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1  Einfithrung

1.1 Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen — Eine globale Krankheitslast

Bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) handelt es sich um chronische
und/oder schubweise rezidivierende Entziindungen des Gastrointestinaltrakts (Podolsky,
N Engl J Med 2002). CED haben aus medizinischer und gesundheitsokonomischer
Versorgungsperspektive eine hohe Relevanz, da schitzungsweise 6,8 Millionen Menschen
weltweit im Jahr 2017 an CED litten (Collaborators, Lancet Gastroenterol Hepatol 2020).

Vor dem Hintergrund klinischer Charakteristika und der Ausdehnung bzw. Schwere der
Entziindung werden Morbus Crohn und Colitis ulcerosa als zwei Hauptmanifestationsformen
der CED unterschieden (Podolsky, N Engl J Med 2002). Patienten mit Morbus Crohn zeigen
eine transmurale Entziindung mit segmentaler Ausbreitung im gesamten Gastrointestinaltrakt.
Im Gegensatz dazu weisen Patienten mit Colitis ulcerosa oberfliachliche Entziindungen der
Darmschleimhaut im Kolon auf, wobei sich die Entziindung in der Regel vom Enddarm
ausgehend nach proximal ausbreitet. Im Erwachsenalter konnen jedoch ca. 5—10 % der
Krankheitsverldufe weder als Morbus Crohn noch Colitis ulcerosa eindeutig klassifiziert
werden, so dass man in diesen Féllen von einer Colitis indeterminata (engl., inflammatory
bowel disease unclassified, IBD-U) spricht.

Die klinische Prédsentation der CED kann in Abhéngigkeit von der Lokalisation der
befallenen Darmregionen und der Entziindungsaktivitit variieren. Als Leitsymptome einer
CED konnen wiederkehrende Durchfille, abdominelle Schmerzen, Ubelkeit,
Mangelerndhrung, Gewichtsverlust, Anédmie, Fieber und Abgeschlagenheit auftreten. Wéahrend
Patienten mit Morbus Crohn ein erhohtes Risiko zur Ausbildung von Fisteln und Abszessen
aufzeigen, zéhlen Blutungen, das toxische Megakolon, Darmperforationen, und ein erhéhtes
Darmkrebsrisiko zu den typischen Komplikationen der Colitis ulcerosa. Dariiber hinaus
konnen extraintestinale Manifestationen mit einer Frequenz von 6 — 47 % bei Patienten mit
CED auftreten, wobei alle Organsysteme befallen sein konnen. Insbesondere werden
Beteiligungen der Gelenke (Arthropathien), der Haut (Erythema nodosum, Pyoderma
gangraenosum, Sweet-Syndrom, aphthdse Stomatitis), des hepatobilidren Systems (primire
sklerosierende Cholangitis) und der Augen (Episcleritis, Uveitis) beobachtet (Vavricka et al.,
Inflamm Bowel Dis 2015).

Zusammenfassend flihren chronische Verldufe der CED zu enormen korperlichen

Funktionsstorungen und psychosozialen Belastungssituationen.
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1.2 Die Pathogenese von chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

CED sind multifaktorielle Erkrankungen und die Atiologie ist bisher nur unzureichend
aufgeklédrt. Die Entstehung von CED wird durch ein komplexes Zusammenspiel mit einer
Vielzahl von Umweltfaktoren (z.B. Erndhrung, Hygiene, Rauchen, Stillen oder
Antibiotikaexposition), Verdnderungen der Darmflora, Storungen der epithelialen
Schleimhautbarriere und Dysfunktionen des Immunsystems in genetisch priadisponierten
Patienten begiinstigt (Xavier and Podolsky, Nature 2007). Im Zentrum der Pathogenese wird
eine liberschieBende Immunantwort gegeniiber der bakteriellen Darmflora angenommen. Vor
dem Hintergrund der multifaktoriellen Krankheitsmechanismen kann bei CED-Patienten eine

grofe interindividuelle Heterogenitit in der Pathogenese beobachtet werden.

Genetische Pridisposition bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Die Bedeutung der genetischen Veranlagung bei CED konnte insbesondere durch (i) die
erhohte Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen (Brant, Inflamm Bowel Dis 2011), (ii)
eine hohere familidre Belastung bei Verwandten ersten Grades (Orholm et al., N Engl J Med
1991) und (iii) unterschiedliche Privalenzen in bestimmten ethnischen Bevolkerungsgruppen
(Lowe et al., Inflamm Bowel Dis 2009; Orholm et al., N Engl J Med 1991) dokumentiert
werden. Darliber hinaus haben genomweite Assoziationsstudien an  groflen
Patientenkollektiven hypothesenfrei mehr als 200 genetische Loci mit einem erhdhten Risiko
fiir CED identifiziert, was eine polygenetische Atiologie vermuten lisst (de Lange et al., Nat
Genet 2017; Franke et al., Nat Genet 2010; Huang et al., Nature 2017; Imielinski et al., Nat
Genet 2009; Jostins et al., Nature 2012; Kugathasan et al., Nat Genet 2008; Liu et al., Nat
Genet 2015). Dabei haben die genomweiten Assoziationsstudien die Relevanz zahlreicher
Signalprozesse mit unterschiedlichen biologischen Funktionen in der Pathogenese von CED
aufgezeigt. So konnten exemplarisch Polymorphismen in Genen identifiziert werden, die die
intrazelluldre Pathogenerkennung (z.B. NOD2/CARD15), Thl7-assoziierten Signalprozesse
(z.B. IL23, CCR6, JAK?2, STAT3), Autophagie (z.B. ATGI6L1, LRRK2, IRGM), Integritit der
intestinalen Epithelbarriere (z.B. [BD5, DLG5, PTGER4, ITLNI, DMBTI) und
endoplasmatischen Stressreaktionen (z.B. XBPI) regulieren (de Lange et al., Nat Genet 2017,
Franke et al., Nat Genet 2010; Huang et al., Nature 2017; Imielinski et al., Nat Genet 2009;
Jostins et al., Nature 2012; Kugathasan et al., Nat Genet 2008; Liu et al., Nat Genet 2015). Die
genomweiten Assoziationsstudien haben viele bedeutende Hypothesen generiert und
zahlreiche genetische Signaturen aufgeklirt, jedoch bleiben die meisten Studien assoziativ und

die klinische Relevanz wird weiterhin kontrovers diskutiert (Huang et al., Nature 2017).
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Umwelteinfliisse und mikrobielle Dysbalance bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Substantielle Unterschiede in geographischen Prévalenzen und eine zunehmende globale
Inzidenz in den vergangenen Jahrzehnten mit einem Anstieg in asiatischen Schwellenldndern
bzw. bei Migranten in industrialisierten Léndern weisen auf einen kritischen Zusammenhang mit
dem westlichen Lebensstil (z. B. Diét, Hygiene) und Umweltfaktoren in der Pathogenese der CED
hin (Ananthakrishnan et al., Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2018). Umweltfaktoren kdnnen tiber
eine Vielzahl an komplexen Wechselwirkungen die Zusammensetzung der Darmbakterien
beeinflussen. Verdnderungen der Darmflora mit einem Ungleichgewicht von symbiotischen
und pathologischen Mikroorganismen spielen dabei als Trigger oder Stimulus eine
entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung von chronischen Entziindungsprozessen.
Dementsprechend konnte bei Patienten mit CED eine gestdrte Diversitdt und
Zusammensetzung der Darmflora (Dysbiose) nachgewiesen werden (Neurath, Nat Rev
Gastroenterol Hepatol 2020). Obwohl die komplexen Mechanismen ungeklért bleiben, stellt
das Mikrobiom ein attraktives Target zur Behandlung der CED dar. So gehoren enterale
Erndhrungstherapien, antibiotische Therapien und die Behandlung mit Probiotika bereits zum

therapeutischen Repertoire bei CED-Patienten.

Dysfunktionen des Immunsystems bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Die intestinale Epithelbarriere stellt als Schutzschicht eine Verteidigungslinie des Korpers
gegeniiber Pathogenen dar. Eine erhohte Permeabilitdt der Darmwand kann zu einer Invasion
von Mikroorganismen und einer fehlgeleiteten Immunabwehr fiihren. Zur Aufrechterhaltung
der intestinalen Immunitit und Toleranzentwicklung gegenliber Bakterien, ist ein
ausgewogenes Gleichgewicht der komplexen angeborenen und erworbenen Immunreaktionen
mit einer Vielzahl von spezialisierten Immunzellen und Zytokinen nétig (Sun et al., Mucosal
Immunol 2015). So spielen dendritische Zellen und Makrophagen als Antigen-pridsentierende
Zellen durch die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und Aktivierung des
adaptiven Immunsystems eine wichtige Rolle in der Pathogenese der CED. Im Rahmen von
Entziindungsreaktionen differenzieren naive T-Zellen in spezialisierte T-Helferzellen (z. B.
Th1-, Th2- und Th17-Zellen). Eine gestorte Balance der Differenzierung von T-Helferzellen
wird als eine wichtige Ursache in der Krankheitsprogression der CED angesehen (Neurath, Nat
Immunol 2019). Wahrend eine verstirkte mukosale Thl-vermittelte Immunantwort
insbesondere bei Patienten mit Morbus Crohn beobachtet wird (Vitale et al., PLoS One 2017),
zeigen intestinale T-Zellen von Patienten mit Colitis ulcerosa eine erhdhte Sekretion von Th2-

assoziierten Zytokinen (z.B. IL-5 und IL-13) (Heller et al., Gastroenterology 2005). In der
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Praxis ist diese starre Unterteilung in eine Th1- oder Th2-vermittelte Pathogenese aufgrund der
dynamischen Komplexitdt der intestinalen Immunitit nicht moglich und die Pathogenese
umfasst das Zusammenspiel einer Vielzahl von weiteren spezialisierten Immunzellen. Unter
anderem haben zahlreiche Studien gezeigt, dass Th-17-assoziierte Immunantworten einerseits
eine entscheidende Funktion in der Elimination von Bakterien und Pilzen im Bereich der
Schleimhautbarriere spielen, aber andererseits Thl7-assoziierte Zytokine intestinale
Entziindungsreaktionen verstirken konnen (Tesmer et al., Immunol Rev 2008). Eine weitere
zentrale Funktion in der Regulation der intestinalen Immunitdt nehmen regulatorische T-Zellen
(Treg-Zellen) ein. Die Treg-Zellen hemmen pathogene T-Effektorzellen und unterdriicken
Autoimmunprozesse durch verschiedene kontaktabhingige (z.B. CTLA-4, Perforin,
Granzyme) und kontaktunabhingige (z.B. IL-10, TGF-B, CD39) Mechanismen, die
beispielsweise die Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen, die Differenzierung und
Funktionen von Antigen-prasentierenden Zellen, die Zytolyse und verschiedene
Stoffwechselprozesse modulieren (Sakaguchi et al., Nat Rev Immunol 2010; Vignali et al., Nat
Rev Immunol 2008). Dysfunktionen von Treg-Zellen flihren zu einer schweren
Immundysregulation, Autoimmunitét und intestinalen Enteropathie (Bennett et al., Nat Genet
2001; Brunkow et al., Nat Genet 2001; Wildin et al., Nat Genet 2001). Daneben erfordert die
Aufrechterhaltung der immunologischen Homoostase spezialisierte Subpopulationen von B-
Zellen, NK-Zellen, NKT-Zellen, Granulozyten, und angeborenen lymphoiden Zellen (engl.,
innate lymphoid cells). Die Relevanz fehlgeleiteter Immunantworten in der Pathogenese der
CED wird durch die Wirksamkeit von Biologika in der Behandlung von CED-Patienten
verdeutlicht. So modulieren aktuelle Therapieregime bei CED-Patienten das Immunsystem
beispielsweise durch die Blockade des pro-inflammatorischen Zytokins Tumornekrosefaktor
(engl., tumor necrosis factor, TNF-a; Infliximab), der a4B7-Integrine (Vedolizumab), oder der

IL-12/IL-23-Zytokinachse (Ustekinumab) (Neurath, Nat Rev Immunol 2014).

1.3 Friihkindliche Verlaufsformen der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Die Pathogenese und die Krankheitsverldufe von CED sind heterogen und weisen substantielle
altersabhédngige Charakteristika auf. Das Hauptmanifestationsalter der CED liegt zwar
zwischen dem 20. -40. Lebensjahr, jedoch kénnen CED in jedem Lebensalter auftreten
(Molodecky et al., Gastroenterology 2012). So entwickeln 25 % der Patienten intestinale
Entziindungsreaktionen vor dem Erwachsenenalter (Benchimol et al., Inflamm Bowel Dis
2011). Auf Basis der Erhebung einer gesetzlichen Krankenkasse ist eine Inzidenz der
padiatrischen CED von 17,41 pro 100.000 Kinder in Deutschland berechnet worden, so dass
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eine jahrliche Neuerkrankungsrate von ca. 800 - 1500 Kindern und Jugendlichen abgeschétzt
werden kann (Wittig et al., J Pediatr Gastroenterol Nutr 2019). In seltenen Verlaufsformen
entwickeln Patienten eine frithkindliche CED mit einem Manifestationsalter unter 6 Jahren
(engl., very early onset inflammatory bowel disease) (Uhlig, Gut 2013). Eine systematische
Meta-Analyse von 139 publizierten Studien hat jedoch gezeigt, dass insbesondere die Inzidenz
(4,37 auf 100.000 Kinder) und Pravalenz (14 auf 100.000 Kinder) von friihkindlichen
Verlaufsformen in einem dramatischen Ausmall im Zeitraum von 1950 bis 2009 weltweit
zugenommen haben (Benchimol et al., Inflamm Bowel Dis 2011).

Das klinische Erscheinungsbild kann sich bei frithkindlichen Verlaufsformen im
Gegensatz zu Manifestationen im Erwachsenalter deutlich unterscheiden. So werden
vornehmlich eine ausgeprédgte Krankheitsaktivitdt, eine schnellere Krankheitsprogression, ein
hiufigeres Auftreten von perianalen Krankheitsbeteiligungen und altersspezifische
Komplikationen (z.B. Wachstumsretardierung, Pubertitsverzogerung) beobachtet. Dariiber
hinaus zeigen Patienten mit frithkindlichen CED eine erhohte Frequenz an unklassifizierbaren
Verlaufsformen (IBD-U) sowie héufig Krankheitsverldufe, die nicht auf konventionelle
Therapien ansprechen. Daher sind bei Kleinkindern mit CED héufig stationidre Behandlungen
und chirurgische Interventionen erforderlich (Gower-Rousseau et al., Am J Gastroenterol
2009; Turner et al., Gut 2008; Van Limbergen et al., Gastroenterology 2008; Vernier-
Massouille et al., Gastroenterology 2008). Zusammenfassend hat die Diagnose einer
frithkindlichen CED mit chronisch-rezidivierenden Verldufen weitreichende, lebenslange
Konsequenzen fiir die heranwachsenden Kinder und gefdhrdet die korperliche und
psychosoziale Entwicklung (Buderus et al., Dtsch Arztebl Int 2015). Daher stellt die frithzeitige
Diagnose und effektive Behandlung von Patienten mit friihkindlichen CED eine grofe

Herausforderung dar.

1.4 Diagnostik der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Die Diagnostik bei Kindern mit CED folgt wie bei Erwachsenen einem Stufenschema
(Nikolaus and Schreiber, Gastroenterology 2007). Als Grundvoraussetzung erfolgt zunéchst
die Anamnese, die klinische Untersuchung mit der Erhebung von anthropometrischen Daten
und die laborchemische Diagnostik zur Abschitzung der Entziindungsaktivitit. Zur
Diagnosesicherung  erfolgt als Goldstandard die endoskopische  Untersuchung
(Osophagogastroduodenoskopie, Koloskopie) und histologische = Beurteilung von
Stufenbiopsien. Neben einer sonographischen Untersuchung konnen als zusétzliche

bildgebende Verfahren eine Magnetresonanztomographie-Enterographie oder
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Videokapselendoskopie zur Darstellung von entziindlichen Lésionen und Stenosen in den nicht
mittels Endoskopie einzusehenden Diinndarmabschnitten erfolgen.

Die konventionelle Diagnostik ermoglicht eine klinisch relevante Einteilung (Morbus
Crohn versus Colitis ulcerosa) zur Therapieentscheidung, jedoch bleiben die molekularen
Krankheitsursachen ungeklért und es konnen bisher keine maligeschneiderten Therapien fiir

die Patienten abgeleitet werden.

1.5 Die therapeutische Behandlung von pidiatrischen Verlaufsformen der chronisch-

entziindlichen Darmerkrankungen

Das Ziel der Behandlung von Patienten mit CED besteht in der Heilung der Epithelschleimhaut
und Kontrolle der Entziindungsaktivitdt, um eine nachhaltige klinische Remission zu
induzieren, Komplikationen zu verhindern und die Lebensqualitit zu verbessern. Dies erfordert
differenzierte Therapiestrategien, welche an den individuellen Krankheitsverlauf adaptiert
werden sollten, sowie gegebenenfalls interdisziplindre Zusammenarbeiten. Die
leitliniengerechte, medikamentdse Therapie zur Remissionsinduktion und Erhaltungstherapie
folgt dabei klinisch gesteuerten Therapiealgorithmen (Ruemmele et al., J Crohns Colitis 2014;
Turner et al., J Pediatr Gastroenterol Nutr 2012). Bei der Behandlung von Patienten mit
frithkindlichen CED miissen dabei altersentsprechende Besonderheiten beziiglich der
Therapieintensitit und Medikamentenzulassung mit einem hiufigem Off-Label-Gebrauch
berticksichtigt werden, um insbesondere Wachstumsverzogerungen und eine Beeintrachtigung
der Pubertitsentwicklung zu vermeiden.

Bei der Colitis ulcerosa kommen bei Patienten mit Proktitis oder einem isolierten rektalen
Befall bzw. linksseitiger Colitis rein topische Applikationen von 5-Aminosalicylaten als
Suppositorien, Klysmen, oder Rektalschaum zum Einsatz. Gegebenenfalls kann die
Behandlung durch eine Kombinationstherapie mit topisch wirksamen Glukokortikoiden und
systemischen 5-Aminosalicylaten bei ausgedehnter Krankheitsaktivitdt erweitert werden. Bei
Therapieversagen oder hoherer Entziindungsaktivitit erfolgt eine Behandlung mit oralen
Steroiden. Bei notwendiger Therapieeskalation werden Thiopurine (Azathioprin und
6-Mercaptopurin), Calcineurin-Inhibitoren (Cyclosporin A, Tacrolimus) oder Biologika (z. B.
Infliximab, Vedolizumab) angewandt. Zur Erhaltungstherapie werden 5-Aminosalicylate und
E. coli Nissle 1917 verwendet. Bei einem ausgedehnten Befall kann die remissionserhaltende
Behandlung in Kombination mit Thiopurinen oder Biologika (z. B. Infliximab) (Turner et al.,

J Pediatr Gastroenterol Nutr 2012) erfolgen.
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Bei Kindern und Jugendlichen mit Morbus Crohn wird zur Remissionsinduktion als
Therapie der ersten Wahl eine exklusive Erndhrungstherapie in Form einer Trink- und
Sondennahrung angewandt (Ruemmele et al., J Crohns Colitis 2014). Jedoch sollten Patienten
mit perianaler Fistelbildung oder anderen Risikofaktoren primér mit Biologika (z. B.
Infliximab) behandelt werden. Dariiber hinaus haben weiterhin Steroide einen hohen
Stellenwert in der Akuttherapie. Bei einem ileozdkalen Befall kann als Alternative zu oralen
Steroiden topisch wirksames Budesonid mit einem geringeren Nebenwirkungsprofil
verabreicht werden. Zur Remissionsinduktion und Erhaltungstherapie fiir eine steroidfreie
Remission werden zudem auch Immunsuppressiva (Thiopurine, Methotrexat) oder Biologika
(z. B. Adalimumab, Infliximab) in Mono- oder Kombinationstherapie empfohlen.

Dariiber hinaus werden gegenwdértig zahlreiche neue Therapiekonzepte fiir CED mit
verschiedenen Wirkmechanismen evaluiert wie z.B. Modulatoren der Sphingosine-1-
Phosphate, Janus kinase-Inhibitoren sowie monoklonale Antikorper gegen MAdCAM-1,
a4/B7-Integrine, IL-6 oder die p19-Untereinheit von IL-23 (Neurath, Nat Rev Gastroenterol
Hepatol 2017). Bei schweren therapierefraktiren Krankheitsverldufen miissen gegebenenfalls
sowohl bei Morbus Crohn als auch Colitis ulcerosa chirurgische Interventionen in Erwédgung
gezogen werden.

Die gegenwirtigen leitliniengerechte Therapieprinzipien bedeuten einen groB3en
Fortschritt und haben die Lebensqualitdt zahlreicher Patienten nachhaltig verbessert, jedoch
sind die Wirkmechanismen weiterhin sehr unspezifisch und eine grofle Zahl an Patienten weist

einen therapierefraktiren Krankheitsverlauf auf.
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2 Zielsetzung des Habilitationsprojekts

Patienten mit friihkindlicher CED weisen hdufig schwere, therapierefraktire
Krankheitsverldaufe auf, welche nicht auf konventionelle medikamentose Therapien
ansprechen. Dariiber hinaus ist die Diagnose bei Kindern mit CED erschwert, da es sich um
ein heterogenes Krankheitsbild handelt und eine hohere Zahl an Patienten nicht in die
klassischen Verlaufsformen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa eingeteilt werden kann (Uhlig,
Gut 2013). Im Langzeitverlauf entwickeln Kinder mit CED héufig Begleiterkrankungen und
Komplikationen mit strukturellen Darmschédigungen, so dass chirurgische Interventionen zum
praxisrelevanten Therapierepertoire gehoren. Des Weiteren zeigen Kinder hdufig im Verlauf
Nebenwirkungen im Rahmen der immmunsuppressiven Therapien und weisen ein erhdhtes
Malignitétsrisiko (z.B. Lymphome, Kolonkarzinom) auf. So gefdhrden die chronisch-
rezidivierenden Krankheitsverldufe die korperliche bzw. psychosoziale Entwicklung der
Kinder und beeintrichtigen nachhaltig die Lebensqualitit.

Ein verbessertes Verstindnis der zugrundeliegenden molekularen
Krankheitsmechanismen ist unerldsslich, um fiir Patienten mit friithkindlicher CED (i)
frithzeitige und definitive Diagnosen zu etablieren, (ii) Komplikationen im Krankheitsverlauf
besser vorherzusagen, (iii) die Effektivitdt von verfiigbaren Therapien besser abzuschétzen und
(iv) innovative zielgerichtete Therapien zu entwickeln.

Vor dem Hintergrund der charakteristischen Krankheitsmerkmale und des frithen
Manifestationsalters ist bei Kleinkindern mit CED bereits zuvor eine hdhere genetische
Belastung angenommen worden, da beispielsweise umweltbedingte Einfliisse noch nicht in
demselben MaBe wie bei Erwachsenen zur Pathogenese beitragen. Im Rahmen dieses
Habilitationsprojekts haben wir die Hypothese verfolgt, dass frithkindliche Verlaufsformen der
CED durch monogenetische Erkrankungen verursacht sein kdnnen. Das iibergeordnete Ziel des
Habilitationsprojekts bestand darin, genetische und immunologische Signaturen der
frithkindlichen CED unter Verwendung genetischer Hochdurchsatzsequenzierungen zu
entschliisseln und zugrundeliegende molekulare Krankheitsmechanismen durch funktionelle
Genomik aufzukliren.

Die experimentelle und translationale Habilitationsschrift verdeutlicht dabei eindriicklich
die Relevanz einer innovativen genetischen Diagnostik in der klinischen Versorgung bei

Patienten mit frithkindlicher CED.



Zielsetzung des Habilitationsprojekts
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Abbildung 1. Graphische Hypothese:
Monogenetische primdre Immundefizienzen
als Ursache von friihkindlichen chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen (CED).

CED weisen eine komplexe und
multifaktorielle Pathogenese auf. So
triggern Umweltfaktoren, Verdnderungen
des Mikrobioms und Dysfunktionen der
Immunitét intestinale Entziindungs-
reaktionen in genetisch pradisponierten
Individuen. Da Kinder mit einem sehr
frilhen Manifestationsalter héufig einen
distinkten und schweren Krankheitsverlauf
zeigen, haben wir die Hypothese verfolgt,
dass  Patienten mit  friihkindlichen
Verlaufsformen der CED eine erhohte
genetische  Belastung aufweisen und
Umweltfaktoren einen geringeren Einfluss
in der Pathogenese als bei Erwachsenen
haben. Hierbei haben wir insbesondere
postuliert, dass frithkindliche CED durch
monogenetische primire Immundefizienzen
(PID) verursacht sein kdnnen.
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3  Teilprojekte und Bedeutung der Forschungsarbeiten fiir das Fachgebiet

3.1 Identifizierung von Patienten mit monogenetischen IL-10R-Defizienzen — Ein
Paradigmenwechsel in der translationalen Erforschung von chronisch-

entziindlichen Darmerkrankungen

Glocker EO*, Kotlarz D*, Boztug K*, Gertz EM, Schaffer AA, Noyan F, Perro M,
Diestelhorst J, Allroth A, Murugan D, Hatscher N, Pfeifer D, Sykora KW, Sauer M, Kreipe H,
Lacher M, Nustede R, Woellner C, Baumann U, Salzer U, Koletzko S, Shah N, Segal AW,
Sauerbrey A, Buderus S, Snapper SB, Grimbacher B, and Klein C (2009). Inflammatory bowel
disease and mutations affecting the interleukin-10 receptor. N Engl J Med 361, 2033-2045.
IF: 47,1. (* equal contribution)

Dieses translationale Forschungsprojekt hat seinen Ausgangspunkt von Indexpatienten mit
lebensbedrohlichen Verlaufsformen der friihkindlichen CED genommen. Diese Kinder zeigten
eine therapierefraktire Enterokolitis, die insbesondere durch (i) ein sehr friihes
Manifestationsalter innerhalb der ersten Lebensmonate, (ii) eine ausgeprigte perianale
Krankheitsbeteiligung (Abszesse, Fisteln), (iii) rezidivierendes Fieber bzw. rekurrente
Infektionen und (iv) einen schweren Krankheitsverlauf mit héufigeren stationdren
Krankenhausaufenthalten und chirurgischen Interventionen gekennzeichnet waren.

Genomweite Assoziationsstudien hatten in der Vergangenheit bereits zahlreiche
genetische Loci, inklusive /L0, mit einer erhohten Suszeptibilitit fiir CED identifiziert (de
Lange et al., Nat Genet 2017; Franke et al., Nat Genet 2010; Huang et al., Nature 2017,
Imielinski et al., Nat Genet 2009; Jostins et al., Nature 2012; Kugathasan et al., Nat Genet
2008; Liu et al., Nat Genet 2015). Vor dem Hintergrund der -charakteristischen
Krankheitsmerkmale und des frithen Manifestationsalters haben wir in dieser Forschungsarbeit
die Hypothese verfolgt, dass Kleinkinder mit CED eine hohere genetische Belastung
aufweisen, da beispielsweise umweltbedingte Einfliisse noch nicht in demselben Malle wie bei
Erwachsenen zur Pathogenese beitragen.

Unter Anwendung von genomweiten Kopplungsanalysen und nachfolgender DNA-
Sequenzierung einzelner Kandidatengene konnten wir in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Bodo Grimbacher (University College London, England) bei

vier Patienten ,,/oss of function“-Mutationen in den Genen fiir die Interleukin-10-Rezeptor-
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Untereinheiten (IL-10RA und IL-10RB) identifizieren. Bei IL-10 handelt es sich um ein
hochpotentes immunregulatorisches Zytokin mit pleiotropen, anti-inflammatorischen
Wirkungen. Interessanterweise konnte bereits in vorherigen Studien demonstriert werden, dass
IL-10-defiziente Maiuse eine schwere intestinale Inflammation in Abhéngigkeit vom
Mikrobiom entwickeln (Kuhn et al., Cel/ 1993). Dariiber hinaus sind Dysregulationen in der
IL-10-vermittelten Signalkaskade bereits bei zahlreichen infektiosen, immunologischen,
allergischen und malignen Erkrankungen kontrovers diskutiert worden, jedoch blieb die
klinische Relevanz einer IL-10-defekten Signaltransduktion im humanen System ungeklart
(Sabat et al., Cytokine Growth Factor Rev 2010). Unsere IL-10R-defizienten Patienten
manifestierten sich primir mit einer frithkindlichen CED und damit verdeutlichten unsere
Studien die essentielle Funktion von IL-10 in der Regulierung der humanen intestinalen
Immunitdt. Experimentelle Analysen zeigten, dass die defekte IL-10R-vermittelte
Signaltransduktion zu einer pro-inflammatorischen Entziindungsreaktion in peripheren
mononukledren Blutzellen (PMBZ) fiihrt. Unter Verwendung eines Zytokinarrays konnten wir
darlegen, dass IL-10R-defiziente Zellen nach Stimulation mit bakteriellen
Lipopolysacchariden (LPS) eine erhohte Sekretion von zahlreichen inflammatorischen
Zytokinen (z.B. IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, MIP-1a, MIP-1B3, MCP1, RANTES, TNF-a, TGF-$1)
aufweisen. Diese experimentellen Daten lieferten wichtige Erkenntnisse beziiglich der
Pathomechanismen der IL-10R-Defizienz und eine potentielle Erkldrung, weshalb
Monotherapien mit Biologika (z. B. anti-TNF-Medikamenten) bei IL-10R-defizienten
Patienten keine langfristige Remission induzieren kénnen.

Vor dem Hintergrund des therapierefraktiren Verlaufs, der molekulargenetischen
Aufschliisselung des zugrundeliegenden Gendefekts und dem Wissen, dass IL-10 im
Wesentlichen anti-inflammatorische Effekte an Immunzellen vermittelt, konnten wir eine
allogene himatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) als individuellen Heilversuch bei
einem IL-10R-defizienten Indexpatienten durchfiihren. Erfreulicherweise konnte durch den
erstmaligen rationalen Einsatz einer HSZT bei CED eine nachhaltige Remission bei unserem
Indexpatienten induziert werden.

Zusammenfassend haben unsere paradigmatischen Studien verdeutlicht, dass (i) IL-10
eine zentrale Rolle in der Regulierung der intestinalen Homoostase spielt, (ii) frithkindliche
CED ein geeignetes ,,Modellsystem™ zur Erforschung von essentiellen regulatorischen
Signalwegen der humanen intestinalen Immunitét darstellen und (iii) innovative genetische

Diagnostikverfahren eine direkte therapeutische Relevanz fiir Kinder mit CED aufweisen.
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3.2 Himatopoetische Stammzelltransplantationen als kurative Behandlung fiir CED-

Patienten mit IL-10- und IL-10R-Defizienzen

Kotlarz D*, Beier R*, Murugan D*, Diestelhorst J, Jensen O, Boztug K, Pfeifer D, Kreipe H,
Pfister ED, Baumann U, Puchalka J, Bohne J, Egritas O, Dalgic B, Kolho KL, Sauerbrey A,
Buderus S, Gungor T, Enninger A, Koda YK, Guariso G, Weiss B, Corbacioglu S, Socha P,
Uslu N, Metin A, Wahbeh GT, Husain K, Ramadan D, Al-Herz W, Grimbacher B, Sauer M,
Sykora KW, Koletzko S, and Klein C (2012). Loss of interleukin-10 signaling and infantile
inflammatory bowel disease: implications for diagnosis and therapy. Gastroenterology 143,

347-355. IF: 12,8. (* equal contribution)

Murugan D, Albert MH, Langemeier J, Bohne J, Puchalka J, Jarvinen PM, Hauck F, Klenk
AK, Prell C, Schatz S, Diestelhorst J, Sciskala B, Kohistani N, Belohradsky BH, Muller S,
Kirchner T, Walter MR, Bufler P, Muise AM, Snapper SB, Koletzko S, Klein C, and
Kotlarz D* (2014). Very early onset inflammatory bowel disease associated with aberrant
trafficking of IL-10R1 and cure by T cell replete haploidentical bone marrow transplantation.

J Clin Immunol 34, 331-339. IF: 3,2. (* corresponding author)

Unserer Arbeitsgruppe ist es erstmals gelungen, monogenetische IL-10R-Defizienzen als
Ursache fiir schwere Verlaufsformen der frithkindlichen CED zu identifizieren ((Glocker et al.,
N Engl J Med 2009); siche 3.1). In einem initialen Heilversuch konnten wir bei einem
Indexpatienten zeigen, dass eine allogene HSZT potentiell eine klinische Remission bei
IL-10R-defizienten Kindern induzieren kann. In unserer Follow-up-Studie an einer grof3eren
internationalen Kohorte von 66 Patienten mit friihkindlichen CED haben wir das Vorkommen
und den klinischen Phinotyp von IL-10- und IL-10R-defizienten Patienten sowie die
Behandlung der IL-10R-Defizienz mittels HSZT ndher untersucht.

Unter Verwendung von klassischen Kandidatengensequenzierungen (Sanger-
Sequenzierung) konnten wir 16 Kinder mit einer beeintrichtigten IL-10-vermittelten
Signalkaskade identifizieren (3 IL-10-, 5 IL-10RA- und 8 IL-10RB-defiziente Patienten).
Unsere Studien an dieser Kohorte verdeutlichten, dass alle IL-10 bzw. IL-10R-defizienten
Patienten erste klinische Manifestationen der friihkindlichen CED innerhalb der ersten drei
Lebensmonate zeigten. Klinisch war die therapierefraktire schwere Kolitis bei IL-10- oder

IL-10R-defizienten Patienten mit Gedeihstérung (15/16), rekurrenten Fieberepisoden bzw.
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Infektionen (15/16), blutigen Diarrhoen (16/16) und perianalen Abszessen (13/16) bzw. Fisteln
(13/16) assoziiert. Extraintestinale Manifestationen umfassten orale aphthdse Lisionen (4/16),
Follikulitis (11/16) und Arthalgien bzw. Arthritiden (4/16). Unsere Studien konnten keine
eindeutigen Genotyp-Phinotyp-Korrelationen definieren, jedoch haben sie erste genauere
Einblicke in das klinische Spektrum der IL-10R-Defizienz geliefert. So konnte unsere Studie
ein frilhes Manifestationsalter innerhalb der ersten Lebensmonate, eine schwere perianale
Krankheitsbeteiligung und eine Follikulitis als wesentliche Charakteristika aufzeigen, die
unbedingt eine genetische Abklarung einer IL-10 bzw. IL-10R-Defizienz bediirfen.

Dariiber hinaus konnten im Rahmen unserer Studie die Sicherheit und Effektivitit einer
allogenen HSZT als kausales Therapieverfahren der IL-10R-Defizienz bei fiinf Kindern
verdeutlicht werden, denn alle behandelten Patienten zeigten eine nachhaltige Remission mit
einem medianen Follow-up von 2 Jahren (Kotlarz et al., Gastroenterology 2012). In einer
Folgestudie konnte wir zudem die Effektivitit einer haploidentischen HSZT als alternatives
Therapieverfahren bei fehlenden HLA-identischen Spendern demonstrieren (Murugan et al., J
Clin Immunol 2014).

Zusammenfassend haben unsere translationalen Forschungsarbeiten wichtige Einblicke
in den klinischen Phénotyp, die klinische Diagnose und die kurative Behandlung mittels HSZT
von IL-10R-defizienten Patienten geliefert. Hierbei stellten unsere Studien zudem die
Grundlage fiir die funktionelle Routinediagnostik von IL-10R-defizienten Patienten dar
(IL-10-vermittelte STAT3-abhéngige Signalkaskade und Inhibierung der Sekretion von

proinflammatorischen Zytokinen).
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3.3 Die Identifizierung der biallelischen TGFB1-Defizienz als neue molekulare Ursache
fiir friihkindliche chronisch-entziindliche Darmerkrankungen betont die essentielle

Funktion von TGF-B1 in der Regulierung der intestinalen Homdostase

Kotlarz D*, Marquardt B*, Baregy T, Lee WS, Konnikova L, Hollizeck S, Magg T, Lehle AS,
Walz C, Borggraefe I, Hauck F, Bufler P, Conca R, Wall S, Schumacher EM, Misceo D,
Frengen E, Bentsen BS, Uhlig H, Hopfner K-P, Muise AM, Snapper SB, Stremme P, Klein C
(2018). Human TGF-B1 deficiency causes severe inflammatory bowel disease and

encephalopathy. Nature Genetics 50, 344-348. 1F: 27,1. (* equal contribution)

Humanes transforming growth factor-beta 1 (TGF-1) ist ein seit vielen Jahrzehnten bekanntes
Zytokin, das grundlegende Zellfunktionen in der Embryogenese und im adulten Organismus
reguliert (Blobe et al., N Engl J Med 2000; Wu and Hill, Dev Cell 2009). Das enorme
Forschungsinteresse an der TGF-beta-Superfamilie in der Biomedizin wird durch mehr als
72.000 wissenschaftliche Referenzen in der Datenbank PubMed dokumentiert. Trotz des
groBBen Forschungsinteresses wird jedoch die Funktion von TGF-B1 in der Regulation der
Embryogenese und Aufrechterhaltung der postnatalen Gewebehomoostase sowie in der
Pathogenese humaner Erkrankungen weiterhin kontrovers diskutiert. Aufgrund der hohen
funktionellen Relevanz von TGF-B1 sind Dysfunktionen in der TGF-Bl-vermittelten
Signaltransduktion bereits mit vielen humanen Erkrankungen (z.B. Krebserkrankungen,
kardiovaskuldre Erkrankungen, Entwicklungsstorungen) assoziiert worden (Blobe et al., N
Engl J Med 2000). Dariiber hinaus konnte bereits ein direkter kausaler Zusammenhang einer
gestorten TGF-B1-Signaltransduktion in der Krankheitsentstehung durch die Aufkldrung von
monogenetischen Defekten aufgezeigt werden. So fiihrt beispielsweise eine erhohte Aktivitét
des TGF-B1-Signalwegs bedingt durch Mutationen in den TGFBRI- und TGFBR2-Genen zu
einer Bindegewebserkrankung, die typischerweise mit GefdBBanomalien (Aortenaneurysma)
und Skelettverdnderungen einhergeht (Loeys-Dietz-Syndrom) (Loeys et al., Nat Genet 2005).
Dariiber hinaus sind bereits heterozygote gain-of-function-Mutationen im 7TGFBI-Gen als
Ursache fiir die Camurati-Engelmann-Krankheit beschrieben worden (Janssens et al., J Med
Genet 2006), wobei es sich um ein Knochendysplasie-Syndrom mit Hyperostose der langen
Knochen, des Schidels, der Wirbelsdule und des Beckens handelt. Diese monogenetischen

Erkrankungen haben die zentrale Funktion von TGF-B1 in der Regulierung der extrazelluldren
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Matrix, Bindegewebesynthese und Knochenmorphologie aufgezeigt, jedoch konnten anhand
dieser Studien keine direkten Zusammenhinge flir immunologische und inflammatorische
Erkrankungen abgeleitet werden.

In unserem Forschungsprojekt konnten wir erstmals biallelische loss-of-function-
Mutationen im 7GFBI-Gen als neue monogenetische Krankheitsursache nachweisen.
Interessanterweise zeigten unsere drei Patienten eine schwere therapierefraktére, infantile CED
und neurologische Entwicklungsstorungen mit Epilepsie, Hirnatrophie und/oder posteriorer
Leukoenzephalopathie.

Die Immunphénotypisierung von PBMZ unseres Indexpatienten zeigte eine relative
Verringerung von aktivierten regulatorischen T (Treg)-Zellen und eine beeintrdchtigte
Differenzierung von CCR6~CXCR3T Thl-Helferzellen und CCR6TCXCR3~ Thl7-
Helferzellen. Weiterfilhrende CyTOF-Analysen von intestinalen Lamina propria
mononukledren Zellen (LPMZ) des Indexpatienten zeigten eine reduzierte Frequenz von
FOXP3" Treg-Zellen, Thl17-Zellen, und CD103" T-Zellen. Des Weiteren konnte eine
reduzierte T-Zellaktivierung nach Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28 und T-Zellproliferation
als Reaktion auf spezifische Antigenstimulation beobachtet werden. Die funktionelle Relevanz
der identifizierten Mutationen konnte durch verschiedene biochemische und zellbiologische
Analysen an Patientenzellen oder heterologen Zellmodellen mit lentiviral-vermittelter
Uberexpression der mutierten TGFBI-Allele validiert werden. So konnten beispielsweise eine
beeintrichtigte Sekretion, Funktion, Stabilitdt und Bioverfiigbarkeit der mutierten TGFBI1-
Varianten nachgewiesen werden. Dementsprechend konnten CyTOF-Analysen eine
verringerte SMAD2/3-Phosphorylierung in intestinalen LPMZ unseres Indexpatienten
detektieren, was auf beeintrichtigte Bioverfiigbarkeit der TGF-Bl-vermittelten
Signaltransduktion in situ hindeutet.

Zusammenfassend préisentierte unsere Studie erstmals Patienten mit einer biallelischen
TGFB1-Defizienz und zeigte damit die essentielle Funktion von TGF-B1 in der Regulierung
des humanen mukosalen Immunsystems und der neurologischen Entwicklung auf. Des
Weiteren  verdeutlichte = unsere  Studie, dass  genomweite = Hochdurchsatz-
Sequenziertechnologien eine unverzerrte Gendiagnostik mit hoher diagnostischer Sensitivitét
ermoglichen. Die Aufklarung der zugrundeliegenden molekularen Krankheitsursachen bildet
die Grundlage zur Etablierung innovativer und personalisierter Therapien von Patienten mit

CED.
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3.4 Monogenetische CASP8-Defizienzen unterstreichen die essentielle Funktion von

CASPS8 als Regulator der humanen intestinalen Homaoostase

Lehle AS, Farin HF, Marquardt B, Michels BE, Magg T, Li Y, Liu Y, Ghalandary M,
Lammens K, Hollizeck S, Rohlfs M, Hauck F, Conca R, Walz C, Weiss B, Lev A, Simon AJ,
GroB3 O, Gaidt MM, Hornung V, Clevers H, Yazbeck N, Hanna-Wakim R, Shouval DS,
Warner N, Somech R, Muise AM, Snapper SS, Bufler P, Koletzko S, Klein C*, Kotlarz D*#
(2019). Intestinal Inflammation and Dysregulated Immunity in Patients with Inherited
Caspase-8 Deficiency. Gastroenterology, 156, 275-278. IF: 20,9. (* equal contribution,

# corresponding author)

Caspase-8 (CASPS) ist eine Cysteinprotease (engl., cysteinyl aspartate-specific protease), die
eine essentielle Rolle in der Regulierung von programmierten Zelltodreaktionen (Apoptose
und Nekroptose) spielt (Oberst and Green, Nat Rev Mol Cell Biol 2011). Dariiber hinaus haben
Mausstudien gezeigt, dass CASP8 wichtige Funktionen in der Kontrolle von
Entziindungsreaktionen im Rahmen von Infektionen oder Gewebeschddigungen libernimmt
(Ben Moshe et al., Hepatology 2007; Gunther et al., Nature 2011; Kovalenko et al., J Exp Med
2009). Interessanterweise fithrt ein konditionaler Knockout von Casp8 in intestinalen
Epithelzellen zu einer spontanen Ileitis im Mausmodell (Gunther et al., Nature 2011).
Dementsprechend sind Dysfunktionen von Caspasen bereits als potentielle Trigger fiir
intestinale Entziindungsreaktionen und kolorektale Karzinome diskutiert worden (Becker et
al., Gastroenterology 2013), jedoch blieb die klinische Relevanz bisher unklar.

Die essentielle Rolle von CASPS in der Regulierung der humanen Immunitét ist erstmals
durch die Identifizierung von zwei Patienten, welche ein autoimmun-lymphoproliferatives
Syndrom (ALPS) und homozygote Keimbahnmutation im CASPS-Gen aufweisen,
dokumentiert worden (Chun et al., Nature 2002). In unserer Forschungsarbeit konnten wir
erstmals zeigen, dass homozygote Missense-Mutationen im CASPS-Gen eine frithkindliche
CED verursachen konnen. Eine detaillierte Immunophéanotypisierung konnte eine gestorte
Differenzierung, Aktivierung und/oder Proliferation von T- und B-Zellen nachweisen. Dariiber
hinaus konnten wir als Zeichen einer gestdrten angeborenen Immunabwehr eine erhdhte
Aktivierung von Inflammasomen in Patienten-abgeleiteten Makrophagen und heterologen
BLaER1-abgeleiteten monozytiren Zellmodellen mit einem CRISPR/Cas9-vermittelten

Knockout von CASP8 oder lentiviraler Uberexpression der Mutation unseres Indexpatienten
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detektieren. Durch die Anwendung von kleinmolekularen Inhibitoren (small molecules)
konnten eine erhohte NLRP3-Aktivitit und MLKL-abhéngige Nekroptose als mogliche
Pathomechanismen fiir die proinflammatorischen Zellreaktionen in CASPS8-defizienten
Makrophagen darlegt werden. Neben den adaptiven und angeborenen Immundysfunktionen
konnten wir zudem intrinsische Funktionsstdrungen in intestinalen Epithelzellen nachweisen.
So zeigten Patienten-abgeleitete intestinale Organoide (3D mini-guts) eine aufgehobene
TRAIL-vermittelte Apoptose und eine erhohte Aktivierung der Nektroptose.
Interessanterweise konnten wir trotz des vergleichbaren Phénotyps bei unseren Patienten
substantielle Spezies-spezifische Unterschiede im Vergleich zu Maiusen mit einem
konditionalen Knockout von Casp$ in intestinalen Epithelzellen detektieren. Wahrend CASPS-
defiziente Méuse eine TNF-abhéngige terminale Ileitis entwickelten, welche mit einer erhdhten
RIPK3-Expression assoziiert war (Gunther et al., Nature 2011), zeigten unsere Patienten (i)
eine chronische Entziindung des Kolons, (ii) normale Expressionslevel von RIPK1 oder RIPK3
und (iii) keine langfristige klinische Remission nach medikamentdser TNF-Blockade.
Zusammenfassend zeigten unsere Forschungsarbeiten die CASP8-Defizienz als neue
genetische Entitdt flir frilhkindliche CED auf und verdeutlichten die essentielle Rolle von
CASPS8 in der Regulierung der humanen Immunitdt, Inflammation und Integritdt der

intestinalen Epithelbarriere.
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3.5 Monogenetische RIPKI1-Defizienzen demonstrieren die essentielle Rolle von
RIPK1 in der Regulierung der humanen Immunitit und intestinalen

Inflammation

Li Y, Fithrer M, Bahrami E, Socha P, Klaudel-Dreszler M, Bouzidi A, Liu Y, Lehle AS,
Magg T, Hollizeck S, Rohlfs M, Conca R, Field M, Warner N, Mordechai S, Shteyer E,
Turner D, Boukari R, Belbouab R, Walz C, Gaidt M, Hornung V, Baumann B, Pannicke U, Al
Idrissi E, Alghamdi HA, Sepulveda F, Gil M, Saint Basile G, Hoenig M, Koletzko S,
Muise AM, Snapper SB, Schwarz K*, Klein C*, Kotlarz D*# (2019). Human RIPK1
Deficiency Causes Combined Immunodeficiency and Inflammatory Bowel Diseases. Proc

Natl Acad Sci U S A 116, 970-975. TF: 9,6. (* equal contribution, * corresponding author)

RIPK1 iibernimmt zentrale Funktionen in der Regulierung zahlreicher zelluldrer
Stressreaktionen wie z. B. Infektionen, Entziindungen, Differenzierungsprozesse und
Zelltodreaktionen (Ofengeim et al, Nat Rev Mol Cell Biol 2013). Ein konventioneller Knockout
von Ripkl in Mausen resultierte in einer perinatalen Letalitit, die durch eine
Hyperinflammation und  gesteigerte = Sensivitdit  gegeniiber = TNF-a-vermittelten
Zelltodreaktionen verursacht wird (Kelliher et al, Immunity 1998). Interessanterweise
entwickelten Miuse mit einem konditionalen Knockout von Ripkl schwere intestinale
Entziindungen, welche mit einer erhdhten FADD/CASPS8-abhidngigen Aktivierung der
Apoptose assoziiert war (Takahashi et al, Nature 2014; Dannappel et al, Nature 2014).
Kiirzlich haben Erstbeschreibungen monogenetischer RIPK1-Defizienzen neue kritische
Einblicke in die Funktion von humanem RIPK1 geliefert (Cuchet-Lourengo et al. 2018; Li et
al. 2019; Uchiyama et al. 2019). Im Rahmen unseres genetischen Screens von insgesamt
1.942 Patienten mit frithkindlichen CED oder primiren Immundefizienzen konnten wir acht
Kinder (sechs nicht verwandte Familien) mit biallelischen Mutationen des RIPKI-Gens
identifizieren. Wéhrend bei zwei Patienten mit einem kompletten Funktionsverlust des RIPK1-
Proteins (stop gain- und frameshift-Mutationen) die Indikation zur genetischen Diagnostik
vornehmlich aufgrund einer primiren Immundefizienz gestellt worden war, zeigten sechs
Patienten mit Missense-Mutationen in der Death Domain des RIPK1-Proteins primér klinische
Symptome einer frithkindlichen CED. Alle Patienten wiesen Diarrhoen bzw. Gedeihstorungen
auf und perianale Beteiligungen (Abszesse, Fisteln) wurden bei sieben Kindern beobachtet.

Dariiber hinaus zeigten alle Patienten eine erhdhte bakterielle und virale Infektneigung.
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Die Immunphinotypisierung der PBMZ von fiinf RIPK 1-defizienten Patienten wiesen auf
eine gestorte adaptive Immunfunktion hin. So konnten wir beispielsweise eine beeintrichtigte
Differenzierung von CD45ROTCCR7" Effektor-Gedéchtnis-T-Lymphozyten, aktivierten
CD45ROTHLA-DR ™ Treg-Zellen, CXCR3TCCR6™ Th1-Helferzellen, CXCR3"CCR6" Th17-
Helferzellen und IgD'CD27jL Gedidchtnis-B-Lymphozyten detektieren. Des Weiteren konnte
ein Defekt der angeborenen Immunabwehr nachgewiesen werden, da Patienten-abgeleitete
Monozyten und heterologe RIPK1-defiziente BLaER1 Makrophagen-dhnliche Zelllinien mit
einem Knockout von RIPK] oder einer lentiviral-vermittelten Uberexpression von mutierten
RIPK1-Varianten eine verdnderte Inflammasomaktivierung mit einer erhdhten Ausschiittung
des proinflammatorischen Zytokins IL-1f nach LPS-Stimulation aufwiesen. Neben einer
gestorten erworbenen und angeborenen Immunantwort konnten auch intrinsische Defekte in
RIPK1-defizienten intestinalen Epithelzellen detektiert werden. So wiesen beispielsweise
genetisch-modifizierte RIPK1-defiziente Kolonkarzinom-abgeleitete HCT116-Zelllinien eine
reduzierte TNF-a-vermittelte NF-kB Signaltransduktion auf. Weiterfithrend konnten wir als
Korrelat gestorte TNF-a-induzierte Zelltodreaktionen (Apoptose, Nekroptose) in RIPK1-
defizienten HT-29 intestinalen Epithelzellen nachweisen.

Unsere Forschungsergebnisse haben wichtige Einblicke fiir die Behandlung von RIPK1-
defizienten Patienten geliefert. Parallele Studien von Cuchet-Lourengo et al. legten nahe, dass
intestinale Entziindungen bei RIPK 1-defizienten Patienten durch gestorte Zytokinsekretionen
und Zelltodreaktionen von Immunzellen verursacht werden und durch HSZT behandelt werden
konnten (Cuchet-Lourenco et al., Science 2018). Im Gegensatz dazu demonstrierte unsere
Studie, dass RIPK1 auch essentielle, intrinsische Funktionen in der Regulierung humaner
Zelltodreaktionen von intestinalen Epithelzellen aufweist, wobei epitheliale Dysfunktionen
potentiell dhnlich wie bei NEMO-defizienten Patienten nicht durch eine HSZT geheilt werden
konnen (Miot et al., Blood 2017). Zusammenfassend zeigen unsere Forschungsarbeiten, dass
RIPK1-defiziente Kinder einen kombinierten Immun- und Epitheldefekt aufweisen.

Pharmakologische Inhibitoren von RIPK1 (GSK2982772, DNL747) werden bereits
aufgrund von Mausstudien als potentielles Target zur Behandlung von verschiedenen
Erkrankungen (z. B. chronische Psoriasis, rheumatoide Arthritis, Colitis ulcerosa) in klinischen
Studien evaluiert (Harris et al., J Med Chem 2017; Mullard, Nat Rev Drug Discov 2018).
Unsere Studien an monogenetischen Erkrankungen liefern daher auch wichtige Einblicke, um
die therapeutischen Effekte und das Nebenwirkungsprofil von RIPK1-Inhibitoren bei der

Behandlung hiufiger inflammatorischer Erkrankungen besser abzuschitzen.
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3.6 Aufklirung grundlegender RNA-Splicingmechanismen des Interleukin-2-
Rezeptors durch Charakterisierung einer seltenen und komplexen

monogenetischen Form der IL2RG-Defizienz

Illig D, Navratil M, Kelegi¢ J, Conca R, Hojsak I, Jadresin O, Corié¢ M, Vukovié¢ J, Rohlfs M,
Hollizeck S, Bohne J, Klein C*, Kotlarz D*# (2019). Alternative Splicing Rescues Loss of
Common Gamma Chain Function and Results in IL-21R-like Deficiency. J Clin Immunol 39,

207-215. IF: 6,8. (* equal contribution, * corresponding author)

Die X-chromosomal vererbte Defizienz der “gemeinsamen y-Kette* des Interleukin-2-
Rezeptors (IL-2Ry, y¢) beeintrichtigt die Signaltransduktion der sechs essentiellen Zytokine

IL-2, IL-4, IL-7,1L-9, IL-15 und IL-21 (Rochman et al., Nat Rev Immunol 2009) und verursacht
dadurch eine schwere kombinierte Immundefizienz (SCID) (Puck et al., Blood 1997).

In unserem Forschungsprojekt haben wir mittels unverzerrter Exomsequenzierung eine
Deletion eines einzelnen Basenpaares im ersten Exon des /L2RG-Gens bei zwei Geschwistern
mit chronischer Diarrhoe und Cholangitis vor dem Hintergrund einer chronischen
Kryptosporidiosis nachgewiesen. Interessanterweise wiesen die Patienten einen Phénotyp
vergleichbar mit einer isolierten IL-21R-Defizienz auf (Kotlarz et al., J Exp Med 2013).
Dementsprechend zeigte die detaillierte Immunophénotypisierung der Patienten eine defekte
B-Zelldifferenzierung, aber im Gegensatz zu anderen IL-2Ry-defizienten Patienten normale
CD3* T-, CD19" B- und CD3'CD16°CD56" NK-Zellzahlen (Puck et al., Blood 1997).
Weiterfithrende Analysen zeigten iiberraschenderweise trotz der Frameshift-Mutation eine
normale Zelloberflichenexpression des IL-2Ry. Wéhrend eine defekte IL-4- und IL-21-
induzierte Phosphorylierung von Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
und STAT6 in Patientenzellen nachgewiesen werden konnte, zeigte sich nur eine geringe
Reduktion der IL-2-, IL-7- und IL-15-abhéngigen Signaltransduktion. Durch detaillierte
Expressionsanalysen konnten wir einen alternativen Splicing-Mechanismus downstream des
ersten Exons von IL2RG detektieren, was letztendlich zu einer Auflosung der Frameshift-
Mutation und Translation eines Proteins mit 16 mutierten Aminosduren fiihrte.

Wihrend die Zytokine IL-4, IL-7 und IL-21 an heterodimere Rezeptoren bestehend aus
der IL-2Ry-Kette und einer spezifischen Untereinheit (IL-4R, IL-7R, and IL-21R) binden, sind

die heterotrimeren IL-2- und IL-15-Rezeptorkomplexe aus einer o-, - und yc-Untereinheit
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aufgebaut (LaPorte et al., Cell 2008; Rickert et al., Science 2005; Ring et al., Nat Immunol
2012). Unsere Strukturanalysen lassen vermuten, dass die identifizierte Mutation die
N-terminale Proteindoméne von IL-2Ry und dadurch insbesondere die Stabilisierung der
Zytokinbindungen von IL-4 bzw. IL-21 an die IL-2Ry-Kette beeintrdchtigt. Im Gegensatz dazu
haben vorangegangene Studien gezeigt, dass die o-Untereinheit der IL-2- und IL-15-
Rezeptorkomplexe Funktionen in der Stabilisierung von Zytokinbindungen einnimmt. Daher
postulieren wir, dass die a-Untereinheit in diesen Rezeptorkomplexen die Funktionsstdrungen
der mutierten N-terminalen Proteindoméne der IL-2Ry-Kette zumindest teilweise
kompensieren kann, was potentiell die differentielle Stérung der IL-2Ry-vermittelten
Signaltransdukton erkldren konnte.

Eine friihzeitige Erkennung von Patienten mit SCID ist von entscheidender Bedeutung
fiir die Behandlung und Prognose, aber die definitive Diagnose kann durch hypomorphe
Phénotypen verzogert oder iibersehen werden, was zu lebensbedrohlichen Komplikationen
filhren kann. Hochdurchsatz-Sequenzierungen bieten die Moglichkeit einer unverzerrten
Gendiagnostik mit hoher diagnostischer Sensitivitdt. Unsere Studien haben jedoch
verdeutlicht, dass es auch bei offensichtlichen monogenetischen Defekten essentiell ist,
komplexere Pathomechanismen (z. B. alternatives Splicing, intronische Mutationen) zu
beriicksichtigen und die genetischen Befunde durch funktionelle Analysen zu validieren. In
unserer Forschungsarbeit konnten wir zeigen, dass eine schwerwiegende Mutation durch
alternative Splicing-Mechanismen partiell rekonstituiert werden kann und zu einem atypischen
SCID-Phénotyp, der vergleichbar mit einer IL-21R-Defizienz ist, fiihren kann. Unsere Studien
an einer sehr seltenen monogenetischen Verlaufsform einer atypischen SCID haben dabei

grundlegende Einblicke in RNA-Splicingmechanismen des /L2RG geliefert.
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3.7 CARMIL2-Defizienz als monogenetische Ursache fiir friihkindliche chronisch-

entziindliche Darmerkrankungen

Magg T, Shcherbina A, Arslan D, Desai MM, Wall S, Mitsialis V, Conca R, Unal E,
Karacabey N, Mukhina A, Rodina Y, Taur PD, Illig D, Marquardt B, Hollizeck S, Jeske T,
Gothe F, Schober T, Rohlfs M, Koletzko S, Lurz E, Muise AM, Snapper SB, Hauck F, Klein C,
Kotlarz D* (2019). CARMIL2 Deficiency Presenting as Very Early Onset Inflammatory
Bowel Disease. Inflamm Bowel Dis 25, 1788-1795. IF: 4,0. (* corresponding author)

Das cytosolic capping protein, Arp2/3 and myosin-I linker protein 2 (CARMIL2) libernimmt
wichtige Funktionen in der Regulierung und Organisation des Zytoskeletts, der Endozytose
und der Zellmigration (Edwards et al., Nat Rev Mol Cell Biol 2014). Mausstudien haben
verdeutlicht, dass CARMIL2 eine kritische Funktion in der Vermittlung der CD28-Ko-
Signalgebung in T-Zellen und Differenzierung von Treg-Zellen einnimmt (Liang et al., Nat
Immunol 2013). In der Vergangenheit sind bereits biallelische Mutationen im CARMIL2-Gen
als Ursache fiir kombinierte variable Immundefekte (engl, common variable
immunodeficiencies) nachgewiesen worden, wobei die Patienten eine gesteigerte
Suszeptibilitdt fiir Infektionen, allergische Reaktionen und EBV-positive Tumoren des glatten
Muskelgewebes zeigten (Schober et al., Nat Commun 2017; Wang et al., J Exp Med 2016).

Wihrend bisher publizierte CARMIL2-defiziente Patienten trotz einer gestdrten Funktion
von Treg-Zellen keine Zeichen einer Autoimmunitit oder Inflammation zeigten, konnte unser
genetisches Screening einer der groBten internationalen Kohorten an Patienten mit
friihkindlichen CED fiinf Kinder von drei nichtverwandten Familien mit CARMIL2-Defizienz
identifizieren. Eine detaillierte Immunophénotypisierung der PBMZ zeigte reduzierte
Frequenzen von Treg-Zellen und Effektor-Gedéchtnis-T-Zellen sowie eine gestorte
Differenzierung von Geddchtnis-B-Zellen. Dariiber hinaus konnten wir eine gestorte
Proliferation und Aktivierung von T-Zellen in Abhéngigkeit der CD28-vermittelten Ko-
Stimulation beobachten.

Unsere translationale Forschungsarbeit zeigte CARMIL2 als Kandidatengen bei Patienten
fiir frithkindliche CED auf und erweiterte das klinische Spektrum der CARMIL2-Defizienz.
Damit verdeutlichten unsere Studien die essentielle Rolle von CARMIL2-vermittelten
adaptiven Immunzellfunktionen in der Pathogenese von intestinalen Entziindungsreaktionen.

Dariiber hinaus illustrierte unsere Studie, dass eine frilhzeitige Diagnose von
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zugrundeliegenden primdren Immundefekterkrankungen eine grofe Bedeutung fiir die

Behandlung und Prognose von Patienten mit therapierefraktiren frithkindlichen CED aufweist.
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3.8 NOX1-abhingige Regulation der Zellmigration von intestinalen Epithelzellen im
Rahmen der Wundheilung — Einblicke von Patienten mit einer Loss-of-Function-
Mutation im NOX1-Gen

Khoshnevisan R, Anderson M, Babcock S, Anderson S, Illig D, Marquardt B, Sherkat R,
Schroder K, Moll F, Hollizeck S, Rohlfs M, Walz C, Adibi P, Rezaei A, Andalib A, Koletzko S,
Muise AM, Snapper SB, Klein C, Thiagarajah JR*# Kotlarz D*# (2020). Human NOX1
deficiency is associated with altered collective and planktonic cell migration - Insights from
Patients with Pediatric-Onset IBD. Inflamm Bowel Dis 26, 1166-1176. IF: 4.3. (* equal

contribution, * corresponding author)

Die intestinale Darmschleimhaut iibernimmt als physikalische Barriere eine zentrale Funktion
in der Kontrolle von mukosaler Inflammation und Wirtsimmunabwehr gegeniiber Pathogenen.
Hierbei spielen die Redox-regulierten Signalwege und Zellkommunikationen der intestinalen
Barriere eine wichtige Rolle in der Pathogenese von CED (Circu and Aw, Semin Cell Dev Biol
2012). Wihrend eine iiberschieBende Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) zu Gewebeschiddigungen fiihrt, sind physiologische Konzentrationen an
reaktiven Sauerstoffverbindungen zur Aufrechterhaltung der intestinalen Barrierefunktion von
entscheidender Bedeutung (Cordeiro and Jacinto, Nat Rev Mol Cell Biol 2013; van der Vliet
and Janssen-Heininger, J Cell Biochem 2014).

Der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase 1-Multienzymkomplex
stellt die Hauptquelle von ROS in Kolonepithelzellen dar und besteht aus fiinf Untereinheiten,
wobei NOX1 die katalytische Untereinheit bildet, membrangebundenes p22-PHOX NOX1
stabilisiert und die zytosolischen Untereinheiten NOXAI1, NOXOI1, und Racl-GTP die
Aktivitdt von NOXI1 regulieren (Bedard and Krause, Physiol Rev 2007). Dementsprechend
haben Mausstudien demonstriert, dass ein Knockout von Nox/ in einer gestorten Produktion
von ROS in Kolonkrypten resultiert und dadurch die Proliferation, Differenzierung und
Apoptose von Darmepithelzellen negativ beeinflusst wird. Beispielsweise fiihrte ein doppelter
Knockout von Nox/ und /10 im Mausmodell zu vermehrten endoplasmatischen
Stressreaktionen in Becherzellen und zu einem mit Colitis ulcerosa vergleichbaren Phianotyp
(Treton et al., PLoS One 2014). Die Relevanz von NOX1 in der Kontrolle der humanen
epithelialen ROS-Produktion konnte durch die Identifizierung von Patienten mit frithkindlicher

CED und Missense-Mutationen im NOX1-Gen demonstriert werden (Hayes et al., Cell Mol
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Gastroenterol Hepatol 2015; Schwerd et al., Mucosal Immunol 2018). Jedoch bleiben die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen weiterhin ungeklirt, wie eine verminderte
NOXT1-abhidngige ROS-Produktion die epitheliale Homdostase beeintrachtigt.

Unsere Studien an einem Indexpatienten mit einer seltenen stop gain-Mutation im NOX1-
Gen und einem kompletten Funktionsverlust des Proteins bestdtigten, dass humanes NOX1 ein
kritischer Mediator der intestinalen ROS-Produktion ist, und lieferten potentielle neue
mechanistische Einblicke in die humane NOX1-Defizienz. So konnten wir unter Verwendung
von Paraffin-eingebetteten Gewebeproben des Patienten und heterologen COS7-Zellen mit
lentiviral-vermittelter Uberexpression der NOX1-Mutante zeigen, dass der Verlust der NOX1-
abhéngigen ROS-Produktion mit Alterationen der epithelialen Zellmigration, Wundheilung
und Zytoskelettfunktionen einhergeht. Insbesondere konnten wir unter Verwendung von
hochauflosender Immunfluoreszenzmikroskopie darlegen, dass die NOX1-Defizienz zu einer
gestorten Einzelzellmigration mit beeintrachtigter Direktionalitit und Zell-Zellinteraktion
fiihrt.

Obwohl der Kausalzusammenhang einer NOXI1-Defizienz in der Pathogenese der
frithkindlichen CED weiterhin kontrovers diskutiert wird und genetische Varianten von NOX/
cher Risikofaktoren fiir eine CED darstellen, lieferte unsere Studie an einer seltenen NOX1-
Mutation neue Einblicke, dass die NOXI-abhingige ROS-Produktion die Dynamik des

Zytoskeletts und die Zellmigration von intestinalen Epithelzellen kontrolliert.
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3.9 Humanisierte Mausmodelle als innovative priklinische Krankheitsmodelle fiir
chronisch-entziindliche Darmerkrankungen — Evaluation einer niedrigdosierten

Interleukin-2-Therapie fiir Patienten mit Colitis ulcerosa

Goettel JA*, Kotlarz D*, Canavan JB, Konnikova L, Illig D, Frei SM, Emani R, Field M,
Gringauz J, Wall SM, Griffith AE, Friedman JR, Towne JE, Plevy SE, Hall AOH, Snapper SB
(2019). Low-Dose Interleukin-2 Ameliorates Colitis in a Preclinical Humanized Mouse Model.

Cell Mol Gastroenterol Hepatol 8, 193-195. IF: 7,1. (* equal contribution)

Bei CED handelt es sich um multifaktorielle und komplexe Erkrankungen. Funktionelle
Studien sind aufgrund des beschrinkten Zugangs zu Patientenmaterial limitiert. Daher sind
Tiermodelle unentbehrlich, um die immmunologischen Krankheitsmechanismen in einem
Gesamtorganismus zu untersuchen. Konventionelle Knockout-Mausmodelle weisen inhdrente
Limitationen auf und die therapeutischen Forschungserkenntnisse lassen sich meist nur
unzureichend auf Menschen extrapolieren. Durch humane himatopoetische Stammzellen oder
PBMZ rekonstituierte humanisierte Mausmodelle stellen ein geeignetes Modell fiir die
angewandte, biomedizinische Forschung dar.

Im Rahmen unserer Studie haben wir ein humanisiertes Mausmodell der Colitis
verwendet, um die therapeutische Effizienz einer niedrigdosierten IL-2-Therapie (engl., low-
dose IL-2 therapy) fiir Patienten mit Colitis ulcerosa préklinisch zu evaluieren.
Vorangegangene Studien haben demonstriert, dass Dysfunktionen von Treg-Zellen in einer
schweren Autoinflammation und Enteropathie resultieren (Bennett et al., Nat Genet 2001,
Brunkow et al., Nat Genet 2001; Wildin et al., Nat Genet 2001). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass ein adoptiver Transfer von Treg-Zellen im Colitis-Mausmodell eine
therapeutische Wirksamkeit hatte (Mottet et al., J Immunol 2003) und die klinische
Anwendung bei Patienten mit Morbus Crohn bereits erste vielversprechende Ergebnisse
lieferte (Desreumaux et al., Gastroenterology 2012). Da IL-2 ein Schliisselfaktor in der
Regulierung der Differenzierung und Funktion von Treg-Zellen darstellt, sind bereits zuvor
niedrigdosierte IL-2-Therapien zur Behandlung der chronischen Graft-versus-Host Disease,
der Hepatitis C-induzierten Vaskulitis, des systemischen Lupus Erythematodes und des
Wiskott-Aldrich-Syndroms angewandt worden (He et al., Nat Med 2016; Jyonouchi et al., Clin
Immunol 2017; Koreth et al., N Engl J Med 2011; Saadoun et al., N Engl J Med 2011).
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In einem ersten Versuchsansatz konnten wir zeigen, dass eine niedrigdosierte IL-2-
Therapie zur selektiven Expansion und Aktivierung von humanen Treg-Zellen fiihrt, wéhrend
konventionelle T-Zellen keine erhohte Phosphorylierung von STATS aufwiesen. In einem
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure (TNBS)-induzierten Colitis-Modell zeigten IL-2-behandelte
Maiuse einen reduzierten Gewichtsverlust und eine geringgradigere histologisch nachweisbare
intestinale Gewebeschddigung. Interessanterweise war die reduzierte Krankheitsaktivitét in
IL-2-behandelten Miusen zwar mit einer Expansion von peripheren Treg-Zellen assoziert,
jedoch konnten keine Unterschiede in der Frequenz von intestinalen Treg-Zellen zu PBS-
behandelten Kontrolltieren beobachtet werden. Weiterfiihrende CyTOF-Analysen von
peripheren CD25%-Zellen verdeutlichten, dass die niedrigdosierte IL-2-Behandlung
insbesondere zur Expansion von CD45ROTFOXP3™ Treg-Zellen fiihrt. Diese Treg-
Zellpopulation zeigte eine erhohte Expression von Molekiilen (HLA-DR, CD45RO, CTLA4)
bzw. Chemokinen (CCR4, CCR6), welche fiir die Aktivierung, Migration und Funktion von
Treg-Zellen entscheidend sind.

Zusammenfassend hat unsere Studie verdeutlicht, dass eine niedrigdosierte IL-2-Therapie
Treg-Zellen selektiv expandiert und eine experimentelle Colitis in humanisierten
Mausmodellen vermindert. Obwohl die detaillierten Mechanismen noch ungeklért sind, haben
unsere vielversprechenden Studien die Basis fiir die Durchfiihrung einer klinischen Studie der
Phase 1b/2a bei Patienten mit moderater bis schwerer Colitis ulcerosa geliefert und die
Expansion von peripheren CD45ROTFOXP3™ Treg-Zellen als potentiellen Priadikator fiir ein

klinisches Ansprechen aufgezeigt.
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4 Status Quo und Ausblick

Patienten mit friihkindlichen CED zeigen hidufig einen schweren, therapierefraktdren
Krankheitsverlauf. Ein verbessertes Verstindnis der zugrundeliegenden Pathomechanismen ist
zur Optimierung der Behandlung dieser Kinder essentiell. Grundsitzlich weisen CED eine
multifaktorielle Pathogenese auf, wobei Umwelteinfliisse, Dysbalancen des Mikrobioms,
Defekte der intestinalen Epithelbarriere und Dysfunktionen des Immunsystems in genetisch
pradisponierten Kindern zur Erkrankung fiihren kdnnen. Die Erstbeschreibung von Patienten
mit IL-10R-Defizienzen hat demonstriert, dass monogenetische Defekte in direkter Kausalitat
frithkindliche CED verursachen kénnen (Glocker et al., N Engl J Med 2009). Diese Studien
haben zu einem Paradigmenwechsel in der klinischen Versorgung der friihkindlichen CED
gefiihrt, da die Aufklirung der molekularen Krankheitsmechanismen eine direkte
therapeutische Relevanz fiir IL-10R-defiziente Kinder hatte. Dieses hervorragende Beispiel
translationaler Forschung hat verdeutlicht, dass die Aufklirung der molekularen
Krankheitsmechanismen die Anwendung von personalisierten Therapien (Kotlarz et al.,
Gastroenterology 2012) und eine verbessere Abschitzungen von krankheitsspezifischen
Komplikationen (z. B. Lymphome bei IL-10R-defizienten Patienten) (Neven et al., Blood
2013) ermoglicht.

Um weitere genetische Signaturen der frithkindlichen CED aufzukldren, hat unsere
Arbeitsgruppe im Rahmen des internationalen und interdisziplindren VEO-IBD Consortium
mittlerweile eine der groBten internationalen Kohorten an Patienten mit friihkindlichen CED
unter Verwendung von innovativen Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren analysiert. Im
Rahmen dieses genetischen Screenings konnten wir bei ca. 22 % der Patienten Mutationen in
bekannten Kandidatengenen fiir primdre Immundefekte, autoinflammatorische Erkrankungen
und intestinale Epitheldefekte nachweisen. Dariiber hinaus haben wir TGFB1- (Kotlarz et al.,
Nat Genet 2018), CASP8- (Lehle et al., Gastroenterology 2019) und RIPK1- (Li et al., Proc
Natl Acad Sci USA 2019) Defizienzen als neue monogenetische Krankheitsursachen der
frithkindlichen CED identifizieren konnen. Insgesamt konnte unser genetisches Screening
bisher mehr als 44 unterschiedliche Entititen als Ursache fiir die frithkindliche CED
nachweisen, was verdeutlicht, dass die frilhkindliche CED ein heterogenes
Krankheitsspektrum darstellt. Da es sich bei den identifizierten genetischen Defekten
vornehmlich um primédre Immundefizienzen handelte, konnten unsere Studien fiir zahlreiche
Kinder optimierte und sogar kurative Therapien (HSZT) aufzeigen. Dementsprechend

gewinnen genetische Untersuchungen zunehmend Relevanz in der klinischen
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Routinediagnostik bei Patienten mit friihkindlicher CED, da dadurch friihzeitigere und
spezifischere therapeutische Interventionen ermdglicht werden.

Unsere Forschungsarbeiten haben bereits wichtige Einblicke in die Krankheitsentstehung
von frithkindlichen CED geliefert, jedoch sind die zugrundeliegenden molekularen
Krankheitsmechanismen noch nicht ausreichend erforscht, um héiufig zielgerichtete Therapien
abzuleiten. Dariiber hinaus sind bei 78 % der Patienten die molekularen Krankheitsursachen
weiterhin vollig unklar. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit zur Anwendung innovativer
Analysenverfahren in der translationalen Erforschung von friilhkindlichen CED. Die
Komplementierung von genomischen Daten durch weitere systembiologische
Hochdurchsatzverfahren, sogenannte Omics-Technologien, stellt einen vielversprechenden
zukiinftigen Forschungsansatz dar. Die Anwendung von Multi-Omics-Verfahren kann neben
der Gensequenz (Genomics) umfassende qualitative und quantitative Daten von epigenetischen
Modifikationen (Epigenomics), Genexpressionsprofilen (Transcriptomics), Proteinen
(Proteomics), Stoffwechselprodukten (Metabolomics) und Mikrobiomen (Microbiomics)
einzelner komplexer Gewebeproben generieren. Unter Anwendung von computerbasierten
Verfahren, die Kiinstliche Intelligenz und Algorithmen fiir maschinelles Lernen umfassen,
werden diese hochdimensionalen Daten (Big Data) entscheidende Erkenntnisse iiber komplexe
Krankheitsmechanismen auf molekularer Ebene liefern. Dieses Wissen bildet die Grundlage
zur  Entwicklung  neuer  mallgeschneiderter  Pridventions-,  Diagnostik-  und
Behandlungsverfahren mit verbesserter Wirksamkeit und reduziertem Nebenwirkungsprofil.
Dariiber hinaus liefern monogenetische Defekte als Modellerkrankung Einblicke in
grundlegende physiologische Funktionen von Schliisselmolekiilen und pathogenetisch
relevanten Signalwegen. Das Ziel zukiinftiger Forschungsaktivititen wird es sein, in
Pionierarbeit einen Atlas von genetischen und immunologischen Signaturen der frithkindliche
CED zu generieren, um die Routinediagnostik und Therapien fiir Kinder mit
lebensbedrohlichen Erkrankungen zu optimieren.

Um zudem die molekularen Pathomechanismen und Biomarker monogenetischer Defekte
funktionell zu erforschen, werden neben der Anwendung von Multi-Omics-Technologien
innovative Krankheitsmodelle bendtigt. Daher hat meine Arbeitsgruppe eine umfassende
experimentelle Plattform etabliert, um zukiinftig Krankheitsursachen an verschiedenen
primdren Patientenproben, heterologen genetisch-modifizierten Modellen (lentiviraler
Gentransfer, CRISPR/Cas9-vermittelte Genom-Editierung), induzierten pluripotenten
Stammzellen, intestinalen Organoiden (3D Mini-Didrme) und humanisierten Mausmodellen zu

erforschen. Wir postulieren, dass diese weiterfithrenden Studien zukiinftig als Katalysator zur
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Entwicklung innovativer Diagnoseverfahren und personalisierter Therapiestrategien fiir
Kinder mit CED dienen, aber auch das Potential haben, neue Therapieprinzipien fiir haufige

inflammatorische oder immunologische Erkrankungen aufzuzeigen.

Pradiktive Experimentelle Personalisierte
Omics-Analysen Krankheitsmodelle Therapien

Patientenproben  heterologe Zellmodelle = Mausmodelle
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Abbildung 2. Von der Erforschung molekularer Krankheitsmechanismen zur Entwicklung personalisierter Therapien
fiir Patienten mit firiihkindlichen CED — ein systembiologischer Ansatz.

Die Komplementierung von genomischen Daten durch weitere systembiologische Hochdurchsatzverfahren, sogenannte
Omics-Technologien, stellt einen vielversprechenden zukiinftigen Forschungsansatz dar, um die molekularen
Krankheitsursachen der frithkindlichen CED zu erforschen. Um zudem die molekularen Pathomechanismen und Biomarker
monogenetischer Defekte funktionell zu erforschen, werden neben der Anwendung von Multi-Omics-Technologien
innovative Krankheitsmodelle bendtigt: priméren Patientenproben, heterologe genetisch-modifizierte Modelle (lentiviraler
Gentransfer, CRISPR/Cas9-vermittelte Genom-Editierung), induzierte pluripotente Stammzellen, intestinale Organoiden
(3D Mini-Dédrme) und humanisierte Mausmodelle.
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