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Zusammenfassung

Es gibt zahlreiche Beschreibungen von Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom
(MDS), die neben einem charakteristischen neurologischen Phanotyp haufig auch an
wiederkehrenden und schweren Infektionen mit starker Entziindung, insbesondere der
Atemwege, leiden. Die Pathogenese dieser gehauften Infektionen ist noch nicht geklart.
Beinahe alle Patienten weisen auch eine Duplikation des benachbarten IRAK1-Gens auf,
welches das IRAK1-Protein kodiert. IRAK1 spielt eine Rolle im proinflammatorischen
kanonischen NF-kB-Signalweg. Wir stellten die Hypothese auf, dass die Duplikation von
IRAK1 zu einer vermehrten NF-kB-vermittelten Inflammation bei Patienten mit
MECP2/IRAK1-Duplikation fuhrt.

Wir flhrten erstmals eine systematische Literaturrecherche durch und verglichen den
neurologischen und infektiologischen Phéanotyp der bereits beschriebenen Patienten mit
MECP2/IRAK1-Duplikationssyndrom. Zudem untersuchten wir den Einfluss der
Uberexpression von IRAK1 auf die kanonische NF-kB-Signaliibertragung, indem die
Produktion proinflammatorischer Zytokine gemessen und die IRAK1-Phosphorylierung
und -Degradierung sowie der IkBa-Abbau nach Stimulation mit IL-13 und TLR-Agonisten
in immortalisierten SV40-Fibroblasten, PBMC und Vollblut von 9 Patienten gemessen

wurden.

In der Literatur wurden bislang 546 Patienten beschrieben, davon 506 (93%) méannliche
und 40 (7%) weibliche Patienten. 78% (374/479) litten an wiederkehrenden oder
schweren Infektionen, insbesondere der Atemwege, mit einem Unterschied in der
Haufigkeit zwischen weiblichen (55%) und mannlichen (83%) Patienten. Patienten
wiesen eine Verdopplung bis Verdreifachung von IRAK1-Protein in Fibroblasten auf.
Patienten und Kontrollen wiesen nach Stimulation mit IL-1B die gleichen Muster bei
IRAK1-Phosphorylierung und -Abbau sowie IkBa-Abbau auf. Sowohl Patienten als auch
gesunde Kontrollen zeigten eine ahnliche IL-6- und IL-8-Produktion nach Stimulation mit
IL-18 und TLR2/6-Agonisten in SV40-Fibroblasten. In PBMC und Vollblut war die
Zytokinproduktion nach Stimulation mit IL-18 und TLR4 und TLR2/6-Agonisten bei

Patienten und Kontrollen gleich.

Zusammenfassend konnten wir in unserer Kohorte keine Hinweise auf eine verstarkte
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs bei MECP2/IRAK1-duplizierten Patienten finden.
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Daher gehen wir davon aus, dass diese Patienten nicht von einer therapeutischen

Unterdrickung dieses Signalweges profitieren.

Abstract

There are numerous descriptions of patients with MECP2 duplication syndrome (MDS)
who, in addition to a characteristic neurological phenotype, often suffer from recurrent
and severe infections with strong inflammation, particularly of the respiratory tract. The
pathogenesis of these clustered infections is not yet clear. Nearly all patients also have a
duplication of the adjacent IRAK1 gene, which encodes the IRAK1 protein. IRAK1 plays
a role in the proinflammatory canonical NF-kB signaling pathway. We hypothesized that
duplication of IRAK1 leads to increased NF-kB-mediated inflammation in patients with
MECP2/IRAK1 duplication.

We performed a systematic literature review for the first time and compared the
neurological and infectious phenotype of previously described patients with MECP2
duplication syndrome. In addition, we investigated the impact of IRAK1 overexpression
on canonical NF-kB signaling by measuring proinflammatory cytokine production and
IRAK1 phosphorylation and degradation and IkBa degradation after stimulation with IL-
1B and TLR agonists in immortalized SV40 fibroblasts, PBMC, and whole blood from 9

patients.

To date, 546 patients have been described in the literature, of whom 506 (93%) were
male and 40 (7%) were female. 78% (374/479) suffered from recurrent or severe
infections, especially respiratory, with a difference in frequency between female (55%)
and male (83%) patients. Patients exhibited a doubling to tripling of IRAK1 protein in
fibroblasts. Patients and controls showed the same patterns of IRAK1 phosphorylation
and degradation and IkBa degradation after stimulation with IL-1p. Both patients and
healthy controls showed similar IL-6 and IL-8 production after stimulation with IL-18 and
TLR2/6 agonists in SV40 fibroblasts. In PBMC and whole blood, cytokine production after
stimulation with IL-18 and TLR4 and TLR2/6 agonists was the same in patients and

controls.

In summary, we found no evidence of enhanced activation of the NF-kB pathway in
MECP2/IRAK1-duplicated patients in our cohort. Therefore, we assume that these
patients do not benefit from therapeutic suppression of this pathway.
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1 Einleitung

1.1 Das MECP2-Duplikationssyndrom

Das MECP2-Duplikationssyndrom (MDS) ist eine seltene X-chromosomal-rezessiv
vererbte Erkrankung, die auf einer Duplikation des Methyl-CpG-Bindungsproteins 2
(MECP2) -Gens in der Chromosomenregion Xq28 beruht. Es wurde nach der
Erstbeschreibung von Lubs et al. 1999 zunéachst als Lubs-Syndrom bezeichnet, bis 2005
die Duplikation des MECP2-Gens als ursachlich beschrieben wurde [1-3]. Die Grof3e der
Duplikation auf dem Chromosom Xg28 und damit auch die Anzahl der duplizierten Gene
ist variabel. In vielen Veroffentlichungen wurde die Duplikation des MECP2- und des

benachbarten IRAK1-Gens als die ,minimal critical region“ beschrieben [4-6].

MECP2 kodiert das Methyl-CpG-Bindungsprotein 2 (MECP2), welches zur Familie der
methylierten DNA-bindenden Proteine (MBP) gehort und durch Aktivierung und
Inhibierung zur Regulation der Transkription fuhrt, unter anderem durch Bindung
methylierter CpG-Dinukleotide in DNA-Promotoren [7,8]. MECP2 wird ubiquitar
exprimiert, wobei es im Gehirn, insbesondere in neuronalen Zellen, haufiger vorkommt.
Das Ausmald der Expression korreliert mit der Reifung von Neuronen [9,10]. Eine
Mutation oder Deletion des MECP2 fuhrt zum Rett-Syndrom, wahrend die Duplikation
des Gens als Ursache fir den neurologischen Phénotyp beim MECP2-

Duplikationssyndrom angenommen wird [4,11].

IRAK1 kodiert die Interleukin-1 Rezeptor assoziierte Kinase 1 (IRAK1), ein
Adapterprotein der angeborenen Immunitét (,innate immunity“), das an verschiedenen
Signalprozessen beteiligt ist, die Immunitat und Entziindungen regulieren, und die ich im
Folgenden naher beschreibe [12-19].

1.1.1 Klinischer Phanotyp

Der klinische Phanotyp des MECP2-Duplikationssyndroms ist charakterisiert durch
Intelligenzminderung, ausgeprégte Entwicklungsverzégerungen mit weitgehend
ausbleibender Sprachentwicklung und muskulare Hypotonie insbesondere der Rumpf-
und Gesichtsmuskulatur. Freies Gehen wird in der Regel nicht erreicht. Weitere haufige
Symptome sind leichte kraniofaziale Dysmorphien, epileptische Anfalle, eine progressive

Spastik, Ataxie, sowie das Auftreten rezidivierender, schwerer Infektionen [1,2,20]. Ein
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Grol3teil der Patientinnen und Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom verstirbt vor
dem 25. Lebensjahr, haufig an respiratorischen Infektionen [1,4,21]. Hauptséchlich
betroffenen sind mannliche Patienten. Basierend auf den Daten von mehreren
genetischen Screening-Studien kdnnten ungefahr 1-2 % der schweren X-chromosomalen
geistigen Behinderungen bei Mannern durch das MECP2-Duplikationssyndrom erklart
werden [1,4,5,20,22-24]. Bei den meisten weiblichen Patientinnen mit MECP2-
Duplikation handelt es sich um klinisch nicht betroffene Tragerinnen, die ein vorteilhaft
verschobenes Muster der X-Chromosom-Inaktivierung (XCI) aufweisen [1,5,22,25].
Einige Frauen zeigen jedoch einen leichten bis schweren Phanotyp. Es wird vermutet,
dass die Symptome bei Frauen einerseits durch die Lage des duplizierten Materials auf
einem Autosom oder andererseits durch eine unginstige X-Chromosom-Inaktivierung
verursacht werden konnten [26—40]. Das Ausmali der Symptome bei Frauen mit einer
MECP2-Duplikation kann jedoch nicht mit ihrem X-Chromosom-Inaktivierungs-Muster

korreliert werden, zumindest nicht, wenn es im peripheren Blut gemessen wird [40].

1.1.2 Immunologischer  Phé&notyp und bisherige  pathophysiologische

Erklarungsansatze

Nur wenige Studien charakterisierten den infektiosen und immunologischen Phanotyp
der Patientinnen und Patienten. Am haufigsten beschrieben sind eine mangelnde
Impfantwort, insbesondere  gegen  Streptococcus pneumoniae, und ein
Immunglobulin(lg)-Mangel, sowie unerkléarliche Fieberschiibe und auffallend hohe Werte
von C-reaktivem Protein (CRP) [41]. Bauer et al. schlugen die Substitution von
polyvalentem 1gG bei Patientinnen und Patienten mit einem IgG2-Unterklassendefizit
und/oder niedrigen Impftitern gegen Pneumokokken vor, die an rezidivierenden
Infektionen leiden - gegebenenfalls in Kombination mit prophylaktischen Antibiotika
[41,42].

Der zugrundeliegende Pathomechanismus fir die ausgepragte Akute-Phase-Reaktion
und die schweren Infektionen bei diesen Patienten und insbesondere die Frage, ob es
sich eher um infektioses oder autoinflammatorisches Fieber handelt, ist nach wie vor
unklar [43,44]. Yang et al. schlugen vor, dass die schweren Infektionen bei Patientinnen
und Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom auf das Fehlen einer TH1-Antwort und
eine daraus resultierende geringe Interferon-y-Aktivitat zurtckzufuhren sind [45].

Andererseits wurde ein gastrotésophagealer Reflux mit anschlielBender Aspiration als
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Ursache fur haufige Atemwegsinfektionen vermutet [3,46]. Kirk et al. postulierten einen

Zusammenhang zwischen der IRAK1-Duplikation und der Anfalligkeit fir Infektionen [47].

1.2 Signalwege der angeborenen Immunitat

1.2.1 Toll-like-Rezeptoren und Zytokin-Rezeptoren sowie ihre Liganden und

Signalwege

Die Erkennung von sogenannten Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (PAMP)
Uber Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptor, PRR) sind als Teil des
angeborenen Immunsystems in der frihen Immunantwort tberlebenswichtig, indem sie
verschiedene mikrobielle Bestandteile erkennen [48]. Eine Schlisselrolle spielt eine
Unterform der PRR, die Toll-like-Rezeptoren (TLR), von denen beim Menschen bisher
zehn verschiedene Arten beschrieben sind. Einige TLR befinden sich in der Zellmembran
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10) und andere in der Endosom-Membran (TLR3,
TLR7, TLR8, TLR9). TLR2 in Verbindung mit TLR1 oder TLR6 erkennt bakterielle
Lipoproteine und Lipopeptide wie z.B. Pam2CSK4 (TLR 2/6) und Pam2CSKa4 (TLR 1/2).
Die Agonisten von TLR4 sind Lipopolysaccharide (LPS), die Hauptbestandteile der
aulleren Zellwand von gram-negativen Bakterien. TLR5 bindet bakterielles Flaggelin.
Endosomal lokalisierter TLR3 ist fur die Erkennung von Doppelstrang RNA (dsRNA)
verantwortlich, ein Zwischenprodukt, das von den meisten RNA- und DNA-Viren wahrend
ihrer Replikation gebildet wird. Poly(l:C) ist ein synthetisches Analogon von dsRNA. Die
ebenfalls endosomal gelegenen TLR7 und TLR8 erkennen Einzelstrang RNA (SSRNA),
wie beispielsweise R848 (Resiquimod). Agonist fur den endosomalen TLR9 ist

mikrobielle RNA, insbesondere Oligonukleotide aus unmethyliertem CpG [13,48-54].

Zytokin-Rezeptoren sind membranstandige Glykoproteine, die Zytokine wie Interleukine
(IL), Interferone (IFN) und Tumornekrosefaktoren (TNF) spezifisch binden und dadurch
eine intrazellulare Antwort auslésen. Beispiele hierfur sind IL-1-Rezeptoren (IL-1R), die
durch diverse Interleukine wie unter anderem IL-1B stimuliert werden, und TNF-
Rezeptoren (TNFR), von denen der TNFR1 beispielsweise TNF-a erkennt [13,48-54].

In Abh&ngigkeit des vom Rezeptor rekrutierten Adapterproteins wird zwischen MyD88-
abhangigen und TRIF-abhéangigen Signalwegen unterschieden [55]. Das Adapterprotein
fur den IL-1R sowie fiur alle TLR aufRer TLR3, ist Myeloid Differentiation Primary
Response 88 (MyD88) [56]. Dagegen ist das Adapterprotein des TLR3, und teilweise
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auch des TLR4, TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f), auch
TICAM1 (TIR domain containing adaptor molecule 1) genannt [56] (Abb. 1). Der MyD88-
abhangige Signalweg fuhrt in erster Linie zur Produktion von proentzindlichen Zytokinen
(z.B. IL-1, IL-6, IL-8, TNF) und Chemokinen, wéahrend die TRIF-Achse hauptséachlich die
Expression von Typ-I-IFN (z. B. IFN-a und IFN-B) induziert [57,58].

1.2.2 MyD88- und IRAK-abhangiger kanonischer NF-kB-Signalweg

INF@ (L1 LPS PAM,CSK;

TNFR1 IL-IR TLR4 TLR2/6

Endosom

ssRNA

IRAK4 -
MyD88 |RAK2 J oly(l:C)
IRAK1 ® TLR7 yroDig
V 4 ¢
= < ‘ ® 4 S
__TRAF6 ) IRAK1 @\ L 4 /" TLR9 U= N
_(_TAB1 )+— ( TRAF6 ) ® MyD8s - i
(TAKT (TAB2) IRAK1 : TRIF
Rl o2 P IRAKE  IRAK2 o
Degradierung — ® - = ‘[
IKKy TRAFe ) 'RAK1 4 ( TRAF6 ) ¥
IKKa IKKp  ( TRAF3 ) ~ (_TRAF3 )
@ \ ot
\‘ IkBa #
® 4 p50pe5 IKKe TBK1 IKKe TBK1
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Abbildung 1: vereinfachte Darstellung der Signalwege der angeborenen Immunitat. DNA,
Desoxyribonukleinsaure; IFN, Interferon; IkBa, NF-kB inhibitor a; IKK, IkB kinase; IL, Interleukin;
IL-1R, interleukin-1 receptor; IRAK, interleukin-1 receptor—-associated kinase; IRF, [FN-
Regulationsfaktor; LPS, lipopolysaccharide; MyD88, myeloid differentiation primary response 88;
p50/p65, Komponenten von NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells); ssRNA, Einzelstrang-Ribonukleinsaure; TAB, TAK1-binding proteins; TAK1, TGF-B-
activated kinase 1; TBK, NF-kB activator (TANK)-binding kinase; TLR, toll-like receptor; TNF,
Tumornekrosefaktor; TRAF, TNF receptor—associated factor. Eigene Darstellung mit freundlicher
Genehmigung modifiziert nach Heller et al., 2020 und Gottschalk et al., 2023 [59,60]

Der NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells)-Signalweg ist
ein wichtiger Signalprozess zur Regulation von Immunitat und Entzindungen. Nach

Bindung von IL-1R an ihr jeweiliges Zytokin oder von TLR (aufer TLR3) an ihren
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jeweiligen Liganden rekrutieren diese das Adapterprotein MyD88, das sich Uber eine
homophile Interaktion zwischen ihren Todesdoméanen mit IRAK4 verbindet (Abb. 1). Es
bildet sich das sogenannte MyDDosome bestehend aus MyD88, IRAK4 und
IRAK1/IRAK2. IRAK4 induziert die Phosphorylierung von IRAK1, welches sich dann
autophosphoryliert. Die Phosphorylierung an mehreren Stellen erméglicht es IRAK1, von
dem Komplex zu dissoziieren und gleichzeitig mit nachgeschalteten Proteinen wie dem
TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAF6) zu interagieren, um die Signaltibertragung
einzuleiten. IRAK1 und TRAF6 dissoziieren aus dem Komplex und binden TAK1/TAB
(TGF-B-aktivierte Kinase/TAK1-bindende Proteine). Durch Ubiquitinierung und Abbau
von IRAK1 und TRAF6 wird TAKL aktiviert. Letzteres steigert die Aktivitat des IkB-
Kinase(IKK)-Komplexes, was wiederum zur Phosphorylierung und zum Abbau von
Inhibitoren des Nuklearfaktors kappa B (IkB) fuhrt. Dadurch werden die NF-kB-Dimere,
bestehend aus RelA (p65), c-Rel und p50, aktiviert. Diese wandern in den Zellkern, was
zur Gentranskription und zur Induktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-q,
IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-12 fuhrt [12—-17,54,61,62] (Abb. 1). Patientinnen und Patienten mit
vollstandigem Mangel an MyD88 oder IRAK4 leiden klinisch an invasiven bakteriellen
Infektionen [62—65].

1.2.3 MyD88- und IRAK-unabhangige NF-kB-Signalwege

Neben dem oben beschriebenen klassischen Signalweg gibt es weitere, die tber NF-kB-
Aktivierung ebenfalls zur Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen fihren,
jedoch unabhangig von MyD88 und der IRAK-Familie. Sie werden daher in Experimenten

zur Untersuchung der Zytokin-Ausschuttung haufig als Kontrollen verwendet.

Ein Beispiel dafur ist die Bindung von TNF-a an den Rezeptor TNFR1. In Immunzellen
und Fibroblasten kontrollieren TNFR1-abhangige Signalwege uber Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB MyD88- und IRAK-unabhéangig die Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-8, und TNF-a, aber auch IL-10 [66] (Abb. 1).
Ebenso fuhrt die Stimulation von Zellen mit der Kombination aus PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate) und lonomycin durch MyD88-/IRAK-unabhangige Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB zur Produktion proinflammatorischer Zytokine. ,PMA
aktiviert die Proteinkinase C, wahrend lonomycin ein Kalzium-lonophor ist. Die
Stimulation mit diesen Verbindungen umgeht den T-Zell-Membranrezeptor-Komplex und

fuhrt zur Aktivierung verschiedener intrazelluléarer Signalwege, was zur Aktivierung der T-
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Zellen und zur Produktion einer Vielzahl von Zytokinen fiihrt* (Ubersetzung durch die
Autorin) [67]. Ein weiteres Beispiel ist die Erkennung von dsRNA durch den TLR3, was
zur Aktivierung des TRIF-abhéangigen NF-kB-Signalwegs fuhrt (siehe 1.2.5) (Abb. 1).

1.2.4 MyD88/IRAK-abhangiger Typ-I-Interferon-Signalweg

TLR7 und TLR9 erkennen als PAMP ssRNA bzw. CpG-DNA. Wenn TLR7 und TLR9
einen Liganden binden, aktivieren sie MyD88, das einen Komplex mit TRAF3 und dem
IFN-Regulationsfaktor 7 (IRF7) bildet (Abb. 1). Vermutlich bindet IRAK1 direkt an IRF7
und ist in diesem Komplex enthalten. IRAK4 befindet sich moglicherweise stromaufwarts
von IRAK1 und ist an der Aktivierung von IRAK1 durch Phosphorylierung beteiligt. Wenn
der Komplex in den Zellkern transloziert wird, induziert er die Transkription von IFN-
Genen des Typs | (IFN-a/-B), welche das virale Wachstum hemmen und die antivirale
Reaktion regulieren [13,14,54,68] (Abb. 1). AuRerdem kann das nach TLR7- oder TLR9-
Ligand-Bindung aktivierte MyD88 auch TRAF6 rekrutieren, was den NF-kB-Signalweg
aktiviert (s. 1.1.2) (Abb. 1).

Interferone sind fur eine adaquate Abwehr von Viren unerlasslich. Eine pathologisch
verstarkte oder anhaltende Aktivierung des IFN-Signalwegs kann auch urséchlich fur
Autoimmunerkrankungen sein [68—71]. Bei IRF7-Mangel sind Kinder selektiv anfallig fir
schwere Infektionen durch Influenza und SARS-CoV2 und zeigen eine beeintrachtigte
Typ-I-IFN-Signatur [72,73]. Die Messung von Typ-I-IFN im Blut ist zwar mittels
Enzymimmunoassay theoretisch moglich (ELISA), aber aufgrund der geringen
Blutkonzentrationen sehr kosten- und zeitaufwandig und daher auch nur unzureichend
fur die Routinediagnostik validiert. Eine Alternative bietet die quantitative Bestimmung der
Expression von Typ-I-Interferon-stimulierten Genen (ISG) wie beispielsweise 1SG15 und
Siglec-1, die sogenannte IFN-Signatur, mittels rt-PCR oder Gesamt-RNA-Sequenzierung
(RNA-Seq) [74,75]. Eine IFN-Signatur kommt bei zahlreichen rheumatischen
Erkrankungen vor, unter anderem Systemischem Lupus erythematodes,
Dermatomyositis, Systemischer Sklerose und Sjogren-Syndrom [76-79]. Eine
preiswerte, robust verfiigbare und gut validierte Alternative zur aufwendigen Bestimmung
dieser ,Interferonsignatur® im Vollblut stellt die Messung der Expression von CD169 auf
der Zelloberflache von Monozyten aus peripherem Blut mittels Durchflusszytometrie dar
[68]. CD169 (Siglec-1), ein Zelloberflachenmarker, wird auf Blutmonozyten im Rahmen

einer physiologischen Abwehrreaktion zu einem frihen Zeitpunkt wahrend einer
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Virusinfektion hoher exprimiert. Die Expression von CD169 auf Monozyten (MoCD169)
ist dabei vor allem bei einer Virusinfektion erhéht, nicht jedoch bei Patienten mit einer
bakteriellen Infektion, sodass CD169 auf Monozyten auch als ein Marker zur
Unterscheidung zwischen bakteriellen und viralen Infektionen dienen kdnnte [80,81]. Die
Expression von MoCD169 ist auch bei Patienten mit Autoimmun- und
autoinflammatorischen Erkrankungen erhoht, bei denen IFN-a an der Pathogenese
beteiligt ist, und dient beispielsweise bei der Behandlung des Systemischen Lupus
erythematodes als ein gut etablierter Aktivitatsmarker [69,82,83].

1.2.5 TRIF-abhéngiger Typ-I-Interferon-Signalweg

TLR3 ist der einzige Rezeptor in der TLR-Familie, der in seiner Signalgebung vollstandig
von TRIF abhéngt. Der TLR3-Signalweg verzweigt sich von TRIF aus in zwei Zweige. Ein
Zweig fuhrt Uber TRAF6 zur Aktivierung von NF-kB, wahrend der zweite Zweig Uber
TRAF3 die Aktivierung von IRF3 bewirkt (Abb. 1). Uber TRAF6 kommt es zur Aktivierung
der IkB-Kinasen (IKK), welche wie unter 1.2.2 beschrieben den kanonischen NF-kB-
Signalweg aktivieren, was zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen bzw.
Chemokinen fihrt. Uber TRAF3 kommt es zur Aktivierung weiterer Proteine wie IKKe und
TRAF family member-associated NF-kB activator (TANK)-binding kinase 1 (TBK1), was
zur Produktion von Typ-I-IFN fihrt [50,54,84—86] (Abb. 1). Auch Uber den TLR4 kann der
TRIF-IRF3-abhéangige Typ-I-Interferon-Signalweg aktiviert werden [54], was in Abb. 1 aus
Grunden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt ist. Die genauen Mechanismen und die

Regulierung von TRIF sind Gegenstand aktueller Forschung [85].

1.3 Die Rolle von IRAKL1 in Signhalwegen der angeborenen Immunitat

1.3.1 Die IRAK-Familie

Die IRAK-Familie, eine Gruppe von Kinasen, spielt eine zentrale Rolle bei
Entziindungsreaktionen und ist entscheidend fir die Eliminierung von Viren, Bakterien
und Krebszellen sowie fur die Wundheilung [15]. Beim Menschen wurden bisher vier
Mitglieder beschrieben: die katalytisch aktiven IRAK1 und IRAK4, sowie IRAK2 und
IRAK3 (auch IRAKM genannt) ohne katalytische Aktivitat. IRAK1, IRAK2 und IRAK4
spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung sowohl des IL-1-vermittelten als auch des
TLR-vermittelten, kanonischen Signalwegs von NF-kB [12-17] (Abb. 1). Es wird
angenommen, dass IRAK4 IRAK1 phosphoryliert, wodurch IRAK1 eine
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Autophosphorylierungskaskade in Gang setzen kann. Dies ermdglicht die Lésung von
MyD88 und die Einleitung der Signalibertragung. Die (Auto-) Phosphorylierung fihrt aber
nicht nur zu einer Aktivierung, sondern hat auch einen regulatorischen Charakter, indem
phosphoryliertes IRAK1 von Ubiquitin-Ligasen erkannt und fir den proteasomalen Abbau
markiert wird [15,19].

1.3.2 Die Rolle von IRAK1 im NF-kB-Signalweg

IRAK1 wurde als eine Kinase beschrieben, die in vitro maf3geblich an der TLR- und IL-
1R-Signallibertragung beteiligt ist. Die IL-1-vermittelte IL-6-Produktion und Aktivierung
von NF-kB waren in murinen IRAK1-defizienten Embryonal-Fibroblasten und Haut-
Fibroblasten stark vermindert [87,88]. Makrophagen von IRAK1-defizienten Mausen
wiesen eine geringere Zytokinproduktion nach TLR4- TLR7- und TLR8-Stimulation auf,
nicht aber nach TLR2-Stimulation [89]. Swantek at al. konnten zeigen, dass die
Zytokinproduktion sowie die NF-kB-Aktivierung als Reaktion auf den TLR4-Liganden LPS
in IRAK1-defizienten murinen Makrophagen beeintrachtigt, aber nicht aufgehoben war
[90]. Die TLR7- und TLR9-vermittelte NF-kB-Aktivierung und Produktion
proinflammatorischer Zytokine ist in plasmazytoiden dendritischen Zellen von IRAK1-
defizienten Mausen nicht beeintrachtigt [14,91]. Scheinbar ist IRAK1 bei der Reaktion
bestimmter Zelltypen auf bestimmte TLR-Liganden redundant [14].

Der einzige bislang beschriebene menschliche Fall von IRAK1-Defizienz betraf einen
mannlichen Patienten mit gro3er Xg28-Deletion, die sowohl MECP2 als auch IRAK1
umfasste. Er verstarb im Alter von 7 Monaten aufgrund einer fortschreitende
Ateminsuffizienz im Rahmen einer radiologisch bestéatigten Pneumonie, vermutlich im
Rahmen einer Aspiration. In vitro reagierten die SV40-Fibroblasten des Patienten
schlecht auf TLR2/6- und TLR4-Agonisten, aber normal auf IL-13. Im Gegensatz dazu
war die Reaktion in PBMC des Patienten normal auf IL-13 und alle getesteten TLR-
Agonisten (TLR1/2, TLR2/6, TLR4, TLR7 und TLRS8). Die TLR- und IL-1R-vermittelte
SignalUbertragung in menschlichen Fibroblasten scheint bei den IRAK-Proteinen zu
divergieren: IRAK1 ist fiir die Signalibertragung nach TLR ausschlaggebend, wahrend
die Signalibertragung nach IL-1R durch IRAK1, IRAK2 oder beide vermittelt werden
kann. Auch in Leukozyten scheint der TLR-/IL-1R-Weg durch IRAK1, IRAK2 oder beide

vermittelt zu werden [92].
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1.3.3 Die Rolle von IRAK1 im Typ-I-Interferon-Signalweg

IRAK1 ist auch ein Schlusselregulator bei der TLR7- und TLR9-vermittelten Typ-1-IFN-
Induktion [14]. In vitro reguliert IRAK1 die transkriptionelle Aktivierung von IRF7 durch
direkte Bindung und Phosphorylierung. Die TLR7- und TLR9-vermittelte IFN-a-
Produktion ist in IRAK1-defizienten Mausen aufgehoben [14,91]. Zusammenfassend ist
IRAK1 fur die TLR7- und TLR9-vermittelte NF-kB-Aktivierung zwar entbehrlich, aber fur
die Regulation der IFN-Induktion durch die Aktivierung von IRF7 unerlasslich [14,91]. Im
TLR3-TRIF-abhangigen IFN-Signalweg spielt IRAK1 nach aktuellem Forschungsstand
keine Rolle [50,84,85].

1.4  Fragestellung

Bislang wurden zahlreiche Fallberichte Gber Patientinnen und Patienten mit MECP2-
Duplikationssyndrom veroéffentlicht. Jedoch existierte keine systematische Ubersicht,
sodass es unmaglich war, zuverlassige Aussagen zur Pravalenz der Symptome, sowie
zu Geschlechterverhaltnissen, zu treffen. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, durch eine
systematische Literaturrecherche den aktuellen Wissensstand Uber alle veroffentlichten

Patientinnen und Patienten zusammenzufassen und folgende Fragen zu beantworten:

¢ Wie viele Patientinnen und Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom wurden
bislang veroffentlicht? Aus welchen Landern kommen diese Veroéffentlichungen?

e Wie viele von diesen prasentieren sich mit den Hauptsymptomen geistige
Entwicklungsverzégerung und/oder infantile Hypotonie?

¢ Wie viele von diesen leiden an epileptischen Anfallen?

e Bei wie vielen von diesen sind schwerwiegende/ wiederkehrende Infektionen
beschrieben? Wie oft betreffen diese die Atemwege? Welche weiteren Infektionen
sind haufig? Welche Erreger wurden identifiziert?

e Wie viele dieser Patientinnen und Patienten sind vorzeitig verstorben und an
welcher Todesursache?

e Welche immunologische Diagnostik wurde bei den Patientinnen und Patienten
durchgeftihrt und welche Ergebnisse ergab diese?

e Welche Therapien wurden durchgefuhrt?
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Die fur das MECP2-Duplikationssyndrom als typisch beschriebenen schweren
wiederkehrenden Infektionen kombiniert mit der Duplikation des an wichtigen
Inflammationssignalwegen beteiligten IRAK1-Gens warf die Frage auf, ob eine
Uberexpression von IRAK1 ursachlich fir den klinischen Phanotyp sein konnte. Ein
verstarktes Signal im kanonischen NF-kB-Signalweg konnte Akute-Phase-Reaktionen
nachteilig beeinflussen. Wir vermuteten, dass Patientinnen und Patienten mit einer
MECP2/IRAK1-Duplikation eine verstarkte proinflammatorische Signaltransduktion tber
den TLR-/IL-1R-gesteuerten kanonischen NF-kB-Signalweg aufweisen konnten und

formulierten die folgende Hypothese:

Die Duplikation von IRAK1 fuhrt zu einer vermehrten Aktivierung des kanonischen TLR/
ILLIR-MYD88-IRAK4-IRAK1-NF-kB-abhangigen Signalwegs mit konsekutiv erhohter
Bildung proinflammatorischer Zytokine bei Patienten mit MECP2/IRAK1-Duplikation.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden die folgenden Unterhypothesen Uberpriift:

a. Patienten mit MECP2/IRAK1-Duplikation weisen eine verstarkte Expression von
IRAK1-Protein im Vergleich zu gesunden Probanden auf.

b. Patienten mit MECP2/IRAK1-Duplikation weisen in Fibroblasten einen schnelleren
IkBa-Abbau nach Stimulation mit IL-13 im Vergleich zu gesunden Probanden auf.

c. Die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen nach Stimulation mit TLR2/6-
und TLR4-Agonisten ist in vitro in Fibroblasten, PBMC und/ oder Vollblut von
Patienten mit MECP2/IRAK1-Duplikation im Vergleich zu gesunden Probanden

verstarkt.
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2 Methodik

2.1 Systematische Literaturrecherche der bisher publizierten Patientinnen und

Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom

Die systematische Literaturrecherche wurde mit dem Ziel der Transparenz und
Reproduzierbarkeit angelehnt an die Richtlinien des Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) und nach den STARLITE-

Grundsatzen (Standards for Reporting Literature searches) durchgefuhrt.

Tabelle 1: Anwendung der STARLITE-Prinzipien auf die Literaturrecherche; eigene Darstellung

Element Erlauterungen

S: Sampling strategy umfassend

T: Type of studies vollsténdig berichtet

A: Approaches Elektronisch und Zitat-Schneeballprinzip
R: Range of years vollstandig berichtet

2005 (Erstbeschreibung) bis 2021, zusatzlich Artikel vor 2005
durch Zitat-Schneeballprinzip

L: Limits Sprache (Englisch, Deutsch, Franzdsisch, Spanisch)

I: Inclusion and Exclusion  Einschluss (human, Duplikation oder Triplikation von MECP2-
und IRAK1-Gen); Ausschluss (Volltext nicht verfligbar,
unvollstéandige Duplikation der Gene, IRAK1 nicht vollstandig

dupliziert)
T: Terms used Suchbegriffe ,MECP2 duplication“ oder ,IJRAK1 duplication®
E: Electronic sources PubMed®

Die Datenbank PubMed® wurde nach den Suchbegriffen ,MECP2 duplication“ oder
,IRAK1 duplication® durchsucht. Die Identifizierung der relevanten Studien erfolgte in zwei
Schritten. Zunachst wurden die Titel und Abstracts aller identifizierten Artikel gesichtet,
und Studien, die nicht den Einschlusskriterien entsprachen, ausgeschlossen.
Anschlie3end wurden die verbleibenden Artikel in voller Lange gelesen, um ihre Eignung

Zu bewerten.

Einschlossen wurden nur Artikel, die menschliche Patientinnen und Patienten mit
MECP2-Duplikationssyndrom beschreiben. In der quantitativen Auswertung wurden nur
die Patientinnen und Patienten beriicksichtigt, die eine Duplikation oder Triplikation der
sogenannten ,minimal critical region® aus MECP2- und IRAK1-Gen aufwiesen.

Patientinnen und Patienten, die keine oder lediglich eine teilweise IRAK1-Duplikation
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aufweisen, bzw. bei denen keine Angabe zur IRAK1-Duplikation getroffen wurde, wurden
nicht bericksichtigt. Ausgeschlossen wurden Artikel, bei denen der Volltext nicht abrufbar

war oder die ausschlief3lich in chinesischer Sprache vorlagen.

Die Suche umfasste alle Artikel seit Erstbeschreibung des MECP2-Duplikationssyndroms
im Jahr 2005 bis Marz 2021. Wenn in den gesichteten Fallberichten Bezug auf in anderen
Artikeln verdffentlichte Patientinnen und Patienten genommen wurde, wurden diese
Abstracts ebenfalls eingeschlossen, sodass auch Artikel vor Erstbeschreibung des
Syndroms berticksichtigt wurden, sofern aus den genetischen Informationen hervorging,
dass die Duplikation bzw. Triplikation mindestens die Gene MECP2 und IRAK1 umfasst

haben muss.

Beim Sichten der Volltexte wurden Dopplungen von Patientinnen und Patienten sofern
nachvollziehbar ausgeschlossen. Wenn die Patientinnen und Patienten bereits in einem
Artikel beschrieben wurden, wurden sie in der Auswertung nur einfach gezahlt, aber alle
verfugbaren Informationen zusammengefigt. Zudem wurden die von den gleichen

Autoren veroffentlichten Artikel aktiv auf mogliche Doppelbeschreibungen untersucht.

Fur die Auswertung wurden die Daten aus Volltext, Tabellen und Grafiken der Artikel
extrahiert und systematisch tabellarisch dokumentiert, um eine spatere Analyse zu
ermdglichen. Hierbei wurden unter anderem Informationen wie Anzahl und Alter der
Patientinnen und Patienten, sowie Angaben zum klinischen Ph&anotyp, zur genetischen,
immunologischen und mikrobiologischen Diagnostik sowie zur Therapie erfasst.

Die Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche wurden in einer tabellarischen
Form préasentiert, um eine Ubersichtliche Darstellung zu ermdglichen. Darlber hinaus

wurden weitere Ergebnisse fiir eine bessere Ubersichtlichkeit narrativ zusammengefasst.

2.2 Patientenkohorte

2.2.1 Rekrutierung
Die Rekrutierung erfolgte europaweit tiber verschiedene Wege:

e Kontaktaufnahme mit Patienten, die an unserer friiheren Studie teilgenommen
hatten [41]
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e Kontaktaufnahme mit Arztinnen und Arzten, die an unserer friilheren Studie
beteiligt waren und ebenfalls Patientinnen und Patienten mit MECP2-
Duplikationssyndrom behandeln

o Kontaktaufnahme mit Autorinnen und Autoren von wissenschatftlichen
Veroffentlichungen, in denen Patientinnen und Patienten mit MECP2-
Duplikationssyndrom beschrieben wurden

o Kontaktaufnahme mit Selbsthilfe-/Unterstitzungsgruppen fur Eltern von Kindern
mit MECP2-Duplikationssyndrom

Auf diesen Wegen konnte ein Kontakt zu mehreren betroffenen und interessierten
Familien hergestellt werden. Von jedem gesetzlichen Vertreter eines jeden fir die Studie
rekrutierten Patienten wurde eine informierte Zustimmung eingeholt. Die Studie wurde in
Ubereinstimmung mit den ethischen Standards der Helsinki-Erklarung von 1964 und dem
institutionellen Forschungsausschuss (Charité-Universitatsmedizin Berlin, Deutschland,
EA2/063/12) durchgefihrt.

2.2.2 Fragebogendesign

Ein standardisierter Fragebogen zu klinischen Charakteristika wurde von den
behandelnden Padiatern gemeinsam mit den Eltern ausgefillt. Drei der Patienten waren
selbst in unserer Ambulanz vorstellig. Der Fragebogen wurde aus dem in unserer

vorherigen Studie verwendeten Fragebogen [41] weiterentwickelt und enthielt Fragen zu

¢ Allgemeinen Informationen wie Alter und Geschlecht

e Art der betreuenden medizinischen Fachdisziplinen

e Artund Grol3e der Duplikation

e Art, Haufigkeit und Therapie von Infektionen

e Art, Haufigkeit und Methode der Diagnostik von Pneumonien

¢ Art und Nachweismethode auslésender Erreger

o Fieberepisoden

¢ Neurologischen Symptomen wie epileptischen Anféllen, muskularer Hypotonie
und Entwicklungsverzégerung

e Impfungen und deren Erfolg

¢ Blutspiegeln von Immunglobulin-Klassen und spezifischen Antikdrpern und

¢ Antibiotischer Prophylaxe und IgG-Substitution.
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2.3 Material

2.3.1 Gerate

Tabelle 2: Gerate; eigene Darstellung
Name Katalognummer Firma
Biofuge Pico Mikroliterzentrifuge 11332 Heraeus
Biometra P25T Standard Power Pack mit 846-040-850 Analytik Jena
Timer
Elektrophorese Netzgerat Consort E835 E835 Consort
Elektrophoresekammer Peglab
ELISA Mikrotiterplatten-Reader, multimodal, 735-0348 Molecular Devices
VersaMax™
Heckel 150 CO2 Inkubator Heraeus
Immulite 1000 Siemens
Mikroskop mit hochauflésender Kamera Leica
(DMIL, DFC340 FX)
Mikrotiterplatten-Schuttler Titramax 444-1210 Heidolph
Mikrozentrifuge Fresco™ 17, gekuhlt 75002402 Thermo Fisher Scientific
Mini-PROTEAN® Electrophoresis Cell 165-8004 BioRad
Sicherheitswerkbank HERAsafe HS15 3125 Heraeus
Thermomixer 5.355.000.011 Eppendorf
Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic 1703940 BioRad
Transfer Cell
Versadoc Imaging System 1708010 BioRad
Wasserbad 1012 1012 GFL
Zentrifuge 5810R (rad 17,9) 5811000015 Eppendorf

2.3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien; eigene Darstellung
Name Katalognummer Firma

12-Well-Platten Falcon™

353043

Thermo Fisher Scientific

Cell Culture Tubes 83.9923.929 Sarstedt
Eppendorf Reaktionsgefal3, 1,5ml 30125150 Eppendorf
Immuno 96-Well-Platten 475094 Thermo Fisher Scientific
Kryordéhrchen CryoPure 72.380.007 Sarstedt
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Name

Katalognummer

Firma

Kryoréhrchen Nunc™

377267

Thermo Fisher Scientific

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter 5100-0001 Thermo Fisher Scientific
Nitrocellulose Membran 0,45um 88018 Thermo Fisher Scientific
Nunc™ Zellkultur-Multischalen 140675 Thermo Fisher Scientific
Serologische Pipette, 5ml 357543 Corning
Serologische Pipette, 10ml 357551 Corning
Serologische Pipette, 5mi 357525 Corning
Transferpipette, 3,5 ml 86.1172.010 Sarstedt
Zellkulturflasche, PS, 250 ml, 75 cm?, filter- GB658175 Greiner Bio-One
Schraubverschluss, cellstar® TC, steril

Zellkulturkolben, 25 cm2 Nunc™ 156367 Thermo Fisher Scientific
EasYFlask™

Zellkulturschale 100x20mm 353003 Thermo Fisher Scientific
Zellschaber 83.3950 Sarstedt
Zentrifugenréhrchen Falcon™, 15ml 352096 Thermo Fisher Scientific
Zentrifugenréhrchen Falcon™, 50ml 352070 Thermo Fisher Scientific
Whatman Blotting Paper, Pure Cellulose 10426994 Whatman

2.3.3 Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien; eigene Darstellung

Name Katalognummer Herstellende Firma
30% Acrylamide/Bis 1610156 BioRad
Agarose 840004 Biozym
Ammoniumperoxydisulfat (APS) 101201 Merck
Ampuwa Spiillésung 1000 ml Plastipur 1088811 Fresenius
BioColl® Trennlésung L6113 Biochrom
Bovine Serum Albumin (BSA) 01400 Biomol
fﬁmﬁtgcmﬂl EDTA-freier Protease- 11836170001 Roche
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), 31966021 Thermo Fisher Scientific
high glucose, GlutaMAX Supplement

DMSO (Dimethylsulfoxid) D2650 Sigma-Aldrich
Ethanol absolut BAKR8025 Avantor
Ethidiumbromid-L&sung E1510 Sigma-Aldrich
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Name Katalognummer Herstellende Firma

Ethylendiamintetraessigsaure Dinatriumsalz 8043.2 Roth

Dihydrat (EDTA) '

Fotales Kalberserum (Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich
F7524

FBS)

FIREPoI® Master Mix 04-11-00125 Solis Biodyne

Glycin A1067.1000 PanReac AppliChem

Histopaque®-1077 Hybri-Max™ H8889 Sigma-Aldrich

Isopropanol 109634 Merck

Laemmli Puffer 1610737EDU Bio-Rad

Natriumchlorid (NaCl) 106404 Merck

PBS (phosphate buffered saline) Lésung D8537 Sigma-Aldrich

ohne Ca2+, Mg2+

PCR Wasser 1HPE.1 Roth

Proteinmarker (Precision Plus Protein Dual Bio-Rad

Color Standard) 161-0374

: ™ : o

RPMI 1640 Medium, GlutaMAX 61870010 Thermo Fisher Scientific

Supplement

SDS for molecular biology A2263 PanReac AppliChem

Magermilchpulver 70166-500G Sigma-Aldrich

Methanol 4627.5 Roth

Restore™ PLUS Western Blot Stripping- Thermo Fisher Scientific
46430

Puffer

TEMED (Tetramethylethylenediamine) 1610801 BioRad

Triton™ X-100 93426 Sigma-Aldrich

Trizma®-Base T1503 Sigma-Aldrich

Trypanblau -Lésung T8154 Sigma-Aldrich

Tween® 20 9127.1 Roth

B-Mercaptoethanol 4227.2 Roth

Trypsin/EDTA solution 0.25%/0.02% in PBS, 12163 Biochrom

without Ca2+, Mg2+

2.3.4 Kits
Tabelle 5: Kits; eigene Darstellung
Name Katalognummer Firma
PeliPair™ reagent set fur humanes IL-6 M9316 Sanquin

PeliPair™ reagent set fir humanes IL-8

M9318

Sanquin
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Name

Katalognummer

Firma

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

23227

Thermo Fisher Scientific

Pierce™ ECL Western Blotting-Substrat 32106 Thermo Fisher Scientific
Xfect™ Transfection Reagent 631317 Takara Bio
2.3.5 Zytokine und TLR-Agonisten
Tabelle 6: Zytokine und TLR-Agonisten; eigene Darstellung
Name Katalognummer Firma
lonomycin Calcium Salt from Streptomyces 10634 Sigma-Aldrich
LPS L9764 Sigma-Aldrich
Pam2CSK4 TIrl-pm2s-1 InvivoGen
Phorbol-12-myristate-13-acetat (PMA) P8139 Sigma-Aldrich
Poly (I:C) LMW Tlrl-picw InvivoGen
rhTNF-a 210-TA R&D Systems
rhiL-13 201-LB R&D Systems

2.3.6 Westernblot-Antikorper

Tabelle 7: Westernblot-Antikdrper; eigene Darstellung

Name

Katalognummer

Firma Verdunnung

GAPDH (FL-335), sc-25778 Santa Cruz Biotechnology 1:1 000

polyclonal rabbit IgG

&an)Antl Mouse I9G 115-035-062 Dianova 1:10 000
+

(ClzoaLt)Anti Rabbit IgG 111-035-045 Dianova 1:10 000
+

IkBa (25/IkBa/MAD-3), 610690 BD Biosciences 1:1 000

monoclonal mouse IgG

IRAK1 (H-273), polyclonal  s¢c.7883 Santa Cruz Biotechnology 1:500

rabbit 1I9G

IRAK4, polyclonal rabbit  Ap|-KAP-ST206-E Enzo 1:250

antibody

P38MAPK, polyclonal #9212S Cell Signaling 1:1000

rabbit antibody
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2.4  Kultivierung von SV40-Fibroblasten

2.4.1 SV40-Immortalisierung von primaren Fibroblasten

Aufgrund der aufwéandigen Logistik, die fur die betroffen Familien mit dem Arztbesuch
und fur uns mit dem internationalen Probenversand verbunden war, entschieden wir uns
die aus Hautbiopsien isolierten primaren Fibroblasten der Patienten nach Einverstandnis
mit einem Simian Virus (SV) 40-Vektor zu transfizieren und zu immortalisieren, sodass
die Zellen auch fur weitere spatere Experimente patientenunabhangig zur Verfliigung
standen.

Einen Tag vor der Transfektion wurden die primaren Fibroblasten in 1 ml DMEM-
Wachstumsmedium ausplattiert, so dass die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion zu
50-70% konfluent adharent gewachsen waren. In einem Mikrozentrifugenrdohrchen
wurden 5 pg der SV40-Plasmid-DNA mit Xfect-Reaktionspuffer auf ein Endvolumen von
100 ul verdinnt und durch 5 Sekunden Vortexen bei hoher Geschwindigkeit gut
vermischt. Anschlielend wurden 1,5 ul Xfect Polymer zur verdinnten Plasmid-DNA
hinzugegeben und ebenso durch 5 Sekunden Vortexen bei hoher Geschwindigkeit gut

vermischt.

Nach Inkubation fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieBendem Abschleudern
wurde die Nanopartikel-Komplexlosung tropfenweise in das Zellkulturmedium
zugegeben. Nach Inkubation bei 37°C 5% CO2 uber Nacht wurde der Zellkulturiiberstand
durch Absaugen entfernt und durch neues Wachstumsmedium ersetzt.

SV40-transfizierte Fibroblasten weisen eine héhere Proliferationsrate und Abweichungen
in der Morphologie gegentber primaren Fibroblasten auf [93,94]. Somit lasst sich der
Verdrangungsprozess in der Zellkultur lichtmikroskopisch gut untersuchen. Neben der
gesteigerten Teilungsrate fallen bei SV40-immortalisierten Fibroblasten insbesondere
eine abgerundete Form und eine ausgepragte Clusterbildung auf. Nach etwa zwei

Monaten waren in der Zellkultur nur noch immortalisierte Zellen zu sehen.

2.4.2 Zellkultur von SV40-immortalisierten Fibroblasten

Die Kultivierung der verwendeten Zellen erfolgte in Brutschréanken bei 37°C und 5% CO2
unter wasserdampfgesattigter Atmosphare. Alle Arbeiten mit den Zellkulturen und

Zellkulturmedien fanden unter einer Laminar-Flow-Sicherheitswerkbank statt.
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Die Zellkultur der SV40-immortalisierten Fibroblasten erfolgte in Vollmedium (DMEM mit
10% hitzeinaktiviertem FBS). Der Austausch des Zellkulturmediums erfolgte je nach
Bedarf (Farbe und Tribung des Mediums, Konfluenz der Zellen) alle 2 bis 5 Tage. Bei
80-100% konfluentem Wachstum oder ausgepragter Clusterbildung wurden die Zellen
passagiert. Dazu wurde der Zellrasen nach Abnahme des Mediums zunéchst mit PBS
gespult und dann mittels auf 37°C erwarmtem 2ml Trypsin/EDTA abgeldst. Nach einer
Einwirkzeit von wenigen Minuten liefl3 sich der Zellrasen dann durch leichtes Klopfen und
Spulen mit PBS mittels einer Pipette vom Boden der Zellkulturflasche ablésen. Die
Suspension wurde anschlieRend bei 1800rpm (648G) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstands wurde das Zellpellet im Medium (DMEM

10% FBS) resuspendiert, je nach Bedarf verdinnt und wieder ausplattiert.

Um die Zelllinien fir weitere Experimente nutzbar zu machen, wurden die nach oben
beschriebenem Vorgehen aus einer T75 Zellkulturflasche abgelésten Zellen in je 4ml
FBS 10% DMSO resuspendiert und zu je 1ml tiefgefroren. Dies geschah in Kryoréhrchen,
die in einem Isopropanol-Gefrierbehélter zunachst fur 24 Stunden bei -20°C und
anschlieBend fur 24 Stunden bei -80°C aufbewahrt und letztlich in einem Tank mit

Flissigstickstoff bei -196°C eingelagert wurden.

Zum Auftauen wurde der Inhalt des in Trockeneis transportierten Kryoréhrchens in 37°C
warmem Medium gelost. Nach Zentrifugation (1800rpm (648G), 5 Minuten,
Raumtemperatur) wurde der Zelliberstand abgenommen und das Zellpellet zum
Waschen nochmals in PBS geldst. Nach erneuter Zentrifugation (1800rpm (648G), 5
Minuten, Raumtemperatur) wurde das Endmedium zugegeben und die Suspension in

eine T25 Zellkulturflasche Uberfihrt.

2.4.3 Uberprifung auf Kontamination mit Mykoplasmen mittels PCR

Um nachzuweisen, dass die verwendeten Zellkulturen frei von Mykoplasmen sind und
die gemessene Zytokin-Ausschuttung der kommenden Versuche nicht auf einer bereits
bestehenden Infektion beruht, wurde aus den Zellkulturiberstdnden regelmalidig eine
Mykoplasmen-PCR durchgefihrt. Als Positivkontrolle diente Mykoplasma-bovis-DNA.
Die zu testende Zellreihe wurde zuvor flir mindestens 3 Tage im Ublichen Medium ohne
Antibiotikum kultiviert. Der Zellkulturtiberstand wurde fur 10 Minuten bei 95°C erhitzt und
anschlieend zentrifugiert. Jeder 20 yl PCR-Ansatz enthielt 4 yl 5x FIREPoI® Master Mix,
14ul destilliertes PCR-Wasser, jeweils 0,5ul des Vorwarts- und Rickwarts-Primers
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(10mmol/l) sowie 1ul des zu testenden Zellkulturiiberstandes. Wir verwendeten die
Primer MycoF (GTACACACCGCCCGTCACAC) und MycR1
(CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT), die in der Gensequenz von Mykoplasmen-
Spezies binden. Die PCR erfolgte nach folgendem Temperaturprofil: Initiale
Denaturierung bei 95 °C fur 3 Minuten; gefolgt von 3 Zyklen mit 95 °C fir 30 Sekunden,
61 °C fur 45 Sekunden und 72 °C fur 90 Sekunden; 3 Zyklen mit 95 °C fir 30 Sekunden,
59 °C fur 45 Sekunden und 72 °C fur 90 Sekunden; 3 Zyklen mit 95 °C ftr 30 Sekunden,
57 °C fur 45 Sekunden und 72 °C fur 90 Sekunden; 33 Zyklen mit 95 °C fur 30 Sekunden,
55 °C fir 45 Sekunden und 72 °C fur 90 Sekunden sowie die finale Extension bei 72 °C
fur 5 Minuten. Die Uberpriifung der Produkte der PCR erfolgte mittels

Agarose-Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid-Anfarbung und UV-Transillumination.

2.5 Ermittlung der Expression von IRAK1 sowie des Abbaus von IRAK1 und
IkBa mittels Westernblot

2.5.1 Untersuchung der Expression von IRAK1 und IRAK4

Zunachst wurden die kultivierten SV40-immortalisierten Fibroblasten in Vorbereitung auf
die folgenden Experimente bezuglich ihrer Expression von IRAK1 und IRAK4 Uberpruft.
Charakterisiert wurden vier Zelllinien von gesunden Kontrollen, vier Patienten mit
MECP2/IRAK1-Duplikation sowie eine IRAK1-defiziente (IRAK1ly/-) und eine IRAK4-
defiziente (IRAK4-/-) Zelllinie als Negativkontrollen. Pro Zelllinie war eine konfluent mit
SV40-immortalisierten  Fibroblasten bewachsene T75-Flasche ausreichend. Die
Expression von IRAK1 und IRAK4 wurden mittels Westernblot wie in 2.5.3 beschrieben

untersucht und anschlieBend densitometrisch ausgewertet.

2.5.2 Untersuchung von IRAK1-Phosphorylierung und -Abbau sowie IkBa-Abbau

Um die Funktionalitat des TLR-/IL-1R-abh&ngigen NF-kB-Signalwegs zu testen, bietet es
sich an, den Abbau von IRAK1 zu untersuchen. Bei Defekten von IRAK4 oder MyD88,
also stromaufwarts von IRAK1, kann IRAK1 nicht phosphoryliert und degradiert werden
[61,63]. Fur die Untersuchung der Phosphorylierung und des Abbaus von IRAK1 sowie
des Abbaus von IkBa wurden pro Patient beziehungsweise Positiv- und Negativkontrolle
die SV40-immortalisierten Fibroblasten aus zwei 100% konfluent bewachsenen T75-
Zellkulturflaschen verwendet. Nach Ablosen des Zellrasens mit Trypsin/EDTA (siehe

2.4.2) wurde die Zellsuspension gleichmaRig zu 5ml in zwdlf 10 cm? groRe
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Zellkulturschalen aufgeteilt und fir 24-48h im Brutschrank inkubiert. Nach Erreichen von
80-100% Konfluenz wurde mit der Stimulation begonnen. Dazu wurde das DMEM-
Medium im ersten Versuch mit dem IL-1R-Agonisten IL-1B (10ng/ml), dem TNFR-
Agonisten TNF-a (20ng/ml) oder dem TLR4-Agonisten LPS (10ug/ml) versetzt. TNF-a
fungierte als Kontrolle, da der TNF-Signalweg unabhangig von MyD88, IRAK4 und IRAK1
funktioniert (siehe 1.2.3). Je Zelllinie wurde je eine Zellkulturschale mit je einem der
Stimulationsmedien fur 15, 30, 45, 60 und 90 Minuten bzw. fur 20, 60, 120 und 240
Minuten bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurde die

Stimulationsreaktion gestoppt, indem die Schalen auf Eis gestellt wurden.

2.5.3 Westernblot: Zelllyse, BCA-Assay, Blotting und Detektion

Nach Verwerfen des Mediums wurde mit 5ml kaltem PBS gespiilt, was wiederum
verworfen wurde. AnschlielRend wurde der Zellrasen nach Zugabe von 5ml kaltem PBS
mithilfe eines Zellschabers abgeldst und zentrifugiert (1800rpm (648G), 5 Minuten, 4°C).
Der Uberstand wurde mithilfe einer Pipette mdglichst vollstandig abgenommen und
verworfen, das Zellpellet in 50ul Lysepuffer gelést und in ein Eppendorf-Reaktionsgefar:
uberfuhrt. Nach zwanzigmindtiger Inkubation auf Eis erfolgte eine weitere Zentrifugation
(5000rpm (2600G), 5 Minuten, 4°C).

Tabelle 8: Herstellung von Lysepuffer; eigene Darstellung

Chemikalie Lysepuffer Kommentar

Trizma®-Base 50 mM

NaCl 150 mM

EDTA 2mM

Triton™ X-100 0,5%

Destilliertes Wasser Auf 100 ml auffillen

Proteaseinhibitor 1x Stocklésung nach Herstellerangaben, erst

kurz vor Lyse zum Lysepuffer hinzufiigen

Der Proteintberstand wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt und
anschlie3end die Proteinkonzentration des Lysats mittels Bicinchoninsaure (BCA)-Assay
bestimmt. Hierzu wurden Protein-Standards mit dem BCA-Protein-Assay-Kit
entsprechend den Herstellerempfehlungen zu 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125 und
25 pg/ml in PBS verdinnt. Das Zelllysat wurde jeweils 1:5 in PBS verdiinnt. In einer 96-
Well-Platte wurden je Well 25ul des Standards (je Verdinnung doppelt) bzw. 25ul der



Methodik 24

verdunnten Probe aufgetragen. Nach Zugabe von 200ul Working Reagent je Well mittels
Mehrkanal-Pipette wurde die 96-Well-Platte fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Mit einem
ELISA-Reader wurde die Absorption bei 562nm bestimmt. Aus den gemessenen Werten
der Standards wurde eine Standardkurve erstellt. Auf Grundlage der Formel der

Standardkurve wurde dann die Proteinkonzentration in den Proben berechnet.

Tabelle 9: Herstellung von Trenn- und Sammelgel; eigene Darstellung

Schritt Chemikalie Trenngel Sammelgel Kommentar
1 Destilliertes Wasser 8,25 ml 6.5 ml
2 Lower buffer (pH 8,8) 5 ml -
Upper buffer (pH 6,8) - 2.5 ml
3 30% Acrylamide/Bis 6,8 ml 1 ml
4 10% APS 150 pl 100 pl
S TEMED 15 pl 20 pl Erst unmittelbar vor

Verwendung hinzugeben!

Tabelle 10: Herstellung von Lower buffer und Upper buffer; eigene Darstellung

Schritt Chemikalie Lower Upper buffer Kommentar
buffer

1 Destilliertes Wasser 300 ml 300 ml

2 Trizma®-Base 90,869 30,39 (0,5M) Mit Rihrfisch einrtihren
(1,5M)

3 HCI 32% bis pH 8,8  bis pH 6,8 (ca.  Unter Abzugshaube,
(ca. 12ml) 20ml) pH-metrische Kontrolle

4 SDS 10% 20ml 20ml

S Destilliertes Wasser Auf 500ml Auf 500m|
auffullen auffillen

Schutzkleidung: Kittel, geschlossene Schuhe, Schutzbrille & Mundschutz

Mittels Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamid Gel
Electrophoresis) wurden die Proteine im Zelllysat nach ihrer Gr63e aufgetrennt. Trenn-
und Sammelgel wurden entsprechend der in Tabelle 9 dargestellten Reihenfolge und
Menge hergestellt. Nachdem das Trenngel zwischen die Glasplatten der Gelkammer
gegossen wurde, wurde es vorsichtig mit 1ml Isopropanol Gberschichtet und unter einer
Abzugshaube polymerisieren gelassen. Nach etwa 30 Minuten war das Trenngel
ausgehartet, sodass das Isopropanol abgegossen werden und das Trenngel mit dem
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Sammelgel Uberschichtet werden konnte. Nach Einsetzen der Kdmme wurde auch das

Sammelgel polymerisieren gelassen.

Anschliel3end wurden zur Herstellung des Probenpuffers 950ul Laemmli Puffer unter
einer Abzugshaube mit 50ul 3-Mercaptoethanol versetzt. Die Zelllysate wurden in einem
neuen Eppendorf-Gefald entsprechend der Ergebnisse des BCA-Assays mit Lyse-Puffer
auf eine Endkonzentration von 50ug Protein pro 20ul verdiinnt, nachfolgend mit 5ul des
Probenpuffers versetzt und dann fir 5 Minuten bei 95°C denaturiert. AnschlieRend
wurden die Proben auf Eis gelegt. Die Gelkammern wurden mit den Gelen besttckt und
mit SDS-Laufpuffer aufgefullt. Nach Herausziehen der KAmme wurde in die jeweils erste
Geltasche mithilfe einer spitzen Pipette 5ul Proteinmarker pipettiert. In die weiteren
Geltaschen wurden je 25ul einer Probe eingefullt. Ftir 20 Minuten wurden 70 V Spannung
angelegt, sodass sich die Proben am Boden des Sammelgels sammelten. Anschliel3end
wurden 100V Spannung angelegt, bis die Bromphenolbande fast am unteren Rand des
Gels angelangt war. Nach Aquilibrieren der Gele sowie der Nitrocellulose-Membranen fiir
20 Minuten in Transferpuffer wurde auch das Whatmanpaper in Transferpuffer
eingeweicht. In einer Semi-Dry-Blot-Kammer wurden die Komponenten dann wie folgt
gestapelt (von unten nach oben): 2 Whatmanpaper, 1 Nitrocellulose-Membran, 1 Gel, 2
Whatmanpaper. Durch vorsichtiges Uberrollen mit einem 50ml Falcon wurden etwaige
Luftblasen entfernt. AnschlieRend wurde fir 60 Minuten bei 25V und 400mA geblottet.
Man sah anhand der Markerbande, dass die Proteine vom Gel auf die Nitrocellulose-
Membran Ubertragen wurden. Die Membranen wurden anschlieRend mit 20ml 5% Milch-
TBST (Tris-buffered saline with Tween 20) fur mindestens 1 Stunde schwenkend bei 4°C
geblockt. Die Membranen wurden dann mit einem primaren Antikorper inkubiert: fur IkBa
1:1000, fur IRAK1 1:500, fur IRAK4 1:250 und fur GAPDH 1:1000 in 10ml 5% Milch-
TBST. Nach Inkubation bei 4°C schwenkend Uber Nacht wurden die Membranen am
Folgetag dreimal fur 5 Minuten mit TBST-Puffer gewaschen. Dann wurden die
Membranen mit dem sekundaren Antikorper fir 1 Stunde dunkel bei 4°C schwenkend
inkubiert. In Abhangigkeit des primaren Antikorpers war der sekundare Antikorper
entweder vom anti-rabbit- oder anti-mouse-Typ. Es erfolgten weitere vier Waschschritte

mit TBST-Puffer fur je 5 Minuten schwenkend bei Raumtemperatur.
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Tabelle 11: Herstellung von SDS-Laufpuffer und Transferpuffer; eigene Darstellung

Schritt  Chemikalie 10X SDS-Laufpuffer 10X Transferpuffer
1 Destilliertes Wasser 500 ml 300ml
2 Trizma®-Base 30,3 ¢ 154
3 Glycin 144 g 729
4 SDS 10 g -
Methanol - 100ml
3 Destilliertes Wasser Auf 1 | auffullen Auf 500 ml auffillen

Tabelle 12: Herstellung von TBS(T)-Puffer; eigene Darstellung

Schritt  Chemikalie 10X TBS(T)-Puffer Kommentar

1 Destilliertes Wasser 300 ml

2 Trizma®-Base 12,11 g

3 NaCl 43,83 g

4 HCI pH auf 7,5 einstellen Unter Abzugshaube, pH-
metrische Kontrolle

5 Destilliertes Wasser Auf 500 ml auffillen

(6) Tween® 20 2,5 ml Fur TBS-Puffer ohne

Tween® 20

Zur Detektion wurden das Pierce™ ECL Western Blotting-Substrat Kit und das ChemiDoc
Imaging System von Bio-Rad verwendet. Die Membranen wurden kurz vor der
Entwicklung mit 1,5ml der 1:1 gemischten Blotting-Substrate benetzt, fir 1 Minute dunkel
inkubiert und dann luftblasenfrei im Detektionsgerat aufgelegt. Die Analyse erfolgte mit
der ImageLab Software. Die Proteinbanden zeigten sich bei etwa folgenden Gro3en: IkBa
38kDa, IRAK1 85 kDa, IRAK4 50 kDa, GAPDH 25 kDa und p38MAPK 40 kDa. GAPDH
und p38MAPK dienten als Kontrollen einer gleichméafigen Probenkonzentration in allen

Geltaschen.

Die Membranen wurden dann in mehreren Waschschritten gestrippt, um fiir weitere
Proteindetektionen zur Verfigung zu stehen: 5 Minuten in TBST-Puffer, 5 Minuten
schwenkend in TBS-Puffer, 10 Minuten schwenkend in Stripping-Puffer, 5 Minuten
schwenkend in TBS-Puffer, 5 Minuten schwenkend in TBST-Puffer. Anschliel3end
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wurden die Membranen wieder mit 10ml 5% Milch-TBST fir mindestens 1 Stunde
schwenkend bei 4°C geblockt und waren somit wieder fur die Inkubation mit einem

anderen primaren Antikorper bereit.

2.6  Zytokinproduktion in PBMC und Vollblut

2.6.1 Probengewinnung und -transport

Die Abnahme von peripherem Venenblut geschah parallel zu Routine-Blutabnahmen.
Das von den Patienten beziehungsweise gesunden Kontrollen entnommene Heparin-
Vollblut wurde schnellstméglich in der Regel innerhalb von 24 h, jedoch bei langen
Transportwegen nach maximal 48 Stunden, weiterverarbeitet. Der Transport erfolgte bei
Raumtemperatur, immer gemeinsam mit einer Reisekontrolle (gesunder Proband). Falls
die Probe nicht am gleichen Tag analysiert werden konnte, wurde zusatzlich im Vergleich
zu einer Tageskontrolle (gesunder Proband) gemessen.

2.6.2 Interleukin-6- und Interleukin-8-Produktion in PBMC

Isolation von Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) aus Vollblut

Zunachst wurden in einem Zellkulturréhrchen 3ml Trennmedium vorgelegt. Das Heparin-
Blut wurde 1:1 mit PBS-Puffer verdiinnt. Diese Suspension wurde mit einer Pipette
vorsichtig Uber das Trennmedium geschichtet, sodass eine klare Schichttrennung ohne
Durchwirbelung der Gradienten erreicht wurde. Das Rohrchen wurden anschlieBend
ohne Abbremsen zentrifugiert (2000rpm (800G), 20 Minuten plus Zeit zum Auslaufen
lassen, Raumtemperatur). Anschlie3end wurde mit einer Pipette vorsichtig die helle
Schicht in der Mitte, welche die PBMC enthalt, abgenommen und in ein separates 15ml
Zentrifugenrohrchen dberfuhrt. Dieses wurde mit PBS aufgefullt und im Anschluss
zentrifugiert (2200rpm (970G), 5 Minuten mit Bremse, Raumtemperatur). Nach Verwerfen
des Uberstands wurde das verbleibende Zellpellet nochmals in 15ml PBS aufgenommen
und zentrifugiert (1500rpm (450G), 5 Minuten mit Bremse, Raumtemperatur). Nach
Verwerfen des Uberstands wurde das verbleibende Zellpellet in 1ml Zellkulturmedium
(RPMI mit 10% FBS) aufgenommen. In einer Neubauerkammer wurde nach Verdinnung

und Versetzen mit Trypanblau die Zellzahl bestimmt.
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Stimulation

Die zuvor beschriebene PBMC-Zellsuspension in RPMI 10% FBS ruhte fiir mindestens 2
Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO2), bevor sie auf eine Zielzellzahlkonzentration
von 0,5 * 108 Zellen/ml verdinnt wurde. AnschlieRend wurden auch die Stimulantien in
RPMI 10% FBS verdinnt: IL-18 1 ng/ml, TNF-a 20 ng/ml, PMA/lonomycin 1x10-7 M/ 1x10
5 M, LPS 1 ng/ml und PAM2CSK4 1 pg/ml. In einer 12-Well-Platte wurden je Well 0,5ml
Zellsuspension und je 0,5ml Stimulanz eingesetzt. Nach Inkubation im Brutschrank
(37°C, 5% CO2) fur 48 Stunden wurden die Zellkulturiberstdnde abgenommen,
zentrifugiert (2200rpm (970G), Raumtemperatur) und direkt weiterverarbeitet oder

alternativ bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren.

ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde entsprechend der
Anweisungen des Kits durchgefuhrt. Die Immuno 96-Well-Platte wurde zunachst mit Anti-
IL-6- bzw. Anti-IL-8-Coating-Antikérper Uber Nacht inkubiert, dann mit 5 % BSA/PBS flr
2 Stunden bei Raumtemperatur geblockt und im Anschluss dreimal mit Waschpuffer
(1:10) gewaschen. Die Standard-Verdunnungsreihe wurde hergestellt, indem ausgehend
von einer maximalen Konzentration von 2000pg/ml wiederholt halbiert mit 1 % BSA/PBS
verdinnt wurde bis zu einer minimalen Konzentration von 1,953ng/ml. Die Proben
wurden nach Bedarf ebenfalls mit 1 % BSA/PBS verdunnt.

Je Well wurden 50ul der Standardverdiinnung oder der Probenverdiinnung oder 1 %
BSA/PBS (letzteres als Leerwert zur Bestimmung der Hintergrundabsorption) eingesetzt.
Die 96-Well-Platte wurde fir 1 Stunde schittelnd (300/min) bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach viermaligem Waschen wurden 100ul Anti-IL-6-Detektions-Antikérper
(1:100 in 1% BSA/PBS) je Well aufgetragen und die Platte fur weitere zwei Stunden
schittelnd (300/min) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem viermaligem
Waschen wurden 100ul HRP(horseradish peroxidase) -konjugiertes Streptavidin (1:8000
in QFT-Puffer) je Well aufgetragen und die Platte fir weitere zwei Stunden schuttelnd
(300/min) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen wurden
mittels einer Mehrkanal-Pipette ziigig 100ul Substratlésung je Well aufgetragen und die
Platte fir ca. 10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden
mittels der Mehrkanal-Pipette ztigig 100ul Stoplosung je Well aufgetragen. Die Detektion

erfolgte mit dem VersaMax fur IL-6 bei Wellenlangen von 450 nm und 540nm und fur IL-
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8 bei Wellenlangen von 450 nm und 620nm. Die Analyse wurde mit der Software SoftMax
Pro 6.2 durchgefuhrt.

2.6.3 Interleukin-6- und Interleukin-10-Produktion in Vollblut

Stimulation

Das heparinisierte Vollblut wurde 1:2 mit Zellkulturmedium (RPMI-1640) verdinnt. Die
Stimulantien wurden ebenfalls in Zellkulturmedium (RPMI-1640) verdinnt und in den
folgenden Endkonzentrationen eingesetzt: IL-18 20 ng/ml, TNF-a 20 ng/ml,
PMA/lonomycin 1x10" M/ 1x10-° M, LPS 1 ng/ml und PAM2CSK4 100 ng/ml. In einer 48-
Well-Platte wurden 50ul der jeweiligen Stimulanz zu 450ul jeder Zellsuspension
hinzugegeben. Nach Inkubation im Brutschrank fur 48 Stunden (37°C, 5% CO2) wurden
die Zellkulturiberstande ohne vorherige Zentrifugation abgenommen. Da je nach
Stimulanz unterschiedliche Zytokin-Konzentrationen zu erwarten sind, wurden die
Uberstande fur die IL-6-Messung unterschiedlich verdinnt: unstimuliert 1:5, IL-18 1:20,
PMA/lonomycin 1:30, LPS 1:100 und PAM2CSK4 1:10.

ELISA

Die Uberstande wurden am IMMULITE® 1000 (Siemens) mittels spezifischer
Chemiluminszenz-Immunoassays fur IL-6 beziehungsweise IL-10 gemessen oder bis zur
Messung am nachsten Tag bei -20°C eingefroren. Die IL-6-Produktion wurde nach
Stimulation mit PAM2CSK4, LPS und IL-13 gemessen, die IL-10 Produktion nach
Stimulation mit TNF-a. Zusatzlich wurde die PMA-stimulierte Probe als Positivkontrolle
(Signalweg MyD88-/IRAK-unabhéngig, s. 1.2.3) gemessen. Die gemessenen Zytokin-
Konzentrationen wurden entsprechend des verwendeten Verdiunnungsfaktors
korrekturgerechnet. Die Werte der Patienten wurden auf Plausibilitat mit der Tages-
/Reisekontrolle verglichen und anschlieend mit den Vergleichswerten einer im Labor
erhobenen Kohorte aus gesunden Probanden in Relation gesetzt (n = 179) [59].

2.7 Interleukin-6- und Interleukin-8-Produktion in SV40-Fibroblasten

Stimulation

Die Kultivierung der SV40-Fibroblasten erfolgte wie in 2.4.2 beschrieben. Die analog zu
2.4.1 mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturflasche abgelGsten SV40-Fibroblasten wurden

in DMEM geldst. Dann wurde die Zellzahl in dieser Zellsuspension mithilfe einer
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Neubauerkammer nach Versetzen mit Trypanblau mikroskopisch bestimmt. Durch
Verdinnung in Medium (DMEM 10% FBS) wurde auf eine Zielzellzahlkonzentration von
0,5 * 10° Zellen/ml verdiinnt. In einer 12-Well-Platte wurden je Well 1ml Zellsuspension
eingesetzt. Nach Inkubation fur 24 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO2) wurde das
Medium verworfen. Die Stimulantien wurden wie folgt in DMEM 10% FBS verdiunnt: IL-
18 1 ng/ml, TNF-a 20 ng/ml, PMA/lonomycin 1x107 M/ 1x10° M, LPS 10 pg/ml,
PAM2CSKa4 10 pg/ml und Poly(l:C) 25 pg /ml. In der 12-Well-Platte wurden je Well 1ml
Medium mit der jeweiligen Stimulanz eingesetzt, sodass jede Zelllinie je einmal mit jeder
Stimulanz und einmal mit Stimulanz-freiem Medium benetzt wurde. Nach Inkubation im
Brutschrank (37°C, 5% CO2) fur 24 Stunden wurden die Zellkulturiberstande
abgenommen und entweder direkt weiterverarbeitet oder alternativ bis zur

Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren.

ELISA

Die Zytokin-Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in den Zellkulturiberstanden der SV40-
Fibroblasten wurden mittels ELISA analog zu den unter 2.6.1 beschriebenen Schritten

bestimmt. Der Versuch wurde dreimal durchgefuhrt.

2.8 Auswertung und Statistische Analyse

Die Abbildungen wurden mit PowerPoint (Microsoft Office) und GraphPad Prism 9
(GraphPad Software Inc.) erstellt. Die statistischen Analysen wurden mit SPSS v28.0.1.0
(IBM) durchgefihrt. Die Datensatze wurden auf Normalverteilung getestet, und
statistische Vergleiche wurden mit einem Mann-Whitney-U-Test durchgeftihrt. Fir den
Vergleich von mehreren Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. P-Werte von
weniger als 0,05 nach Anpassung durch die Bonferroni-Methode wurden als signifikant
angesehen. *P < 0,05, **P < 0,01, **P < 0,001, ***P < 0.0001.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche

3.1.1 Beschreibung der systematischen Literaturrecherche

336 durch 23 zusatzliche Datensatze,
Datenbankrecherche die durch eine riickwarts
ermittelte Datensatze gerichtete Zitatsuche

ermittelt wurden

229 irrelevante Publikationen anhand des
Abstracts ausgeschlossen

A 4 \ 4

4 Volltext-Artikel ausgeschlossen, da 107 auf Eignung geprifte
»-minimal critical region® nicht in Volltextartikel

Duplikation enthalten oder keine
ausreichende genetische Information
verfugbar

A

4 Volltext-Artikel ausgeschlossen, da nur
auf Chinesisch verfligbar

A 4

3 Volltextartikel aus quantitativer Analyse 99 in die qualitative Analyse
ausgeschlossen, da samtliche Patienten einbezogene Studien
bereits andernorts publiziert wurden

5 Volltextartikel aus quantitativer Analyse
ausgeschlossen, da Patienten vermutlich
bereits andernorts publiziert wurden

8 Volltextartikel nur teilweise in
guantitative Analyse eingeschlossen, da
ein Teil der Patienten bereits andernorts
publiziert wurde

91 in die quantitative Analyse
einbezogene Studien

Abbildung 2: PRISMA-Schema der systematischen Literaturrecherche; eigene Darstellung

Bei der Durchsicht der Literatur fanden wir insgesamt 107 zwischen 1987 und Marz 2021
veroffentlichte  Artikel, in denen Patientinnen und Patienten mit MECP2-
Duplikationssyndrom beschrieben wurden (Abb. 2). Vier Artikel wurden aus der
Auswertung ausgeschlossen, da bei allen darin beschriebenen Patientinnen und
Patienten die ,minimal critical region“ aus MECP2 und IRAK1 nicht oder nur unvollstandig
dupliziert/ tripliziert war oder keine ausreichenden genetischen Informationen vorlagen
[30,95-97]. Interessanterweise beschreiben 14 Artikel bereits insgesamt 28 Patienten

und 2 Patientinnen mit Xg28-Duplikation im entsprechendem Bereich und typischem
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klinischen Phanotyp, bevor das MECP2-Duplikationssyndrom offiziell beschrieben wurde
[60] (Tabelle 13).

4 Artikel wurden nicht in die Auswertung miteinbezogen, da der Volltext lediglich auf
Chinesisch verfugbar war [98-101]. In drei Vero6ffentlichungen waren alle Patientinnen
und Patienten bereits andernorts beschrieben worden, weshalb sie ebenfalls nicht in die
Auswertung miteinbezogen wurden [102—104]. In mehreren Publikationen lag bei einem
Teil der beschriebenen Patientinnen und Patienten eine MECP2-Duplikation ohne oder
mit nur unvollstandiger IRAK1-Duplikation vor [34,39,40,105-107], weshalb diese
Patientinnen und Patienten ebenfalls nicht in die statistische Auswertung aufgenommen
wurden. Eine der von Bijlsma et al. beschriebenen Patientinnen weist keine Duplikation
von IRAK1 auf und wurde in unserer Publikation versehentlich mit in die Auswertung
einbezogen, nun aber korrekterweise aus der quantitativen Auswertung ausgeschlossen
[34,60]. Interessanterweise war bei dieser Patientin ohne IRAK1-Duplikation ein

gehauftes Auftreten von schweren Infektionen beschrieben [34].

3.1.2 Anzahl und Geschlechterverhéltnis bislang publizierter Patientinnen und
Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom

Bislang wurden mindestens 546 Félle von MECP2-Duplikationssyndrom mit bestéatigtem
Genotyp veroffentlicht, wovon 506 (93%) mannliche Patienten und 40 (7%)
symptomatische weibliche Patientinnen waren (Tabellen 13-15) [60]. Wir haben nur die
Patienten in die Auswertung miteinbezogen, die mutmalilich bislang noch nicht
beschrieben worden sind. Zusatzlich wurde die Duplikation bei 39 verwandten
Patientinnen und Patienten vermutet (Tabelle 13) [60]. Die Publikationen stammen
vorwiegend aus USA (23), Japan (10), China (9), Italien (8), Frankreich (7), Spanien (6),
Deutschland (6), Belgien (5), Australien (3) und dem vereinigten Konigreich (3). Summiert
kommen die Berichte vorwiegend aus Europa (44), Nordamerika (25; hier USA, Kanada
und Mexiko) und Ostasien (23, hier Japan, China, Taiwan, Hong Kong und Sudkorea),
die Ubrigen asiatischen Lander einschlief3lich Russland (5), Australien (3), Stidamerika
(2) und Afrika (1) sind deutlich seltener vertreten (Tabelle 13).
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3.1.3 Infektiologischer und immunologischer Phéanotyp der publizierten

Patientinnen und Patienten

78 Prozent der Patientinnen und Patienten (374/479) leiden an wiederkehrenden oder
schweren Infektionen [60] (Tabelle 13). Dabei zeigt sich ein Geschlechterunterschied.
Wahrend 83 Prozent (328/397) der berichteten méannlichen Patienten an
wiederkehrenden oder schweren Infektionen litten, war dies nur bei 55 % (17/31) der
weiblichen Patientinnen der Fall (Tabellen 14-15). Die am héaufigsten angebende Art von
Infektionen waren Atemwegsinfektionen mit 98 % (316/324). Zudem wurde Uber
Harnwegsinfektionen  [21,28,35,41,108-110], Meningitiden [5,35,41], Sepsen
[41,108,111,112] und HNO-Infektionen (insbesondere Otitis media)
[20,21,27,35,41,44,110,113-115] berichtet. Bei 12 Patientinnen und Patienten wurde
angegeben, dass diese mindestens eine Aspirationspneumonie erlitten hatten
[3,22,35,46,106,110,116-120]. 56 % (149/268) der Patientinnen und Patienten wiesen
einen gastrodsophagealen Reflux auf. Im Geschlechtervergleich waren 59 % (124/211)
der mannlichen und 44 % (4/9) der weiblichen Patientinnen betroffen (Tabellen 14-15).
Peters et. al berichteten Uber das Auftreten von Reflux, aber differenzierten nicht
zwischen den Geschlechtern [121]. Leider wurde in der Mehrheit der Studien nicht Uber

das Vorkommen von Aspiration und Reflux berichtet.

Ein frihzeitiger Tod (definiert als vor dem 25. Lebensjahr) wurde bei 67 Patientinnen und
Patienten beschrieben, wovon 58 (87 %) der Todesfalle im Zusammenhang mit einer
schweren Infektion standen [60] (Tabellen 14-15). Der Grof3teil der Patientinnen und
Patienten wurde zu Lebzeiten in jungem Alter beschrieben, sodass die veroffentlichten
Daten keinen Ruckschluss auf den Todeszeitpunkt und damit auch nicht auf einen

verfrihten Tod zulassen.

Obwohl bei dem Grol3teil der Patientinnen und Patienten tber "wiederkehrende schwere
Infektionen" berichtet wurde, liegen nur fur 19 Patientinnen und Patienten Informationen
Uber die identifizierten Erreger vor [60]. Unter den 55 isolierten Erregern waren 45
Bakterien (vor allem S. pneumoniae, H. influenzae, E. coli und S. aureus), 6 Viren und 4
Candida (siehe Tabelle S1 in [60]). Zudem bleibt unklar, ob es sich bei den identifizierten
um die krankheitsverursachenden Erreger handelt. Eine bronchoalveolare Lavage (BAL)
wurde nur bei 7 Patienten durchgefuihrt [41,42]. Laborchemisch zeigt sich bei einem Teil
der Patienten eine insuffiziente Immunreaktion nach Impfungen, insbesondere gegen

Streptococcus pneumoniae, die bei 15/26 Patienten beschrieben wurde [60]. Einige
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Patienten weisen zudem einen selektiven Mangel an Immunglobulin (Ig) A (11/47)
und/oder 1gG2 (7/24) auf [60]. Dartber hinaus traten bei mehreren Patienten wahrend
nicht-invasiver Infektionen unerklarliche Fieberschiibe und auffallend hohe C-reaktive
Protein (CRP)-Werte auf [60].

Von Bauer et al. wurde im Jahr 2015 die Substitution von polyvalentem IgG bei Patienten
mit einem IgG2-Unterklassendefizit und/oder niedrigen Nachimpftitern gegen
Pneumokokken, die an rezidivierenden Infektionen leiden, vorgeschlagen - eventuell in
Kombination mit prophylaktischen Antibiotika [41,42]. In den seitdem ver6ffentlichten 26
Studien wurden nur in drei die Immunglobulin-Spiegel untersucht und in keiner wurde die
Reaktion auf Impfungen erwahnt [110,120,122]. Bei 4 der 285 Patientinnen und Patienten
wurde eine Antibiotikaprophylaxe erwahnt [42,113,120].

3.2 Charakterisierung der eigenen Patientenkohorte

Die fur diese Studie rekrutierte Kohorte besteht aus 9 méannlichen Patienten aus
Deutschland, Belgien, Frankreich und Polen. Funf der Patienten wurden bereits zuvor
beschrieben [41,42,123]. Eine Duplikation von mindestens MECP2 und IRAK1 war bei
allen neun Patienten bereits vor der Studie mittels Array-basierter vergleichender

genomischer Hybridisierung (Array-CGH) bestatigt worden.

Aufgrund von Barrieren durch die komplexe Logistik, die mit dem internationalen
Transport von Biologischen Stoffen der Kategorie B (UN3373) verbunden ist, konnten wir

funf interessierte und infrage kommende Patienten nicht in unsere Studie einschlieR3en.

3.2.1 Genotyp

Eine Xg28-Duplikation, die zumindest MECP2 und IRAK1 einschliel3t, wurde bei allen 9
Patienten durch Array-CGH (Array-basierte vergleichende genomische Hybridisierung
Genomische Hybridisierung) vor dieser Studie bestétigt. Bei den Patienten 5 und 8 ist ein
Teil des Xq28 tripliziert, aber nur bei P8 umfasst die triplizierte Region auch MECP2 und
IRAK1. Die Duplikationen bzw. Triplikationen variieren stark in ihrer Grél3e und sind in
Abb. 3 gegenibergestellt. Die Bereiche wurden mithilfe des NCBI Genome Remapping
Service auf das System Genome Reference Consortium Human Build 37 (GRCh37, hg
19) standardisiert, um die Duplikationsgréf3en von allen Patienten vergleichen zu kénnen,

auch wenn die Angaben im genetischen Befund bei P1, P2, P4 und P6 urspringlich im
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Format NCBI36 (hgl8) gemacht wurden. Die genauen Grenzen und die einbezogenen
Gene sind tabellarisch in unserer Publikation dargestellt (siehe Tabelle S3 in [60]). Die
Mutter von 4 Patienten waren asymptomatische Tragerinnen der Duplikation (P1, P2, P5,
P8). Bei 3 Patienten handelte es sich um eine de novo Mutation (P6, P7, P9). Bei zwei

der Patienten liegt diese Information nicht vor.

IRAK 1 I:
MECP2- |
P14 1
P2- | —
P3- —J
P4~ —
=

P5- |
P6- |
P7- |
P8~
P9-

|

o N 0 )
o N N N Rl N RS N

Abbildung 3: GroRe der Duplikationen bzw. Triplikationen auf Chromosom Xq288 bei unserer
Kohorte entsprechend GRCh37 (hgl9) in Megabasenpaaren (Mb). Die gestrichelten Linien
zeigen die minimale IRAK1 und MECP2 umfassende Duplikationsregion; Mb, Megabasenpaare,
*, triplizierte Abschnitte; aus Gottschalk et al., 2023 [60]

3.2.2 Phanotyp

Grundlegende klinische Daten unserer Kohorte sind in Tabelle 16 zusammengefasst. Alle
Patienten unserer Kohorte litten an schweren bzw. wiederkehrenden Infektionen,
insbesondere des Respirationstraktes, was wiederholte Hospitalisationen mit teils
invasiver Beatmung und antibiotischen Therapien bedurfte. Detaillierte Fallberichte aller

Patienten sind im Nachfolgenden beschrieben.

3.2.3 Detaillierte Fallberichte

,Patient 1 wurde zuvor als P14 in Bauer et al. verdffentlicht [41]. Der Junge wurde im
Alter von 11 Jahren diagnostiziert und zeigte im Array-CGH eine de novo Duplikation von
500 kb auf Xqg28. Er litt an infantiler Hypotonie und sprach nur 4 Worter. Im Alter von 3,5
Jahren war er in der Lage, selbstandig zu gehen, verlor diese Fahigkeit jedoch im Alter
von 10 Jahren, so dass er auf einen Rollstuhl angewiesen war. Seit seinem 10.

Lebensjahr litt er an einer therapieresistenten Epilepsie. Aulerdem berichtete seine
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Mutter von Futterungsschwierigkeiten, die sich durch die Epilepsie verschlimmerten; aber
nicht von gastroésophagealem Reflux. Im Laufe seines Lebens hatte er 18 schwere
Infektionen, die eine intravendse Antibiotikabehandlung erforderten, darunter 14
Episoden von Bronchopneumonie. Wahrend seiner Infektionen hatte er Fieber bis zu
39,5°C. Im Alter von 16 Jahren verstarb er an Ateminsuffizienz im Rahmen einer totalen
Atelektase und einer Infektion mit Pseudomonas. Seit seinem 12. Lebensjahr erhielt er
eine Antibiotikaprophylaxe. Er wurde zweimal im Jahr von einem Facharzt fir

Neuropadiatrie nachuntersucht.“ (Ubersetzung durch die Autorin) [60].

,Patient 2 wurde bereits zuvor beschrieben (P15 in [41], P1in [123]). Er wurde nach einer
ereignislosen Schwangerschaft als erstes Kind gesunder, nicht blutsverwandter Eltern
geboren. Die Familienanamnese war negativ. Bei der Geburt war er sehr hypoton und er
hatte Probleme bei der Nahrungsaufnahme. Seine Entwicklung war stark verzogert; im
Alter von 2 Jahren konnte er sitzen und im Alter von 3,5 Jahren mit Unterstiitzung gehen.
Er hat kein aktives Sprechen entwickelt und zeigt repetitives Verhalten und
Héandeklatschen, wenn er aufgeregt ist. Seit den ersten Lebensmonaten litt er unter
wiederkehrenden Infektionen, die eine fast ununterbrochene Antibiotikatherapie und
haufige Krankenhausaufenthalte erforderlich machten. Im Alter von 6 Jahren wurde er
wegen einer schweren Lungenentziindung 1 Woche lang beatmet. Danach konnte er
nicht mehr gehen und seine Epilepsie wurde refraktar. Er wurde mehrfach wegen einer
Lungenentziindung und Atemnot ins Krankenhaus eingeliefert, wobei sich sein
Allgemeinzustand verschlechterte. Er entwickelte eine schwere Spastik mit Kontrakturen
in den oberen und unteren Gliedmaflen. Die MRT des Gehirns zeigte eine globale
zerebrale Atrophie und atrophische Hippocampi. Er starb im Alter von 15 Jahren an
Atemversagen. Ein Array-CGH im Alter von 2 Jahren zeigte eine sehr kleine Duplikation
von 380 kb auf Xg28. Seine Mutter ist Tragerin der Duplikation.“ (Ubersetzung durch die
Autorin) [60].

,Bei Patient 3 handelt es sich um einen 25-jahrigen Patienten, der mindestens viermal
pro Jahr in unserer Abteilung nachuntersucht wird und zuvor Kklinisch und
molekularbiologisch charakterisiert wurde (P1 in [41,42]). Die vergleichende Array-
Genom-Hybridisierung (Array-CGH) bestatigte eine Duplikation von 1,1 Mb auf Xg28. Er
stellte sich zunachst mit einer globalen Entwicklungsverzdgerung, Muskelhypotonie und

spastischer Tetraparese vor. Er leidet unter Epilepsie und wiederkehrenden schweren
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Infektionen. Von seinen insgesamt 64 Episoden von Lungenentzindung hatte er 47 bis
zu seinem vierzehnten Lebensjahr. Nach Beginn einer Immunglobulin-Substitution (im
Alter von 12 Jahren) sowie unterstiitzender Malinahmen und einer Antibiotikaprophylaxe
(im Alter von 14 Jahren) ging die Haufigkeit der Infektionen zurtick, so dass es in den
folgenden 8 Jahren nur noch zu 3 Pneumonie-Episoden kam. Trotz dieser Behandlung
verzeichneten wir in den letzten 2 Jahren einen Anstieg der Krankenhauseinweisungen
aufgrund von Infektionen, darunter 12 Episoden von Lungenentziindung und 2 Episoden
von Sepsis. In den letzten Jahren entwickelte der Junge eine chronische Aspiration und
zeigt in seinen letzten CT-Aufnahmen eine Bronchiektasie. In der bronchoalveolaren
Lavage werden nun opportunistische Erreger wie ein multiresistenter Citrobacter freundii
sowie Candida glabrata und Trichosporon asahii nachgewiesen. Er wird derzeit
prophylaktisch mit Cotrimoxazol, Penicillin und Fluconazol behandelt. Bei allen
infektibsen Episoden zeigte unser Patient Fieber Uber 39°C und hohe CRP-Werte,
typischerweise Uber 100 mg/dl, bereits in den ersten drei Tagen der Infektion. Der Junge
weist einen normalen Gesamt-Immunglobulintiter auf, aber einen Mangel an IgG2, 19G4,
IgA und IgM. Ein Polysaccharid-spezifischer Antikdrpermangel blieb trotz wiederholter
Impfungen bestehen.“ (Ubersetzung durch die Autorin) [60]. Zudem litt P3 an Reflux und

entwickelte in den letzten Jahren eine chronische Aspiration.

,Patient 4 wurde zuvor als P13 in Bauer et al. beschrieben und tragt eine sehr grol3e
Duplikation von 320 kb auf Xg28 [41]. Leider konnten wir keine aktuellen Informationen

uber diesen Jungen erhalten.“ (Ubersetzung durch die Autorin) [60].

,Patient 5 ist ein 21-jahriger Mann, bei dem vor kurzem das MECP2-Duplikationssyndrom
diagnostiziert wurde und der bisher noch nicht veroffentlicht wurde. Er ist nicht-eineiiger
Zwilling und zeigte infantile Hypotonie und Fitterungsprobleme. Seine Entwicklung war
stark verzogert, und im Alter von 6 Jahren konnte er weder sprechen noch laufen. Er
kann immer noch nur mithilfe von Hilfsmitteln gehen. Im Alter von 14 Jahren entwickelte
er eine Absence-Epilepsie. Seit seiner Geburt litt er unter wiederkehrenden und schweren
Infektionen (mehr als 32 Episoden von Lungenentziindung, 1 Sepsis und mindestens 1
Harnwegsinfektion), die regelm&Rig einen Krankenhausaufenthalt zur intravendsen
Antibiotikabehandlung erforderlich machten. In einer bronchoalveolédren Lavage wurden
S. aureus, H. influenzae B und Moxarella catarrhalis als verursachende Erreger

nachgewiesen. Die Infektionen sind in der Regel mit hohem Fieber verbunden. Auf3erdem
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hat er 4 bis 5 unerklarliche Fieberschibe pro Jahr. Die Immunglobuline A und M liegen
im Normbereich, wahrend Immunglobulin G Uber dem Normbereich liegt und eine
isolierte  Erhdhung von 1gG3 aufweist. Der Junge erhéalt Azithromycin als
Antibiotikaprophylaxe und wird einmal im Jahr von einem multidisziplindren Team
nachuntersucht. Er tragt eine komplexe Chromosomenaberration mit einer terminalen
Deletion der PAR1-Region auf Xp22.33 sowie einer Duplikation von 3,3 Mb auf Xg28.
Seine Multter ist eine asymptomatische Tragerin und er hatte einen Bruder, der in jungen
Jahren mit einem sehr dhnlichen Phanotyp verstarb.“ (Ubersetzung durch die Autorin)
[60].

,Patient 6 ist ein 10-jahriger Junge, der zuvor nicht beschrieben wurde. Er ist das dritte
Kind gesunder Eltern, das nach einer ereignislosen Schwangerschatft und einer negativen
Familienanamnese geboren wurde. Nach der Geburt wurden intermittierende
myoklonische Anfélle sowie erhebliche Ernahrungsprobleme festgestellt. Seine
Entwicklung war stark verzégert mit schwerer Hypotonie. Er lernte nie laufen und konnte
nicht sprechen. Im Alter von 2 bis 5 Jahren litt er an 5 schweren Infektionen, die eine
intravenose Antibiotikabehandlung erforderten, davon mindestens 3
Bronchopneumonien. Bisher sind seine wiederkehrenden Infektionen ambulant
behandelbar. Er hat keine Vorgeschichte von Sepsis, Meningitis oder eitriger Otitis.
Wahrend seiner Infektionsschilbe hatte er hohes Fieber bis zu 40,5°C. Auf3erdem
berichten seine Eltern Giber 4 bis 5 unerklarliche Fieberschibe pro Jahr. IgG, IgA und IgM
lagen im normalen Bereich. Die Analyse der IgG-Subklassen ergab ein erhdhtes 1gG2.
Eine bronchoalveoldre Lavage wurde nie durchgefiihrt. Im Alter von 9 Jahren traten
tonische Anfalle auf, die auf eine Mehrfach-Antiepileptika-Therapie nicht ansprachen. Die
MRT des Gehirns zeigte eine Hypoplasie des Corpus callosum und eine Atrophie des
Frontallappens. Der Junge wird einmal im Jahr von einem Genetiker sowie in
unregelméaRigen Abstanden von einem Neurologen und einem Pneumologen untersucht.
Er erhalt weder eine Antibiotikaprophylaxe noch eine IgG-Substitution. Die Array-CGH
zeigte eine sehr groRRe de novo terminale Duplikation von 7 Mb auf Xq28.“ (Ubersetzung
durch die Autorin) [60].

.Patient 7 ist ein 5 Jahre alter Junge, der bisher nicht verdffentlicht wurde. Die Array-CGH
zeigte eine grolRe de novo Duplikation von 3 Mb auf Xqg28. Er leidet an muskularer

Hypotonie und braucht Unterstiitzung beim Gehen. Seine Sprache ist auf wenige Worter
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beschrankt. Kurz nach der Geburt wurden Fitterungsprobleme festgestellt. Die Diagnose
eines gastroosophagealen Refluxes fuhrte zu einer medikamentdsen Behandlung, die im
Alter von 3 Jahren begann. Es wurde keine Epilepsie festgestellt, aber er zeigte ein
abnormales EEG. Aullerdem wurden ein Hypophysenhormon-Mangel, ein
Vorhofseptumdefekt, eine Kraniosynostose und zerebrale Zysten diagnostiziert. In seinen
ersten drei Lebensjahren litt er an 5 bis 6 Infektionen der unteren Atemwege, darunter
mindestens 4 Episoden von Lungenentzindung, und 2 Harnwegsinfektionen im Alter von
3 Monaten und 15 Monaten. Insgesamt wurde bei ihm 6-mal eine Lungenentziindung
diagnostiziert, wobei die erste im Alter von 6 Monaten auftrat. Bei einer der Infektionen
handelte es sich um eine MSSA-Pneumonie mit Sepsis. Eine bronchoalveolare Lavage
wurde nie durchgefuhrt, aber im Blut wurden Staphylococcus aureus und alpha-
hamolytische Streptokokken nachgewiesen. Seine Eltern berichteten tber unerklarliche
Fieberschiibe (~40°C), die bis zu funfmal pro Jahr auftraten. Die IgG, IgA und IgM und
IgG-Subklassen lagen im Normalbereich. Der Junge wird zweimal jahrlich von einem
multidisziplinaren  Team  (allgemeine  Pé&diatrie,  Neurologie, = Pulmonologie,
Endokrinologie) nachuntersucht. Er erhalt keine prophylaktische Behandlung.”
(Ubersetzung durch die Autorin) [60].

,Patient 8 ist ein unverdoffentlichter 10-jahriger Junge aus Deutschland. Die Array-CGH
zeigte eine Kombination aus Duplikation und Triplikation von 590 kb auf Xq28. Seine
Mutter ist eine asymptomatische Tragerin. Bei der Geburt wurde eine muskulare
Hypotonie festgestellt. Er ist sprachlich beeintrachtigt (10-15 Worter), hat aber eine gute
soziale Interaktion. Im Alter von 1 Jahr wurde ein obstruktives Schlafapnoe-Syndrom
(OSAS) diagnostiziert, das eine Atemtherapie und Intubation erforderte, was zu einem
schwierigen Entwéhnungsprozess fuhrte. Im Alter von 2 Jahren konnte er laufen. Bislang
wurde keine Epilepsie festgestellt. Eine rontgenologisch  nachgewiesene
Bronchopneumonie im Alter von 11 Monaten erforderte einen Krankenhausaufenthalt,
aber keine Antibiotikabehandlung. Seitdem sind vor allem in den Wintermonaten immer
wiederkehrende Infektionen der oberen und seltener der unteren Atemwege zu
beobachten, die selten eine antibiotische Behandlung erfordern. Bei einer Bronchitis
wurde das Respiratory-Syncytial-Virus (RSV) nachgewiesen. Er weist gute Antikorpertiter
gegen Pneumokokken auf, und 1gG, A und M liegen im Normalbereich. Der Junge wird

von einem multidisziplindren Team (sozialpadiatrisches Zentrum, HNO, Orthopadie,
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Augenheilkunde) zweimal im Jahr nachuntersucht. Er erhalt keine prophylaktische

Behandlung.“ (Ubersetzung durch die Autorin) [60].

,Patient 9 ist ein 10-jahriger Junge aus Deutschland mit einer de novo Duplikation von
1,3 Mb auf Xq28, der bereits veroffentlicht wurde (P28 in [41]). Er istin seiner Entwicklung
stark verzdogert. Seit seinem 9. Lebensjahr entwickelte er rezidivierende Infektionen, die
sich auf insgesamt 7 Episoden von Lungenentziindung, 1 eitrige Mittelohrentziindung
und 5 Harnwegsinfektionen summierten. Bei 3 der 7 Lungenentziindungen handelte es
sich um rontgenologisch nachgewiesene Bronchopneumonien, die mit Antibiotika
behandelt werden mussten, und bei einer um eine Influenza-B-Pneumonie. Wahrend
dieser Infektionsepisoden wurden wiederholt hohe CRP-Werte Gber 200 mg/l festgestellt,
wobei der Hochstwert bei 321 mg/l lag. Andererseits zeigte der Junge 2—3-mal pro Jahr
unerklarliche Fieberschibe bis zu maximal 41 °C ohne CRP-Erh6hung. Wegen
mangelnder  Antikdrperbildung gegen Pneumokokken wurden mehrere
Auffrischungsimpfungen verabreicht. Eine regelméafige Nachuntersuchung wird nicht
durchgefiihrt.“ (Ubersetzung durch die Autorin) [60].
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3.2.4 Material

SV40-immortalisierte Fibroblasten

Wir konnten SV40-immortalisierte Fibroblasten von insgesamt 5 Patienten (P1-4 sowie
P7) gewinnen. Davon waren 2 SV40-Zelllinien (P3 und P4) bereits von Dr. Bauer im
Rahmen der Vorgéngerstudie immortalisiert und nach Einverstandnis der
Patientenvertreter im Stickstofftank bei -196°C fur weitere Versuche eingelagert worden
[124]. Die Fibroblasten von P1, P2 und P7 wurden nach dem unter 2.4.1 beschriebenen
Vorgehen transfiziert. Die Fibroblasten von P7 erhalten wir erst spat, sodass wir diese
zwar transfizierten und kryokonservierten, aber fir die hier dargestellten Versuche aus
Zeitgrunden nicht mehr beriicksichtigten. Die SV40-transfizierten Fibroblasten-Zelllinien
von der IRAK1-defizienten Zelllinie und von der IRAK4-defizienten Zelllinie wurden
dankenswerterweise von Dr. Anne Puel und Prof. Jean Laurent Casanova zur Verfliigung
gestellt. Die SV40-Zellkulturen wurden regelmafig auf Mykoplasmen getestet, um eine
Kontamination auszuschlieBen. Beispielhaft ist hier das Ergebnis einer solchen
Mykoplasmen-PCR dargestellt (Abb. 4). Nur die Positivkontrolle weist die bei Vorliegen
von Mykoplasmen-DANN typische bei einer Grof3e von rund 500 Basenpaaren liegende

Bande auf. Alle verwendeten Zelllinien blieben stets frei von Mykoplasmen.

M + - Ci1 C3 C5 C6 P3 P2 P4 Pl IRAKly/- IRAK4-/- M

Abbildung 4: Ergebnisse einer Mykoplasmen-PCR aus Zellkulturen mit SV40-Fibroblasten von
MDS-Patienten und gesunden Kontrollen; M: Marker, +: Positivkontrolle, -: Negativkontrolle;
eigene Darstellung

Vollblut und PBMC

Die Abnahme von peripherem Venenblut geschah bei P3 und P5-P9 parallel zu Routine-
Blutabnahmen. Von P1, P2 und P4 lag uns kein Vollblut vor, da P1 und P2 verstorben
sind und wir P4 nicht mehr erreichen konnten. Die Isolierung der PBMC geschah bei den

gleichen Patienten aus dem gleichzeitig abgenommenen Blut.
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3.2.5 Expression von IRAK1 und IRAK4

Um die verwendeten SV40-Zelllinien zu charakterisieren, untersuchten wir deren
Expression von IRAK1 und IRAK4 mittels Westernblot. In allen Kontrollzelllinien (C1-4)
war sowohl IRAK1- als auch IRAK4-Protein vorhanden. Die Zelllinien der Patienten mit
MECP2-Duplikationssyndrom zeigten ebenfalls sowohl IRAK1- als auch IRAK4-
Expression. Allerdings fiel visuell auf, dass im Vergleich zu den Kontrollen mehr IRAK1
vorhanden war (Abb. 5).

IRAK1y/-
IRAK4-/-

IRAK1 P —
IRAK4 - .
GAPDH — i O

Abbildung 5: Charakterisierung der SV40-Fibroblasten beziglich ihrer IRAK1- und IRAK4-
Expression mittels Westernblot aus Zelllysaten. Die Bilder wurden zugeschnitten und angepasst;
aus Gottschalk et al., 2023 [60]

Tabelle 17: Densitometrie des in Abb. 5 dargestellten Westernblots. Normalisierung des IRAK1-
Signals auf jeweiliges GAPDH-Signal und Durchschnittswert der Kontrollzelllinien; eigene
Darstellung

IRAK1 Signal GAPDH Signal Normalisierung

Cl 2,11633217 1,02428109 0,72859562
C2 2,67125346 0,74862623 1,25826447
C3 2,85007812 0,71557675 1,4045022
C4 2,16626607 1,25508986 0,60863771
P1 6,77292039 0,78270357 3,05140977
P2 5,7471175 0,75058706 2,70004424
P3 9,21719675 1,21040189 2,68528968
P4 7,63183865 0,7861034 3,42350828
IRAK1y/- 0 1,07314373 0

IRAKA-/- 2,99419612 1,08995311 0,96871116

Wir untersuchten die IRAK1- und GAPDH-Banden densitometrisch und stellten fest, dass
in den Zelllysaten von P1-4 mindestens doppelt bis mehr als dreimal so viel IRAK1 wie
in den Zellen der gesunden Kontrollen (C1-C4) vorhanden war (Tabelle 17). Naturgemalf
fehite die IRAK1-Expression in der IRAK1-defizienten Zelllinie und die IRAK4-Expression
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in der IRAK4-defizienten Zelllinie. GAPDH diente als Kontrolle einer gleichmafiigen

Probenverteilung.

3.3 Invitro Untersuchung des kanonischen NF-kB-Signalwegs in Patienten mit
MECP2-Duplikationssyndrom

3.3.1 IRAK1-Phosphorylierung und -Abbau sowie IkBa-Abbau

Um die Phosphorylierung und den Abbau von IRAK1 sowie den Abbau von IkBa zu
analysieren, stimulierten wir SV40-immortalisierte Fibroblasten von P1, P2, P3 und P4
und einer gesunden Kontrolle (C) sowie einer IRAK1-defizienten und einer IRAK4-
defizienten Kontrolle in einem ersten Versuch parallel fur 0, 15, 30, 45, 60 bzw. 90
Minuten mit dem IL1R-Agonisten IL-1 und dem TNFR-Agonisten TNF-a. Mittels
Westernblot (siehe 2.5.3) wurde die zum jeweiligen Zeitpunkt vorhandene Menge an
IRAK1-, IkBa- bzw. GAPDH-Protein detektiert. Phosphoryliertes — also im Abbau
befindliches - IRAKL1 ist an hoher liegenden Banden zu erkennen, da das IRAK1-Protein
durch die Phosphatgruppen eine hdhere Molekilmasse erlangt und deshalb im Blot
langsamer, also weniger weit, lauft. Durch mehrfache Phosphorylierung kann das IRAK1
einen Schmierstreifen oberhalb der Bande des nicht-phosphorylierten IRAK1 bilden.

Sowohl bei der gesunden Kontrolle als auch bei den Patienten P1-4 zeigt sich nach
Stimulation mit IL-1p eine IRAK1-Phosphorylierung durch héherliegende Banden sowie
ein Abbau des IRAK1 im Sinne von im Zeitverlauf schwacher werdenden Banden (Abb.
6a). Bei der Kontrolle ist die Bande des nicht-phosphorylierten IRAK1 nach 60 Minuten
nahezu vollstandig verschwunden, wahrend bei den Patienten auch noch 90 Minuten
nicht-phosphoryliertes IRAK1 vorhanden ist. Nach Stimulation mit TNF-a zeigt sich, wie
zu erwarten, keine Phosphorylierung und kein Abbau von IRAK1. Selbstverstandlich zeigt
sich bei der IRAK1-defizienten Zelllinie keinerlei IRAK1-Bande und entsprechend auch
keine Phosphorylierung. Bei der IRAK4-defizienten Zelllinie gibt es zwar eine IRAK1-
Bande, aber es finden weder Phosphorylierung noch Abbau von IRAK1 statt (Abb. 6a).
In allen unstimulierten Zelllinien wird IkBa exprimiert. 15 Minuten nach Stimulation mit IL-
18 ist sowohl bei der gesunden Kontrolle als auch bei allen Patienten kein IkBa-Protein
mehr vorhanden. Allerdings ist dieses etwa 30 bis 45 Minuten nach Stimulation wieder
nachweisbar. Nach Stimulation mit TNF-a zeigt sich das gleiche Bild. In der IRAK1-

defizienten Zelllinie ist die IkBa-Degradierung nach Stimulation mit IL-13 verspatet und
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eingeschrankt, wahrend sie nach TNF-a- Stimulation normal ist (Abb. 6a). In der IRAK4-
defizienten Zelllinie wurde IkBa zwar nach Stimulation mit TNF-a vollstandig abgebaut

und wiederhergestellt, nicht aber nach Stimulation mit IL-1p (Abb. 6a).

Da das IRAK1 bei den Patienten auch noch 90 Minuten noch nicht vollstandig
phosphoryliert und abgebaut war, wiederholten wir den Versuch mit einer langeren
Kinetik von 0, 20, 60, 120 und 240 Minuten. Weiterhin erganzten wir im zweiten Versuch
eine Stimulation mit dem TLR4-Agonisten LPS (Abb. 6b). Bei P1 und P3 scheint auch
nach 240 Minuten noch nicht phosphoryliertes IRAK1 vorhanden zu sein. Bei P2 und P4
wirkt das Bild insgesamt verschwommen. Es sind keine klaren Banden des
phosphorylierten bzw. nicht-phosphorylierten IRAK1 zu erkennen, die IRAK1-Bande ist
insgesamt schwacher im Vergleich zu P1 und P3 sowie im Vergleich zu Abb. 6a, was
eine methodische Schwéache in diesem Versuch vermuten lasst. Bei der Kontrolle
erscheint oberhalb der IRAK1-Bande — im Bereich, in dem die Bande des nicht-
phosphorylierten IRAK1 zu erwarten ware — eine Bande. Da diese auch in den
unstimulierten bzw. mit TNF-a stimulierten Lell-Lysaten vorhanden ist, ist von einem
Hintergrundsignal im Sinne einer Verunreinigung auszugehen. Nach Stimulation mit LPS
bzw. TNF-a lasst sich in keiner der Zelllinien eine IRAK1-Phosphorylierung bzw. -Abbau
nachweisen. Bezlglich der Negativkontrollen IRAK1y/- und IRAK4-/- ergab sich das
gleiche Bild wie im ersten Versuch (Abb. 6a+b).

In beiden Versuchen zeigt sich bei allen Zelllinien eine gleichméfRige GAPDH-Bande im
Sinne einer gleichmafigen Proteinverteilung in allen Geltaschen einer Membran, jedoch
zeigten sich im zweiten Versuch deutliche Unterschiede in der Densitat der GAPDH-

Banden zwischen den einzelnen Membranen (Abb. 6a+b).
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Abbildung 6: IRAK1-Phosphorylierung und -Abbau sowie IkBa-Abbau. a IRAK1-Phosphorylierung
und IkBa-Degradierung nach Stimulation mit IL-13 (10 ng/ml) und TNF-a (20 ng/ml). b IRAK1-
Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-18 (10 ng/ml), LPS (10 pyg/ml) und TNF-a (20 ng/ml).
IRAK1, IL-1 receptor—associated kinasel; IkBa, NF-kB inhibitor a; GAPDH, glyceraldehyde-3-
phosphate-dehydrogenase; IL-1f, interleukin-1B; LPS, lipopolysaccharide; TNF-a, tumor
necrosis factor a; aus Gottschalk et al., 2023 [60]

Die IRAK1-Banden von P2 erschienen in Abb. 6b unscharf bzw. blass. Wir untersuchten
in einem weiteren Versuch daher den Abbau von IRAK1 sowie den Abbau von IkBa nach
Stimulation mit IL-13 fur 0, 15, 30, 45 bzw. 90 Minuten bei P2 im Vergleich zu einer
gesunden Kontrolle. Bei P2 ist im Vergleich zu C quantitativ mehr IRAK1-Protein
vorhanden, was sich sowohl im unstimulierten Zustand sowie durch die starkeren Banden
von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem IRAK1 zeigt. Nach 90 Minuten ist bei
P2 noch immer nicht-phosphoryliertes IRAK1 vorhanden. Sowohl C als auch P2 zeigen

als Reaktion auf die Stimulation mit IL-1 einen vollstandigen Abbau des IkBa nach 15
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Minuten sowie eine Regeneration nach 45 Minuten. p38MAPK diente als Kontrolle einer

gleichmafigen Probenverteilung (Abb. 7).

C P2

IL1B [min] 0 15 30 45 60 90 O 15 30 45 60 90

IRAK1 - p

IkBa -
p38MAPK‘--—---—--———-——-
Abbildung 7: IRAK1-Phosphorylierung und IkBa-Degradierung nach Stimulation mit IL-18 (10

ng/ml). IRAK1, IL-1 receptor—associated kinase1; IkBa, NF-kB inhibitor a; p38MAPK, p38-
mitogenaktivierte Proteinkinasen; IL-1[3, interleukin-1(3; eigene Darstellung

3.3.2 Produktion von IL-6 und IL-8 in Fibroblasten, PBMC und Vollblut nach
Aktivierung mit Interleukin-18 und TLR-Agonisten

Die IL-6- und IL-8-Produktion wurde in den Zellkulturiberstanden von SV40-
immortalisierten Fibroblasten und PBMC sowie in Vollblut nach Stimulation mit IL-13 bzw.
den TLR-Agonisten LPS (TLR4), PAM2CSK4 (TLR2/6) und Poly(l:C) (TLR3) gemessen.
Die Stimulationen mit TNF-a und PMA/lonomycin dienten als MyD88/IRAK-unabhangige
Intra-Assay-Kontrollen.

In SV40-Fibroblasten untersuchten wir die Zytokin-Ausschuittung bei P1, P2, P3 und P4
sowie von 4 gesunden Kontrollen und je einer IRAK1-defizienten und einer IRAK4-
defizienten Kontrolle. Die Produktion von IL-6 und IL-8 nach Stimulation mit IL-13 oder
dem TLR2/6-Agonisten PAM2CSK4 war in SV40-Fibroblasten sowohl von gesunden
Kontrollen als auch von MECP2/IRAK1-duplizierten Patienten erhéht, aber wir konnten
keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellen. Absolut war die IL-6
Produktion nach Stimulation mit IL-1(3 in den Kontrollen etwas héher als in den Patienten,
jedoch war der Unterschied statistisch nicht signifikant und es zeigte sich das gleiche
Verhéltnis bereits im unstimulierten Ausgangswert (Abb. 8a+b). Interessanterweise und
im Gegensatz zu unserer Hypothese deuten die Daten darauf hin, dass in
immortalisierten Fibroblasten von MECP2/IRAK1-duplizierten Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen nach Stimulation mit LPS keine verstérkte IL-6-Ausschittung gibt.
In IRAK4-defizienten Fibroblasten gab es keine Zytokinproduktion nach Stimulation mit
IL-1B, dem TLR4-Agonisten LPS und dem TLR2/6-Agonisten PAM2CSK4 (Abb. 8a+b).
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In IRAK1-defizienten Fibroblasten fanden wir keine Reaktion auf den TLR4-Agonisten
LPS und den TLR2/6-Agonisten PAM2CSK4, aber eine fast ungestdrte Reaktion auf IL-
18 (Abb. 8a+b). Alle Fibroblasten zeigten eine erhthte Zytokinproduktion bei Aktivierung
der MyD88/IRAK-unabhangigen Signalwege Uber den TLR3-Agonisten Poly(l:C), TNF-a
und PMA/lonomycin (Abb. 8a+b).

Weder in PBMC noch in Vollblut ergab sich zwischen Patienten und Kontrollen ein
signifikanter Unterschied der IL-6- bzw. IL-8-Produktion nach Stimulation mit IL-13 oder
den TLR-Agonisten LPS und PAM2CSK4 (Abb. 8c-f). Bei P8, bei dem IRAKL tripliziert
ist, war die IL-6- bzw. IL-8-Produktion nicht gro3er als bei den anderen Patienten oder
gesunden Kontrollen. Es zeigten sich zwischen Patienten und Kontrollen keine
Unterschiede in der Zytokinproduktion bei Aktivierung durch TNF-a oder PMA/lonomycin
(Abb. 8c-f).
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Abbildung 8: Zytokinproduktion nach Stimulation, gemessen in Zellkulturiiberstanden von SV40-
Fibroblasten, PBMC und Vollblut. a und b Zytokinproduktion in SV40-immortalisierten
Fibroblasten von Patienten (n=4) nach Stimulation mit IL-18 (1ng/ml), TLR-Agonisten (LPS fur
TLR4 (10pg/ml), PAM2CSK4 fur TLR2/6 (10ug/ml), Poly(l:C) fur TLR3 (25ug/ml)), PMA/lono
(1x10-7 M/1x10-5 M) und TNF-a (20ng/ml). SV40-immortalisierte Fibroblasten gesunder
Kontrollen (n=4), eines IRAK1-defizienten-Patienten und eines IRAKA4-defizienten-Patienten
wurden als Intra-Assay-Kontrollen verwendet. Das Experiment wurde dreimal durchgefihrt. a IL-
6-Produktion. b IL-8-Produktion. ¢ und d Zytokinproduktion in PBMC von Patienten nach
Stimulation mit IL-1B (1ng/ml), TLR-Agonisten (LPS fur TLR4 (1ng/ml), PAM2CSK4 fir TLR2/6
(1pg/ml)), PMA/Iono (1x10-7 M/1x10-5 M) und TNF-a (20ng/ml). PBMC von gesunden Kontrollen
wurden als Intra-Assay-Kontrollen verwendet. ¢ IL-6-Produktion (n=8 bei Patienten und n=11 bei
gesunden Kontrollen). d IL-8-Produktion (n=7 bei Patienten und n=9 bei gesunden Kontrollen). #
Nullwerte. e und f Zytokinproduktion im Vollblut der Patienten (n=6) nach Stimulation mit IL-13
(20ng/ml), TLR-Agonisten (LPS fur TLR4 (1ng/ml), PAM2CSK4 fir TLR2/6 (100ng/ml)),
PMA/lono (1x10-7 M/1x10-5 M) und TNF-a (20ng/ml). Die Analysen wurden im Vergleich zu einer
in unserem Labor untersuchten Kohorte gesunder Kontrollen durchgeftihrt (n = 179, Whisker 5-
95 Perzentil). e IL-6-Produktion. f IL-10-Produktion. Diese Abbildung wurde mit Prism 9
(GraphPad) erstellt. Die Balken zeigen die Medianwerte an. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001,
% P< 0,0001, ns, nicht signifikant. Wenn kein statistisch signifikanter Unterschied bestand
(Patienten vs. IRAK1y/-; Patienten vs. IRAK4-/- und IRAK1y/- vs. IRAK4-/-) wurden die p-Werte
nicht dargestellt. Healthy controls, gesunde Kontrollen; IL-1B, Interleukin-1B3; IRAKZ1, IL-1-
Rezeptor-assoziierte Kinase 1; LPS, Lipopolysaccharid; PAM2, PAM2CSK4; PMA/lono,
Phorbolmyristatacetat/lonomycin; patients, Patienten; TLR, Toll-like-Rezeptor; TNF-a, Tumor-
Nekrose-Faktor a; aus Gottschalk et al., 2023 [60]
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4. Diskussion

4.1 Systematische Literaturrecherche

4.1.1 Kurze Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

Basierend auf genetischen Screening-Studien kdnnten ungeféahr 1-2 % der schweren X-
chromosomalen geistigen Behinderung bei Mannern durch das MECP2-
Duplikationssyndrom erklart werden [1,4,5,20,22-24]. Es gibt zahlreiche klinische
Beschreibungen von einzelnen Fallen und kleineren Kohorten. Die von uns durchgefiihrte
Studie ist die erste systematische Ubersicht tiber alle bislang publizierten Patientinnen
und Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom. Von den 545 Féllen, in denen genetisch
eine Duplikation von sowohl MECP2 als auch IRAK1 bestatigt ist, sind 506 (93%)
mannliche Patienten und 40 (7%) symptomatische weibliche Patientinnen [60]. Die
geografisch ungleichméaRige Verteilung der Publikationen (44 europaische, 25
nordamerikanische, 23 ostasiatische, 5 Ubrige asiatische Lander einschlie3lich Russland,
3 australische, 2 sidamerikanische und 1 afrikanische) legt nahe, dass das MECP2-
Duplikationssyndrom in einigen globalen Regionen unterdiagnostiziert sein konnte und
die Zahl der Patientinnen und Patienten daher deutlich unterschatzt sein konnte [60].
Zudem fallen weibliche Patientinnen mitunter klinisch nicht auf, wenn sie einen milden

Phanotyp aufweisen oder asymptomatische Tragerinnen sind [40].

Ein Grof3teil aller beschriebenen Patientinnen und Patienten (94%, 459/487) ist mental
retardiert bzw. entwicklungsverzogert ohne wesentlichen Unterschied zwischen
Patientinnen (94%, 33/35) und Patienten (98%, 399/409). Bei 91% (412/454) der
Patientinnen und Patienten wurde eine muskulare Hypotonie beschrieben, wobei dies bei
den mannlichen (93%, 349/377) haufiger als bei den weiblichen (73%, 19/26) der
Patientinnen der Fall war. Die Haufigkeit des Vorkommens von epileptischen Anfallen ist
bei den weiblichen (50%, 13/26) nur wenig geringer als bei den mannlichen Patienten
(57%, 223/392). 78% (374/479) der Patientinnen und Patienten leiden an rezidivierenden
schweren Infektionen, insbesondere Pneumonien (bei 98% vorhanden), aber auch
Mittelohrinfektionen, Harnwegsinfektionen und Sepsen [60]. Auffallend ist ein
Geschlechterunterschied in der Haufigkeit des Auftretens von Infektionen. Im Vergleich
zu 83% (328/397) der mannlichen Patienten wurde dies nur bei 55 % (10/31) der
weiblichen Patientinnen beschrieben [60]. Mehrfach wurden bei Patientinnen und
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Patienten sowohl hohes Fieber wahrend Infektionen als auch unerklarliche Fieberschiibe

in infektfreien Intervallen beschrieben.

Unsere Literaturrecherche zeigt, dass trotz der hohen Pravalenz von schwerwiegenden
Infektionen nur wenige Studien den infektiossen und immunologischen Phanotyp der
Patientinnen und Patienten genauer untersuchten. Nur selten wurden auslosende
Erreger identifiziert. Die nachgewiesenen Erreger waren am haufigsten kapselbildende
Bakterien wie Streptococcus pneumoniae und Haemophilus influenzae). Eine
weiterfihrende  Diagnostik wie bronchoalveoldre Lavage, Bestimmung der
Immunglobulin-Spiegel oder Untersuchung der Impfreaktion wurde nur vereinzelt
durchgefuhrt [60].

In unserer Literaturrecherche war die Gesamtpréavalenz von gastroésophagealem Reflux
56% (149/268), mit einem kleinen Unterschied zwischen Patientinnen (44%, 4/9) und
Patienten (59%, 124/211).

4.1.2 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

Unsere Ergebnisse sind weitgehend kongruent mit den ersten veréffentlichten Daten aus
der kurzlich eingerichteten ,The MECP2 Duplication Database” (MDBase), die auf einem
ausfuhrlichen Patientenfragebogen beruht. Diese 2020 gegriindete Datenbank sammelte
innerhalb von 2 Jahren die klinischen Daten von 154 Patientinnen und Patienten mit
MECP2-Duplikationssyndrom aus 26 L&ndern [125]. Es zeigte sich ebenfalls ein
deutlicher Geschlechterunterschied in der Haufigkeit von Infektionen: Pneumonien bei
73% (89/122) der mannlichen im Vergleich zu 44% (8/18) der weiblichen Patientinnen
und Bronchitiden bei 51% (60/118) der mannlichen im Vergleich zu 21% (4/19) der
weiblichen Patientinnen [126]. Die Infektionen schréanken die Lebensqualitat der
Betroffenen durch die haufigen Krankenhauseinweisungen mit wiederholten
intensivstationaren Aufenthalten und der Notwendigkeit invasiver Beatmung deutlich ein
und stellen die haufigste Todesursache dar [60,126]. Mehr als die Halfte der Patientinnen
und Patienten aus der MDBase haben in den 12 Monaten vor der Befragung Antibiotika
aufgrund einer respiratorischen Infektion erhalten [126]. Im Jahr 2015 schlugen Bauer et
al. die Substitution von polyvalentem IgG bei Patienten mit einem IgG2-
Unterklassendefizit und/oder niedrigen Nachimpftitern gegen Pneumokokken vor, die an
rezidivierenden Infektionen leiden - eventuell in Kombination mit prophylaktischen

Antibiotika [41,42]. In den in unsere Literaturrecherche eingeschlossenen 26 Studien, die
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seit 2016 veroffentlicht wurden, wurde lediglich bei vier Patientinnen und Patienten eine
Antibiotikaprophylaxe erwéhnt [42,113,120]. Interessanterweise zeigen die Daten von Ta
et al. aus der MDBase ein anderes Bild: mehr als ein Viertel der befragten Patientinnen
und Patienten hatten in den vergangenen 12 Monaten eine prophylaktische antibiotische

Therapie erhalten, am haufigsten Azithromycin, Amoxicillin und Trimethoprim [126].

Als mdglicher Pathomechanismus wurde von einigen Autoren ein gastrodsophagealer
Reflux mit anschlieBender Aspiration vermutet [3,22,46,110,119,120,127]. Reflux und
Aspiration konnten durch die charakteristische Muskelhypotonie mit konsekutiven
Schluckstdérungen und einem unvollstdndigen Magenschluss begunstigt sein [60]. In
unserer Literaturrecherche war die Pravalenz des Refluxes mit 56% (149/268) jedoch
geringer als die der wiederkehrenden schwerwiegenden Infektionen (78%, 374/479) [60].
Jedoch wurde bei einem Grol3teil der beschriebenen Patientinnen und Patienten keine
Angabe zum Vorkommen von Schluckstérungen und gastroésophagealem Reflux
gemacht. Zudem ist zu bedenken, dass ein Reflux insbesondere bei Kindern mit mentaler
Retardierung und gestorter Sprachentwicklung klinisch unbemerkt bleiben kann. Nach
den Daten von Ta et al. ist der Reflux mit 81% (107/132) haufiger als das Vorkommen
von Pneumonien mit 70% (97/140) [126]. Interessanterweise zeigt sich bei dem Symptom
Reflux gleichfalls ein Geschlechterunterschied: betroffen waren 84% (97/115) der
Méanner im Vergleich zu 59% (10/17) der Frauen [126]. Zudem wurde bei der Mehrheit
der Patientinnen und Patienten mindestens eine Aspiration (57%, 72/127) nachgewiesen
und ein ineffektives Abhusten von Atemwegssekreten (53%, 78/146) beobachtet [126].
Diese Daten legen nahe, dass tatsachlich ein relevanter Anteil der beim MECP2-
Duplikationssyndrom beobachteten respiratorischen Infektionen mit Reflux und
nachfolgender Aspiration in Zusammenhang stehen konnten. Sie erklaren aber nicht die
bei unserer Kohorte sowie anderen Patientinnen und Patienten mehrfach beschriebenen
unerklarlichen Fieberschibe und auffallend hohen CRP-Werte auf
[6,41,47,60,117,124,128]. Ta et al. beschrieben eine gestorte Temperaturregulation bei
Uber der Halfte ihrer Kohorte (83/146 [57%]) [126].

4.1.3 Starken und Schwéachen

Zahlreiche Artikel, die neue Kohorten von Patientinnen und Patienten mit MECP2-
Duplikationssyndrom beschrieben, verglichen deren Phanotyp mit einigen zuvor

publizierten Kohorten. Unsere Studie bietet nun erstmals eine systematische Ubersicht
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Uber alle bislang publizierten Patientinnen und Patienten mit MECP2-
Duplikationssyndrom. Eine Besonderheit ist, dass wir durch Ruckwartsverfolgung von
Zitaten auch Patientinnen und Patienten einschlielen konnten, Uber die vor
Erstbeschreibung des Syndroms berichtet wurde. Dopplungen von beschrieben
Patientinnen und Patienten wurden, sofern nachvollziehbar, aus der Analyse
ausgeschlossen. Eine Schwache der Studie ist, dass fur eine bessere Vergleichbarkeit
trotz der Varianz der Nomenklatur in den Artikeln die Symptome ,Mentale Retardierung®
und ,Entwicklungsverzogerung“ sowie ,Wiederkehrende Infektionen“ und ,schwere
Infektionen® jeweils zu einer Kategorie zusammengefasst wurden. Zudem wurde lediglich
darauf geachtet, dass die ,minimal critical region® in der Duplikation/ Triplikation enthalten
ist. Es fand keine Bericksichtigung der individuell sehr verschiedenen duplizierten Areale
auller MECP2/IRAK1 statt.

4.2 NF-kB-Signaltransduktion bei MECP2/IRAK1-Duplikation

4.2.1 Kurze Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

Trotz zunehmender Forschung zum MECP2/IRAK1-Duplikationssyndrom ist der
pathophysiologische Mechanismus der gehauften Infektionen noch unbekannt. Wir
stellten die Hypothese auf, dass die schwerwiegenden Infektionen bei Patientinnen und
Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom mdglicherweise mit einer Uberstarken Akute-
Phase-Reaktion zusammenhangen, die auf einer Uberexpression von IRAK1 und einer
konsekutiv verstarkten Aktivierung des kanonischen NF-kB-Signalweges beruhen

kdnnten.

Unsere Patienten wiesen in SV40-Zelllysaten eine zwei- bis dreifach hohere Menge an
IRAK1 im Vergleich zu den gesunden Probanden auf. Interessanterweise ist die Menge
an IRAK1-Protein verdreifacht, obwohl das IRAK1-Gen bei P1-4 nur dupliziert und nicht
tripliziert ist. Da das Mehr an IRAK1 ebenfalls phosphoryliert und abgebaut wird, lasst
sich schlussfolgern, dass es an der Signaltransduktion teilnimmt. Trotzdem lasst sich kein
wesentlicher Unterschied zu den Zellen der gesunden Kontrollen im Hinblick auf den

IkBa-Abbau und die Zytokinproduktion feststellen.

Sowohl bei der gesunden Kontrolle als auch bei den Patienten zeigte sich nach
Stimulation mit IL-1B eine Phosphorylierung und ein Abbau des IRAK1, jedoch mit

Unterschieden in der Kinetik. Bei der gesunden Kontrolle war das IRAK1 nach etwa 45
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bis 60 Minuten nahezu vollstandig phosphoryliert und abgebaut, wéahrend bei den
Patienten nach 90 Minuten bzw. zumindest bei P1 und P3 auch nach 240 Minuten noch
nicht-phosphoryliertes IRAK1 vorhanden war. Diese Unterschiede lassen sich womadglich
mit den unterschiedlichen Mengen an IRAK1-Protein erklaren. Dahingehend zeigt sich

kein Unterschied der Kinetik des IkBa-Abbaus zwischen Patienten und Kontrolle.

Entgegen unserer Hypothese war die Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-
6 und IL-8 nach Stimulation mit IL-18 und den TLR-Agonisten in SV40-Fibroblasten,
Vollblut und PBMC von den Patienten nicht vervielfacht, sondern vergleichbar mit der bei
den gesunden Kontrollen. Da die Reaktion auf IL-1B8 und TLR-Agonisten nicht nur in
PBMC, sondern auch im Vollblut normal zu sein scheint, lasst sich vermuten, dass die
kanonische NF-kB-Signalgebung in neutrophilen Granulozyten von Patienten mit
MECP2/IRAK1-Duplikation weder erhéht noch beeintrachtigt ist.

Interessant sind unsere Ergebnisse in SV40-Fibroblasten nach Stimulation mit dem
TLR4-Agonisten LPS. Im Westernblot lasst sich nach LPS-Stimulation in keiner der
SV40-Zelllinien eine IRAK1-Phosphorylierung bzw. -Abbau nachweisen. Im ELISA fallt
auf, dass die IL-6 und IL-8-Produktion nach Stimulation mit LPS in den SV40-Fibroblasten
von Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen leicht vermindert ist, wahrend sich in
PBMC und Vollblut kein Unterschied zeigt.

Zusammenfassend wiesen die Patienten mit MECP2/IRAK1-Duplikation eine verstarkte
Expression von IRAK1-Protein in SV40-Fibroblasten im Vergleich zu gesunden
Probanden auf. Allerdings zeigt sich kein Unterschied in der Kinetik des IkBa-Abbaus und
in der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen bei Patienten mit MECP2/IRAK1-
Duplikation nach Simulation von IRAK1-NF-kB-vermittelten Signalwegen im Vergleich zu
gesunden Probanden. Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Duplikation
von IRAK1 entgegen unserer Hypothese nicht zu einer vermehrten NF-kB-vermittelten
Inflammation in SV40-Fibroblasten, PBMCs oder Vollblut fiihrt.

Offen bleibt, ob der hier untersuchte IRAK1-NF-kB-vermittelte Signalweg maoglicherweise
in anderen Geweben, wie beispielsweise respiratorischem Epithel, durch die IRAK1-
Duplikation verstarkt und somit urséachlich fur die schweren pulmonalen Verldufe sein
kbnnte. Ebenso bleibt offen, ob die IRAK1-Duplikation zu einer verstarkten IRF7-

vermittelten Bildung von Typ I Interferonen fiihrt.



Diskussion 66

4.2.2 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

Unsere Ergebnisse stehen zum Grof3teil in Einklang mit anderen bislang in der Literatur
verOffentlichten Ergebnissen. Nach Stimulation mit TNF-a zeigte sich keine
Phosphorylierung und kein Abbau von IRAK1. Dies entspricht dem aktuellen
Kenntnisstand, dass die TNF-a-induzierte NF-kB-Signalgebung unabhangig von einer
IRAK1-Phosphorylierung erfolgt [129]. Nach Stimulation mit IL-18 wird das IRAK4-Protein
fur die Phosphorylierung von IRAK1 und fur die weitergehende Signalweiterleitung
bendtigt [64,130]. In Einklang damit konnte in unseren Versuchen bei IRAK4-Defizienz
keine Phosphorylierung und kein Abbau von IRAK1 erfolgen, und nach Stimulation mit
IL-1B8 auch kein IkBa-Abbau stattfinden. In der IRAK1-defizienten Zelllinie ist die IkBa-
Degradierung nach Stimulation mit IL-13 verspatet und eingeschrankt. Die Ergebnisse
bei unseren gesunden Kontrollen sowie unseren IRAK1- und IRAK4-defizienten
Kontrollen stimmen mit den Ergebnissen von Della Mina et al. Gberein [92]. Diese wiesen
in den Fibroblasten eines IRAK1-defizienten Patienten in vitro eine verminderte
Zytokinproduktion nach Stimulation mit TLR2/6- und TLR4-Agonisten, aber eine
unbeeintrachtigte Reaktion auf IL-1B, nach. Die peripheren mononuklearen Blutzellen
(PBMC) des Patienten reagierten normal auf IL-18 sowie auf TLR2/6- und TLR4-
Agonisten [92]. Die Reaktionen auf den TLR3-Agonisten Poly(l:C) wurden nicht
beeinflusst, da dieser Gber einen TRIF-abhangigen Signalweg vermittelt wird [92]. Della
Mina et al. schlussfolgerten daher, dass IRAK1 in Fibroblasten den TLR, nicht aber den
IL-1R nachgeschaltet ist, wahrend es in Leukozyten sowohl den TLR als auch den IL-1R

nachgeschaltet eine redundante Rolle spielt [92].

Die Uber Poly(I:C), PMA/ lonomycin und TNF-a vermittelten Signalwege sind unabhangig
von MyD88, IRAK4 und IRAK1 (siehe 1.2.3). Entsprechend zeigte sich wie zu erwarten
nach Stimulation mit diesen Liganden in unseren IRAK1-duplizierten, IRAK1-defizienten
und IRAK4-defizienten SV40-Fibroblasten sowie in unseren IRAK1-duplizierten PBMC
eine vergleichbare Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie bei den gesunden

Kontrollen.

In unseren Versuchen zeigte sich nach LPS-Stimulation (10pg/ml) in den SV40-
Fibroblasten-Zelllinien einerseits eine ausbleibende IRAK1-Phosphorylierung und
andererseits eine verminderte IL-6- und IL-8-Produktion. Im Gegensatz dazu fand in der

Studie von Lockett et al. in Fibroblasten von Mauseembryos nach Stimulation mit LPS
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(0,1ug/ml) eine IRAK1-Phosphorylierung statt, die jedoch langsamer als nach Stimulation
mit IL-1B war (60 vs. 10 Minuten). IRAK1-defiziente Mausemakrophagen wiesen eine
beeintrachtigte, aber nicht ausbleibende, Zytokinproduktion sowie NF-kB-Aktivierung
nach Stimulation mit LPS (1ng/ml) auf und waren zudem widerstandsfahiger gegeniber
hohen toxischen LPS-Dosen [90]. Diese Differenz kdnnte einerseits daran liegen, dass
es einen Unterschied in der Signalgebung zwischen murinen und humanen Fibroblasten
gibt, oder anderseits daran, dass die von uns gewahlten LPS-Dosen moglicherweise
toxisch waren (s. 4.2.3).

4.2.3 Starken und Schwéachen der Studie

Die NF-kB-SignalUbertragung in immortalisierten Fibroblasten, PBMC und Vollblut
scheint nicht verstarkt zu sein. In anderen Geweben wie Lungenepithelien konnte dies
jedoch anders sein (siehe 4.3.1). Zudem umfasst unsere Studie lediglich eine kleine Zahl

von Patienten mit zudem unterschiedlich grof3en Duplikationen.

Eine weitere Limitation ist, dass wir bei den Westernblots aufgrund des groRRen
technischen Aufwands durch die Versuchsgrél3e teilweise nur eine Kontrolle verwendet
haben. Zudem ergaben sich teilweise Hintergrundsignale durch Verunreinigung und
Probleme mit einem Antikdrper, was zu schwéacheren Banden flhrte, weshalb wir keine
Densitometrie durchfuhrten. Fir zuklnftige Versuche erscheint es sinnvoll, eine
Densitometrie durchzufihren und die Kinetik der IRAK1-Phosphorylierung in Relation zur
jeweiligen Menge an IRAK1 zu setzen.

Wir verwendeten in unseren Versuchen héhere LPS-Konzentrationen bei der Stimulation
von SV40-Fibroblasten (10ug/ml) als bei der Stimulation von PBMC bzw. Vollblut
(1ng/ml), da Fibroblasten bekanntermaf3en weniger TLR4-Rezeptoren haben. In unseren
Versuchen zeigte sich nach LPS-Stimulation (10ug/ml) in den SV40-Fibroblasten-
Zelllinien eine ausbleibende IRAK1-Phosphorylierung und Zytokinproduktion. Wir
orientierten uns bei der von uns gewahlten Konzentration an Della Mina et al., die fur die
Stimulation von SV40-Fibroblasten ebenfalls 10ug/ml LPS verwendeten [92]. Lockett et
al. verwendeten fir die Stimulation von SV40-Fibroblasten 0,1ug/ml, eine um den Faktor
100 geringere LPS-Konzentration als wir [129]. Es ist nicht auszuschlie3en, dass die von
uns gewahlte LPS-Dosis toxisch war. Dies kénnte fir die ausbleibende IRAK1-
Phosphorylierung und anderseits eine verminderte IL-6- und IL-8-Produktion in unseren

Versuchen mit SV40-Fibroblasten urséchlich sein.
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Wir verwendeten inkonsistente Konzentrationen von IL-1B bei der Stimulation fir die
Messung der Zytokinproduktion (1ng/ml bei SV40-Fibroblasten und PBMC; 20ng/ml bei
Vollblut) und bei der Stimulation fir die Westernblot-Analyse der IRAK1-
Phosphorylierung und des IkBa-Abbaus (10ng/ml). Die von vielen anderen Autoren
verwendete IL-1B-Konzentration betrdgt 10ng/ml. Da wir bei unseren Patienten eine
hohere Konzentration von IL-6 und IL-8 nach der Stimulation vermuteten, entschieden
wir uns, die Menge an IL-1(3 furr die Stimulation zu reduzieren. Wir stellten die Hypothese
auf, dass eine geringere IL-13-Menge bereits eine starke Zytokinproduktion in
Fibroblasten von Patienten mit einer IRAK1-Duplikation auslésen kdnnte, wahrend bei
Kontrollen eine geringere IL-1B-Menge eine schwachere Reaktion hervorrufen konnte.
Offensichtlich reichte diese geringere Menge an IL-18 aus, um eine gesteigerte
Zytokinproduktion in unseren Kontrollen (gesunde Kontrollen und IRAK1y/-) auszulésen,

ahnlich wie bei den Ergebnissen von Della Mina et al [92].

4.3 Alternative Hypothesen

4.3.1 IRAK1 in Atemwegsepithelien und CXCL-10-Induktion

Wahrend die NF-kB-Signallibertragung in Fibroblasten und Blut nicht beeintrachtigt zu
sein scheint, konnte dies in anderen Geweben wie Lungenepithelien anders sein. IRAK1
ist fur die IL-8 Produktion in Epithelzellen der menschlichen Atemwege essentiell [131].
AulRerdem ist IRAK1 notwendig fir die Induktion von CXCL-10 in Atemwegsepithelzellen
und Makrophagen [132]. Sowohl eine UberméafRige Produktion von IL-8 als auch von
CXCL-10 kdnnte zu einer Lungenentziindung beitragen, die zum klinischen Phanotyp der
Patientinnen und Patienten fuhrt. Cronk et al. beschrieben in Mausen mit MECP2-
Uberexprimierung eine exzessive Entziindungsreaktion. Sie fanden in BAL-Fliissigkeiten
dieser Mause signifikante Mengen an CXCL5, wohingegen Wildtyp-Mause nur wenig bis
gar kein CXCL5 aufwiesen. Dies konnte auf eine Beteiligung von Epithelzellen der

Atemwege an der Entziindung hindeuten [133].

Von einem wissenschaftlichen Standpunkt aus ware es daher interessant, Epithelzellen
der Atemwege von Patientinnen und Patienten mit MECP2/IRAK1-Duplikation zu
untersuchen. Es erscheint jedoch fast unmdglich, ausreichende Mengen an primarem
Lungengewebe von Kindern mit einer so seltenen Krankheit zu gewinnen, geschweige

denn gentgend Lungenepithelien zu kultivieren. Auch eine strategische Untersuchung
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von Sekreten aus BAL ist aufgrund der Invasivitat der Diagnostik in der Klinik nur schwer
durchsetzbar. Eine alternative Strategie zur Untersuchung der Rolle von IRAK1 in
Lungenepithelien kdnnte darin bestehen, aus priméaren Fibroblasten der Patienten
menschliche induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSCs) zu Epithelzellen der Lunge zu
differenzieren [134].

4.3.2 Beeintrachtigte IFN-y-Sekretion

Yang et al. schlugen vor, dass schwere Infektionen bei Patienten mit MECP2-
Duplikationssyndrom auf eine fehlende TH1-Reaktion und eine daraus resultierende
geringe IFN-y-Aktivitat zurtickzufihren sein kdnnten [45]. Eine allgemein beeintrachtigte
IFN-y-Sekretion konnte jedoch von Bauer et al. nicht reproduziert werden [41]. Dartber
hinaus ist ein vollstandiger IFN-y-Mangel gekennzeichnet durch eine selektive
Pradisposition fur Infektionen durch Mykobakterien, Salmonellen oder Candida-Spezies
[135,136]. Dies korreliert nicht mit dem klinischen Phanotyp von Patientinnen und
Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom, die typischerweise eine eitrige Bronchitis
aufweisen, die durch Bakterien bedingt ist, die in der Lage sind, eine Kapsel zu bilden,
wie z. B. Streptococcus pneumoniae oder Haemophilus influenzae [41]. Unter den bisher
publizierten Patientinnen und Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom wurde in
unserer systematischen Literaturrecherche nur ein Bericht Gber eine Infektion mit

Mykobakterien gefunden [41].

4.3.3 Beeintrachtigte Typ-I-IFN-Signatur

Neben seiner Rolle fur den kanonischen NF-kB-Signalweg steuert IRAK1 die Induktion
von Interferonen Uber den IRF7 (siehe 1.2.4 und 1.3.3) [12,14,17]. Bei IRF7-Mangel sind
Menschen selektiv anfallig fur schwere Infektionen durch Influenza und SARS-CoV2 und
zeigen eine beeintrachtigte Typ-I-IFN-Signatur [72,73]. In vitro reguliert IRAK1 die die
transkriptionelle Aktivierung von IRF7 durch direkte Bindung und Phosphorylierung (siehe
1.3.3).

Die TLR7- und TLR9-vermittelte IFN-a-Produktion ist in IRAK1-defizienten M&ausen
aufgehoben, wahrend die Produktion entziindlicher Zytokine nicht beeintrachtigt ist [14].
Dies wirft die Frage auf, ob die Duplikation des IRAK1-Gens und damit die

Uberexpression von IRAK1 eine verstarkte Aktivierung des TLR7- und TLR9-vermittelten
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Interferon-a-Induktionsweges bewirkt, was zu einer erhohten Freisetzung von

Interferonen und folglich zu einer hyperinflammatorischen Immunantwort fihrt.

4.3.4 Genetisch bedingte, IRAK1-unabhangige Suszeptibilitat fur Infektionen

Es wurde beschrieben, dass MECP2-uberexprimierende Mause besonders anféllig fur
schwere Influenza-A-Infektionen sind. Wahrend der Infektion zeigen sie eine
Neutrophilie, eine erhdhte Zytokinproduktion, Uberhéhte Kortikosteroid-Spiegel, eine
gestorte adaptive Immunitat und eine vaskulare Pathologie. Dies wirft die Frage auf, ob
der der Entziindung zugrunde liegende Pathomechanismus bei Menschen mit MECP2-
Duplikationssyndrom eher durch die Uberexpression von MECP2 als durch die
Uberexpression von IRAK1 verursacht wird [133]. In einem humanisierten MDS-
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine intrazerebroventrikulare Antisense-
Oligonukleotid (ASO)-Therapie die MECP2-Expression im Gehirn verringert und
Verhaltensdefizite reduziert sowie reduzierte IFN-y-mRNA-Spiegel im Blut korrigiert
[137]. Wenn Entztindungen bei MECP2-Duplikationssyndrom eher durch die Duplikation
von MECP2 selbst, als durch Duplikation von IRAK1 verursacht werden, konnte ASO
gegen MECP2 eine praktikable Behandlungsoption fir diese Patientinnen und Patienten
sein [60]. Weitere Studien sind notwendig, um die Auswirkungen einer solchen in

Kompartimenten wie Blut und Lunge angewandten ASO-Therapie zu untersuchen.

Die Duplikationen sind bei verschiedenen Patientinnen und Patienten sehr
unterschiedlich in Bezug auf Gréf3e und Region und nicht alle Patientinnen und Patienten
sind von schweren Infektionen betroffen. Beispielsweise beschrieben Akahoshi et al.
einen Patienten, der an gehauften respiratorischen Infektionen und Otitiden litt, aber
dessen Duplikation distal von MECP2/IRAK1 lag und die diese beiden Gene nicht
einschloss [138]. Auch Bijlsma et al. berichteten Uber eine Patientin, bei der IRAK1 nicht
im duplizierten Fragment enthalten war, die jedoch ein Muster wiederkehrender
Infektionen aufwies, wie es bei Patientinnen und Patienten mit MECP2-
Duplikationssyndrom typischerweise zu beobachten ist. Da keines der anderen
duplizierten Gene in der Region mit rezidivierenden Infektionen in Verbindung gebracht
werden konnte, fuhrten die Autoren das Symptom auf die Duplikation des MECP2-Gens
zurtck [34]. Es ist denkbar, dass die Empfanglichkeit fir schwere Infektionen eine
genetische Komponente hat, die allerdings unabhéngig von IRAK1 und MECP2 ist. Aus

den bislang publizierten Fallberichten lasst sich diese Moglichkeit retrospektiv kaum
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beurteilen, da die Variabilitéat der duplizierten Region zwischen den Patienten sehr grof3
ist und oft keine Informationen zum infektiologischen Phanotyp vorliegen. Mit den neuen
Moglichkeiten, die sich aus der Erstellung eines weltweiten Registers wie der ,The
MECP2 Duplication Database“ (MDBase), sowie der Entwicklung von CRISPR/Cas9-
basierten Modellen ergeben, sollte in Zukunft der Frage nachgegangen werden, ob
womoglich ein anderes bislang nicht beachtetes Gen fur den Pathomechanismus der

Infektionen bei Patientinnen und Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom relevant ist.

4.3.5 Erstes Mausmodell mit MECP2-IRAK1-Tandemduplikation

Fur die Hypothese einer grundlegenden Rolle von IRAK1 im Pathomechanismus von
Infektionen bei Patientinnen und Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom sprechen
die aktuellen Ergebnisse von Maino et al. In einem mithilfe von CRISPR/Cas9 generierten
Mausmodell mit IRAK1-MECP2-Tandemduplikation zeigen sich Besonderheiten in der
Immunantwort, die zuvor in Mausmodellen mit lediglich MECP2-Duplikation nicht
nachweisbar waren. Mause mit IRAK1-MECP2-Duplikation wiesen eine Erhéhung der
proinflammatorischen und Thl-assoziierten Zytokine und Chemokine auf. Die Ergebnisse
von Maino et al. weisen darauf hin, dass die abnormale Immunantwort auf Infektionen
zumindest in Mausen durch die IRAK1-Uberexpression bedingt sein kénnte (Preprint)
[139]. Die Entwicklung dieses Mausmodells bietet neue Maoglichkeiten,
Pathomechanismen und therapeutische Strategien auch in anderen Geweben als in
Fibroblasten und im peripheren Blut zu untersuchen. Die Arbeitsgruppe um Maino et al.
arbeitet aktuell auBerdem im Mausmodell an der Therapie von durch Duplikationen
bedingten Erkrankungen via Korrektur mittels CRISP/Cas9 [140].
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5. Schlussfolgerungen

Schwere und wiederkehrende Infektionen sind ein typisches Symptom von Patientinnen
und Patienten mit MECP2-Duplikationssyndrom. Da Infektionen nach wie vor deren
Lebensqualitat einschranken und die haufigste Todesursache sind, scheint es einen
ungedeckten klinischen Bedarf an pneumologischer und mikrobiologischer Diagnostik
sowie an gezielter antiinfektioser Behandlung zu geben.

Wir konnten in unserer Kohorte in SV40-Fibroblasten und in peripherem Blut keine
Hinweise auf eine verstarkte Aktivierung des kanonischen NF-kB-Signalwegs bei
MECP2/IRAK1-duplizierten Patienten finden. Daher gehen wir derzeit davon aus, dass
diese Patienten nicht von einer therapeutischen Unterdrickung dieses Signalweges
profitieren.

In zukinftigen Studien sollte einerseits der IRAK1-NF-kB-vermittelte Signalweg in
anderen Geweben, wie beispielsweise respiratorischem Epithel, und andererseits der
IRAK1-IRF7-vermittelte Interferon-Signalweg als mogliche Pathomechanismen fur die
schweren pulmonalen Infektionen gepruft werden. Aul3erdem kdnnte, wie bei vielen
Patienten mit muskularer Hypotonie, auch ein chronischer, teils unbemerkter,

gastrotsophagealer Reflux eine Rolle spielen.
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Abstract

Purpose Besides their developmental and neurological phenotype, most patients with MECP2/IRAK I duplication syndrome
present with recurrent and severe infections, accompanied by strong inflammation. Respiratory infections are the most
common cause of death. Standardized pneumological diagnostics, targeted anti-infectious treatment, and knowledge of the
underlying pathomechanism that triggers strong inflammation are unmet clinical needs. We investigated the influence of
IRAKI1 overexpression on the canonical NF-xB signaling as a possible cause for excessive inflammation in these patients.
Methods NF-xB signaling was examined by measuring the production of proinflammatory cytokines and evaluating the
IRAKI phosphorylation and degradation as well as the IxBa degradation upon stimulation with IL-1p and TLR agonists
in SV40-immortalized fibroblasts, PBMCs, and whole blood of 9 patients with MECP2/IRAKI duplication syndrome,
respectively.

Results Both, MECP2/IRAK I-duplicated patients and healthy controls, showed similar production of IL-6 and IL-8 upon
activation with IL-1p and TLR2/6 agonists in immortalized fibroblasts. In PBMCs and whole blood, both patients and con-
trols had a similar response of cytokine production after stimulation with IL-1[ and TLR4/2/6 agonists. Patients and controls
had equivalent patterns of IRAK1 phosphorylation and degradation as well as [kBa degradation upon stimulation with IL-1[3.
Conclusion Patients with MECP2/IRAK ! duplication syndrome do not show increased canonical NF-xB signaling in immeor-
talized fibroblasts, PBMCs, and whole blood. Therefore, we assume that these patients do not benefit from a therapeutic
suppression of this pathway.

Keywords Xq28 Duplication syndrome - Methyl CpG binding protein 2 (MECP2) duplication syndrome - Methyl CpG
binding protein 2 (MECP2) - Interleukin-1 receptor—associated kinase 1 (IRAK1) - Canonical NF-xB signaling - Inborn
errors of immunity

Introduction

Patients with duplication of methyl CpG binding protein
2 (MECP2) on chromosome Xq28 were first described
in 2005 [1, 2]. The clinical phenotype is characterized by
developmental delay, hypotonia, epileptic seizures, as well
as recurrent infections [1, 2]. Approximately 1% of severe
X-linked intellectual disability in males might be explained
by MECP2 duplication syndrome (MDS) [3]. Reviewing
the literature, we identified 102 articles describing patients

4 Horst von Bernuth
horst.von-bernuth @charite.de

Extended author information available on the last page of the article

with duplications in Xq28 of varying sizes but encompass-
ing at least the MECP2 and inferleukin-1 receptor—associ-
ared kinase 1 (IRAK1) gene, 14 of them published before the
initial description of MDS (Table 1). From 1987 until now,
at least 545 cases with confirmed genotype were published
(504 males and 41 symptomatic females) (Table 1). Addi-
tionally, the duplication was suspected in 39 related patients
(Table 1). However, the numbers of patients might be under-
estimated regarding the unevenly distributed origin of publi-
cations (43 European, 25 North American, 23 East-Asian, 5
rest of Asia including Russia, 3 Australian, 2 South Ameri-
can, | African) (Table 1). Most females with MECP2 dupli-
cation are unaffected carriers showing a favorably skewed X
chromosome inactivation (XCI) pattern [1, 4-6]. However,
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some females show a mild to severe phenotype. The main
hypotheses are that symptoms in females might be caused,
on the one hand, by the location of the duplicated material
into an autosome or, on the other hand, by an unfavorable
skewed X chromosome inactivation (XCI) [7-20]. However,
the extent of the symptoms in females with MECP2 duplica-
tion cannot be correlated with their XCI pattern, at least as
assessed in peripheral blood [21].

Seventy-eight percent of reported patients (376/479)
suffer from recurrent or severe infections (Table 1). Most
common are respiratory infections with 98% of reported
cases (316/324), but patients also present with otitis media,
urinary tract infections, and sepsis (Table 1). Early death
(defined as < 25 years) is reported with a frequency of 4 to
55% (1,57, 92, 95]. Among the 67 patients with described
cause of early death, 58 (87%) died in the context of a severe
infection at the age of 3 weeks to 24 years (median 11 years;
data available for 43 patients only) [1, 2,5-7,9, 12, 25, 26,
32,33, 38, 39,43, 54-57. 63, 67,70, 75, 76, 80, 84, 86, 87,
90,92, 93, 95,97, 99, 104]. Eighty-two percent (328/398) of
males suffer from recurrent or severe infections but only 61%
(20/33) of the described females. Few studies further exam-
ined the detailed infectious and the underlying immunologi-
cal phenotype of the patients. In contrast to the widespread
notion of “recurrent severe infections,” information about
identified pathogens is only available for 19 patients [7, 12,
16, 54,76, 100, 105]. Among the 55 isolated pathogens were
45 bacteria (most of all 5. pneumoniae, H. influenzae, E.
coli, and §. aureus), 6 viruses, and 4 Candida (Table §1).
However, as the total viable counts are not stated, it remains
unclear if these were the disease-causing pathogens. Bron-
choalveolar lavage for the identification of pathogens was
only performed in 7 patients [76, 105].

Few studies have examined patients for their immuno-
logical phenotype [33, 39, 76, 88, 100]. The most common
characteristic is a poor response to vaccination especially
against Streptococcus preumoniae which was described
in 15/26 patients [33, 39, 76]. Some patients show selec-
tive deficiency of immunoglobulin (Ig) A (11/47) and/or
12G2 (7/24) [23, 26, 30, 33, 39, 46, 56, 63,75, 76, 88, 100,
104]. Moreover, several patients present with episodes of
unexplained fever and remarkably high C-reactive protein
(CRP) values during non-invasive infections [24, 43, 54, 70,
76, 105]. In 2015, Bauer et al. suggested the substitution of
polyvalent [gG in patients with an IgG2 subclass deficiency
and/or low post-vaccination titers against pneumococci who
suffer from recurrent infections—eventually combined with
prophylactic antibiotics [76, 105]. In the 26 studies pub-
lished since 2016, only three evaluated the immunoglobulin
levels, and none mentioned the response to vaccination [88,
100, 103]. Four patients were mentioned to receive antibiotic
prophylaxis [93, 100, 105]. As infections still limit the qual-
ity of life and are the most common cause of death in MDS

patients, there seems to be an unmet clinical need regarding
pneumological and microbiological diagnostics as well as
targeted anti-infectious treatment [92].

It remains unknown whether recurrent fever and strong
acute phase response in these patients are rather driven by
infections which are difficult to clear and/or by autoinflam-
mation. Throughout the manuscript, we use the term auto-
inflammation which describes systemic inflammatory pro-
cesses due to a non-infectious (auto)activation of the innate
immune system. Both hypotheses, the one of an “infectious
fever” and the one of an “autoinflammatory fever,” are not
mutually exclusive [31, 104, 106, 107]. In 2009, Kirk et al.
suspected a link between IRAK [ duplication and suscepti-
bility to infection [43]. IRAK participates in multiple [L-1
and TLR—driven signaling processes that regulate immunity
and inflammation [108—114]. For instance, IRAK 1 plays an
important role in the regulation of both, the interleukin-1
(IL-1)-mediated and the Toll-like receptor (TLR )}-mediated,
so-called canonical signaling pathways of NF-xB (nuclear
factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B cells)
(Fig. 1). Upon binding, IL-1 receptors with their respec-
tive cytokine or TLR with their respective ligand recruit the
adaptor protein myeloid differentiation primary response 88
(MyD88) which associates with IRAK4 via a homophilic
interaction between their death domains. IRAK4 induces
the phosphorylation of IRAK 1. The hyperphosphorylated
IRAKI then dissociates from the complex and associates
with TNF receptor—associated factor 6 (TRAF6) to activate
TAK-1/TAB (TGF-p—activated kinase/TAK1-binding pro-
teins). The latter enhances the activity of the IxB kinase
(IKK) complex, which in turn leads to phosphorylation and
degradation of inhibitors of nuclear factor kappa B (IxB).
Thereby, NF-kB dimers comprising p65 (RelA), c-Rel, and
p50 are activated and migrate into the nucleus which results
in gene transcription and the induction of inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor a (TNF-a), IL-1f,
IL-6, and TL-12 [108—114].

Della Mina et al. examined the canonical NF-kB signal-
ing in an JRAK/-null patient [115]. The patient’s fibroblasts
showed poor responses upon stimulation with TLR2/6 and
TLR4 agonists but unimpaired responses to IL-1p. The
patient’s peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
responded normally to IL-1p as well as TLR2/6 and TLR4
agonists [115]. Responses to TLR3 agonist Poly(I:C) were
not influenced as it signals via TRIF-dependent pathways
[115].

The combination of the clinical phenotype in MDS and
the duplication of the IRAK [ gene brings up the question if
IRAKI overexpression causes increased canonical NF-xB
signaling and detrimentally increased acute phase responses.
Considering the results of Della Mina et al., we hypoth-
esized that patients with MECP2/IRAKI duplication might
show enhanced cytokine production in fibroblasts upon
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Fig.1 Canonical pathway of NF-kB signaling. Upon binding of
ligands, such as IL-1 to the IL-1R, LPS to TLR4, or diacylated lipo-
peptides like PAM2CSK4 to TLR2/6, the inflammatory signaling is
mediated via the myddosome complex which consists of MyD88 and
IRAK family kinases. MyD88 associates with IRAK4 via a homo-
philic interaction between their death domains. IRAK4 induces the
phosphorylation of IRAK1. The hyperphosphorylated IRAK1 then
dissociates from the complex and associates with TRAF6 to acti-
vate TAK-1/TAB complex. The latter enhances the activity of the
IKK complex which then leads to phosphorylation and degradation
of IkB. Thereby, NF-kB dimers such as p65 (RelA) and p50 are acti-
vated and migrate into the nucleus which results in gene transcrip-
tion and the induction of inflammatory cytokines. (Adapted from
Heller S, Kolsch U, Magg T, et al. T Cell Impairment Is Predictive
for a Severe Clinical Course in NEMO Deficiency. J Clin Immunol.
2020:40(3):421-434. Used with permission.) IkBa, NF-kB inhibitor
o IKK, IkB kinase; 1L-1R, interleukin-1 receptor; IRAK, interleu-
kin-1 receptor-associated kinase: LPS, lipopolysaccharide; MyD88,
myeloid differentiation primary response 88: TAB, TAKI1-binding
proteins; TAK-1, TGF-p-activated kinase 1; TLR, toll-like receptor;
TRAF, TNF receptor—associated factor. The canonical NF-kB path-
way can be disturbed through disease-causing mutations within mul-
tiple genes. Described correlations between phenotype and genotype
are listed in the OMIM database (OMIM numbers: IkBa™ 164,008,
IKKa*600,664, 1KKP*603,258, IKKy*300.248, IRAK1*300,283,
IRAK4*606,883, MyD88%602,170, p50%164.,011, p65+164,014)

@ Springer

simulation with TLR2/6 and TLR4 agonists. Therefore, we
evaluated the production of proinflammatory cytokines as
well as the IkBa degradation and IRAK]1 phosphorylation
upon stimulation with IL-1p and TLR agonists in S$V40-
immortalized fibroblasts of 9 patients with MECP2/IRAK]
duplication syndrome, respectively. Additionally, we investi-
gated the production of proinflammatory cytokines not only
in PBMCs but also whole blood.

Methods
Patients

The study was conducted in accordance with the ethical
standards of the 1964 Helsinki declaration and the insti-
tutional research committee (Charité-Universititsmedizin
Berlin, Germany, EA2/063/12). Informed consent was
obtained from each patient or the patients’ parents. Our
cohort consists of 9 male patients diagnosed with MDS. We
recruited them by contacting patients who participated as
well as physicians who cooperated in our previous study
[76]. Five of the patients were described before [76, 105,
116]. A duplication of at least MECP2 and IRAK1 was con-
firmed in all patients enrolled by array-based Comparative
Genomic Hybridization (array-CGH) prior to this study. We
standardized the ranges of the duplications to Genome Ref-
erence Consortium Human Build 37 (GRCh37) by the NCBI
Genome Remapping Service to compare the duplication size
of all patients,

Material

Fibroblasts of P1, P2, P3, and P4 as well as of 4 healthy
individuals were obtained by skin biopsies and immortal-
ized by simian virus (SV40) as described previously [76,
117]. Blood samples of P3, PS5, P6, P7, P8, and P9 as well
as of healthy controls were acquired in parallel to routine
blood tests. As P1 and P2 deceased, and we were not able to
contact P4 recently, we were not able to obtain current blood
samples from P1, P2, and P4, P5-9 did not donate fibro-
blasts. We isolated the PBMCs and performed the analysis
in our laboratory with the same methods and equipment.

Cell Stimulation and Cytokine Determination (ELISA)

Levels of IL-6 and IL-8 production were assessed in
SV40-fibroblasts of P1, P2, P3, and P4 as well as of
healthy controls and IRAK I-deficient and IRAK4-defi-
cient controls incubated for 24 h in the presence of IL-1f
(1 ng/ml, R&D Systems), TNF-a (20 ng/ml, R&D Sys-
tems), Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)/lonomycin
(1x 1077 M/1x 107> M, Sigma-Aldrich), or TLR agonists
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(TLR4 agonist LPS (10 pg/ml, Sigma-Aldrich), TLR2/6
agonist PAM,CSK, (10 pg/ml, Invivogen), or TLR3 ago-
nist Poly(I:C) (25 pg /ml, Invivogen)), as well as in PBMCs
of P3, P5, P6, P7, P8, and P9 as well as of healthy con-
trols incubated for 48 h in the presence of IL-1p (1 ng/ml,
R&D Systems), TNF-o (20 ng/ml, R&D Systems), PMA/
Tonomyein (1x 1077 M/1 x 107> M, Sigma-Aldrich), or TLR
agonists (TLR4 agonist LPS (1 ng/ml, Sigma-Aldrich) or
TLR2/6 agonist PAM,CSK, (1 pg/ml, Invivogen)). Cytokine
concentrations in cell culture supernatants were assessed
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
“PeliPair reagent” sets (Sanquin) for human IL-6 and 1L-8
according to the manufacturer’s protocol. The experiment
was conducted three times.

IL-6 and IL-10 levels were measured in heparinized
whole blood of P3, P5, P6, P7, P8, and P9 incubated for
48 h in the presence of IL-1p (20 ng/ml, R&D Systems),
TNF-a (20 ng/ml, R&D Systems), PMA/lonomycin
(1x 1077 M/1x 107 M, Sigma-Aldrich), or TLR agonists
(TLR4 agonist LPS (1 ng/ml, Sigma-Aldrich) or TLR2/6
agonist PAM,CSK, (100 ng/ml, Invivogen)). The cytokine
concentrations were measured by ECLIA by Labor Berlin on
an IMMULITE® 1000 (Siemens) and compared to a cohort
of healthy controls assessed in our laboratory (n=179)

[118].
Western Blots

To analyze IRAKI expression and IxBa degradation, we
stimulated SV40-immortalized fibroblasts of P1, P2, P3,
and P4 as well as of healthy controls and IRAK 1-deficient
and IRAK4-deficient controls with IL-1p (10 ng/ml, R&D
Systems) and TNF-a (20 ng/ml, R&D Systems) for 15, 30,
45, 60, and 90 min as well as with IL-1§ (10 ng/ml, R&D
Systems), TLR4 agonist lipopolysaccharide (LPS) (10 pg/

ml, Sigma-Aldrich), and TNF-a (20 ng/ml, R&D Systems)
for 20, 60, 120, and 240 min, respectively. The further steps
were performed as described previously using the follow-
ing antibodies: IxBa (610,690, BD Biosciences), IRAKI
(sc-7883, Santa Cruz Biotechnology), IRAK-4 (ADI-
KAP-ST206-E, Enzo), glycerinaldehyd-3-phosphat-dehy-
drogenase (GAPDH) (sc-25778, Santa Cruz Biotechnology),
Goat Anti Rabbit [gG (111-035-045, Dianova), and Goat
Anti Mouse IgG (115-035-062, Dianova) [118]. Detailed
protocols are available upon request.

Graphs and Statistical Information

Graphs were created using GraphPad Prism 9 software
(GraphPad Software Inc.) and PowerPoint (Microsoft
Office). Statistical analyses were performed using SPSS
V28.0.1.0 (IBM). Data sets were tested for normal
distribution, and statistical comparisons were done using a
Mann—Whitney U test. For comparison of multiple groups,
Kruskal-Wallis test was used. P values of less than 0.05
after adjusting by Bonferroni method were considered
significant. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001,
#EEEP < (0.0001.

Results

Patients with MECP2/IRAKT Duplication Suffer
from Recurrent Respiratory Infections

Our 9 patients show duplications of variable sizes at least
encompassing the neighboring genes MECP2 and IRAK]
(Fig. 2). In patients 5 and 8, part of the region is triplicated.
The exact boundaries and the included genes are shown in
the Supplementary Information. All patients suffered from

IRAK 1= R
MECP2-
P14 | —
P2+ -
P3- —
P4 —
P5- [ — il
P6- [ ]
P7- [ : ]
P =
P9 | —
L) L) L] L) L) 1 1 L)
R4 R & Y & & K4 K

Fig. 2 Size of duplications on chromosome Xq28 based on human
genome assembly GRCh37 (hgl9) in mega base pairs (Mb). Posi-
tion of JRAK! is indicated in red and position of MECP2 is indicated
in green. Vertical dotted lines show the minimal duplicated region

Mb

including IRAKI and MECP2. *Black bars with a star indicate trip-
licated segments. This figure was created using Prism 9 (GraphPad).
The exact boundaries and the included genes are shown in the Sup-
plementary Information
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recurrent or severe infections, mostly respiratory infections,
which often required hospitalization.

Patient 3 is a 25-year-old patient who is followed-up in
our department at least 4 times a year and was clinically
and molecularly characterized before [P1 in 76, 105]. Array
comparative genome hybridization (array-CGH) confirmed
a duplication of 1.1 Mb at Xq28. He first presented with
global developmental delay, muscular hypotonia, and spastic
tetra paresis. He suffers from epilepsy and recurrent severe
infections. Of his in total 64 episodes of pneumonia, he had
developed 47 until his 14th y/a. After starting an immuno-
globulin substitution (at 12 y/a) as well as supportive meas-
ures and antibiotic prophylaxis (at 14 y/a), the frequency of
infections declined, leading to 3 episodes of pneumonia only
in the following 8 years. Despite this treatment, we recorded
an increase of hospital admissions due to infections in the
last 2 years including 12 episodes of pneumonia and 2 epi-
sodes of sepsis (Fig, S1). Throughout the last years, the boy
developed chronic aspiration and shows bronchiectasis in
his latest CT scans (Fig. §2). We are now detecting oppor-
tunistic pathogens such as a multidrug-resistant Citrobac-
ter freundii as well as Candida glabrata and Trichosporon
asahii in bronchoalveolar lavages. He is currently under
prophylactic anti-infective treatment with cotrimoxazole,
penicillin, and fluconazole. In all infectious episodes, our
patients presented with fever above 39 °C and high CRP
levels, typically above > 100 mg/dl, already during the first
3 days of the infection. The boy shows a normal total immu-
noglobulin titer but deficiency of IgG2, IgG4, IgA, and IgM.
A polysaccharide-specific antibody deficiency persisted
despite repeated vaccinations.

The baseline clinical features of all patients in our cohort
are summarized in Table 2. Detailed case reports of P1, P2,
and P4—P9 are provided in the Supplementary Information.

IRAK1 Duplication Leads to Increased Protein Levels
in Patient-Derived Fibroblast Cell Lines

First, we characterized the SV40-immortalized fibroblasts
cell lines of both patients and healthy controls for their
expression of IRAK1, IRAK4, and GAPDH (Fig. 3). We
used an IRAK 1-deficient and an IRAK4-deficient cell line
as negative controls. The patients’ cells (P1-P4) contained
at least twice as much IRAKI as the cells of the healthy
controls (C1-C4) (Fig. 3). The calculated ratios are stated
in the Supplementary Information.

IRAK1 Duplication Does Promote Excessive Cytokine
Production Neither in Fibroblasts Nor in PBMC
Nor in Whole Blood

We hypothesized that the susceptibility to infection could
be caused by a hyperinflammatory immune response due

@ Springer

Table2 Clinical baseline characteristics of the cohort. UTI, urinary tract infections; SV40, SV40-immortalized fibroblasts; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; ND, not determined: x,

present; /, absent

Material

Number of

Epileptic  Recurrent or

seizures

Intellectual disability or  Infantile

developmental delay

Origin

Sex Age at last

Patient

severe infec-

tions

hypotonia

consultation

Sepsis  UTI  Purulent otitis

Pneumonia

Sv40

14
50
58

X

Germany

15¢

SV40

ND
>1

X

Belgium

SV40, PBMCs, whole blood

>3
SV40

=5

X

Germany

>4
ND
ND
ND
ND

ND

ND

X

France

ood

ood

ood

ood

ood

PBMCs, who

32

X

Belgium

PBMCs, who!

X

Belgium
Poland

X

PBMCs, who

PBMCs, who

ND

>1

X

Germany

PBMCs, who

ND

ND
5

X

Germany

la

28

32

42

g

9/9

919

919

“Published elsewhere, see Supplementary Information

"Deceased
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Fig. 3 Characterization of $V4(0-immortalized fibroblasts. Western
blot analysis of IRAK-1 and IRAK-4 protein levels in cell lysates
from SV40-immortalized fibroblasts of healthy controls (n=4),

to increased canonical NF-kB signaling because of IRAKI1
overexpression. Therefore, we determined the impact of the
MECP2 and IRAK! duplication on the canonical NF-xkB
signaling. Hence, we performed an ELISA to measure the
cytokine production in the cell culture supernatants of SV40-
immortalized fibroblasts, PBMCs, and whole blood upon
stimulation with IL-1p as well as the TLR agonists LPS
(TLR4), PAM,CSK, (TLR2/6), and Poly(I:C) (TLR3). We
used TNF-o and PMA/Ionomycin as NF-kB—independent
intra-assay controls.

Production of [L-6 and IL-8 upon stimulation with TL-1[
or TLR2/6 agonist PAM,CSK, was increased in fibroblasts
of both healthy controls and MECP2/IRAK I-duplicated
patients, but we did not see a difference between the two
groups (Fig. 4a and 4b). Interestingly and in contrast to our
hypothesis, the data suggests that the cytokine production
upon stimulation with TLR4 agonist (LPS) in immortalized
fibroblasts of MECP2/IRAK 1 -duplicated patients is lower than
in healthy controls. In IR AK4-deficient fibroblasts, cytokine
production upon stimulation with IL-1p, TLR4 agonist LPS,
and TLR2/6 agonist PAM,CSK, was absent (Fig. 4a and 4b).
In IRAK 1 -deficient fibroblasts, we found no response to TLR4
agonist LPS and TLR2/6 agonist PAM,CSK, but an almost
unimpaired response to [L-1f (Fig. 4a and 4b). All fibro-
blasts showed increased cytokine production upon activation
with TLR3 agonist Poly(I:C), TNF-x, and PMA/lonomycin
(Fig. 4a and 4b). The response upon stimulation with IL-1§,
TLR agonists, and TNF-a was similar for PBMCs and whole
blood in both groups (Fig. 4c—). P values for significant dif-
ferences are indicated in Fig. 4. If there was no statistically
significant difference (patients vs. IRAK{y/-; patients vs.
IRAK4-/- and IRAK Iy/- vs. IRAK4-/-), P values were not plot-
ted (Fig. 4a and 4b).

These results indicate that MEC P2/IRAK 1 duplication does
not lead to a higher amount of inflammatory cytokines upon

— o~ © =t
o o o o

IRAK Ty/-
IRAKA4-/-

e
-

- P S o R G

patients (n=4), an IRAK1-deficient patient, and an IRAK4-deficient
patient. Pictures were cropped and adjusted. Quantitation is shown in
Table S2

stimulation in immortalized fibroblasts, PBMCs, and whole
blood.

Normal IRAK1 and IkBa Degradation Indicates
Regular NF-kB Signaling in Patient-Derived
Fibroblasts with /IRAKT Duplication

Having observed that MECP2/IRAKI duplication does not
cause an increased acute inflammatory response in vitro, we
hypothesized that canonical NF-xB signaling may be altered
regarding the phosphorylation and degradation of involved
proteins such as IRAKI and IkBa. To further delineate this
pathway, we performed Western blots on whole cell lysates
of SV40 fibroblasts of P1-P4, a healthy control (C), as well as
IRAK1- and IRAK4-deficient controls stimulated with [L-1p
as well as TNF-o as an NF-xB-independent intra-assay con-
trol (Fig. 5a). Upon activation, [IRAK1 is phosphorylated lead-
ing to a higher mass of the molecule. Phosphorylated IRAKI
becomes hence visible as a smear above the band of non-
phosphorylated IRAKI. It appears as if there is still non-phos-
phorylated IRAK left 90 min after stimulation with IL-1
(Fig. 5a). In a second experiment, we assessed the IRAKI
phosphorylation upon IL 1 and TNF-u for longer time frames
up to 240 min and additionally stimulated the SV40 fibroblasts
with TLR4 agonist LPS (Fig. 5b). Both, the patients’ and the
control’s cells showed a similar pattern of IRAK1 phospho-
rylation and degradation upon activation with IL-1p, whereas
it was absent in IRAK4-deficient fibroblasts (Fig. 5a and 5b).
Self-explanatory, the IRAK 1-deficient fibroblasts did not
contain any IRAKI1 protein, and therefore, it could not be
phosphorylated or degraded (Fig. 5a and 5b). IRAK1 phos-
phorylation and degradation could not be induced by LPS or
TNF-u stimulation in any of the cell lysates (Fig. 5a and 5b).
The time pattern of IkBa degradation upon IL-1f} stimulation
and the reoccurrence of non-phosphorylated IxBe was similar
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Fig.4 Cytokine production upon
stimulation measured in cell
culture supematants. Bars indicate
median values. aand b Cytokine
production in patients’ SV40-
immortalized fibroblasts (n=4)
upon stimulation with IL-1p

(1 ng/ml), TLR agonists (LPS for
TLR4 (10 pg/ml), PAM,CSK, for
TLR2/TLRG (10 pg/ml), Poly(1:C)
for TLR3 (25 pg/ml)), PMA/lono
(11077 M/1x 107 M), and
TNF-u (20 ng/ml). SV40-immor-
talized fibroblasts of healthy
controls (n=4), an IRAK/-null
patient, and an /RAK4-null patient
were used as intra-assay controls.
The experiment was conducted
three times. a IL-6 production. b
IL-8 production, ¢ and d Cytokine
production in patients’ PBMCs
upon stimulation with IL-1p

(1 ng/ml), TLR agonists (LPS for
TLR4 (1 ng/ml), PAM,CSK, for
TLR2/TLR6 (1 pg/ml)), PMA/
Tono (1x 1077 M/1x107° M),
and TNF-o (20 ng/ml). PBMCs
of healthy controls were used

as intra-assay controls. ¢ IL-6
production (n=8 for patients and
n=11 for healthy controls). d
IL-8 production (n=7 for patients
and n=9 for healthy controls).

# zero values. e and f Cytokine
production in patients’ whole
blood (r=6) upon stimulation
with IL-1p (20 ng/ml), TLR
agonists (LPS for TLR4 (1 ng/
ml), PAM.CSK, for TLR2/
TLR6 (100 ng/ml)), PMA/

Tono (1x 1077 M/1x107° M),
and TNF-o (20 ng/ml). The
analyses were performed in
comparison toa cohort of healthy
controls assessed in our labora-
tory (n=179, whiskers 5-95
percentile). e IL-6 production. £
IL-10 production. This figure was
created using Prism 9 (Graph-
Pad). *P <0.05, *P<0.01,

P < 0,001, FHP <0.0001,
ns, not significant. If there was no
statistically significant difference
(patients vs. IRAK T'y/~; patients
vs. IRAK4-/- and IRAKIy/- vs.
IRAK4-/-), P values were not
plotted (Fig. 4a and 4b). IRAK]1,
IL-1 receptor-associated kinase
1; IL-1p, interleukin-1f}; LPS,
lipopolysaccharide; PAM,,
PAM,CSK,: PMA/L, phorbol
myristate acetate/ionomycin;
TLR, toll-like receptor; TNF-c,
tumor necrosis factor o
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Fig.5 Immunological pheno- a IL-1B TNF-c b IL-1B LPS TNF-n
type of SVd0-immortalized frmin] 0 15 30 45 60 90 15 30 45 60 8D i

fibroblasts. a IRAK1 phospho- c
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in cells of the patients and the control tested, whereas it was
absent in IRAK1- and IRAK4-deficient fibroblasts (Fig. 5a).
Overall, our data suggests that there is no difference in the
activity of the canonical NF-kB signaling in MECP2/IRAK -
duplicated patients.

Discussion

Although research on MECP2/IRAK duplication syndrome
has increased, a comprehensive pathophysiological mechanism
that explains the frequency and severity of infections, the most
common cause of death, remains unknown. Numerous publica-
tions describe patients who repeatedly require hospitalization,
invasive ventilation, and intensive care admission [63, 75, 76,
103, 105]. In P3, pneumococcal immunization and antibiotic
prophylaxis reduced the number of infections per year drastically
for many years (Fig. S1). However, after successful long-term
prophylaxis on antibiotics and IgG, he has been presenting mul-
tiple times with pneumonia caused by multidrug-resistant and
rare pathogens since the age of 23. Patients like these show that
the control of infections clearly is still an unmet clinical need.
IRAKI1 participates in multiple IL-1 and TLR-driven
signaling processes that regulate immunity and inflammation
[108-113]. Therefore, we hypothesized that the infections

may be triggered by a strong acute phase response due to
IRAK]1 overexpression and subsequently increased canoni-
cal NF-xB signaling. However, in our cohort, we did not see
any evidence of increased IRAK1-dependent degradation of
IxkBa. We demonstrated that the production of proinflamma-
tory cytokines IL-6 and IL-8 upon stimulation with IL-1p and
TLR2/6 agonist PAM,CSK, is similar in immortalized fibro-
blasts as well as PBMCs and whole blood of patients with
MECP2/IRAK ] duplication and healthy controls. Also, we
did not see an enhanced response upon stimulation with TLR4
agonist LPS in PBMCs and whole blood of patients compared
to healthy controls. The results in our healthy controls as well
as our [IRAK1- and IRAK4-deficient controls were similar to
the results of Della Mina et al. [115]. Response to IL-1p and
TLR agonists seems to be normal not only in PBMCs but also
whole blood which suggests that canonical NF-xB signaling
is also neither increased nor impaired in neutrophilic granu-
locytes of patients with MECP2/IRAK I duplication.

This raises the question of whether the inflammation (as
documented by high CRP levels in many patients) observed
in MDS patients might rather be driven by an infectious than
an autoinflammatory process. Ninety-one percent (411/454)
of the published patients suffered from muscle hypotonia sug-
gesting that an insufficient occlusion of the gastric sphinc-
ter, as well as swallowing difficulties, could favor aspiration
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(Table 1). Gastroesophageal reflux with subsequent aspiration
was suggested as a cause for frequent respiratory tract infec-
tions [31, 104]. However, only 55% (149/270) of the patients
were described to suffer from reflux, whereas 78% of the
patients (376/479) were described to suffer from recurrent
or severe infections ([3, 5, 6,9, 15, 18, 26, 27, 31, 33, 38, 52,
34-56, 60, 67, 75, 84, 85, 92, 93, 95, 97, 98, 100, 103, 104,
119], Table 1).

The NF-xB signaling in fibroblasts and blood seems to be
unimpaired. However, this might be different in other tissues
such as lung epithelia. On the one hand, IRAK-1 was shown
to be essential for IL-8 production in human airway epithelial
cells [120]. On the other hand, IRAK-1 is necessary for the
rhinovirus-stimulated induction of CXCL-10 in airway epithe-
lial cells and macrophages [121]. Both excessive production
of IL-8 and CXCL-10 could contribute to lung inflammation
leading to the clinical phenotype of MDS patients. From a sci-
entific point of view, it seems interesting to study the cytokine
production and CXCL-10 induction in airway epithelial cells
of patients with MECP2/IRAK duplication. However, it seems
almost impossible to obtain sufficient amounts of primary lung
tissue from children with such a rare disease in a standardized
way, let alone enough to culture lung epithelia. An alterna-
tive strategy to investigate the role of IRAKI in lung epithelia
might be to differentiate human-induced pluripotent stem cells
(hiPSCs) to lung epithelial cells [122].

Yang et al. proposed that severe infections in MDS patients
occur due to the lack of TH1 response and subsequently low
IFEN-y activity [106]. However, a generally impaired IFN-y
secretion could not be reproduced by Bauer et al, [76]. Further-
more, complete IFN-y deficiency is characterized by a selective
predisposition to infections caused by mycobacteria, Salmonella,
or Candida species [123, 124]. This does not correlate with the
clinical phenotype of MDS patients who typically show puru-
lent bronchitis caused by bacteria which are capable of building
a capsule such as Streptococcus preumoniae or Haemophilus
influenzae [76]. In the so far published cases of MDS, an infec-
tion with mycobacteria was only described once [76].

Besides its role for canonical NF-kB signaling, IRAK1
controls the induction of interferons via interferon regulatory
factor 7 (IRF7) [109, 111, 114]. In human IRF7 deficiency,
individuals are selectively susceptible to severe infections by
influenza and SARS-CoV-2 and show an impaired type [ IFN
signature [125, 126]. In vitro, IRAK-1 regulates the transcrip-
tional activation of IRF7 by directly binding and phospho-
rylating it. TLR7- and TLR9-mediated [FNa production is
abolished in IRAK |-deficient mice, whereas inflammatory
cytokine production is not impaired [111]. This brings up
the question whether duplication of the JRAK ! gene and thus
TRAKI overexpression causes an increased activation of the
TLR7- and TLR9-mediated interferon-a induction pathway
leading to an increased release of interferons and conse-
quently to a hyperinflammatory immune response. However,
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CDI169 expression on monocytes, which is correlated with
systemic type [ IFN levels, was normal in P3 both while he
suffered from an infection and when he was free of infections
[127, 128]. Further, MECP2-overexpressing mice had been
described as particularly susceptible for severe influenza A
infection. During infection, they show neutrophilia, increased
cytokine production, excessive corticosterone levels, defec-
tive adaptive immunity, and vascular pathology. This raises
the question if the inflammation-underlying pathomechanism
in humans suffering from MECP2 duplication syndrome is
rather caused by the overexpression of MECP2 than the over-
expression of IRAK1 [107]. In a humanized mouse model
of MDS, intracerebroventricular antisense oligonucleotide
(ASO) therapy was shown to decrease MECP2 expression
in the brain and to reduce behavioral deficits as well as to
restore/correct reduced IFN-y mRNA levels in the blood
[129]. If inflammation in MDS is rather caused by the dupli-
cation of MECP?2 itself, than by duplication of IRAK1, ASO
against MECP2 might be a feasible treatment option for these
patients. The effects of such ASO therapy, applied in compart-
ments such as the blood and lungs, may also warrant further
investigation.

In summary, patients with MECP2 duplication syn-
drome do not show increased canonical NF-kB signaling
in whole blood, PBMCs, or SV40-immortalized fibro-
blasts. Therefore, we assume that these patients do not
benefit from a therapeutic suppression of this pathway.
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