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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADA Adenosin Deaminase

BCG Bacillus Calmette-Guérin

CGD ,,Chronic granulomatous disease®, Septische Granulomatose
CVID Common variable immunodeficiency

IxB Inhibitor of NF-xB

IL Interleukin

IL-1Rs Interleukin-1 receptors

IPD Invasive pneumococcal disease

IRAK Interleukin-1 receptor associated kinase

JAK3 Januskinase 3

MyD88 Myeloid Differentiation Marker 88

NF-kB Nuclear Factor kB

PNP Purin Nukleosid Phopsphorylase

RMRP RNA component of mitochondrial RNA processing endoribonuclease
SCID Severe Combined Immunodeficiency

SCN Severe congenital Neutropenia

TIRs Toll and Interleukin-1 receptors

TLRs Toll like receptors

TRIF TIR-domain-containing adapter inducing interferon-3



1. EINFUHRUNG IN DIE THEMATIK

1.1 Definition eines ,,angeborenen Immundefekts*“

»Was ist ein angeborener Immundefekt?* Nach einer allgemeingiiltigen Definition
eines Immundefektes wird in der klinischen Situation selten gefragt. Vielmehr steht bei der
Behandlung von Patienten die pragmatische Frage im Vordergrund: ,,Wann muss an einen
angeborenen Immundefekt gedacht werden, um Patienten optimal zu diagnostizieren und zu
therapieren?* Hilfreich ist hierbei die Verwendung verschiedener Warnzeichenlisten. So wird
aktuell auf Grundlage der derzeit bekannten Immundefekte (Stand Januar 2010) geraten, beim
Auftreten eines der folgenden Warnzeichen an einen Immundefekt zu denken:

- Auftreten von angeborenen Immundefekten in der Familie

- Acht oder mehr eitrige Mittelohrentziindungen pro Jahr

- Zwei oder mehr schwere Nasennebenhohlenentziindungen pro Jahr

- Zwei oder mehr Lungenentziindungen pro Jahr

- Indizierte Antibiotikatherapie bei schwerer Infektion iiber zwei Monate ohne Effekt

- Impfkomplikationen bei Schluckimpfungen gegen Kinderlihmung oder bei
Neugeborenen-Impfung gegen Tuberkulose (Diese Impfungen werden in einigen
Landern auBerhalb Deutschlands noch durchgefiihrt)

- Gedeihstorung im Sduglingsalter mit und ohne chronische Durchfille

- Eiteransammlungen tief unter der Haut, Lymphknotenabszesse oder Organabszesse

- Zwei invasive bakterielle Infektionen (Meningitis, Osteomyelitis, Sepsis)

- Therapieresistente oder rekurrierende Pilzinfektionen an Haut und Schleimhaut jenseits
des ersten Lebensjahres

- Chronische Rotungen (,,Ekzem®) beim Sdugling insbesondere innerhalb der ersten zwei
Lebensmonate und mit generalisierter Verteilung (besonders verddchtig im
Windelbereich und an Handflachen und Fuf3sohlen)

- Wiederkehrende und/ oder generalisiert verlaufende Infektionen durch Mykobakterien

(insbesondere durch atypische Mykobakterien und BCG) oder Salmonellen

Die meisten Patienten mit angeborenem Immundefekt und derzeit bekannter
molekulargenetischer Grundlage konnen unter Beachtung dieser oder einer dhnlichen
Warnzeichenliste identifiziert werden. Molekulargenetisch bisher nicht definierte

Immundefekte werden mit Hilfe dieser Listen weniger gut erkannt [1].



1.2 Diagnostik bei Verdacht auf Imnmundefekt

Bei Verdacht auf einen Immundefekt umfasst die orientierende Diagnostik
insbesondere im Sduglingsalter die unverziigliche Bestimmung des groBBen Blutbildes und der
globalen Spiegel fiir IgG, IgA, IgM und IgE. In den meisten Féllen erlauben diese
Untersuchungen schwere kombinierte Immundefekte (SCID; Gesamtlymphozytenzahl < 3.
Altersperzentile bei globaler Verminderung von IgA und IgM) und schwere Neutropenien
(Granulozyten < 500/ microliter), sowie Antikorpermangelerkrankungen und damit etwa 50%
der bekannten angeborenen Immundefekte zu erkennen. Da eine Reihe schwerer
Immundefekte aber auch mit normalen Lymphozytenzahlen, normalen Granulozytenzahlen
und normalen Immunglobulinspiegeln einhergehen konnen, sollten parallel zur Einleitung der
orientierenden Diagnostik schwer erkrankte Patienten rasch einem péadiatrischen
Immunologen vorgestellt werden. Ziel der dann folgenden weiterfitlhrenden immunologischen
Diagnostik durch diesen ist es, iiber die Orientierung am klinischen Krankheitsbild (,,Welche
Infektionen? Durch welche Erreger? Auffillige allgemeine padiatrische Anamnese?*) gezielt
zunidchst den defekten Bereich des Immunsystems einzugrenzen (,,T-Zell Defekt?, Isolierter
Antikorpermangel?, Neutropenie?, Granulozytenfunktionsdefekt?,...”) um letztlich zu einer
molekulargenetischen gesicherten Diagnose (,,Welcher genetische Defekt verursacht die
Erkrankung?*) zu finden. Insbesondere der Erregerdiagnostik kommt fiir die Steuerung der
erweiterten Immundefektdiagnostik eine entscheidende Rolle zu: Hinweisend fiir einen T-
Zelldefekt sind Infektionen mit Pilzen, Mykobakterien und Viren, hinweisend fiir einen
Granulozytenfunktionsdefekt  sind  Infektionen  durch  Pilze und  Eitererreger.
Komplementdefekte und Antikérpermangelerkrankungen préadisponieren zu Infektionen mit
bekapselten Bakterien. Nur die Kenntnis von klinischer Situation, immunologisch
funktionellem Defekt und molekulargenetischer Grundlage des Defektes erlauben die
optimale Einschitzung der individuellen Prognose des Patienten und darauf aufbauend die

addquate Planung und Steuerung der Therapie [1].

Ein besonderes technisches Problem stellt sich fiir die Immundefektdiagnostik durch
die geringe Menge peripheren Bluts, die insbesondere Sduglingen abgenommen werden kann,
und die Verfiigbarkeit notwendiger Diagnostik an nur wenigen Zentren. Ein stindiges
Bestreben des pédiatrischen Immunologen ist es daher, die notwendigen Materialmengen fiir
die Diagnostik so gering wie moglich zu halten und preiswerte, allgemein verfiigbare

diagnostische Methoden zu entwickeln.



1.3 Neue Krankheitsbilder bei bekannten genetischen Defekten und neue

genetische Defekte bei bekannten Krankheitsbildern

Mit Ausnahme des Antikorpermangels bei ,,common variable immunodeficiency*,
CVID, erkranken Patienten mit angeborenem Immundefekt meist friihzeitig. Insbesondere
angeborene Immundefekte, die mit einer schweren Granulozytopenie (Schwere angeborene
Neutropenie, SCN), einem vollstindigen Granulozytenfunktionsdefekt (Septische
Granulomatose, chronic granulomatous diesease, CGD) oder einer schweren T-Zell Stérung
(Schwerer Kombinierter Immundefekt, SCID) einhergehen fiihren in der Regel innerhalb des
ersten Lebensjahres zu lebensbedrohlichen Infektionen. Uberleben Patienten die friihe
Kindheit gehen viele angeborene Immundefekte nicht nur mit einer erhohten Anfalligkeit fiir
Infektionen, sondern auch mit einer erhdhten Anfilligkeit fiir autoimmune oder
autoinflammatorische Erkrankungen einher. In den letzten Jahren ist deutlich geworden, dass
schwere T-Zell Defekte nicht obliagtorisch zum Erkrankungsbeginn und letalen Verlauf
innerhalb des ersten Lebensjahres fiithren. Des Weiteren ist das Spektrum der beschriebenen
Autoimmun- und Autoinflammationsphidnomene bei Patienten mit bekanntem angeborenen
Immundefekt breiter geworden. Die meisten angeborenen Immundefekte priadisponieren zu
wiederholten, oft polytopen schweren Infektionen durch multiple opportunistische Erreger. In
den letzten 10 Jahren sind auch genetisch bedingte Immundefekte mit selektiver Anfalligkeit
fiir Infektionen durch einzelne Erregergruppen oder einzelne Erreger identifiziert worden.
Hierzu gehoren Immundefekte mit selektiver Préadisposition fiir Infektionen durch
Mykobakterien und Salmonellen, fiir invasive bakterielle Infektionen, fiir Herpes-simplex-
Enzephalitis, fiir durch Epstein-Barr-Virus induzierte lymphoproliferative Krankheitsbilder
und fiir schwere Infektionen durch Papillomaviren. Viele dieser Infektionskrankheiten galten
und gelten dennoch wieterhin als ,,idiopathisch* und nicht verdichtig fiir einen Immundefekt

[1, 2].

Zusammenfassend erarbeitet die klinisch und wissenschaftlich titige péadiatrische
Immunologie neue Erkenntnisse sowohl durch die klinische und immunologische Beschreibung
von Patienten mit bereits molekulargenetisch bekannten Immundefekten, als auch durch die
Erstbeschreibung neuer genetischer Immundefekte fiir noch als ,idiopathisch® betrachtete

Infektionskrankheiten.



Die vorgelegte Habilitationsschrift stellt Beitrdge zur Diagnostik angeborener
Immundefekte, zur variablen klinischen Prédsentation bekannter angeborener Immundefekte
wie CGD und SCID, und Beitrdge, die neue angeborene Immundefekte mit selektiver
Anfilligkeit fiir S. pneumoniae, S. aureus und P. aeruginosa durch Ausfille der innate
immunity beschreiben, vor. Die in dieser Habilitationsschrift vorgestellten Arbeiten regen an,
dass eine neue Antwort auf die eingangs gestellte Frage ,,Was ist ein angeborener
Immundefekt?* notwendig ist, um auch Patienten mit bisher unbekannten Symptomen bei
bekannter genetischer Atiologie und Patienten mit bisher als ,,idiopathisch“ bezeichneten

Infektionskrankheiten mit neuen angeborenen Immundefekten zu identifizieren.



2. EIGENE ARBEITEN IM WISSENSCHAFTLICHEN KONTEXT
2.1 Diagnostik bei Verdacht auf Toll-like Rezeptor Defekte

P1 von Bernuth H', Ku CL’, Garty BZ, Mar6di L, Chrabieh M, Chapel H, Rodriguez-Gallego C,
Picard C, Puel A, Casanova JL

A fast procedure for the detection of defects in Toll-like-receptor signalling

Pediatrics 2006;1 18(6)12498—5 03 both authors equally contributed to this work

Kinder mit Invasiven Pneumokokkeninfektionen, Invasiven
Staphylokokkeninfektionen oder Herpes Simplex Enzephalitis konnen an kiirzlich entdeckten
angeborenen Immundefekten im Bereich der Toll-like Rezeptoren (TLRs) leiden. Kinder mit
autosomal rezesssiv vererbtem Interleukin-1 Rezeptor Assoziierter Kinase (IRAK)4-Defekt
und mit autosomal rezessiv vererbtem MyD88-Defekt leiden unter einer erhohten Anfalligkeit
fiir invasive Entziindungen durch Gram-positive und Gram-negative Erreger [3, 4]. Patienten
mit UNC93B-Defekt weisen eine erhohte Anfilligkeit fiir Herpes Simplex Enzephalitis auf
[5]. MyD88 und IRAK4 sind Proteine im Signalweg aller 10 menschlichen TLRs, wobei
TLR3 und TLR4 auf MyD88 und IRAK4 fiir die Signaltransduktion zur Induktion anti-viraler
Typl Interferone nicht angewiesen sind. MyD88/IRAK4 abhdngige TLRs spielen eine
wichtige Rolle bei der Auslosung einer Akut-Phase Antwort und kontrollieren die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine. UNC93B ist ein Molekiil, das fiir die Signaltransduktion der
TLRs 3, 7, 8 und 9 notwendig ist. Diese intrazelluldr gelegenen TLRs konnen insbesondere
durch Nukleinsduren aktiviert werden und induzieren die Produktion von Typ I Interferonen.
Der MyDS88-, der IRAK4- und der UNCO93B-Defekt sind sehr wahrscheinlich
unterdiagnostiziert, da die selektive Anfdlligkeit fiir wenige Erreger oft nicht als
Limmundefektverdichtig® wahrgenommen wird und notwendige diagnostische Verfahren
nicht zur Verfiigung stehen [6]. Den Goldstandard zur Diagnose der drei genannten Defekte
stellt die Stimulation peripherer Blutzellen mit Bakterien oder Virenbestandteilen mit
anschlieBender Messung von Zytokinen oder Interferonen innerhalb der Zellen mittels
Durchflusszytometrie oder im Zellkulturiiberstand mittels ELISA dar [7]. Beide Verfahren
sind zeit- und kostenintensiv und werden daher nur von sehr wenigen Speziallaboratorien

angeboten.

In der folgenden Arbeit wird eine schnelle und preiswerte Methode zur Diagnose einer
defekten Signaliibermittlung der Toll-like Rezeptoren beschrieben, die auf der
durchflusszytometrischen Messung des Sheddings von L-Selektin (CD62L) auf der
Oberflache von Granulozyten nach Stimulation mit TLR-Agonisten beruht [8].



2.2 Neue Krankheitsbilder bei bekannten genetischen Defekten und neue
genetische Defekte bei bekannten Krankheitsbildern
2.2.1 Neue Krankheitsbilder bei bekannten genetischen Defekten (P2-P7)
2.2.1.1 Granulombildung bei Septischer Granulomatose (CGD) (P2-P5)

P2 von Bernuth H, Knochel B, Wendisch J, Bergert R, Winkler U, Hahn G, Rupprecht E,
Roesler J, Gahr M

Clinical presentation, diagnosis and therapy of granulomatous inflammations in patients with chronic
granulomatous disease (CGD)

Monatsschrift Kinderheilkunde 2003;151(1):49-56

P3 von Bernuth H, Kulka C, Roesler J, Gahr M, Résen-Wolff A.

NADPH oxidase is not required for spontaneous and Staphylococcus aureus-induced apoptosis of
monocytes.

Ann Haematol 2004;83(4):206-211

P4 Roesler J, Koch A, Porksen G, von Bernuth H, Brenner S, Hahn H, Fischer R, Lorenz N,
Gahr M, Rosen-Wolff A

Benefit assessment of preventive medical check-ups in patients suffering from chronic granulomatous
disease (CGD)

J Eval Clin Pract 2005;11(6):513-521

P5 Schuetz C, Hoenig M, Schulz A, Roesler J, Debatin KM, Friedrich W, von Bernuth H
Successful unrelated bone marrow transplantation in a child with chronic granulomatous disease

complicated by pulmonary and cerebral granuloma formation
Eur J Ped 2007;166(8):785-8

CGD ist ein angeborener Immundefekt, der durch die gestorte Bildung reaktiver
Sauerstoffmetabolite durch Phagozyten und die daraus resultierende erhdhte Anfalligkeit fiir
Infektionen durch Bakterien und Pilze gekennzeichnet ist [9-11]. Die prophylaktische
Behandlung dieser Patienten gegen Bakterien und Pilze konnte die Lebenserwartung deutlich
verbessern [9, 12-14]. Etwa die Hélfte der konservativ behandelten Patienten leidet trotz anti-
infektioser Prophylaxe unter einer chronischen Granulombildung, die vornehmlich an
Korperoberflichen (Gastrointestinaltrakt, Lunge) aber auch im Urogenitaltrakt auftritt [12].
Die Behandlung der Granulome basiert hiufig auf Kortikosteroiden, die im Einzelfall um
weitere Immunsuppressiva oder antiinflammatorische Medikamente (Methotrexat, anti-TNFa
gerichtete Therapie, CyclosporinA, 5-ASA) erginzt werden [15]. Da die Granulombildung
trotz antiinfektidoser Prophylaxe auftritt und durch immunsuppressive Therapie kontrolliert
werden kann, liegt es nahe, dass die eingeschrinkte Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite
bei CGD per se zur Granulombildung prédisponiert.

Die folgenden Arbeiten zeigen, dass die Granulombildung bei CGD sich zunédchst mit
milder Symptomatik und in vermutlich allen Organen présentieren kann und diskutieren die
Rolle reaktiver Sauerstoffmetabolite fiir die Monozytenapotose und Granulombildung bei

CGD [13, 15-17].



2.2.1.2 Variable Verlaufe bei (Schwerem) kombiniertem Immundefekt
((S)CID) (P6 und P7)

P6 RoBberg S, Schwarz K, Holzhauer S, Leucht S, Kiihl J, Ebell W, Wahn V, von Bernuth H
Delayed onset of (Severe) Combined Immunodeficiency (S)CID (T-B+NK+): Complete IL-7 receptor
deficiency in a female patient of 22 month

Klin Padiatr 2009;221:339-43

P7 von Bernuth H, Schwarz K, Miinch A, Schmugge M, Pekrun A, Meisel C, Wahn V, Ebell W,
KiihlJS

Hyperbilirubinemia, cholestatic hepatitis and fatal hepatic failure in T°"B'NK™ Severe Combined
Immunodeficiency caused by Adenosine Deaminase Deficiency (ADA-SCID), in preparation

Schwere kombinierte Immundefekte (SCIDs) sind der Prototyp des angeborenen
Immundefekts, da eine monogenetische Ursache zu einer lebensgefahrlichen Anfilligkeit fiir
Infektionserkrankungen durch multiple Erreger im ersten Lebensjahr fiihrt. Ein SCID kann
durch heterogene Storungen der T-Zellfunktion hervorgerufen werden. Typischerweise fiihrt
eine solche zu lebensbedrohlichen Infektionen innerhalb der ersten sechs Lebensmonate. Die
Fehlfunktion des T-Zellkompartiments kann isoliert, mit einer fehlenden Funktion der B-
oder NK-Zellen oder einer fehlenden Funktion der B- und NK Zellen auftreten. Bekannte
Varianten eines SCID werden durch die immunologische Phinotypisierung (T"B"'NK SCID,
TB'NK'SCID, T B'NK'SCID oder TB'NK'SCID) und den zu Grunde liegenden genetischen
Defekt definiert: Ein TB"'NK'SCID kann durch Mutationen in Genen fiir CD3 (CD3D, CD3E
or CD37) [18, 19] und in Genen fir ZAP70, IL7RA, CD45, TMEMI1424, STIMI und
COROIA [20-25] verursacht werden. Ein TB'NK'SCID kann durch eine gestorte VDI
Rekombination bei Mutationen in recombination activating gene [ (RAGI) oder
recombination activating gene 2 (RAG2) [26] oder durch Defekte in der Reparatur von DNA
Doppelstrangbriichen in DCLREIC, PRKDC, NHEJI und LIG4, die die Diversitit von
Antigenrezeptoren auf B- und T-Zellen kontrollieren [27], verursacht werden. Bekannte
Ursachen eines T'B'NKSCID sind Mutationen in den Genen fiir die ,,JL-2 receptor common
y-chain® (IL2RG) und JAK3 [28, 29]. Ein T'BNK'SCID kann durch einen Adenosin
Deaminase (ADA) Defekt oder Purinucleosidphosphorylase (PNP) Defekt verursacht werden
[30, 31]. Neben den Folgen fiir das Immunsystem fiihrt ADA-Defizienz oft zu neurologischen
Beeintrachtigungen (Intelligenzminderung, Innenohrschwerhorigkeit, pyramidale und extra-
pyramidale =~ Bewegungsstorungen), Skelettdysplasien, =~ Lungenerkrankungen  und

Nierenerkrankungen [32-35].

10



Die folgenden Arbeiten beschreiben wie eine amorphe Mutation in /L7RA, einem
»typischen SCID-Gen®, zu einem kombinierten Immundefekt (CID) mit Krankheitsbeginn
jenseits des ersten Lebensjahres und eine Mutation in 4DA zu einem SCID mit fulminantem
Leberversagen fiihrten. Diese Arbeiten ordnen damit bereits bekannten Genotypen bisher auf

dieser genetischen Grundlage nicht oder nur wenig bekannte Phianotypen zu [36].
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2.2.2 Neue genetische Defekte bei bekannten Krankheitsbildern (P8)
2.2.2.1 Immunologie des autosomal rezessiven IRAK4 Defekt (P8)

P8 von Bernuth H', Ku CL", Picard C, Zhang SY, Chang HH, Yang K, Chrabieh M, Issekutz A,
Cunningham CK, Gallin J, Holland S, Roifman C, Ehl S, Smart J, Tang M, Barrat F, Levy O,
McDonald D, Day-Good NK, Miller R, Takada H, Hara T, Al-Hajjar S, Al-Ghonaium A, Speert D,
Sanlaville D, Li XL, Geissmann F, Vivier E, Marodi L, Garty ZB, Chapel H, Rodriguez-Gallego C,
Bossuyt X, Abel L, Puel A, Casanova JL

Human IRAK-4 deficiency: a selective predisposition to life threatening pyogenic infections during
childhood reveals an otherwise redundant role for TLRs in protective immunity

J Exp Med 2007;204(10)12407—22* both authors equally contributed to this work

Pneumokokken und Staphylokokken besiedeln den oberen Respirationstrakt von 50 %
aller Kinder. Invasive Infektionen entwickeln jedoch nur Wenige [37, 38]. Isolierte
Pneumokokken und Staphylokokkeninfektionen wurden bisher als ,,idiopathische®
Erkrankungen angesehen. Der IRAK4-Defekt ist ein neuer Immundefekt, der zu selektiver
Anfilligkeit fiir bakterielle Erreger (insbesondere Pneumokokken und Staphylokokken)
pradisponiert. Die drei erstbeschriebenen Patienten zeigten eine beeintridchtigte Antwort auf
Agonisten fast aller TLRs und IL-18 im Vollblut, iiberlebten die Kindheit und ihre adaptive
Immunitédt schien intakt [3]. Dies fiihrte zur Hypothese, dass die aus tierexperimentellen
Modellen abgeleitete Bedeutung der TLRs fiir die Abwehr verschiedener Erreger, fiir die
adaptive Immunantwort und fiir das Uberleben beim Menschen nicht zutreffen [39]. Gegen
die vermutete selektive Bedeutung der TLRs wurde erwidert: Die fehlende Anfilligkeit von
Patienten mit IRAK4-Defekt fiir viele Erreger liege an fehlender Exposition, an TLR-
abhingigen/IRAK4-unabhingigen Signalwegen in menschlichen Leukozytenpopulationen
und/oder an TLR-abhédngigen/ IRAK4-unabhingigen TLR-Agonisten [40-42]. Vorarbeiten
konnten bereits zeigen, dass IRAK4-defiziente Patienten trotz fehlender TLR7, TLR8 und
TLRY9 Funktion gegen Viren immun sind und diese Immunitidt vermutlich durch die
vorhandene TLR3 Aktivitit IRAK4-defizienter Zellen erklart werden kann [43, Nachdruck
siche Anlage].

Die im folgenden vorgestellte Arbeit belegte weiter, dass bis auf die TLRs 3 und 4 alle
TLRs IRAK-4 defizienter Patienten in peripheren Leukozyten nicht auf eine breite Anzahl
von TLR-Agonsiten reagieren [44]. Die Annahme einer lediglich selektiven Bedeutung

humaner TLRs wurde durch diese Ergebnisse weiter gestiitzt [45, Nachdruck sieche Anlage].
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2.2.2.2 Erstbeschreibung des autosomal rezessiven MyD88 Defekt

P9 von Bernuth H, Picard C, Jin Z, Pankla R, Xiao H, Ku CL, Chrabieh M, Mustapha IB,
Ghandil P, Camcioglu Y, Vasconcelos J, Sirvent N, Guedes M, Vitor AB, Herrero-Mata MJ,
Aroéstegui JI, Rodrigo C, Alsina L, Ruiz-Ortiz E, Juan M, Fortuny C, Yagiie J, Anton J, Pascal M,
Chang HH, Janniere L, Rose Y, Garty BZ, Chapel H, Issekutz A, Marodi L, Rodriguez-Gallego C,
Banchereau J, Abel L, Li X, Chaussabel D, Puel A, Casanova JL

Pyogenic bacterial infections in humans with MyD88-deficiency

Science 2008;321(5889):691-6

Die immunologische und molekulargenetische Untersuchung von Patienten mit
invasiven Pneumokokken und Staphylokokeninfektionen fiihrte zur Entdeckung des in den
vorigen Arbeiten beschriebenen IRAK4-Defekts [3, 44]. IRAK4 kann durch das
Adaptermolekiill MyD88 an TLRs und Interleukin-1 Rezeptoren (IL-1Rs) binden. Patienten
mit IRAK4-Defekt fallen durch eine selektive, auf das Kindesalter und das frithe
Jugendlichenalter beschrinkte, Anfélligkeit fiir bakterielle Infektionen, insbesondere durch
Pneumokokken und Staphylokokken auf. Diese klinische Prédsentation war {iberraschend, da
MyD88-defiziente Maiause in tierexperimentellen Modellen fiir viele Erreger aus
verschiedenen Erregergruppen (mindestens 19 Bakterien, sieben Viren, fiinf Parasiten und
vier Pilze) anfillig waren. Wie 1in den vorigen Arbeiten gezeigt, koénnen
Leukozytensubpopulationen von Patienten mit IRAK4-Defekt nicht durch TLR-Agonisten
stimuliert werden. Dies trifft insbesondere fiir die TLRs zu, die IRAK4 mit Hilfe von MyD8&8
binden. Die beobachtete Immunitit der IRAK4-defizienten Patienten konnte daher durch
TLR-MyD88 abhdngige/ IRAK4 unabhingige oder IL-1R-MyD88 abhingige/ IRAK4

unabhéngige Signalwege erklirt werden.

Die folgende Arbeit ist die Erstbeschreibung des autosomal rezessiv vererbten
MyD88-Defekts. Diese Arbeit beschreibt den zweiten molekulargenetisch definierten
Immundefekt mit selektiver Anfalligkeit fiir bakterielle Erreger, insbesondere fiir
Pneumokokken und Staphylokokken. Erstmalig ermoglichte diese Arbeit den direkten
Vergleich des infektiologischen und immunologischen Phinotyps MyD88-defizienter Mause
mit MyD88-defizienten Menschen. Die weit verbreitete Annahme, dass MyD88 abhingige
TLRs fiir die Abwehr vieler Erreger und fiir das Uberleben des Menschen notwendig sind,

wurde damit erneut in Frage gestellt [4].
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2.2.2.3 Detailliertes Krankheitsbild der Patienten mit IRAK4 und MyD88 Defekt

P10  von Bernuth H', Picard C*, Ghandil P, Chrabich M, Levy O, Arkwright PD, McDonald D,
Takada H, Krause JC, Creech CB, Ku CL, Ehl S, Marodi L, Sami Al-Hajjar S, Al-Ghonaium A, Day-
Good NK, Holland SM, Gallin J, Chapel H, Speert DP, Rodriguez-Gallego C, Colino E, Garty BZ,
Roifman C, Hara T, Yoshikawa H, Nonoyama S, Domachowske J, Issekutz AC, Tang M, Smart J,
Zitnik SE, Hoarau C, Kumararatne D, Thrasher A, Davies G, Bethune C, Sirvent N, de Ricaud D,
Camcioglu Y, Vasconcelos J, Guedes M, Bonito Vitor A, Rodrigo C, Almazan F, Méndez M, Arostegui
JI, Alsina L, Fortuny C, Reichenbach J, Al-Muhsen S, Doffinger R, Abel L, Puel A, Casanova JL” both

authors contributed equally to this work

Clinical features and outcome of patients with IRAK-4 and MyD88 deficiency, in press

IRAK4 und MyD88-Defekt sind Immundefekte desselben Signalweges [3, 4]. Das
Adaptermolekiill MyD88 verbindet TLR und IL-1R mit dem IRAK Komplex, der aus zwei
katalytisch aktiven (IRAK1/ IRAK4) und zwei Einheiten ohne katalytische Aktivitit besteht
(IRAK-2/ IRAK-3/M). MyD88 interagiert mit TLR und IL-1R {iiber eine gemeinsame Toll/
IL-1R (TIR) Doméne. Die Aktivierung des MyD88- und IRAK4-abhingigen Signalweges
fiihrt zur Synthese von IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-o/p und IFN-A. Leukozyten MyD88-
und IRAK4-defizienter Patienten zeigen eingeschrinkte Antworten auf die meisten TLR und
IL-1R Agonisten [3, 4]. Humane TLR, mit Ausnahme von TLR3, sind auf MyDS88 und
IRAK4 angewiesen [46, 47]. Dieser Signalweg wird auch von einer Reihe von IL-1Rs, wie
IL-1R, IL-18R, und IL-33R (ST2) genutzt [48, 49]. Ein alternativer, MyD88-unabhéngiger,
TRIF-abhingiger Signalweg kann von TLR3 und TLR4 genutzt werden. Der alternative
TLR3 abhingige Signalweg ist in Patienten mit UNC-93B und TLR3 Defekt gestort, deren
alternativer TLR4 Signalweg nicht gestort ist [5, 50]. Im Gegensatz hierzu sind Mutationen in
NEMO und IKBA mit einer Einschrankung verschiedener Signalwege assoziiert [51].

Vor dem Hintergrund der anndhrend vollstindigen immunologischen Einschrinkung
fast aller TLRs wire bei Fehlen des MyD88 und IRAK4 ein lebensbedrohlicher Immundefekt
mit einer erhohten Anfélligkeit fiir viele verschiedene Erreger zu erwarten. Die klinischen
Verldufe der bisher identifizierten Patienten mit MyD88 und IRAK4 Defekt legen jedoch
einen Immundefekt mit selektiver Anfilligkeit fiir invasive bakterielle Infektionen,
insbesondere durch Gram-positive Bakterien, wie Streptococcus pneumoniae und
Staphylococcus aureus, aber auch durch Gram-negative Bakterien, wie Pseudomonas
aeruginosa und Shigella sonnei, nahe. Auflerdem scheint sich die Prognose der Patienten mit
fortschreitendem Alter deutlich zu verbessern. Dieser FEindruck basierte bisher auf
Kasuistiken [52-55, Nachdrucke siehe Anlage] und der Beschreibung einer Kohorte von 28
Patienten [44]. Diese Publikationen konzentrierten sich dabei auf die Genotypisierung und die
Beschreibung des immunologischen Phénotyps. Eine detaillierte Beschreibung des klinischen

Phinotyps fehlte bisher.
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Die letzte Arbeit dieser Habilitationsschrift stellt erstmalig das klinische Bild aller
bisher bekannten Patienten mit MyD88 und IRAK4 Defekt umfassend dar. In einer Kohorte
von 60 Patienten werden die auftretenden Infektionserkrankungen und die verschiedenen
Modalititen und der Erfolg einer anti-infektiosen Prophylaxe detailliert beschrieben. Diese
Arbeit widerlegt erneut die Hypothese, dass MyD88-abhdngige TLRs fiir die Abwehr

verschiedener Erregergruppen und dauerhaft fiir das Uberleben notwendig sind [56].
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3. DISKUSSION

3.1 Preiswerte Immundefektdiagnostik mit geringen Materialmengen (P1)

Ein bisher noch unerreichtes Ziel der padiatrischen Immunologie ist es, alle Patienten
mit Immundefekt rasch diagnostizieren und behandeln zu kénnen. Die Herausforderungen
liegen hierbei einerseits in der korrekten FEinschitzung der klinischen Situation und
andererseits in der bisher nicht gegebenen breiten Verfiigbarkeit spezieller Diagnostik fiir
seltene Erkrankungen. In der ersten in dieser Habilitationsschrift aufgefiihrten Arbeit (P1)
wurde das induzierbare Shedding von L-Selektin (CD62L) in 38 gesunden Kontrollspendern
und 7 Patienten mit gesichertem genetischem Defekt in TLR-Signalwegen getestet. Im
Gegensatz zu allen Kontrollspendern I6ste bei IRAK4-Patienten die Stimulation mit
PAM;CSK4 (Agonist fiir TLR1/2), PAM,CSK4 (TLR2/6), LPS (TLR4) or R-848 (TLR7 und
TLRS) und bet UNC93B Defekten die Stimulation mit R-848 kein CD62L shedding aus. Die
Ergebnisse fiir Patienten mit IRAK4-Defekt konnten zwischenzeitlich fiir Patienten mit
MyD88-Defekt bestitigt werden. Die Stimulation von Vollblut mit TLR-Agonisten mit
anschlieBender durchflusszytometrischer Messung der CD62L Expression bietet gegeniiber
der herkdmmlichen Messung von induzierten Zytokinen per ELISA folgende Vorteile: Die
Methode ist deutlich schneller (Dauer 3h, gegeniiber mindestens 3 Tagen), deutlich billiger,
kommt mit einer sehr geringen Blutmenge aus (100 ul) und ist wegen der weitern Verbreitung
von Durchflusszytometern nicht nur in immunologischen Speziallaboren einsetzbar. Eine
Schwiche der Methode liegt darin begriindet, dass insbesondere Defekte in Molekiilen, die im
Signalweg nicht unmittelbar an die TLRs anschlie8en, nicht diagnostiziert werden kénnen. So
ist das TLR-vermittelte CD62L shedding bei Patienten mit genetisch gesichertem NEMO-

Defekt normal.

Die hier vorgestellte Methode erweitert das Spektrum druchflulzytometrischer
Methoden fiir die Immundefektdiagnostik. Da eine durchflusszytometrische Methode robust,
billig und breit verfiligbar ist, leistet sie einen wichtigen Beitrag, Patienten mit Immundefekt
frithzeitig zu diagnostizieren, da Diagnostik fiir einen Defekt der TLR-Signalwege (MyD88-
Defekt oder IRAK4-Defekt) nun nicht mehr auf den aufwendigen Versand von

Patientenmaterial an wenige Speziallabore angewiesen ist [8, 57].
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3.2 Neue Krankheitsbilder bei bekannten genetischen Defekten und neue
genetische Defekte bei bekannten Krankheitsbildern (P2 — P10)

3.2.1 Neue Krankheitsbilder bei bekannten genetischen Defekten (P2 —
P7)

Obwohl die CGD schon 1957 und 1959 unter dem Namen ,,fatal granulomatosis of
childhood* beschrieben wurde [58, 59], der zu Grunde liegende Defekt der
Sauerstoffradikalbildung durch Phagozyten bereits seit 1967, das Fehlen der NADPH-
Oxidase seit 1968 [60, 61] und zwischenzeitlich fiinf molekulargenetische Defekte bekannt
sind, konnen der individuelle klinische Verlauf und die individuelle Prognose nur teilweise
abgeschdtzt werden. Das Spektrum der klinischen Verldufe reicht von relativ milden
Erstmanifestationen in der Adoleszenz bis zu tddlicher Sepsis im Sduglingsalter [12]. Da
Infektionen und Granulombildung oft mit geringerer Entziindungsreaktion auftreten, konnen
Symptome unterschétzt und Erkrankungen iibersehen werden. Die hier vorgestellten Arbeiten
zeigten, dass Patienten mit CGD von regelméfigen Routineuntersuchungen profitieren, da
Komplikationen der Erkrankung so frither erkannt werden. Von 32 Patienten, die an der
Universitatskinderklinik in Dresden in 15 Jahren betreut wurden, sind acht iiber einen
Zeitraum von fiinf Jahren regelmifig vorstellig geworden. Die Routinediagnostik umfasste
hierbei meist: Vier Mal pro Jahr klinische Untersuchung und laborchemische Diagnostik,
einmal pro Jahr Sonographie des Abdomen und Lungenfunktion. In dieser Gruppe wurden im
Rahmen dieser Untersuchungen sechs Lungenmanifestationen und ein Leberabszess
diagnostiziert. Im Gegensatz hierzu présentierten sich sieben Patienten ohne regelmiBige
Verlaufskontrolle erst mit schweren Krankheitssymptomen, komplizierten und teilweise
todlichen Verldufen [13]. Krankheitsmanifestationen der CGD, die oft erst durch
Routineuntersuchungen auffallen betreffen dabei insbesondere Granulombildungen ohne
offensichtliche infektiose Genese im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge und im
Zentralnervensystem [15, 16]. Die hier vorgestellten Arbeiten unterstreichen, dass die CGD
sich immer mit bisher unbeschriebenen Krankheitsbildern priasentieren kann und deshalb eine
enge Betreuung der Patienten durch eine Spezialambulanz notwendig ist. Die Arbeiten
zeigten, dass bei CGD eine Granulombildung ohne Erregernachweis trotz konsequent
durchgefiihrter anti-infektioser Prophylaxe auftritt, so dass eine nicht-infektiose Genese der
Granulombildung bei CGD wahrscheinlich ist [15, 16]. In der hier vorgestellten Arbeit konnte
gezeigt werden, dass CGD-Monozyten keine verminderte Spontanapoptose oder S.aureus-
induzierte Apoptose aufweisen [17]. Die defiziente Sauerstoffburstreaktion dieser Patienten

konnte somit vor allem iiber die verminderte Apoptose neutrophiler Granulozyten zu einer
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vermehrten Granulombildung pradisponieren [61]. Unklar ist dabei bisher ob persistierende
Granulozyten direkt oder indirekt durch eine fehlende anti-inflammatorische Wirkung
apoptotischer Granulozyten zur Granulombildung pradisponieren [63].

Klassischerweise definiert sich ein SCID durch Infektionen mit opportunistischen
Erregern innerhalb der ersten 6 Lebensmonate bei eingeschrankter humoraler und zelluldrer
Immunitdt. Die klinische Manifestation jenseits des 6. Lebensmonats wird oft als
,<Kombinierter Immundefekt® (CID) definiert. Wie der hier erstmalig beschriebene
Krankheitsbeginn jenseits des 6. Lebensmonats trotz vollstindigem 1L7-Rezeptordefekt zeigt,
ist diese streng dichotome Einteilung diagnostisch nicht hilfreich [64]. Ein Krankheitsbeginn
jenseits des 6. Lebensmonats oder gar jenseits des 1. Lebensjahres sollte daher nie a priori
zum Ausschluss einer kombinierten Immundefekterkrankung fiithren. Neben dem hier
beschriebenen sehr seltenen Fall eines spiten Krankheitsbeginns bei vollstindigem
Funktionsverlust, sind viele Krankheiten beschrieben worden, die durch hypomorphe
Mutationen verursacht werden und mit einer Restfunktion des betroffenen Proteins
einhergehen. Beispiele hierfiir sind ein neunjdhriger Junge mit chronischer Candidiasis bei
hypomorphem Z4P70 Defekt und hypomorphe Mutationen in RAG/ und RAG?2, die zu einem
Krankheitsbeginn weit jenseits des ersten Lebensjahres fiihrten [65, 66].

Hepatitis ohne Erregernachweis wurde bisher nur bei zwei Patienten mit ADA-SCID
und einem mit JAK3-SCID beschrieben [67-69]. Die hier vorgestellte Arbeit beschreibt den
dritten Patienten mit Hepatitis bei ADA-SCID und den ersten, der mit einem 10/10
identischen Knochenmark von einem verwandten Spender transplantiert wurde. Vier Griinde
kommen fiir dieses Leberversagen bei T°YB'NK ADA-SCID in Frage: Infektiose Hepatitis
ohne Erregernachweis, Autoimmunhepatitis bei oligoklonal expandierten autoreaktiven T-
Zellen, metabolische und toxische Hepatitis. Da ADA-defiziente Maiuse an Hepatitis
versterben, vermuten wir, dass die Hepatitis unseres Patienten zumindest zum Teil
idioptahisch metabolisch verursacht ist [70-72]. Beim ADA-SCID stehen neben der
Knochenmarktransplantation auch die Gentherapie und eine Enzymersatztherapie zur
Verfiigung. Die Knochenmarktransplantation ohne Konditionierung durch einen verwandten,
HLA-identischen Spender weist dabei die beste Prognose auf [34, 73-75]. Wir wihlten diese
Option, da ein HLA-identischer Spender zur Verfligung stand und wir nicht potentielle
autoreaktive T-Zellen durch eine Enzymersatztherapie erhalten wollten, die dann vor
Knochenmarktransplantation eventuell eine Konditionierung erforderlich gemacht hitten. Wir
vermuten, dass der letale Verlauf unseres Patienten bei fritherer Transplantation und

Vermeidung potentiell hepatotoxischer Medikamente hétte vermieden werden konnen.
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3.2.2 Neue genetische Defekte bei bekannten Krankheitsbildern (P8 -
P10)

Streptococcus pneumoniae und Staphylococcus aureus sind kommensale Organismen
im oberen Respirationstrakt. 10 — 57 % aller Kinder sind mit S. pneumoniae besiedelt, wobei
im Alter von 3, bzw. 0 — 4 Jahren die hiufigste Besiedlung beobachtet wurde [37, 38, 64]. In
dhnlicher Weise sind im oberen Respirationstrakt 10 — 50 % aller Kinder symptomlos mit S.
aureus besiedelt, wobei ein Besiedelungsmaximun im Alter von 10 Jahren bekannt ist [37].
Trotz der weiten Verbreitung rufen beide Bakterien bei Kindern und Jugendlichen nur selten
invasive Infektionen hervor. Vor der Einfithrung des Protein-konjugierten Impfstoff gegen S.
pneumoniae traten invasive Pneumokokkeninfektionen bei Kindern bis zum Alter von zwei
Jahren in verschiedenen Léndern mit den folgenden Prdvalenzen auf: 14/ 100.000 in
Deutschland, >90/ 100.000 in Spanien, 188/ 100.000 in den Vereinigten Staaten, 1.741/
100.000 in Afrika [76-81]. Die Einfiihrung des Protein-konjugierten Impfstoffes im Jahr 2000
hat zwar zu einem Riickgang invasiver Pneumokokkeninfektionen gefiihrt, doch die Pravalenz
st mit 17/ 100.000 in allen Altersgruppen, mit 7/ 100.000 in der Gruppe der 0-3 Monate alten
Kinder und mit 59/ 100.000 in der Gruppe der bis zweijdhrigen Kinder weiterhin relevant
(Zahlen aus den USA) [76, 82]. Die Priavalenz invasiver Infektionen durch S. aureus liegt ver-
mutlich im Bereich von 2 -20/ 100.000 [83]. Unklar ist bisher, ob bei betroffenen Patienten
angeborene Immundefekte bestehen [84].

Bis vor wenigen Jahren waren als genetische Ursache invasiver
Pneumokokkeninfektionen nur angeborene Immundefekte, die durch die eingeschrédnkte
Abtotung opsonisierter Bakterien mittels milzstandiger Makrophagen hervorgerufen werden,
bekannt [85]. Die Rolle genetischer Pridispositionen des Wirts fiir eine invasive Infektion
durch Pneumokokken wird nach wie vor nicht allgemein anerkannt. In d&hnlicher Weise waren
quantitative oder qualitative Storungen der neutrophilen Granulozyten die einzigen allgemein
bekannten Risikofaktoren fiir invasive Staphylokokken-infektionen [86]. Vor kurzem wurden
dariiber hinaus mit dem NEMO-Defekt [87-89] dem Inhibitor von NFkB-a (IxkBa)-Defekt
[89], dem in dieser Arbeit vorgestelltem IRAK4-Defekt [3, 44] und dem MyD88-Defekt [4]
angeborenen Storungen des Toll-like und Interleukin-1 Rezeptor Signalwegs charakterisiert,
die ebenfalls eine besondere Anfilligkeit fiir Pneumokokkeninfektionen [3, 4, 7, 43, 44, 52-
55, 87, 88, 91-103] und fiir Staphylokokkeninfektionen [3, 4, 44, 53, 90, 98, 102-104] zur
Folge haben. Diese Arbeiten beschreiben vier neue Immundefekte und zeigen exemplarisch,
dass bisher als ,,idiopathisch® bezeichnete lebensbedrohliche Infektionskrankheiten im

Kindesalter Anlass zur Suche nach einem Immundefekt sein sollten [1, 45, 105].
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3.3 Erweiterte Definition des Begriffs ,,Angeborener Immundefekt*

Die hier vorgestellten Arbeiten zum IRAK4-Defekt und MyDS88 Defekt zeigen
exemplarisch, dass auch invasive Infektionen durch Pneumokokken auf Grundlage eines
Immundefekts entstehen konnen [3, 4, 44]. Die Beschreibung des UNC93B-Defekts und des
vollstaindigen STAT1-Defekts zeigte, dass auch eine Enzephalitis durch Herpes Simplex Typl
auf dem Boden eines angeborenen Immundefekts entstehen kann [5, 105]. Die Entitdten
»invasive Pneumokokkeninfektion® und ,,Herpesenzephalitis® galten bis zur Beschreibung
dieser Defekte weitgehend als ,idiopathische® Infektionskrankheiten, die keine
Immundefektdiagnostik erforderlich machten. In die eingangs aufgefiihrte Liste der
Warnzeichen konnte man nun pragmatisch die selektive Anfilligkeit fiir Enzephalitis durch
Herpes Simplex Typl oder die selektive Anfilligkeit fiir invasive Pneumokokkeninfektionen
aufnehmen. Diese Arbeiten der letzten Jahre legen vielmehr nahe, dass jede lebensbedrohliche
oder sehr seltene Infektionserkrankung, die insbesondere vor der Pubertét auftritt, Anlass fiir
die nachhaltige, ggf. forschende Suche nach einem Immundefekt sein sollte [2].

Die klinische Arbeit und Forschung gleichermalBlen stimulierende Antwort auf die
eingangs gestellte Frage ,,Was ist ein angeborener Immundefekt?** konnte also lauten: ,,Ein
angeborener Immundefekt ist eine genetisch bedingte Pridisposition zu rezidivierenden
Infektionen aber auch zu einer sporadisch (insbesondere vor der Pubertit) auftretenden
lebensbedrohlichen Infektionserkrankung. Dabei ist unerheblich, ob es sich um eine
Anfilligkeit fiir mehre Erreger oder um eine selektive Anfalligkeit fiir einen Erreger handelt.*
Die Aufnahme der Kriterien ,,Auftreten einer lebensbedrohlichen Infektionserkrankung® und
LAuftreten einer seltenen Infektionserkrankung® in die eingangs aufgefiihrte Liste der
Warnzeichen wiirde damit helfen, auch Patienten mit bisher molekulargenetisch noch nicht

definierten Immundefekten der notwendigen forschenden Diagnostik zuzufiihren.
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4. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die in dieser Habilitationsschrift vorgestellten Arbeiten leisten einen Beitrag zur
Verbesserung der Diagnostik angeborener Immundefekte. Diagnostik bei Verdacht auf
Immundefekt basiert einerseits auf der korrekten Einschédtzung der klinischen Situation und
andererseits auf der raschen Verfiigbarkeit notwendiger, preiswerter und robuster
diagnostischer Methoden. Letzterem Ziel dient die Arbeit, die eine solche Methode fiir die
Diagnostik von Defekten der Toll-like Rezeptoren vorstellt [8]. Ersterem Ziel dienen die
Arbeiten, die neue Krankheitsbilder bei bekannter genetischer Atiologie beschreiben [15-17,
36, 107] und die Arbeiten, die bekannten Infektionserkrankungen neue genetische und
immunologische Atiologien zuordnen [4, 44, 108]. Vor allem letztere Arbeiten konnen
sowohl den klinisch téitigen, als auch den forschenden Pidiater stimulieren bei
lebensbedrohlichen und/oder seltenen Infektionserkrankungen nach einem Immundefekt zu
suchen. Neben den in dieser Habilitationsschrift vorgestelltenzu invasiven bakteriellen
Infektionen und der Herpesenzephalitis, konnten auch die Late-onset-sepsis des
Neugeborenen, die Miliartuberkulose oder schwere Virusinfektionen innerhalb der ersten 12

Lebensmonate durch angeborene Immundefekte bedingt sein.
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