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1 Einflhrung in das Thema

1.1 Hintergrund chronisch entztindliche Darmerkrankungen in der Padiatrie

Schubweise rezidivierende oder kontinuierlich auftretende, entziindliche Verédnderungen des Darms
werden unter dem Sammelbegriff chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED; engl. inflammatory
bowel disease, IBD) zusammenfasst. Morbus Crohn (MC) und Colitis ulzerosa (CU) sind die beiden am
besten definierten Entitaten einer CED (Schwerd und Koletzko, 2017).

Epidemiologie padiatrischer CED

Weltweit wird seit mehreren Jahrzehnten eine Zunahme der Inzidenz und Prévalenz der CED beobachtet
(Kaplan, 2015; Ng et al., 2018). Von diesem Anstieg ist die Gruppe der Kinder und Jugendlichen
Uberproportional stark betroffen und es werden insbesondere mehr Patienten im Alter von <10 Jahren
beobachtet (Benchimol et al., 2014; Carroll et al., 2019). In Deutschland leben ca. 600.000 Menschen
mit einer CED und jeder flinfte Patient wurde im Kindes- oder Jugendalter diagnostiziert, meist im Alter
von (ber 7 Jahren (Buderus et al., 2015). Jingste Auswertungen von Versichertendaten einer grof3en
Krankenkasse bestétigen die Zunahme padiatrischer CED-Falle zwischen 2009-2013 in Deutschland
(Wittig et al., 2019). Die Inzidenz und Préavalenz der padiatrische CED <18 Jahre wurde von Wittig und
Kollegen mit 17,41/100.000 und 66,29/100.000 Kinder und Jugendliche errechnet (Wittig et al., 2019).

Besonderheiten der padiatrischen CED

Wird eine CED bereits im Kindes- oder Jugendalter diagnostiziert ist der Befall im Vergleich zu
erwachsenen Patienten haufig ausgedehnter und die Erkrankung aktiver (Israeli et al., 2014; Van
Limbergen et al., 2008). Beim MC ist haufig der obere Gastrointestinaltrakt (GIT) mitbetroffen und der
Dinndarm kann langstreckig befallen sein (Vernier-Massouille et al., 2008). Bei der CU wird haufiger
ein ausgedehnter Befall des Kolons beobachtet, welcher mit einem akuten und schweren Verlauf
assoziiert sein kann und zu hoheren Kolektomieraten im Kindesalter fihrt (Aloi et al., 2013; Gower-
Rousseau et al., 2009; Van Limbergen et al., 2008). Da Wachstum und Entwicklung zum Zeitpunkt der
Diagnose nicht abgeschlossen sind, betreffen viele Komplikationen ausschlieRlich péadiatrische
Patienten. Hierzu zéhlen sekundédrer Kleinwuchs, verzogerte Pubertdtsentwicklung oder eine
verminderte Knochendichte (Sanderson, 2014; Werkstetter et al., 2011). Der Umstand, dass das Alter
bei Diagnose den Phénotyp, den Verlauf und das therapeutische Ansprechen beeinflusst, wird auch in
den CED-Klassifikationen Rechnung getragen. Die Montreal Klassifikation fiihrte erstmals eine
pédiatrische Untergruppe fur Patienten <17 Jahre ein (pediatric-onset IBD) und die padiatrische Paris
Klassifikation unterscheidet nochmals Patienten <10 Jahren (early-onset IBD) (Levine et al., 2011;
Silverberg et al., 2005).



Pathogenese der CED: Genetik und intestinales Mikrobiom

Die Atiologie der CED ist komplex und multifaktoriell (Khor et al., 2011; Maloy und Powrie, 2011).
Im Zentrum der Pathogenese steht eine iberschiefende Reaktion des Immunsystems auf das intestinale
Mikrobiom (Gesamtheit aller Mikroorganismen) bei Individuen mit einer genetischen Pradisposition.
Erhohte Konkordanzraten bei eineiigen Zwillingen und ein erhdhtes Risiko unter Verwandten mit CED
weisen auf die Rolle genetischer Risikofaktoren hin, welche flir den MC eine gréRere Bedeutung haben
als fur die CU (Halme et al., 2006). Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) haben inzwischen mehr
als 230 genomische Regionen (enthalten vermutlich >300 krankheitsrelevante Gene) mit einer CED in
Verbindung gebracht und weisen eine CED als polygene Erkrankung aus (de Lange et al., 2017; Jostins
et al., 2012; Liu et al., 2015). Padiatrische GWAS Untersuchungen, welche tberwiegend jugendliche
CED-Patienten einschlossen, bestdtigen ebenfalls das polygene Modell (Imielinski et al., 2009;
Kugathasan et al., 2008). Viele dieser GWAS-identifizierten CED-Risikovarianten finden sich jedoch
auch in der Normalbevolkerung, haben eine geringe Effektstarke und beeinflussen meist die Gen-
expression anstelle des Genprodukts (McGovern et al., 2015). Die GWAS Arbeiten waren jedoch
wegweisend, da sie grundlegende Signalwege der CED-Pathogenese identifizierten. Hierzu zahlen
beispielsweise die epitheliale Barriere, die Erkennung von Bakterien durch den NOD2-Signalweg, die
Autophagie oder die Interleukin (IL)-23/T-Helferzellen (Th)-17-Immunantwort (Uhlig und Powrie,
2018). Das Hauptrisiko der polygenen CED wird durch proteincodierende Varianten in den Genen
NOD2, IL23R und ATG16L1 vermittelt (Khor et al., 2011; McGovern et al., 2015). Neben diesen
polygenen CED-Formen wurden seit der ersten Beschreibung von Patienten mit IL-10 Signaldefekten
durch Glocker und Kollegen im Jahr 2009 zahlreiche weitere Arbeiten mit monogenen Ursachen einer
CED veroffentlicht (Glocker et al., 2009; Uhlig, 2013).

Die rasche Zunahme der CED-Inzidenz in Industrienationen in nur wenigen Jahrzehnten kann durch
Genetik alleine nicht erklart werden. Steigende Zahlen von CED-Féllen aus Regionen mit bisher
niedrigen Pravalenzen (z.B. Asien und der Mittlere Osten) oder das erhthte CED-Risiko bei Migration
in L&nder mit westlichem Lebensstil weisen auf die Bedeutung von Umweltfaktoren und der Erndhrung
hin (Kaplan und Ng, 2017; Ng et al., 2018). Als Bindeglied zwischen Einfliissen aus der Umwelt
(z.B. durch Antibiotika, Erndhrung oder Stillen) und der Entziindungsreaktion im Darm steht das
intestinale Mikrobiom. Die Produkte wesentlicher CED-Risikogene, wie z.B. NOD2 oder ATG16L1,
sind an der Erkennung und Regulation intestinaler Mikroben beteiligt (Khor et al., 2011). Vor diesen
Erkenntnissen aus der Genetik wurde die Bedeutung des Mikrobioms fiir die CED daran erkannt, dass
es vornehmlich zur einer Entziindung in Darmabschnitten mit einer hohen Bakteriendichte kommt
(Schwerd und Koletzko, 2019). Beim MC verbessert die Ausleitung des Stuhls Uber ein protektives
Stoma die Entziindung im entlasteten Darm, wohingegen eine Re-Expaosition zu einer erneuten Zunahme
der Krankheitsaktivitét fuhrt (D'Haens et al., 1998; Janowitz et al., 1998; Rutgeerts et al., 1991). Ferner
kénnen Antibiotika-Kombinationen eine CED positiv beeinflussen (Breton et al., 2019; Levine et al.,
2019a).



Die Analyse des intestinalen Mikrobioms bei CED-Patienten mittels Hochdurchsatzsequenzierungen
zeigte, dass die mikrobielle Diversitat im Darm (alpha-Diversitat) mit zunehmender Darmentziindungs-
aktivitat abnimmt. Dies wird als Dysbiose bezeichnet und beschreibt eine Anderung in Struktur oder
Funktion des intestinalen Mikrobioms, die zu einem Ungleichgewicht zwischen kommensalen (sog.
Symbionten) und potenziell schadlichen Mikroorganismen (sog. Pathobionten) fihren kann und in der
Folge die Mikroben-Wirt-Interaktion stort. In wie fern die Dysbiose oder sogar einzelne Taxa
(Pathobionten) ursachlich flr die CED verantwortlich sind, ist bisher nicht verstanden, jedoch lassen
sich Veranderungen im mikrobiellen Okosystem bereits bei Diagnose nachweisen (Gevers et al., 2014).
Typische Verdnderungen beinhalten eine Reduktion von Clostridiales und speziell der Spezies
Faecalibacterium prausnitzii, und eine Zunahme der Enterobacteriales wie Escherichia coli (Wright et
al., 2015). Im Tiermodell fuhrt der Transfer einer MC-assoziierten Mikrobiota zu einer Entziindung des
Darms im Empfangertier (Schaubeck et al., 2016).

Therapie der CED in der Padiatrie

Ziel der CED-Therapie bei Kindern und Jugendlichen ist es, den naturlichen Krankheitsverlauf so zu
beeinflussen, dass eine ungestdrte korperliche und psychosoziale Entwicklung mdéglich ist und
Komplikationen vermieden werden (Ruemmele et al., 2014; Schwerd und Koletzko, 2017; Turner et al.,
2018a; Turner et al., 2018b). Dieses Ziel geht Hand in Hand mit der Forderung nach einem vollstandigen
und dauerhaften Ausheilen der entzlindeten Darmschleimhaut (sog. Mucosal Healing oder Deep
Remission) (Peyrin-Biroulet et al., 2015). Grundsétzlich unterscheidet man die Induktionstherapie zur
Behandlung der akuten Entziindung mit dem Ziel einer Remission, von einer Erhaltungstherapie,
welche den Zustand der Remission bewahren soll. In der Padiatrie stehen u.a. Glukokortikoide,
5-Aminosalicylate, Azathioprin, Methotrexat, Biologika, wie z.B. Infliximab oder Adalimumab, und die
exklusive Ernahrungstherapie (EET) beim MC zur Verfiigung. Chirurgische Therapien kommen bei

Komplikationen zum Einsatz.

Die EET stellt eine Besonderheit in der Therapie des MC dar, da es sich um eine rein diatetische
Intervention handelt. Die EET stellt die Therapie der ersten Wahl zur Remissionsinduktion im akuten
Erkrankungsschub bei Kindern und Jugendlichen mit luminalem MC dar (Ruemmele et al., 2014). Fur
sechs bis acht Wochen erhalten die Patienten eine vollbilanzierte, auf kuhmilcheiweiRbasierende
Formelnahrung zur ausschlieRlichen Erndhrung (Miele et al., 2018). Bei einer Kuhmilchproteinallergie
wird eine Elementardiat verwendet. Die EET ist in ihrer Effektivitat einer Therapie mit systemischen
Glukokortikoiden vergleichbar, hat jedoch deutlich weniger Nebenwirkungen (Dziechciarz et al., 2007;
Heuschkel et al., 2000; Miele et al., 2018). Weitere Vorteile der EET sind eine im Vergleich zu
Glukokortikoiden verbesserte Abheilung der Darmmukosa (Borrelli et al., 2006; Pigneur et al., 2018),
eine hohere Wachstumsgeschwindigkeit (Cohen-Dolev et al., 2018) und eine Zunahme der
Knochendichte (Werkstetter et al., 2013). Warum es durch die ausschlieBliche Zufuhr einer

Formelnahrung zur Remission der chronischen MC-Entziindung kommt, ist bisher nicht bekannt.



1.2 Zielsetzung

Chronische Entziindung im GIT fuhrt zu strukturellen Schaden (z.B. Stenosen, Fisteln), erhoht das
Risiko fir maligne Prozesse im Darm und kann zu Begleiterkrankungen fihren (z.B. Mangelerndhrung,
Osteoporose). Insbesondere strukturelle Schaden am GIT kdnnen Operationen notwendig machen und
langfristig zu Resektion von Darmabschnitten fiihren. Beginnt eine CED bereits im Kindes- oder
Jugendalter so miissen die Patienten iber mehrere Jahrzehnte effektiv behandelt werden. Dabei miissen
sowohl Ubertherapie mit moglichen Nebenwirkungen (z.B. Medikamententoxizitat, opportunistische
Infektionen durch Immunsuppression), wie auch eine unkontrollierte Entziindung vermieden werden.
Ein verbessertes Verstandnis der CED-Atiologie und der Therapien kann zum Erhalt einer dauerhaften
Remission beitragen, um die Integritat des GIT zu bewahren und das Risiko von Begleiterkrankungen

ZUu minimieren.

Ziel des Habilitationsprojekts war es daher, neue Erkenntnisse tiber Pathomechanismen, Diagnostik und
Therapien der péadiatrischen CED zu erlangen: Am Beispiel von Patienten mit monogenetischen
Erkrankungen wurden Mechanismen der intestinalen Homdostase beleuchtet (Teil 1). Dabei waren auch
Patientengruppen von Interesse, deren primérer Immundefekt nicht zu einer Dysregulation des
Schleimhautimmunsystems mit einer CED fuhrt (Teil 1). Nachdem die Identifikation von singuléren
Gendefekten als Ursache einer CED direkte Implikationen fiir die Betreuung und die Therapie dieser
seltenen Patienten hat, wurde ein diagnostischer Algorithmus fiir ,,monogene CED* entwickelt (Teil 2).
Die exklusive Erndhrungstherapie kann nebenwirkungsarm und sehr effektiv Remission beim MC
induzieren. Aufgrund der ausschlie8lichen Zufuhr eine Formelnahrung tiber mehrere Wochen ist sie
jedoch keine langfristige Therapieoption. Ein besseres Verstandnis der beteiligten Mechanismen stellt
die Grundlage fur eine Weiterentwicklung von diatetischen Interventionen bei CED in der Padiatrie dar
(Teil 3).

Die Habilitationsschrift umfasst klinisch-translationale und experimentelle Forschungsarbeiten, die sich

in die folgenden drei Teilbereiche gliedert:

Teil 1:  Monogenetische CED und weitere primare Immundefekte als Modellerkrankungen

fur das Verstéandnis des mukosalen Immunsystems

Teil 2:  Diagnostischer Algorithmus zur ldentifikation monogenetischer Formen einer

chronisch entziindlichen Darmerkrankung

Teil 3:  Exklusive Erndhrungstherapie (EET) bei padiatrischem Morbus Crohn: Klinische

Effektivitdt und Wirkmechanismen



2 Teilprojekte und Bedeutung der Arbeiten flir das Fachgebiet

2.1 Monogenetische CED und weitere primadre Immundefekte als

Modellerkrankungen fir das Verstandnis des mukosalen Immunsystems

Wie bereits in der Einflihrung dargelegt, sind chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) in der
Regel komplexe Erkrankungen, welche aus einer gestorten Interaktionen zwischen Umweltfaktoren und
dem Immunsystem bei polygenetischer Préadisposition resultieren (Khor et al., 2011; Maloy und Powrie,
2011; Uhlig und Powrie, 2018). Bei einer kleinen Subgruppe von Patienten ist ein einzelner Gendefekt
fiir die CED verantwortlich (Uhlig, 2013; Uhlig und Schwerd, 2016). Diese seltenen Defekte betreffen
meist Gene, die flr essenzielle Bestandteile des mukosalen Immunsystems oder die Epithelbarriere im
Darm kodieren und nicht durch andere Mechanismen kompensiert werden kdnnen. Daher geben sie

wichtige Einblicke in die grundlegenden Mechanismen der intestinalen Homdostase.

2.1.1 Impaired antibacterial autophagy links granulomatous intestinal inflammation in
Niemann-Pick disease type C1 and XIAP deficiency with NOD2 variants in Crohn's

disease.

Schwerd T, Pandey S, Yang HT et al. Impaired antibacterial autophagy links granulomatous
intestinal inflammation in Niemann-Pick disease type C1 and XIAP deficiency with NOD2 variants
in Crohn's disease. Gut 2017;66:1060-1073.

Eine gestorte Mikroben-Wirt-Interaktion ist ein wesentlicher Pathomechanismus bei einer CED,
insbesondere beim MC. Genvarianten, die die Erkennung (z.B. NOD2) und den intrazelluldren Abbau
von Bakterien beeinflussen (z.B. ATG16L1, IRGM), erhohen das Risiko fiir einen MC (Hugot et al.,
2001; Jostins et al., 2012; Khor et al., 2011). Der intrazellulare Abbau von phagozytierten Bakterien
findet in einem konservierten Prozess statt, welcher als anti-bakterielle Autophagie oder Xenophagie
bezeichnet wird (Lassen und Xavier, 2018). Stimulation des intrazellularen NOD2-Rezeptors mit dem
Liganden Muramyldipeptid (MDP) aus der Zellwand von Bakterien flhrt zur Induktion der Autophagie
und verbindet diese zwei wesentlichen Risikofaktoren des MC (Cooney et al., 2009; Homer et al., 2010;

Travassos et al., 2009).

In einer Kohorte von Patienten mit der lysosomalen Speichererkrankung Morbus Niemann-Pick Typ C1
(NPC1) wurden vermehrt Félle einer CED berichtet. Basierend auf dieser klinischen Beobachtung
wurden 14 NPC-Patienten aus mehreren internationalen NPC-Zentren beschrieben, welche zuséatzlich
zu neurologischen Symptomen meist im Kindesalter eine CED entwickelten (Schwerd et al., 2017a).
Die Penetranz einer CED bei NPC-Patienten wurde mit ca. 3-7% errechnet. Klinisch &hnelte die

Darmentziindung einem MC mit Befall des Kolons und schweren perianalen Verénderungen.



Bemerkenswert war der Nachweis von auffallend grolRen Granulomen in der Histologie. Nachdem
Granulome ein Hinweis auf einen Defekt im Verdau von Bakterien durch Phagozyten sind, wurde diese
Achse bei Patienten mit NPC1 untersucht. Hier zeigte sich, dass Mutationen im NPC1-Gen den
intrazelluldren Autophagieprozess und damit auch den Abbau von Mikroben in Makrophagen stéren.
Davon war auch die NOD2-induzierte Xenophagie betroffen, ohne einen Effekt auf die NOD2-
vermittelte Zytokinproduktion bei NPC-CED Patienten zu haben. Zum Vergleich wurden Patienten mit
MC-assoziierten NOD2-Mutationen oder einer XIAP-Defizienz herangezogen, da beide Gene das
Risiko flr eine granulomatse Darmentziindung erhéhen. XIAP-Defekte verursachen einen primaren
Immundefekt, welcher durch Immundysregulation und granulomatéser CED in ca. einem Funftel der
XIAP-defizienten Patienten gekennzeichnet ist (Aguilar et al., 2014). Die Ubiquitinligase XIAP bindet
an den aktivierten NOD2-Rezeptor und ist im Komplex mit RIPK2 essentiell fur die NOD2-
Signalkaskade (Damgaard et al.,, 2013; Damgaard et al., 2012). Untersuchungen an priméren
Makrophagen zeigten, dass sowohl bei NOD2-Mutationen als auch bei XIAP-Mutationen ein Defekt in
der MDP-stimulierbaren Xenophagie vorliegt, wobei aber zusétzlich die MDP-vermittelte Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine betroffen ist. Induktion der Xenophagie mit dem zugelassenen
Neuroleptikum Chlorpromazin fihrte unabhdngig von dem NPC1-Defekt zu einem effektiven
zellvermittelten Abbau von Salmonellen oder E. coli in Makrophagen in vitro (Schwerd et al., 2017a).

Diese Arbeit untersuchte Patienten mit Mutationen in drei unterschiedlichen Genen (NOD2, XIAP und
NPC), welche zu einem dhnlichen klinischen Phanotyp, einer granulomatdsen Colitis, fiihren. Alle Gene
kodieren flr Schlisselmolekiile der anti-bakteriellen Autophagie, jedoch auf unterschiedlicher Hoéhe in
der Kaskade (Schwerd et al., 2017a). Dies unterstreicht die Bedeutung der NOD2-vermittelten anti-
bakteriellen Autophagie fur eine CED und verbindet polygene mit monogenen Risikofaktoren. Die
zentrale Rolle der anti-bakteriellen Autophagie zeigt sich auch an der Identifikation eines weiteren
Gendefekts in TRIM22 bei Patienten mit CED und Granulomen in der Histologie. TRIM22 kodiert fiir
eine Ubiquitinligase, welche wie XIAP oder NPC1 unterhalb des Rezeptors NOD?2 arbeitet (Li et al.,
2016). Obwohl die Penetranz einer CED bei NPC-Patienten mit 3-7% niedrig ist, liegt sie doch deutlich
tber der von NOD2-Risikovarianten (Yazdanyar et al., 2010). Die Ergebnisse zeigen auch, dass ein MC
nicht notwendigerweise als Folge einer mangelnden Induktion entziindlicher Zytokine (z.B. TNF, IL-6,
IL-8) durch den NOD2-Rezeptor erachtet werden sollte. Vielmehr kdnnten der Autophagiedefekt und
der mangelnde Abbau von Bakterien, welche in die Darmwand eingedrungen sind, verantwortlich sein.
Verbleibende Bakterienbestandteile in der Lamina propria kdnnten zu einer Aktivierung von Zellen des
angeborenen Immunsystems und zur Induktion von chronischer Entziindung fihren. In diesem Kontext
erscheint die Induktion der Autophagie ein interessanter therapeutischen Ansatz, da eine CED bisher

primdr immunsuppressiv und anti-entziindlich behandelt wird (Ruemmele et al., 2014).



2.1.2 NOX1 loss-of-function genetic variants in patients with inflammatory bowel disease.

Schwerd T, Bryant RV, Pandey S et al. NOX1 loss-of-function genetic variants in patients with
inflammatory bowel disease. Mucosal Immunol 2018;11:562-574.

Im Gastrointestinaltrakt trennt ein einschichtiges Zylinderepithel die Mikroben im Darmlumen von den
Immunzellen in der Lamina propria. Um die Barrierefunktion aufrecht zu erhalten nutzt das Epithel
verschiedene Mechanismen (Pastorelli et al., 2013; Turner, 2009). Varianten in GWAS-identifizierten
Kandidatengenen, welche fir epitheliale Funktionen codieren, erhéhen das Risiko flr eine CED (z.B.
GNA12, HNF4A, MUC19, oder XPB1) (Jostins et al., 2012; Khor et al., 2011). Zusatzlich zeigt sich die
Bedeutung der epithelialen Barriere an monogenetischen Erkrankungen, welche Komponenten einer
intakten Epithelfunktion betreffen und mit einer hohen Penetranz eine CED auslésen (Uhlig und
Schwerd, 2016). In Vorarbeiten von Hayes und Kollegen wurde eine seltene Mutation in NOX1 p.P330S
und die Assoziation des NOX1-Polymorphismus p.D360N mit einer CU in aschkenasischen Juden
beschrieben (Hayes et al., 2015). NOX1 ist die katalytische Untereinheit der Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase NOX1. Sie besteht aus insgesamt funf Untereinheiten (NOX1,
p22phox, NOXA1, NOXO1, und Racl-GTP) und bildet die reaktive Sauerstoffspezies
Superoxidanionen (Bedard und Krause, 2007; Lambeth, 2004). Im Gegensatz zum strukturhomologen
NOX2, welches in Phagozyten exprimiert wird und Ursache des primaren Immundefekts septische
Granulomatose sein kann, wird die NADPH-Oxidase 1 im Darmepithel exprimiert (Jones und Neish,
2017; Szanto et al., 2005). Die Expression von NOX1 nimmt im Darm von proximal nach distal zu und

folgt damit der physiologischen Bakteriendichte im Gastrointestinaltrakt.

Die Arbeit beschreibt die Identifikation und Charakterisierung von sechs weiteren, seltenen
Genvarianten in NOX1 in acht mannlichen Patienten mit friihkindlicher Darmentziindung (Schwerd et
al., 2018). Der Indexpatient wurde im Alter von funf Jahren mit einer unklassifizierten Colitis
diagnostiziert. Mittels einer Genomsequenzierung wurde bei diesem Patienten eine neue hemizygote
Variante in NOX1 (NM_007052; c.A364C; p.N122H) entdeckt. Diese Missense-Variante war bisher in
keiner Datenbank beschrieben, kodierte fiir eine evolutiondr konservierte Aminosaure und der
Vorhersage nach storte sie die Proteinfunktion. In der funktionellen Aufarbeitung mit Zelllinien,
priméren Biopsien und Organoiden aus dem Kolon des Patienten zeigte sich, dass p.N122H zu einem
vollstdndigen Verlust der Bildung von Superoxidanionen flihrte. Um weitere Patienten mit NOX1-
Mutationen zu charakterisieren wurden Ergebnisse von Exom-Sequenzierungen von 1.878 Patienten mit
pédiatrischer CED analysiert. Hier wurden sieben mannliche Patienten und funf zusétzliche, nicht-
synonyme seltene NOX1-Varianten entdeckt. Alle Patienten waren friih an einer Kolitis mit schwerem
Verlauf erkrankt (Alter bei Diagnose zwischen 1,8 bis 10,5 Jahren). Entsprechend dem
Expressionsmuster von NOX1 betraf die Entziindung bei allen Patienten das Kolon. In Experimenten
mit der Zelllinie HCT116 fihrten die Uberexprimierten NOX1-Varianten zu einem unterschiedlich stark

ausgepragten Verlust der Produktion von Superoxidanionen. Wahrend die Varianten p.N122H und
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p.T497A in einem kompletten Verlust resultierten, wurde eine variable Reduktion der Superoxid-
anionen-Produktion durch die Varianten p.Y470H, p.R287Q, p.167M und p.Q293R beobachtet. In
diesen Versuchen wurden zum Vergleich die bereits beschriebenen Varianten p.P330S und der NOX1-
Polymorphismus p.D360N (rs34688635) mituntersucht. Sie zeigten im Vergleich zum Wildtyp
moderate Effekte auf die Superoxidanionen-Produktion. Nachdem neben seltenen Varianten auch
haufige Polymorphismen in NOXL1 fiir die Entstehung einer Colitis relevant sein kdnnten, wurde in einer
Assoziationsstudie mit 9.513 gesunden Kontrollen und 11.140 CED-Patienten europdischer
Abstammung die Bedeutung des Polymorphismus p.D360N untersucht. Obwohl dieser mit einer CU bei
aschkenasischen Juden assoziiert war (Hayes et al., 2015), wurde keine Assoziation mit einer CED in
der europdischen Bevdlkerung gefunden (Schwerd et al., 2018). Um den Stellenwert von genetischen
Verdnderungen in NOX1 zu bewerten, wurde aus dem EXAC Datensatz (Exome Aggregation
Consortium, ExAC) die Anzahl hemizygoter NOX1-Mutationen (Missense-, Nonsense- oder
Frameshift-Mutation) mit der Anzahl in NOX2 verglichen. Die Analyse ergab, dass NOX1-Mutationen
weitaus haufiger in der Bevolkerung vertreten waren als NOX2-Mutationen (Schwerd et al., 2018).

Die hier dargestellten Untersuchungen zeigen, dass seltene NOX1-Mutationen bei CED-Patienten zu
einem Varianten-spezifischen Verlust der NADPH-Oxidase 1 Aktivitdt fihren. Verschiedene
Mechanismen, wie dies fur eine CED prédisponiert, wurden diskutiert. Superoxidanionen werden
konstitutiv produziert und sind in Kolonkrypten nachweisbar (Schwerd et al., 2018). Eine anti-
bakterielle Schutzwirkung gegen eine Kolonisierung der Darmkrypten wurde postuliert (Pastorelli et al.,
2013; Turner, 2009). Alternativ kommt ein verandertes Grenzflachenmilieu in Betracht, welches eine
mikrobielle Dysbiose beglnstigt. Dieser Mechanismus wurde auch als Erklarung der intestinale
Inflammation bei Patienten mit familidrer Diarrhoe in Betracht gezogen (Fiskerstrand et al., 2012;
Janecke et al., 2015; Muller et al., 2016). Weiteren Einfluss auf die epitheliale Barriere lben NOX1-
Superoxidanionen uber einen Effekt auf die Differenzierung des Darmepithels oder die Funktion
schleimproduzierender Becherzellen aus (Coant et al., 2010; Patel et al., 2013; Treton et al., 2014). Trotz
des teilweise kompletten Funktionsverlustes von NOX1 durch einige Mutationen und der pleiotropen
Funktionen auf das Epithel wurden keine vermehrten Infektionen mit Enteropathogenen bei NOX1-
defizienten Patienten beobachtet. Diese Beobachtung spiegeln auch Infektionsexperimente mit
Salmonellen in Nox1 knockout Mausen wieder (Chu et al., 2016). In Anbetracht der Haufigkeit von
Genvarianten in NOX1 im Vergleich zu NOX2 in der gesunden Bevdlkerung, stellen NOX1-Mutationen
eher einen CED-Suszeptibilitatsfaktor dar und sind keine Ursache einer monogenen CED mit hoher
Penetranz (Schwerd et al., 2018). In Analogie mit dieser Schlussfolgerung ist im Tiermodell eine Nox1-
Defizienz fiir eine Kolitis nicht ausreichend, wahrend sie bei 11-10 knockout Mé&use zu einer friher-
beginnenden und schwerer ausgepragten Darmentziindung flihrt (Treton et al., 2014). Interessanterweise
pradisponieren auch Mutationen in DUOX2, einem anderen Mitglied der NADPH-Oxidasen Familie,
fiir eine CED. Dies unterstreicht die Bedeutung der NADPH-Oxidasen fiir die intestinale Homdostase
(Hayes et al., 2015; Levine et al., 2016).
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2.1.3 A biallelic mutation in IL6ST encoding the GP130 co-receptor causes

immunodeficiency and craniosynostosis.

Neben Immun- und Epitheldefekten, welche mit einer Darmentziindung einhergehen, geben auch
seltene Mutationen, welche zu einem Immundefekt fihren, aber keine Darmentziindung verursachen,

wichtige Einblicke in Mechanismen und Signalwege der intestinalen Homoostase.

Schwerd T, Twigg SRF, Aschenbrenner D et al. A biallelic mutation in IL6ST encoding the GP130

co-receptor causes immunodeficiency and craniosynostosis. J Exp Med 2017;214:2547-2562.

Diese Arbeit beschreibt eine Patientin konsanguiner Eltern, welche sich mit wiederkehrenden
Infektionen, Hautekzem und schweren Veranderungen am Skelettsystems, wie Skoliose und einer
Kraniosynostose, présentierte (Schwerd et al., 2017b). Die Infektionen machten wiederholte
Antibiotikatherapien und Krankenhausaufenthalte notwendig und flhrten zur Ausbildung von
Bronchiektasen. Laborchemisch fielen ein deutlich erhohtes IgE und intermittierend eine Eosinophilie
auf. Eine Akute-Phase-Reaktion war selbst bei schwersten Infektionen nur wenig ausgeprégt und die
Patientin entwickelte kein Fieber (Schwerd et al., 2017b). Der Phénotyp erinnerte an Patienten mit einem
autosomal-dominanten Hyper-Ige-Syndrom (AD-HIES) mit Mutationen in STAT3, welches als
Transkriptionsfaktor pleiotrope Zytokinsignale vermittelt (u.a. IL-6, IL-11, I1L-10 oder IL-21)
(Grimbacher et al., 1999; Grimbacher et al., 2005; Holland et al., 2007; Minegishi et al., 2007). Die
genetische Aufarbeitung der Patientin ergab einen Defekt im Gen Interleukin-6-Signal-Transducer
(IL6ST; ¢.1210A>T; p.N404Y), welches fiir das Membranprotein GP130 kodiert. Die Mutation war in
keiner Datenbank nachweisbar und die Aminoséure Asparagin an der Position 404 hochkonserviert.
GP130 ist als essentieller Ko-Rezeptor verantwortlich fiir die Signalvermittlung der IL-6 Zytokinfamilie
(O'Shea und Plenge, 2012; Sims, 2009). Dazu zéhlen IL-6, IL-11, IL-27, Leukemia Inhibitory Factor
(LIF), Oncostatin M (OSM), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), Cardiotrophin 1 (CT1) oder
Cardiotrophin-like cytokine (CLC). Die Signaltransduktion ber GP130 fuhrt zur Aktivierung des
JAK/STAT Signalweges, insbesondere zur Phosphorylierung von STAT1 und STAT3, und des
RAS/MAPK Signalweges (O'Shea und Plenge, 2012). Der funktionelle Effekt der Mutation p.N404Y
wurde in Versuchen an priméren Zellen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und Fibroblasten) der Patientin
und in in vitro Modellen zur STAT1/3-Phosphorylierung untersucht. Hier zeigte sich ein vollstandiger
Verlust des IL-6 und des IL-11 Signals und eine Reduktion der Signale von IL-27 und OSM. Die Zellen
reagierten aber weiterhin auf Stimulation mit LIF. Der lentivirale Transfer von Wildtyp-GP130 in
primére Fibroblasten fiihrte zur Rekonstitution des IL-6 und IL-11 Signals. Immunologisch waren bei

der Patientin Th17-Zellen nachweisbar, jedoch fand sich eine reduzierte Zahl an Gedachtnis B-Zellen.

Folgenden Erkenntnisse wurden aus dieser Arbeit gezogen: Erstmals wurde anhand einer Patientin ein
neuer primérer Immundefekt durch Mutation in IL6ST (GP130-Defizienz) beschrieben, der sich durch

Immundefizienz, Skelettfehlbildungen und der Stérung mehrerer Zytokinsignale (IL-6, IL-11, IL-27,
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and OSM) auszeichnet (Schwerd et al., 2017b). Die phanotypische Uberlappung zwischen dieser
GP130-Patientin und Patienten mit AD-HIES durch STAT3-Mutationen erlaubt eine Eingrenzung der
ursachlichen Signalwege auf IL-6 und IL-11, welche fir die wesentlichen Pathologien verantwortlich
sind (Minegishi und Saito, 2011; Schwerd et al., 2017b). IL-6 spielt als Zytokin eine zentrale Rolle in
der Aktivierung und Differenzierung von T- und B-Zellen und in der Auslésung einer Akute-Phase-
Reaktion (Hunter und Jones, 2015). Die pulmonale Infektionsanfalligkeit und die Abwesenheit von
Fieber sind gut mit dem defekten IL-6 Signalweg erkléarbar. Skelettfehlbildung sind in dieser (IL6ST)
und anderen Arbeiten (IL-11R, STAT3) mit verschiedenen Defekten der IL-11 Zytokinkaskade
assoziiert worden (Keupp et al., 2013; Nieminen et al., 2011; Schwerd et al., 2017b; Twigg und Wilkie,
2015). In der Zwischenzeit wurde durch Shahin und Kollegen ein weiterer Patient mit GP130-Defizienz
beschrieben (Shahin et al., 2019). Die immunologische Aufarbeitung beider Patienten zeigte, dass ein
fehlendes IL-6 Signal zu einer beeintrachtigten Differenzierung von Th-17 Zellen fuhrt (Schwerd et al.,
2017Db; Shahin et al., 2019).

GP130-Defizienz ist nicht mit einer CED assoziiert. Dies ist interessant, da IL-6 ein wichtiger Botenstoff
fiir die Aufrechterhaltung der epitheliale Barriere ist (Friedrich et al., 2019; Zhou und Sonnenberg,
2018). So induziert IL-6 beispielweise in Epithelzellen die Mukusbildung oder induziert in Innate
Lymphoid Cells 3 protektives IL-22 (Fung et al., 2016; Kuhn et al., 2017). Da IL-6 auch ein wesentliches
Uberlebenssignal fir pro-inflammatorische T-Zellen ist, kénnte das fehlende IL-6 Signal eine
maladaptive T-Zellantwort in der Lamina propria verhindern und fur die eingeschrankte Epithel-
funktion kompensieren (Hunter und Jones, 2015). Dieser Mechanismus kénnte auch bei Patienten mit
AD-HIES oder einem defekten IL-6-Rezeptor zu tragen kommen, welche ebenfalls keine CED haben
(Grimbacher et al., 1999; Grimbacher et al., 2005; Holland et al., 2007; Spencer et al., 2019).

2.1.4 A recessive form of extreme macrocephaly and mild intellectual disability
complements the spectrum of PTEN hamartoma tumour syndrome.

Schwerd T, Khaled AV, Schurmann M et al. A recessive form of extreme macrocephaly and mild
intellectual disability complements the spectrum of PTEN hamartoma tumour syndrome. Eur J Hum
Genet 2016;24:889-94.

Autosomal dominante Mutationen in Phosphatase and Tensin Homolog-Gen PTEN verursachen eine
klinisch heterogene Gruppe von Erkrankungen welche unter dem Begriff PTEN-Hamartom-Tumor-
Syndrom (PHTS) zusammengefasst werden (Mester und Eng, 2013). Betroffene Patienten leiden an
Malignomen, mukokutane Hamartomen, Makrozephalie, sowie geistiger Retardierung oder Autismus-
Spektrum-Stérungen. PTEN ist eine Phosphatase und reguliert als Gegenspieler der Phosphoinositid-3-
Kinase (PI3K) den Second Messenger Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3). PTEN steuert

damit zahlreiche zelluldre Funktionen, wie z.B. Proliferation, Differenzierung oder Zellstoffwechsel
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(Hopkins et al., 2014; Song et al., 2012; Stambolic et al., 1998). Dies betrifft auch die Funktionen von
T- und B-Zellen und fiihrt bei PHTS Patienten zu einem primaren Immundefekt (Nunes-Santos et al.,
2019; Okkenhaug, 2013). In diesem Zusammenhang wurden Infektanfalligkeit, Immundysregulation
mit Autoimmunitat, lymphatische Hyperplasie, Defekte in der B-Zell Differenzierung, Hypogamma-
globulindmie oder eine CED beschrieben (Browning et al., 2015; Chen et al., 2017; Driessen et al., 2016;
Heindl et al., 2012; Tsujita et al., 2016).

Bei der Aufarbeitung von Patienten mit PHTS und méglichen Immunphénotypen entstand eine Arbeit,
welche eine homozygote seltene pathogene PTEN-Mutation (NM_000314.4: chr10:9.89711927T>C;
c.545T>C; p.LeulB82Ser) bei zwei Geschwistern blutsverwandter Eltern tlrkischer Abstammung
charakterisiert (Schwerd et al., 2016b). Die beiden Geschwister (15 und 18 Jahre alt) fielen durch eine
progrediente Makrozephalie und geistige Retardierung auf. Homozygote oder compound heterozygote
Mutationen in PTEN wurden bei Menschen bisher nicht beschrieben und in Mausen ist eine homozygote
pten Deletion durch Stérung der Organogenese letal (Stiles et al., 2004). Nachdem die Eltern Trager der
heterozygote Genmutation sind, jedoch bis zum Alter von 45 Jahren keine Pathologien zeigten, ist davon
auszugehen, dass die Mutation in ihrer heterozygoten Form einen hypomorphen Effekt hat. Im
homozygoten Zustand kann dieser PTEN-Defekt jedoch nicht mehr ausreichend kompensiert werden
und es kommt zum PHTS. Abgesehen von hypertrophischen Adenoiden in einer Patientin waren keine
weiteren Symptome einer Immundysregulation offensichtlich. Dies ist interessant, da die homozygote
PTEN-Mutation einen nachweisbaren funktionellen Effekt in primaren B-Zelllinien hatte und zu einer
Hyperphosphorylierung von S6 (PI3K/AKT-Substrat) fiihrte (Schwerd et al., 2016b). Warum PTEN-
Mutationen nur eine unvollstdndige Penetranz des Immunphénotyps verursachen, ist bisher nicht
bekannt. Eine Genotyp-Phanotyp-Korrelationen oder der Einfluss modifizierender Genvarianten werden
diskutiert. Die Arbeit erweitert das Spektrum an PTEN-Mutationen und zeigt, dass unter bestimmten
Voraussetzungen homozygote PTEN-Mutationen bei Menschen auftreten kénnen (Schwerd et al.,
2016b).

2.2 Diagnostischer Algorithmus zur Identifikation monogenetischer Formen einer

chronisch entzindlichen Darmerkrankung

Uhlig HH, Schwerd T, Koletzko S et al. The diagnostic approach to monogenic very early onset

inflammatory bowel disease. Gastroenterology 2014;147:990-1007 e3.

Uhlig HH, Schwerd T. From Genes to Mechanisms: The Expanding Spectrum of Monogenic
Disorders Associated with Inflammatory Bowel Disease. Inflamm Bowel Dis 2016;22:202-12.

Schwerd T, Koletzko S. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen. Monatsschrift Kinderheilkunde
2017;165:257-270.

14



Schwerd T, Uhlig HH. Chronisch-entziindliche Darmerkrankung und Immundefekte. Monatsschrift
Kinderheilkunde 2017;165:1092-1101.

Durch den Fortschritt in der DNA-Sequenzierungstechnologie wurden in den vergangenen Jahren mehr
als 60 monogenetische Defekte beschrieben, die mit einer Darmentzlindung assoziiert sind (Uhlig und
Schwerd, 2016). Sie storen uber verschieden Mechanismen die intestinale Immunhomdostase und gehen
haufig mit einem priméren Immundefekt einher. Zu diesen Defekten zahlen Stdérungen der
Epithelbarriere, Dysfunktionen von Granulozyten und/oder Monozyten/Makrophagen, Pathologien in
der Selektion oder Aktivierung von T- oder B-Zellen oder fehlende Inhibitionsmechanismen, welche zu
Hyper- oder Autoinflammation flhren, wie z.B. der Wegfall der IL-10 Signalkaskade oder eine
Dysfunktion regulatorischen T-Zellen (Uhlig, 2013; Uhlig und Schwerd, 2016). Eine CED auf dem
Boden eines monogenetischen Defekts muss sich weder endoskopisch noch histologisch von einer
idiopathischen (polygenen) CED unterscheiden und kann das einzige Symptom eines primaren
Immundefekts sein. Monogenetische CED sind seltene Erkrankungen mit einer geschéatzten Pravalenz
zwischen 1:10.000 bis 1:10.000.000 (Uhlig, 2013). Diese Varianten werden daher in GWAS nicht
detektiert.

Obwohl diese Defekte als ,,monogen bezeichnet werden, liegt bei der Mehrzahl der Erkrankungen
keine vollstandige Penetranz der intestinalen Darmentziindung vor (Schwerd und Uhlig, 2017; Uhlig
und Schwerd, 2016). Monogenetische CED umfasst vielmehr ein Spektrum unterschiedlicher
Penetranzen des CED-Phéanotyps. Eine vollstandige Penetranz liegt beispielsweise fiir die 1L-10
Signaldefekte vor. Hier erkranken alle Mutationstrager innerhalb der ersten drei Lebensmonate an einer
Kolitis (Engelhardt et al., 2013; Glocker et al., 2009; Kotlarz et al., 2012). Fir die XIAP-Defizienz ist
eine intermediare Penetranz aus den veroffentlichen Féallen mit und ohne CED errechnet worden, sie
liegt bei ca. 20-30% (Aguilar et al., 2014; Speckmann und Ehl, 2014; Speckmann et al., 2013; Zeissig
et al., 2015). Weitere monogenetische Erkrankungen mit einer mittleren CED-Penetranz sind
beispielsweise das IPEX-Syndrom (Kolitis), die Septischen Granulomatose oder das Hermansky-Pudlak
Syndrom 1 oder 4 (Uhlig und Schwerd, 2016). Tréger einer homozygoten bzw. compound heterozygoten
NOD2-Mutation erkranken bis zum Alter von 50 Jahren in nur 1,5% an einer CED (Yazdanyar et al.,
2010). Diese NOD2-Mutationen stellen daher den Scheitelpunkt dar, zwischen den monogenetischen
CED-Formen mit inkompletter Penetranz und den GWAS-identifizierten CED-Risikovarianten mit
minimalen Effektstarken (Uhlig und Schwerd, 2016).

Basierend auf einer Auswertung des Krankheitsbeginns bei monogenen CED-Féllen zeigte sich, dass
trotz der unterschiedlichen Penetranz die meisten Patienten mit monogenen CED-Erkrankungen in den
ersten sechs Lebensjahren symptomatisch werden. Dies rechtfertigte die Definition einer Altersgrenze
fir frahkindliche Darmentziindungen (very early onset IBD, VEO-IBD), welche verddchtig auf eine

monogene Grunderkrankung ist, auf Patienten in den ersten sechs Lebensjahren (Uhlig et al., 2014).
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Bisherige Leitlinien zur CED-Diagnostik fokussierten auf Kinder unter zwei Jahren (Levine et al.,
2014a). Die Grenze von sechs Jahren ist jedoch nicht als absolut zu verstehen, da fir einige Gendefekte

ein variabler Beginn der CED beschrieben wurde (z.B. XIAP-Defizienz).

Eine monogenetische CED bei einem Patienten zu diagnostizieren ist eine klinische Herausforderung.
Zum einen liegt nur bei einem Bruchteil der Patienten mit einer Entziindung im GIT eine
monogenetische CED vor. Zum anderen ist das Spektrum an Phanotypen dufRerst breit und es gibt keine
spezifischen Merkmale fiir eine monogene CED im Vergleich zu einer idiopathischen (polygenen) CED.
Die richtige Diagnose ist jedoch von groRer Bedeutung, da sich hieraus fiir den einzelnen Patienten
direkte Konsequenzen ableiten kénnen (Schwerd und Uhlig, 2017; Uhlig et al., 2014). Hierzu zéhlen
individuelle Behandlungsoptionen (wie z.B. Stammzelltransplantation oder der Einsatz von
Medikamente die nicht zum CED-Standardrepertoire zdhlen), genetische Familienberatung oder
spezifische Vorsorgeuntersuchungen (wie z.B. Infektions- und Tumorscreening) (Schwerd und Uhlig,
2017). Eine Stammzelltransplantation (SZT) kann bei einem Defekt im hamatopoetischen System
heilend sein. Resultiert die Genmutation jedoch in einen epithelialen Defekt, so hat eine SZT keine
Wirkung (Kammermeier et al., 2014). Daher haben wir klinische Kriterien und einen diagnostischen
Algorithmus entwickelt, der den behandelnden Arzt bei der Diagnose einer monogenen CED unterstitzt
(Schwerd und Uhlig, 2017; Uhlig et al., 2014).

Zu Beginn des Algorithmus steht der Ausschluss von Differentialdiagnosen fir eine CED und die
vollstdndige CED-Diagnostik nach den Porto-Empfehlungen (Levine et al., 2014a; Schwerd und
Koletzko, 2017). Anamnestische und klinische Kriterien, welche an eine monogene CED denken lassen
sollten, sind ein friiher Beginn der CED, d.h. vor dem sechsten Lebensjahr, eine positive
Familienanamnese fur CED, extraintestinale Befunde (u.a. Autoimmunitat, Immundysregulation,
Infektionen oder Tumoren) oder ein schwerer bzw. therapierefraktarer CED-Verlauf (Schwerd und
Uhlig, 2017; Uhlig et al., 2014). Der diagnostische Algorithmus basiert auf zwei parallelen Strategien.
Eine Strategie verfolgt die Phanotypisierung und funktionelle Untersuchungen des Immunsystems mit
anschlielender Bestatigung der Verdachtsdiagnose durch gezielte Gendiagnostik. Hier muss
einschrénkend hinzugefigt werden, dass nur fur wenige Erkrankungen spezifische diagnostische Tests
zu Verfugung stehen (wie z.B. Septische Granulomatose, XIAP-Defizienz, IL-10-Rezeptor-Defekte).
Die zweite Strategie sieht den direkten Einsatz der genetischen Hochdurchsatzsequenzierung vor, um
das Kandidatengen zu identifizieren (genetisches Screening durch Multi-Gen-Panel oder
Exomsequenzierung). Nach der Sequenzierung bendtigen alle genetischen Methoden eine sorgsame
bioinformatische Aufarbeitung, um die Relevanz der Genvarianten richtig einzuordnen (pathogen,
wahrscheinlich pathogen, wahrscheinlich gutartig, gutartig, Signifikanz unklar). Da zahlreiche
Varianten in den Genen eine unklare Signifikanz haben, sollte eine funktionelle Validierung stets
angestrebt werden (Schwerd und Uhlig, 2017; Uhlig et al., 2014). Dies bleibt hdufig Forschungslaboren

vorenthalten.
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Die Bedeutung dieses Algorithmus fir die Identifikation von monogener CED wurde in einem
Fallbericht unterstrichen (Quaranta et al., 2018). Bei einem Patienten mit einer schweren und
therapierefraktaren CED fuhrte die Exomsequenzierung im Alter von 41 Jahren zur Diagnose einer
XIAP-Defizienz (Quaranta et al., 2018). Die entdeckte XIAP-Mutation (c.145C>T) resultierte in einem
Stopcodon mit einem vorzeitigen Abbruch des Proteins (p.R49*), wodurch es zu einem kompletten
Verlust der Proteinexpression und der NOD2-Signaltransduktion kam (s. Teil 1). Aufgrund zahlreicher
Darmoperationen und einem hohen Jejunostoma benétigte der Patient eine heimparenterale Erndhrung
und wurde fiir eine Darmtransplantation evaluiert. Die Diagnose einer XIAP-Defizienz &nderte das
therapeutische VVorgehen. Die geplante Darmtransplantation wurde ausgesetzt und eine hdmatopoetische
SZT diskutiert. Bei diesem Patienten hatte mit einer friilhen genetischen Diagnostik mdglicherweise
schwerwiegende Komplikationen am Darm verhindert werden kdnnen und dem Patienten ware viel Leid
und zahlreiche Krankenhausaufenthalte erspart geblieben. Der Fallbericht zeigt auch, dass eine
frihzeitige genetische Diagnose dem Gesundheitssystem Kosten ersparen kann (Quaranta et al., 2018).

2.3 Exklusive Erndhrungstherapie (EET) bei padiatrischnem Morbus Crohn: Klinische

Effektivitat und Wirkmechanismen

Wie bereits einleitend beschrieben, stellt die EET die Therapie der ersten Wahl zur Remissionsinduktion

beim aktiven luminalen MC im Kindes- und Jugendalter dar (Ruemmele et al., 2014).

2.3.1 Repeated exclusive enteral nutrition in the treatment of paediatric Crohn's disease:

predictors of efficacy and outcome.

Frivolt K*, Schwerd T*, Werkstetter KJ et al. Repeated exclusive enteral nutrition in the treatment
of paediatric Crohn's disease: predictors of efficacy and outcome. Aliment Pharmacol Ther
2014;39:1398-407. (*both authors contributed equally)

In dieser Arbeit wurde das klinische Ansprechen auf die EET und die 1-Jahres Rezidivrate nach EET in
unserem Kollektiv padiatrischer MC-Patienten untersucht (Frivolt et al., 2014). Da es bisher kaum Daten
tber die Effektivitat und den Verlauf nach einer wiederholten EET gab, wurde diese ebenfalls evaluiert.
Hierzu wurden alle Patientenverldaufe nach Beginn einer EET zwischen den Jahren 2004 und 2011
retrospektiv ausgewertet und die Krankheitsaktivitdt mit einem Score (mathematically weighted
Paediatric Crohn’s Disease Activity Index, WPCDAI) beurteilt. Dieser mathematisch gewichtete Score
hat eine hohe Trennscharfe zwischen unterschiedlichen Krankheitsaktivitaten (Turner et al., 2012).
Zusétzlich waren alle Bewertungskriterien des wPCDAI systematisch in den Akten erfasst worden und
erlaubten die retrospektive Auswertung. Als Besonderheit dieser Arbeit wurde Remission (WPCDAI
<12,5 Punkte) nicht unter EET sondern erst vier Wochen nach Wiedereinfiihrung der Normalkost

beurteilt. Ein erneuter Anstieg des wWPCDAI (ber 12,5 Punkte, eine Eskalation der Therapie, eine
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Operation oder eine erneute EET wurde als Rezidiv gewertet. Modulen IBD® (Nestlé Health Science)

wurde als Formelnahrung der EET von 45/52 Patienten verwendet.

Anhand von 52 Patienten (mittleres Alter 13,2 Jahre) zeigte sich, dass eine initiale EET sehr erfolgreich
Remission bei pédiatrischen Patienten induziert (48/52 Patienten, 92%), welche mit einer Verbesserung
des Body-Mass-Index (BMI) und einer Reduktion der Entziindungsparameter einherging (Frivolt et al.,
2014). Obwohl mehr als 80% eine moderate bis schwere Krankheitsaktivitdt zu Beginn der EET
aufwiesen, normalisierten sich die Entziindungswerte bei ca. der Halfte der Patienten. Ahnlich hohe
Remissionsraten wurden von zahlreichen anderen Zentren berichtet (Buchanan et al., 2009; Grogan et
al., 2012; Lee et al., 2015; Levine et al., 2014b; Rubio et al., 2011). Unsere Ergebnisse bestatigen damit
die hohe Effektivitat einer initialen EET beim aktiven MC bei Kindern und Jugendlichen. Eine zweite
EET wurde in unserer Kohorte von 26 Patienten durchgefiihrt und bei 20 Patienten wurde Remission
induziert (77%) (Frivolt et al., 2014). Krankheitsaktivitat und Entziindungswerte waren zu Beginn der
zweiten EET im Vergleich zur primaren EET niedriger, verbesserten sich jedoch signifikant im Verlauf
der Therapie. Fur eine zweite EET werden in der Literatur Remissionsraten zwischen 58,3% bis 80%
angegeben (Cameron et al., 2013; Day et al., 2006; Knight et al., 2005), welche mit unserem Ergebnis
Ubereinstimmen. Die Arbeit konnte keine Faktoren identifizieren, welche die etwas niedrigere
Remissionsrate nach zweiter EET erklaren kénnten. Insgesamt hatten weder Krankheitslokalisation
noch Applikationsart der Nahrung (orale Aufnahme versus Sonde) einen Einfluss auf die Effektivitat
einer EET (Frivolt et al., 2014).

In der longitudinalen Auswertung der Krankheitsverlaufe zeigte sich, dass nach erfolgreicher
Remissionsinduktion durch EET 67% bzw. 70% nach erster bzw. zweiter EET ein Rezidiv innerhalb
eines Jahres erlitten (Frivolt et al., 2014). Diese hohen Rezidivraten wurden trotz frihzeitigem Beginn
des Immunmodulators Azathioprin in ca. zwei Drittel der EET-Kohorte beobachtet. Die 1-Jahres
Rezidivrate nach EET wird in der Literatur zwischen 42,1% bis 65% angegeben (Faiman et al., 2014;
Hojsak et al., 2014; Lambert et al., 2012; Miele et al., 2018; Rodrigues et al., 2007). Nachdem in unserer
Studienpopulation 50% der Patienten eine schwere Krankheitsaktivitat hatten, wurde auch der Frage
nachgegangen, zu welchem Zeitpunkt es zu einer Therapieeskalation mit einem anti-TNF Biologikum
kam. Hier zeigte sich, dass jene Patienten, die nach EET fiir ein Jahr in stabiler Remission blieben,

langfristig keine anti-TNF Biologika-Therapie bendtigten (Frivolt et al., 2014).

Fir den Erfolg der EET ist die vollstandige Elimination der Normalkost notwendig (Miele et al., 2018).
Diese Arbeit von Frivolt und Kollegen unterstreicht ebenfalls den hohen Stellenwert der exklusiven
Zufuhr einer Formelnahrung. Wahrend die EET mit einer Reduktion des fédkalen Entziindungswertes
Calprotectin einherging, fiihrte die Zufuhr von Normalkost nach EET zu einem unmittelbaren Anstieg
des Calprotectins (Frivolt et al., 2014). Obwohl dieser Anstieg in dieser Patientenpopulation nicht

signifikant war, deutet dies auf eine direkte Zunahme der intestinalen Inflammation nach Ende der EET
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und Wiederbeginn der Normalkost hin. Diese wichtige Beobachtung wurde in der Zwischenzeit in zwei
prospektiven Studien bestétigt und unterstitzt die Hypothese, dass der Ausschluss potentiell schadlicher
Lebensmittel fir den Erfolg der EET mitverantwortlich ist (Levine et al., 2019b; Logan et al., 2019).

2.3.2 Exclusive enteral nutrition in active pediatric Crohn disease: Effects on intestinal

microbiota and immune regulation.

Schwerd T, Frivolt K, Clavel T et al. Exclusive enteral nutrition in active pediatric Crohn disease:

Effects on intestinal microbiota and immune regulation. J Allergy Clin Immunol 2016;138:592-6.

Aufgrund der dokumentierten Wirkung der EET auf die Abheilung der entziindeten Darmmukosa und
den dabei nicht verstandenen Mechanismen, wurden in einem weiteren Projekt die Effekte der EET auf
die intestinale Immunregulation und das Darmmikrobiom untersucht (Schwerd et al., 2016a). Als
Besonderheit dieser prospektiven Studie wurden die Patienten nicht am Ende der EET, sondern bereits
nach drei bis vier Wochen nachuntersucht, um die frihen Verdnderungen durch die Erndhrungs-
intervention zu charakterisieren. Es wurden 15 Kinder und Jugendliche mit MC, darunter 12 neu-
diagnostizierte Patienten, in die Studie eingeschlossen (mittleres Alter 13,5 Jahre). Die neu-
diagnostizierten Patienten waren zu beiden Zeitpunkten ohne Ko-Medikation. Die Studie bestétigte, dass
es unter EET zu einem Rickgang der Entziindungsparameter kommt. Zusétzlich wurde gezeigt, dass
primdre mononukledre Zellen des peripheren Blutes wahrend der EET ex vivo nach Stimulation mit den
Toll-like-Rezeptor-Liganden Lipopolysaccharid (LPS) oder Flagellin weniger pro-inflammatorische
Zytokine (u.a. IL-6, IL-8, IL-1B oder IFN-y) sezernieren. Die Ausschittung der Botenstoffe TNF oder
IL-17 anderte sich jedoch unter EET nicht. Nachdem die reduzierte Zytokinproduktion nicht durch
quantitative Anderungen der Monozyten oder Lymphozyten im peripheren Blut erklarbar war, wurden
Subpopulationen der T-Helferzellen (Th) mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hier zeigten sich
keine Anderungen bei den CCR6+ (Th17) oder CRTH2+ (Th2) T-Helferzellen, jedoch eine signifikante
Zunahme der relativen und absoluten Zahlen fiir regulatorische FOXP3+ T-Zellen (Treg). Die
Untersuchung von T-Helferzellen, welche das Adhésionsmolekiil a4p7-Integrin flr die Extravasation in
den Darm exprimierten, zeigte vergleichbare Ergebnisse. Da die Rekrutierung von Treg-Zellen in den
Darm durch pro-inflammatorische Botenstoffe (wie z.B. TNF) getrieben wird, ist das Verhéltnis von
Treg-Zellen im peripheren Blut zur Mukosa ein sensitiver Marker fir intestinale Inflammation (Chen et
al., 2013; Mottet et al., 2003; Uhlig et al., 2006). Interessanterweise ging die Zunahme der Treg-Zellen
im peripheren Blut mit einer Abnahme der Treg-Zellen in der Lamina propria des Sigmas und Rektums
einher, welche durch immunhistochemische Doppelfarbungen (CD3+ und FOXP3+) identifiziert
wurden. Dies deutet auf die Resolution der mukosalen Entziindung unter EET hin (Schwerd et al.,
2016a). Aquivalente Anderungen im Migrationsverhalten von Treg-Zellen wurden auch fir anti-TNF
Biologika gezeigt (Boschetti et al., 2011; Li et al., 2015), welche mit hoher Wirksamkeit mukosale

Heilung induzieren (Ruemmele et al., 2014).
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Neben den immunologischen Verdnderungen wurde das intestinale Mikrobiom durch 16S rRNA Gen-
Analysen in seriellen Stuhlproben untersucht, welche vor Beginn der EET, nach zwei Wochen EET und
vor Ende der EET genommen wurden. Nach zwei Wochen EET waren deutliche Anderungen in der
Zusammensetzung des Darmmikrobioms nachweisbar (Schwerd et al., 2016a). EET fihrte zu einer
Abnahme der relativen Haufigkeit gram-negativer Bakterien des Stamms Bacteroidetes (u.a.
Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae und Rikenellaceae) wohingegen es zu einer Zunahme der
relativen Haufigkeiten gram-positiver Bakterien des Stamms Firmicutes und hier besonders der
Bakterien der Familie Christensenellaceae kam (Schwerd et al., 2016a). Im Vergleich mit anderen
Studien ergibt sich jedoch ein heterogenes Bild der EET-induzierten taxonomischen Verénderungen
(Gatti et al., 2017). In dieser Arbeit wurden insgesamt 271 Operational Taxonomic Units (OTUs)
identifiziert (91-164 pro Stuhlprobe), ohne einen Effekt der EET auf eine singulare OTU zu erkennen.
Einen Einfluss der EET auf die mikrobielle (Alpha-) Diversitat konnte mit dem Shannon-Index flr
effektive Artenzahlen nicht gesehen werden. Anderen Arbeitsgruppen beobachtete jedoch eine
Reduktion der mikrobiellen Diversitat unter EET (Gerasimidis et al., 2014; Kaakoush et al., 2015;
Quince et al., 2015). Allerdings wurden unterschiedliche Indices zur Erfassung der Diversitaten
verwendet (Gatti et al., 2017). Weitere gut-konzipierte Studien sind notwendig, um die Effekte der EET
auf das intestinale Mikrobiom zu verstehen.
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3 Resimee und Ausblick

Das vorliegende Habilitationsprojekt beschaftigt sich mit den drei Aspekten Pathogenese, Diagnostik

und Therapie von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED):

Im ersten Teil wurden bei Patienten mit seltenen monogenen Erkrankungen, welche mit einer CED
assoziiert sind, Mechanismen beschrieben, die zu einer Stérung der intestinalen Homdostase fiihren. So
haben Patienten mit der lysosomalen Lipidspeicherkrankheit Niemann-Pick Typ C1 (NPC) ein erhéhtes
Risiko fur eine CED. Klinisch ahnelt eine NPC-assoziierte Kolitis dem Morbus Crohn (MC). Auch im
Pathomechanismus findet sich eine Analogie zwischen polygenem MC und NPC-assoziierter Kolitis,
da beide Erkrankungen einen Defekt in der anti-bakteriellen Autophagie in Phagozyten aufweisen. Die
Induktion der Autophagie durch Chlorpromazin resultiert in Phagozyten mit NPC-Phéanotyp in vitro in
einem effektiven zellvermittelten Abbau intrazellulérer Bakterien. In einer anderen Gruppe von
Patienten wurden seltene Genvarianten in der NADPH-Oxidase 1 (NOX1) charakterisiert. Diese
Oxidase wird im Kolonepithel exprimiert und bildet Superoxidanionen, welche sich in den
Kolonkrypten nachweisen lassen. Mutationen in NOX1 reduzieren die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und beeinflussen mdoglicherweise die lokale Mikroben-Wirt-Interaktion an der
epithelialen Grenzflache. Des Weiteren wurde in diesem Teil der Arbeit ein Immundefekt beleuchtet,
der die Signaltransduktion zahlreicher Zytokine der Interleukin (IL)-6 Familie (u.a. IL-6, IL-11, IL-27,
Oncostatin M) betrifft. Obwohl IL-6 und weitere Zytokine dieser Familie an zahlreichen Mechanismen
des mukosalen Immunsystems beteiligt sind, fihrt eine Mutation in Interleukin-6-Signal-Transducer
(IL6ST) zu keiner Darmentziindung. IL6ST kodiert flir GP130, der signaltransduzierenden Rezeptor-
untereinheit der IL-6-Typ Zytokine. Folglich miissen redundante Signalwege im Zytokinnetzwerk des
Mukosa-assoziierten Immunsystems existieren, die flir GP130-Defekte kompensieren kdnnen. Als letzte
Kohorte in diesem Teil der Arbeit wurden Patienten mit Mutationen in Phosphatase and Tensin
Homolog-Gen PTEN aufgearbeitet und erstmals eine seltene hypomorphe PTEN-Mutation in

homozygoter Konstellation beschrieben.

Eine CED kann das einzige Symptom einer zugrundeliegenden monogenen Erkrankung, wie z.B. einem
primédren Immundefekt, sein. Die Diagnose einer seltenen monogenen CED unter zahlreichen CED-
Patienten stellt eine klinische Herausforderung dar. Daher wurde im zweiten Teil der Arbeit ein
diagnostischer Algorithmus erarbeitet. Dieser spezifiziert klinische Charakteristika einer monogenen
CED. Nachdem eine monogene CED meist im friihen Alter symptomatisch wird, ist der Erkrankungs-
beginn in den ersten 6 Lebensjahren ein wesentliches Kennzeichen. Aulerdem sind ein schwerer
Verlauf, eine therapierefraktdre CED, eine familidre Haufung, eine Infektionsanfélligkeit oder
Begleiterkrankungen durch Immundysregulation (z.B. Autoimmunitét, Fieber) wichtige Hinweise auf
eine monogene CED. Der diagnostische Algorithmus beschreibt auch die weiteren Schritte, welche auf

genetischen und funktionellen Untersuchungen basieren, die sich gegenseitig erganzen.
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Im dritten Teil der Arbeit wurde auf die exklusive Erndhrungstherapie (EET) beim MC eingegangen.
Es wurde gezeigt, dass es durch die ausschlieBliche Zufuhr einer Formelnahrung zur effektiven
Remissionsinduktion kommt, sich jedoch nach Beendigung der EET héufig Rezidive einstellen.
Pathomechanistisch wurde eine EET mit einer Reduktion der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
durch Monozyten und Lymphozyten, einem Anstieg regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut (bei
gleichzeitiger Abnahme in der Lamina propria) und Verénderungen in der Mikrobiomkomposition in
Verbindung gebracht. Basierend auf den beobachteten mikrobiellen Verdnderungen unter EET werden
nun weiterfilhrende Untersuchungen zum Mikrobiom und der Interaktion mit dem Immunsystem bei
padiatrischen MC Patienten durchgeflhrt. Ziel dieser Untersuchungen ist es, zu verstehen, in wie fern
Anderungen in der Zusammensetzung oder der Funktion des Mikrobioms fiir die Effektivitat der EET
verantwortlich sind. Da das Mikrobiom bei CED-Patienten Veranderungen im Sinne einer Dysbiose
aufweist, sollen diese Erkenntnisse neue Therapien ermdglichen, welche direkt oder (iber die Erndhrung

das Darmmikrobiom beeinflussen, um langfristige Remission einer CED zu erreichen.
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5 Abkirzungsverzeichnis
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oTu
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RIPK2
STAT
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Th

TNF

Treg
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XBP1

Autophagy Related 16 Like 1

C-C Chemokine Receptor Type 6
Chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen (CED)
Cluster of Differentiation
Cardiotrophin-like cytokine

Ciliary Neurotrophic Factor
Cardiotrophin 1

Colitis ulzerosa

Exklusive Ernahrungstherapie
Forkhead-Box-Protein P3
Gastrointestinaltrakt

G protein subunit alpha 12
Genomweite Assoziationsstudie
Hepatocyte Nuclear Factor 4 Alpha
Inflammatory Bowel Disease
Interleukin

Immunity Related GTPase M
Interleukin 6 Signal Transducer
Interleukin 23 Receptor

Janus kinase

Leukemia Inhibitory Factor
Lipopolysaccharid

Mitogen-Activated Protein Kinase
Muramyldipeptid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nucleotide Binding Oligomerization Domain Containing 2
Morbus Niemann-Pick Typ C

Morbus Crohn

Mucin 19, Oligomeric

Oncostatin M

Operational Taxonomic Unit
Phosphatidylinositol (3,4,5)-Trisphosphate
Phosphoinositide 3-Kinase

Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 2
Signal Transducer and Activator of Transcription
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