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Chronisch-entzundliche Darmerkrankungen

Fakale und serologische Marker zur Unterstutzung der
Diagnose von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
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m  Calprotectin-ELISA - Sichere Unterscheidung zwischen einer chronisch-entzundlichen
und einer funktionellen Darmerkrankung

= |IFT-CIBD-Mosaike — Zuverlassige Suchtests zur effektiven Differenzialdiagnostik von
Colitis ulcerosa und Morbus Crohn

= Anti-Saccharomyces-cerevisiae-ELISA — Bietet hilfreiche Hinweise auf die Schwere der
Erkrankungen

= EUROLINE Autoimmune Gastrointestinalerkrankungen — Abgrenzung eines Morbus
Crohn von Zoliakie und Autoimmungastritis



Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) sind
gepragt durch Entzindungen in verschiedenen Bereichen
des Magen-Darm-Traktes und verlaufen in Schiben.
Beschwerdephasen (Rezidive) wechseln sich mit Zeiten
ab, in denen die Erkrankung ruht (Remission). Die Starke
der Symptome und die Dauer der Schiibe sind von Patient
zu Patient verschieden. Die Atiologie der CED ist noch
recht unbekannt. Es wird jedoch angenommen, dass eine
genetische Suszeptibilitat und bestimmte Umwelteinfllisse
(Einnahme von Antibiotika, Rauchen, ,, westliche” Ernahrung)
die Krankheiten auslosen konnen. Die beiden wichtigsten
CED-Formen sind Colitis ulcerosa (CU) und Morbus
Crohn (MC). In ca. 10% der Falle tritt eine Mischform auf,
die sich nicht eindeutig einem der beiden Krankheitsbilder
zuordnen lasst (Colitis indeterminata).” Sowohl bei MC als
auch bei CU ist die intestinale Barriere aus Mukusschicht und
Darmepithel gestort. Dadurch konnen pathogene Bakterien
aus dem Darmlumen in die Epithelzellen gelangen und dort
eine Entzindungsreaktion hervorrufen. Fir die Abgrenzung
der unterschiedlichen CED voneinander sowie einer CED von
einem Reizdarmsyndrom (Colon irritabile) ist eine gezielte
Differenzialdiagnostik von grof3er Bedeutung.??

Colitis ulcerosa

Inzidenz: 3,0-24 pro
100.0004

Pravalenz: 90-500 pro
100.0004

Ausbruch vor dem
18. Lebensjahr: 20-30%
der Patienten*

Latenzzeit bis zur
Diagnose: 1,2 Jahre®

Kolektomien bei 10—-30%
der Patienten notwendig’

Symptome der CU:

= Die Entzindung beschrankt sich zumeist auf den
Dickdarm.

= Ausgehend vom After breitet sich die Entzindung das
Kolon entlang aus.

= Nur die Darmschleimhaut ist von der Entziindung
betroffen.

= Typische Symptome sind blutige Durchfalle (haufig
nachts und postprandial) mit Eiter oder Schleimaus-
flissen sowie schwere Bauchkrampfe wahrend der
Stuhlgange.

® Zu den schwersten Komplikationen gehort das toxische
Megakolon, bei dem sich der Darm extrem aufblaht und
schlieBlich brechen kann.
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Morbus Crohn

Inzidenz: bis zu 12,7 pro
100.000°

Pravalenz: bis zu 322 pro
100.0005

Ausbruch vor dem
18. Lebensjahr: ca. 25%
der Patienten?®

Latenzzeit bis zur
Diagnose: 7,7 Jahre®

Darmoperationen bei 80 %
der Patienten notwendig’

Symptome des MC:

= Die Entziindung kann den gesamten Gastrointestinal-

trakt betreffen — vom Mund bis zum After.

m Entzindete Darmabschnitte wechseln sich mit gesun-

den fleckenformig ab, am haufigsten ist das terminale
Illeum betroffen.

= Die Symptome sind haufig von der Lokalisation der

Erkrankung abhangig und ahneln denen der CU.

= Die Entziindung kann alle Schichten der Darmwand

durchdringen und sich auch darUber hinaus ausbreiten.
Die Bildung von Fisteln und Abszessen ist die Folge.

= Durch vernarbtes und geschwollenes Darmgewebe ist

auch die Entstehung von Darmstenosen maoglich.




Fakale und serologische Marker chronisch-entzundlicher

Darmerkrankungen

Fir die Diagnostik einer CED sollten neben dem klinischen
Erscheinungsbild des Patienten eine Kombination laborchemischer,
endoskopischer, histologischer und radiologischer Untersuchungen
herangezogen werden. Ein wichtiger laborchemischer Parameter ist
der fakale Entziindungsmarker Calprotectin. Er ermoglicht neben
einer frithzeitigen Diagnosestellung die Abgrenzung einer CED von einer
funktionellen Darmerkrankung wie dem Reizdarmsyndrom. Der Nachweis
CED-assoziierter Autoantikorper (IgA und IgG) im Serum kann die
Diagnose zusatzlich sichern. Mithilfe von indirekten Immunfluoreszenztests
(IIFT), Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) sowie blotbasierten
Tests konnen Marker bestimmt werden, die fur einen MC oder eine
CU pathognomonisch sind und somit eine Unterscheidung beider
Erkrankungen voneinander ermoglichen.

Calprotectin - ein fakaler CED-Marker
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Calprotectin ist ein calcium- und zinkbindender Proteinkomplex, der von neutrophilen Granulocyten und Monocyten gebildet
wird. Bei Vorliegen einer entzindlichen intestinalen Erkrankung wandern Neutrophile ins Darmlumen und setzen dort
Calprotectin frei, welches mit dem Stuhl ausgeschieden wird. In der CED-Diagnostik stellt fakales Calprotectin (FC) einen in

vielfaltiger Hinsicht idealen Marker dar:

= Calprotectin wird bereits zu Beginn einer Entziindung im Darm gebildet
und ermoglicht somit eine fruhzeitige Diagnosestellung.

= Erhohte FC-Werte spiegeln ausschliel3lich Entziindungsprozesse des
Gastrointestinaltraktes wider. FC ist daher ein besserer Marker bei der
Diagnostik von CED als systemische Marker wie das C-reaktive Pro-
tein (CRP) oder die Erythrocyten-Sedimentationsrate (ESR).

= Ein positiver FC-Nachweis dient der Abgrenzung einer CED gegentber
einer funktionellen Erkrankung wie dem Reizdarmsyndrom. Konzen-
trationen >50ug/g sind als auffallig zu beurteilen. Der Entziindungs-
status sollte endoskopisch abgeklart werden. Eine Unterscheidung zwi-
schen MC und CU ermaglicht die FC-Bestimmung jedoch nicht.

= Die FC-Konzentration ist proportional zur Anzahl neutrophiler Granulo-
cyten im Darmlumen — somit zur Intensitat der Entziindung - und korre-
liert mit der Aktivitat der CED (Rezidiv oder Remission). Sie unterstutzt
somit die Abschatzung der Schwere der Erkrankung sowie eine Reduk-
tion kostenintensiver und unangenehmer Endoskopien und Biopsien —
ein Vorteil insbesondere in der Padiatrie.
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Alle aktuellen Leitlinien zur CED-Diagnostik empfehlen den Nachweis von FC im Rahmen der Diagnosestellung. Hervor-
gehoben wird vor allem die gute Korrelation des Markers mit der Entziindungsaktivitat. Zudem kann der FC-Spiegel die

Vorhersage von Rezidiven unterstitzen.

Calprotectin in den internationalen Leitlinien zur CED-Diagnostik
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EUROIMMUN bietet fiir die zuverlassige Messung von FC in
Stuhlproben den Calprotectin-ELISA an:

Nicht-invasive, quantitative Bestimmung der
FC-Konzentration

Schnelle und einfache Abarbeitung in etwa 75min
Umfangreicher Messbereich von 1,9-2100ug/g

Gute Korrelation mit anderen etablierten Assays wie dem
Calprotectin-ELISA des Herstellers Eurospital

Vollautomatisierbar auf allen offenen ELISA-Plattformen

Stuhldosierungsrohrchen fir eine einfache Probenextrak-
tion separat erhaltlich
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Serologische Marker zum Nachweis einer CED

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen lassen sich bei der Mehrheit der Patienten anhand verschiedener pathognomo-
nischer Antikorper serologisch nachweisen. Eine Bestimmung dieser AntikOrper unterstutzt die Differenzialdiagnostik und
ermoglicht Ruickschlisse auf das Vorliegen einer CU bzw. eines MC (GrofRenverhéltnisse in der folgenden Abbildung geben
Haufigkeitsunterschiede beispielhaft wieder):

Colitis ulcerosa

Auftreten von Antikorpern gegen:

intestinale Becherzellen

I

neutrophile Granulo-
cyten (pANCA)

Morbus Crohn

Auftreten von Antikorpern gegen:

exokrines Pankreas

Indirekte Immunfluoreszenz (IIFT): EUROIMMUN stellt BIOCHIP-Kombinationen mit unterschiedlichen IIFT-Substraten zur
Verfiigung, mit denen spezifische Autoantikorper gegen intestinale Becherzellen, exokrines Pankreas, Anti-Neutrophilen-
Cytoplasma-Antikorper (ANCA) sowie Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae (ASCA) detektiert werden koénnen.
Die Objekttrager fur die IIFT-Mosaike (z.B. CIBD-Profile) lassen sich flexibel mit den verschiedenen BIOCHIPs bestlicken.
Exemplarisch ist hier das CIBD-Profil 7 gezeigt:
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CIBD PROFILE 7

A: Antikorper gegen exokrines Pankreas: rPAg1 (CUZD1)/rPAg2 (GP2); B: Antikorper gegen Becherzellen; C: Kontrolltransfizierte Zellen; D: Anti-Neutro-
philen-Cytoplasma-Antikorper, perinukleérer Typ (pANCA); E: Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae.



Antikorper gegen intestinale Becherzellen

IIFT: Autoantikorper, die sich gegen intestinale Becherzellen
richten, sind pathognomonisch fir eine CU und treten bei
11% der Patienten auf.’®'* Das maldgebliche Zielantigen
wurde noch nicht identifiziert. Fiir die BIOCHIPs wird eine
Primatendarmzelllinie verwendet, deren Zellen sich unter
definierten Kulturbedingungen spontan zu Becherzellen
differenzieren. Im IIFT zeigt sich bei einer positiven Reaktion
eine wolkige, unscharf begrenzte Fluoreszenz. Werden
sowohl Antikorper gegen Becherzellen als auch pANCA
untersucht, ergibt sich eine kombinierte Trefferquote von
82 % fur CU.

Becherzellen

Anti-Neutrophilen-Cytoplasma-Antikorper (ANCA)

IIFT: ANCA vom perinuklearen Typ (pANCA) sind nicht nur flr
die Serologie verschiedener Vaskulitiden, sondern auch fir
die Differenzialdiagnostik von CED von groRer Bedeutung.
Sie treten bei der Mehrzahl der Patienten mit CU auf (67 %),
kénnen jedoch auch bei einigen MC-Erkrankten vorkommen
(7%)."® Bei CED-Patienten zeigt sich auf Ethanol-fixierten
Granulocyten ein pANCA, wohingegen Formalin-fixierte
Zellen keine Reaktion erkennen lassen. Diese atypische
Form des ANCA wird in der Literatur als DNA-ANCA (auch
aANCA oder xANCA) bezeichnet.

EOH-Granulocyten

Antikorper gegen exokrines Pankreas

IIFT: Autoantikorper gegen exokrines Pankreas richten sich
gegen Azinuszellen. Sie sind bei 39% der Patienten mit
MC zu finden, wahrend sie nur bei 2% der CU-Erkrankten
vorkommen, und stellen daher ein Erkennungsmerkmal
des MC dar.'®” Beim MC sind die Hauptzielantigene der
Autoantikorper die Proteoglykane CUZD1 (rPAg1) und GP2
(rPAg2) im Pankreassekret.”” Fir den Nachweis dieser
Antigene kommen transfizierte Zellen zum Einsatz, die
eine gleichbleibende Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
gewahrleisten. Die Pravalenz der IgG-AutoantikOrper gegen
CUZD1 und GP2 betrdgt im Durchschnitt 40%, bei einer - )
langer als zwei Jahre andauernden MC-Erkrankung sogar . . i

50%. Antikorper gegen rPAg1 erzeugen im Cytoplasma R A transf|2|er-te U
der Zellen eine flachige granulare Fluoreszenz, die Zellkerne

sind nur geringflgig angefarbt. Anti-rPAg2-Antikorper

farben das Cytoplasma mit einer glatten bis feingranularen,

kernstandigen Fluoreszenz. Werden bei der Diagnostik

eines MC sowohl Autoantikorper gegen Pankreasantigene

als auch ASCA untersucht, kann die Trefferquote fir MC auf

80% gesteigert werden. 819




STUDIE

Antikorper gegen pankreatische
Autoantikorper gegen die Pankreasantigene CUZD1 n=360 Glykoproteine
und GP2 besitzen eine hohe Spezifitat fur die Diagnose Antikorper-positiv | Antikérper-negativ
eines MC. Michaels et al. zeigten in einer Studie mit . 0 0
224 MC- und 136 CU-Patienten, dass beide Autoanti- 152 Gl B a1 23.4%
korper jeweils mit einem bestimmten klinischen Phino- Perianale Erkrankung 48,6% 31.1%
typ assoziiert sind.?° Sowohl Autoantikorper gegen GP2 ASCA 43,1% 29,6%
als auch gegen CUZD1 waren signifikant haufiger bei Immunsuppressiva 43.6% 30.0%
MC- als bei CU-Patienten zu finden. Generell waren Anti-
korper gegen beide Antigene mit dem Vorhandensein von AL LD S B
ASCA und der Notwendigkeit einer immunsuppressiven Alter zu Erkrankungsbeginn | 19,5 Jahre 27,5 Jahre
Therapie assoziiert. Erkrankte mit Autoantikorpern lleokolische Erkrankung 30.3% 15,6%
gegen CUZD1 litten signifikant haufiger an einer :
ileokolischen und perianalen Erkrankung. Patienten Perianale Erkrankung 37.8% 18.9%
mit Anti-GP2-Antikorpern hatten besonders haufig Anti-GP2-Antikérper
Darmstrikturen. Patienten mit Anti-CUZD1- wie auch mit Alter zu Erkrankungsbeginn | 20 Jahre 26 Jahre
Anti-GP2-Antikorpern waren zu Beginn der Erkrankung X
. . . . Darmestrikturen 25,3% 12,2%
junger als solche, die diese nicht aufwiesen.

Anti-Saccharomyces-cerevisiae-Antikorper (ASCA)

IIFT: ASCA treten mehrheitlich bei Patienten mit MC auf. Betrachtet man ASCA der
Klassen IgA und IgG in Kombination, haben sie eine Pravalenz von circa 73%.'° Bei
CU-Erkrankten sind ASCA, mit einer Pravalenz von ungefahr 18%, seltener. Ein ASCA-
Nachweis unterstltzt daher die diagnostische Abgrenzung eines MC von einer CU. Als
IIFT-Substrat wird ein Ausstrich der Hefe verwendet. Das Hauptantigen der ASCA ist
das Phosphopeptidomannan, ein 200kDa schweres Glykoprotein aus der Zellwand der
Hefe. Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae rufen eine flachige bis randbetonte
Fluoreszenz der Hefezellen hervor.

S. cerevisiae

ELISA: ASCA konnen auch mittels ELISA zuverlassig nachgewiesen werden. Beim
EUROIMMUN-AnNti-Saccharomyces-cerevisiae-ELISA (IgA, 1gG) ist dies in Serum
oder Plasma moglich. Die vereinzelbaren MikrotitergefaRe des Testsystems sind mit
Mannan, einem Kohlenhydrat der Hefe-Zellwand, beschichtet. Bei positiven Proben
binden spezifische IgA- oder IgG-Antikorper an die Antigene. Um diese ASCA sichtbar
zu machen, inkubiert man anschlieRend mit einem Peroxidase (POD)-markierten Anti-
Human-Antikorper. Die POD katalysiert eine Farbreaktion, die photometrisch gemessen
werden kann.

farbloses

Substrat
POD-markierter
Anti—Human—Antikérper\\PN

/, Die Pravalenzen der ASCA in einem Kklinisch vorcharakterisierten Kollektiv mit 67
MC-Patienten betrug 43,3% fir IgA- und 31,3% fur IgG-Antikorper. In einem vor-

Antikorper gegen Mannan ;

gelber
Farbstoff

charakterisierten CU-Kontrollkollektiv (n=47) erzielte der Anti-Saccharomyces-
cerevisiae-ELISA eine Spezifitat von 100 %.

Mannan aus
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STUDIEN

Kim et al. untersuchten in einer Studie mit 115 MC-Patienten, ob das Auftreten von ASCA mit einem bestimmten
Krankheitsverlauf assoziiert ist.?' MC-Patienten, die ASCA aufwiesen, zeigten folgende Charakteristika:

= vermehrte Fibrostenosen und Darmdurchbriiche (nach der Wien-Klassifikation),
= haufigere Krankenhausaufenthalte,
= hohere Werte gemald des Harvey-Bradshaw-Index (einer Skala, mit der die Krankheitsaktivitat einer CED quantifiziert wird).

Zudem war bei ihnen ein vermehrter Einsatz von Steroiden und Immunsuppressiva zu Therapiezwecken zu verzeichnen.
ASCA konnen demnach beim MC auf einen schwereren Krankheitsverlauf hindeuten, infolge dessen aggressivere
Therapien notwendig sind.

In einer prospektiven Studie von Kovacs et al. wurde zudem untersucht, ob das Auftreten von ASCA auch bei einer CU
im Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf steht.’® Insgesamt 187 klinisch diagnostizierte CU-Patienten (Herkunft:
Ungarn), von denen 17,6% ASCA-positiv waren, wurden Uber einen Zeitraum von 135 Monaten begleitet. ASCA-IgA-
positive Patienten hatten ein erhohtes Risiko dafur, sich einer Langzeittherapie mit Immunsuppressiva unterziehen zu
mussen.



Die EUROLINE-Testsysteme fiir autoimmune Gastrointestinalerkrankungen

Blot: Die Differenzierung zwischen einem MC und anderen autoimmunen Gastrointestinalerkrankungen wie Zoliakie und
Autoimmungastritis (AIG) bzw. pernizioser Anamie (PA) gestaltet sich aufgrund der unspezifischen klinischen Symp-
tome schwierig. Speziell in solchen Fallen unterstiitzt die serologische Bestimmung krankheitsspezifischer Anti-
korper eine effiziente Diagnosestellung. Zu den Zoliakie-assoziierten Antikorpern gehoren mit einer Pravalenz von
nahezu 100% solche gegen Gewebstransglutaminase (tTG), die bei Gesunden und Patienten mit anderen Darm-
erkrankungen praktisch nicht vorkommen. Zudem bilden Zoliakie-Patienten sehr spezifische Antikorper gegen
desamidierte Gliadinfragmente, wahrend im Blut von Patienten mit AIG bzw. PA Antikorper gegen Intrinsic Faktor (IF)
und solche gegen Parietalzell-Antigene (PCA) vorliegen. Auf einen MC deutet hingegen das Auftreten von ASCA
hin. Somit gibt der parallele Nachweis dieser Antikorper einen wichtigen differenzialdiagnostischen Hinweis.
EUROIMMUN bietet dafur zwei EUROLINE-Testsysteme. Die Teststreifen sind mit rekombinanter tTG, rekombinantem
Gliadin-analogen Fusionspeptid (GAF-3X) sowie Mannan aus S. cerevisiae beschichtet. Dartberhinaus enthalt der
EUROLINE Autoimmune Gastrointestinalerkrankungen (IgG) rekombinanten IF sowie natives PCA:

Kontrollbanden

A

\ N\ A

® NS\ 2 > &
& \<§ \ng S & &
NS ,\\ \'\ \’\ o) @’b
3 S 3 N 5
@& S ?9'5‘ o_,(y < &
3 OO S ks & &

EUROLINE Autoimmune Gastrointestinalerkrankungen (IgA)

Kontrollbanden

EUROLINE Autoimmune Gastrointestinalerkrankungen (IgG)

Auf einen Blick

= Bei der Diagnostik von CED sollten neben endoskopischen, histologischen und radiologischen Untersuchungen auch
laborchemische und serologische Methoden hinzugezogen werden.

= Die Bestimmung von Calprotectin im Stuhl ermoglicht eine friihzeitige Diagnosestellung und die Abgrenzung
einer CED von einem Reizdarmsyndrom. Unauffallige Calprotectin-Messwerte schlieen eine CED weitgehend aus.

= |aut aktueller Leitlinien stellen die Calprotectin-Spiegel eine wertvolle Unterstiitzung bei der Uberwachung der Krank-
heitsaktivitat und Therapiekontrolle dar. Die Werte korrelieren mit dem klinischen Befund der Endoskopie oder Biopsie
und stellen eine nicht-invasive und vor allem bei padiatrischen Patienten vorteilhafte Untersuchungsmethode dar.

= Die Untersuchung von Patientenseren im IIFT unterstlitzt die sichere Abgrenzung eines MC von einer CU. Sie ist nicht-
invasiv und weniger kostenintensiv als andere Methoden.

= Spezifische Marker fur den Nachweis einer CU sind Antikorper gegen intestinale Becherzellen und pANCA. Hinweise auf
einen MC geben Antikorper gegen exokrine Pankreasantigene und ASCA.

= Die Kombination verschiedener [IFT-Substrate im Mosaik erhoht die Trefferquote in der CED-Differenzialdiagnostik.

= Antikorper gegen CUZD1 waren in einer Studie von Michaels et al. mit einer ileokolischen und perianalen Erkrankung,
Antikorper gegen GP2 mit Darmstrikturen assoziiert.?° Beide Antikorper waren zudem begleitet von ASCA und der
Notwendigkeit einer immunsuppressiven Therapie.

= Das Vorhandensein von ASCA deutet auf einen schweren MC-Krankheitsverlauf hin und erhoht bei CU-Patienten das
Risiko, sich einer Langzeittherapie mit Immunsuppressiva unterziehen zu muissen.

m Zum Ausschluss anderer autoimmuner Gastrointestinalerkrankungen wie Zéliakie und Autoimmungastritis bestimmt
man differenzialdiagnostisch aussagekraftige Antikorper gegen tTG, desamidierte Gliadinfragmente, IF und PCA.



Medizinische

EUROIMMUN

AG

Labordiagnostika

Bestellung
Testsystem

Calprotectin-ELISA

Antigen

Calprotectin

Substrat

Antikorperbeschichtete
MikrotitergefalRe

Bestell-Nr.

EQ 6831-9601 W

Stuhldosierungsrohrchen (SDR), vorgefuillt
mit Extraktionspuffer, 45 Stlick

ZE 6010-4501-2

Stuhldosierungsrohrchen (SDR), nicht vor-
gefullt mit Extraktionspuffer, 100 Stlick

Testsystem

CIBD-Mosaike

Antikorper gegen

Intestinale Becherzellen

Substrat/Antigen

Becherzellen (Kultur)

ZE 6010-0100-3

Bestell-Nr.

Pankreas-Antigene
rPAG1 (CUZD1)/rPAg2
(GP2)

Transfizierte Zellen

FA 1391-1005-3

pANCA

Granulocyten (EOH)

FA 1391-1005-7

S. cerevisiae

Pilzausstrich

Anti-Saccharomyces-cerevisiae-IIFT
(IgA, 1gG)

S. cerevisiae

Pilzausstrich

FV 2841-1010 A/G

Anti-Saccharomyces-cerevisiae-ELISA
(I9A, 19G)

Testsystem

S. cerevisiae

Antikorper gegen

Gereinigtes Mannan aus
der Zellwand von
S. cerevisiae

EV 2841-9601 A/G

Bestell-Nr.

EUROLINE Autoimmune Gastrointestinal-

erkrankungen (IgA) DL 1360-1601 A

tTG, GAF-3X, Mannan aus S. cerevisiae

EUROLINE Autoimmune Gastrointestinal-

erkrankungen (IgG) DL 1360-1601 G

tTG, GAF-3X, PCA, IF, Mannan aus S. cerevisiae
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