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ABKURZUNGEN

E: Epithelzelle

EGFR: epidermal growth factor receptor
eL: epitheliale Liicken

F: Feld

FODMAP:  engl. Akronym fiir gairungstihige Oligo-, Di-, Monosaccharide und Polyole

GIT: Gastrointestinaltrakt

GK: Gesunde Kontrollen

IEL: Intraepithelialer Lymphozyt

IVR: Intervilloser Raum

J: Jahre

KI: Konfidenzintervall

KLE: Konfokale Laserendomikroskopie

KLE+: Reaktion der Mukosa wahrend der Untersuchung erkennbar
KLE-: keine Reaktion der Mukosa wahrend der Untersuchung erkennbar
NM: Nahrungsmittel

NMU: Nahrungsmittelunvertraglichkeit

IBS: Reizdarmsyndrom (irritable bowel syndrome)

IBS-D: Reizdarmsyndrom, Diarrh6-pradominant

IBS-M: Reizdarmsyndrom mit gemischten Stuhlverhalten

IBS-C: Reizdarmsyndrom, Konstipation-pradominant

IBS-U: Reizdarmsyndrom, nicht zuzuordnen

sIgE allergen-spezifisches IgE

Sw: Spannweite

TNF: Tumornekrosefaktor



I. EINLEITUNG

In den letzten Jahren wurde, dank technischer Innovationen, eine Vielzahl neuer
endoskopischer Verfahren entwickelt. Dies ermoéglichte neue Ansdtze im Bereich der
Forschung, Diagnostik und Therapie von Krankheiten des oberen und des unteren

Gastrointestinaltrakts (GIT).

Die Konfokale Laserendoskopie (KLE) bedient sich des Laserlichtes innerhalb eines
normalen flexiblen Endoskops und erlaubt somit die Vergroflerung und Darstellung von
Zellen nach Injektion eines Kontrastmittels. Es wurde zundchst angenommen, dass sie als
wertvolle Unterstiitzung der konventionellen Endoskopie weite Verbreitung finden wiirde,
da sie die Moglichkeit erdffnete, in Echtzeit die Oberfliche des GIT in vivo auf
mikroskopisch kleinem Niveau zu begutachten (Committee et al., 2009). Durch die teure
Anschaffung und den Mangel an klinischen Indikationen, die als essentiell fiir die tagliche
Endoskopie angesehen werden, machte sich die KLE bis vor Kurzem allerdings eher als

reines ,Forschungsinstrument” einen Namen.

Die Einsatzmoglichkeiten der konfokalen Laserendomikroskopie (KLE) sind mannigfaltig.
Unter anderem kann sie der Erkennung von Neoplasien beim Barrett Osophagus (Canto et
al., 2014) oder beim kolorektalen Karzinom (Kiesslich et al., 2004), der Detektion von
Helicobacter pylori in vivo (Kiesslich et al., 2005) oder dem Nachweis einer Villusatrophie,
einer Kryptenhyperplasie und einer erhéhten Anzahl von intraepithelialen Lymphozyten

bei der Zoliakie dienen (Gunther et al., 2010).

Mittels monoklonaler Antikorper gegen zellulire Bestandteile konnen sogar viele
strukturelle und funktionelle Begebenheiten unmittelbar betrachtet werden. So ist es zum
Beispiel moglich, wéhrend einer KLE, durch Gabe eines floureszierenden Antikorpers gegen
den epidermal growth factor receptor (EGFR), dessen Expression beim kolorektalen

Karzinom anzuzeigen (Goetz et al., 2010, Liu et al., 2013).

Dies sind nur wenige Bespiele fiir die diagnostischen Méoglichkeiten der KLE. Der grofie
Vorteil dieser Untersuchungsmethode besteht darin, die Schleimhaut des GIT in vivo und in
situ mikroskopisch klein darzustellen. Sie ermoglicht daher, auch dynamische Vorginge am

Ort des Geschehens sichtbar zu machen und zu erkennen.
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Ansatze, die gastrointestinalen Reaktionen auf Nahrungsmittel (NM) direkt gastroskopisch
zu beobachten, gab es bereits frither. Bei bestimmten Patienten fithrte die Aufnahme
gewisser NM zu Symptomen im Sinne einer Intoleranzreaktion. War die Magenschleimhaut
diesen NM ausgesetzt, entwickelten sich auf ihr Odem, Erythem, Petechien, dichter Schleim

und eine reduzierte Peristaltik (Pollard and Stuart, 1942).

Unspezifische gastrointestinale Symptome wie abdominale Schmerzen, Blahungen,
Durchfall, Verstopfung und Stuhlunregelmiafligkeiten sind h&ufige Beschwerden in der

Bevolkerung. Sie werden oft mit der Aufnahme von NM in Verbindung gebracht.

Eine Befragung im Rahmen einer repréasentativen Stichprobe von Deutschen ergab, dass,
Uber einen siebentigigen Zeitraum betrachtet, 19,8% der Befragten tiber abdominale
Schmerzen, 18,5% uber Blahungen, 8% iiber rege Darmtatigkeit und 8,1% tber haufige
Durchfille klagten. 20,6% der Befragten berichteten {iber derartige Reaktionen nach der

Aufnahme von bestimmten Nahrungsmitteln (Hiller et al., 2006).

Auch bei einigen Patienten, die unter Reizdarmsyndrom (IBS, engl. irritable bowel
syndrome) leiden, gibt es Hinweise, dass NM verantwortlich sein kénnten (Eswaran et al.,
2011). Allerdings wurde die KLE hier bisher nicht zur Darstellung des ursédchlichen
Zusammenhanges eingesetzt, obwohl der obere Diinndarm fiir die Untersuchung gut
zuganglich ist und die Vorgiange beim Reizdarmsyndrom so auf mikroskopischer Ebene

untersucht werden konnen.

Die Vorstellung, eine funktionelle Verbindung des IBS zu Nahrungsmittel-
unvertriglichkeiten (NMU) mittels KLE zu untersuchen, war komplett neu, aber nicht
abwegig. Sie imponierte als vielversprechender Forschungsansatz, der Grundlage dieser

Arbeit und damit in Zusammenhang stehender Veréffentlichungen war.

Im nachfolgenden Teil der Einleitung soll deshalb naher auf das Reizdarmsyndrom und
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten, sowie deren Beziehung zueinander, eingegangen

werden.



I.I Grundlagen

LII Reizdarmsyndrom

LIILI Definition

Das IBS zéhlt zu den funktionellen gastrointestinalen Stérungen und ist durch die Rom-III-
Klassifikation (s. Tabelle 1) definiert. Funktionelle Stérungen liegen vor, wenn ohne
morphologische Schiden am Organ Beschwerden beim Patienten vorliegen. Sie werden
daher nur durch das Vorliegen bestimmter Symptome beschrieben. Neben dem IBS zéhlen
ferner funktionelle Bldhungen, funktionelle Diarrhoen, funktionelle Konstipation, sowie
unspezifische funktionelle Stérungen des Darmes zu den funktionellen gastrointestinalen
Storungen (Longstreth et al., 2006). Das IBS ist durch rezidivierende abdominale Schmerzen,
Veranderungen der Stuhlfrequenz und Bldhungen gekennzeichnet, sowie durch den
Ausschluss von zugrundeliegender messbarer Pathologie. Andere unspezifische Stérungen
des Darmes oder extraintestinale Symptome koénnen sie begleiten (Longstreth et al., 2006).
Das IBS ist somit eine reine Ausschlussdiagnose, deren zugrundeliegende Atiologie bisher
nicht ausreichend erklart ist (Thompson, 2006). Daher sind die Diagnosekriterien einem
steten Wandel unterzogen. Aufbauend auf den Kriterien von Manning (Manning et al., 1978)
und Kruis (Kruis et al, 1984) wurden die Rom-Kriterien I-III (Thompson et al.,, 1999,
Longstreth et al., 2006, Thompson, 2006) entwickelt. Keine dieser Kriterien erlauben eine

Diagnose, sondern beschreiben lediglich den Symptomenkomplex.

Ferner lasst sich das IBS basierend auf der vorwiegenden Stuhlauspragung nach der ,Bristol

Stool Scale” (Lewis and Heaton, 1997) in vier Unterkategorien einteilen:
- Diarrhoe pradominant (IBS-D)
- Obstipation pradominant (IBS-C)
- Gemischte Stuhlformen (IBS-M)
- Nichtzuteilbar (IBS-U)

Uber die Haufigkeit und die Rolle der einzelnen Unterkategorien wird diskutiert (Yao et al.,

2012, Su et al., 2014).



Rezidivierende abdominale Schmerzen oder unangenehmes abdominales Empfinden an
mindestens drei Tagen pro Monat in den letzten drei Monaten, verbunden mit zwei oder

mehr der folgenden Merkmalen:

- Verbesserung durch Defdkation
- Beginn mit einer Anderung der Haufigkeit des Stuhlgangs verbunden

- Beginn mit einer Anderung der Stuhlform verbunden

Diese Symptome miissen seit mindesten sechs Monaten vor Diagnosestellung bestehen,

sowie mindestens an drei Tagen pro Monat wihrend der letzten drei Monate.

Tabelle 1

Rom-III-Klassifikation - In pathophysiologischer Forschung und klinischen Studien reicht
eine Anderung von Schmerz und Unbehagen bei einer Haufigkeit von mindestens zwei
Tagen pro Woche fiir die Patientenauswahl aus (Longstreth et al., 2006).

LLLII  Epidemiologie

Die Pravalenz des Reizdarmsyndroms ist variabel und von den Diagnosekriterien abhéngig.
Jedoch ist sie bei Frauen grofier als bei Mannern und nimmt bei Patienten tiber 50 Jahren ab.
In einer Meta-Analyse von verschiedenen Studien zur Prévalenz des Reizdarmsyndroms
zeigte sich auch eine regionale Schwankung, die niedrigste in Stdostasien (7,0%) - die
hochste in Siidamerika (21,0%) (Lovell and Ford, 2012). Rund die Halfte der Patienten mit
Darmbeschwerden, die zum Hausarzt gehen, haben funktionelle Stérungen (Thompson et

al., 2000).

LLLIII Pathophysiologie

Die Ansatze zur Erforschung der weitaus ungekliarten Pathophysiologie des IBS sind
vielféltig. Dazu gehoren die Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms (Carroll et al.,
2011, Rajilic-Stojanovic et al., 2011), die Barrierendysfunktion der Mukosa mit erhohter
intestinaler ~Permeabilitit (Rao et al, 2011, Martinez et al, 2012) oder
Schleimhautentziindungen und neuronale Degeneration im Plexus myentericus im Kolon

(Tornblom et al., 2002).
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Der Einfluss von Nahrungsmitteln auf die Symptomauspragung oder die Auslosung der
Symptome durch Nahrungsmittel wurden zur Zeit der Studie noch kontrovers diskutiert

(Halmos et al., 2014, Eswaran et al., 2013, de Roest et al., 2013, Vazquez-Roque et al., 2013).

LLLIV  Schweregrad-Scores

Zur Einteilung und Beschreibung der Schwere der Erkrankung werden verschiedene Skalen
verwendet. Die in klinischen Studien am haufigsten verwendete ist das ,irritable bowel
severity scoring system® (IBS-SSS) (Francis et al, 1997). Es hilft zur Einschiatzung von
Schmerzen, Distension, Darmfunktion und generellem Wohlbefinden. Daneben existieren
weitere Fragebogen wie der ,Gastrointestinal Symptom Rating Score® (GSRS-IBS) (Wiklund
et al., 2003) oder der ,Functional Bowel Disorder Severity Index” (FBDSI) (Drossman et al.,
1995). Die ,,Visual Analogue Scale for Irritable Bowel Syndrom® (VAS-IBS) (Bengtsson et al.,
2007) ist ein kurzer Fragebogen fiir Patienten um den Behandlungserfolg und das
Wohlbefinden der Patienten widerzuspiegeln. Dabei werden auf einer visuellen Analogskala
die im Alltag stérenden Faktoren wie abdominellen Schmerzen, Diarrhoen, Obstipation,
Blahungen und Winde sowie Ubelkeit und Erbrechen erfasst. Dariiber hinaus wird die
seelische Verfassung iiber den letzten Monat, der Einfluss der Erkrankung auf das tégliche
Leben und das Bestehen von Dringlichkeit zur Defakation und das Gefithl der

unvollstindigen Darmentleerung nach Defdkation erfragt.

LLLV  Gesundheitsbezogene Lebensqualitit

Patienten mit IBS erfahren eine Verminderung der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat
(health-related quality of life, HRQOL). Neben den prominenten Beschwerden wie
krampfartige abdominelle Beschwerden, Blidhungen und verdnderte Stuhlgewohnheiten
leiden Patienten haufig unter Energieverlust und Midigkeit, sowie unter gesellschaftlicher
Rolleneinschrankung durch korperliche Gesundheitsprobleme, Kérperschmerzen, und der
allgemeinen Gesundheitswahrnehmung (Gralnek et al., 2000). Dazu kommt, dass Personen,
die unter IBS leiden, haufiger operiert werden; unter anderem ist die Rate an
Cholezystektomien dreifach und an Appendektomien und Hysterketomien zweifach erhoht

(Longstreth and Yao, 2004).

LLLVI Einfluss auf Gesundheitssystem und Wirtschaft

Im Vergleich zu Probanden ohne Reizdarmsyndrom stellen sich IBS-Erkrankte ofter
ambulant vor, sind 6fter hospitalisiert und haben eine héhere Anzahl an Verschreibungen.

Im Jahresvergleich sind die Gesamtkosten fiir IBS Patienten um 51% hoher als bei Patienten,
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die nicht unter einem IBS leiden. Dabei sind vor allem die Kosten fiir ambulante
Behandlungen, Medikamente und radiologische sowie laboratorische Untersuchungen
erhoht. Die Zunahme der Gesamtkosten geht mit der Schwere der Symptome von mild

(35%) uiber moderat (52%) bis schwer (59%) einher.

Somit ist das IBS mit einem vermehrten Anspruch an das Gesundheitssystem und den
hiermit verbunden Kosten verkniipft (Longstreth et al., 2003). Im Jahr 2002 betrugen die
direkten Kosten eines IBS Patienten 791,48 € pro Jahr; indirekte Kosten fiir Krankheitsausfall
mit einbezogen bei 994,97 € (Muller-Lissner and Pirk, 2002).

LLII Nahrungsmittelunvertriglichkeiten

Um die Reaktionen auf Nahrungsmittel genauer zu beschreiben, werden verschiedene

Begrifflichkeiten benutzt:

Eine Allergie ist eine durch bekannte immunologische Mechanismen hervorgerufene
Uberempfindlichkeitsreaktion. Sie kann Antikorper- oder Zell-vermittelt sein. Die meisten
Reaktionen werden typischerweise durch Antikérper vom IgE-Isotyp vermittelt. Man

spricht von einer IgE-vermittelten Allergie.
Indes gibt es auch nicht IgE-vermittelte allergische Reaktionen. (Johansson et al., 2004).

Die immunologisch vermittelten Uberempfindlichkeiten lassen sich auch nach Gell und

Coombs einteilen (Gell, 1975). Diese Einteilung beinhaltet vier Typen von Reaktionen:

Typ I Reaktion: Mastzell- und IgE-vermittelte Immunreaktion (Sofort-Typ)
Typ II Reaktion: Zytotoxische Immunreaktion
Typ III Reaktion: Immunkomplex-vermittelte Immunreaktion

Typ IV Reaktion: Zellular-vermittelte Immunreaktion (Verzogerter-Typ)

Der Allergie steht die ,nicht allergische® Uberempfindlichkeit gegeniiber. Dieser Ausdruck
beschreibt eine durch nicht-immunologische oder durch bisher nicht bekannte

immunologische Mechanismen hervorgerufene Uberempfindlichkeit (Johansson et al., 2004).

Eine Hypersensibilitit ruft bei pradisponierten Patienten objektiv reproduzierbare
Uberempfindlichkeitssymptome oder -zeichen hervor, die durch Exposition eines

definierten Stimulus auftreten, der von Gesunden problemlos toleriert wird (Johansson et
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al, 2004). Hierbei lassen sich die Allergien von den nicht-allergischen

Uberempfindlichkeiten unterscheiden.

Wie bereits zuvor erwiahnt, spricht man von Nahrungsmittelallergie, wenn bekannte
immunologische Mechanismen nachgewiesen wurden. Falls IgE in der Reaktion beteiligt ist,
ist der Begriff IgE-vermittelte Nahrungsmittelallergie tblich. Alle anderen Reaktionen
sollten als nichtallergische Nahrungsmitteliiberempfindlichkeiten bezeichnet werden

(Johansson et al., 2004).

Haufigkeit

Ausbreitungsgrad Gefahrdungsgrad (Prozent)

Isolierte Organmanifestation Grad I

Grad I A: Lokale gastrointestinale
Manifestation am Gastrointestinaltrakt oder an - 35
bestimmten Abschnitten

Grad I B: Lokale extraintestinale Manifestation
ohne Mitreaktion des Gastrointestinaltraktes + 5
(Auge, Bronchialsystem, Haut, Herz etc.)

Mehrere Organmanifestationen Grad II-IV

Grad II: Gastrointestinale Allergie und

Manifestation an nur einem extraintestinalen ++ 40
Organ

Grad III: Gastrointestinale Allergie und

Manifestation an mehr als einem ++ 20

extraintestinalen Organ

Grad IV: Gastrointestinale und mehrere
extraintestinale Organmanifestationen mit
Kreislaufreaktion und/oder anaphylaktischen
Symptomen

+++ <1

— keine bzw. + leichte, ++ mittlere oder +++ schwere Gefahrdung durch eine starke
allergische Reaktion (Anaphylaxie)

Tabelle 2
Klassifikation von Nahrungsmittelallergien (Gastrointestinal vermittelte Allergien Grad I bis
IV) (Raithel et al., 2002)

In einer landesweiten Umfrage im Vereinigten Konigreich berichteten 20,4% der Befragten
tiber Nahrungsmittelintoleranzen (Young et al., 1994). In Deutschland sind laut der ,Studie
zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1) 25,5% der Bevolkerung gegen
Nahrungsmittelallergene sensibilisiert, wobei in nur 25% der Untersuchten spezifisches IgE
gegen bestimmte Nahrungsmittelbestandteile nachweisbar ist. Eine Sensibilisierung kann,
muss aber keine allergische Reaktion hervorrufen (Haftenberger et al., 2013). Daher liegt die
Lebenszeitpravalenz fiir Nahrungsmittelallergien, welche in Deutschland derzeit bei 4,7%

liegt (Langen et al., 2013), deutlich unter der Haufigkeit fiir eine Sensibilisierung. Es besteht
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also eine auffillige Diskrepanz zwischen einer Sensibilisierung und dem Auftreten

klinischer Beschwerden.

Nahrungsmittelallergien lassen sich anhand ihres Ausbreitungsmusters in gastrointestinal
vermittelte Allergien von Grad I bis IV Kklassifizieren (Tabelle 2). Wobei sich bei der
Diagnostik Schwierigkeiten ergeben, wenn sich der Immunprozess vorwiegend auf die
Mukosa/Submukosa des Gastrointestinaltrakts beschriankt (Raithel et al, 2002). Als
diagnostischer Goldstandard gilt die ,double-blind, placebo-controlled food challenge®, in
Form eines oralen Provokationstest (Sampson et al., 2012, Nowak-Wegrzyn et al., 2009). Die
Vielschichtigkeit und Komplexitat der Difterentialdiagnostik von
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten ist in Abbildung I-1 dargestellt (Zopf et al., 2009).

Nahrungsmittelintoleranzen
funktionell bestimmte NMU strukturell bestimmte NMU
- Osophagus
nicht toxisch toxisch ,
- Achalasie, Stenose
Magen
immunologisch nicht immunologisch _ Resektion
Galle
Allergie und Intoleranz Toxin - Verlustsyndrom,
Autoimmunitat Verschlussikterus
—Enzymatisch akute Intoxikation Pankreas
IoF —Transport- —Lebelnjsmittel— - chronische Pankreatitis
© defekt vergiftung Diinndarm
—pharma- —Chemikalien - Infektion, Divertikel.
nicht IgE kologisch chronische Intoxikation || {(Jberwucherune
—pseudo- —Mykotoxine Dickdarm -
7oliakie allergisch —Chemikalien - CED, Divertikel, Op-
anti-TG-Ak ||-Idiosynkrasie Folgen
(NM-Zusatz- Gefafle und Lymphe
stoffe) - Angina abdominalis,
Lymphangiektasie,
psychogen Infektionen Rechtsherzinsuffizienz
- Ess-Storung - EHEC, ETEC
- somatoform - Lambliasis
- Uberwucherung

Abbildung I-1
Differentialdiagnosen der Nahrungsmittelintoleranzen (Zopf, Y. et al. 2009)
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LIIII Nahrungsmittelunvertriaglichkeiten beim Reizdarmsyndrom

Die Mehrzahl der Patienten mit IBS glaubt, dass bestimmte Nahrungsmittel wichtige
Ausloser ihrer gastrointestinalen Symptome sind, und vermeidet daher im Rahmen einer
,Diat" die Aufnahme bestimmter Nahrungsmittelgruppen (Hayes et al., 2014). Dies trifft
hauptséachlich auf Nahrungsmittel zu, welche Kohlenhydrate und Fette enthalten (Simren et
al., 2001). Dasselbe gilt fiir Histamin freisetzende Nahrungsmittelbestandteile und solche, die
reich an biogenen Aminen sind. Eine selbst angegebene Nahrungsmittelintoleranz ist mit
einer schwereren Krankheitserscheinung und einer reduzierten gesundheitsbezogenen

Lebensqualitat vergesellschaftet (Bohn et al., 2013).

Innerhalb der IBS-Patienten gibt es eine Patientengruppe, die auf eine Ausschlussdidt von
fermentierbaren Oligo-, Di- und Monosacchariden und Polyole (FODMAPs) oder Gluten
enthaltenden Nahrungsmitteln eine Besserung ihrer Symptome zeigten (Halmos et al., 2014,

Eswaran et al., 2013, de Roest et al.,, 2013, Vazquez-Roque et al., 2013).

In einer demographischen Studie in Berlin betrug die selbst angegebene Lebenszeitpravalenz
jeglicher Reaktion auf Nahrungsmittel 34,9%. Die Punktpriavalenz, bestimmt durch eine
doppelblinde Placebo-kontrollierte orale Nahrungsmittelprovokation bei Erwachsenen
betrug 3,7%. Hierbei waren 2,5% IgE-vermittelt und 1,1% nicht IgE-vermittelt (Zuberbier et
al,, 2004).

70% der Patienten mit IBS geben an, sie hétten gastrointestinale Beschwerden nach
Nahrungsaufnahme. Davon haben bereits 62% bestimmte Nahrungsmittel in ihrer

Erndhrung eingeschrankt oder ausgeschlossen (Monsbakken et al., 2006).

LLIV Intestinale Barriere und intestinale Permeabilitat

Die grundlegende Funktion des Darmepithels besteht darin, die Barriere zwischen dem
Darmlumen mit seinem vielfaltigen, teils toxischen Inhalt und der fein regulierten
Homoostase des umgebenden Gewebes aufrecht zu erhalten. Dabei vollfithrt es die Aufgabe,
unerwiinschte geloste Bestandteile, Mikroorganismen und luminale Antigene davon

abzuhalten, in das Gewebe einzudringen (Clayburgh et al., 2004).

Eine einzige Epithelschicht bildet diese Barriere. Die interzellularen Raume zwischen den
Epithelzellen werden durch Tight Junctions (Schlussleisten) und die darunterliegenden
Adherens Junctions (Haftkontakte) verschlossen (Farquhar and Palade, 1963). In der Reihe

des einschichtigen Epithels des Diinndarms zeigen sich mikroskopisch kleine Liicken (engl.:
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gaps). Diese Liicken in der Kontinuitdt der Schicht aus Enterozyten und Becherzellen sind
charakterisiert durch den Verlust von apikalem Biirstensaum, Zytosol und Zellkern und
entstehen durch physiologische Abstoflung von ausgewahlten Enterozyten ins Darmlumen

(Watson et al., 2005).

Eine erhohte intestinale Permeabilitét, in Form eines Flusses durch die Epithelschicht, kann
bei entziindlichen Erkrankungen zu einer eingeschrankten Barrierefunktion fithren. Hierbei
erscheinen drei Schliisselkomponenten nétig zu sein: die Storung der Epithelbarriere, der
Eintritt von Darminhalt in die Lamina propria, insbesondere von Bakterien und anderen

Pathogenen, und die daraus resultierende Immunantwort (Clayburgh et al., 2004).

Zu einer Veranderung der mukosalen Durchlassigkeit von Diinndarm und Kolon kommt es
vor allem beim Reizdarmsyndrom mit pradominanter Diarrhoe (IBS-D) (Rao et al., 2011).
Studien deuten darauf hin, dass eine Veridnderung der intestinalen Permeabilitit bei
Patienten mit IBS-D mit verschiedenen Nahrungsbestandteilen in Verbindung stehen
konnten (Vazquez-Roque et al.,, 2013); die intestinale Permeabilitat dndert sich abhangig
davon, ob sie NM konsumieren auf die sie eine Uberempfindlichkeiten aufweisen oder nicht

(Barau and Dupont, 1990).

Ferner zeigen Patienten ohne infektiosen Beginn des IBS einen schwereren Defekt der
Permeabilitat im Vergleich zu Patienten mit postinfektiosem IBS. Auch Reizdarmpatienten
mit extraintestinalen Symptomen wie Hautausschlag, Asthma oder Heuschnupfen,
verglichen mit Patienten ohne Atopie (genetische Pradisposition fiir verschiedene klinische
Manifestationen der Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp), haben eine erhohte
Permeabilitat im Bereich des Diinndarmes (Dunlop et al., 2006). Als Ursache hierfiir werden,
wie oben bereits erwédhnt, neben undichten Tight Junctions auch die Liicken im Epithel des
Darmes angesehen. Eine erhohte intestinale Permeabilitat geht bei IBS Patienten mit einer
viszeralen Uberempfindlichkeit einher, die zu Schmerzen fihrt, die als stark

wahrgenommen werden (Zhou et al., 2009).

LLV Epitheliale Liicken, Zellabstoflung und Apoptose

Bei Patienten mit IBS kommt es im Vergleich mit Gesunden zu einer erhdhten Dichte
epithelialer Liicken in der Mukosa des Diinndarms (Turcotte et al., 2013). Diese Liicken sind
zellfreie Stellen im einschichtigen Epithel ohne Zytoplasma, Zellkern und Biirstensaum. Sie
scheinen mit einem extrazelluliren Material aufgefillt zu sein, das diese Liicken wieder

verschliefit (Watson et al., 2005). Diese Liicken konnen mit Hilfe der KLE sichtbar gemacht
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werden und sind somit von Becherzellen und Enterozyten der Schleimhaut visuell
abgrenzbar (Kiesslich et al., 2007). In einer Studie mit einer kleinen Anzahl von Patienten
(n=34) konnte gezeigt werden, dass IBS Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine
erhohte Dichte von konfokal endomikroskopisch nachgewiesenen intraepithelialen Liicken
im terminalen Ileum aufweisen (Turcotte et al., 2013). Bei entziindlichen Darmerkrankungen
wurde ebenfalls eine erhohte Dichte der epithelialen Liicken, diesmal im Kolon, beobachtet

(Liu et al., 2011a).

Auch bei Gesunden unterliegt das Darmepithel einer stdndigen Erneuerung. Leblond und
Stevens wiesen 1948 die ZellabstofBung an der Villusspitze nach (Leblond and Stevens, 1948).
Die abgeschilferten Epithelzellen werden durch sich am Grund der Krypten befindliche
Stammzellen erneuert, welche heranreifen und in Richtung der Villusspitze wandern. Das
Abstoflen der Epithelzellen scheint hierbei nicht nur an der Villusspitze, sondern auch
seitlich statt zu finden (Wilson et al., 1985). Der daraus resultierende Enterozytenumsatz
wird beim Menschen auf 3,48 (+1,55) Tage geschatzt (Darwich et al., 2014). Trotz dieser
Unstetigkeit bleibt dabei die epitheliale Barrierefunktion am apikalen Pol der Epithelschicht
erhalten (Watson et al., 2005). Eine Uberwucherung des Epithels wird unter physiologischen
gesunden Bedingungen durch den Prozess der Zellabstoflung vermieden. Hierbei spielt die
bei Uberwucherung zunehmende Dehnung der Epithelzellen eine Rolle. Sie wird durch das
dehnungssensitive Protein Piezol (Coste et al., 2010) wahrgenommen (Eisenhoffer et al.,

2012) und dient der Homdostase.

Aus histologischer Sicht tritt der Abstoflungsprozess von Enterozyten nicht gehauft in der
Niahe von Blutgefaflen (CD34+) auf (Bullen et al, 2006). Nach dem spontanen
Abstoflungsprozess verschlielen sich die entstandenen Liicken innerhalb von 10 Minuten.
Nach der durch TNF herbeigefithrten ZellabstoBung spielen die Vernetzung von
Mikrotubuli und Mikrofilamenten und die Umverteilung von mit den Tight Junctions
assoziierten Proteinen eine wichtige Rolle (Marchiando et al, 2011). Die Expression von
Zonula Occludens 1 (ZO-1), einem Tight Junction assoziiertem Protein, ist bei Patienten mit
IBS-D im Jejunum vermindert. Eine Umverteilung der Tight Junctions ins Zytoplasma findet
ebenfalls statt. Hierbei sind aktivierte Mastzellen beteiligt (Martinez et al., 2012). Ein Ring
aus Aktin und Myosin in den angrenzenden Enterozyten um und in der apoptotischen Zelle

selbst kann diese beim Abschilfern herausdriicken (Rosenblatt et al., 2001).
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Eine Studie an Miusen zeigte, dass die Rate apoptoseanzeigender aktiver Caspase-3 in den
Villi von Méausen sehr niedrig ist (Marshman et al., 2001). Auch mit Hdmatoxylin und Eosin
gefarbte Schnitte zeigen wenige pyknische Zellkerne, die auf eine Apoptose hinweisen (Hall
et al., 1994). Dies bedeutet, dass in herkdmmlichen histologischen Schnitten die Apoptose

hierbei nur schwer nachgewiesen werden kann.

Uber den Abschilferungsprozess ist wenig bekannt, weil er in der Standardhistologie selten

gesehen wird, es sei denn, man bereitet die Schnitte aufwendig auf (Bullen et al., 2006).

Jungste Forschung zeigte, dass wahrscheinlich zwei unterschiedliche Mechanismen zum
Abschilfern fihren. Der eine wird beschrieben als ,spontaner Zellabgang®, bei welchem
Caspase-3 nicht aktiviert wurde, und die intestinalen Epithelzellen erst nach dem Ablésen
von der Basalmembran apopotisch werden. Dieses Phanomen wird als Anoikis bezeichnet
(Frisch and Francis, 1994). Beim anderen wird Caspase-3 aktiviert und entspricht somit einer

Apoptose (Bullen et al., 2006, Watson et al., 2012).

LIVI Endomikroskopische Darstellung des Darmepithels

Durch die KLE konnen die verschiedensten Strukturen der intestinalen Mukosa, sowie die
entstandenen Liicken nach Applikation eines Kontrastmittels (Fluorescein) zur
Sichtbarmachung dargestellt werden. Im gesunden Intestinum tritt Fluorescein auch in den
basolateralen Interzellularraum ein. Jedoch nicht weiter als bis zur apikalen Grenze. Dies
beruht wohl auf dem abdichtenden Effekt der Tight Junctions. Demzufolge tritt bei einer
intakten Epithelbarriere kein Fluorescein in das Lumen aus (Kiesslich et al., 2012). Das
intravends verabreichte Fluorescein ermoglicht auch die Darstellung der Gefifle im
Zottenstoma (Abbildung III-9) umgeben von der Basalmembran (Polglase et al., 2005). Die
epithelialen Liicken konnen von Becherzellen der Mukosa unterschieden werden. Dabei ist
die topische Gabe von Acriflavin noétig. Hierfiir sind drei Kriterien fiir eine positive

Identifikation und Unterscheidung bekannt:

a) Becherzellen besitzen unverkennbar geformte zentrale Muzin-haltige Speichervakuolen
und einen basal standigen Kern. In der KLE ist dies gut erkennbar, wenn das Epithel von der
Seite betrachtet wird. Im Falle, dass sie von oben betrachtet werden, besitzen Becherzellen

eine spezifische Offnung (Kiesslich et al., 2007).

b) Das Abschilfern der Epithelzellen kann mittels i.v.-Gabe von Fluorescein nachgewiesen

werden (Kiesslich et al., 2007). Vor dem Abstoflen werden die Epithelzellen fiir das
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Fluorescein permeabel und fluoreszieren stark. Dadurch kénnen die durch herausgeldste

Zellen entstanden Liicken im Epithel mittels KLE sichtbar gemacht werden.

c) An Stellen, an welchen die Kontinuitat der Barriere nicht mehr erhalten bleibt, kann der
Austritt von fluoreszierender interzellularer Fliissigkeit in Form von hellen Schwaden, die
aus der Zelle in den interzelluliren Raum wandern, erkannt werden (Kiesslich et al., 2012)

(Fritscher-Ravens et al., 2014).

Mittels der KLE wurde auch nachgewiesen, dass sich ganze Zellverbdnde von der Lamina
propria ablosen. Diese Mikroerosionen sind mit Weifllichtendoskopie nicht nachweisbar

(Kiesslich et al., 2012); zur Verdeutlichung siehe Abbildung I-2.

Abbildung I-2
Bildfolge einer einzelnen Stelle im Duodenum, den Ablauf der Reaktion nach
Nahrungsmittelexposition anzeigend: A zeigt das noch intakte Epithel, in B entsteht eine
Diskontinuitit, die in C mit einem Defekt mit sichtlichem Fluoresceinaustritts aus dem
Epithel endet

Bei Integritatsverlust der intestinalen Barriere kommt es abhdngig vom vorherrschenden
osmotischen Gradienten zu einem Ein- bzw. Ausfluss durch die entstandenen Liicken im
Epithel. Dies wird durch den erkennbaren Austritt von Fluorescein aus dem Gewebe in

Form der oben genannten Schwaden ersichtlich (Kiesslich et al., 2012).

Obwohl es sich beim Abschilferungprozesses um einen physiologischen Vorgang handelt,

konnte eine Zunahme von epithelialen Liicken auf eine pathologische Reaktion hindeuten.

LIl  Fragestellung

Innerhalb des Patientenkollektivs mit IBS gibt es eine Untergruppe, die auf gewisse
Diéatformen oder bei Nahrungsauslass eine Besserung der Beschwerden erfahrt. Es ist daher

anzunehmen, dass eine Schnittmenge von IBS und NMU besteht.
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Da sich die intestinale Mukosa auf mikroskopischem Niveau in vivo mit Hilfe der KLE
darstellen lasst, ergibt sich die Frage, ob dynamische Verdnderungen nachgewiesen werden
konnen, wenn die Schleimhaut von IBS-Patienten mit Verdacht auf eine
Nahrungsmittelsensitivitit mit potentiellen Antigenen in Kontakt kommt. Sollte sich
beweisen lassen, dass nach Aufbringen bestimmter Nahrungsmittel auf die Schleimhaut eine
Reaktion entsteht und sich die Symptome nach dem Verzicht auf das auslosende
Nahrungsmittel bessern oder gar nicht mehr auftreten, konnte ein neuer Gold-Standard
geschaffen werden, der zur Identifikation dieser Untergruppe von IBS Patienten geeignet ist,

und somit die Diagnose einer Nahrungsmittelunvertraglichkeit sichert.
In dieser Arbeit wurden hierzu die folgenden Fragen bearbeitet:

- Leiden Patienten mit IBS unter unentdeckten beziehungsweise bisher nicht

diagnostizierbaren Nahrungsmittelunvertraglichkeiten?

- Ruft das Aufbringen von bestimmten handelsiiblichen Nahrungsbestand-
teilen (Antigenen) auf die duodenale Mukosa bei IBS Patienten eine

endomikroskopisch erkennbare Reaktion aus?

a) Wenn Ja, welche Charakteristika zeichnen eine solche Reaktion

aus?

b) Wenn Ja, lassen sich dann die Beschwerden lindern, wenn diese

Patienten auf das auslosende Nahrungsmittel verzichten?
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II. MATERIAL UND METHODEN

II.I  Patientengruppe

In die Studie wurden volljahrige (>18 Jahre) ambulante Patienten mit Reizdarmsyndrom,
gemifl der Rom-III-Kriterien (Longstreth et al., 2006) mit moderaten oder schweren
refraktaren tdglichen Symptomen, die mindestens iiber ein Jahr lang bestanden,

(Funktionale Gastrointestinale Storung C1) aufgenommen. Zu den Rom-III-Kriterien zahlen:
- Wiederkehrende abdominale Schmerzen oder unangenehmes Empfinden
plus mindestens zwei der folgenden Kriterien:
- Besserung der Beschwerden durch Defakation
- Anderung der Stuhlhiufigkeit
- Anderung der Stuhlkonsistenz

Diese Symptome mussten seit mindesten sechs Monaten vor Diagnosestellung bestehen,

sowie mindestens an drei Tagen pro Monat wihrend der letzten drei Monate.

Zudem fand eine Aufteilung in die Unterkategorien in IBS-D, IBS-C sowie IBS-M statt. Fiir
die Gruppe IBS-U fand sich kein Patient.

Durch vorher durchgefithrte Blutuntersuchungen, Stuhlanalysen, Gastroskopie und
Koloskopie, sowie durch eine histologische Aufarbeitung der dabei entnommenen
Gewebeproben konnte die Atiologie der bestehenden Beschwerden nicht geklart werden.
Laboruntersuchungen des Gesamt-IgE und spezifische IgE-Antikorper sowie

Provokationstests und Hautpricktests waren unauffallig.

Die Patienten waren unbedingt davon iberzeugt, dass ihre Beschwerden von
Nahrungsmitteln abhingig waren, und sich ihre Symptome postprandial verschlechterten.

Diat-Tagebiicher halfen jedoch nicht ein Allergen zu identifizieren.
Eine 3-tagige Reis-Ausschlussdiit hatte die Symptome erheblich lindern kénnen.

Als Kontrollgruppe (gesunde Kontrollen, GK) dienten Patienten ohne IBS, die mittels KLE

aufgrund eines Barrett-Osophagus untersucht wurden.
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Patienten, bei denen die in Tabelle 3 zusammengefassten Erkrankungen nachgewiesen

worden waren, wurden von der Studie ausgeschlossen.

» Postinfektiose Symptome

» Infektionen, z.B. Helicobacter pylori und Tropheryma whipplei
* Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

» Bakterielle Fehlbesiedelung des Darmes

= Zoliakie

» Osophageale Striktur

» FEingeschrankte Nierenfunktion (Kreatinin > 1,2 mg/dl)

* Gastrointestinale Blutung in naher Vergangenheit

* Bekannte Allergien gegen Fluorescein oder Methylenblau

* Anzeichen von Depression oder Angst

* Frauen in Schwangerschaft oder Stillzeit

Tabelle 3
Ausschlusskriterien

Frauen wurden nicht wihrend der Menstruationsperiode endoskopiert.

Die Patienten wurden sowohl iiber die Gastroskopie, als auch iiber die KLE-Studie
aufgeklart und willigten ein (Aufklarungsbogen finden sich im Anhang). Ein Aussteigen aus

der Studie war jederzeit moglich.

Diese Studie wurde vom Ethikkomitee der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel
zugelassen (AZ: A 139/12) und bei clinicaltrails.gov (Registrierungsnummer: NTC01692613)

registriert.

ILII Konfokale Laserendomikroskopie (KLE)

ILILI Technische Grundlagen der konfokalen Lasermikroskopie

In den spéten fiinfziger Jahren des 20. Jahrhunderts beschrieb Marvin Minsky, ein Forscher
auf dem Gebiet der kiinstlichen Intelligenz, die konfokale Mikroskopie (Minsky, 1957) und
erhielt hierfir das Patent. Sie erlaubt es, hochauflésende Bilder von dicken Gewebeproben
zu erstellen. Im Gegensatz zur Durchlichtmikroskopie wird die Probe nicht durch- sondern

beleuchtet. Das Abbild kann auf zwei Weisen entstehen, entweder durch Reflexion des
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Lichts oder durch Fluoreszenz des Gewebes (Yoshida et al., 2007, Kiesslich and Neurath,
2007).

Das grundlegende Prinzip der konfokalen Mikroskopie ist in Abbildung II-1 dargestellt.
Licht tritt aus der Lichtquelle (10) aus und wird in der Linse (2) auf die Fokusebene
gebiindelt. Der von dem Gewebe reflektierte Lichtstrahl durchlauft dieselbe Linse und wird
im Detektor (28) aufgenommen. Der Strahl von der Lichtquelle zum Objekt und der
reflektierte Strahl vom Objekt zum Detektor besitzen dabei gemeinsame Brennpunkte und

sind somit konfokal.

//f
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INVENTOR.
MARVIN MINSKY
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Abbildung II-1

Grundlegender Aufbau eines konfokalen Mikroskops aus dem US Patent von Marvin
Minsky (Minsky 1957)

Das konfokale Mikroskop fiithrt stets zwei Aufgaben parallel zur selben Zeit aus:

Es tastet durch zeilenweises Beleuchten mittels eines fokussierten Laserstrahls der Reihe
nach einzelne Punkte in der Fokusebene (Objektebene) ab. Dies geschieht mit Hilfe eines
oszillierenden Spiegels in x- und y-Richtung. Und es nimmt die vom jeweils abgetasteten
Probenort emittierte Fluoreszenzstrahlung am Detektor pixelweise auf (Conchello and

Lichtman, 2005).

Dabei kann nicht die gesamte Probe dargestellt werden, sondern immer nur ein Bildpunkt.
Erst durch zusammensetzen einzelner abgetasteter Bildpunkte (,,scanning®) wird ein Bild

erzeugt. ,Scanning” beschreibt einen Prozess, bei dem das Abbild erst durch das
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Zusammenfithren von Informationen von einzelnen Regionen in der Fokusebene erstellt

wird (Conchello and Lichtman, 2005).

Die konfokale Laserendomikroskopie beruht auf der Beleuchtung des Gewebes mit einem
Niedrigenergielaser (Neumann et al., 2010). Hierbei wird das Gewebe mittels eines
fluoreszierenden Kontrastmittels sichtbar gemacht. Das Laserlicht regt das Fluorochrom an
und das emittierte Licht trifft durch dieselbe Linse neu gebiindelt auf den Detektor. Es wird
nur zuriickkehrendes Licht, das die Blende (26) durchtritt, wahrgenommen. Die konfokale
Blende (,Pinhole®) ermdglicht es, dass der Detektor nur Licht verarbeiten kann, welches
durch diese Blende tritt. Licht, das nicht im Fokus entspringt, trifft aus geometrischen
Griinden nicht durch die Blende und ist daher von der Detektion ausgeschlossen (Polglase
et al.,, 2005). Damit ist das konfokale Mikroskop inhérent tiefendiskriminierend (Conchello
and Lichtman, 2005). Dies bedeutet, dass auf Grund der optischen Konstruktion jeweils nur
eine Ebene scharf dargestellt werden kann. Durch die Anderung des Fokus konnen dann

auch andere Ebenen einzeln abgebildet werden.

Das erhaltene Signal wird digitalisiert und kann an einem Bildschirm wiedergegeben

werden.

Durch Anderung der Fokusebene konnen Bilder aus tieferen Schichten der Proben
gewonnen werden. Bilder aus anderen Schichten entstehen durch Verdanderung der Tiefe in
Richtung der z-Achse (Polglase et al, 2005). Schnittbilder und dreidimensionale Bilder

konnen somit rekonstruiert werden.

Demzufolge gestattet die KLE hochauflésende Bilder aufzunehmen und ohne Gefahr einer
Blutung eine optische Biopsie und in vivo Histologie in Echtzeit zu erstellen (Neumann et

al., 2010).

Um das System fiir die Endoskopie tauglich zu machen, erfolgte die Miniaturisierung. Eine
einzelne Glasfaser wurde zum Entsenden und Empfangen des Laserstrahls verwendet. Dies
erlaubt den Verzicht auf die Lochblende (Kimura and Wilson, 1991, Delaney et al., 1994).

Ebenfalls zur Verkleinerung fiithrte die elektromagnetische Rasterabtastung (Harris, 2003).

Die KLE-Abbildung entsteht horizontal zur Schleimhaut, also quer zu den Villi.
Histologische Schnitte sind meist scheitelrecht geschnitten; sie treffen die Villi folglich der
Lange nach. Die Bildgebung ist daher nicht kongruent zur Histologie.
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Bildartefakte konnen auf Grund von Mukus, Debris, oder Luftblasen zwischen KLE und
Mukosa auftreten. Peristaltik, Atembewegungen und der Herzschlag konnen die Bildqualitat
mindern (Polglase et al.,, 2005). Durch Bewegung beim Abtasten konnen verzerrte Bilder

entstehen (Dunbar and Canto, 2010).

Derzeit sind zwei KLE-Systeme gelaufig: Eines, bei dem das KLE in die Spitze des Endoskops
integriert ist, das Andere beruht darauf, dass das KLE mittels Sonde durch den Arbeitskanal
eines giangigen Endoskops zur Spitze gefithrt wird. (Ersteres wurde in dieser Studie
verwendet.) Zur Durchfiihrung der Studie wurde das KLE Pentax EC-387CILK (Tokyo,
Japan) verwendet. Der Durchmesser des Endoskops betrug 12,8 mm und die rigide Spitze

des Endoskops, welche die Mikroskopieeinheit beheimatete, war 50 mm lang.

Objektivlinse
Lichtleiter
Wasser-/ Luftdiisen
Konfokale Linse

Arbeitskanal

Abbildung II-2:
Distale Spitze des Konfokalen Laserendomikroskops

Das Laserendoskop ermoglicht die zeitgleiche Bildbetrachtung auf zwei Monitoren, einem
fir die Weillichtendoskopie und einem fiir die Darstellung des mikroskopischen Bildes. Die
Scannrate betrug 1,6 Bilder pro Sekunde (B./s) bei einer Auflésung von 1024/512
Bildpunkten und 0,8 B./s bei einer Auflosung von 1024/1024 Bildpunkten. Die Bilder hatten
eine Grofle von 475 auf 475 pm. Das laterale Auflosungsvermégen betrug 0,7 pm und die
Tiefenauflosung lag bei 7 um. Die z-Achse (Tiefe) konnte von 0 bis 250 pm verandert
werden, wobei eine Eindringtiefe bis zu 250 pm nicht ausreicht, die gesamte Mukosatiefe

von 300 bis 400 um darzustellen (Wang, 2005, Dunbar and Canto, 2010).



-20-

II.II.II  Fluoreszein

Als fluoreszierendes Agens wurde 5 ml 10%iges Fluoreszein (Fluorescein ALCON® 10%
Injektionslosung, Alcon Pharma GmbH, Freiburg, Deutschland) i.v. verabreicht. Es wird
bereits seit langem in der Augenheilkunde als floureszierendes Kontrastmittel verwendet

(Kim, 2000).

Nebenwirkungen nach der Verabreichung von Fluoreszein treten bei 4,8% der Patienten auf.
Dazu gehoren Ubelkeit (2,9%), Erbrechen (1,2%), Jucken/Hautrétungen/Nesselsucht (0,5%)
und andere Reaktionen wie Luftnot, Synkopen oder ausgepriagtes Niesen (0,2).
Hypoglykémien treten ebenfalls auf (Kwiterovich et al., 1991, Jennings and Mathews, 1994).
1986 wurde bei 221781 durchgefiihrten Fluoreszenzangiographien das Nebenwirkungsprofil
von Fluoreszein erfasst. Die Haufigkeitsrate fiir moderate Reaktionen lag bei 1:63, fiir
schwere Reaktionen bei 1:1900 und fiir das eintreten des Todes bei 1:222000 (Yannuzzi et al.,

1986).

Nach Injektion verteilt sich Fluorescein innerhalb von Sekunden im Gefiaf3system und tritt
iiber das Kapillarsystem in die extrazelluldre Matrix ein, markiert diese und ermoglicht die
konfokale Bildgebung (Polglase et al., 2005). Mit Fluorescein lassen sich Zellkerne nicht
direkt darstellen (Neumann et al., 2010). Die in dieser Studie dargestellten epithelialen
Liicken sind durch das Austreten des Fluoresceins durch diese Liicken indirekt dargestellt

worden.
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Experimentalgruppe
Patienten nut RDS nach Rom III Kiiterien
N=36*

]

Kontrollgruppe
Patienten mit Barrettosophagus
N=10*

Y

Erhebungsbogen zum Symptomscore

Gastroskopie und Duodenalbiopsien

YV

Konfokale Laserendomikroskopie mit
Nahrungsmittelexposition

Baseline/pra-Exp

Intraepitheliale Lymphozyten,
Intraepithelale Liicken, Intervillose Raume

YV

KLE+
Reaktion aut Nahrungsmuttelexposition

Anstieg der Baselineparmeter
Intraepitheliale Lymphozyten,
Intraepitheliale Licken, Intervillose
Réaume
post/Exp

N=22#/0%*

YV

Einjihrige Ausschlussdiit
des reaktionsauslosenden
Nahrngsnuttels

Verlaufskontrollen
nach 4Wochen sowie 3. 6und 12 Monaten

YV

Endpunkt:

Anderung des Symptomwerts

Abbildung I1-3
Studienablauf

YV

KLE-

Keine Reaktion auf
Nahrungsmittelexposition

Keine Veranderung der Baseline
Parameter

post/Exp
N=14#/10*

LA

Keine Anderung der Diit

Verlaufskontrollen
nach 4Wochen sowie 3. 6und 12 Monaten

LA

Endpunkt:

Anderung des Symptomwerts
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ILIIILI  Voruntersuchung

Eine graphische Darstellung des Studienablaufes ist in Abbildung II-3 dargestellt. Ein bis
zwei Wochen vor der KLE wurde eine den iiblichen Standards entsprechende Gastroskopie
durchgefiihrt. Hierbei wurden bestehende Pathologien des oberen Gastrointestinaltrakts,
welche die Beschwerden der Patienten erkliren konnten, ausgeschlossen. Zur
Baselinediagnostik wurden acht Biopsien aus dem tiefen Duodenum entnommen, um die
Anzahl der intraepithelialen Lymphozyten zum Ausgangszeitpunkt zu bestimmen (pra-

Exp/histol) sowie eine herkommliche histologische Untersuchung durchzufiihren.

ILIILII Konfokale Laserendomikroskopie Untersuchung

In tiefer Sedierung mit Propofol iv. (Propofol-®Lipuro 10mg/ml Emulsion B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland), initial 1 mg/kgKg und anschliefender
angepasster fraktionierter Gabe, wurde die Untersuchung von stets derselben Arztin (Prof.
Annette Fritscher-Ravens, AFR) durchgefiihrt. AFR verfiigt iiber eine mehrjahrige Erfahrung

im Bereich der Endomikroskopie.

Um die Mukosa nicht zu beschadigen, wurde das Endomikroskop mit groler Vorsicht, bis in
das tiefe Duodenum vorgefiihrt. Eine Beschadigung der Mukosa hétte eine falsch positive

Bildgebung zur Folge gehabt.

Befand sich das Endoskop im tiefen Duodenum, wurde dem Patienten das Fluorophor
Fluorescein und 40 mg Butylscopolaminiumbromid (Buscopan® Ampullen 20 mg/1 ml
Injektionslosung, (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein,

Deutschland) zur Ruhigstellung des Darmes intravends injiziert.

Es folgte die Aktivierung des Lasers und damit die Erfassung der endomikroskopischen

Grundlinien-Bilder (pra-Exp/KLE) der Duodenalmukosa.

Nahrungsmittel wurden nur tber das Endomikroskop auf die Schleimhaut aufgebracht,
wenn kein Fluoresceinaustritt erkennbar war und somit die Integritdt der Mucosa anhand

der Grundlinien-Bilder gewahrleistet war.
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Es wurden separat jeweils 20 ml der folgenden handelsiiblichen Nahrungsmittel Essenzen

und Suspensionen iiber das KLE auf die Schleimhaut aufgebracht:
- Kuhmilch zu 50% mit sterilem Wasser verdiinnt
- Getreide als Suspension von 2g auf 20ml sterilem Wasser
- Hefe als Suspension von 1g auf 20ml sterilem Wasser
- Soja als Suspension von 2g auf 20ml sterilem Wasser

Als Kontrolllésung diente eine Mischung von 18ml sterilem Wasser und 2ml Simeticon (Sab
simplex®, Pfizer Pharma GmbH, Berlin, Deutschland). Die verschiedenen Antigene wurden
von distal nach proximal im tiefen Duodenum auf die Schleimhaut gespritzt. Zwischen den
einzelnen Expositionen fand eine Auswaschphase mit NaCl 0,9% statt. Die Untersucherin
war gegeniiber den meisten aufzubringenden Nahrungsmitteln, mit Ausnahme der Milch

(angesichts ihrer Farbe), verblindet.

Nach jedem Stimulus wurde die Schleimhaut fiir mindestens fiinf Minuten

endomikroskopsich betrachtet und Bilder (post-Exp/KLE) erstellt.

Im Falle einer ersichtlichen mukosalen Verdnderung auf ein appliziertes Nahrungsmittel
(KLE [+]) wurde die Untersuchung beendet. Der Patient wurde dann auf keine weiteren
Nahrungsbestandteile getestet, da die mukosalen Veranderungen zu ausgepragt waren, um
verldssliche weitere Tests durchzufithren. Die Untersuchung wurde zeitlich auf 25 bis 30
Minuten begrenzt, da durch spontanen und aktiven Abtransport des Fluoresceins die Bilder
nach diesem Zeitraum verwésserten. Wie bei der Ausgangsgastroskopie wurden am Ende
der KLE acht Biopsien zur Gewinnung der Histologie nach Exposition (post-Exp/histol) aus

dem tiefen Duodenum entnommen.

ILIILIII Auswertung des gewonnen Bildmaterials

Nach der Untersuchung wurden die KLE-Bilder von verschiedenen, gegeniiber den
aufgetragenen Antigenen verblindeten Medizinern, auf eine Reaktion auf das aufgetragene
Nahrungsmittel (post-Exp/KLE), iberpriift: es wurden Anzahl der intraepithelialen
Lymphozyten (IEL), der epithelialen Liicken und die Grofle des intervillosen Raumes in

einem vorher/nachher System erfasst und etwaige Veranderungen notiert.
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Hierfiir wurde die Software Image] 1.46 (National Institutes of Health) verwendet.

Eine positive Reaktion (KLE+) auf ein NM wurde makroskopisch im KLE Bild sichtbar als

Veranderung von mindestens zwei der drei folgenden Parameter:

ILIILIILI Intraepitheliale Lymphozyten (IEL)

Zur Bestimmung der IEL wurden jeweils drei verwertbare qualitativ gute Bilder (ohne
Artefakte) aus den Bildsammlungen pra-Exp/KLE und post-Exp/KLE pro Proband

ausgewahlt.

In jedem Bild wurden drei standardisierte Bildausschnitte mit der Gréf3e von 250 auf 250
Bildpunkten, entsprechend einer realen Quadratfliche von 116 x 116 pym (1 Bildpunkt
entspricht 0,46p (475pum/1024pixel)) im Bereich der abgebildeten Villi festgelegt. Die in
diesen Fenstern abgebildeten IEL wurden gezéhlt und pro Feld (F) angegeben (IEL/F).

ILIILIILII  Epitheliale Liicken (eL)

Epitheliale Liicken sind zellfreie Stellen im einschichtigen Epithel ohne Zytoplasma,
Zellkern und Birstensaum (Watson et al, 2005). Wenige dieser Liicken werden
physiologisch nachgewiesen. Innerhalb der Bildsiatze pra-Exp/KLE und post-Exp/KLE
wurden diese el im Bereich der Zonula occludens (Schlussleiste, Tight Junctions) auf 1000

Epithelzellen ermittelt.

ILIILIILIII Intervilloser Raum (ivR)

Der ivR wurde in den Bildersammlungen pra-Exp/KLE und post-Exp/KLE an jeweils vier
Stellen als Distanz zwischen den Zotten gemessen. Wanderte das Fluorescein in das

Darmlumen zwischen den Zotten, galt eine Erweiterung des ivR als nachgewiesen.

ILIILIV Auswertung der gewonnen Biopsien

Die Auswertung der fir die Histologie gewonnenen Biopsien fand durch das Institut fir
Pathologie der Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel, Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel statt. Zur Farbung der histologischen Schnitte wurden Héamatoxylin
und Eosin (H.E.), PAS-Reaktion und immunhistochemische Verfahren zur Darstellung von
CD3-Rezeptoren (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) als T-Zell-Marker angewandt.
Eine automatische Antigendemaskierung wurde mit der Citrat-basierten Losung ERI1
(Citratpufter, pH 6) durchgefiihrt. Dabei wurde das automatische Farbesystem Bond-Max
und Polymer Refine Detection (Leica, Berlin, Deutschland) verwendet. Die Anzahl der IEL
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wurde in einem ununterbrochenen und gut dargestellten Zottenepithel mit mindestens 50
aneinandergereihten villosen Epithelzellen ermittelt, wobei insgesamt 200 Epithelzellen

ausgezahlt wurden.

ILIILLV Behandlung und Nachsorge

Abhiangig vom Ergebnis der endomikroskopischen Untersuchung wurden die Patienten in
zwei Gruppen unterteilt. Die eine Gruppe zeigte eine erkennbare Reaktion (KLE+) auf ein
Nahrungsmittel, die andere zeigte keine Reaktion (KLE-). Alle Patienten, unabhéngig ob sie
bei der KLE auf ein Nahrungsmittel reagiert hatten (KLE+) oder nicht (KLE-), erhielten ein
umfassendes Arztgesprach. KLE+ Patienten wurden gebeten, das Antigen, auf das sie
reagiert hatten, aus Ihrer Nahrung komplett zu entfernen. Die CLE- Patienten wurden
aufgeklart, dass die Testung keine Reaktion ergeben hatte. Sie konnten ihre gewohnte Diat
beibehalten. CLE+ Patienten wurden nach 4 Wochen, 3 Monaten, 6 Monaten und nach
einem Jahr wieder vorgestellt. Viele erhielten nach den ersten 4 Wochen eine zusitzliche
Diatberatung. Bei allen Vorstellungsterminen wurden die CLE+ Patienten auf ihre

Beschwerdesymptomatik hin befragt.

Die IBS Beschwerden - abdominale Schmerzen, Blahungen, Diarrhéen, Obstipation - der
Patienten wurden mittels eines Fragebogens evaluiert und entsprechend eingestuft. Dieser
Fragebogen beinhaltete die korperlichen Elemente der visuellen Analogskala (VAS)-IBS
(Bengtsson et al., 2007) sowie eine numerische Ratingskala von 1 bis 10. Der zu Beginn der
Studie erhobene Ausgangswert der Symptomstarke von Schmerz, Blahung, Obstipation und

Diarrhé wurde mit dem Wert wéahrend und nach der Diat verglichen.

Da kein Studienteilnehmer klinische Anzeichen einer Depression oder Angststorung
aufwies, wurde auf Erhebung der Werte fiir psychosozialen Stress und Somatisierung

verzichtet.

Eine Anderung der Didt oder Medikamenteneinnahme zur Symptomlinderung war den
Studienteilnehmern untersagt. Die Uberpriifung mittels Fragebogen fand im Rahmen der
Nachbetreuung statt. Ein Hauptaugenmerk lag dabei auf der Einhaltung der Diét. Falls ein
Bruch der Didt bemerkt wurde, wurden Erndhrungshinweise gegeben oder eine

Diatberatung durchgefiihrt.
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Bei jedem Nachgesprach fand mit Hilfe des VAS-IBS sowie der numerischen Ratingskala
eine Neueinschatzung der Symptomstarke statt. Der klinische Endpunkt der Studie war die

Anderung des Symptomwertes nach einem Jahr.

ILIV Statistik

Diese Studie wurde im Sinne einer Machbarkeitsstudie durchgefiihrt. Es waren keine

fritheren vergleichbaren Daten verfiigbar. Daher wurde kein Stichprobenumfang ermittelt.

Patienteneigenschaften und Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standartfehler dargestellt

und mittels parametrischer Statistik analysiert.

Ergebnisse vor und nach Nahrungsmittelprovokation wurden je Anwendungsgebiet mittels

gepaartem T-Test oder x*-Test verglichen.

Die Ergebnisse der KLE+ und KLE- Gruppe und die Kontrollgruppe wurden mit Hilfe eines
ungepaarten T-Tests ermittelt. Beim zweiseitigen t-Test wurde ein p-Wert unter 0,05 als

signifikanter Unterschied erachtet.

Samtliche statistischen Analysen und Erhebungen von Korrelationen wurden mit GraphPad

Prism, Version 6.0 (La Jolla, CA) durchgefiihrt.
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III. ERGEBNISSE

III.I Patienten

Es wurden 40 Patienten im Alter von 21 bis 76 Jahren mit einem durchschnittlichen Alter
von 44,6 Jahren mit einer Standardabweichung von 2,8 Jahren evaluiert, davon waren elf

mannlich.

Wiahrend der Nachsorge mussten vier Patienten von der Studie ausgeschlossen werden.
Grund hierfiir war bei zwei Studienteilnehmern ein Umzug, bei einem Patienten wurde eine
Nachsorge vom Hausarzt fiir nicht nétig empfunden und ein Patient hatte kein Interesse an

einer weiteren Nachsorge. Den Letzteren beiden ging es unter einer Ausschlussdiét besser.

In die Studie wurden 36 Teilnehmer im Alter von 21 bis 76 Jahren eingeschlossen, davon
waren 27 weiblich. Das Durchschnittsalter betrug 43,8 Jahre, bei einer Standardabweichung

von 2,8.

Die Untergruppen des IBS waren wie folgt vertreten: 16 Patienten mit IBS-M, 15 Patienten
mir IBS-D und 5 Patienten mit IBS-C. Bei vier Patienten lagen weitere Symptome wie

Schwindel und Juckreiz vor. Fur IBS-U fand sich, wie bereits erwihnt, kein Patient.

Abbildung III-1
Verteilung der
Untergruppen des IBS
innerhalb der
Studienteilnehmern

In Bezug auf das Alter gab es zwischen den beiden Gruppen der KLE + (46.0 (+ 3,2) J.,
Alterspanne: 21 - 76 J.) und KLE - (40,3 (+ 5,1) J., Altersspanne: 21 - 75 J.) keinen
signifikanten Unterschied (p=0.33).
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Die Ausgangsbeschwerdestdarke zwischen den beiden Gruppen der KLE+ und KLE- wies
keinen statistischen signifikanten Unterschied auf (KLE+: 5,0 (+0,5) Streubreite 1,6-8,6; KLE-
: 5,6 (+0,7); Streubreite 2,7-9,8 p~0,05).

Abbildung III-2

e Vergleich der Auspriagung
der Beschwerden vor der
7 KLE-Untersuchung der

: spater als KLE+

. i beziehungsweise KLE-
Identifizierten

Abbildung II1-3
J_ Altersiibersicht der

1 - Patientengruppen

Beziiglich der IBS-Subgruppen, beziehungsweise der Hauptsymptome, konnte ebenfalls kein

signifikanter Unterschied erhoben werden.

Die aus zehn Patienten bestehende Kontrollgruppe (gesunde Kontrollen, GK), davon sechs
weiblich, mit einem Altersdurchschnitt von 50,7 (+ 5,6) J. und einer Altersspanne von 27 bis
69 J., zeigte hinsichtlich der Altersverteilung keinen statistisch signifikanten Unterschied

zur Gruppe der KLE+ und KLE- (p~0,05).
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IILII Sichtbare dynamische Verinderungen

Nach Injektion des Fluoreszeins wurde das duodenale Epithel bei allen Patienten innerhalb
von ca. 30 sec sichtbar. Bei zwei Patienten wurde die KLE unterbrochen, da beim
Vorschieben ins tiefe Duodenum das Endoskop die Mukosa verletzte. Hierdurch konnte
Fluoreszein ungehindert in das Lumen ausstromen und eine positive Reaktion imitieren. Die
Untersuchung dieser beiden Patienten konnten zu einem spateren Zeitpunkt erfolgreich

wiederholt werden.

Nach der endoskopischen Gabe der einzelnen NM zeigten 22 der 36 Patienten eine deutliche
sofortige Reaktion auf der Mukosaebene (22 KLE+). Im Einzelnen reagierten neun Patienten
auf Milch, 13 auf Weizen, sechs auf Hefe und vier auf Soja. Bei sechs Patienten fiihrte
bereits das erste oder zweite NM zu einer effektvollen Veranderung, sodass die
Untersuchung dann abgebrochen werden musste. Die verbleibenden Antigene wurden

spater nachgetestet.

Abbildung III-4
Verteilung der
Haufigkeit der
Reaktionen auf
bestimmte
Nahrungsmittel

Die erkennbaren Verdnderungen traten bei allen KLE+ Patienten stets in einem klaren
zeitlichen Ablauf auf. Zuerst nahm die Dichte der IEL zu. Anschliefend folgten die
Abstoflung von Epithelzellen und das Aufbrechen des Epithelzellverbandes. Durch das
Abschilfern wurden Zellteile, Zellen und ganze Epithelzellreihen in das Lumen abgegeben.
Dadurch bildeten sich Liicken im Epithel, durch welche sich das Fluoreszein eruptionsartig

ins Lumen ergoss. Durch diesen Einstrom fiillte sich der Raum zwischen den Zotten mit
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weifl leuchtenden Fluorescein. Dies ermoglichte die Darstellung des ivR. Diese

Veranderungen zeigten sich innerhalb der ersten fiinf Minuten nach der NM Gabe.

Keine dieser beschriebenen Veranderungen zeigte sich bei den zehn Kontrollprobanden.
Auch nach Gabe der Kontrollsubstanz (Simeticon (Sab simplex®, Pfizer Pharma GmbH,

Berlin, Deutschland)) blieb eine Reaktion stets aus.

IILII.I  Intraepitheliale Lymphozyten in den Bildern der KLE

Zur Bestimmung der IEL/F wurden von jedem der 36 Patienten Bilder von jeweils vor und
nach dem Aufbringen der NM, zur Bestimmung der IEL/F Baseline und zur Bestimmung der

IEL/F nach der NM Exposition ausgewertet.

Aus der Gesamtheit aller Patienten konnten pra-Exp/KLE 16,8 (£0,8) IEL/F (Sw: 6,7-28,7; 95%
KI: 15,1-18,6) ermittelt werden. Dies bedeutet, dass vor Exposition 16,8 IEL pro

ausgewertetem Fenster zu sehen waren.

Die Anzahl der pra-Exp/KLE ermittelten IEL war bei KLE + Patienten signifikant héher als
bei KLE - Patienten (KLE+, 18,7 (+0,9) IEL/F; Sw: 11,0-28,7; 95% KI: 16,7-20,8; KLE-, 13,8
(£1,2) IEL/F; Sw: 6,7-23,1; 95% KI: 11,1-16,5; p=0,004).

p = 0 .00 4

. Abbildung I1I-5

. -1 Anzahl IEL pro Feld in der
-] Gesamtheit und in den

: spater als KLE + oder KLE
J_ — Identifizierten vor
Exposition.

In der Kontrollgruppe ergab die Bestimmung der IEL pra-Exp/KLE 11,7 (+1,2) IEL/F (Sw: 5,0-
17,0; 95% KI: 8,9-14,4) und unterschied sich nicht signifikant von Werten der KLE- pra-
Exp/KLE (p>0,05). Ein signifikanter Unterschied wurde jedoch im Vergleich zu den KLE+
festgestellt. Die IEL pra-Exp/KLE der Kontrollgruppe waren signifikant niedriger als die der
KLE+ (p=0,002). (s. Abbildung III-5)
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Es war kein signifikanter Anstieg (p=0,26) der IEL/F in der KLE - Gruppe von pra-Exp/KLE
auf post-Exp/KLE (16,3 (£1,6) IEL/F; Sw: 6,8-30,4; 95% KI: 12,7-19,5) erkennbar.

Ein signifikanter Anstieg (p=0,0008) zeichnete sich auch innerhalb der KLE + von 18,7 (+0,9)
IEL/F pra-Exp/KLE auf 24,7 (+1,4) IEL/F post-Exp/KLE nach dem Aufbringen der NM auf die
Mukosa ab (Sw: 15,6-42,2; 95% KI: 21,9-27,6). (s. Abbildung III-6)

50 1 p = 0.0008 p = 0.26

Abbildung II1-6
Innerhalb der KLE +
zeigte sich durch NM-
: Exposition ein
101 J_ signifikanter Anstieg
der IEL/F; innerhalb
der KLE - blieb dieser
aus.

IEL/Feld

Eine signifikante Verdnderung der IEL zeigte sich nach der Gabe von Wasser und
Simethicon weder bei den KLE + (17,5 (+1,3) IEL/F; p>0.05) noch innerhalb der KLE - (11,5
(+1,1) IEL/F; p>0.05).
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IILILII Epitheliale Liicken

Die Ausgangsdichte betrug bei der KLE + Gruppe 5,5 (+0,6) Liicken auf 1000 Epithelzellen
(Spannweite: 2,0-10,0; 95% KI: 4,2-6,7) und stieg nach mukosaler Reaktion signifikant
(p<0,001) auf 11,5 (£1,5) (Spannweite: 2,8-25,0; 95% KI: 8,3-14,7;) an. Innerhalb der KLE -
Gruppe gab es keinen signifikanten Anstieg der Dichte.

Abbildung III-7

Die Pfeile markieren die Stellen im Epithel,
aus denen Fluorescein austritt. Hierdurch
werden Liicken im Epithelverbund
angezeigt.
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Abbildung III-8:

5 = T Quantitative Verdnderung der
epithelialen Liicken auf 1000
Epithelzellen vor und nach
Nahrungsmittelexposition.
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HLILIII Intervillose Raume

Vor Exposition lagen bei 31 Patienten der Experimentalgruppe die Zotten dicht aneinander.
Bei 5 Patienten war bereits vor der Exposition ein Saum von Fluorescein zwischen den
Zotten erkennbar. Bemerkenswert ist, dass diese sich im Laufe der Untersuchung als KLE+

herausstellten.

Abbildung I11-9
Nach der Nahrungsmittelexposition wird bei KLE+ der intervillose Raum rasch mit
ausgetretenem Fluorescein gefullt (rechtes Bild). Im Vergleich zu Aufnahmen vor
Nahrungsmittel-Exposition (linkes Bild) sind die Intervillosen Rédume erweitert. Im Bild
nach Exposition sind auch die Gefaf3e im Zottenstoma gut zu erkennen.

Der Grundabstand der KLE + lag bei 8,1 (£3,5) um (Spannweite: 0-58,6; 95% KI: 0,8-15,4).
Nach Nahrungsmittelexposition erweiterte sich bei den KLE+ der IVR erkennbar auf 41,1
(£2,5) um (Sw: 21,4-60,1; 95% KI: 35,9-46,2; P=0.0001). Innerhalb der KLE- war kein ivR vor

oder nach Exposition ersichtlich.
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IILIII Intraepitheliale Lymphozyten in der Histologie

Die Histologie der Voruntersuchung (pra-Exp/Histol) und der unmittelbar nach der KLE
Untersuchung (post-Exp/Histol) gewonnen Biopsien zeigten bei allen Patienten eine

normale Zotten- und Kryptenmorphologie.

Die Bestimmung der IEL pra-Exp/Histol und post-Exp/Histol erfolgte bei CD3-gefarbten
Schnitten. Die Anzahl der IEL wurde auf 100 Epithelzellen (E) angegeben.

Die Grundanzahl der IEL pra-Exp/Histol betrug, KLE+ und KLE- zusammengenommen, 24,9
(+2,3) IEL/100 E (Sw 5-55; 95% KI, 20,4-29,6).
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407 Abbildung III-11:

Anzahl der IEL pra-
Exp/Histol auf 100
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IEL/100 Epithelzellen
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Es gab zwischen den KLE+ und KLE- Patienten keinen signifikanten Unterschied der
Grundlinienanzahl der IEL/100 E (P=0,41; KLE+, 26,4 (+2,7) IEL/100 E; Spannweite 9-51; 95%
KI: 20,8-29,6; N=22) (KLE-, 22,4 (+4,2) IEL/100 E; Spannweite 5-55; 95% KI: 13,2-31,7; N=12).

Nach der Exposition fand sich in den histologischen Schnitten kein signifikanter

Unterschied zu den Werten der Voruntersuchung.

IILIV Vergleich der IEL in Histologie und KLE

Die Grenze fiir den Normalwert (<25 IEL/100E) wurde bereits in einer fritheren
Grundlagenarbeit von Majorie Walker, London (Walker et al., 2010), beschrieben und ist
allgemein anerkannt. Wenn Sie zugrunde gelegt wird, zeigte sich in der Histologie lediglich
eine Ubereinstimmung von 70,6 % zur KLE, und somit kein signifikanter Zusammenhang
(p=0,89; r?=0.027). Wurde die Hochstgrenze fiir die physiologische Anzahl der IEL in der
Histologie auf mehr als 40/100E erhoht, zeigte sich nur noch eine Ubereinstimmung in 58,8%
der Falle. (s. Abbildung III-12). Die Unterschiede der Anzahl der IEL in den
endomikroskopisch erstellten Bildern und der in der klassischen Histologie nachgewiesenen
ergeben sich moglicherweise durch die Zeitverschiebung der Bestimmung/Entnahme der

Proben.
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Abbildung III-12
Links: Darstellung der Lymphozyten durch KLE
Rechts: histologische Darstellung durch eine immunhistochemische Farbung gegen CD3

III.V Exklusionsdiit und Nachsorge

Nach der ausfithrlichen Aufklairung begannen die KLE+ Patienten mit ihrer
individualisierten Diat. Nach vier Wochen zeigten bereits 19 von 22 KLE+ eine Besserung
ihrer Symptome um mehr als die Hailfte des Ausgangswertes. Sechs Patienten hatten
keinerlei Beschwerden mehr. Nach der ersten Nachbetreuung berichteten nicht alle
Patienten, dass sie die Diét strikt eingehalten hatten; die Einhaltung der Diat war fiir die
ersten vier Wochen anhand eines Diat-Tagebuchs iiberpriift worden. Es erfolgten weitere
Anweisungen und Erlauterungen zur Diét und eine Diédtberatung. Daraufhin wurde bis zum
Ende der Nachbetreuung ein besseres Diédtergebnis (mit Ausnahme einzelner Briiche) erzielt.
Das Ausmaf} der Symptome sank bis drei Monate nach KLE weiter, weil die Patienten ihre
Diat immer besser in den Griff bekamen. Nach einem halben Jahr waren die Beschwerden
um 74% reduziert. Bei fiinf Patienten lag eine Verminderung Ihrer Symptome auf 50-70% des
Ausgangswertes vor, bei elf Patienten um 80-90% und sechs Patienten waren
beschwerdefrei. Im weiteren Verlauf des Jahres wurde keine weitere signifikante

Verbesserung der Beschwerdesymptomatik erzielt. Mit Ausnahme einer Person gab es in
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der Gruppe der KLE- wahrend der Nachbetreuung keine ausgepréigten Verdnderungen in
der Symptomatik. Fir die zuvor genannte Person ergab sich eine Reduzierung des
Symptomwertes im Rahmen der Nachsorge innerhalb der ersten drei Monate um 30%; er
erlangte aber nach einem halben Jahr wieder das Ausgangsniveau. Die kurzfristige und
nicht permanente Verdnderung der Symptome zum Besseren ist bei diesem Patienten mit

grofler Wahrscheinlichkeit auf einen Placeboeffekt zuriickzufithren.
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Anmerkung:

Auflerhalb des Studienprotokolls wurden nach einem Jahr neun von 22 KLE+ Patienten
erneut untersucht. Jeder dieser Patienten reagierte in dieser Wiederholung der
Untersuchung auf dasselbe Nahrungsmittel, auf welches er bereits in der ersten
Untersuchung eine Reaktion zeigte. Dabei sah man, dass sich die Anzahl der CD3+
Lymphozyten in der klassischen Histologie iiber das Jahr der Exklusionsdidt vermindert

hatte.
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GK KLE + KLE -
; - - p-Wert

Baseline |post-Exp.| Baseline | post-Exp. | Baseline | post-Exp.
Patienten [n] 10 22 14 -
Alter 50.7 £ 5.6 46.0 £ 3.2 40.3 £5.1 n.s
[J]
(Spannweite) (21-69) (21-76) (21-75)
[EL histol. 18.7 £ 3.1 |22.2 £ 3.2| 26.4 £ 2.7 | 28.7 £ 4.8 |22.4 £ 4.2| 18.4 = 3.7 n.s
[IEL/100 Zellen]
(Spannweite) (4-32) | (8-38) | (9-51) | (12-61) | (5-55) | (8-24)
IEL KLE 11.7 £ 1.2 |13.2+ 2.1{18.7 £ 0.9"|24.7 £+ 1.4*|13.8 + 1.2| 16.3 £ 1.6 | *.004
[IEL/Feld]
(Spannweite) (5.1-17.0) |(6.2-24.0)| (11.0-28.7) | (15.6-42.2) | (6.7-23.1)| (6.8-30.4)
[ES 1.5+04 [1.3£03]55 £0.6"(11.9 +1.5"|42+1.4| 2.2+0.1 *.001
[eL/1000 Zellen]
(Spannweite) (0.0-3.2) | (0.0-2.4) | (2.0-10.0) | (2.8-25.0) | (1.0-9.0) | (1.7-2.8)
VR - - 8.1 +£3.5° [41.1 +2.5" - - *.0001
[um]
(Spannweite) (0-58.6) [(21.4-60.1)
Tabelle 4

Gesamtiibersicht iiber die ermittelten Werte der GK, KLE+ und KLE-; angegeben wird der p-

Wert fiir die KLE+ Gruppe im Vergleich pra — post-Exposition.
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IV. DISKUSSION

Innerhalb der am Reizdarmsyndrom leidenden Patienten kann man eine substantielle
Untergruppe ausmachen, die angibt, dass Nahrungsmittel ihre Symptome auslosen oder
verschlimmern (Atkinson et al., 2004, Bohn et al., 2013, Soares, 2014). Abgesehen von der
kiirzlich beschriebenen FODMAP-armen Diit, gab es zum Zeitpunkt unserer Studie keine
weiteren wissenschaftlich fundierten Beweise, dass die Beschwerden von Patienten mit
Reizdarmsyndrom nahrungsmittelabhangig sind. In einigen sehr beachteten Studien wurde
gezeigt, dass die FODMAP-Diat IBS-Beschwerden in rund 70% der Patienten lindern kann
(Halmos et al.,, 2014) (Bohn et al., 2015), weitere randomisierte kontrollierte Studien zeigten
eine nur maflige Wirksamkeit (Barrett and Gibson, 2012) und sogar, dass FODMAPs
Bldhungen hervorrufen und als Ausléser von IBS-Symptomen fungieren kénnen (Halmos et
al., 2014, Gibson and Shepherd, 2012, Barrett and Gibson, 2012, Biesiekierski et al., 2011,
Biesiekierski et al., 2013, de Roest et al., 2013, Junker et al., 2012).

Die Annahme, dass Gluten durch Erhohung der mukosalen Permeabilitdt bei Patienten mit
IBS ahnliche Symptome auslésen kann, wird diskutiert (Biesiekierski et al., 2013, Vazquez-
Roque et al., 2013, Barrett and Gibson, 2012). Eine neue Studie weist darauf hin, dass der
mogliche grofite Nutzen einer glutenfreien Ernahrung darin besteht, dass diese Diatform
nur wenige FODMAPs aufweist (Biesiekierski et al., 2013). Es wird aber vermutet, dass
Nahrungsmittelbestandteile, wie im speziellen Fall Gliadin, Veranderung hervorrufen,
welche Einfluss auf die intestinale Permeabilitat haben, aber durch die klassische Histologie

unerkannt bleiben (Sander et al., 2005, Clemente et al., 2003).

Diese Studien legen nahe, dass Nahrungsmittelbestandteilen eine wesentliche Rolle beim
IBS zukommen kann, die allerdings bisher nicht wissenschaftlich objektivierbar waren. So
konnte der Darstellung von mikroskopisch kleinen, dynamischen Veranderungen der
Schleimhaut durch Nahrungsmittel eine besondere Bedeutung zukommen. Die
endoskopische in vivo Darstellung von dynamischen Veranderungen der Mukosaarchitektur
des GIT, die durch Reaktion auf Antigene verursacht werden, war allerdings bis zu dieser

Studie ein bis dato unerreichtes Ziel in der Diagnostik der NMU.

Da die klassische Histologie bei Patienten mit NMU keine verldssliche Pathologie gezeigt
hatte, hatten wir uns in dieser Studie fiir die Darstellung der Dinndarm-Mukosa auf

mikroskopischem Niveau mittels Endomikroskopie entschieden. Diese Methode bietet als
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Einzige die Moglichkeit, die Schleimhaut des Darmes in 1000-facher Aufldsung in vivo auf
mikroskopischem Niveau darzustellen und auch Verdnderungen nach Auftragen eines
Nahrungsmittels direkt am lebenden Patienten innerhalb weniger Minuten sichtbar zu

machen.

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten berichteten iiber tagliche Symptome kurz
nach Nahrungsmittelaufnahme. Dies war das wichtigste Kriterium, um NMU als Ausloser
der Reaktion zu vermuten. So wurden Komponenten von NM zur Exposition verwendet, die
tiblicherweise alltaglich verzehrt werden: Soja, Weizen, Hefe und Milch. Durch die
Limitierung auf nur wenige grofle Nahrungsmittelkomponenten war es hingenommen
worden, dass wahrscheinlich Antigene iibersehen werden und Patienten, die als KLE-
eingestuft wurden, unter Umstanden in die Gruppe der KLE+ gefallen wéren, wenn andere
NM Antigene verwendet worden wéren. Obwohl eine Ausweitung der verwendeten NM
innerhalb dieser Studie nicht umsetzbar war, kann dies in zukiinftigen Untersuchungen
erfolgen. Dennoch erlaubte die Verwendung von nur vier groflen Antigenen in Form von
handelsiiblichen NM ein grofles Spektrum von klinisch relevanten Auslésern von NMU

abzudecken.

So konnte in mehr als die Hélfte unserer Probanden mit IBS und vermeintlicher klinischer
Reaktion auf Nahrungsmittel innerhalb von Minuten, nachdem die einzelnen
Nahrungsmittelantigene auf die duodenale Schleimhaut aufgebracht worden waren, eine
Veranderung der Schleimhaut verifiziert werden. Dabei ist zu erwéhnen, dass es trotz der
sorgsamen Verlagerung des Applikationsortes im Duodenum von aboral nach oral zu einer
Verbreitung der bereits applizierten NM im Duodenum kam und die Untersuchung immer
bei einer positiven Reaktion abgebrochen werden musste, weil die umliegende Schleimhaut
auch auf das Antigen reagiert hatte. Weitere Nahrungsmittel konnten dann nicht mehr
getestet werden und die Untersuchung der restlichen potentiellen Antigene musste zu

einem spéateren Zeitpunkt wiederholt werden.

Zu Beginn einer solchen Reaktion erfolgte das Einwandern von intraepithelialen
Lymphozyten in die Oberflichenschleimhaut, sowie funktionelle und strukturelle
Veranderungen. Diese Beobachtungen sind vereinbar mit den gewonnenen Erkenntnissen
bei IBS-Patienten nach Exposition mit Gluten (Vazquez-Roque et al., 2013). Dort konnten die
Untersucher bei Reagierenden eine erhdhte intestinale Permeabilitdt messen. Speziell unser

endomikroskopische Nachweis der Ausbildung von epithelialen Aufbriichen, die Liicken
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verursachten und nachfolgendem Austritt von Fliissigkeit, war mit einer solchen erhéhten

intestinalen Permeabilitat vereinbar.

Das Besondere an unserer Studie ist, dass wir objektiv nachwiesen konnten, dass der Beginn
der oben beschriebenen Reaktion allein durch Aufbringen von NM hervorgerufen wurde.
Desweiteren konnte der Beginn des Herauslosens der Epithelzellen, das Heraussprengen
von Zellen aus dem Zellverband an den Tight Junctions, direkt mit dem Auftragen der

Antigene in Verbindung gebracht werden.

Bisherige Studien zeigen, dass die intestinale Zellabsprennung und die daraus
resultierenden Liicken in der Epithelschicht mit einer Umorganisation des
Schlussleistenkomplexes und seiner Proteine einhergehen (Marchiando et al., 2011, Guan et
al., 2011), wobei es bei den abgesprengten Zellen zur Auslésung von Apoptose kommen
kann (Bullen et al., 2006). Die Expression der am Schlussleistenkomplex beteiligten Proteine
Occludin und Claudin-1 war bei Patienten mit IBS-D vermindert und diese Patienten
nahmen auch viszerale Schmerzen vermehrt wahr (Bertiaux-Vandaele et al., 2011). Andere
Studien haben bei Patienten mit IBS-D eine erhohte intestinale Permeabilitat festgestellt.
Patienten mit einer Nicht-Zoliakie-Weizenunvertriglichkeit und IBS-D wiesen unter einer
Gluten enthaltenden Diat eine Reduktion von Zonula Occludens 1, Claudin-1, und Occludin
auf (Vazquez-Roque et al., 2013). Nach Verletzungen der Epithelschicht konnte es zur
Kontraktion der subepthelial gelegenen Myofiboblasten mit daraus resultierender
Verkiirzung und Verkleinerung der Oberfliche des Villus kommen. Dadurch wiirde die
freiliegende Flache der Lamina Propria verkleinert werden (Moore et al., 1989, Lee, 1971).

Dies konnte die in der KLE beobachtete Erweiterung des intervillosen Raumes erklaren.

Studien, welche die KLE im terminalen Ileum bei Patienten mit entzindlichen
Darmerkrankungen anwandten, zeigten ebenfalls eine erhohte Anzahl von epithelialen
Liicken im Vergleich zu Gesunden (Kiesslich et al., 2012, Liu et al., 2011b). Dasselbe wurde
bei Patienten mit IBS festgestellt (Turcotte et al., 2013). Hierfiir wurde allerdings eine
gesteigerte Aktivitit von Entziindungsmediatoren verantwortlich gemacht, da man bei
Exposition der Mukosa mit TNF-a ein vermehrtes Abstoflen von Epithelzellen nachwies
(Kiesslich et al., 2007). Ob die Epithelfunktion bei vermehrter Liickenbildung bestehen
bleibt, ist derzeit noch unklar; es ist eher wahrscheinlich, dass es dadurch zu einer erhohten
Permeabilitait kommt, was wir in neueren Studien bereits nachweisen konnten. Ein erster

Hinweis darauf ergab sich durch den von uns registrierten Ausfluss von Fluorescein in das
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Darmlumen durch die entstandenen Liicken. Allerdings wurden in der vorliegenden Studie
keine Tests verwendet, welche die intestinale Permeabilitat mit herkommlichen Methoden
tberpriiften. Dies lag zum einen an der mangelnden finanziellen Unterstiitzung eines so
neuen diagnostischen Ansatzes, zum anderen daran, dass die auftretende Reaktion in einem
nur kleinen Gebiet des Duodenums auftrat und nicht sicher festzustellen war, wie lange sie
zeitlich dauern wirde, und welches Gesamtausmall an Reaktion auf die
Beschwerdesymptomatik zu erwarten war. Die signifikant erhohte Anzahl von Licken
bereits bei der Baseline-Untersuchung der spéter positiven Patienten, die dann noch einmal
nach Nahrungsmittelexposition signifikant zunahm, lasst allerdings auf eine wesentliche

Beteiligung der epithelialen Liicken an dem Beschwerdekomplex der Patienten schliefien.

Um deren funktionellen Einfluss zu beweisen, sollten weiterfithrende Studien eine nahere
Untersuchung der Permeabilitdtsveranderung beinhalteten. Das ,Heraussprengen von
Zellen mit anschliefender Ausbildung von epithelialen Liicken, erwies sich als der
verlasslichste Parameter um Reaktionen auf NM auszuschlieBen oder zu beweisen. Eine
Einteilung beziiglich des Ausmafles der beobachteten Reaktion, ahnlich des Watson Scores

beim Morbus Crohn ware moglich (Kiesslich et al., 2012).

Ein weiterer, initialer Bestandteil eine positive Mukosareaktion (KLE+) anzunehmen, war
die Zunahme der IEL. Hierfiir wurde auch der Vergleich zur konventionellen Histologie
hinzugezogen. Betrachtet man die intraepithelialen Lymphozyten, so wurde die obere
Grenze der als normal betrachteten Anzahl von IEL mit 25 CD3+ Lymphozyten auf 100
Epithelzellen in einer Studie von M. Walker klar definiert (Walker et al., 2010) (Hayat et al.,
2002). Hierbei ist die Verteilung der IEL entlang des Villus zu beachten. Eine Abnahme
Richtung Villus-Spitze wird als physiologisch angesehen. Eine Zunahme oder selbst eine
gleichmaflige Verteilung sind verddchtig und konnen auf eine Glutensensitivitat hinweisen
(Goldstein and Underhill, 2001). Auch bei Zoliakie kann das Betrachten dieser Verteilung die

Diagnosestellung erleichtern (Jarvinen et al., 2004, Biagi et al., 2004).

In unserer Studie hatten nur 70% der Patienten eine auffillige Histologie, die aber kongruent
zu den Ergebnissen der in der KLE bestimmten IEL war. Erhohte man den Grenzwert auf 40
IEL pro 100 Epithelzellen, sank die Ubereinstimmung auf 42%. Obwohl die Erhebungen der
Daten aus der KLE Ungenauigkeiten aufweisen konnen, stehen sie in Einklang mit den
Erkenntnissen aus friheren Untersuchungen, die zeigten, dass ,funktionelle”

Veranderungen aufgrund einer Reaktion auf NM nicht durch die konventionelle Histologie
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dargestellt werden konnen. Auch miissen die in der Histologie aufgearbeiteten IEL nicht
denen entsprechen, die genau zum oder unmittelbar nach dem Zeitpunkt der Exposition mit
einem Nahrungsmittel zu finden sind. Studien zeigen, dass die Lymphozyten innerhalb von
rund 10 Minuten wieder abgewandert sind (Edelblum et al., 2012). Dies bedeutet, dass sie
zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme nach der Untersuchung bereits nicht mehr vor Ort

waren.

Die endomikroskopischen Beobachtungen unserer Studie zeigen hingegen eine sehr hohe
Erkennungsrate von Reaktionen auf die getesteten Nahrungsmittelbestandteile. 61% aller
getesteten IBS Patienten hatten auf eines oder mehrere der getesteten Allergene reagiert,

was eine klare Beteiligung von Nahrungsmitteln an der Ausbildung des IBS vermuten lésst.

Dem Ergebnis der KLE entsprechend wurden die KLE+ Patienten angehalten das fiir die
Reaktion verantwortliche Antigen aus ihrer Didt zu eliminieren. Hierbei zeigte sich, dass
50% (11/22 KLE+) der Patienten durch Auslassen des Antigens eine bis zu 80-90% gebesserte
Symptomatik hatten oder in 27% (6/22 KLE+) sogar ginzlich beschwerdefrei wurden.
Erwartete Plazeboeffekte traten wéhrend der Langzeitdidt kaum auf, sind aber speziell bei
den KLE negativen Patienten in den ersten sechs Wochen in der Verlaufskurve zu sehen (s.
Abbildung III-13). Hier zeigt die Beschwerdekurve initial einen Verlauf zum Besseren, kehrt

aber im weiteren Verlauf zur initialen Schwere der Symptomatik zuriick.

Im Studienprotokoll war es nicht vorgesehen, eine Endoskopie zur Uberprifung der
Mukosamorphologie nach der Langzeit-Ausschlussdidt von einem Jahr einzuplanen. Es
bestand allerdings der Wunsch bei einigen Patienten, zu sehen, ob die Reaktion nach
eingehaltener Langzeitdidt nachgelassen hatte. Nach einem Jahr wurden so auflerhalb des
Studienprotokolls neun von 22 KLE+ Patienten erneut untersucht. Alle zeigten weiterhin
eine Reaktion auf dasselbe Antigen, das bereits bei der anfinglichen KLE bei ihnen als
reaktionsauslosendes NM identifiziert worden war. Bei dieser Stichprobe zeige sich
allerdings auch, dass sich die Anzahl der CD3+ Lymphozyten iiber das Jahr der
Exklussionsdidt signifikant vermindert hatte. Die nach einem Jahr weiterhin vorhandene
Reaktion auf dasselbe NM weist darauf hin, dass sich die Fahigkeit zur Immunantwort durch
alleiniges Weglassen der Didt im Prinzip nicht dndert und daher nicht zu erwarten ist, dass
eine kurzzeitige Didt einen dauerhaften Heilungserfolg darstellen kann. Dennoch zeigt die

Reaktion der CD3+ Zellen bei Auslassdiat eine Verminderung des Reizzustandes.
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Wir nahmen in unsere Studie nur Patienten auf, bei denen kein erhoéhtes IgE nachgewiesen
werden konnte. Es ist jedoch dariiber zu diskutieren, ob ein unter der Nachweisgrenze
liegendes allergen-spezifisches IgE (sIgE) eine Allergie ausschliet. Bei Patienten mit
allergischem Asthma, bei denen am Anfang ihrer Therapie mit Omalizumab (monoklonaler
Antikorper gegen IgE) kein sIgE nachzuweisen war, konnte im Verlauf sIgE nachgewiesen
werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass bereits am Anfang der Therapie nicht
nachweisbares, aber funktionsfahiges sIgE vorhanden war (Mizuma et al., 2015). So konnte
es in unserem Fall bedeuten, dass es sich bei den erkennbaren Reaktionen trotz negativem

sIgE um allergische Reaktionen handelt.

Die deutliche Verbesserung der Beschwerden von KLE+ Patienten unter einer spezifischen
Diat legt nahe, dass das die Reaktion auslosende Agens als Verursacher der Beschwerden
anzusehen ist. Die Ergebnisse dieser endomikroskopisch darstellbaren und quantitativ
bestimmbaren Verdnderungen sind hinsichtlich der offenkundig féhigen und
vielversprechenden diagnostischen Methode zur Therapiebestimmung bei ersichtlich
beeintrichtigten Patienten von Bedeutung und kénnten moglicherweise als ,,Gold-Standard®
fiir die Bestimmung solcher Patienten fiir weitere wissenschaftliche Studien dienen. Denn
eine deutliche Besserung war ausschliefSlich nur bei den KLE+ Patienten zu sehen und bei

keinem der KLE- Patienten oder bei einem Patienten der Kontrollgruppe.

Nur einer von elf KLE- Patienten zeigte Anzeichen eines Placeboeffekts in Form einer
Besserung der Symptome nach der KLE ohne Einhalten einer spezifischen Diat. Dies weist
darauf hin, dass die langzeitige Vorgehensweise beziiglich der Nachsorge grundsétzlich die

Fahigkeit besitzt einen Placeboeffekt aufzudecken.

In unserer Studie fiel auf, dass im Vergleich zur durchschnittlichen Bevolkerung eine
deutliche Haufung von NMU nachgewiesen werden konnte. Diese tiberdurchschnittliche
Anzahl von endomikroskopisch nachweisbaren Reaktionen (22 KLE+ / 36) ist darauf
zuriickzufithren, dass ausschliefflich, den Rom-III-Kriterien entsprechend, kranke IBS
Patienten, die angaben, nach Nahrungsufnahme Beschwerden zu haben, in die Studie
eingeschlossen wurden. Es zeigt auch, dass mit einer Wahrscheinlichkeit >50% IBS

Patienten nahrungsmittelintolerant sind und dieses die Ursache ihrer Erkrankung darstellt.

Eine Schwiche unserer Studie besteht darin, dass ein Crossover-Design beziiglich der Diat
unmoglich war, da sie bedarfsgerecht auf die einzelnen Patienten, beruhend auf der

individuellen Reaktion wahrend der KLE, abgestimmt war, und eine Standardisierung nicht
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moglich war. Um diesen Schwachpunkt auszugleichen und um einen moéglichen Placebo-
Effekt zu umgehen, wurde eine einjdhrige Diat und Nachsorge gewahlt. Der Grund fiir die
langzeitige Nachbetreuung war neben dem Ausschluss eines Placeboeffektes die Annahme,
dass, falls ein Patient eine Besserung durch Ausschlieflen des die Reaktion auslosenden
Antigens aus seiner Diat erfuhr, er diese auch freiwillig iiber eine lange Zeit beibehalten
wiirde. Denn wir gingen davon aus, dass Re-Exposition die Symptome wieder hervorrufen
wiirde. Diese Annahme bestétigte sich. Auch nach einem Jahr behielten die Patienten ihre
Diat freiwillig. So erreichten wir zudem eine grofie Zuverldssigkeit im Einhalten der Diét

wiahrend der Nachsorge.

In unserer Studie konnten wir zeigen, dass das Aufbringen von bestimmten handelsiiblichen
Nahrungsbestandteilen auf die duodenale Mukosa bei Patienten mit IBS eine
endomikroskopisch erkennbare Reaktion ausldst. Diese wird durch das Einwandern von
intraepithelialen Zellen, der Bildung von intraepithelialen Liicken und einer Erweiterung
des intervillosen Raumes gekennzeichnet. Dabei decken sich unsere Studienergebnisse mit
den Erkenntnissen fritherer Studien hinsichtlich der dargestellten Zellabschilferung,
vergroferter intervilloser Rdume und einem transmukosalem Fliissigkeitsaustritt in das

Darmlumen.

Mit Hilfe der individualisierten Exklusionsdidt gelang es die bestehenden Beschwerden der
Patienten deutlich zu lindern oder zu heilen. Dies gibt einen weiteren Hinweis darauf, dass
es innerhalb der Patienten mit IBS eine Gruppe gibt, die an einer bisher noch nicht

diagnostizierten NMU leidet, die ursachlich fiir ihre Symptome ist.

Fir die Einfithrung dieser Untersuchung in die klinische Praxis ist die Wiederholbarkeit
durch andere Untersucher noétig. Fir groflere erkennbare Verdnderungen bei der
Endomikoskopie gibt es unter erfahrenen Endoskopikern eine gute Ubereinstimmung der
ermittelten Ergebnisse (Canto et al., 2014). Dabei erlaubt die KLE die Diagnostik in Echtzeit

innerhalb von Minuten. Ein schnelles Testergebnis ist hiermit erzielbar.

Leider ist die Endomikroskopie eine invasive Untersuchung und daher nicht vo6llig frei von
endoskopietypischen Komplikationsmoglichkeiten, auch wenn es bereits zu einer weiteren
Miniaturisierung der Systeme gekommen ist. Wegen der groflen Kosten kann sich diese
Technik vor allem in der Diagnostik fiir Studien und Grundlagenforschung im Bereich der

NMU und des IBS als hilfreich erweisen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Studie war es, einen moglichen Zusammenhang zwischen dem
Reizdarmsyndrom und Nahrungsmittelunvertriglichkeiten herzustellen. Hierfiir wurde ein
neues Verfahren, die konfokale Laserendomikroskopie, angewandt, um mikroskopisch

kleine Reaktionen an der Darmoberflache in vivo sichtbar zu machen.

Die konfokale Laserendomikroskopie erwies sich dabei im Vergleich zu herkémmlichen
Untersuchungsmethoden, wie der klassischen Histologie, als sehr niitzlich, um
Unvertréaglichkeitsreaktionen schnell und zuverlassig zu erfassen und darauf aufbauend eine
wirkungsvolle Behandlung der Patienten zu konzipieren. Auflerdem stellt die konfokale
Laserendomikroskopie eine Moglichkeit dar, neue Einblicke in die Pathophysiologie der

Nahrungsmittelunvertraglichkeiten zu erlangen.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass bei einem Teil von Patienten mit
Reizdarmsyndrom, deren duodenale Mukosa handelsiiblichen Nahrungsmittelantigenen
ausgesetzt wurde, eine dynamische Reaktion auf Schleimhautebene vonstattengeht. Es
wurde eine Zunahme der intraepithelialen Lymphozyten und Verédnderungen des Epithels
mit Abstoflung von Zellen und Zellverbanden aus dem Oberflachenepithel nachgewiesen.
Dies fithrte zu Liicken im Epithel und zum Verlust der epithelialen Integritit, was durch den
Austritt von Fluorescein in das Darmlumen nachgewiesen werden konnte. Somit liegt der
Beginn der erkennbaren Reaktion unmittelbar mit dem Aufbringen des Nahrungsmittels
zusammen und 10st eine Permeabilitatsstorung aus. Diese ausgepragten mikroskopisch
kleinen Veranderungen traten ausschliefllich nach Reaktion auf ein Nahrungsmittelantigen
auf und wenn das entsprechende Antigen aus der Nahrung gestrichen wurde fiithrte dies zu
einer deutlichen klinischen Besserung des Beschwerdebildes. Diese deutliche Verbesserung
der Beschwerden der Patienten, die auf ein Nahrungsmittel reagiert hatten, unter der
spezifischen Didt unterstreicht den Zusammenhang zwischen den aufgetragenen
Nahrungsmittelantigenen und der daraus entstehenden Beschwerden. Da nach einer
langeren Exklusionsdidt weiterhin Reaktionen in der konfokalen Laserendomikroskopie
reproduzierbar waren, ist ein immunologisches Gedachtnis, mit erhaltener Fahigkeit zur

Immunantwort, erkennbar.

Insgesamt wurde eine Besserung um mehr als 50% nach vier Wochen und 74% nach einem

Jahr erreicht. Bei den Patienten, bei denen keine Reaktion nachweisbar war, blieben die
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Beschwerden bestehen und die Reaktion wurde bei keinem der gesunden Probanden
nachgewiesen. Die Ergebnisse untermauern die Annahme, dass bei einer bedeutenden
Untergruppe von Reizdarm-Patienten Nahrungsmittelintoleranzen wursachlich fiir die

Beschwerden sind.

Die konfokale Laserendomikroskopie erdffnet hierbei neue Perspektiven fiir weitere
Ursachenforschung fiir die Pathogenese des Reizdarmsyndroms und ist in der Lage, die

Therapiegrundlage fiir eine bedeutende Untergruppe der Reizdarm-Patienten zu bilden.

In der Zukunft wird die konfokale Laserendomikroskopie durch die Verwendung von
Minisonden, die durch den Arbeitskanal eines gédngigen Endoskops eingefithrt werden, auch
in weniger spezialisierten Spitdlern der Krankenversorgung durchgefithrt werden kénnen.
Die Endomikroskopie wird daher sicher eine wichtige Rolle in der zukiinftigen
gastrointestinalen Endoskopie des Reizdarmsyndroms einnehmen. Technische Innovationen

werden weitere Anwendungsmoglichkeiten durch eine Verbesserung der Optiken eréftnen.
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VII. ANHANG

Anmerkung:

Im Mai 2016 wurden neue Diagnosekriterien (Rom-IV) fiir das IBS veréffentlicht (Lacy et al.,
2016):

- Wiederkehrende abdominale Schmerzen, im Mittel mindestens an einem Tag

pro Woche in den letzten drei Monaten,
verbunden mit zwei oder mehr der folgenden Kriterien:
- zusammenhangend mit der Defakation
- verbunden mit einer Anderung der Stuhlhaufigkeit
- verbunden mit einem Wechsel der Form (Aussehen) des Stuhls

Die Kriterien miissen fiir die letzten drei Monate mit Symptombeginn mindestens sechs

Monate vor Diagnosestellung erfiillt sein.
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zu machen. So hoffen wir nachweisen zu kénnen, dass die Zellen auf der Darmschleim-
haut, die sonst nur mit einem Mikroskop auBerhalb der Kérpers untersucht werden kén-
nen, auf bestimmte Nahrungsmittel reagieren und sichtbar gemacht werden kénnen.

Wahrend der Untersuchung werden verschiedene, im Vorfeld ermittelte, Nahrungsmittel
auf die Oberflache des Zwolffingerdarmes aufgebracht und die Reaktion der Darm-
schleimhaut daraufhin untersucht. Sollten Sie auf eine der getesteten Substanzen reagie-
ren, so kénnen ihnen die dadurch gewonnenen Erkenntnisse evtl. bei der Auswahl lhrer
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Nahrungsmittel helfen, die Bauchschmerzen zu verbessern oder sogar zu stoppen. Sie
helfen aber auch uns in der Medizin, weitere Erkenntnisse auf dem Gebiet der Nah-
rungsmittelunvertraglichkeiten und der Reaktion der Schleimhaut des Darmes darauf, zu
gewinnen.

Fur eine feingewebliche Untersuchung werden Proben und Spiilflissigkeit aus dem Darm
entnommen und auf bestimmte Zellen untersucht. Dieses stellt einerseits eine Routine-
mafRnahme bei allen endoskopischen Untersuchungen des Magens und Darmes dar, soll
in diesem Falle aber zuséatzlich helfen, die noch nicht bekannten Vorgange im Darm bei
Nahrungsmittelunvertraglichkeit aufzuklaren. Diese Zellanalysen werden, soweit sie die
Studie betreffen, anonym gehandhabt, d.h. Ihre persénlichen Daten werden nicht weiter-
gegeben, oder veroffentlicht.

Fur die Magen-Darm-Spiegelung (Gastroskopie) verwenden wir ein sogenanntes
Endomikroskop. Dieser ganz spezielle flexible Schlauch hat ein integriertes Mikroskop,
welches uns ermdéglicht, tber eine 1000-fache VergroRerung die Oberflache des Darmes
zu begutachten. Es wird bereits fur andere Untersuchungen am Magen-Darm-Trakt ein-
gesetzt.

Um die Zellen darstellen zu kénnen benétigen wir einen Farbstoff, den wir in Ihre Vene
injizieren. Er heilt Fluorescein und wird in der Routine als Kontrastmittel in der Augenheil-
kunde seit vielen Jahren eingesetzt. Dieser Farbstoff wird vom Kérper ruckstandslos ab-
gebaut und mit dem Urin wieder ausgeschieden. Der Urin wird fir kurze Zeit ,neonfarben”
gelb. Nur in ganz seltenen Fallen (in 6 von 1000 Patienten) kann es eine allergische Reak-
tion oder Ubelkeit hervorrufen. Er verursacht fir einige Stunden auch eine Gelbfarbung
der Haut und der Schleimhaut des Auges, die sich aber wieder volligstandig auflost.

Nach Injektion mit diesem Kontrastmittel (Fluorescein) in eine |hrer Kérpervenen, kann
das in das Endoskop eingebaute Laserlicht mikroskopisch kleine Zellen und Zellverénde-
rungen sichtbar machen. Wir werden dann 5-6 verschiedene Nahrungsmittel auf die Ober-
flache Ihres Zwolffingerdarmes geben und nach Zellveranderungen Ausschau halten.

Die Magenspiegelung ist ein allgemein verbreitetes, sehr sicheres und schonendes Ver-
fahren zur Inspektion des oberen Verdauungstraktes und wird in der Routine sogar von
niedergelassenen Kollegen in der Praxis durchgefiihrt. Auch Gewebeproben werden rou-
tinemaRig enthommen. Sie werden hierzu noch einen gesonderten Aufklarungsbogen
erhalten.

Ich stimme der Untersuchung mittels Endomikroskopie zu, um einen Nahrungsmitteltest
durchfihren zu lassen. Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser
Studie erhobene, krankheitsbezogene Daten aufgezeichnet und in anonymisierter Form
ausgewertet und ggf. veroffentlicht werden.

Ich hatte Gelegenheit, weitere Fragen zu stellen und kann meine freiwillige Zustimmung
jederzeit zuriickziehen.

Datum Unterschrift Patient Name Arzt Unterschrift Arzt
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Zusatz:

Fur alle Patienten / Probanden wurde eine Versicherung abgeschlossen, die unabhangig
vom Verschulden in einem Schadensfall wirksam wird. Die Versicherungsbedingungen
werden lhnen ausgehandigt. Auf die §§ 6 (Versicherungsleistung) und 14 Abs.2 (Oblie-
genheiten des Versicherten) der Versicherungsbedingungen wird besonders hingewiesen.

Wahrend der Dauer der klinischen Prifung sollte eine andere medizinische Behandlung
mit Ausnahmen von Notfallsituation, nur im Einvernehmen mit dem Prifarzt erfolgen. Der
Prifarzt ist von einer Notfallbehandlung unverzuglich zu unterrichten.

Bei Verdacht auf einen studienbedingten Gesundheitsschaden sind Sie verpflichtet, dies
der Versicherung und dem Prufarzt unverzuglich anzuzeigen. Es besteht andernfalls die
Gefahr, dass der Versicherungsschutz verloren geht. Sie missen den Versicherer entwe-
der selbst benachrichtigen, oder kénnen sich zur Vereinfachung an den Prifarzt wenden,
der dann in lhrem Auftrag die Versicherung informiert. Der Prifarzt wir Ihnen eine Kopie
dieser Anzeige aushandigen.

Die Versicherung mit der Versicherungsscheinnummer AS-900160838 wurde

bei der Allianz Versicherungs-Aktiengesellschaft abgeschlossen.
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Einer wissenschaftlichen Auswertung der anonymisierten Daten und einer méglichen Ver-
offentlichung stimme ich zu.

Mit einer Information meines Hausarztes Gber die Studie bin ich einverstanden.

Ich gebe hiermit meine freiwillige Zustimmung zur Teilnahme an dieser Studie. Eine Kopie
dieser Einwilligung und eine Kopie der Patienteninformationsschrift habe ich erhalten.

Name der Patienten / des Patienten Unterschrift

Ort, Datum

Der Patient wurde von mir Uber Ziele, Bedeutung, Tragweite sowie etwaige Risiken der
Studie aufgeklart.

Name der Arztin / des Arztes Unterschrift

Ort, Datum
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