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Zusammenfassung

Die Duplikation des MECP2 (methyl CpG binding protein 2) - Gens fuhrt zu einer
schweren, syndromalen Form von Intelligenzminderung. Dariiber hinaus leiden Patienten
mit MECP2 Duplikations Syndrom oft an lebensbedrohlichen Infektionen, was fir das
zusatzliche Vorliegen eines Immundefekts spricht. Im ersten Teil dieser Arbeit wird der
infektiologische und immunologische Phanotyp des MECP2 Duplikations Syndroms
erstmalig detailliert und systematisch beschrieben. 17 von 27 Patienten litten an
Pneumonien, 5 von 27 Patientin hatten mindestens eine Sepsis erlitten. Das
Erregerspektrum umfasste hauptsachlich bekapselte Bakterien (S. pneumoniae, H.
influenzae). Bei 6 von 21 Patienten konnte ein IgG2-Mangel nachgewiesen werden — bei
4 von 21 Patienten verbunden mit einem IgA-Mangel. Dartber hinaus konnten bei 10 von
21 Patienten niedrige Pneumokokken-Impfantikdrper festgestellt werden. Von den 4
Patienten mit einem IgA/lgG2-Mangel entwickelten 3 Patienten mehrfache, schwere
Infektionen. Wahrend infektiéser Episoden waren bei den Patienten haufig ausgepragte
Akut-Phase-Antworten festzustellen: 7 von 10 Patienten wiesen in der Infektion CRP-
Werte Gber 200 mg/l auf.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Hypothese Uberprift werden, ob diese starken
Akut-Phase-Antworten auf die Duplikation des IRAK1-Gens zurtickzufuhren sind,
welches — neben dem MECP2-Gen gelegen - bei den meisten Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom ebenfalls dupliziert ist und zu einer verstarkten Aktivierung des
Toll-like-receptor-/Interleukin-1-receptor-Signalweges  fuhren kénnte. In  SV40-
transfizierten Fibroblasten eines Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom zeigte sich
zwar eine erhOhte Expression eines funktionell aktiven IRAK1-Proteins, jedoch im
Vergleich zu SV40-transfizierten Fibroblasten von vier gesunden Kontrollpersonen keine
erhdhte Interleukin-6-Produktion nach Stimulation mit Interleukin-1p. Allerdings konnte
bei der Stimulation von Vollblut mit Interleukin-1p bei 4 von 5 Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom eine hohere Interleukin-6-Produktion als bei Kontrollpersonen

festgestellt werden.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die erh6hte Anféalligkeit von Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom fur schwere Infektionen mit einem IgA/IgG2-Mangel,
niedrigen Pneumokokken-Antikrpern und einer ausgepragten Akut-Phase-Antwort

assoziiert ist. Die Atiologie der starken Akut-Phase-Reaktion ist nicht abschlieRend



geklart. Es erscheint sinnvoll, Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom gegen
Pneumokokken zu impfen und gegebenenfalls Boosterimpfungen durchzufiihren. Bei
Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom, welche einen lgG2-Mangel und/oder
niedrige Pneumokokken-Antikdrper nach Impfung aufweisen und an rezidivierenden
Infektionen leiden, erscheint die Immunglobulin-Substitution als eine sinnvolle Strategie,
um Infektionen zu vermeiden — eventuell in Kombination mit der prophylaktischen Gabe
von Antibiotika.



Abstract

MECP2 (methyl CpG binding protein 2) duplication causes syndromic intellectual
disability. Patients with MECP2 Duplication Syndrome often suffer from life threatening
infections, suggesting an additional immunodeficiency. In the first part of this study the
detailed infectious and immunological phenotype of MECP2 duplication syndrome is
described systematically. 17/27 analyzed patients suffered from pneumonia, 5/27 from at
least one episode of sepsis. Encapsulated bacteria (S.pneumoniae, H.influenzae) were
frequently isolated. In 6/21 patients 1gG2-deficiency was detected — in 4/21 patients
accompanied by IgA-deficiency, 10/21 patients showed low antibody titers against
pneumococci. Three of the four patients with IgA/IgG2-deficiency developed multiple
severe infections. Upon infections pronounced acute-phase responses were common:

7/10 patients showed CRP values above 200 mg/l.

The aim of the second part of this study was to test the hypothesis that these pronounced
acute-phase-responses are due to the duplication of the IRAK1- gene, which is also
duplicated in most patients with MECP2 Duplication Syndrome and could eventually lead
to enhanced Toll-like-receptor/Interleukin-1-receptor-controlled signaling. An increased
expression of functional active IRAK1 could be detected in SV40-transfected fibroblasts
of a patient with MECP2 duplication syndrome, but no elevated Interleukin-6 production
could be determined in the SV40-transfected fibroblasts of this patient compared to SV40-
transfected fibroblasts of four healthy control persons upon stimulation with Interleukin-
1B. However, stimulation of whole blood with Interleukin-1 led to higher Interleukin-6
production compared to respective controls in 4 of 5 patients with MECP2 duplication

syndrome.

The data of this study show systematically that increased susceptibility to severe and
recurrent infections in MECP2 duplication syndrome is associated with IgA/lgG2-
deficiency, low antibody titers against pneumococci and elevated acute-phase
responses. The etiology of the pronounced acute-phase-responses is not yet resolved
definitely. It seems plausible to vaccinate patients with MECP2 duplication syndrome
against pneumococci and to perform booster vaccinations if necessary. In patients with
MECP2 duplication syndrome, suffering from recurrent infections, who present with an

IgA/IgG2-deficiency and/or low post-vaccination titers against pneumococci prophylactic



substitution of IgG seems a plausible strategy to prevent infections — eventually in

combination with the use of prophylactic antibiotics.



1. Einleitung

1.1. Das MECP2 Duplikations Syndrom
Die Duplikation des MECP2 (methyl CpG binding protein 2) - Gens auf Chromosom Xq28
fuhrt zu einer schweren, syndromalen Form von Intelligenzminderung. Die
Krankheitsentitat wurde klinisch zunéchst als Lubs Syndrom beschrieben (1), bevor im
Jahr 2005 die Duplikation von MECP2 als zugrundeliegende genetische Ursache
identifiziert wurde (1-3). Bisher sind ca. 350 Patienten mit dem als ,MECP2 Duplikations
Syndrom*® bezeichneten Krankheitsbild in der Literatur beschrieben (1-70). Die Pravalenz
ist bisher unbekannt. Die bisher durchgefiihrten Screening-Untersuchungen legen nahe,
dass die Duplikation von MECP2 etwa 1% der Féalle von schwerer X-chromosomal-

gebundener Intelligenzminderung verursachen kénnte (71).

Die Hauptsymptome des MECP2 Duplikations Syndroms beinhalten eine
Entwicklungsverzégerung mit schwerer Intelligenzminderung und minimaler bis
ausbleibender Sprachentwicklung, muskulare Hypotonie und milde Dysmorphie-Zeichen
(71). Fakultativ kbnnen Spastizitat, Epilepsie und Autismus als weitere neurologische
Symptomenkomplexe in unterschiedlicher Kombination und Auspragung auftreten. In
mehreren Fallstudien wird von Patienten berichtet, die zusatzlich zu dem schweren
neurologischen Phanotyp auch an rezidivierenden, schweren Infektionen erkranken. Die
Infektionen werden als ein Hauptgrund fiir die friihe Sterblichkeit der Patienten angefuhrt
(71,72).

Mit der Veroffentlichung weiterer Fallstudien wird zunehmend klar, dass nicht nur Jungen
von dem X-chromosomal gebundenen Syndrom betroffen sind, sondern auch Madchen
mit gestorter X-Inaktivierung alle Hauptsymptome des Syndroms in gleich starker
Auspréagung wie Jungen entwickeln konnen (37). Die Duplikation auf dem Chromosom
Xg28 kann bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom verschiedene Grol3en
aufweisen und weitere Gene beinhalten. Bis vor kurzem wurde die Duplikation der Gene
MECP2 und des benachbarten IRAK1 als die ,minimal critical region“ angesehen, welche
das Syndrom verursacht (15,17,71). Zwei Fallstudien beschreiben jedoch auch 2
Patienten mit einer alleinigen MECP2-Duplikation, welche die Hauptsymptome des
Syndroms aufweisen (37,42). Die Duplikationen entstehen zumeist de novo mit einigen
Ausnahmen, bei denen die Duplikation mutterlicherseits vererbt wurde.



MECP?2 ist ein pleiotropes DNA-bindendes Protein, das bevorzugt an methylierte CpGs
bindet und die Genexpression reguliert. Mutationen im MECP2-Gen verursachen das
Rett-Syndrom. Die Duplikation des MECP2-Gens wird als ursachlich fur die
neurologische Symptomatik von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom angesehen
(71). Der Grund fir die bei manchen Patienten auftretenden Infektionen ist bislang nicht
geklart. Auf einen moglichen Zusammenhang des immunologischen Phanotyps mit dem
IRAK1-Gen, das in der Mehrzahl der Patienten neben MECP2 auch dupliziert ist, wurde
zwar mehrfach hingewiesen, ein pathophysiologisches Verstandnis fur die erhdhte
Neigung zu Infektionen fehlt jedoch bisher (10,16). Dariber hinaus wurde bisher kein
Versuch unternommen, den immunologischen und infektiologischen Phanotyp der

Patienten mittels einer systematischen Datenerhebung zu beschreiben.

1.2. Diagnostik primarer Inmundefekte
Angeborene Stérungen des Immunsystems werden als ,Primare Immundefekte® (PID)
bezeichnet. Bis heute sind beinahe 300 unterschiedliche, molekulargenetisch definierte
primare Immundefekte beschrieben (73-75). Als kennzeichnend wird meist die
pathologische Infektanfalligkeit angesehen, wobei jedoch zu beachten ist, dass
Immundefekte nicht immer primar durch Infektionen, sondern auch durch
Immundysregulationen, wie  Autoimmunerkrankungen, Autoinflammation  oder

Tumorerkrankungen auffallen kénnen (76,77).

Zur Beurteilung, ob es sich bei wiederholten Infektionen um eine pathologische
Infektanfalligkeit handelt, sollten folgende funf Gesichtspunkte bertcksichtigt werden: 1.
Art der Erreger, 2. Lokalisation der Erreger, 3. Verlauf, 4. Intensitat und 5. Summe der
Infektionen. Vor allem Infektionen durch opportunistische Erreger weisen auf einen PID
hin. Hinsichtlich der Lokalisation sind es polytope Infektionen, die an Abwehrdefekte
denken lassen sollten, die sich systemisch manifestieren. Untypische Lokalisationen fur
einzelne Erreger weisen ebenfalls auf einen PID hin. Ein unerwartet chronischer Verlauf
oder ungewdhnlich schwer verlaufende Infektionen sind weitere Warnhinweise, die fir
das Vorliegen eines PID sprechen. Hinsichtlich der Summe der Infektionen existiert
jedoch kein allgemein anerkannter Cut-Off-Wert, der die pathologische Infektanfalligkeit
definiert. Neben der pathologischen Infektanfalligkeit gelten eine indizierte antibiotische

Therapie ohne heilenden Effekt, eine Gedeihstérung, Komplikationen nach
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Lebendimpfung, eine auffallige Familienanamnese und Laborauffalligkeiten wie etwa
Lymphopenie oder Neutropenie als Warnzeichen fir einen priméren Immundefekt. Im
Sauglingsalter kbnnen eine persistierende Dermatitis und ein verspateter Abfall der
Nabelschnur hinweisend fur einen primaren Immundefekt sein (76,77).

In der Abklarung eines maoglichen primaren Immundefekts stellt die Anamnese den ersten
Schritt des diagnostischen Algorithmus dar. Herausragende klinische Befunde kdnnen
entscheidende Hinweise auf den zugrundliegenden PID geben, da viele der bereits
bekannten, definierten primaren Immundefekte mit besonders typischen klinischen
Manifestationen einhergehen, wie zum Beispiel ,kalte® Hautabszesse bei Hyper-IgE-
Syndrom (78). Die sich anschlieBende Labordiagnostik kann Befundkonstellationen
aufweisen, die ebenfalls typisch fiir einzelne primare Immundefekte sind. Ein niedriges
CRP trotz schwerer bakterieller Infektionen kommt beispielsweise haufig bei Defekten
der ,innate immunity“ vor (79). Da viele der unterschiedlichen primaren Immundefekte
jeweils fur Infektionen mit bestimmten Erregern pradisponieren, kommt der Aufdeckung
des individuellen Erregerspektrums der Infektionen eine besondere Bedeutung zu. Der
IgG2-Subklassendefekt pradisponiert etwa fir Infektionen durch bekapselte Bakterien
(80). Storungen im IFNy-/IL12-Signalweg fuhren zu einer Anfalligkeit fur schwere,
invasive Mykobakterien-Infektionen (81-83).

Klinisch und labordiagnostisch kann somit schon initial im diagnostischen Algorithmus
der Verdacht bestehen auf 1. einen humoralen Defekt (B-Zell-System), 2. einen zelluléren
Defekt (T-Zell-System) oder 3. spezifischere Defekte, wie Zytotoxizitatsdefekte (NK-
Zellen), Defekte im Phagozytensystem, Defekte der ,innate immunity“ oder Defekte im
Komplementsystem (76). Die Abklarung von Defekten der spezifischen humoralen
Immunitat erfolgt durch die Bestimmung der Immunglobulin-lsotypen (IgG, IgA, IgM), der
Impfantikorper (spezifische Antikérper gegenuber Tetanus und Pneumokokken), der B-
Zell-Oberflachenmarker und der Immunglobulin-Subklassen (jenseits des 4.
Lebensjahres). Besteht der Verdacht auf einen Defekt des T-Zell-Systems bietet sich die
Bestimmung und  Quantifizierung der  T-Zell-Oberflachenmarker  inklusive
Subpopulationen an. Die Funktionalitat der T-Zellen kann im
Lymphozytentransformationstest auf Mitogene und Antigene getestet werden (84).
Bestimmte Defekte der ,innate immunity® kdénnen unter anderem mittels eines
funktionellen Assays Uuberprift werden, in dem die Interleukin-6 Produktion auf
Stimulation mit TLR-Agonisten und Interleukin-1f3 in Vollblut gemessen wird (76,85,86).
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Auch bei Verdacht auf Zytotoxizitatsdefekte (NK-Zellen), Defekte im Phagozytensystem
oder Defekte im Komplementsystem stehen spezifische Tests zur Verfiigung, auf welche

hier nicht naher eingegangen wird.

Idealerweise fuhrt der aufgezeigte diagnostische Algorithmus, welcher Defekte in den
einzelnen Subsystemen des Immunsystems aufzeigt, dann letztlich zu spezifischer
molekulargenetischer Diagnostik, die das Vorliegen eines genetisch definierten primaren
Immundefekts sichert. In zunehmendem Malfl3e kommt hierfir whole exome sequencing
(WES) zum Einsatz (87).

1.3. Die Akut-Phase-Reaktion
In der systematischen Einteilung des Immunsystems wird zwischen der angeborenen
Immunitat (,innate immunity“) und der erworbenen Immunitat (,adaptive immunity®)
unterschieden. Die adaptive Immunantwort ist Antigen-spezifisch, erfordert genetisches
Re-arrangement und lauft dadurch vergleichsweise langsam ab. Demgegeniber werden
die immunologischen Antworten der angeborenen Immunitat tber fixierte und evolutionar
hochkonservierte Rezeptoren vermittelt und erfordern keine Ausreifung. Aus diesem

Grund kann das angeborene Immunsystem auf Pathogene sehr schnell reagieren (88).

Unter dem Begriff der ,Akut-Phase-Reaktion“ wird die rasch ablaufende Antwort des
angeborenen Immunsystems auf Infektionen und Gewebeschadigungen verstanden, die
darauf abzielt, die Homoostase des Organismus wiederherzustellen und unter
Aufrechterhaltung der Vitalfunktionen den Grund fir die Stoérung der Homdostase zu
beseitigen (89-91). Die Akut-Phase-Reaktion lauft sowohl lokal, als auch systemisch im
Sinne von neurologischen, endokrinen und metabolischen Anderungen ab (92). Die
charakteristischen Merkmale einer systemisch ablaufenden Akut-Phase-Reaktion sind
Fieber, Leukozytose, Anamie, Erhohung der GefaRpermeabilitdt, Aktivierung der
Hamostase, hormonelle Veranderungen, Veranderungen im Lipidstoffwechsel, eine
verstéarkte Gluconeogenese und ein erhéhter Muskelproteinkatabolismus mit Transfer der

Aminosauren vom Muskel in die Leber (89-92).

Der Begriff ,Akut-Phase-Reaktion® wurde 1941 von Abernethy & Avery eingefiihrt, welche
Seren von Patienten mit fieberhaften Krankheitsepisoden untersuchten und dort das C-

reaktive Protein (CRP) nachweisen konnten, welches wahrend der febrilen Episoden
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gebildet worden war (93,94). Unter der Vielzahl der bis heute beschriebenen Proteine,
welche wahrend der Akut-Phase-Reaktion verstarkt exprimiert werden und die
systemischen Effekte vermitteln, werden im Menschen vor allem das C-reaktive Protein
und Serum-Amyloid-A als ,Akut-Phase-Proteine“ verstarkt gebildet (94). Allgemein
werden Akut-Phase-Proteine definiert als Proteine, deren Plasma-Konzentration
wahrend entziindlicher Krankheitsepisoden um mindestens 25% zunimmt (positive Akut-
Phase-Proteine) oder um mindestens 25 % abnimmt (negative Akut-Phase-Proteine)
(95). Die Akut-Phase-Proteine werden fast ausschlie3lich in der Leber gebildet (89). Die
Bildung der Akut-Phase-Proteine in der Leber wird vornehmlich durch 2 Gruppen von
Zytokinen gesteuert: IL1-Typ-Zytokine und IL6-Typ-Zytokine. Die Zellpopulationen,
welche im Rahmen der Akut-Phase-Reaktion die Zytokine bereitstellen, welche
schlie3lich zur Produktion der Akut-Phase-Proteine benétigt werden, sind hauptsachlich
Monozyten/Makrophagen und Fibroblasten. Als initial auslosend fir den Ablauf der Akut-

Phase-Reaktion gelten Monozyten und Makrophagen (92,94).

Die Erkennung der Erreger erfolgt Gber sogenannte ,pathogen associated molecular
patterns“ (PAMPs). PAMPs sind Molekiile, welche innerhalb einer Klasse von Erregern
konserviert sind und deshalb als charakteristisches Erkennungsmerkmal dieser Klasse
von Erregern fungieren. Ein typisches Beispiel fir PAMPs ist das Lipopolysaccharid
(LPS). Die PAMPs werden Uber sog. ,pattern recognition receptors® (PRRs) erkannt. Die
prototypischen Vertreter der PRRs sind die Toll-like-Rezeptoren (96). Es sind 10
verschiedene Toll-like-Rezeptoren im Menschen beschrieben (97). Sie sind sowohl
extrazellular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10) als auch intrazellular (TLR3,
TLR7, TLR8, TLR9) exprimiert (98). Jeder der Toll-like-Rezeptoren erkennt bestimmte
spezifische Komponenten von Pathogenen. So wird etwa LPS vom Toll-like-Rezeptor 4
erkannt. Das Lipopeptid PAM2CSKa4 bindet an TLR2/6. Der zytoplasmatische Anteil der
Zellmembran-standigen Toll-like-Rezeptoren weist eine hohe Ahnlichkeit mit der Familie
der Interleukin-1-Rezeptoren auf, weshalb dieser auch Toll-/IL1-Rezeptor (TIR)- Domane
genannt wird und die hiervon abhangige Signalkaskade als Toll-like-Rezeptor-

/Interleukin-1-Rezeptor-Signalweg bezeichnet wird (99).

13



1.4. Rollevon IRAK1 im TLR-/IL1R-Signalweg
Bis auf 2 Patienten, die kirzlich in Fallstudien beschrieben wurden (37,42), weisen alle
der bisher publizierten Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom eine Duplikation auf
dem Chromosom Xq28 auf, die zumindest MECP2 und das benachbarte IRAK1 umfasst
(1-36,38-41,43-70).

Die Interleukin-1 receptor associated kinases (IRAKs) sind Adapterproteine im Toll-like-
receptor-/Interleukin-1-Signalweg und somit Vermittler der Abwehrmechanismen der
angeborenen Immunitat (innate immunity) (100). Die Toll-like-Rezeptoren sind - wie
bereits angesprochen - in der Lage, hochkonservierte Motive von Mikroorganismen
(,pathogen associated molecular patterns“, PAMPS) zu erkennen (101). Interleukin-1 gilt
als eines der Schlussel-Zytokine zur Vermittlung von Inflammation etwa durch die
Induktion von Interleukin-6 und TNFa. Der TLR-/IL1R-Signalweg nimmt somit eine
wichtige Stellung in der Vermittlung der anti-pathogenen Immunantwort, der Inflammation

generell und auch der Autoimmunitat ein (102).

Die Familie der IRAK-Proteine besteht aus IRAK1, IRAK2, IRAK-M (auch: IRAK3) und
IRAK4. Von diesen 4 IRAK-Proteinen war IRAK1 das erste, fur welches eine Rolle im
Interleukin-1-Signaling gezeigt wurde (103). Das IRAK1-Gen besteht aus 14 Exons und
ist auf dem Chromosom Xg28 lokalisiert (104). Das IRAK1 Protein besteht aus 712
Aminosauren (aa) und hat eine Masse von ~85 kDa. IRAK1 ist ubiquitar in allen
menschlichen Korperzellen exprimiert. Es beinhaltet eine N-terminale death domain (aa
1-103), eine undefinierte Doméne (aa 104-198), eine zentrale Kinase-Doméane (aa 199-
522) mit einer activation loop (aa 364-388) und die C-terminalen C1- und C2-Domanen
(aa 523-618 und aa 619-712) (99). Es existieren 3 Splicevarianten, wobei IRAK1c die

pradominante Form von IRAK1 im zentralen Nervensystem ist (105).

Vor der Aktivierung der TLR-/IL1R-Signalkaskade liegt IRAK1 im Cytosol in Bindung an
TOLLIP (toll interacting protein) vor (106,107). Die Aktivierung des TLR-/IL1R-
Signalweges erfolgt durch die Bindung von Toll-like-Rezeptor-Liganden an die Toll-like-
Rezeptoren bzw. die Bindung von Interleukin-1 an den Interleukin-1-Rezeptor, woraufhin
der myeloid differentiation factor 88 (MyD88) an den jeweiligen Rezeptor assoziiert und
Uber TIR-Domanen bindet, welche sowohl im TLR-/ILLR-Komplex als auch in MyD88
vorhanden sind. Daraufhin binden sowohl IRAK4, als auch IRAK1 Uber ihre death

domains mit MyD88, wodurch es zur Bildung des Myddosome-Komplexes kommt (108).
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IRAK4 phosphoryliert IRAK1 und aktiviert dadurch die Kinaseaktivitat von IRAK1, was
zur Bildung von hyperphosphoryliertem IRAK1 durch Auto-Phosphorylierung fihrt. Da
MyD88 nur unphosphoryliertes IRAK1 bindet, wird das hyper-phosphorylierte IRAK1 vom
Rezeptorkomplex freigesetzt. Auch die Bindung von TOLLIP und IRAK1 |8st sich durch
die Hyperphosphorylierung. Das zytosolisch frei vorliegende, hyperphosphorylierte
IRAK1 geht einen Komplex mit TRAF6 ein, wodurch TRAF6 polyubiquitiniert wird. Dies
hat die Bindung von TAK1 mit dem IRAK1-TRAF6-Komplex zur Folge. TAK1 ist fur die
weitere Vermittlung der Signaltransduktion verantwortlich, indem es den MAP-Kinase-
Signalweg und die NFkB-Signalkaskade aktiviert, wahrend das phosphorylierte IRAK1
ubiquitiniert und degradiert wird (99) (Abbildung 1).

: ,
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Abbildung 1: Aktivierung von NFkB Uber den TLR-/ILR-Signalweg. Abb. aus Bhoj et al. (109)

NFkB reguliert als Transkriptionsfaktor die Expression von proinflammatorischen
Zytokinen. Es sind 5 NFkB-Untereinheiten bekannt, die miteinander homo- und
heterodimere Komplexe bilden: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p105/p50 (NF-kB1), und
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p100/52 (NF-kB2). Das p50/p65- Heterodimer stellt die haufigste Form dar (110). NFkB
liegt im Zytosol an die drei Isoformen von IkB (alpha, beta, epsilon) gebunden und damit
inaktiv vor, da es in dieser Form nicht in den Zellkern translozieren kann. Durch den IKK-
Kinase-Komplex, bestehend aus den 3 Untereinheiten IKKa, IKKB and IKKy (NEMO),
kénnen die Isoformen von IkB phosphoryliert, polyubiquitiniert und proteasomal abgebaut
werden, wodurch die Bindung von NFkB im Zytosol aufgehoben wird und NFkB in den
Zellkern translozieren kann (111). Die Aktivierung des IKK-Komplexes, die somit letztlich
zur Translokation von NFkB in den Zellkern fihrt, kann von einer Vielzahl
unterschiedlicher intrazellularer Stimuli initiiert werden. Im Falle der bereits geschilderten
TLR-/IL1R-Signalkaskade ist es das Protein TAK1, welches den IKK-Komplex aktiviert
(Abbildung 1).

NFkB wird nach Aktivierung periodisch vom Zytosol in den Zellkern und anschlie3end
wieder vom Zellkern in das Zytosol transloziert. Dieses Verhalten wird als ,Cycling*
bezeichnet und fuhrt zu oszillierender NFkB-Aktivitat (112). Der Grund fur dieses
oszillierende Verhalten von NFkB sind mehrere ,negative feedback loops*“, welche bei
Aktivierung von NFKB initiiert werden, darunter vor allem die Autoinhibition durch IkBa
(113): Nach Translokation in den Zellkern bewirkt NFkB unter anderem auch die
Transkription von IkBa. Neu synthetisiertes freies IkBa wird in den Zellkern geschleust,
wo es an NFkB bindet und dessen Dissoziation von der DNA und Ruckfiihrung in das
Zytoplasma bewirkt (114).

Neben der Aktivierung von NFkB gibt es Hinweise fir weitere Signaltransduktionen
innerhalb des TLR-/IL1R-Signalweges, die direkt iber IRAK1 vermittelt werden. Es wurde
gezeigt, dass phosphoryliertes IRAK1 nicht nur ubiquitinyliert und abgebaut wird, sondern
auch sumoyliert wird und in dieser Form in den Zellkern transloziert wird (105). Huang et
al. zeigten, dass IRAK1 im Zellkern den Transkriptionsfaktor STAT3 phosphoryliert, aber
auch direkt an den Promotor des IL10-Gens bindet (115). Dartiberhinaus wurde berichtet,
dass zytosolisches, phosphoryliertes IRAK1 bei Aktivierung der Signalkaskade Uber
TLR7 und TLR9 direkt den Interferon-regulatory factor 7 (IRF7) bindet. Diese Bindung
fuhrt zur Phosphorylierung und Aktivierung von IRF7, welches daraufhin in den Zellkern

transloziert wird und die Produktion von Interferon-a bewirkt (116) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Darstellung der Uiber IRAK1 vermittelten Signaltransduktionen

IRAK1-defiziente menschliche Fibroblasten produzieren signifikant erniedrigte Mengen
an Interleukin-6, wenn sie mit Interleukin-1 stimuliert werden (117). Dass die Produktion
von Interleukin-6 in diesen Zellen jedoch nicht ganzlich aufgehoben ist, wird darauf
zurlUckgefuhrt, dass das strukturverwandte IRAK2 das Fehlen von IRAK1 kompensieren
kann (99). Die Untersuchung von SV40-transfizierten Fibroblasten des bisher einzigen
Individuums mit einer angeborenen IRAK1-Defizienz ergab, dass diese nach Stimulation
mit TLR2/6-Agonisten (PAM2CSK4, LTA, FSL-1) und TLR4-Agonisten (LPS, MPLA) kein
Interleukin-8 produzierten. Die Stimulation mit Interleukin-13 flhrte hingegen zur
Produktion von Interleukin-8, jedoch in geringerem Ausmal} als bei SV-40-transfizierten
Fibroblasten von gesunden Kontrollpersonen. In peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) dieses Patienten konnte auf die Stimulation mit TLR1/2-, TLR2/6-, TLR4-,
TLR7-, TLR8-Agonisten und Interleukin-1B im Vergleich mit PBMCs von gesunden
Kontrollpersonen eine normale Produktion von Interleukin-6 und Interleukin-8 festgestellt

werden.

In IRAK1-defizienten Mausen konnte im Vergleich zu Wild-Typ-M&ausen eine verminderte
Produktion von Interleukin-6 im Blut festgestellt werden, wenn den Mausen Interleukin-1

per injektionem verabreicht wurde (104). In einer weiteren Studie wurde in IRAK1-
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defizienten Makrophagen von Méausen eine verminderte Produktion von TNFa nach TLR2
oder TLR4-Aktivierung beobachtet (118). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sich
IRAK1-defiziente Mause trotz der geschilderten verminderten Zytokin-Produktion im
Uberleben nach einer experimentell induzierten Infektion mit Listeria monocytogenes in

subletaler Dosis von Wild-Typ-Mausen nicht unterscheiden (104).

1.5. Bekannte Defekte im TLR-/IL1R-Signalweg

IRAK1 ist wie weiter oben skizziert ein Adapterprotein im MYD88/IRAK4-abhangigen Toll-
like-Rezeptor/Interleukin-1-Rezeptor-Signalweg. In diesem Signalweg sind bislang
sieben Defekte bekannt: Der MYD88-Defekt (119), der IRAK-4-Defekt (120), der NEMO-
Defekt (121-123), der IkBa-Defekt (124), der LUBAC(HOIL1)-Defekt (125), der IKK2-
Defekt (126) und die IRAK1-Defizienz (127). Der infektiologische Phénotyp von Patienten
mit den ersten sechs genannten Defekten umfasst invasive Infektionen und Infektionen
des Weichteilgewebes durch extrazellulare Bakterien, vor allem durch S. pneumoniae
und S. aureus (79,125,126,128). Hingegen ist bei der IRAK1-Defizienz momentan noch
kein infektiologischer Phanotyp bekannt, da bisher erst ein Patient mit IRAK1-Defizienz
beschrieben ist, der bereits im Alter von 7 Lebensmonaten verstorben ist (127). MYD88-
und IRAK4-Defekte gehen mit einer isolierten Stérung der TIR-Signaltransduktion einher,
weshalb sich bei der Stimulation von Blut dieser Patienten mit Toll-like-Rezeptor-
Agonisten oder Interleukin-1 eine deutlich verminderte Produktion von Interleukin-6 und
anderen Zytokinen feststellen lasst (119,120). Hingegen kénnen Patienten mit NEMO-
Defekt nach Stimulation mit TLR-Agonisten und Interleukin-1 eine normale
Zytokinproduktion aufweisen, da abhangig von der zugrundeliegenden Mutation Proteine
mit residualer Funktion gebildet werden kénnen (129). Allgemein fithren Stérungen im
Toll-like-Rezeptor-Signalweg dazu, dass bakterielle Infektionen ohne raschen
Temperaturanstieg und ohne adaquate Akut-Phase-Reaktion verlaufen koénnen
(79,130,131).

Die Auswirkung einer Duplikation von IRAK1 auf den menschlichen Organismus ist bisher
unklar. In Transfektions-Studien konnten jedoch bereits Erkenntnisse Uber die
Auswirkungen einer Uberexpression von IRAK1 auf den TLR-Signalweg gewonnen
werden. Knop et al. iberexprimierten IRAK1 in der Maus-Zelllinie EL4, indem sie diese

mit humanem Wildtyp-IRAK1 transfizierten. Dabei konnten sie feststellen, dass die
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Uberexpression von IRAK1 zu einer verstarkten Interleukin-2-Produktion nach
Stimulation mit Interleukin-1 fuhrte. Diesen Effekt beschrieben sie sowohl bei transient,
als auch bei stabil transfizierten EL4-Zellen (132,133). Die Maus-Zelllinie 3T3 wurde von
Maschera et al. mit Wildtyp-IRAK1 und einem NFkB Reporter-Gen transient transifiziert.
Die Uberexpression von IRAK1 fiihrte zu einer verstarkten Reporter-Gen-Aktivierung im
Sinne einer verstarkten NFkB-Aktivierung (134). Wesche et al. fihrten eine transiente
Transfektion von menschlichen HEK 293- Zellen mit Wild-Typ-IRAK1 durch. Uber einen
NFkB reporter assay konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von IRAK1 in
diesen Zellen zu einer verstarkten NFkB-Aktivierung fuhrt (135). Reddy et. al
Uberexprimierten IRAK1 transient in der menschlichen HepG2-Zelllinie und konnten auch

hier iber einen NFKkB reporter assay eine verstarkte NFkB-Aktivierung feststellen (136).

Dies wirft die Frage auf, ob die Duplikation des IRAK1-Gens auch in Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom die vom TLR/IL1R-Signalweg kontrollierte Zytokinproduktion in
ahnlicher Weise verstarkt und in diesem Sinne eine starke Akut-Phase-Reaktion und

damit eine Aggravierung der Infektionen bewirkt.

1.6. Bisherige Erkenntnisse zum immunologischen Phanotyp von Patienten
mit MECP2 Duplikations Syndrom

1.6.1. Humorale Immunitat

Frietz et al. berichteten anhand einer Fallserie, dass 4 von 10 getesteten Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom einen IgA-Mangel aufweisen (6). Bei einem dieser
Patienten konnte ebenfalls ein erniedrigtes IgM festgestellt werden. Ein weiterer Patient
wies einen alleinigen IgM-Mangel auf. Bei einem der Patienten mit IgA-Mangel wurden
ebenfalls Immunglobulin-Subklassen gemessen, welche sich als normal herausstellten.
Zudem berichteten die Autoren von diesem Patienten, dass er Booster-Impfungen
bendtigte, um als protektiv angesehene Pneumokokken-Antikérper aufzubauen. Zwei
Bruder dieses Patienten, welche auch das MECP2 Duplikations Syndrom aufweisen,
benétigten ebenfalls Booster-Pneumokokken-Impfungen, wobei die Messung der

Immunglobulin-lsotypen bei diesen Patienten normal ausfiel (6).
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Prescott et al. beschrieben zwei Brider mit MECP2 Duplikations Syndrom und
rezidivierenden Infektionen, welche niedrige  Antikorper-Spiegel gegenuber
Pneumokokken im Serum aufwiesen (16). In der Publikation ist jedoch nicht angegeben,
ob und welche Impfungen die Bruder erhalten hatten. Zudem wies einer der Bruder
niedrige Tetanus- und Diphterie-Antikdrper nach Impfung auf. Sowohl die Immunglobulin-
Isotypen, als auch die Immunglobulin-Subklassen waren bei diesen beiden Patienten

normal.

Yang et al. untersuchten die Immunglobulin-lsotypen bei 6 Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom und fanden IgA bei 2 der 6 Patienten erniedrigt (44). 1gG und IgM
waren bei diesen 6 Patienten normwertig. Von 5 Patienten mit MECP2 Duplikations
Syndrom wurden Impfantikérper gegenliber Tetanus, H. influenzae und Diphterie jeweils
vor und nach Impfung bestimmt. Ein vierfacher Anstieg der Antikdrper wurde als normal
beurteilt. Bei einem der 5 Patienten liel3 sich eine abgeschwéchte Impfantwort auf die
Tetanus-, H. influenzae- und Diphterie-Impfung feststellen. Ein weiterer Patient reagierte
unzureichend auf die Tetanus- und auf die H. influenzae- Impfung. Ein Patient reagierte
nur auf die Tetanus-Impfung mit einer nicht-adaquaten Antikdrperbildung und ein weiterer

Patient nur auf die H. influenzae-Impfung.

1.6.2. Zellulare Immunitat

Yang et al. untersuchten in ihrer Patientenkohorte die Lymphozytenoberflachenmarker
und stellten erhohte Anteile von CD4+CD45RA+ naiven-T-Zellen und erniedrigte Anteile
von CD4+CD45R0+ Gedachtnis-T-Zellen vor allem bei jingeren Patienten fest. Dartber
hinaus berichten sie bei ihren Patienten von erniedrigten CD19+CD27+ memory B-Zellen
und erniedrigten natural killer (NK)- Zellen. Die Autoren zeigten, dass CD4+T-Zellen der
Patienten eine gestorte TH1-Differenzierung aufweisen. Sowohl bei Mausen als auch bei
Menschen mit MECP2 Duplikation konnten sie in vitro eine verminderte IFNy-Sekretion
durch T-Zellen feststellen (44).
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2. Zielsetzung und Hypothese

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Teile gegliedert.

Im ersten Teil sollte der infektiologisch-immunologische Phénotyp der Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom erstmalig systematisch beschrieben werden. Hierdurch

sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Wie hoch ist der Anteil der Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom, die neben
dem neurologischen Phanotyp an rezidivierenden Infektionen leiden?

2. An welchem Ort manifestieren sich die rezidivierenden Infektionen und welche
Erreger sind verantwortlich?

3. Leiden die Patienten an einer Immundefizienz, durch die sie anfallig fur Infektionen
sind?

4. Sind die rezidivierenden Infektionen durch eine starke Akut-Phase-Antwort

gekennzeichnet?

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Akut-Phase-Reaktion von Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom in vitro untersucht werden. Es sollte die folgende Hypothese

getestet werden:

Die Patienten weisen aufgrund der Duplikation von IRAK1 eine verstarkte

proinflammatorische Signaltransduktion Gber den TLR-/IL1R-Signalweg auf.
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3. Material und Methoden

3.1. Votum der Ethikkommission

Die vorliegende Studie wurde nach den ethischen Grundsatzen fur die medizinische
Forschung am Menschen der Helsinki Deklaration geplant und durchgefuhrt. Eine
schriftliche Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie wurde von dem
gesetzlichen Vertreter eines jeden fur die Studie rekrutierten Patienten eingeholt.
Biologische Proben der Patienten wurden mit Zustimmung der Ethikkommission der
Charité Universitatsmedizin Berlin (approval # EA2/063/12) verwendet. Die Abnahme von

peripherem Venenblut geschah parallel zu Routine-Blutabnahmen.

3.2. Patientenrekrutierung

Einschlusskriterium fur die Teilnahme an der Studie war das Vorliegen eines genetisch
gesicherten MECP2 Duplikations Syndroms. Die hierfur geforderte molekulargenetische
Untersuchung wurde unabhangig und im Vorfeld dieser Studie durchgefiihrt und dem
Verfasser dieser Arbeit schriftlich von den jeweiligen hierfir verantwortlichen Genetikern

mitgeteilt. Es wurden keinerlei Ausschlusskriterien angewendet.
Die Rekrutierung der Patienten fur die vorliegende Studie erfolgte Uber 7 Saulen:

1. Rekrutierung von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom, die sich in der
Klinik fir Padiatrie m.S. Pneumologie und Immunologie oder in der Klinik fr
Padiatrie m.S. Neurologie der Charité vorstellten

2. Rekrutierung von Patienten, deren MECP2-Duplikation im Institut fir Medizinische
Genetik und Humangenetik der Charité genetisch diagnostiziert wurde

3. Anschreiben an die Autoren von wissenschaftlichen Publikationen, in denen
Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom beschrieben wurden und Vermittlung
eines Kontakts zu den Patienten bzw. deren Eltern

4. Anschreiben an die Abteilungen fur P&adiatrische Neurologie aller deutschen
Universitatskliniken und Vermittlung eines Kontakts zu den Patienten bzw. deren

Eltern
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5. Anschreiben an diejenigen Medizinisch-Genetischen Zentren, welche die Array-
Cgh-Methode zur Suche nach genetischen Duplikationen anwenden und
Vermittlung eines Kontakts zu den Patienten bzw. deren Eltern

6. Hinweis auf die Studie auf Webseiten von Selbsthilfeorganisationen/-gruppen
Vorstellung der Studie auf wissenschaftlichen Konferenzen, wie etwa der ,3rd
European Rett Syndrome Conference® (Maastricht, Holland) und auf Treffen von

Patienten und deren Angehdrigen, wie etwa dem ,MECP2 Meeting“ (Manchester,

Grol3britannien)

3.3. Material

3.3.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien
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‘ Name Hersteller Katalognummer
6 well Platte NUNC, Wiesbaden 140675
96 well ELISA Platte NUNC, Wiesbaden 475094
B-Counter 1450 Microbeta Trilux Perkin Elmer 1450-021
Scintillation Counter
Biofuge pico Heraeus Thermo Scientific, Ulm 75003235
Brutschrank Thermo Electron Scientific, UIm Hera Cell 150
Cell Harvester + Sealer Tomtek Perkin Elmer -
Cobas 6000 Roche, Schweiz -
Durchflusszytometer NAVIOS Beckman Coulter B47903
ELISA Reader Fluostar BMG Labtech, Ortenberg -
Eppendorf-Réhrchen 1,5mL Eppendorf, Hamburg 30 125.150
Falcon Réhrchen 15 ml Becton Dickinson, Heidelberg 352096
Falcon Réhrchen 50 ml Becton Dickinson, Heidelberg 352070
Gel Elektrophoreresekammer PeqLab, Erlangen 40-1515
Immulite 1000 Siemens, Deutschland -
Isopropanoleinfrierbehélter Nalgene SIGMA Aldrich, Deisenhofen 5100-0001
Kryordéhrchen NUNC, Wiesbaden 377267
Kivette Eppendorf, Hamburg 4307-000-623
Maxi Gel Kammer Biometra, Gottingen 10-400
Meltilex TmA/ Melt-on Scintilator Sheet  Perkin Elmer # 1450-441
Mikrotiterplattenwaschgerat Wellwash ~ Thermo Scientific 5160770
4MK2
Multiporator Eppendorf, Hamburg 4308000015
Nitrocellulose Membran 0,45um GE Healthcare Whatman, Dassel 10401196
Nylon Membran GE Healthcare, Dassel RPN303B
Printet Filtermat A/1450 Micro Beta Tm  Perkin Elmer # 1450-421
Sample Bag Perkin Elmer # 1450-432
Semi Dry Blotkammer BioRad, Minchen 170-3940
Serologische Pipette 5 ml Becton Dickinson, Heidelberg 357453
Serologische Pipette 10 ml Becton Dickinson, Heidelberg 357551



Sicherheitswerkbank
Sysmex XN-9000

T25 Zellkulturflasche

T75 Zellkulturflasche
Thermomixer

UV-Lampe

Versadoc Imaging System

Versamax Mikrotiterplatten-
Photometer
Wasserbad

Whatman Paper
Zentrifuge

Zentrifuge
Zellkultur Schalen 10 cm
Zellschaber

NuAire Integra Bioscience, Fernwald

Sysmex, Deutschland
NUNC, Wiesbaden

Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Kisker, Steinfurt

BioRad, Minchen

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

GFL, Burgwedel
Roth, Karlsruhe
Thermo Scientific, Ulm

Thermo Scientific, Ulm
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

NU-437
156367
353133
5.355.000.011
L020-C
1708010
VERSAMAX

340-1005
10426994

Heraeus
Megafuge
Sigma 3K15
353003
353085

Tabelle 1: Gerate und Verbrauchsmaterialien

3.3.2. Chemikalien

| Name Hersteller Katalognummer
Acrylamid BioRad, Minchen 161-0156
Agarose Biozym, Oldendorf 840004
Amphotericin B PAN Biotech P06-01005
Aqua dest, Ampuwa Fresenius 1088813
APS Merck, Darmstadt 101.201
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 4227.2
Boric Acid SIGMA, Deisenhofen B6768
Bromphenolblau Merck, Darmstadt 1081220005
DMSO SIGMA, Deisenhofen D2650
DTT SIGMA, Deisenhofen D9779
DTT 0.1M Invitrogen, Darmstadt P/N y00147
EDTA Roth, Karlsruhe 8043.2
Essigsaure Merck, Darmstadt 807
Ethanol Herbeta Arzneimittel 12933
Glycerol Roth, Karlsruhe 3783.1
Glycin AppliChem, Karlsruhe A1067.1000
Hepes AppliChem, Karlsruhe A3724.0100
Isopropanol Dr. K Hollborn und Séhne, Leipzig 100
KCL Merck, Darmstadt 1.049.360.500
KH2PO4 Roth, Karlsruhe 6878.1
Methanol Roth, Karlsruhe 46275
MgCI2 Invitrogen, Darmstadt P/N y02028
Naz2HPO4 Merck, Darmstadt 1.063.460.500
NaCL Merck, Darmstadt 1.064.041.000

Proteinmarker Precision Plus
SDS

BioRad, Miinchen
AppliChem, Karlsruhe
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Skim Milk Powder
Temed

TrisBase
TrisHCL

Triton X 100
Tween 20

Fluka-SIGMA, Deisenhofen
BioRad, Miinchen

SIGMA, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Fluka-SIGMA, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

70166-500G
161-0801
T1503-1KG
9090.2
93426
9127.1

Tabelle 2: Chemikalien

3.3.3. Losungen

‘ Name Hersteller Katalognummer
AIM-V Thermo Fisher Scientific 12055083
DMEM Medium Invitrogen, Darmstadt 31966-021
FCS Medium Biochrome AG, Berlin S0115
HPE Puffer Sanquin Peli Pair, Amsterdam 1940
HRP Sanquin Peli Pair, Amsterdam M2032
IOTest (10x) Fixative Solution Beckman Coulter, Krefeld #A07800
PBS Invitrogen, Darmstadt H21-002
RPMI Medium Invitrogen, Darmstadt 61870
Stripping Buffer Thermo Fischer, Ulm 46430
TMB Lésung A Thermo Fischer, Ulm 50-76-01
TMB Ldsung B Thermo Fischer, Ulm 50-65-00
Versa-Lyse-LOsung Beckman Coulter, Krefeld #A09777
Trypsin Biochrome AG, Berlin L2163

Tabelle 3: Losungen

3.3.4. Zytokine, TLR-Agonisten, Antigene, Mitogene

‘ Name

Hersteller

Katalognummer

aCD3 clone HIT3a, 1gG2
Candida albicans Antigen
ConA

Diphterie-Toxoid

IL-1B8

IL-2

LPS

PAM2CSKa4

PHA, Phytohdmagglutinin
Pokeweed-Mitogen (PWM)
SAC/ Pansorbin cells
TNFa

Tetanus-Toxoid

Becton Dickinson

Biologo, Kronshagen, Deutschland
Sigma-Aldrich

Chiron-Behring

R&D Systems, Wiesbaden
Peprotech, Rocky Hill/ NJ, USA
SIGMA Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Toulouse
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Calbiochem

Miltney Biotec, Bergisch Gladbach
Staten Serum Inst., Kopenhagen

555337
CANOO01-P
#7246
201-LB/CF
#200-02
9764
tirl-pm2
L1668
L-9379
507858
130094015

Tabelle 4: Zytokine, TLR-Agonisten, Antigene, Mitogene
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3.3.5. Kits

‘ Name

Hersteller

Katalognummer

Anti-PCP-1gG ELISA Kit
Anti-PCP-1gG2 ELISA Kit
Anti-Tetanus-Toxoid-ELISA Kit

Chemiluminiscent Nucleic Acid
Detection Module
Cobas ¢501/502 IgA-2

Cobas ¢c701/702 IgA-2

Cobas ¢501/502 1gG-2

Cobas c701/702 1gG-2

Cobas ¢501/502 IgM-2

Cobas c701/702 IgM-2

C.f.a.s. Proteins

ELISA Kit IL-6

Enhanced Chemiluminiscent Kit
Kit Human IgG1 Subklassen

Kit Human IgG2 Subklassen

Kit Human IgG3 Subklassen Latex
Kit Human IgG4 Subklassen Latex
Light Shift EMSA Kit

Pierce BCA Protein Assay Kit
PreciControl ClinChem Multil
PreciControl ClinChem Multi2
Th1/Th2 cytokine detection kit

The Binding Site
The Binding Site
The Binding Site
Thermo Scientific

Roche Diagnostics GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Sanquin Peli Pair, Amsterdam
Promega, Mannheim
Binding Site

Binding Site

Binding Site

Binding Site

Thermo Fischer, Ulm
Thermo Fischer, Ulm
Roche Diagnostics GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Becton Dickinson

MKO012
MKO013
MKO010

89880

M9316
W1015
NKO006.H
NKO007.H

LK 008.H
LKOO09.H
20148X
23225
05947626 190
05947774 190
#550749

Tabelle 5: Kits

3.3.6. Antikdrper fir die Durchflusszytometrie (FACS)

‘ Antikorper Flurochrom Hersteller Katalognummer
CD14 FITC Beckman Coulter, Krefeld BC IM0645U
CD56 PE Beckman Coulter, Krefeld BC A07788
CD16 PE Beckman Coulter, Krefeld BC A07766
CD4 ECD Beckman Coulter, Krefeld BC 6604727
CD19 PC5.5/PC5 Beckman Coulter, Krefeld BC A66328
CD8 APC Beckman Coulter, Krefeld BC M2469
CD3 APC-A750 Beckman Coulter, Krefeld BC A94680
CD45 PacBlue Beckman Coulter, Krefeld BC A74763
CD45R0 FITC Beckman Coulter, Krefeld BC IM1247U
TCR a/B PE Beckman Coulter, Krefeld BC A39499
TCR y/d PC5 Beckman Coulter, Krefeld BC IM2662
CD45RA PacBlue Beckman Coulter, Krefeld BC A82946

Tabelle 6: FACS-Antikorper
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3.3.7. Western-Blot-Antikérper

Antigen Clone Isotyp Hersteller Kat No. Lot No. Verdinnung
IRAK1 sc7883 polyclonal  Santa Cruz H273 D2310 1/500
rabbit IgG  Biotechnology,
Heidelberg
GAPDH sc25778 polyclonal  Santa Cruz FL 335 L0710 1/1000
rabbit IgG  Biotechnology,
Heidelberg
Anti Goat Anti Dianova, Hamburg 111-035-045 88618 1/100000
Rabbit Rabbit IgG
Anti Goat Anti Dianova, Hamburg 115-035-062 88909 1/100000
Mouse Mouse IgG

Tabelle 7: Western-Blot-Antikdrper

3.4. Methoden

3.4.1. Fragebogendesign

Ein detaillierter standardisierter Fragebogen zum klinischen Verlauf der Patienten wurde
erstellt und an die behandelnden Padiater der an der Studie teilnehmenden Patienten
verschickt. Der Fragebogen enthielt Fragen zu Alter, Geschlecht, Duplikationsgré3e auf
Chromosom Xq28, neurologischem Phéanotyp, die Frage nach der bisherigen Anzahl
schwerer i.v.-Antibiotika-pflichtiger Infektionen, die Bitte um Auflistung aller bisherigen
invasiven und nicht-invasiven Infektionen und die Bitte um Auflistung der bisher
nachgewiesenen Pathogene inklusive des Ortes der Erregerisolierung. Daruber hinaus
wurde nach Laborparametern wahrend nicht-invasiven Infektionen gefragt (maximales
CRP, maximale Temperatur, maximale Leukozytenanzahl, maximale

Neutrophilenanzahl).
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3.4.2. Blutbild

Die Blutbilder wurden vollautomatisch aus Heparinblut an einem Sysmex XN-9000-

Automaten gemessen.

3.4.3. Lymphozytenoberflachenmarker

‘ FACS-Puffer Versa-Lyse-Gebrauchslésung
PBS (Phosphate Buffered Saline) 25 ul I10Test Fixative Solution (10x)
+ 2% Fetales Kalberserum (hitzeinaktiviert + 1000 pl Versa-Lyse-Losung

+ 0,1 % Natrium-Azid

Tabelle 8: Herstellung von FACS-Puffer und Versa-Lyse-Gebrauchslésung

Fur die Bestimmung der Lymphozytenoberflachenmarker wurde EDTA-Blut der Patienten
mit Fluoreszenz-markierten monoklonalen Antikérpern gefarbt. Es wurden pro Patient 2
Ansétze hergestellt. In einem Ansatz wurde EDTA-Blut mit CD14, CD56, CD16, CD4,
CD19, CD8, CD3 und CD45-Antikdrpern gefarbt. In einem zweiten Ansatz wurde EDTA-
Blut mit CD3, CD4, CD8, CD45R0, CD45RA, TCR a/B und TCR y/d-Antikérpern gefarbt.
Hierfir wurde zunachst ein Mix aus den zu verwendenden Antikorpern und FACS-Puffer
angesetzt. Von diesem Antikorpergemisch wurden 20ul in ein Micronic-Rohrchen
vorgelegt und jeweils 50 pl EDTA-Blut dazu pipettiert. Nach Vortexen folgte eine 15-
minutige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach erneutem Vortexen erfolgte
die Zugabe von 500l Versa-Lyse-Gebrauchslésung pro Micronic-Réhrchen. Es erfolgte
eine erneute 30-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschlie3end
wurden die Micronic-R6hrchen bei 200 g und Raumtemperatur fur 5 Minuten zentrifugiert.
Die Uberstande wurden abgesaugt und die Réhrchen erneut gevortext. Nach Zugabe von
1 ml FACS-Puffer wurden die Rohrchen erneut bei 200 g und Raumtemperatur fir 5
Minuten zentrifugiert. Nach erneutem Absaugen der Uberstande erfolgte die
durchflusszytometrische Messung und Analyse an einem NAVIOS-FACS (Beckman
Coulter, USA).
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3.4.4. Lymphozytentransformationstest

Im Lymphozytentransformationstest wird die Proliferation von Lymphozyten bestimmt,
indem einer Zellkultur mit diesen Zellen wéhrend der Stimulation mit Antigenen und
Mitogenen 2H-Thymidin - ein B-Strahler - zugegeben wird. 3H-Thymidin wird von sich
teilenden Zellen in die DNA eingebaut. Die Messung der 3-Strahlung erlaubt somit einen
Ruckschluss auf die induzierte Proliferation. Aus Vollblut von Patienten und jeweiliger
gesunder Reisekontrolle wurden mittels Ficoll-Separation PBMC’s gewonnen. Hiervon
wurden auf eine 96-well-Platte je 2x10° Zellen pro Well aufgetragen und mit PHA in einer
Konzentration von 2, 6 und 20 pug/ml, plate bound anti-CD3 in einer Konzentration von 3,
10 und 30 pg/ml, Pokeweed-Mitogen (PWM) in einer Konzentration von 1, 5 und 15 pg/ml,
IL-2 in einer Konzentration von 20 ng/ml und Staphylococcus aureus Cowan-1 strain
(SAC) in einer Konzentration von 1:1000 und 1:10000 fir 72 Stunden und mit Tetanus-
Toxoid RT50 in einer Konzentration von 10, 20 und 40 LF/ml, Candida albicans antigen
in einer Konzentration von 0,025, 0,25 und 2.5 ug/ml und Diphteria-Toxoid in einer
Konzentration von 20 LF/ml fur 120 Stunden inkubiert. Wahrend der letzten 24 Stunden
wurde 0,0185 mBq 3H-Thymidin pro Well zugegeben. An einem B-scintillation counter
wurde das inkorporierte [sH]-Thymidin anschlieend in counts per minute gemessen. Die
Ergebnisdarstellung erfolgte als Stimulationsindex (SI) — ein Quotient aus der [3-
scintillation der stimulierten Probe und der 3-scintillation einer unstimulierten Probe. Fur
die Stimulation mit Tetanus-Toxoid, Candida albicans antigen und Diphteria-Toxoid gilt
ein Stimulationsindex > 3 als normale Antwort auf die Stimulation. Bei der Stimulation mit
Mitogenen gelten folgende Bereiche als normal: PHA: SI > 50, Anti-CD3: SI > 30, IL-2:
SI > 30, PWM: SI > 20, SAC: SI >10. Der Lymphozytentransformationstest wurde von der
medizinisch-technischen Assistentin Margret Oberreit durchgefihrt.

3.4.5. IFNy-Produktion nach ConA-Stimulation

Fur die Messung der IFNy-Produktion nach Concanavalin (ConA)-Stimulation wurde
Heparin-Blut 1:5 mit RPMI verdinnt und anschlieend fur 24 Stunden mit ConA in einer
Konzentration von 50 pug/ml stimuliert. Die Bestimmung von IFNy erfolgte mittels des
Th1/Th2- cytokine detection kit entsprechend den Herstellerangaben an einem FACS-

Navios. Zur Auswertung wurde die FCAP-Array-Software (Soft Flow Hungary) eingesetzt.
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Der Referenzbereich fur Blutproben, die direkt nach der Blutabnahme mit ConA stimuliert
wurden, basiert auf der Messung von Blutproben von 50 gesunden Kontrollpersonen (25
mannlich, 25 weiblich). Der Referenzbereich fur versandte Blutproben, welche erst nach
24 Stunden mit ConA stimuliert wurden, basiert auf der Messung von Blutproben von 10
gesunden méannlichen Kontrollpersonen. Die Messung der IFNy-Produktion nach ConA-

Stimulation wurde von Herrn Dr. Uwe Kélsch durchgefihrt.

3.4.6. Messung der Immunglobulin-lsotypen und -Subklassen

Die Immunglobulin-Isotypen IgA, IgG und IgM wurden vollautomatisch turbidimetrisch an
einem COBAS 6000-Automaten gemessen. Die Immunglobulin-Subklassen IgG1 und
IgG2 wurden ebenfalls als vollautomatisierter turbidimetrischer Immunoassay am
COBAS-6000- Automaten gemessen. Die Messung der Immunglobulin-Subklassen 1gG3
und IgG4 erfolgte als vollautomatisierter turbidimetrischer latexverstéarkter Immunoassay
am gleichen Gerat. Die Messungen wurden von Mitarbeitern der Labor Berlin GmbH

durchgefuhrt.

3.4.7. Impfantikdrper

Die Bestimmung von Anti-Pneumokokken-Polysaccharid-IgG erfolgte mithilfe einer in
einem ELISA-Kit enthaltenen 96-well-PCP-Antigen-beschichteten Mikrotiterplatte.
Zunachst wurden 10 pl Patientenserum mit 1000 pl Probenverdinnungsreagenz
gemischt. Es wurden je 100 pl der im Kit enthaltenen Kalibratoren, high- und low-
Kontrollen und 100 pl der verdinnten Proben in die entsprechenden Wells pipettiert. Es
folgte eine 30-minutige Inkubation bei Raumtemperatur. Anschliel3end wurde die Platte
mithilfe eines Mikrotiterplattenwaschgerats dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Nach
Zugabe von 100 pl des im Kit enthaltenen Konjugats folgte eine erneute 30-minitige
Inkubation bei Raumtemperatur. Die Platte wurde erneut dreimal mit Waschpuffer
gewaschen. Es wurden je 100 pl TMB-Substrat in jedes Well pipettiert und nach 30
Minuten Inkubation wurde 100 ul Stopplésung in jedes Well pipettiert. Die Messung
erfolgte an einem Mikrotiterplattenreader bei einer Wellenlange von 450 nm. Die

Bestimmung der Anti-Pneumokokken-Polysaccharid-IgG2 und der Anti-Tetanus-Toxoid-
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IgG erfolgte analog der oben angegebenen Vorgehensweise mit einem jeweils daftr
vorgesehenen Kit. Die Messungen wurden von Mitarbeitern der Labor Berlin GmbH

durchgefuhrt.

3.4.8. Zellkultur mit SV-40-immortalisierten Fibroblasten

Von 2 Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom (P1 und P13) konnten mit
Einverstandnis der Eltern Fibroblasten mittels einer Hautstanze gewonnen werden. Die
weitere Arbeit mit diesen Zellen in der Zellkultur erfolgte unter sterilen Bedingungen. Ein
Kennzeichen von Fibroblasten ist es, dass sie in der Zellkultur adh&rent wachsen. Die
gewonnene Hautprobe wurde in eine Petrischale Uberfiihrt und mit einem sterilen Skalpell
maoglichst fein zerkleinert, bevor sie in einem 10 ml-Falcon-Tube in 2 ml Collagenase Typ
CLS 1l (765 U/ml) aufgenommen wurde. Das Falcon-Tube wurde in ein 37°C warmes
Wasserbad uberflihrt und intermittierend manuell geschuttelt, bis makroskopisch fast
keine Gewebeteilchen mehr sichtbar waren. Dieser Vorgang dauerte zwischen 30 und 90
Minuten. Die Probe wurde anschlieend zweimal mit RPMI gewaschen und bei 1000 U
fur 10 Minuten zentrifugiert, bevor sie mit 5 ml Amniomax in eine T25-Flasche Uberfihrt
wurde. Nach ca. 1-2 Wochen Lagerung im Brutschrank bei 37°C und 5% COz2 hatten die
priméaren Fibroblasten auf dem Boden der T25-Flasche einen dichten Zellrasen gebildet,
woraufhin das Medium abgenommen, 10 Tropfen EDTA- Trypsin 0,5% zugegeben wurde
und die somit gelésten Zellen als Passage 1 mit 5 ml Amniomax in eine neue T25-Flasche
Uberfuhrt wurden. Nach erneutem Entstehen eines dichten Zellrasens wurden die
primaren Fibroblasten nach oben bereits geschildertem Vorgehen auf zwei T75-Flaschen
aufgeteilt (Passage 2). Nach erneutem Entstehen eines Zellrasens wurden die
Fibroblasten in Kryorohrchen tberfuhrt (drei Kryoréhrchen pro T75-Flasche), mit Medium
und DMSO versetzt (9 Teile Amniomax, 1 Teil DMSO) und schlief3lich fur die spatere
Verwendung eingefroren. Hierzu wurden die Kryoréhrchen in einen Isopropanolbehélter
Uberfuhrt und zunéchst fur 24 Stunden im -20°C-Gefrierschrank gelagert. Anschlie3end
wurden sie fur 24 Stunden im -80°C-Gefrierschrank aufbewahrt, bevor sie zur

dauerhaften Lagerung in einen Flussigstickstoff-Tank tberfihrt werden konnten.

Zur Immortalisierung der primaren Fibroblasten mittels eines Simian Virus (SV)-40-

Vektors und spateren Verwendung in Versuchen wurde ein Kryoréhrchen mit primaren
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Fibroblasten zunachst in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und der Inhalt des
Kryoréhrchens anschlieBend in ein Falcon-Réhrchen mit 40 ml DMEM 15% FCS
Uberfuhrt. Zur Entfernung des DMSO-Gefrierschutzes wurde das Falcon-Rdhrchen bei
270 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das Zellpellet
erneut in 5 ml DMEM 15 % FCS geldst und schliel3lich in ein T25-Flaschchen tberfuhrt
und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Sobald die Zellen einen dichten
Zellrasen am Boden des T25-Flaschchens gebildet hatten, wurden sie mit 5 ml PBS
(Phosphate buffered saline) gewaschen und mittels Trypsin von der Oberflache des T25-
Flaschchens gel6st, bevor sie mit 15 ml DMEM 15% FCS in eine T75-Flasche Uberfiihrt
wurden. Sobald die Zellen auch in der T75-Flasche einen dichten Zellrasen gebildet
hatten, wurden sie nach oben geschildertem Vorgehen aus der T75-Flasche entfernt und
schliel3lich in einem Eppendorf-Réhrchen in 400 pl DMEM 15% FCS gel6st. In dieses
Eppendorf-Réhrchen wurde der SV40 Vektor (SV40 Large T Antigen Eukaryotic
Expression Vector 7.4 kB Promoter) in einer Endkonzentration von c¢=10 pg/ml
zugegeben. Um Luftblasen zu vermeiden, wurde der Inhalt des Eppendorf-R6hrchens
anschlieBend mit einer spitzen Pipette in eine Kuivette zur Durchfiihrung einer
Elektroporation Uberfihrt. Mittels eines Multiporators wurde die Zellsuspension bei einer
Spannung von 250 V fur den Zeitraum von 40 us elektroporiert. Im Anschluss daran
wurde die Zellsuspension wieder in eine T25 Zellkulturflasche transferiert, welche mit 5
ml DMEM 15 % FCS befullt war und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO: gelagert. Die
dargestellte Methode fiihrt nicht zur SV40-Immortalisierung aller primaren Fibroblasten.
Allerdings vermehren sich SV-40 transfizierte Fibroblasten wesentlich schneller als
priméare Fibroblasten, weshalb sie diese in der Zellkulturflasche zunehmend verdrangen.
Da sich SV-40-transfizierte Zellen morphologisch von priméren Fibroblasten
unterscheiden, konnte mittels Lichtmikroskop regelmafiig tberprift werden, ob noch
primare Fibroblasten vorliegen, oder der Zellrasen bereits aus SV40-transformierten
Zellen besteht. Nach ca. zwei Monaten konnten nur noch SV40-immortalisierte Zellen
identifiziert werden, welche ab diesem Zeitpunkt entweder mit DMEM 10% FCS in Kultur
gehalten werden konnten oder tiefgefroren und fur weitere Experimente genutzt werden
konnten. Das Tieffrieren der SV40-transfizierten Fibroblasten erfolgte in FCS 10% DMSO

analog der weiter oben fur primare Fibroblasten beschriebenen Vorgehensweise.

Die SV-40-transfizierten Fibroblasten-Zelllinien C3, C5, C8 und C12 wurden

freundlicherweise von Dr. Anne Puel (Laboratory of Human Genetics of Infectious
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Diseases, Necker Branch, Paris, France und Paris Descartes University, Imagine
Institute, Paris, France) und Prof. Jean Laurent Casanova (Laboratory of Human
Genetics of Infectious Diseases, Necker Branch, Paris, France / Paris Descartes
University, Imagine Institute, Paris, France / Necker Hospital for Sick Children, Assistance
Publique - Hopitaux de Paris, Paris, France / St. Giles Laboratory of Human Genetics of
Infectious Diseases, Rockefeller Branch and Howard Hughes Medical Institute, The
Rockefeller University, New York) zur Verfigung gestellt. Sie stammen von gesunden
Spendern und wurden analog der oben angefuhrten Verfahrensweise hergestellt.

3.4.9. Detektion von IRAK1-Expression und IRAK1-Abbau mittels Western-

Blot
| Lysispuffer Probenpuffer
50 mM Tris Base 1M Tris pH 6,8
150 mM NacCl 100 mM EDTA pH 6,8
2 mM EDTA 10 % SDS

0,5 % Triton X
4 % Proteaseinhibitor

10 % B-Mercaptoethanol
0.05 % Bromphenolblau

in H20
Laufpuffer Transferpuffer
6.06 g TrisBase 5.82 g Tris Base
28.8 g Glycin 2.93 g Glycin

20ml 10 % SDS
ad 2000 ml H20

3,75 ml 10 % SDS
200 ml Methanol
ad 1000 ml Bidest

PBS 10x TBS 10x

80 g NaCl 80 g NaCl

2 g KCL 2 g KCL

14,4 g Na2HPOq4 30 g Tris Base
2,4 g KH2PO4 ad 1L H0

ad 1L H20 pH 7,4

pH 7,4

Tabelle 9: Western-Blot- Reagenzien

Fir die Detektion der IRAK1-Expression und des IRAK1-Abbaus wurden pro Patient bzw.
positiv- und negativ-Kontrolle die SV40-transfizierten Fibroblasten aus zwei dicht
bewachsenen T75-Flaschen verwendet. Nachdem die Zellen aus den beiden T75-
Flaschen gelost waren, wurden sie gleichmallig auf je sieben 10 cm grol3e

Zellkulturschalen aufgeteilt und anschlie3end fur mindestens 12 Stunden bei 37°C im
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Brutschrank inkubiert bis sie maximal konfluent waren. In diesen Zellkulturschalen
wurden die Zellen mit Interleukin-1f in einer Konzentration von 10 ng/ml fur 0, 30, 60,
120, 240, 360 und 480 Minuten stimuliert. Nach Ablauf des jeweiligen
Stimulationszeitraumes wurden die Schélchen auf einer Wanne mit Eis ausgelegt und
das Medium mit dem darin vorhandenen Interleukin-18 abgegossen. Es wurde
anschlielend pro Schalchen 2 ml PBS zugegeben, welches nach kurzem Schwenken
des Schalchens wieder abgegossen wurde. Nach erneutem Zugeben von 2 ml PBS pro
Schalchen wurden die Zellen mithilfe eines Zellschabers von der Oberflache der
Schalchen geldst. Die nunmehr in PBS gel6sten Zellen wurden in ein Falcon-Rdhrchen
Uberfuhrt, welches mit PBS auf 15 ml Volumen aufgefillt wurde. Die Falcon-Réhrchen
wurden bei 300 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wurde
das Zellpellet erneut in 3 ml PBS resuspendiert und bei 300 g fur 5 Minuten zentrifugiert.
Erneut wurde das Falcon-Réhrchen dekantiert, allerdings wurde nun zusatzlich mit einer
Pipette die Restflussigkeit vorsichtig abgenommen. AnschlieRend wurde das Zellpellet
zur Zelllyse in 50 pl Lysispuffer gelost. Die Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-
Rohrchen Gberfuhrt und auf Eis fur 20 Minuten gelagert, bevor das Eppendorf-R6hrchen
fur 5 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert wurde. Im Anschluss wurde der Uberstand
abgenommen und in ein neues Eppendorf-Réhrchen dberfihrt. Mittels des Pierce-BCA-
Protein-Assay-Kit wurde die Proteinkonzentration in diesem Uberstand dann nach
Angaben des Herstellers an einem ELISA-Reader bei 550 nm bestimmt.

Mithilfe einer SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
sollten die durch die weiter oben dargestellte Zelllyse gewonnenen Proteine aufgetrennt
werden. Trenngel und Sammelgel fir die SDS-PAGE wurden nach den Angaben in

Tabelle 10 zubereitet.

| Trenngel (10%ig) Sammelgel |
H20 12,2 ml 6 ml
Acrylamid (Stock:30,8 %) 9,8 ml 1,3ml
Tris/HCI Puffer (1,5M ph 8,8) 7,5 mi 2,5mil
SDS (10% Stock) 300 pl 100 pl
APS (10% Ammonium persulfat) 250 ul 100 pl
TEMED 25 pl 10 pl

Tabelle 10: Zubereitung von Trenngel und Sammelgel
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Das Trenngel wurde zwischen die Glasplatten einer vorbereiteten Gelkammer gegossen,
mit 1 ml Isopropanol beschichtet und fir 45 Minuten stehen gelassen, um zu
polymerisieren. Nach Entfernen der Isopropanol-Schicht mit destilliertem Wasser wurde
uber das Trenngel das Sammelgel in die Gelkammer gegossen, welches in ca. 30

Minuten polymerisierte.

Anschliel3end wurden die im Gel aufzutragenden Proben vorbereitet. Es wurden jeweils
75 ug Protein mittels eines Lysispuffers auf ein Volumen von 40 pul verdinnt und dann 10
Ml Probenpuffer zugegeben. Die Proben wurden fur finf Minuten auf eine Temperatur von
95°C erhitzt. Mit einer spitzen Pipette wurden anschliel3end je 50 ul der Proben in die
Taschen des Gels gefllt. An der rechten @aul3eren und an der linken aul3eren Seite des
Gels wurden Marker aufgetragen (jeweils 12 pl Marker plus 38 pl Lysispuffer). Bei 50 mA
und einer Spannung von maximal 400 V lief im Anschluss das Gel, bis das
Bromphenolblau am unteren Ende des Gels angelangt war. Nach Ausbau des Gels
erfolgte eine Equilibrierung fir 20 Minuten in Transferpuffer. Zugleich wurden die
Nitrocellulosemembran und vier Whatman-Paper fur 15 Minuten in Transferpuffer
equilibriert. In einer Semi-Dry-Western-Blot-Kammer wurden nun 2 Whatman-Paper,
dariiber die Nitrocellulosemembran und darauf das Gel und 2 Whatman-Paper
ubereinandergeschichtet. Beim Ubereinanderlegen von Whatman-Papern wurden durch
Glattstreichen mit einem Ruhrfisch etwaige vorhandene Luftblasen entfernt. Das Blotten
erfolgte bei 25 V und maximal 400 mA fir 90 min. Anschlielend wurde die Membran in
ein Schalchen mit 5 % Milch TBST (Tris-buffered saline mit 0,05 % Tween) gelegt und
auf einer Wippe damit fir 1 Stunde geblockt.

Die Membran wurde nun mit einem Antikdrper gegen IRAK1 inkubiert. Hierzu wurde der
IRAK1-Antikorper 1:500 in 17 ml Blockingpuffer verdinnt. Die Membran wurde in der
Antikorperlosung auf einer Wippe in einem Kiuhlraum Uber Nacht belassen, bevor die
Membran am néchsten Morgen zunéchst fur einmal 30 Sekunden und anschlie3end
zweimal fur zehn Minuten mit TBS Tween gewaschen wurde. Die Membran wurde mit
einem zweiten Antikorper (anti-rabbit), welcher 1:10.000 in 17 ml TBST (0,05 % Tween)
verdunnt war, fir eine Stunde auf einer Wippe im Dunkeln inkubiert. Es erfolgte ein
weiterer Waschschritt mit TBST fir einmal 30 Sekunden und zweimal 10 Minuten. Fir
die Entwicklung der Membran wurde das Enhanced Chemiluminiscent Kit verwendet. Die
Membran wurde mit 4 ml der 1:1 gemischten ECL-Substrate befeuchtet und inkubierte
mit Alufolie bedeckt fir 1 Minute, bevor sie in einem Versadoc Imaging System mittels
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der Quantity One Software analysiert wurde. Fiur die anschlieRende Detektion von
GAPDH wurde die Membran zunéchst dreimal fir 10 Minuten in TBS gewaschen.
Anschlie3end inkubierte die Membran fir 5 Minuten in 8 ml Stripping-Puffer auf einer
Wippe. Es folgten drei erneute Waschschritte mit TBS fiur jeweils 10 Minuten. Die
weiteren Schritte zur Detektion von GAPDH erfolgten analog dem oben dargestellten
Vorgehen fur die Detektion von IRAK1. Die Verdinnung des GAPDH-Antikdrpers erfolgte
1:1000 in 17 ml Blockingpuffer. Der zweite Antikorper war ebenfalls vom anti-rabbit-Typ.

3.4.10. Densitometrische Auswertung

Fur die densitometrische Auswertung der Western-Blot-Banden wurde die Software
ImageJ Version 1.45s verwendet. Dazu wurden Blots in Belichtungsstufen verwendet,
deren maximale Dunkelheit bei einem Grauwert von 254, also unterhalb des maximalen

Grauwerts von 255 lag.

3.4.11. Messung der NFkB-Translokation in den Zellkern von SV-40-
immortalisierten Fibroblasten nach Stimulation mit IL-18

Mithilfe eines Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) sollte die Bindung zwischen
dem Transkriptionsfaktor NFkB und der DNA nach Stimulation mit Interleukin-10
untersucht werden. Fur die Stimulation mit Interleukin-18 wurden pro Patient bzw.
Kontrolle SV-40-transfizierte Fibroblasten aus zwei dicht bewachsenen T75-Flaschen
gleichméaRig auf elf 10 cm grof3e Zellkulturschalen aufgeteilt und fir mindestens 12
Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert, bis sich in den Schélchen ein dichter
Zellrasen gebildet hatte. Die SV40-transfizierten Fibroblasten wurden in diesen
Schalchen mit Interleukin-1p in einer Konzentration von 10 ng/ml fur 0, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 45, 60, 75 und 90 Minuten in einem Brutschrank bei 37°C stimuliert. Die Stimulation
wurde nach Ablauf des jeweiligen Zeitpunktes unterbrochen, indem die Schalchen auf
Eis gestellt wurden, das Medium abgegossen wurde und die Zellen mit 2 ml PBS
gewaschen wurden. Die Zellen wurden entsprechend dem weiter oben beschriebenen
Vorgehen fur die Detektion der IRAK-1-Expression mittels Western-Blot mithilfe eines

Zellschabers von der Oberflache der Schalchen gel6st und gewaschen. In diesem
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Experiment sollte jedoch das Nuklearextrakt und nicht das zytosolische Extrakt analysiert
werden, insofern unterschied sich die weitere Aufarbeitung der Proben. Das sorgfaltig
von Restflissigkeit befreite Zellpellet wurde in 50 pl Puffer A geldst, zehn Minuten auf Eis
inkubiert und dann mittels Vortexer fur 3 Sekunden gemischt. Anschlie3end wurde die
Losung fur drei Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand,
welcher das zytosolische Extrakt enthielt, wurde abgenommen und das verbliebene
Pellet in 50 pl PBS resuspendiert. Es folgte ein erneutes Zentrifugieren fur 3 Minuten bei
maximaler Geschwindigkeit. Nach Abnehmen des Uberstandes wurde das Zellpellet in
40 pl des Puffers C geldst und inkubierte darin fir 25 Minuten auf Eis. Anschlie3end
erfolgte ein erneutes Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit fir 5 Minuten. Im
Uberstand, welcher nun das Nuklearextrakt enthielt, wurde mittels des Pierce-BCA-
Protein-Assay-Kits die Proteinkonzentration nach Angaben des Herstellers an einem
ELISA-Reader bei 550 nm bestimmt.

’ Puffer A Puffer C 10 x TBE-Puffer ‘
10 mM Hepes pH 7,8 20 mM Hepes pH 7,8 890 mM TrisBase
10 mM KCL 1.5 mM MgCL2 890 mM Boric Acid
1.5 mM MgCL2 420 mM NaCL 20 mM EDTA pH 8
0,5mM DTT 0,2 mM EDTA
4 % Proteaseinhibitor 25 % Glycerol
0,5mMDTT

4 % Proteaseinhibitor

Tabelle 11: Reagenzien zur Herstellung der benétigten Puffer

Die EMSA-Bindungsreaktion jeder einzelnen Probe erfolgte in je einem Eppendorf-
Roéhrchen, in dem die unter Tabelle 12 angegebenen Reagenzien des verwendeten
Light-Shift-EMSA-Kits enthalten waren.

‘ Reagenzien fir die EMSA-Bindungsreaktion

H20 5,2 pl
Binding Buffer (10 x) Kit 2 pl
50 mM DTT 1l
Poly DI:dC (1 ug/pl) Kit 1l
1 % NP-40 Kit 0,8 pl

Tabelle 12: Reagenzien fur die EMSA-Bindungsreaktion

Nach einem zuvor erstellten Pipettierschema wurden je 7,6 pg Nuklearextrakt der
entsprechenden Probe zugefugt und die durch unterschiedliche Volumenmengen der
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Proben entstandene Volumendifferenz durch Zugabe von Puffer C ausgeglichen. Zuletzt
wurde jeweils 2 pl einer Biotin-Sonde (15 fmol/ul) an die obere Wand der Eppendorf-
Rohrchen pipettiert. Mit diesem Vorgehen konnte erreicht werden, dass der Tropfen
Biotin-Sonde erst nach kurzem Ausschlagen der Eppendorf-Réhrchen aus dem
Handgelenk mit der Losung in Kontakt kam und somit die Bindungsreaktionen aller
Proben zum gleichen Zeitpunkt starteten. Alle Eppendorf-Réhrchen wurden daraufhin in
einer Tischzentrifuge kurz zentrifugiert. Nach 30 Minuten wurden die Bindungsreaktionen
gestoppt, indem jeweils 5 yl eines Laufpuffers in die Eppendorf-Réhrchen zugegeben

wurde.

Ein 7%iges Polyacrylamid-Gel, welches nach den Angaben in Tabelle 13 zubereitet und
zunachst leer fur 30 Minuten bei 130 V gelaufen war, wurde anschliel3end mit jeweils 25
Ml der Proben beladen. Das Polyacrylamid-Gel lief anschlieRend bei 130 V bis das

Bromphenol-Blau bei ca. 3/4 der Gellange angelangt war.

’ Polyacrylamid-Gel ‘
35,3 ml H20
2,5 ml TBE (10 x)
11,7 ml 30 % Polyacrylamid
500 pl APS (10 %)
50 yl TEMED

Tabelle 13: Herstellung des Polyacrylamid-Gels

Im Anschluss erfolgte ein Blotting der Proben auf eine Nylon-Membran. Hierflr wurde die
Nylon-Membran zun&chst in 0,5x TBE Puffer fur 10 Minuten equilibriert. Es wurden 3
Whatman-Paper, dartiber die Nylonmembran und darauf das Gel und 3 Whatman-Paper
Ubereinandergeschichtet. Das Blotting erfolgte bei 100 mA fir 60 Minuten. Fir die
Crosslink-Reaktion wurde die Membran anschlie3end unter eine Ultraviolett-Lampe (254
nm) gelegt und verblieb dort fir 8 Minuten. Fur die folgenden Schritte wurde das
Chemiluminiscent Nucleic Acid Detection Module-Kit benutzt. Die Membran inkubierte in
einem Schalchen zunachst in 15 ml Blocking-Puffer und anschlieBend in 10 ml
conjugate/blocking Puffer fir jeweils 15 Minuten bei Raumtemperatur auf einer Wippe.
Nach Transfer der Membran in ein neues Schalchen wurde diese 4 x fir jeweils 5 Minuten
mit wash solution gewaschen. Anschliel3end inkubierte die Membran in 15 ml substrate

equilibration Puffer fur 5 Minuten. Nach Entfernen dieses Puffers wurde die Membran mit
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12 ml der substrate working solution befeuchtet und inkubierte fir 1 Minute, bevor sie in

einem Versadoc Imaging System mithilfe der Quantity One Software analysiert wurde.

3.4.12. Interleukin-6-Produktion in Fibroblasten

Fur die Aktivierung der SV40-transformierten Fibroblasten wurden diese in 6-well-Platten
in einer Konzentration von 2 x 10° Zellen pro Well in je 2 ml DMEM + 10% FCS ausgesét.
Die 6-well-Platten wurden anschliel3end fir 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C gelagert,
um sicherzustellen, dass die Zellen an den Platten adhériert hatten. Zu Beginn der
Stimulation wurde das Medium aus den 6-well-Platten abgenommen und mit 2 ml eines
zuvor zubereiteten Medium-Stimulanz-Gemisches befullt. Pro Patient bzw. Kontrolle
wurden jeweils 2 Wells verwendet — ein Well, in der keine Stimulation stattfand und ein
Well fur die Stimulation mit Interleukin-13. Fur die Stimulation mit Interleukin-1 wurde
eine Endkonzentration von 10 ng/ml eingesetzt. Die 6-well-Platten wurden fur die
Stimulationszeit von 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C gelagert, bevor die Uberstande
aus den Wells abgenommen wurden und fur die spatere Messung der Interleukin-6-

Konzentration bei -20°C eingefroren wurden.

Fur die Messung von Interleukin-6 in den Uberstanden der Stimulation wurde das ELISA
Kit IL-6 (Sanquin Peli Pair, Amsterdam) verwendet. Der Coating-Antikdrper wurde in
Coating-Puffer 1:100 verdinnt und 100 ul hiervon wurden in jedes Well einer 96-well-
ELISA-Platte eingeflllt. Fir das Coating des Antikérpers wurde die ELISA-Platte
anschlieBend im Kuhlschrank bei 4°C tGber Nacht gelagert. Am Folgetag wurde die Platte
5 x mit Waschpuffer gewaschen. Es wurden pro Well 200 pl Blocking-Puffer (PBS, 2,5%
Milch) eingefillt und bei Raumtemperatur fir 1 Stunde auf einem Schiittler belassen,
bevor die Platte wiederum 5 x mit Waschpuffer gewaschen wurde. Anschlie3end wurden
sowohl die Interleukin-6-Standards zur Ermittlung der Standardkurve als auch die in HPE-
Puffer verdiinnten Proben auf die ELISA-Platte aufgetragen. Der Interleukin-6-Standard
wurde in den folgenden Konzentrationen aufgetragen: 600 pg/ml, 300 pg/ml, 150 pg/ml,
75 pg/ml, 37,5 pg/ml, 18,75 pg/ml, 9,375 pg/ml und 4,69 pg/ml. Fir die Proben wurden
folgende Verdinnungen gewahlt: Fur die mit Interleukin-13 stimulierten Proben wurden
die Verdinnungen 1:100, 1:1000 und 1:10000 gewahlt. Die nicht-stimulierten Kontroll-
Proben wurden in den Verdinnungen 1:10 und 1:100 auf die ELISA-Platte aufgetragen.
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Die ELISA-Platte mit den aufgetragenen Standards und Proben wurde fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert. Nach erneutem 5-maligen Waschen
erfolgte das Auftragen des zweiten Antikorpers in einer Verdinnung von 1:100 in HPE-
Puffer. Der zweite Antikdrper wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur auf der ELISA-Platte
belassen und anschliel3end mittels 5-maligem Waschen von der Platte entfernt, bevor die
Platte mit HRP (1:7500 verdunnt in HPE-Puffer) 30 Minuten bei Raumtemperatur
abgedunkelt auf dem Schdttler inkubiert wurde. Nach erneutem 5-maligen Waschen
wurde pro Well 100 pl der TMB-Entwicklungslosung aufgetragen und bei Dunkelheit
maximal 10 Minuten inkubiert bzw. solange bis beim niedrigsten verdinnten Standard
eine Farbdiskrimination zum nachst héher verdiinnten Standard zu beobachten war. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 100 ul Stopp-LOsung (1,8 M H2SO4) gestoppt. Die
ELISA-Platte wurde anschlieend an dem ELISA Reader Fluostar (BMG Labtech,
Ortenberg) bei einer Wellenlange von 450/620 nm gemessen. Die Ermittlung der
Interleukin-6-Werte der Proben erfolgte anhand der Standardkurve mittels der Software

Optima.

3.4.13. Interleukin-6-Produktion in Vollblut

Die Interleukin-6 Produktion im Vollblut nach Stimulation mit Interleukin-1/Toll-like-
Rezeptor-Liganden wurde jeweils in einem eigenen Versuch fir einen Patienten und eine

zugehorige gesunde Reisekontrolle untersucht.

Heparinisiertes Vollblut von Patient und Reisekontrolle wurde 1:2 mit RPMI verdinnt. Die
Stimulation wurde in einer 48-well-Platte durchgefuhrt. Pro Well wurden 450 l
verdunntes Heparin-Blut und 50 pl einer vorverdiinnten Stimulanz bzw. 50 ul reines RPMI
fur einen Ansatz ohne Stimulation aufgetragen. Als Stimulantien wurden PAM2CSKa
(Endkonzentration 100 ng/ml), LPS (Endkonzentration 1 ng/ml) und Interleukin-13
(Endkonzentration 20 ng/ml) eingesetzt. Die 48-well-Platte wurde anschlieend im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO:2 gelagert. Nach 48 Stunden Stimulationszeit bei 37°C
wurden die Uberstande aus den Wells abgenommen und fiir die spatere Zytokin-
Messung bei -20°C tiefgekilhlt gelagert.

Die Messung von Interleukin-6 in den Uberstanden erfolgte fiir die Patienten P1, P10,
P11, P31 vollautomatisch an einem Immulite 1000- Automaten, welcher auch in der
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Routine-Diagnostik zur Interleukin-6-Messung eingesetzt wird. Da sehr unterschiedliche
Zytokinkonzentrationen nach den unterschiedlichen Stimulationen erwartet wurden,
mussten die Proben aus den unterschiedlichen Stimulationsansatzen fur die Messung
unterschiedlich verdinnt werden: Medium -> 1:5 Verdinnung, PAM2CSKs -> 1:10
Verdinnung, LPS -> 1:100 Verdiinnung, IL-1 -> 1:20 Verdinnung. Die Messung von
Interleukin-6 erfolgte bei Patient P8 mittels eines Platten-ELISAS nach dem unter
Abschnitt 3.4.12. beschriebenen Vorgehen. Um die unterschiedliche Zellularitat der
Blutproben zu bertcksichtigen, wurden die ermittelten Interleukin-6-Werte mit der

Leukozytenanzahl der jeweiligen Patienten bzw. Reisekontrollen relativiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Infektiologisch-immunologische Phanotypisierung

4.1.1. Charakterisierung der Studienkohorte

Die fur diese Studie rekrutierte Kohorte besteht aus 31 Patienten mit genetisch

gesichertem MECP2 Duplikations Syndrom, 29 mannlichen Patienten und 2 weiblichen

Patienten. Das Alter der Patienten reicht von 3 Jahren bis 48 Jahren. Die Patienten

stammen aus Deutschland, Frankreich, Niederlande, Belgien, Polen, Rumaéanien,

Spanien, USA und China. Bei allen Patienten der Studie schliel3t die Duplikation auf
Chromosom Xq28 mindestens MECP2 und das benachbarte IRAK1 ein (Abbildung 3).

genes on Xq28

P1: arrayCGH +

P2: arrayCGH

P8: arrayCGH

P9: arrayCGH -
P10: arrayCGH 4
P11: arrayCGH 4
P12: arrayCGH
P13: arrayCGH 4
P14: arrayCGH -
P17: arrayCGH
P19: arrayCGH 4
P20: arrayCGH <
P21: arrayCGH
P22: arrayCGH
P25: arrayCGH -
P27: arrayCGH -
P28: arrayCGH -

ARHGAP4
ARD1A
OPN1MW

MAGEA1
BGN
FAMS58A
DUSP9
SLC6A8
ABCD1
IDH3G
PDZD4
L1CAM
AVPR2
RENBP
HCFC1
cxorfi2
IRAK1
MECF2
OPN1LW
TEX28
TKTL1
FLNA
EMD
DNASETL1
GDI1
FAM3A
G6FD
IKBKG

N

)

P29 array C G H - S

P30: arrayCGH 4
P31: arrayCGH

P15: gPCR < Dupliziette Sonden beinhalten die Gene AVPR2, ARHGAP4, ARD1A, RENBP, HCFC1, cxorf12, IRAK1, MECP2, OPNTLW, OPNTMW,TKTL1
P3: MLPA - Cuplizierte Sonden beinhalten die Gene L1CAM. IRAK1, MECP2
P4: MLPA - Dupliziette Sonden beinhalten die Gene L1CAM. IRAK1, MECP2
P5: MLPA 4 Dupliziette Sonden beinhalten die Gene L1CAM, IRAK1, MECP2
P6: MLPA 4 Duplizierte Sonden beinhalten die Gene /RAKT, MECP2
P7: MLPA 4 Duplizierte Sonden beinhalten die Gene L1CAM, IRAK1, MECP2
P16: MLPA 4 Duplizierte Sonden beinhalten die Gene [RAK1, MECP2
P18: MLPA 4 Duplizierte Sonden beinhalten die Gene SLC68A, IDH3G, L1CAM, IRAKT, MECP2, FLNA, GDM
P23: MLPA - Duplizierte Sonden beinhalten die Gene SLC68A, IDH3G. L1CAM, IRAK1, MECP2
P24: MLPA - Duplizierte Sonden beinhalten die Gene L1CAM. IRAK1, MECP2
P26: MLPA = Duplizierte Sonden beinhalten die Gene IRAK1, MECP2
lIllIIllI|l|ll|IllIlllIlIIllIIllIlIIllII
151,0 152,0 153,0 1540

Abbildung 3: Gr6Re der Duplikationen in Mbp auf Chromosom Xg28. Die X-Achse stellt Positionen auf Chromosom Xg28 zwischen

151 und 153 Mbp dar. Rote Balken zeigen duplizierte Segmente, lila Balken zeigen triplizierte Segmente. Die Positionen auf dem X-

Chromosom basieren auf dem UCSC genome browser build hg 18. Die Duplikation von Patient P29 reicht auf der linken Seite Uber

den markierten Bereich bis zur Position 147.384.720 bp hinaus.



Im Falle der Patienten P1, P2, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P17, P19, P20, P21,
P25, P27, P28, P29, P30 und P31 wurde die Duplikation mittels Array-CGH detektiert.
Diese Methode erlaubt die Bestimmung der Duplikationsgréf3e mit einer Genauigkeit im
Kilo-Basenpaar (kbp)-Bereich. Fir die angegebenen Patienten liegt die
Duplikationsgrof3e zwischen 265 kBp und 6,694 Mbp. Bei Patient P15 wurde eine
quantitative PCR zur Suche nach Duplikationen auf Chromosom Xg28 angewendet, und
bei den Patienten P3, P4, P5, P6, P7, P18, P23, P24 und P26 kam die Multiplex-ligation
probe amplification (MLPA)- Methode zum Einsatz. Da mit diesen Methoden nur nach
Duplikationen von ausgewahlten Genen gesucht wird, ist bei diesen Patienten keine

Angabe Uber die genauen Grenzen der Duplikation méglich.

4.1.2. Infektiologischer Phanotyp

Eine detaillierte Erhebung des infektiologischen Phénotyps war bei 27 der 31 Patienten
maoglich - mit einer Gesamtzahl von 343 beobachteten Patientenjahren (Tabelle 14). Bei
9 der 27 Patienten - einschlief3lich der 2 Madchen in der Kohorte - war es bisher zu keinen
schweren Infektionen gekommen. Hingegen hatten 18 der 27 Patienten bisher zumindest
eine schwere i.v.-Antibiotika-pflichtige Infektion durchgemacht. Die betroffenen Patienten
leiden hauptsachlich an Pneumonien (17/27 Patienten). Bezuglich der Frage, ob es sich
bei den Pneumonien um Bronchopneumonien oder Lobarpneumonien handelt, konnte
bei Patient P14 eine komplette Evaluierung aller Pneumonien durchgefihrt werden. Bei
diesem Patienten handelte es sich bei allen durchgemachten Pneumonien um
radiologisch nachgewiesene Bronchopneumonien. Insgesamt 5 der 27 Patienten hatten
mindestens eine Sepsis erlitten. Harnwegsinfektionen wurden bei 6 der 27 Patienten
berichtet. Rezidivierendes ,fever of unknown origin (FUO) trat bei 3 der 27 Patienten auf.
Keiner der Patienten litt bisher an einer Infektion des zentralen Nervensystems

(Enzephalitis, Meningitis).
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P1 P14 P9 P29 P15 P23 P17 P16 P2 P24 P27 P18 P13 P22 P26 P28
Alter(Jahre) 16 15 15 7 15 8 9 3 6 15 12 9 8 18 10 4
Geschlecht m m m m m m m m m m m m m m m m
Outcome t T
Anzahl an schweren 27 18 13 10 8 7 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2
(i.v.- Antibiotika- (zwisch
pflichtigen) Infektionen ng_J)
Invasive Infektionen
Sepsis 2 0 3 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Meningitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
g
Andere - - - - - - - - - - - - - §' o3 - -
=3
Nicht-invasive
Infektionen
Pneumonie 48 14 43 8 50 7 2 3 2 3 3 3 2 1 2 2
Eitrige Otitis 3 2 n.v. 4 3 1 0 n.v. 1 n.v. 1 >8 >4 nv. nv. nwv.
==V Q o T weE w [ [olloy Vo= ]
5§28 2% 8°2 3 s 3@ 53 &3
> F fz gz F g 25 2o
Andere g §' §' 3 % % §' § %
= = = =
12 N
g 5
o Q
S =
o
Andere
Fieber unklarer
oile 0 0 > 0 3 0 0 3 0 0 0 0 0 0o o0 0
P19 P11 P12 P10 P3 P4 B5) P6 P7 P20 P21 P8 P25 P30 P31
Alter(Jahre) 22 20 9 11 9 28 23 5 17 19 10 10 48 18 14
Geschlecht m m w w m m m m m m m m m m m
Outcome
Anzahl an schweren 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 nv. nv. nv. nw
(i.v.- Antibiotika-
pflichtigen) Infektionen
Invasive Infektionen
Sepsis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 n.v. n.v. n.v. n.v.
Meningitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 n.v. n.v. n.v. n.v.
Andere - - - - - - - - - - - - - - -
Nicht-invasive
Infektionen
Pneumonie 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 n.v. n.v. n.v. n.v.
Eitrige Otitis 5 0 n.v. 0 0 0 0 0 0 0 0 n.v. n.v. n.v. n.v.
f 238 5
3 23 3
: 3§ ¢
& Q= =
) S @ 1)
=4 gg
Andere g 2 g
=3
38
3=
38
Andere
Fieber unklarer
Conose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 nv. nv. nv. nv

Tabelle 14: Infektiologischer Phanotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom. Alter, Geschlecht, Anzahl an schweren i.v.-
Antibiotika-plichtigen Infektionen. Auftreten von invasiven und nicht-invasiven Infektionen.
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Innerhalb der Gruppe von Patienten, die an schweren, i.v.-Antibiotika-pflichtigen
Infektionen litten, herrschte eine grof3e Heterogenitat hinsichtlich der Haufigkeit dieser
Infektionen mit einem Maximum von 27 i.v.- Antibiotika pflichtigen Infektionen seit Geburt

bei einem 16-jahrigen Jungen (P1). Zwei Patienten der Kohorte starben im Verlauf der

vorliegenden Studie an einer Pneumonie.

Patient | Nachgewiesene Pathogene Ort des Patient | Nachgewiesene Ort des
Nachweises Pathogene Nachweises
P1 Streptococcus pneumoniae Rachenabstrich P15 Staphylococcus aureus Rachenabstrich
Sputum Bronchoalveolare
Bronchoalveolare Lavage
Lavage
Bronchialsekret
Pseudomonas aeruginosa Rachenabstrich P16 Staphylococcus aureus Blut
Haemophilus influenzae Rachenabstrich RSV Rachenabstrich
Bronchoalveolare
Lavage
Blut
Ochrobactrum anthropi Blut P17 Haemophilus influenzae Rachenabstrich
Streptococcus Gruppe A Trachealsekret Salmonella enterica Stuhl
Candida albicans Rachenabstrich P19 Streptococcus Rachenabstrich
pneumoniae
P2 Proteus mirabilis Urin Staphylococcus Rachenabstrich
(unbekannte Spezies)
Escherichia coli Urin Proteus mirabilis Urin
P9 Staphylococcus epidermidis Rachenabstrich p22 Bacterioides Peritonealflissigkeit
Blut
Klebsiella pneumoniae Sputum Escherichia coli Peritonealflissigkeit
Mycobacterium tuberculosis Bronchoalveolare Streptococcus Gruppe C  Peritonealflissigkeit
Lavage
Candida albicans Rachenabstrich P23 Escherichia coli Bronchialaspirat
Bronchoalveolare
Lavage
P13 Streptococcus pneumoniae Blut Serratia plymuthica Bronchialaspirat
Haemophilus influenzae Ohrenabstrich Streptococcus pyogenes  Rachenabstrich,
Bronchialaspirat
Citrobacter freundii Ohrenabstrich Aeromonas hydrophila Bronchialaspirat
P14 Streptococcus pneumoniae Rachenabstrich Streptococcus Gruppe F Bronchialaspirat
Haemophilus influenzae Rachenabstrich Candida albicans Bronchialaspirat,
Bronchialsekret Rachenabstrich,
Blut
Pseudomonas aeruginosa Rachenabstrich P24 Haemophilus influenzae ~ Sputum
Escherichia coli (ESBL) Rachenabstrich Streptococcus Sputum
agalactiae
Serratia marcescens (ESBL)  Trachealsekret Staphylococcus aureus Sputum
Influenza A Rachenabstrich Klebsiella oxytoca Sputum
Rhinovirus Rachenabstrich P27 Pseudomonas Ohrenabstrich
aeruginosa
Candida albicans Rachenabstrich Streptococcus Urin
Trachealsekret pneumoniae

Tabelle 15: Infektiologischer Phanotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom: Nachgewiesene Pathogene und Ort des

Nachweises bei jeweiligen Patienten.

45




Von den 25 verschiedenen isolierten Pathogenen, welche bei den Patienten
nachgewiesen wurden, waren die Mehrzahl Bakterien (84%). Nur 3 unterschiedliche
Viren (12%) und 1 Pilz (4%) waren unter den 25 identifizierten Pathogenen. Von den 21
Bakterien waren 7 Bakterien Gram-positiv (33%) und 14 Bakterien Gram-negativ (66%).
13 der 21 isolierten Bakterien sind in der Lage, eine Kapsel zu bilden: A. hydrophila (137),
B. fragilis (138-140), E.coli (141), H. influenzae (141), K. oxytoca (142), K. pneumoniae
(143), P. mirabilis (144), P. aeruginosa (143,145), S. aureus (146-149), S. epidermidis
(150,151), S. agalactiae (141), Streptokokken der Gruppe A (152-154), S. pneumoniae
(141,148).

Die Pathogene wurden im Rachenabstrich, im Sputum, im Trachealsekret, im
Bronchialsekret, in der bronchoalveolaren Lavage, im Ohrabstrich, im Urin, im Stuhl, in
der Peritonealflissigkeit und im Blut nachgewiesen (Tabelle 15). Betrachtet man die
Isolation der Erreger in all diesen Materialien zusammen, waren die Erreger, welche in
den meisten Patienten nachgewiesen wurden: S. pneumoniae (in 5 der 27 Patienten
nachgewiesen) und H. influenzae (in 5 der 27 Patienten) (Abbildung 4). Sowohl S.
pneumoniae, als auch H. influenzae gelten als ,klassische® bekapselte Bakterien (148).
Bei 4/27 Patienten wurde E. coli nachgewiesen, bei 4/27 Patienten C.albicans, bei 3/27
Patienten S. aureus, bei 3/27 Patienten P.aeruginosa, bei 2/27 Patienten P.mirabilis und
bei 2/27 Patienten Streptokokken der Gruppe A. Jeweils nur in 1 Patienten identifiziert
wurden die Erreger S. agalactiae, Streptokokken der Gruppe C, Streptokokken der
Gruppe F, S. epidermidis, K. pneumoniae, K. okytoca, M. tuberculosis, O. anthropi, A.
hydrophila, C. freundii, B. fragilis, S. enteritidis, S. marcescens und S. plymuthica.
Hinsichtlich der viralen Erreger wurde Influenza A, das RS-Virus und das Rhinovirus

jeweils nur in einem Patienten nachgewiesen.
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Gesamtes biologisches Biologisches Material aus

Material dem Respirationstrakt

Streptococcus pneumoniae
Streptokokken Gruppe A
Streptococcus agalactiae
Streptokokken Gruppe C
Streptokokken Gruppe F
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Haemophilus influenzae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Pseudomonas aeruginosa
Mycobacterium tuberculosis
Ochromobacter anthropi
Aeromonas hydrophila
Citrobacter freundii
Bacterioides fragilis
Escherichia coli
Proteus mirabilis
Salmonella enterica
Serratia marcescens
Serratia plymuthica
Influenza A
Rhinovirus
Respiratory-Syncytial-Virus
Candida albicans

A 1 1 L) 1 1 1 1 T 1 1 L 1
5 4 3 2 1 0 0 1 2 3 4 5
Anzahl an Patienten, bei denen das Anzahl an Patienten, bei denen das
jeweilige Pathogen nachgewiesen wurde jeweilige Pathogen nachgewiesen wurde
Blut Urin
Streptococcus pneumoniae ~|IT)
Staphylococcus aureus =
Staphylococcus epidermidis
Haemophilus influenzae -
Escherichia coli L
Proteus mirabilis
Candida albicans -
I
B
2 1 0 0 1 2
Anzahl an Patienten, bei denen das Anzahl an Patienten, bei denen das
jeweilige Pathogen nachgewiesen wurde jeweilige Pathogen nachgewiesen wurde

Abbildung 4: Infektiologischer Phanotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom: Nachgewiesene Pathogene und
Anzahl an Patienten, bei denen das jeweilige Pathogen nachgewiesen wurde in A. Gesamten biologischem Material und

biologischem Material des Respirationstraktes B. Blut und Urin.
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Betrachtet man nur die Pathogene, welche in den Atemwegen isoliert wurden, waren die
Erreger, welche in den meisten Patienten nachgewiesen wurden: H. influenzae (bei 4 der
27 Patienten nachgewiesen) und C. albicans (bei 4 der 27 Patienten nachgewiesen),

gefolgt von S. pneumoniae (bei 3 der 27 Patienten nachgewiesen).

Das Spektrum der Erreger im Blut umfasste S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus, S.
epidermidis und C. albicans, welche jeweils nur im Blut eines Patienten nachgewiesen
wurden. Die im Urin nachgewiesenen Erreger waren P. mirabilis (bei 2 der 27 Patienten),
E. coli (bei 1 der 27 Patienten) und S. pneumoniae (bei 1 der 27 Patienten). Es traten bei
den Patienten weder Infektionen durch Pneumocystis jirovecii, noch invasive Infektionen

durch Mykobakterien oder S. enteritidis auf.

Zusammenfassend zeigen Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom eine erhdhte
Anfalligkeit fir Pneumonien und Sepsen durch Bakterien, welche in der Lage sind, eine

Kapsel zu bilden.

4.1.3. Immunologischer Phanotyp
4.1.3.1. Zellulare Immunitéat

4.1.3.1.1. Blutbild

Von 21 Patienten wurde ein Blutbild angefertigt (Abbildung 5). Bei zwei Patienten
zeigten sich erhdhte Leukozytenwerte (P9, P30). Die Monozyten waren bei den Patienten
P9 und P22 erhoht, bei den anderen Patienten im Normbereich. Die neutrophilen
Granulozyten waren bei den Patienten P9 und P15 erhéht und beim Patienten P14
erniedrigt. Die eosinophilen Granulozyten und die basophilen Granulozyten lagen bei

allen Patienten innerhalb der altersentsprechenden Normalwerte.
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Abbildung 5: Zellularer immunologischer Phénotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom. A. Leukozyten. B.
Monozyten. C. Neutrophile Granulozyten. D. Eosinophile Granulozyten. F. Basophile Granulozyten.
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4.1.3.1.2. Lymphozytenoberflachenmarker

Die Lymphozytenoberflachenmarker konnten bei 14 Patienten untersucht werden

(Tabelle 16). Die absolute Anzahl an CD3+ T-Zellen war bei einem Patienten erhoht, bei

den restlichen Patienten normwertig. Bei einem weiteren Patienten waren die CD4+ T-

Zellen erhoht und bei noch einem weiteren Patienten war die absolute Anzahl an CD8+

T-Zellen Uber dem altersabhangigen Normbereich. Bei funf der 14 Patienten waren die
naiven CD4+T-Zellen (CD4+CD45RA+) erhtéht und die Gedachtnis CD4+T-Zellen
(CD4+CD45R0+) erniedrigt. Bei zwei der 14 Patienten zeigte sich der relative Anteil von

y/5-TZR+T-Zellen erhoht. Die B-Zellen (CD19+) waren bei 3 der getesteten 14 Patienten

unterhalb der altersabhangigen Normwerte. Die NK-Zellen (CD16+CD56+CD3-) waren

bei 1 der 14 Patienten erniedrigt.

Alter < 6 Jahre

Alter 6 — 10 Jahre

P16 P28 P17 P18 P23 P26 P29
Normalwerte Normalwerte Normalwerte Normalwerte Normalwerte Normalwerte| Normalwerte|
Lymphozyten rel. % | 37 (25-50) 52 (25-50) 44 (25-50) 47 (25-50) 341  (2550) 50 (25-50) 35 (25-50)
Lymphozyten abs. m | 367 (20-80) 427 (1,5-7,0) 327 (1,56,5) 305 (1,5-6,5) 377  (1,5-65) 504  (1,5-6,50) 224  (1,5-6,8)
CD3+ abs. ml | 251 (0,9-4,5) 321  (0,9-4,5) 212 (0,7-4,2) 219  (0,7-42) 231 (07-4,2) 410 (0,8-350) | 205 (0,7-4,2)
CD3+ (% der Lymph.) % | 68 (43-76) 75 (43-76) 65  (55-78) 72 (55-78) 80,43 (55-78) 81 (52-78) 91 (55-78)
CD4+ (% der T-Zellen) % 66,50 67,21 53,47 68,71 70,27 53,26
CD4+ abs. mo| 167 (0,5-2,4) 215  (0,5-2,40) 113 (0,3-2,0) 150  (0,3-2,0) 1,134  (0,3-2,0) 288  (04-210) | 1,09 (0,3-2,0)
CD4+ (% der Lymph.) % | 46 (23-48) 51  (27-53) 35  (27-53) 49 (27-53) 49,16  (27-53) 57 (25-48) 49 (27-53)
CD8+ (% der T-Zellen) % 25,78 23,76 37,99 22,60 23,41 40,71
CD8+ abs. m | 065 (0,3-16) 076  (0,3-1,6) 081 (0,3-1,8) 049  (0,3-1,8) 0,836 (0,3-1,8) 0,96  (0,20-1,20) | 0,83 (0,3-18)
CD8+ (% der Lymph.) % | 18 (14-33) 18 (19-34) 25 (19-34) 16 (19-34) 36,24 (19-34) 19 (9-35) 37 (19-34)
CD8+CD4+ (% der T-Zellen) % | 080 (<10) 0,60 (<10) 158 (<10) 045  (<10) (<10) 089 (<10) 1,19  (<10)
CD8-CD4- (% der T-Zellen) % | 692 (<15) 843 (<15) 6,96 (<15) 824  (<15) (<15) 543  (<15) 483  (<15)
CD4/CD8 Ratio 2,58  (0,9-2,9) 28 (0,9-2,9) 1,41 (0,9-2,6) 304  (0,9-2,6) 1,36 (0,9-2,6) 3,0 (0,9-3,4) 13 (09-2,6)
CD19+ abs. m | 060 (0,2-2,1) 082 (0,2-2,1) 068 (0,2-1,6) 054  (0,2-1,6) 0,357  (0,2-1,6) 0,53  (0,20-0,60) | 0,05 (0,2-1,6)
CD19+ (% der Lymph.) % | 16 (14-44) 19 (14-44) 21 (10-31) 18 (10-31) 12,45  (10-31) 10 (8-24) 2 (10-31)
NK-Zellen abs. m | 054 (0,1-1,0) 0,19  (0,1-1,00) 0,42 (0,09-0,9) 0,31  (0,09-0,9) 0,182  (0,09-0,9) 0,31  (0,07-1,20) | 0,14  (0,09-0,9)
NK-Zellen (% der Lymph.) % | 15 (4-23) 4 (4-23) 13 (4-26) 10 (4-26) 6,33  (4-26) 6 (6-27) 6 (4-26)
Naive CD45RA+ (% der CD4+) % 7 79 55 74 57,57 71 73
Memory CD45RO+ (% der % 16 19 40 15 37,33 21 25
CD4+)
Naive CD45RA+ (% der CD8+) % 89 87 75 82 79 67
Memory CD45RO+ (% der % 6 11 18 13 16 29
CD8+)
g/d TZR+ T-Zellen rel. % |7 (<10) 7 (<10) 7 (<10) 8 (<10) 141 (<10) 6 (<10) 6 (<10)
a/b TZR+ T-Zellen rel. % 93 92 93 91 85,82 94 93
g/d TZR+ T-Zellen abs. Inl 0,17 0,24 0,14 0,18 0,23 0,13
a/b TZR+ T-Zellen abs. Inl 2,33 2,95 1,98 2,00 3,85 1,91
TZRab+ CD4-CD8 % | 1,07 <2 2,70 (<2) 1,60 (<2) 1,78 (<2) (<2) 097 <2 095 (<2)
(% der TZRab+ T-Zellen)
[Altersgruppe Alter 10 — 18 Jahre Alter > 18 Jahre
P1 P15 P22 P24 P27 P30 P25
Normalwerte Normalwerte Normalwerte Normalwerte Normalwerte Normalwerte| Normalwerte

Lymphozyten rel. % | 36 (20-40) 13 (20-40) 36,2 (20-40) 13 (20-40) 22 (25-50) 25 (20-40) 27 (20-40)
Lymphozyten abs. m | 25  (1252) 141 (1,252 2,98 (1,252 1,23 (155200 | 1,71  (1,20580) | 263 (1,530 1,55  (1,5-3,0)
CD3+ abs. Inl 1,85 (0,8-3,5) 1,24 (0,8-35) 1,85 (0,8-3,5) 0,89 (0,8-3,5) 1,23 (0,80-3,50) 2,13 (0,9-2,20) 1,24 (0,9-2,20)
CD3+ (% der Lymph.) % | 74 (52-78) 88 (52-78) 66,96 (52-78) 73 (52-78) 72 (52-78) 81 (60-85) 80 (60-85)
CD4+ (% der T-Zellen) % 67,28 64,37 53,05 48,71 55,86
CD4+ abs. Inl 1,05 (0,4-2,1) 084 (0,4-2,1) 1,32 (0,4-2,1) 0,57 (0,4-2,1) 0,65 (0,4-2,10) 1,04 (0,5-1,2) 0,69 (0,5-1,20)
CD4+ (% der Lymph.) % | 42 (25-48) 59  (25-48) 71,33 (25-48) 47 (25-48) 38 (25-48) 39 (30-60) 45 (30-60)
CD8+ (% der T-Zellen) % 27,32 28,70 36,23 44,68 36,88
CD8+ abs. /| 065 (0,2-1,2) 034 (0,2-1,2) 045 (0,2-1,2) 026  (0,2-1,2) 044  (0,2-1,20) 095  (0,3-0,8) 0,46  (0,3-0,80)
CD8+ (% der Lymph.) % | 26 (9-35) 24 (9-35) 245 (9-35) 21 (9-35) 26 (9-35) 36 (20-40) 30 (20-40)
CD8+CD4+ (% der T-Zellen) % 078 (<10) 079  (<10) 1,07 (<10) 2,76 (<10) 1,34 (<10)
CD8-CD4- (% der T-Zellen) % |6 (<15) 462 (<15) (<15) 614  (<15) 965 (<15) 38  (<15) 592 (<15)
CD4/CD8 Ratio 1,62 (0,9-3.4) 2,46 (0,9-34) 291  (0,9-34) 2,2 (0,9-3,4) 15 (0,9-3,4) 1,1 (1,1-3,0) 15  (1,1-3,0)
CD19+ abs. /m | 033 (0,2-0,6) 011 (0,2-0,6) 0,155 (0,2-0,6) 023 (0,2-0,6) 032  (0,2-0,6) 023  (0,1-0,4) 0,12  (0,10-0,40)
CD19+ (% der Lymph.) % | 13 (8-24) 8 (8-24) 1517 (8-24) 18 (8-24) 19 (8-24) 9 (5-25) 8 (5-25)
NK-Zellen abs. m | 025 (0,07-1,2) 0,06  (0,07-1,2) 0,186 (0,07-1,2) 0,10  (0,07-1,2) 014  (0,07-1,20) | 0,25  (0,1-0,4) 0,16  (0,10-0,40)
NK-Zellen (% der Lymph.) % | 10 (6-27) 4 (6-27) 1821 (6-27) 8 (6-27) 8 (6-27) 10 (5-25) 10 (5-25)
Naive CD45RA+ (% der CD4+) % 46 53 48,73 60 64 23 38
Memory CD45RO+ (% der % 45 23 48,95 29 35 7 52
CD4+)
Naive CD45RA+ (% der CD8+) % 68 75 74 37 59
Memory CD45RO+ (% der % 20 19 25 60 35
CD8+)
o/d TZR+ T-Zellen rel. % |9 (<10) 7 (<10) 352 (<10 8 (<10) 10 (<10) 5 (<10) 13 (<10)
a/b TZR+ T-Zellen rel. % 90 93 96,25 92 90 95 87
g/d TZR+ T-Zellen abs. Inl 0,09 0,07 0,12 0,1 0,16
a/b TZR+ T-Zellen abs. Inl 1,15 0,82 1,10 2,02 1,07
TZRab+ CD4-CD8 % 051 (<2 1,00  (<2) 221 (<2) 063 (<2 072 (<2)
(% der TZRab+ T-Zellen)

Tabelle 16: Zellularer immunologischer Phanotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom: Lymphozytensubpopulationen

in Absolutzahlen und prozentualen Anteilen unter Angabe der altersspezifischen Normalwerte.
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Zusammenfassend zeigten sich bis auf einen Patienten mit deutlich erniedrigten
CD19+B-Zellen nur sehr geringe Abweichungen von den Normwerten der

Lymphozytenoberflachenmarker und keine konsistenten Muster an Abweichungen.

4.1.3.1.3. Lymphozytentransformationstest
Bei 13 Patienten wurde ein Lymphozytentransformationstest durchgefiihrt (Tabelle 17).
Die Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit PHA und PWM war bei allen Patienten
normal. Die Stimulation mit IL-2 zeigte ein geringgradig vermindertes Ansprechen bei
2/13 Patienten und die Stimulation mit Anti-CD3 offenbarte eine verminderte Proliferation
bei 1/13 Patienten. Bei der Stimulation mit SAC zeigten 3/13 Patienten eine
abgeschwachte Reaktion.

Altersgruppe Alter < 6 Alter 6 — 10
Jahre Jahre
P16 P28 P17 P18 P23 P26 P29
Mitogen induzierte Normalwerte

Proliferation
(Stimulationsindex)

PHA >50,0 1063,4 1599,8 925,7 974,2 1914 511,0 2461,5
IL-2 >30,0 49,2 89,5 136,3 110,5 26,8 26,9 1143
Anti-CD3 >30,0 312,3 300,8 145,3 196,7 48,3 95,2 492,6
PWM >20,0 265,8 413,5 232,2 465,2 40,8 134,8 1129,1
SAC >10,0 88,1 96,4 27,0 23,9 5,8 11,6 4,2

Antigen induzierte
Proliferation
(Stimulationsindex)

Tetanus >3,0 55,0 15,2 211,3 2,1 128,8 16,3 2,9
Candida >3,0 2,4 4.8 206,5 1,4 16,8 4,1 1,4
Diphterie >3,0 3,3 9,8 132,8 1,6 86,6 8,9 3,0
Altersgruppe Alter 10 — 18 Alter > 18
Jahre Jahre
P1 P16 P22 P24 P27 P25
Mitogen induzierte Normalwerte

Proliferation
(Stimulationsindex)

PHA >50,0 2154,6 2705,1 860,4 905,0 1634,6 464,3
IL-2 >30,0 273,7 111,9 149,1 29,4 97,0 46,4
Anti-CD3 >30,0 10,6 52,2 314,9 73,7 641,3 97,0
PWM >20,0 622,5 801,6 336,2 195,7 344,6 84,6
SAC >10,0 46,4 19 31,3 9,7 55,8 11,3

Antigen induzierte
Proliferation
(Stimulationsindex)

Tetanus >3,0 425,3 4,4 142,6 15,1 3,6 29,4
Candida >3,0 183,1 5,6 63,7 59 3,7 13,6
Diphterie >3,0 59,1 15 73,1 1,7 15 1,1

Tabelle 17: Lymphozytentransformationstest von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom. Die Proliferation ist als
Stimulationsindex angegeben.
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Bei der Stimulation mit Candida albicans-Antigen zeigte sich bei 3 der 13 Patienten eine
verminderte Lymphozytenproliferation, bei der Stimulation mit Diphteria-Toxoid eine
Abschwachung bei 5 Patienten und bei der Stimulation mit Tetanus-Toxoid eine
Abschwachung bei 2 Patienten. Zusammenfassend zeigte sich auch im
Lymphozytentransformationstest kein konsistentes Muster an Abweichungen, welches

die untersuchten Patienten charakterisieren wirde.

4.1.3.1.4. IFNy- Produktion nach ConA-Stimulation
Die Fahigkeit der Patienten, IFNy nach Stimulation mit ConA zu produzieren, wurde im
Vollblut von 7 Patienten getestet (Abbildung 6). Bei einem Patienten wurde das Vollblut
direkt nach der Blutabnahme stimuliert. Es zeigte sich hier eine normale IFNy-Produktion.
Bei 6 Patienten wurde das Blut aufgrund des Versandes der Proben erst 24 Stunden
nach der Blutabnahme stimuliert. Hier zeigte sich bei 4 Patienten nach der Stimulation
eine Menge von IFNy, die innerhalb der Referenzwerte von gesunden Kontrollprobanden
lag. Bei einem Patienten lag IFNy nach Stimulation oberhalb des Normbereiches und bei
einem Patienten unterhalb des Normbereichs. Insgesamt war damit bei 6 von 7 Patienten

keine eingeschrankte IFNy-Produktion nach Stimulation mit ConA festzustellen.

Interferon y

10000 4 weeeeeeeeeeeeeeens

1000 A L]

IFNy (pg/ml)
e

100 4 [ ]

Stimulation mit ConA Stimulation mit ConA
4 Stunden 24 Stunden
nach Blutentnahme nach Blutentnahme

Abbildung 6: Interferon-y Sekretion in Vollblut nach Stimulation mit ConA. Die Normalbereiche sind als unterbrochene Linien

angegeben.

Zusammenfassend  zeigen die  Lymphozytenoberflichenmarker  und  der
Lymphozytentransformationstest bei den Patienten keine starken Auffalligkeiten und die
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IFNy- Produktion nach ConA-Stimulation scheint normal zu sein. Es ergab sich somit mit
den in dieser Arbeit verwendeten Methoden kein Hinweis auf eine Stérung der zellularen

Immunitat bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom.

4.1.3.2. Humorale Immunitat

4.1.3.2.1. Immunglobulin-lsotypen/-Subklassen
Bei 21 Patienten konnten die Immunglobulin-Isotypen und Subklassen gemessen werden
(Abbildung 7a und 7b). Bei 6 der 21 Patienten zeigte sich ein IgG2-Mangel — bei vier der
sechs Patienten kombiniert mit einem zusétzlichen IgA-Mangel. Einer der vier Patienten
mit IgA/IgG2-Mangel wies eine globale Erniedrigung der Immunglobuline auf, also
einschliel3lich 19G, 1gG1, 19Gs, 1IgG4 und IgM. Zusatzlich zu den sechs Patienten mit 1IgG2-
Mangel, war das 1gG2 bei drei weiteren Patienten im niedrig-normalen Bereich. Das 1gGa4
war bei vier Patienten unterhalb der altersabhédngigen Normwerte. Diese vier Patienten
wiesen auch eine Erniedrigung von IgG:2 auf. IgG1 lag bei 11/21 Patienten oberhalb des
altersabhangigen Normbereichs und IgGs war bei 8/21 oberhalb des Normbereichs. Eine
gemeinsame Erhéhung von IgG1 und IgGs konnte bei 6/21 Patienten festgestellt werden.
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Abbildung 7a: Humoraler immunologischer Phanotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom. A. 1gG2

(Normalbereiche sind als unterbochene Linien angegeben).
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Abbildung 7b: Humoraler immunologischer Phéanotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom. B. IgG1. C. IgG3. D. 1gG4. E. IgA.
F. IgG. G. IgM (Normalbereiche sind als unterbochene Linien angegeben).

54



4.1.3.2.2. Impfantikdrper
Die Pneumokokken- und Tetanus-Impfantikbrper wurden bei 21 Patienten gemessen
(Abbildung 8). Die IgG2-Antikdrper gegen Pneumokokken waren bei 4/21 Patienten (P1,
P10, P15, P27) unterhalb des altersabhangigen Normbereichs. Bei diesen 4 Patienten
waren die 1gG2-Spiegel auch insgesamt erniedrigt. Bei 6 weiteren Patienten waren die
IgG2-Antikorper gegen Pneumokokken knapp im niedrig-normalen Bereich. Insgesamt

zeigten damit 10/21 Patienten niedrige Impfantikorper gegen Pneumokokken.
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Abbildung 8: Humoraler immunologischer Phanotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom: Anti-Pneumokken-

IgG2 bei allen getesteten Patienten. (Normalbereiche sind als unterbrochene Linien angegeben)

Von den 21 Patienten, bei denen die Pneumokokken-Impfantikdrper gemessen wurden,
hatten 8 Patienten mindestens eine Pneumokokken-Impfung erhalten, wohingegen 8
Patienten keine Impfung erhalten hatten. Bei 5 Patienten war der Impfstatus

anamnestisch nicht sicher zu eruieren. Interessanterweise waren die 1gGe-
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Pneumokokken-Antikdrper sogar bei den Patienten mit Pneumokokken-Impfungen

niedrig (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Humoraler immunologischer Phénotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom. A. anti-Pneumokokken-
1gG2 bei Patienten mit Pneumokken-Impfung. B. anti-Pneumokken-IgG2 bei Patienten ohne Impfung. C.anti-Pneumokken-1gG2

bei Patienten mit unklarem Impfstatus. (Normalbereiche sind als unterbrochene Linien angegeben)

Sowohl Pneumokken-Polysaccharid-Impfstoffe, als auch Pneumokokken-Konjugat-
Impfstoffe waren bei den 8 Patienten mit Pneumokokken-Impfung verwendet worden
(Tabelle 18). 7 der 8 Patienten mit Pneumokokken-Impfung hatten mehrere Impfungen
erhalten. Die Zeitspanne zwischen der letzten Impfung und der Bestimmung der
Pneumokokken-Impfantikorper betrug bei den Patienten zwischen 1 Monat und 7 6/12
Jahren. Es ist bemerkenswert, dass sogar der Patient mit dem kurzen Intervall von 1

Monat zwischen Pneumokokken-Booster-Impfung und Bestimmung der Pneumokokken-
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Antikdrper keine angemessene Antikdrper-Produktion gegen Pneumokokken aufwies,

zumal er zuvor bereits 3 Impfungen erhalten hatte.

Patient Impfstoff Anzahl der Dauer zwischen letzter Impfung und Alter bei letzter Impfung
Impfungen Bestimmung von aPCP IgG2
P16 PCV 5 3 Monate 3 Jahre, 4 Monate
P17 PCV 2 7 Jahre, 7 Monate 1 Jahr, 8 Monate
P23 PCV 3 6 Jahre, 10 Monate 10 Monate
P28 PCVv 4 3 Jahre, 4 Monate 1 Jahr, 1 Monat
P29 PCVv 4 5 Jahre, 9 Monate 2 Jahre
P1 PPV23 3 1 Monat 11 Jahre, 1 Monat
P14 PPV23 2 1 Jahr, 7 Monate 12 Jahre, 11 Monate
P18 PPV23 1 7 Jahre, 6 Monate 2 Jahre, 3 Monate

Tabelle 18: Patienten mit Pneumokken-Impfung. Impfstoff, Anzahl der Impfungen, Dauer zwischen letzter Impfung und
Bestimmung von aPCP IgG2, Alter bei letzter Impfung. (PCV=polysaccharide conjugated vaccine; PPV23 = 23-valent
pneumococcal polysaccharide vaccine).

Die IgG-Antikdrper gegen Tetanus Toxoid waren bei 2 von 21 Patienten unterhalb des
altersabhangigen Normbereiches und im niedrigen Normbereich bei 2 weiteren Patienten
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Humoraler immunologischer Phanotyp von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom: IgG-Antikorper gegen
Tetanus Toxoid.

Zusammenfassend zeigten 6/21 Patienten einen lgG2-Mangel — bei 4 dieser Patienten

kombiniert mit einem IgA-Mangel. Die Halfte der untersuchten Patienten (10/21) wiesen
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Pneumokokken-Antikdrper unterhalb des Normbereichs oder im unteren Normbereich

auf.

4.1.4. Inflammatorischer Phanotyp
Bei 10 Patienten waren Daten zum Verlauf der Akut-Phase-Reaktion (maximales CRP,
Fieber, Leukozyten, neutrophile Granulozyten) wahrend Infektionen verfigbar
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Akut-Phase-Reaktion bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom. A. Maximales CRP wéahrend nicht-invasiver
Infektionen. Der obere Normbereich betragt 5 mg/l. B. Maximale Temperatur wahrend nicht-invasiver Infektionen. C. Maximale
Leukozytenanzahl wahrend nicht-invasiver Infektionen. D. Maximale Anzahl an neutrophilen Granulozyten wéahrend nicht-invasiver
Infektionen.
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7 von 10 Patienten hatten nicht-invasive Infektionen mit maximalen CRP-Werten tber
200 mg/l (Normbereich <5 mg/l) durchgemacht. Bei 4 von 10 Patienten wurden wéhrend
nicht-invasiver Infektionen maximale CRP-Werte von tber 300 mg/l gemessen. Nur ein
Patient (P16) zeigte keine erhéhten CRP-Werte wahrend nicht-invasiven Infektionen. Der
Mittelwert aller gemessenen maximalen CRP-Werte wahrend nicht-invasiver Infektionen
liegt bei 157,58 mgl/l.

Die maximale Kdrpertemperatur, welche bei den Patienten wahrend einer nicht-invasiven
Infektion gemessen wurde, betrug zwischen 38,5 °C und 41,6 °C mit einem Mittelwert
von 39,75 °C.

2 von 10 Patienten hatten nicht-invasive Infektionen mit einer maximalen absoluten
Leukozytenzahl von dber 30/nl durchgemacht und bei 8 von 10 Patienten zeigten sich
maximale Leukozyten-Werte von Uber 20/nl wahrend einzelner infektioser Episoden. Der

Mittelwert aller gemessenen maximalen Leukozyten-Werte liegt bei 15,69 /nl.

Hinsichtlich der maximalen absoluten Neutrophilenzahl zeigten 5 von 10 Patienten Werte
uber 15/nl wahrend nicht-invasiver Infektionen. Der Mittelwert aller gemessenen

maximalen Neutrophilen-Werte liegt bei 10,51 /nl.

Zusammenfassend weisen diese klinischen Daten auf eine starke Akut-Phase-Reaktion
bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom hin.

4.2. Invitro Untersuchung der Akut-Phase-Reaktion
Es konnte gezeigt werden, dass die Infektionen der Patienten von einer starken Akut-
Phase-Reaktion im Sinne von hohen CRP-Werten und hohem Fieber begleitet sind.
Aufgrund der Tatsache, dass alle Patienten in dieser Arbeit eine Duplikation von IRAK1
aufweisen und bis vor kurzem MECP2 und IRAK1 als die ,minimal critical region“ des
MECP2 Duplikations Syndroms galten, wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Patienten durch die Duplikation und Uberexpression von IRAK1 an einer
hyperinflammatorischen Entziindungsreaktion leiden. Hierfur sollte im zweiten Teil der
Arbeit in vitro untersucht werden, ob der von IRAK1 kontrollierte Toll-like-Rezeptor-
/Interleukin-1-Rezeptor-Signalweg bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom eine

vermehrte Aktivierung zeigt.
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4.2.1. IRAK1-Expression und Abbau
Um die Aktivitat im Toll-like-Rezeptor-/ Interleukin-1-Rezeptor-Signalweg zu testen, bietet
es sich an, den Abbau von IRAK-1 zu untersuchen. So kommt es etwa bei Defekten im
Signalweg oberhalb von IRAK1, also bei Defekten von IRAK4 oder MYD88 zu keinem
Abbau von IRAK1. Es wurden SV-40-transformierte Fibroblasten von 2 Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom (P1 und P13) jeweils parallel zu SV-40-Fibroblasten einer
gesunden Kontrollperson (Positivkontrolle) und SV40-Fibroblasten einer MYD88-
defizienten Person (Negativkontrolle) mit Interleukin-13 stimuliert (Abbildung 12,
Abbildung 13). Es wurden folgende Stimulationszeiten gewahlt: 0 — 30 — 60 — 120 — 240
— 360 und 480 Minuten. Mittels Western-Blot-Technik wurde durch Inkubation mit einem
IRAK-1 Antikdrper die zum jeweiligen Zeitpunkt der Stimulation vorhandene Menge an
IRAK1-Protein detektiert. Phosphoryliertes — also im Abbau befindliches - IRAK1 ist im
Blot an einer weniger weit gelaufenen Bande oberhalb der IRAK1-Bande zu erkennen.
Die IRAK1-Bande in den Western-Blots wurde densitometrisch ausgewertet und mit der

GAPDH-Bande normalisiert.
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Abbildung 12: IRAK1- Expression und Abbau nach Stimulation mit Interleukin-18 in Fibroblasten einer gesunden Kontrollperson

(C12), des Patienten P1 und einer MYD88-defizienten Person als Negativkontrolle (C-) mittels Western-Blot. Die farbigen Balken
zeigen die IRAK-1-Expression nach densitometrischer Auswertung der jeweiligen IRAK1-Bande und Normalisierung mit der

entsprechenden, ebenfalls densitometrisch ausgewerteten GAPDH-Bande an.

60



Bei der Stimulation der Fibroblasten von P1 zeigte sich, dass bei der Positivkontrolle nach
30 Minuten Stimulation mit Interleukin-18 IRAK1 bereits vollstandig abgebaut war
(Abbildung 12). Im Gegensatz hierzu zeigte sich bei den Fibroblasten von P1, dass nach
30 Minuten noch unphosphoryliertes IRAK1 vorhanden war und im Zeitverlauf der
Stimulation Uber 480 Minuten weiter abgebaut wurde. Die densitometrische Auswertung
der zum Zeitpunkt O vorhandenen IRAK1-Protein-Menge ergab, dass bei dem Patienten
P1 mit IRAK1-Duplikation eine 3,1-fache Menge von IRAK1-Protein gemessen wurde.
Dadurch, dass die bei dem Patienten erhohte Menge an IRAK1-Protein bei der
Stimulation abgebaut wird, lasst sich vermuten, dass IRAK1 an der Signaltransduktion

teilnimmt und somit funktionell aktiv ist.
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Abbildung 13: IRAK1- Expression und Abbau nach Stimulation mit Interleukin-18 in Fibroblasten einer gesunden Kontrollperson

(C12), des Patienten P13 und einer MYD88-defizienten Person als Negativkontrolle (C-) mittels Western-Blot. Die farbigen Balken
zeigen die IRAK-1-Expression nach densitometrischer Auswertung der jeweiligen IRAK1-Bande und Normalisierung mit der

entsprechenden, ebenfalls densitometrisch ausgewerteten GAPDH-Bande an.
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Bei der densitometrischen Auswertung der Stimulation der Fibroblasten von P13 fiel auf,
dass zum Zeitpunkt O nur eine 1,7-fache Menge an IRAK1-Protein im Vergleich zu den
Fibroblasten der gesunden Kontrollperson vorhanden war (Abbildung 13). Auch in
diesem Versuch war bei der Positivkontrolle nach 30 Minuten IRAK1 vollstandig
abgebaut. Analog zu den Fibroblasten von P1 war bei P13 nach 30 Minuten Stimulation
noch unphosphoryliertes IRAK1 vorhanden. Dieses war erst nach 120 Minuten
vollstandig abgebaut. Auch fur P13 I&sst sich feststellen, dass die erhdohte Menge an
IRAK1-Protein an der Signaltransduktion teilnimmt. Aufgrund der geringeren
Ausgangsmenge zum Zeitpunkt O ist dieses im Vergleich zu P1 zu einem friheren

Zeitpunkt abgebaut.

4.2.2. NFkB-Translokation mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
NFkB zeigt nach Aktivierung durch den Toll-like-receptor-/Interleukin-1-receptor-
Signalweg ein oszillierendes Verhalten, indem es periodisch zwischen Zytosol und
Zellkern transloziert (112). Dabei folgt die NFkB-Aktivitat einem Stimulus-spezifischen
zeitlichen Profil (113). Es wurde dartber hinaus vorgeschlagen, dass im oszillierenden
Verhalten von NFkB Informationen im Sinne einer analogen Signalverarbeitung codiert
werden und die Transkription von Ziel-Genen damit von der Frequenz und der Amplitude
der NFkB-Oszillationen abhangen kénnten (155).

Eine verstarkte Aktivierung des Toll-like-receptor/Interleukin-1-receptor-Signalweges
konnte dementsprechend zu einer erhdhten Frequenz an Oszillationen, das heil3t einem
schnelleren Translozieren von NFkB oder zu einer hheren Amplitude, das heif3t zu einer
erhohten Menge an transloziertem NFKB fuhren.

Es sollte untersucht werden, ob bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom ein
derartiges starkeres und/oder schnelleres Translozieren von NFkB stattfindet. Hierzu
wurden Fibroblasten eines Patienten (P1) mit MECP2 Duplikations Syndrom und
Fibroblasten einer gesunden Kontrollperson mit Interleukin-18 stimuliert und mittels
EMSA-Technik die Menge an transloziertem NFkB im Zellkern zu den Zeitpunkten 0 -5 -
10 - 15-20 - 25 - 30 — 45 — 60 — 75 und 90 Minuten nach Beginn der Stimulation mit
Interleukin-1p visualisiert (Abbildung 14).
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Abbildung 14: NFKkB-EMSA nach Stimulation von Fibroblasten einer gesunden Kontrollperson (C+) und eines Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndroms (P1) mit Interleukin-1 fir 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 75 und 90 Minuten.

Sowohl bei dem Patienten, als auch bei der gesunden Kontrollperson zeigte sich im
Zeitverlauf eine stetige Zunahme der Menge an NFkB im Zellkern, welche nach Erreichen
eines Maximums nach 25 bis 45 Minuten wieder abnahm. Es konnte zwischen den
Fibroblasten des Patienten und den Fibroblasten der gesunden Kontrollperson im
gewahlten Stimulationszeitraum von 90 Minuten kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl
an Oszillationen festgestellt werden. Es zeigte sich auch kein Unterschied hinsichtlich der
Menge an maximal translozierten NFKB zwischen dem Patienten und der gesunden
Kontrollperson. Insofern fiel die Amplitude der Oszillation in  beiden
Fibroblastenpopulationen gleich stark aus. Die Fibroblasten des Patienten zeigten kein
schnelleres Translozieren von NFKB in den Zellkern — im Gegenteil konnte eine
verzbgerte Translokation von NFkB festgestellt werden: In den Fibroblasten der
gesunden Kontrollperson war bereits nach 5 Minuten Stimulation mit Interleukin-1( eine
deutliche NFkB- Translokation in den Zellkern festzustellen, wohingegen in den
Fibroblasten des Patienten eine vergleichbare Menge an NFkB erst nach 15-20 Minuten

in den Zellkern transloziert worden war.
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4.2.3. Interleukin-6-Produktion in Fibroblasten nach Aktivierung mit
Interleukin-1B
Aufgrund des bisher erstmaligen Nachweises einer funktionell aktiven, erhohten Menge
an IRAK-1 in Fibroblasten von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom, sollte in
einem nachsten Schritt getestet werden, ob sich dies bei Aktivierung des Toll-like-
receptor-/Interleukin-1-Signalweges in einer erhéhten Produktion von Zytokinen auf3ert.
Wie weiter oben dargestellt, hatte sich gezeigt, dass Patient P1 im Vergleich zur
gesunden Kontrollperson C12 eine 3,1-fache Expression von IRAK1 aufweist. Zur
Uberprifung, ob sich diese vermehrte Expression von IRAK1 in einer vermehrten
Zytokinausschittung auf3ert, sollte die Interleukin-6-Produktion nach Stimulation des
TLR-/IL1R-Signalweges gemessen werden. Hierfur wurden SV-40-transfizierte
Fibroblasten des Patienten P1 und SV40-transfizierte Fibroblasten von 4 gesunden
Kontrollpersonen mit Interleukin-1@ fir 24 Stunden stimuliert. Mittels ELISA wurde als

readout Interleukin-6 gemessen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Interleukin-6-Produktion in SV40-transformierten Fibroblasten von 4 gesunden Kontrollpersonen (C3, C8, C5
und C12) und einem Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom (P1) nach 24 Stunden Stimulation mit Interleukin-13 und
ohne Stimulation (n.s.).

Bei der Durchfiihrung dieses Versuches zeigte sich, dass sich das Wachstumsverhalten
der verwendeten SV40-Fibroblasten stark unterschied, so dass zum Ende der 24
Stunden  dauernden  Stimulation mit Interleukin-1  unterschiedlich  hohe
Zellkonzentrationen in den Wells vorhanden waren. Bei der Auswertung der ELISA-

Ergebnisse wurde diesem Umstand Rechnung getragen, indem die Interleukin-6-Werte
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mit der jeweiligen bei Ende der Stimulation vorhandenen Zellkonzentration rechnerisch
relativiert wurden. Im Vergleich mit den SV40-transfizierten Fibroblasten der 4 gesunden
Kontrollpersonen konnte in den SV40-transfizierten Fibroblasten des Patienten P1 nach
der Stimulation mit Interleukin-1B keine erhohte Interleukin-6-Produktion festgestellt
werden. Es zeigten sich allerdings starke Unterschiede in der Interleukin-6-Produktion
innerhalb der Gruppe der Kontroll-Fibroblasten. Dartber hinaus ist einschrankend
hinzuzufiigen, dass die verwendeten SV40-transfizierten Fibroblasten einen
unterschiedlichen Grad der Voraktivierung aufwiesen, insofern auch bei den nicht-
stimulierten SV40-transfizierten Fibroblasten nach 24 Stunden teils hohe Interleukin-6-
Werte gemessen wurden. Diesen beiden Umstanden, welche die Verwendung von SV-
40-Fibroblasten fur die quantitative Messung der Interleukin-6-Produktion einschranken,

wird in der Diskussion ausfihrlich erlautert werden.

4.2.4. Interleukin-6-Produktion in Vollblut
Auch in Vollblut wurde ex vivo die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine
untersucht. Von 5 Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom und jeweils einer
gesunden Reisekontrolle wurde Vollblut mit PAM2CSKa4, LPS und Interleukin-1f fur 48
Stunden stimuliert und anschlieRend Interleukin-6 mittels Immulite bzw. Platten-ELISA
gemessen (Abbildung 16). Um die Zellularitat der Blutproben zu berlcksichtigen,
wurden die erhobenen Werte mit der jeweiligen Leukozytenanzahl normalisiert. Im Fall
der Stimulation mit PAM2CSKa4 liel3 sich bei 2 der 5 Patienten im Vergleich mit der
jeweiligen Reisekontrolle eine hdhere Interleukin-6-Sekretion feststellen, bei 1 Patienten
war diese als gleichwertig anzusehen und bei 2 von 5 Patienten erniedrigt. Die
Stimulation mit LPS fuhrte bei 3 von 5 Patienten zu einer héheren Produktion von
Interleukin-6 als bei der jeweiligen Reisekontrolle und bei 2 von 5 Patienten zu einer
niedrigeren Produktion. Wurde das Vollblut hingegen mit Interleukin-1p stimuliert, zeigte
sich bei 4 von 5 Patienten eine hohere Interleukin-6-Produktion als bei der jeweiligen
Reisekontrolle. Es ist anzumerken, dass die Stimulation mit Interleukin-1p bei einem
Patienten zur Messung von Interleukin-6-Werten fihrte, die aul3erhalb des erwarteten
Messbereichs der auch in der Routine-Diagnostik eingesetzten Interleukin-6-Messung
mittels Immulite lagen. Aus diesem Grund erlaubte die Messung der Interleukin-6-
Produktion nach Interleukin-13-Stimulation bei diesem Patienten nur die Angabe ,>20000

pg/ml“. Somit handelt es sich bei den hier dargestellten Ergebnissen der Interleukin-6-
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Messung in Vollblut teilweise nur um semi-quantitative Daten. Aus diesem Grund und
weil zur Messung der Interleukin-6-Produktion in Vollblut zwei unterschiedliche
Messmethoden (Immulite und Platten-ELISA) zum Einsatz kamen, ist eine
weiterfihrende quantitative, inferenzielle Statistik mit den in Vollblut erhobenen
Interleukin-6-Werten nicht moéglich.
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Abbildung 16: Interleukin-6-Produktion in Vollblut von 5 Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom im Vergleich mit der jeweiligen
Reisekontrolle nach Stimulation mit PAM,CSK,, LPS, Interleukin-18 und ohne Stimulation (nur Medium). Der mit * markierte Balken
gibt einen Minimalwert an, da die Messung hier einen Wert ergab, der au3erhalb des erwarteten Messbereichs der auch in der Routine-
Diagnostik eingesetzten Interleukin-6-Messung mittels Immulite lag, so dass nur eine qualitative Angabe ,>“ méglich war. Die mit #
markierten Balken geben einen Maximalwert an, da die Konzentration von Interleukin-6 in diesen unstimulierten Proben sehr niedrig
ist und die Messung mittels Immulite hier nur die qualitative Angabe ,<* erméglichte.
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5. Diskussion

Die Duplikation des MECP2 (methyl CpG binding protein 2) - Gens auf Chromosom Xq28
fuhrt zu einer schweren, syndromalen Form von Intelligenzminderung. In mehreren
Kasuistiken und Fallserien wird dartberhinaus von Patienten berichtet, die neben dem
schweren neurologischen Phanotyp an rezidivierenden Infektionen leiden. In dieser
Arbeit wurde erstmals der infektiologisch-immunologische Phanotyp von Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom auf Basis einer Kohorte von 31 Patienten systematisch
mittels eines standardisierten Fragebogens erhoben. Dartber hinaus sollte die
Hypothese getestet werden, ob Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom aufgrund
der Duplikation von IRAK1 eine verstérkte proinflammatorische Signaltransduktion Uber
den TLR-/IL1R-Signalweg aufweisen.

5.1. Infektiologisch-immunologische Phanotypisierung

5.1.1. Infektiologischer Phanotyp
Die Auswertung der Daten zum infektiologischen Phanotyp zeigte, dass Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom eine erhthte Anfalligkeit fur Infektionen durch Bakterien
aufweisen, welche in der Lage sind, eine Kapsel zu bilden — inshesondere durch S.
pneumoniae und H. influenzae. Es konnte keine erhéhte Anfalligkeit fur Infektionen durch
Mykobakterien, Pneumocystis spp, Pilze und Viren festgestellt werden. Das
hauptséachliche Auftreten von Atemwegsinfektionen und schweren invasiven Infektionen
durch Bakterien, welche in der Lage sind, eine Kapsel zu bilden, legt eine Stérung der
humoralen Immunitat nahe (156). Neben den bei humoralen Immundefekten haufig
vorkommenden bekapselten Erregern S. pneumoniae und H. influenzae wurde bei den
Patienten eine Vielzahl von Erregern isoliert, fur die in der Literatur die prinzipielle
Fahigkeit zur Bildung einer Kapsel beschrieben ist (137-154). Ob es sich bei diesen
isolierten Erregern tatsachlich um bekapselte Stamme dieser fakultativ-bekapselten
Erregern handelte, bleibt jedoch unklar, da ein solcher Nachweis in der mikrobiologischen
Routine-Diagnostik nicht erbracht wird.
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5.1.2. Immunologischer Phanotyp

5.1.2.1. Zellulare Immunitéat
Hinsichtlich der Lymphozytenoberflachenmarker zeigten die in dieser Arbeit untersuchten
Patienten keine konsistenten und/oder gravierenden Abweichungen der absoluten
Anzahl oder des relativen Anteils von CD3+, CD4+, CD8+ oder y/6-TZR+ T-Zellen. Bei 5
von 14 Patienten konnten erhéhte Anteile von CD4+CDA45RA+ naiven-T-Zellen und
erniedrigte Anteile von CD4+CD45R0+ Gedéachtnis-T-Zellen festgestellt werden. Das
Verhéltnis zwischen CD4+CD45RA+ naiven T-Zellen und CD4+CD45R0+ Gedéachtnis-T-
Zellen war bei 11/14 Patienten >1 und bei 3/14 Patienten <1. Auch im
Lymphozytentransformationstest und bei der Untersuchung der IFNy-Sekretion ergaben
sich keine konsistenten und/oder gravierenden Abweichungen von Normalwerten bzw.

deutliche Muster an Abweichungen.

Yang et al. beschrieben, dass die Duplikation von MECP2 einen Mangel an TH1-
Differenzierung und eine verminderte IFNy-Sekretion durch T-Zellen bei Mausen und
Menschen mit MECP2 Duplikation verursacht (44). Sie schlossen daraus, dass dieser
Mangel an TH1-Differenzierung und IFNy-Sekretion der Hauptgrund fir die erhéhte
Infektions-Anfélligkeit bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom ware und
folgerten, dass Patienten mit MECP Duplikations Syndrom an einem T-zellularen
Immundefekt leiden. Laut Felgentreff et. al. sind 4 diagnostische Parameter hinweisend
fur eine gestoérte T-zellulare Immunitat: 1. Verminderte Anzahl von CD3+, CD4+ oder
CD8+ T-Zellen 2. Verminderte Anzahl von CD4+CD45RA+ naiven T-Zellen 3. Erhdhte
Anzahl von y/6-TZR+ T-Zellen 4. Verminderte Proliferation im
Lymphozytentransformationstest (157). Da sich im immunologischen Phénotyp der in
dieser Arbeit untersuchten Patientenkohorte kein Hinweis auf Vorliegen eines dieser vier
Kriterien fand, sprechen die Daten der vorliegenden Arbeit dafiir, dass Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom nicht an einem T-zellularen Immundefekt leiden.
Daruiberhinaus weist auch der infektiologische Phénotyp der vorliegenden
Patientenkohorte nicht in Richtung einer Stérung der T-zellul&aren Immunitat, insofern
keiner der Patienten an einer Infektion durch Cytomegalie-Virus, Ebstein-Barr-Virus oder

durch Pneumocystis jiroveci litt.
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Wie bereits dargestellt, beschrieben Yang et al. eine verminderte IFNy-Sekretion sowohl
bei Mausen als auch bei Menschen mit MECP2 Duplikations Syndrom. Obwohl in der
vorliegenden Arbeit keine generelle, verminderte IFNy-Sekretion festgestellt werden
konnte, wird die Beobachtung von Yang et. al durch die Daten dieser Arbeit zum
humoralen immunologischen Phanotyp unterstitzt. Denn interessanterweise zeigten 13
von 21 der Patienten in der vorliegenden Studie entweder supra-normale Werte von IgG1,
oder 1gG3 oder 1gG1 und IgG3. Dies legt einen direkten oder indirekten Effekt der
MECP2-Duplikation auf die Expression von IgG3 und IgG1 am y3/y1-Lokus und von IgA,
IgG2 und IgG4 am a1/y2/y4-Lokus nahe. Es konnte gezeigt werden, dass IFNy die
Expression des IgG2a-Isotyps in Mausen stimuliert und die Produktion von 1gG3, 1gG1,
IgG2b und IgE inhibiert (158). Eine Stérung der IFNy-Sekretion — wie von Yang et al.
beschrieben - kénnte also zu den beobachteten Veranderungen der Immunglobulin-
Isotypen und Immunglobulin-Subklassen bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom
fuhren, obwohl die Rolle von IFNy in der Regulation von IgG3 kontrovers diskutiert wird
(159,160).

Allerdings widersprechen die in dieser Arbeit gewonnen Daten der von Yang et al.
aufgestellten Hypothese einer verminderten IFNy-Sekretion als ausreichende Erklarung
fur die erhohte Infektionsanfalligkeit aufgrund der folgenden 4 Punkte: 1. Bei 5 von 7
Patienten der dieser Arbeit zugrundeliegenden Kohorte konnte eine normale IFNy-
Produktion nach Stimulation mit ConA festgestellt werden. Bei einem Patienten fiel eine
sogar erhohte IFNy-Produktion auf und nur ein Patient zeigte eine leicht abgeschwéchte
IFNy-Produktion im Vergleich zu gesunden Kontroll-Probanden. 2. Falls eine
abgeschwachte IFNy-Sekretion bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom
ursachlich fir schwere Infektionen wére, wirde man disseminierte und/oder invasive
Infektionen mit atypischen Mykobakterien und S. enteritidis erwarten, wie sie fur partielle
und komplette Defekte in mindestens 9 Genen, welche zu Stérungen im IFNy-Rezeptor-
Signalweg oder im IFNy-Signalweg fiuihren, beschrieben sind (81-83,161). 3. In der
vorliegenden Kohorte mit einer Gesamtzahl an 343 Patientenjahren entwickelte nur ein
Patient (P9) eine einzelne nicht-komplizierte Infektion mit M. tuberculosis, welche auf die
Lunge beschrankt blieb und mittels Standardtherapie erfolgreich behandelt wurde. Bei

einem Patienten mit einer relevanten Verminderung der IFNy-Sekretion héatte diese
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Infektion mit M. tuberculosis mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit einen

wesentlich schwereren Verlauf genommen (81-83,161).

Zusammenfassend widerlegen die Daten dieser Arbeit die von Yang et. al aufgestellte
Hypothese eines zellularen Immundefektes und eines fur die Infektionen verantwortlichen
IFNy-Sekretions-Defektes, da die in dieser Arbeit untersuchten Patienten weder die fur
einen T-zellularen- oder IFNy-Sekretions-Defekt typischen Infektionen entwickelten, noch
einen fur einen T-zellularen Immundefekt typischen immunologischen Phanotyp zeigen,

noch eine verminderte IFNy-Sekretion aufweisen.

5.1.2.2. Humorale Immunitat
Ein IgG2-Mangel konnte bei 6 von 21 analysierten Patienten festgestellt werden — bei 4
der 6 Patienten mit einem zuséatzlichen IgA-Mangel, wahrend 15 der 21 analysierten
Patienten keinen IgG2- oder IgA-Mangel aufwiesen. Der IgG2-Mangel bei 6/21 Patienten
und die erniedrigten bzw. niedrig-normalen Antikérper gegen Pneumokokken bei 10/21
Patienten sprechen dafir, dass eine Stérung der humoralen Immunitat bei Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom haufiger ist als in der Normalbevolkerung, in der eine
Pravalenz von primaren Immundefekten von 1 : 1200 angenommen wird (162,163),
wobei knapp die Halfte der primaren Immundefekte durch eine Stérung der humoralen

Immunitat gekennzeichnet ist (164).

5 von 6 Patienten mit IlgG2-Mangel entwickelten auch schwere Infektionen. Da 3 der 4
Patienten mit kombiniertem IgA-/IgG2-Mangel zusétzlich eine sehr hohe Anzahl an
Infektionen aufwiesen und den schwersten infektiologischen Phénotyp in der Kohorte
zeigten, scheint zumindest eine Assoziation zwischen IgA-/IgG2-Mangel und schweren
Infektionen bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom zu bestehen. Nur 2 der 15
Patienten ohne IgA- oder IgG2-Mangel entwickelten schwere rezidivierende Infektionen
— vergleichbar mit dem Phanotyp, welcher bei den Patienten mit IgA-/IgG2-Mangel
auftrat. Einer dieser beiden Patienten mit schwerem infektiologischem Phéanotyp zeigte
trotz dreimaliger Pneumokokken-Impfung niedrige 1gG2- AntikGrper gegen
Pneumokokken, was darauf hindeutet, dass dieser Patient nicht in der Lage ist, eine

angemessene spezifische Antikorper-Produktion einzuleiten — obwohl seine globalen
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Immunglobulin-Spiegel normal sind. Der andere Patient (P9) mit einem schweren
infektiologischen Phéanotyp und ohne IgA-/IlgG2-Mangel zeigte ein stark erhohtes
Gesamt-1gG. Dieser Patient hatte seit Geburt eine persistierend erhdhte Leukozyten-Zahl
im Blut, weshalb es plausibel erscheint, dass er zuséatzlich an einem unbekannten,
chronischen, inflammatorischen Prozess leidet. 7 der 15 Patienten ohne IgA-/IgG2-
Mangel entwickelten wenige Infektionen und 2 der 15 Patienten ohne IgA-/IgG2-Mangel
entwickelten keine Infektionen. Bei 4 der 15 Patienten ohne IgA-/IgG2-Mangel konnte die
Schwere des infektiologischen Ph&notyps nicht adaquat beurteilt werden, weil der Patient
entweder sehr jung war oder weil die Daten zum infektiologischen Krankheitsverlauf nicht
verfugbar waren. Das einzige Individuum, das trotz Vorliegen eines IgA-/IgG2-Mangels

bisher an keinen Infektionen erkrankte, ist weiblich.

Knapp die Halfte der Patienten in dieser Studie wiesen Pneumokokken-Impfantikorper
unterhalb des Normbereichs oder im unteren Normbereich auf. Dieser Sachverhalt
entspricht den Beobachtungen von Friez et al. und Prescott et al., dass einige der
Patienten nach der Pneumokokken-Impfung Booster bendétigen, um adéaquate
Impfantikdrper aufzubauen (6,16). Friez et al. berichteten, dass 4 von 10 getesteten
Patienten in ihrer Patientenkohorte einen IgA-Mangel aufweisen (6), wohingegen in der
vorliegenden Studie ein IgA-Mangel bei 4 von 21 Patienten festgestellt wurde. Der Anteil
von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom, welche einen IgA-Mangel aufweisen,
ist also in der Publikation von Friez et al. héher. Allerdings ist anzumerken, dass es sich
bei Friez et al. in ihrer Fallserie um eine retrospektive Datenerhebung handelt und aus
diesem Grund anzunehmen ist, dass die Immunglobulin-Isotypen nur bei den Patienten

gemessen wurden, welche auch an rezidivierenden Infektionen litten.

Zusammenfassend weisen Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom eine Stérung der
humoralen Immunitat auf und schwere Infektionen mit potentiell bekapselten Bakterien

sind stark mit einem Mangel an IgA und IgG2 assoziiert.

5.2. In vitro Untersuchung der Akut-Phase-Reaktion

5.2.1. IRAK1-Expression und Abbau
Es konnte gezeigt werden, dass die Duplikation des IRAK1-Gens bei Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom zu einer erhohten Expression an IRAK1-Protein fahrt. Im

Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen ohne IRAK1-Duplikation konnte bei den in
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dieser Arbeit untersuchten Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom eine 1,7 — 3,1-
fach erhohte Menge an IRAK1-Protein nachgewiesen werden. Diese Variabilitat
entspricht den Beobachtungen von Ramocki et al., welche bei Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom eine 2 — 7 fach erhthte Menge an IRAK1-mRNA feststellen
konnten (20).

Da bei den Patienten IRAK1 nach Stimulation mit Interleukin-1B phosphoryliert und
abgebaut wird, lasst sich annehmen, dass dieses zusatzliche IRAK1 an der
Signalubertragung teilnimmt und somit funktionell aktiv ist. Bei den Fibroblasten der
gesunden Kontrollpersonen ist bereits nach 30 Minuten kein unphosphoryliertes IRAK1
mehr vorhanden. Im Zusammenhang mit der publizierten Beobachtung, dass IRAK1-
defiziente menschliche Fibroblasten signifikant erniedrigte Mengen an Interleukin-6
produzieren, wenn sie mit Interleukin-1 stimuliert werden (117), ist davon auszugehen,
dass die Aktivitat im TLR/IL1-Signalweg stark eingeschrankt ist, wenn kein
unphosphoryliertes IRAK1 mehr vorhanden ist. Demgegenuber ist in den Fibroblasten
der Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom auch tber den Stimulationszeitpunkt von
30 Minuten hinaus noch unphosphoryliertes IRAK1 vorhanden. Es erscheint insofern
maoglich, dass es durch die Duplikation von IRAK1 und damit der vermehrten Expression
des IRAK1-Proteins zu einer prolongierten Aktivierung des TLR/IL1R-Signalweges
kommt. In der Summe Uber die Zeit konnte diese prolongierte Signaltransduktion damit
eine erhohte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen nach Aktivierung mit

Interleukin-1p zur Folge haben.

5.2.2. NFkB-Translokation mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
Bei der Untersuchung des oszillatorischen Verhaltens von NFkB fiel auf, dass es in
Fibroblasten eines Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom zu einer verzégerten
Translokation von NFkB in den Zellkern kam. Dies steht im Widerspruch zu der zunachst
formulierten Vermutung, dass es durch eine verstarkte Toll-like/Interleukin-1-receptor-
Signaltransduktion zu einer erhdhten Frequenz und damit einem schnelleren

Translozieren von NFkB kommen kdnnte.

Einen mdglichen Erklarungsansatz fir die Beobachtung einer verzdogerten nukleéren
Translokation von NFkB liefert eine Arbeit von Nelson et al.: Hier wurde in HeLA-Zellen
mittels fluorenzmarkierten Proteinen und konfokaler Mikroskopie gezeigt, dass eine
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Uberexpression von |kBa zu einer verzégerten nuklearen Translokation von p65, einer
Untereinheit von NFkB fuhrt (165). IkBa ist, wie bereits dargestellt, Ziel-Gen des
Transkriptionsfaktors NFkB. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass IRAK1 nach
nuklearer Translokation an den Promotor von IkBa bindet. Dies konnte in MCF-7-Zellen
nach Stimulation mit Interleukin-1 und in RAW?264.7-Zellen nach Stimulation mit LPS
nachgewiesen werden (166). In diesem Sinne flhrte eine transiente Expression von
IRAK1 in vormals IRAK-1-defizienten HEK-293-11A-Zellen zu einer erhéhten Expression
von |kBa auf RNA-Ebene. Insofern erscheint es denkbar, dass die verzogerte
Translokation von NFKB in den Fibroblasten des Patienten mit MECP2 Duplikations
Syndrom eine Folge der Duplikation von IRAK1 und einer dadurch verursachten

Uberexprimierung von IkBa ist.

Im untersuchten Stimulationszeitraum von 90 Minuten zeigte sich sowohl in den
Fibroblasten des Patienten als auch in den Fibroblasten der gesunden Kontrollperson
eine Oszillation, deren Amplitude sich in den beiden Zellpopulationen nicht unterschied.
Wie bereits weiter oben dargestellt, konnte in den Fibroblasten des Patienten P1 ein
IRAK1-Abbau Uber einen Zeitraum von 480 Minuten festgestellt werden, was als
prolongierte aktive Signaltransduktion im TLR-/IL1R-Signalweg aufgefasst werden kann.
Insofern ware in zukilnftigen Untersuchungen der Frage nachzugehen, ob sich
Fibroblasten von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom bei langen
Stimulationszeiten von bis zu 480 Minuten in der Anzahl und Dauer der NFkKB-

Oszillationen von Fibroblasten gesunder Kontrollpersonen unterscheiden.

5.2.3. Interleukin-6-Produktion in Fibroblasten nach Aktivierung mit
Interleukin-1B
Die Produktion proinflammatorischer Zytokine nach Aktivierung mit Interleukin-183 bei
Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom wurde zuné&chst in SV40-transfizierten
Fibroblasten untersucht. In SV40-transfizierten Fibroblasten des Patienten P1 zeigte sich
im Vergleich mit SV40-transfizierten Fibroblasten von vier gesunden Kontrollpersonen
nach Stimulation mit Interleukin-13 keine erhéhte Interleukin-6-Produktion.

Aufgrund von starken Unterschieden in der Interleukin-6-Produktion innerhalb der
Gruppe der Kontroll-Fibroblasten, muss jedoch einschrankend angemerkt werden, dass
sich SV-40-Fibroblasten fir die quantitative Messung der Interleukin-6-Produktion
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womoglich nicht eignen: Die SV40-Transformation ist ein gangiges Instrument, um
Fibroblasten fir die Verwendung in der Zellkultur zu immortalisieren. Im Gegensatz zu
primaren Fibroblasten kénnen SV40-transformierte Fibroblasten nicht nur Gber wenige
Passagen kultiviert werden. Dartber hinaus wachsen SV40-transformierte Fibroblasten
in der Zellkultur wesentlich schneller. Jedoch ist das genaue Wachstumsverhalten der
SV40-transfizierten Fibroblasten nicht vorherzusagen, so dass manche SV-40-

transfizierten-Fibroblasten-Zelllinien schneller proliferieren als andere.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Stimulation der Fibroblasten erfolgte in einem quasi
dynamischen System, insofern die Fibroblasten wahrend der Stimulation weiter
proliferierten bis die zur Adharenz verfligbare Flache in den 6-well-Platten ausgeschopft
war. Die Fibroblasten wurden vor Beginn der 24 Stunden andauernden Stimulation in
fester Konzentration in 6-well-Platten ausgesat. Nach Ende der Stimulation wurde die
nun erhdhte Konzentration der Fibroblasten in den 6-well-Platten erneut bestimmt und
die gemessenen Interleukin-6-Werte mit den ermittelten Endkonzentrationen der
Fibroblasten normalisiert. In die Relativierung der gemessenen Interleukin-6-Werte ging
also zwar die Endkonzentration der proliferierenden Fibroblasten ein, nicht jedoch der
Zeitraum, wie lange diese Endkonzentration in den 6-well-Platten innerhalb der 24
Stunden schon bestand.

Da die Interleukin-6-Produktion pro Zeiteinheit von der absoluten Menge an Fibroblasten
in der 6-well-Platte abhangt, ist davon auszugehen, dass ein frilhes schnelles Wachstum
— welches je nach SV40-transformierter Fibroblasten-Zelllinie variiert — im Vergleich zu
langsamer proliferierenden SV40-transformierten Fibroblasten zu erheblich gesteigerten
Interleukin-6-Werten am Ende des Stimulationszeitraumes fuhrt (Abbildung 17). Dieser
Effekt wird noch dadurch verstarkt, dass durch die Stimulation mit Interleukin-1 tber den
NFkB-Signalweg neben Interleukin-6 noch weitere Zytokine produziert werden, welche
den NFkB-Signalweg in den Fibroblasten autokrin stimulieren und so ebenfalls zur
Produktion von Interleukin-6 fuhren. Die Proliferationsgeschwindigkeit der SV40-
transformierten Fibroblasten nimmt somit einen erheblichen Einfluss auf die gemessenen
Interleukin-6-Werte, kann jedoch im Rahmen des verwendeten experimentellen Settings

nicht kontrolliert werden.
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Zellkonzentration

Zeit in Stunden

Abbildung 17: Darstellung des unterschiedlichen Wachstumsverhaltens zweier fiktiver Zelllinien.

FuUr zukinftige weitere Untersuchungen zur Ausschittung proinflammatorischer Zytokine
in ortsstandigen Zellen von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom erscheinen vor
diesem Hintergrund primare Fibroblasten aufgrund des langsameren Wachstums
geeigneter, da hiermit das Ausmal} der unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeit
der einzelnen Zelllinien und folglich die damit verbundenen und weiter oben geschilderten

Probleme verringert werden kénnen.

5.2.4. Interleukin-6-Produktion in Vollblut
Fur die weitere Untersuchung der Produktion proinflammatorischer Zytokine wurde
Vollblut verwendet. Hierdurch war eine experimentelle Situation vorhanden, in der die

Zellen wahrend der Stimulation nicht proliferieren.

Bei der Stimulation von Vollblut mittels Interleukin-1f3 zeigte sich bei 4 von 5 Patienten im
Vergleich mit der jeweiligen Reisekontrolle eine héhere Interleukin-6-Produktion als bei
der jeweiligen Reisekontrolle. Bei einem der Patienten zeigte sich dartber hinaus eine
besonders ausgepragte Interleukin-6-Produktion nach Interleukin-1B-Stimulation, die

aulRerhalb des erwarteten Messbereichs lag. Diesem leichten Trend einer erhdhten
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Interleukin-6-Produktion nach Interleukin-1p-Stimulation im Vollblut von einigen, aber
nicht allen Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom ist einschrankend hinzuzuftigen,
dass die Patienten und die jeweiligen Reisekontrollen nicht nach Alter ,gematcht® sind
und die Kontrollpersonen tendenziell &lter als die Patienten sind. Ein mdglicher Einfluss
des Alters auf die Hohe der Zytokinproduktion kann nicht ausgeschlossen werden, zumal
in einer Arbeit von Boehmer et al. gezeigt wurde, dass Makrophagen von alteren Mausen

weniger Interleukin-6 nach LPS-Stimulation produzieren als jingere Mause (167).

Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Trend einer verstarkten Interleukin-6-
Ausschuittung auf die Stimulation mit Interleukin-13 wurde in einer Arbeit von Yang et al.
nicht gesehen (44). Yang et al. wahlten zur Untersuchung des TLR-Signalwegs bei
Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom nicht Vollblut, sondern ,peripheral blood
mononuclear cells® (PBMCs) als Untersuchungsmaterial (44). Somit wurde vornehmlich
die Zytokinproduktion von Monozyten und Lymphozyten gemessen. Die Autoren
stimulierten PBMCs von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom und PBMCs von
gesunden Kontrollpersonen mit PAM3CSK4, Zymosan, Poly (I:C), LPS, Flagellin und
CL097 und bestimmten als readout Interleukin-18, TNFa und Interleukin-6. Sie konnten
keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen feststellen und folgerten, dass die
TLR-Signaltransduktion bei Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom normal sei.

Ein moglicher Grund fur dieses unterschiedliche Ergebnis in der vorliegenden Arbeit und
der Arbeit von Yang et al. kénnte methodische Griinde haben: In der vorliegenden Studie
wurde Vollblut verwendet, welches Granulozyten enthélt, die in den von Yang et al.
verwendeten PBMCs nicht enthalten sind. Dartber hinaus berichten Yang et al. in ihrer
Arbeit nicht, dass sie fur die LPS-Stimulation der PBMCs Serum eingesetzt haben. Der
Einsatz von Serum ist fiir die Aktivierung von PBMCs mit LPS jedoch unerlasslich, da es
das LPS-binding-protein (LBP) enthélt, welches fur eine adaquate Aktivierung des TLR-
/IL1R-Signalwegs bendtigt wird (168).

Einen mdglichen Erklarungsansatz daftir, dass die Interleukin-1p3-Stimulation von Vollblut
nur bei manchen, aber nicht bei allen Patienten zu einer héheren Interleukin-6-Produktion
im Vergleich mit der jeweiligen Reisekontrolle fuhrte, liefert die Studie von Knop et al.
(132). Die Autoren Uberexprimierten IRAK1 in der Maus-Zelllinie EL4, indem sie diese mit
humanem Wildtyp-IRAK1 transfizierten. Sie konnten somit mehrere Klone mit

unterschiedlich starker IRAK1-Uberexpression herstellen. Interessanterweise zeigten
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sie, dass es erst ab einer bestimmten Starke von IRAK1-Uberexpression zu einer
verstarkten Aktivitdt eines NFkB-abhangigen Reporter-Gens kam. Es konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Duplikation des IRAK1-Gens nicht zu einer
definiert erhohten Menge an IRAK1-Protein fuhrt, sondern sich die Patienten hinsichtlich
der Menge an exprimiertem IRAK1-Protein zu unterscheiden scheinen. Insofern erscheint
es moglich, dass einige der Patienten mit besonders starker IRAK1-Uberexpression eine
verstarkte Interleukin-6-Produktion nach Stimulation mit Interleukin-1 aufweisen,
wohingegen einige Patienten mit moderater IRAK1-Uberexpression dies nicht zeigen. Da
in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass die IRAK1-Duplikation nicht zu einer definiert
erhdohten Menge an exprimiertem IRAK1 fuhrt, erscheint es dariiber hinaus mdglich, dass
auch bei gesunden Kontrollpersonen die IRAK1-Expression interindividuell schwankt und
somit manche Kontrollpersonen sogar mehr IRAK1 exprimieren als die Patienten mit

IRAK1-Duplikation und moderater IRAK1-Uberexpression.

Fur zukunftige Untersuchungen bietet es sich dementsprechend an, die Starke der
IRAK1-Uberexpression in allen Patienten und den entsprechenden Kontrollpersonen zu
messen, bei denen die Interleukin-6-Produktion in Vollblut Gberprift wird, damit die
gemessenen Interleukin-6-Werte mit der entsprechenden IRAK1-Expression rechnerisch
relativiert werden kdnnen bzw. eine Gruppierung der Patienten in Patienten mit starker

bzw. moderater IRAK1-Uberexpression erfolgen kann.

5.3. Beantwortung der Forschungsfragen

Wie hoch ist der Anteil der Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom, die neben dem

neurologischen Phanotyp an rezidivierenden Infektionen leiden?

Knapp 70 % der Patienten in der vorliegenden Studie hatten zumindest eine schwere i.v.-
Antibiotika-pflichtige Infektion durchgemacht. Diese Prozentzahl bestétigt erstmalig
systematisch die bisher publizierten Daten zur H&aufigkeit der Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom, welche neben dem neurologischen Phéanotyp an rezidivierenden
Infektionen leiden (71,72).
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An welchem Ort manifestieren sich die rezidivierenden Infektionen und welche Erreger

sind verantwortlich?

Die Infektionen von Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom manifestieren sich
hauptsachlich im Respirationstrakt: Es sind vor allem Pneumonien, an denen die
Patienten leiden. Zusatzlich war bei knapp 20% der Patienten in der vorliegenden Studie
bereits mindestens eine Sepsis diagnostiziert worden. Keiner der Patienten litt bisher an
einer Infektion des zentralen Nervensystems. Die bei den Patienten nachgewiesenen
Erreger sind in der Mehrheit Bakterien, welche in der Lage sind, eine Kapsel zu bilden.
In der vorliegenden Kohorte mit einer Gesamtzahl an 343 Patientenjahren entwickelte
nur ein Patient eine einzelne nicht-komplizierte und auf die Lunge beschrankte Infektion
mit M. tuberculosis. Keiner der Patienten entwickelte eine Infektion durch Cytomegalie-

Virus oder durch Pneumocystis jiroveci.

Leiden die Patienten an einer Immundefizienz, durch die sie anfallig fur Infektionen sind?

Patienten mit schweren neurologischen Erkrankungen wie dem MECP2 Duplikations
Syndrom sind aufgrund der dadurch verursachten Schluckstérung einem erhdhten Risiko
von Aspirationspneumonien ausgesetzt. Die in dieser Arbeit gewonnen Daten legen
nahe, dass einige Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom jedoch auch an einer
Immundefizienz leiden, durch die sie zusatzlich anfallig fur Infektionen sind. Bereits der
infektiologische Phéanotyp der Patienten - die erhéhte Anfalligkeit fir Pneumonien und
Sepsen durch Bakterien, welche in der Lage sind, eine Kapsel zu bilden — weist auf eine
Stérung der humoralen Immunitét hin. In der Tat zeigte sich auch im immunologischen
Phanotyp der Patienten eine Stérung der humoralen Immunitat bei knapp der Héalfte der
Patienten im Sinne von niedrigen Pneumokokken-Impfantikérpern und bei 6 von 21
Patienten im Sinne einer IgG2-Defizienz.

Sind die rezidivierenden Infektionen durch eine starke Akut-Phase-Antwort

gekennzeichnet?

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten legen nahe, dass Patienten mit MECP2 Duplikations
Syndrom eine ausgepragte Akut-Phase-Antwort im Sinne von hohem Fieber und starkem

CRP-Anstieg wahrend infektidser Episoden entwickeln.

78



5.4. Beantwortung der Forschungshypothese

Hypothese: Die Patienten weisen aufgrund der Duplikation von IRAK1 eine verstéarkte

proinflammatorische Signaltransduktion iber den TLR-/IL1R-Signalweq auf.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit legen nahe, dass Patienten mit MECP2 Duplikations
Syndrom eine erhéhte Menge IRAK1 auf Protein-Ebene exprimieren, wobei der Grad der
erhohten Expression von Patient zu Patient unterschiedlich zu sein scheint. Es konnte
auch nachgewiesen werden, dass dieses zusatzliche IRAK1 funktionell aktiv ist, indem
es bei Stimulation des  Toll-like-receptor/Interleukin-1-receptor-Signalweges
phosphoryliert und abgebaut wird. Fur die Testung der Hypothese, dass Patienten mit
MECP2 Duplikations Syndrom an einer hyperinflammatorischen Immunreaktion leiden,
wurde untersucht, ob Patienten bei Stimulation des Interleukin-1-receptor-Signalwegs
eine erhohte Produktion proinflammatorischer Zytokine aufweisen. Dies konnte in
Fibroblasten nicht bestatigt werden. Die Hypothese kann daher zum momentanen
Zeitpunkt nicht bestatigt werden. Allerdings zeigten 4 von 5 Patienten bei der Stimulation
von Vollblut mit Interleukin-13 héhere Interleukin-6-Werte im Vergleich mit den jeweiligen
Reisekontrollen. Es erscheint lohnenswert, diesen hier aufgezeigten leichten Trend einer
erhohten Interleukin-6-Produktion nach Interleukin-1B-Stimulation in Vollblut von
manchen Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom mittels Untersuchungen in

groReren Kohorten weiter zu untersuchen.

5.5. Fazit und Ausblick

In Zusammenschau der in dieser Arbeit gewonnen Daten erscheint eine multifaktorielle
Genese der erhohten Anfalligkeit fur schwere Infektionen bei Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom wahrscheinlich: Das erhohte Aspirationsrisiko der Patienten
pradisponiert zu haufigen Atemwegsinfektionen, welche bei einigen Patienten durch eine
Storung der spezifischen humoralen Immunitat zusatzlich beginstigt werden. Eine durch
die Duplikation von IRAK1 hervorgerufene hyperinflammatorische Immunreaktion kénnte
durch eine verstéarkte Produktion proinflammatorischer Zytokine zu der beobachteten

starken Akut-Phase-Reaktion fihren und somit die Infektionen der Patienten aggravieren.

Von Zhang et al. wurde in einem mathematischen Modell die Hypothese aufgestellt, dass

Hyperaktivitat im ,IRAK/TRAF6 module” eine herabgesetzte Erkennung von Erregern zur
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Folge haben konnte (169). Insofern kdnnte eine durch die Duplikation von IRAK1
ausgeloste verstarkte Signaltransduktion nicht nur ,disease modifying“ sein, sondern

auch bereits zum Auftreten von Infektionen beitragen.

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich Hinweise auf eine verstarkte proinflammatorische
Signaltransduktion im Vollblut von manchen, aber nicht allen Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom. Zukunftige Studien zur Untersuchung der Akut-Phase-Reaktion
bei den Patienten wirden in Anbetracht der in dieser Arbeit gewonnenen vorlaufigen
Erkenntnisse folgende Experimente beinhalten: 1. Untersuchung der Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine in primaren Fibroblasten von Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom und gesunden Kontrollpersonen. 2. Untersuchung der
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine in Vollblut von Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom und ,alters-gematchten gesunden Kontrollpersonen bei
gleichzeitiger Messung der individuellen IRAK1-Expression. 3. Untersuchung des
oszillatorischen Verhaltens von NFkB in Fibroblasten von Patienten mit MECP2
Duplikations Syndrom bei langen Stimulationszeiten von bis zu 480 Minuten. 4.
Untersuchung der NFkB-Aktivitat in Fibroblasten von Patienten mit MECP2 Duplikations
Syndrom und gesunden Kontrollpersonen nach Stimulation mit Interleukin-13 mittels
transienter Transfektion von Fibroblasten mit einem NFkB-abhangigen Luciferase-Vektor
(127).

In Anbetracht der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zum infektiologischen und
immunologischen Phéanotyp erscheint es sinnvoll, Patienten mit MECP2 Duplikations
Syndrom gegen Pneumokokken zu impfen und den Impferfolg zu Uberprifen. Bei
unzureichenden Titern nach der Impfung sollten Boosterimpfungen erfolgen. Bei
Patienten mit MECP2 Duplikations Syndrom, welche eine 1gG2-Defizienz und/oder
niedrige Pneumokokken-Antikérper trotz Boosterung aufweisen und an rezidivierenden
Infektionen leiden, erscheint die Immunglobulin-Substitution eine sinnvolle Strategie, um
Infektionen zu vermeiden — eventuell in Kombination mit der prophylaktischen Gabe von
Antibiotika (170).
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