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Einleitung

Hintergrund

Bei der Abwehr von Virusinfektionen spielen sowohl die angeborene als auch die adaptive

Immunitat eine Rolle. Abbildung 1 zeigt die typische Sequenz am Beispiel von SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 Innate immune Induction of Immune memory
infection response to virus adaptive immunity to SARS-CoV-2?

Cytokine
Q ( @ pryociuction O Memory T cell
{:} 1 5 @ Regulation of l
m inflammation -
Memory B cell

DC activation Killing of
and uptake of

— @
viral antigens @ Induction of
1

infected cells

antibodies

e F

Bcell Plasma cell

Abbildung 1. Antivirale Immunantwort am Beispiel von SARS-CoV-2 (Cox and Brokstad 2020)

Bei den meisten viralen Infektionen erfolgt der Erstkontakt iber die Schleimh&ute, an denen
unmittelbar die Immunantwort durch das Epithel sowie Schleimhaut-assoziiertes
lymphatisches Gewebe eingeleitet wird. Viren und andere Mikroorganismen haben
hochkonservierte Strukturmotive - sogenannte pathogen-assoziierte molekulare Muster
(PAMPs) -, die im Wirtsorganismus iblicherweise nicht vorkommen, z.B. doppelstréngige
RNA. Der Wirt kann diese PAMPs (iber Mustererkennungsrezeptoren (patter recognition
receptors; PRRs) identifizieren, welche sowohl membrangebunden (z.B. Toll-like Receptor
[TLR] 7) als auch im Zytosol vorkommen (z.B. Retinoic acid-inducible gene [RIG-I]-dhnliche
Rezeptoren). Sie initiieren die angeborene Immunantwort. Uber eine intrazellulére
Signalkaskade kommt es zur Aktivierung von Interferonen (IFN), welche iber sogenannte IFN-
stimulierte Gene die Virusreplikation begrenzen und die Immunantwort modellieren (Abbildung
2) (Walker, Sridhar, and Baldridge 2021). Uber 300 verschiedene IFN-stimulierte Gene mit teils

antagonisierenden Funktionen sind inzwischen beschrieben (Min, Liu, and Li 2022).
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Abbildung 2. Das angeborene Immunsystem erkennt Viren lber verschiedene

Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) (Carty, Guy, and Bowie 2021)

Die angeborene antivirale Immunantwort stellt ein wichtiges Bindeglied zur adaptiven
Immunantwort dar. Antigen-prasentierenden Zellen - Makrophagen/Monozyten, dendritische
Zellen und B-Zellen - sie prasentieren virale Antigene im Kontext des Haupt-
Histokompatibilitats-Komplexes-Il (MHC-II) - initiieren die Aktivierung, Differenzierung und
Proliferation von CD4+ T-Zellen. IFN-stimulierte Gene modulieren diese Antwort,
beispielsweise durch Regulierung von der MHC-II-Expression durch IFN-y, Interleukin-4 oder
Interleukin-10 (Ting and Trowsdale 2002). Spezielle CD4+-T-Zellen entwickeln sich nach
Antigen-Stimulation zu follikularen T-Helferzellen, welche in den Keimzentren B-Zellen bei
Reifungs-Prozessen, wie Isotyp-Wechsel und somatische Hypermutation, unterstitzen.
Parallel erkennen zytotoxische CD8+ T-Zellen virale Antigene, die mit Hilfe von MHC-I auf fast
allen Korperzellen exprimiert werden. Dariiber hinaus konnen natrlicher Killer-(NK-) Zellen
virus-infizierte Zellen auch ohne MHC-Kontakt erkennen. Die wesentlichen Grundlagen dieser
adaptiven Immunitat und die Basis unseres immunologischen Gedachtnisses sind in

Abbildung 3 zusammengefasst.
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Abbildung 3. Adaptive Immunantwort am Beispiel von SARS-CoV-2 (Primorac et al. 2022)

Die Identifikation von mehr als 500 monogenetischen Immundefekten hat in den letzten
Jahren wesentlich zum Versténdnis der antiviralen Immunitat beigetragen (Tangye et al.
2022). Diese seltenen Erkrankungen sind dabei nur die Spitze des Eisberges. Haufigere aber
biologisch weniger ausgepragte genetische Varianten sind die Grundlage individueller
Unterschiede unserer Immunantwort (Casanova and Abel 2022). Wahrend sich die Forschung
urspriinglich auf die adaptive Immunitat fokussiert hat, ist kiirzlich die Bedeutung der
angeborenen Immunitat klarer geworden. Viele dieser Defekte sind in Genen lokalisiert, die
primar von Nicht-Immunzellen exprimiert werden. Am Beispiel von SARS-CoV-2 konnte dieses
am deutlichsten gezeigt werden — hier liegen sowohl breite populations-basierte als auch
detaillierte immunologische und genetische Daten vor. Dabei ist das Alter der mit Abstand
wichtigste Risikofaktor flir SARS-CoV-2. Die Infektionssterblichkeit verdoppelt sich etwa alle 5
Lebensjahre: Im Ergebnis ist das Risiko eines 85-jahrigen an SARS-CoV-2 zu sterben etwa
10.000 hoher als bei eines 5-dhrigen Kindes (O'Driscoll et al. 2021). Weitere klinische
Risikofaktoren wie Komorbiditdten konnten identifiziert werden; allerdings verandern diese
das Risiko meist um weniger als den Faktor 2 (Williamson et al. 2020). Dem gegeniiber stehen
ausgepragte Unterschiede im klinischen Verlauf, die eine genetische Pradisposition vermuten

lassen.



Neben genetischen Risikofaktoren, deren biologischer Mechanismus noch unklar ist, wie
beispielsweise APOE-Polymorphismen (Cappadona et al. 2023; Ostendorf et al. 2022), wurden
bislang auch 14 SARS-CoV-2 spezifische Immundefekte beschrieben. Die betroffenen Gene
haben mehrheitlich eine Bedeutung im Typ-I Interferon (IFN) Signalweg, genauer in der TLR3-
abhangigen Kontrolle von Typ-l IFN in Epithelzellen sowie Interferon Regulatorischer Faktor
(IRF) 7-abhangiger Kontrolle von Typ-I IFN in plasmoiden dendritischen Zellen (Abbildung 4)
(Casanova and Abel 2022). Neben genetischen Defekten konnten bei Patienten mit schwerer
COVID-19-Pneumonie auch Autoantikdrper gegen Typ-I IFN nachgewiesen werden (Bastard et
al. 2021). Zusammen mit den genetischen Defekte im Typ-I IFN-Signalweg sind Autoantikorper
wahrscheinlich verantwortlich fiir 20% der COVID-19 Todesfélle (Bastard et al. 2021). Die
Haufigkeit von Autoantikorpern gegen Typ-l IFN nimmt im Alter deutlich zu, was das Alter
anhangige Risiko fiir schwere Verldufe zumindest teilweise erklart (Pan-Hammarstrom and
Casanova 2023). Genetische Veranderungen im selben Signalweg wurden auch im
Zusammenhang mit schwerer Influenza beschrieben, was die vergleichbare Immunantwort

gegen diese beiden respiratorischen RNA-Viren bestatigt (Casanova and Abel 2022).
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Abbildung 4. Rolle von Typ-I-IFN bei der Abwehr von SARS-CoV-2-Infektionen,
veranschaulicht durch Studien an Patienten mit primaren Immundefekten. Bei den
rot dargestellten Genen handelt es sich um die Gene, die fiir schwere COVID-19-

Verldufe ursachlich sind (Pan-Hammarstrom and Casanova 2023).



Wahrend die individuelle Immunitat in der Forschung also immer besser verstanden wird, ist
die Bedeutung in der klinischen Medizin oft noch unklar. Genetische Befunde und detaillierte
Immun-Phanotypisierungen liegen meistens nicht vor; entsprechend beschranken sich viele
Empfehlungen holzschnittartig auf die Frage ,immundefizient vs. immunkompetent” (Koch J
2023). Dabei wird auBer Acht gelassen wird, dass sich die jeweiligen Risiken fir

opportunistische Infektionen je nach Art der Immundefizienz erheblich unterscheiden.

Die geringe Differenzierung der individuellen Immunitat in der klinischen Medizin steht im
Kontrast zu deren biologischer Bedeutung, da klinische Prasentationen und Verlaufe von Virus-
Erkrankungen im wesentlich von der Immunantwort abhangen. Dies liegt nicht zuletzt daran,
dass die Immunpathologie bei den meisten Virus-Erkrankungen gegeniiber dem direkten
zytotoxischen Effekt der Viren liberwiegt (Lucas et al. 2020). Es besteht also ein Bedarf. die
Fortschritte im Verstandnis individueller Immunitat und die klinische Medizin besser zu

verknipfen.

Fragestellung und Zielsetzung des Habilitationsprojekts

Das Thema der vorgelegten Habilitationsschrift ist die klinische und immunologische
Charakterisierung unterschiedlicher Immunantworten auf Viruserkrankungen. Welche
Faktoren beeinflussen die klinische Prasentation? Welche molekularen und klinischen
Unterschiede gibt es? Welche Unterscheide gibt es beziiglich des Patienten-Alters sowie der
individuellen Immunit&t? Dabei habe ich chronische Infektionen am Beispiel von EBV und akute

Virus-Erkrankungen am Beispiel von Influenza und SARS-CoV-2 untersucht.
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Teilprojekte und Bedeutung der Arbeiten fiir das Fachgebiet

Chronische Viruserkrankungen

Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein klassisches Modell fiir chronische Virusinfektionen. Wie die
Mehrzahl der Viren, die zu chronischen Erkrankungen fiihren, ist es ein DNA-Virus. Im Rahmen
der meist oralen Primarinfektion infiziert EBV Epithelzellen und B-Zellen. Mehr als 90% der
Erwachsenen infizieren sich irgendwann in ihrem Leben, die Seropositivitat steigt mit dem
Kindesalter kontinuierlich an. In Deutschland und vergleichbaren Landern mit hohem
Einkommen haben zu Schulbeginn etwa die Halfte der Kinder eine Infektion durchgemacht
(Dowd et al. 2013; Martro et al. 2004). Wahrend Infektionen bei jlingeren Kindern oft
asymptomatisch sind, kénnen sich EBV-Infektionen vor allem bei Jugendlichen und jungen
Erwachsenen als Infektiose Mononukleose manifestieren. Wie alle Herpes-Viren persistiert
das Virus lebenslang - nach aktuellem Verstandnis ausschlie3lich in B-Zellen und auch nur in
einer sehr kleinen Subpopulation, die etwa 1:10.000 aller B-Zellen ausmacht. Dabei liegt das
virale Genom in  sogenannten  zirkuldren  Episomen vor (Farrell 2019).
Je nach Infektionsstadium unterscheiden sich die exprimierten viralen Gene; man spricht in
diesem Zusammenhang auch von Latenzmustern (Abbildung 5). In der lytische Phase werden
die meisten viralen Gene exprimiert. Bei immunkompetenten Patienten Uberleben
normalerweise keine Zellen mit Latenzmuster-lll. Bei Storungen der T-Immunitat hingegen

konnen diese persistieren.
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Abbildung 5. Schematische Darstellung des EBV-Lebenszyklus in B-Zellen. Latenzmuster
(griin) und EBV-Proteinexpression (orange) sind dargestellt. Abkiirzungen: EBV, Epstein-Barr-

Virus; EBNA, Epstein-Barr nukledres Antigen; LMP, latentes Membranprotein (Farrell 2019).

Eine Reaktivierung aus der latenten Persistenz wird in der Regel durch die Uberwachung von
T-Zellen verhindert. Bei Stérung dieser Immun-Surveillance - beispielsweise nach
Transplantation und nachfolgender Immunsuppression - kann es zur Entstehung von
Malignomen kommen. Mehrere virale Gene wirken dabei wachstumsfordernd (Farrell 2019).
Insgesamt ist die Haufigkeit von Malignomen nach Transplantation etwa verdoppelt (Engels
et al. 2011). Dariiber hinaus kann es auch zu EBV-anhangigen Tumoren bei ansonsten
Immungesunden kommen, dies gilt insbesondere fiir das endemische Burkitt-Lymphom -
wobei beispielsweise durch Koinfektionen mit Malaria eine Stérung der Immun-Surveillance
vorliegen (Farrell 2019). Insgesamt werden EBV global etwa 200.000 Todesfélle pro Jahr
zugeordnet (Y. Wong et al. 2022).

Bei den EBV-assoziierten Krebsarten handelt es sich hauptsachlich um von B-Zellen
abgeleitete Lymphome und von Epithelzellen abgeleitete Karzinome. Am haufigsten sind dabei
sogenannte Post-transplant lymphoproliferative Erkrankungen (PTLD; Abbildung 6) (Mynarek
et al. 2013).
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Abbildung 6: Pathogenese EBV-abhangiger PTLD (Post-transplant lymphoproliferative

disorder), hier gezeigt nach allogener Stammzell-Transplantation (Fujimoto and Suzuki 2020)

In einer groBen Patienten-Kohorte habe ich klinische und pathologische Charakteristika der
PTLD bei Kindern untersucht. In einer Arbeit habe ich den Faktor Zeit erforscht, genauer die
Unterscheide von Patienten, die friih (<1 Jahr nach solider Organtransplantation) und spét (>1
Jahr nach Transplantation) eine PTLD entwickeln (Schober et al. 2013). In einer weiteren Arbeit
habe ich die Rolle von CD30 bei der PTLD beschrieben (Schober et al. 2015). Dieser Marker
wird bei anderen Tumoren bereits sowohl fiir die Diagnostik als therapeutisches Ziel genutzt;
bei der PTLD war dies noch weniger klar bei anderen Tumoren. Schliellich habe ich an einer
Ubersichtsarbeit mitgewirkt, die die Literatur zur kindlichen PTLD zusammenfasst (Mynarek et
al. 2013).

Neben der PTLD ist EBV auch bei der Entstehung des Hodgkin-Lymphoms von groRer
klinischer Bedeutung. Auch bei Immunkompetenten kann es zum EBV-assoziierten Morbus
Hodgkin kommen. Es wird angenommen, dass EBV bei ca. 30% der Hodgkin-Falle ursachlich
ist (Farrell 2019). Die zu Grunde liegenden Reed-Sternberg-Zellen stammen vermutlich von B-
Zellen aus dem Keimzentrum der Lymphknoten ab — nach Infektion mit EBV haben sie oftmals
Mutationen des B-Zell-Rezeptors, welche zu verdnderten Uberlebenssignalen fiihren. Im Falle
einer gestorten T-Zell-Immunitat, wie z.B. nach Transplantation, kommt es gegeniber der
Normalbevolkerung gehauft zu Hodgkin-Lymphomen. In diesem Fall sind >90% der
Betroffenen EBV positiv. Die Charakteristika, Behandlung und Prognose dieser im Kindesalter

relativ seltenen Tumoren haben wir ausfiihrlich beschrieben (Schober et al. 2015).
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Die Unterdriickung der T-Zell-immunitat nach Transplantation, z.B. der Hemmung der
Aktivierung durch Calcineurin-Inhibitoren, ist relativ unspezifisch (Parlakpinar and Gunata
2021). Untersuchungen an Patienten mit monogenetische Erkrankungen konnten hingegen
sehr spezifische Immundefekte identifizieren, welche das Risiko fiir EBV-assoziierte
Komplikationen erhdhen (Tangye and Latour 2020; Latour and Fischer 2019). Die erste
klinische Beschreibung eines solchen Defekts mit vermuteter Mendelscher Vererbung erfolgte
bereits 1974 (Bar et al. 1974). Je nach betroffenem immunologischen Defekt kann die
klinische Prasentation variabel sein. Im Vordergrund stehen dabei B-Zell-Malignome
(lymphoproliferative  Erkrankungen oder B-Zell Lymphome), Hamophagozytische
Lymphohistiozytose (HLH) sowie Chronisch aktive Epstein-Barr-Virus (CAEBV). Tabelle 1 zeigt

die wichtigsten Mutationen fir den jeweiligen Phanotyp.

B-Zell-Lymphoproliferative Erkrankungen / B-Zell Lymphome

Primare T-Zell-Defekte mit breiter Infektionsanfalligkeit
- B-T-SCID-hypo: RAG1, RAG2, DCLRE1C, LIG4
- B+ SCID: IL2RG, JAK3, IL7RA, CD3subunits
- CID: STIM1, RASGRP1a, CTPS1a, MST1, GATA2, DOCK8, WAS, CORO1A, PIK3CD-GoF,
PIK3R1, NFKB1
T-Zell-Defekte mit selektiver Infektionsanfalligkeit fir EBV
- ITK, MAGT1,CD27, CD70, TNFRSF9
Hamophagozytische Lymphohistiozytose
Defekte der zytotoxischen Funktion / breiter Infektionsanfélligkeit
- PRF,LYST, UNC13D, STXBP2, STX11, RAB27A
T-Zell-Defekte mit selektiver Infektionsanfalligkeit fiir EBV
- SH2D1A
Myeloischer/T-Zell-Mangel mit infektioser Anfalligkeit fiir EBV
- XIAP
Chronisch aktives Epstein-Barr-Virus (CAEBV)
GATAZ2, IL2RG-hypo, TNFSR9 + PIK3CD-GoF

Tabelle 1. Genetische Defekte mit einer Anfalligkeit fiir schwere Epstein-Barr-Virus Infektion.

Adoptiert von Latour et al (Latour and Fischer 2019).

Die chronische aktive EBV-Infektion (CAEBV) ist durch wiederholte oder anhaltende Infektitse
Mononukleose-ahnliche Symptome und/oder erhdhter EBV-Spiegel gekennzeichnet. Dabei
kommt es zu der ansonsten seltenen Infektion von T- und NK-Zellen, welche sich klonal

vermehren und Organe infiltrieren konnen. Entsprechend wurde CAEBV in der letzten

13



revidierten WHO-Klassifikation als EBV-positive T- oder NK-Zell-Neoplasmen eingestuft
(Swerdlow et al. 2016). In Kooperation mit japanischen Kollegen haben wir einen Patienten mit
klinischem Bild einer CAEV genetisch und immunologisch charakterisiert und eine zu Grunde
liegende IL2RG-Mutation identifiziert. Damit konnte die ursdchliche Rolle von priméren

Immundefekten bei CAEBV gestarkt werden.

Neben den genannten EBV-assoziierten Malignomen gibt es eine Reihe seltener weiterer
Tumore. Dazu gehdren EBV+ Weichteiltumore. Normale glatte Muskelzellen konnen CD21 -
den Eintrittsrezeptor fiir EBV - exprimieren; aber es gibt bei immunkompetenten Patienten
keine Beweise fiir eine EBV-Infektion von normalen glatten Muskelzellen in vivo. Insofern
kommen EBV+ Weichteiltumore nach aktuellem Wissen ausschlieflich bei Immundefizienz
vor. Ausgehend von zwei Familien mit EBV+ Weichteiltumoren konnten wir einen neuen
Immundefekt beschreiben: CARMIL2 ist ein wichtiges Protein bei der CD28-abhangigen T-Zell-
Kostimulation. Entsprechende Mutationen flihren zu gestorter T-Zell-Aktivierung,
Differenzierung und Funktion sowie zu gestorter Organisation des Zellskeletts mit
beeintrachtigter Zellpolaritat und Migration. Anschlielend haben wir EBV+ Weichteiltumore in
einer Ubersichtsarbeit in einem gréReren Zusammenhang beschrieben (Magg et al. 2018).
Diese Arbeiten zeigen exemplarisch, dass Kinder mit demselben Virus je nach

immunologischen Defekt mutations-spezifische Komplikationen erfahren koénnen.

Um die Rolle des neu identifizierten Immundefekts besser zu verstehen, haben wir weitere
Patienten mit klinischem Verdacht auf Immundefekt genetisch untersucht. So konnten wir
CARMIL2-Defizienz auch bei Patienten mit sehr frilh einsetzenden entziindlichen
Darmerkrankungen (VEO-IBD) nachweisen (Magg et al. 2019). CARMIL2-Defizienz kann somit

neben EBV+ Weichteiltumoren auch zu weiteren - EBV-unabhangigen - Erkrankungen fiihren.

Detaillierte Beschreibung der einzelnen Arbeiten:

Mynarek M, Schober T, Behrends U, et al. Posttransplant lymphoproliferative disease (PTLD)

after pediatric solid organ transplantation. Clin Dev Immunol. 2013 2013:814973

In dieser Ubersichtsarbeit haben wir die Literatur zur PTLD bei Kindern zusammengefasst.
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Patienten nach einer soliden Organtransplantation haben ein deutlich erhohtes Risiko, maligne
Lymphome zu entwickeln. Dies ist zum Teil auf die zur Verhinderung einer OrganabstolRung
erforderliche Immunsuppression zuriickzufiihren (Everly et al. 2007). Die meisten PTLD-Falle
sind mit einer Infektion mit EBV assoziiert, insbesondere bei Kindern, welche zum Zeitpunkt
der Transplantation oft immunologisch naiv gegeniiber EBV sind. Die Inzidenz der PTLD ist
dementsprechend bei Kindern hoher als bei Erwachsenen und liegt zwischen 1,2 % bis 30 %,
abhangig von der Art des transplantierten Organs und des verwendeten immunsuppressiven
Regimes (Parker et al. 2010). Ein erheblicher Anteil der Félle ist jedoch EBV-negativ und die

zugrundeliegende Pathogenese ist bei diesen Patienten nur teilweise verstanden.

Die frihzeitige Diagnose der PTLD wird haufig durch die unspezifischen Symptome und die
schwierige Differenzialdiagnose erschwert, zu der atypische Infektionen ebenso gehoren wie
eine TransplantatabstoRung. Die Behandlung wird durch die hohe Morbiditat der Patienten und
entsprechend schlechte Vertraglichkeit einer antineoplastischen = Chemotherapie
eingeschrankt. Die Prognose ist ungiinstig mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 70-80 % bei
Kindern (Gross et al. 2012) und 60-70 % bei Erwachsenen (Trappe et al. 2012). Neue
Behandlungsstrategien und insbesondere die Einfiihrung des monoklonalen Anti-CD20-

Antikorpers Rituximab haben die Ergebnisse der PTLD jedoch drastisch verbessert.

In dieser Ubersichtsarbeit werden Risikofaktoren fiir die Entwicklung von PTLD bei Kindern
erortert, die derzeitigen Therapieansatze zusammengefasst und ein Ausblick auf die
Entwicklung neuer Behandlungsmodalitaten wie die gezielte Therapie mit virusspezifischen T-
Zellen gegeben. SchlieBlich werden Uberwachungsstrategien hinsichtlich einer friihen

Diagnosestellung bewertet.

Schober T, Framke T, Kreipe H et al. Characteristics of early and late PTLD development in

pediatric solid organ transplant recipients. Transplantation 2013 Jan 15;95(1):240-6

Das Intervall zwischen der Transplantation und dem Auftreten von PTLD ist von groRer
Bedeutung, da sich die Falle pathologisch und klinisch unterscheiden. Mehrere Gruppen haben
diese zeitlichen Parameter bei erwachsenen PTLD-Patienten untersucht (Caillard et al. 2012;
Ghobrial et al. 2005; Paranjothi et al. 2001). Bei Kindern ist die Situation jedoch nur teilweise
verstanden. Das Ziel dieser Studie bestand darin Faktoren zu untersuchen, die fiir die
Entwicklung einer friihen und spéaten kindlichen PTLD und ihre Rolle bei der unterschiedlichen
Atiologie der der Krankheit.
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In der Arbeit untersuchten wir die Krankengeschichte, Laborparameter und Pathologie-
Befunde von 127 Kindern mit PTLD, die im deutschen multizentrischen padiatrischen PTLD-
Register registriert waren. Die Daten wurden retrospektiv von 1991 bis 2003 und prospektiv ab
2004 bis zur Publikation erhoben. Wir verglichen friihe (<1 Jahr) und spéate (>1 Jahr) PTLD

anhand einer Uberlebensanalyse.
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Abbildung 7. Intervall zwischen Transplantation und der PTLD (Post-transplant
lymphoproliferative disorder)-Diagnose zeigt zwei Hochrisiko-Zeitpunkte: innerhalb des

ersten Jahres sowie im dritten Jahr nach Transplantation.

Dabei konnten wir zeigen, dass die mediane Zeit bis zum Auftreten von PTLD bei Kindern 3
Jahre (95 % Konfidenzintervall, 2,12-3,26) betrug. 42 Patienten entwickelten innerhalb des
ersten Jahres nach der Transplantation eine PTLD (friihe PTLD) und 85 Patienten entwickelten
eine PTLD nach einem Jahr (spate PTLD) (Abbildung 7). Die friihe PTLD-Entwicklung war mit
einem jlingeren Alter (P=0,0016), einer extranodalen Erkrankung (P=0,019), einer
Organbeteiligung des Transplantats (P=0,0065) und einer immunsuppressiven Behandlung
mit Tacrolimus (P=0,001) oder Mycophenolat (P=0,0025) verbunden. Bei den meisten
Patienten mit friher PTLD wurde das Transplantat vor der PTLD-Diagnose abgestolRen
(P=0,0081).
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Abbildung 8. Zeit bis zum Auftreten von PTLD (Post-transplant lymphoproliferative
disorder) je nach transplantiertem Organ (A) bzw. nach Histologie (B). Die Zeit bis zum
Auftreten von PTLD ist am langsten fiir Herz- Empfanger und am kiirzesten bei Lungen-
und Herz/Lungen-Empfangern. Bei der friihen PTLD handelt es sich haufig um diffuse
grolRe B-Zellen oder andere B-Zellen mit Lymphom-Histologie, wahrend das Burkitt-

Lymphom und der Morbus Hodgkin als Spatfolge auftreten.

Friihe PTLD-Patienten wiesen haufig ein B-Zell-Lymphom auf (P=0,024) und waren in der Regel
Epstein-Barr-Virus-positiv.  (P=0,052). Im Gegensatz dazu wurden Burkitt-Lymphome
(P=0,0047) und Morbus Hodgkin (P=0,016) nur bei spaten PTLDs beobachtet, die eher eine
nodale Erkrankung aufweisen (P=0,019) (Abbildung 8). Das Gesamtiiberleben und das
ereignisfreie Uberleben unterschieden sich nicht signifikant zwischen friihen und spaten PTLD
(Abbildung 9).
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Abbildung 9. Kaplan-Meier-Kurven, die den Einfluss der Zeit bis zur PTLD (Post-transplant
lymphoproliferative disorder) auf das Gesamtiiberleben (A) und ereignisfreie Uberleben

(B) zeigen.

Zusammenfassend unterstitzen diese Daten die Hypothese, dass friihe PTLD hauptsachlich
eine EBV-bedingte Erkrankung ist, die auf Grund unzureichender Immuniiberwachung als Folge
einer intensiven immunsuppressiven Behandlung entsteht. Klassische transformierende
Ereignisse, die zur Lymphom-Entstehung bei immunkompetenten Personen beitragen, wie
chromosomale Translokationen, scheinen mehr zur Pathogenese der spaten PTLD-
Entwicklung beizutragen. Diese weist auch 6fter eine nodalen Prasentation und bestimmte
pathologische Entitaten wie Burkitt-Lymphom oder Morbus Hodgkin auf, welche den Tumoren
bei immunkompetenten Patienten ahneln. Interessanterweise unterscheiden sich die
Uberlebensraten der Gruppen nicht signifikant voneinander. Eine giinstigere Biologie bei friiher
PTLD wird offenbar durch eine hohere Morbiditat kurz nach der Transplantation im
Zusammenhang mit der schweren Grunderkrankung bzw. moglichem Transplantatversagen

ausgeglichen.

Schober T, Framke T, GroRhennig A, et al. CD30 in Pediatric Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disease after Solid Organ Transplantation: Characterization of a new

therapeutic target. Leuk Lymphoma 2015 Mar;56(3):832-3

18



In dieser Arbeit haben wir spezifisch die Rolle von CD30 bei der PTLD untersucht. CD30
entwickelt sich zu einem vielversprechenden therapeutischen Ziel bei verschiedenen
hamatologischen Malignomen (Deutsch et al. 2011). CD30 gehort zur Familie der Tumor-
Nekrose-Rezeptoren und ist ein bekannter Marker fir das Hodgkin-Lymphom und das
anaplastisch groRzellige Lymphom (ALCL). Ein gegen CD30 gerichtetes Antikorper-Wirkstoff-
Konjugat, Brentuximab Vedotin, wurde fiir rezidivierte Hodgkin-Lymphome und systemische
ALCL zugelassen, nachdem es gute Ergebnisse bei liberschaubarer Toxizitat gezeigt hatte
(Younes et al. 2012; Pro et al. 2012). Dariiber hinaus zeigten vorldaufige Ergebnisse die
Wirksamkeit von Brentuximab Vedotin gegen andere T- und B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome
(Horwitz et al. 2014). Es ist wichtig zu erwdhnen, dass in vitro eine EBV-Infektion von B-Zellen
die Oberflachenexpression von CD30 induziert (Gregory et al. 1988). Dies macht es zu einem
natlrlichen Ziel fir EBV-bedingte Malignome. Bei gesunden Patienten hingegen ist die CD30-

Expression auf aktivierte B- oder T-Zellen beschrankt.

Haque et al. haben die I6sliche Form von CD30, sCD30, als Serummarker fiir PTLD-Aktivitat
untersucht (Haque et al. 2011). Trotz seines therapeutischen Potenzials und der ersten
erfolgreichen Anwendung wurde das Vorkommen und die Bedeutung von CD30 auf der
Oberflache von PTLD-Tumoren jedoch nie systematisch untersucht. Wir untersuchten
histologische, Labor- und klinische Merkmale sowie klinische Verlaufe von Kindern, die im
deutschen multizentrischen Ped-PTLD-Register registriert waren im Hinblick auf die CD30-
Expression. Von den 127 Patienten lagen in 63 Fallen CD30-Daten vor. CD30 wurde
immunhistochemisch nachgewiesen, und die Einstufung der Tumoren als CD30-positiv war
unabhangig vom Prozentsatz der CD30-positiven Zellen. Insgesamt war CD30 bei 87% der
Patienten positiv und bei 13% negativ. Letztere hatten tendenziell eine schlechtere Prognose,
mit einer 5-Jahres-Gesamtiberlebensrate von 63% vs. 82% und einer 5-Jahres-Ereignisfreien
Uberlebensrate von 42% vs. 59%. Wie erwartet, gab es erhebliche Unterschiede bei der
Tumorhistologie. Beim diffusen grofRzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) - der héaufigsten
Histologie - waren 89% der Tumoren CD30-positiv. Polymorphe PTLD zeigten hauptséachlich
eine Mischung aus CD30-negativen B- und T-Zellen, aber auch einige CD30-positive aktivierte
B-Zellen. Alle CD30-negativen Tumoren waren histologisch B-Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)
(p=0,0068). Wie erwartet, exprimierten Burkitt- oder Burkitt-dhnliche Lymphome nie CD30, und
alle Falle von Morbus Hodgkin waren CD30-positiv, da CD30-Negativitat bzw. -Positivitat eine
der Voraussetzungen fiir die Diagnose dieser Lymphome ist. Der EBV-Status des Tumors
korrelierte in hohem Mal3e mit der CD30-Positivitat, da 98 % der CD30-positiven Tumoren auch

EBV-Produkte enthielten verglichen mit 33 % der CD30-negativen Tumoren.
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Table I. Comparison of selected patient and disease characteristics according to CD30 status®.

CD30 positive CD30 negative Statistics (p-value)

No. total No.variable % No. total No.variable % Fisher's exact {-Test

Overall survival (0S)

5-year OS 55 82 8 63 Log-rank 0.082
2-year 05 55 86 8 63
Event-free-survival (EFS)
5-year EFS 55 59 8 42 Log-rank 0.25
2-year EFS 55 69 8 63
Age (years)
At transplant: mean + SE 5.26 = 0.63 6.74+2.14 0.43
At PTLD diagnosis: mean = SE 9.80 + 0.64 12.32 = 1.64 0.17
Time to PTLD (years): mean = SE 4,52+ 0.55 5.57 = 1.66 0.51
Organ
Kidney 55 21 38.2 8 B 50.0 0.70
Liver 55 10 18.2 8 2 25.0 0.64
Heart 55 22 40.0 8 1 12.5 0.24
Lung or heart + lung 55 2 3.6 8 1 12.5 0.34
Small bowel 55 1 1.4 8 0 0 1
WHO performance score
2-4(vs. 0-1) 49 26 53.1 T 1 14.3 0.10
Histology
Polymorphic 55 16 20.1 8 0 0 0.10
B cell NHL 55 27 49.1 8 8 100 0.0068
Diffuse large B-cell ymphoma 55 17 30.9 8 2 25.0 1
Burkitt or Burkitt-like NHL 55 0 0 8 3 37.5 0.0014
T cell NHL 55 1 1.8 8 0 0 1
Hodgkin disease 55 10 18.2 i 0 0 0.34
c-myc translocation 15 0 0 7 2 28.6 0.091
CD20 positive 52 i 84.6 8 T 87.5 1
Monoclonal 21 10 47.6 3 1 333 1
Tumor EBV status: negative 47 1 21 ] B 66.7 0.0002
EBV serology
Negative at transplant 35 26 T4.3 6 B 66.7 0.65
Negative at PTLD diagnosis 35 5 14.3 ] 0 0 1
Staging: stage 4 disease 51 5 9.8 8 1 12.5 1
Organ involvement
CNS involved 47 3 6.4 T 0 0 1
Bone marrow involved 37 2 5.4 6 0 0 1
Graft organ involved 53 5 9.4 8 3 37.5 0.062

Tabelle 2. Vergleich von Erkrankungs-Paramatern entsprechend dem CD30-Status von

padiatrischen Patienten mit PTLD (Post-transplant lymphoproliferative disorder)

Die EBV-Serologie zum Zeitpunkt der Organtransplantation oder zum Zeitpunkt der PTLD-
Diagnose unterschied sich nicht zwischen Patienten mit CD30-positiven und CD30-negativen

Tumoren.

Zusammengefasst wird CD30 wird in 87 % der padiatrischen PTLDs exprimiert. Wie von Hill et
al. in einem Fallbericht beschrieben (Hill, Tubbs, and Smith 2015) kann es als
immuntherapeutisches Ziel dienen. Dies gilt insbesondere fiir Patienten mit refraktarer oder
CD30-positiver PTLD, bei

kontraindiziert ist. Damit eroffnen sich neue therapeutische Optionen fiir diese meist EBV-

rezidivierender denen eine kombinierte Chemotherapie

assoziierten Maglignome.
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Kampers J et al. Classical Hodgkin lymphoma-type PTLD after solid organ transplantation in
children: a report on 17 patients treated according to subsequent GPOH-HD treatment
schedules. Leuk Lymphoma 2017 Mar;58(3):633-638

Die verschiedenen histologischen Subtypen der PTLD beinhalten auch die Hodgkin-Lymphom-
Typ (HL-) PTLD. Bei dieser seltenen Form fehlen systematische Daten zu Behandlung und
Prognose. In dieser Arbeit berichten wir Uber 17 péadiatrische Patienten mit klassischem HL-
PTLD. HL-PTLD entwickelte sich spat, im Median 8,1 Jahre nach der Transplantation. Die
Tumoren war in der Regel EBV-positiv (16/17) und exprimierten sowohl CD30 (alle Tumoren)
als auch CD20 (8/17 Tumoren). Die Patienten wurden mit Chemotherapie +/- Involved Field
Radiotherapy nach dem jeweiligen GPOH-HD-Protokoll behandelt, stratifiziert nach Tumor-
Stadium. Die Gesamtiiberlebensrate nach 2 und 5 Jahren betrug 86 %, wobei 81 % der
Patienten ereignisfrei (berlebten. Sechs Patienten erhielten eine zusatzliche Rituximab-
Behandlung; bei zwei von ihnen wurde sie als Monotherapie im Vorfeld und bei vier von ihnen
gleichzeitig mit der Chemotherapie verabreicht. Die Rituximab-Monotherapie fiihrte nicht zu
einer langfristigen Remission. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Behandlung von
HL-PTLD mit der klassischen HL-Chemotherapie wirksam und gut vertraglich ist. Neue
Behandlungsmodalitaten wie CD30- oder EBV-spezifische Wirkstoffe kdnnten die Toxizitat

verringern.

Tanita K, Hoshino A, Imadome K et al. Epstein-Barr virus-associated y&T-cell
lymphoproliferative disorder associated with hypomorphic IL2RG mutation. Front Pediatr
2019; 7:15

In dieser Arbeit haben wir die molekularen Grundlagen einer weiteren EBV-assoziierten
Erkrankung untersucht, die durch unzureichende Immunkontrolle bedingt ist. Chronische
aktive EBV-Infektion (CAEBV) ist durch wiederholte oder anhaltende infektiose Mononukleose-
ahnliche Symptome und/oder erhohter EBV-Spiegel gekennzeichnet — eine zugrundeliegende

Immunschwache war per definitionem ausgeschlossen.

Bei den meiste EBV-Folgeerkrankungen inklusive der PTLD wird das Virus in B-Zellen

nachgewiesen. Im Gegensatz dazu kann EBV bei CAEBV-Patienten auch die T-Zellen (CD4+ T,
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CD8+ T und y6-T) oder NK-Zellen befallen - sowohl mono- oder oligoklonale Zell-Populationen
konnen betroffen sein. Je nachdem, welche Zellen mit EBV infiziert sind, kommt es zu einem

unterschiedlichen CAEBV-Phanotyp.

In dieser Arbeit beschreiben wir einen Fall EBV-bedingter yd-T-Zellproliferation mit einer
zugrundeliegenden hypomorphen IL2RG-Mutation. Das Vorhandensein von EBV-infizierten B-
Zellen und y6-T-Zellen zeigte Ahnlichkeiten mit einer CAEBV vom y&-T-Zelltyp. Immunologisch
zeigte sich eine Beeintrachtigung des JAK/STAT-Signalwegs mit gestorter STAT-
Phosphorylierung.

Auch wenn die formellen Kriterien fiir eine CAEBV auf Grund des nachgewiesenen
Immundefekts nicht erfiillt wurden, so weisen die Uberlappenden klinischen und
immunologischen Befunde auf eine &hnliche Pathophysiologie einer gestdrten EBV-
spezifischen Immunantwort. CAEBV beruht somit voraussichtlich auf vorliegenden aber nicht-

identifizierten Immundefekten.

Schober T, Magg T, Laschinger M et al. A human immunodeficiency syndrome caused by
mutations in CARMIL2. Nat Commun. 2017 Jan 23;8:14209

In dieser umfangreichen klinischen und grundlagenwissenschaftlichen Arbeit haben wir einen

neuen Immundefekt beschrieben, der zu ungewoéhnlichen EBV-positiven Tumoren fiihrt.

Das Projekt startete mit einer Patientin (P1.2), die sich im Alter von 2 Jahren mit schwerer
Gedeihstérung, chronischem Durchfall und wiederkehrenden Infektionen der Haut und der
oberen Atemwege im Dr. von Haunerschen Kinderspital vorstellte. Bei ihr wurde Giberraschend
ein EBV+ Weichteiltumor der Leber diagnostiziert. Die Abklarung ihrer Schwester (P1.1) auf
Gedeihstorung ergab ebenfalls multiple EBV+ Weichteiltumore (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Disseminiertes EBV bei SMT bei CARMIL2-defizienten Patienten. (a)
abdominale MRT (MRT; T1 Fett-S&ttigung nach Kontrastmittel) von P1.2 mit einem
grolRen Leber-Tumor (weile Pfeile). (b) Schadel-MRT von P1.2 mit einem Tumor in der
der dorsalen Medulla oblongata (weiler Pfeil). (c) Koloskopie von P1.2 mit mehreren
vorstehenden Tumoren im Dickdarm. (d,e) P2.1 Hamatoxylin- und Eosin Farbungen mit

leiomyogenen Tumorzellen und (f) EBV in situ Hybridisierung. MaRstabsbalken, 50 uym.

Genetische Untersuchungen der beiden Geschwister sowie einer weiteren Familie mit EBV+
Weichteiltumore wiesen auf Mutationen in RLTPR (CARMIL2; Capping-Protein-Regulator und
Myosin 1 Linker 2) (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Homozygote CARMIL2-Mutationen segregieren mit dem Krankheits-
phénotyp. (a) Stammbaum der Familie 1 mit Vater (F1), Mutter (M1), Geschwistern (S1.1
und S1.2) und Patientinnen (P1.1 und P1.2). (b) Schematische Darstellung von
Chromosom 16 und der homozygoten Region, die durch den SNP-Chip identifiziert wurde
und CARMIL2 beherbergt. (c) Elektropherogramme von Mitgliedern der Familie 1. (d)
CARMIL2-Immunoblots von gesunden Spendern (HD) und Mitgliedern der Familie 1 mit
Vinculin Ladekontrolle. (e) Stammbaum der Familie 2 mit Vater (F2), Mutter (M2) und
Patientinnen (P2.1 und P2.2). (f) Elektropherogramme der Mitglieder der Familie 2. (g)
CARMIL2-Immunoblot von gesunden Spendern (HD) und Mitgliedern der Familie 2 mit
Vinculin als Ladekontrolle. (h) Schematische Darstellung der CARMIL2-

Proteindoméanenarchitektur und Lokalisierung der Mutationen

Kurz vor Beginn der Studie war das murine Homolog RItpr erstmals in einem Mutagenese-
Screening identifiziert und deren Bedeutung fiir das CD28-Co-Signalling und die Entwicklung
regulatorischer T-Zellen gezeigt worden (Liang et al. 2013). Mause, die mutiertes Rltpr
exprimieren, sind nicht in der Lage, das CD28 Co-Signalling auf ihr Effektorprotein Pkc6 zu
Ubertragen. Folglich hatten Rltpr-mutierte Mause keine regulatorischer T-Zellen und ahnelten

funktionell Cd28 knockout-Mausen (Abbildung 12).
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Abbildung 12. Bedeutung von rltpr bei der Aktin-Polymerisierung und CD28-

Costimulation in Mausen (Liang et al. 2013)

Die menschliche CARMIL-Familie umfasst drei Paraloge: CARMIL1T (LRRC16A), CARMIL2
(LRRC16C) wund CARMIL3 (LRRC16B). Alle Proteine haben eine gemeinsame
Domanenarchitektur, d. h. eine N-terminale Pleckstrin-Homologie (PH)-Domane, mehrere
leucinreiche Wiederholungen (LRR), eine Capping-Protein-Bindungsregion (CBR) und eine C-
terminale prolinreiche Domane. Die CBR-Domane verringert die Affinitat des Capping-Proteins
zu den Aktin-Filamenten und macht sie flir die weitere Aktin-Polymerisation zuganglich.
CARMIL2 beeinflusst somit die Zellpolaritdit durch Modulation von Mikrotubuli und

Intermediarfilamenten.

Entsprechend postulierten wir, dass humane CARMIL2-Defienz zu Stérungen des CD28-
Cosignalling sowie der Zellpolaritat und -Migration fiihren wiirden. In der Tat weisen alle
Patientinnen einen Mangel an regulatorischen T-Zellen (ohne Hinweise auf eine
organspezifische Autoimmunitat) sowie ein gestortes CD28-Co-signalling auf. Letzteres geht
mit einer beeintrachtigten T-Zell-Aktivierung, -Differenzierung und -Funktion einher.
(Abbildungen 13).
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Abbildung 13. CARMIL2-Mangel beeintrachtigt die CD28-vermittelte T-Zell-Funktion.
(@) CFSE-Verdiinnung auf CD4- und CD8-T-Zellen ohne (Medium) und nach 5-tagiger
Stimulierung mit Anti-CD3, Anti-CD3/CD28 oder PMA/lonomycin (P/1)
(b) Zusammenfassung der CD4 und CD8 T-Zellen, medianer CD25 MFI und

Proliferationsprozentsatze fiir 6 gesunde Spender (HD) und 4 Patienten.
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Abbildung 14. CARMIL2-Mangel beeintrachtigt die CD28-Ko-Signaltransduktion.
Reprasentative Immunoblots fiir pZAP70, pERK1/2, pPKCy und pNF-kB (p65) von HD1,
HD2, P2.1 und P2.2 T-Lymphoblasten, die mit Anti-CD3, Anti-CD3/CD28 und P/I fiir jeweils
0,2,5,10,15 und 30 bzw. 5 Minuten stimuliert wurden.

Daruber hinaus zeigen Patienten-Zellen eine gestdrte Zytoskelett-Organisation, die mit

Storungen der T-Zell-Polaritat und -Migration einhergeht (Abbildung 15).
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CARMIL2-Mangel beim Menschen ist daher eine autosomal rezessiv vererbte primare
Immundefekt-Erkrankung, die mit einem defekten CD28-vermittelten TCR-Co-Signalling und

einer gestorten Zytoskelett-Dynamik einhergeht.

C «kDa HD1.1 P1.1

55- | Acetyl-o-tubulin
40 - p38

55- - Glu-a-tubulin
55 - ~m—————  o-tubulin

Abbildung 15. CARMIL2-Mangel fiihrt zu einer gestorten Organisation des Zytoskeletts
und der Migration. Differentialinterferenzkontrastbilder (DIC) und Fluoreszenzbilder von F-
Aktin (a) und Tubulin (b) in T-Lymphoblasten von HD1.1 und P1.1, die auf ICAM1
migrieren (Skalenbalken, 5 um). (¢) Reprasentative Immunoblots zeigen stabiles a-
Tubulin, das durch acetyl- oder detyrosiniertes Glutulin nachgewiesen wird.
Detyrosiniertes Glutamyl-a-Tubulin in HD1.1 und P1.1. p38 und globales a-Tubulin dienen

als Ladekontrollen (nZ3)

Magg T, Schober T, Walz C et al. Epstein-Barr Virus* Smooth Muscle Tumors as

Manifestation of Primary Immunodeficiency Disorders. Front Immunol. 2018; 9:368

In diesem Ubersichtsartikel beschreiben wir EBV+ Weichteiltumoren in einem gréBeren
Zusammenhang. Diese entwickeln sich in der Regel im Zusammenhang mit einer sekundéaren
Immunschwache durch eine HIV-Infektion oder durch Immunsuppression nach solider
Organtransplantation. Bei einem kleinen Teil der Uiberwiegend padiatrischen Patienten kdnnen
EBV+ Weichteiltumoren jedoch auch bei Patienten mit primaren Immundefekten, wie GATA2-
und CARMIL2-Mangel, auftreten. Bei sekunddren Immundefekten und wenn die
zugrundeliegende Erkrankung nicht geheilt werden kann, basiert die Behandlung von EBV+
Weichteiltumoren auf einem chirurgischen Eingriff in Kombination mit einer antiretroviralen
bzw. reduzierten Immunsuppression. Wichtig ist, dass die Prognose ohne eine Rekonstitution
der zelluldaren Immunitat sehr schlecht ist. Dieses gilt insbesondere fiir Patienten mit EBV+
Weichteiltumoren auf der Grundlage von primaren Immundefekten. Patienten mit EBV+
Weichteiltumoren, bei denen keine sekundaren Immundefekte vorliegen, sollten grindlich auf

primare  Immundefekte  untersucht werden. Eine allogene hamatopoetische
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Stammezelltransplantation sollte in Betracht gezogen werden, idealerweise im Rahmen einer

prospektiven klinischen Studie.

Magg T, Shcherbina A, Arslan D et al. CARMIL2 Deficiency Presenting as Very Early Onset
Inflammatory Bowel Disease. Inflamm Bowel Dis. 2019 Oct 18;25(11):1788-1795

CARMIL2-Defizienz kann jedoch auch zu anderen - EBV-unabhangigen - Phéanotypen fiihren.
Kinder mit sehr friih einsetzenden entziindlichen Darmerkrankungen (VEO-IBD) haben oft
einen refraktdaren und schweren Krankheitsverlauf. Eine betrachtliche Anzahl der
beschriebenen, VEO-IBD verursachenden monogenen Stérungen lasst sich auf Defekte in
immunbezogenen Genen zuriickfiihren. Die Diagnose des zugrundeliegenden priméaren
Immundefekts hat oft entscheidende Auswirkungen auf die Behandlung von Patienten mit IBD-

ahnlichen Phanotypen.

Um die molekulare Atiologie bei 5 Patienten aus 3 nicht verwandten Familien mit IBD-dhnlichen
Symptomen zu ermitteln, flihrten wir eine Ganz-Exom-Sequenzierung durch. Eine
immunologische Untersuchung bestatigte einen zugrundeliegenden primaren Immundefekt.
Die Ganz-Exom-Sequenzierung ergab drei neue CARMIL2-Funktionsverlust-Mutationen bei
unseren Patienten. Die Immunphanotypisierung der mononukledaren Zellen des peripheren
Blutes ergab eine Verringerung der regulatorischen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen sowie
eine Beeintrachtigung des B-Zell-Klassenwechsels. Die T-Zell-Proliferations- und Aktivierungs-
Assays bestatigten eine defekte CD28-Kostimulationdie mit dem zuvor von uns beschriebenen
CARMIL2-Mangel ubereinstimmt.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass sich ein CARMIL2-Mangel beim Menschen mit
Symptomen einer schweren chronisch entziindlichen Darmerkrankung manifestieren kann.
Dieses Beispiel zeigt, dass eine friihzeitige Diagnose des zugrundeliegenden priméaren

Immundefekts fiir die Behandlung und Prognose von Kindern mit VEO-IBD entscheidend ist.
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Akute Viruserkrankungen

Akute Viruserkrankungen, die durch RNA-Viren wie Influenza und SARS-CoV-2 verursacht
werden, unterscheiden sich in ihrer Immunitdt von chronischen Viruserkrankungen.
Insbesondere bei jlingeren Kindern spielt die angeborene Immunitat in der akuten Infektion die
wichtigste Rolle (Yoshida et al. 2022). Adaptive Immunitat ist akut oft weniger wichtig,
minimiert oder verhindert aber durch Bildung des Immungedéachtnisses kiinftige Infektionen.

Im Gegensatz dazu sind Erwachsene auf das adaptive Immungedéachtnis in einem grofReren
Masse angewiesen (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Die lokale und systemische Reaktion auf eine SARS-CoV-2-Infektion bei Kindern
und Erwachsenen (Yoshida et al. 2022)

Konnen diese theoretischen Uberlegungen auch durch klinische Daten untermauert werden?

In einer Kohorte von hospitalisierten Kindern mit symptomatischer SARS-CoV-2-Infektion
konnte ich zeigen, dass immunkompromittierte Kinder tiberraschenderweise ein etwas halb so
hohes Risiko fiir Komplikationen hatten — andere Risikofaktoren wie neurologische, kardiale
und pulmonale Komorbiditaten spielten eine wichtige Rolle und waren mit einem erhéhten
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Risiko assoziiert (Schober et al. 2022). Dies passt zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen,

die kiirzlich in einer Meta-Analyse zusammengefasst wurden (Harwood et al. 2022).

Gilt dies auch fiir andere akute respiratorische Virus-Erkrankungen? Um dies zu uberpriifen,
habe ich anschlieRend in einer Kohorte von Influenza-Patienten die Auswirkungen einer
Immundefizienz untersucht. Dabei habe ich erstmals verschiedene Arten der Immundefizienz
verglichen. Hier zeigte sich in fast allen Untergruppen ein &ahnliches Ergebnis:
Immunkompromittierte Kinder hatten ein 4-5-fach niedrigeres Risiko fiir Aufnahmen auf die
Intensivstation, mechanische Beatmung oder Tod. Dies war sogar der Fall, wenn man
ausschlieBlich Kinder mit relevanten respiratorischen Symptomen untersuchte. Vergleichbare
Beobachtungen hatten anderen Gruppen bei weiteren akuten Viruserkrankungen gemacht. So
liegt in einer grolRen Kohortenstudie die Fallsterblichkeit bei immunkompromittierten
Erwachsenen mit Respiratorische Synzytial-Virus bei 19% verglichen mit 0% bei Kindern
(Chatzis et al. 2018). Dies zeigt, dass immungeschwaéchte Kinder im Vergleich zu Erwachsenen
ein relativ geringes Risiko flir Komplikationen akuter Atemwegsinfektionen haben - es
bedeutet jedoch nicht, dass das Risiko immunkompromittierter gegentber
immunkompetenten Kindern geringer ist. Die Beobachtungsstudien sind insofern verzerrt, als
das die Patienten im Krankenhaus nicht reprasentiert fiir die Gesamtbevolkerung sind. Auf der
Populationsebene gibt es keine verlasslichen Daten. Die beste Abschatzung hinsichtlich des
Influenza-spezifischen Risikos einer Immunsuppression ergibt eine 2-3-fach erhohte
Sterblichkeit (Patel et al. 2020; K.K. Wong et al. 2013). Dies ist deutlich geringer als allgemein
angenommen und in der GroRenordnung wie deutlich hdufigere Komorbiditaten wie Adipositas

und Asthma.

Detaillierte Beschreibung der einzelnen Arbeiten:

Schober T et al. Risk factors for severe PCR-positive SARS-CoV-2 infection in hospitalised
children. BMJ Paediatr Open. 2022 Aug;6(1)

Das klinische Erscheinungsbild von SARS-CoV-2-Infektionen ist bei Kindern im Allgemeinen
milder als bei Erwachsenen. Aber auch bei Kindern kann es zu Morbiditat und Mortalitat
aufgrund von COVID-19 kommen. Die Kenntnis der Risikofaktoren fiir eine schwere Erkrankung
kénnen Patienten-Gruppen identifizieren, die eine engmaschige Uberwachung oder eine
friihzeitige Behandlung bendtigen, und helfen, gezielte Impfkampagnen zu fiihren. Wahrend

viele Lander ein Impfprogramm gegen SARS-CoV-2 fiir alle Jugendlichen und Kinder =5 Jahre

30



starteten, hatten andere Lander nur begrenzten Zugang zu Impfstoffen. So beschlossen diese,
sich auf Hochrisikogruppen zu konzentrieren, wie es auch die Weltgesundheitsorganisation
WHO empfohlen hatte (Public-Health-England 2021; WHO 2021). Friihere Studien hatten
versucht, die Risikofaktoren fiir eine schwere SARS-CoV-2-Infektion bei padiatrischen
Patienten zu identifizieren. Einige Risikofaktoren konnten identifiziert werden, beispielsweise
das Vorhandensein von Komorbiditaten oder Adipositas (Zachariah et al. 2020; Ouldali et al.
2021; Kompaniyets et al. 2021; Fernandes et al. 2021; Oliveira et al. 2021; Swann et al. 2020;
Garazzino et al. 2021; Woodruff et al. 2021), In vielen Studien waren die Zahl der Patienten
klein und es besteht eine erhebliche Heterogenitat (Gates M 2021). Wichtig ist, dass die
meisten groRen Studien aus Landern mit hohem Einkommen kamen, wahrend Daten aus und

Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen kaum vorhanden sind.

Das Ziel dieser Studie war die Identifizierung von Risikofaktoren fiir eine schwere Erkrankung
bei Kindern, die aufgrund einer PCR-bestatigten SARS-CoV-2-Infektion hospitalisiert wurden.
Dazu fiihrten wir eine multizentrischen retrospektiven Kohortenstudie aus Kanada, Costa Rica
und dem Iran mit 18 Krankenhdusern vom 1. Februar 2020 bis 31. Mai 2021 durch.
Eingeschlossen wurden Kinder im Alter von weniger als 18 Jahren, die wegen einer
symptomatischen PCR-positiven SARS-CoV-2-Infektion stationar behandelt wurden.
Primares Ergebnis war der Schweregrad der Erkrankung auf der WHO COVID-19 Clinical

Progression Scale.

Insgesamt identifizierten wir 403 Krankenhausaufenthalte. Das Durchschnittsalter betrug 3,78
Jahre (IQR 0,53-10,77). Mindestens eine Komorbiditat lag bei 46,4 % (187/403) und mehrere
Komorbiditdten bei 18,6 % (75/403) vor. Einundachtzig Kinder (20,1 %) erfiiliten die WHO-
Kriterien fiir PCR-positive MIS-C. Bei 25,3 % (102/403) kam es zu einer Progression auf einen
WHO-Skalenwert =6. Wir flihren multivariable ordinale logistische Regressionsanalysen durch,
die fiir Alter, Rontgen Thorax, Labor-bestatigte bakterielle und/oder virale Koinfektionen und
MIS-C-Diagnose adjustiert wurden. Im Ergebnis zeigten die Daten, dass das Vorhandensein
einer einzelnen (adjustierte OR (aOR) 1,90, 95% ClI 1. 13 bis 3,20) oder mehrerer chronischer
Begleiterkrankungen (aOR 2,12, 95% CI 1,19 bis 3,79), Adipositas (aOR 3,42, 95% CI 1,76 bis
6,66) und Chromosomenstorungen (aOR 4,47, 95% Cl 1,25 bis 16,01) unabhéngige
Risikofaktoren fiir den Schweregrad sind. Interessanterweise war eine Immunsuppression
nicht mit einem erhéhten Risiko verbunden — es zeigte sich sogar ein nicht-signifikanter Trend

fir ein niedrigeres Risiko (Abbildung 17).
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Severe disease Severe disease

Covariates 10R (95% C1) less likely more likely
Obesity 3.42 (1.76-6.66) b .
Pulmonary disorder 1.73(1.00-3.01) I,

Non-asthma pulmonary disease 2.16(0.96-4.86) e

Asthma 1.32(0.67-2.60) -
Prematurity 1.15(0.55-2.40) e
Immunusuppression 0.44(0.16-1.16) L 3
Anemia / Hemoglobinopathy 1.70(0.56-5.47) . L 2
Neurological disorder 1.64(0.91-2.94) H——
Cardiac disorder 1.79(0.72-4.49) B J—
Metabolic disorder 0.80(0.22-2.90) F * i
Renal disorder 1.62(0.53-4.98) u * 1
Hypertension 2.87(0.80-10.33) *
Chromosomal disorder 4.47 (1.25-16.01) o
Other disorder 1.06(0.49-2.27) e

0,1 1 10

Abbildung 17. Multivariable ordinale logistische Regressionsmodelle fiir klinische
Faktoren, die mit einer schwereren PCR-positiven SARS-CoV-2 Infektion auf der WHO
COVID-19-Skala fiir die klinische Progression.

Das Alter war kein unabhangiger Risikofaktor, aber verschiedene altersspezifische
Komorbiditaten wurden in altersstratifizierten Analysen mit einer schwereren Erkrankung in
Verbindung gebracht: kardiale (aOR 2,90, 95% CI 1,11 bis 7,56) und nicht-asthmatische
Lungenerkrankungen (aOR 3,07, 95% CI 1,26 bis 7,49) bei Kindern unter 12 Jahren und
Adipositas (aOR 3,69, 1,45-9,40) bei Jugendlichen =12 Jahren. Bei Kleinkindern unter 1 Jahr
waren neurologische (aOR 10,72, 95% CI 1,01 bis 113,35) und kardiale Stérungen (aOR 10,13,
95% CI 1,69 bis 60,54) unabhdngige Pradiktoren fiir eine schwere Erkrankung.

Zusammengefasst konnten wir mehrere unabhangige Risikofaktoren fiir eine schwere
Erkrankung bei Kindern ermittelt, die wegen einer symptomatischen PCR-positiven SARS-CoV-
2-Infektion ins Krankenhaus eingeliefert wurden. Unseren Analysen zufolge war das Alter kein
unabhangiger Risikofaktor, aber es scheint eine Altersabhangigkeit spezifischer
Komorbiditaten zu geben, die eine schwere Erkrankung begiinstigen. Dies betrifft die
Adipositas im Jugendalter und kardiale, pulmonale und neurologische Stérungen bei jlingeren
Kindern. Immunsuppression war kein Risikofaktor. Ein besseres Verstandnis der padiatrischen

Risikofaktoren fiir eine schwere SARS-CoV-2-Infektion bei Kindern, die stationar behandelt
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werden missen, kann dazu beitragen, die Behandlung zu steuern und die Risiko-Nutzen-

Analysen von padiatrischen Impfprogrammen gegen SARS-CoV-2 zu verbessern.

Schober T et al. Outcomes of immunocompromised children hospitalized for Influenza,
2010-2021, the Canadian Immunization Monitoring Program Active (IMPACT). Clinical
Microbiology and Infection. 2023 Jul;29(7):924-932

In einer weiteren groRen prospektiven Kohortenstudie haben wir spezifisch die Bedeutung der

Immunkompromitierung bei Kinder mit Influenza untersucht.

Influenza-Infektionen tragen wesentlich zur padiatrischen Morbiditdt und Mortalitat bei (Uyeki
et al. 2022). Die meisten Gesundheitsbehorden gehen davon aus, dass immungeschwaéchte
Patienten ein erhohtes Risiko fiir Influenza-Komplikationen besitzen und schlechter als
Immunkompetente auf Influenza-Impfstoffe ansprechen (CDC ; ECDC ; WHO ; Sinilaite and
Papenburg 2022). Es gibt zahlreiche Daten, die das erhohte Risiko bei immungeschwéachten
Erwachsenen belegen (Atalla et al. 2021; Coleman et al. 2018; Collins et al. 2020). Bei
immungeschwachten Kindern ist dieses Risiko jedoch weniger eindeutig. Bei
immungeschwachten Kindern ist die Wahrscheinlichkeit einer Krankenhauseinweisung groRer
als bei nicht immungeschwachten Kindern (Gill et al. 2015; Coleman et al. 2018), die Daten zu
den Komplikationen bei hospitalisierten Kindern sind aber nicht einheitlich. AuRerdem handelt
es sich bei immungeschwachten Kindern um eine heterogene Population; dabei miissen die

Unterschiede zwischen den Untergruppen beriicksichtigt werden.

Ziel dieser Studie war die Abschatzung und Bewertung von immunkomprimitierenden
Bedingungen und Untergruppen der Immunschwaéche als Risikofaktoren fiir Komplikationen
bei Kindern, die wegen Influenza stationar aufgenommen wurden.
Daflir nutzen wir Daten von IMPACT, einem kanadischen Surveillance-Programm fiir
Komplikationen impfpraventabler Erkrankungen und untersuchten alle laborbestatigte
Influenza-Krankenhauseinweisungen bei Kindern <16 Jahren in den 12 beteiligten
Krankenhdusern im Zeitraum von 2010 - 2021. Logistische Regressionsanalysen wurden
verwendet, um die Ergebnisse zwischen immungeschwachten und nichtimmungeschwachten
Kindern sowie fiir verschiedene Untergruppen von Immunsuppression zu vergleichen. Der
primdre Endpunkt war die Aufnahme auf die Intensivstation; sekundédre Endpunkte waren

mechanische Beatmung und Tod.

Von insgesamt 8982 Kindern waren892 (9,9 %) immungeschwacht; die entsprechenden

Diagnosen sind in Abbildung 18 gezeigt.
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Abbildung 18. Immunkomprimitierende Diagnosen von Kindern, die wegen einer

Influenza-Infektion stationar eingewiesen wurden.

Immunkompromittierte Patienten waren alter (Median 5,6 Jahre [IQR 3,1 - 10,0] vs. 2,4 [1 -6],

p<0. 001) als immungesunde Kinder. Sie hatten eine dhnliche Haufigkeit von Komorbiditaten

im Vergleich zu den Kindern ohne Immunsuppression und/oder Malignitat (38 % [340/892] vs.

40 % [3272/8090], p=0,2), aber weniger respiratorische Symptome wie Atemnot (20 %
[177/892] vs. 42 % [3424/8090], p<0,001). In multivariablen Analysen waren bei Kindern eine
Immunkompromitierung (adjustierte Odds Ratio [aOR] 0,19, 95% Cl 0,14-0,25) mit einer

geringeren Wahrscheinlichkeit der Aufnahme auf der Intensivstation verbunden (Abbildung

19).
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Characteristic aOR* 95% CI*

Immunocompromised 0.19 0.14,0.25 k==
Immunodeficiency 0.16 0.10,0.23 =

Haematological malignancies (active) 0.06 0.02,0.13 ——

Stem cell transplant 0.00 0.00,0.00

Defects primarily in lymphocytes 0.52 0.22,1.08 ——

Defects primarily in neutrophiles 0.41 0.16,0.89 ——

Asplenia and complement deficiency 0.21 0.08, 0.44 e

Other immunodeficiency 1.27 0.28,4.19 ——
Immunosuppression 0.17 0.12,0.23 o

Chemotherapy 0.07 0.03,0.13 e

Immunosuppression other than chemotherapy 0.36 0.23,0.53 ——

Steroids, no other immunosuppression 0.74 0.35,1.43 ——1—

Solid organ transplant 0.17 0.06,0.37 —e—
*adjusted for age (continuous), sex, influenza season, IMPACT center, presence of underlying 0‘61 T 0:1 o '1 ' 1'0
chronic health conditions other than immunocompromise, influenza virus type aOR

Abbildung 19: Multivariable logistische Regressions-Modelle fiir die Assoziation

zwischen Aufnahme auf die Intensivstation und Immunschwache inkl. Untergruppen

Immunkompromittierte Kinder hatten auch eine geringere Wahrscheinlichkeit fiir eine
mechanische Beatmung (aOR 0,26, 95% Cl 0,16-0,38) oder Tod (aOR 0,22, 95% ClI 0,03-0,72).

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass immunkompromittierende Zustande heterogen
sind und erreger- und altersspezifische assoziierte Risiken haben. Wir fanden heraus, dass
immungeschwachte Kinder unter den wegen Influenza hospitalisierten Kindern
Uberreprasentiert waren. Sie hatten aber signifikant weniger Komplikationen als nicht

immungeschwachte Kinder.
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Schlussbhetrachtung und Ausblick

Zusammenfassend konnte ich zeigen, dass sich die antivirale Immunitat nach Alter,
individueller Wirtsimmunitat und Virus erheblich unterscheidet und dieses den klinischen
Verlauf wesentlich beeinflusst. Die beiden untersuchten Modelle, akute und chronische

Viruserkrankungen, SARS-CoV-2 und Influenza sowie EBV, unterscheiden sich dabei erheblich.

EBV ist ein chronisches DNA Virus, welches Immunzellen befallt und kaum Zytolyse
verursacht, dafir jedoch Latenz aufweist. SARS-CoV-2 und Influenza sind akute RNA Viren, die
primar respiratorische Zellen befallen, ausgepragte Zytolyse zeigen, aber keine Latenz

induzieren.

Es gibt jeweils spezifische Immundefekte - wobei EBV-spezifische T-Zell-Defekte das Risiko
fir SARS-CoV-2 bzw. Influenza nur unwesentlich erhéhen und umgekehrt Typ-I IFN-Defekte
das Risiko fiir Komplikationen nach EBV-Infektion nicht erhohen. Es existieren somit
weitestgehend redundante Signalwege in unserer antiviralen Immunitat. Unspezifische
Hemmung der adaptiven Immunantwort, beispielsweise nach Transplantation, fiihrt oftmals
zu EBV-Komplikationen. Bei akuten SARS-CoV-2 bzw. Influenza hingegen bestehen
ausgepragte Altersunterscheide. Bei Kindern und Jugendlichen, bei deren Immunantwort die
angeborene antivirale Immunitat betont ist, ist das Komplikationsrisiko deutlich geringer als
bei Erwachsenen, die starker auf das Immungedachtnis angewiesen sind. Dabei ist
erwahnenswert, dass sich die Stérungen der angeborenen antiviralen Immunitat, die vielen
akuten Infektionen zu Grunde liegen, zurzeit in der klinischen Praxis nicht diagnostiziert
werden konnen. Andere haufige Storungen des Immunsystems, beispielsweise Neutropenien,
hingegen verandern das Risiko keiner der genannten Erkrankungen. Globale und unspezifische
Definitionen von Immundefizienz sind somit nicht geeignet, das Risiko von Virus-Erkrankungen

abzuschatzen.

Unterschiede im klinischen Verlauf bei identischen Virus-Erkrankungen in derselben
Altersgruppe beruhen im Wesentlichen auf genetischen Unterschieden unserer
Immunantwort. Dariiber hinaus kann sich je nach immunologischem Defekt nicht nur der
Schweregrad, sondern auch die Art der Prasentation erheblich unterscheiden. Dieses konnten
wir am Beispiel von EBV+ Weichteiltumoren und der von uns neu-identifizierten CARMIL2-

Defizienz illustrieren.

Antivirale Immunitat sollte in der Kinder- und Jugendmedizin wie auch bei Erwachsenen
differenziert betrachtet werden. Mit der vorliegenden Arbeit hoffe ich dazu beigetragen zu

haben.
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