkonzentration
und dem Hb-Wert bei Patienten mit myelodysplastischem Syndrom, einem guten Modell
einer Knochenmarkdefizienz, wirde dieses Konzept zusitzlich unterstiitzen (Suzuki et al.

2015).
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Schon durch die physiologische Erythropoese werden taglich rund ein Prozent der Eryth-
rozyten erneuert; sie ist aber auf diese Rate begrenzt und entspricht damit der Menge des
Erythozytenverlustes iiber die natiirliche Blutmauserung. Ubersteigt der Blutverlust diese
Quote, kann der Organismus vermittelt tiber die durch Hypoxie angeregte Bildung von
Erythropoetin diesen Verlust kompensieren, aber schlief3lich durch die Menge des Blutver-
lustes bei CED tiberfordert sein.

Im vorliegenden Kollektiv war bei beiden CED der EPO/Hb-Quotient bei den Patienten
mit Andmie signifikant gegentiber den Patienten ohne Andmie erhoht; im Subkollektiv der
Patienten mit Colitis ulcerosa im Median mit 2,08 hochsignifikant (p < 0.01) niedriger als
2,75 bei Patienten mit M.Crohn. Dies ldsst sich durch einen Uberproportionalen Anstieg

der Epo-Konzentration bei fallendem Hb erkliren.

Patienten mit CED-assoziierter Anamie sprechen zu einem gewissen Anteil nicht auf The-
rapien mit Eisenpriparaten an. Bei ihnen bietet sich eine Therapie mit rtHuEPO an (Sand-
born 1997). So lasst sich zusammen mit einer intravendsen Zufuhr von Eisen als Therapie
der ersten Wahl ein fast normaler Himatokrit von 11-12 g/dl erreichen (Moreno Lopez et

al. 2009).

In der vorliegenden Untersuchung hatten Patienten mit CED und einer Anamie im Median
mit 26,0 mU/ml gegeniiber 12,0 mU/ml einen hoheren Serumspiegel von Erythropoetin
als Patienten mit CED ohne Anidmie. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa lag der Median von
Erythropoetin bei 26,0 mU/ml gegentiber 12,5 mU/ml bei nicht-andmischen, bei Patienten
mit M. Crohn bei 33,0 mU/ml gegentiber 12,0 mU/ml bei nicht-animischen, bei Patienten

mit M. Crohn mit einer tendenziellen Signifikanz (p = 0.00).

Es ist also zu fragen, warum die Kompensation des Blutverlustes bei CED durch die of-
fenbar vorhandene gegenregulative Mehrbildung von Erythropoetin nicht gelingt. Mit dem
Datenmaterial der vorliegenden Studie konnte diese Frage schon deshalb nicht ausreichend
beantwortet werden, da ein Eisenmangel oder eine Substitution von Eisen bei den Patien-

ten nicht durchgingig dokumentiert war.

Es bleibt aber fiir das hier untersuchte Kollektiv festzuhalten, dass die negative Korrelation
von Epo- und Hb-Konzentration offenbar auch quantitativ unabhingig davon ist, ob ein
akuter Schub oder eine Remission besteht. Ein Einfluss etwaiger inflammatorischer Media-

toren auf die EPO-Regulation oder -Wirkung scheint somit wenig wahrscheinlich. Auch
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scheint ein relativer Mangel an EPO fiir die Entstehung einer Andmie bei CED ebenso

wenig eine Rolle zu spielen wie eine fehlende Wirkung,.

Damit unterscheidet sich die Situation bei CED offenbar von der bei chronischer Nie-
reninsuffizienz, bei der offenbar proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1),
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha), Gamma-Interferon (IFN-gamma) oder Resistin
an der Entstehung einer Epo-Resistenz beteiligt sind (Chang et al. 2011; MacDougall und
Cooper 2002; Zhang et al. 2015).

Es ist also sehr wahrscheinlich, dass der Faktor Eisenmangel oder ein Mangel an Vitamin
B12 oder Folsiure bei der Entstehung einer Animie im untersuchten Kollektiv die wesent-

liche Rolle spielt.

Des Weiteren ist zu Giberlegen, welchen Einfluss die im untersuchten Kollektiv festgestellte
signifikante Abhingigkeit des EPO/Hb-Quotienten vom Alter der Patienten hat. Dies
konnte fir eine altersabhingige Ermiidung der Anpassungsreaktion bei Anidmie durch

Mehrbildung von Erythropoetin sprechen.

Musso et al. (2004) fanden in ihrer Vergleichsstudie mit 74 gesunden Probanden [22 Er-
wachsene (18-64 Jahre), 30 alte (65-75 Jahre) und 22 sehr alte (>75 Jahre)] heraus, dass der
Eryhtropoetinspiegel in allen Altersstufen unverindert blieb, dabei aber einen hochsignifi-
kanten Zusammenhang mit der Kreatinin-Clearance hatte. Wenn also bei andmischen alte-
ren Patienten eine mangelhafte Bildung von Erythropoetin vermutet wird, ist immer auch

an eine beginnende Nephropathie zu denken.

Di Iorio et al. (2004) fanden in ihrer Studie an 3.224, mit Himodialyse behandelten Patien-
ten, eine solche Ermudung. Sie differenzierten ihr Patientenkollektiv aber nicht nach Ge-
schlecht, so dass ihr Ergebnis durch den Blutverlust durch die Menses bei weiblichen Pati-

enten verfilscht sein konnte.

In ihrer Querschnittsstudie mit 280 andmischen Patienten bestimmten Vogeser und Schiel
(2002) den Zusammenhang zwischen Erythropoetin und Himoglobin. Sie empfehlen auf
Grund ihrer Analyse das 20. Perzentil der Serumkonzentration von Erythropoetin, nimlich
223 TU/L als Referenzwert, unterhalb dessen man erst von einem Defizit an Erythropoe-

tin als Ursache einer Anamie sprechen konne.
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Bei der isolierten aplastischen Anamie (Pure Red Cell Aplasia), bei der ausschlief3lich die
Anzahl der roten Blutkérperchen im Blut verringert ist, lisst sich mit dem wegen
anaphylaktischer ~ Reaktionen  zuriickgerufenen —Epo-RezeptorAgonisten ~Hematid®
(Affymax, USA) eine EPO-Resistenz iiberwinden. Ahnliches wird von dem ersten
kontinuierlichen Aktivator fiir die Bildung roter Blutkérperchen Mircera® (Roche, Schweiz)
berichtet. Es wire zu priifen, ob dieses Medikament auch bei Anidmien in Zusammenhang
mit CED einzusetzen wire, sollte sich herausstellen, dass es auch bei CED-Patienten zur
Entwicklung einer EPO-Resistenz kommen kann. So lieBen sich auch die drei AusreiBler
aus Tabelle 6 der vorliegenden Arbeit mit extrem hohen Erythropoetinwerten ohne
analoge Steigerung von Serum-Himoglobin interpretieren. Bislang gibt es in der Literatur
allerdings wenig Hinweise auf einen solchen Zusammenhang (Moreno Lopez et al. 2009;
Schreiber et al. 1996).

Eine Uberpriifung in gréBeren Patientenkollektiven erfordert auch die Beobachtung aus
der vorliegenden Arbeit, dass bei allen Patienten mit Anamie, besonders bei Frauen ein
signifikant hoherer EPO/Hb-Quotient festzustellen war als im Subkollektiv ohne Animie.
Dabei wire in weiteren Studien zu berticksichtigen, ob oder inwieweit niedrige Himo-
globin-Werte wie aus Abbildung 6 der vorliegenden Arbeit oder eine gegenregulative
Mehrbildung von Erythropoetin aus dem Blutverlust wihrend der Menses weiblicher

Patienten resultieren.

In ihrer Studie am Datenmaterial von 5.782 hospitalisierten erwachsenen Patienten mit
CED finden Dotson et al. (2015) auch Hinweise, dass das unterschiedliche Ausmal3 von
Symptomen verschiedener CED einschliefSlich Anidmie im Allgemeinen konsistent ist mit

bekannten Geschlechtsunterschieden, unabhingig von den CED.

4.4 SNP, CRP und EPO-Resistenz bei anderen Erkrankungen

Ein Zusammenhang von EPO-SNP, erhohter Entziindungsaktivitit und Animie bzw.
EPO-Resistenz ist auch bei anderen Erkrankungen bekannt. Dies gilt vor allem fir ver-
schiedene Bluterkrankungen wie Polycythaemia vera oder myeloischer Leukimie, aber auch
fir dialysepflichtige Nierenerkrankungen, die chronisch-obstruktive ILungenerkrankung

(COPD) und Diabetes (Mittelman et al. 1996; Sharples et al. 2000).
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Amanzada et al. (2014) stellten bei antiviral behandelten Hepatitis-C-Patienten in Verbin-
dung mit dem Erythropoetin rs1617640 G Allel eine Animie bei abgeschwichtem Anstieg
von Erythropoetin fest. In Fillen einer therapieresistenten Aniamie empfehlen sie eine zu-

sitzliche Gabe von Epoetin-alpha oder einen Abbruch der Therapie.

SNP in der Promotor-Sequenz verschiedener proinflammatorischer Zytokine beeinflussen
die Zytokin-Reaktion auf verschiedene Stimuli und haben so einen Effekt auf den klini-

schen Verlauf verschiedener Erkrankungen.

In einer Kohorte aus 93 Patienten mit COPD konnten Markoulaki et al. (2011) einen
hochsignifikant inversen Zusammenhang zwischen Hamoglobin- und Erythropoetinspiegel
in Abhingigkeit von der Serumkonzentration der Entzindungsmarker CRP, TNF-alpha,

Fibrinogen und IL-6 feststellen.

In ihrer Vergleichsstudie an jeweils 58 dialysepflichtigen Diabetikern und Nicht-
Diabetikern tiber 48 Wochen stellten Abe et al. (2011) Besonderheiten des Zusammen-

hangs zwischen Insulinresistenz und Ansprechbarkeit auf EPO fest.

Bei Diabetikern fand sich gegeniiber Nicht-Diabetikern sowohl eine geringere Ansprech-
barkeit auf EPO wie auch eine Insulinresistenz bei signifikant erh6htem Serumspiegel der

Entziindungsmarker Plasma —Leptin, IL-6 und CRP.

Im Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit konnte allerdings kein Zusammenhang zwi-
schen Entziindungsaktivitit und EPO-Resistenz festgestellt werden (Abb.18). Diese gegen-
siatzlich erscheinenden Befunde sprechen dafiir, dass Entziindungen erst durch ver-

schiedenste Mediatoren eine EPO-Resistenz bedingen kénnen.

4.4.1 CED und EPO-SNP

Bei Uberpriifung des Hardy-Weinberg Gleichgewichts stellte sich heraus, dass die Popula-
tionsstichprobe im untersuchten Patientenkollektiv fir die untersuchten Merkmale nicht
signifikant (p = 0.3228) von einem populationsgenetischen Gleichgewicht abweicht und

deshalb fir biostatistische Berechnungen eingesetzt werden kann.

Im Gesamtkollektiv war bei grofiter Streuung der durchschnittliche Himoglobinwert von

13,2 g/dl bei Genotyp GT hochsignifikant (p < 0.01) niedriger als der durchschnittliche
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Himoglobinwert von 14,6 g/dl bei Genotyp GG und noch signifikant (p < 0.01) niedriger
als der durchschnittliche Himoglobinwert von 13,8 g/dl bei Genotyp TT. Bei Unterschei-

dung der Geschlechter war dieser Zusammenhang allerdings nicht mehr nachweisbar.

Es bleibt also offen, ob noch weitere Faktoren neben dem Geschlecht der Patienten einen
Einfluss auf den Himoglobinwert bzw. eine Animie in Verbindung mit CED und EPO-
SNP haben.

Es wire deshalb interessant, diesen Zusammenhang mit EPO-SNP noch in einem grof3e-

ren Patientenkollektiv zu untersuchen.

Zu dem gleichen Untersuchungsgegenstand finden sich in der Literatur bislang keine Stu-

dien.



5 Zusammenfassung 58

5  Zusammenfassung

Die Aktivierung der EPO-Synthese ist eine physiologische Antwort des Korpers auf eine
Animie, wobei genetische Variationen des EPO-Gens hierbei eine Rolle spielen koénnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein definiertes Kollektiv von Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen im Hinblick auf das Vorliegen einer Anidmie zu
charakterisieren und dabei die mdgliche Rolle von Erythropoetin und EPO-SNPs zu

untersuchen.

Daftr wurden unabhingig von einer etwaigen Vormedikation die biometrischen, labor-
chemischen und klinischen Daten von 73 konsekutiven Patienten untersucht, die in der
Abteilung Gastroenterologie und Endokrinologie im Zentrum Innere Medizin der Medizi-
nischen Fakultit der Universitit Gottingen in der Zeit zwischen dem 15.05.2011 und dem
21.02.2012 wegen einer chronisch entztindlichen Darmerkrankung mit dem TNF-a-
Blocker Infliximab behandelt wurden.

Alle Patienten wurden tiber die Verwendung der Daten aufgeklirt, 51 Patienten willigten

schriftlich in eine Verwendung ihrer EPO-Genetik-Daten ein.

Es zeigte sich ein signifikanter Anteil der Patienten andmisch. Bei 23 % der Patienten trat

wihrend des Beobachtungszeitraumes mindestens einmal eine Anamie auf.

Erythropoetin war im Falle einer Andmie stets signifikant erhoht und korrelierte dabei ne-
gativ mit dem Himoglobinspiegel, wobei sich hier ein logarithmischer Zusammenhang
zeigte.

Die Konzentrationen von Himoglobin und Erythropoetin sowie der EPO/Hb-Quotient
waren bei den Patienten in Abhingigkeit von Schub und Remission nicht unterschiedlich
verteilt.

Im Gesamtkollektiv war die Korrelation zwischen Himoglobin und CRP signifikant
negativ.

Zwischen dem EPO/Hb-Quotienten und CRP fand sich dagegen eine nicht signifikante

positive Korrelation. Diese wird allerdings im Wesentlichen durch den im Entziindungsfall
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erniedrigten Hamoglobin-Wert erklirt. Erfolgt eine Betrachtung des Zusammenhangs von
EPO und Himoglobin auf der Basis eines logarithmisch transformierten EPO-Wertes,
zeigt sich hier kein Unterschied zwischen Patienten im Schub und in Remission. Dieser

Befund spricht gegen eine entziindungsbedingte EPO-Resistenz.

Der EPO/Hb-Quotient sank im Durchschnitt bei beiden Geschlechtern mit dem Alter. In
der Varianzanalyse (nach logarithmischer Umrechnung der Daten) waren allerdings bei
beiden Geschlechtern keine signifikanten Abhingigkeiten zwischen Alter und dem

EPO/Hb-Quotienten nachweisbat.

Bei der Untersuchung der EPO-SNPs zeigte sich zwar ein signifikant niedriger Himoglob-
in-Wert in der Patientengruppe mit dem Genotyp GT. Dies ist allerdings in erster Linie auf
den gegentiber den anderen Genotypen héheren Anteil an Frauen zuriickzufihren. Zudem
zeigte sich in der GT-Gruppe eine signifikant héhere EPO-Konzentration, was fir eine
intakte physiologische Hochregulation der EPO-Synthese und gegen eine Rolle des GT-
Polymorphismus bei der Entstehung einer Andmie bei CED spricht. Fir eine Einschit-

zung der Bedeutung der anderen SNPs ist die beobachtete Fallzahl zu klein.

Der EPO/Hb-Quotient war dabei im Subkollektiv der Patienten mit Colitis ulcerosa signi-
fikant (p < 0.01) hoher als im Subkollektiv der Patienten mit M. Crohn. Dies lisst Raum
fir die Spekulation, dass sich hier beide symptomkomplexen Entititen in der Pathogenese
der assoziierten Andmien unterscheiden, beispielsweise durch den Einfluss unterschiedli-
cher Zytokine wie Interleukin-6 und Interleukin-10 auf die EPO-Expression oder
-Wirkung. Auch hier kénnte es sein, dass bei Colitis ulcerosa die Animie stirker ausgepragt

war als bei M. Crohn.

Ein Zusammenhang zwischen der EPO-Bildung und den untersuchten Varianten des

EPO-Gen-Promotors liel3 sich nicht feststellen.
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