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Zusammenfassung

Einleitung

Kinder mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) haben ein
sechsmal hoheres Risiko vendse Thromboembolien zu erleiden als gleichaltrige
gesunde Kinder. Anorganische Polyphosphate (PolyP) sind negativ geladene
Polymere bestehend aus unterschiedlich langen Phosphatketten, welche zu diesem
erhohten Risiko beitragen konnten. PolyP kann sowohl von Bakterien, mit einer
durchschnittlichen Kettenlange von 500-1000 Monophosphaten, als auch von
Thrombozyten, mit einer Kettenlange von 70-120 Monophosphaten, produziert
werden. Im Blut aktiviert PolyP das Gerinnungssystem, indem es tber FXII mit dem
Kallikrein-Kinin-System interagiert, wodurch das stark entzindungsfordernde
Bradykinin freigesetzt wird. Andererseits entfaltet exogenes PolyP im Darmlumen
eine remissionsinduzierende Wirkung und verbessert unter anderem die
Barrierefunktion, Inflammation und Fibrosierung tber Upregulation von Heat-Shock-
Protein-27. Mesalazin, die Goldstandardmedikation zur Remissionsinduktion sowie
Erhaltung, hemmt die bakterielle PolyP-Synthese, wodurch dessen
antiinflammatorische Eigenschaften weiter erklart werden koénnten. Wenn
bakterielles oder thrombozytares PolyP in die Blutzirkulation gelangt, kdonnten
Thrombosen oder vermehrte Entziindungen die Folge sein. Ziel dieser Studie war
es, die endogene PolyP-Aktivitat im Plasma von padiatrischen CED-Patientinnen
und Patienten bei Erstmanifestation und in Remission im Vergleich zu Kindern mit

akuter bakterieller Gastroenteritis (BGE) und Gesunden zu bestimmen.
Methode

Wir verglichen zehn padiatrische Colitis Ulcerosa (CU) Erkrankte und neun
Morbus Crohn (MC) Erkrankte mit sechs padiatrischen BGE-Patienten sowie 23
gesunden Kontrollen. CED-Patientinnen und Patienten wurden nach
Therapiebeginn (3-6 Wochen nach Erstmanifestation) und in Remission erneut
getestet. Die PolyP-Aktivitat im Plasma wurde mithilfe einer neuen
Nachweismethode basierend auf der Fahigkeit von PolyP, endogenen Tissue Factor
Pathway Inhibitor (TFPI) zu hemmen, via Calibrated Automated Thrombography
ermittelt. Die Parameter lag time, endogenous thrombin potential (ETP) und peak

thrombin wurden aus dem mit und ohne TFPI gemessenen Thrombinsignal
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berechnet. Die Differenzen zwischen Messung mit und ohne TFPI wurden in delta

(A) ausgedrickt.
Ergebnisse

Es wurden weder longitudinal noch zwischen den Gruppen statistisch
signifikante Unterschiede in den A-Werten der Thrombinparameter gefunden.
Jedoch zeigten sich signifikante Unterschiede in den absoluten Werten von lag time,
ETP sowie peak Thrombin zwischen den einzelnen Studiengruppen (p < .001). Die
relativen Parameter zeigten keinen Unterschied in Abhangigkeit der
Mesalazintherapie. Bei MC-Patientinnen und Patienten war die lag time zwischen
Erstmanifestation und Remission signifikant kiirzer (p < .001). Zuletzt korrelierte der
Pediatric Crohn’s Disease Activity Index (PCDAI) signifikant positiv mit der lag time
und der time to peak (rs = .67, p = .012). Der entsprechende Disease Score bei
Patientinnen und Patienten mit CU (PUCAI) wies keine statistisch signifikanten

Korrelationen auf.
Diskussion

In dieser Arbeit wurde erstmals die endogene PolyP-Aktivitat im Plasma von
CED-Patientinnen und Patienten Uberprtft. PolyP scheint in der Pathophysiologie
von CED keinen oder nur einen zu vernachlassigenden Effekt auf die Gerinnung
auszuuben. Ebenso beeinflusst eine Therapie mit Mesalazin die PolyP-Aktivitat im
Plasma vermutlich nicht. Jedoch zeigte sich wahrend der aktiven Krankheitsphase
einer CED sowie bei BGE ein prothrombotischer Zustand im Plasma im Vergleich
zu gesunden Kontrollen. Dieser war charakterisiert durch erhdhtes ETP und peak
Thrombin sowie verkurzter lag time. Dieses Ergebnis weist auf eine erhohte
Gerinnungsbereitschaft in Patientinnen und Patienten mit CED und BGE hin.
Andererseits scheint ein hoherer PCDAI die lag time zu verlangern, wodurch der
ursprungliche prothrombotische Effekt geringer ausfallen kdonnte. Da im Blut
zirkulierendes PolyP demnach keine negativen Effekte bei CED hat, sollte
zuklnftige Untersuchungen die Rolle von exogenem PolyP in der Pathophysiologie
von CED weiter untersuchen, um die Mdglichkeiten neuer Therapieformen

voranzutreiben.
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Abstract

Introduction

Children with inflammatory bowel disease (IBD) have a sixfold higher risk of
developing venous thromboembolism compared to healthy age matched children.
Inorganic polyphosphates (PolyP) are negatively charged linear polymers that may
contribute to this thrombotic risk. Microbial PolyP, especially that of the gut
microbiome typically consists of 500 to 1000 phosphate monomers. PolyP is also
stored in dense granules of human platelets with a chain length of about 70 to 120
monomers. In blood circulation PolyP activates the coagulation system via factor XIl|
activation and interaction with the kallikrein-kinin-system, which releases the highly
proinflammatory bradykinin further downstream. Conversely, exogenously
administered PolyP within the intestinal lumen ameliorates inflammation and fibrosis
as well as improves barrier function via upregulation of Heat-Shock-Protein-27.
Additionally, mesalamine, a popular first line therapy for IBD, seems to inhibit the
bacterial PolyP-synthesis. If PolyP leaks into circulation either by shedding from
platelets or via an impaired gut barrier it could drive inflammation and thrombosis in
pediatric IBD-patients. PolyP could play a pivotal role in upholding the vicious cycle
of inflammation in IBD and therefore could be a potential target for future therapies.
Aim of this study was to assess the activity of circulating endogenous PolyP in
pediatric IBD-patients during the acute phase and in clinical remission in comparison

to patients with bacterial gastroenteritis (BGE) and healthy individuals.
Methods

We compared ten pediatric patients with ulcerative colitis (UC) and nine with
Crohn’s Disease (CD) at initial manifestation, with six pediatric BGE-patients and 23
healthy controls. IBD-patients were retested after treatment onset (3-6 weeks after
initial manifestation) and in remission. PolyP-activity was assessed in sampled
plasma using a newly developed assay that employed calibrated automated
thrombography, leveraging PolyP’s distinctive capacity to antagonize exogenous
tissue factor pathway inhibitor (TFPI). Lag time, endogenous thrombin potential
(ETP) and peak height of generated thrombin were calculated from the thrombin
trace obtained both with and without addition of exogenous TFPI. Differences

between the parameters with and without TFP| were expressed as delta (A).



Results

No statistically significant differences in the A values of thrombin parameters
were found, either longitudinally or between groups. However, there were significant
differences in the absolute values of lag time, ETP and peak thrombin between the
study groups (p < .001, respectively). There were no significant differences in
relative thrombin parameters depending on mesalamine therapy. Lag time was
reduced significantly (p < .001) in CD-patients between initial manifestation and
remission. The disease activity score in patients with CD (PCDAI) correlated
significantly positive with lag time and time to peak (rs = .67, p = .012, respectively).
No significant correlations with the Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI)

were found.
Discussion

Our study was the first to evaluate PolyP-activity in plasma of IBD patients. It
seems that endogenous PolyP does not significantly affect coagulation in these
individuals. Equivalently, mesalamine appears to not significantly affect PolyP-
activity in circulation. Nonetheless a prothrombotic shift was observed,
characterized by elevated ETP, increased peak thrombin and shorter lag time during
the active phase of IBD and in acute BGE compared to controls. This finding
indicates a prothrombotic shift in these patients. Paradoxically a higher IBD disease
score appears to prolong the lag time, which in turn could mitigate the effects of
increased ETP. Since circulating endogenous PolyP does not appear to have
harmful effects in IBD, further research should investigate the potential therapeutic

benefits of exogenously administered PolyP in the treatment of IBD.
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1 Einleitung

Immer mehr Menschen erkranken weltweit an chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen (CED). Mehrere Studien beschreiben einen dramatischen
Zuwachs der Inzidenz bzw. Pravalenz von CED bei Kindern und Jugendlichen in
Europa sowie weltweit (1—4): Ein Review von Kuenzig et al. zur weltweiten
epidemiologischen Entwicklung aus dem Jahr 2022 berichtet eine steigende
Pravalenz sowie Inzidenz der CED-Diagnosen bei unter 21-jahrigen in den Jahren
2000-2020 (5). Laut den Daten des sachsischen CED-Registers wird sich die Zahl
der padiatrischen CED-Erkrankungen in Deutschland vom Jahr 2000 bis zum Jahr
2030 mehr als verdreifachen (325%) (2). Auch aulderhalb Europas ist eine steigende
Anzahl von CED-Betroffenen zu beobachten: Schatzungen zufolge leidet 1% der

kanadischen Bevdlkerung bis zum Jahr 2030 an einer CED-Erkrankung (6).

Die Altersgruppe der 15-29-Jahrigen weist die hochste Inzidenz bei CED-
Erkrankungen auf (7). Hier zeigt der Inzidenzgipfel fur Colitis Ulcerosa (CU) eine
Verzdgerung um funf Jahre gegentber Morbus Crohn (MC). 20% der CED-Falle

wurden in der Kindheit oder Jugend diagnostiziert (8).

Das Gerinnungssystem spielt bei diversen Vorgangen im Korper eine
wichtige Rolle und hat nicht nur die Aufgabe der Blutstillung inne. Eine zentrale
Verbindung zwischen der Gerinnung und entzindlichen Prozessen stellt das Kinin-
Kallikrein-System (KKS) dar (9). Auch bei CED ist die Gerinnung mitbetroffen und
verandert. CED-Patientinnen und Patienten weisen ein zwei- bis dreifach hdheres
Risiko auf thromboembolische Ereignisse zu erleiden als gesunde Personen (10).
Zudem finden sich auch mehrere Veranderungen von Blutkomponenten, die zu

einer hdheren Gerinnungsbereitschaft beitragen konnen (11-13).

Die steigende Pravalenz sowie Inzidenz von CED, besonders bei Kindern
und Jugendlichen, kombiniert mit den negativen Folgen durch thromboembolische
Komplikationen, zeigen wie wichtig ein genaueres Verstandnis der

Pathophysiologie von CED ist.



1.1 Finanzielle Aspekte bei CED

Die Behandlung von Patientinnen und Patienten mit CED hat einen
deutlichen 6konomischen Einfluss auf das Gesundheitssystem und die Betroffenen.
Eine im Jahr 2020 veroffentlichte Studie der Crohn’s & Colitis Foundation beschrieb
mehr als dreimal so hohe Kosten fur das amerikanische Gesundheitssystem bei
CED-Patienten im Gegensatz zu anderen Patienten (22 987$ vs. 6956%) (14). Diese
setzen sich aus Kosten fur stationdre Aufenthalte, Ambulanzbesuche,
Notaufnahmen und Ausgaben fur Medikamente (vor allem Biologika) zusammen.
Weiters haben CED-Patienten doppelt so hohe selbstbezahlte Ausgaben (2213$ vs.
979%). Die Kosten sind am deutlichsten im ersten Jahr nach der Diagnose zu spliren
und Betroffene, die in ihrer Kindheit an CED erkrankt sind, haben 50% hdhere
Ausgaben als andere CED-Erkrankte (14).

Die Zahlen in Europa ahneln denen in Nordamerika: Ein systematisches
Review von van Linschotten et al. untersuchte die Kosten fur das europaische
Gesundheitssystem durch CED (15). Die jahrlichen Ausgaben belaufen sich auf
12 439% flir MC und 7224$ fir CU. Dieses Review befasste sich auch mit den
Kosten, die durch eingeschrankte Produktivitat am Arbeitsplatz entstehen. Hier
wurde, wie auch in vielen anderen Studien, zwischen Prasentismus, also die
reduzierte Leistungsfahigkeit am Arbeitsplatz durch eine Krankheit, und
Absentismus, das Fernbleiben wegen einer Krankheit, unterschieden (16,17).
Weiters wurden die Kosten durch Fruhpension und Behinderung untersucht. Die
Kosten fiir Prasentismus und Absentismus bei CED betragen 7124$ pro Jahr in
Europa und 20 074$ in Nordamerika (15).

Die hohen Ausgaben des Gesundheitssystems und der Betroffenen selbst
unterstreichen nochmals welchen Stellenwert die Diagnose CED in der Gesellschaft

und firs Individuum hat.

1.2 Chronisch entziundliche Darmerkrankungen

Patientinnen und Patienten mit CED leiden an einer chronischen Entziindung
des Magen-Darm-Traktes. Generell kann dies viele individuelle Formen annehmen
und ist auch haufig mit Begleiterscheinungen, sogenannten extraintestinalen
Manifestationen, vergesellschaftet. Zu diesen extraintestinalen Manifestationen

zahlen untern anderem Arthritis, Uveitis, Erythema nodosum und die primar
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sklerosierende Cholangitis (18). Im Wesentlichen lassen sich zwei Auspragungen
von CED im Erwachsenenalter unterscheiden: MC und CU. Eine zusatzliche Entitat,
die haufiger im Kindesalter auftritt, stellt die Inflammatory Bowel Disease-
Unclassfied (IBDU) dar (19). CED sind gepragt von einem typischen schubférmigen
Verlauf mit abwechselnd entziindungsfreien Intervallen (Remission) und Schiiben
mit erhdhter Krankheits- und Entzindungsaktivitat. Bei CU ist die Entzindung auf
die Mucosa und Submucosa beschrankt und betrifft fir gewohnlich nur das Colon
(20). Ausgehend vom Rektum breitet sich die Entzindung nach proximal Uber das
Colon aus. Bei 40% der Betroffenen beschrankt sich die Entzindung nur auf das
Rektum (Proktitis), bei 30% reicht sie bis zur linken Flexur (linksseitige Colitis) und
bei wiederum 30% ist der gesamte Dickdarm entzindet (Pancolitis) (21). Eine
Beteiligung des terminalen lleums oder des Duodenums bei CU wurde ebenfalls
berichtet (22—-24). MC hingegen kann im gesamten Gastrointestinaltrakt (GIT) vom
perianalen Bereich bis zum Mund auftreten und verursacht eine transmurale
Entzindung (25). Bei jeweils 25% der Betroffenen beschrankt sich die Entzindung
auf das terminale lleum (lleitis) oder auf das Colon. Weiters leiden 50% unter einer
lleocolitis. Orale oder gastroduodenale Beteiligung tritt bei 5-15% der MC-
Erkrankten auf. Rund ein Drittel der Betroffenen weist perianale Symptome auf.
Haufige Symptome bei CED sind Diarrhoe und abdominelle Schmerzen (26). Eine
Proktitis, wie sie gehauft bei CU auftritt, fuhrt zu Urgeny-Symptomatik und
Inkontinenz (27). Hier ist der Stuhl oft normal geformt bis hin zur Obstipation.
Abdominelle Schmerzen im Zusammenhang mit Stuhldrang werden Tenesmen
genannt und I6sen sich meist erst nach Defakation. Rektale Blutungen sind haufiger
bei CU, wahrend Gewichtsverlust und perianale Symptome wie Fisteln und
Abszesse bei MC haufiger auftreten. Eisen- und Vitamin B12-Mangel kdnnen
Anamien verursachen und treten vorwiegend bei MC auf (25). Laut einer turkischen
Studie leiden bis zu 92,1% der CED-Patientinnen und Patienten an Malnutrition
(28). Haufig sind hier Zink-, Folsaure-, Calcium-, Vitamin D- und Vitamin B12-
Mangel. Je nach Ausmal der Erkrankung und Schwere des Schubes kdnnen auch
Fieber und Fatigue auftreten. Fatigue ist ein krankhaftes dauerhaftes
Mudigkeitsgeflihl und betrifft in etwa 50% der Patientinnen und Patienten in

Remission und Uber 80% wahrend eines Schubes (29).



1.2.1 Diagnostik
Die Diagnostik von CED umfasst bildgebende Verfahren, histologische

Begutachtung und Laboruntersuchungen in Kombination mit einer umfangreichen
Anamnese (30). Bei Verdacht auf CED sollte mittels Stuhlprobe und
mikrobiologischer  Untersuchung eine gastrointestinale Infektion vorerst
ausgeschlossen werden. Eine Stuhlkultur zum Nachweis von Shigellen, Yersinien,
Salmonellen und Campylobacter jejuni, sowie eine PCR-Untersuchung auf enterale
Viren (Rotavirus, Norovirus) sollte durchgefuhrt werden. Bei positiver
Reiseanamnese ist eine erweiterte Diagnostik bezuglich Parasiten, wie z.B. Giardia
lamblia, sinnvoll. Zu den Laboruntersuchungen zahlen ein kleines Blutbild, Aloumin,
Seruminflammationsmarker, Transaminasen und y-Glutamyltransferase. Zusatzlich
sollte bei MC der Vitamin B12- und D-Spiegel Uberpruft werden (25). Als
Seruminflammationsmarker fungieren das Akute-Phase-Protein C-reaktives Protein
(CRP) und die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG). Fakale Inflammationsmarker,
allen voran fakales Calprotectin, weisen eine hohere Sensitivitat bei
gastrointestinalen Entzindungen auf als Inflammationsmarker im Serum. Neben
Calprotectin kann man im Stuhl auch Lactoferrin, S100A12 und Lysozym
nachweisen. Bei padiatrischen CED-Patientinnen und Patienten haben sich fakales
Calprotectin und Lactoferrin als sensitivste Marker bewiesen (31,32). Fakales
Calprotectin weist in Bezug auf CED keine hohe Spezifitat auf, da es auch bei
gastrointestinalen Infektionen, Zoliakie oder bei der Einnahme von Diclofenac
erhdht sein kann (30,33). Jedoch weist es einen hohen negativ pradiktiven Wert auf,
wodurch ein fakaler Calprotectin-Wert im Normbereich (<50 pg/g) eine CED mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausschlie3t (34).

In der Labordiagnostik von CED ist die serologische Antikérperbestimmung
den anderen Markern untergeordnet und wenig spezifisch, dennoch sollen sie kurz
beschrieben werden. Zwei Antikorper, die auch am Univ.-Klinikum fir Kinder- und
Jugendheilkunde routinemaRig bei CED-Verdacht bestimmt werden, sind Anti-
Saccharomyces-cerevisiae-Antikdrper (ASCA) und Anti-Neutrophile-
cytoplasmatische-Antikdrper (ANCA). ANCA sind Autoantikérper gegen Zytoplasma
oder Zytoplasmabestandteile von Granulozyten. Wenn sich die Granulozyten in der
Immunfluoreszenz perinuklear anfarben, spricht man von pANCA (35). Farbt sich

hingegen das Zytoplasma, spricht man von cANCA. Autoantikorper mit pANCA-
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Anfarbung richten sich hauptsachlich gegen Myeloperoxidase (MPO), Elastase, und
Cathepsin G. Bei Letzteren binden die Antikérper vorwiegend an die Proteinase 3.
Zwischen CU und MC gibt es Unterschiede im serologischen Bild: Wahrend bei MC
haufiger ASCA auftreten, findet man bei CU haufiger pANCA (36-38).

Zur bildgebenden Diagnostik gehoren unbedingt eine lleocoloskopie und
Osophagoduodeonoskopie  (OGD). Weitere bildgebende Verfahren, die
durchgefuhrt werden konnen, sind eine Magnetresonanzenterographie (MRE),
Abdomensonographie sowie eine Kapselendoskopie. Mittels MRE konnen eine
Duanndarmbeteiligung, Entzindungen der Darmwand und Komplikationen wie
Stenosen, Fisteln, Abszesse oder Wandverdickungen nachgewiesen werden. Sie
ist besonders wichtig bei MC, atypischer CU oder IBDU und kann daher bei Kindern
mit eindeutigen makroskopischen und histologischen CU-Zeichen ausbleiben (30).
Handelt es sich um sehr junge Kinder kann die Kapselendoskopie eine Alternative
zur MRE sein. Ebenso kann eine Kapselendoskopie zusatzlich durchgefuhrt
werden, wenn mittels MRE und endoskopischen Verfahren keine eindeutige
Diagnose erreicht wurde. Typischerweise prasentiert sich CU makroskopisch mit
einer kontinuierlichen, vom Rektum nach proximal verlaufenden, Entziindung der
Darmwand ohne Dunndarmbeteiligung (39). Die entzindete Darmwand ist oft
gerotet, granuliert, vulnerabel und weist eine vermehrte Gefallzeichnung auf.
Weiters findet man haufig die namensgebenden Ulcera entlang der entziindeten
Bereiche. Durch die kontinuierliche chronische Entziindung kénnen aufgrund von
ubermafiger Regeneration inflammatorische Pseudopolypen entstehen (40). Diese
sind jedoch nicht neoplastischer, sondern inflammatorischer Genese. Bei CU
gestaltet sich die Diagnose, aufgrund von mehreren atypischen Varianten, oft
schwierig (30). Da MC im gesamten GIT auftreten kann, reicht das makroskopische
Bild von oralen Aphten bis hin zu Ulcera im Colon und lleum. Diese Ulcera sind zu
Beginn eher apht6s konfiguriert und kénnen bei zunehmender Krankheitsaktivitat
immer tiefer und grélier werden, bis sie in der Endoskopie als grof3e, lineare und
schlangenférmige Ulcera auffallen (25,30). Hier besteht auch ein Unterschied zu
CU, wo die Ulcera eher oberflachlich auftreten (39). Typisch fur MC sind

diskontinuierliche Entzindung, Fistelbildung, Strikturen sowie Stenosen.

Zur histologischen Abklarung sollen mindestens zwei Biopsien an funf

verschiedenen Stellen im Colon inklusive Rektum entnommen werden (30,39,41).
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Ebenso soll das terminale lleum an zwei Stellen biopsiert werden. Wahrend der
OGD werden an zwei Stellen im Osophagus, Magen und Duodenum ebenfalls

Biopsien enthommen.

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Ein vollstandiges Verstandnis der Atiologie und Pathophysiologie von CED
fehlt derzeit noch. Neben genetischen Veranlagungen, Ernahrung und Lifestyle
spielt auch das Mikrobiom, also die naturliche bakterielle Darmflora, und die

Darmbarriere eine Rolle in der Krankheitsentstehung.

Eine positive Familienanamnese fur CED besteht bei bis zu 15% der MC-
und bei 8-14% der CU-Erkrankten (21,42). Wenn beide Elternteile von CED
betroffen sind, betragt das Risiko selbst zu erkranken tber 30%. Auf genetischer
Ebene fand man bereits mehrere Varianten von Genen, die mit MC oder CU
vergesellschaftet sind. Neben dem NOD2-Gen, welches Rezeptoren zur
Bakterienerkennung codiert, sind ATG16L1 und IL23R stark mit MC assoziiert
(25,43). Heterozygote Tragerlnnen des NOD2/CARD15-Gens haben ein doppelt bis
viermal so hohes Risiko an MC zu erkranken, homozygote sogar ein 20- bis 40-mal
so hohes Risiko (44).

Westliche Ernahrungsformen, bestehend aus viel Fleisch, tierischen
Milchprodukten und hohem Gehalt an raffinierten Kohlenhydraten, sind mit einem
héheren Risiko an CED zu erkranken assoziiert (45). Hoher Verzehr von Fett,
insbesondere tierische Fette und mehrfach ungesattigte Fettsauren, korrelieren mit
einer hohen CU-Inzidenz (46). Ananthakrishnan et al. zeigten, dass eine
ballaststoffreiche Ernahrung das Risiko MC zu entwickeln reduzierte, wobei der
Effekt am groften bei Ballaststoffen aus Obst war (47).

Rauchen hat unterschiedliche Auswirkungen im Vergleich zwischen CU und
MC. Wahrend Rauchen bei MC mit einer Verdopplung des Erkrankungsrisikos,
friherer Erstmanifestation und haufigerem Gebrauch von Immunsuppressiva
assoziiert ist, besitzt es bei CU eher einen protektiven Effekt (48-51). Bei CU ist
Rauchen mit spaterer Erstmanifestation, milderem Verlauf und niedrigerer
Verwendung von Immunsuppressiva assoziiert. Rauchen flhrte in der Metaanalyse

von Mahid et al. zu einer Risikoreduktion von 42% an CU zu erkranken (49-51).



Oberflachen des menschlichen Korpers, wie z.B. Haut, Respirationstrakt
oder GIT, die Kontakt zur AulRenwelt haben, sind von vielen Mikroorganismen
besiedelt, die wesentlich zur Barrierefunktion beitragen (52,53). Neben der
wichtigen Rolle in der Barrierefunktion produziert das Darmmikrobiom essenzielle
Stoffe wie kurzkettige Fettsauren, die intestinalen Epithelzellen Energie liefern und
antiinflammatorisch wirken, sowie Vitamin K, ohne dessen keine physiologische
Blutgerinnung moglich ware (43,54). Bei pathologischen Prozessen im Darm wird
die empfindliche korpereigene Flora gestort und es kommt zu einer bakteriellen
Dysbiose. Das Darmmikrobiom von CU- und MC-Erkrankten weist eine reduzierte
Diversitat sowie Anzahl an Mikroorganismen auf (43,55,56). Diese Veranderungen
konnen in Kombination mit einer gestorten Darmbarriere zu einer Fehlregulation in

der Immunantwort gegen die korpereigene Darmflora fuhren.

Die Darmbarriere ist keine starre Grenze, die den Darminhalt vom
Blutkreislauf abgrenzt. Sie ist ein Verband aus Zellen und Mikroorganismen die zum
einen Nahrstoffe in den Blutkreislauf aufnehmen kann und zum anderen pathogene
Viren und Bakterien abwehrt. Im Colon liegt dem Epithel eine zweischichtige
Mucusschicht bestehend aus Muzinen auf (57). Die innere Schicht haftet auf dem
Epithel und ist frei von Bakterien, die aul3ere hingegen bildet den Lebensraum fir
das Mikrobiom. Diese Mucusschicht leistet einen wesentlichen Beitrag zur
Barrierefunktion. Eine veranderte erhdhte Permeabilitat dieser Barriere findet sich
auch bei CED (58-60). Derzeit herrscht noch Diskussion darlber, ob eine gestorte
Darmbarriere der Ausloser oder die Folge von Entzindungen in der Darmwand ist
(61). Eine Studie von Parikh et al. entdeckte, dass es wahrend einer aktiven
Entziindung bei CU zu einer verminderten Expression von whey acidic protein four-
disulfide core domain 2 (WFDC2) kommt, was zu einer geschadigten Mucusschicht,
erhohter Kolonisation und Invasion durch Bakterien, sowie Stérungen in der
Darmbarriere fuhrt (62). WFDC2 wird von den Becherzellen des intestinalen
Epithels produziert und ist essenziell fur die Sterilitdt und Integritat der inneren
Mucusschicht. Neben Stérungen in der Mucusproduktion finden sich auch
Abnormalitaten in den Zellverbindungen. Tight junctions, das sind Zellkontakte
bestehend aus den Transmembranproteinen Claudin und Occludin, die eine selektiv
permeable Barriere formen, sind bei CED verandert und fuhren so zu einer
Barrieredysfunktion (63—-65).



Ebenso wie die intestinale Barriere und das Mikrobiom, ist auch das
Immunsystem bei CED verandert. Durch eine initiale Verletzung der Darmwand
aufgrund von Infektionen oder Umwelteinflissen entsteht eine Entzindung. Eine
Fehlregulation des Immunsystems verhindert das Abklingen dieser Entzindung,
wodurch weitere Schaden entstehen (66,67). Neutrophile Granulozyten sind die
haufigsten Leukozyten im Menschen und sind Teil des unspezifischen
Immunsystems. Sie spielen eine grof3e Rolle in der Pathogenese von CED und sind
auch das Ziel von mehreren Therapien. Sowohl die Aktivitat von Neutrophilen als
auch ihre Produktion von Reactive Oxygen Species (ROS), welche die
Darmbarriere stéren und inflammatorisch wirken, sind bei CED erhoéht (68,69). Zur
Abwehr von Krankheitserregern produzieren sie neben ROS auch Neutrophil
Extracellular Traps (NETs). Diese extrazellularen Faserstrukturen bestehen
hauptsachlich aus DNA, Histonen, MPO, sowie den antimikrobiellen Stoffen
Elastase, Cathepsin G und Proteinase 3 (66). Li et. al. untersuchten den NETs-
Gehalt bei CED-Erkrankten und im Mausmodell (70). Wahrend eines aktiven
Schubes wurde im Vergleich zu Erkrankten in Remission sowie gesunden
Kontrollen erhéhte NETs-Spiegel im Plasma nachgewiesen. Ebenso wurden NETs
im Colon von CED-Patientinnen und Patienten nachgewiesen. Eine Studie von
Bennike et. al. kam zu ahnlichen Ergebnissen: Sie fanden elf NETs-Proteine mit
erhdhten Werten in Colonbiopsien von CU-Erkrankten (71). In Mausen induziert
Dextran Sulfat-Natriumsalz (DSS) eine akute Colitis. Im DSS-Mausmodell von Li et.
al. waren die NETs-Spiegel im Blut erhoht. Eine Degradation von NETs mittels
DNase, einem Enzym zur Spaltung von DNA, senkte die proinflammatorischen
Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (70). Zudem
verbesserten sich durch DNase-Gabe die Colitissymptome der Mause. Zytokine wie
TNF-a, welche von neutrophilen Granulozyten selbst produziert werden, sorgen
dafir, dass weitere Immunzellen an den Entziindungsort gelockt werden (72). TNF-
a fuhrt zur Apoptose von Enterozyten, blockiert die Verteilung von tight junctions

und fuhrt somit direkt zu einer Schwachung der Barriere (73—75).

Abschlielend lasst sich sagen, dass die Entstehung von CED eine
Kombination aus verschiedenen Umwelteinflissen, geschwachter Darmbarriere,
verandertem Mikrobiom und einer Fehlregulation des Immunsystems zusammen

mit einer genetischen Komponente ist.



1.2.3 Therapie

Die Behandlung von CED ist vielschichtig und weist eine grolRe Menge an
Therapien von Glukocorticoiden Uber Biologika bis hin zu exotischen Verfahren wie
Stammzell- und Mikrobiomtransplantation auf. Zu Beginn seien hier die klassischen
Medikamente 5-Aminosalicylsaure (5-ASA) und Corticosteroide erwahnt. Die
beiden heute noch in Osterreich verwendeten Vertreter der 5-ASA Gruppe sind
Sulfasalazin und Mesalazin, wobei im klinischen Alltag Mesalazin gebrauchlicher
ist. Bei oraler Einnahme mussen, aufgrund der Resorption von 5-ASA im oberen
GIT, Prodrugs oder retardierte Formen eingesetzt werden (76). Sulfasalazin
(Salazopyrin®) wird als Prodrug bestehend aus 5-ASA und Sulfapyridin oral
verabreicht (77). Im Colon wird Sulfasalzin durch Bakterien der Darmflora
gespalten, wodurch es zur Freisetzung der aktiven Komponente 5-ASA kommt (78).
Das ebenso freigesetzte Sulfapyridin wird resorbiert und ist vermutlich der Ausloser
der starken Nebenwirkungen von Sulfasalazin. Orales Mesalazin (Mesagran®,
Pentasa®, Salofalk®) wird hingegen als retardierte Form verabreicht. Diese
Praparate sind mit Stoffen wie Eudragit L oder Cellulosederivate Uberzogen, die sich
ab einem pH >6 auflésen und so den Wirkstoff erst im distalen lleum bzw. Colon
freisetzen (76,79). Bei Pentasa® funktioniert die Freisetzung aufgrund eines
speziellen Uberzugs aus Ethylcellulose sogar unabhangig vom pH, wodurch eine
kontinuierliche Wirkung vom distalen Magen bis zum Colon gewahrleistet wird.
Nahrungsaufnahme, verminderte Peristaltik oder pH-Veranderungen konnen zu
verfrihter Freisetzung von Mesalazin im oberen GIT flihren. Daher gibt es auch
Praparate, die lokal in Form von Zapfchen, Klysmen oder Schaum verabreicht
werden konnen. Eine ausreichend hohe Konzentration in den entzindeten
Darmabschnitten ist deshalb relevant, weil 5-ASA seine Wirkung hauptsachlich lokal
im Bereich der entziindeten Mukosa entfaltet. Unter Anderem fungiert 5-ASA als
Scavenger fur ROS und hemmt die Produktion von Prostaglandinen und
Leukotrienen (80,81). Die genaue Wirkweise ist derzeit noch unbekannt. 5-ASA ist
Mittel der ersten Wahl zur Lokaltherapie bei leichter bis mittelschwerer CU-Proktitis
(21). Bei Linksseitencolitis soll die Lokaltherapie zusatzlich noch mit einem oralen
5-ASA Praparat kombiniert werden. Generell kann 5-ASA zur Remissionsinduktion
sowie zur Remissionserhaltung bei CU eingesetzt werden. Der Nutzen von 5-ASA
zur MC-Therapie ist zur Zeit umstritten (25,77).



Glukocorticoide werden neben CED auch bei vielen anderen entzindlichen
Autoimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes oder rheumatoide Arthritis
eingesetzt. Sie wirken Uber spezielle, im Zytoplasma von beinahe allen Zellen des
Korpers vorkommenden, Glukocorticoid-Rezeptoren (82). Der daraus entstehende
Komplex hemmt die Transkription direkt oder bindet im Zytoplasma an
Transkriptionsfaktoren, wodurch diese nicht in den Zellkern gelangen. Nuklearer
Faktor kB ist ein proinflammatorischer Transkriptionsfaktor, der durch
Glukocorticoide beeinflusst wird, was zu einer Regulation des Immunsystem fuhrt.
Glukocorticoide werden bei CED nur zur Remissionsinduktion, nicht aber in der
Remissionserhaltung verwendet (21,25). Um systemische Nebenwirkungen wie
opportunistische Infektionen oder Osteoporose zu vermeiden, kdnnen, analog zu 5-
ASA, lokale Praparate gegeben werden. Rektal werden Schaume sowie Zapfchen
mit Budesonid einzeln oder in Kombination mit 5-ASA angewendet (21). Jedoch ist
die lokale 5-ASA Therapie in der CU-Behandlung den topischen Glukocorticoiden

laut Marshall et al. Gberlegen (83).

Immunmodulatoren sind Medikamente, die das Immunsystem beeinflussen
oder unterdriicken sollen. Die erste Gruppe in dieser Medikamentenklasse bilden
die Thiopurine. Zu ihnen gehoren Azathioprin (Imurek®), 6-Mercaptopurin (Puri-
Nethol®) und 6-Thioguanin (77). Als inaktive Prodrugs werden sie im Korper in ihre
aktive Form metabolisiert, wodurch die DNA-Synthese gestort wird. Daraus
resultiert eine verminderte Lymphozytenproliferation sowie ein immunsuppressiver
Effekt. Der Nutzen von Thiopurinen liegt eher in der Remissionserhaltung als in der
Remissionsinduktion, wobei sie im klinischen Alltag aufgrund der hohen
Nebenwirkungsrate immer seltener verwendet werden (77,84). Ohnehin stehen seit
dem Aufkommen der Biologika eine Reihe anderer Wirkstoffe als Alternative zur
Verfugung. Der Folsaure-Antagonist Methotrexat (Methofill®, Nordimet®) gehort
ebenfalls zur Klasse der Immunmodulatoren. Es wird einmal wdchentlich parenteral

oder oral verabreicht und dient hauptsachlich der Remissionserhaltung (25).

Biologika, die bei CED zum Einsatz kommen, sind vorwiegend monoklonale
Antikorper. Einen Uberblick Uiber diese Biologika gibt die Tabelle 1. Sie werden von
einer einzigen Zelllinie produziert und richten sich gegen bestimmte Epitope. Sie
werden intravenos oder subcutan in unterschiedlichen zeitlichen Abstanden, von 2-

wochentlich bis monatlich, verabreicht. Ein beliebtes Ziel von monoklonalen
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Antikorpern bei entzundlichen Autoimmunerkrankungen ist das
proinflammatorische Zytokin TNF-a. Zu den TNF-a-Blockern, die bei CED
eingesetzt werden, gehoren Infliximab (Remicade®, Inflectra®), Adalimumab
(Humira®), Certolizumab pegol (Cimzia®) und Golimumab (Simponi®) (25,77). Die
Interleukine 12 (IL-12) und 23 (IL-23) werden von aktivierten Makrophagen und
dendritischen Zellen ausgeschuttet und spielen eine grol’e Rolle in der
Pathophysiologie von CED (85,86). Analog zu den TNF-a-Blockern existieren auch
hier Antikorper, die diese Interleukine hemmen kénnen. Ustekinumab (Stelara®)
hemmt sowohl IL-12 als auch IL-23 Uber die gemeinsame Beta-Untereinheit p40
(77). Mirikizumab (Omvoh®) und Risankizumab (Skyrizi®) binden jeweils nur an die
p19 Untereinheit von IL-23. Ein Ansatz, der die Immunantwort auf lokaler Ebene
beeinflusst, ist die Inhibierung von Integrinen, wodurch die Einwanderung von
Leukozyten gehemmt wird. Hierflir steht bei CU und MC der monoklonale Antikérper
Vedolizumab (Entyvio®) zur Verfligung. Vedolizumab bindet an das a4p7-Integrin
und verhindert so dessen Interaktion mit dem auf Endothelzellen im Darm
vorkommenden mukosalen Addressin-Zelladhasionsmolekul-1. Alle Antikorper
kénnen bei mittelschwerer bis schwerer CU bzw. MC zur Remissionsinduktion und
Erhaltung eingesetzt werden. Die Indikation liegt besonders bei Patientinnen und

Patienten mit therapierefraktdrem und steroidabhangigem Verlauf (21,25).

Tabelle 1

Biologikatherapie bei Chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Wirkstoff Handelsname Zulassungsinhaber Wirkmechanismus Zugelassen
Infliximab Remicade®/Inflectra® Centocor B.V./Pfizer TNF-a-Inhibitor ab 6 Jahren
Adalimumab Humira® AbbVie TNF-a-Inhibitor Ab 6 Jahren
s:;;lnzumab Cimzia® UCB Pharma SA TNF-a-Inhibitor ZuII;esiSnUGngb
Golimumab? Simponi® Janssen Biologics B.V. TNF-a-Inhibitor ab 18 Jahren
Vedolizumab? Entyvio® Takeda Pharma A/S 0a4B7-Integrin-Inhibitor ab 18 Jahren
Ustekinumab? Stelara® Janssen-Cilag International IL-12/23-Inhibitor ab 18 Jahren
Mirikizumab? Omvoh® Eli Lilly Nederland B.V. IL-23-Inhibitor ab 18 Jahren
Risankizumab? Skyrizi® AbbVie IL-23-Inhibitor ab 18 Jahren
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Anmerkung. TNF-a = Tumornekrosefaktor-a, IL-12 = Interleukin-12, IL23 =
Interleukin-23. CED = Chronisch entzlindliche Darmerkrankung

a Koénnen aufgrund fehlender Zulassung im padiatrischen Bereich nur Off-Label
verwendet werden.

b Trotz Wirksamkeit zur Remissionserhaltung ist Cimzia® in Osterreich nicht fur

die Therapie von CED zugelassen (87).

Small molecules sind immunmodulatorische Medikamente, die oral
eingenommen werden kdnnen. Sie umfassen die Januskinase(JAK)-Inhibitoren und
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor(S1PR)-Modulatoren (siehe Tabelle 2). Die JAK-
Familie umfasst die Subtypen JAK1, JAK2, JAK3 und Tyrosinkinase-2 (88). Sie
tragen einen wichtigen Teil zur Signaltransduktion von Zytokinrezeptoren bei und
beeinflussen so unter anderem die Hamostase und das Immunsystem. Filgotinib
(Jyseleca®) und Upadacitinib (Rinvog®) sind selektive JAK1-Inhibitoren,
wohingegen Tofacitinib (Xeljanz ®) grundsatzlich alle JAK inhibieren kann (77). Zu
den S1PR-Modulatoren zahlen zurzeit lediglich zwei Substanzen. Im Unterschied
zu den anderen Medikamentengruppen besitzen beide S1PR-Modulatoren nur eine
Zulassung zur CU-Therapie. Ozanimod (Zeposia®) wirkt auf S1PR-1 und S1PR-5
wodurch es zu einer Erniedrigung der zirkulierenden Lymphozyten im Blut kommt
(89). Das in diesem Jahr neu zugelassene Praparat Etrasimod (Velsipity®) ist ein
selektiver S1PR-1, S1PR-4 und S1PR-5 Agonist mit ahnlicher Wirkung zu
Ozanimod (90).

Tabelle 2

Small molecules bei Chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Wirkstoff Handelsname Zulassungsinhaber Wirkmechanismus Zugelassen
Filgotinib® Jyseleca® Galapagos NV JAK1-Inhibitor ab 18 Jahren
Upadacitinib® Rinvoq® AbbVie JAK1-Inhibitor ab 18 Jahren
Tofacitinib® Xeljanz® Pfizer JAK1/JAK3-Inhibitor® ab 18 Jahren
Ozanimod? Zeposia® Bristol-Myers Squibb Pharma S1PR-1/5-Agonist  ab 18 Jahren
Etrasimod Velsipity® Pfizer S1PR-1/4/5-Agonist  ab 16 Jahren
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Anmerkung. JAK = Januskinase, S1PR = Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor

a Kénnen aufgrund fehlender Zulassung im padiatrischen Bereich nur Off-Label
verwendet werden.

b Tofacitinib hemmt bevorzugt JAK1 und JAK3, kann aber grundsétzlich alle JAK
inhibieren (77).

Jede Therapie sollte moglichst individuell auf die Betroffenen zugeschnitten
sein und eine Verbesserung der Symptome sowie einen Ruckgang der Entziindung
fordern. Neben den medikamentdosen Therapiemdglichkeiten gibt es auch
unkonventionelle Methoden wie Stammzelltherapie, Leukapherese oder mikrobielle
Verfahren (77). Zu letzteren zahlen der probiotische Bakterienstamm E. coli Nissle
1917 (Mutaflor®) und die fakale Mikrobiota-Transplantation (FMT). Die Wirkung der
FMT ist bei Clostridium difficile Infektion bereits nachgewiesen und zeigt auch bei
CED positive Ergebnisse (91,92). Auch eine Heilung der CU mittels totaler
Proktokolektomie ist moglich und sollte bei entsprechender Indikation in Betracht

gezogen werden (21).

1.3 CED in der Padiatrie

Viele Krankheiten, wie z.B. COVID-19, weisen Unterschiede zwischen
padiatrischer und adulter Manifestation auf, so auch CED (93). Die Mortalitat von
Patientinnen und Patienten mit Erstmanifestation einer CED in der Kindheit oder
Jugend ist dreimal hoher als in der Normalbevolkerung (94). Wie zuvor erwahnt
kénnen bei CED extraintestinale Manifestationen wie Arthritis und Uveitis auftreten.
22% der Kinder mit CED werden erstmals mit solchen unspezifischen
extraintestinalen Symptomen wie Anamie, Wachstumsstérungen oder perianaler
Beteiligung vorstellig (95). Malabsorption, verminderte Nahrungszufuhr, chronische
Inflammation und Einnahme von Corticosteroiden sind haufige Ausléser von
Wachstumsstoérungen bei padiatrischen CED-Patientinnen und Patienten. 40% der
Kinder mit MC wund 10% der von CU-betroffenen Kinder weisen
Wachstumsstoérungen auf (20). Zusatzlich zum Wachstum kann auch das Einsetzen
der Pubertat verspatet sein (96,97). Chronische Entzindungen, wie sie bei CED
stattfinden, haben einen negativen Effekt auf den Knochenstoffwechsel und konnen

so die Knochenmasse verringern (98). Es kommt zu einer Verminderung der
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Knochentrabekel und zu einer Abnahme der Muskelmasse wodurch Kinder mit CED

ein hoheres Risiko tragen im spateren Leben an Osteoporose zu erkranken (96,99).

Eine weitere Folge von chronischer Entzindung ist die Entwicklung von
Neoplasien. CU stellt eine fakultative Prakanzerose flr das kolorektale Karzinom
(KRK) dar (100). Bei MC ist das Risiko ein KRK zu entwickeln ebenfalls erhdht,
wobei hier auch Adenokarzinome des Dunndarms haufiger als in der
Normalbevolkerung auftreten konnen (101). Durch CED entstehen ca. 1-2% der
KRK und von allen CED-Patientinnen und Patienten sterben annahernd 15% an
solch einem Tumor (102). Das Risiko wird nochmals erhdht durch einen frihen
Krankheitsbeginn und langere Erkrankungsdauer (20,102,103). Acht bis zehn Jahre
nach der Erstmanifestation einer CED erhoht sich das Risiko ein KRK zu entwickeln
um 0,5-1% pro Jahr. Nach 30 Jahren betragt das Karzinomrisiko sogar 18%. In einer
Studie von Brackmann et al. entstand bei 21% der CED-Kohorte innerhalb von zehn
Jahren nach Erstmanifestation ein KRK (104). Daher sind Kinder mit CED

besonders gefahrdet im spateren Leben ein KRK zu entwickeln.

Kinder mit MC prasentieren sich bei Erstmanifestation eher mit einer
Beteiligung des Colons (Colitis, lleocolitis), wohingegen Erwachsene haufiger eine
Entzindung des terminalen lleums aufweisen (97). Ebenso wie bei MC gibt es auch
bei CU Unterschiede zwischen Erwachsenen und Kindern. Bei Erstmanifestation im
Erwachsenenalter ist die haufigste Form die linksseitige Colitis ulcerosa (105).
Manifestiert sich die Krankheit hingegen in der Kindheit, prasentieren sich die

meisten mit einer Pancolitis (97).

Eine spezielle Manifestation von CED, die besonders haufig in der Kindheit
auftritt, ist die IBDU. Die Pravalenz von IBDU-Manifestation bei Kindern ist doppelt
so hoch wie bei den Erwachsenen. Etwa 13% der Kinder mit CED leiden an IBDU,
wohingegen es bei Erwachsenen nur 6% sind (106). Wenn in der histologischen
und endoskopischen Diagnostik eine chronische Entziindung des Colons gefunden
wird, ohne spezifische Zeichen eines MC oder einer CU, dann lautet die Diagnose
in den meisten Fallen IBDU. Derzeit handelt es sich bei IBDU noch um eine
Ausschlussdiagnose, bei der entweder keine eindeutigen Befunde oder Zeichen
von beiden CED-Subtypen vorhanden sind (19,107). Oft wird die Diagnose im

weiteren Verlauf der Krankheit noch revidiert und es stellt sich bei Kontrollen doch

14



eine CU oder ein MC heraus. Hier unterscheiden sich auch die Ergebnisse
verschiedener Studien (19). Die Rediagnoseraten schwanken von ca. 20% bis hin
zu 80%. Am haufigsten wurde die Diagnose zu CU geandert, wobei es auch
Untersuchungen mit hoheren MC-Raten gibt. Ob die Diagnose IBDU nun eine
eigene Entitat von CED oder eine voribergehende Diagnose darstellt, ist noch nicht
vollstandig geklart (19). CU sowie IBDU weisen ahnliche Lokalisationen im Colon
auf und manifestieren sich am haufigsten als Pancolitis (108). Bei Kindern ist bei
CU auch am haufigsten das gesamte Colon entzindet. Wiederum prasentiert sich
MC im Kindesalter haufig mit einer Beteiligung des Colons. Diese Ahnlichkeiten sind
vermutlich der Grund flr die Verwirrung beziglich Ursache und Diagnostik von
IBDU. Ebenso lassen sich hiermit die hohen Zahlen an IBDU-Diagnosen im

Kindesalter erklaren.

Die Lebensqualitat von Kindern und Jugendlichen mit CED ist starker
eingeschrankt als die von gesunden Gleichaltrigen (109). Ebenso leiden sie haufiger
an Depressionen als Gleichaltrige mit anderen chronischen Erkrankungen. Neben
der Belastung aufgrund der Symptome und der sozialen Tabuisierung von CED an
sich sind mogliche Faktoren, die eine Depression begunstigen, die verminderte
Schlafqualitat durch nachtlichen Stuhlgang und die Einnahme von Corticosteroiden
(110). Psychische Belastungen spielen auch bei den Erwachsenen mit CED eine
Rolle, jedoch ist die Kindheit und Jugend eine Zeit von groRen Veranderungen im
Leben. Fur viele Jugendliche ist dies nicht nur wegen der hormonellen
Umstellungen und Veranderungen, die ihr Koérper durchlauft, sondern auch
aufgrund der wichtigen Entscheidungen, die sie fur ihr spateres Leben treffen
mussen, eine schwierige Zeit. In dieser Lebensphase ist die Diagnose einer

chronischen Krankheit viel schwieriger zu verarbeiten als im spateren Leben.

1.4 Zusammenspiel zwischen Gerinnung und

Entziindung

Chronische Entzindungen entstehen oft aus einem Zusammenspiel von
inflammatorischen Prozessen und dem Gerinnungssystem. Die Hamostase ist ein
komplexer Prozess, der in mehreren Einzelschritten die Blutstillung im Korper
bewirkt. Das gesamte Gerinnungssystem muss ein fein abgestimmtes

Gleichgewicht zwischen Koagulation und Antikoagulation aufrechterhalten, um

15



einerseits Blutungen stoppen zu kdnnen, und andererseits die Bildung von vendsen
Thromboembolien (VTE) und anderen thrombotischen Komplikationen zu
verhindern. Unter VTEs fallen Erkrankungen wie tiefe Beinvenenthrombosen und

Pulmonalarterienembolie (PAE).

Die Hamostase kann man in eine primare und sekundare Phase einteilen.
Die primare Hamostase beginnt mit einer Verletzung der Endothelwand und der
Freilegung von subendothelialen Schichten. Im Subendothel befinden sich hoch
thrombogene Stoffe wie Kollagen, von-Willebrand-Faktor (vWF), Laminin und
Thrombospondin (111). Nun bindet sich Kollagen an den Glykoprotein-(GP)-
Komplex GP la/lla und GP VI, ebenso wie VWF an GP Ib/IX/V der
Thrombozytenoberflache bindet und I16sen so die Thrombozytenadhasion aus (112).
Durch die Adhasion schiutten Thrombozyten Thromboxan A2 und Serotonin aus,
welche gemeinsam mit Prostaglandinen zu einer Vasokonstriktion des verletzten
Gefales fuhren und so den Blutfluss verlangsamen. Neben Thromboxan A2 und
Serotonin beinhalten Thrombozyten noch mehrere wichtige Stoffe, die in zwei
Speichergranula verteilt sind. Die a-Granula beinhaltet Fibrinogen, Fibronectin,
Thrombospondin, Faktor V (FV), Faktor VIII (FVIII), vWF, Platelet-derived growth
factor und Plattchenfaktor 4 (111,113). In der 8-Granula findet man unter anderem
die Stoffe Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP), Calcium,
Serotonin, Histamin und Adrenalin. Als letzter Schritt der primaren Hamostase folgt
die Thrombozytenaggregation. Die Thrombozyten verandern nun ihre Form und
bilden Pseudopodien aus, um sich aneinander und am Endothel festzuhalten. Die
Bindung von ADP verursacht eine Konformationsanderung des GP lIb/llla, welcher
auf der Thrombozytenoberflache die Aufgabe hat, Fibrinogen zu binden. Diese
vorerst reversible Vernetzung von Thrombozyten wird durch das ausgeschuttete
Thrombospondin irreversibel. Parallel hierzu wurde bereits eine geringe Menge an
Thrombin generiert, welche die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin weiter
katalysiert und so den entstehenden Thrombus stabilisiert. Die Freisetzung von
Thromboxan A2 wirkt vasokonstriktorisch und propagiert die weitere
Thrombozytenaggregation. Am Ende dieser primaren Blutstillung steht ein weil3er

Plattchenthrombus, welcher die Wunde initial abdichtet.

Die sekundare Hamostase, oder auch plasmatische Gerinnung genannt, ist

jener Schritt, der die Blutgerinnung im eigentlichen Sinne beschreibt. Traditionell
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wurde das Gerinnungssystem in einen extrinsischen und intrinsischen Weg geteilt.
Die Gerinnungsfaktoren liegen im Blut in ihrer inaktivierten Form vor. Die aktivierte
Form wird Uber ein kleines ,a“ am Ende gekennzeichnet. Der extrinsische Weg
beginnt analog zur primaren Hamostase mit einer Verletzung der Gefaldwand
(111,112). Hier kommt Faktor VII (FVII) in Kontakt mit Tissue Factor (TF) bzw. Faktor
lll. TF ist ein Membranprotein welches von subendothelialen Zellen, wie glatten
Muskelzellen oder Fibroblasten, exprimiert wird. Zusammen mit Calcium bilden TF
und FVlla die extrinsische Tenase und fuhren zur Aktivierung von Faktor X (FX).
Parallel wird im intrinsischen Weg Uber Kontaktaktivierung von Faktor Xl (FXII),
durch Prakallikrein und hochmolekulares Kininogen (HMWK), schlie3lich Faktor XI
(FXI) aktiviert. FXla aktiviert Faktor IX (FIX), welcher mit seinem Cofaktor, dem
aktivierten FVIII, und Calcium die intrinsische Tenase bildet und ebenfalls FX
aktiviert. FVIIl wird durch seine Bindung an VWF vor vorzeitiger Aktivierung im Blut
geschutzt. Bei der primaren Hamostase wird dieser jedoch freigesetzt und von
Thrombin zu FVIllla umgesetzt. Die gemeinsame Endstrecke besteht aus der
Bildung eines Komplexes aus Calcium, FXa und aktiviertem FV. Dieser Komplex
spaltet nun Prothrombin in das aktive Thrombin. Durch die starke
Thrombingeneration wird Fibrinogen in einzelne Fibrin-Monomere gespalten,
welche sich zu einem Fibrinnetz ausbilden. Zusatzlich wird von Thrombin Faktor XIII
(FXII) in FXIlla umgesetzt. FXllla fuhrt zu einer kovalenten Quervernetzung der
Fibrin-Monomere und erhoht so die Stabilitat des Fibrinnetzes. Der physiologische
Ablauf der Gerinnung in vivo wird so nur bedingt abgebildet, weshalb mehrere
Studien andere Modelle zum Verstandnis der Gerinnung beschreiben (114,115).
Diese Modelle deuten eher auf eine unterstitzende Aufgabe des intrinsischen
Weges in der Thrombingeneration hin (111). Die rein endogene Aktivierung Uber
Prakallikrein und HMWK tragt eine untergeordnete Rolle in der Gerinnungskaskade.
Dies wird besonders klar bei Menschen mit Prakallikrein, HMWK, FXI (Hamophilie
C) oder FXII Defizienz, welche nur geringe oder keine Stérungen der Hamostase
aufweisen (116-119).

Wiederum eine grof3e Rolle tragen FXI und FXIl im Zusammenspiel zwischen
Gerinnung und Entzindung durch die Verbindung mit dem KKS (120). Das KKS ist
ein System aus Proteinen, welches entzindliche Prozesse begunstigt, indem es
das stark entzindungsfordernde Bradykinin freisetzt (119). Am Beginn des KKS
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steht die Autoaktivierung von FXII in FXlla durch negativ geladene Oberflachen.
Ergebnisse weiterer Studien legen jedoch nahe, dass nicht nur negativ geladene
Oberflachen, sondern jegliche Art von kunstlichen oder biologischen Oberflachen
ungeachtet ihrer Ladung die Autoaktivierung von FXIl in Gang setzen kdnnen
(119,121). Zu diesen potenziellen Aktivatoren gehdren neben Gefallwandschaden,
RNA und DNA auch anorganische Polyphosphate (PolyP), wie sie von aktivierten
Thrombozyten ausgeschuttet oder auf Bakterienoberflachen exprimiert werden
(9,122,123). Diese Kontaktaktivierung wird in Anwesenheit von HMWK und
Prakallikrein weiter beschleunigt (119). FXlla wandelt nun Prakallikrein, welches im
Plasma als Komplex an HMWK gebunden vorkommt, in Kallikrein um, wodurch
ruckwirkend wieder mehr FXII aktiviert wird (124). Kallikrein spaltet daraufhin
HMWK und flhrt so zur Freisetzung von Bradykinin. Uber die Bindung an die G-
Protein gekoppelten Bradykinin B1 und B2 Rezeptoren (B2R) verursacht Bradykinin
entzindungsférdernde Prozesse wie Vasodilatation und erhohte
GefalRpermeabilitat (125). Neben der Initiation des KKS durch FXlla, kann
Prakallikrein auch durch die an Endothelzellen gebundene Prolylcarboxypeptidase
aktiviert werden (126).

Zusatzlich zur Aktivierung des KKS kann FXlla Gber FXI den intrinsischen
Weg der Gerinnung in Gang setzen und so zur Thrombingeneration fuhren. Durch
die Aktivierung von FXI wird in weiterer Folge die intrinsische Tenase gebildet und
Thrombin generiert. Das generierte Thrombin kann ruckwirkend wieder FXI
aktivieren, wodurch der intrinsische Weg auch ganzlich unabhangig von FXlla
ablaufen kdnnte (120). Dieser Ablauf funktioniert auch rickwarts, indem FXI durch
Thrombin aktiviert wird und dann FXIl in FXlla umsetzt, wodurch in weiterer Folge
Prakallikrein zu Kallikrein gespalten und das KKS aktiviert wird. Das KKS und die
Gerinnung beeinflussen sich gegenseitig und arbeiten in den ersten Schritten der

Gerinnungskaskade sowie bei Entzindungen Hand in Hand.

Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) sind eine Untergruppe von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren, die mitunter im gesamten Korper exprimiert werden. PARs
auf Thrombozyten, Erythrozyten und Leukozyten spielen eine grof3e Rolle in
Inflammation und Hamostase. Werden die auf Thrombozyten exprimierten
Subtypen PAR-1 und PAR-4 durch Thrombin aktiviert fuhrt dies zur Freisetzung ihrer

Granula sowie zur Translokation von P-Selektin in die Thrombozytenmembran
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(124,127). Blockiert man PAR-1 und PAR-4 hemmt dies die Thrombin-gestltzte
Aktivierung der Thrombozyten und verlangsamt so die Hamostase (128). P-Selektin
befindet sich bei inaktivierten Thrombozyten in der a-Granula und stimuliert nach
deren Aktivierung die Thrombozytenaggregation und Leukozytenrekrutierung
(129,130).

Auf der Zelloberflache von Endothelzellen und Fibroblasten befindet sich
ebenfalls PAR-1, welches von Thrombin aktiviert werden kann. Dies fuhrt zur
Aktivierung von Endothelzellen und zur Translokation von P-Selektin und E-
Selektin, ebenso wie zur Expression von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1),
Monocyte-chemoattractant-protein-1, vascular-cell-adhesion-molecule-1 (VCAM-
1), intercellular-cell-adhesion-molecule-1 (ICAM-1) und Interleukin-8 (124). Weiters
fuhrt die PAR-1 Bindung zur Produktion und Ausschittung von IL-6, Interleukin-13
(IL-1B8) und TNF-a (131,132). P-Selektin und die Zelladhasionsmolekile ICAM-1
und VCAM-1 ermoglichen die Diapedese der Leukozyten (133,134). Unter
Diapedese verstent man die Durchdringung der Endothelschicht und
Transmigration ins entziindete Gewebe durch Leukozyten. Dieser Prozess kann
entweder transjunktional, also zwischen den Endothelzellen (parazellular), oder
transzellular, also durch das Zytoplasma, geschehen (135). Nach Aktivierung
exprimieren Thrombozyten nicht nur P-Selektin, sondern auch den Cluster of
Differentiation 40 Ligand (CD40L) (136). CD40L fuhrt zur Freisetzung von
Chemokinen und Zytokinen, sowie zur Expression von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzellen wodurch die Transmigration und Chemotaxis von Leukozyten weiter

gefordert wird.

IL-18 aus aktivierten Thrombozyten verursacht eine vermehrte Produktion
von oben genannten Zelladhasionsmolekulen und IL-6 (137). Durch IL-6 werden
verstarkt prothrombotische Stoffe wie Fibrinogen, TF, VWF und FXVIII produziert
(138). Interleukin-1a, ein weiterer Vertreter der Interleukin-1-Familie und ein
proinflammatorisches Zytokin, kann auch durch Thrombin aktiviert werden (139).

Neutrophile Granulozyten nehmen, wie zuvor beschrieben, eine grof3e Rolle
in der Pathophysiologie von CED ein und beeinflussen ebenfalls die Hamostase.
Die ausgeschutteten NETs fordern die Aktivierung, Adhasion und Aggregation von

Thrombozyten (140). Zudem binden sie Erythrozyten und flihren zur Bildung eines
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roten Thrombus. Hemmung von NETs mit DNase verlangsamte die
Thrombusbildung sowie die Thrombozytenaggregation, und verminderte die
Thrombozytenzahl (70,140). Die exakte Rolle von NETs in der Hamostase bleibt
dennoch zurzeit unbeantwortet. Es finden sich widersprichliche Ergebnisse
bezuglich der Auswirkung von NETs auf die Thrombingeneration (141,142). Ebenso
bleibt unklar, ob diese Beeinflussung durch NETs selbst, oder durch die einzelnen
Bestandteile (hauptsachlich DNA und Histone) verursacht wird, da die Zugabe von
DNase in Studien unterschiedliche Effekte zeigte (70,140-142).

Diese gegenseitige Beeinflussung des Gerinnungssystems und des
Immunsystems ist essenziell bei Verletzungen, da hier die eindringenden
Pathogene beseitigt werden mussen und die Heilung der Wunde indiziert werden
muss. Sie etablieren eine Verbindung zwischen den beiden Systemen, welche bei

chronischen Krankheiten aus dem Gleichgewicht geraten kann.

1.5 Gerinnung bei CED

CED-Patientinnen und Patienten haben ein zwei- bis dreifach hdheres Risiko
VTEs zu erleiden als die gesunde Population (10). Dies ist auch spezifisch flr CED,
da in einer Studie von Miehsler et al. nur Patientinnen und Patienten mit CED ein
hoheres Risiko fur VTEs hatten, wohingegen Zdliakie- und rheumatoide Arthritis-
Betroffene kein hoheres Risiko aufwiesen (143). Kinder und Jugendliche sind laut
einer danischen Studie einem besonders hohen Risiko ausgesetzt (144). Die
Kohortenstudie berichtete bei CED-Patientinnen und Patienten unter 20 Jahren eine
sechsmal hohere Hazard Ratio fur die Entwicklung einer VTE im Vergleich zu

gleichaltrigen und gleichgeschlechtlichen Gesunden.

Welche Zustande und Faktoren begunstigen nun das Entstehen eines
thromboembolischen Ereignisses? Ein Faktor, der das Risiko fur VTEs erhdht
scheint die Krankheitsaktivitat zu sein (10). In einer Studie von Solem et al. hatten
ca. 80% der CED-Patientinnen und Patienten einen aktiven Schub zum Zeitpunkt
an dem sie eine VTE erlitten (145). Dieselbe Studie zeigte auch ein vermehrtes
Auftreten von VTESs bei Pancolitis ulcerosa und (ileo)colonischen MC. 76% der VTE-
Falle in der CU-Subgruppe wiesen eine Pancolitis auf und 56% einen
ileocolonischen bzw. 23% einen colonischen MC-Befall. Somit ware die
Krankheitsausbreitung als zweiter Risikofaktor zu nennen. Auch zwischen den
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CED-Subtypen gibt es unterschiedlich hohe Risiken. Die Pravalenz fur VTEs ist
héher bei jenen, die an CU leiden, als bei jenen die an MC erkrankt sind (146).
Innerhalb der MC-Erkrankten weisen jedoch jene mit fistulierendem MC ein hoheres
Risiko fur eine VTE auf. Zusatzlich gehen CED haufig mit erworbenen
Risikofaktoren flur thromboembolische Ereignisse wie Flissigkeitsmangel,
Immobilitdt und chirurgische Interventionen einher (147). Die VTE bezogene
Mortalitat von CED-Betroffenen ist etwa doppelt so hoch wie die von Patientinnen
und Patienten, die nicht an CED leiden (146).

Auf hamatologischer Ebene zeigen sich wahrend aktiver Entziindung sowie
in Remission viele Veranderungen von Komponenten des Gerinnungssystems.
Kume et al. berichteten, dass wahrend eines CU-Schubes die Konzentration der
Gerinnungsfaktoren FV, FVIII, FIX und FXI sowie von Fibrinogen und vVWF im
Vergleich zum inaktiven CU-Stadium erhdht ist (148). Ahnliche Ergebnisse
beobachteten auch Alkim et al. in ihrer Stichprobe (11). Sie fanden bei CU und MC-
Erkrankten unabhangig vom Krankheitsstadium eine Konzentrationserhhung von
FIX, Fibrinogen, VvWF und PAI-1, sowie eine Erniedrigung der
gerinnungshemmenden Stoffe Antithrombin und Protein S. Diese Veranderungen
fuhren zu einer hyperkoagulativen Umgebung, wodurch VTEs und andere
thromboembolische Ereignisse begunstigt werden. Ob dies eine Reaktion auf
entzindliche Prozesse ist, oder ob CED per se einen prothrombotischen Zustand
darstellt, bleibt derzeit noch unklar (10,12,146,147,149).

Als zentrale Zellen der Hamostase nehmen Thrombozyten auch bei CED
eine wichtige Rolle ein. Wie zuvor erwahnt kdnnen Thrombozyten bei Aktivierung
eine Vielzahl an proinflammatorischen Stoffen und Zytokinen ausschutten
(129,130,136,137). P-Selektin ist einer dieser Entzindungsmediatoren und befindet
sich in der Thrombozytengranula. Dieser Granulagehalt ist laut Jaremo und
Sandberg-Gertzen bei Thrombozyten von CED-Patientinnen und Patienten erhoht
(150). Bei Aktivierung wird das thrombozytare P-Selektin aus der a-Granula an die
Oberflache exprimiert, um dort mit Leukozyten zu interagieren (129,130). P-Selektin
dient so als Zeichen der Aktivierung und wurde in einer Studie von Collins et al.
zusammen mit GP53 und B-Thromboglobulin gemessen (13). So zeigten sie, dass
Thrombozyten bei CED in einem daueraktiven Zustand im Blutkreislauf zirkulieren.

Wie von Collins et al. ebenfalls berichtet wurde, konnen diese aktivierten
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Thrombozyten nun vermehrt Aggregate bilden. Wenn Thrombozyten aktiviert
werden, exprimieren sie CD40L, wodurch eine Reihe von proinflammatorischen
Mechanismen ausgelost werden (136). Thrombozyten von CED Patientinnen und
Patienten weisen im Vergleich zu Gesunden eine erhdhte Anzahl an exprimierten
CD40L auf ihrer Oberflache auf und schutten bei Kontakt mit Endothelzellen
vermehrt CD40L aus (151,152). Diese l6sliche Form von CD40L tritt vermehrt im
Plasma von MC und CU-Erkrankten auf und weist erneut auf eine erhdhte
Aktivierung der Thrombozyten hin (152,153).

Die Fibrinolyse ist ein wichtiger Mechanismus zur Auflésung eines Thrombus
und Wiederherstellung der ursprunglichen Bedingungen fur einen normalen
Blutfluss. Dieses System ist durch die chronische Entzindung gestort und tragt
dadurch zur Hyperkoagulabilitdt bei CED bei. Die Serinprotease Tissue
Plasminogen Activator (tPA) wird von Endothelzellen synthetisiert und setzt
physiologisch das fibrinolytische System in Gang (154). Wahrend tPA bei CED
erniedrigt ist, wodurch die Fibrinolyse unzureichend getriggert wird, ist dessen
Inhibitor PAI-1 erhoht (11,154). Die veranderten Konzentrationen dieser wichtigen
Komponenten flihren zu einer Hypofibrinolyse und letzten Endes zur
Hyperkoagulabilitat. Als Konsequenz dieser Hypofibrinolyse kdnnen die Ergebnisse
von Owczarek et al. aus dem Jahr 2013 gesehen werden (155). Laut ihnen weisen
CED-Patientinnen und Patienten dichte, lyseresistente Fibrinnetze auf, welche zum

prothrombotischen Milieu beitragen.

Die Darmmucosa, der Brennpunkt der chronischen Inflammation bei CED, ist
einer kontinuierlichen Stresssituation ausgesetzt und weist Veranderungen in der
intestinalen Vaskularisation auf. Endothelzellen von intestinalen Blutgefallen
scheinen bei ulzerierender bzw. intensiver Inflammation der Mukosa das
gerinnungsfordernde TF zu exprimieren (156). Besonders bei MC ist die mukosale
TF-Expression nach zellularer Infiltration der Lamina propria stark erhoht. Bei
Verletzung der Darmwand konnen diese erhohten TF-Konzentrationen in den
Blutkreislauf gelangen, wodurch das Entstehen von Thrombosen begunstigt wird.
Zudem beobachteten Dhillon et al. kapillare Thrombosen in rektalen Biopsien von

CU und MC-Erkrankten, jedoch keine bei gesunden Kontrollen (157).

22



Bei der Aufarbeitung der CED bezogenen Risikofaktoren fur VTEs dlrfen die
Einflusse der antiinflammatorischen und immunmodulierenden Medikamente nicht
fehlen. Von den bereits erwahnten medikamentdsen Therapiemdglichkeiten zeigt 5-
ASA eine Inhibierung der spontanen sowie der Thrombin induzierten
Thrombozytenaktivierung (158). Dadurch koénnten die 5-ASA Praparate einen
thromboprotektiven Effekt bei CED ausuben. Bei TNF-a-Blockern wurde der
thromboprotektive Effekt in einer Studie von deFonseka et al. bereits nachgewiesen
(159). TNF-a-Blocker wiesen ein erniedrigtes Risiko auf, (OR = 0.20, 95%-CI [0.04,
0.99], p = .049) eine VTE zu erleiden. Corticosteroide waren hingegen mit einer
Vervierfachung (OR = 4.62, 95%-Cl [1.98, 10.80], p < .001) des VTE-Risikos
assoziiert. Dies zeigt auf, dass die Wahl der medikamentdsen
Behandlungsmethoden ebenso einen Einfluss auf thromboembolische Ereignisse
bei CED hat, wie die Krankheit selbst.

Zum Abschluss werden hier noch kurz die Auswirkungen von CED auf die
Thrombingeneration behandelt, da deren Messung ein zentraler Gegenstand dieser
Arbeit ist. Die Messung der Thrombingeneration stellt einen globalen Test zur
Beurteilung der Hamostase dar. Sie ermoglicht eine Aussage bezlglich Hyper- oder
Hypokoagulabilitat des Testplasmas. Ein wichtiger Parameter hierbei ist das
endogene Thrombin Potential (ETP). Das ETP stellt die Flache unter der Thrombin-
Kurve dar und spiegelt die Balance zwischen gerinnungsférdernden und
hemmenden Kraften wider (160). Betrachtet man nun die Thrombingeneration bei
CED fallen einige Veranderungen auf. Wurde gemeinsam mit Thrombomodulin
gemessen, zeigte sich eine signifikante Erhdhung des ETP gegenuber Gesunden,
besonders bei aktiver Entzindung und hohem CRP-Spiegel (161). In diesem
Kontext sollen auch zwei in Graz durchgefiihrte Studien zur Thrombingeneration bei
Kindern mit CED erwahnt werden. Auch hier war das ETP im Vergleich zu gesunden
Kindern sowohl bei MC als auch bei CU erhdht (162,163). Weiters beobachteten
Bernhard et al. eine positive Korrelation zwischen dem Pediatric Crohn's Disease
Activity Index (PCDAI) und den Parametern ETP, peak height sowie time to peak
(TTP) (163). Peak height bezieht sich auf die maximale Menge des generierten
Thrombins, also die Spitze der Kurve, und TTP auf die Zeit, die man braucht, bis

diese Spitze erreicht wurde.
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1.6 PolyP in der Gerinnung und Inflammation

PolyP ist ein Molekul, welches aus unterschiedlich langen, Uuber
Phosphoanhydrid-Bindungen verbundenen, Phosphatbausteinen besteht (164). Je
nachdem wo PolyP auftritt bzw. von wem es produziert wird, findet man
unterschiedliche Kettenlangen und Wirkungen. So weisen Mikroorganismen
Kettenlangen von bis zu tausenden Phosphatmonomeren auf, wohingegen
humanes PolyP aus bis zu 100 Monomeren besteht (165,166). Neben der kurzlich
entdeckten antiviralen Wirkung in Bezug auf COVID-19 wurde auch der Einfluss von
PolyP auf die Hamostase untersucht (167). Erste Hinweise auf diesen Einfluss
lieferten zwei Studien von Nieuwenhuis et al. und Ruiz et al. aus 1987 bzw. 2004
(168,169). Nieuwenhuis et al. untersuchten Patientinnen und Patienten mit Storage-
pool-Disease und zeigten bei diesen eine verlangerte Blutungszeit sowie Stérungen
der in vitro Aggregation (169). Thrombozyten von Storage-Pool-Disease
Betroffenen weisen verminderte Granula auf und sind demnach in ihrer Aktivierung
behindert. Die Verbindung zu PolyP lieferte dann eine Entdeckung von Ruiz et al.
etwa zwei Jahrzehnte spater. Sie wiesen nach, dass die thrombozytare d-Granula
hohe Konzentrationen von PolyP mit einer mittleren Lange von 70-75
Monophosphaten aufweist (168). Dieser Zusammenhang wurde funf Jahre spater
durch den Nachweis von geringeren PolyP-Konzentrationen in Thrombozyten bei &-
Storage-pool-Disease weiter gefestigt (170). Aktivierte Thrombozyten geben so
nach ihrer Degranulation gro3e Mengen an potenziell gerinnungsaktiven PolyP in

den Blutkreislauf ab.

Wie bt PolyP nun seine prokoagulativen Wirkungen auf die Komponenten
der Hamostase aus? Von Thrombozyten ausgeschuttetes PolyP fungiert, durch
seine anionischen Eigenschaften, als Cofaktor flr die Thrombin gestitzte FXI-
Aktivierung (171). FXla kann daraufhin, wie bereits erwahnt, weiteres Thrombin
generieren, wodurch wiederum Uber einen positiven Feedback-Loop mehr FXI
aktiviert wird. Eine zweite Moglichkeit die Thrombingeneration zu beschleunigen,
bestent Uber FVa. Thrombozytares PolyP beschleunigt die FXla-vermittelte
Aktivierung von FV und ermdglicht diese Reaktion sogar bei niedriger FXla-
Konzentration (172). Langere PolyP-Molekile (> 200 Monomere), wie sie in

Mikroorganismen vorkommen, beschleunigen diese FV-Generation um ein
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Vielfaches (172). Diese durch mikrobielles PolyP ausgel6ste Uberaktivierung kann

im Rahmen von pathologischen Prozessen zu Thrombosen fuhren.

Bislang wurden Studien zur Rolle von PolyP in unterschiedlichen akuten
sowie chronischen Pathologien durch fehlende Messmethoden erschwert. Durch
den Eingriff von PolyP in die Thrombingeneration Gber die Inhibierung von Tissue
Factor Pathway Inhibitor (TFPI) gelingt es jedoch indirekt, dessen Konzentration zu
bestimmen. Einer Forschergruppe um Smith et al. gelang es als Erstes diese
Fahigkeit nachzuweisen (173). TFPI gehoért zusammen mit Antithrombin Il und
Protein C zu den physiologischen Antikoagulantien des Korpers. TFPI ist ein
reversibler Inhibitor von FXa sowie FVlla und greift daher in die Thrombingeneration
ein (174). Smith et al. zeigten, dass PolyP mit einer Kettenlange von 75
Phosphatmonomeren in der Lage ist, die gerinnungshemmende Wirkung von TFPI
aufzuheben (173). Auch hier spielt, wie bei der FXla-vermittelten FV-Aktivierung, die
Kettenlange eine wichtige Rolle. Kettenlangen von 25-75 Monomere reichten aus,
um den antikoagulativen Effekt von TFPIl zu neutralisieren, wohingegen diese
Beobachtung bei einer Kettenlange von drei oder weniger ausblieb. Jene Wirkung
auf die Hamostase ist zentral flr diese Arbeit und ermoglicht erst eine Diskussion

uber die Rolle von PolyP in der Pathophysiologie von CED.

Der Unterschied zwischen langkettigem (mikrobiellem) und
intermediarkettigem (thrombozytarem) PolyP zeigt sich besonders im Einfluss auf
die Kontaktaktivierung. PolyP, welches von Thrombozyten ausgeschuttet wird, weist
eine Kettenlange von durchschnittlich 60-100 Monomeren auf (166,168). Aus 75
Phosphatmonomeren bestehendes PolyP beschleunigte in vitro die Gerinnung
mafgeblich (173). Dieser Effekt ist auf die Kontaktaktivierung von FXII
zurlckzufihren, da PolyP in FXIl-depletiertem Plasma keine Blutgerinnung
auslésen konnte (9,173,175). Sehr lange PolyP-Molekule ab 1000 Kettengliedern
waren hier sogar noch potentere Trigger (175). Mlller et al. untersuchten die
Komponenten der Kontaktaktvierung mittels Western Blot und wiesen nach, dass
eine Konzentration von = 2ug/ml PolyP die Gerinnungsfaktoren FXI und FXII in ihre
aktive Form Uberfuhren kann (9). Somit zeigt sich eine Uber FXII mediierte Initiation
der Gerinnungskaskade in Abhangigkeit von der Kettenlange, wobei PolyP aus
humanen Thrombozyten eine geringe Potenz dahingehend aufweist. Eine Studie

von Verhoef et al. ergab einen neuen Weg wie thrombozytares PolyP die
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Kontaktaktivierung starker triggern kann (176). Sie wiesen nach, dass PolyP auf der
Oberflache von aktivierten Thrombozyten tber Calcium-lonen gebunden ist. Auf der
Oberflache gebundenes PolyP liegt in Form von Nanopartikeln vor und weist eine
viel grollere Kettenlange auf als im Blut zirkulierendes PolyP. Diese Nanopartikel
fungieren als potenter FXII-Aktivator in vivo. Die Hypothese, dass PolyP Uber FXII
die Gerinnung aktivieren und somit auch zu Thrombosen flihren kann, wurde von
Muller et al. in vivo getestet. In ihrem Versuch applizierten sie exogenes PolyP in
Wildtyp Mause und FXII-Knockout Mause (9). Wahrend Mause ohne endogene
FXII-Produktion zum Grol3teil Gberlebten, starben signifikant mehr Wildtyp Mause

nach PolyP-Infusion an einer PAE.

Neben der hamostatischen Seite Uber die Kontaktaktivierung interagiert
PolyP auch auf der inflammatorischen Seite mit Komponenten des KKS. Das KKS
stellt eine wichtige Brlicke zwischen Gerinnung und Entziindung dar und wirkt Gber
mehrere Komponenten proinflammatorisch. Um den Einfluss von PolyP hier in vivo
nachzuweisen, wurde PolyP sowie Bradykinin in Wildtyp und B2R-Knockout-Mause
infundiert (9). Uber B2R 16st Bradykinin erhdhte Gefalpermeabilitdt und
Vasodilatation aus. Sowohl PolyP als auch Bradykinin fihrten in Wildtyp Mausen zu
erhdhter Permeabilitdt und Vasodilatation sowie in weiterer Folge zu Odemen. In
B2R-Knockout Mausen konnte keiner der beiden Stoffe diese Folgen auslésen, was
darauf schlieBen lasst, dass PolyP Uber Freisetzung von Bradykinin

proinflammatorisch wirkt.

AbschlieRend lasst sich somit sagen, dass sowohl PolyP mikrobiellen
Ursprungs als auch PolyP thrombozytaren Ursprungs mit dem Gerinnungssystem
interagieren und Uber FXII, sowie dem KKS potenziell proinflammatorisch und

prothrombotisch wirken kann.

1.7 Potenzielle Rolle von PolyP bei CED

Die prothrombotische und proinflammatorische Rolle von PolyP im
Blutkreislauf wirft die Frage auf, ob PolyP eine ahnliche Wirkung im Darmlumen
aufweist. Aufgrund der hdheren Potenz von langkettigen PolyP, die Gerinnung sowie
Entzindungen zu beeinflussen, sind besonders Bakterien des Darmmikrobioms als
mogliche  Verursacher  von pathologischen Prozessen  anzusehen.
Erstaunlicherweise zeigen sich jedoch positive Effekte von im Darm freigesetztem

26



PolyP auf die Barrierefunktion und chronische Inflammation. Probiotika, wie
Lactobacillus brevis und andere Bakterien des Darmmikrobioms, produzieren PolyP
und setzen es im Darmlumen frei (177). Dieses aus L. brevis gewonnene PolyP
fuhrte zur Upregulation von Heat-Shock-Protein-27 (HSP27) und in weiterer Folge
zur vermehrten Expression von tight junctions (177). Darlber hinaus weist HSP27
antiinflammatorische Eigenschaften auf und reguliert die TNF-a-mediierte Aktivitat
vom NF-kB (178). Ein Marker fur chronische Entzindungen im Darm ist die
Barrierefunktion. Bei starker EntzUndungsaktivitat konnen die Enterozyten die
Darmbarriere nicht aufrecht halten und es kommt zur Leakage von
Darmbestandteilen in den Blutkreislauf. Segawa et al. induzierten solch eine
geschwachte Darmbarriere im Dunndarm von Mausen mittels NH2Cl und
applizierten PolyP (177). PolyP verbesserte daraufhin die intestinale Permeabilitat
Uber Bindung an das Integrin 31 und Aktivierung des p38-MAPK-Pathways. Weiters
verbesserte die tagliche rektale Gabe von PolyP die Uberlebensrate und

Entzindungsaktivitat in einem DSS-induzierten Colitis Maus Modell.

Eine weitere Folge von langanhaltender chronischer Entzindung ist die
Fibrosierung der Darmwand. Besonders beim fibrostenotischen MC spielt Fibrose
eine grol3e Rolle (25). Bereits 1990 wurden chronische Entzindungen sowie
Fibrosierung als Ursache fur eine Verkurzung des Colons im DSS-Colitis Modell
verantwortlich gemacht (179). Kashima et al. und Isozaki et al. zeigten, dass PolyP
diese Verkirzung wieder teilweise rlickgangig machen kann (180,181). Das Colon
von DSS-Colitis-Mausen war bei PolyP-Gabe gegeniber Gabe von
phosphatgepufferter  Salzlosung signifikant langer. Ebenso war die
Entzindungsaktivitdt im Colon und die submukosale Fibrose bei PolyP-Gabe
geringer (180). Ahnliche Ergebnisse beziiglich der Reversibilitat des verkirzten
Colons erreichten Fujiya et al. mit einer beschichteten Kapsel, um den vorzeitigen
Abbau von langkettigem PolyP im Magen zu verhindern (182). PolyP wirkt somit

nicht nur der Entziindung im Colon, sondern auch der Fibrosierung entgegen.

PolyP interagiert in mehreren Studien auch direkt mit Komponenten des
Immunsystems. Unter PolyP-Applikation senkten sich die im DSS-Colitis-Modell
erhohten mRNA-Spiegel der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-6
(180-182). Diese Zytokine spielen eine grof3e Rolle in der Pathophysiologie von

CED und beeinflussen wiederum nicht nur die chronische Inflammation, sondern
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auch das Gerinnungssystem. PolyP beeinflusst das Gerinnungssystem im
Blutkreislauf negativ. Wird jedoch von probiotischen Bakterien produziertes
langkettiges PolyP im Darm freigesetzt, fuhrt es uber Akkumulation von
Thrombozyten in der entziindeten Darmwand zu einer Besserung der Inflammation
und der Wundverhaltnisse (181). Dies geschieht Uber die Freisetzung von
wundheilungsfordernden Mediatoren durch Thrombozyten ohne Erhéhung des

Thromboserisikos.

Die 5-ASA Praparate Mesalazin und Sulfasalazin sind bei vielen CED-
Betroffenen im Einsatz und werden besonders in der CU-Therapie als Goldstandard
angesehen. Eine Studie von Dahl et al. liefert neue Hinweise Uber die potenzielle
Rolle von PolyP in der Pathophysiologie von CU. Sie wiesen nach, dass Mesalazin
die Polyphosphatkinase, ein Enzym, welches Bakterien zur PolyP-Produktion
bendtigen, hemmt (183). Dieses Enzym findet sich nicht nur in pathogenen
Bakterien, sondern auch in jenen des Darmmikrobioms. Eine Hemmung dieses
Enzyms fuhrt zu reduzierter Kolonisation und Biofilmbildung, sowie zu oxidativen
Stress. So konnte Mesalazin verhindern, dass Bakterien in entzindeten
Darmbereichen uberleben und dort die Darmpassage Uberqueren und so
bakterielles PolyP im Blut freisetzen. Dies konnte eine Komponente des bisher noch

unklaren antiinflammatorischen Wirkmechanismus von Mesalazin sein.

Dass die antiinflammatorische Wirkung von Mesalazin zumindest teilweise
auf dem gehemmten PolyP-Stoffwechsel von Bakterien beruht, unterstreicht die
entzindungs- sowie gerinnungsfordernden Effekte von PolyP im Blutkreislauf.
Besonders langkettiges PolyP ist aul3erst potent in der FXII-Aktivierung und flhrt
daher zur Aktivierung des Gerinnungssystems sowie des KKS (9,173,175). Daraus
ergibt sich eine proinflammatorische und prothrombotische Umgebung, welche
sowohl chronische Entzindungen als auch VTEs bei CED begunstigen kann.
Kontrar dazu flhrt PolyP im Darmlumen zu einer Besserung der Wundheilung,
Inflammation und Fibrosierung (180-182).
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Abbildung 1

Rolle von PolyP in Abhéngigkeit der Lokalisation
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Anmerkung. L-PolyP = langkettiges PolyP, I-PolyP = intermediarkettiges PolyP,
FXIl = Faktor XlI, JAM = Junctional Adhesion Molecules, HSP27 = Heat Shock

Protein 27. (A) Bei intakter Barrierefunktion verbleibt PolyP im Darmlumen und

fuhrt so Uber Upregulation von HSP27 zur vermehrten Expression von tight

junctions. (B) Wenn durch fortschreitende Entziindung die Darmbarriere

geschadigt wird, gelangt bakterielles PolyP in den Blutkreislauf und férdert hier

gemeinsam mit thrombozytarem PolyP die Entstehung von Thrombosen und

inflammatorische Prozesse.
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So ergibt sich eine Dualitat der PolyP-Wirkungen basierend auf dessen
Lokalisation (siehe Abbildung 1). Ein zusatzlicher Faktor ist die Schwere und Dauer
der Erkrankung. Bei intakter Barrierefunktion der Darmwand verbleibt PolyP im
Darmlumen und fuhrt dort zur Remission der Erkrankung. Mit fortschreitender
Entzundung und daraus resultierender geschadigter Darmbarriere gelangt PolyP
vom Darm ins Blut und férdert inflammatorische Prozesse. Daraus ergibt sich nicht

nur eine Abhangigkeit der Lokalisation, sondern auch des Erkrankungsstadiums.

Warum ist nun die Rolle von PolyP in der Pathophysiologie von CED so
wichtig? Die proinflammatorische und prothrombotische Wirkung von PolyP im Blut
kann Basis flir neue Therapiekonzepte sein. Mittels nicht toxischer PolyP-
Inhibitoren, wie z.B. dem Enzym Exopolyphosphatase, kdnne man die Folgen von
bakteriellem PolyP im Blutkreislauf neutralisieren (184). Solche PolyP-Inhibitoren
zeigten bereits, dass sie thromboprotektiv wirken, ohne die Hamostase zu
beeinflussen (184,185). Aber auch die remissionsinduzierenden Eigenschaften von
PolyP im Darmlumen kénnen bei therapierefraktaren CED-Fallen von Vorteil sein.
Bislang gibt es keine Therapie, die direkt eine Heilung der Schleimhaut verursacht,
sondern nur entzundungshemmende oder immunmodulatorische Medikamente.
Fujiya et al. waren die Ersten, die langkettiges PolyP einer Gruppe von CU-
Erkrankten verabreichten (182). PolyP konnte bei sieben der zehn CU-Betroffenen
die Symptome verbessern, wovon vier sogar endoskopisch in Remission gelangen.
Daruber hinaus konnte PolyP sowohl klinische als auch endoskopische Remission
in Patientinnen und Patienten mit therapierefraktarer CU induzieren. Somit waren
zwei Angriffspunkte fur eventuelle neu medikamentdése Maoglichkeiten gegeben.
Auch eine Kombination aus Inhibitoren im Blut und lokales PolyP im Darm ware
denkbar.

Die vorliegende Arbeit untersucht die pathophysiologische Rolle von im
Blutkreislauf zirkulierendem PolyP bei MC und CU-Patientinnen und Patienten.
Diese soll in Abhangigkeit der Krankheitsaktivitat sowie Therapie Uberprift werden.
PolyP wird hierzu indirekt Uber die bereits erwahnte Fahigkeit, TFPI zu inhibieren,
nachgewiesen (173). Die Thrombingeneration wird mittels Calibrated Automated
Thrombography (CAT) nach Hemker et al. gemessen (186). Aus den Parametern
der Thrombingeneration lasst sich bei Messung mit und ohne TFPI eine Differenz

(ausgedruckt in A) bilden durch welche Ruckschlisse auf die PolyP-Aktivitat im
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Plasma gezogen werden kdnnen. Auf Basis dessen stelle ich folgende Hypothesen
auf:

(1) PolyP ist im Plasma von padiatrischen CED-Patientinnen und Patienten bei
Erstmanifestation  erhéht und  wirkt dort gerinnungs-  sowie
entzindungsférdernd.

(2) Bei Remission der Erkrankung sinkt die PolyP-Aktivitat im Plasma von CED-
Patientinnen und Patienten wieder ab.

(3) Bei Mesalazineinnahme ist die PolyP-Aktivitat geringer als bei anderer
Medikation, da weniger bakterielles PolyP Uber die Darmbarriere in den

Blutkreislauf gelangt.
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2 Methoden

2.1 Studiendesign

Patienten und Patientinnen mit Verdacht auf eine CED wurden zur Abklarung
und Durchfiihrung einer OGD und lleocoloskopie stationar aufgenommen. Sie
prasentierten sich meistens mit typischen gastrointestinalen Symptomen wie z.B.
Hamatochezie, Diarrhoe und abdominelle Schmerzen. An bakterieller
Gastroenteritis (BGE) erkrankte Kinder wurden zur stationaren Therapie und
Bestatigung der gastrointestinalen Infektion aufgenommen. Im Rahmen des
Aufnahmegesprachs wurden die Eltern der potenziellen Teilnehmerinnen und
Teilnehmer Uber die Studie informiert und aufgeklart. Die Studie wurde von der
lokalen  Ethikkomission genehmigt (No. 32-019 ex19/20) wund alle
Versuchspersonen, sofern sie bereits alt genug waren, oder deren

Erziehungsberechtigte willigten zur Teilnahme ein.

Im Wesentlichen setzt sich die Untersuchung aus zwei Studienphasen
zusammen. Im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie wurde die CED-Kohorte bei
Erstmanifestation mit der BGE-Kohorte und den gesunden Kontrollen verglichen.
So sollen Veranderungen in den CAT-Parametern den Unterschied zwischen akuter,
chronischer und fehlender Inflammation zeigen. Daraufhin wurden die Daten
derselben Patientinnen und Patienten der CED-Kohorte im Rahmen einer
Langsschnittstudie analysiert. In dieser zweiten Phase liegt das Hauptaugenmerk
auf Veranderungen im Verlauf der Erkrankung. Zu diesem Zweck wurden die
Ergebnisse der CAT-Messungen bei Erstmanifestation, nach Therapiebeginn und in
Remission untersucht. Hier wurden die Daten auch auf Korrelationen zwischen den
CAT-Parametern, Routineparametern und Disease-Scores analysiert. Diese
Disease-Scores umfassen den bereits erwahnten PCDAI und den Pediatric
Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI). Erstmanifestation der Erkrankung ist der
Zeitpunkt der Diagnosestellung, Therapiebeginn wurde mit drei bis sechs Wochen
nach Einleitung der Medikation festgelegt und Remission ist definiert als ein
PUCAI/PCDAI < 10.

32



Abbildung 2
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Anmerkung. CU = Colitis Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, BGE = bakterielle
Gastroenteritis, PUCAI = Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index, PCDAI =
Pediatric Crohn’s Disease Activity Index, TFPI = Tissue Factor Pathway Inhibitor.
Zu jedem Messzeitpunkt wurden in der CU und MC-Gruppe die Disease Scores
(PUCAI/PCDAI) erhoben und eine Blutabnahme durchgefuhrt. Aus dem Blut
wurde Plasma gewonnen zur Messung von CAT-Parametern (lag time, time to
peak, peak height, ETP, velocity index und start tail) und ein Routine Blutbild
angefertigt (Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Thrombozytenzahl, Hamoglobin,
Fibrinogen, PT, aPTT, CRP). Weiters wurde der Calprotectingehalt im Stuhl
bestimmt. In der Kontrollgruppe fand nur eine Blutabnahme zur Erfassung der
CAT- und Gerinnungsparameter (PT/aPTT) statt.

33



211 Inklusionskriterien

Eingeschlossen wurden Patienten und Patientinnen im Alter von 7 bis 18
Jahren, die am Universitatsklinikum flr Kinder und Jugendheilkunde in Graz
aufgrund einer CED oder BGE in Behandlung waren. In der CED-Kohorte wurde die
Untersuchung nur bei Patienten und Patientinnen mit Erstmanifestation einer CU
oder eines MC durchgefihrt. Die Diagnose dieser erfolgte durch eine Kombination
aus typischen klinischen Zeichen mit charakteristischen endoskopischen Befunden,
histopathologischen Untersuchungen und bildgebenden Verfahren gemafR der
ECCO/ESPGHAN Kriterien (30). Der Schweregrad der Erkrankung wurde zu jeder
Probenabnahme mittels PUCAI/PCDAI Score bestimmt. Testpersonen in der BGE-
Kohorte wurden nur miteinbezogen, wenn die BGE mikrobiologisch bestatigt wurde.
Vorwiegend handelte es sich hierbei um die Erreger Campylobacter und
Salmonellen. Die gesunde Kontrollgruppe durfte weder hereditare oder erworbene
Gerinnungsanomalien noch Zeichen einer systemischen Infektion oder Entziindung

aufweisen.

21.2 Exklusionskriterien

Ausschlussgrinde in der CED-Kohorte waren Vorerkrankungen,
Gerinnungsstorungen (hereditar oder erworben) und wiederholte Schibe der
Erkrankung. Probandinnen und Probanden der BGE-Kohorte wurden von der
Studie ausgeschlossen, wenn kein Pathogen in der mikrobiellen Untersuchung
festgestellt wurde oder es sich um virale oder parasitare Gastroenteritiden handelt.
In der Kontrollgruppe waren Zeichen einer systemischen Entzindung/ Infektion
sowie ein pathologisches Gerinnungsscreening ein Grund zum Ausschluss von der
Untersuchung. Die Einnahme von gerinnungsaktiven Medikamenten, wie z.B.
Heparine (Enoxaparin, Dalteparin) oder Faktor Xa-Hemmer (Edoxaban,

Rivaroxaban), stellte in jeder der drei Kohorten einen Ausschlussgrund dar.

2.2 Variablen

Im Zuge der Studie wurden sowohl Blutparameter in der Routinediagnostik
als auch Gerinnungsparameter mittels eigens durchgefuhrter CAT-Messung

erhoben.
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221 Routineparameter

Im Rahmen der klinischen Diagnostik wurde routinemallig ein grof3es Blutbild
angefertigt. Die Bestimmung der verschiedenen Parameter erfolgte Uber das
Klinische Institut fur Medizinische und Chemische Labordiagnostik am LKH-
Universitatsklinikum Graz. Fur die Studie wurden folgende Daten im Blut erhoben:
Erythrozyten (T/L), Leukozyten (G/L), Thrombozyten (G/L), Hamoglobin (g/dL),
Fibrinogen (mg/dL), PT (%), aPTT (sec), BSG (mm) und CRP (mg/L). Im Stuhl

wurde fakales Calprotectin (ug/g) bestimmt.

2.2.2 PolyP-Messmethodik

Durch die Inhibierung von TFPI ist es moglich die Aktivitat von PolyP zu
bestimmen. Bislang waren Untersuchungen zur Messung von PolyP aufgrund des
Fehlens eines spezifischen Assays fur dieses Molekul schwierig. Abbildung 3A zeigt
die Veranderungen der Thrombingeneration bei Zugabe von TFPI und
verschiedenen Konzentrationen PolyP zu gesundem Plasma. Man sieht die
Verlangerung der lag time sowie die Erniedrigung von ETP und der peak height
durch TFPI. Die Thrombingeneration normalisiert sich daraufhin wieder schrittweise
unter Einfluss von PolyP. In Abbildung 3B sieht man die Abhangigkeit der Alag time,
also der lag time Differenz zwischen Messung mit und ohne TFPI, von der PolyP-
Konzentration. Diese Beobachtungen etablieren den Zusammenhang zwischen

PolyP und TFPI und erméglichen so die Entwicklung eines spezifischen Assays.

Abbildung 3

Verénderungen der Thrombingeneration unter TFPI- und PolyP-Zugabe (A)
sowie Abhéngigkeit der A lag time von PolyP (B)
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Anmerkung. TFPI = Tissue Factor Pathway Inhibitor, PolyP = Anorganische
Polyphosphate. (A) TFPI fuhrt zu Veranderungen in lag time, ETP und peak height,
welche unter ansteigender PolyP-Zugabe sukzessive rickgangig gemacht werden.
Eine Konzentration von 1 ug/ml reichte im Versuch sogar aus, um die TFPI-
abhangigen Veranderungen wieder ganzlich zu normalisieren. (B) Eine steigende

PolyP-Konzentration verkleinert im linearen Zusammenhang die Alag time.

Zur Bestimmung der PolyP-Aktivitat im Plasma wurde an drei
Messzeitpunkten Blut aus der Vena cubitalis entnommen. Zur Abnahme wurden S-
Monovette 3ml 9NC Rdéhrchen von Sarstedt verwendet, die 0,3 ml 0,106 mol/I Tri-
Natrium-Citratldsung enthalten. Blut wurde abgenommen bei Erstmanifestation, drei
bis sechs Wochen nach Therapiebeginn und in Remission. Die Erstmanifestation
war der Zeitpunkt der Diagnosestellung mittels OGD, Coloskopie und klinischen
Parametern. Remission der Erkrankung ist definiert als ein Disease-Score
(PUCAI/PCDAI) von weniger als zehn Punkten. Zur Herstellung von Plasma wurde
das abgenommene venése Blut zehn Minuten bei 2590 x g zentrifugiert.
AnschlielRend wurde das Uberstehende Plasma abpipettiert, beschriftet, eingefroren
und bei -80°C gelagert.

Zur Messung der Thrombingeneration mittels CAT wurde das Plasma flnf
Minuten bei 37°C aufgetaut und anschliefend bei 37310 x g fur 20 Minuten zur
Verhinderung der Kontaktaktivierung zentrifugiert. Im Vorversuch mit Nicht-
Probanden Plasma zeigte sich eine Verhinderung der Kontaktaktivierung bei
nochmals zentrifugiertem Plasma im Vergleich zu Plasma, welches lediglich
aufgetaut wurde. Die erneute Zentrifugation nach dem Auftauen erzielte einen
ahnlichen Effekt wie Corn Trypsin Inhibitor (CTI), weshalb auf dessen Zugabe

verzichtet wurde.

Die CAT-Messung erfolgte in 96-Wells Mikrotiter Platten (Immulon 2 HB
round bottom, Thermo Fisher Scientific, NY, USA). Es wurde die
Thrombingeneration mit und ohne Zugabe von exogenem TFPI (150 ng/ml, Abcam,
Cambridge, UK) nach Hemker et al. gemessen (186). Zuerst wurden 300 pl CaCl2
(1M) zu 2625 pl Fluobuffer, der 60 mg/ml bovines Serumalbumin enthalt,
zugegeben. Weiters enthalt er 20 mM der Puffersubstanz 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
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piperazinyl)-ethansulfonsaure. Die Fluobuffer-CaCl2 Mischung wurde bei 37°C
inkubiert. Vor der Messung wurden 75 pl des in Dimethylsulfoxid geldsten
Fluoreszenzfarbstoffs Z-Gly-Gly-Arg-amino-methyl-coumarin (Bachem, Bubendorf,
CH) zu dieser Mischung hinzugegeben. Z-Gly-Gly-Arg-AMC ist ein Substrat fur viele
Enzyme unter anderem Trypsin, Urokinase und Thrombin. Thrombin spaltet von
diesem die fluoreszierende Verbindung 7-amino-4-methyl-coumarin ab, wodurch
auf die Thrombinaktivitat zurickgeschlossen werden kann. Die Zugabe erfolgte

unter mehrmaligem Resuspendieren, um ein Ausfallen zu vermeiden.

In jedes Well wurden 20 pl Aktivator, bestehend aus zehn Teilen MP-Reagent
und einem Teil PPP-Reagent, oder 20 ul Thrombin Calibrator pipettiert. Alle drei
Reagenzien wurden von Diagnostica Stago S.A.S aus Asniéres in Frankreich
bezogen. Der Aktivator enthalt eine finale Konzentration von 0,5 pM TF sowie 4 uM
Phospholipide. Der Thrombin Calibrator ermoglicht die Berechnung der
Thrombinkonzentration aus dem gemessenen Fluoreszenzsignal durch einen
konstanten Thrombingehalt (605 nM), der an a2-Makroglobulin gebunden ist. In
dieser Berechnung werden die unterschiedlichen fluorogenen Eigenschaften des
jeweiligen Patientenplasmas berucksichtigt. Nun wurde zur Messung der TFPI-
Inhibition im Plasma zu einem Teil der Wells 1,2 ul exogenes TFPI hinzugegeben.
Die finale Konzentration in diesen Wells betrug 150 ng/ml TFPI. Zuletzt wurde die
Vorbereitung vervollstandigt, indem in alle Wells 80 ul Plasma der jeweiligen
Probandinnen und Probanden hinzugefligt wurde. Daraufhin wurde die Mikrotiter
Platte in den Fluorometer gegeben, fur zehn Minuten bei 37°C inkubiert und
anschlielend startete die Messung durch die automatische Zugabe von 20 ul der

zuvor vorbereiteten Fluobuffer-CaClz2-Mischung.

Jeder Zustand (mit/ohne TFPI) wurde, ebenso wie der Calibrator, fur alle
Plasmaproben dreimal gemessen. Die fluorometrische Messung fand in einem
Fluroskan Ascent plate reader (Thermo Labsystems, Helsinki, FIN) statt. Die
Erstellung und Analyse der Thrombingenerations-Kurven erfolgte mit der

dazugehdrigen Software Thrombinoscope© (Thrombinoscope BV, Maastricht, NL).

Die CAT-Parameter lag time, TTP, peak height und ETP wurden mithilfe des

gemessenen Thrombin-Signals berechnet. Der velocity index (Vellndex) ergibt sich

time to peak—lag time . .
P 9™ \on allen Parametern wurde die Differenz

aus der Formel -
peak height
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zwischen Messung mit TFPI und ohne TFPlI zu jedem Zeitpunkt
(Erstmanifestation/Therapiebeginn/Remission) in Alag time, ATTP, Apeak height,
AETP, AVellndex und AStartTail ausgedriuckt. Wie eingangs erwahnt Iasst sich so
auf die PolyP-Aktivitat im Plasma ruckschlie3en. Je kleiner die Alag time ist, desto

héher kann der PolyP-Gehalt angenommen werden (siehe Abbildung 3).

Die lag time wird in Minuten ausgedruckt und stellt die Zeitspanne von
Messstart bis zum Zeitpunkt der ersten Thrombingeneration dar (187). ETP ist die
Flache unter der Thrombinkurve und steht flr die gesamte Menge an generiertem
Thrombin Uber die Zeit. Der Parameter peak height zeigt die maximale Menge an
generiertem Thrombin und wird in nM gemessen. Die TTP misst in diesem
Zusammenhang die Zeit bis zur Spitze der Thrombinkurve in Minuten. Der Vellndex
ist die erste Ableitung des Kurventeils, der zwischen lag time und TTP liegt. Hierbei
steht er flr die Steigung in diesem Abschnitt der Kurve und drickt so die
Geschwindigkeit der Thrombingeneration bis zur maximalen Menge an Thrombin
aus. Am Ende der Kurve findet man den StartTail Wert. Er beschreibt den Zeitpunkt

in Minuten an dem die Kurve abflacht und das gesamte Thrombin inhibiert wurde.

Abbildung 4

Schematische Darstellung der Thrombingeneration
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Anmerkung. ETP = Endogenous Thrombin Potential. Lag time ist die Zeit bis zum
Beginn der Thrombingeneration. ETP stellt die Flache unter der Thrombinkurve
dar. Peak height ist die maximale Menge an gemessenem Thrombin, wahrend die

time to peak die Zeit bis zu dieser Menge ist.
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2.3 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM SPSS Statistics Version 28. Flr

die Erstellung von Diagrammen und grafischen Darstellungen wurde GraphPad
Prism Version 9.5.1 verwendet. Die Prufung auf Normalverteilung der Daten erfolgte
mittels Shapiro-Wilk-Test (a = .05) und grafisch durch Q-Q-Plots. Da einige Autoren
zeigten, dass sowohl der ungepaarte als auch der gepaarte t-Test robust gegenuber
einer Verletzung der Normalverteilungsannahme sind, wurden keine
Korrekturverfahren oder nicht parametrische Tests angewendet (188). Auch bei der
einfaktoriellen ANOVA, sowie der ANOVA mit Messwiederholung legen neuere
Untersuchungen nahe, dass diese robust gegenuber einer Verletzung der
Normalverteilung sind. Hier wurde bei Verletzung dieser Annahme ebenso auf nicht
parametrische Tests oder Korrekturverfahren verzichtet (189,190). Analyse und
Identifikation von etwaigen Ausreil3ern wurde grafisch mittels Boxplot durchgefuhrt.
Extremwerte die > 1.5 fache des Interquartilsabstand vom Mittelwert entfernt sind,
wurden als Ausreil3er klassifiziert und von der weiteren Analyse ausgeschlossen.
Die Uberpriifung der Varianzhomogenitat bei der einfaktoriellen ANOVA erfolgte mit
dem Levene-Test (a = .05). Lag eine Verletzung der Varianzhomogenitat vor wurde
die robustere Welch-ANOVA durchgefihrt. Dasselbe Priufverfahren kam auch beim
ungepaarten t-Test zum Einsatz und so wurde bei mangelnder Varianzhomogenitat
der Welch-Test durchgefuhrt. Bei ANOVA mit Messwiederholung wurde die
Spharizitdt durch den Mauchly-Test bestimmt (a = .05). Bei Verletzung der
Spharizitdt wurde eine Greenhouse—Geisser Korrektur der Freiheitsgrade
vorgenommen. Zur Korrektur der a-Fehler-Kumulierung bei multiplem Testen
wurden alle p-Werte nach der Bonferroni-Holm-Methode korrigiert, da diese liberaler

ist als die konservative Bonferroni-Korrektur.
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3 Ergebnisse

3.1 Stichprobe

Uber zwei Jahre wurden insgesamt 47 Probandinnen und Probanden in die
Studie eingeschlossen. Der erste Einschluss erfolgte im Oktober 2020, der letzte im
November 2022. Von 47 eingeschlossenen Testpersonen waren 28 in der CED- und
acht in der BGE-Gruppe. Die Ubrigen elf Testpersonen wurden nicht weiter in der
Studie berlcksichtigt, da sich der anfangliche Verdacht einer CED hier nicht
bestatigte. Die Diagnosen dieser elf Probandinnen und Probanden waren unter

anderem Zdliakie, Colonpolypen und Reizdarm.

Zu Beginn der Datenerhebung setzte sich die CED-Gruppe wie folgt
zusammen: Den grofdten Anteil hatten jene Teilnehmenden mit der Diagnose Colitis

Ulcerosa (n = 14). Die zweitgroRte Subgruppe bestand aus Patientinnen und

Patienten mit Morbus Crohn (n = 10). Die kleinste Subgruppe bildete sich aus vier
Personen mit IBDU (n = 4). Im Verlauf der Studie konnte ein Teil der CED-Gruppe
aus folgenden Griunden nicht in die Auswertung miteinbezogen werden: Ein Patient
mit Morbus Crohn musste nachtraglich ausgeschlossen werden, weil zum Zeitpunkt
der Erstmanifestation ein passagerer FVIII Mangel herrschte. Drei Patienten mit CU
waren zum Zeitpunkt der dritten Blutabnahme nicht in Remission und konnten somit
in den Berechnungen nicht berucksichtigt werden. Ein Patient der CU-Subgruppe
wurde nach seiner Behandlung am LKH-Graz von einem niedergelassenen
Gastroenterologen weiter betreut und stand daher nicht fur weitere Blutabnahmen
zur Verfugung. In der IBDU-Subgruppe wurde ebenfalls eine Patientin nicht mehr
am LKH-Graz betreut und ein Patient befand sich nicht in Remission. In den
statistischen Berechnungen wurden daher neun Testpersonen mit Morbus Crohn,
zehn mit Colitis Ulcerosa und zwei mit IBDU bertcksichtigt.

In der BGE-Gruppe waren am Ende der Rekrutierung acht Patientinnen und
Patienten mit bakteriellen Gastroenteritiden. Zwei Patientinnen mussten
ausgeschlossen werden, da mikrobiologisch kein Keimwachstum nachweisbar war.

Die BGE-Gruppe bestand daher nur aus mannlichen Probanden.
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Zur Bildung der Kontrollgruppe wurden zusatzlich Blutplasmaproben von 23

gesunden Personen herangezogen.

Abbildung 5
Gruppenverteilung
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Anmerkung. CED = chronisch entziindliche Darmerkrankung, BGE = bakterielle
Gastroenteritis, MC = Morbus Crohn, CU = Colitis Ulcerosa, IBDU = Inflammatory

bowel disease unclassified

3.1.1 Messzeitpunkte

Von insgesamt 21 Probandinnen und Probanden beendeten zwdlf die Studie
vollstandig mit allen drei Messzeitpunkten (Erstmanifestation, Therapiebeginn und
Remission). Bei neun von 21 fehlte die Blutabnahme zu Therapiebeginn (2.

Messzeitpunkt), wodurch hier leider nur ein Vergleich zwischen Erstmanifestation
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und Remission gezogen werden konnte. Die genaue Aufteilung der unvollstandigen
Teilnehmerlnnen lautet wie folgt: funf in der MC-, drei in der CU- und einer in der
IBDU-Subgruppe.

Abbildung 6

Teilnehmerinnen mit vollstdndigen Messzeitpunkten

CED-Gruppe

|
| 1

drei zwei
Messzeitpunkte Messzeitpunkte

CU-Subgruppe MC-Subgruppe IBDU-Subgruppe CU-Subgruppe MC-Subgruppe IBDU-Subgruppe
(n=7) (n=4) (n=1) (n=3) (n=5) (n=1)

© Meyer
Anmerkung. CED = chronisch entziindliche Darmerkrankungen, CU = Colitis

Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, IBDU = Inflammatory bowel disease unclassified.
Drei Messzeitpunkte bezieht sich auf den vollstandigen Abschluss der Studie mit
Blutabnahmen bei Erstmanifestation, Therapiebeginn und Remission. Bei jenen

mit nur zwei Messzeitpunkten fehlt die Blutabnahme zu Therapiebeginn.

3.1.2 Demographische Daten

Eingangs werden hier kurz die wichtigsten demographischen Kenndaten der
Stichprobe angefuhrt beginnend mit dem Alter. Eine genaue demographische
Auflistung findet sich in Tabelle 3. Die altesten Teilnehmerlnnen sowohl in der CU-
als auch in der MC-Kohorte waren 17 Jahre alt. Der jlingste Patient der MC-Gruppe
war zehn Jahre und die beiden jlingsten Teilnehmerinnen der CU-Gruppe jeweils
elf Jahre alt. Die altesten Patienten mit BGE hatten ein Alter von 16 Jahren, wahrend
der jungste Patient dieser Gruppe sechs Jahre alt war. In der Kontrollgruppe war
der alteste Proband 65 und die jungste Probandin 20 Jahre alt. Alle Altersangaben
beziehen sich auf das Alter zum Studieneinschluss. An den Maxima und Minima
sowie den in Tabelle 3 ersichtlichen Mittelwerten der Altersverteilung sieht man
bereits, dass sich das Alter zwischen den CED- sowie der BGE-Gruppe nicht stark

unterscheidet. Das durchschnittliche Alter der CED-Gruppen und der BGE-Gruppe
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lag im frihen Jugendalter zwischen 12 und 15 Jahren. Lediglich die Kontrollgruppe
stellte, aufgrund des Fehlens von padiatrischen Kontrollen, eine Ausnahme dar. In
der Kontrollgruppe waren ausnahmslos alle Teilnehmerlnnen Erwachsene, wodurch
das durchschnittliche Alter mit 38 Jahren um ein Vielfaches hoher war als jenes der
anderen Gruppen. In Bezug auf die Geschlechterverteilung bestand die CU- und
MC-Gruppe ebenso wie die Kontrollgruppe aus annahernd gleichen Teilen
mannlicher und weiblicher Testpersonen (siehe Tabelle 3). Die IBDU- und BGE-

Gruppe bestand zur Ganze aus mannlichen Patienten.

Zum Abschluss sei noch die durchschnittliche Zeit bis zum Remissionseintritt
erwahnt. Wie in Tabelle 3 abgebildet waren Patientinnen und Patienten, die an MC
erkrankt sind, durchschnittlich drei Wochen friiher in Remission als jene, die an CU
leiden. Die beiden IBDU-Patienten waren jeweils nach 85 und 99 Tagen in

Remission.

Tabelle 3

Demographische Daten der Stichprobe

CU (n=10) MC (n=9) IBDU (n = 2) BGE (n = 6) Kontrolle (n = 23)

n % n % n % n % n %
Mannlich 5 50.0 4 44 .4 2 100 6 100 11 47.8
Weiblich 5 50.0 5 55.6 0 0 0 0 12 52.2

M SD M SD M SD M SD M SD
Alter 13.9 2.08 15.0 2.45 12.0 4.24 12.3 4.32 38.1 13.8

Remission 78.4 42.5 58.2 40.7 92.0 9.90

Anmerkung. CU = Colitis Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, IBDU = Inflammatory
Bowel Disease Unclassified, BGE = Bakterielle Gastroenteritis, M = Mittelwert, SD
= Standardabweichung. Das Alter in Jahren bezieht sich auf das Alter zum
Studieneinschluss. Die Dauer bis zum Remissionseintritt ist in Tagen angegeben
und stellt die durchschnittliche Differenz zwischen Blutabnahme bei erstmaliger

Remission und bei Erstmanifestation dar.
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3.2 Gruppenunterschiede

Um zu Uberprifen, ob es Unterschiede in der PolyP-Aktivitat zwischen
chronischer (CED) und aktiver Entzindung (BGE) sowie gesunden Kontrollen gibt,
wurden die Gruppen mittels einfaktorieller ANOVA miteinander verglichen. Weiters
wurden dieselben Untersuchungen auch mit den absoluten CAT-Parametern
durchgefuhrt, um von PolyP unabhangige Veranderungen in der
Thrombingeneration nachzuweisen. In diesem Teil der Arbeit wurden die Analysen
auf die CAT-Parameter lag time, ETP und peak height beschrankt, da diese die
grofdten Veranderungen durch PolyP zeigen (siehe Abbildung 3). Die beiden
Patienten mit IBDU wurden aufgrund der geringen Gruppengréf3e von den Gruppen-
sowie longitudinalen Vergleichen ausgeschlossen. Lediglich in den Mesalazin- und
Korrelationsanalysen wurden diese miteinbezogen, da es hier Kkeine

Unterscheidung der einzelnen CED-Subtypen gab.

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht Uber die deskriptiven Werte und ANOVA-
Ergebnisse der Gruppenvergleiche. Man erkennt bereits anhand der deskriptiven
Statistik, dass sich die absoluten Werte der CED und BGE-Kohorte nur wenig bis
gar nicht voneinander unterscheiden. Ein grof3er Unterschied kann hingegen im
Vergleich zu den Kontrollen beobachtet werden. Am Beispiel der lag time sieht man
in der Kontrollgruppe eine sehr lange lag time von 19 Minuten, wahrend diese bei
chronischer (CED) und akuter (BGE) Entzindung im Mittel zwischen 12 und 14
Minuten liegt (siehe Tabelle 4). Dasselbe gilt fir die Werte ETP und peak height,
wobei hier die Werte der Kontrollgruppe gegenuber den anderen Gruppen niedriger
sind. Die Verkirzung der lag time und Erhdhung des ETP sowie der peak height
weisen auf einen prokoagulativen Zustand im Plasma bei entziundlichen Prozessen

in der Stichprobe hin.

Die relativen (A) CAT-Parameter, welche den Einfluss von PolyP auf die
Thrombingeneration darstellen, weisen weniger starke Unterschiede zwischen den
Gruppen auf. Eine Ausnahme bildet hier die BGE-Kohorte. Alle gepriften Parameter
fallen in der BGE-Kohorte hoher aus als in den restlichen Gruppen der Stichprobe.
Besonders die hohe Alag time weist darauf hin, dass eine TFPI-Inhibition von PolyP
bei akuten Gastroenteritiden der Stichprobe keine oder nur eine minimale
Bedeutung hatte. Die CU-, MC- und Kontrollgruppe ahneln sich in den relativen
Parametern weitgehend und zeigen keine auffalligen Unterschiede. Die negativen
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Werte bei AETP und Apeak height entstehen dadurch, dass die Werte bei Messung
mit TFPI niedriger sind als bei Messung ohne. Dies entspricht laut Abbildung 3 den

Erwartungen bei Zugabe von TFPI.

Um diese Beobachtungen inferenzstatistisch zu prifen, wurde eine
einfaktorielle ANOVA durchgefuhrt. Es wurden statistisch signifikante Unterschiede
in allen drei untersuchten absoluten CAT-Parametern gefunden: Die Lange der lag
time, F(3, 43) = 7.57, p < .001, ebenso wie der ETP-Wert, Welch’s F(3, 13.37) =
26.36, p < .001, unterschieden sich signifikant zwischen den Gruppen. Auch die
peak height des generierten Thrombins zeigte eine signifikante Differenz unter den
Gruppen, Welch’s F(3, 12.61) = 14.3, p < .001. Die Berechnungen der relativen
Werte AETP und Apeak height wiesen keine signifikanten Ergebnisse auf (siehe
Tabelle 4). Lediglich die Alag time zeigte einen signifikanten Unterschied im
Gruppenvergleich, Welch’s F(3, 17.64) = 3.93, p = .026, wobei es sich hier

vermutlich um ein Zufallsergebnis aufgrund der a-Fehler-Kumulierung handeilt.

Tabelle 4

Deskriptive Statistik und ANOVA-Ergebnisse der Gruppenvergleiche

CuU MC BGE Kontrolle ANOVA
n M@SD) n M@SD) n M(SD) n M(SD)
14.9 12.4 12.2 19.2 =
lag time (min) 10 8 6 23 F(3,43)=7.57, p < .001,
(4.77) (2.31) (2.71) (4.98) n°=.35
972.13 1246.8 910.48 408.22 , =
ETP (nM*min) 10 Welch’s F(3, 13.27_) 26.36,
(196.53) (596.95) (286.29) (147.96) p <.001, n* = .57
peak height 10 100.31 9 143.07 101.24 23 40.036 Welch’s F(3, 12.61) = 14.3,
(nM) (33.866) (90.982) (42.125) (17.995) p <.001,n?= .46
2.00 1.18 3.09 1.13 ’ =
Alag time 10 8 5 22 Welch's F(3, 17.64) = 3.93,
(1.52) (1.05) (.950) (3.61) p =.026, n* = .06
-6.545 28.20 -78.75 -2.870 ' =
AETP 8 9 6 23 Welch_s F(3,142.6_3) .54,
(31.52) (99.43) (211.0) (108.0) p =.665, n° =.07
5.108 4.016 -15.96 -1.137 = =
Apeak height 9 9 23 F(3,41) =264, p = 062,
(12.71) (17.85) (4.688) (12.58) n*=.16
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Anmerkung. CU = Colitis Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, BGE = Bakterielle
Gastroenteritis, ETP = Endogenous Thrombin Potential, M = Mittelwert, SD =
Standardabweichung. Zu sehen sind die Unterschiede in den absoluten, sowie
relativen (A) Werten im Gruppenvergleich. In fettgedruckter Schrift sind jene Werte
der Gruppen hervorgehoben, die sich in den post hoc Tests (Dunnett und Dunnett

T3) statistisch signifikant (p < .05) voneinander unterschieden.

Zur weiteren Exploration zwischen welchen Gruppen sich die Unterschiede
nun befinden wurden Dunnett und Dunnett T3 post hoc Tests durchgefihrt. Der
Dunnett Test vergleicht die Gruppen CU, MC und BGE mit der Kontrollgruppe und
wurde aufgrund der bereits in den deskriptiven Werten erkennbaren Unterschieden
durchgefuhrt. Bei mangelnder Varianzhomogenitat wurde der Dunnett T3 post hoc
Test durchgefuhrt, da dieser bei kleiner Stichprobengrof3e (n < 50) den anderen
Testverfahren Uberlegen ist (191). Mittels Dunnett post hoc Test wurden die
Unterschiede der Parameter lag time und Apeak height berechnet, wahrend die

restlichen Berechnungen mit Dunnett T3 durchgefliihrt wurden.

Die lag time von CU-Erkrankten ist im Schnitt statistisch signifikant (p = .040)
kirzer als die von gesunden Personen (-4.25 min, 95%-Cl [-8.34 min, -0.15 min]).
Ebenso verhalt es sich bei Patientinnen und Patienten mit MC (-6.79 min, 95%-CI
[-11.22 min, -2.35 min], p = .001). Diese Verklrzung der lag time bei CED gegenuber
gesunden Personen ist mit einer erhohten Gerinnungsbereitschaft im Plasma
vereinbar. Unterstltzend zu dieser Beobachtung sind auch die erhohten Werte von
ETP und peak height der beiden CED-Kohorten gegentber der Kontrollgruppe. Der
Dunnett T3 post hoc Test ergab eine statistisch signifikante Erhéhung (p < .001, p =
.001) der Parameter ETP (563.92 nM*min, 95%-Cl [352.37 nM*min, 775.46
nM*min]) und peak height (60.28 nM, 95%-Cl [24.79 nM, 95.77 nM]) bei
Patientinnen und Patienten mit CU gegenlber gesunden Personen. Auch bei MC-
Erkrankten zeigen sich im Schnitt hodhere ETP (838.59 nM*min, 95%-Cl [168.89
nM*min, 1508.28 nM*min], p = .015), sowie peak height Werte (103.03 nM, 95%-CI
[.98 nM, 205.08 nM], p = .048) im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Ahnliche
prokoagulative Verhaltnisse bestehen auch bei BGE. Hier ist gegenuber den
Kontrollen die lag time verkarzt (-7.04 min, 95%-ClI [-12 min, -2.08 min], p = .003),
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sowie das ETP erhoht (502.26 nM*min, 95%-CI [52.18 nM*min, 952.34 nM*min], p
=.031).

Zur Ubersicht sind die Ergebnisse der absoluten Parameter lag time, ETP
und peak height in Abbildung 7 graphisch mittels Boxplot dargestellt. Abbildung 8
zeigt zudem exemplarisch die Thrombinkurven von reprasentativen Patientinnen

und Patienten der einzelnen Gruppen.

Abbildung 7

Unterschiede in lag time, ETP und peak height zwischen den Gruppen
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Anmerkung. CU = Colitis Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, BGE = Bakterielle

Gastroenteritis, Ctrl = Kontrolle, ETP = Endogenous Thrombin Potential.

Abbildung 8

Thrombinkurven von reprasentativen Studienteilnehmerinnen
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Anmerkung. CU = Colitis Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, BGE = Bakterielle
Gastroenteritis. Die Thrombinkurven stellen Medianwerte von Teilnehmerlnnen der
unterschiedlichen Gruppen dar. Auch graphisch lassen sich gut die Unterschiede
in lag time, ETP und peak height der CU-, MC- und BGE-Gruppe gegenuber den

Kontrollen erkennen.

Der eigentliche Fokus dieser Arbeit, namlich PolyP-Nachweis uber TFPI-
Inhibition, ergab nach Bonferroni-Holm-Korrektur keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Zur Vollstandigkeit soll hier dennoch das
Ergebnis des post hoc Tests erwahnt werden. Der Dunnett T3 post hoc Test zeigt
eine im Schnitt statistisch signifikant (p = .042) kleinere Alag time bei Patientinnen
und Patienten mit MC als mit BGE (-1.91 min, 95%-CI [-3.74 min, -.08 min]).
Zwischen den restlichen Gruppen waren keine signifikanten Unterschiede in der
Alag time zu beobachten. In Abbildung 9 sind die Verhaltnisse von Alag time, AETP

und Apeak height analog zu den absoluten Parametern dargestellt.

Abbildung 9

Verhéltnis von Alag time, AETP und Apeak height zwischen den Gruppen
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Anmerkung. CU = Colitis Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, BGE = Bakterielle
Gastroenteritis, Ctrl = Kontrolle, ETP = Endogenous Thrombin Potential, TFPI =
Tissue Factor Pathway Inhibitor. Gezeigt werden die Verhaltnisse der relativen
Parameter Alag time, AETP und Apeak height im Gruppenvergleich. Negative
Werte sprechen dafur, dass bei Messung mit TFPI der Parameter hoher bzw.

langer war als bei Messung ohne TFPI.
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3.3 Unterschiede im Verlauf der Erkrankung
Damit die Hypothese, dass PolyP bei Erstmanifestation von CED erhoht ist

und bei Remission der Erkrankung wieder sinkt, Uberprift werden kann, wurde eine
ANOVA mit Messwiederholung durchgefuhrt. Analog zu Kapitel 3.2 sind in Tabelle 5
die deskriptiven Werte und ANOVA-Ergebnisse der wichtigsten absoluten sowie

relativen (A) CAT-Parameter zusammengefasst.

Tabelle 5

Deskriptive Statistik und ANOVA-Ergebnisse der longitudinalen Vergleiche

Erstmanifestation Therapiebeginn Remission ANOVA
"M SD M ) M )
lag time (min) 10 1303 4165 1053 4192 9543 2765 F(Z’pf);l'%’
ETP (nM*min) 9 91530 21514 887.16 362.45 910.70 348.01 F“'%f'%?f 01,
peak height ("M) 10 96199 38394 00.866 56.777 11018 92557 '1;)2851;; 39,
. F(2,14) = 8,

Alag time 9 156 115 191 131 176 144 iyt
AETP 7 26639 64599 -12515 137.21 14.891 97.095 | (2;) s
Apeak height 9 5353 9658 -1322 1560 -2264 9249 | (2,p 13);32'29’

Anmerkung. CED = Chronisch entzindliche Darmerkrankung, ETP = Endogenous
Thrombin Potential, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung. Die Tabelle zeigt

die deskriptiven Werte, sowie die Ergebnisse fur die gesamte CED-Kohorte.

Im longitudinalen Vergleich gab es, mit Ausnahme des Parameters Apeak
height, keinen signifikanten Unterschied weder in den absoluten noch in den
relativen CAT-Parametern. Nach Bonferroni-Holm-Korrektur erwies sich das
statistisch signifikante (p = .035) ANOVA-Ergebnis des Wertes Apeak height als

nicht signifikant.

Aufgrund der niedrigen Fallzahl, bedingt durch die fehlenden Proben zu

Therapiebeginn, und der daraus resultierenden Abnahme der statistischen Power,
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wurden gepaarte t-Tests berechnet. Das Ziel war einen Unterschied zwischen
Erstmanifestation und Remission in den absoluten Parametern lag time, ETP und
peak height, sowie den relativen Werten Alag time, AETP und Apeak height
nachzuweisen. So kann zumindest eine Aussage bezuglich Unterschiede bei aktiver

und abgeklungener Entzindung getroffen werden.

Tabelle 6

t-Test Ergebnisse der CAT-Parameter von Erstmanifestation zu Remission

Erstmanifestation Remission ] of b Cohen's d
M SD M SD

CU lag time (min) 14.94 4.769 11.14 3970 251 9  .033 .79
ETP (nM*min) 972.579 208.443 1038.57 301.276 -43 8  .676 14
peak height (nM) 105,55  31.336  98.303  29.908 47 8  .649 16
Alag time 2.00 1.52 1.29 1.68 107 9 312 .34
AETP 33.15 86.97 -53.87 7115 183 6 117 .69
Apeak height 5.108 12.71 -2.478 7074 142 8 193 47

MC lagtime 11.86 1.860 8.810 2.421 66 6 <.001 2.49
ETP 1246.81 596.954 111409 469.193 58 8 575 2
peak height 143.07 90982  139.61 10155 .08 8 .942 .03
Alag time 1.18 1.05 1.65 1.32 -62 7 553 22
AETP 55.01 107.1 1.525 50.07 159 5 173 .65
Apeak height 4.016 17.85 -5.016 1877 146 8  .183 49

Anmerkung. CU = Colitis Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, ETP = Endogenous
Thrombin Potential, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung. In fettgedruckter
Schrift sind die statistisch signifikanten (p < .05) Werte hervorgehoben. Sowohl in
der CU als auch in der MC Gruppe zeigt der Parameter lag time einen

signifikanten Unterschied zwischen Erstmanifestation und Remission.
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Die lag time zeigt in der MC Gruppe eine signifikante (p < .001) Verkirzung
zwischen Erstmanifestation und Remission um etwa drei Minuten (siehe Tabelle 6).
Bei Patientinnen und Patienten mit MC kann man nach Cohen von einem
ausgesprochen grofden Effekt (d = 2.49) sprechen (192). Da hier ebenso eine
Bonferroni-Holm-Korrektur erfolgte, erwies sich die Verklrzung der lag time
zwischen Erstmanifestation und Remission bei CU-Erkrankten als nicht signifikant.
Ungeachtet dessen ist die grol3e Verkurzung der lag time von etwa vier Minuten in
Tabelle 6 hervorgehoben und lasst zumindest eine Tendenz vermuten. Die
restlichen Parameter wiesen keinen signifikanten Unterschied auf und sind
ebenfalls in Tabelle 6 zusammengefasst. Die Unterschiede in der lag time fir CU-

und MC-Patientinnen und Patienten sind in Abbildung 10 mittels Boxplot dargestelit.

Abbildung 10

Unterschiede in lag time zwischen Erstmanifestation (T1) und Remission (T3) bei
CU (A) sowie MC (B)
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Anmerkung. CU = Colitis Ulcerosa, MC = Morbus Crohn, CED = Chronisch
entzundliche Darmerkrankung. Die lag time verkurzt sich von der Erstmanifestation
bis zur Remission bei beiden CED-Subtypen. (A) lag time Unterschied bei CU. (B)
lag time Unterschied bei MC. Beachtlich ist die insgesamt kiirzere lag time bei MC
gegenuber CU.
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3.4 Einfluss von Mesalazin auf PolyP-Aktivitat

Zur Uberprifung der Annahme, dass die Einnahme von Mesalazin die
systemische PolyP-Aktivitat reduzieren kann, wurde die Stichprobe in Personen, die
Mesalazin einnehmen, und jene, die Mesalazin nicht einnehmen, unterteilt. Da es
hier nur um den Nachweis einer Reduktion der PolyP-Aktivitat geht, wurden die

relativen Parameter Alag time, AETP und Apeak height analysiert.

Hierfur wurden zum Zeitpunkt T2 (3-6 Wochen nach Therapiebeginn) und T3
(Remission) jeweils die Gruppe mit Mesalazineinnahme und jene ohne Einnahme
miteinander verglichen. Keiner der relativen Parameter zeigte einen statistisch
signifikanten Unterschied. Die Ergebnisse der ungepaarten t-Tests mit den

jeweiligen Parametern sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7

t-Test Ergebnisse der relativen CAT-Parameter in Abhéngigkeit der

Mesalazineinnahme zu Therapiebeginn (T2) und Remission (T3)

Mesalazin ja Mesalazin nein of b Cohen's d
M SD M SD
T2  Alag time (min) 1.78 1.27 3.09 1.90 -1.36 9 .207 .92
AETP (nM*min) -65.04 6251 -58.93 52.66 -14 7 .889 1
Apeak height (nM) -14.84  13.07 -3.200 10.93 -1.34 8 216 .93
T3  Alag time 1.37 1.59 1.29 1.32 13 18 .901 .06
AETP -30.41 5166 -9.825  178.8 -32 794 761 A7
Apeak height -3.654 8350 1.670  27.06 -.54 79 604 29

Anmerkung. ETP = Endogenous Thrombin Potential, M = Mittelwert, SD =
Standardabweichung. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in
den relativen CAT-Parametern Alag time, AETP und Apeak height zwischen
Personen, die Mesalazin einnehmen, und jenen, die es nicht einnehmen,

nachgewiesen werden.
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Die Ergebnisse lassen annehmen, dass eine Medikation mit Mesalazin
keinen oder nur einen zu vernachlassigenden Einfluss auf die systemische PolyP-
Aktivitat hat. Dennoch ist der groRere Unterschied in Alag time und Apeak height zu
Therapiebeginn (T2) in der Stichprobe hervorzuheben. So haben Patientinnen und
Patienten mit Mesalazineinnahme in der Stichprobe eine um etwa 1.3 min kirzere
Alag time als jene ohne Mesalazineinnahme. Ahnlich verhalt es sich bei Apeak
height, wobei hier die Teilnehmerlnnen mit Mesalazintherapie hohere Werte
aufwiesen. Es lasst sich hier ein Unterschied vermuten, der jedoch nicht auf die
Bevolkerung verallgemeinert werden kann. Dies konkludiert die Gruppenvergleiche
sowie die longitudinalen Analysen. Im nachsten Unterkapitel werden madgliche
Zusammenhange zwischen Entzindungsaktivitdt und Thrombingeneration
behandelt.

3.5 Zusammenhange zwischen Krankheitsaktivitat und
CAT-Parameter

Die Krankheitsaktivitat bei Kindern mit CED wird mithilfe der klinischen
Scores PUCAI und PCDAI erhoben. Der PUCAI wird durch unterschiedliche
symptomorientierte =~ Fragen, wie etwa  Stuhlkonsistenz,  Stuhlanzahl,
Blutbeimengung und Schmerzen berechnet und hat eine maximale Punkteanzahl
von 85 Punkten. Der PCDAI hingegen wird neben den Symptomen noch um die
laborchemischen Parameter Hamatokrit, BSG und Albumin erganzt. Er weist ein

Maximum von 110 Punkten auf.

In unserer Stichprobe unterschied sich die Krankheitsaktivitat bei
Erstmanifestation zwischen MC und CU. Wahrend der Median beim PUCAI einen
Wert von 30 aufwies, waren es beim PCDAI 15 Punkte. Dies zeigt, dass in der
Stichprobe Patientinnen und Patienten mit Erstmanifestation einer CU eine starkere
Entzindungsaktivitat aufwiesen als jene mit MC.

Damit eventuelle Zusammenhange zwischen Krankheitsaktivitat, welche
mittels PUCAI/PCDAI erfasst wurde, und \Veranderungen in der
Thrombingeneration nachgewiesen werden konnen, wurden Korrelationen
berechnet. Um die statistische Power zu erhéhen, wurden in dieser Analyse die
Messzeitpunkte Erstmanifestation, Therapiebeginn und Remission kombiniert. Da

es sich bei den Disease-Scores um ordinal skalierte Daten handelt, wurde eine
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Spearman Korrelation durchgefuhrt. Es wurde keine signifikante Korrelation der
relativen (A) CAT-Parameter, welche auf einen erhéhten PolyP-Gehalt im Blut
hinweisen wurden, mit den Disease-Scores gefunden (siehe Anhang 1). Ebenso
gab es keine signifikante Korrelation zwischen absoluten CAT-Parametern und dem
PUCAI. Lediglich der PCDAI korrelierte positiv mit der lag time (rs = .67, p = .012)
und der TTP (rs = .67, p = .012). Die genaue Auflistung ist in Tabelle 8 zu finden.

Tabelle 8

Korrelation zwischen Disease-Scores und absoluten CAT-Parametern

lag time ETP peak TTP Vellndex StartTail
PCDAI rs .67 .27 .31 .67 29 .04
p .012 377 299 .012 .342 .899
n 13 13 13 13 13 13
PUCAI rs .23 10 -.02 .20 .01 27
p .338 673 944 .390 .954 .258
n 20 20 20 20 20 20

Anmerkung. PCDAI = Pediatric Crohn’s Disease Activity Index, PUCAI = Pediatric
Ulcerative Colitis Activity Index, ETP = Endogenous Thrombin Potential, TTP =
time to Peak, Vellndex = Velocity Index. In fettgedruckter Schrift sind die statistisch

signifikanten (p < .05) Werte hervorgehoben.

In Abbildung 11 ist die positive Korrelation des PCDAI mit den beiden CAT-
Parametern lag time und TTP grafisch mittels Scatter Plot dargestellt. Nach Cohen
kann bei beiden Messwerten von einer starken Korrelation (rs = .67) gesprochen
werden (192).
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Abbildung 11

Korrelation zwischen PCDAI und den absoluten CAT-Parametern lag time und

time to peak
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Anmerkung. PCDAI = Pediatric Crohn’s Disease Activity Index.
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberpriifung der Annahme einer
erhdohten PolyP-Aktivitat im Plasma von padiatrischen CED-Patientinnen und
Patienten bei Erstmanifestation gegenuber gesunden Kontrollen, sowie ein
Ruckgang dieser Aktivitat bei Remission der Erkrankung. Weiters wurde Uberpruft,
ob sich die PolyP-Aktivitat in Abhangigkeit der Mesalazin-Einnahme reduzieren
lasst. Der Nachweis von PolyP gelingt Uber die Inhibition von TFPI und den daraus
resultierenden Veranderungen in der Thrombingeneration. Uber eine Messung mit
und ohne exogenem TFPlI kann so auf den PolyP-Gehalt im Plasma

rickgeschlossen werden.

In der mittels CAT gemessenen Thrombingeneration von padiatrischen sowie
adulten Plasmaproben zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in
den relativen (A) Parametern weder longitudinal noch zwischen den Gruppen,
welche indikativ fir Unterschiede in der PolyP-Aktivitat waren. Auch die
Untersuchungen bezuglich Abhangigkeit der PolyP-Aktivitat von der
Mesalazineinnahme weisen keine signifikanten Ergebnisse nach. Die absoluten
CAT-Parameter hingegen weisen statistisch signifikante Differenzen in Abhangigkeit
der Gruppen auf. Die lag time ist bei CED und BGE signifikant kirzer als bei
gesunden Personen. Weiters ist das ETP bei allen Gruppen grolRer als bei
gesunden Kontrollen. Zuletzt zeigt auch die peak height des generierten Thrombins
einen hoéheren Wert bei CU und MC gegenlber Gesunden. Es finden sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen BGE und den CED-Kohorten. Zudem
unterscheiden sich auch die MC sowie CU-Gruppe in den absoluten sowie relativen
CAT-Parametern nicht voneinander. Weiters zeigt sich eine Verklrzung der lag time
zwischen Erstmanifestation und Remission bei Patientinnen und Patienten mit MC.
Der PCDAI korreliert signifikant positiv mit den absoluten Parametern lag time und
TTP. Es zeigt sich keine Korrelation zwischen dem PCDAI und den relativen
Parametern. Es besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem

PUCAI und den absoluten, ebenso wie den relativen CAT-Parametern.
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4.1 Interpretation und Einordnung in die derzeitige

Literatur

In dieser Arbeit wurde erstmals endogenes PolyP im Plasma von CED-
Patientinnen und Patienten untersucht. Ebenfalls wurde zum ersten Mal die TFPI-
inhibierende Wirkung von PolyP zu dessen Nachweis im Plasma verwendet. Da sich
keine Unterschiede in den relativen (A) Parametern zeigen, scheint endogenes
PolyP in der Pathophysiologie von CED keinen, oder nur einen zu
vernachlassigenden Effekt auf die Gerinnung auszutiben. Ebenso zeigt sich, dass
die antiinflammatorischen Eigenschaften einer Mesalazintherapie bei CED
vermutlich nicht auf die Inhibition der bakteriellen PolyP-Synthese zurtckzufuhren
sind. Eine Tendenz bezlglich einer kurzeren Alag time bei MC und CU gegentiber
BGE lasst sich bei Betrachten der deskriptiven Statistik (siehe Tabelle 4) erkennen.
Patienten mit BGE weisen eine sehr hohe Alag time von etwa drei Minuten auf,
wahrend jene von MC und CU bei einer bzw. zwei Minuten liegen. Diese Tendenz
wird weiter durch das signifikante (p = .042) Ergebnis zwischen MC und BGE des
Dunnett T3 post hoc Tests unterstrichen, wobei hier nach Bonferroni-Holm-Korrektur
das Signifikanzniveau nicht mehr erreicht wurde. Auch gegenlber gesunden
Personen kann man besonders bei CU und BGE einen Unterschied vermuten,
jedoch erschwert die groRe Streuung (siehe Tabelle 4 bzw. Abbildung 9) der
Kontrollgruppe die Interpretation und ist wahrscheinlich flr die geringen

Unterschiede verantwortlich.

Es ist anzunehmen, dass der prothrombotische Zustand wahrend aktiver
Entziindung bei CED durch andere Mediatoren verursacht wird und PolyP hier keine
signifikante Rolle spielt. Da verschiedene Gerinnungsfaktoren wie FV, FVIII, FIX und
FXI bei CED verandert sind, erscheint PolyP als alleiniger Ausldser der verstarkten
Thrombingeneration bei CED unwahrscheinlich (11,148). Die veranderte
Thrombingeneration fuhrt zu einer erhéhten Thromboseneigung. In vivo wird dies
vermutlich durch vermehrt ausgeschuttete gerinnungsaktive Substanzen, wie vVWF
und PAI-1, sowie durch die Thrombozyten selbst zusatzlich verstarkt (11,13,150).
Veranderungen dieser Substanzen oder der Thrombozyten selbst sind jedoch mit
dem ausgewahlten Testverfahren nicht nachweisbar. Eventuell herrscht auch ein
Zusammenhang mit der PolyP-Produktion des Mikrobioms. Das Mikrobiom jedes

Menschen ist sehr individuell zusammengesetzt (53). So kdnnten interindividuelle
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Unterschiede in der Bakterienverteilung und daraus folgend der PolyP-Synthese die
Thrombingeneration bei Ubertritt in den Blutkreislauf beeinflussen. Auch der Grad
der Darmwandschadigung mit damit einhergehender Barrieredysfunktion kdnnte
den PolyP-Gehalt im Blut beeinflussen. Bis dato gibt es keine routinediagnostischen
validierten Methoden, um den Grad der Barrieredysfunktion zu messen (193).
Lediglich einzelne, experimentell angewendete Methoden mittels
Zuckerbestimmung im Urin konnen Hinweise auf Leckagen geben. Somit konnte
PolyP nur in einer Subgruppe von CED-Patientinnen und Patienten, namlich jene
mit stark geschadigter Darmbarriere, eine signifikante Rolle in der Gerinnung

einnehmen.

Im Gegensatz zu den relativen Parametern unterscheiden sich die absoluten
Messwerte deutlicher. Wahrend der akuten Phase einer CED und bei BGE herrscht
ein prothrombotischer Zustand im Plasma, welcher sich durch erhohtes ETP und
peak Thrombin, sowie verkurzter lag time darstellt. Bernhard et al. sowie
Deutschmann et al. zeigten ahnliche Ergebnisse, die auf eine erhohte
Gerinnungsbereitschaft bei Kindern mit CED hindeuten (162,163). In beiden
Untersuchungen war das ETP signifikant héher bei CU und MC im Vergleich zu
gesunden Personen. Eine Studie von Besser et al. deutet sogar auf eine Assoziation
zwischen erhdhtem ETP und rekurrierenden VTEs hin (194). Somit unterstreichen
die Ergebnisse unserer Arbeit das weitgehend bekannte Thromboserisiko bei CED-
Betroffenen im akuten Schub und verdeutlichen die Notwendigkeit eines
engmaschigen Gerinnungsmanagements wahrend der akuten CED-Phase
(10,143-145).

Paradoxerweise verkirzt sich die lag time bei MC mit Remission der
Erkrankung, was auf eine hdhere Gerinnungsbereitschaft im Plasma bei Sistieren
der Entzindung hindeutet. Ebenso kontraintuitiv gegenuber der ursprunglichen
Annahme des prothrombotischen Shifts ist die signifikant positive Korrelation des
PCDAI mit der lag time. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits von Stercel et al. in
einer Studie zu Thrombingeneration bei Kindern mit CED in Abhangigkeit der
COVID-19 Immunisierung berichtet (195). Sie zeigten eine ahnlich hohe positive
Spearman-Korrelation (rs = .57, p = .024) zwischen dem PCDAI und der lag time.
Auch die Untersuchung von Bernhard et al. wies einen positiven jedoch nicht
signifikanten (r = .27, p = .054) Trend zwischen der lag time und dem PCDAI auf
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(163). Somit wirden diese beiden Ergebnisse flir eine niedrigere
Gerinnungsbereitschaft bei hohem Entziindungsniveau sprechen. Dieses Bild passt
jedoch nicht zum erhéhten Thromboserisiko bei CED-Patientinnen und Patienten
(10,144). Verantwortlich dafur ware moglicherweise die endogene TFPI-
Konzentration. In Zustanden schwerer Inflammation, wie z.B. Sepsis, wird vermehrt
TFPI ausgeschuttet, um einer entstehenden disseminierten intravasalen
Koagulopathie entgegenzuwirken (196). Ahnliche Zustande kénnten sich auch bei
schwerer Erstmanifestation oder bei neuerlichem Schub einer CED zeigen. Leider
wurden die endogenen TFPI-Spiegel zur Kontrolle dieses Einflusses nicht erhoben.
Eine weitere Erklarung kénnten drei Case reports von Cakar et al. liefern (197). Sie
berichten von zwei CU-Patienten und einem MC-Patienten mit erworbenem FVII-
Mangel bei Erstmanifestation. Der FVII-Mangel konnte durch verminderte
Syntheseleistung oder durch erhdéhten Verbrauch Zustandekommen und die
verlangerte lag time bei hoherer Entzindungsaktivitat erklaren. Da es sich hierbei
jedoch nur um Case reports handelt, kann dies nur als Hinweis und nicht als

allgemein gultige Aussage gesehen werden.

Der prothrombotische Zustand im Plasma wahrend akuter BGE ist vermutlich
auf die Dehydratation durch den massiven Flussigkeitsverlust bei infektioser
Diarrhoe zurickzufuhren. Zudem konnte Fieber als haufig auftretendes
Begleitsymptom zur Hyperkoagulabilitat beitragen (198). Es gibt derzeit in der
Literatur keine Hinweise auf einen direkten Zusammenhang zwischen den haufigen
BGE-Erregern Salmonella enterica oder Campylobacter jejuni und einer erhdhten
Gerinnungsbereitschaft im Plasma. PolyP tragt vermutlich nicht zu dieser erhdhten

Gerinnungsbereitschaft bei.

4.3 Limitationen

In diesem Abschnitt soll auf Limitationen dieser Studie eingegangen werden.
Besonders Untersuchungen im klinischen Setting sind oft durch limitierte
Stichprobengréfien oder patientenbezogene Faktoren, wie etwa Wahrnehmen von
Terminen oder Compliance, eingeschrankt. Die Ergebnisse sollten im Kontext

dieser Einschrankungen und Hurden gesehen werden.

An erster Stelle sei die niedrige Anzahl der Proben zu Therapiebeginn als

Limitation dieser Studie zu nennen. Dies ermoglicht nur eine eingeschrankte

59



Interpretierbarkeit der longitudinalen Vergleiche. In Anbetracht der niedrigen
Inzidenz an padiatrischen CED-Erstmanifestationen und des longitudinalen
Studiendesigns war es trotz mehrjahriger Rekrutierung schwierig eine grolere
StichprobengrofRe zu generieren. Zudem fuhrten Ausschlusse nach Abschluss der
Rekrutierung zu einer weiteren Reduktion der Stichprobengréfie. Zur Lésung der
eingeschrankten Power wurden in Kapitel 3.3 gepaarte t-Tests zwischen

Erstmanifestation und Remission durchgefuhrt.

Als eine weitere Einschrankung erweist sich das Alter der Kontrollgruppe. Da
es ethisch nicht rechtfertigbar ist, gesunden Kindern zur Bildung einer gleichaltrigen
Kontrollgruppe dieser Studie Blut abzunehmen, besteht diese ausschlieB3lich aus
Blutplasmaproben von Erwachsenen. In der Interpretation der relativen (A)
Ergebnisse stellt dies nur ein geringes Problem dar, weil kein Einfluss des Alters auf
den PolyP-Gehalt der Thrombozyten bzw. auf die PolyP-Synthese des
Darmmikrobioms nachgewiesen wurde. Jedoch zeigten Haidl et al. ein steigendes
ETP mit hdherem Alter, wodurch die Unterschiede zwischen CED und BGE
gegentber Kontrollen kleiner ausfallen kénnten als sie tatsachlich bei Gleichaltrigen
waren (199). Zudem ist die lag time bei Kindern zwischen sieben und elf Jahren
signifikant langer als bei Erwachsenen, jedoch machten Kinder dieser Altersgruppe

nur einen Bruchteil der Stichprobe dieser Arbeit aus.

Weiters stellt die uneinheitliche Dosierung von Mesalazin eine
Einschrankung dar. Es wurde in den Berechnungen nur zwischen Mesalazin ja/nein
unterschieden. So konnte ein dosisabhangiger Effekt auf die bakterielle PolyP-

Synthese verschleiert werden.

Moglicherweise war die gewahlte Methode zur Messung der PolyP-Aktivitat
nicht sensitiv genug, um Kkleinere Unterschiede im PolyP-Gehalt zwischen
Kontrollen und CED feststellen zu kénnen. Daraus ergabe sich jedoch nur ein
geringer Einfluss auf die TFPI-Inhibition und folglich auch auf das Thromboserisiko.
Zudem ist die Messung von PolyP durch dessen TFPI-Inhibition bis dato die einzige

Madglichkeit, um PolyP zuverlassig im Plasma ermitteln zu kénnen.

Zum Abschluss stehen die Limitationen in der Praanalytik. Durch vendse
Blutentnahme in bereits zuvor mit CTI gefullte Abnahmerdhrchen hatte eine sichere

Unterbindung der Kontaktaktivierung gewahrleistet werden konnen (200). Die
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Verhinderung der Kontaktaktivierung wurde im Vorfeld getestet und zeigte bei
nochmaliger Zentrifugation zufriedenstellende Ergebnisse. Eine sichere Inhibition
konne aber vermutlich nur die Zugabe von CTI garantieren. Da die Blutentnahme
jedoch im Rahmen von Routinekontrollen durchgefuhrt wurde, konnte die Entnahme
nur mittels S-Monovette Natrium-Citrat Roéhrchen erfolgen. Weiters ware die
Beflllung der einzelnen Entnahmesysteme mit CTI sehr kostenintensiv und daher
nicht durchfuhrbar.

4.4 Ausblick

Wir konnten keine negativen Effekte von endogenem PolyP in der Zirkulation
bei CED-Patientinnen und Patienten finden. In zuklnftigen Untersuchungen sollte
der Fokus auf die positiven Effekte von exogenem PolyP in der Pathophysiologie
von CED gelegt werden. Die ersten Hinweise einer remissionsinduzierenden
Wirkung von oral oder rektal verabreichten PolyP, welche von Fujiya et al. und
Segawa et al. beschrieben wurden, sollten in weiteren randomisiert kontrollierten
Studien Uberpruft werden (177,182). Auch die positiven Effekte von PolyP auf die
Fibrosierung und Entzindung im Colon, welche bislang nur im Tiermodell
nachgewiesen wurden, sollten weiter in klinischen Untersuchungen am Menschen
bestatigt werden (180,181). So wiirde mit PolyP erstmals eine Therapie zugelassen
werden, welche Uber HSP27-Upregulation im Darmlumen eine direkte
Verbesserung und Heilung der Darmbarriere induziert (177). Dies verhindert die
unangenehmen Nebenwirkungen und Effekte der bisherigen CED-Therapien, die
hauptsachlich auf Beeinflussung und Unterdrickung der (Auto-)Immunantwort
beruhen. Hier sollten jedoch die moéglichen negativen Einflisse von exogenem
PolyP, wenn es durch die geschadigte Darmbarriere in das Blutsystem gelangt,
bedacht werden. Exogenes PolyP kdnnte aufgrund seiner héheren Kettenlange
weitaus starkere Einflliisse auf Inflammation sowie Gerinnung ausiben, wodurch zu
hohe Dosierungen bei geschadigter Darmbarriere potenziell schwerwiegende
Nebenwirkungen haben kdnnten. Die in dieser Arbeit beschriebene Messmethodik

kdnnte in zuklnftigen Untersuchungen ein Monitoring diesbeztiglich ermdglichen.

Der PolyP-Gehalt im Stuhl von padiatrischen CED-Patientinnen und
Patienten kdonnte Aufschluss Uber die pathophysiologische Rolle von mikrobiellem

PolyP geben. Da die genaue Rolle des Mikrobioms in der Entstehung sowie
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Aufrechterhaltung von CED derzeit noch unklar ist, ware eine Schlisselfunktion von

bakteriellem PolyP denkbar.

4.5 Fazit
PolyP scheint die Gerinnung bei Kindern mit CED nicht mafgeblich zu

beeinflussen. Obwohl mehrere Studien die gerinnungsaktive Rolle von PolyP
nachweisen, konnte eine Beeinflussung der Thrombingeneration bei CED nicht
gezeigt werden. Die PolyP-abhangigen Veranderungen unterscheiden sich weder
zwischen CED und BGE noch im Vergleich zu gesunden Personen. Die
Entzindungsaktivitat im Darm scheint die PolyP-Aktivitat ebenso nicht zu
beeinflussen, da sich keine Unterschiede zwischen aktiver Phase und Remission
finden. Zudem entfaltet Mesalazin seine therapeutische Wirkung bei CED

vermutlich nicht durch die Inhibition der bakteriellen PolyP-Synthese.

Ungeachtet dessen stellt sich ein prothrombotischer Zustand, charakterisiert
durch erhdhtes ETP und peak Thrombin sowie verklrzter lag time, in der Akutphase
einer CED und bei BGE dar. Erhdhte Entzindungsaktivitat, gemessen durch den
PCDAI, scheint jedoch die lag time zu verlangern, wodurch der potenzielle Effekt

des erhohten ETP geschwacht werden konnte.

Zukunftige Untersuchungen sollten den Fokus auf die Rolle von exogen
applizierten PolyP in der Pathophysiologie von CED legen. PolyP kénnte so als
etwaiges neues Medikament einen Fortschritt in der CED-Therapie bringen und als
Alternative fur die derzeitigen nebenwirkungsreichen sowie kostenintensiven

Medikamente dienen.
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Anhang

Anhang 1

Korrelation zwischen Disease-Scores und relativen CAT-Parametern

Alag time AETP Apeak ATTP AVellndex  AStartTail
PCDAI Is -.25 47 .29 =17 .23 27
p 420 107 .342 .585 459 .382
n 13 13 13 13 13 13
PUCAI Is .03 .09 .09 -.03 A1 -.06
p .906 723 .706 .896 .655 .805
n 20 20 20 20 20 20

Anmerkung: PCDAI = Pediatric Crohn’s Disease Activity Index, PUCAI = Pediatric
Ulcerative Colitis Activity Index, ETP = Endogenous Thrombin Potential, TTP =

time to peak, Vellndex = Velocity Index.
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