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1 EINLEITUNG 4

1 Einleitung

Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) zéhlen die Colitis ulcerosa,
der Morbus Crohn und die Colitis indeterminata. Die Pravalenz der CED wird mit
200/100 000 angegeben [10,81], d.h. ca. jeder 500-te ist betroffen. Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen haben ein erhéhtes Risiko an Darmkrebs zu erkranken.
Man geht bisher davon aus, dass das Risiko fiir Patienten mit Colitis ulcerosa 2 - 14 mal so
hoch ist im Vergleich zu einem Normalkollektiv [88]25]; bei 5,5 - 13,5% der Patienten mit
Colitis ulcerosa wird ein kolorektales Karzinom im Verlauf der Erkrankung diagnostiziert,
bei Morbus Crohn Patienten sind es 0,4 - 0,8% [88]. Allgemein anerkannte Risikofaktoren
fiir die Entstehung von kolitisassoziierten Karzinomen sind Erkrankungsdauer, Ausdeh-
nung der Erkrankung, hierzu gehort insbesondere die Backwash-Ileitis [43], familidre
Karzinombelastung, andauernde Aktivitdt, junges Erkrankungsalter, Folatmangel und
unzureichende pharmakologische Behandlung. Ein zusétzliches Risiko stellt die geh&uft
mit der Colitis ulcerosa assoziierte primér sklerosierende Cholangitis (PSC) dar [88,25,48].
Patienten mit Morbus Crohn haben eine erhohte Karzinomrate im Falle von langer Erkran-
kungsdauer, Fistelbildung sowie Stenosen bei Kolonbefall [88]. Ein weiterer Risikofaktor ist
die erbliche Vorbelastung mit einem kolorektalen Karzinom in der engeren Verwandtschaft
[1,80].

Um die Patienten moglichst engmaschig zu kontrollieren, wird empfohlen, nach mehr-
jahriger Erkrankungsdauer Kontrollkoloskopien in regelméfligem, ein- bis zweijahrigem
Abstand durchzufiihren, auch ohne aktiven Erkrankungsschub. Bei Patienten mit Pan-
kolitis werden Kontrollendoskopien nach 8 Jahren, bei Patienten mit linksseitiger Kolitis
nach ca. 15 Jahren [88] empfohlen. Diese Kontrollkoloskopien erscheinen in Studien als
die bisher einzig etablierte und sinnvolle Methode, Karzinomvorstufen rechtzeitig und
moglichst frithzeitig zu entdecken [91,15], obwohl auch dies in der Literatur kontrovers
diskutiert wird [24,6,47,40]. Bei den Kontrollkoloskopien werden Stufenbiopsien (ca. alle
10 cm) entnommen, die histologisch untersucht werden. Zusétzlich hierzu werden noch
Biopsien aus makroskopisch suspekten Arealen untersucht. Die ,, Trefferquote”, Dysplasien
zu entdecken, steigt mit zunehmender Biopsieanzahl. Beim Vorliegen von Dysplasien liegt
sie bei 90%, wenn mindestens 33 Biopsien entnommen werden [73,95]. Ob ein Untersucher
ein Gebiet als suspekt erkennt oder nicht, hdngt im Wesentlichen von seiner Erfahrung in

der Endoskopie ab.

Als Karzinomvorstufen gelten dysplastische Veréinderungen in der Darmschleimhaut. Die-
se Dysplasien werden in gering-, mittel- und hochgradig abgestuft. Eine ,,Dysplasie” in
der CED ist eine eindeutige intraepitheliale Neoplasie, nach der WHO-Definition wird der
Begriff sogar durch intraepitheliale Neoplasie ersetzt. Eine intraepitheliale Neoplasie ist

durch Proliferation aufgrund Zellatypien, Ausreifungsstorungen und Verdnderungen der
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Epithelarchitektur gekennzeichnet [91]. Viele Autoren verwenden jedoch immer noch den

Begriff der Dysplasie, sodass in dieser Arbeit die Begriffe synonym verwendet werden.

Bei dem Auffinden von singulédren geringradigen Dysplasien diskutieren einige Autoren
die Moglichkeit einer erneuten Kontrolle in 1 - 3 Monaten [91,42], wihrend andere auch
hier schon die Empfehlung zur Kolektomie geben [113]. Bei hohergradigen Dysplasien wird
derzeit die Indikation zur Proktokolektomie gestellt. Einige Autoren empfehlen die prophy-
laktische Kolektomie bei Pancolitis [25] auch ohne das Vorliegen von malignen Vorstufen,
um die Entstehung dieser intraepithelialen Neoplasie und folgende Karzinomentstehung zu
verhindern. Neuere Studien zeigen, dass bei Dysplasien vor allem unterschieden werden
muss, ob das Areal, aus dem die Verdnderung biopsiert wurde, bereits makroskopisch
auffillig war oder nicht. Bereits makroskopisch auffillige Dysplasien nennt man DALM
(Dysplasia-associated lesion or mass). In jiingerer Zeit unterscheiden andere Autoren
zwischen adenomartigen und nicht-adenomartigen (malignomartigen) DALM [91]. So-
lange nur adenomartige DALM vorliegen konnen diese endoskopisch abgetragen werden.
Zusétzlich dazu diirfen dann aber keine weiteren flachen Dysplasicherde vorhanden sein
[91,96,28].

Intraepitheliale Neoplasien sind wiahrend einer normalen Endoskopie mit blofem Auge nur
schwer zu identifizieren und in Kontrolluntersuchungen schwierig wiederzufinden [75,34].
Deswegen ist es sinnvoll, die Stufenbiopsien durch Verfahren zur besseren Detektion
zu unterstiitzen und erginzen. Eine Moglichkeit ist unter anderem die Anwendung der
Fluoreszenzendoskopie. Ein Teilgebiet hiervon ist die Autofluoreszenz. Hierbei werden
die Charakteristika der endogenen (korpereigenen) Fluorophoren ausgenutzt. Fluorophore
absorbieren Licht einer bestimmten Wellenldnge und reemittieren einen Teil davon mit
groBlerer Wellenlénge. Endogene Fluorophore sind neben Kollagen und Elastin auch NAD
bzw. NADH, sowie Tryptophan, Porphyrine, Flavine und moglicherweise andere Molekiile
[99]. Die tumorselektive Fluoreszenz wird durch den unterschiedlichen Gehalt der endo-
genen Fluorophore im Normalgewebe im Verhéltnis zu entartetem Gewebe bedingt. Bei
Anregung mit Licht im Bereich des UV-Spektrums ist die Autofluoreszenz am intensivsten,

das emittierte Licht erscheint fiir den Betrachter griin.

Ein anderes Verfahren ist die Fluoreszenzendoskopie mit Verwendung von exogenen Fluo-
rophoren. Fluoreszenzdiagnostik kommt bereits in mehreren Fachgebieten im Rahmen
von klinischen Studien mit Erfolg zum FKEinsatz. So wird in der Urologie das Verfah-
ren zur Cystoskopie bei Harnblasenkarzinom eingesetzt [59]. Auch in der Neurochirurgie
wird Fluoreszenz erfolgreich angewandt [110,111]. Ebenso gibt es Untersuchungen im
Bereich der Gynékologie, Pulmonologie, HNO und Dermatologie [33,64]. Im Gegensatz
zur Autofluoreszenz wird nicht der unterschiedliche Gehalt von endogenen Farbstoffen
ausgenutzt, sondern ein exogener Fluoreszenzstoff, bzw. eine Vorstufe hiervon dem Pati-

enten vor der Untersuchung zugefiihrt. Dieser Stoff bzw. sein Folgeprodukt, reichert sich
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selektiv in dysplastischem Gewebe an. Am meisten angewandt und am besten vertraglich
auf dem Gebiet der photodynamischen Diagnostik ist die 5-Aminolavulinsdure (5-ALA),
eine Vorstufe des Hammolekiils in der Hamsynthese. Bisher sind mehrere Pilotstudien
zur Validierung dieser Methode im Gebiet der Gastroenterologie bei Patienten mit FAP
(familidre adenomatose Polypose), Adenomen, Barrettésophagus, Colitis ulcerosa und M.
Crohn durchgefiithrt worden [74,11,109].

Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine prospektive Studie mit 42 CED-Patienten, die
eine chronisch entziindliche Darmerkrankung haben, durchgefiihrt. Ziel war es, anhand
des Goldstandards der Stufenbiopsien die Dysplasierate bei CED-Patienten zu iiberpriifen.
Die Stufenbiopsien wurden durch die Fluoreszenzdiagnostik ergénzt. Gleichzeitig wurde
die Fluoreszenzendoskopie mit oraler 5-ALA-Gabe durch die Voruntersuchung von 2 Mar-

kerlasionen validiert.
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2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

2.1 Colitis ulcerosa, Morbus Crohn und Colitis indeterminata
2.1.1 Klinik

Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen werden die Colitis ulcerosa, der
Morbus Crohn und die Colitis indeterminata gezéhlt. Bei Letzterer ist eine eindeutige
Zuordnung zu einer der beiden anderen Identitdten nicht moglich, dies ist bei etwa
10% der Betroffenen der Fall [49]; manchmal ist im Verlauf der Erkrankung dann eine
Zuordnung doch noch moglich, oder aber die anfanglich gestellte Diagnose muss gedndert
werden. Eine eindeutige Klassifizierung ist im Hinblick auf die Frage der medikamentosen
Therapie und, stiarker noch, bei chirurgischer Intervention, von entscheidender Bedeutung,
da bei einer Colitis ulcerosa die Kolektomie die Heilung darstellt, wihrend dies beim M.
Crohn nicht zutrifft. Es gibt Unterscheidungskriterien zwischen M. Crohn und Colitis

ulcerosa, diese sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Merkmal Colitis ulcerosa | M. Crohn
Ausdehnung Rektum/Kolon Gesamter GI Trakt
Verteilung makroskopisch | kontinuierlich, diskontinuierlich
distal betont
histologisch | oberfliachliche transmurale
Mukosaentziindung | Entziindung
Klinik blutige Diarrhoe wiéssrige Diarrhoe
Komplikationen Abszesse, Fisteln | selten héufig
Stenosen, Strikturen | selten héufig
Histologie Kryptenabzesse epitheloidzellige
Granulome
Nikotin-Effekt protektiv verschlechternd

Tabelle 1: CED-Merkmale

Diese Merkmale treffen héufig fiir die jeweilige Erkrankungsentitdat zu, manchmal verwi-
schen jedoch im klinischen Alltag die Differenzierungsmerkmale. So gibt es auch Patienten
mit Colitis ulcerosa, die im Rahmen einer Pancolitis einen Befall des terminalen Ileums
aufweisen, eine sogenannte Backwash-Ileitis. Ebenso kann es bei M. Crohn Patienten mit

einem ausgedehnten Kolonbefall zu blutigen Diarrhoen kommen.
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2.1.2 Vorkommen und Ursachen

Epidemiologie

Die Prévalenz der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wird mit ca. 200/100 000
angegeben [10,81], d.h. ca. jeder 500-te ist betroffen. Dabei gibt es deutliche regionale Un-
terschiede, so ist ein Nord-Siid-Gefille mit einer Haufung in den skandinavischen Léndern
zu verzeichnen. Ebenso ist ein gehéduftes Auftreten bei Weiflen wie auch Patienten mit
jidischer Abstammung zu beobachten. Die Erstmanifestation ist meist in jiingerem Alter,
zwischen 15 und 30 Jahren, Manner und Frauen sind ungefihr gleichhaufig betroffen. 30%
der Patienten leiden an einem M. Crohn, 60% der Patienten haben eine Colitis ulcerosa
und bei etwa 1/10 der Fille ist eine sichere Zuordnung zu einer der beiden Entitéten nicht
moglich [49].

Atiologie

Frither wurden M. Crohn und Colitis ulcerosa als rein psychosomatische Erkrankungen
angesehen [106]. In jiingerer Zeit ist jedoch die Erkenntnis gereift, dass es sich hierbei um
eine iiberschiefende Immunreaktion auf die korpereigene Darmflora handelt, wobei die
Genetik neben anderen Einflussfaktoren eine entscheidende Rolle zu spielen scheint [81,87].
Epidemiologische Studien zeigen eine familidre Haufung von CED bei bestimmten Fami-
lien, innerhalb dieser Familien ist das Befallsmuster und der Krankheitsverlauf oftmals
dhnlich [82,81,78]. Studien an Zwillingen haben ergeben, dass die Konkordanzrate fiir
das Auftreten einer CED bei eineiigen Zwillingen bei ca. 45% liegt, wobei die genetischen
Einfliisse beim M. Crohn bedeutender sind [112,37]. Dies zeigt jedoch, dass nicht nur
genetische Faktoren eine Rolle spielen und dass es sich nicht um eine monogenetische
Verédnderung mit Mendel’schem Erbgang handelt. Eindeutige Umwelteinfliisse konnten
bisher nicht identifiziert werden. Sicher ist aber, dass der Konsum von Nikotin bei der
Colitis ulcerosa einen protektiven Effekt hat, wihrend der Verlauf eines M. Crohn durch
einen Verzicht auf Nikotin positiv beeinflusst wird [17,87]. Auch scheint aufgrund der
genetischen Mutationen Anwesenheit und Zusammensetzung der Darmflora die CED zu
beeinflussen. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass Méause und Ratten erst dann
eine Kolitis entwickeln, wenn sie mit Darmflora inkubiert werden; solange sie in einer

keimfreien Umgebung aufwachsen entwickeln sie keine Krankheitssymptome [81,10].

Bei M. Crohn ist die genetische Beeinflussung stérker ausgeprégt als bei der Colitis ulcero-
sa, beziehungsweise die genetischen Ursachen konnten eindeutiger identifiziert werden. Es
sind Genmutationen identifiziert worden, die bei M. Crohn Patienten geh&uft vorkommen.
Auf Chromosom 16 ist eine Mutation im sog. NOD2/CARD 15-Gen (Caspase Activation
and Recruitment Domain) sequenziert worden. Dieses Gen wird in Makrophagen expri-
miert und ist wahrscheinlich bei der Erkennung von bakteriellen Antigenstrukturen an

der Darmmukosa beteiligt [81,87, 38]. Personen, die eine homozygote oder eine zusam-
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mengesetzt heterozygote Mutation in diesem Gen aufweisen, haben ein 23-fach erhohtes
Risiko an einem M. Crohn zu erkranken. Auflerdem scheint bei diesen Patienten das
terminale Ileum héufiger beteiligt zu sein. Auch einfach heterozygote Patienten haben
ein erhohtes Krankheitsrisiko im Vergleich zur Normalbevolkerung, wenn auch weitaus
geringer (3-fach erhoht). Des Weiteren scheinen Mutationen im Chromosom 5 fiir einen

frithen Krankheitsbeginn bei M. Crohn verantwortlich zu sein [87].

2.1.3 Begleiterkrankungen und Komplikationen

Extraintestinale Manifestationen und Begleiterkrankungen
Bei M. Crohn wie auch Colitis ulcerosa kommt es nicht nur zu einer Entziindung des
Darmes, beides sind Systemerkrankungen mit extraintestinalen Manifestationen. Zu den

extraintestinalen Manifestationen zahlen:

e Arthritis
— Sakroiliitis
— Periphere Arthritiden
— Ankylosierende Spondylarthritis

e Haut

— Erythema nodosum

— Pyoderma gangrianosum
e Augen

— Iritis

— Uveitis

— Episkleritis
e Schleimhaut

— Aphtose Stomatitis

Als Begleiterkrankung tritt bei CED-Patienten im Vergleich zur Normalbevélkerung ge-
héuft die primér sklerosierende Cholangitis (PSC) auf. 70%, in manchen Publikationen
in bis zu 90% der Félle ist die PSC mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, vor
allem der Colitis ulcerosa vergesellschaftet. 7,5% aller Colitis ulcerosa Patienten entwickeln
eine PSC [107,2,68], die in fortgeschrittenem Stadium zur Leberzirrhose und deren Kom-
plikationen fiithren kann. Hierzu gehoren die portale Hypertension mit Aszitesbildung und
Umgehungskreisliufen, die zur Ausbildung von u.U. blutungsgefihrdeten Osophagusvari-

zen fithren konnen, sowie die Leberinsuffizienz und das hepatozelluldre Karzinom.
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Komplikationen

Komplikationen ergeben sich, wie oben beschrieben, aus den Begleiterkrankungen, aber
auch aus der Entziindungsreaktion am Darm per se. So kommt es, bei M. Crohn ofter
als bei der Colitis ulcerosa, zur Ausbildung von Fisteln. Diese konnen perianal auftreten,
aber auch enteroenterale und enterovesikale Fisteln, vaginale Fisteln, Skrotalfisteln oder
enterocutane Fistelginge zu der Bauchhaut konnen entstehen. Die Folgen dieser Fisteln
sind je nach Lokalisation sehr vielfiiltig (z.B. chronische Zystitis, Inkontinenz, Beeintrach-
tigung des Sexuallebens, etc.). Durch die chronische Entziindung kann es zu narbigen
Stenosen im Darm kommen, die als Passagehindernis einerseits die Fistelbildung fordern,
und andererseits das Auftreten von Subileus bis hin zu einem vollstédndigen Ileus bedingen

konnen. Diese Stenosen fordern auch die Ausbildung von intraabdominellen Abszessen.

Durch operative Eingriffe und Darmresektionen kann es zur Ausbildung von Mangeler-

scheinungen von Vitaminen, Néhrstoffen und Mineralien kommen.

Eine gefiirchtete Komplikation der Colitis ulcerosa im akuten Schub ist das toxische
Megakolon, welches meist eine notfallméflige Kolektomie zur Folge hat. Bei ldngerer
Erkrankungsdauer ist bei Kolonbeteiligung und Backwash-Ileitis das Kolonkarzinomrisiko
erhoht. Weitere Risikofaktoren, welche die Wahrscheinlichkeit eines kolorektalen Karzi-
noms fordern, sind familidire Vorbelastung mit kolorektalen Karzinomen, Ausdehnung der

Erkrankung, suboptimale Therapie und das Vorliegen einer PSC.

2.1.4 Verlauf und Beurteilung

Verlaufsbeurteilung

Der Krankheitsverlauf von CED-Patienten ist sehr variabel. Bei den meisten Patienten
kommt es rezidivierend, nach unterschiedlich langen Remissionsphasen, zu erneuten Schii-
ben. Manche Patienten sind nie in eine vollstédndige Remission zu bringen. Fiir die Beurtei-
lung des aktuellen Aktivitédtsgrades des M. Crohn gibt es verschiedene Indices. Ein haufig
verwendeter Index ist der Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) nach Best [7], siche
auch im Anhang B.1. Dieser Score wird in den meisten Arznei- und Therapiestudien als
Beurteilung fiir die klinische Entwicklung herangezogen. Zur Beurteilung der Krankheits-
aktivitdt der Colitis ulcerosa dient in den meisten Féllen der CAI nach Lichtiger, Anhang
B.2. Im Alltag wird meist anhand von Anamnese und Symptomen wie Bauchschmerzen
und Blutabgang, sowie allgemeinen Laborparametern (CRP und Blutbild) der aktuelle
Krankheitsgrad bestimmt, ohne einen genauen Score auszurechnen. Entscheidend ist nicht

die genaue Scorezahl sondern der drztliche, klinische Gesamteindruck.
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CDAI nach Best
Hierbei werden die letzten sieben Tage in die Berechnung mit einbezogen. Beriicksichtigt

werden folgende Laborparameter und klinische Symptome:

e die Anzahl der Stuhlgénge (pro Tag bzw. pro Woche)
e der Grad der Bauchschmerzen (von 0 = keine bis 3 = starke)
e subjektives Allgemeinbefinden (meistens gut = 0 bis unertraglich = 4)

e Crohn assoziierte Symptome (Fisteln, Arthritis, Fieber, Haut- und Schleimhautver-

dnderungen, Augenbeteiligung)
e der Gebrauch von Antidiarrhoika
e Resistenzen im Abdomen
e das Korpergewicht

e Hiamatokrit

Eigene Parameter gibt der Patient soweit moglich aus dem Gedéchtnis oder aus einem
Tagebuch an, die anderen werden bei der Vorstellung bestimmt. Die 8 Bewertungsva-
riablen werden jeweils mit bestimmten Faktoren multipliziert und zusammen gezéhlt
[100,7]. Im Anhang ist ein Beispiel fiir einen CDAI-Score angegeben. Der CDAI kann
Werte zwischen 0 Punkten und 600 Punkten erreichen. Ein CDAI-Score < 150 Punkte
bedeutet einen geringen Aktivitédtsindex, bei Score-Werten < 450 Punkten wird von einem
schweren Schub, > 450 Punkten wird von einem sehr schweren Schub gesprochen. Der
CDAI-Score ist jedoch wenig aussagekriftig bei Patienten mit Fisteln [100]. Ein weiterer
Nachteil ist das Einschliefen von subjektiven Beschwerden, andererseits kann man auch
argumentieren, dass gerade dies den Patienten beeintrichtigt [100]. Trotz der Nachteile
hat sich der CDALI in klinischen Studien durchgesetzt [100,86].

CAI nach Lichtiger
Bei Patienten mit Colitis ulcerosa wird zur Quantifizierung der Aktivitdt der Colitis
Aktivitdats Index (CAI) nach Lichtiger verwendet. Hier gehen die folgenden klinische
Symptome ein:

e Stuhlfrequenz

e nachtliche Durchfille

e sichtbares Blut
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Inkontinenz

abdominelle Schmerzen, Krampfe

Allgemeinbefinden
e Druckschmerz im Abdomen

e Gebrauch von Antidiarrhoika

Der Score kann bis zu 21 Punkten ergeben. Eine Punktzahl iiber 10 spricht fiir einen
schweren Schub, unter 5 Punkte bedeutet Remission der Erkrankung. Ein Riickgang der
Punktezahl unter 10 oder eine Verringerung um mehr als 5 Punkte zeigt das Ansprechen

auf Therapiemafinahmen [65, 58].

2.2 Diagnostik

Die Diagnostik bei CED-Patienten wird durch Anamnese, Laboruntersuchungen, Bild-
gebung und Endoskopie gebildet, durch diese Untersuchungen sollte zum einen die Zu-
ordnung zu einer Entitdt der CED moglich sein. Des Weiteren sollten Schiibe und Kom-
plikationen rechtzeitig erkannt werden, um friihzeitig die richtigen Therapiemafinahmen

ergreifen zu konnen [81].

2.2.1 Labordiagnostik

Zur Standarddiagnostik der CED gehoren Blutbild (Leukozytose, Andmie, Thrombozy-
tose), Differentialblutbild (Zellgroflen und -parameter), C-reaktives Protein und Fibri-
nogen als Akut-Phase-Proteine, Leberwerte, Pankreaswerte und Nierenwerte [81]. Die-
se Werte konnen dazu beitragen beginnende Schiibe zu diagnostizieren; iiberdies ist es
moglich, eventuelle Nebenwirkungen der medikamentdsen Therapie und extraintestina-
le Manifestationen (wie die primér sklerosierende Cholangitis) friihzeitig zu entdecken
und therapeutisch einzugreifen. Seit einiger Zeit kann durch die Bestimmung von Anti-
Saccharomyces-cerevisiae-Antikérpern (ASCA) und perinukledren-antineutrophilen zyto-
plasmatischen Antikérpern (pANCA) die oftmals klinisch schwierige Unterscheidung zwi-
schen M. Crohn und Colitis ulcerosa unterstiitzt werden. pANCA kommen bei 70%
der Patienten mit Colitis ulcerosa vor, bei Patienten mit M. Crohn sind in mehr als
50% der Fille ASCA nachweisbar. Die Konstellation ASCA+/pANCA- spricht eher fiir
einen M. Crohn, wiahrend ASCA-/pANCA+ eher eine Colitis ulcerosa kennzeichnet [49].
Ob die Bestimmung der NOD2/CARD15 Mutation auf Chromosom 16 die klinische
Entscheidung beeinflusst und in Zukunft routineméflig durchgefithrt werden sollte, ist
zur Zeit Gegenstand der Forschung [38/87,103].
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2.2.2 Bildgebung

Zur Bildgebung bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen werden die Sonographie

und die Schnittbildverfahren eingesetzt.

Sonographie

Die Sonographie bietet sich als strahlungsfreie und breit verfiigbare Untersuchungsmetho-
de insbesondere zur Verlaufsbeobachtung an [81,102,104]. Sie eignet sich besonders zur Be-
urteilung von fixierten Darmabschnitten wie dem terminalen Ileum oder dem linksseitigen
Kolon. Ein Nachteil ist die starke Abhéngigkeit vom Untersucher und die eingeschriankte
Dokumentationsmoglichkeit [81,102]. Als Vorteil gilt neben der Strahlungsfreiheit auch
die Tatsache, dass eine Sonographie jederzeit und ohne Vorbereitung durchgefiihrt werden
kann [102].

Schnittbildverfahren

Bei den Schnittbildverfahren ist das MRT-Enteroklysma eine strahlungsfreie und sensitive
Methode um in unklaren Féllen die Unterscheidung M. Crohn oder Colitis ulcerosa zu
fithren und die Ausdehnung der Erkrankung im Falle eines M. Crohn zu bestimmen.
Auch fiir die Beurteilung der Komplikationen, wie Fistelbildung, Abszessbildung und
Stenosen, ist das MRT-Enteroklysma eine geeignete Methode. Der Vorteil des MRT-
Enteroklysma gegeniiber dem CT-Enteroklysma und dem konventionellen Enteroklysma
ist die Strahlungsfreiheit der Kernspinuntersuchung. Besonders in Anbetracht des oft
jungen FErkrankungsalters der Patienten und der, durch den chronischen Verlauf be-
dingten, mehrfach nétigen Untersuchungen ist dies von Bedeutung (89,44, 45,94]. Ein
Nachteil des MRT-Enteroklysma (wie auch des CTs) ist die notige Vorbereitung mittels

Abfiihrmafinahmen.

2.2.3 Endoskopie und Histologie

Zur Diagnostik der CED gehort die Endoskopie mit Biopsieentnahme. Zum einen kénnen
in der Endoskopie (Koloskopie und Gastroskopie) die genaue makroskopische Krankheits-
ausdehnung bestimmt werden, zum anderen konnen histologische Entziindungserscheinun-
gen, wie mikroskopische Ausdehnung und Schweregrad der Entziindung, bewertet werden.
Die Colitis ulcerosa ist durch die kontinuierliche, nach distal zunehmende Entziindung
gekennzeichnet, das Rektum ist immer betroffen. Histologisch zeichnet sie sich durch eine
oberflachliche Mukosaentziindung aus, die Kryptenabszesse bildet. Man findet Ansamm-
lungen von Lymphozyten und Granulozyten, des Weiteren kommt es zu einem Verlust der
Becherzellen [81,10].
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Beim M. Crohn liegt in den meisten Féllen makroskopisch, wie auch histologisch, eine
diskontinuierliche Entziindung vor, die auch den oberen Verdauungstrakt betreffen kann.
In einigen Zentren gehort eine Gastroskopie deswegen zur Diagnostik eines M. Crohn
[81]. Durch das Nebeneinander von inflammatorischer und normaler Mukosa kann es
makroskopisch zu dem Bild des sogenannten Pflastersteinreliefs (,Cobblestone-relief*)
kommen. Im histologischen Bild findet man eine transmurale Entziindung, ebenfalls mit
einer dichten Ansammlung von Lymphozyten und Makrophagen. Epitheloidzellige Granu-
lome sind zwar richtungsweisend, jedoch auch in seltenen Féllen bei der Colitis ulcerosa zu
finden [81,100,49]. Die Endoskopie kann im Verlauf der Erkrankung zur Therapiekontrolle
eingesetzt werden. Oftmals korrelieren jedoch klinischer Verlauf und histologische, sowie

endoskopische Verdnderungen nicht miteinander [100].

Um die Komplikation einer malignen Entartung moglichst frithzeitig zu erkennen und den
Patienten einer optimalen Therapie zufithren zu koénnen, werden derzeit Kontrollkolo-
skopien empfohlen [81,91,47,40], obwohl dieses Vorgehen von einigen Autoren kontrovers
diskutiert wird [24,6]. Um Dysplasien, die als Vorstufen von Karzinomen gelten, frithzeitig
zu detektieren, werden derzeit verschiedene Methoden in Studien untersucht [75,76,99].
Hierzu zédhlen als flichenabdeckende Verfahren die Autofluoreszenz, die von uns ver-
wendete 5-ALA-induzierte Fluoreszenzendoskopie und die Chromoendoskopie [54,61,18],
auf die in Kapitel [3 nidher eingegangen wird. Als punktuelle Verfahren kommen die
Laser-induzierte Fluoreszenz-Spektroskopie (LIFS) und seit kurzem in Pilotstudien die
konfokale Laserendoskopie [57] zum Einsatz. Die kompliziertere LIFS hat im klinischen
Alltag (wegen des komplizierten Aufbaus) in vivo bisher keine Bedeutung [77], ob sich die
konfokale Laserendoskopie als Ergdnzung zu anderen Verfahren etablieren kann, werden

weitere Studien zeigen.

2.3 Therapie
2.3.1 Medikamentose Therapieoptionen

Um die optimale Therapie fiir einen Patienten mit chronisch entziindlicher Darmerkran-
kung jeweils individuell festlegen zu kénnen, miissen Ausdehnung, Schweregrad und Lo-
kalisation, sowie bereits vorhandene Komplikationen und Begleiterkrankungen bestimmt
werden. Therapieziele sind Remissionsinduktion und -erhalt, ausreichende Ern&hrung,

Mukosaheilung, Vermeidung von Komplikationen und Erhalt der Lebensqualitit [81].

5-ASA-Préparate sind zur Therapie der leichten bis mittleren CED geeignet. Sie sollten
je nach Befallsmuster in topischer Form (Klysma, Schaum oder Zapfchen) oder oral mit
entsprechender Galenik (bereits im Diinndarm oder erst im Kolon wirksam) verabreicht

werden [81,30]. Die Remissionserhaltung mit 5-ASA-Préparaten ist bei Patienten mit Co-
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litis ulcerosa moglich, der Nutzen bei M. Crohn ist fraglich, zumindest ist eine langfristige

Remissionserhaltung nach neueren Studien nicht auf Dauer moglich [30,87,97].

Bei den Steroiden gibt es ebenfalls die Méglichkeit je nach Befallsmuster zwischen lokal zu
applizierenden und oraler Darreichungsform zu wéhlen. Steroide sollten wegen der poten-
tiellen Nebenwirkungen, die v.a. bei systemischer, aber auch bei lokaler Gabe auftreten
(Osteoporose, Hypertonie, diabetische Stoffwechsellage, Hautverédnderungen, psychische
Beeintriachtigungen, Kataraktentwicklung und Gewichtzunahme) nur im akuten Schub zur
Remissionsinduktion eingesetzt werden. Selbst Budesonid als Steroid mit hohem first-pass
Effekt induziert bei lingerer Anwendung systemische Nebenwirkungen [81,87]. Zudem
haben Steroide in den meisten Fillen kein Potential zu einer Langzeitrezidivprophylaxe
[30,81,87].

Immunsuppressiva werden bei steroidabhéngigen, bzw steroidrefraktéiren Patienten ein-
gesetzt. Das Immunsuppressivum erster Wahl ist Azathioprin und dessen Metabolit 6-
Mercaptopurin (6MP) [87,130,81, 31]. Methotrexat sollte zur Remissionserhaltung bei
Patienten wegen der moglichen Nebenwirkungen und Teratogenitdt nur in Féllen von
Kontraindikationen gegen Azathioprin oder bei Unvertriglichkeit eingesetzt werden [30,
81]. Als Reservemittel bei der steroidrefraktidren Colitis ulcerosa kann zur Therapie des

akuten Schubes Ciclosporin eingesetzt werden [81,87,65].

Ein neues Wirkprinzip bei CED-Patienten ist die Antikorpertherapie mit dem TNF-
a-Antikorper Infliximab. Der Wirkstoff ist zur Induktions- und Erhaltungstherapie bei
fistelndem und chronisch aktivem M. Crohn zugelassen, zur Wirksamkeit bei Colitis
ulcerosa laufen derzeit Studien [81,87,39,101]. Inwieweit die Infliximabtherapie zu einer
Standardtherapie wird, die eventuell auch nach dem Decrescendoprinzip eingesetzt wird,

werden Langzeitstudien zeigen.

In kleinen Pilotstudien konnte gezeigt werden, dass das Weihrauchpréiparat (Boswellia
serrata) H15 denselben Remissionserfolg bei M. Crohn und Colitis ulcerosa wie 5-ASA-
Praparate hat, Probiotika (z.B. E.coli Stamm Nissle 1917) haben bei der Colitis ulcerosa
einen dhnlichen Effekt [36,35]; weiterfithrende Studien zu diesem Thema fehlen jedoch [81,
30,71,60,92]. Die Daten zur Remissionserhaltung mit Omega-3-Fettsiuren sind kontrovers,
eventuell spielen hier Unterschiede der Galenik und/oder der Dosierung eine Rolle [30,69,
4].

Zur Therapie bei Fisteln kommen, ergdnzend zu den anderen Therapieoptionen, Antibio-

tika (Metronidazol und Ciprofloxacin) zum Einsatz [14].
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2.3.2 Chirurgische Therapieoptionen

Eine Operationsindikation wird bei CED-Patienten beim Vorliegen von Komplikationen
und beim Versagen der konservativen Therapie gestellt. Fisteln sollen nach den Leitlinien
der DGVS operativ versorgt werden, wenn diese enterovesikal ausgebildet sind oder blind
im Retroperitoneum enden [14], wobei diese strenge Indikationsstellung bereits diskutiert
wird. Bei anderen Fistellokalisationen entscheiden das klinische Erscheinungsbild und der
Leidensdruck der Patienten iiber eine operative Revision. Eine Kolektomie kann bei einer
Colitis ulcerosa zur Heilung fiithren, auch bei isoliertem Kolonbefall bei M. Crohn kann
dieses Vorgehen diskutiert werden [14, 81], wenn konservative Therapiemafinahmen zu

keiner zufriedenstellenden Remission fiihren.

Auf das konservative bzw. operative Vorgehen beim Vorliegen von Epitheldysplasien wird

in Kapitel |7 weiter eingegangen.
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3 Karzinomentwicklung — Risiko bei lange
bestehender CED

3.1 Karzinomrisiko

Colitis ulcerosa und Morbus Crohn sind nach lingerer Krankheitsdauer mit einem er-
hohten Karzinomrisiko verbunden. Als Risikofaktoren fiir die Karzinomentstehung gelten
Dauer der Erkrankung und Ausdehnung der Entziindung, sowie die kolitis-assoziierte
PSC als unabhéngiger Risikofaktor [91,/93]. In der Literatur finden sich jedoch sehr
unterschiedliche Daten, wie hoch das Risiko tatséchlich einzuschéitzen ist. So gibt es
Angaben, dass das Karzinomrisiko bei Colitis ulcerosa 3 - 30 mal erhoht ist, beim Morbus
Crohn variieren die Angaben von einem 3- bis zu einem 18-fach erhohten Risiko [91]. Eine
grofle Metanalyse ergab ein Karzinomrisiko von 2% nach 10 Jahren, 8% nach 20 Jahren
und 18% nach 30 Jahren Erkrankungsdauer fiir Colitis ulcerosa Patienten [23]. Einig ist
man sich dariiber, dass die Colitis ulcerosa mit einem hoheren Karzinomrisiko assoziiert
ist [91] als der M. Crohn, wobei die Haufigkeitsangaben auch hier schwanken. Gerade in
letzter Zeit sind einige Autoren davon iiberzeugt, dass das Karzinomrisiko geringer ist
als frither angenommen [117]. Das Zustandekommen der heterogenen Daten kann durch
mehrere Faktoren erklért werden. Zum einen werden in den Studien sehr unterschiedliche
Patientenkollektive miteinander verglichen [41], die oftmals mit unterschiedlich effekti-
ven Therapieverfahren behandelt wurden. Zum anderen sind vor allem &ltere Berichte
aus retrospektiv erhobenen Daten aus spezialisierten Zentren entnommen [91], in denen
schwerere Erkrankungsverldufe behandelt werden als in kleineren Zentren. In jiingerer
Zeit gibt es einige Berichte, dass eine regelrechte Langzeittherapie mit 5-Aminosalicylséure
oder Sulfasalazin die Risikoh&ufigkeit von Kolonkarzinomen bei CED-Erkrankten deutlich
senken kann [91,117]. Vergleiche der Mortalitét zwischen den Jahren 1940 - 1960 bzw.
1960 - 1980 zeigen eine deutlich verbesserte Prognose, die méglicherweise durch die bessere
Therapie bedingt ist, wobei randomisierte, prospektive Studien zu dieser Frage noch
fehlen [91].

3.2 Karzinogenese
3.2.1 Dysplasie-Karzinom-Sequenz

Ein Vergleich der Entstehung des CED-assoziierten Kolonkarzinoms mit der des
sporadischen Kolonkarzinoms zeigt einige Unterschiede, aber auch Gemeinsamkeiten.
Das kolitis-assoziierte Karzinom entwickelt sich in einer sogenannten Colitis-Dysplasie-
Karzinom-Sequenz [91,93], die einige Ahnlichkeiten aber auch Unterschiede zu der

Adenom-Karzinom-Sequenz des sporadischen Kolonkarzinom aufweist.
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Beim sporadischen Kolonkarzinom findet man 2/3 der Félle im Rektum bzw. im Sigma
lokalisiert [34]. Die Lokalisation des Karzinoms ist bei den CED-Patienten zum einen {iber
das gesamte Kolon verteilt, zum anderen finden sich hiufig multifokale Manifestationen
des Karzinoms und das gleichzeitige Auftreten von dysplastischen Vorstufen, wobei auch
beim CED-assoziierten Karzinom eine H&ufung im rekto-sigmoidalen Bereich gesehen
wird [41]. Das sporadische Kolonkarzinom wie auch das CED-assoziierte Kolonkarzinom
entstehen beide aus priakanzeroser, dysplastisch verdnderter Mukosa. Die Entwicklung
von den Dysplasievorstufen zum manifesten Karzinom scheint bei CED-Patienten kiirzer
zu sein als beim sporadischen Dickdarmkrebs. Bei Patienten mit CED entwickeln sich
Karzinome in 95% aus flachen Mukosalésionen [76], die mit dem blofen Auge nur schwer
zu erkennen sind. Wahrend das sporadische Kolonkarzinom sich in einer sogenannten
Adenom-Karzinom-Sequenz aus erhabenen Polypen, selten auch de-novo entsteht, ent-
wickelt sich das CED-assoziierte Karzinom aus flachen dysplastischen Mukosalédsionen
[93,34] in einer sogenannten Colitis-Dysplasie-Karzinom-Sequenz [91]. Bei den Patienten
mit Colitis ulcerosa tritt ein Kolonkarzinom héaufiger in jiingeren Jahren auf im Vergleich
mit dem sporadischen Kolonkarzinom (durchschnittlich mit unter 50 Jahren verglichen
mit iiber 65 Jahren beim sporadischen CRC). Bei den CED-Patienten entwickeln sich
héufiger anaplastische und muzinse Kolonkarzinome [93] sowie Siegelringkarzinome [41].
Verlaufsbeobachtungen sprechen dafiir, dass sich bei CED-Patienten in 1 - 4 Jahren [41,91]
aus einer Dysplasie ein Karzinom entwickelt, was wesentlich kiirzer wére als das Intervall

bei der Adenom-Karzinom-Sequenz bei sporadischen kolorektalen Karzinomen.

3.2.2 Mutationen und Karzinogenesemechanismen

Man findet bei beiden Karzinomen dieselben Mutationen im Genom und dieselben Kar-
zinogenesemechanismen, allerdings ist das zeitliche Auftreten und die Héufigkeit bei den
beiden Arten unterschiedlich, wie in Abbildung 1 verdeutlicht wird. So ist die Mutation
im APC-Gen bei dem CED-assoziierten Karzinom selten und tritt erst spét in der Karzi-
nomentstehung ein, im Gegensatz zum sporadischen Kolonkarzinom, wo dies die fritheste
Mutation ist [48]. Das Tumorsuppressor-Gen p53, das auf Chromosom 17p lokalisiert ist,
erfahrt im Gegensatz dazu bei CED-assoziierten Karzinomen in der Dysplasie-Karzinom-
Sequenz friih eine Mutation, wiahrend es bei den sporadischen Kolonkarzinomen erst zu
einem spéteren Zeitpunkt die Mutation erfahrt [34,93,48]. Zusatzlich findet man einen
Allelverlust oder Duplikation des p53-Gens bei Colitis-Patienten in bis zu 22% auch in
nicht-dysplastischer Colonschleimhaut [93,90,13]. Aneuploidie und Mikrosatelliteninsta-
bilitdat sind Verdnderungen, die bei beiden Karzinomarten auftreten, etwa in der gleichen

Héufigkeit, jedoch zu unterschiedlichen Zeitpunkten [93].
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Abbildung 1: Mutationsfolge, modifiziert nach [93,48]

3.3 Karzinomprivention durch 5-ASA-Priparate

Es gibt Daten, die belegen, dass die Aktivitdt und Expression der Cyclooxygenase-2
(COX2) in entziindetem, wie auch in bereits dysplastisch verandertem Gewebe bei Colitis
ulcerosa erhoht ist [117,93,62]. Eine erhohte COX2-Aktivitéit fordert die Proliferation
und hemmt die Apoptose der Epithelzellen. Zugleich wird die Angioneogenese gesteigert
[62,117]. Beides sind Effekte, die eine kanzerose Entartung férdern. Es gibt Hinweise dafiir,
dass die Therapie mit 5-Aminosalicylaten (5-ASA-Préaparaten) das Darmkrebsrisiko bei
Patienten mit Colitis ulcerosa um bis zu 75% senken kann [93,62]. Der genaue Effekt
hierfiir ist jedoch noch nicht ganz geklirt. 5-ASA-Priaparate haben pharmakologisch die
Wirkung einer schwachen Cyclooxygenase- und Lipoxygenasehemmung. In hoheren Dosen
hemmen sie die Bildung und Freisetzung von Leukotrienen und Prostaglandinen, die in der
Pathogenese der CED eine Rolle spielen. Zudem sollen sie antiinflammatorisch iiber die
Bindung von freien Radikalen und damit Reduktion des oxidativen Stresses wirken. Zum
anderen gibt es Studien, die belegen, dass zumindest Sulfasalazin (zusammengesetzt aus
5-Aminosalicylat und Sulfapyridin) eine Hemmung der NFkB-Aktivierung bewirkt [115].
Der anti-onkogene Effekt der Therapie mit Sulfasalazin kann iiberdeckt werden, wenn der

durch die Therapie auftretende Folsduremangel nicht ausgeglichen wird.
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3.4 Outcome der CED-Patienten mit Kolonkarzinom

Bei CED-assoziierten Kolonkarzinomen wie auch beim sporadischen Dickdarmkrebs ergibt
sich eine verbesserte Prognose fiir die Patienten aus dem moglichst frithzeitigen Erkennen
und Therapieren der Erkrankung. Bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen werden Symptome wie Bauchschmerzen, peranaler Blutabgang oder Gewichtsver-
lust jedoch haufig der Grunderkrankung zugeschrieben. So werden vor allem Patienten die
an keinem Kontrollkoloskopieprogramm teilnehmen haufig erst in fortgeschrittenen Stadi-
en diagnostiziert [16]. Dies und die ungiinstigen histologischen Karzinomtypen bedingen
die oftmals angegebene schlechtere Prognose der CED-Patienten [91], wobei Patienten im
Kontrollprogramm im Vergleich bessere Outcomes haben [16]. Zusétzlich haben Studien
gezeigt, dass das Outcome der Patienten mit CED-assoziiertem Kolonkarzinom verglichen
mit dem sporadischen Kolonkarzinom ungefihr gleich ist, wenn man mit stadiengleichen

und altersgleichen Kollektiven vergleicht [34,93].

3.5 Dysplasien bei CED-Patienten — ALMs und DALMs

Dysplasien sind intraepitheliale neoplastische Verinderungen des Oberflichenepithels oh-
ne invasives Wachstum in die Lamina propria. Nach Definition der WHO ist der Begriff
,Dysplasie“ gleichgesetzt mit intraepithelialer Neoplasie, viele Autoren verwenden jedoch
den &lteren Begriff Dysplasie weiter. Bei ihnen wird zwischen niedrig- und hochgradigen
Dysplasien unterschieden [5,91]. Manchmal ist es jedoch schwierig, gerade bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen, die geringgradige Epitheldysplasie von regenerativ-
entziindlichen Verdnderungen abzugrenzen [91]. Denn obwohl sich die Patienten klinisch
in Remission befinden, liegt endoskopisch und histologisch oft eine chronische Entziindung
vor, welche die Dysplasieeinstufung des Pathologen stéren kann [91,108]. Bevor die Ent-
scheidung zur Kolektomie getroffen wird sollte deswegen eine erneute Kontrolle erfolgen.
Es gibt einzelne Beobachtungen, die gezeigt haben, dass sich durch Intensivierung der
Therapie und damit Abklingen der Entziindung bei manchen Patienten die Dysplasie
bei der néchsten Kontrolluntersuchung zuriickgebildet hat. Kontrollierte Studien hier-
zu stehen noch aus [91,/108,20]. Des Weiteren gibt es Arbeiten, die zeigen, dass die
Einschitzung eines Dysplasiegrades sehr variabel sein kann [91,113], deswegen sollte
vor einer endgiiltigen Therapieentscheidung ein zweiter Referenzpathologe hinzugezogen
werden [91].

Neuere Studien zeigen, dass bei Dysplasien vor allem unterschieden werden muss, ob
das Areal, aus dem die Veranderung biopsiert wurde, bereits makroskopisch auffallig war
oder nicht. Bereits makroskopisch auffillige Dysplasien nennt man DALM (Dysplasia-
associated lesion or mass). Frither wurde beim Vorliegen einer DALM die Indikation

zur Kolektomie gestellt [8,15], in neueren Arbeiten wird hier zwischen adenomartigen
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DALM und nicht adenomartigen (malignomartigen) DALMs unterschieden [91]. Solange
nur adenomartige DALM vorliegen, egal ob gering- oder hochgradig dysplastisch ver-
dndert, konnen diese endoskopisch abgetragen werden. Das bedeutet aber auch, dass
das restliche Kolon frei von dysplastischen Verdnderungen sein muss, es diirfen keine
zusitzlichen flachen Dysplasieherde vorhanden sein [91,96,28]. Beim Vorliegen einer nicht
adenomartigen DALM wird die Indikation zur Proktokolektomie gestellt. Eine adenomar-
tige DALM (ALM) kann, egal ob geringgradig oder hochgradig dysplastisch verdndert,
endoskopisch abgetragen werden, unter der Voraussetzung, dass sie gut zur Umgebung
abgrenzbar ist und keine weiteren Dysplasien vorliegen [96,28,6]. Diese Patienten miissen
nachfolgend engmaschig kontrolliert werden [6]. Auch beim Vorliegen von adenomartigen
DALM (auch sogenannten ’simplen” ALMs [6]) ist also Voraussetzung, dass keine weiteren

flachen Dysplasieherde vorhanden sind, um eine alleinige Polypektomie zu rechtfertigen.

Um die Patienten baldmoglichst der addquaten Therapie zuzufiihren, ist es wichtig die
moglichen Dysplasienherde rechtzeitig zu entdecken. Auch in Hinblick auf die Entschei-
dung welche Therapie bzw. Intervention nétig ist, ist es wichtig alle Dysplasieherde zu
identifizieren. Gerade in letzter Zeit wird das Vorgehen beim Vorliegen einer Dysplasie
kontrovers diskutiert. Wahrend einige Autoren bereits beim Vorliegen einer geringradigen
Dysplasie, insbesondere der flachen Verdnderungen die Indikation zur Kolektomie stel-
len [113], geben andere Autoren die Moglichkeit diese Dysplasien nach 1 - 2 Monaten,
spéitestens jedoch nach 3 Monaten erneut zu kontrollieren. Gerade bei diesem Vorgehen
ist es jedoch entscheidend, dass es sich bei der gefundenen Dysplasie um eine singulére
Veranderung handelt [91].

Da eine Proktokolektomie fiir den Patienten ein gravierender Eingriff ist und erhebliche
Verdnderungen seines Lebensstils und der Lebensqualitdt mit sich bringt, ist die Indika-

tionsstellung sorgfiltig zu priifen.

3.6 Kontrollkoloskopien zur Dysplasiedetektion

Nach ldngerer Erkrankungsdauer wird CED Patienten empfohlen, in regelméfiigen Ab-
standen Kontrollkoloskopien vornehmen zu lassen, um maligne Entartung und deren
Vorstufen frithzeitig zu bemerken. Bei Patienten mit Pancolitis wird der Beginn dieser
Kontrollendoskopien nach 8 Jahren empfohlen, bei Patienten mit linksseitiger Kolitis nach
ca. 15 Jahren [88]. Dieses Vorgehen wird jedoch auch gegensétzlich diskutiert, da Kon-
trollkoloskopien eine kanzerose Entartung nicht verhindern kénnen, sondern nur moglichst
frithzeitig aufdecken sollen. Fiir Patienten mit Colitis ulcerosa und hohem Karzinomrisi-
ko wird deswegen von einigen Autoren die prophylaktische Kolektomie als Alternative

angesehen [24].
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3.7 Zusatzmethoden im Rahmen der Endoskopie zur

Dysplasiedetektion

Gerade da der Nutzen der Kontrollkoloskopien immer noch kontrovers diskutiert wird
[32,40, 47,63, 24|, ist es notig die Endoskopie durch geeignete Methoden zu ergénzen.
Einerseits sollte die Kosten-Nutzen-Rechnung verbessert werden, und andererseits sollte
der Benefit (d.h. das frithe Entdecken der prikanzerdsen Lésionen und Neoplasien um
einen Uberlebensvorteil zu erreichen), den die Patienten aus den regelmiBigen Kolo-
skopien haben, optimiert werden. Dysplasien in flacher Mukosa sind mit blolem Auge
nur schwer zu erkennen, von dem Endoskopeur wird ein hohes Mafl an Erfahrung und
Sorgfalt vorausgesetzt [91]. Es sind verschiedene weiterfithrende Techniken entwickelt
worden, die Dysplasien fiir den Untersucher besser sichtbar machen sollen. So sind bisher
die Videoendoskopie, Zoomkoloskopie, die Chromoendoskopie, Kombinationen aus diesen
Verfahren und Fluoreszenzendoskopie als Ergéanzung angewandt worden [91,75,11,26]. Ein
anderes Verfahren ist die laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie (LIFS) [105,83,77], die
das Phianomen der Autofluoreszenz oder porphyrininduzierten Fluoreszenz zur in vivo
Spektroskopie bei der Endoskopie nutzt. Ein Nachteil ist jedoch, dass die Messung der
laserinduzierten Fluoreszenzspektren immer nur eine Ein-Punkt-Messung ist, und durch
den Endoskopeur nicht gleichzeitig eine optische Kontrolle der examinierter Mukosastelle
stattfinden kann [77]. Eine weiterer Nachteil sind die hohen Kosten fiir die Ausstattung
und der komplizierte Aufbau der Laser-induzierten-Fluoreszenz-Spektroskopie (LIFS) [77].

Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung der Dysplasiedetektion ist die Chromoendoskopie, in
mehreren Studien ist diese Methode zum verbesserten Dysplasieauffinden im Bereich des
Gastrointestinaltraktes beschrieben [54,18,55]. Hierbei werden Farbstoffe (Methylenblau,
Indigoblau, Lugol’sche Lésung oder Toluidinblau) wihrend der Koloskopie auf die Mukosa
gespriiht. Man unterscheidet zwischen der absorptiven Féarbetechnik (z.B. Methylenblau),
bei der die Schleimhaut den Farbstoff aufnimmt und der Kontrastfarbung. Bei der Kon-
trastfarbung (z.B. mit Indigokarmin) verbleibt der Farbstoff auf der Oberfliche, die Struk-
tur des Epithels ist dadurch besser erkennbar [27]. In Verbindung mit der Zoomendoskopie
lassen sich Verdnderungen von kleiner als 1 - 2 mm erkennen. Die Schleimhaut wird
dann nach endoskopisch sichtbaren Verénderungen der oberflichlichen Kryptenoffnungen,
die nach der Pit-Pattern-Klassifikation abgestuft werden, abgesucht. Die Pit-Pattern-
Klassifikation wude erstmals von Kudo eingefiihrt [61], in den européischen Studien wurde
eine modifizierte Pit-Pattern-Klassifikation mit 5 Verdnderungsgraden verwendet [27,54,
56].
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Interferenz bei der Dysplasiebeurteilung mit Inflammation der Mukosa

Generell sollte ein Dysplasiescreening nur in klinischer Remission durchgefiihrt werden, da
die Dysplasiebeurteilung fiir den Pathologen beim Vorliegen von Inflammation erschwert
sein kann [91]. Auch bei der ergidnzend angewandten Chromoendoskopie, wie auch bei
der von uns verwendeten Fluoreszenzendoskopie, erschwert das Vorliegen von Entziin-
dungsherden die Beurteilung der Schleimhaut, da bei beiden Methoden inflammatorisch
verdndertes Epithel zu falsch positiven Ergebnissen fithren kann [76,54]. Wird der Verdacht
auf das Vorliegen einer Dysplasie bei Patienten gestellt, die nicht in vollstdndiger Re-
mission sind und histologisch und/oder makroskopisch Zeichen der Inflammation zeigen,
sollte die anti-inflammatorische Therapie zunéchst intensiviert werden und nach 2 - 3
Monaten eine erneute endoskopische Kontrolle erfolgen [91]. Beim Vorliegen einer oder
mehrer Dysplasien soll ein zweiter Referenzpathologe hinzugezogen werden, bevor die

weitreichende Entscheidung zur Kolektomie getroffen wird [41,91].
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4 Grundlagen und Methodik

4.1 Fluoreszenz und Spektralmessung

Als Phénomen der Fluoreszenz bezeichnet man die Lichtabstrahlung, die nach Lichtab-
sorption entsteht. Nicht alle Stoffe oder Molekiile verursachen jedoch dieses Phanomen in

gleicher Weise.

Stoffe, die zur Fluoreszenz fahig sind, heilen Fluorophore; ihre chemische Gemeinsamkeit
ist die aromatische Ringstruktur [53]. Fluorophore absorbieren bei Lichteinfall die Energie
der eingestrahlten Photonen, ein Teil wird als Photonen geringerer Energie und damit
groflerer Wellenlénge wieder abgegeben. Mit blofem Auge kann dies als Farbunterschied
oder Fluoreszenzphdnomen erkannt werden. Mit Hilfe spezieller optischer Gerite ist es

moglich die Wellenlédnge des emittierten Lichts exakt zu bestimmen.

In der medizinischen Fluoreszenzdiagnostik werden die Fluorophore in endogene, endogen
synthetisierte und exogen zugefiihrte Fluorophore unterteilt. Jedes dieser Molekiile hat
einen fiir das Molekiil und sein zugehoriges Abbauprodukt spezifischen Absorptions- und
Emissionspeak. Durch diese Peaks kann die Fluoreszenz bestimmt und gemessen werden;
des Weiteren kann eine Aussage dariiber gemacht werden, ob die Substanz schon einem

Ausbleichvorgang durch Licht ausgesetzt war.

4.1.1 Autofluoreszenz und Porphyrin-induzierte Fluoreszenz

Autofluoreszenz

Die Autofluoreszenzdiagnostik nutzt den unterschiedlichen Gehalt von bestimmten Zell-
bestandteilen in verschiedenen Gewebearten und -differenzierungen. Sie ist im wesentli-
chen durch den unterschiedlichen Anteil an endogenen Fluorophoren wie Kollagen und
Elastin bedingt. Einige Coenzyme der Atmungskette (NADH, oxidierte Flavine), sowie
aromatische Aminosauren wie Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin spielen ebenfalls bei
der Autofluoreszenz eine Rolle [114]. Die Autofluoreszenz findet in einigen medizinischen
Fachbereichen, z.B. der Pulmonologie in Studien Anwendung, konnte sich aber in der

klinische Routine noch nicht etablieren.

Porphyrin-induzierte Fluoreszenz — Photodynamische Therapie und
Photodynamische Diagnostik

Porphyrine sind Tetrapyrrole, wie sie z.B. im Hémmolekiil und dessen Vorstufen
vorkommen; durch sie erhélt das Blut seine rote Farbe. Thre chemische Strukturformel
macht sie zu Fluorophoren, die fluoreszierende FEigenschaft ist durch konjugierte

Doppelbindungen bedingt. Porphyrine haben typische Absorptionsspektren im sichtbaren
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und ultravioletten Bereich. Die stéirkste Absorption ist im blauen Bereich bei 400 nm,
die sogenannte Soret-Bande. Licht mit dieser Wellenléinge hat in Gewebe nur eine geringe
Eindringtiefe von ca. 500 um. Somit kann eine Beurteilung des oberflichlichen Epithels
getroffen werden, iiber die Submucosa des Gewebes ist jedoch keine Aussage moglich [75].
In Abbildung 2 sind die Grundlagen der Auto- und porphyrininduzierten Fluoreszenz
kurz dargestellt.

Protoporphyrin-
Autofluoreszenz % ! Fluoreszenz

Mucosa

Submucosa

Endogene Fluorophore Exogene Fluorophore

Kollagen, Tryptophan, Elastin, 5-Aminolavulinsaure (ALA) —» PpIX
Flavin, NADPH, Porphyrin Photofrin

Abbildung 2: Grundlagen der Fluoreszenz

Die ersten Beobachtungen im Bereich der Fluoreszenz, die durch endogene Porphyrine
entsteht, wurden bereits 1924 von Policard gemacht. Er beschrieb die Fluoreszenz von
tumordsem Gewebe unter UV-Licht [114]. Nachfolgende Studien beschrieben die Ak-
kumulation von exogen zugefithrten Hamatoporphyrinen sowie Hamatoporphyrinderivat
(HpD) in kanzerésem Gewebe. Diese Anreicherung wurde im folgenden fiir diagnostische
(Photodynamische Diagnostik; PDD) und therapeutische (photodynamische Therapie;
PDT) Zwecke genutzt.

Die photodynamische Therapie beruht auf dem Prinzip der Induktion des Zelltodes durch
Lichtbestrahlung. Der Photosensitizer akkumuliert selektiv in entartetem Gewebe, durch
Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenlénge werden Radikale und Singulett-Sauerstoff
gebildet, die durch Reduktions- und Oxidationsvorgéinge den Zelltod auslosen.

Die photodynamische Diagnostik nutzt das Phanomen der Fluoreszenz zur Detektion von
entartetem Gewebe oder der dysplastischen Vorstufen ohne das untersuchte Gewebe zu

schédigen.
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Die ersten synthetisch hergestellten Porphyrine und Porphyrinmixe, z.B. Photofrin, er-
wiesen sich als hoch selektiv, hatten jedoch erhebliche Nebenwirkungen, wie z.B. eine

wochenlang andauernde Photosensibilisierung der Haut der Patienten [52].

Mit der 5-Aminoldvulinsédure (5-ALA) kann man einen Stoff fiir die Fluoreszenzdiagno-
stik und Fluoreszenztherapie einsetzen, der wesentlich geringere und kiirzer andauernde
Nebenwirkungen aufweist als die zuvor verwendeten Porphyrinderivate. 5-ALA ist eine
korpereigene Vorstufe von Protoporphyrin IX (PPIX), beide Stoffe entstehen bei der
endogenen Hambiosynthese. PPIX hat das Absorptionsmaximum bei 400 nm und Emissi-
onspeaks bei 635 nm und 700 nm. Wéhrend PPIX ein Fluorophor ist, hat die hydrophile
Vorstufe 5-ALA jedoch keine fluoreszierenden Eigenschaften, was sie fiir den Einsatz fiir
die medizinische Diagnostik interessant macht, da selektiv die Fluoreszenzintensitiat des

Folgeproduktes PPIX bestimmt werden kann.

In entartetem Gewebe ist im Vergleich Normalgewebe der Anteil von Autofluoreszenz
geringer, bedingt durch den unterschiedlichen Gehalt an endogenen Fluorophoren und
der Mukosadicke [74,99]. In dysplastisch verédndertem Epithel ist die PPIX-Fluoreszenz
erhoht, was durch die exogene 5-ALA-Gabe noch zusitzlich intensiviert wird. Auf die
Anreicherunsmechanismen wird in Kapitel [4.1.3 nidher eingegangen. In Abbildung (3 und
Abbildung |4 sind der Fluoreszenzunterschied und die dazugehorigen Emissionsspektren

schematisch dargestellt.

Autofluoreszenz PplX-Fluoreszenz gering

Autofiuoreszenz

ALA—>PpIX [

Ferro-
chelatase
Mucosa v
Ham

Submucosa

Fluoreszenz-Intensitit

® Mucosa-Dicke normal ® Ferrochelatase-Aktivitat normal
¢ Vaskularisierung regular ® ALA-Aufnahme normal 400 500 600 700
¢ endogene Fluorophore normal ® Feed-back-Mechanismus

Wellenlange (nm)

Abbildung 3: Auto- und Porphyrinfluoreszenz in Normalgewebe

Autofluoreszenz verringert PplX-Fluoreszenz erhéht

ALA—»PpI)‘

Ferro-
chelatase
Mucosa \
Ham

Submucosa

Fluoreszenz-Intensitat

e Mucosa-Dicke T « Ferrochelatase-Aktivitét {

« Vaskularisierung T « ALA-Aufnahme T 400 500 600 700

« verdnderte endogene Fluorophore

Wellenlinge {nm)

Abbildung 4: Auto- und Porphyrinfluoreszenz in dysplastischem Gewebe
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4.1.2 Hamsynthese

Der erste Schritt der Hémbiosynthese ist die Bildung von 5-ALA aus Succinyl-CoA,
einem Stoff aus dem Citratzyklus und der Aminosédure Glycin. Durch das Enzym ALA-
Synthetase (ALAS) werden die beiden Molekiile an der Matrixseite der inneren Mitochon-
drienmembran unter Abspaltung von CoA zu 5-Aminolédvulinsédure decarboxyliert [84,67].
Dies ist unter normalen physiologischen Bedingungen der geschwindigkeitsregulierende
Schritt in der Hamsynthese. Die néchsten Schritte finden im Zytosol der Zelle statt; der
Transport von 5-ALA aus dem Mitochondrium in das Zytosol erfolgt aktiv [3]. Aus zwei
5-ALA-Molekiilen entsteht durch Kondensation mit Hilfe der ALA-Dehydratase (ALA-
D) das Monopyrrol Porphobilinogen (PBG). Mit Hilfe von PBG-Desaminase (PGBD)wird
PBG in Uroporphyrinogen III (Urogen) umgewandelt. In mehreren Decarboxylierungen
und Oxidationen wird Urogen III zu Coproporphyrinogen III (Coprogen) umgewandelt.
Coprogen tritt ins Mitochondrium iiber und wird an der Oberfléiche der inneren Mitochon-
drienmembran von der Coproporphyrinogenoxidase zu Protoporphyrinogen I1I dehydriert
und decarboxyliert [84,85,67]. Im Inneren des Mitochondriums wird anschliefend durch
die Protogen’III-Oxidase Protoporphyrin IX (PPIX) gebildet. PPIX ist in dieser Stoff-

wechselkette das einzige Fluorochrom und der einzige Photosensitizer.

Der letzte Schritt in der Hamsynthese ist der Einbau von Fe?*. Dieser Schritt wird mit
Hilfe des Enzyms Ferrochelatase katalysiert. In Abbildung 5 sind die 5-ALA- und die

Hamsynthese skizziert.

Ham

. . Fez+
Glycin Succinyl-CoA
Ferrochelatase

\@—Syntﬁemse Protoporphyrin IX
Protogen'I11-Oxidase

5-Aminolavulinsédure

Protoporphyrinogen IlI
ALA-Defrydratase

Porphobilinogen )
Coproporphyrinogen Ill

PBG-Desaminase
Uroporphyrinogen |lI

Abbildung 5: 5-ALA- und Hamsynthese (modifiziert nach [51])
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4.1.3 Regulation des Hamstoffwechsels und Akkumulation von PPIX

Alle Schritte der Hamsynthese sind irreversibel [84]. Der Stoffwechselweg wird durch
Substratangebot und Modulierung der ALAS-Aktivitdt reguliert. Die Konzentration der
Stoffe und Zwischenprodukte ist im Normalfall geringer als die Michaeliskonstante aller

beteiligten Enzyme [85,9].
Die ALA-Synthetase, die den ersten Schritt der Himsynthese katalysiert, ist unter nor-

malen Bedingungen das langsamste Enzym in diesem Stoffwechselweg, alle nachfolgenden
Enzyme haben groflere Kapazitdten. Dadurch kommt es nicht zur Akkumulation von
Zwischenprodukten. Das zweit langsamste Enzym ist die PBGD, die den Schritt von
Porphobilinogen zu Uroporphyrinogen synthetisiert [85].

Die Konzentration von freiem Hém in der Zelle reguliert die Aktivitdt der ALAS durch
einen negativen Feedbackmechanismus, d.h. je mehr freies Him in der Zelle vorhanden
ist, umso weniger 5-ALA wird durch die ALAS gebildet. Him nimmt direkten Einfluss
auf die Aktivitit des Enzyms, es hat jedoch auch regulierenden Einfluss auf Translation,
Transkription und Transport des Proteins in das Mitochondrium [84,793]. Durch exogen
zugefithrtes 5-ALA kann der Schritt, der durch die ALAS synthetisiert ist, umgangen
werden [50]. Damit ist auch die Steuerung durch den oben beschriebenen negativen
Feedbackmechanismus, und somit der physiologischerweise geschwindigkeitsbestimmende
Schritt des Stoffwechselweges ausgeschaltet, wie in Abbildung 6 dargestellt.

exogenes ALA

Glycin + Succinyl-CoA

ALA »»PPIX

Ferrochelatase

Abbildung 6: ALA-Stoffwechsel

In tumords entartetem Gewebe kommt es zu einer selektiv hoheren Anreicherung von
PPIX als in gesundem Gewebe [26,85]. Dafiir sind mehrere Faktoren verantwortlich.
Zum einen sind die Aktivitdten von Enzymen, die an der Himsynthese beteiligt sind, in
dysplastischem Gewebe veréindert. Die Aktivitat von PBGD ist z.B. erhoht, wohingegen
die Aktivitdt der Ferrochelatase vermindert ist [84,85]. Andere Faktoren, die fiir eine
selektive Anreicherung von 5-ALA als verantwortlich diskutiert werden, sind verédnderte

Gewebebedingungen, wie z.B. ein niedrigerer pH-Wert und ein schlechterer Lymphabfluss
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in dysplastischem Gewebe. Sie fithren zu einer stirkeren Aufnahme und Ansammlung von
5-ALA und seinem Folgeprodukt PPIX in entartetem Gewebe [73,29,75]. Ein Faktor,
der zu einer verstarkten Aufnahme von 5-ALA im Gegensatz zu Normalgewebe beitragen
kann, ist die hohere Dichte an LDL Rezeptoren [73,29].

Die Hohe der Tumorselektivitdat hdangt von der Gewebeart ab. In Zellen die vom Ektoderm
abstammen ist sie sehr hoch, am hochsten ist sie in Neuralgewebe. Bei Tumoren des
zentralen Nervensystems wird der Stellenwert der photodynamischen Diagnostik (PDD)
mittels 5-ALA mit sehr erfolgversprechenden Ergebnissen im Rahmen von klinischen
Studien iiberpriift. Aber auch in Zellen, die vom Entoderm abstammen, wie z.B. die
Darmschleimhaut, werden geniigend hohe Anreicherungsunterschiede zwischen Normal-
gewebe und dysplastischem Gewebe erreicht, um sie fiir die Fluoreszenzuntersuchung zu
nutzen. In gleichem Gewebe unterschiedlichen Differenzierungsgrades kann man variie-
rende Anreicherungsorte und -konzentrationen des gebildeten PPIX feststellen. So kann
z.B. in der Zellreihe SW 480 (Zellreihe eines gering differenzierten Kolon-Karzinom) das
PPIX in den Mitochondrien nachgewiesen werden, wéhrend es in der humanen Kolon-
Karzinom-Zellreihe HT29 in der Plasmamembran lokalisiert ist. Ob diese unterschiedli-
chen Anreicherungsorte Auswirkungen auf die Aussagekraft der Fluoreszenzdetektion von

Dysplasien haben ist noch unklar [75].

4.1.4 Nebenwirkungen

Das hauptsichliche Problem der frither angewandten Photosensitizer war die langandau-
ernde Photosensibilisierung der Haut. Die Patienten mussten wochenlang Sonnenlicht,
grelles Tageslicht und auch helle Lampenbescheinung meiden. Die Methode der Fluo-
reszenzendoskopie ist mit den neuen Photosensitizern eine nebenwirkungsarme Untersu-
chungsmethode. In der Literatur beschriebene unerwiinschte Wirkungen bei systemischer
Gabe sind Ubelkeit, Erbrechen, kurzzeitiger Anstieg der Leberenzyme und Photosensibi-
litdt der Haut [75]. Alle diese Effekte sind bei der Verwendung von 5-ALA seltener und
nur kurzzeitig. Die durch die 5-ALA-Gabe hervorgerufene Lichtempfindlichkeit dauert nur
24 bis max. 48 Stunden an, sie ist jedoch der Effekt, vor dem die Patienten sich durch
Meiden von Sonnenlicht oder auch direktem hellem Tageslicht fiir die o.a. Dauer unbedingt

schiitzen sollten.
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4.2 Fluoreszenzuntersuchungen

Bei der Fluoreszenzuntersuchung und -detektion ist vor allem wichtig, dass die Betrach-
tung und Messung in dunkler Umgebung erfolgt, da bei Lichteinfluss der fluoreszierende
Stoff schnell ausbleicht und nur noch eine Ausbleichfluoreszenz gemessen werden kann.
Dieses Ausbleichen wird als Photobleaching bezeichnet. Bei Bestrahlung von PPIX mit
Licht lasst sich zeitabhéngig ein Absinken des Fluoreszenzpeaks bei 635 nm beobachten
wahrend gleichzeitig ein neuer Peak bei 670 nm entsteht. Dieses Photobleaching ist durch
den Abbau von PPIX in Nachfolgeprodukte bedingt, die sich in Anregungs- und Emissi-
onsparametern vom PPIX unterscheiden. Als Abbauprodukte konnten Hydroxyaldehyde
und Porphyrinderivate identifiziert werden, ihr Mischungsverhéltnis ist vom jeweils unter-
suchten Gewebe abhéingig. Durch Sauerstoff wird der Ausbleichvorgang beschleunigt, die

Abwesenheit von Sauerstoff kann dieses Phénomen jedoch nicht vollstdndig verhindern.

4.2.1 Fluoreszenzendoskopie

Fluoreszenzanregung und -detektion in der Endoskopie

Als Anregungslicht wird eine gefilterte Kaltlichtquelle verwendet, die von Weillicht auf
Blaulicht mit der Bandbreite 375 - 440 nm umgeschaltet werden kann. Daran wird ein
Standardendoskop angeschlossen. Zur Fluoreszenzdetektion wird auf das Okular des En-
doskops ein Filter gesetzt. Er blockt fast das gesamte zuriickgestreute Anregungslicht ab,
so dass der transmittierte Rest bei ca. 450 nm etwa so hell erscheint wie eine schwache,
aber spezifische Rotfluoreszenz von Porphyrin. Als auffillig im Bluemode bezeichnet man
Stellen, die sich rot abzeichnen. Die normale Schleimhaut erscheint dunkelblau. Bakterien
in Faces wandeln ebenfalls die 5-ALA um, sodass bei einer rot aufleuchtenden Stelle immer
sicher gestellt werden muss, dass es sich nicht um Fécesreste handelt. Dies kann durch

Kontrolle im Weifllichtmodus und kurzzeitiges Spiilen mit Wasser erfolgen.

Applikation

Die Fluoreszenzuntersuchung wird im Rahmen der Routineendoskopie durchgefiihrt. Die
5-ALA-Gabe sollte etwa 2 - 4 Stunden vor der Untersuchung erfolgen, um die nétige
Zeit fiir die endogene Umwandlung des Photosensitizers in PPIX zu gewéhrleisten. Die
5-ALA-Applikation kann auf verschiedene Weise erfolgen. Moglich sind die systemische
Gabe, d.h. i.v. oder oral, oder die topische Applikation. Bei der topischen Applikation
besteht die Moglichkeit des Aufsprithens oder eines Einlaufes. Bei der Fluoreszenzdiagno-
stik in anderen Fachgebieten ergeben sich zusétzlich die Moglichkeiten der dermalen Gabe
(Gynikologie, Dermatologie), der Inhalation (HNO, Pulmonologie) oder der Instillation
(Urologie). Die 5-ALA-Loésung wird jedes Mal frisch zubereitet, da der Stoff in Losung che-
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misch instabil ist, die Umwandlungsgeschwindigkeit héngt vom pH-Wert der Losung ab.

Je niedriger der pH-Wert ist, umso langsamer ist im Falle der 5-ALA die Polymerisierung.

4.2.2 Koloskopie — Vorbereitung und Untersuchungsablauf

Alle Patienten werden in der iiblichen Weise auf die Koloskopie vorbereitet, d.h. am Abend
vor der Untersuchung wird zum ersten Abfithren X-Prep, Fa. Mundipharma gegeben,
am Tag der Untersuchung dann Koloskopietrinklosung zur vollstédndigen Darmreinigung.
Bei der Untersuchung mit 5-ALA ist eine griindlich Vorbereitung wichtig, da Stuhlre-
ste in der Fluoreszenzendoskopie ebenfalls rot aufleuchten und so zu falsch positiven
Ergebnissen fiithren. Nach vollstdndiger Darmreinigung erhalten alle Probanden 1000 -
1100 mg 5-ALA-Pulver (5-Aminolévulinsdurehydrochlorid [5-ALA], Fa. medac, Hamburg,
Deutschland) aufgelost in 120 - 200 ml Leitungswasser zum Trinken. Das entspricht
einer Menge von 10 mg bis 20 mg 5-ALA pro kg Korpergewicht. Die Losung soll sofort
schluckweise getrunken werden. Die Endoskopien werden 3 - 4 Stunden nach 5-ALA-Gabe
durchgefiihrt. Als Lichtquelle wird eine gefilterte Kaltlichtquelle (D-Light, Fa. K. Storz,
Tuttlingen) verwendet Auf das routinemifiig verwendete Fiberglasendoskop (Olympus
CF301 und Olympus CF401, Fa. Olympus, Deutschland) ist eine Endokamera (Tricam
PAL SL, Fa. K. Storz, Tuttlingen) montiert. Bei der Koloskopie wird mit WeiBlicht bis
zum terminalen Ileum vorgespiegelt, auf dem Riickzug kann mit Hilfe des Bedienelementes
direkt an der Kamera vom Endoskopeur selbst oder von einem Assistenten mit Hilfe
einer, an der Kamerasteuereinheit angeschlossenen Tastatur, von Weifllicht auf blaues
monochromatisches Licht (Bluemode) umgeschaltet werden. Somit werden alle Darmab-
schnitte im normalen Weifllicht, wie auch im Bluemode beurteilt. Die Biopsieentnahme
erfolgt alle 10 cm, zusédtzlich werden im Weifllicht makroskopisch aufféllige Areale bi-
opsiert, oder (theoretisch) Stellen, die im Bluemode suspekt sind. Bei einigen Stellen
(normale Schleimhaut zur Kontrolle und den Markerldsionen) werden zusétzlich zu den
Proben fiir die histologische Untersuchung weitere Proben fiir die Fluoreszenzmikroskopie
entnommen. Diese zweiten Biopsien sind in engem Abstand entnommen. Die erste wird
in die Pathologie des Klinikums Grohadern der Universitit Miinchen zur histologischen
Beurteilung geschickt. Die andere Probe wird im Laser-Forschungslabor des Klinikums
Groflhadern (Ludwig-Maximilians-Universitéit, Miinchen) von der Autorin der vorliegen-
den Arbeit fluoreszenzmikroskopisch und -spektrometrisch untersucht. Abbildung |7 zeigt

den schematischen Aufbau der Fluoreszenzendoskopie.
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Bildschirm mit Videoeinheit

Kamerasteuerung

0ooo Lichtquelle

CCD-Kamera mit Filter

Endoskop

Abbildung 7: Aufbau Koloskopie mit Fluoreszenlichtquelle

4.2.3 Aufbereitung der gewonnenen Proben fiir die Fluoreszenz-

mikroskopie und Spektralmessung

Bei den jeweiligen Endoskopien sind Knipsbiopsien aus verschiedenen Arealen fiir die
histologische Untersuchung entnommen worden. Diese Biopsien wurden wie iiblich von
Pathologen auf Dysplasie und Malignitéat untersucht. Um die Proben fiir die fluoreszenz-
mikroskopische und -spektrometrische Untersuchung vor Lichteinfluss und Oxidation zu
schiitzen, sind sie unverziiglich weiterbearbeitet worden. Sie wurden sofort in einem Gel
(Tissue Tek Cryogel, Miles Inc. USA) in Haltern (Tissue Tek Cryomold Dispenser Box,
Miles Inc., USA) eingebettet und in einem lichtundurchldssigen Behélter in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Anschliefend wurden sie in handelsiiblicher Aluminiumfolie licht-
geschiitzt verpackt und bis zur weiteren Bearbeitung bei —18° Celsius im Tiefkiihler
aufbewahrt. Der Lichtschutz ist notig um die Proben vor unnétigem Photobleaching
zu schiitzen. Aus den eingebetteten Proben wurden Gefrierschnitte in unterschiedlichen
Dickeserien (7 gm, 10 gm und 15 gm) am Mikrotom (3050, Leica, Wetzlar, Deutschland)
angefertigt. Die einzelnen Einstellungen beziiglich Kammertemperatur und Objekttempe-
ratur sind je nach dufleren Bedingungen (Auflentemperatur, Luftfeuchtigkeit, etc.) variiert
worden, um die optimalen Schnittbedingungen herzustellen. Die Objekttréagertemperatur
betrug zwischen —15° und —12°, die Kammertemperatur zwischen —18° und —15°. Die
Schnitte sind auf Glasobjekttriger aufgebracht und wiederum lichtgeschiitzt bis zur wei-

teren Fluoreszenzmikroskopie bei —18° im Tiefkiihlschrank aufbewahrt worden.
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4.2.4 Mikroskopie- und Spektralmessungsaufbau

Fluoreszenzmikroskopie und Fluoreszenzspektroskopie

Die Untersuchung der Fluoreszenz und das Aufzeichnen der Spektraldaten erfolgen in
einem vollstindig abgedunkelten Raum. Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
der Gefrierschnittserien werden an einem speziellen Forschungsmikroskop (DM Ibre, Leica,
Deutschland) durchgefiihrt. Als Objektivstiarken werden fiir diese Untersuchungsreihe 10x
und 20x verwendet. Als Anregungslichtquelle dient eine 100 Watt Hg-Lampe und ein
zwischengeschalteter Filtersatz (D-Block, Leica), der die Fluoreszenzanregung mit der
Quecksilberlinie bei 406 nm und die Detektion ab 450 nm ermoglicht. An dem Mikroskop

sind zwei Kameraausgénge, um Aufzeichnungen zuzulassen.

Die spektroskopische Messung der am Mikroskop beobachteten Fluoreszenz erfolgt iiber
ein ein- oder achtfaseriges Detektionskabel mit einem optischen Vielkanalspektroskop
(Acton Resaerch Corp. 150 mm, Lieferant: S&I, Erwitten, Deutschland). Das Detekti-

onskabel ist an einem der beiden Kameraausgéinge des Mikroskops angeschlossen.

Rechner zur Bildverarbeitung
(PC mit Framegrabberkarte)

Mikroskop CCD-Kamera

Spektroskop
und PC zur Datenerfassung

Lichtquelle zur
Fluoreszenzanregung

Abbildung 8: Aufbau Mikroskopie und Spektroskopie

Bilddokumentation und Aufzeichnung der Spektren

Die Bilddokumentation der mikroskopischen Fluoreszenzdetektion erfolgte iiber eine
CCD-Kamera (Tricam SL PAL PDD, Karl Storz, Tuttlingen Deutschland), die an dem
zweiten Ausgang des Mikroskops angeschlossen war. Die Speicherung und Darstellung

der Bilder wurde an einem PC mit Framegrabber Karte und Bildverarbeitungssoftware
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(Optimas 6.2, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) durchgefiihrt. Die gemessenen
Spektren wurden iiber einen PC mit Hilfe des Programms Winspec (S&I, Erwitten,
Deutschland) optisch dargestellt und gespeichert. Der Aufbau ist in Abbildung 8
verdeutlicht.

Zur graphischen Darstellung der Auswertung der Spektren ist das Softwareprogramm
Sigma Plot 7.0 angewendet worden. Die Fluoreszenzintensitiat von PPIX wurde automa-
tisiert aus den Spektraldaten ausgewertet. Dabei wurden zunéchst die Intensitéiten bei
635 nm (Emissionspeak des PPIX) und 590 nm (der Mafizahl der Autofluoreszenz ohne
PPIX-Beitrag) ermittelt. Der relative Beitrag der Autofluoreszenz bei 635 nm errechnete
sich aus der bei 590 nm ermittelten Autofluoreszenzintensitét und einem Korrekturfaktor.
Der Korrekturfaktor wurde aus PPIX-signalfreien Spektren abgeleitet, dadurch ergab sich

schlieflich eine Maflzahl fiir die untergrundfreie PPIX- Fluoreszenzintensitét.

Bei der weiteren Auswertung der Daten setzte man das Verhéltnis des PPIX-Signals
zur Autofluoreszenz (Normierung auf die Autofluoreszenz), wodurch eine Korrektur der
unterschiedlichen Schichtdicken der Schnitte erfolgte. Ebenso wurden damit die differenten
Transmissionen und Aperturen der verschiedenen Objektive und Intensitidtsschwankungen

der Lichtquelle korrigiert.



5 STUDIE 35

5 Studie

5.1 Ziel der Studie

Die ldingerdauernde CED ist mit einem erhéhten Karzinomrisiko verbunden. Wie hoch
das Risiko tatséchlich ist, wird in der Literatur in letzter Zeit kontrovers diskutiert |76,
54,116,98]. Als Vorstufen fiir die Karzinomentstehung gelten intraepitheliale Neoplasien,
welche friither als Dysplasien bezeichnet wurden. Diese intraepithelialen Neoplasien oder
Dysplasien werden in verschiedene Schweregrade abgestuft. Da sie wihrend der normalen
Koloskopie nur schwer mit bloBem Auge zu erkennen sind [91], werden verschiedene
Techniken evaluiert, die das bisherige Standardverfahren der regelméffigen Kontrollkolo-
skopien mit Stufenbiopsien ergédnzen sollen. Ein Verfahren hierbei ist die 5-ALA induzierte
Porphyrinfluoreszenzendoskopie. Ziel dieser prospektiven Studie war einerseits die Bestim-
mung der Dysplasiefrequenz bei Patienten mit langdauernder CED und andererseits die

Validierung und exemplarische Quantifizierung der Fluoreszenzendoskopie.

5.2 Voruntersuchungen bei einem Patienten mit gesichertem

Kolonkarzinom und einem Patienten mit flacher Dysplasie

Die Methode der Fluoreszenzendoskopie wurde von uns zusétzlich zu den Studienpatienten

bei zwei weiteren Patienten vorab getestet.

Zusétzlich zu den Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen haben wir
bei einem 64-jahrigen Patienten mit einem histologisch gesicherten Kolonkarzinom eine
Fluoreszenzkoloskopie durchgefiihrt, um die Methode mit den von uns vorgegebenen
Bedingungen zu testen. Da sich im Verlauf der Studie abzeichnete, dass wenig Dysplasien
gefunden werden, ist zusétzlich ein Patient mit bekannter, flacher Dysplasie mit der
5-ALA-induzierten Fluoreszenzendoskopie untersucht worden. Da dieser Patient nicht
von einer chronische entziindlichen Darmerkrankung betroffen war, ist diese Dysplasie
im Rahmen der prospektiven Studie zur Bestimmung der Dysplasiefrequenz bei CED-
Patienten in der Dysplasiestatistik nicht gewertet worden. Die erhobenen Spektral- und
Anreicherungsdaten der beiden Patienten wurden mit denen der CED-Patienten vergli-

chen, um Aussagen iiber die PPIX-Anreicherung und -verteilung machen zu kénnen.
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5.3 Untersuchungsreihe bei CED-Patienten

Im Rahmen dieser Studie wurde bei Patienten mit lingerdauernder chronisch entziindli-
cher Darmerkrankung die Dysplasierate bestimmt. Die Routineendoskopie ist durch die

Methode der 5-ALA-induzierten Porphyrinfluoreszenz ergénzt worden.

5.3.1 Patienten

In dieser Studie wurden bei n=42 Patienten mit histologisch gesicherter CED und beste-
hender Kolonbeteiligung insgesamt n=>52 Koloskopien durchgefiihrt. Von den 42 Patienten
hatten n=11 Patienten einen M. Crohn (n=14 Untersuchungen), n=28 Patienten litten
an einer Colitis ulcerosa (n=33 Untersuchungen) und n=3 an einer Colitis indeterminata
(n=5 Untersuchungen). Wenn ein Patient mehrfach mit der Methode der Fluoreszenz-
endoskopie untersucht wurde, so war mindestens ein Abstand von 7 Monaten zwischen
den Untersuchungen (7 - 30 Monate). Die mittlere Erkrankungsdauer betrug 15,11 Jahre
(3 - 40 Jahre, Median: 14 Jahre). Das Durchschnittsalter betrug 45,47 Jahre (21 - 78 Jahre,
Median: 43 Jahre). n=23 der Probanden waren méannlich, n=19 weiblich. Alle Patienten

befanden sich zum Zeitpunkt der Koloskopien klinisch in Remission.

Im Rahmen dieser n=>52 Untersuchungen bei CED-Patienten wurden n=688 Biopsien

entnommen, die histopathologisch untersucht wurden. In Tabelle 2] ist eine Ubersicht

dargestellt.
Erkrankung | Patienten | Anzahl Mittleres | Mediane Erkr.-
Unters. | Alter (in J.) dauer (in J.)
Colitis ulcerosa n=28 n=33 48 +10,8 14 (3 - 31)
Morbus Crohn n=11 n=14 42 + 14,1 16,5 (6 - 40)
Colitis indeterminata n=3 n=> 42 £94 11 (8 - 15)
ges. Carcinom als
Markerlasion n=1 n=1 64
bekannte
flache Dysplasie n=1 n=1 49
Tabelle 2: Patienten
Einschlusskriterien

Patienten, die in die Studie eingeschlossen wurden, litten an einer histologisch gesicherten
chronisch entziindlichen Darmerkrankung. Die Probanden waren mindestens 18 Jahre alt

und die unterschriebene Einverstdndniserkldrung musste vorliegen.
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Ausschlusskriterien
Zum Ausschluss aus der Studie bzw. einem Nichteinschluss in die Untersuchungsreihe

fiihrten:

e bestehende oder geplante Schwangerschaft, unsichere Kontrazeption

Porphyrie, bekannte Uberempfindlichkeit gegen Porphyrine

Lebererkrankung, Leberinsuffizienz

Niereninsuffizienz (Kreatinin > 2 mg/dl, Harnstoff > 80 mg/dl)

Leukopenie, Thrombopenie

e schwere psychiatrische Begleiterkrankungen

5.3.2 Medikation der Patienten

Von den n=42 untersuchten CED-Patienten haben zum Zeitpunkt der Untersuchung
n=31 Patienten 5-ASA Priparate (Mesalazin oder Sulfasalazin) eingenommen. n=16
Patienten haben zum Zeitpunkt der Koloskopien eine immunsuppressive Therapie mittels
Azathioprin oder 6-Mercaptopurin erhalten. Steroide (topische oder oral) wurden von
n=19 Patienten verwendet, von diesen hatten n=5 Patienten ein Budesonidpréparat.
n=1 Patient erhielt Methotrexat. In der Vorgeschichte hatten n=37 Patienten 5-ASA-
Préparate eingenommen. n=>5 Patienten waren bereits mit dem TNF-a-Antikérper be-
handelt worden. Ein Patient hatte anamnestisch zum Zeitpunkt der Koloskopie und in
der Vorgeschichte gar keine Medikation beziiglich der CED; alle anderen Patienten waren

zumindest intermittierend mit Steroiden behandelt worden.

5.3.3 Ausdehnung der Colitis und Begleiterkrankungen

Bei n=16 der Colitis ulcerosa Patienten und Patienten mit Colitis indeterminata lag
eine Pancolitis vor, bei n=15 Patienten war eine Linksseitencolitis bzw. distal limitierte
Colitis bekannt. Alle Morbus Crohn-Patienten hatten einen bekannten Kolonbefall. n=4
Patienten hatten begleitend eine bekannte PSC.

5.3.4 Genehmigung durch die Ethikkommission

Die Durchfithrung der Studie wurde durch die lokale Ethikkommission gepriift und geneh-
migt. Die Patienten waren wihrend der Teilnahmen an der Studie fiir eventuelle auftre-
tende Schiden versichert. Alle Patienten haben die genehmigte Einverstédndniserklarung

vorgelegt bekommen und unterzeichnet.
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5.3.5 Statistik

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem SPSS-Programm Vers. 12.0.1. vorge-
nommen. Getestet wurde mit dem Mann-Whitney-Test, einem Test fiir unabhéngige

Stichproben, als statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 gewertet.
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6 Ergebnisse

6.1 Klinischer Teil — Endoskopie und Histologie
6.1.1 Endoskopie

Mit der Applikationsart der oralen Gabe von 10 mg/kg Korpergewicht bis 20 mg/kg
Korpergewicht von 5-ALA in wiéssriger Losung sind ausreichend hohe Anreicherungs-
spiegel erreicht worden, was durch den makroskopischen Fluoreszenzunterschied und die

Spektraldaten gezeigt wird.

Nebenwirkungen

In unserer Untersuchungsreihe hat nur ein Patient von einer spiirbaren Nebenwirkung be-
richtet. Er bekam einen Sonnenbrand, nachdem er die empfohlene Lichtkarenz missachtete
und sich bereits am Tag nach der Untersuchung ungeschiitzt der Sonne ausgesetzt hatte.

Andere Nebenwirkungen sind nicht aufgetreten.

Voruntersuchungen

An der Markerldsion, dem bereits bekannten Kolonkarzinom, wurden die Bedingungen
getestet; diese Untersuchung diente nicht der Detektion von Dysplasien, sondern lediglich
dem Verifizieren der Methode. Der Patient mit der Markerldsion hat einen Menge von
12,5 mg/kg Korpergewicht 5-ALA erhalten. Der makroskopischen Fluoreszenzeindruck
ist in den Bildern 9 und |10 gezeigt.

In dieser Untersuchung sah man ein deutliches rotes Aufleuchten des pathologisch ver-
dnderten Gebiets im Vergleich zu der normalen Schleimhaut, was eine ausreichend hohe
Anreicherung mit oraler Gabe belegt. Um die Anreicherungsunterschiede zwischen karzi-
nomatosem Gewebe, dysplastischem Gewebe und Normalgewebe bestimmen zu kénnen,
wurde ein Patient, der nicht an einer CED erkrankt ist, mit einer bekannten flachen
Dysplasie mit Fluoreszenzendoskopie untersucht. Dieser Patient, wie auch der Karzinom-
Patient sind im Rahmen dieser prospektiven Studie zur Bestimmung der Dysplasiefre-
quenz bei CED-Patienten nicht eingegangen. Auch bei dem Patienten mit der Dysplasie
wurde ein rotfluoreszierender Bereich, der dem dysplastisch verédnderten Areal entsprach,
detektiert; dieses ist in Abbildung [11 dargestellt. Der Patient hatte eine Menge von
14 mg/kg 5-ALA erhalten.
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Makroskopischer Fluoreszenzeindruck des Karzinoms und der Dysplasie
Abbildung 9] zeigt den makroskopischen Befund im Blaulichtmodus, wie er in der Kolo-
skopie gesehen wurde. Man sieht das deutlich rote Aufleuchten im Bereich des maligne

entarteten Gewebes.

Abbildung 9: Karzinom im Blaulichtmodus

Abbildung 10 zeigt eine Gegeniiberstellung eines Ausschnitts des Karzinoms in
Blaulichtmodus und Weifllichtmodus. Das Gebiet wurde bereits ldngere Zeit betrachtet,
deswegen ist die Fluoreszenz im Vergleich zu Abbildung 9/ bereits geringer, was das

sogennante Photobleaching darstellt.

Blue Light‘Mode {ALA>

¥

&

PDD Mode

Abbildung 10: Karzinom im Blaulichtmodus (links) und Weiflichtmodus (rechts)

Auch die untersuchte Dysplasie zeigt ein deutlich rotes Aufleuchten, wie in Abbildung [11

zu sehen.
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Blue Light Mode {(ALA>

PDD Mode

Abbildung 11: Dysplasie im Blaulichtmodus (links) und Weillichtmodus (rechts)

CED-Patienten

Bei den Koloskopien der CED-Patienten wurde kein deutlich rotes Aufleuchten im Sinne
eines stark positiven Befundes in der photodynamischen Diagnostik bemerkt. Dennoch ist
im Rahmen der Koloskopien bei 6 Patienten ein geringes rotes Aufleuchten bemerkt wor-
den, was als verdachtig gewertet wurde und Biopsieentnahmen an diesen Stellen bewirkte.
In keiner der dort entnommenen Proben wurden dysplastische Verdnderungen nachgewie-
sen. Ein falsch positiver Befund wurde in einem Gebiet mit histologischer Entziindung

erhoben.

6.1.2 Histologische Ergebnisse

Bei den n=52 Untersuchungen an CED-Patienten wurden insgesamt n=688 Biopsien ent-
nommen. In den histopathologischen Untersuchungen wurden keine Dysplasien in Proben
aus flacher Mucosa beschrieben. Mittels der Fluoreszenzendoskopie wurden keine flachen
Dysplasien iibersehen, soweit man dies im Vergleich zum Goldstandard der Stufenbiopsien
beurteilen kann. Es wurde keine schwere oder mittelgradige Epitheldysplasie {ibersehen.
Bei n=2 Patienten wurde jeweils eine geringgradige Dysplasie in Polypen nicht entdeckt.
Alle Stellen, die in der Koloskopie ein schwaches rotes Aufleuchten hatten waren in der
histologischen Untersuchung dysplasiefrei. Somit sind 2 falsch negative Resultate und 6
falsch positive Proben aufgetreten. Eine falsch positiver Befund ist in einem Gebiet mit

segmentaler Entziindung aufgetreten.
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Grad der histologischen Entziindung in den Biopsien
In den Biopsien bestimmen die Pathologen den Grad der Entziindung. Tabelle [3 gibt
eine Ubersicht iiber die Verteilung in der von uns untersuchten Kohorte bzw. den n=>52

durchgefiihrten Endoskopien.

Remission bis bis bis

keine Entziindung | geringgradig | mittelgradig | hochgradig

Patientenzahl
(n=52) n=>6 n=23 n=15 n=_§

Tabelle 3: Histologischer Grad der Entziindung

6.2 Experimenteller Studienteil — Mikroskopie und

Spektralmessung

Die angefertigten Gefrierschnitte der exemplarisch entnommenen Proben sind mit mikro-
skopischer Fluoreszenzbetrachtung und spektroskopischen Fluoreszenzmessungen unter-

sucht worden, die Anreicherung des PPIX wurde mit Hilfe der Spektralmessung bestimmt.

6.2.1 Karzinom und Dysplasie

Zum Vergleich der PPIX-Anreicherung in malignem Gewebe wurden die Schnitte
des Kolonkarzinoms und der Dysplasie mikroskopisch untersucht und spektrometrisch

vermessen.
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Abbildung 12: Karzinom Fluoreszenzbild (links) und dazugehorige Spektren, PPIX- und

Ausbleichfluoreszenz (rechts)
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In Abbildung ist links ein Ausschnitt aus dem mikroskopischen Fluoreszenzbild des
Karzinoms dargestellt; rechts sind Spektroskopiemessungen aus dem zentralen Bereich
der Probe aufgetragen. In dem ersten Graphen ist bei 635 nm deutlich der Peak der
PPIX-Anreicherung zu sehen. Gleichzeitig sieht man bereits einen noch niedrigen Peak
bei 670 nm, was bereits das beginnende Photobleaching nach einiger Betrachtungszeit
anzeigt. Der zweite Graph ist nach langerem Betrachten unter der Fluoreszenzanregung
aufgenommen, hier sieht man das Photobleaching in fortgeschrittenem Stadium. Der Peak
bei 635 nm ist niedriger als zu Beginn der Messung, wihrend gleichzeitig der Peak bei

670 nm hoher und damit intensiver wird.

Auch die Dysplasie ist mikroskopisch und spektrometrisch untersucht worden, um den
PPIX-Gehalt im Vergleich zum Karzinom und Normalgewebe beurteilen zu kénnen. Ein
Mikroskopiebild und das dazugehorige Spektrum ist in Abbildung[13 zu sehen.
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Abbildung 13: Dysplasie Fluoreszenzmikroskopie (links) und zentrale Spektralmessung
(rechts)

Der Peak bei 635 nm ist zwar vorhanden, er ist jedoch nicht so stark ausgeprigt wie im

Gewebe des Karzinoms.

6.2.2 Proben der CED-Patienten

Auch die exemplarisch entnommenen Proben von 6 CED-Patienten wurden mikroskopisch
und spektrometrisch auf die PPIX-Anreicherung untersucht. Abbildung(14 zeigt beispiel-
haft das mikroskopische Bild einer entnommenen Probe aus dem Bereich von unauffilliger

Schleimhaut, das Spektrum ist aus dem Epithelbereich.
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Abbildung 14: Normalgewebe (links) und Epithelspektrum (rechts)

Man sieht zwar eine Anreicherung im Epithelbereich, diese ist jedoch deutlich geringer als
die Anreicherung im Gewebe des Karzinoms oder der Dysplasie, was durch die spektro-

skopischen Daten verdeutlicht wird.

Im Stroma wurde keine oder nur eine sehr geringe PPIX-Anreicherung bewirkt, hier kann
lediglich die Autofluoreszenz mit einem Maximum im Bereich von 590 nm spektrometrisch
festgestellt werden (Abbildung [15).
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Abbildung 15: Stromaspektrum

6.2.3 Anreicherungsverhiltnis von PPIX zu Autofluoreszenz in den

verschiedenen Geweben

In Tabelle 4] ist das Verhéltnis von PPIX-Anteil zur Autofluoreszenz aufgetragen und
die Anreicherungsunterschiede von PPIX in karzinomatosem Gewebe, dysplastischem

Epithel, normalem Epithel und Stroma dargestellt.
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Gewebe | Messpunkt Patient Verhiltnis PPIX
(Probennr.) | zur Autofluoreszenz

Karzinom 1.1 16,57
(Variable 1) 1.1 16,52
1.2 22,00

1.2 25,11

Dysplasie 2.1 10,21
(Variable 2) 2.1 11,91
2.1 12,76

Normalgewebe Epithel 3.1 2,96
(Variable 3) 3.1 2,84

4.1 2,88

4.1 4,41

5.1 1,88

Stroma 6.1 0,70

(Variable 4) 6.1 0,21

7.1 0,75

7.1 0,78

5.1 0,42

Tabelle 4: Verhaltnis von PPIX zur Autofluoreszenz in den untersuchten Proben

Es sind exemplarisch Spektren, die aus den Gefrierschnitten von 5 CED-Patenten be-
stimmt wurden, ausgewertet worden. Zusétzlich sind Proben des Karzinom-Patienten und
des Patienten mit der bekannten Dysplasie vermessen worden. Das Verhéltnis von reinem
PPIX-Anteil zu Autofluoreszenz ist in Tabelle 4 in Spalte 4 dargestellt. Je hoher der Wert,
umso mehr PPIX-Anteil ist in diesem Spektrum (und damit in der untersuchten Probe)
vorhanden. Die Probe eines CED-Patienten konnte nicht gewertet werden, da bei dieser
Probe nur noch die Ausbleichfluoreszenz zu sehen war (siche Abb.[16).
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Abbildung 16: Ausbleichfluoreszenz
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Dieses Photobleaching ist auf die lange Untersuchungszeit und die damit verbundene
Lichteinstrahlung wéhrend der Koloskopie zuriickzufiihren. Indirekt kann jedoch durch
den hohen Ausbleichfluoreszenzpeak bei 670 nm auf den vor der Examination ausreichend
vorhandenen PPIX-Anteil geschlossen werden. In dem Box-Plot-Diagramm Abb. [17 ist
der Anreicherungsunterschied von PPIX im Verhéltnis zur Autofluoreszenz graphisch

dargestellt.
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Abbildung 17: Box-Plot zum Anreicherungsunterschied von PPIX

Die beiden Sterne in der Spalte ,,Epithel” bezeichnen die Messpunkte der Probennummern
4.1. und 5.1 aus Tabelle 4.

6.2.4 Uberpriifung auf statistische Signifikanz der Anreicherungs-

unterschiede

Mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test (KST) und anschlieBend mit dem Mann-Whitney-Test
(MW), jeweils Rangsummenteste fiir zwei unabhéngige Stichproben, sind die Anreiche-

rungsunterschiede von PPIX in den verschiedenen Geweben gepriift worden.

Variable 1 gegen 3 (Karzinom gegen Epithel)
Mann-Whitney: p = 0,014

Es ergibt sich ein statistisch signifikanter Anreicherungsunterschied von Karzinomgewebe

im Vergleich zu normalem Epithel.
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Variable 1 gegen 2 (Karzinom gegen Dysplasie)
MW: p = 0,034

Auch hier belegt der Mann-Whitney-Test ebenfalls noch einen signifikanten Anreiche-

rungsunterschied.

Variable 3 gegen 4 (Epithel gegen Stroma)
MW: p = 0,009

Im Mann-Whitney-Test ergibt sich ein statistisch hochsignifikanter Anreicherungsunter-

schied von Epithel im Vergleich zu Stroma.
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7 Diskussion und Ausblick

7.1 Ergebnisse und Diskussion

Bei Patienten mit Colitis ulcerosa betridgt die Karzinomrate ca. 5% nach 15-jahriger
Erkrankungsdauer [23]. In einem Kollektiv von etwa 50 Patienten wéren somit 2 - 3
Patienten mit einem manifesten Karzinom zu erwarten gewesen. Zudem wiirde man einige
Patienten mit Karzinomvorstufen, sogenannten intraepithelialen Neoplasien oder, nach

alterer Nomenklatur, Dysplasien erwarten.

Dysplasiefrequenz bei CED-Patienten

Wir haben mit der Methode der Fluoreszenzendoskopie bei n=42 Patienten, alle mit histo-
logisch gesicherter, chronisch entziindlicher Darmerkrankung und Kolonbeteiligung n=>52
Koloskopien zum Dysplasiescreening durchgefiihrt. Insgesamt wurden n=688 Proben von
diesen CED Patienten histopathologisch beziiglich dysplastischen Verdnderungen unter-
sucht. Zur Bestimmung der Dysplasiefrequenz bei lang andauernder CED haben wir den
Goldstandard mit regelméfliigen Stufenbiopsien und die Fluoreszenzendoskopie verglichen
und ergénzt. Bei keinem Patienten wurde ein Karzinom detektiert. Zwei geringgradige
Dysplasien sind in Polypen im Sinne von ALMs in den histologischen Schnittuntersu-
chungen detektiert worden, diese waren bei der Fluoreszenzbetrachtung nicht aufgefallen.
In keiner Biopsie aus flacher Schleimhaut waren dysplastische Verdnderungen. Bei n=6
Patienten wurde, wenn auch geringes rotes Aufleuchten bemerkt; die dort entnommenen
Proben waren alle dysplasiefrei. So sind insgesamt n=6 falsch positive Resultate und n=2
falsch negative Biopsien aufgetreten. Es ist jedoch erstaunlich, dass bei einem Kollek-
tiv von n=42 Patienten, bei denen n=52 Koloskopien durchgefithrt wurden, mit dieser

kombinierten Methode keine flachen Dysplasien detektiert worden sind.

Diese falsch negativen Resultate in Bereichen mit niedriggradigen ALMs decken sich
mit den Ergebnissen von Messmann et al [76], die im Rahmen einer Studie zur Flu-
oreszenzendoskopie veroffentlicht wurden. Auch hier wurden bei systemischer Gabe im
Vergleich zur lokalen Gabe haufiger Low-Grade-Dysplasien iibersehen. Hieraus schlossen
die Autoren, dass die orale Gabe keine suffiziente PPIX-Anreicherung im Kolongewebe
bewirkt. Mit den in Kapitel |5 beschriebenen, durch uns erhobenen in vivo und in vitro
Daten ist dies jedoch widerlegt. Zudem erscheint uns die lokale Gabe (zumindest per
Sprithkatheter) in der Praxis als nicht praktikabel, da dann fiir die Fluoreszenzdiagnostik

eine zweite Koloskopie nach vorangegangener 5-ALA-Applikation erfolgen muss.

Dass die Fluoreszenzendoskopie sensitiver fiir hochgradige Verdnderungen ist zeigt die
Arbeit von Brand et al [12] 2001, die die Fluoreszenz nach 5-ALA-Gabe im Bereich

von Barrett-Osophagus untersucht hat. In dieser Studie war im Bereich von High-Grade-
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Dysplasien im Vergleich zu niedriggradigen Dysplasien oder Barrettmukosa die PPIX-
Intensitdt deutlich hoher bei gleichzeitig erniedrigter Autofluoreszenz. In beiden Féllen
hat sich die niedriggradige Dysplasie nicht signifikant von der Barrettmukosa bzw. Ma-

genmukosa unterschieden.

Aufgrund der geringen Rate an positiven Befunden in unserem Kollektiv ist eine sinnvolle
Aussage iiber Sensitivitdt und Spezifitidt der 5-ALA-induzierten Fluoreszenzendoskopie

nicht moglich.

Im Gegensatz zu unseren Daten stehen Berichte von anderen Gruppen, die iiber deut-
lich hohere Dysplasieraten berichten. Messmann et al [76] haben mit der Methode der
Fluoreszenzendoskopie bei n=12 von n=37 Patienten einer dhnlichen Kohorte Dyspla-
sien detektiert. In n=42 (n=31 fluoreszenzpositiv, n=11 fluoreszenznegativ) der n=481
Biopsien (45% in fluoreszenz-auffilligen Arealen entnommen) wurde dysplastisch ver-
dndertes Gewebe diagnostiziert. Kiesslich et al [54] vergleichen die Routineendoskopie
mit Stufenbiopsien und die Endoskopie mit Chromoendoskopie unter Verwendung von
Methylenblau. Bei dieser Studie sind in der Gruppe, die allein mittels Stufenbiopsien in der
Routinekoloskopie untersucht worden bei n=6 von n=81 Patienten Dysplasien entdeckt
worden, in der Patientengruppe, die ergéinzend eine Chromoendoskopie erhielten, war
die Dysplasiefrequenz sogar bei 13/84 Patienten (n=35 dysplastische bzw. karzinomatdose
Lésionen, n=24 low-grade, n=8 high-grade, n=3 invasive Karzinome). Es gibt aber auch
Daten die belegen, dass die Rate der Dysplasien geringer sein koénnte. Gruppen aus
Dénemark und Grofibritannien [116,98] berichten iiber geringere Dysplasiefrequenzen.
In der dénischen Studie wurden n=125 Patienten mit langdauernder CED mittels Rou-
tineendoskopie gescreent, bei nur n=3 Patienten wurde ein positiver Befund erhoben. In
der englischen Studie wurde bei n=2900 Biopsien von n=100 Patienten keine maligne
Vorstufe gefunden. Die ergdnzenden Untersuchungen von n=100 Patienten mittels Chro-
moendoskopie ergaben bei n=5 Probanden in n=7 von n=115 Indigo-positiven Biopsien

einen positiven Befund in Bezug auf dysplastische Verdanderungen.

Mogliche Ursachen der differenten Dysplasieraten

Es gibt mehrere mogliche Erklarungen fiir die unterschiedlichen Daten iiber das Auftreten
von Dysplasien. Oftmals ist es schwierig, dysplastisch verdndertes Gewebe von entziind-
lich verdndertem Gewebe zu unterscheiden. Obwohl die Untersuchungen in den meisten
Studien in Remission durchgefiihrt werden, kann makroskopisch sowie auch histologisch
immer noch entziindliche Aktivitdt vorhanden sein [91,19]. Diese entziindliche Aktivitét
kann die mikroskopische Beurteilung und die Aussagekraft der ergénzenden Verfahren
storen [77]. Um die Interferenzen bei der Dysplasiedetektion und -beurteilung zu vermei-
den, sollten Screeningkoloskopien mdglichst in Remissionsphasen durchgefiithrt werden.

Auch in unserer Studie wurde einer der falsch positiven Befunde bei einer Patientin in
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einem Abschnitt mit segmentaler Entziindung erhoben. In unserem Patientenkollektiv
lag der Anteil der histologisch bis maximal geringgradig entziindlichen Verinderungen
bei 55% (29/52 Endoskopien), in nur n=8 Untersuchungen (15%) waren histologisch bis
zu hochgradig entziindliche Verdnderungen gesehen worden, wohingegen in der Studie
von Kiesslich et al der Anteil der histologisch hochgradigen Entziindung nahezu doppelt
so hoch war (50/165, ca. 30%). Auch die medikamentose Therapie der untersuchten
Patientenkohorten kann eine Rolle spielen bei der unterschiedlichen Dysplasiefrequenz. In
unserer Kohorte standen n=30 von 42 Patienten (71%) unter 5-ASA, in der Kohorte bei
Kiesslich et al hingegen nur 58% (58/165 Patienten). Zudem erhielten n=14 der Miinch-
ner Patienten eine immunsuppressive Therapie mit Azathioprin oder 6-Mercaptopurin.
Gerade auch im Vergleich zu alteren epidemiologischen Studien kann dieser Aspekt der
neueren, intensiveren antientziindlichen Therapieregime eine Bedeutung haben im Sinne
einer Senkung der Dysplasie- und Karzinomrate. Ein weiterer Punkt ist, dass vor allem &l-
tere Daten retrospektiv in spezialisierten Zentren erhoben wurden, sodass unterschiedliche

Patientengruppen und Therapieregime verglichen wurden [91].

Ein weiterer Punkt ist die Interobservervarianz bei der Bewertung von intraepithelialen
Verdnderungen. So werden die Graduierungen der intraepithelialen Neoplasie und damit
auch deren klinische Relevanz von verschiedenen Pathologen oftmals unterschiedlich ein-
gestuft [21,66]. Die Arbeit von Lim et al belegt auch das von einigen Gruppen akzeptierte
Vorgehen, beim Vorliegen von niedriggradigen Verdnderungen zunichst ein konservatives
Management zu wéhlen. Gerade diese Patienten sollten dann jedoch an engmaschigen

Kontrollkoloskopien teilnehmen [22].

PPIX-Anreicherung unter oraler Gabe
Ein weiterer Erkldarungsansatz fiir die unterschiedliche Dysplasiefrequenz wére die unzu-

reichende Aussagekraft der Fluoreszenzendoskopie mittels oraler 5-ALA-Gabe.

Wir haben uns im Rahmen dieser Studie fiir die orale Applikation entschieden, eine andere
Moglichkeit ist die lokale Applikation mittels Einlauf und/oder Spriihkatheter [76]. Eine
lokale Gabe mittels Spriihkatheter hat vor allem den Nachteil, dass die Patienten zwei
komplette Koloskopien durchfiihren lassen miissen. Mit der oralen Applikationsform von
10 mg bis 20 mg 5-ALA pro kg Korpergewicht in wéssriger Losung sind ausreichend
hohe Anreicherungsspiegel in der Kolonmukosa erreicht worden um veréndertes Gewebe
von Normalgewebe zu unterscheiden. In der makroskopischen Betrachtung hat sich bei
den CED-Patienten und den zwei vorab untersuchten Markerldsionen ein suffizienter
Fluoreszenzeindruck gezeigt. In Addition zu diesem makroskopischen Eindruck belegen
die erhobenen Spektraldaten eine ausreichend hohe und selektive PPIX-Anreicherung in
der Kolonmukosa. Die PPIX-Anreicherung in karzinomatosem Gewebe war deutlich hoher

als in dysplastisch verdndertem Epithel. Das dysplastische Epithel der Markerldsion hat
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selektiv mehr PPIX angereichert als Normalepithel. Im Stroma lagert sich nahezu kein
5-ALA an, was durch die Signifikanz im Unterschied von Epithel zu Stroma bewiesen ist.
In gesundem Epithel ist die PPIX-Anreicherung gering.

Die Methodik der Fluoreszenzendoskopie mittels oraler 5-ALA-Gabe ist nebenwirkungs-
arm. Bei allen untersuchten Patienten ist nur eine Nebenwirkung (Hautrétung nach Au-
Berachtlassen des Lichtschutzes) aufgetreten; Ubelkeit, Erbrechen oder andere gastrointe-

stinale Symptome wurden von den Patienten nicht berichtet.

7.2 Zusammenfassung

In dieser prospektiven Kohorten-Studie wurde die Methode der 5-ALA induzierten Fluo-
reszenzendoskopie zur Dysplasiediagnostik bei Patienten mit chronisch entziindlicher Dar-
merkrankung untersucht. Wir haben weniger Dysplasien bzw. intraepitheliale Neoplasien
detektiert als nach vielen epidemiologischen Daten der Literatur zu erwarten waren. Keiner
der untersuchten Patienten hatte ein manifestes Karzinom. Ursache hierfiir kénnte zum
einen die relativ geringe Anzahl von n=42 Patienten (bzw. n=52 Koloskopien) sein, oder
aber, und das entspréiche einigen internationalen Beobachtungen, dass bei regelrechter
Langzeittherapie mit 5-ASA-Priparaten und/oder der konsequenten antiinflammatori-
schen und immunsuppressiven Therapie der karzinogene Reiz auf die Kolonschleimhaut
geringer ist. Dadurch fiele auch die Dysplasiehdufigkeit geringer aus als in fritheren Studien
gezeigt. Zudem hat sich bei der Beurteilung der Dysplasie bzw. intraepithelialen Neoplasie
und deren Bewertung fiir das weitere Vorgehen bei CED-Patienten in den letzten Jahren
eine Wandlung und Differenzierung entwickelt. Die erhobenen Spektraldaten an den histo-
logischen Proben, wie auch die in vivo erhobenen Daten des suffizienten endoskopischen
Fluoreszenzeindrucks an zwei Markerldsionen zeigen, dass die Sensibilisierung mit oraler
5-ALA-Gabe eine ausreichende und selektive PPIX-Anreicherung im Epithel des Kolons
bewirkt. Die Ergebnisse dieser Studie und Untersuchungen von anderen Arbeitsgruppen
sprechen dafiir, dass die orale Gabe der 5-ALA zur Diagnostik von niedriggradigen Dys-
plasien nur bedingt geeignet ist. Festzuhalten bleibt jedoch, dass die bei uns aufgetretenen

falsch negativen Befunde im Bereich von Polypen im Sinne von ALMs vorlagen.

Gerade bei dem in letzter Zeit akzeptierten Vorgehen der engmaschigen Kontrollen bei
dem Vorliegen einer solitdren, geringgradigen intraepithelialen Neoplasie vor einer Kolek-
tomie, ist es wichtig, dass zusétzlich vorhandene flache Dysplasieherde sicher detektiert
werden. In unserer Pilotstudie wurden zwei geringgradige Dysplasien in Polypen iiber-
sehen, insgesamt wurden keine flachen Dysplasien detektiert, weder mittels 5-ALA indu-
zierter Fluoreszenzendoskopie, noch mit dem Goldstandard der Stufenbiopsien. Gerade im
Sinne der Unterscheidung von ALM und DALM bei Patienten mit chronisch entziindlicher

Darmerkrankung, ist das Auffinden der mit konventioneller Endoskopie oftmals schwer zu
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erkennenden flachen Dysplasien wichtig. Hierzu bietet sich die Fluoreszenzkoloskopie mit
oraler Photosensitizergabe zumindest fiir hohergradige Dysplasien und Karzinome als fla-

chendeckendes Verfahren sowie praktikable und nebenwirkungsarme Ergénzungsmethode

arll.
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A Verwendete Materialien

A.1 Endoskopien

Endoskop: Olympus CF301 / CF401, Fa. Olympus, Deutschland

Kamera: Tricam Pal SL, Fa. K. Storz, Tuttlingen, Deutschland

Kaltlichtquelle: D-Light, Fa. K. Storz, Tuttlingen, Deutschland

Einbettgel fiir Proben: Tissue Tek Cryogel, Miles Inc., Elkhart, IN, USA
Probenhalter: Tissue Tek Cryomold Dispenser Box, Miles Inc., Elkhart, IN, USA

A.2 Gefrierschnitte

Mikrotom: CM 3050, Leica, Wetzlar, Deutschland

A.3 Fluoreszenzmikroskopie

Mikroskop: DM ibre, Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland

Filter: D-Block, Fa. Leica

Kamera: Tricam SL PAL PDD, Fa. K. Storz, Tuttlingen, Deutschland
Lichtquelle: 100 W Hg-Lampe, Fa. Leica Deutschland

A.4 Fluoreszenzspektroskopie

Spektroskop: Acton Resaearch Corp. Acton 150 mm, Lieferant: S&I, Erwitten, Deutsch-
land
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B Aktivitats-Indices

B.1 CDAI nach Best

MORBUS CROHN
CDAI — Activitdtsindex
Verlauf einer Woche

Vom Patienten auszufillen:

NAME: ..o Grole: ....cveevvveeinnenn cm
Datum Summe
Anzahl der
nichtgeformten Stiihle
Grad der
Bauchschmerzen

Allgemeinbefinden

Bauchschmerzen: 0 =keine; 1 =leichte; 2 =maéRige; 3 = starke

Allnemeinhefinden: 0 = im allaemeinen aut* 1 = nicht canz aut: 2 = gchlacht:
Angemeindeninfen: U =1im angemeinen gul T = nigniganz gul] £ = schiedit

4 = unertréglich

Vom Arzt auszufiillen:

1. Stuhlfrequenz in dieser Woche X 2= __ __ __
2. Grad der Bauchschmerzen (summe tber diese Woche) x&§= ____ __
3. Allgemeinbefinden (Summe tber diese Woche) X7= __ __ __

4. Andere mit M. Crohn assoziierte Symptome

[ Iritis / Uveitis [J Erythema nodosum

(J Stomatitis aphthosa [(J Arthralgien, Arthritis

[J Pyoderma gangraenosum  [J Analfissur, Analfistel

[J andere Fisteln [ > 37°C, héchster Wert:

Anzah! der zutreffenden Punkte x20=__ _ __
5. Symptomatische Durchfallbehandlung, wenn ja 1x30= __ ____
8. Resistenzen im Abdomen: nein=0, fraglich=2, sicher=5 x10=_
7. Hamatokrit (Subtraktion Frauen: 42 — HKT, Manner: 47 — HKT) X 6=______
8. Gewicht kg, Standardgewicht (Gréte - 100) kg

(1 — Gewicht / Standardgewicht) x 100 = e

Datum: oo, Aktivitatsindex Summe
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B.2 CAI nach Lichtiger, entnommen aus [58]

Klinisches Symptom Punktzahl

Diarrhoe (Zahl der Stihle pro Tag)
0-2

3-4

-6

9

hWN-=20

5
7=
10

Néchtliche Durchfille
Nein
Ja

- O

Sichtbares Blut im Stuhl (% der Durchfélle)
0
<50 %
>50%
100%

WN=-=0

Inkontinenz
Nein
Ja

- O

Abdominelle Schmerzen/Krampfe
Keine
Mild
Moderat
Schwer

WN -0

Allgemeinbefinden
Perfekt
Sehr gut
Gut
Durchschnittlich
Schlecht
Sehr schlecht

ABhWN-=20

Abdomineller Druckschmerz
Keiner
Mild/Lokalisiert
Moderat/Diffus -
Schwer/Abwehrspannung

WN =0

Medikamentdse Durchfall-Therapie
Nein
Ja

- O

GESAMT-PUNKTZAHL




C PATIENTENUBERSICHT

C Patienteniibersicht

Erkrankung Pat. Nr. |Geschlecht [Alter Dauer Histologischer Befund Ausdehnung
Crohn 1 w 37 13 regelhafte Dickdarmschleimhaut
Crohn 1 w 37 13,5 =" -
Crohn 2 m 27 6 keine Dysplasie, mafige Entz., epitheloidzel.
Granulome
Crohn 2 m 29 8 fokal bis zu maRiger Colitis, keine Atypien
Crohn 3 m 43 25 teilw. hyperplast. Colonschleimhaut, keine Dysplasie,
keine Malignitét
Crohn 4 w 70 40 keine Dysplasie
Crohn 5 m 33 11 keine Malignitéat,
Crohn 6 m 38 16 keine Malignitéat,
Crohn 7 w 43 19 keine Dysplasie, keine Malignitat
Crohn 8 m 43 26 keine Malignitéat,
Crohn 9 w 59 40 keine Malignitéat,
Crohn 10 w 41 21 keine Dysplasie, keine Malignitat
Crohn 11 w 43 15 keine Dysplasie, keine Malignitat
Crohn 11 w 45 17 -t
CuU 12 w 47 6 distal geringe chron. Entz., keine Malignit&t Linksseitencolitis
Ccu 13 i 31 16 keine Dysplasie, keine Entziindung Linksseitencolitis
cu 14 m 69 14 keine Dysplasie Linksseitencolitis
Ccu 15 m 21 8 keine Dysplasie, keine Malignitat PSC |Pancolitis
CuU 16 w 59 21 geringes Odem, fokal gest. Epithelreg, kein Anhalt distal
fiir Dysplasie
CcuU 17 w 71 10 chronisch akt. Proktitis, sonst allenf. geringe Entz., distal
keine Dysplasie
CuU 18 w 58 17 gering - mittelgradig chronische Colitis Pancolitis
CuU 19 w 42 22 chronisch floride Colitis, keine Dysplasie Linksseitencolitis
CuU 20 m 33 13 2.T. gering hyperplast. Colonschleimhaut, keine Linksseitencolitis
Dysplasie
CuU 21 m 41 10 keine Dysplasie Linksseitencolitis
Ccu 22 w 59 31 fokal bis zu starker Colitis, keine Dysplasie Linksseitencolitis
Ccu 23 m 40 18 geringe Entziindung, keine Dysplasie PSC_|Pancolitis
CcuU 23 m 43 21 mittel- bis hochgradig, chronisch-aktive Colitis, z.T.
Storung der Kryptenarchitektur, keine Dysplasie
CuU 24 m 61 24 geringgradig chronisch, z.T. herdférmig erosive distal
Proktitis
CcuU 25 m 30 12 gest. Epithelregeneration, keine Dysplasie distal
CuU 25 m 32 14 ="
CcuU 26 m 37 3 noch geringgrad. Epitheldysplasie, n.i. G. entfernt PSC_|Pancolitis
cu 27 m 33 6 fokal bis maRig chronische Colitis, keine Dysplasie Pancolitis
CuU 28 m 41 4 mittelgradige chron. Colitis, Epithelregenerationen, Linksseitencolitis
keine Dysplasien
Ccu 29 m 49 23 geringe Hyperplasie, keine Dysplasie Linksseitencolitis
Ccu 29 m 50 24 keine Dysplasie
CcuU 30 m 64 4 geringe, chron Entz., keine Dysplasie Pancolitis
Ccu 31 w 33 8 chronische Entziindung, kein Anhalt fiir Dysplasie Pancolitis
CcuU 32 w 78 14 chron. und aktive Entziindung, keine Dysplasie Pancolitis
cuU 33 m 73 5 distal betonte Colitis, keine Dysplasie Pancolitis
CcuU 34 w 45 16 allenfalls fokal geringe, chron, nicht aktive Pancolitis
Entzlindung, keine Dysplasie
Ccu 34 i 46 17 ="
cu 35 m 49 10 fokale, bis méaRige Entz., keine Dysplasie ehemals Pan,
akt. distal betont
CuU 36 w 45 17 keine Dysplasien Pancolitis
CuU 37 m 63 17 Z.n. Colitis, geringe Residuen, keine Dysplasie Linksseitencolitis
cu 38 m 38 8 ab Ascendens: bis mittelgrad. chron, sowie Pancolitis
mittelgrad aktive Colitis; keine Dysplasie
Ccu 39 w 42 11 geringe, chron. Colitis, keine Dysplasien Linksseitencolitis
Indet. 40 w 34 11 keine Dysplasie PSC |Pancolitis
Indet. 40 w 35 12 gering - hochgradige Colitis, chronisch, keine
Dysplasien
Indet. 41 m 52 8 fokal akzentuierte mittelgradig - hochgradiger Colitis, Pancolitis
1x tubulares Adenom mit geringer Dysplasie (diskont.)
Indet. 41 m 54 10 mittelgradig chronisch; mittelgradig aktive Colitis,
keine Dysplasien
Indet. 42 m 33 15 hochgradig chronisch, gering aktive Colitis, keine Pancolitis
Dysplasie
Gesamt Pat. 42 16 x Pancolitis
Gesamt US 52 15 x links + distal
Méanner 23
Frauen 19
Minimum 21 3
Maximum 78 40
Median 43 14
Mittelwert 45,47 15,11
Crohn Pat. 11]Mittelwert 42 19,32
Untersuchungen 14[Median 42 16,5
CU Pat 28| Mittelwert 47,59 13,88
Untersuchungen 33[Median 45 14]
Indet. Pat 3|Mittelwert 41,6 11,2
Untersuchungen 5|Median 35 11
Voruntersuchungen:
Markerlasion [m 64] [Kolon-Ca
Dysplasie [m 49| |(geringgradige bis) mittelgr. Dysplasie

o6
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Liste der verwendeten Abkiirzungen

5-ALA 5-Aminoléavulinsdure
5-ASA 5-Aminosalicylsdure
6MP 6-Mercaptopurin
ALA Aminolavulinséiure

ALA-D Aminolavulinsdure-Dehydratase

ALAS Aminolévulinsdure-Synthetase

ALM adenome-like mass

APC adenomatose Polyposis Coli

ASCA Anti-Saccharomyces-cerevisiae- Antikorper
CAI colitis activity index

CARD15 caspase recruitment domain no. 15

CCD charged couple device

CDAI crohn’s disease activity index

CED chronisch entziindliche Darmerkrankungen
CoA Coenzym A

COX2 Cyclooxygenase 2

CRP C-reaktives Protein

CT Computer Tomographie

DALM dysplasia associated lesion or mass

DGVS Deutsche Gesellschaft fiir Verdauung und Stoffwechsel
DNA desoxyribonukleid acid

FAP Familidre adenomatdse Polypose

GI gastrointestinal

HNO Hals-Nasen-Ohren Heilkunde

KST Kolmogorov-Smirnov-Test

LIFS laserinduzierte Fluoreszenz-Spektroskopie
M. Crohn Morbus Crohn

MRT Magnet-Resonanz-Tomographie

MW Mann-Whitney-Test

NAD Nicotinamidadenindinucleotid

NADH Nicotinamidadenindinucleotid-Hydroeen
NOD2 nucleotid oligodimerisation domain no. 2

pANCA  perinukledre antineutrophile zytoplasmatische Antikorper

PBG Porphobilinogen
PDD Photodynamische Diagnostik
PDT Photodynamische Therapie

PGBD Porphobilinogen-Deaminase
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PPIX Protoporphyrin IX

PSC primér sklerosierende Cholangitis
uv ultraviolett

WHO World Health Organization

68



LEBENSLAUF 69

Lebenslauf

Cornelia Sabine TILLACK

geboren am 12. August 1975 in Hamburg
Nationalitat: deutsch

Familienstand: ledig

1982 - 1986  Grundschule: Pocking / Landkreis Starnberg
1986 - 1995 Gymnasium Starnberg
595 Abitur

596 - 11’02 Studium der Humanmedizin

Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
10°01 - 2’02  Universitét Ziirich, Schweiz
11°02 ITI. Staatsexamen (Notel,8)
203 - 7704 Arztin im Praktikum, Med. Klinik II, Klinikum GroBhadern

seit 7°04 Assistenzéarztin Med. Klinik II, Klinikum GrofShadern

Publikationen:

e Tillack C, Seiderer J, Herrmann K, Ochsenkiihn T, Reiser M, Goke B. Correlation
of findings in MR-FEnteroklysis and capsule endoscopy in the small bowel in patients
with Crohn’s Disease. Gut 2004; 53: Suppl. VI, A2

e Seiderer J, Schnitzler F, Brand S, Tillack C, Goke B, Ochsenkiihn T. Der TNF-
alpha-Antikorper Infliximab in der Therapie chronisch-entzindlicher Darmerkran-

kungen. 2004c; Deutsches Arzteblatt; zur Publikation angenommen

e Torok HP, Glas J, Tonenchi L, Lohse P, Neugebauer C, Limbersky O, Schnitzler F,
Seiderer J, Tillack C, Brand S, Bruennler G, Jagiello P, Epplen JT, Griga T, Klein
W, Schiemann U, Folwaczny M, Ochsenkiihn T, Folwaczny C. Polymorphisms In
The Dlg5 And Octn Cation Transporter Genes: Are They Really Associated With

Crohn’s Disease? Gut; zur Publikation eingereicht

e Schnitzler F, Brand S, Staudinger T, Pfennig S, Hofbauer K, Seiderer J, Tillack
C, Goke B, Ochsenkithn T, Lohse P. Novel CARD15/NOD2 mutations detected



LEBENSLAUF 70

by DNA sequence analysis of 400 patients with inflammatory bowel disease. 2005;
Genes and Immunity; zur Publikation eingereicht

e Ochsenkiihn T, Tillack C, Diebold J, Stepp H, Ott SJ, Baumgartner R, Brand
S, Goke B, Sackmann M. Low frequency of colorectal dysplasia in patients with
longstanding IBD-colitis - detection by fluorescence endoscopy. Endoscopy 2005; zur
Publikation eingereicht

e Brand S, Staudinger T, Schnitzler F, Pfennig S, Hofbauer K, Dambacher J, Seiderer
J, Tillack C, Konrad K, Holzel D, Goke B, Lohse P, Ochsenkiihn T. The role of
the Toll-like receptor 4 Asp299Gly and Thr3991le polymorphisms in Crohn’s disease.

2005; Inflammatory Bowel Diseases; im Druck

e Brand S, Hofbauer K, Dambacher J, Schnitzler F, Staudinger T, Pfennig S, Seiderer
J, Tillack C, Konrad K, Goke B, Ochsenkiihn T, Lohse P. Increased expression
of the chemokine fractalkine in Crohn’s disease and association of the fractalkine
receptor T280M polymorphism with a fibrostenosing disease. Am J Gastroenterol
2005; zur Publikation eingereicht

Preise:

e Travel grant, United European Gastroenterology Week, Prag September 2004 (Er-
stautor); Tillack C, Seiderer J, Herrmann K, Ochsenkiihn T, Reiser M, Goke B.
Correlation of findings in MR-FEnteroklysis and capsule endoscopy in the small bowel
in patients with Crohn’s Disease. Gut 2004; 53: Suppl.VI, A2

e Travel grant, United European Gastroenterology Week, Prag September 2004 (Co-
Autor); Schnitzler F, Lohse P, Seiderer J, Brand S, Herrmann K, Tillack C, Goke
B, Ochsenkiithn T. Homozygosity for the 320INSC mutation of the DARD15/NOD2
gene is a strong predictor for a very severe subtype of Crohn’s disease characterized
by long-segment bulky fibrostenoses of the terminal ileum. Gut 2004; 53 Suppl. A142

e Travel grant, United European Gastroenterology Week, Prag September 2004 (Co-
Autor); Brand S, Staudinger T, Schnitzler F, Pfennig S, Hofbauer K, Dambacher J,
Seiderer J, Tillack C, Konrad K, Holzel D, Goke B, Lohse P, Ochsenkiihn T. The
role of the Toll-like receptor 4 Asp299Gly and Thr3991le polymorphisms in Crohn’s
disease. Gut, 2004; 53 Suppl A146



	Einleitung
	Chronisch entzündliche Darmerkrankungen
	Colitis ulcerosa, Morbus Crohn und Colitis indeterminata
	Klinik
	Vorkommen und Ursachen
	Begleiterkrankungen und Komplikationen
	Verlauf und Beurteilung

	Diagnostik
	Labordiagnostik
	Bildgebung
	Endoskopie und Histologie

	Therapie
	Medikamentöse Therapieoptionen
	Chirurgische Therapieoptionen


	Karzinomentwicklung -- Risiko bei lange bestehender CED
	Karzinomrisiko
	Karzinogenese
	Dysplasie-Karzinom-Sequenz
	Mutationen und Karzinogenesemechanismen

	Karzinomprävention durch 5-ASA-Präparate
	Outcome der CED-Patienten mit Kolonkarzinom
	Dysplasien bei CED-Patienten -- ALMs und DALMs
	Kontrollkoloskopien zur Dysplasiedetektion
	Zusatzmethoden im Rahmen der Endoskopie zur Dysplasiedetektion

	Grundlagen und Methodik
	Fluoreszenz und Spektralmessung
	Autofluoreszenz und Porphyrin-induzierte Fluoreszenz
	Hämsynthese
	Regulation des Hämstoffwechsels und Akkumulation von PPIX
	Nebenwirkungen

	Fluoreszenzuntersuchungen
	Fluoreszenzendoskopie
	Koloskopie -- Vorbereitung und Untersuchungsablauf
	Aufbereitung der gewonnenen Proben für die Fluoreszenz-mikroskopie und Spektralmessung
	Mikroskopie- und Spektralmessungsaufbau


	Studie
	Ziel der Studie
	Voruntersuchungen bei einem Patienten mit gesichertem Kolonkarzinom und einem Patienten mit flacher Dysplasie
	Untersuchungsreihe bei CED-Patienten
	Patienten
	Medikation der Patienten
	Ausdehnung der Colitis und Begleiterkrankungen
	Genehmigung durch die Ethikkommission
	Statistik


	Ergebnisse
	Klinischer Teil -- Endoskopie und Histologie
	Endoskopie
	Histologische Ergebnisse

	Experimenteller Studienteil -- Mikroskopie und Spektralmessung
	Karzinom und Dysplasie
	Proben der CED-Patienten
	Anreicherungsverhältnis von PPIX zu Autofluoreszenz in den verschiedenen Geweben
	Überprüfung auf statistische Signifikanz der Anreicherungs-unterschiede


	Diskussion und Ausblick
	Ergebnisse und Diskussion
	Zusammenfassung

	Anhang
	Verwendete Materialien
	Endoskopien
	Gefrierschnitte
	Fluoreszenzmikroskopie
	Fluoreszenzspektroskopie

	Aktivitäts-Indices
	CDAI nach Best
	CAI nach Lichtiger, entnommen aus klinikleit

	Patientenübersicht
	Literatur
	Liste der verwendeten Abkürzungen
	Lebenslauf

