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1. Einleitung 

1.1 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen im Kindes- und Jugendalter 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen (CED, im englischen Sprachraum als 

Inflammatory Bowel Disease, IBD bezeichnet) sind Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts 

(GIT) mit rezidivierenden Entzündungen, deren Pathogenese nicht abschließend geklärt ist. 

Inzidenz und Prävalenz der CED haben in den letzten 60 Jahren weltweit, sowohl in Industrie-

, als auch in Entwicklungsländern deutlich zugenommen [1-3]. Bei 20-25% aller Patienten mit 

CED wird die Erstdiagnose vor dem zwanzigsten Lebensjahr gestellt und etwa jeder vierte 

pädiatrische Patient ist bei Erstdiagnose jünger als 10 Jahre [1, 4]. Die weltweite Inzidenz der 

pädiatrischen CED beträgt 5-11/100.000 Kinder und Jugendliche <18 Jahren pro Jahr [1]. Die 

Inzidenz für pädiatrischen Morbus Crohn in Deutschland beträgt ca. 6,6/100.000 und für 

pädiatrische Colitis ulcerosa 3,0-3,9/100.000 [5, 6]. Eine aktuelle Studie schätzte mit Hilfe von 

Daten einer großen gesetzlichen Krankenversicherung die Inzidenz für pädiatrische CED in 

Deutschland im Jahr 2012 auf 17,41/100.000 [7]. Demnach werden in Deutschland jährlich 

etwa 2000-2600 pädiatrische Patienten neu mit CED diagnostiziert [7]. Daher wird CED in 

mehreren Veröffentlichungen als ein „wachsendes, globales Problem der Kindergesundheit“ 

bezeichnet [8, 9].  

Neben Morbus Crohn (MC, Crohn’s Disease, CD, benannt nach Burrill B. Crohn (1884-1983)) 

und Colitis ulcerosa (CU, Ulcerative Colitis, UC) wird eine dritte Entität, die unklassifizierte 

CED (CED-U, IBD Unclassified, IBD-U) unterschieden [10], die diagnostiziert wird, wenn eine 

CED im Dickdarm nach vollständiger Diagnostik keiner der beiden Hauptformen MC oder CU 

zugeordnet werden kann [10].  

Thema vorliegender Dissertation ist der Einfluss der exklusiven enteralen Ernährungstherapie 

(EET) auf die Immunregulation vom pädiatrischen MC, weshalb in der weiteren Abhandlung 

nicht weiter auf CU oder CED-U eingegangen wird.  

1.1.1 Klinische Präsentation und Diagnose von Morbus Crohn im Kindesalter 

MC kann den gesamten GIT von oral bis anal betreffen, wobei es typischerweise zu einer 

transmuralen, diskontinuierlichen (segmentalen) Entzündung (sogenannten skip lesions) 

kommt. Diese kann von tiefen Ulzerationen oder Strikturen und Stenosen begleitet werden und 

sich charakteristischerweise makroskopisch in Form eines Pflastersteinreliefs äußern. 

Mikroskopisch finden sich Epitheloid-zellige Granulome [3, 11]. Klinische Symptome können 

Durchfall, Fieber, abdominale Schmerzen, Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, 
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Wachstumsverzögerung, enorale Aphten oder perianale Entzündungen sein, die sich in 

Fissuren, Fisteln oder perianalen Abszessen äußern [3, 11]. Außerdem kann es zu 

extraintestinalen Beschwerden kommen. Dazu zählen Entzündungen der Augen, Haut oder 

Gelenken [12]. Als Folge des chronischen  Entzündungsgeschehens kann es bei Kindern und 

Jugendlichen zu Gewichtsverlust, Wachstumsstörungen, verminderter Knochenmasse und 

einer verzögerten Pubertät, sowie zu psychischen Belastungen kommen [13, 14]. 

Pathophysiologisch werden ein Gewichtsverlust bzw. eine mangelnde Gewichtszunahme 

durch verschiedene Faktoren erklärt. Entzündungsmediatoren (pro-inflammatorische 

Zytokine) haben eine appetithemmende Wirkung. Außerdem reduzieren die Kinder wegen 

Bauchschmerzen  bewusst oder unbewusst die Nahrungsaufnahme [14]. Zudem kann ein 

langstreckiger Darmbefall zu Resorptionsstörungen wichtiger Mikronährstoffe (Folsäure, 

Vitamin-A, -B12, -D, Eisen, Zink, Selen) führen [14, 15]. Gleichzeitig besteht ein erhöhter 

Verlust an wichtigen Nährstoffen, z.B. durch Diarrhoe. Dabei hat der Körper gerade bei einer 

akuten Inflammation einen erhöhten Kalorien- und Nährstoffbedarf [14]. Wachstumsstörungen 

oder ein verzögerter Pubertätsbeginn sind für Kinder und Jugendliche sehr belastend, da sie 

sich hierdurch deutlich von ihrer Peer-Gruppe unterscheiden. So können im Verlauf auch 

reaktive Depression entstehen [4, 14].  

Die Diagnose einer pädiatrischen CED sollte durch einen ausgebildeten pädiatrischen 

Gastroenterologen in entsprechenden Zentren und nach den überarbeiteten Kriterien der 

Porto-Gruppe der ESPGHAN (European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology 

and Nutrition) gestellt werden (Tabelle 1.1.1) [10, 11]. Grundsätzlich sollte der 

Anamneseerhebung, körperlichen Untersuchung, sowie der Labordiagnostik immer eine obere 

und untere Endoskopie mit Stufenbiopsie für die Histologie und eine Dünndarmdarstellung 

folgen [10].  

Als Labordiagnostik sind allgemeine und spezielle Blutuntersuchungen, sowie 

Stuhluntersuchungen sinnvoll. Allgemeine Blutuntersuchungen sollten ein großes Blutbild 

(BB), die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), C-reaktives Protein (CRP), Albumin, sowie die 

Lebertransaminasen und Gamma-Glutamyltransferase (γ-GT) beinhalten. Bei einer CED sind 

im BB typischerweise eine Leukozytose, Thrombozytose und eine mikrozytäre Anämie zu 

erwarten, BSG und CRP sind erhöht, Albumin erniedrigt, die Transaminasen und γ-GT nur bei 

Lebermitbeteiligung verändert [10, 11]. Als weiterführende Labordiagnostik können im Blut 

Antikörper, wie gegen Saccharomyces cerevisiae (ASCA) oder anti-Neutrophile 

zytoplasmatische Antikörper mit perinukleärer Anfärbung (pANCA) bestimmt werden. Diese 

können bei der Differenzierung einer CED hilfreich sein, zudem scheint das Vorhandensein 

von ASCA bei Kindern mit CED mit einer sowohl klinisch als auch endoskopisch höheren 
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Krankheitsaktivität einhergehen [16]. Keine der beiden sind jedoch spezifisch für einen MC 

oder eine CU und haben eine Sensitivität von nur 60% [11, 17, 18]. Obwohl z.B. CRP und 

Albumin mit Krankheitsschwere und –aktivität korrelieren, kann bei unauffälligen Laborwerten 

keinesfalls eine CED ausgeschlossen werden. Eine sehr gute Sensitivität (>95%) hat dagegen 

die Bestimmung des Entzündungsmarkers, Calprotectin im Stuhl. Eine Erhöhung ist jedoch 

nicht spezifisch für eine CED, da es unter anderem auch bei Infektionen des GITs erhöht sein 

kann [11, 17, 19]. Daher sollte bei erhöhtem Calprotectin vor Durchführung einer Endoskopie 

der Stuhl mikrobiologisch auf pathogenen Keimen untersucht werden [10, 11, 17]. Zur 

Diagnose einer Dünndarmbeteiligung stehen eine Magnetresonanzenterographie (MRE) nach 

intravenöser Kontrastmittel-Gabe (i.v.-KM) und Weitstellung des Darms mittels Mannitollösung 

oder eine Videokapselendoskopie zur Verfügung, [10, 11, 20, 21]. Konventionelle 

Röntgenaufnahmen oder eine Computer Tomographie (CT) sind nur noch in Einzelfällen 

indiziert [11, 21]. Eine Sonographie alleine genügt nicht, kann aber gut als nichtinvasive 

Verlaufskontrolle durchgeführt werden [11, 21]. Im Rahmen einer ausführlichen Diagnostik soll 

ein besonderes Augenmerk auf die sogenannte POPO Kriterien (Predictors of Poor Outcome) 

fallen. Sieben Kriterien, wie z.B. tiefe kolonische Ulzerationen, perianaler Befall, schwere 

Osteoporose, haben hierbei Einfluss auf die Wahl der optimalen Therapie [22].  

Nach der Diagnose kann der MC-Phänotyp mit der Paris-Klassifikation beschrieben werden. 

Darin fließen das Alter bei Diagnose, das Befallsmuster, das Krankheitsverhalten und das 

Vorliegen einer Wachstumsretardierung ein. Die Paris-Klassifikation für Kinder basiert auf der 

Montreal-Klassifikation für Erwachsenen (siehe Tabelle 1.1.1) [23]. Die Krankheitsaktivität von 

MC wird gewöhnlich mit Hilfe des Pediatric Crohn’s Disease Activity Index (PCDAI) eingestuft 

(Tabelle 1.1.1) [24, 25]. Dieser wurde bereits mehrfach modifiziert und verbessert, wobei der 

mathematisch gewichtete PCDAI (wPCDAI) praktisch besser durchführbar ist und die 

Abstufung der Aktivitäten feiner unterscheidet [24]. 
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Kriterien 
Klassifikation 

Score 

Revidierte Porto-
Kriterien 

Paris 
Klassifikation 

wPCDAI 
 

Anwendungsbereich Diagnostik Krankheits-
phänotyp 

Krankheitsaktivität bei 
pädiatrischem MC 

 
 
 

Kriterien 
bzw. 

Einstufung 

 
Anamnese 
Körperliche 

Untersuchung 
Laborchemie 
Endoskopie 

(makroskopisch) 
Histologie 

Bildgebung 

 
Alter 

Befallsmuster 
Verhalten 
Wachstum 

 

 
Bauchschmerzen 
Allgemeinbefinden 

Stuhlfrequenz 
BSG  

Albumin  
Gewichtsverlauf 
Perianaler Befall  
Extraintestinale 
Manifestationen  

Andere, 
ältere oder weniger 

sensitive Scores 

 
Porto-Kriterien 

 
Montreal-

Klassifikation 

PCDAI 
abbrPCDAI 
shPCDAI 

modPCDAI 

Tabelle 1.1.1 Scores, Kriterien und Indices bei der Diagnose, Klassifikation und 
Krankheitsaktivitätseinteilung von Morbus Crohn im Kindes- und Jugendalter.                                     
wPCDAI: weighted Pediatric Crohn's Disease Activity Index (gewichteter pädiatrischer Morbus Crohn 
Krankheitsaktivitätsindex), abbrPCDAI: abbreviated Pediatric Crohn's Disease Activity Index (gekürzter 
pädiatrischer Morbus Crohn Krankheitsaktivitätsindex), shPCDAI: short Pediatric Crohn's Disease 
Activity Index (kurzer pädiatrischer Morbus Crohn Krankheitsaktivitätsindex), modPCDAI: modificated 
Pediatric Crohn's Disease Activity Index (modifizierter pädiatrischer Morbus Crohn 
Krankheitsaktivitätsindex). 

 

1.1.2 Ätiologie und Pathogenese von MC im Kindes- und Jugendalter 

Die Ätiologie und Pathogenese der CED sind trotz intensiver Forschungen weiterhin nicht 

vollständig aufgeklärt.  

Ein, im Vergleich zur Normalbevölkerung, um 10- bis 35-fach erhöhtes Erkrankungsrisiko für 

CED bei Verwandten ersten Grades lässt eine genetische Veranlagung vermuten [3]. Aktuelle 

Zwillingsstudien berichten über eine Konkordanz bei monozygoten Zwillingen zwischen 16% 

und 36% [1]. Das stärkste Risikogen für einen MC ist NOD2 (Nucleotide-Binding 

Oligomerization Domain 2). 

30-40% aller Patienten mit MC weisen eine Mutation im Gen NOD2 auf. NOD2 kodiert für das 

gleichnamige Protein und ist auf 16q12 positioniert [26-31]. Dieses ist ein PRR (Pattern-

Recognition-Receptor), der von Makrophagen, dendritischen Zellen, Paneth-Zellen, 

endothelialen Zellen und Epithelzellen intrazellulär exprimiert und durch Muramyldipeptid von 

bakteriellen Zellwandbestandteilen aktiviert wird [29, 32, 33]. Er aktiviert wiederum über den 

Transkriptionsfaktor NF-kB (Nuclear-Factor-Kappa-Light-Chain-Enhancer) und die MAP-
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Kinasen (Mitogen-Activated-Protein) Signalwege, die zur Produktion von 

entzündungsfördernden Zytokinen, wie Interleukin-6 (IL-6), IL-12, IL-23 und IL-1β, sowie 

Tumornekrosefaktor (TNF) führen [29, 31, 34, 35]. Die am Ende des Signalweges produzierten 

Zytokine wirken entweder direkt proinflammatorisch (TNF), stimulieren die Proliferation von 

pro-inflammatorischen Zellen wie Th17- (IL-1β, IL-6, IL-23) und Th1- (IL-12) positiven T-Zellen 

oder hemmen die Proliferation anti-inflammatorischer, regulatorischer T-Zellen (Treg) (IL-6, IL-

23) [26, 31, 36, 37]. Die entgegengesetzte Herunterregulierung pro-inflammatorischer Zytokine 

erfolgt zum einen durch inhibitorische Zytokine, wie TGF-β (Transforming-Growth-Factor β) 

und IL-10, zum anderen durch chronische Stimulation von PRRs, vor allem von NOD2 

Rezeptoren, durch bakterielle Peptidoglykanen. Die Aktivierung von NOD2 fördert auch den 

intrazellulären Verdau von Bakterien durch Phagozyten des angeborenen Immunsystems. 

Dieser Prozess wird als Autophagie bezeichnet. Hierbei sind die Gene ATG16L1 (Autophagy-

Related-16-like) und IRGM (Immunity-Related-GTPase-M-Protein) bedeutend [26, 31, 38-41]. 

Mutationen in diesen Genen sind nach NOD2-Mutationen die am häufigsten mit MC 

vergesellschafteten genetischen Risikofaktoren [26, 30, 38-40, 42, 43]. 

Die Zunahme der CED-Patienten in westlichen Nationen in den letzten Jahrzehnten, kann 

durch genetische Risikofaktoren allein nicht erklärt werden. Zahlreiche Umweltfaktoren wurden 

mit einem erhöhten Risiko für eine CED in Verbindung gebracht, wie z.B. ein westlicher 

Ernährungsstil, eine frühe Appendektomie, die Einführung von Kühlschränken (sog. Cold chain 

Hypothese), das Rauchen, die Einnahme von nicht-steroidalen Antirheumatika, das 

verminderte Stillen oder wiederholte Antibiotikatherapien [3].  

Studien zeigten, dass die Inzidenz von (pädiatrischer) CED in Familien aus Entwicklungs- oder 

Schwellenländern, die in westliche Nationen eingewandert sind, nach der ersten Generation 

deutlich ansteigt [1, 11, 44]. Unter den kausativen Triggern werden unter anderem eine erhöhte 

Nutzung von Antibiotika, Entfallen der protektiven Wirkung vom Stillen durch kürzere Stilldauer 

oder der westliche Ernährungsstil vermutet. Durch eine erhöhte Anwendung von Antibiotika 

kommt es zu einer temporären Einschränkung der mikrobiellen Diversität, welche protektiv für 

eine CED ist [3, 45, 46]. Eine westliche Ernährung mit ihrer hohen Zufuhr von Fett und Zucker 

und wenig Ballaststoffen hat ebenfalls einen negativen Effekt auf das Darm-Mikrobiom. Ferner 

führen das Aufbewahren von Lebensmitteln in Kühlschränken und die erhöhte Lebensmittel-

Hygiene zu einer Reduktion der oral aufgenommenen Keimzahl und Diversität. Dadurch 

können Pathobionten im Gastrointestinaltrakt (GIT) eine Nische einnehmen und die 

Entstehung einer CED begünstigen [47]. Eine andere Theorie, die Hygienetheorie ist durch die 

allgemein hohen hygienischen Standards in westlichen Ländern erklärt [45, 46, 48-51]. 
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In Anbetracht des Nord-Süd-Gefälles der Krankheitsinzidenz wird auch die Rolle von immun-

modulierendem Vitamin-D diskutiert. Ein Mangel senkt die Aktivität der NOD2-Rezeptoren und 

begünstigt dadurch die Differenzierung von proinflammatorischen T-Helferzellen, Th1 und 

Th17 [52-56]. 

Weil der GIT direkten Zugang zur Umwelt hat, findet sich im Darm eine sehr hohe Präsenz an 

Mikroorganismen, wie etwa 500 unterschiedliche Bakterienspezies, sowie diverse Viren und 

Protozoen, die symbiotisch, aber auch fakultativ oder obligat pathogen sein können [26, 57]. 

Alle Organismen im Darm werden zusammengefasst unter dem Begriff Mikrobiom. Die 

Bakterien des gesunden intestinalen Mikrobioms stellen essenziellen Nahrungsbestandteile 

her und modulieren die Genexpression, die für wichtige Funktionen kodieren. Sie stärken die 

mukosale Barriere unter anderem durch eine gesteigerte Angiogenese, sowie durch die 

postnatale Entwicklung des Intestinums und des intestinalen Immunsystems und sind so für 

die Infektionsabwehr relevant [58, 59]. Pathogene Erreger werden durch ein stabiles 

Mikrobiom gehemmt und vom Immunsystem an einer Invasion der Darmwand gehindert. 

Entsteht ein mikrobielles Ungleichgewicht, kann es zu einer Dominanz von potenziell 

schädlichen Mikroben im GIT kommen. Diese stimulieren das Darmimmunsystem jedoch 

überproportional stark, welches zu einer inadäquaten intestinalen Inflammation führen kann, 

wie es bei MC zu sehen ist. Welche Bakterien kausativ für eine proinflammatorische Imbalance 

verantwortlich sind, ist noch nicht ausreichend erforscht [60].  

Mukosales Immunsystem 

Physiologisch ist eine kontinuierliche, feine Interaktion zwischen Darmmikrobiom und 

Immunsystem, die in mehreren Ebenen stattfindet. Bereits im Darmlumen werden Bakterien, 

die sich dem Epithel nähern durch das angeborene Abwehrsystems abgewehrt. So werden 

die intestinalen Mikroben durch eine Schleimschicht vom Epithel ferngehalten [58]. Dieser 

Mukus enthält ausserdem reichlich antimikrobielle Substanzen, wie α-Defensine und 

Immunglobulin-A (IgA), [61-63]. α-Defensine werden von spezialisierten Epithelzellen, 

sogenannten Paneth-Zellen im terminalen Ileum produziert [26, 58]. Die Sekretion, der für die 

Mukusschicht nötigen Substanzen wird von den Goblet-Zellen übernommen (Abb. 1.1.1) [63, 

64]. Bei Störungen der Sekretion antimikrobieller Substanzen, insbesondere von α-

Defensinen, wird durch die fehlende „Vorabwehr“ die epitheliale Regeneration beeinträchtigt 

und es entstehen Erosionen und Ulzera [65, 66]. Die nächste Stufe der angeborenen 

Immunabwehr wird mechanisch durch Epithelzellen und ihre Tight-Junctions gebildet [67]. Die 

Durchgängigkeit des Interzellulärraums ist beim MC pathologisch erhöht [68]. Epithelzellen 

exprimieren auch MHC II Molekülen (Major Histocompatibility Complex II), die mikrobielle 

Antigene den CD4 (Cluster of Differentiation 4) positiven Th-Zellen präsentieren und so auch 
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das adaptive Immunsystem einschalten [58, 69, 70]. Zusätzlich besitzen Epithelzellen an ihren 

Oberflächen PRRs, wie TLR4 (Toll-like Receptor 4) und NOD2, deren Aktivierung durch 

bakterielle Liganden und die Sekretion von Zytokinen zu einer gesteigerten Proliferation der 

pro-inflammatorischen Effektorzellen Th17 und Th1 führen (Abb. 1.1.1). 

Das Epithel von Payer-Plaques enthält sogenannte M-Zellen, die in der Lage sind Antigene 

auf der luminalen Seite zu erkennen und diese dann auf ihren basolateralen Seite zu den 

antigenpräsentierenden Zellen (Antigen Presenting Cells, APCs) in der Regel zu dendritischen 

Zellen zu transportieren [71, 72]. Da dendritische Zellen eine besonders hohe Zahl an PRRs 

aufweisen, können sie gut zwischen pathogenen und physiologischen Antigenen 

unterscheiden und die T-Zell-Antwort dementsprechend triggern oder unterdrücken [73]. 

Hierbei kommt ihnen durch die Stimulation der Differenzierung naiver T-Zellen in pro-

inflammatorischen Th1, Th2 oder Th17-Zellen, oder aber in entzündungshemmende Treg-

Zellen eine große Bedeutung zu [74]. 

Sollten als pathogen eingestufte Erreger dennoch das Epithel passieren, werden sie durch 

eine hohe Anzahl an residenten Zellen der angeborenen Immunabwehr, wie Makrophagen, 

dendritische Zellen, sowie durch Zellen des adaptiven Immunsystems, wie T-Zellen und IgA-

produzierende B-Zellen bekämpft [75-77]. Auch sorgen bei Inflammation in der Lamina propria 

Zytokine des oben beschriebenen IL-23-Th17-Signalweges für das Aufrechterhalten der 

Entzündung [26]. Um die Immuntoleranz aufrecht zu halten, sind in der Lamina propria auch 

Treg-Zellen, sowie deren anti-inflammatorische Zytokine TGF-β und IL-10 reichlich vorhanden 

(Abb. 1.1.1) [78-80]. 

Diese Zellen der angeborenen und der adaptiven Immunabwehr und ihre Zytokine sind direkt 

für die Entstehung oder Abheilung des MCs verantwortlich und bieten so gute Angriffspunkte 

für die Therapie, aber auch das Monitoring des MCs. 

1.1.3 Th-Zell-Subgruppen, ihre Funktion und Rolle bei der Pathogenese vom MC 

Die Differenzierung der Th-Zell-Subgruppen wird durch Zytokine gelenkt, die entweder von 

anderen Immunzellen (z.B. APCs) freigesetzt oder von den jeweiligen Subgruppen selbst 

produziert werden und so für eine positive Rückkopplung sorgen und gleichzeitig die 

Entstehung anderer Subgruppen hemmen können. Damit auf die Signale der Zytokine eine 

erhöhte (oder herabgesetzte) Proliferation folgt, sind intranukleäre Transkriptionsfaktoren 

nötig [81]. Ursprünglich wurden die Th1-Zellen, die durch den Transkriptionsfaktor T-bet (T 

box expressed in T cells) und das Leitzytokin IFN-γ (Interferon-gamma) charakterisiert sind, 

von den Th2-Zellen, gekennzeichnet von GATA3 (GATA Binding Protein3) und dem 

charakteristischen IL-4 unterschieden [82-84]. Die Proliferation von Th1-Zellen wird von den 
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Zytokinen IL-12, IL-27 und IFN-γ getriggert und Th1-Zellen setzten selber neben IFN-γ andere 

direkt inflammatorisch wirkende Zytokine wie TNF und IL-6 frei (Abb. 1.1.1) [31]. Beim MC 

wurde mehrfach eine erhöhte Produktion von IL-12 durch Makrophagen beobachtet, welche 

nach Kontakt mit Bakterien stimuliert wird [31, 85-87]. Des Weiteren wurden in mehreren 

Studien in der Lamina propria von Patienten mit MC erhöhte Mengen von TNF und IFN-γ 

gefunden [85, 88-90]. Vor allem am Anfang der Entzündung wird die Rolle von Th1-Zellen und 

IFN-γ weiterhin als unerlässlich betrachtet [91]. 

Th17-Effektorzellen sind durch IL-17 und den Transkriptionsfaktor RORγt (Retionoid-Acid-

Related-Orphan-Receptor-Gamma-t) charakterisiert [92, 93]. Ihre Differenzierung und 

Proliferation wird durch die gleichzeitige Anwesenheit von TGF-β, IL-1β, IL-6, IL-21 und IL-23 

getriggert (Abb. 1.1.1) [31, 36, 37]. Welche Zytokin-Kombination hierfür genau nötig ist, ist 

bisweilen unklar, wobei bei Menschen allein TGF-β mit IL-6 im Gegensatz zu Mausmodellen 

für die Differenzierung von Th17-Zellen nicht ausreicht [94-100]. Th17 Zellen sind für die 

Aktivierung pro-inflammatorischer Zellen, v.a. neutrophilen Granulozyten verantwortlich [31, 

36]. Zahlreiche Studien deuten auf die Schlüsselrolle des IL-23-Th17 Signalweges bei der 

Pathogenese von CED hin [37, 89, 90, 101-105]. Th17-Zellen produzieren die pro-

inflammatorische Zytokine IL-17, IL-21, IL-22, IL-26, TNF und CCL-20 (CC-Chemokine Ligand 

20), wobei IL-17 und TNF besondere Bedeutung im Bezug vom MC zukommt [26, 31]. 

Essentiale immunsuppressive Wirkung hat die CD4+ Subgruppe der Treg-Zellen, die den 

obigen pro-inflammatorischen Th-Zell Subgruppen entgegenwirken und durch den 

Transkriptionsfaktor Foxp3 (Forkhead-Box-P3) gekennzeichnet sind [106-108]. Die 

Proliferation von Treg-Zellen wird durch TGF-β und IL-2 getriggert und durch IL-6 und IL-23 

gehemmt (Abb. 1.1.1) [31]. Ein weiterer proliferationsfördernder Faktor ist der Vitamin-A-

Metabolit, Retinsäure, der gleichzeitig die Th-17 Differenzierung hemmt [109-112]. Treg-Zellen 

produzieren das anti-inflammatorisch wirkende Zytokin IL-10, sowie TGF-β [26, 31]. Mehrere 

Studien konnten bei aktiver CED eine erniedrigte Frequenz (erniedrigte Zellzahl im peripheren 

Blut) von Treg-Zellen (mit gleichzeitiger Erhöhung der Zahl von Th17-Zellen) beweisen, die 

unter erfolgreicher Therapie mit anti-TNF-Antikörpern ansteigt [113-115]. Gleichzeitig wurde 

bei aktivem MC in der Lamina propria eine erhöhte Expression an Foxp3 und vermehrt Treg-

Zellen nachgewiesen [116, 117]. Auch die Apoptoserate Foxp3+ Zellen scheint in der aktiven 

Krankheit in der Mukosa erhöht zu sein, während sie in gesunden Kontrollen im Darm niedriger 

und im peripheren Blut erhöht ist [118]. Interessant ist, dass bei pädiatrischen Patienten mit 

MC die Treg-Zahl in der Lamina propria signifikant höher war als bei Erwachsenen mit MC 

[117].  
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Damit die T-Effektorzellen aus dem peripheren Blut zum Ort der Entzündung migrieren 

können, sind spezifische Chemokine und Integrine, sowie entsprechende Rezeptoren nötig. 

Das epitheliale Chemokin CCL-25 (CC-Chemokine-Ligand-25), dessen Rezeptor an den T-

Zellen, CCR-9 (CC-Chemokinereceptor-Type-9), sowie das Integrin α4β7 und das passende 

epitheliale Adhesionmolekül, MAdCAM-1 (Mucosal-Cell-Adhesion-Molecule-1) sind für die 

Migration von T-Zellen in die Darmmukosa verantwortlich (Abb. 1.1.1) [58, 119-121]. 

Verschiedene Th-Subpopulationen exprimieren charakteristische Chemokinrezeptoren auf 

ihrer Zelloberfläche. Th17-Zellen tragen u.a. den Chemokinrezeptor CCR-6, wobei dies kein 

surrogater Marker ist [122].  
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Abbildung 1.1.1 Das intestinale Immunsystem und seine Komponenten 

Auf luminaler Ebene konkurieren potentiell schädliche Mikrorganismen mit dem physiologischen 
Mikrobiom um Lebensraum. Neben IgA, bilden die von den Paneth-Zellen produzierten α-Defensine 
und die von Goblet-Zellen gebildete Mukusschicht die erste Barriere. Antigenrezeptoren (PRR), wie z.B. 
NOD-2 oder TLR-4 erkennen bakterielle Peptidoglykane und initiieren über Signalkaskaden die Abwehr 
mit Hilfe von dendritischen Zellen (DC). M-Zellen können die Antigene direkt in die anliegenden Peyer-
Plaques an Antigenpräsentierenden Zellen (APC) bringen, die sie wiederum zu den mesenterialen 
Lymphknoten transportieren, wo das Präsentieren an Zellen des adaptischen Immunsystems stattfindet. 
Gelangen Bakterien (oder andere Antigene) in die Lamina propria, überwiegt entweder die durch Treg-
Zellen vermittelte Immuntoleranz oder die Abwehr, z.B. in Form einer Th17 oder Th1-Immunantwort. 
Treg-Zellen setzten die Zytokine TGF-β und IL-10 frei, Th1-Zellen hauptsächlich TNF, IL-6 und IFNγ, 
sowie Th17-Zellen hauptsächlich TNF, IL-6 und IL-17. Gleichzeitig sorgen Makrophagen für eine 
effiziente Abwehr, die die Pathogene phagozytieren können und ebenfalls TNF freisetzen. TNF erhöht 
die Darmwandpermeabilität und wirkt so pro-inflammatorisch. Aktivierte Makrophagen und Th17-Zellen 
hemmen die Proliferation von Treg-Zellen (Abb. 1.1.2). Für die Lymphozytenmigration aus dem 
peripheren Blut in die Lamina propria sind Rezeptoren und Integrine an den Zell- und 
Gefäßwandoberflächen nötig. 

Mehrere Studien des letzten Jahrzehnts haben bewiesen, dass CD4+ T-Zellen, insbesondere 

Treg-Zellen mehrere Transkriptionsfaktoren exprimieren können und es so eine Plastizität 

zwischen den Subgruppen besteht (Abb. 1.1.2) [123-127]. Zudem zeigen Tiermodelle, dass 

die Th17-Treg-Balance durch das Darmmikrobiom beeinflusst werden kann und vermuten 

Bakterienspezies, die die Proliferation der jeweiligen Th-Zell-Subgruppen induzieren könnten 
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[60, 128, 129]. Beispielsweise induzieren Clostridium Spezies der Kluster IV und XIVa TGF-β-

vermittelt Tregs in der Dickdarmmukosa von Mäusen [130]. 

 
 

Abbildung 1.1.2. Schematische Darstellung der komplexen Balance zwischen Immunabwehr und 
Immuntoleranz (modifiziert nach Sanchez-Munoz et al. [131]) 

Entsteht eine Imbalance zugunsten der pro-inflammatorischen Th17- und Th1-Zellen (bei MC) bzw. 
Th2-Zellen (bei CU) kommt es zu einer Inflammation. Diese wird durch ein verändertes Mikrobiom, eine 
durchlässige Darmbarriere, sowie durch Mutationen in krankheitsassoziierten Genen begünstigt. Auf 
der Waage sind links die pro- und rechts die anti-inflammatorische Zellen und ihre Zytokine dargestellt. 
Diese proliferieren aus aktivierten Th-Zellen unter Wirkung von entsprechenden Zytokinen (an den 
grauen Pfeilen). Grüne Pfeile zeigen eine Induktion, rote Pfeile eine Hemmung der Zelldifferenzierung. 
APC, antigenpräsentierende Zellen; CED, chronisch entzündliche Darmerkrankung; CU, Colitis 
ulecerosa; MC, Morbus Crohn. 

1.2 Therapiemöglichkeiten von pädiatrischem Morbus Crohn 

Obwohl bisweilen keine kausale Therapie für MC möglich ist, steht eine hohe Zahl an 

unterschiedlichen Therapieoptionen zur Verfügung (Tab 1.2.1). Ziel der Therapie ist die 

Beschwerdefreiheit des Patienten kombiniert mit einem vollständigen endoskopischen und 

histologischen Ausheilen der Schleimhaut des GITs (Mucosal Healing, Deep Remission), um 

langfristig den Krankheitsverlauf so zu modifizieren, dass Komplikationen vermieden werden 

und den Patienten eine altersentsprechende, ungestörte körperliche und psychische 
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Entwicklung ermöglicht wird. Dies setzt gleichzeitig auch die Minimierung von 

Nebenwirkungen einer CED-Therapie voraus [11, 17]. Aktuelle Behandlungsleitlinien basieren 

auf den Empfehlungen der European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO) und der 

ESPGHAN und setzen die korrekte Klassifikation der CED und die Beurteilung der 

Krankheitsaktivität voraus [132, 133]. Grundsätzlich ist zwischen einer Induktionstherapie bei 

akuter Entzündung zur Minderung der Krankheitsaktivität und einer Erhaltungstherapie zur 

Vermeidung von Rezidiven zu unterscheiden. Hierzu stehen eine breite Palette von 

klassischen Immunsuppressiva - wie etwa Thiopurinen, Methotrexat (MTX), 5-

Aminosalicylsäure (5-ASA) und Steroide, modernen Biologika, sowie supportive Medikamente 

(Antibiotika) und chirurgischen Interventionen zur Verfügung. Eine nicht-medikamentöse, 

jedoch sehr wirksame diätetische Therapiemöglichkeit bietet die exklusive Ernährungstherapie 

(EET) [14, 132, 133]. 

1.2.1 Übersicht möglicher Therapiearten bei pädiatrischem MC 

Von den Steroiden können Prednisolon und Methylprednisolon „per os“ (p.o.) oder gegebenen 

falls auch intravenös (i.v.) zur Induktion über maximal 10 Wochen verabreicht werden. Eine 

Erhaltungstherapie darf im Anbetracht zahlreicher Nebenwirkungen, wie Osteopenie, 

Wachstumsretardierung, cushingoide Gesichts- und Körperstatur oder Depression, nicht mit 

Steroiden erfolgen [11, 14, 132, 133]. Alternativ ist beim isolierten MC-Befall der 

Ileozäkalregion auch eine topische Glukokortikoidtherapie mit Budesonid p.o. möglich, wobei 

wegen eines hohen First-pass-Effekts mit deutlich weniger – wenngleich nicht 

vernachlässigbaren – Nebenwirkungen zu rechnen ist [11]. Obwohl eine Induktionstherapie 

mit Steroiden bei MC eine gute Wirksamkeit aufweist, ist sie wegen den enormen 

Nebenwirkungen einer EET unterlegen [11, 14, 132, 133]. 5-ASA Produkte (am häufigsten 

Mesalazin) können sowohl für eine Induktions-, als auch für eine Erhaltungstherapie bei der 

Crohn-Colitis verwendet werden, wobei eine Wirksamkeit bei MC nur für sehr gering gehalten 

wird [11]. 

Thiopurine, wie Azathioprin (AZA) oder 6-Mercaptopurin (6-MP) können nur als 

Erhaltungstherapie p.o. verabreicht werden, weil mit einem Wirkungseintritt erst nach 10-14 

Wochen zu rechnen ist [11]. Nebenwirkungen, wie Pankreatitis, Hepatotoxizität oder 

Myelosuppression sind möglich [11]. 

Ebenfalls nur für Erhaltungstherapie geeignet ist MTX, wobei hier Compliance-fördernd wirken 

kann, dass dieses Medikament nur einmal wöchentlich subcutan (s.c.) oder p.o. genommen 

werden muss. Da MTX ein Folsäureantagonist ist, sollte zur Minderung der Toxizität 24 

Stunden nach MTX Gabe, einmalig Folsäure gegeben werden [11]. Eine MTX-
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Erhaltungstherapie ist bei MC in Kombination mit Infliximab, einem anti-TNF-Antikörper 

indiziert, denn hierbei kann zusätzlich eine Hemmung der Immunogenität gegen den 

therapeutischen Antikörper erzielt werden [11]. 

In Deutschland sind für die Therapie von pädiatrischer CED anti-TNF-Antikörper, wie Infliximab 

und Adalimumab (nur MC) ab 6 Jahren zugelassen [11]. Off-label wird immer öfter auch ein 

anti-α4β7-Integrin-Antikörper (Vedolizumab) angewendet, der für eine CED-Therapie bisher 

nur bei Erwachsenen zugelassen ist [134, 135]. Vertretend für alle anti-TNF-Antikörper wird 

hier, das seit längstem verwendete Medikament, Infliximab, ein chimärer, monoklonarer 

Antikörper, behandelt. Der Antikörper ist gegen das Zytokin TNF gerichtet und greift somit in 

der Pathogenese den APC-Th17 Signalweg an und wirkt durch die Neutralisation von pro-

inflammatorischem TNF sowie der Elimination von Immunzellen, die transmembranäres TNF 

exprimieren (siehe Kapitel 1.1.3). Infliximab ist für die Induktions- und auch für die 

Erhaltungstherapie von MC im Kindesalter ab 6 Jahren zugelassen. Die klassische Indikation 

besteht als Erhaltungstherapie bei chronisch-aktiven oder fistulierendem MC, wobei nach 

aktuellen Empfehlungen eine primäre Induktionstherapie bei Hochrisiko-MC-Patienten (tiefe 

Kolonulzera, langstreckiger oder pan-enterischer Befall, ausgeprägte Wachstumsretardierung 

oder Osteoporose, Strikturen, Fisteln, sowie schwerer perianaler Befall) ebenfalls mit 

Infliximab (oder anderen Anti-TNF-Antikörpern) erfolgen soll [132, 133]. Mehrere klinische 

Studien berichten über erfolgreiche Remissionsinduktion und Remissionserhaltung unter 

Infliximab [136-140]. Die größte, klinische Untersuchung war die REACH Studie (A 

randomized, multicenter, open-label study to evaluate the safety and efficacy of anti-TNF 

chimeric monoclonal antibody (infliximab, REMICADE©) in pediatric subjects with moderate-

to-severe Crohn’s disease) von 2007. Hierbei konnten Hyams et al. in 88,4% der Patienten 

nach 10 Wochen ein signifikantes Ansprechen und in 58,9% eine Remission beobachten. 

Nach einem Jahr waren in der Gruppe, die Infliximab alle 8 Wochen bekamen noch 55,8 % in 

Remission [141]. Ebenfalls wurde über ein Ansprechen auf eine einmalige Infliximab-Gabe 

nach einem Monat in der Endoskopie berichtet [139]. Vollständiges Ausheilen der Mukosa 

(Mucosal Healing), gemessen durch eine relevante Erhöhung regulatorischer Treg-Zellen im 

peripheren Blut, wurde nach 10 Wochen in 15 von 66 pädiatrischen MC-Patienten gesehen 

[142]. Der bei Antikörpern bekannte Wirksamkeitsverlust konnte auch bei Infliximab in 

Langzeitstudien gezeigt werden, so nach 5 Jahren bereits in 50% der Fälle, weshalb 

Dosiserhöhungen notwendig wurden [143]. Eine gleichzeitige Therapie mit klassischen 

Immunsuppressiva (z.B. MTX oder AZA) wirkt diesen Effekt entgegen, geht gleichzeitig jedoch 

mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung von Neoplasien einher [144, 145]. 
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Medikamente                         Morbus Crohn Schleimhautheilung? 

Induktionstherapie Erhaltungstherapie  

5 – ASA                    
(z.B. Mesalazin) 

Nur bei milder Crohn-
Colitis, wenig wirksam 

Nur bei milder Crohn-
Colitis, wenig wirksam 

sehr geringgradig 

Steroide Ja (wenn EET nicht 
möglich) 

Nein geringgradig 

Exklusive ET Ja Nein mittel- bis hochgradig 

Partielle ET Nein Ja (in Kombination) - 

Thiopurine Nein Ja - 

MTX Nein Ja - 

Anti-TNF-Antikörper Ja Ja hochgradig 

α4β7-Inhibitor 
(Zulassung nur für 
Erwachsenen) 

Ja Ja keine pädiatrischen 
Daten 

Antibiotika (Ciprofloxacin 
oder Metronidazol) 

Bei Komplikationen 
(Fisteln, Abszesse, 
etc.) 

Nein nein 

Tabelle 1.2.1 Übersicht der Therapiemöglichkeiten für MC im Kindes- und Jugendalter                          
(nach Schwerd et al. [11])                        
Unter Schleimhautheilung wird die Effektivität der einzelnen Induktionstherapieformen für Mucosal 
Healing bzw. Deep Remission dargestellt. Bei partieller Ernährungstherapie (ET) besteht die Ernährung 
im Gegensatz zur exklusiven ET nicht ausschließlich aus Formulanahrung, sondern diese ersetzt einen 
Teil der täglichen Nahrung.                                                                                                   
5-ASA, 5-Aminosalicylsäure; MTX, Methotrexat 

1.2.2 Bedeutung der EET in der Therapie von pädiatrischem MC 

Die EET ist laut aktuellen ECCO und ESPGHAN Empfehlungen Induktionstherapie der Wahl 

bei pädiatrischen Patienten mit luminalen MC [132, 133]. Hierbei handelt es sich um eine 

ausschließliche Ernährung mit einer Formelnahrung, die über 6-8 Wochen p.o. oder über eine 

nasogastrale Sonde verabreicht wird. Unter EET darf keine andere Nahrung aufgenommen 

werden, was sehr belastend für die Patienten ist. Eine partielle Ernährungstherapie (PET) ist 

als Induktionstherapie nicht geeignet, obwohl sie bei der Erhaltungstherapie zusätzlich 

gegeben werden kann und scheint hierbei den Remissionserhalt zu begünstigen [146]. Für 

eine EET sind elementare, semi-elementare oder Oligopeptid-basierte, sowie polymere 

Nahrungsformula geeignet [14, 147]. Elementarnahrungen sind streng antigenfrei und 

enthalten nur Aminosäuren als Eiweißquelle [17]. Aufgrund des Geschmacks müssen sie 

meist über eine nasogastrale Sonde zugeführt werden. Semi-Elementarnahrungen 

(Hydrolysatnahrungen) beinhalten hydrolysierte Oligopeptide, während Polymerformula nicht-

gespaltene Proteine enthalten [17]. Letztere sind nicht nur billiger und besser verfügbar, 

sondern werden auch besser von Patienten toleriert und eine EET ist somit auch p.o. möglich, 

was das Körperempfinden, vor allem von Jugendlichen deutlich positiv beeinflusst [17]. 

Unterschiede in der Wirksamkeit sind zwischen den drei Formelnahrungen bisweilen nicht 

nachgewiesen worden. Besteht jedoch eine Kuhmilchproteinallergie, so werden Nahrungen 

auf Kuhmilcheiweiß nicht vertragen und ein Wechsel auf eine Elementardiät ist indiziert [11, 

17, 148]. Die Menge der Nahrung wird nach Bedarf (Sport, Wachstum) festgesetzt und sollte 
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nach einer Steigerung schrittweise über etwa drei bis fünf Tage erreicht werden [11]. Im 

weiteren Verlauf ist ein strenges Gewichtsmonitoring indiziert [11]. Nach 8 Wochen EET wird 

schrittweise in ca. einer Woche wieder gesunde Normalkost eingeführt [11, 14]. Die meisten 

Nebenwirkungen der EET sind selten und nicht schwerwiegend, jedoch ist die Compliance von 

großer Bedeutung für die Effektivität. Einzig bei einem Refeeding Syndrom, bei dem es durch 

plötzliche Erhöhung von Glukoseangebot und Insulinproduktion beim vorher bereits ketogen 

umgestelltem Stoffwechsel zur lebensbedrohlicher Elektrolytverschiebung mit ausgeprägtem 

Phosphatabfall kommen kann, ist besondere medizinische Betreuung indiziert. Weitere 

Nebenwirkungen sind Flatulenzen, Übelkeit, Durchfall oder Bauchschmerzen. Das Verbot 

jeglicher Nahrung über 8 Wochen kann auch zum Abbruch der Therapie führen, weshalb noch 

bei der Indikationsstellung ein Miteinbeziehen der Patienten und die freie Entscheidung für 

eine EET (nach ausführlicher Aufklärung) von essentieller Bedeutung ist und respektiert 

werden sollte [11, 14, 17, 149]. Die Wirksamkeit der EET wurde in den 

neunzehnhundertsiebziger Jahren zufällig von Chirurgen entdeckt, die eine deutliche klinische 

Besserung bei erwachsenen MC Patienten bemerkt haben, die, auf eine Operation wartend, 

ausschließlich mit Formelnahrung ernährt worden sind [150]. Seither haben zahlreiche Studien 

die Wirksamkeit erst bei Erwachsenen, dann zunehmend auch in pädiatrischen Kohorten 

bewiesen [14, 17]. Diese besteht unter anderem in Gewichtszunahme mit Verbesserung des 

BMI, Abnahme der systemischen und intestinalen Beschwerden, und Erreichen einer 

klinischen Remission in etwa 80% der Patienten [14, 151, 152]. Damit ist eine EET der 

Effektivität von systemischen Steroiden gleichwertig. 

Die Effektivität der EET bei Kindern und Jugendlichen schien in zwei Metaanalysen, der, einer 

Glukokortikoidtherapie überlegen [148, 153]. Pigneur et al. haben in einer prospektiv 

randomisierten klinischen Studie die Remissionsrate und das Ausmaß des Abheilens der 

Mukosa (Mucosal Healing) nach 8 Wochen Induktionstherapie mit Steroiden oder mit EET bei 

Kindern zwischen 6 und 17 Jahren mit aktivem MC untersucht. Hierbei wurde eine klinische 

Remission bei 13 von 13 Patienten unter EET und bei 5 von 6 Patienten unter Steroiden 

erreicht [154]. Ein relevantes Ausmaß an Mucosal Healing war jedoch deutlich häufiger (89%) 

unter EET als unter Steroiden (17%) zu detektieren (Tab. 1.2.1) [154]. In einer früheren Studie 

haben Borrelli et al. ein Mucosal Healing in 14 von 19 pädiatrischen Patienten mit MC unter 

EET beschrieben, während bei einer Steroidtherapie nur in 6 von 18 Patienten [149]. Die 

Gleichwertigkeit einer Induktionstherapie durch EET gegenüber einer mit Glukokortikoiden, die 

bessere Rate an Mucosal Healing und vor allem das deutlich bessere Nebenwirkungsprofil 

suggerieren, dass eine EET als Induktionstherapie vor einer Steroidtherapie bei Kindern und 

Jugendlichen mit MC nach Möglichkeit zu bevorzugen ist [132, 133]. 
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Die Therapie scheint bei Erstdiagnose effektiver zu sein, so konnten Day et al. bei Patienten 

mit einer lang bestehender Krankheit lediglich in 58% eine Remission nachweisen, während 

Knight et al. retrospektiv bei neudiagnostizierten Patienten in 90% eine Remission gefunden 

haben [155, 156]. Auch eine wiederholt durchgeführte EET ist im Vergleich zur ersten EET 

weniger effektiv [17]. Zur unterschiedlichen Wirksamkeit in Abhängigkeit von der 

Krankheitslokalisation gibt es kontroverse Berichte aus diversen Studien. Insgesamt scheint 

der hohe Therapieeffekt bei Kolon-Befall auch vorhanden zu sein [155-160]. Lediglich bei 

Kindern mit perianalen Befall, sowie bei anderen Hochrisiko Patienten ist EET als alleinige 

Induktionstherapie nicht ausreichend [132, 133, 161]. 

Die genaue Wirkmechanismen der EET sind nicht bekannt. Eine Theorie ist, dass Ernährung 

(Normalkost) die epitheliale Barrierefunktion beeinträchtigen kann, hierdurch mehr Bakterien 

in die Lamina propria gelangen und hier zu einer übermäßigen Immunantwort und 

Inflammation führen können [162]. Auch die verminderte Zufuhr von Pathobionten, die pro-

inflammatorische Signalwege triggern, beziehungsweise die Verschiebung der 

Mikrobiomdiversität zugunsten Bakterien des physiologischen Mikrobioms unter EET könnten 

eine Erklärung sein [45, 46, 60, 128, 129]. Weitere Hypothesen  beschreiben eine Reduktion 

intestinaler pro-inflammatorischen Vorgänge durch die verminderte Zufuhr von 

hyperallergener Nahrung oder bestimmten Fetten bei gleichzeitig erhöhter Zufuhr von 

wichtigen Nahrungsbestandteile, wie Spurenelemente oder kurzkettigen Fettsäuren wie vor 

allem n-Butyrat [17, 163, 164]. 

Klinisch-experimentelle Studien haben unter EET über Abnahme pro-inflammatorischer 

Zytokine, wie IL-1β und IFN-γ in der Lamina propria berichtet [165]. Eine systemische 

Untersuchung der unterschiedlichen Th-Zellen, sowie ihrer Zytokine in der Lamina propria und 

im peripheren Blut unter EET - wie sie zahlreich unter anti-TNF-Antikörper-Therapien 

vorhanden sind - ist zum Beginn der vorliegenden Studie nicht existent. 
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1.3 Fragestellung 

Eine exklusiv enterale Ernährungstherapie wurde in vielen klinischen Studien als wirksam bei 

pädiatrischen Patienten mit MC erwiesen und ist zurzeit Mittel der Wahl zur Induktionstherapie 

bei Kindern- und Jugendlichen mit MC. Die genauen Wirkungsweisen der EET sind Thema 

aktueller Forschungen. Systematische Untersuchungen über den Einfluss der EET auf pro-

inflammatorische und immunregulatorische Th-Zellen, sowie ihre Zytokine in der Lamina 

propria und im peripheren Blut sind zum Beginn dieser Studie nicht vorhanden. Wir 

vermuteten, dass bereits die vollständige Ernährung mit einer Formularnahrung ohne 

medikamentöse Therapie zum Nachweis der Entzündungsresolution führt.  

Ziel vorliegender Studie war es, den Einfluss exklusiv enteraler Ernährungstherapie auf die 

systemische und mukosale Immunregulation von Morbus Crohn im Kindes- und Jugendalter 

zu untersuchen.  

Als primärer Endpunkt wurde die Bestimmung des Verhältnisses der Treg-Zellen in der Lamina 

propria zur Frequenz der Treg-Zellen im peripheren Blut als Hinweis auf eine beginnende 

Ausheilung der Schleimhaut (Mucosal Healing) festgelegt. Diese Untersuchung wurde bereits 

nach 3-4 Wochen durchgeführt, um frühe Veränderungen zu detektieren.  

Als sekundärer Endpunkt wird der Einfluss der EET auf weitere Th-Subpopulationen, 

insbesondere auf Th17 Zellen gesehen. Des Weiteren wurde der Einfluss der EET auf 

klinische Parameter, wie die Krankheitsaktivität und der Verlauf unterschiedlicher 

Entzündungswerte, untersucht.  

Anhand der Ergebnisse sollen neue Erkenntnisse über die Wirkungsweise der EET gewonnen 

werden, die in der Zukunft als Hilfe bei der Therapieoptimierung und Bekämpfung der 

Krankheit sein könnten. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Studiendesign und Patientenproben 

Das Studiendesign ist in Abbildung 2.1.1 dargestellt und die Ein- bzw. Ausschlusskriterien sind 

in Tabelle 2.1.1. zusammengefasst. Pädiatrische MC-Patienten mit aktiver Entzündung 

wurden – nach schriftlicher Aufklärung und Einholen des Einverständnisses der Patienten und 

ihrer Sorgeberechtigten - auf der gastroenterologischen Station der Dr. von Haunerschen 

Kinderklinik (Klinikum der Universität München) in die Studie eingeschlossen. Die Patienten 

waren entweder neudiagnostiziert und damit ohne vorherige Therapie oder sie hatten eine 

feste medikamentöse Therapie, welche in den vergangenen 3 Monaten nicht geändert wurde. 

Die Diagnose Morbus Crohn wurde nach den überarbeiteten Porto-Kriterien gestellt [23]. Die 

Patientenevaluation erfolgte im Rahmen der Erstdiagnose bzw. bei einem akuten Schub 

(beide Zeitpunkte werden in dieser Arbeit definiert als „vor-EET“) und 3-4 Wochen nach Beginn 

einer exklusiven Ernährungstherapie (definiert als „EET“). Zu diesen Zeitpunkten wurden 

folgenden Parameter standardisiert erfasst: Anamnese, körperliche Untersuchung, 

laborchemische Entzündungswerte und der sog. mathematisch gewichtete pädiatrische 

Crohn- Aktivitätsindex (wPCDAI, engl. weighted Paediatric Crohn‘s Disease Activity Index) 

[24]. Vor Therapiebeginn und 3-4 Wochen später wurden jeweils 8-10 ml venöses Blut im 

Rahmen einer Routine-Blutentnahme entnommen und in heparinisierten Gefäßen aufbewahrt. 

Die Entnahme des Darmgewebes vor der Ernährungstherapie erfolgte während der zur 

Diagnosestellung benötigten Koloskopie. Das Entnehmen der Gewebeproben zum zweiten 

Zeitpunkt setzte eine erneute Endoskopie voraus. Hier wurde eine Sigmoidoskopie 

durchgeführt, welche keine vollständige Darmvorbereitung notwendig machte. War bei 

Patienten eine vollständige Koloskopie indiziert, wurden auch Proben oberhalb des Sigmoids 

entnommen. 

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der LMU München 

genehmigt (Projekt-Nr. 411-11) und im Deutschen Register Klinischer Studien (Studien-ID: 

DRKS00003548, Datum der Registrierung 17.02.2012) registriert. Die Einwilligungserklärung 

wurde von den Sorgeberechtigten eingeholt und Patienten über 12 Jahren gaben ebenfalls ihr 

Einverständnis. 

Die Ein- und Ausschlusskriterien sind in Tabelle 2.1.1 und ein Schema des Studiendesigns in 

Abbildung 2.1.1 dargestellt. 
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EET
Woche 

0
EET

Woche 
3-4

Normalkost
Woche 

6-8

 

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien 

1. Gesicherte Diagnose oder hoch-

gradiger Verdacht auf einen Morbus 

Crohn 

2. Indikation einer Therapie mit EET 

3. Alter zwischen 6 und 18 Jahren 

4. Einverständnis der Patienten und der 

Eltern 

1. Einschlusskriterien nicht erfüllt 

2. Veränderung der immunsuppressiven 

Medikation in den vergangenen 3 

Monaten 

Tabelle 2.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien der Studie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.1.1 Studiendesign.                          
wPCDAI, weighted Pediatric Crohn´s Disease Activity Index 

2.2 Exklusive Ernährungstherapie 

Die EET bedeutet die ausschließliche Ernährung mit einer Formelnahrung. Es wurden zwei 

Nahrungen verwendet: Modulen IBD® von Nestlé©, Vevey, die Schweiz und Neocate® von 

Nutricia©, Erlangen, Deutschland. Die Therapiedauer betrug 6 bis 8 Wochen als 

Remissionsinduktion. Außer klarem Wasser und Kaugummi war keine andere Nahrung 

erlaubt. Die Menge der Formulanahrung wurde anhand des individuellen Kalorienbedarfes 

(Basalrate plus Bedarf für Aufholwachstum) berechnet. Um eine Intoleranz oder ein 

Refeeding-Syndrom zu vermeiden, wurde die EET bei neudiagnostizierten Patienten im 

stationären Rahmen initiiert und über 2-3 Tage stufenweise gesteigert. Die Zufuhr erfolgte - je 

nach Compliance beziehungsweise Wunsch des Patienten - entweder per os oder über eine 

nasogastrale Magensonde. 

1. Probeentnahme: 
"vor-EET"

•wPCDAI

•Blutentnahme

•Endoskopie, Biopsie

2. Probeentnahme: 
"EET"

•wPCDAI

•Blutentnahme

•Endoskopie, Biopsie

Therapieende

Diagnose: 

Morbus 

Crohn 
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Nach Ende der EET wurde Normalkost über ca. 3 Wochen langsam wieder eingeführt, 

beginnend mit allergenarmer Nahrung. Gleichzeitig wurde die Menge der Formulanahrung 

stufenweise reduziert. 

2.3 Bestimmung der klinischen, laborchemischen und histopathologischen Krankheitsaktivität 

2.3.1 Anthropometrische Daten 

Anthropometrische Daten wurden als alters- und geschlechtsspezifische Z-Scores, basierend 

an den WHO-Referenzdaten von 2007 interpretiert. Die Berechnung erfolgte mit der 

AnthroPlus Software (Version 1.0.4, Genf, die Schweiz). 

2.3.2 wPCDAI 

Für die Bestimmung der Krankheitsaktivität wurde der mathematisch gewichtete pädiatrische 

Crohn Aktivitätsindex (wPCDAI) verwendet [24]. Im Vergleich zum Original PCDAI kann der 

wPCDAI die Krankheitsaktivität besser diskriminieren und ist leichter zu erfassen [24]. Er 

korreliert signifikant mit dem fäkalen Inflammationsmarker Calprotectin und der 

Schleimhautentzündung [166]. Die Berechnung erfolgte Anhand Tabelle 2.3.1. 

Kriterien Einteilung Punkte 

 
Bauchschmerzen 

Keine 0 

Milde: keine Aktivitätseinschränkungen 10 

Moderat bis Schwere: Aktivitätseinschränkungen 20 

 
Allgemeinbefinden 

Gut, Keine Einschränkungen im Alltag 0 

Gelegentlich Einschränkungen im Alltag 10 

Sehr schlecht, regelmäßige Einschränkungen im 
Alltag 

20 

 
Stuhlhäufigkeit (pro Tag) 

(0-)1 flüssiger Stuhl, kein Blut 0 

2-5 flüssige Stühle ohne, oder 1-2 halbfeste Stühle 
mit Blut 

7,5 

Ausgeprägte Blutung oder ≥ 6 flüssige Stühle oder 
nächtlicher Durchfall 

15 

 
BSG 

< 20 mm/h 0 

20-50 mm/h 7,5 

> 50 mm/h 15 

 
Albumin 

≥ 3,5 g/dl 0 

3,1 - 3,4 g/dl 10 

≤ 3,0 g/dl 20 

 
Gewicht 

Gewichtszunahme oder gewollte Abnahme / 
Stagnieren 

0 

Ungewollte Abnahme (1-9%) / Stagnieren 5 

Abnahme ≥ 10% 10 

 
Perirektaler Krankheitsbefall 

Keiner 0 

1-2 schmerzlose Fistula 7,5 

Aktive Fistula, Schmerzen, Abszess 15 

Extraintestinale 
Manifestationen 

Keine 0 

≥ 1 10 

                                              Gesamtpunktzahl 0-125 

Tabelle 2.3.1 Bestimmung der Krankheitsaktivität mittels wPCDAI. 
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Die Punkte werden wie folgt bewertet: 

• Remission: ≤ 12,5 Punkte 

• Leichte Aktivität: 12,5 - 40 Punkte 

• Moderate Aktivität: 40 - 57,5 Punkte 

• Schwere Aktivität: > 57,5 Punkte 

• Eine Abnahme von 17.5 Punkte wird als klinische Besserung bewertet 

2.3.3 Entzündungswerte 

Blutbild mit Differenzierung und Laborchemie wurden nach gängigen Standardmethoden im 

Institut für Laboratoriumsmedizin des Klinikums der Universität München durchgeführt. Es 

wurden folgenden Parameter bestimmt: Blutbild mit Differenzierung, C-reaktives Protein 

(CRP), Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), Fibrinogen. 

2.3.4 Histopathologische Einteilung des Krankheitsaktivitätsgrades 

Um die Diagnose Morbus Crohn histopathologisch zu sichern und den Verlauf zu beurteilen, 

wurden während der endoskopischen Untersuchung Zangenbiopsien entnommen und im 

Institut für Pathologie der LMU München beurteilt (in der Regel Hämatoxylin-Eosin 

Färbungen). Diese histopathologische Begutachtung wurde herangezogen, um den Grad der 

mukosalen Entzündung zu bestimmen. Dazu wurde ein Score von Reikvam et al. und Rugtveit 

et al. leicht modifiziert verwendet [117, 167]. Die leichte Modifikation besteht lediglich in der 

Beurteilung der Goblet-Zellen, die für den histopathologischen Score vorliegender Arbeit nicht 

explizit beurteilt wurden. 

Der histopathologische Krankheitsaktivitätsscore wird wie folgt beurteilt: 

▪ 0 = lichtmikroskopisch gesunde Mukosa;  

▪ 1 = keine Zeichen aktiver Entzündung aber unregelmäßige und/oder   

   rarefizierte Kryptenarchitektur, mukosale Atrophie;  

▪ 2 = gering-floride Colitis, Kryptenabszesse, strukturelle Veränderungen;  

▪ 3 = wie 2 aber mäßig-floride Colitis und zusätzliche oberflächliche Erosionen;  

▪ 4 = wie 3 aber hoch-floride Colitis mit ulzerativen Epitheldestruktionen.  

 

Die Einstufung erfolgte verblindet, d.h. die histopathologischen Berichte wurden ohne 

Zuordnung zum Patienten und Entnahmedatum eingestuft, und die bestimmte 

Krankheitsaktivitätsgrade nachträglich den Proben zugeordnet. Da eine Probeentnahme von 

der exakt gleichen Stelle vor- und unter EET im Rahmen der endoskopischen Diagnostik nicht 
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möglich war, wurden neben dem Vergleich der Krankheitsaktivität der jeweils korrelierenden 

Biopsien, auch gemittelte Werte aller Biopsien eines Patienten vor- und unter EET verglichen. 

2.4 Geräte und Reagenzien 

2.4.1 Geräte 

Tabelle 2.4.1 Geräte 

 

 

 

 

 

 

Gerät Modell Hersteller 

Sterile Werkbank LaminAir HB2472 Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland) 

Zentrifuge 5415D Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Konfokalmikroskop FV1000 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Schüttler T10 Basic IKA (Staufen, Deutschland) 

Eismachine - Ziegra (Isernhagen, Deutschland) 

Inkubator Hera cell 240 Thermo Fischer Scientific (Langensebold, Deutschland) 

Mikroskop Axioskop Carl Zeiss (Jena, Deutschland) 

pH-Meter PHM 82 standard Radiometer (Kopenhagen, Dänemark) 

Pipetten Eppendorf professional Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Präzisionswaage Scale 440-47N Kern und Sohn GmbH (Deutschland) 

Durchflusszytometer FACS Canto II (DIVA 

software) 

BD biosciences (Franklin Lakes, New Jersey, USA) 

Dampfgarer Braun Multi Gourmet 

FS 20© 

Braun GmbH (Kronberg, Deutschland) 
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2.4.2 Reagenzien der Durchflusszytometrie 

Humanes 
Antigen 

Antikörper Klon Konjugat Verdünnung Firma 

CD3 Monoklonal, Maus UCHT1 FITC 1:80 eBioscience 

CD4 Monoklonal, Maus SK3 APC-H7 1:50 BD biosciences  

CD25 Monoklonal, Maus 2A3 APC 1:80 BD biosciences  

CCR6 Monoklonal, Maus 11A9 PE-Cy7 1:50 BD biosciences 

CRTH2 Monoklonal, Ratte BM16 PerCp-Cy5.5 1:12,5 BD biosciences 

α4/CD49d Monoklonal, Maus 9F10 FITC 1:25 BD biosciences 

Integrin β7 Monoklonal, Ratte FIB504 APC 1:20 BD biosciences 

Foxp3 Monoklonal, Ratte PCH101 PE 1:40 eBioscience  

Tabelle 2.4.2 Antikörper für Durchflusszytometrie.         

eBioscience, San Diego, USA; BD biosciences, Franklin Lakes, USA 

 

2.4.3 Reagenzien der Immunfluoreszenzhistochemie 

Humanes 
Antigen 

Antikörper Klon Verdünnung Firma 

CD3 Polyklonal, Hase - 1:100 Dako 

CD3 Monoklonal, Maus F7.2.38 1:100 Dako 

CD4 Monoklonal, Maus 4B12 1:100 Dako 

CD20 Monoklonal, Hase EP459Y 1:200 Abcam 

IL-17 Polyklonal, Ziege - 1:30 R&D Systems 

IL-17 Polyklonal, Ziege C20 1:100 Santa Cruz 
Biotechnology 

Foxp3 Monoklonal, Ratte PCH101 1:50 eBioscience 

IFN gamma Polyklonal, Hase - 1:100 Abcam 

CD68 Monoklonal, Maus - 1:100 Dako 

Ki-67 Monoklonal, Maus MIB-1 1:50 Dako 

RORgammaT Monoklonal, Ratte AFKJS-9 1:25 eBioscience 

Tabelle 2.4.3.1 Primäre Antikörper.                    

Dako, Glostrup, DK; Abcam, Cambridge, USA; R&D Systems, Minneapolis, USA; Santa Cruz 

Biotechnlogy, Dallas, USA; eBioscience, San Diego, USA 
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Antigen/Spezies Antikörper Konjugat Verdünnung Firma 

IgG/Maus Polyklonal, Esel HRP 1:100 Abcam 

IgG/Hase Polyklonal, Esel HRP 1:100 Jackson Immuno 

Research 

FITC Monoklonal, Maus HRP 1:100 Merck Millipore 

IgG/Ziege Polymer, Pferd Peroxidase 

Mikropolymer 

Ready to Use Vector Laboratories 

IgG/Ratte Polymer, Ziege Peroxidase 

Polymer 

Ready to Use Nichirei 

Biosciences INC. 

Tabelle 2.4.3.2 Sekundäre Antikörper.                              

Abcam, Cambridge, USA; Jackson Immuno Research, West Grove, USA; Merck Millipore, Billerica, 

USA; Vector Laboratories, Burlingame, USA; Nichirei Biosciences INC., Tokyo, JP 

 

 

Substrat Visualisierungs-System Exzitatorische 

Wellenlänge 

(max) 

Emmisions-

wellenlänge(

max) 

Firma 

DAB Liquid DAB+ Substrate Chromogen 

System 

- - Dako 

DAPI In Vectashield®Mounting Medium 360nm 460nm Vector 

Laboratories 

Tyramid-

Cy3 

TSATMCyanine 3 System 550nm 570nm PerkinElmer 

Tyramid-

Cy5 

TSATMCyanine 5 System 649nm 670nm PerkinElmer 

Tyramid-

FITC 

TSATMFluorescein System 490nm 525nm PerkinElmer 

Tabelle 2.4.3.3 Farbstoffe.                                   

Dako, Glostrup, DK; Vector Laboratories, Burlingame, USA; PerkinElmer, Waltham, USA 
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2.4.4 Reagenzien zum Umgang mit Immunhistochemischen Proben 

Reagenz Hersteller 

ApopTag® 

Aqua Bidestillata 

Millipore 

H. KerndlGmbH 

Dako Target Retrieval Solution, pH9 (10X) Dako 

DMSO (99,9%) Sigma-Aldrich 

Donkey serum (Eselserum) Sigma-Aldrich 

DPX Mountant for histology Sigma-Aldrich 

Ethanol ≥ 99,5%, vergällt Carl Roth 

Ethanol 96%, vergällt Carl Roth 

FOXP3 staining KIT eBioscience 

Goat serum (Ziegenserum) Sigma-Aldrich 

Histoclear Histological Cleaning Agent National Diagnostics 

Hydrogen peroxidesolution 30wt% in H2O Sigma-Aldrich 

NaOH ≥ 98% Carl Roth GmbH 

Natrium-Azid ≥ 99% Carl Roth GmbH 

Salzsäurerauchend 37% Carl Roth GmbH 

Tween 20 Sigma-Aldrich 

Vectashield® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI Vector Laboratories 

Tabelle 2.4.4. Reagenzien für Immunhistochemie .                         

Millipore, Burlington, Massachusetts, USA; H. Kerndl GmbH, Weissenfeld, Deutschland; Dako, 

Glostrup, DK; Sigma-Aldrich, St. Louis/Steinheim, USA/Deutschland; Carl Roth GmbH, Weissenfeld, 

Deutschland; eBioscience, San Diego, USA; National Diagnostics, Atlanta, USA; Vector Laboratories, 

Burlingame, USA. 

 

2.5 Isolation von mononukleären Zellen (PBMCs) aus dem peripheren Blut 

Für die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden mononukleäre Zellen 

(Lymphozyten und Monozyten), sogenannte PBMCs (Peripher Blood Mononucleic Cells), aus 
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dem peripheren Blut, isoliert. Die Isolation basierte auf der Dichtegradientenzentrifugation über 

Ficoll-Paque-Lösung (GE Healthcare), welche die flüssigen und festen Bestandteile des Blutes 

in verschiedene Phasen auftrennt. Hierfür wurde Blut in Natrium-Heparin Röhrchen 

abgenommen und innerhalb von 4 Stunden mit PBS-Puffer im Verhältnis 2:1 verdünnt. 

Anschließend wurde das verdünnte Blut auf Ficoll-Separationsmedium in einem Leukosep-

Röhrchen (Greiner) geschichtet. Die Leukosep-Röhrchen wurden für 30 Minuten mit 1400 RCF 

(Relative Centrifugal Force) und ohne Bremse zentrifugiert. Dadurch reicherten sich die 

gewünschten PBMCs in einem Ring im Überstand (Buffy Coat) an und konnten dort 

abgenommen werden. Nach Überführung in ein Laborgefäß (15 ml Blue-Cap) wurden die 

PBMCs zweimal mit PBS-Puffer gewaschen, mit Trypanblau gezählt und auf Vitalität überprüft. 

Direkt im Anschluss wurde mit der FACS-Oberflächenfärbung begonnen und dafür die PBMCs 

in PBS-Puffer mit 5% fötalem Kälberserum (FACS-Puffer) auf Eis aufbewahrt.  

2.6 Durchflusszytometrie 

2.6.1 Allgemeine Funktionsprinzipien 

Um die Lymphozyten aus dem peripheren Blut zu charakterisieren und die Verteilung der 

Lymphozytenpopulationen zu bestimmen, wurde die Methode der Durchflusszytometrie mittels 

eines Fluorescence-Activated Cell Sorters (FACS) angewendet. Hierbei werden die Zellen mit 

spezifischen Antikörpern und Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Dies kann entweder direkt 

(Fluoreszenzfarbstoffen an dem primären Antikörper gebunden) oder indirekt 

(Fluoreszenzfarbstoff an dem sekundären Antikörper gebunden) erfolgen. Anschließend 

werden die Zellen in einem FACS-Gerät in einem laminaren Flüssigkeitsstrom einzeln durch 

einen Laserstrahl geführt. Je nach Größe, Form, Oberfläche und intrazelluläre Granularität 

wird das Licht im unterschiedlichen Ausmaß gestreut und von zwei, zueinander rechtwinklig 

angebrachten Linsen gesammelt und photometrisch detektiert. So beeinflusst die Zellgröße 

hauptsächlich die Detektion der in der Verlaufsrichtung des Laserstrahls gelegenen Linse (sog. 

Vorwärtsstreulicht). Die intrazelluläre Granularität dagegen wirkt vor allem auf das 

Seitwärtsstreulicht, das an den zweiten Detektor trifft. Diese Aufteilung ermöglicht eine 

Vorselektion der Zellpopulationen, die dann auf ihre Fluoreszenzeigenschaften untersucht 

werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden durch den Laserstrahl angeregt (Exzitation) und 

senden daraufhin selbst Licht mit niedrigerer Frequenz aus (Emission). Dieses Licht gelingt 

durch Filter und teildurchlässigen Spiegel zu unterschiedlichen Detektoren. Somit ist eine 

Mehrfachfärbung möglich, da die Signale mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe 

getrennt ausgewertet werden können. Von der Fluoreszenzintensität kann direkt auf die 

Anzahl der mit dem entsprechenden Antikörper markierten Zellen geschlossen werden. Die 

Überlappung der Chromophore (für Genaueres siehe auch Kapitel 2.7.11) wird durch die 
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Kompensation korrigiert, bei der von jedem detektierten Signal der Anteil abgezogen wird, der 

durch die Überlappung entstanden ist. Dazu werden für jeden Versuch Kontrollproben einzeln 

gefärbt, während die anderen Fluoreszenzfarbstoffe an Isotypen-Antikörper gebunden als 

Negativkontrolle dienen. Dies ermöglicht die genaue Quantifizierung einer Überlappung und 

somit die Kompensation. 

2.6.2 Bestimmung von Oberflächenmolekülen 

Die Färbung der, aus dem peripheren Blut isolierten, mononukleären Zellen auf die 

Oberflächenmoleküle CD3, CD4, CD25, CCR6, CD49d (Integrin α4) und Integrin β7 erfolgte 

nach folgendem Protokoll: Für jede Färbung wurden 1x106 PBMCs mit FACS-Puffer in einem 

1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß gewaschen und das Pelletin 100 μl mit dem Antikörper-Mix 

resuspendiert. Die Färbung wurde für 30 Minuten bei 4oC im Dunkeln inkubiert und 

anschließend mit FACS-Puffer zweimal gewaschen. Im Anschluss erfolgte die intrazelluläre 

Färbung von Foxp3 (siehe 2.6.3). Die Verdünnungen der Antikörper für die 

Oberflächenfärbung wurden in Vorversuchen bestimmt. 

2.6.3 Bestimmung des intrazellulären Transkriptionsfaktors Foxp3 

Nach Färbung der Oberflächenmoleküle wurde der intrazelluläre Transkriptionsfaktors Foxp3 

nach dem Protokoll des Foxp3 staining Kit (eBioscience) detektiert. Dies erforderte eine 

Permeabilisierung der Zellmembran. Um die bereits erfolgte Färbung zu erhalten, mussten die 

Zellen vor Zerstörung der Zelloberfläche fixiert werden. Beide Vorgänge wurden in einem 

Schritt mit der Fixation/Permeabilisationspuffer erzielt. Die Zellen aus 2.6.2 wurden in 1 ml 

Foxp3 Fixation/Permeabilisationspuffer aufgenommen und bei 4°C für 30 Minuten im Dunkeln 

inkubiert und anschließend zweimal mit Permeabilisationspuffer gewaschen. Anschließend 

wurde das Zellpellet in 100 μl Permeabilisationspuffer resuspendiert, durch Zugabe von 2 μl 

Rattenserum unspezifische Antikörperbindung für 15 Minuten geblockt und der anti-Foxp3 

Antikörper direkt zugegeben. Nach 60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut 

zweimal mit Permeabilisationspuffer gewaschen und die Zellen am FACS Gerät analysiert.  

Die gefärbten Zellen wurden mit einem FACS Canto IITM aquiriert, welches mit der DIVA 

Software betrieben wurde (Firma BD Biosciences©). Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte 

mit der Software FlowJo (Tree Star, www.flowjo.com). 

Im Folgenden wird exemplarisch die Gating-Strategie für regulatorische T-Zellen dargestellt: 

Identifikation von Lymphozyten im Vorwärtsstreulicht und Seitwärtsstreulicht und 

anschließende Definition von CD3+ und CD4+ T-Lymphozyten in der Zweiparameterdarstellung 

(Dot Plot oder Punktwolkendarstellung). Darstellung der CD3+CD4+ T-Zellen anhand der 

Expression von CD25 und Foxp3 in einem weiteren Dot Plot mit Gating auf CD25highFoxp3+ 
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regulatorischen T-Zellen. Gut-homing Th-Zellen wurde anhand der Expression von α4 und β7 

bestimmt. Dazu wurden CD4+ Th-Zellen im Dot Plot auf α4+ und β7high gegatet [182]. 

 

Abbildung 2.1.1 Gating Strategie.                    
Repräsentative Darstellung der FACS-Gating-Strategie mit Identifikation der Lymphozyten in Vorwärts- 
und Seitwärtsstreulicht, sowie folgiche Definition von CD3+CD4+ bzw weiter von CD25highFOXP3+ Th-
Zellen in Dot Plots.            
SSC-A, side scatter-area (im Seitwärtsstreulicht gemessene Pulsfläche, gerechnet als Integral des 
Lichtsignals); FSC-A, forward scatter-area (im Vorwärtsstreulicht gemesse Pulsfläche) FSC-H, forward 
scatter-height (im Vorwärtsstreulicht gemessene Pulshöhe, das höchste Lichtsignal während des 
Vorbeifließens einer Zelle am Laser)    
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2.7 Immunfluoreszenzhistochemische Methoden 

2.7.1 Entparaffinisierung und Rehydrierung Paraffineingebetteter Gewebe 

Die Mitarbeiter des Pathologischen Instituts der LMU München haben die, während der 

Koloskopie entnommene, Biopsien in Paraffin eingebettet, auf 4 µm Dicke geschnitten und auf 

Adhäsionsobjektträger (Superfrost®, Carl Roth GmbH, Weissenfeld, Deutschland) 

aufgebracht. In diesem Zustand wurden die Schnitte bei Raumtemperatur aufbewahrt. Diese 

Proben mussten vor der immunhistochemischen Färbung entparaffinisiert und anschließend 

rehydriert werden. Um das Paraffin aufzulösen, wurden die Schnitte zweimal für jeweils 10 

Minuten in die Histoclear Lösung eingebracht. Es folgte eine schrittweise Rehydrierung der 

Proben durch eine Reihe von unterschiedlich konzentrierten Ethanol-Lösungen: zweimal 3 

Minuten in 100%, jeweils 2 Minuten in 95%, 80% und 70% Ethanol. Eine abschließende 

Rehydrierung wurde durch Eintauchen in destilliertes Wasser für zweimal 2 Minuten erreicht. 

2.7.2 Antigendemaskierung 

Durch das Einbetten in Paraffin kommt es während der Fixation unter anderem zur Ausbildung 

von Methylenbrückenbindungen. Diese führen zu einer Maskierung der Antigene, die so von 

dem primären Antikörper nicht erkannt werden. Diese Quervernetzungen der Antigene können 

durch Kochen in einer Retrieval-Lösung teilweise wieder gelöst werden und das Antigen wird 

so wieder sichtbar. In dieser Arbeit wurden die Gewebeschnitte in einer speziellen Antigen-

Retrieval Lösung (Antigen Retrieval Solution, pH 9, Dako) für 25-30 Minuten bei 85-96 °C 

gekocht. Eine konstante Temperatur wurde mit Hilfe des Braun Multi Gourmet FS 20© 

Dampfgarers erreicht. In diesem wurde die Antigen Retrieval Lösung in einem 

Aluminiumbehälter eine halbe Stunde lang vorgeheizt, um die Mindesttemperatur von 85 °C 

zu sichern. Nach dem Kochen wurden die Proben bei Raumtemperatur ausgekühlt und 

anschließend in PBS-Puffer mit Tween 0,02% gewaschen. 

2.7.3 Blocken der endogenen Peroxidase-Aktivität 

Die verwendeten sekundären Antikörper waren alle mit dem Enzym HRP (Horse Radish 

Peroxidase) konjugiert, welche in einer Redox-Reaktion den Fluoreszenzfarbstoff umsetzen. 

Um eine unspezifische Bildung von Farbstoff durch endogene Peroxidasen im Gewebe zu 

reduzieren, wurden diese zerstört. Dies erfolgte durch Aufbringen von 0,05% (bzw. 1% bei der 

RORγt Färbung) Natriumazid-Lösung für 15 Minuten, gefolgt von 3% (bzw. 1% bei der RORγt 

Färbung) H2O2 Lösung für dreimal 7 Minuten. Zwischen diesen Schritten wurde mit 

PBS/Tween 0,02% gewaschen.  
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2.7.4 Blocken unspezifischer Epitope 

Um eine möglichst hintergrundfreie Färbung zu erhalten, wurden unspezifische 

Bindungsstellen des Gewebes mit Serumproteinen blockiert. Das Serum wurde nach der 

Spezies des Sekundärantikörpers gewählt und in einer 5% Lösung in PBS-Puffer für 25 

Minuten aufgebracht. Nach dem Blocken folgte ein zweimaliges Waschen in PBS/Tween-

Lösung für jeweils 3 Minuten. 

2.7.5 Markieren mit dem primären und sekundären Antikörper 

Der Primärantikörper wurde in PBS verdünnt. Die ideale Verdünnung variierte zwischen den 

verschiedenen Antikörpern (siehe Tab.2.4.3.1) und kann je nach Färbeprotokoll deutlich von 

der Herstellerempfehlung abweichen. Die optimale Verdünnung wurde in Titrationsfärbungen 

bestimmt. Die Gewebeschnitte wurden in dieser Antikörperlösung für mindestens 40 Minuten 

inkubiert. Die Idealbedingungen hinsichtlich Zeit und Temperatur der Inkubation für jeden 

primären Antikörper mussten ebenfalls durch Probefärbungen bestimmt werden (siehe 

Tab.2.7.5.1). Nachher wurden die Proben gründlich gewaschen in PBS/Tween-Lösung (drei- 

bis fünfmal für jeweils 3-5 Minuten). Der entsprechende Sekundärantikörper wurde in allen 

Fällen für eine maximale Dauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur auf die Proben 

aufgebracht. Im Gegensatz zur Inkubation mit dem primären Antikörper, bei der sich unter den 

idealen Inkubationsbedingungen nach einer Mindestzeit ein Gleichgewicht einstellt, gilt es bei 

der Inkubation mit dem sekundären Antikörper die Inkubationszeit nicht zu überschreiten, da 

sich so vermehrt unspezifische Bindungen bilden können. Dies würde in einem hohen 

unspezifischen Hintergrund resultieren. Wiederum folgte gründliches Waschen in PBS/Tween-

Lösung. Die Waschvorgänge waren für eine erfolgreiche Färbung von entscheidender 

Bedeutung. Daher wurde auf eine ausreichende Dauer und auf ein hohes Volumen von 

Waschpuffer geachtet. 
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Inkubationszeit     Temperatur 

4 °C 

Raumtemperatur     

 

Mindestens 40 Minuten 
 

 

CD3*; CD3(F7.2.38) *; 

CD20; CD68; IL-17; IL-

17(C20); FOXP3 

Mindestens 60 Minuten 

 

RORγt 

Über Nacht (12-16 h) 
CD3*; CD3(F7.2.38) *; 

CD4; Ki-67; IFN-γ  

Tabelle 2.7.5.1 Ideale Inkubationszeiten und Temperaturen für die verwendeten primären Antikörper. 
*Die besonders stabilen und gut funktionierenden anti-CD3 Antikörper zeigen unter verschiedenen 
Bedingungen beinah identische Färbungen 

 

2.7.6 Signalamplifikation mit Fluoreszenzfarbstoffen 

Für die Fluoreszenzfärbung wurde das TSA-System™ (Tyramide Signal Amplification) von 

PerkinElmer© verwendet. Die Effizienz dieses Systems besteht in einer schnellen Aktivierung 

des mit dem Farbstoff-gekoppelten Tyramids durch das Horse Radish Peroxidase-Enzym 

(HRP), welches wiederum an den Sekundärantikörper konjugiert ist. Die dabei entstehenden 

hoch-reaktiven und kurzlebigen Tyramid-Radikale binden unmittelbar an der Stelle der HRP-

Reaktion an Tyrosinresten im Gewebe. Eine Doppelfärbung wird erreicht indem verschiedene 

Tyramid-gekoppelte Farbstoffe (wie z.B. FITC und Cyanine 3) in aufeinander folgenden 

Reaktionen verwendet werden (siehe Tab.2.4.3.3 und Kap.2.7.11). Die Fluoreszenzfarbstoffe 

wurden mit jeweils 150 µl DMSO rekonstituiert. Aus diesen Farbstoffvorräten wurden dann in 

den benötigten Mengen 1:300 Verdünnungen in Amplification Diluent Lösung hergestellt. Weil 

der Farbstoff FITC besonders starke Färbungen zeigte, wurde dieser in einer 1:1000 

Verdünnung eingesetzt. Anschließend wurde in PBS/Tween-Lösung gewaschen. 
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Abbildung 2.7.6.1 Schematische Darstellung der Immunfluoreszfärbung. 

Unspezifische Antigene werden durch das Aufbringen vom Tierserum (z.B. Ziege) geblockt. Der primäre 
Antikörper bindet an das Ziel-Antigen (z.B. CD3). Der sekundäre Antikörper ist mit HRP-Enzym 
konjugiert und bindet an den primären Antikörper. Nach Aktivierung des Tyramid-Farbstoff-Konjugats 
durch HRP wird das aktivierte Tyramid-Derivat Kovalent im Gewebe deponiert. Da  an einen primären 
Antikörper mehrere Sekundäre binden können, die wiederum zahlreiche Tyrosin-Fluoreszenzfarbstoff-
Komplexe aktiveren, entsteht eine Signalamplifikation. 

2.7.7 Kernfärbung und Fertigstellen der Proben 

Als Eindeckmedium wurde ein Tropfen VECTASHIELD® Medium von Vector Laboratories 

verwendet, in dem der Zellkernfarbstoff DAPI aufgelöst ist. Die Proben wurden dann mit einem 

Deckglas (Slidecover) bedeckt. Dies wurde mit Nagellack auf dem Objektträger fixiert. Nach 

einer Trocknungszeit von mindestens 30 Minuten konnte mikroskopiert werden. 

2.7.8 Besonderheiten bei Mehrfachfärbungen 

Bei Doppel- oder Dreifachfärbungen wurde nach der ersten, beziehungsweise zweiten 

Färbung, mit jeweils unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen, die Schritte ab dem Schritt 

„Blocken mit Serum“ (siehe Kap.2.7.4) erneut wiederholt. Nach Abschluss aller Färbungen, 

erfolgte die Kernfärbung. Es war möglich bei einigen gut etablierten primären Antikörper, die 

Inkubationszeiten zu variieren (z.B. entweder 40 Minuten bei Raumtemperatur oder Übernacht 

bei 4°C), um ein sinnvolles Zeitmanagement zu erreichen (siehe Tab.2.7.5.1). 
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2.7.9 TUNEL Assay 

Bei zusätzlicher Färbung mit einer Tunnel Assay (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 

dUTP Nick End Labeling) werden apoptotische Zellkerne markiert, indem die 3'-OH-Gruppen 

an den Bruchenden mit markierten Nukleotiden versehen werden. Bei dieser Methode erfolgte 

nach der ersten Färbung ein Blocken wie üblicher Weise mit H2O2 und Natriumazid. Zudem 

wurden die Antigene mittels Proteinase (Dako) freigelegt. Anschließend wurden die Proben 

mit ApopTag® Equilibrierungs-Puffer für 5 Minuten, dann mit TdT-Enzym-Lösung für eine 

Stunde bei 38°C inkubiert und mit ApopTag® Stop/Wash-Puffer die Reaktion beendet. Die 

restlichen Schritte entsprechen den der üblichen Immunfluoreszenzfärbung. 

2.7.10 Signalamplifikation und letzte Schritte für übliche Immunhistochemie 

Gewöhnliche immunhistochemische Färbungen wurden bei der Etablierung verschiedener 

Antikörper gemacht. Hier erfolgte die Signalamplifikation mittels des DAB+ Chromogens. 

Dieser wurde für 3 Minuten auf die Proben gebracht. Die Proben wurden dann 10 Minuten lang 

fließend gewässert und eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin erfolgte. Nach ausreichendem 

Waschen musste den Proben das Wasser entzogen werden. Dafür wurden sie in 

aufsteigender Reihenfolge in Alkohollösungen der gleichen Konzentrationen wie unter 2.7.1 

beschrieben und in die Histoclear Lösung eingetaucht. Anschließend wurde als 

Eindeckmedium DPX Mountant for Histology (Sigma-Aldrich®) verwendet. 

2.7.11 Fotografie und Bildanalyse 

Um einige Zelltypen näher eingrenzen zu können oder eine Aussage über den Anteil 

spezifischer T-Zellen unter allen T-Zellen zu treffen war es nötig die Präparate mehrfach zu 

färben. Die Detektion solcher Mehrfachfärbungen sollte eine möglichst genaue Differenzierung 

zwischen den nur mit einem der verschiedenen Antikörper markierten, den mehrfach 

markierten und den nicht markierten Zellen, und zusätzlich den durch unspezifische 

Bindungen markierten Zellen (Background) ermöglichen. Mit Immunfluoreszenz-behandelte 

Präparate können im Gegensatz zu gewöhnlichen immunhistochemischen Proben nicht im 

herkömmlichen Lichtmikroskop detektiert werden, sondern benötigen 

fluoreszenzmikroskopische Methoden. Während der Etablierung einer einheitlichen und 

praktischen Fluoreszenzmikroskopie mit bestmöglicher Qualität und Auflösung, um eine 

präzise Zellauszählung zu gewehrleisten, sind wir auf mehreren Problemen gestoßen.  Die 

Aufnahmen mit dem etwas einfacheren und mehr zugänglichen Fluoreszenzmikroskop zeigten 

relativ viele, vom Fokus aus in tieferen oder höheren Schichten gelegenen gefärbten Zellen. 

Wurde es versucht diese Schichten mittels Signalfilterung auszublenden, erfolgte dies auf 

Kosten der Gesamtqualität. Dieses Phänomen hat die Auszählung der Zellen deutlich 
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erschwert, weshalb die Fokusebene unbedingt verschmälert werden sollte. Dies gelang durch 

die Etablierung einer Methode am komplizierteren Konfokalen Mikroskop, bei dem optische 

Schnittbilder aus der Fokusebene erzeugt werden. Solche extrem dünn angeschnittenen 

Bilder werden hauptsächlich durch zwei Mechanismen erreicht. Zum einen wird bei der 

konfokalen Mikroskopie im Gegensatz zur gewöhnlichen Lichtmikroskopie nicht das 

Gesamtpräparat beleuchtet, sondern es werden Bruchteile zu vielen Zeitpunkten detektiert 

und durch einen Computer zu einem Gesamtbild gerechnet. Zum anderen lässt eine 

Lochblende (Pinhole) nur Licht aus der Fokusebene durch. Wird das Pinhole größer gestellt, 

wird eine dickere Schicht und so mehrere Zellen abgebildet. Bleibt es jedoch klein, ist eine 

scharfe Aufnahme gleich dünn angeschnittener Zellen möglich (siehe Abb. 2.7.11.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.7.11.1 Vergleich der Bildqualität bei der Fluoreszenz und konfokalen Mikroskopie. 
Aufnahmen mit (A) Fluoreszenzmikroskop und (B) Konfokal Mikroskop von gleicher CD3/IL-17 
Doppelfärbung auf Appendix, jeweils in 20X Vergrößerung. CD3 ist rot und IL-17 grün zugeordnet. Blau 
erscheinen die mit DAPI markierten Zellkerne. 

Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden die Fluoreszenzfarbstoffe, die sog. Fluorochrome mit 

Licht einer bestimmten Wellenlänge (exzitatorische Wellenlänge) angeregt und geben dann 

selbst Licht mit etwas niedrigerer Energie (Emmisionswellenlänge) ab, was dann zum Detektor 

(z.B. Okular, Kamera oder photomultipliertube im konfokalen Mikroskop) gelangt. Dabei ist es 

von Bedeutung, dass die Wellenlänge des anregenden Lichtes in einem möglichst engen 

Bereich um den maximalen exzitatorischen Wellenlängenwert des zum detektierenden 

Fluorochromes ist. Dafür werden in einem Fluoreszenzmikroskop optische Filter 

(Anregungsfilter) zwischen der Lichtquelle (meistens Quecksilberdampflampe) und dem 

Strahlleiter geschaltet, bzw. bei der konfokalen Mikroskopie Laser exakter Wellenlängen als 

Lichtquelle verwendet. Des Weiteren wird auch das von dem Fluorochrom abgegebene Licht 

durch einen Emmisionsfilter geleitet, so dass nur dieses und kein gespiegeltes Anregungslicht 

zum Detektor gelangt. Im Fall einer Mehrfachfärbung müssen Fluorochrome mit 

unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften getrennt, jedoch auf einer Aufnahme abgebildet 

werden. Um dies zu erreichen ist auf die möglichst große Differenz der exzitatorischen und 
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Emmisionswellenlängen zu achten. Die Fluoreszenzeigenschaften der verwendeten 

Fluorochrome sind aus Tabelle 2.4.3.3 zu entnehmen. 

Die Abbildung der gesamten Biopsie auf einer Aufnahme bei gleichzeitiger Erhaltung einer 

zum Auszählen der Zellen geeigneten Auflösung bzw. Bildqualität war ebenfalls eine 

Herausforderung bei der Etablierung der Bildanalyse. Bei der Endoskopie entnommene 

Proben können eine Größe bis zu 1 cm haben. Somit ist ein möglichst kleines Zoom nötig, um 

das ganze Präparat in einem Bild zeigen zu können. Allerdings war bei solcher niedrigen 

Vergrößerung eine hochwertige Quantifizierung der Zellen, selbst bei einer großen Auflösung 

(4096 Pixel mal 4096 Pixel) nicht möglich. Anderseits, beim entsprechend großen Zoom waren 

mehrere Aufnahmen pro Biopsie nötig, und das Zusammensetzten dieser zu einem 

Gesamtbild hat Probleme bereitet. Auch die Nutzung der automatischen Aufnahmefunktion 

des konfokalen Mikroskops mit vorprogrammiertem Bewegen des Objekttisches war keine 

brauchbare Methode, denn die Proben keine einheitliche Dicke aufweisen, weswegen die 

Fokusebene an jeder Stelle variiert. Eine automatische Scharfstellung durch das Mikroskop 

war nicht möglich. Es musste eine Methode entwickelt werden, bei der eine manuelle 

Zusammensetzung mehrerer, unter geeignetem Zoom fotografierten Teilen noch möglich war. 

Sowohl technische als auch zeitliche Bedingungen mussten dabei berücksichtigt werden. Die 

Angaben zur verwendeten Mikroskopie sind Tabelle 2.7.11.1 zu entnehmen. 
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Mikroskop Olympus Fluoview 

FV1000 

Operationsprogramm FV10-ASW3.0 

Objektiv UPlanSApo 

20x/0,75 ∞ 0,17/FN 

26.5 

Scan-modus Oneway 

Kamera Olympus XC30 1,6x Scan-Geschwindigkeit 4µs/pixel 

Gesamtzoom 32x Filter Linearized Kalman: 3 

Multiline Ar Gas Laser 10% Auflösung 2048pixel x 

2048pixel 

HeNe (G) Gas Laser 10% Pixelgröße 0,310µm/pixel 

LD405 Semicond. 

Laser 

10% Variable Einstellungen Brennpunkt*, High 

Voltage**, 

Gain**,Offset** 

Pinhole 100µm   

Tabelle 2.7.11.1Technische Einstellungen der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie. 

*in Abhängigkeit der Lokalisation 
**in Abhängigkeit der Färbungsqualität des Präparats, jedoch einheitlich pro Präparat 

 

Das Signal der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe wurde in Graustufen als Tiff-Datei 

gespeichert. Diesen wurden anschließend mit der Software ImageJ Farben zugeordnet 

(meistens rot, grün, blau); die Farbkanäle wurden in ein Bild zusammengefügt und in (RGB).tif 

Format konvertiert. Eine vollständig abfotografierte Darm-Biopsie besteht je nach Länge bzw. 

Durchmesser aus 3 bis 16 einzelner Aufnahmen in jeweils 12,6 MB Größe. Diese wurde dann 

mit Adobe Photoshop CS6 Extended© zu einer Gesamtaufnahme der Biopsie, bzw. im Falle 

eines, mit mehreren Biopsien (von gleicher Darmlokalisation) versehenen Objektträgers, zu 

einem Gesamtbild aller Biopsien zusammengefügt (siehe Abb. 2.7.11.2 und 2.7.11.3). Dabei 

musste auf Überlappungen geachtet werden, damit eine Zelle ggf. nicht mehrfach ausgezählt 

wurde. Als Hilfe dafür wurde am Mikroskop schematische Skizzen von den grenzenden 

Regionen angefertigt. 

Die Auszählung der Zellen wurde mit ImageJ durchgeführt. Sie erfolgte verblindet in fünf 

zufällig ausgewählten und nicht-überlappenden Bildausschnitten einer, oder mehreren 

kompletten Biopsien aus der jeweiligen anatomischen Lokalisation des Dickdarms (siehe Abb. 

2.7.11.2).  Im Falle der Foxp3 Färbungen (primärer Endpunkt) wurden alle biopsierte 
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anatomische Regionen vor- und unter EET ausgezählt und alle korrespondierenden 

Darmabschnitte pro Patienten verglichen (z.B. Rektum und Sigma vor- und Rektum und Sigma 

unter EET). Falls eine anatomische Darmregion nicht sowohl vor-, als auch unter EET biopsiert 

wurde, ist diese Lokalisation nicht in den Vergleich einbezogen worden. Im Falle anderer 

Färbungen, wie z.B. IL-17 (sekundäre Endpunkte) wurden jeweils korrelierende anatomische 

Darmlokalisationen vor- und unter EET verglichen (z.B. Rektum vor- und Rektum unter EET). 

Die Bildausschnitte waren mit 1652x918 Pixel definiert (Bilddarstellung 100%) und erlaubten 

den rechnerischen Rückschluss auf die Zellzahl/mm2. Aus den fünf Sichtfeldern pro 

anatomischer Dickdarmlokalisation wurde ein Mittelwert gebildet, sodass im Falle der Foxp3 

Färbung mehrere Mittelwerte vor- und unter EET pro Patienten entstanden, während bei den 

anderen Färbungen jeweils ein Mittelwert vor- und unter EET pro Patienten verglichen wurden 

(korrelierende anatomische Regionen). 
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Abbildung 2.7.11.2 Schematische Darstellung der Methodik der Zellzählung.         
(A) Im Rahmen der Koloskopie vor- und unter EET (siehe Kap. 2.1) wurden von unterschiedlichen 
anatomischen Regionen des Dickdarms Biopsien entnommen. (B) Die von einer Lokalisation 
entnommene Biopsien unterscheiden sich quantitativ bei jeder Lokalisation (min. 1, oft mehrere). (C) 
Die von einer Lokalisation entnommene Biopsien wurden gemeinsam in Paraffin eingebettet, 
geschnitten und (D) gemeinsam auf einen Objektträger aufgetragen. (E1) Im Falle mehrerer Biopsien 
pro Lokalisation wurden 5 zufällig ausgewählte, nicht überlappende, vordefiniert große Bildausschnitte 
verteilt auf allen Biopsien des Objektträgers ausgezählt und pro Darmlokalisation ein Mittelwert gebildet. 
(E2) Im Falle einer entnommenen Biopsie pro anatomische Region wurden die 5 Sichtfelder auf dieser 
einen Biopsie verteilt ausgezählt und bildeten den Mittelwert.   

Siehe auch Abbildung 2.7.11.3. Die Auszählung erfolgte blind, da die Proben kodiert waren 

und so die Zugehörigkeit zum Patienten bzw. zum Zeitpunkt (vor- und unter EET) unbekannt 

waren. 
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Abbildung 2.7.11.3 Methodik der Bildanalyse.             
(A) Einzelne Aufnahmen in Graustufen werden in (B) ImageJ Farben zugeordnet und (C und D) in einem 
Bild zusammengesetzt. (E) Die zusammengesetzten Einzelaufnahmen werden zu einer  einzelnen 
Aufnahme zusammengefügt, um die gesamte Biopsie in einem Bild zeigen zu können. (F) Anschließend 
werden die unterschiedlich markierten Zellen bzw. die Zellkerne in einem definierten Bereich mit ImageJ 
ausgezählt.  
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2.8 Statistik 

Statistische Analysen wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism, Version 5.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgeführt. Unterschiede wurden auf Signifikanz 

durch den gepaarten t-Test untersucht. Im Fall von wPCDAI und Gewicht wurde der Wilcoxon-

Test verwendet. Zur Untersuchung der Abhängigkeit des wPCDAI vom prozentualen Anteil 

der CD25highFoxp3+ Zellen aus allen CD4+ Zellen im peripheren Blut wurde eine einfache 

lineare Regression berechnet. Die p-Werte wurden auf vier Nachkommastellen gerundet. Test-

Ergebnisse mit einem p-Wert von kleiner als 0,0500 wurden als signifikant betrachtet. Zur 

besseren Darstellung des Vergleichs der Werte vor- und unter EET wurden zusätzlich 

Durchschnitt ± Standardabweichung berechnet und gezeigt. In den Graphiken repräsentieren 

die Symbole die einzelne Werte der Patienten, die horizontale Linien stellen den Mittelwert 

dar. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Studienpatienten 

In einem Zeitraum von 18 Monaten wurden insgesamt 15 pädiatrische Morbus Crohn 

Patienten mit aktiver Entzündung und vor Beginn einer EET auf der gastroenterologischen 

Station der Dr. von Haunerschen Kinderklinik in die Studie eingeschlossen. Das 

Durchschnittsalter der Patienten bei Therapiebeginn war 13.5 ± 2.2 Jahre. Zwölf der 15 

Patienten waren Erstdiagnosen und damit therapie-naiv. Zwei Patienten waren mit Azathioprin 

und ein Patient mit 5-ASA vorbehandelt. Zehn Patienten zeigten einen Befall von Ileum und 

Kolon (Paris Klassifikation L3), drei Patienten eine isolierte Ileum-Beteiligung (L1) und bei 

einem Patienten gab es einen ausschließlichen Befall des Dickdarms (L2). Acht Patienten 

hatten zusätzlich Befall im oberen Gastrointestinaltrakt (L4). Die Krankheitsaktivität gemessen 

mit dem wPCDAI zu Beginn der Studie war bei vier Patienten leicht, bei acht mittel und bei drei 

Patienten schwer ausgeprägt. Vierzehn Patienten wurden mit der polymeren Formula Modulen 

IBD® von Nestlé© und ein Patient mit Neocate®, einer Elementarnahrung von Nutricia© 

therapiert. 

Im Fall aller 15 Patienten wurden vor- und unter EET klinische und laborchemische 

Verlaufsparameter bestimmt, sowie die Charakterisierung der Th-Subpopulationen im 

peripheren Blut durchgeführt. Bei 12 der 15 eingeschlossenen Patienten konnte eine 

Immunfluoreszenz-Charakterisierung erfolgen, bei 3 Patienten waren entweder keine Biopsien 

vor EET verfügbar (z.B. Endoskopie in externer Klinik) oder eine zweite Endoskopie unter EET 

war kontraindiziert oder anderswertig nicht möglich. 

Die Patienteneigenschaften bei Aufnahme in die Studie und vor Therapiebeginn sind in Tabelle 

3.1.1 zusammengefasst. 
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Tabelle 3.1.1 Patientencharakterisierung vor Therapiebeginn.                   
Alter und Therapiedauer sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt (minimales und 
maximales Zeitintervall in Klammern).         
*Keine Änderung der Therapie innerhalb von 3 Monaten vor Studieneinschluss. 

 

 

 

Patientencharakteristika Vor EEN  

Geschlecht  männlich 8/15 (53%) 

 weiblich 7/15 (47%) 

Alter bei Erstmanifestation (in Jahren) 12.0 ± 2.8  

Alter bei Diagnose (in Jahren) 12.4 ± 2.9  

Alter bei Einschluss in die Studie (in Jahren) 13.5 ± 2.2  

Positive Familienanamnese 3/15 (20%)  

Extraintestinale Symptome 0/15 (0,0%) 

Perianale Symptome 6/15 (40%) 

Krankheitslokalisation Terminales Ileum (L1) 3/15 (20%) 

 Kolon (L2) 1/15 (6,7%) 

 Ileum und Kolon (L3) 10/15 (67%) 

 Oberer GIT (L4) 8/15 (53%) 

Krankheitsverhalten Nicht-strikturierend, nicht-

penetrierend (B1) 14/15 (73%) 

Strikturierend (B2) 1/15 (6,7%) 

Penetrierend (B3) 0/15 (0,0%) 

Perianale Beteiligung 6/15 (40%) 

Neu diagnostiziert und therapie-naiv 12/15 (80%) 

Unter stabiler Therapie*  3/15 (20%) 

 Azathioprin 2/15 (13%) 

5-Aminosalizylate 1/15 (6,7%) 

Leichte Krankheitsaktivität (wPCDAI ≤ 40 Punkte)  4/15 (27%) 

Mäßige Krankheitsaktivität (wPCDAI ˃ 40 und ≤ 57.5 Punkte)  8/15 (53%) 

Schwere Krankheitsaktivität (wPCDAI ˃ 57.5 Punkte)  3/15 (20%) 

Zeit unter EET bis zur Verlaufsuntersuchung (in Tagen) 25 ± 4 (min.-

max.19-33) 
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3.2 Klinischer Verlauf 

3.2.1 Verbesserung des wPCDAI und des Körpergewichts 

Drei bis vier Wochen nach Beginn der EET (25 ± 4 Tage EET) kam es zu einer signifikanten 

Verbesserung der Krankheitsaktivität. Der wPCDAI (siehe Kap. 2.3.2) nahm im Mittel von 48,5 

auf 15,3 Punkte ab (p = 0,0007) (Abb. 3.2.1 A). Außerdem konnte eine Zunahme des 

Körpergewichts beobachtet werden, die sich in einer nicht-signifikanten Verbesserung der 

alters- und geschlechtsspezifischen z-Scores um 0,18 äußerte (Abb. 3.2.1 B). 

Abbildung 3.2.1 Verbesserung der Krankheitsaktivität und des Körpergewichts.                    
Die Krankheitsaktivität (wPCDAI) ist in (A) und die Gewichtsentwicklung der Patienten in (B) dargestellt. 
Das Gewicht ist als Standardabweichung (z-Score) zur WHO Referenzpopulation (2007 WHO) 
dargestellt. Einem Symbol ist je ein Patient zugeordnet. Die horizontale Linie zeigt den Mittelwert. „Vor 
EET” bezeichnet den Zeitpunkt vor Beginn, „EET” den, unter Ernährungstherapie.  
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3.2.2 Verbesserung der Entzündungswerte im peripheren Blut 

Nach drei bis vier Wochen Ernährungsintervention kam es zu einem signifikanten Rückgang 

der Entzündungswerte: CRP, BSG, Leukozyten und neutrophile Granulozyten (Abb. 3.2.2). 

Eine Normalisierung des CRP wurde bei acht, der BSG bei zwei Patienten und ein Abfall von 

beiden Werten unterhalb des Referenzwertes bei einem Patienten beobachtet. Des Weiteren 

wurde eine Abnahme der Fibrinogen-Konzentration im peripheren Blut, als Zeichen der 

Abnahme der chronischen Entzündung (neben BSG) gefunden. Die Hämoglobinkonzentration 

verbesserte sich ebenfalls (Abbildung 3.2.2). In der Zahl der Thrombozyten zeigte sich 

ebenfalls eine Tendenz der Abnahme, während sich die Zahl der Lymphozyten nicht änderte, 

bzw. eine leichte, nicht signifikante steigende Tendenz zeigte (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 3.2.2 Laborchemischer Rückgang der Entzündungsparameter im Blut.       
Signifikante Abnahme der Werte von (A) CRP, (B) BSG und (E) Fibrinogen im Blut. Fibrinogen wurde 
bei 13 von 15 Patienten bestimmt. (C und D) Ebenfalls signifikante Abnahme der Leukozyten- und 
neutrophile Granulozytenzahlen im peripheren Blut und (F) Erhöhung des Hämoglobins im EDTA-Blut 
unter EET. Die Symbole zeigen die gemessenen laborchemische Parameter vor- und unter EET. Die 
horizontale Linie zeigt den Mittelwert. 

3.3 Einfluss der EET auf den histopathologischen Entzündungsaktivitätsgrad 

Basierend auf histopathologischen Begutachtungen wurde die mikroskopische 

Entzündungsaktivität auf einer Skala von 0 bis 4 (siehe Kapitel 2.3.4) bei 10 der insgesamt 15 

Patienten bestimmt. Bei diesen Patienten waren Biopsien vor- und unter EET vorhanden und 

eine Begutachtung durch das Institut für Pathologie lag vor. In dieser semiquantitativen 

Analyse zeigte sich keine Besserung der Entzündungsaktivität in der Histologie (Abb. 3.3). 
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Abbildung 3.3 Histologischer Entzündungsgrad bei zehn Studienteilnehmern.                   
Keine signifikante Besserung der histologischen Entzündungsaktivität nach drei bis vier Wochen EET. 
(A) Vergleich der einzelnen Biopsien aus dem Sigma und Rektum und (B) des gemittelten 
Aktivitätsgrades aller Biopsien jeweils vor- und unter EET der jeweiligen Patienten. Zwei bis drei 
Biopsien pro Patienten wurden beurteilt. Den Symbolen sind die jeweilige Werte der 
Entzündungsaktivität pro Patientenbiopsat vor- und unter EET zugeordnet. Zusätzlich ist die 
Entwicklung des Mittelwertes aller gemittelten histopathologischen Krankheitsaktivitätsgrade aller 
Patienten dargestellt. 

3.4 Durchflusszytometrische Untersuchung des peripheren Blutes 

3.4.1 Bestimmung der T-Zellen im peripheren Blut 

Obwohl die Zahl der Leukozyten im peripheren Blut unter EET abnahm (Abb. 3.2.2 C), blieb 

die absolute Zahl der CD3+T-Zellen konstant (Daten nicht gezeigt). Innerhalb des CD3+ T-

Zellpools, blieb auch der Anteil der CD4+ Zellen vor- und unter Ernährungstherapie konstant 

(Abb. 3.4.1 A). Ebenso zeigten die absoluten Zahlen der CD4+ Th-Zellen keine Veränderung 

(Mittelwerte vor-EET 1073 ± 265/µl Blut und unter EET 1127 ± 284/µl Blut) (Abb. 3.4.1 B). 

Entsprechend fand sich auch bei den CD3+CD4- T-Zellen keine absoluten oder prozentualen 

Änderungen (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 3.4.1 Zahl der T-Zellen, im peripheren Blut unter EET. 

CD3+, CD4+ und nicht-CD4+-Zellen wurden im peripheren Blut vor und während der EET bestimmt. (A) 
Es fanden sich keine Änderungen in der Frequenz der CD4+ Anteil, von allen T-Zellen. (B) Ebenfalls 
keine signifikante Änderung in der absoluten Zahl der CD4+T-Helfer Zellen. 

3.4.2 Bestimmung der T-Helfer-Zellsubpopulationen im peripheren Blut 

Regulatorische T-Zellen (Tregs) wurden durch eine intrazelluläre Färbung des 

Transkriptionsfaktors Foxp3 innerhalb der CD4+CD25high T-Zellen identifiziert. Die Zahl der 

regulatorischen CD4+Foxp3+CD25high T-Zellen (Tregs) nahm unter Ernährungstherapie im 

peripheren Blut signifikant zu (Abb. 3.4.2.1). Es kam sowohl zu einem relativen wie auch 

absoluten Anstieg der Foxp3+ Tregs (Abb. 3.4.2.1 A und B). Der relative Anteil der CRTH2+ 

(Chemoattractant Receptor-homologous molecule expressed on T-Helper type 2 cells) Th-

Zellen als Maß für die Th2-Subpopulation und der relative Anteil der CCR6+ Th-Zellen, welche 

u.a. Th17-Zellen beinhalten (als Ausdruck der Th17 vermittelten pro-inflammatorischen 

Vorgängen) blieb konstant. (Abb. 3.4.2.1 C und D). 



Ergebnisse 
__________________________________________________________________________________ 
 

 
 55 

 



Ergebnisse 
__________________________________________________________________________________ 
 

 
 56 

Abbildung 3.4.2.1 T-Helfer-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut vor- und unter EET. 

Zunahme der Zahl regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut unter EET. (A) Signifikante Erhöhung des 
prozentualen Anteils und (B) der absoluten Zellzahl regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut unter 
EET. (C) Die relativen Anteile der Th2-Subpopulation und (D) der CCR6+ Zellen, die u.a. auch die Th17-
Zellen beinhalten, blieb unverändert. Jedes Symbol repräsentiert einen Patienten und die Zellzahl aus 
dem peripheren Blut vor- und unter EET. Die horizontalen Linien zeigen den jeweiligen Mittelwert. 
 

Des Weiteren zeigte sich ein umgekehrt-linearer Zusammenhang zwischen der, im wPCDAI 

ausgedrückten klinischen Krankheitsaktivität, und der Zahl der Treg-Zellen im peripheren Blut 

(Abb. 3.4.2.2). 

Abbildung 3.4.2.2 Korrelation zwischen der klinischen Krankheitsaktivität im Zusammenhang mit der 
Anzahl der Foxp3+ regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut.        
Signifikanter, umgekehrt-linearer Zusammenhang zwischen dem wPCDAI-Wert und der relativen 
Frequenz der CD25highFoxp3+ Th-Zellen im peripheren Blut. Die Symbole sind der jeweilige Schnittpunkt 
aus dem Wert der Krankheitsaktivität und dem prozentualen Anteil der Foxp3 Zellen im peripheren Blut 
für jeden Patienten vor und unter der EET. 

 

3.4.3 Bestimmung der Th-Subpopulationen innerhalb der Gut-Homing T-Zellen im peripheren 

Blut 

T-Zellen, welche in die Lamina propria des Darms einwandern können, sind durch die 

Expression der Integrine α4β7 charakterisiert. Um die Migration der CCR6+, CRTH2+ und 
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CD25highFoxp3+ Th-Zellen zwischen peripherem Blut und der Darmmukosa zu untersuchen, 

wurden Anteile der jeweiligen Th-Subgruppen unter allen durch das spezifische Integrin α4β7 

markierten, sogenannten Gut-Homing CD4+ Zellen bestimmt. Hierbei zeigte sich eine deutlich 

signifikante Erhöhung des Anteils Foxp3+ Treg Zellen unter aller Gut-Homing CD4+ Zellen 

(Abb. 3.4.3.1 A). Im Falle der CRTH2+ und CCR6+ T-Zellen war wiederum auch hier keine 

signifikante Änderung zu sehen (Abb. 3.4.3.1 C und E). Umgekehrt war auch der Anteil der 

Foxp3+ Tregs mit Gut-Homing Integrinen α4+β7high unter aller Foxp3+ Zellen unter EET 

signifikant angestiegen, während die Zahl Gut-Homing Zellen unter den CRTH2, sowie unter 

den CCR6+ (als Ausdruck für die Th2 bzw. Th17 vermittelter pro-inflammatorischen Reaktion) 

unverändert blieb (Abb. 3.4.3.1 B, D und F). 
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Abbildung 3.4.3.1 Veränderungen im Anteil Treg- und Th17-Zellen unter den Gut-Homing-Zellen unter 
EET. 

(A) Signifikante Erhöhung des prozentualen Anteils der regulatorischer T-Zellen unter aller Gut-Homing 
Zellen im peripheren Blut unter EET. (B) Auch waren unter allen regulatorischen T-Zellen unter EET 
mehr α4+β7high Zellen. (C) CRTH2 positive Th2-Zellen zeigen sich unter den α4+β7high Zellen unter EET 
nicht signifikant verändert und (D) auch α4+β7high Zellen unter den Th2-Zellen bleiben unverändert. (E) 
Anteil CCR6+ Th-Zellen unter den α4+β7highCD4+ Zellen, sowie (F) der Anteil α4+β7high Zellen unter den 
CCR6+ Th-Zellen ändern sich ebenfalls nicht signifikant.  Den Symbolen sind jeweils die relativen Zahlen 
vor- und unter EET zugeordnet, die horizontalen Linien zeigen den jeweiligen Mittelwert. 

3.5 Immunfluoreszenzhistochemische Untersuchung der Lamina propria 

3.5.1 Charakterisierung der regulatorischen T-Zellen in der Lamina propria 

Im Fall von 12 Patienten konnten vergleichbare Kolon-Biopsien aus dem Colon descendens, 

Colon sigmoideum und Rektum vor- und 3 Wochen nach Beginn der Ernährungstherapie 

untersucht werden. Pro Patienten standen Biopsien (bzw. Schnitte) von ein bis drei 

anatomische Regionen des Darms (Colon descendens, Colon sigmoideum und Rektum) zur 

Verfügung. Im Durchschnitt konnten pro Patient 2-3 Regionen untersucht werden. Auf jedem 

Schnitt einer anatomischen Region befanden sich mehrere Biopsien, welche vollständig für 

CD3 und Foxp3 gefärbt und digitalisiert wurden (Abb. 3.5.1.1. A). Fünf zufällig ausgewählte 

Bildbereiche wurden quantifiziert, daraus die Zahl der Zellen/mm2 errechnet und ein Mittelwert 
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pro anatomische Region gebildet (siehe auch Kapitel 2.7.11 und Abb. 2.7.11.2). Die 

Gesamtzahl der infiltrierenden CD3+ T-Zellen änderte sich nicht durch eine EET (Abb. 3.5.1.1 

B). Nach drei Wochen Ernährungstherapie ist der Anteil regulatorischer T-Zellen (Foxp3+ und 

CD3+ markiert) unter allen T-Zellen (CD3+ markiert) signifikant erniedrigt (12.2 ± 8.1% vor- und 

7.2 ± 3.9% unter-EET) (Abb. 3.5.1.1 C). Es zeigte sich auch ein signifikanter Rückgang der 

absoluten Zahl von Treg-Zellen (Abb. 3.5.1.1 D) von 124 ± 92 Zellen/mm2 vor- und 80 ± 71 

Zellen/mm2 unter EET. 
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Abbildung 3.5.1.1 Abnahme der regulatorischen Foxp3+T-Zellen in der Lamina propria des Kolons 
unter EET. 

(A) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbung von CD3 und Foxp3 an Sigma-Gewebe von einem 
Patienten. CD3 ist rot, Foxp3 grün zugeordnet. Blau erscheinen die mit DAPI markierten Zellkerne. (B) 
Konstante Gesamtzahl der CD3 markierten T-Zellen nach Beginn EET. Gleichzeitig signifikanter 
Rückgang der relativen (C) und der absoluten (D) Zellzahl der Foxp3+ regulatorischen T-Zellen. Die 
horizontalen Linien zeigen die Mittelwerte. Jedes Symbol repräsentiert den Mittelwert von fünf zufällig 
ausgewählten Gesichtsfeldern der Biopsien aus dem C. descendens, C. sigmoideum oder dem Rektum. 
In jeder anatomischen Region wurden mehrere Biopsien genommen und in einem Paraffinblock 
eingebettet und gemeinsam geschnitten. Im Durchschnitt wurden für jeden Patienten 2-3 anatomische 
Regionen vor- und unter EET analysiert. Es wurden immer korrelierende Regionen vor- und unter EET 
verglichen. Die horizontale Linien zeigen den jeweiligen Mittelwert. 

Wird die Entwicklung der Zellzahl der Foxp3+ Zellen nicht in der Gesamtheit aller Biopsien vor- 

und 3 Wochen nach Beginn der EET, sondern auch in den jeweiligen korrespondierenden 

Darmabschnitten (Linke Flexur bzw. Colon descendens, Colon sigmoideum und Rektum) 

verglichen, ist ein rückläufiger Trend der regulatorischen T-Zellen einzeln in allen Abschnitten 

zu erkennen (Abb. 3.5.1.2). Die absolute Zahl der Treg-Zellen nahm im Bereich der linken 

Flexur/Colon descendens von gemittelt 127 ± 64 Zellen/mm2 auf 91 ± 66 Zellen/mm2 ab (Abb. 

3.5.1.2 A). Im Sigmoideum sind 125 ± 99 Zellen/mm2 vor Beginn- und 68 ± 41 Zellen/mm2 nach 

drei Wochen EET gezählt worden (Abb. 3.5.1.2 B). Im Rektum waren im Mittel 121 ± 110 

Zellen/mm2 vor- und 82 ± 98 Zellen/mm2 unter EET (Abb. 3.5.1.2 C). 
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Abbildung 3.5.1.2 Abnahme der regulatorischen T-Zellzahl in der Lamina propria der 

korrespondierenden Darmabschnitten unter EET bei 12 Patienten. 

Nicht-signifikanter Rückgang der absoluten Zellzahl der CD3+Foxp3+ positiven regulatorischen T-Zellen 
in den jeweiligen Darmabschnitten* vor- und nach drei Wochen EET. (A) Colon descendens (B) Colon 
sigmoideum und (C) Rektum. Die horizontalen Linien zeigen die Mittelwerte.                                                                  
* Von den insgesamt 12 Patienten standen bei einem Patienten Biopsien nur aus C. descendens und 
Rektum, bei zwei Patienten aus Sigma und Rektum und bei einem Patienten lediglich aus Sigma zur 
Verfügung. Den Symbolen sind die Mittelwerte der Zellzahlen aller ausgewerteten Gesichtsfelder von 
mehreren Biopsien aus den jeweiligen anatomischen Regionen des Kolons vor- und unter EET 
zugeordnet, die horizontalen Linien zeigen den jeweiligen Mittelwert. 

 

3.5.2 Erweiterte Charakterisierung des entzündlichen Infiltrats der Lamina propria 

Um die gleichzeitig ablaufenden anti- und proinflammatorischen Prozesse in der entzündeten 

Lamina propria untersuchen zu können, wurden den anti-entzündlichen Treg-Zellen 

entgegengesetzt auch mehrere entzündungsfördernde Zellen in den entsprechend 

zugeordneten Biopsien charakterisiert. So wurden Veränderungen in der Zahl der Th17-Zellen 

unter EET untersucht. Da keine eindeutige nukleäre RORγt Färbung gelungen ist, wurden die 

Th17-Zellen mit Hilfe einer Färbung der Oberflächenmoleküle CD3 und IL-17 quantifiziert. Dies 

wurde auf Biopsien von jedem Patienten aus den Darmabschnitten durchgeführt, die in der 

CD3+Foxp3+-Färbung den größten Unterschied in der relativen Foxp3+-Zellzahl vor- und unter 

EET gezeigt haben. Diese Stellen zeigten also eine besonders rapide Änderung der 

Immunregulation. Dabei wurden die Proben natürlich weiterhin korrelierend und blind 

untersucht. Es zeigte sich ein nicht-signifikanter Rückgang aller IL17+ Zellen von 

durchschnittlich 265 ± 149 Zellen/mm2 auf 190 ± 96 Zellen/mm2 (Abb. 3.5.2.1 C) und eine 

signifikante Abnahme der Th17 Zellen (CD3+IL17+) von 39 ± 22 Zellen/mm2 auf 18 ± 10 

Zellen/mm2 (Abb. 3.5.2.1 D). Färbungen mit einem zweiten Antikörper eines weiteren 

kommerziellen Anbieters bestätigten die Beobachtung.  
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Abbildung 3.5.2.1 Entwicklung der Zahl der Th17-Zellen in der L. propria unter EET bei 12 
Studienteilnehmern. 

(A und B) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbungen von CD3 und IL17 mittels unterschiedlichen anti-
IL17-Antikörper ((A) Firma R&D Systems und (B) Firma Santa Cruz siehe auch Material und Methoden 
Teil) auf Colon descendens sowie auf Sigma. CD3 ist rot, IL-17 grün zugeordnet. Blau erscheinen die 
mit DAPI markierten Zellkerne. (C) Nicht-signifikanter Rückgang in der Zahl der IL17+Zellen und  (D) 
gleichzeitig signifikante Abnahme der Zahl CD3 und IL-17 positiven Th17 Zellen. Den Symbolen 
entsprechen gemittelte Zellzahlen aus 5 untersuchten Bildarealen eines Schnittes, welcher evtl. 
mehrere Biopsien aus einer anatomischen Region umfasst, die vor- und unter EET gewonnen wurden. 
Die horizontalen Linien zeigen den jeweiligen Mittelwert. 

Repräsentativ für die Untersuchung der Th1-Zellen wurde eine Färbung der Interferon-gamma 

(IFNγ) sezernierenden Zellen etabliert. Dafür wurden korrelierenden Biopsien einer 

anatomischen Lokalisation im Kolon von 6 der 12 Patienten mit einem anti-IFNγ-Antikörper 

gefärbt. Die Auswahl dieser 6 Patienten, sowie der Biopsie-Lokalisationen erfolgte zufällig. Die 

Zahl der IFNy-produzierenden Zellen in der Lamina propria blieb im Verlauf von 3 Wochen 

EET konstant. Es zeigten sich weder Veränderungen in der absoluten Zellzahl IFNy+ Zellen, 

noch in der relativen Zellzahl bezogen auf CD3+ T-Zellen (Abb. 3.5.2.2).  
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Abbildung 3.5.2.2 Konstante Zahl der IFNγ+, sowie der IFNγ+CD3+ T-Zellen in der Lamina propria unter 
EET.  

(A) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbung von CD3 und IFNγ auf Colon descendens. (CD3 ist rot, 
IFNγ grün zugeordnet. Blau erscheinen die mit DAPI markierten Zellkerne.) (B) Es ist keine signifikante 
Änderung in der Zahl der IFNγ sezernierenden Zellen unter EET zu erkennen. (C und D) Auch die Zahl 
der CD3+IFNγ+ Th1-Zellen ändert sich (C) weder prozentual (D) noch absolut. Den Symbolen sind die 
Mittelwerte der Zellzahlen aller ausgewerteten Gesichtsfelder von mehreren Biopsien aus dem Kolon 
vor- und unter EET zugeordnet. Die horizontalen Linien zeigen den jeweiligen Mittelwert. 

Neben den T-Zell Subpopulationen wurden auch die Zahl der Makrophagen in der 

Kolonschleimhaut bestimmt. Makrophagen wurden durch eine Färbung auf das 

Oberflächenprotein CD68 identifiziert. Die Zahl der Makrophagen in dem entzündlichen Infiltrat 

blieb konstant. Es konnten keine relevanten Veränderungen in der Zahl der CD68+ Zellen 

gezeigt werden (Abb. 3.5.2.3). Für diese Färbung wurden Biopsien der 12 Patienten aus den 

gleichen Darmabschnitten, wie für die CD3/IL17-Doppelfärbung verwendet. Im Rahmen dieser 

Färbung wurde zusätzlich (als zweite Färbung) ein TUNEL Assay durchgeführt, um eine 

Quantifizierung der apoptotischen Zellen in der Mukosa zu ermöglichen. Diese zeigte keine 

Veränderung in der absoluten Zahl apoptotischer Zellen in der Lamina propria. Wurden 

doppelgefärbte TUNEL+CD68+ Zellen untersucht, ergab sich auch hier kein Unterschied (Abb. 

3.5.2.3).  
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Abbildung 3.5.2.3 Keine relevante Änderung der Zahl der CD68+ Makrophagen, sowie der 
apoptotischen TUNEL+ Zellen nach drei Wochen EET. 

(A) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbung von CD68 und TUNEL Assay auf Gewebe des C. 
sigmoideum. CD68 ist rot, TUNEL grün zugeordnet. Blau erscheinen die mit DAPI markierten Zellkerne. 
(B) Der geringe Unterschied in der absoluten Makrophagen-Zellzahl vor- und unter EET ist nicht 
signifikant. (C und D) Auch die Anzahl apoptotischer Zellen (C), sowie die doppeltpositiven, 
apoptotischen Makrophagen (D) blieben unverändert. Den Symbolen sind die Mittelwerte der Zellzahlen 
aller ausgewerteten Gesichtsfelder von mehreren Biopsien aus korrespondierenden 
Kolonlokalisationen vor- und unter EET zugeordnet. Die horizontalen Linien zeigen den jeweiligen 
Mittelwert. 
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4. Diskussion 

4.1 Übersicht über die klinisch-experimentellen Ergebnisse 

Die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit stellen Effekte exklusiver enteraler 

Ernährungstherapie auf die Immunregulation von Morbus Crohn bei pädiatrischen Patienten 

dar. Durch die Untersuchung pro- und anti-inflammatorischer Zellen der Darmmukosa, sowie 

im peripheren Blut, vor Beginn - und unter Ernährungstherapie, konnten Erkenntnisse über die 

Immunregulation bei der Remissionsinduktion gewonnen werden.  

Im ersten Teil der Ergebnisse erfolgte die Charakterisierung der Studiengruppe. Fünfzehn 

pädiatrische Patienten sind in die Studie aufgenommen worden, bei denen im 

Durchschnittsalter von 12,4 Jahren die Diagnose Morbus Crohn klinisch, endoskopisch und 

histologisch gestellt wurde. Die Mehrheit der Patienten (>80%) litt unter einem disseminierten 

Befall des oberen und unteren Gastrointestinaltrakts und war Therapie-naiv zu Beginn einer 

ausschließlichen Ernährungstherapie. Zu diesem Zeitpunkt zeigten 27% der Patienten eine 

leichte, 53% eine mäßige und 20% eine schwere Krankheitsaktivität nach dem mathematisch 

gewichteten pädiatrischen Crohn Krankheitsaktivitätsindex (wPCDAI). Die Probeentnahmen 

(peripheres Blut und endoskopisch gewonnene Biopsien für die Histologie) erfolgten vor 

Beginn und im Durchschnitt am 25. Tag während der Ernährungstherapie. 

Nach 3 Wochen EET konnte ein klinisches Ansprechen gezeigt werden. Die Reduktion der 

Krankheitsaktivität spiegelte sich in der signifikanten Abnahme des wPCDAI-Wertes um 

durchschnittlich 33,2 Punkte, wie auch in der Zunahme des alters- und 

geschlechtsspezifischen z-Scores für Gewicht um 0,18 wider. Auch laborchemisch war ein 

Rückgang der Entzündung deutlich zu erkennen. Dies äußerte sich in der signifikanten 

Abnahme (bis zur Normalisierung) der CRP und BSG Werte, Leukozytenzahl und 

Fibrinogenkonzentration, sowie im signifikanten Hämoglobinanstieg.  

Die histopathologische Entzündungsaktivität zeigte sich bei der zweiten Biopsie noch nicht 

signifikant gebessert. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Immunregulation im peripheren Blut, sowie in der Lamina 

propria vor- und unter (3 Wochen nach Beginn) einer EET charakterisiert. Hierfür wurden die 

Treg-Zellen und weitere Th-Subpopulationen anhand des surrogaten nukleären 

Transkiptionsfaktors Foxp3 oder anhand charakteristischer Oberflächenmoleküle (CRTH2, 

CCR6) oder Zytokinexpression (IL-17, IFNγ) untersucht. In der erweiterten Immunfluoreszenz-
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Charakterisierung wurde die Zahl der Makrophagen (CD68+ Zellen) und der apoptotischen 

Zellen (TUNEL gefärbte Zellen) bestimmt. 

Im peripheren Blut blieb nach 3 Wochen EET die absolute und auch die relative Anzahl der 

CD4+ Th-Zellen konstant, gleichzeitig stieg aber die absolute und relative Zahl der Treg-Zellen 

signifikant an. Zwischen der relativen Zahl der Treg-Zellen im peripheren Blut und dem 

wPCDAI konnte einen umgekehrt linearen Zusammenhang gezeigt werden. Auch die Treg-

Zellen, welche das Integrin-Heterodimer α4β7 exprimieren und ein Gut-Homing Potential 

haben, sind unter EET im peripheren Blut signifikant angestiegen. Die Zahl der CCR6-

exprimierenden und der CRTH2-exprimierenden Zellen - auch der zusätzlich durch α4β7 

gekennzeichnete Gut-Homing Zellen – im peripheren Blut blieb konstant. 

Die immunfluoreszenzhistochemische Charakterisierung der Zellen in der Lamina propria 

unter EET ergab eine signifikante Abnahme der Treg-Zellen, sowohl absolut als auch relativ. 

Zudem wurde eine signifikante Abnahme der CD3+IL17+ Zellen gezeigt. Keine signifikanten 

Änderungen wurden dagegen im Falle aller IL17+ -Zellen, der Makrophagen, sowie IFNγ-

sezernierenden Zellen gefunden. Es konnte ebenfalls keine signifikante Änderung in Zahl der 

apoptotischen Zellen der Darmmukosa gesehen werden. 
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Abbildung 4.1.1 Zusammenfassende schematische Darstellung der Ergebnisse der 
Durchflusszytometrie und der Immunfluoreszenzhistochemie. 

Abnahme der Zahl der Treg-Zellen in der Lamina propria mit gleichzeitiger Zunahme im peripheren Blut, 
inklusive der Zahl der Gut-Homing Treg-Zellen. Keine Änderung in der Anzahl anderer Zellen.                      
* Eine Änderung der Zahl der Th17 Zellen in der Lamina propria ist nicht sicher auszuschließen, da es 
zwar keine Abnahme aller IL17+ Zellen, wohl jedoch der CD3+IL17+ Zellen gezeigt werden konnte. 

 

4.2 Interpretation der Ergebnisse vor dem Hintergrund der Literatur 

4.2.1 Repräsentative Kohorten pädiatrischer Patienten mit Morbus Crohn 

Insgesamt wurden 15 Patienten mit MC in die Studie untersucht. Reikvam et al. haben in einer 

ähnlichen Kohorte die Immunregulation des unbehandelten MC bei Kindern und Jugendlichen 

untersucht. Sie konnten 14 Patienten inkludieren [117]. Eine etwas größere pädiatrische 

Patientengruppe (n=20) ist in die Studie über der Immunregulation unter Infliximab von Kim et 

al. eingeschlossen worden [168]. Sowohl bei Reikvam et al. als auch in der Studie von Kim et 

al. wurden von allen Patienten Biopsien gewonnen. Im Vergleich weist unsere Studie mit einem 

kompletten Datensatz einschließlich Darmbiopsien vor und während EET bei nur 12 Patienten 

eine etwas kleinere Kohorte auf. 
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Mehr Jungen als Mädchen erkranken an Morbus Crohn. In einer Register-Studie (CEDATA-

GPGE) waren 58% der neudiagnostizierten MC Patienten männlich [169]. Die 

Geschlechtsverteilung unserer Kohorte zeigte ebenfalls eine leichte Knabenwendigkeit mit 8 

männlichen und 7 weiblichen Patienten.  

Der Altersmittelwert der MC-Patienten der vorliegenden Arbeit war bei Erstdiagnose 12,4 ± 

2,9, sowie bei Therapiebeginn 13,5 ± 2,2 Jahre. Laut gängiger Literatur liegt der 

Erkrankungsgipfel für MC im Alter zwischen 15 und 25 Jahren [1, 11]. Eine jüngere 

länderübergreifende europäische 5-Jahresanalyse von 2013 (EUROKIDS Register) zeigte 

jedoch ein Durchschnittsalter bei Erstdiagnose MC von 12,5 ± 3,3 Jahren [170]. In einer 

Register-Studie aus Deutschland waren die meisten Patienten bei Erstdiagnose zwischen 13 

und 17 Jahren, das Altersmedian lag bei 13 Jahren [169]. Wittig et al. beschrieben bei 

Untersuchung der Inzidenzzahlen einer großen, deutschen Krankenkasse zwischen 2009 und 

2012 ein Durchschnittsalter von 13,6 Jahren [7].  

Im Anbetracht der aktuellen Datenlage, insbesondere in Europa und Deutschland, ist die 

vorliegende Studie trotz der niedrigen Teilnehmerzahl bezüglich des Patientenalters als 

repräsentativ zu werten.  

Die Verteilung nach befallener Lokalisation im GIT in der vorliegenden Kohorte kann die 

aktuelle Statistik ebenfalls bestätigen, wonach die meisten MC-Patienten im Kindes- (>5 

Jahre) und Jugendalter sowohl im distalen Ileum als auch im Kolon eine Inflammation 

aufweisen [3, 4, 170]. Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit untersuchten pädiatrischen MC-

Patienten zeigen in zwei Dritteln ebenfalls einen ileokolischen Befall.  

Die Schwere der Erkrankung zum Zeitpunkt der Studienrekrutierung wurde anhand des 

wPCDAI-Wertes dokumentiert. Die Teilnehmer unserer Studie hatten bei Aufnahme in die 

Studie entsprechend des wPCDAI eine moderate Krankheitsaktivität. Ähnlich zu unserer 

Studie wurde nur in der Studie von Kim et al. die Krankheitsaktivität entsprechend des wPCDAI 

analysiert und wies einen ähnlichen Mittelwert der Gesamtkohorte von "moderat bis schwer" 

auf [168]. Die im Durchschnitt moderate und damit signifikant erhöhte Krankheitsaktivität 

unserer Studienpatienten könnte den beschriebenen Ergebnissen unter Umständen 

besondere Aussagekraft verleihen, da die Effektivität der EET und deren Auswirkungen auf 

die Immunregulation trotzdem so deutlich zum Ausdruck kommen. Als Stärke hervorzuheben 

ist, dass 12 der 15 Patienten vor Beginn der EET therapienaiv waren (zwei Patienten waren 

fest eingestellt mit AZA, einer mit 5-ASA), während in der Kohorte untersucht von Kim et al. 

alle Patienten neben Infliximab auch mindestens ein weiteres Immunsuppressivum (AZA, 

Steroide oder 5-ASA) erhalten haben [168]. 
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4.2.2 Klinischer Verlauf unter EET im Vergleich mit anderen konventionellen Therapieformen 

Der Einfluss der EET auf die klinische Krankheitsaktivität war ein sekundärer Endpunkt der 

Studie. Der klinische Verlauf wurde anhand des wPCDAI, des Gewichts, sowie 

laborchemischer Parameter (CRP, BSG, Leukozytenzahl, Zahl der neutrophilen Granulozyten, 

Fibrinogen und Hämoglobin) bewertet. Bereits nach 3 Wochen unter EET konnte eine 

signifikante Besserung aller o.g. Parameter beobachtet werden. Damit bestätigt unsere Studie 

die Wirksamkeit einer EET als Induktionstherapie bei pädiatrischen Patienten mit aktivem MC. 

Die klinische Wirksamkeit der EET als Induktionstherapie, sowie zusätzlich die 

Gleichwertigkeit zur Steroidtherapie wurde auch in zwei großen Metaanalysen gezeigt [148, 

153]. So haben Dziechciarz et al. in ihrer Metaanalyse insgesamt 11 randomisierte, 

kontrollierte Studien mit insgesamt 394 pädiatrischen MC Patienten unter EET oder 

Steroidtherapie untersucht. Kriterium für klinische Besserung war in den meisten dieser 

Studien die klinische Remission (definiert je nach Studie im Ausdruck der jeweiligen Indizes, 

wie PCDAI, CDAI und Lloyd-Still Index) in den Wochen 8, 9 oder 10 [148]. Da die vorliegende 

Arbeit auf die frühen Effekte der EET abzielte, war im Studiendesign keine Re-Evaluation in 

den Wochen 8-10 vorgesehen. Laut Dziechciarz et al. ist der PCDAI in vier zwischen EET und 

Steroidtherapie vergleichenden Studien (n>56) und in drei (n=84) unterschiedliche Formula 

vergleichenden Studien als Kriterium für die Therapiewirksamkeit verwendet worden und 

zeigte ebenfalls einen signifikanten Rückgang beim Kontrollzeitpunkt nach 8, 9 oder 10 

Wochen. Die meisten randomisierten klinischen Studien berichten jedoch über eine Remission 

unter EET bereits im ersten Monat, so zum Beispiel nach 2,5 Wochen beziehungsweise 11,1 

Tagen [148, 171, 172]. Auch Borrelli et al. berichten über schnell sinkende Entzündungswerte 

nach zwei Wochen EET, die danach jedoch über eine lange Zeit stagnieren [149]. Die offene, 

randomisiert kontrollierte Studie von Borrelli et al. verglich therapienaive pädiatrische 

Patienten mit aktivem MC unter EET mit solchen, unter Steroiden als Induktionstherapie über 

10 Wochen, führte aber alle 2 Wochen Kontrollen des PCDA-Indexes, sowie Laborparameter 

(u.a. CRP) durch. Somit sind die Veränderungen dieser Parameter bis Woche 2 und 4 

vergleichbar mit den Veränderungen in der vorliegenden Arbeit. Hierbei ist der PCDAI im 

Durchschnitt bei Patienten unter EET bereits nach zwei Wochen von etwa 39 auf etwa 21, 

sowie nach weiteren zwei Wochen auf etwa 13 gesunken. Diese Ergebnisse sind im Einklang 

mit dem Rückgang des wPCDAI-Index nach etwa 3 Wochen EET von im Durchschnitt 48,5 

auf 18,0 Punkte, der im Rahmen unserer Studie beobachtet wurde. Die rückläufigen CRP- und 

BSG-Werte (im Durchschnitt von 2,00 mg/dl auf 0,56 mg/dl, sowie 30 mm/h auf 22 mm/h) 

zeigen in der Studie von Borrelli et al. insgesamt höhere Ausgangswerte, die in der Tendenz 

jedoch vergleichbar schnell senkend beobachtet wurden, von 11 mg/dl auf 3 mg/dl nach 2 

Wochen und BSG von 45 mm/h gesunken auf 21 mm/h [149]. Zahlreiche weitere Studien 
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haben im Einklang mit den Ergebnissen dieser Promotionsarbeit rückläufige 

Krankheitsaktivitäten bei pädiatrischen Patienten mit MC unter EET als Induktionstherapie 

bewiesen [148].  

Der in dieser Arbeit beobachtete klinische Verlauf unter EET mit rückläufigen systemischen 

Entzündungsparametern scheint also insgesamt im Einklang mit dem in der Literatur unter 

EET zu sein. 

4.2.3 Veränderungen des intestinalen und systemischen Immunzellkompartments bei 

kindlichem MC unter EET 

Um die Immunregulation des pädiatrischen MC unter EET zu untersuchen haben wir die 

quantitativen Veränderungen der Th-Zellgruppen, besonders der Foxp3+ Treg-Zellen in der 

entzündeten Lamina propria und gleichzeitig im peripheren Blut untersucht. Hierbei konnte 

nach 3 Wochen EET eine signifikante Abnahme Foxp3+ Treg-Zellen in der Lamina propria und 

eine signifikante Zunahme dieser Zellen im peripheren Blut gesehen werden. Um weitere 

Erkenntnisse zu gewinnen, wurde der Anteil von zusätzlich durch heterodimere α4β7-Integrin 

gekennzeichneten (Gut-Homing) Treg-Zellen im peripheren Blut charakterisiert. Hierbei ist 

eine signifikante Zunahme sowohl der Foxp3+ Zellen unter allen Gut-Homing Zellen, als auch 

die α4β7+Foxp3+ Treg-Zellen unter allen Foxp3+ Zellen beobachtet. 

Die wichtige funktionelle Rolle der Treg-Zellen in der Pathogenese von CED, insbesondere 

auch von pädiatrischen MC ist Thema vieler, zum Teil laufender Studien. Eastaff-Leung et al. 

haben im Jahr 2010 Th-Zellen von 63 Erwachsenen CED-Patienten und 28 gesunden 

Kontrollpersonen im peripheren Blut mittels FACS-Analyse, sowie in der Mukosa mittels RT-

PCR (Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) charakterisiert. Hierbei 

fanden sie bei CED-Patienten signifikant erniedrigte Zahlen an Treg-Zellen im peripheren Blut, 

sowie signifikant erhöhte Expression von den Treg-spezifischen Transkriptionsfaktor Foxp3 in 

der Lamina propria [113]. Dies entspricht der hier beschriebenen Situation vor EET. Obwohl 

Treg-Zellen in der FACS-Analyse beider Arbeiten als CD4+CD25highFoxp3+ definiert worden 

sind, haben Eastaff-Leung et al. im peripheren Blut von Patienten mit aktivem MC im 

Durchschnitt 6 ± 1 Treg-Zellen/µl Blut bestimmt, während diese Zahl in vorliegender Arbeit 42 

± 18/µl Blut war [113]. Der deutliche Unterschied liegt am ehesten an der unterschiedlichen 

Patientenpopulation (Kinder versus Erwachsene) und möglicherweise auch an 

unterschiedlichen Gating-Strategien. Es ist anzunehmen, dass Eastaff et. al., um mit großer 

Sicherheit alle nicht kontinuierlich Foxp3-exprimierende Th-Zellen (sogenannte transiente 

Treg-Zellen) [173, 174] auszuschließen, ein sehr schmales Gate gesetzt haben. In einer 

pädiatrischen therapienaiven MC-Kohorte beschrieben Zhu et al. 30 ± 12 Treg-Zellen/µl Blut 
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[175]. Diese Ergebnisse gleichen denen vorliegender Arbeit. In der gleichen Studie von Zhu et 

al. wurden 60 ± 25 Treg-Zellen/µl bei pädiatrischen Kontrollpatienten bestimmt [175]. Die 

deutlich niedrigere Zahl bei pädiatrischen Patienten mit aktivem MC, beschrieben in 

vorliegender Dissertation ist somit im Konsens der Erkenntnisse der Literatur. Nach meiner 

Kenntnis gibt es bis dato, neben vorliegender Arbeit keine weiteren Studien, die das 

quantitative Verhalten Foxp3+ Treg-Zellen im peripheren Blut unter EET untersuchen. In einer 

aktuellen Studie von 2019 haben Chiba et al. die signifikante Zunahme von Foxp3+ Treg-Zellen 

im peripheren Blut nach 2 Wochen Therapie mit anti-TNF-Antikörpern beschrieben [176]. 

Gleichzeitig wurde die Wirksamkeit der Therapie anhand gebesserten CDAI Werten 

festgestellt. Zudem gilt die Wirksamkeit einer Therapie mit anti-TNF-Antikörpern in zahlreichen 

Studien bewiesen und im klinischen Alltag fest etabliert [136-140]. In einer weiteren Studie 

vom April 2020 haben Vitale et al. bei 16 pädiatrischen MC Patienten unter klinischer 

Krankheitsremission (unabhängig von der Therapie) eine Zunahme CD4+Foxp3+ Zellen im 

peripheren Blut beschrieben [177]. All diese Ergebnisse sind im Einklang mit vorliegender 

Studie, in der bereits nach 3 Wochen EET eine Zunahme Foxp3+ Treg-Zellen im peripheren 

Blut beschrieben wurde. 

Um weitere Erkenntnisse zu gewinnen, wurde in vorliegender Studie der Anteil von zusätzlich 

durch α4β7-Integrin gekennzeichneten (Gut-Homing) Treg-Zellen im peripheren Blut, sowie 

Treg-Zellen (im Allgemeinen) am Ort der Entzündung, in der Lamina propria charakterisiert. 

Treg-Zellen in der Darmmukosa von neudiagnostizierten pädiatrischen MC-Patienten wurden 

in einer jüngeren Studie von 2018 von Cho et al. untersucht. Hierbei war die Zahl der Foxp3+ 

Treg-Zellen in der Lamina propria des terminalen Ileums von 12 neudiagnostizierten 

pädiatrischen MC Patienten signifikant höher als im Falle 7 gesunder pädiatrischer Probanden 

[178]. Dies ist im Einklang mit der, in der vorliegenden Arbeit gesehenen, höheren Zahl Foxp3+ 

Treg-Zellen in der Lamina propria vor EET als nach 3 Wochen EET, wenn der Abfall der Foxp3+ 

Treg-Zellen unter EET als Trend zur Normalisierung angenommen wird. Reikvam et al. haben 

in ihrer pädiatrischen CED Kohorte (n=14) als Vergleich neben 16 Kindern mit einer nicht-

CED-Diagnose auch 12 Erwachsene mit MC und 14 nicht-CED-Patienten im 

Erwachsenenalter untersucht [117]. Sie haben einen deutlichen Anstieg der Treg-Zellen in der 

Lamina propria bei CED Patienten gegenüber von nicht-CED Patienten gefunden, sowie 

insgesamt höhere Zahlen bei pädiatrischen Patienten [117]. Dies unterstreicht die Rolle 

immunmodulatorischer Treg-Zellen in der Pathogenese von MC im Kindesalter. Die vor einer 

EET bestimmten Treg-Zellzahlen in pädiatrischen Patienten mit aktiven MC sind den von 

Reikvam et al. gesehenen Werten sehr ähnlich (bei durchschnittlich etwa 100 Zellen/mm2) 

[117]. Auch die Zahl aller Pan-T-Zellen (CD3+) sind vergleichbar. Wir definierten Treg-Zellen 

als CD3+Foxp3+, wogegen Reikvam et al. Foxp3+CD25+ oder Foxp3+CTLA4+ (Cytotoxic T-
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lymphocyte antigen 4) als Marker benutzte. Die Zahl doppelt positiver Zellen, und damit mit 

großer Wahrscheinlichkeit Treg-Zellen entsprechend, scheint im Falle aller dieser Färbungen 

etwa gleich zu sein [117]. Um zusätzlich einige CD8+-Zellen, die ebenfalls Foxp3+ sein können, 

auszuschließen, wäre eine CD4/Foxp3 Doppelfärbung noch mehr passend, diese weist jedoch 

– wie auch im Fall dieser Promotionsarbeit – eine geringere Spezifität bei Doppelfärbungen 

auf und erschwert eine einwandfreie Quantifizierung. Über die Zahl miterfasster CD8+Foxp3+-

Zellen sowie transient Foxp3-exprimierender Zellen kann diese Dissertation keine Aussage 

machen. 

Vorliegende Arbeit konnte nach 3 Wochen EET gleichzeitig die signifikante Abnahme Treg-

Zellen in der Lamina propria und die signifikante Zunahme α4β7+Foxp3+ Treg-Zellen im 

peripheren Blut zeigen. Gleichzeitig konnte laborchemisch ein Rückgang der 

Entzündungsparameter gesehen werden. Wahrscheinlich führt die reduzierte Ausschüttung 

pro-inflammatorischer Mediatoren unter EET wie TNF oder Chemokine zu einer geringeren 

Rekrutierung von Treg-Zellen in die Lamina propria. Alternativ könnte die verminderte Zahl an 

Treg-Zellen in der Lamina propria unter EET durch eine erhöhte Apoptose bedingt werden, da 

pro-inflammatorische Zytokine ein wichtiges Überlebenssignal von Treg-Zellen in der Lamina 

propria darstellen [178]. Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgeführten 

immunhistochemischen Färbungen zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied in der 

Zahl apoptotischer Zellen in der Lamina propria vor- und 3 Wochen nach EET. Zudem konnte 

diese Arbeit im peripheren Blut unter EET eine signifikant erhöhte Zahl der α4+β7high Gut-

Homing Zellen im Allgemeinen aber insbesondere der α4+β7highFoxp3+ Gut-Homing Treg-Zellen 

zeigen. Diese Beobachtungen verstärken die erstere Hypothese und sind im Einklang mit der 

in der Literatur beschriebenen Hypothese, dass durch entzündungsfördernde oder -

hemmende Prozesse Treg-Zellen im Darm rekrutiert oder wieder in das periphere Blut 

abgegeben werden [179, 180]. 

Obwohl die Pathogenese des MC noch nicht vollständig erforscht ist und multifaktoriell zu sein 

scheint, wird bei der Krankheitsentstehung als Hauptfaktor eine gestörte Homöostase 

zwischen den pro-inflammatorischen Th17-Zellen, bzw. ihrer ebenfalls 

entzündungsfördernden Zytokinen und den immunmodulierenden Treg-Zellen vermutet (siehe 

Kapitel 1.1.3). Deshalb wurden im Rahmen der weiteren Charakterisierung der Th-

Zellsubpopulationen die Th17-Zellen in der entzündeten Lamina propria und gleichzeitig Zellen 

der Th17 pro-inflammatorischen Immunantwort (durch CCR6 gekennzeichnet) im peripheren 

Blut untersucht. Hierbei konnten keine signifikanten Veränderungen gefunden werden, wobei 

in der Lamina propria die Zahl CD3+IL17+ Zellen signifikant abgenommen hat bei 

gleichbleibender Zahl aller IL17+ Zellen. Dieser Befund ist nicht eindeutig durch eine alleinige 
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Abnahme der Th17 Zellen zu erklären, vor allem im Anbetracht der gleichbleibenden Zellzahl 

im peripheren Blut und der unveränderten Zahl apoptotischer Zellen in der Lamina propria. Zu 

betonen ist zudem, dass die immunhistochemischen Analysen bereits nach 3 Wochen EET 

erfolgten, um die Prozesse früher Immunveränderungen unter EET zu erkennen. Es ist nicht 

auszuschließen, das nach längerer Zeit unter EET auch im Bereich dieser Zellen quantitative 

Unterschiede zu verzeichnen wären. 

Aktuelle Erkenntnisse über Th17-Zellen deuten zwar auf eine wichtige Rolle in der 

Pathogenese von MC hin (siehe Kapitel 1.1.3), genaue Aussagen über quantitative 

Veränderungen unter Therapie im peripheren Blut und in der Lamina propria existieren nach 

meinem Kenntnisstand bis dato nicht. U.a. haben Eastaff-Leung et al. die Zahl der Th17 Zellen 

mittels FACS im peripheren Blut, sowie das Ausmaß der IL-17-Expression in Darmbiopsien 

mittels RT-PCR  untersucht und bei 63 Patienten mit aktiver CED im Vergleich zu 28 

Kontrollpatienten beides erhöht gefunden [113]. Die Ratio der Treg-Zellen zu den Th17-Zellen 

im peripheren Blut bei Erwachsenen Patienten mit aktivem MC war im Durchschnitt 0,55 ± 

0,07 [113]. Im Rahmen vorliegender Arbeit wurde vor Beginn einer EET eine ähnliche 

Treg/Th17-Ratio bei pädiatrischen Patienten gefunden, nämlich 0,56 ± 0,23. Im Gegensatz zu 

Eastaff-Leung et al. wurden Zellen der Th17 vermittelten Immunantwort in der FACS-Analyse 

vorliegender Studie mit Hilfe des Oberflächenmoleküls CCR6 (und nicht durch Zytokine 

zugeordnete Marker) unter allen Th Zellen (CD3+CD4+) identifiziert. Somit wurde die Gefahr, 

die Anzahl der Th-Zellen durch unspezifische Stimulation in einer nicht (patho-) physiologische 

Weise zu beeinflussen umgangen, gleichzeitig jedoch in Kauf genommen, dass der Anteil der 

Th17-Zellen möglicherweise überschätzt wurde, da nicht alle CCR6-positiven Zellen auch IL-

17 produzieren. Immunfluoreszenzhistochemisch würde sich noch eine spezifische 

Identifizierung der Th17-Zellen mittels einer nukleären Färbung für den Transkriptionsfaktor 

RORγt anbieten. Diese Färbung konnte ich aber leider zu Beginn meiner Arbeit in unserem 

Labor nicht etablieren. Dieser Umstand erschien uns mit mehr Ungenauigkeit in der 

Bestimmung der Th17-Zellen einherzugehen als eine Doppelfärbung mit CD3 und IL-17, wo 

ein Anteil von natürlichen T-Killerzellen eventuell fälschlicher Weise für eine Th17-Zelle 

gehalten werden. Weiterhin wäre im Anbetracht der Übersichtsarbeit von Shingo et al. zu 

bedenken, dass Th-Zellen mehrere Haupttranskriptionsfaktoren exprimieren können, so vor 

allem Treg-Zellen, die gleichzeitig Foxp3 und RORγt positiv sein könnten [174]. Somit könnten 

in der Immunfluoreszenzfärbung RORγt positive Zellen zum Teil nicht eindeutig Th17-Zellen 

zugeordnet werden, wobei laut Voo et al. diese Zellen auch CCR6 positiv sind und IL-17 

produzieren, gleichzeitig aber auch immunsuppressiv wirken können [124]. Somit könnten 

solche Zellen – wenn auch in einem wahrscheinlich nur sehr geringen Anteil – auch mit den in 

dieser Arbeit verwendeten Färbemethoden gleichzeitig als Treg – und als Th17-Zellen 
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identifiziert worden sein. Die genaue Funktion solcher Zellen und im welchem Ausmaß sie bei 

aktivem MC vorkommen, müssen noch erforscht werden. 

Andere IL-17 exprimierende Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen und Monozyten, sind nicht 

CD3, sondern CD68 positiv, was auch Fujino et al. betrachtet haben, in dem sie alle IL-17 

produzierende Zellen unter den CD3 und den CD68 positiven Zellen gesucht haben. Auch 

vorliegende Arbeit hat im Rahmen der erweiterten Charakterisierung der Immunzellen der 

Lamina propria eine vergleichende (vor- und unter EET) Quantifizierung der CD68 positiven 

Zellen durchgeführt. Von dieser erhofften wir zusätzliche Informationen über die 

Immunvorgänge unter EET, denn gerade am Anfang eines aktiven MC wurde von Kugathasan 

et al. eine ausgeprägte Th1-Antwort beschrieben, die sich dann zunehmend in eine Th17-

gesteuerte Antwort wandeln soll [91]. Als ein weiterer Marker für die Th1-Antwort wurde in 

dieser Arbeit eine Quantifizierung der IFNγ-produzierenden Zellen in der Lamina propria vor 

und unter EET bei der Hälfte der Patienten bestimmt. Diese wurden in weiteren Studien, wie 

von Fuss et al. und Parronchi et al. im Vergleich zu gesunden Probanden bei Patienten mit 

MC deutlich häufiger nachgewiesen [85, 88]. Das primäre Ziel dieser Arbeit war jedoch nicht 

der Vergleich zu Kontrollpersonen, sondern die Beobachtung von Veränderungen unter EET. 

Als weitere Charakterisierung der Th-Subgruppen wurden die CRTH2-markierten Zellen im 

peripheren Blut vor- und unter EET als Ausdruck der, durch Th2-Zellen vermittelten pro-

inflammatorischen Immunvorgängen untersucht. Hier wurden jedoch keine signifikanten 

Veränderungen gefunden. Zusätzlich wurde im Rahmen vorliegender Promotionsarbeit der 

Anteil der α4β7 positiven Zellen unter den CCR6 positiven Zellen bestimmt. Hierdurch sollten, 

im Anbetracht neuer Erkenntnisse über das sogenannte Lymphozyten-Homing (Migration der 

Effektorzellen aus dem peripheren Blut in die Lamina propria), u.a. diejenigen Th17-Zellen 

identifiziert werden, die auch vor Ort der Inflammation potentiell von Bedeutung sind [58]. 

Dabei könnten neue Therapieansätze entstehen, wenn eine kausale Rolle der Gut-Homing 

Zellen nachgewiesen werden könnte. 

Anhand der vorhandenen Literatur sind sowohl Th17-, als auch andere IL-17-produzierende 

und auch Th1-Zellen von Bedeutung in der Pathogenese von MC im Kindesalter, weshalb 

vorliegende Dissertation von der Charakterisierung dieser Zellen im peripheren Blut und in der 

Mukosa vor- und unter EET bei pädiatrischen MC-Patienten neue Erkenntnisse erhofft hat. Es 

konnten jedoch keine signifikanten quantitativen Änderungen nach 3 Wochen EET im Bereich 

dieser Zellen gefunden werden. Die Aussage dieser Befunde kann durch die teilweise nur 

unzureichend spezifischen Färbungen hinterfragt werden und muss in künftigen Studien weiter 

untersucht werden.  



Diskussion 
__________________________________________________________________________________ 
 

 
 81 

4.2.4 Veränderungen des Immunzellkompartments bei MC unter EET im Vergleich mit direkt 

immunmodulatorischen Therapieformen 

Ziel vorliegender Promotionsarbeit war, neue Erkenntnisse über die Immunregulation von 

Morbus Crohn im Kindes- und Jugendalter unter einer exklusiven enteralen 

Ernährungstherapie zu gewinnen. Hierfür wurden pro-inflammatorische und 

immunmodulierende Zellreihen im peripheren Blut und in der Lamina propria vor-, sowie etwa 

3 Wochen nach Beginn einer EET, wie bereits oben (siehe auch 4.2.3) beschrieben, 

untersucht. Nach meiner Kenntnis existierten zu Beginn der vorliegenden Arbeit keine anderen 

Studien mit gleichem Fokus. Bereits mehrere Arbeitsgruppen haben Charakterisierungen der 

Immunregulation im Rahmen unterschiedlicher Therapien vergleichend in zum Teil auch 

pädiatrischen Patienten mit aktiver CED und Kontrollpersonen durchgeführt. Studien über die 

Veränderungen von TH17- und Treg-Zellen existieren nach meinem Wissen nur unter Anti-

TNF-Antikörper-Therapie, nicht aber unter EET. Gleichwohl gilt die Wirksamkeit beider 

Therapieformen für die jeweilige Indikationen als bewiesen. 

Diese Promotionsarbeit hat unter EET in pädiatrischen MC-Patienten vor allem Änderungen 

der Zahl der Treg-Zellen, sowohl in der Mukosa als auch im peripheren Blut nachweisen 

können. Unter EET konnte eine signifikante Zunahme der CD25highFoxp3+-T-Zellen, die als 

Treg-Zellen definiert sind, im peripheren Blut gezeigt werden. Der Anteil an Gut-Homing Treg-

Zellen ist ebenfalls signifikant angestiegen. Gleichzeitig konnte eine signifikante Abnahme der 

als CD3+Foxp3+ identifizierten Treg-Zellen in der Lamina propria nachgewiesen werden.  

Betrachten wir, die in 4.2.3 aufgestellte Hypothese, wonach mit abnehmender Entzündung 

(wie wir es anhand der Krankheitsaktivität und anderer Entzündungsparameter unter EET 

feststellen konnten) die starke Präsenz der Treg-Zellen am Ort der Entzündung nicht mehr als 

Gegenpol zu den pro-inflammatorischen Zellen benötigt wird und die Treg-Zellen in den Pool 

der Tregs in das periphere Blut zurückkehren, oder aber nicht mehr aus dem Blut in die 

Darmmukosa rekrutiert werden, da entsprechende Mediatoren nicht mehr in hohem Ausmaß 

freigesetzt werden, müssen wir eine vermehrte Apoptose unter EET ausschließen [179, 180]. 

Veltkamp et al. berichten jedoch über eine signifikante Abnahme der apoptotischen Treg-

Zellen sowohl im peripheren Blut als auch in der Mukosa bei abnehmender Entzündung unter 

Anti-TNF-Antikörpertherapie [118]. Ob der Grund dieser unterschiedlichen Ergebnisse in der 

Qualität der Färbung oder dem Zeitpunkt der Kontrolle liegt, oder ob es sich hierbei tatsächlich 

um einen unterschiedlichen Effekt der zwei Therapieformen handelt, kann Anhand 

vorhandener Daten nicht beantwortet werden. Dennoch ist auch zwischen zwei obigen 

Hypothesen bezüglich der Migration der Treg-Zellen am ehesten ein Zusammenspiel beider 

Effekte zu vermuten, was in weiteren Untersuchungen genauer untersucht werden muss.  
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Mehrere Studien konnten in der Zahl der Treg-Zellen ähnliche Beobachtungen unter einer Anti-

TNF-Antikörpertherapie machen, so auch in zwei Erwachsenen CED-Kohorten mit insgesamt 

65 Patienten von Boschetti et al. und Li et al., sowie Ricciardelli et al. im Falle von 7 Kindern 

mit MC unter Infliximab-Therapie [115, 116, 181]. In der pädiatrischen Kohorten wurden neben 

den 7 Patienten, die mit Infliximab therapiert wurden, auch 4 nicht-CED-Patienten, sowie 5 

Patienten die EET, AZA, 5-ASA oder eine Kombination dieser Therapien erhalten haben mit 

eingeschlossen [181]. Diese wurden jedoch viel mehr als Kontrolle den Patienten unter 

Infliximab entgegengestellt und es sind der Studie keine Erkenntnisse bezüglich der Anzahl 

der Treg-Zellen unter EET zu entnehmen [181]. Die Hypothese von Ricciardelli et al., nach der 

TNF eine Hauptrolle in der Immunmodulation des adaptiven enteralen Immunsystems spielen 

könnte, kann insofern in Frage gestellt werden, dass vorliegende Studie ein ähnliches 

Verhalten der Treg-Zellen unter EET, also ohne TNF-Blockade zeigen konnte [181]. Zum 

Widerlegen dieser Hypothese, hätte aber im Rahmen vorliegender Dissertation gleichzeitig 

auch die Expression von TNF in der Darmmukosa und im peripheren Blut bestimmt werden 

können, denn ob auch eine EET unter Umständen eine direkt oder indirekt, gegen TNF 

gerichtete Wirkung haben könnte ist anhand der gewonnenen Daten nicht auszuschließen. So 

konnten Schwerd et al. in einer Studie - deren Teil auch diese Dissertation war - zeigen, dass 

PBMCs, gewonnen unter EET auf Stimulation mit LPS oder Flagellin signifikant weniger 

inflammatorische Zytokine, wie IL-6, IL-8, IL-1β und IFNγ, nicht jedoch TNF und IL-17 

sezernieren [182]. Dennoch scheint – in Anbetracht der Literatur über die Umwelt -, vor allem 

mikrobiombedingte Pathogenese von MC [26, 45-48, 50, 51, 57, 183, 184] – viel 

wahrscheinlicher zu sein, dass die geringere enterale Antigenexposition unter EET zu einer 

„Schonzeit“ des enteralen Immunsystems führt, während der dieses sich regenerieren und die 

Balance zwischen Abwehr und Immuntoleranz wiederherstellen kann [162, 165]. Diese 

Hypothese zu konkretisieren und zu verstärken, müssen weitere Untersuchungen folgen. 

Die beobachtete Veränderungen in der Zahl Treg-Zellen in der Lamina propria, 

beziehungsweise im peripheren Blut unter anti-TNF, aber auch EET wurden in mehreren 

Studien mit Mucosal Healing in Zusammenhang gebracht [14, 151, 152, 185]. Auch die 

direkten Effekte einer EET auf die Treg-Zellen, wie in vorliegender Studie beschrieben, 

unterstützen diese Beobachtungen. Die gesehene Tendenz der gebesserten 

histopathologischen Krankheitsaktivitätsindexes spricht ebenfalls hierfür. Es ist anzunehmen, 

dass diese Besserung im Falle einer Kontrolle zu einem späteren Zeitpunkt signifikant wäre. 

Die Annahme, dass unter Immunmodulation sich gleichzeitig zu den quantitativen 

Veränderungen der Treg-Zellen die Zahl der Th17-Zellen umgekehrt proportional ändert, wird 

durch die vorliegende Arbeit widerlegt, denn weder im peripheren Blut (hier nur CCR6-positive 
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Th-Zellen) noch in der Mukosa konnten signifikante Unterschiede gezeigt werden. Auch Zellen 

die u.a. die Th1-Immunantwort umfassen, haben sich in der Lamina propria quantitativ nicht 

verändert. Literatur, die sich mit den intestinalen Immunveränderungen im Rahmen einer 

therapierten CED befasst, gibt ebenfalls wenig Auskunft über diese Zellreihen, wenngleich sie 

in zahlreicher Literatur zur Pathogenese untersucht werden [26, 31, 113, 115, 116, 181]. 

Aufgrund der vorliegendenden Ergebnisse kann die Hypothese aufgestellt werden, dass eine 

quantitative Änderung der Th17- und Treg-Zellen erst später im Verlauf unter der Therapie zu 

messen ist. Hierfür müssten erneute Vergleichsproben etwa 8 Wochen nach Beginn einer EET 

analysiert werden. Vielmehr gehen wir davon aus, dass die Th17- und Th1-Immunantworten 

zwar ausschlaggebend für die Entzündung sind, diese jedoch nicht primär steuern, sondern in 

Abwesenheit, bzw. Unterzahl der Treg-Zellen überschießend stimulieren. Für diese Hypothese 

sprechen verschiedene andere Studien, die eine Schlüsselrolle von Treg-Zellen im Rahmen 

der Immunmodulation beschreiben [26, 31, 115-117, 174, 186]. Hierfür spricht auch unsere 

Beobachtung, dass bei gleichbleibender Zahl der CCR6+-Zellen, bzw. aller T-Lymphozyten, 

die Treg/Th17-Ratio unter EET einen zur Krankheitsaktivität umgekehrt linearen Trend zeigt 

und ansteigt.  

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Dissertation ähnliche immunologische 

Vorgänge unter EET wie unter der etablierten und hoch-effektiven Induktionstherapie mit anti-

TNF-Antikörpern gezeigt werden, die die Rolle von Treg-Zellen in der Immunregulation bei 

CED hervorheben. Weiterführende Forschung zu diesem Thema ist dringend notwendig, um 

die Wirkmechanismen der EET im Detail aufzuklären und künftig Kindern mit MC eine ebenso 

wirksame und nebenwirkungsarme, aber weniger belastende Therapie mittels 

Ernährungsintervention zu ermöglichen. 
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5. Zusammenfassung 

Die Pathogenese chronisch entzündlicher Darmerkrankungen und deren Besonderheiten in 

pädiatrischen Patienten sind Thema laufender Forschung. Ziel dieser Promotionsarbeit war 

es, mehr Erkenntnis über die Immunregulation bei aktivem kindlichen Morbus Crohn unter 

enteraler Ernährungstherapie zu gewinnen. 

In einer prospektiven pädiatrischen Kohorte von 15 Patienten mit Morbus Crohn wurden vor, 

und 3 Wochen nach Beginn einer exklusiven enteralen Ernährungstherapie neben der 

klinischen Krankheitsaktivität die Anzahl regulatorischer, sowie pro-inflammatorischer Th-

Zellen im peripheren Blut und in der Lamina propria bestimmt. Hierfür wurden ausführliche 

Anamnese und körperliche Untersuchung erhoben, Blut entnommen, sowie eine Endoskopie 

durchgeführt. Es wurden Techniken der Durchflusszytometrie, sowie der 

Immunfluoreszenzhistochemie verwendet. 

Parallel zum Rückgang der Krankheitsaktivität wurde bei unveränderter Zahl aller T-

Lymphozyten ein signifikanter Anstieg der regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut bei 

gleichzeitiger Abnahme in der Darmmukosa beobachtet. Zudem wurde ein signifikanter 

Anstieg der α4+β7highFoxp3+ Gut-Homing Treg-Zellen im peripheren Blut gesehen. Dies wurde 

als Auswandern der Tregs nach Abnahme der Entzündung unter EET interpretiert, da die Zahl 

der apoptotischen Zellen in der Lamina propria konstant blieb. Ein signifikanter Effekt auf 

andere Th-Subpopulationen (CCR6+, IL17+, CRTH2+ oder IFNy+ T-Zellen) wurde nicht 

beobachtet. 

Die EET induziert im betroffenen Darmabschnitt die Abheilung der Inflammation (Deep 

Remission bzw. Mucosal Healing). Wir postulieren, dass hierdurch die lokale Ausschüttung 

pro-inflammatorischer Zytokine reduziert wird und anti-inflammatorisch wirkende Treg- Zellen 

in das periphere Blut auswandern, um wieder Teil des zentralen Treg-Pools zu werden. 

Interessanterweise wurden ähnliche immunologische Veränderungen unter einer Anti-TNF-

Antikörpertherapie bei M. Crohn beschrieben, was auf die hohe Wirksamkeit der EET hinweist. 

Unsere Ergebnisse weisen auf eine Schlüsselrolle regulatorischer T-Zellen hin. Gleichzeitig 

werden weitere Fragen aufgeworfen, etwa über die Rolle des Darm-Mikrobioms, der Migration 

regulatorischer T-Zellen oder der Zellplastizität in den immunologischen Abläufen im Darm von 

Kindern und Jugendlichen mit MC. Diese Fragen müssen im Rahmen weiterführender 

Forschung beantwortet werden, um diese immer häufiger im Kindesalter auftretende schwere 

Krankheit gleichzeitig möglichst nebenwirkungsarm und dauerhaft wirksam therapieren zu 

können. 
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7. Verzeichnis der Abkürzungen und Akronyme 

5-ASA 5-Aminosalicylsäure 

6-MP 6-Mercaptopurin 

APCs Antigen präsentierende Zellen 

ASCA Serumantikörper gegen Saccharomyces cerevisiae 

ATG16L1 autophagy-related, 16-like 

AZA Azathioprin 

BB großes Blutbild 

BMI Body-Mass-Index 

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit 

CCL (z.B. CCL25) CC-chemokineligand (z.B. 25) 

CCR (z.B. 9) Chemokinereceptor 

CD (z.B. CD4) cluster of differentiation (z.B. 4) 

CDAI Crohn´s Disease Acctivity Index 

CED chronisch entzündliche Darmerkrankung 

CEDATA-GPGE® Registry of Children with Inflammatory Bowel Disease in Germany and Austria 

CED-U undefinierte chronisch entzündliche Darmerkrankung 

CMV Zytomegalovirus 

CRP C-reaktives Protein 

CRTH2 Prostaglandin D2 Rezeptor 2 (auch DP2) 

CT Computer Tomographie 

CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 

CU Colitis Ulcerosa 

Cy (z.B. 3 und 5) Cyanin-Farbstoffe (z.B. 3 und 5) 

DAB 3,3'-Diaminobenzidin 

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol 

DMSO Dimethylsulfoxid 
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DPX Di-N-Butyl Phthalate in Xylene 

ECCO European Crohn’s and Colitis Organisation 

EET exklusive Ernährungstherapie 

ESPGHAN European  Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition 

EUROKIDS Prospective registry of newly diagnosed paediatric and adolescent patients with 

 Crohn´s disease, ulcerative colitis or IBD-unclassified 

FACS Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated cell sorter) 

Fc-Region crystallisable fragment 

FCS Fetales Kälberserum (Fetal Calf Serum) 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

Foxp3 forkhead box P3 

FSC Vorwärtsstreulicht (forward scatter) 

GATA3 GATA binding protein 3 

GIT Gastrointestinaltrakt 

HIV Humanes Immunodefizienzvirus 

HPF high power field 

HPV Humanes Papillomavirus 

HRP Horse Radish Peroxidase 

i.v. intravenös 

i.v.-KM intravenöser-Kontrastmittel-Gabe 

IBD Inflammatory Bowel Disease 

IFNγ Interferon-gamma 

IgA Immunglobulin-A 

IgG1 Immunglobulin-G1 

IL (z.B. IL-17) Interleukin (z.B.17) 

IRGM immunity-related GTPase M Protein 

Ki-67 Antigen Ki-67 (Ki-Kiel) 

LPS Lipopolysaccharide 
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MAdCAM-1 mucosal cell adhesion molecule 1 

MAP-Kinase  mitogen-activated protein Kinase 

MC Morbus Crohn 

MHC II Major Histocompatibility Complex II 

MRE Magnet-resonanz Enterographie 

MTX Methotrexat 

NF-kB  Nuclearfactor kappa-light-chain-enhancer 

NOD2 Nucleotide oligomerization domain-2 

ÖGD Ösophago-Gastro-Duodenoskopie 

p.o. Per os 

pANCA Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikörper mit perinukleärer  

PBMCs Peripher blood mononucleic cells 

PBS Phosphate buffered Saline 

PCDAI pediatric crohn’s disease activity Index 

PET partielle Ernährungstherapie 

PRR pattern recognition Rezeptor  

PSC primär sklerosierende Cholangitis 

RCF relative centrifugal force 

REACH Studie A randomized, multicenter, open-label study to evaluate the safety 

and efficacy of anti-TNFα chimeric monoclonal antibody (infliximab, REMICADE©) 

in pediatric subjects with moderate-to-severe Crohn’s disease 

RORγt retionoid acid-related orphan receptor-gamma t 

RPMI Zellkulturmedium, benannt nach dem Roswell Park Memorial Institute 

RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion 

s.c. subcutan 

SSC Seitwärtsstreulicht (side scatter) 

STAT4 signal transducer and activator of transcription 4 

Tbc Tuberkulose 
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T-bet T box expressed in T cells 

TdT terminal desoxynucleotidyl transferase 

TGFβ transforming growth factor β 

Th (z.B. 17) helfer T-Zellen (z.B. 17) 

.tif, (RGB).tif tagged image file format, (red, green, blue).tif 

TLR4 Toll-like Rezeptor 4 

TNF Tumornekrosefaktor 

TPMT Enzym Thiopurin-Methyltransferase 

Treg regulatorische T-Zellen 

TSA-System™ Tyramide Signal Amplification System 

TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling 

WHO World Health Organization 

wPCDAI mathematisch gewichteter PCDAI 

z-Score Standarddeviation (hier: vom Mittel des BMIs) 

γ-GT Gamma-Glutamyltransferase 
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