-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Digitale Hochschulschriften der LMU

Das Wiskott-Aldrich Syndrom.
Eine Gegenuberstellung der klinischen Erstbeschreibung (1937) mit dem
aktuellen Wissen uiber die Rolle des Wiskott-Aldrich Proteins (WASP).
Molekulargenetische Untersuchung der erstbeschriebenen Familie in drei
Generationen.
Analyse zur Verteilung und Haufigkeit der Mutationen sowie zur Genotyp-

Phéanotyp-Korrelation beim Wiskott-Aldrich Syndrom.

Vera Binder


https://core.ac.uk/display/11029134?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Aus der Kinderklinik und Kinderpoliklinik
im Dr. von Haunerschen Kinderspital
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Direktor: Professor Dr. med. Dietrich Reinhardt

Das Wiskott-Aldrich Syndrom.

Eine Gegenuberstellung der klinischen Erstbeschreibung (1937) mit dem
aktuellen Wissen liber die Rolle des Wiskott-Aldrich Proteins (WASP).
Molekulargenetische Untersuchung der erstbeschriebenen Familie in drei
Generationen.

Analyse zur Verteilung und Haufigkeit der Mutationen sowie zur Genotyp-

Phéanotyp-Korrelation beim Wiskott-Aldrich Syndrom

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Vera Binder
aus
Munchen

2007



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Miinchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

Prof. Dr. med. B. H. Belohradsky

Prof. Dr. O. Steinlein

Priv. Doz. Dr. M.C.Walter

Priv. Doz. Dr. M. Noterdaeme

Prof. Dr. med. D. Reinhardt

14.06.2007



21

2.2

2.2.1

222

2221
2222
2223
2224
2225
2226
2227
2228
2229
2.2.2.10
2.2.2.11
22212
2.3

24

25

2.6

2.7

2.8

Inhaltsverzeichnis

Seite

Einleitung und Fragestellung 5

Das Wiskott-Aldrich-Syndrom: Klinik und Pathophysiologie 8

Erstbeschreibung und aktueller Kenntnisstand 8

Die Rolle des WAS-Proteins 13
Die Rolle des WAS-Proteins bei der Aktinpolymerisation 13
Die Rolle des WAS-Proteins in den einzelnen

Zellen des hdmatopoetischen Systems 17
CD 34+ hamatopoetische Vorlauferzellen 17
T-Lymphozyten Signaltransduktion / Formation der Immunsynapse 18
T-Lymphozyten-,trafficking” 21
T-Zellentwicklung 22
Mikrovilliformation bei T- und B-Lymphozyten 22
B-Lymphozyten 23
Natrliche Killerzellen 25
Monozyten / Makrophagen / Dendritische Zellen / Osteoklasten 26
Neutrophile 29
Mastzellen 29
Thrombozyten 30
Zusammenfassung der Rolle des WAS-Proteins 32
X-chromosomale Thrombozytopenie 33
X-chromosomale Neutropenie 34
WAS-assoziierte Autoimmunsyndrome 36
WAS-assoziierte Malignome 37
Diagnostik 39
WAS beim weiblichen Geschlecht 41



2.9
2.9.1
29.2
2.9.2.1
2922

3

31

3.2

3.3

3.4

3.5

N O

Therapie

Symptomatische Therapie
Kurative Therapie
Knochenmarkstransplantation

Gentherapie
Genetische Untersuchungen zum Wiskott-Aldrich-Syndrom

Mutationen im WAS-Gen und Genotyp-Phanotyp Korrelation:
Literaturiibersicht

Die Mutation in der erstbeschriebenen Familie

Mutationen im WAS-Gen und Genotyp-Phanotyp Korrelation:
Daten des genetischen Labors der LMU Miinchen

Vergleich der Daten aus dem genetischen Labor der
LMU Miinchen mit der Literatur

Zusammenfassung der Genotyp-Phanotyp-Korrelation
Zusammenfassung
Literaturverzeichnis

Danksagung

Lebenslauf

42
42
43
43

43

46

55

58

63

66

68

70

92

93



1 Einleitung und Fragestellung

Im Jahre 1936 beschrieb Dr. Alfred Wiskott (Haunersche Kinderklinik Midnchen) erstmals ein
Krankheitsbild mit der Symptomentrias Blutungsneigung bei Thrombozytopenie,
Infektanfalligkeit und konstitutionelles Ekzem. Betroffen waren drei Briider einer Familie, die in
den ersten Lebensmonaten an den genannten Symptomen verstarben. Alle sechs Schwestern
der drei Jungen waren gesund (1).

Im Jahre 1954 untersuchte der amerikanische Wissenschaftler und Kinderarzt R. A. Aldrich MD
die Familie eines Indexpatienten mit der gleichen Symptomentrias. Dabei zeigte sich, dass von
40 untersuchten Knaben 16 bereits im Sauglingsalter verstorben waren, 10 davon waren an
Otitiden, Hautekzemen und blutiger Diarrhoe erkrankt. Samtliche weibliche Familienmitglieder
schienen gesund. Aldrich schlo3 daraus, dass es sich um ein Syndrom mit X-chromosomal

rezessivem Erbgang handelt (2).
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Abbildung 1: Stammbaum der Familie beschrieben von Aldrich M. D. im Jahre 1954 (2)

In einem persoénlichen Gesprach teilte Wiskott einem Klinikmitarbeiter mit, dass er Sorge hatte,

das Krankheitsbild ausdricklich als Erbleiden zu beschreiben, um im damaligen



nationalsozialistischen Deutschland die von ihm betreute Familie nicht in Gefahr zu bringen.
(Euthanasiegesetz, Zwangssterilisation)(3)

Das nach den beiden Erstbeschreibern benannte Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) ist ein
seltenes X-chromosomal vererbtes Krankheitsbild des hamatopoetischen Systems. Es kommt
mit einer Haufigkeit von 2-4/1Mio. lebend geborener Jungen vor (4). Das Vollbild der
Erkrankung ist charakterisiert durch einen kombinierten Immundefekt, Thrombozytopenie mit
kleinen Thrombozyten, ekzematosen Hautveranderungen und dem gehauften Auftreten von
Autoimmunerkrankungen und malignen Erkrankungen v.a. des lymphatischen Systems. Die
phanotypische Auspragung ist allerdings sehr breit gefachert. Sie reicht vom beschriebenen
Vollbild des WAS bis hin zur X-chromosomalen Thrombozytopenie (XLT=X-linked
thromboytopenia), die sich durch eine milde Thrombozytopenie bei kleinem
Thrombozytenvolumen auszeichnet (5). Auch die X-chromosomale Neutropenie (XLN=X-linked

neutropenia) wird als eine eigene phanotypische Auspragung des WAS diskutiert (6).

Im ersten Teil dieser Arbeit wird die auf rein klinischer Beobachtung beruhende
Erstbeschreibung des WAS mit der genannten Symptomentrias dem aktuellem Wissensstand
in der Literatur gegenlibergestellt. Hierbei wird besonders auf die aktuellen Kenntnisse zur Rolle
des  Wiskott-Aldrich-Syndrom-Proteins  (WASP) in den einzelnen Zelltypen des
hamatopoetischen Systems und damit auf die Pathophysiologie der Erkrankung, die dem
Erstbeschreiber noch nicht bekannt war, eingegangen.

Zudem werden dem Ertsbeschreiber ebenfalls noch nicht bekannte, unterschiedliche
phanotypische Auspragungen des WAS beschrieben, wie die X-chromosomale
Thrombozytopenie, die X-chromosomale Neutropenie, die Art und Haufigkeit von
Autoimmunerkrankungen sowie maligne Erkrankungen bei WAS-Patienten.

Am Ende des ersten Teils folgt eine Ubersicht iber aktuelle Diagnostik- und Therapieoptionen.

Die mit der Klonierung des Gens von Derry et al. 1994 (7) eroffnete Moglichkeit zur
molekulargenetischen Diagnostik wird Uberleiten auf den zweiten Teil der Arbeit. Hier wird eine
Ubersicht gegeben (iber die aktuell beschriebenen Mutationen und deren Position im WAS-Gen

und die in der Literatur beschriebenen Genotyp-Phanotyp-Korrelationen.



Diese werden den Untersuchungsergebnissen des Instituts fir Medizinische Genetik der
Ludwig-Maximilians-Universitat (Labor Prof. Dr. A. Meindl) gegenibergestellt. Dort wurden
Mutationsanalysen in Familien, bei denen ein klinischer Verdacht auf das Vorliegen eines WAS

bestand, durchgefihrt.

Die Tatsache, dass Prof. Dr. Alfred Wiskott am Dr. von Haunerschen Kinderspital, der
Kinderklinik der Ludwig-Maximilians Universitat in Midnchen, tatig war und seine ehemaligen
Aufzeichnungen noch erhalten sind, gab uns die Moglichkeit Kontakt zu den Nachfahren der
von ihm beschriebenen Familie aufzunehmen. Es wurde ein Stammbaum angefertigt und
einzelne Familienmitglieder genetisch untersucht. Es sollte im Nachhinein gezeigt werden, ob
die originare Familie wirklich vom molekulargenetisch definierten WAS betroffen war und

welche Mutation gegebenenfalls vorgelegen hat.



2 Das Wiskott-Aldrich-Syndrom: Klinik und Pathophysiologie

21 Erstbeschreibung und aktueller Kenntnisstand

Im Jahre 1936 beschrieb Dr. Afred Wiskott (Kinderklinik Minchen) erstmals ein Krankheitsbild

mit der Symptomentrias Blutungsneigung, Infektanfalligkeit und konstitutionelles Ekzem. Nach

Durchsicht der originaren Aufzeichnungen werden seine damals gemachten klinischen

Beobachtungen den aktuellen Kenntnissen zum klinischen Bild gegenlibergestellt.

Wiskott(1):

Aktuell(4, 8-12)

Thrombozyten | z.T. Thrombozytopenie (35.000-

250.000/ul)

Blutungsneigung (v.a. Darmtrakt,

vereinzelt Hautblutungen)
z.T. Blutung bei normalen bis leicht

erniedrigten Thrombozytenzahlen

Normale - kaum verlangerte
Blutungszeit,

verfriht aufgegebene Retraktion bei
80.000/pl (normal bei 45.000/pl),
fehlende Verklumpung der Plattchen
im Blutausstrich nach Fonio: gewisse

Funktionsuntuchtigkeit der Plattchen,

Plattchen granulafrei -granulaarm

Ca. 90% der Patienten haben eine

Thrombozytopenie bei Diagnosestellung

Thrombozytenzahlen schwanken (<10.000

bis >100.000/), oft Abfall bei Infektionen.
(klinisch oft Blutungen: Petechien oder
Purpura (78%), Haematemesis und
Melaena (28%), Epistaxis (16%), orale
Blutungen (6%), intrakranielle Blutungen

(2%) andere (5%))

Thrombozytenvolumen vermindert mit 3,8-

5,0 fl (Norm 7,1-10,5 fl),
Thrombozytengrofie und —zahl kdnnen

sich nach Splenektomie normalisieren.

Megakaryozyten: normale Differenzierung,

nur kirzere und weniger
Filopodienbildung, allerdings normale
Migration. Normale
Prothrombozytenbildung, normale Anzahl

der retikulierten jungen Thrombozyten,




Die Ursache der Thrombozytopenie und
des verminderten Plattchenvolumens ist
noch weitgehend unklar, jedoch eher kein
Problem der Produktion.

Evtl. Veranderungen des Zytoskeletts
wahrend der Zirkulation im Blut. Dann
erhdhter Abbau in der Milz wegen
struktureller Fehlbildung. Die
Veranderungen der Zytoarchitektur
kénnen zu Stérungen der

Thrombozytenaggregation fiihren.

Erythrozyten

Hypochrome Anamie, malige

Regeneration (Blutungsanamie)

Eisenmangelanamie haufig bei WAS,
wegen dem standigen Verlust an
Erythrozyten (hypochrom, mikrozytar).
Auftreten von autoimmunhamolytischen
Anamien bei WAS (haufigste Form der

Autoimmunsyndrome bei WAS (14%))

Leukozyten

Lymphopenie, maRige Reaktion des
Granulozytensystems, z.T.

Eosinophilie

Hamatopoetische Stammzellen:

-Verminderte ,Homing“-Fahigkeit
T-Lymphozyten:

-Veranderte Morphologie

-Inadaquate CD3 vermittelte Proliferation
-lInadaquate Thymozytenreifung
-lInadaquate Zytoskelettveranderung nach
Rezeptoraktivierung

B-Lymphozyten;

-veranderte Morphologie mit verklrzten
Mikrovilli

-Migrationsdefekte
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-inadaquate IL-4 und CD-40 vermittelte
Polarisation und Verteilung

-Inadaquate Antikérperproduktion, v.a. als
Antwort auf Polysaccharidantigene

Monozyten/Makrophagen:

-Veranderte Morphologie

-Fehlen der Podosomen
-Chemotaktische/Migrationsdefekte
-Adhésionsdefekte
-Phagozytosedefekte

Dendritische Zellen:

-Veranderte Morphologie
-Chemotaktische/Migrationsdefekte
-Adhésionsdefekte

Neutrophile:

-Chemotaktische Defekte

-Phagozytosedefekte

Immun-

globuline

Noch nicht entdeckt

Bei der Mehrzahl der Patienten:
IgG normal

IgM erniedrigt

IgA erhoht

IgE erhoht

Erniedrigte Isoagglutinine

Infektionen

Anergie und Resistenzlosigkeit
gegeniber Infekten (v.a. Otitiden,

Pyodermien, Sepsis)

Gehéauft auftretende bakterielle und virale
(v.a. Viren aus der Herpesgruppe)
Infektionen von frihester Kindheit an (bei
Vollbild des WAS), nehmen an Intensitat
mit dem Alter zu. Bei Splenektomie zur
Verminderung der Blutungsneigung steigt

das Risiko fur schwere Infektionen, haufig
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opportunistische Infektionen und

pathologische Antikdrperreaktion auf
Polysaccharidantigene, nur 10% der
Infektionen sind Pilzinfektionen (V.a.

Candida albicans)

Ekzem

Ekzem mit neurodermitischem

Einschlag

Ekzeme in unterschiedlich schwerer
Auspragung, oft mit Superinfektion, wie
klassische atopische Dermatitis. Auftreten
von Eosinophilie, erhéhten IgE-Spiegeln
und multiplen Nahrungsmittelallergien,
abnormale IgE-induzierte
Zytoskelettveranderungen, Degranulation
und Zytokinproduktion von WASP-

defizienten Mastzellen.

Retikulo-
endotheliales

System (RES),

Milz zeitweilig tastbar, geringfligige bis
keine Lymphknotenreaktion,
Hypoplasie des RES in Lymphknoten,

Milz und Darm

Unterschiedlich stark ausgepragte
Verringerung der T-Zellzone in
Lymphknoten und Milz, verringerte

Follikelzahl und pathologische

lymphat.
Follikelarchitektur: keine Marginalzone,
Organe
verringerte oder ausgebrannte
Keimzentren
(Thymus: von normalem Thymus bis zu
kompletter Thymusatrophie)
Knochenmark |Megakaryozyten granulaarm-frei, Idem
weilde und rote Vorstufen normal (Ausnahme: bei XLN beobachteter
Reifungsstop auf Ebene der
Promyelozyten/Myelozyten)
Autoimmun- Nicht beobachtet. Bei ca 40-70% der WAS-Patienten, v.a.
erkrankungen bei ausgepragten Phanotypen

v.a. hdmolytische Anamien
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auch: Arthritis, Neutropenie, Vaskulitiden
der Haut,

seltener: inflammatorische
Darmerkrankungen, Vaskulitiden der
Gehirngefale, Nierenerkrankungen,

Dermatomyositiden, Uveitiden

Maligne

Erkrankungen

Nicht beobachtet.

Auftreten bei jungen Erwachsenen (zu
beobachten aufgrund der Verlangerung
der Uberlebenszeit), v.a. ausgehend von
lymphatischem Gewebe, oft extranodular

gelegen, schlechte Prognose

Tabelle 1: Gegenuiberstellung der von Wiskott gemachten originaren klinischen Beobachtungen und dem aktuellen

Wissensstand
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2.2 Die Rolle des WAS-Proteins

2.2.1 Die Rolle des WAS-Proteins bei der Aktinpolymerisation

WASP ist ein 53 kD grofRes zytoplasmatisches Protein, das aus 502 Aminosauren besteht.

Es gehort zur Familie der humanen WAS-Proteine von der bisher finf Mitglieder bekannt sind:
WASP, N-WASP (neuronales WASP), sowie WAVE-Proteine (WASP-Familie Verprolin-
homologous protein, auch genannt Scar-1, -2, -3). WASP wird nur in hamatopoetischen Zellen

exprimiert, die Ubrigen ubiquitar.

e = o O
—  WHI/EVHI _BH-{ GED PPPPPPPP  — WH2 A | WASp
— - e —
— P o
—— WHIEVHI ~——BR~ GBD —— PPPPPPPP ws-rz A | N-WASp
I — —
SH P P——
BR PPFPFPPP - WH2 A SCARMIAVE
= [ —

Abbildung 2: Aufbau der unterschiedlichen Mitglieder der Familie der WAS-Proteine (11)
(SH=Scar homology domain, A=acidic domain, BR=basic region, GBD=GTPase binding domain, N-WASp=neural
WASp, P=proline-rich domain, WAVE=WASp-family verprolin-homologous protein, WH1 /2=WASp-homology domain 1

/2, EVH1=enabled vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP)-homology 1 domain

Die Funktion des Proteins ist vielfaltig und noch nicht vollstandig geklart. Es konnte gezeigt
werden, dass WASP in Verbindung mit anderen Proteinen an der Veranderung des Zytoskeletts
der hadmatopoetischen Zellen mittels Aktivierung der Aktinpolymerisation beteiligt ist. Es ist
damit wichtig fir Thrombozytenproduktion und —abbau, und spielt eine Rolle bei der
zytoplasmatischen Signaltransduktion, bei Zell- zu Zellinteraktionen, bei der Bildung von
Immunsynapsen, bei der Zellmotilitdt, Phagozytose und Neutrophilenproduktion und —funktion
(8, 12, 13).

Leukozyten (Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten) im Blutstrom sind fahig, auf
inflammatorische Stimuli hin mit Extravasation und Einwanderung in umliegendes Gewebe zu
antworten. Diese Prozesse erfordern einen koordinierten Ablauf von Adhasion an aktiviertes
Endothel, Polarisation des Zellkdrpers und transendothelialer Migration. Adhasion, Polarisation,

Migration aber auch Phagozytose, Bildung von Immunsynapsen und Zell- zu Zellinteraktionen



14

sind Vorgange, die eine Veranderung der Zellform erfordern, denen also ein dynamischer,
streng regulierter Umbau des Zytoskeletts, insbesondere der Aktinfilamente, zugrunde liegt.

Der Grofiteil der Aktin-Molekiile liegt in monomerer Form (G-Aktin) und nur ein kleiner Teil in
polymerisierter Form in Filamenten bzw. Filament-Netzwerken (F-Aktin) vor. Die Neubildung zu
Aktin-Filamenten aus Aktin-Monomeren ist energetisch unglnstig (14).

Der Arp2/3-Komplex ist durch die strukturelle Verwandtschaft der Arp2 und Arp3 Untereinheiten
zu Aktin (Arp2/3-Komplex aus 7 UE bestehend mit den beiden Aktin ahnlichen Komponenten
actin related protein 2 und 3) in der Lage als Filamentkeim zu dienen und das energetisch
unginstige Anfangsstadium zu Uberwinden (15, 16). Der Komplex ist jedoch nicht aktiv und
muf zur Aktin-Polymerisation stimuliert werden.

Als Stimulator wirken u.a. Proteine der WASP Familie. Sie binden monomeres Aktin und binden
und aktivieren somit Arp2/3-Komplex uber ihre C-terminale VCA-Domane (verprolin homology,
cofilin homology, acidic region) (17-21). Sie bilden damit die zentrale Einheit der zellularen

Aktin-Polymerisation.

GTPase-GDP

Abbildung 3: Der WASP-Signalkomplex, der zur Aktinpolymerisation fihrt (11).

(SH3=SRC-homology 3-domain-containing proteins, WIP=WASp-interacting protein, PtdinsP2= phosphatidylinositol-

4,5-bisphosphonate, Nck=ein Adaptorprotein, F-a=F-Aktin, G-a=G-Aktin)
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Proteine der WASP-Familie sind jedoch durch eine intramolekulare Interaktion autoinhibiert. In
seiner inaktivierten Form bildet WASP eine autoinhibitorische Schleife indem die C-terminale
VCA-Domane an die GBD-Region (small G protein binding domain) gebunden ist und kann
somit den Arp2/3-Komplex nicht binden und aktivieren. Diese Bindung wird noch verstarkt durch
die Interaktion der ,acidic region“ der VCA-Domane mit der BR (basic region), welche N-
terminal von GBD liegt (22, 23). Extrazellulare Stimuli, z.B. chemotaktische Faktoren, binden an
Rezeptoren der Plasmamebran und fihren Uber Signalwege, die auch Rho-GTPasen (z.B.
Cdc42) einschlieRen, zur Aktivierung von WASP-Proteinen (12, 24, 25).

Rho-GTPasen (z.B. Cdc42) sind zentrale Regulatoren eines Signalnetzwerks, das

extrazellulare Stimuli mit dem Auf- und Abbau von Aktinfilamenten verbindet (26, 27).

|
] WH1/EVH]1

PPPPPPPP

Actin polymers

Abbildung 4: Die Autoinhibiton des WAS-Proteins und deren Auflésung durch GTP-Cdc42 und z.B. synergistisch durch
PtdinsP2 (11).

(Abkurzungen siehe Legende zu Abbildung 1 und 2 und Text)
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Die GTP gebundene aktiviete Form von Cdc42 kann die autoinhibitorische Schleife
unterbrechen und legt damit die PRR-Domane (proline rich region) und das C-terminale Ende
frei, um monomeres Aktin und den Arp2/3-Komplex zu binden. Der Arp2/3-Komplex initiiert
dann die Aktinpolymerisation. WASP bindende Molekiile wie PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)
bisphosphate) und Nck (=Adapterprotein) wirken bei der Aktivierung von WASP synergistisch
(12, 13, 19, 28, 29).

Die Prolinreiche Region der WAS- und WAVE- Proteine ist zustdndig fir die optimale
Aktinpolymerization durch WASP (30) und fiir die effiziente Immunsynapsenbildung zwischen T-
Lymphozyten und Antigenprasentierenden Zellen (APC) (31, 32). Die prolinreiche Region bietet
Bindungsmdglichkeiten fur viele Proteine wie z.B. das ,vasodilator stimulated phosphoprotein®
(VASP) was zur Bildung von Filopodien fiuhrt (33). Aber auch die SH3 Domane vieler
Tyrosinkinasen (z.B. Btk =Bruton’s tyrosine kinase), Adapterproteine wie Nck, Fyn, CrkL,
PSTPIP (proline, serine, threonine phosphatase interacting protein) und auch einige
zytoplasmatische Proteine wie Syndapin und Intersectin (vermutlich wird WASP durch diese zu
Orten mit anstehendem Membranremodeling gefihrt, Adapterprotein Intersectin 2 fir die
Endozytose von T-Zell Antigen-Rezeptor) binden an die Prolinreiche Region (12, 23, 28, 34,
35).

Die Tyrosinphosphorylisierung ist ein wichtiger regulatorischer Mechanismus fir die WASP-
Aktivitat. Eine Phophorylisierung erfolgt nach Kollagenstimulation von Thrombozyten (36, 37),
IgE Rezeptorstimulation von Mastzellen (38), und T-Zellrezeptorstimulation (39). Eine wichtige
Stelle fir Phosphorylierung befindet sich bei WASP am Tyrosin-Rest 291 (Y291). Hck, eine
spezifisch in hamatopoetischen Zellen vorkommende Tyrosinkinase vom Src-Typ bindet und
phosphorylisiert an dieser Stelle ebenso wie Btk. (40, 41). Die Phosphorylierung an dieser
Stelle flhrt zur Aufhebung der Autoinhibition und somit zur Aktivierung von WASP (42).
Andererseits fihrt die Dephosphorylierung an dieser Stelle durch die Phosphatase PTP-PEST
(protein tyrosin phosphatase) zu einer Verstarkung der Autoinhibition (43). Die Prolinreiche
Region des WASP kann interagieren mit der SH3 Doméane des linker-Proteins PSTPIP, welches
wiederum PTP-PEST binden kann und so eine Verbindung zwischen WASP und PTP-PEST
schafft, welches auf diese Weise Einflul® auf die WASP-Aktivitdt nehmen kann (43). Es konnte

auch gezeigt werden, dal® die Interaktion zwischen WASP und PSTPIP1 zu einem Komplex



17

fuhrt, der rekrutiert wird zur Immunologischen Synapse, wo er dann die Aktinpolymerisation
aktiviert (32, 39).

Ahnlich fihrt die Phosphorylisierung von Serin 483 und 484 in der Cofilin-Homologen (CH)
Domane (=Teil der VCA-Doméane) des WASP durch Casein Kinase 2 (CK2) zu einer Erhéhung
der Affinitdt des C-terminalen Endes zum Arp2/3 Komplex und ermdglicht so eine effiziente
Aktinpolymerisation (in vitro) (44).

WASP hat eine PH/WH1/EVH1 (pleckstrin homology/WASP homology/enabled VASP homology
1) Domane am N-terminalem Ende. Diese Domane bindet WIP (WASp-interacting protein),
welches zur Stabilisierung der Aktinfilamente und zur Regulation der Aktinpolymerisation, vor
allem aber der richtigen Lokalisation der WASP-Aktivitat, beitrégt (45-47).

Es erscheint essentiell bei der T-Zellaktivierung Uber den T-Zellrezeptor (TCR)/CD3-Komplex
und der anschlieRenden Proliferation mit Bildung von Protrusionen und Pseudopodien und IL-2
Sekretion (48, 49).

WIP bindet auch an das Adapterprotein CrkL und bildet einen CrkL-WIP-WASP-Komplex.
Stimulierung des T-Zellrezeptors und anschlieBende Phosphorylisierung von ZAP-70 (zeta-
associated protein of 70 kDa) fuhrt zur Bindung der SH2 Doméane von CrkL an ZAP-70 und dies
initiiert wiederum den Transport des CrkL-WIP-WASP Komplexes zu den ,lipid rafts® (nach
Stimulation erfolgt ein Zusammenschlu® des TCR-Rezeptors mit Signalmolekilen in
Membrankompartimenten, die ,lipid rafts“ genannt werden) um die Immunsynapse zu formieren.
Nach der Serinphosphorylisierung von WIP durch die Proteinkinase C (PKCB8) dissoziiert WASP
von WIP und kann aktiviert werden durch membrangebundenes Cdc42 um die Arp2/3 Komplex

vermittelte Aktinpolymerisation zu initiieren (48).

2.2.2 Die Rolle des WAS-Proteins in den einzelnen Zellen des hamatopoetischen
Systems

2.2.2.1 CD 34+ hamatopoetische Vorlauferzellen

WASP wird bereits exprimiert in den frihesten CD34+ hamatopoetischen Vorlauferzellen (bevor
sich die Leber als hamatopoetisches Organ etabliert). Es erscheint wichtig zu sein fir die
Migration von Vorlauferzellen in die fetale Leber und von dort in das Knochenmark. WASP-

negative Stammzellen kénnten daher weniger in der Lage sein, die geeigneten Nischen zu
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finden, in denen die Leber-, und spater die Knochenmarkshamatopoese, etabliert werden (11,
50). Neuere Studien bei WASP- negativen Mausen haben diese Hypothese unterstitzt.

WASP- negative hamatopoetische Zellen zeigten deutliche Migrationsdefekte als Antwort auf
SDF-1 (stromal derived factor-1) in vitro und verandertes ,homing®“ zu Orten der Hamatopoese
in vivo (11, 51).

Die hamatopoetischen Stammzellen (HSC) zeigten einen Defekt in der Chemotaxis, sowie eine
Verminderung zielgerichteter Bewegung durch einen Adhasionsdefekt an Kollagen. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die fetalen HSC in der Leber von Ubertragerinnen eine random
X-Inaktivierung aufwiesen, wahrend dann im Knochenmark eine non-random X-Inaktivierung
beobachtet werden konnte. Dies kénnte hinweisend sein auf einen Migrationsdefekt der HSC
mit einem mutierten WASP-Allel, der den Transit dieser Zellen von der fetalen Leber zum
Knochenmark verhindert bzw. behindert (52, 53). Zur Zeit ist noch unklar, inwieweit dies zur
Pathogenese der Erkrankung beitragt, da die WAS Patienten keinen globalen Defekt, also
keinen kompletten Stop der Migration in der fetalen Entwicklung der Hamatopoese aufweisen

(12).

2.2.2.2 T-Lymphozyten Signaltransduktion / Formation der Immunsynapse

T-Zelldysfunktion ist eine Hauptursache des WAS-assoziierten Immundefekts.

Die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts ist wichtig bei der Bildung von Immunsynapsen (IS)
zwischen T-Lymphozyten und den antigenprasentierenden Zellen (APC), ebenso wie zwischen
Zytotoxischen T-Zellen und deren Zielzellen. In gesunden Zellen fihrt die TCR-Bindung zur
Formation der Immunsynapse. Diese beinhaltet auf der T-Zellseite einen Zusammenschluf} des
Rezeptors mit Signalmolekilen in Membrankompartimenten, genannt ,lipid rafts®. In diesen
Kompartimenten befinden sich zentral der TCR-Komplex sowie CD2 und CD28 Molekile, am
Rand die Adhasionsmolekile (54-56).

Die T-Zellerkennung von antigenprasentierenden Zellen setzt sich also zusammen aus
zytoskelettaler Polarisation und der Bereitstelung von membrangebundenen und

zytoplasmatischen Molekilen zur Zell-Zellkontaktzone, der Immunsynapse (57, 58).
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Abbildung 5: T-Zellrezeptorsignalwege (Abkiirzungen siehe Legende auf Abbildung und Text)

Die Formation einer Immunsynapse bendtigt WASP zur Aktivierung der Aktinpolymerisation. Die
Rekrutierung von WASP zur Immunsynapse nach TCR-Aktivierung kann auf verschiedenen Wegen
erfolgen (12).

ZAP-70 z.B. kann WASP auf zwei verschiedenen Wegen nach CD3 Stimulation rekrutieren. Zum
einen uber die PH/WH-1/EVH-1 Domane durch die Bildung eines Zap70-CrkL-WIP-WASP Komplex
(s.0.) (48), zum Anderen Uber die Tyrosinphosphorylisierung des Adapterproteins SLP-76 durch
ZAP-70. Dies fiihrt zu einer Bindung von SLP-76 an die SH2-Doméanen von Nck und Vav-1(Guanin
nucleotide excange factor fir die Rho- Familien GTP asen). Nck bindet hierauf WASP an der PRR
und rekrutiert es zu der immunologischen Synapse. Vav-1 aktiviert Cdc42, welches wiederum WASP
aktiviert (59).

Eine Cdc42 unabhéngige Mdglichkeit der WASP-Aktivierung kann durch Fyn erfolgen, das WASP
bei Y291 nach TCR-Stimulation phosphoryliert. Die WASP-Aktivitdt kann herunterreguliert werden
durch PTP-PEST-vermittelte Dephosphorylierung. (32, 39) (s.o.).

Die Stimulation von CD2 induziert die Formation eines Komplexes aus CD2, CD2AP, PSTPIP1 und
WASP. WASP bindet direkt an PSTPIP1 (s.0.), welches wiederum CD2 und CD2AP bindet. Dieser

Komplex wird zur Immunsynapse rekrutiert und induziert die Aktinpolymerisation (32).
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Beim Fehlen von WASP ist die Formation der Immunsynapse fehlerhaft. WASP-defiziente T-
Lymphozyten sind nicht fahig an der T-Zell-APC Kontaktstelle nach einer TCR Bindung Uber
CD3/CD28 oder CD2 Aktin zu polymerisieren. WASP-Defizienz flihrt zu einer niedrigeren Anzahl an
Jipid rafts® und einer gestorten Hochregulierung dieser nach TCR-Aktivierung tber CD3 (60).
Zusatzlich zu diesen strukturellen Stérungen, oder eher als Ergebnis dieser, ist die T-
Zellsignaltransduktion gestort, was zu fehlerhafter Rekrutierung von bestimmten Molekilen (z.B.
PKCB) zur Immunsynapse, zu defekten Kalziumeinstrom nach der T-Zellaktivierung und schliellich
zu fehlerhaften Proliferationsantworten fiihrt.

WASP defiziente T-Zellen zeigen einen Defekt in der IL-2 Produktion als Antwort auf TCR-
Aktivierung. Sie zeigten eine verminderte Translokation von NF-AT (eine Familie von
Transkriptionfaktoren, deren Aktivitat fur die Expression von Lymphokin-Genen in T-Lymphozyten
wichtig ist) zum Zellkern um dort die IL-2 Genexpression zu initieren. WASP defiziente T-Zellen
zeigen normale MAP-Kinasesignale (Mitogen Activated Protein Kinase) aber partielle Defekte im
Kalzium —Signalweg (s.0.) und somit der Aktivierung des NF-AT. Vermutlich ist der Defekt der NF-
AT-Translokation die Basis fiir die defekte IL-2 Produktion bei WAS (39, 61, 62).

Diese Defekte kdnnten eine entscheidende Rolle spielen bei dem Nichtvermbégen von WAS-
Patienten eine effiziente antigenspezifische T-zellabhangige Immunantwort zu entwickeln (12, 13).

In einer kirzlich erschienenen Studie wurde zwar bestatigt, dass WASP-defiziente T-Zellen Defekte
in der IL-2 Produktion zeigen, diese jedoch nicht wie bisher angenommen in dem defekten
~Aktinremodeling“ und einer defekten Immunsynapsenbildung (s.o.) begriindet liegt. In dieser Studie
wurde gezeigt, dass WASP defiziente T-Zellen nach TCR-Stimulation normal antworten indem sie
Aktin polymerisieren und PKCB normal organisieren und eine Immunsynapse formen. Bei niedrigen
Peptidkonzentrationen zeigten die WASP defizienten T-Zellen allerdings eine weniger effiziente
Polarisation von PKCB. Dies kénnte bedeuten, dass obwohl WASP die Bildung der Immunsynapse
unterstutzt bei niedrigen Peptidkonzentrationen, WASP nicht zwingend notwendig erscheint fir
diesen Vorgang. Defekte in der IL-2 Produktion wurden auch beobachtet wenn die Bildung der
Immunsynapse normal verlief. Diese Ergebnisse konnten hinweisend darauf sein, dass die Rolle des
WASP bei der Regulation der IL-2 Produktion unabhdngig ist von seiner Rolle in der
Immunsynapsenformation (62).

Eine neue Studie konnte zeigen, dass die Rolle des WAS-Proteins nicht nur in der Verbindung der

TCR-Aktivierung mit der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts liegt.
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Die Bildung der Immunsynapse z.B. bei CD4+ T-Zellen setzt sich zusammen aus der Aktivierung der
Zelle (activation synapse) und des Effektorstadiums in dem Zytokine (evtl. aufgeteilt in verschiedene
Vesikel) zur Zielzelle geschickt werden (effector synapse) (s.0.). WASP defiziente CD4+ Zellen
zeigen einen Block in dieser zielgerichteten Zytokinsekretion. Obwohl WASP eine Rolle spielt in TCR
vermittelter Transkription von einigen Zytokinen (z. B. 1I-2) (s.0.), ist es nicht essentiell fur die
Aktivierung aller Zytokingene, z.B. fur IFN-y Transkription. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
ohne WASP diese Zytokine nicht sezerniert werden kénnen. Im Gegensatz dazu zeigte sich jedoch,
dass die Sekretion von Chemokinen und ,trafficking“ von Membranproteinen unabhangig von WASP

funktioniert (63).

2.2.2.3 T-Lymphozyten-,trafficking*

T-Lymphozyten kénnen in der Mikrozirkulation die Blutbahn verlassen (Diapedese). Dabei nehmen
unerfahrene (‘naive') T-Lymphozyten andere Wege als erfahrene. Naive T-Lymphozyten haben noch
keinen Kontakt mit Antigenen gehabt, d.h. es ist zu keiner Bindung mit ihren spezifischen TC-
Rezeptoren gekommen. Erfahrene (aktivierte) T-Lymphozyten verlassen die Blutbahn hingegen
gezielt dort, wo sie gebraucht werden. Unter dem Begriff ,trafficking” versteht man in diesem Fall die
gezielte Umleitung von T-Lymphozyten, sodass sie die Blutbahn an Orten der Inflammation
verlassen.

WASP erscheint auch beteiligt am ,trafficking“ der T-Lymphozyten, da SDF-1 (stromal-derived
factor), ein T-Zell-Migrationsstimulator, eine Tyrosinphosphorylierung von WASP und einigen
anderen Adapterproteinen (z.B. Nck, Cas) induziert, welche an der Zellmigration beteiligt sind (64).
In einer Studie wurde gezeigt, dass SDF-1 Cdc42 aktiviert, welches dann wiederum WASP aktiviert
(65). WASP-Defizienz konnte daher auch zu einer veranderten T-Zellchemotaxis fiihren als Reaktion
auf SDF-1 Stimulation.

Stérungen im T-Lymphozyten-, trafficking“ kdnnten damit groRen Einflul haben auf die Entwicklung,

das Uberleben und die Effektoraktivitat von T-Lymphozyten (11, 66).
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2.2.2.4 T-Zellentwicklung

WASP-Defizienz fiihrt zu einer signifikanten Verminderung von peripheren T-Zellen, die von Kindheit
an manifest wird (67), vor allem von naiven CD4+ und CD8+ Zellen, evtl. bedingt durch abnorme
Thymopoese. Allerdings ist die Rolle des WASP in der Thymopoese noch weitgehend unklar.
Verschiedene Grade der Thymushypoplasie wurden bei post-mortem Studien beschrieben (68, 69).
In verschiedenen Mausmodellen wurde der Effekt von WASP-Defizienz auf die Lymphozytenreifung
erforscht. Wahrend eine Studie normale Thymusreifung der Lymphozyten zeigt (70), zeigt eine
andere einen Block in der Entwicklung von doppelt negativen (CD4-CD8-) zu doppelt positiven
(CD4+CD8+) Kompartments und Fehler in der Thymozytenproliferation und dem Kalziumeinstrom
nach TCR-Bindung (61). Unterstltzend fur eine Rolle des WASP in der Thymopoese, zeigen Mause
mit VCA-Domanen-defizientem WASP ebenfalls eine defekte Thymopoese auf der Ebene zwischen
dem doppelt negativen und doppelt positiven Kompartments. Im Gegensatz dazu fiihrt ein
PH/WH1/EVH1-Domane defizientes WASP nicht zu einer Beeintrachtigung der Thymopoese (71).

In einigen in vitro Studien zeigten WASP-defiziente Lymphozyten eine erhdhte Apoptoserate (72,

73), in anderen konnte eine normale Uberlebendauer fiir naive CD4+ Zellen gezeigt werden (67)

2.2.2.5 Mikrovilliformation bei T- und B-Lymphozyten

Mikrovilli sind fingerférmige Protrusionen auf der Zelloberflache von T- und B-Lymphozyten. Es sind
dynamische Strukturen bestehend aus parallel gelegenen Bindeln aus Aktinfilamenten. Ihre genaue
Aufgabe ist noch nicht geklart, eine wahrscheinliche Aufgabe ist die Bereitstellung bestimmter
Oberflachenrezeptoren (L-selectin und o437 Integrin befinden sich an Mikrovillienden). Frihere
Studien wiesen darauf hin, dass auf Lymphozyten von WAS-Patienten die Dichte dieser
Aktinabhangigen Strukturen vermindert ist (74). In einer kirzlich verdffentlichten Studie konnte in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen von WASP-defizienten Lymphozyten allerdings keine
verminderte Mikrovillidichte beobachtet werden. Dies konnte bedeuten, dass WASP bei den
dynamischen aktinabhangigen Vorgdngen der Mikrovilli entweder nicht oder zumindest

vernachlassigbar gering beteiligt ist (75).
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2.2.2.6 B-Lymphozyten

Die Aktivierung einer B-Zelle kann T-zellunabhangig oder T-zellabhangig erfolgen. Eine T-
zellunabhangige Aktivierung wird in der Regel durch Polysaccharide oder Lipide, also Strukturen mit
sich wiederholenden Untereinheiten (Polymere), induziert. Die Polymere verursachen eine
Kreuzvernetzung der membrangebundenen Immunglobuline und aktivieren dadurch die B-Zelle. Fir
eine T-zellabhangige Immunantwort benétigen antigenspezifische B-Zellen zuséatzlich die Hilfe von
T-Helferzellen um aktiviert zu werden. Dies passiert tber die Sekretion von Interleukinen (z.B. IL-4)
und uber direkten Zell- zu Zellkontakt tber CD40-CD40 Ligandeninteraktion. Die aktivierten B-Zellen
durchlaufen dann eine Proliferation und formen Keimzentren in den Lymphfollikeln der

lymphatischen Organe.

Ob eine WAS-Defizienz tatsachlich eine Auswirkung auf die B-Zellfunktion hat oder eine Stérung in
ihrer Funktion nur Ausdruck einer T-Helferzelleninsuffizienz ist, bleibt umstritten.

Allerdings konnte gezeigt werden, das WAS-Patienten auch schlechter auf T-zellunabhangige
Antigene antworten, was eine Rolle der B-Zellen in der Krankheitsentstehung von WAS suggeriert
9, 11).

WAS-Patienten haben eine verminderte Anzahl von zirkulierenden B-Lymphozyten bereits in der
Kindheit, reduzierte Lymphknotenfollikelreifung und defiziente Immunglobulinantworten, speziell auf
Polysaccharidantigene (9, 67).

In einer neuen Studie konnte gezeigt werden, dass B-Zellen von WAS Patienten kleinere Aggregate
nach Stimulation mit IL-4 und antiCD40 bildeten. Zuséatzlich formten aktivierte B-Zellen kiirzere aber
daflir mehr Protrusionen. In friiheren Studien dieser Gruppe konnte gezeigt werden, dass gesunde
B-Zellen (iber diese Protrusionen gegenseitig Kontakt aufnehmen und dass sie evtl. notwendig sind
fur die Formation von grof3en Zellaggregaten (76).

Es ist moglich, dass die verminderte Aggregationsantwort in vitro die verminderte Bildung der
Keimzentren in vivo wiederspiegelt. Adhasion von B-Zellen und die Keimzentrenreaktion sind
allerdings beide abhangig von T-Zellsignalen, tber den IL-4 Rezeptor und CD 40, ebenso wie ber
die Adhasionsmolekiile LFA-1 und ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule) (77-79).

Es fand sich eine veranderte Mikrovilliformation bei anti-CD40 plus IL-4, bei LPS (lipopolysaccharide

von gramnegativen Bakterien) plus IL-4 jedoch nicht bei LPS allein stimulierten B-Zellen von WASP-
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.knockout“-Mausen (76). Dies zeigt, dass WASP ein wichtiges ,downstream“-Signal nach der IL-2,
IL-4 und CD40 abhangigen Stimulation von Lymphozyten ist.

Im Rahmen der oben genannten Studie (78) konnte ebenfalls gezeigt werden, dass WASP-defiziente
B-Zellen die Immunglobulinklassen in  hoherem Male gewechselt haben (erhohtes
Immunglobulinswitching) als gesunde B-Zellen nach der Stimulation in vitro. Dies korreliert mit der
verminderten Aggregatbildung der B-Zellen bei WAS. Es kdnnte bedeuten, dass die Aggregation von
B-Zellen eine Kontaktinhibition induziert, welche wiederum das Immunglobulinswitching oder die
Sekretion beeintrachtigt.

Es konnte ebenfalls klar eine defiziente ,homing“-Kapazitat“ (Vorgang der richtigen Lokalisation von
Lymphozyten) von B-Zellvorlduferzellen in die Milz nachgewiesen werden, ebenso wie in friiheren
Berichten (52, 80). Dies kdnnte ebenfalls die reduzierte GroRe der B-Zellareale erkldren und die
abnormale Gewebsstruktur in der Milz und den Lymphknoten der WAS-Patienten ebenso die
reduzierte Zahl an zirkulierenden B- und T-Zellen im Blut von WAS-Patienten (67, 81).
WASP-Defizienz flihrte auch zu einer Verminderung von B-Zellen in den Marginalzonen (=MZ) der
Milz. Die wichtigste Aufgabe der MZ B-Zellen ist ihre frihe Teilnahme an der Immunantwort, was
sich in der niedrigen Schwelle fur ihre Aktivierung zeigt (82, 83).

Die MZ B-Zellentwicklung und —funktion hangt von der Expression verschiedener Signalproteine ab
(84-86). Die Reduktion von MZ B-Zellarealen bei WASP knockout Mausen kodnnte verursacht sein
durch defiziente Migration oder Lokalisationsantworten auf Signalproteine und Chemokine.
Allerdings konnte gezeigt werden, dass nicht die Abwesenheit von MOMA-1 (monoklonaler
Antikdrper) positiven Makrophagen die Ursache dafur ist, da diese Zellen sich in normaler Zahl und
Lokalisation in der Milz von WASP-knockout Mausen befinden. Auch scheint nicht eine ineffiziente
Adhasion der B-Zellen die Ursache (87), da WASP defiziente MZ-B-Zellen normal an die
Adhasionsmolekile ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule) und VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule) adharieren. Diese Beobachtungen stimmen mit der Beobachtung von
schmaleren Marginalzonen von Milz und Lymphknoten bei der Sektion von WAS-Patienten Uberein.
(81)

B-Zellen von WAS-Patienten haben niedrigere Mengen an F-Aktin (88) und WASP B-Zellen zeigten
eine veranderte Polarisation nach IL-4 Aktivierung.

Zusammen mit der reduzierten Migrationsantwort von WASP negativen B-Zellen auf Chemokine,

suggerieren all diese Beobachtungen eine verminderte Motilitdt von WASP-defizienten B-Zellen. Da
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Zellen migrieren mussen in einem lymphatischen Organ, v.a. wahrend einer Immunantwort, ist es
wahrscheinlich, dass die herabgesetzte Motilitdt zu der verminderten humoralen Immunantwort bei
WASP defizienten Mausen fuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass gesunde antigenspezifische T- und
B-Zellen chemokinvermittelte Bewegungen an die Rander der T- und B-Zellareale machen (89, 90).
Die verminderte Chemokinantwort der WASP-defizienten T- und B-Zellen fihrt zu ineffizientem
Kontakt und Signalaustausch bei beiden Zelltypen.

Nicht alle der Effekte, die hier beschrieben wurden, kénnen lediglich mit einer verminderten T-
Helferzellfunktion erklart werden. Weiterhin zeigte sich nach dem Transfer von Wildtyp T-Zellen in
WASP-,knockout‘-Mausen kein Effekt auf die Antikdrper— oder Keimzentrenantwort, suggerierend,

dass eine gewisse B-Zelldefizienz bei diesen Effekten eine Rolle spielt (91).

2.2.2.7 Natirliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sind Lymphozyten, die abhangig sind von der Aktivierung oder
Inhibition Uber bestimmte Rezeptoren. Sie haben eine Vielzahl an Effektorfunktionen wie die
Produktion von Zytokinen und spielen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr und der Kontrolle von
Krebszellen. Die Zytolytische Funktion von NK-Zellen wird aktiviert nach der Bindung an einen
spezifischen Oberflachenrezeptor, was zur Aktivierung einer intrazellularen Kaskade fihrt,
resultierend in einem Kalziumeinstrom, Polarisierung von Granula und anschlieRendem Freisetzen
von lytischen Molekilen. Wichtig in diesen lytischen Ablaufen ist Perforin, das Poren in der
Zellmembran der Zielzelle formt, was den Eintritt anderer zytolytischer Granula erlaubt. Obwohl
manchmal die Aktivierung Uber einen einzelnen Rezeptor eine Perforinausschiittung bedingt,
bendtigt die in vivo NK-Zellaktivierung meist den koordinierten Ablauf von mehreren aktivierenden
Rezeptoren.

NK-Zellen formen eine immunologische Synapse mit der Zielzelle (NK cell immunologic
synapse=NKIS). Die NKIS besteht aus einer zentralen und peripheren Zone (supramolecular
activation cluster=SMAC), in er sich verschiedene Oberflachenrezeptoren (CD2, CD11a, CD11b) , F-
Aktin, WASP und Perforin befinden, wobei CD2, CD11a, CD11b und F-Aktin peripher gelegen sind
und Perforin im zentralen SMAC liegt. Die Akkumulation von F-Aktin und den Oberflachenrezeptoren

ist sehr schnell und abhangig von WASP gesteuerter Aktinpolymerisation. Die Polarisierung von
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Perforin ist etwas langsamer und benétigt intaktes Aktin , WASP und mikrotubuldre Funktionen (92,
93).

WASP wird also bendétigt fir NK-Zellzytotoxizitat. Bei WASP-Defizienz akkumuliert F-Aktin an der
Immunsynapse der NK-Zellen und es kommt zu ungenigender Perforinakkumulation. Dies fihrt zu
einer signifikanten Verminderung der zytolytischen Aktivitat der NK-Zellen. Dieser Defekt kdnnte die
Tatsache erklaren, dass WAS Patienten anfalliger sind fir Infektionen mit Viren aus der
Herpesgruppe und fiir die hohere Rate an malignen Erkrankungen. Funktionelle Defekte konnten
z.T. ausgeglichen werden durch erhéhte NK-Zellzahlen, wie sie bei WASP-Patienten beobachtet

wurden. (93).

2.2.2.8 Monozyten / Makrophagen / Dendritische Zellen / Osteoklasten

Im Blut zirkulierende Monozyten kénnen auf Entziindungsreize hin an aktiviertes Gefallendothel
adharieren und nach transendothelialer Diapedese in umgebendes Gewebe einwandern. Durch
gezielte Migration zu Entzindungsherden sowie die Fahigkeit zur Phagozytose sind
Monozyten/Makrophagen, aber auch dendritische Zellen (DC) in der Lage, Mikroorganismen, aber
auch apoptotische korpereigene Zellen aufzunehmen, zu prozessieren und prozessiertes fremdes
Material im Rahmen einer intakten Immunabwehr anderen Zellen zu prasentieren. Die Phagozytose
von korpereigenen apoptotischen Zellen ist u. a. wichtig, um von diesen Zellen gebildete
proinflammatorische Molekile zu beseitigen (94). Die beiden wichtigsten Phagozytose-Signalwege
werden von Fcy- bzw. CR3 (=Komplement-Rezeptor)-Rezeptoren vermittelt. Fc-Rezeptoren
erkennen  die  konservierte  Fc-Domédne  von  Immunglobulinen  (IgG’s),  wahrend
Komplementrezeptoren Bestandteile des Komplementsystems erkennen. Opsonierung von Partikeln
durch IgG bzw. Komplement flihrt entsprechend zu Fc-Rezeptor- oder CR-vermittelter Phagozytose.
Der Vorgang der Phagozytose ist ebenfalls abhangig von Cdc42 und Rac (95-98), von WASP und
der Arp 2/3 Komplexaktivierung (99, 100).

Kurz nach Kontakt mit einer Endothelzelle bilden sich auf der Ventralseite des
Monozyten/Makrophagen/DC/Osteoklasten punktformige F-aktinreiche Adhasionsstrukturen, die
sogenannten Podosomen. Podosomen entsprechen Extravasationen der Plasmamembran, die Gber
Integrine (04R1-und aL/aMRB2-Integrine) Kontakt zur extrazelluldren Matrix aufnehmen (lUber

VCAM=vascular cell adhesion molecule und ICAM-1und-2=intercellular cell adhesion molecule).
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Zudem werden aktinreiche Lamellipodien und Filopodien am Vorderende der Zellen gebildet. Diese
dienen der gezielten Migration auf chemotaktische Reize (101, 102).

Adhasion, Migration und Phagozytose sind zellulare Prozesse, die Veranderungen der Zellform
erfordern, denen ein dynamischer Umbau des Zytoskeletts, insbesondere der Aktin-Filamente
zugrunde liegt.

Eine der wichtigsten Aufgaben von WASP in Makrophagen/Monozyten/DC/Osteoklasten besteht
also darin, den Arp2/3-Komplex an Orte zu lokalisieren, an denen Aktin-Strukturen wie z.B.
Podosomen, Lamellipodien und Filopodien gebildet werden sollen. Der Signaltransduktionsweg
Cdc42-WASP-Arp2/3 Komplex spielt auch hier die entscheidende Rolle bei der Regulation des
Aktinzytoskeletts (103) (104) (101, 105).

Bei WAS Patienten zeigt sich eine Stérung der Zellpolarisation und Migration der
Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen, da bei WASP-Defizienz der Arp 2/3 Komplex
nicht zu den Podosomen transportiert wird (106).

Bei WASP-Defizienz kénnen diese Podosomen nicht geformt werden und die betroffenen Zellen
mussen auf andere Adhasionsmechanismen zurlckreifen um zu migrieren (11, 107) (102, 108). Die
Region des WASP, die bendtigt wird flr die gerichtete Zellbewegung ist die C-teminale VCA
(VH/CH/AR) Domane, welche auch notwendig ist fiir die Stimulation der Aktinpolymerisation (30).
Chemotaktische Antworten von WASP defizienten Monozyten und Makrophagen sind bei
verschiedensten Stimuli fehlerhaft (z.B. CSF-1=colony-stimulating factor-1) (11, 101, 105, 109, 110).
Sie zeigen z.B. eine reduzierte Motilitdt von Monozyten als Antwort auf fMLP (=formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanin), MCP-1 (=monozyten chemotactic protein-1) und MIP-1a (=makrophagen
inflammatory protein-1a) (11) (101).

Diese zytoskelettalen Anomalien wurden auch fir DC-Zellen berichtet, denen auch die Podosomen
fehlen (12, 111, 112). WASP-defiziente DC bilden keine R2-Integrine auf der Podosomenseite, was
zu einer gestdrten Adhasion an das endotheliale Adhasionsmolekil ICAM-1 fuhrt (113). Dies kdnnte
Konsequenzen fur die transendotheliale Migration der DC haben, z.B. beim Durchtritt von Haut zu
Lymphgefassen als auch beim ,homing“ zu dem drainierenden Lymphknoten.

Dies konnte in vivo gezeigt werden, was die Tatsache bestatigt, dass fehlerhaftes DC- ,trafficking*
und die daraus resultierende fehlerhafte Initierung von Immunreaktionen ein Bestandteil des
Immundefekts bei WAS darstellt und evtl. auch zur Entwicklung von Autoimmunphanomenen fiihrt

(12, 114).



28

WASP-negative DC zeigten auch eine verminderte Prasenz in den T-Zellarealen in der Milz.
Stattdessen sammelten sie sich in den Marginalzonen. Adhasion, Migration und ,homing®/ ,tafficking®
von DC in vivo ist also abhangig von einem normal reguliertem Aktinzytoskelett und somit einem
intakten WASP (11, 114).

WASP-defiziente DC entwickeln ebenfalls eine fehlerhafte Antigenprasentation von nicht I8slichen
Antigenen (115).

Das Fehlen von Podosomen bei WASP defizienten Murin-Osteoklasten (Mauseosteoklasten) fiihrt
zur defekten Knochenresorption bei Mausen. Es wird zwar ein physiologischer steady state der
Knochenresorption aufrecht erhalten, jedoch kommt es zu ineffektiver Knochenresorption in Fallen
von erhdhtem Resorptionsbedarf (116). Ob die daraus resultierenden skelettalen Defekte beim
Menschen klinisch von Bedeutung sind ist noch nicht untersucht worden.

Eine wichtige Komponente des komplexen Immundefekts bei WAS ist neben dem defizienten
Zellverkehr auch die fehlerhafte ,Pathogenclearance” und Aufnahme einzelner Antigene. Die Bildung
des ,phagozytic-cup®, die IgG vermittelte und apoptotische Zellphagozytose sind allesamt defekt in
WASP-defizienten Makrophagen (94, 99). In gesunden Zellen sammeln sich R1-Integrine, WASP
und der Arp2/3-Komplex in der aktinreichen Phagozytoseregion (phagocytic cup). R1-Integrine
aktivieren die Aktinpolymerisation tUber Cdc42Hs, dessen Effektor WASP und dem Arp2/3-Komplex
in Makrophagen. Blockade von R1-Integrinen durch bestimmte Antikorper, Inhibition des Arp2/3-
Komplexes oder WASP-Defizienz in WASP knockout Mausen fiihrten zu einer Inhibition der Bildung
des ,phagocytic cup“ und der Aufnahme (Phagozytose) in Makrophagen (117, 118)

Diese defiziente Phagozytose von apoptotischen Zellen und deren proinflammatorischen Molekdle,
konnte eine mogliche Ursache sein fiir das Auftreten von Autoimmunphanomenen (11, 94, 119).
Fehlerhaftes DC Trafficking und die daraus resultierende fehlerhafte Initiierung von Immunreaktionen
koénnte ebenso zur Entwicklung von Autoimmunphanomenen fiihren (12, 114).

Podosomenbildung, Migration/Chemotaxis und die Phagozytosefunktion konnten sowohl bei WASP-
defizienten Makrophagen als auch Osteoklasten durch lentivirale Transfektion einer normalen Kopie

des WAS-Gens wiederhergestellt werden (116, 120).
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2.2.2.9 Neutrophile

Die genaue Funktion von WASP in Neutrophilen ist noch kaum geklart, obwohl es in grofden Mengen
exprimiert wird (21, 121). Phagozytose von opsonierten Partikeln durch Neutrophile bedarf
lokalisierten Veranderungen im Zytoskelett zur Formierung von Pseudopodien und dem ,phagozytic-
cup“. Cdc42 ist entscheidend beteiligt an der Initierung der friihen Phagozytose durch seine
Fahigkeit gamma-Pak (=gamma-p21-activatd protein kinase) zu aktivieren, ebenso wie WASP, dass
die lokalisierte Aktinpolymerisation unterstiitzt (122).

Da WAS-Patienten unter anderem an Krankheiten leiden, die klassischerweise bei einer
Neutrophilendysfunktion auftreten, ist es sehr wahrscheinlich, dass Defekte in dieser Zellreihe
vorliegen (9, 110). Obwohl in frlheren Studien eine fehlerhafte Chemotaxis von Neutrophilen bei
WAS-Patienten beobachtet wurden, war dies zu korrigieren indem gesundes Serum verwendet
wurde, was eher einen inhibitorischen Faktor im WAS-Serum implizieren wirde als einen
intrinsischen Defekt der Neutrophilen selbst (12, 123). Es konnte gezeigt werden, dass Neutrophile
mit normaler Chemotaxis reagieren auf fMLP und IL-8 (105). Die Reaktion auf andere
»chemoattractants“ wurde bisher noch nicht untersucht. Phagozytosedefekte wurden bisher berichtet
bei WASP-defizienten = Mausezellkulturen, jedoch nicht bei menschlichen WASP-defizienten

Neutrophilen (12, 61, 124).

2.2.2.10 Mastzellen

WASP-defiziente Mastzellen zeigen abnormale IgE-induzierte Zytoskelettveranderungen,
Degranulation und Zytokinproduktion. Die Tyrosinphosphorylierung der Phospholipase Cy und die
Kalziummobilisation sind defekt nach der IgE-Rezeptorbindung. IgE abhangige Aktivierung von c-Jun
N-terminal Kinase und die Verteilung von F-Aktin in Mastzellen ist vermindert bei WASP-Defizienz.
Dies zeigt eine Rolle des WASP im Signaltransduktionsweg nach Aktivierung von FceRI (= high

affinity Rezeptor fir IgE in Mastzellen) (12, 125).
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2221 Thrombozyten

Ca. 90% der WAS-Patienten haben eine Thrombozytopenie bei Diagnosestellung. Die
Thrombozytenzahlen kénnen schwanken (<10.000 bis >100.000/), oft zeigt sich ein Abfall bei
Infekten.

(klinisch oft Blutungen: Petechien oder Purpura (78%), Haematemesis und Melaena (28%), Epistaxis
(16%), orale Blutungen (6%), intrakranielle Blutungen (2%) andere (5%))(9).

Das Thrombozytenvolumen ist vermindert mit 3,8-50 fl (Norm 7,1-10,5 fl). Diese
Mikrothrombozytopenie ist der haufigste Zelldefekt beim WAS. Das Auftreten der
Mikrothrombozytopenie selbst bei den mildesten Phanotypen wird in einer Studie erklart durch das
Fehlen von WASP in den Thrombozyten, unabhangig von teilweiser Expression von WASP in
anderen Zellinien, evtl durch Proteininstabilitat in den Thrombozyten (12, 121). Peripherer Abbau
durch die Milz ist ein entscheidender Faktor, was sich in der Normalisierung der
Thrombozytenzahlen und -grofle nach Splenektomie zeigt (8, 126). Hinweisend hierfir kénnte
ebenfalls sein, dass fremdtransfundierte Thrombozyten bei WAS-Patienten eine normale
Uberlebensdauer hatten, wohingegen autolog transfundierte Thrombozyten eine verkiirzte
Lebensdauer hatten (127).

Es ist wahrscheinlich, dass WASP-defiziente Thrombozyten von Milzmakrophagen herausgefiltert
werden. In Milzpraparaten von WAS-Patienten konnte mittels Immunfluoreszenzmikroskop eine
Kolokalisation von CD41 (Thrombozytenoberflachenmarker) und CD68
(Makrophagenoberflichenmarker) gesehen  werden. Zudem  befinden sich  vermehrt
Phosphatidylserine an der Oberflache von WAS-Thrombozyten, ein Signal fiir Makrophagen zum
Abbau der jeweiligen Zelle. WAS-Thrombozyten zeigten eine vermehrte Sekretion von
Mikropartikeln, was ihre verminderte Grofie erklaren konnte. Es zeigten sich erhdhte Kalziumspiegel
und damit Verstarkung von Kalzium-abhangigen Vorgangen: Phosphatidylserin-Exposition und
Mikropartikelfreisetzung. Dies konnten die Mechanismen sein fur die in vivo verminderte Zahl und
GroRe der Thrombozyten (128).

Es wurde erhohtes thrombozytenassoziiertes IgG und verminderte Granulierung der WAS-
Thrombozyten beobachtet. Die Anzahl der retikulierten jungen Thrombozyten erscheint normal. Die
Expression von GPlIbllla und GPIV (Glykoproteine, die Rezeptoren an der Thrombozytenoberflache

formen fir Adhasion und Aggregation) ist vermindert. Die Fahigkeit die Expression von GPlIbllla
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nach Thrombinstimulation zu modulieren ist ebenfalls vermindert. Thrombin- und ADP (adenosine
diphosphate)-induzierte Expression von CD62P und CD63 ist defekt in WAS-Thrombozyten (129).
WAS-Thrombozyten zeigen Defekte in der Aggregation und Aktinpolymerisation. WASP in
Thrombozyten wird v.a. durch Kollagen und weniger durch Thrombopoetin und Thrombin aktiviert
(mittels Phosphorylierung durch eine Tyrosinkinase) und hat wohl eine regulatorische Rolle bei den
zytoskelettalen Veranderungen in der Aggregation nach Thrombin-Aktivierung der Thrombozyten
(36, 37, 130, 131).

Wie kirzlich jedoch gezeigt werden konnte, aktivieren Thrombozyten den Arp2/3-Komplex, bilden
Aktin und andern ihre Form auch ohne WASP. Dies zeigt, dass WASP eine spezialisiertere Rolle in
diesen Zellen innehaben muld (12, 132).

Andere Studien vermuten einen Defekt in der Thrombozytenproduktion. Die Differenzierung der
Megakaryozyten (MK) und die Prothrombozytenbildung in vitro erscheinen jedoch normal. Auch die
Megakaryozytenreifung erscheint normal. In vitro produzierte Thrombozyten waren normal grof3,
wahrend Thrombozyten im peripheren Blut der selben Patienten kleiner waren. Dies kdnnte darauf
hinweisen, dass die Thrombozytenanomalien beim Eintritt der polyploiden Megakaryozyten in das
Gefallsystem durch Migration durch das Endothel oder wahrend der Zirkulation durch die
Lungengefalte oder durch beides entstehen (11, 133).

Allerdings zeigte sich eine veranderte Verteilung des F-Aktins in den MK-Zellen. Normalerweise
befindet es sich direkt unter der Zellmembran, bei WAS-MK-Zellen fand es sich konzentriert in der
Mitte der Zellen. MK-Zellen von WAS Patienten zeigen kirzere und auch weniger Filopodien als
gesunde (133). Weiterhin ist die ,proplatelet‘-Formation, die abhangig ist von einer dynamischen
Aktinpolymerisation, und die GrolRe der Thrombozyten, die dann geformt werden, normal in
flissigem Medium (in vitro, ohne physiologischem extrazellularem und vaskularem Umfeld). Eine
Erklarung hierfir konnte sein, dass Megakaryozyten, die sich normalerweise im extravaskularem
Raum des Knochenmarks befinden, abhangig sind von der Adhasion an der auferen Seite des
Endothels und transendothelialer zytoplasmatischer Prozesse fir eine effektive Migration in das
Lumen und/oder eine effektive ,proplatelet-Formation. Die Defizienz von Aktinstrukturen wie
Filopodien und Podosomen konnten zu Defekten in diesem Prozess fiihren (12, 65, 134).
Fehlerhafte chemokinvermittelte Interaktion von MK-Vorlaufern mit dem Endothel kdnnten ebenfalls
eine Rolle spielen. Dies zeigt sich auch bei WASP-defizienten T-Lymphozyten, die fehlerhaft

reagieren auf SDF-1 (65), welches auch eine Rolle spielt in der MK-Reifung und Thrombopoese (12).
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22212 Zusammenfassung der Rolle des WAS-Proteins

Es konnte gezeigt werden, dass WASP in Verbindung mit anderen Proteinen entscheidend beteiligt
ist an der Veranderung des Zytoskeletts der hamatopoetischen Zellen mittels Aktivierung der
Aktinpolymerisation. Es hat einen wichtigen Anteil an einer effektiven Signaltransduktion, Zell- zu
Zellinteraktionen, Phagozytose und Zellmigration im hamatopoetischen System. Es ist beteiligt an
Thrombozytenproduktion und —abbau und Neutrophilenproduktion und —funktion (8, 12, 13).

Das Vorliegen von chemotaktischen und ,homing“-Defekten der WASP-defizienten T-Zellen, B-
Zellen, DC, Monozyten/Makrophagen und Stammzellen (52, 65, 91) unterstitzt die Theorie, dass ein
generalisierter Defekt im Blutzellverkehr die Ursache fur die Pathogenese des WAS darstellt (12, 23,
135).

Diese detaillierte Beschreibung der Funktion des WASP in den einzelnen Zellen des
hamatopoetischen Systems macht deutlich, wie die einzelnen Mutationen im WASP-Gen, die zu
verandertem WASP fihren, die Breite der phanotypischen Auspragungen wie dem Vollbild des
WASP mit seinem Symptomenspektrum, der X-linked Thrombozytopenie oder der X-linked

Neutropenie bewirken kénnen.
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2.3 X-chromosomale Thrombozytopenie

Das Vollbild des WAS zeichnet sich aus durch Thrombozytopenie mit kleinen Thrombozyten, einem
kombinierten Immundefekt und einer Ekzemneigung. Es gab jedoch auch zahlreiche
Fallbeschreibungen von Patienten mit Thrombozytopenie, kleinem Thrombozytenvolumen, die nur
vereinzelt oder gar kein Ekzem und lediglich einen leichten oder gar keinen Immundefekt aufwiesen.
Nach dem Vererbungsmodus wurde dieses Krankheitsbild als X-chromosomale Thrombozytopenie
bezeichnet. Der WAS Genort konnte mittels Kopplungsanalysen mit klonierten polymorphen DNA-
Markern dem kurzen Arm des X-Chromosoms zugeordnet werden (136). Kurz darauf konnte gezeigt
werden, dass die X-chromosomale Thrombozytopenie ihren Genort ebenfalls in dieser Region hat
(137). Nachdem das verantwortliche Gen fir WAS 1994 identifiziert werden konnte (7), konnte
gezeigt werden, dass es sich bei der X-chromosomalen Thrombozytopenie um einen milden
Phanotyp des WAS handelte, da der Gendefekt bei diesen Patienten ebenfalls im WASP-Gen zu
finden war. Es konnte gezeigt werden, dass XLT haufiger vergesellschaftet ist mit einzelnen
Aminosadureaustauschen, bei denen das Leseraster nur wenig verandert wird und es noch zu einem
Transkript kommt. Es wurde davon ausgegangen, dass schwerere Mutationen (wie Stopmutationen
oder Deletionen) zum Vollbild des WAS flihren. Allerdings konnte keine eindeutige Genotyp-
Phanotyp-Korrelation hergestellt werden (138, 139). In einer Studie z. B. zeigten drei von 20
untersuchten nicht verwandten Patienten die gleiche C290T/Arg86Cys Mutation mit dem XLT
Phanotyp (evtl. ,hotspot* (=Genort an dem vermehrt Mutationen auftreten) fir XLT).
G291T/Arg86Leu und Arg86His fuhrt zum Vollbild des WAS, dagegen Arg86Cys zu XLT. Doch auch
Patienten mit einer frameshift* (=Leserasterverschiebung)-Mutation (z. B. C1086 Deletion) und
SpleiBmutationen (z. B. G->A (+1) Intron1 ) prasentierten sich ebenfalls mit dem milden Phanotyp.
Bei einer Spleifmutation kann es zu einem Transkript kommen, was den milden Phanotyp erklaren
konnte, jedoch 14t eine ,frameshift*-Mutation kein voll funktionierendes Protein zu. Daher wird
vermutet, dass die Mutation nicht die einzige Rolle bei der Determination des Phanotyps spielt (140).
In einer anderen Studie wurden insgesamt 13 nicht verwandte WAS-Patienten untersucht. Davon
prasentierten sich vier nicht verwandte Patienten mit X-chromosomaler Thrombozytopenie. Drei
davon mit einzelnen Aminosdurenaustauschen in Exon 1 und 2 (2x C290T/Arg86Cys,
C174A/Ala47Asp), einer mit einer SpleiBmutation in Exon 9. Diese Patienten mit dem klassischen

Bild des WAS hatten eher Mutationen wie Stop- oder ,frameshift‘-Mutationen, die in einem schwer
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trunkierten Protein resultieren, welches schneller abgebaut wird und sehr in seiner Funktion
eingschrankt ist (5). Auch in anderen Fallbeschreibungen konnte gezeigt werden, dass
SpleiBmutationen, die lediglich zu geringeren Mengen des normalen WAS-Proteins flihren, eher
einen milderen Phanotyp bewirken (z.B. Intron 7+5 G>A) (141).

Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass die meisten Patienten mit XLT einzelne
Aminosaureaustausche in Exon 1 und 2 aufweisen, die lediglich zu einer leichten, partiellen
Einschrankung der Proteinfunktion fiihren, im Gegensatz zu stark verminderter bis fehlender
Proteinexpression oder schwer trunkiertem Protein, welches in seiner Funktion stark oder ganzlich
eingeschrankt ist und schnell abgebaut wird, in den meisten schweren Fallen von WAS.

Die mildeste Form der XLT wurde berichtet fir zwei Familien, in denen die betroffenen Manner
lediglich intermittierende Phasen von Thrombozytopenien zeigten mit allerdings konstant
reduziertem Plattchenvolumen (Familie A: Punktmutation in Exon 2 (C207G/Pro58Arg), Familie B
Punktmutation in Exon 11 (T1476A/lle481Asn)). Diese Mutationen flihrten zu normaler bis leicht
reduzierter Menge an WASP bei allen betroffenen Patienten (142).

Dies zeigt, dass bei Patienten mit konstant niedrigem Plattchenvolumen auch bei normalen
Plattchenzahlen an einen milden Phanotyp des WAS gedacht werden und eine Analyse

vorgenommen werden sollte.

24 X-chromosomale Neutropenie

Im Jahr 2001 erschien die Fallbeschreibung einer Familie in der sich in drei Generationen finf
Manner mit einem X-chromosomalem Immundefekt, charakterisiert durch rezidivierende bakterielle
Infekte, mit schwerer angeborene Neutropenie (im Mittel 300/ul Neutrophile) und Monozytopenie
prasentierten. Sie zeigten erhdhte Spiegel von CD8+ T-Lymphozyten, was zu einer verminderten
CD4+/CD8+ Ratio von 0,5 und weniger fiihrte. T-Lymphozytenstimulation war normal, ebenso die
Immunglobulinspiegel. Das Plattchenvolumen war nicht erniedrigt und die Thrombozytenzahlen

waren normal. Ekzeme oder sonstige Hautbeteilungen waren bei keinem Patienten aufgetreten. Die
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Knochenmarkspunktion zeigte einen Reifungsstop auf der Stufe der Promyelozyten/Myelozyten,
ohne besondere Auffalligkeiten in der Megakaryopoese oder Erythropoese.

Die molekulargenetische Untersuchung zeigte eine Mutation im WAS-Gen (T843C), was zu einem
Austausch von Leucin zu Prolin an Aminosaureposition 270 fihrt. Bei den anderen Phanotypen
(XLT, WAS) sind die Neutrophilenzahlen als normal beschrieben.

WAS-Proteine sind durch eine intramolekulare Interaktion autoinhibiert (siehe oben beschrieben).
Die beschriebene Mutation liegt in der fir die GBD (GTPase Bindungsdomane) kodierenden Region.
In der inaktivierten Form bilden die GBD- und VCA-Region eine Struktur bestehend aus einer R-
»hairpin“ und finf a-Helices. In dieser Form liegt Leucin 270 im Zentrum der a1-Helix. Der Austausch
zu Prolin destabilisiert die a1-Helix und somit die Tertiarstruktur des WAS-Proteins, was zur
Aufhebung der Autoinhibition fihrt und zur Cdc42Hs unabhangigen Aktivierung des Arp2/3-
Komplexes (in vitro).

WASP st ubiquitar in hamatopoetischen Zellen von den frilhen Vorlauferzellen an. Uber seine
genaue Funktion in der Myelopoese ist noch wenig bekannt und es ist unklar wie der oben
beschriebene Defekt zur Neutropenie fuhrt.

Bei schwerer kongenitaler Neutropenie kommt es ebenso zu einem Stop auf der
Promyelozyten/Myelozyten Reifungsstufe. Die Neutrophilen zeigen erhéhte F-Aktinlevel und eine
ahnliche F-Aktinerhéhung kénnte Ursache sein fur die Neutropenie bei unkontrollierter Aktivierung
von WASP.

Alle bisher bekannten WAS verursachenden Mutationen sind auRerhalb des Autoinhibitionskerns
gelegen, bis auf M307V, welche die WASP Struktur jedoch kaum beeintrachtigt. Ob Mutationen in
dem autoinhibitorischen Kern in vivo XLN verursachen ist noch unklar (6).

Ein weiterer nicht verwandter Patient mit Neutropenie und einer Myelodysplasie aller drei Zellreihen
und einer Punktmutation bei 1294T wurde beschrieben. Der Mechanismus erscheint hier dhnlich, da
1294 sehr nahe der wichtigen Phosphorylisierungsstelle Y291 auf der gleichen Seite der a-Helix im
hydrophoben Kern der CRIB-Doméane liegt und die Substitution mit Threonin ebenso die
Autoinhibition stort.

Die unkontrollierte Aktivierung von WASP und damit des Arp2/3-Komplexes und der
Aktinpolymerisation scheint zu friher Apoptose zu fiihren, besonders in myeloischen

Progenitorzellen (12, 143).
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Neuere Studien weisen darauf hin, dass bei allen chronischen bzw. kongenitalen Neutropenien eine
erhohte Apoptoserate der neutrophilen Vorlduferzellen den gemeinsamen Pathomechanismus

darstellt (144).

2.5 WAS-assoziierte Autoimmunsyndrome

Autoimmunerkrankungen sind beim Vollbild des WAS eine haufige Komplikation (9, 145, 146). Die
Inzidenz wird angegeben mit 40% und 72% in zwei unabhangigen Studien (9, 145) und scheint nicht
zwingend mit dem Vollbild des WAS oder volligem Fehlen der WASP-Expression assoziert zu sein.
Autoimmunerkrankungen kénnen auch bei Patienten mit der milden Form des WAS auftreten (13,
110).

In einer japanischen Studie zeigten 22% (6/27) der Patienten mit dem Vollbild des WAS
Autoimmunerkrankungen, zwei der sechs Patienten entwickelten Malignome. Die relativ niedrige
Inzidenz von Autoimmunerkrankungen in dieser japanischen Studie kann erklart werden durch durch
das niedrigere Alter der erfassten Patienten und durch den héheren Prozentsatz (52%) an Patienten,
bei denen eine Stammzelltransplantation in frihem Alter durchgefuhrt wurde (mittleres Alter 2,3
Jahre). Von den 23 japanischen Patienten mit dem XLT-Phanotyp hatten sechs (26%) eine
Autoimmun- oder inflammatorische Erkrankung, finf davon eine IgA-Nephropathie (110).

In einer anderen Studie wurden 154 WAS-Patienten beschrieben, von denen 40% (=61 Patienten)
eine Autoimmun- oder inflammatorische Erkrankung entwickelten. Autoimmunhamolytische Anamien
traten in dieser Kohorte mit einer Haufigkeit von 14% auf. Vaskulitiden mit 13%, Nierenerkrankungen
mit 12%, voriberghende Arthritiden mit 11%, chronische Arthritiden mit 10%, Schdnlein-Henoch
Purpura mit 5%, entzindliche Darmerkrankungen mit 3%, Dermatomyositiden mit 0,6%.
Angioddeme, Neutropenien, Uveitis, cerebrale Vaskulitis, Myositis, Autoimmunhepatitis und kardiale
Vaskulitis wurden insgesamt mit 9% beschrieben. Viele Patienten hatten mehr als eine
Autoimmunerkrankung: 12 Patienten hatten lediglich eine, 22 Patienten hatten zwei, 11 hatten drei,
vier hatten vier und einer hatte finf verschiedene Autoimmunerkrankungen. Autoimmun- und
inflammatorische Erkrankungen wie sie bei anderen immundefizienten Patientenpopulationen
beobachtet werden wie z.B. systemischer Lupus erythematosus, Sjogren Syndrom,

Autoimmunendokrinopathien und Sarkoidose wurden bei diesen Patienten nicht beobachtet (9).
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In einer weiteren Studie hatten von insgesamt 55 untersuchten Patienten 40 (=72%) eine
Autoimmun- oder inflammatorische Komplikation. In allen Fallen traten die Komplikationen vor dem
funften Lebensjahr auf. Die haufigste Form war die Autoimmunhamolytische Anamie in 20 Fallen
(=36%). Weitere Formen waren die Neutropenie (22%), Arthritis (29%), Hautvaskulitis (22%),
zerebrale Vaskulitiden (7%), entzindliche Darmerkrankungen (9%) und Nierenerkrankungen (3%).
Die mittlere Uberlebensrate der  beschriebenen Patienten betrug 14,5 Jahre.
Autoimmunhamolytische Anamie, schwere Thrombozytopenie nach Splenektomie und hohe IgM-
Serumlevel vor der Splenektomie waren vergesellschaftet mit einer schlechten Prognose (145).
Obwohl sie eine haufige Ursache fir Morbiditat und Mortalitat bei WAS sind, gibt es kaum Daten, die
die Entstehung von Autoimmunsyndromen bei WAS erkldren. WASP konnte beteiligt sein bei der
Thymusreifung und theoretisch kdnnten autoreaktive T-Lymphozyten der Negativ-Selektion
entkommen aufgrund der defekten TCR-induzierten Apoptose, wie sie fir WASP-defiziente T-
Lymphozyten bei Mausen beschrieben wird (12, 61). Gestoérte Funktion von WASP-defizienten T-
Zellen, B-Zellen, Makrophagen oder DC kénnten wichtige Mechanismen destabilisieren, die fiir die
Aufrechterhaltung einer normalen Immuntoleranz verantwortlich sind (11).

Auch die defiziente Phagozytose von apoptotischen Zellen und deren proinflammatorischen
Molekile bei WAS-Patienten konnte eine mdogliche Ursache sein fir das Auftreten von
Autoimmunphanomenen (11, 94, 119), ebenso wie fehlerhaftes DC-,trafficking” und die daraus
resultierende fehlerhafte Initierung von Immunreaktionen (12, 114) (s.0.).

Chronische Inflammation, Interleukin-2-Defizienz und vermehrte Apoptose koénnten ebenfalls eine

Rolle spielen beim Verlust der Immuntoleranz gegen eigene Antigene (146).

2.6 WAS-assoziierte Malignome

Von den in einer Studie beobachteten 154 WAS-Patienten entwickelten 21 Patienten (=13%) eine
maligne Erkrankung. Das mittlere Alter bei Auftreten lag bei 9,5 Jahren. Der GroBteil der Malignome
entstand im lymphoretikularen System mit Ausnahme eines Glioms, eines Akustikusneuroms und
eines testikularen Karzinoms. Eine Knochenmarkstransplantation wurde in funf Fallen nach Auftreten

eines Malignoms duchgefiihrt. Keiner dieser Patienten Uberlebte langer als sechs Monate. Nur ein



38

Patient war zwei Jahre nach Auftreten eines Malignoms noch am Leben. Patienten die eine
Autoimmunerkrankung entwickelten, hatten ein signifikant (p=0,0009) hoheres Risiko an einem
Malignom zu erkranken. 15 (=75%) der 20 Patienten, die an einem Malignom erkrankten, hatten
auch eine Autoimmunerkrankung (9).

Die Immundefizienz bei WAS-Patienten erscheint flr die Entstehung der lymphoretikuldren
Malignome verantwortlich, da ein GroRteil der Entartungen EBV-assoziiert ist und dafiir einige
Abwehrdefekte bei WAS-Patienten bestehen, wie defekte NK- oder zytotoxische T-Zell- Zytolyse
(93).

Ein hohes Lymphomrisiko (44%) wurde im Rahmen einer retrospektiven Studie beobachtet bei einer
bestimmten Spleilmutation, die ansonsten mit einem milden Phanotyp assoziiert ist (intron 6 (+5), g-
>a (147). Von 158 WAS-Patienten mit Missensmutationen entwickelten funf (=3%) ein Lymphom,
von 163 WAS-Patienten mit Nonsensmutationen entwickelten 15 (=9%) ein Lymphom. In dieser
Gruppe liegt die beobachtete Lymphomhaufigkeit vermutlich zu niedrig, da diese Mutationen meist
mit einem schweren Phanotyp vergesellschaftet sind und die Patienten frih
knochenmarktransplantiert werden oder frih versterben. Patienten mit Spleilmutationen hatten die
hdéchste Inzidenz von Lymphomen (sieben von 58 =12%). Fir die Intron 6 Spleillmutationen lag die
Inzidenz bei vier von neun Patienten (44%). Fur die einzelne Mutation Intron 6 (+5), g->a lag die
Inzidenz eines Lymphoms bei drei von sieben Patienten (43%). Die Gruppe die diese Studie
durchgefiihrt hatte, hatte schon friher die Diskordanz der WASP-Expression in den
unterschiedlichen Blutzellen von funf Patienten mit zwei Intron 6-Mutationen beschrieben. Wéahrend
die T-Zellzahlen dieser Patienten niedrige aber nachzuweisende WASP-Expression zeigten (10-20%
der normalen Spiegel) , exprimierten die peripheren B-Zellen dieser Patienten ebenso wie ihre EBV-
transformierten B-Zellinien kein WASP (121). Ahnliche Diskordanz zwischen T- und B-Zellen wurde
beobachtet bei einem Patienten mit einer Nonsensmutation im Exon 1, der an einem Lymphom
verstarb und zwei Mitgliedern einer Familie mit einer Intron 7-Spleilmutation, die eine mildere Form
der Erkrankung zeigten. Evil. ist diese diskordante Expression von WASP in T- und B-Zellen ein
Indikator fir das erhdhte Risiko an einem Lymphom zu erkranken, auch fir die Patienten, die
ansonsten an einer milden Verlaufsform des WAS leiden. Eine Knochenmarkstransplantation sollte
laut Autoren erwogen werden in dieser speziellen Untergruppe der milden Phanotypen (147). Diese

Aussagen sind jedoch aufgrund der niedrigen Patientenzahlen kritisch zu beurteilen.
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Interessanterweise gibt es eine signifikant erhdhte Inzidenz von Myelodysplasien bei schweren
Verlaufsformen des WAS (12).
Obwohl die Mechanismen der Malignitatsentstehung weiterhin ungeklart bleiben, kénnte WASP eine

Rolle spielen bei der Zellteilung und der Aufrechterhaltung der Genomstabilitat (12, 148).

2.7 Diagnostik

Das Wiskott-Aldrich Syndrom ist eine rezessiv vererbte X-chromosomale Erkrankung. Der Gendefekt
liegt auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms bei Xp11.22-p11.23 und das Gen genannt WASP-Gen
konnte 1994 identifiziert werden (7). Das Gen beinhaltet 12 Exone und die 1540 bp lange cDNA
kodiert fur ein 502 AS-Protein mit einem Molekulargewicht von 65 kD (WASP).

Die ldentifizierung des Gendefekts erlaubt eine molekulargenetische Diagnostik der Erkrankung,
eine zuverlassige Pranataldiagnostik bei mannlichen Feten (149-152) und die Suche nach
weiblichen Gentragerinnen und somit Krankheitsiibertragerinnen (53, 153).

Es hat sich gezeigt, dal® die einzelnen Mutationen im WASp-Gen zu sehr unterschiedlichen
Phanotypen fiihren. Sie reichen vom Vollbild des WAS bis hin zu der sehr milden Form, der XLT, bei
der lediglich eine milde Thrombozytopenie mit kleinen Thrombozyten vorliegen kann. Ein Fallbericht
zeigt WAS in einer phanotypischen Auspragung mit lediglich kleinen Thrombozyten bei normalen
Thrombozytenzahlen (142). Bei dem beschriebenen Phanotyp der X-chromosomalen Neutropenie
zeigten die Thrombozyten eine normale GroRRe (6, 143).

Die alleinige Bestimmung der Mutation ist daher nicht ausreichend um eine Prognose zum Verlauf
der Erkrankung abgeben zu kénnen. Einige Autoren haben zusatzlich versucht tber die Bestimmung
der mRNA oder der Proteinexpression in Blutzellen (durch Immunoblot oder DurchfluBzytometrie)
eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation zu erarbeiten (154),(13, 110). Wéhrend bei WASP-positiven
Patienten eher der milde Phanotyp vorherrscht nimmt mit abnehmender Proteinexpression die
Schwere des klinischen Verlaufs zu. Allerdings konnte den meisten Mutationen noch keine
eindeutige Proteinexpression zugeordnet werden.

Aufgrund der Breite der klinischen Auspragung kann die friihe Diagnose erschwert sein. Das mittlere

Alter bei Diagnose betragt etwa 20 Monate (9).
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Es wurden Diagnostikkriterien zusammengestellt, die die klinische Diagnose eines WAS

wahrscheinlich machen (155, 156).

So besteht definitiv_die Diagnose eines WAS bei einem mannlichen Patienten mit kongenitaler

Thrombozytopenie (< 70.000/), kleinen Thrombozyten und einem der folgenden Punkte:

1.

2.

Mutation im WASP Gen

Keine nachweisbare WASP-mRNA in Lymphozyten

Kein nachweisbares WASP in Lymphozyten

Mannliche Verwandte der Mutter (Briider, Cousins, Onkel, Neffen) mit kleinen Thrombozyten

und Thrombozytopenie

Es besteht sehr wahrscheinlich die Diagnose eines WAS bei einem mannlichen Patienten mit

kongenitaler Thrombozytopenie (<70.000), kleinen Thrombozyten und einem der folgenden Punkte:

1.

2.

Ekzem

pathologische Antikdrperreaktion auf Polysaccharidantigene
wiederholt auftretende bekterielle oder virale Infektionen
Autoimmunerkrankungen

Lymphome, Leuk@mie, solide Tumore

Es besteht moglicherweise die Diagnose eines WAS bei einem mannlichen Patienten mit

Thrombozytopenie (<70.000), und kleinen Thrombozyten, oder einem mannlichen Patienten, der

wegen Thrombozytopenie splenektomiert wurde und einen der folgenden Punkte aufweist:

1.

2.

Ekzem

pathologische Antikorperreaktion auf Polysaccharidantigene
wiederholt auftretende bakterielle oder virale Infekte
Autoimmunerkrankungen

Lymphome, Leukamie, solide Tumore
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2.8 WAS beim weiblichen Geschlecht

Bei Frauen, in deren Familie an WAS erkrankte mannliche Familienmitglieder diagnostiziert werden,
sollte der Ubertagerinnenstatus geklart werden. In Studien zur X-Inaktivierung hat sich gezeigt, dass
bei weiblichen heterozygoten Tragerinnen der Mutation zu 95% eine ,non-random* (nicht zufallig)-
Inaktivierung des betroffenen X-Chromosoms in allen hamatopoetischen Zellinien vorliegt (157), d.h.,
dass diese Klinisch inapparent bleiben und dennoch Ubertragerinnen der Erkrankung sein kénnen. In
5% liegt eine ,random® (zufallig)-X-Inaktivierung vor, was sich klinisch in einer milden chronischen
Thrombozytopenie bei kleinem und normalem Thrombozytenvolumen &auf’ern kann (158-160),
jedoch auch zu ausgepragteren klinischen Bildern fliihren kann im Sinne des klassischen WAS, mit
zusatzlicher Immundefizienz und Hautveranderungen (161-163).

Es konnte gezeigt werden, dass die fetalen HSC in der Leber von Ubertragerinnen eine ,random*-X-
Inaktivierung aufwiesen, wahrend dann im Knochenmark eine ,non-random“-X-Inaktivierung
beobachtet werden konnte. Ein Migrationsdefekt der HSC mit einem mutierten WASP-Allel, der den
Transit dieser Zellen von der fetalen Leber zum Knochenmark verhindert, konnte die Ursache fir die

,random*“-X-Inaktivierung bei manchen Ubertragerinnen sein (52, 53).
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29 Therapie

2.9.1 Symptomatische Therapie

Unbehandelte Patienten mit dem Vollbild des WAS haben eine schlechte Prognose.

In den letzten 25 Jahren haben sich jedoch verschiedene therapeutische Optionen aufgetan um das
,outcome* zu verbessern.

Die Splenektomie erhoht im allgemeinen die Thrombozytenzahl und reduziert das Risiko von
groReren Blutungen (164). Die Effektivitat der Splenektomie wurde in einer retrospektiven Studie an
39 Patienten beschrieben, die sich nicht einer Knochenmarkstransplantation unterziehen konnten
und splenektomiert wurden. Die Splenektomie verlangerte hier entscheidend die Uberlebensrate. Die
Gruppe der Splenektomierten hatte eine mittleres Uberlebensalter von 25 Jahren im Gegensatz zu
weniger als funf bis zehn Jahren bei unbehandelten WAS-Patienten (165). Allerdings erhdht sich
nach Splenektomie das Risiko von lebensbedrohlichen Sepsen und sollte nur durchgefiihrt werden
wenn es keinen anderen Ansatz fiir eine kurative Therapie gibt (166) (164, 167).

Da WAS Patienten Ublicherweise einen Mangel an Antikérpern haben, kann bei Patienten mit
haufigen Infektionen intravends Gammaglobulin verabreicht werden um die Patienten vor Infektionen
zu schutzen (9, 164). Diese Therapie verandert nicht die Thrombozytenzahl aber es kdnnte die
Inflammation reduzieren und somit das Risiko fir Blutungen (168). AuRerdem wurde ein erhdhter
Katabolismus fir Immunglobuline bei WAS-Patienten beschrieben (169). Immunisierung gegen
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae und Neisseria meningitidis sowie
prophylaktische Behandlung mit Antibiotika sollte durchgeflhrt bei splenektomierten Patienten,
jedoch auch bei WAS-Patienten mit einer intakten Milz.

Mit dieser rein supportiven Therapie kdnnen einige WAS-Patienten das Erwachsenenalter erreichen
(164, 165), obwohl ein GroRteil der Patienten in einem Alter unter zehn Jahren verstirbt aufgrund von

Blutungen und Infektionen (9, 170).
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2.9.2 Kurative Therapie

2.9.2.1 Knochenmarkstransplantation

Die Knochenmarkstransplantation ist derzeit der einzig kurative Therapieansatz und zeigt gute
Ergebnisse (flinf-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit von 87% ) bei der Transplantation von HLA-
identischen Familienmitgliedern und bei jungen Patienten (in den ersten finf Lebensjahren) von
HLA-identischen Fremdspendern (171), mit allerdings weniger befriedigenden Ergebnissen bei nicht
HLA-identischen Spendern, oder Empfangern alter als funf Jahre (50-70%) (171) (165, 170). Eine
weitere Stammzellquelle stellt HLA-identisches Nabelschnurblut von Familien- oder Fremdspendern
dar und damit durchgefiihrte Transplantationen zeigten ebenfalls Erfolg in Einzelfallen (110, 172).
Vorteile der Transplantation von Stammzellen aus dem Nabelschnurblut sind eine schnellere
Erholung des Immunsystems, niedriges Risiko fir GvHD (=graft versus host disease) und eine
niedrige Virusubertragungsrate (172), einen Nachteil stellt die geringere Menge an verfiigbaren
hamatopoetischen Stammzellen dar.

Allerdings birgt die Knochenmarkstranspintation mit all ihren Komplikationen (Infektionen, graft
versus host disease) ein hohes Risiko fir Morbiditdt und Mortalitdt und sollte nur bei Patienten
erwogen werden mit einem HLA-identischen Spender, in mdoglichst frihem Kindesalter und bei

Patienten, deren Mutation die Entwicklung eines schweren klinischen Verlaufs beflrchten lasst (147)

2922 Gentherapie

Viele primare Immundefekte werden verursacht durch Defekte in einzelnen Genen, exprimiert in
Blutzellen. Die Zugabe einer korrekten Kopie des Gens in die hamatopoetischen Stammzellen kann
zu Immunzellen mit wiederhergestellter Funktion flhren. Hamatopoetische Stammzellen kénnen
dem Patienten entnommen werden, aullerhalb des Korpers behandelt und dann zuriickinfundiert
werden. In den letzten Jahren konnten gute Ergebnisse mit der Transfektion von Genen Uber
Retroviren in hamatopoetische Stammzellen in vitro und in klinischen Studien gezeigt werden (z. B.
beim XSCID=X-linked severe combined immunodeficiency) (173).

Da haufig kein geeigneter Knochenmarksspender zur Verfigung steht, wurde als alternative kurative
Therapie die Gentherapie auch bei WAS in praklinischen Studien in Mause- und menschlichen

Zellkulturen versucht.
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Veranderte X-Inaktivierung (non-random) bei weiblichen Ubertragerinnen von WAS (174) und die
Beobachtung von spontaner in-vivo Reversion von WASP Mutationen, die die WASP-Funktion
wieder herstellten, verbunden mit einer klinischen Verbesserung des Phanotyps (175-177), zeigte
einen selektiven Uberlebens- oder Wachstumsvorteil fiir korrigierte lymphatische Zellen gegeniiber
WASP-defizienten Lymphozyten (11, 13, 173, 178, 179).

Evtl kdnnte schon eine nur zum Teil suffiziente Stammzelltransduktion ausreichen um eine gesunde
Immunabwehr zu erhalten. Limitierter Gentransfer in ex vivo gebrachte T-Zellpopulationen kdénnten
eine Rolle in der Verbesserung der Krankheitssymptome spielen. Ob die alleinige Wiederherstellung
eines normalen T-Zellpools ausreichen wirde um den Immundefekt adaquat zu behandeln ist
allerdings unklar (11).

Um die Durchflhrbarkeit und Sicherheit der Gentherapie zu testen wurde bei WASP defizienten
Mausen, die genau wie WAS-Patienten eine fehlerhafte T-zellrezeptorinduzierte Proliferation und
Zytoskelettveranderungen aufweisen (61, 70), eine Gentherapie durchgefiihrt (80).
Hamatopoetische Stammzellen, gewonnen von WASP-defizienten Mausen wurden transfiziert mit
WASP-exprimierenden Retroviren und zuriicktransferiert. Reife B- und T-Lymphozyten entwickelten
sich in normaler Anzahl und die TCR-induzierte Proliferation war signifikant verbessert.

Menschliche WASP-defiziente T-Zellen (primare (180) und HTLV-1(=human T lymphotrophic virus-1)
transformierte T-Zellinien (181)) zeigten nach Transfektion mit retroviralen Vektoren, fir WASP
kodierend, eine WASP Expression, welches wiederum an SH3-enthaltende Proteine binden konnte
(z. B. Grb2, Phospholipase C-y1 und Fyn). Jedes dieser Proteine ist fur sich verbunden mit einem
Signaltransduktionsweg der zur Aktinpolymerisation fuhrt. Somit konnte die Aktinpolymerisation
aktiviert werden nach anti-CD3 Stimulation, auch wenn die WASP-Spiegel niedriger waren als in
gesunden T-Zellen. Die IL-2 Sekretion nach TCR-Stimulation konnte ebenfalls z. T. korrigiert werden
(60, 180, 181).

Die gesunden Kontroll-T-Zellen, die mit dem gleichen retroviralen Vektor transfiziert wurden,
antworteten normal auf TCR-Stimulation und zeigten keinen Anstieg der WASP-Expression (180).
Obwohl transiente ektopische Uberexpression von WASP assoziert ist mit schweren Veranderungen
im Aktinzytoskelett (21), scheint retroviral Ubertragene WASP-Expression diesen toxischen Effekt

nicht zu haben (80, 180, 182, 183).
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Viele weitere einzelne Zelldefekte bei WAS wie die Makrophagenmigration und die DC-
Zytoskelettanordnung konnten in menschlichen und Mausezellkulturen in vitro per Gentransfer
korrigiert werden (112, 120, 176, 184).

Podosomenbildung, Migration/Chemotaxis und die Phagozytosefunktion konnten sowohl bei WASP-
defizienten Makrophagen als auch Osteoklasten wiederhergestellt werden durch lentivirale
Transfektion einer normalen Kopie des WAS-Gens (116, 120).

Retroviraler WASP-Gentransfer in B-Zellen konnte die Zelloberflachenanomalitdten der
Glykoproteine und die defekte Aktinpolymerisation korrigieren (182, 183). Die Korrektur der
Thrombozytenfunktionen wird einen effizienten Gentransfer in Stammzellpopulationen verlangen
(12).

In all diesen praklinischen Studien konnte gezeigt werden, dal} retrovirale Transduktion den
immunologischen Defekt bei WASP-,knockout*-Mausen und in menschlichen Zellkulturen korrigiern
kann. Gentherapie in klinischen Studien ist jedoch bei WAS noch nicht durchgefihrt worden (173).
Klinisch wurde die Gentherapie bisher nur beim XSCID durchgefihrt (s.0.). Dem anfanglich gutem
Erfolgen folgte jedoch das Auftreten von Leuk@amien in drei von 11 Fallen, vermutlich durch das
Einbringen des retroviralen Vektors in oder nahe dem Onkogen LMOZ2. Dies zeigt, dall das
Einbringen von retroviralen Sequenzen in das Genom grof3e Risiken birgt, die in Zukunft sehr genau

abgewogen werden mussen (173).
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3 Genetische Untersuchungen zum Wiskott-Aldrich Syndrom

31 Mutationen im WAS-Gen und Genotyp-Phénotyp-Korrelation:

Literaturiibersicht

Aufgrund des breiten Spektrums des klinischen Phanotyps und somit der Prognose fiir den
einzelnen Patienten, wurden zahlreiche Studien durchgefiihrt um eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation
zu erarbeiten. Diese Korrelation zwischen klinischem Phanotyp und spezifischen Mutationen wurde
von einigen Autoren beschrieben (13, 110, 154, 185-187), andere konnten keine eindeutigen
Korrelationen beobachten (188, 189).

Die WASP-Mutationen von mehr als 400 Patienten wurden bisher veroffentlicht (5, 7, 110, 138-140,
142, 149, 154, 175, 185, 186, 188-205).

243 verschiedene Mutationen im WASP-Gen von 441 Patienten/Ubertragerinnen, WASP-Expression
und Phanotypen sind aufgelistet in einer ,online“-Datenbank (206). Dies ist die derzeit aktuellste und
umfassendste Datenbank fiir WASP-Mutationen und deren klinischen Phanotyp.

Eine einfache Einteilung von Symptomen in einem Punktesystem (154, 207) erlaubt die

Einschatzung der Schwere des Phanotyps.

XLT aWAS aWAS WAS WAS
Score 1 2 3 4 5
Thrombozytopenie + + + + +
Immundefizienz - -/ + + ++ -/ +
Ekzem - -+ + ++ -/ +
Autoimmun- oder - - - - +
maligne
Erkrankung

Tabelle 2: Score-Tabelle Imai (13) Die Einteilung der Symptome in ein Punktesystem/Scoresystem erlaubt die Einschatzung
der Schwere des Phanotyps. (- = nicht vorhanden, + = vorhanden, ++ = ausgepragt vorhanden, XLT = X-linked

Thrombozytopenie, aWAS = attenuiertes/abgeschwachtes Wiskott-Aldrich Syndrom)
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Alle auRer vier der bisher verdffentlichten Patienten mit WASP-Mutationen (zwei mit intermittierender
XLT, zwei mit XLN) zeigten chronische Mikrothrombozytopenien, welches ein gemeinsames
Symptom von WAS (mit Immundefekt, score 3,4) und XLT (ohne Immundefekt, score 1,2) ist.

In einer alteren Studie konnte gezeigt werden, dall unabhangig von der unterschiedlichen
Expression von WASP in den Lymphozyten, alle Thrombozyten der untersuchten Patienten (18
verschiedene Patienten, WAS und XLT) WASP-negativ waren. Das Fehlen von WASP in den
Thrombozyten ist die molekulare Erklarung fiir die Thrombozytendysfunktion (121).

Die beiden oben genannten klinischen Phanotypen ohne chronische Mikrothrombozytopenie mit
zugrunde liegenden Aminosaureaustausche im WAS-Protein wurden kirzlich beschrieben: Zwei
italienische Familien in denen die betroffenen Manner sich mit lediglich intermittierender
Thrombozytopenie prasentierten, hatten Punktmutationen in Exon 2 (P58R) und Exon 11 (1481N)
(142). Die betroffenen Patienten zeigten zum Teil normale Thrombozytenzahlen, gefolgt von
Episoden mit Thrombozytopenie bei reduziertem Thrombozytenvolumen. Die Punktmutationen
betreffen die PH/WH1/EVH1 und die CH-Domaéane. In den B-Zellen und den Thrombozyten der
betroffenen Manner konnte eine normale Menge an WAS-Protein nachgewiesen werden.

Die beiden Familien mit X-chromosomaler Neutropenie und einem Reifungsstop auf
Promyelozyten/Myelozyten-Ebene ohne Mikrothrombozytopenie oder Ekzem hatten einzelne
Aminosaurenaustausche in der GBD-Doméane (Exon 2: L270P und 1294T) (6, 143), die zu einer
Aufhebung der Autoinhibition von WASP fiihren. Die WASP-Expression wurde hier nur in EBV-
transformierten B-Zellinien untersucht, wobei sich im Vergleich zum Gesunden eine normale Menge
an WAS-Protein fand (siehe Kapitel 2.4).

46% der oben genannten 441 Patienten haben Mutationen, die zu einem schwer trunkierten Protein
fuhren (Stopmutationen, Deletionen, Insertionen mit Leserasterverschiebung), 42% haben
Punktmutationen, die lediglich zu einzelnen Aminosaureaustduschen fihren und 12% haben

Spleimutationen (13, 110).
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Verteilung und Haufigkeit der Mutationen gespeichert in der WASPbase
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Abbildung 6: Verteilung und Haufigkeit der Mutationen zusammengestellt in der WASPbase (206)

Die meisten Punkt- und Stopmutationen liegen am N-terminalen Ende des Gens. Diese Region
kodiert fur die PH/WH1/EVH1-Domane des WAS-Proteins (23, 193). Die EVH1-Doméane beinhaltet
die Bindungsdomane fir WIP. Obwohl urspriinglich postuliert wurde, dass die PH/WH1-Domane nur
ein kurzes prolinreiches Polypeptid auf WIP erkennt und bindet, konnte in einer neueren Studie
gezeigt werden, dass WIP entlang einer ausgedehnteren Strecke auch an EVH-1 bindet (45).
Mutationen im hydrophoben Kern der PH/WH1/EVH1-Domane kénnen also die WIP-Bindungsstelle
verandern, was zu einer gestorten WIP-WASP-Interaktion flhren sollte (208). Durch diese Stérung
kénnte die richtige Positionierung von WASP und die anschlieRende Aktinpolymerisation verhindert
werden. Allerdings ist noch unklar, wie Mutationen, die einen ahnlichen biochemischen Effekt haben,
zu unterschiedlicher klinischer Auspragung fiihren kdnnen. In einer Studie zum Beispiel wurden
zwei erwachsene Brider mit schwerer kongenitaler Mikrothrombozytopenie untersucht. Es zeigte
sich ein einzelner Basenaustausch in Exon 4 resultierend in einer Substitution von Prolin statt Arginin
(R138P). Dies fiihrt zu einer verminderten Expression oder verminderten Stabilitait des WAS-
Proteins und es konnte gezeigt werden, dal} diese Mutation signifikant aber nicht komplett die
Interaktion von WASP und WIP stérte (wohingegen dies bei der Substitution durch Alanin oder

Glutamin in derselben Position nicht der Fall war) (209).
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Ein Teil der Antwort kénnte sein, dass die einzelnen Mutationen in dieser Domane zu unterschiedlich
ausgepragter Stérung der Bindungsmoglichkeit mit WIP fihren. Stérung anderer EVH1-Funktionen,
wie der Regulierung der Transkriptionsaktivitat kdnnten ebenfalls eine Rolle spielen (12, 45).

Der GroBteil (86,4%, bezogen auf WASPbase) der trunkierenden Mutationen (einige
Nonsensmutationen, Deletionen, Insertionen) und SpleiBmutationen (89,8%, bezogen auf
WASPbase) fihren zur klassischen Form des WAS und dominieren am C-terminalen Ende (4, 13,

23).

Mutationen, die zum Vollbild des WAS gefiihrt haben, WASPbase
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Abbildung 7: Mutationen, die zum Vollbild des WAS gefiihrt haben, gespeichert in der WASPbase (206)
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Mutationen, die zum aWAS gefiihrt haben, WASPbase
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Abbildung 8: Mutationen, die zum aWAS gefiihrt haben, gespeichert in der WASPbase (13)

Obwohl der Grofteil der XLT-Patienten (74,6%, 88 von 118 Fallen, bezogen auf WASPbase)
Punktmutationen hat, die in einzelnen Aminosaureaustduschen resultieren, zeigt nur die Halfte aller
Patienten mit Punktmutationen den XLT-Phanotyp (52,7%, 88 von 167 Fallen, bezogen auf
WASPbase). Dies suggeriert, dass auch Punktmutationen in einem schwer trunkierten WAS-Protein
resultieren kdnnen, und dann meist im klassischen Vollbild des WAS (13, 110). Punktmutationen, die
das N-terminale Ende betreffen, bewirken jedoch Ublicherweise nur eine leichte funktionelle

Einschrankung des WAS-Proteins und fiihren zu XLT (13).
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Abbildung 9: Mutationen, die zu XLT gefihrt haben, gespeichert in der WASPbase (206)

Von Imai et al. wurde beobachtet, dass die WASP-Expression am besten korreliert mit dem
klinischen Phanotyp: 74,2% (bezogen auf WASPbase) der Patienten mit positiver WASP-Expression
in den Lymphozyten zeigten den XLT-Phéanotyp und 86,5% (bezogen auf WASPbase) der Patienten
mit negativer WASP-Expression prasentierten sich mit dem Vollbild des WAS (13, 110). So ist z. B.
die Bildung der ipid rafts“ und der Kalziumeinstrom in T-Lymphozyten von Patienten mit
klassischem WAS mehr beeintrachtigt als in den T-Zellen der Patienten mit XLT, die noch eine
residuelle Expression von WASP haben (60).

In einer kirzlich durchgefiihrten Studie evaluierte diese Arbeitsgruppe den klinischen Phanotyp, den
Genotyp und die WASP-Expression in einer groRen Kohorte von 50 japanischen WAS-Patienten.
Anfalligkeit fur Infekte, ausgepragte Ekzeme, intestinale Blutungen, Tod durch intrakranielle
Blutungen und Malignome waren stark assoziiert mit WASP-negativen Lymphozyten der Patienten.
Die Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit und die Uberlebenswahrscheinlichkeit ohne intrakranielle
Blutungen war signifikant niedriger bei WASP-negativen Patienten. Diese Beobachtungen
suggerieren, daf der klinische Verlauf stark korreliert mit dem Vorhandensein von WASP (110).

Alle Patienten mit Punktmutationen in dieser Studie waren WASP-positiv. Im Unterschied dazu
waren Patienten mit Stopmutationen, gro3en und kleinen Deletionen und kleinen Insertionen WASP-

negativ. Patienten mit Spleifmutationen waren entweder WASP-positiv oder WASP-negativ. Diese
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Daten sprechen fiir eine starke Korrelation von Genotyp und Phanotyp und zeigen, dass die WAS-
Proteinexpression einen hilfreichen Prognoseindikator bei WAS/XLT darstellen kénnte (110).

Am haufigsten von Aminosaureaustauschen ist die Position R86 betroffen. Allerdings konnte aus den
bisher veroffentlichten Daten hier keine klare Korrelation von Genotyp, Proteinexpression und
Phanotyp gezeigt werden, da 42% (14 von 33 Fallen, bezogen auf WASPbase) der Patienten mit
R86C oder R86H Mutationen zwar WASP-positiv waren, aber den klassischen WAS-Phanotyp
zeigten (13, 189). Interessanterweise ist R86 ein wichtiger Ort fir eine effektive WIP-WASP
Interaktion (23, 45, 208) (s.0.).

Im Gegensatz dazu konnten zwei grof’e Zentren, die das gleiche ,Score“-System wie oben
beschrieben benutzten, beobachten, dass von 19 Patienten aus 17 unverwandten Familien mit
Aminosaureaustauschen R86 betreffend, ein Patient einen Score von 3 hatte (WAS-Phanotyp), zwei
einen Score von 2-3 und die verbleibenden 16 Patienten sich klinisch mit dem XLT-Phanotyp
prasentierten mit einem Score von 1 (3 Patienten) und 2 (13 Patienten). Alle aulier zwei hatten
nachweisbares WASP, obwohl die Menge reduziert war (L. Notarangelo, H.D. Ochs,
unverdffentlichte Daten) (13).

Wenn man die Patienten mit einer R86 Mutation herausnimmt, verbessert dies die Korrelation
zwischen Mutationstyp, dem Vorhandensein von WASP und dem Phanotyp: 83,3% (bezogen auf
WASPbase) der Patienten mit einzelnen Aminosaureaustauschen (auller R86), die WASP-positiv
sind, zeigen den XLT-Phanotyp (13).

Autoimmunerkrankungen sind eine haufige Komplikation beim Vollbild des WAS (9, 145, 146). Die
Inzidenz liegt bei 40% in der einen Studie (9) und bei 72% in einer anderen (145). In einer der
Studien von Imai et al. in der die Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei 50 japanischen WAS-Patienten
untersucht wurde, zeigten 22% (6/27) der Patienten mit dem Vollbild des WAS
Autoimmunerkrankungen und zwei der sechs Patienten entwickelten Malignome. Obwohl einige
Falle von Autoimmunerkrankungen bei XLT berichtet wurden, ist die genaue Inzidenz dieser
Komplikation bei XLT unbekannt. Von den 23 japanischen Patienten mit dem XLT-Phanotyp und
residueller Proteinexpression bzw. Proteinfunktion hatten sechs (26%) eine Autoimmun- oder
inflammatorische Erkrankung, flinf davon eine IgA-Nephropathie (13, 110) (siehe Kapitel 2.5).

Eine deutlich erhdhte Inzidenz an Lymphomen wurde kirzlich berichtet bei WAS/XLT-Patienten mit
SpleiBmutationen, Stopmutationen und anderen Mutationen, die zu einer Leserasterverschiebung

fuhren, im Gegensatz zu Punktmutationen. Das hdchste Lymphomrisiko (44%) scheint jedoch
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verursacht zu sein durch eine einzelne SpleiBmutation, die ansonsten mit einem milden Phanotyp
assoziiert ist (Intron 6 (+5), g->a (147) (siehe Kapitel 2.6). Allerdings handelt es sich hier um sehr
geringe Fallzahlen ohne statistische Relevanz.

In der aktuellsten Studie zur Genotyp-Phanotyp-Korrelation von Jin et al. (187) wurden 141 WASP-
Mutationen in 227 unverwandten Familien identifiziert, von denen 71 vorher noch nicht publiziert
waren (Vorbeschrieben:(5, 7, 110, 138-140, 142, 149, 154, 175, 185, 186, 188-205)).

Die meisten Mutationen bestanden aus einzelnen Nukleotidsubstitutionen, kleinen Insertionen und
Deletionen und SpleiBmutationen und waren verteilt tiber die kodierenden Regionen und die Intron-
Exon Ubergénge. Ausgenommen einer groRen Deletion im 5’'UTR, die Exon 1 und 2 einschloss ( del
5’UTR[-719]-intron 2+1), wurden keine Mutationen auf3erhalb von kodierenden Regionen gefunden.
Wie in friheren Studien bereits beobachtet (5, 7, 110, 140, 154, 185, 186, 188-191, 193, 196, 200,
204), waren die vorherrschenden Mutationen Punktmutationen, die typischerweise in den Exons 1-4
lokalisiert waren. Nur finf Punktmutationen, jeweils eine in Exon 7,8,9,10 und 11, wurden nach Exon
4 beobachtet.

Der zweithaufigste Mutationstyp waren Spleillmutationen und diese traten vorwiegend in der zweiten
Halfte des WASP-Gens (Introns 6-11) auf, dhnlich wie in friheren Studien beschrieben (110, 154,
185, 186, 193). Die Mutationen betrafen verschiedene Spleilorte resultierend in vielen
SpleiBprodukten und fihrten oft zu kleinen Mengen an strukturell normalem WASP.

Insertionen und Deletionen resultierten mit zwei Ausnahmen in einer Leserasterverschiebung und
einem vorzeitigem Stop der Translation. Komplexe Mutationen waren selten und beinhalteten
Doppel-Punktmutationen, Punktmutationen gefolgt von einer Deletion oder Kombinationen aus
Deletionen und Insertionen.

Von den fiinf gefundenen ,Hotspots® (=Orte in der DNA an denen vermehrt Mutationen auftreten),
waren drei assoziiert mit einem mildem Verlauf der Erkrankung: Die Substitution von Arginin an der
Position 86 (R86) durch eine von finf verschiedenen Aminosauren, wurde am haufigsten beobachtet
(17 Familien), gefolgt von dem Austausch von Threonin durch Methionin an Position 45 (T45M,
sieben Familien) und der SpleiBmutation IVS6+5g->a die reduzierte Mengen an strukturell
verandertem WASP generierte (sechs Familien). Die anderen beiden ,Hotspot“-Mutationen, die
Stopmutation R211X und die Spleimutation (IVS8+1g->n), beide nachgewiesen in jeweils zehn

Familien, waren vorherrschend assoziiert mit dem klassischen WAS-Phanotyp.
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Es gab keine Assoziation zwischen ethnischer Herkunft oder geographischer Herkunft und es ist
unklar, warum diese finf ,Hotspot‘-Mutationen in mehr als 20% der hier untersuchten WAS/XLT-
Familien vorkamen. Es konnte sein, dass diese Sequenzen zu Fehlern in der DNA-Replikation
neigen. Die alternative Erklarung, dass diese ,Hotspots“ natlrlich vorkommende Polymorphismen
reprasentieren, ist sehr unwahrscheinlich, da keine anderen Mutationen innerhalb des WASP-Gens
identifiziert werden konnten bei diesen WAS/XLT-Familien und keine dieser ,Hotspot“-Mutationen
beobachtet wurde in mehr als 300 normalen X-Chromosomen, in denen WASP sequenziert wurde.

Um eine Genotyp/Phanotyp-Korelation zu erarbeiten, wurden die Patienten eingeteilt in zwei
Kategorien: WASP-positiv, wenn das Protein vorhanden war und WASP-negativ wenn das Protein
fehlte oder funktionell stark eingeschrankt war. Patienten mit Mutationen, die die Expression von
normal groRem Protein erlaubten, entwickelten den XLT-Phanotyp, wahrend die Patienten, deren
Lymphozyten WASP nicht exprimieren konnten oder lediglich eine funktionell stark eingeschrankte
Form des WASP, entwickelten eher den klassischen WAS Phanotyp (p<0,001). Die klinischen

Symptome wurden in ein Punktesystem ahnlich dem oben gezeigten eingeteilt.

Score

0-1 |intermittierende Thrombozytopenie

1 isolierte Mikrothrombozytopenie

2 Mikrothrombozytopenie +lokalisiertes Ekzem, gut behandelbar/ +unkomplizierte IDOL

2-3 | Mikrothrombozytopenie +persistierendes Ekzem/+Infektionen mit antibiotischer Behandlung

3 Mikrothrombozytopenie +Ekzem +Infektion mit antibiotischer Behandlung

4 Mikrothrombozytopenie +schwer behandelbaren Ekzem(/)+schwere lebensbedrohliche
Infektionen

5 WAS/XLT +Autoimmunerkrankung/maligne Erkrankung

Tabelle 3: Scoretabelle Jin (187)

Vorhandensein eines Scores von 5 mit entweder einer Autoimmunerkrankung oder einem Malignom
wurde in beiden Gruppen beobachtet, jedoch deutlich haufiger bei WASP-negativen Patienten. Von
den 248 untersuchten Patienten, deren klinische Information eine Einteilung in das Punktesystem
erlaubte, zeigten 53 (meist Stop- oder SpleiRmutationen resultierend im Fehlen von WASP) einen
Score von 5, aufgrund von Autoimmunerkrankungen oder Malignitat. Nur sechs der 53 Patienten mit

einem Score von 5 hatten Punktmutationen von denen alle auf3er einer in Exon 4 lagen und kein
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WASP exprimierten.

Auch aus dieser Studie kann gefolgert werden, dass der klinische Phanotyp von WAS oder XLT,
schwer oder mild, stark abhangt von dem Effekt der Mutation auf die Proteinexpression bzw. -
funktion. Die Haufigkeit und Schwere von Infektionen, das Ausmall von Ekzemen und die
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen oder Malignomen Korreliert, wenn auch nicht ohne
Ausnahmen, mit dem Vorhandensein von WASP in den Lymphozyten. Patienten mit
Punktmutationen, die in einzelnen Aminosaureaustauschen resultieren und somit die Expression von
mutiertem WASP erlauben, oder mit SpleiBmutationen, die in mehreren Produkten resultieren und
kleine Mengen an WASP exprimieren, prasentieren sich haufig mit dem milderen XLT-Phanotyp
wohingegen Mutationen, die zu einer Leserasterverschiebung flhren haufig zu fehlender
Proteinexpression bzw. -funktion und zum Vollbild des WAS fuhren. Wie bereits beschrieben gibt es
jedoch Ausnahmen und manche Uberlappungen, vor allem bei Kindern unter zwei Jahren
(Autoimmunerkrankungen und Malignitat treten meist spater auf), die es dem behandelndem Arzt
schwer machen, das endgiiltige ,Outcome® bei einem neu diagnostiziertem WAS-Patienten aufgrund

der Mutation vorherzusagen (187).

3.2 Die Mutation in der erstbeschriebenen Familie

Prof. Dr. Alfred Wiskott war in den 30er Jahren als Oberarzt am Dr. v. Haunerschen Kinderspital in
Minchen tatig. In den Jahren 1939-1967 (ibernahm er als Direktor die Leitung der Kinderklinik. Im
Jahr 1936 beschrieb er erstmals ein Krankheitsbild, welches er bei drei Bridern beobachtet hatte
und das sich durch erhéhte Blutungsneigung, auffallige Anergie und Resistenzlosigkeit gegentiber
Infekten und einer Ekzemkonstitution der Haut darstellte (1).

Wie im ersten Teil der Arbeit dargestellt, konnte er durch genaue klinische Beobachtung und
Dokumentation eine detaillierte Ubersicht tiber dieses Krankheitsbild geben.

Da die Aufzeichnungen zu den erstbeschriebenen Patienten noch vorhanden sind, war es mdglich,
Kontakt zu den Nachfahren der Familie aufzunehmen. Freundlicherweise erhielten wir von einigen
Familienmitgliedern Blutproben zur molekulargenetischen Untersuchung auf eine Mutation im
WASP-Gen. Erfreulicherweise bekamen wir auch Blutproben einiger der Schwestern der

erstbeschriebenen ,WAS-Briuder* (siehe Abbildung 10: Bruder 1-3, 11l/3, Ill/4, 111/5) zur Verfliigung
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gestellt. Bei einer der Schwestern (siehe Abbildung 10: 111/10) konnte eine Deletion im Exon 1 (2 bp
Deletion an Position 73 und 74, c.73-74delAC nach der neuen Nomenklatur) nachgewiesen warden,
die zu einer Leserasterverschiebung ab Aminosiure 25 fithrt und nach 12 Aminosiuren in einem
Stopcodon resultiert (p.Thr25ProfsX12, neue Nomenklatur). Diese Mutation kann somit bei den
erstbeschriebenen Jungen zum Vollbild des WAS gefuhrt haben.

Die Mutation ist in der WASPbase noch nicht vorbeschrieben. Es ist eine Deletion in Exon 1, was
einerseits der Theorie entspricht, dass schwere Mutationen auch zu einem schwereren Verlauf der
Erkrankung fiihren, allerdings widerspricht es der Theorie, dass schwerere Mutationen eher C-
terminal liegen (siehe oben).

Bei einem Nachfahren der Familie (siehe Abbildung 10: V/1), der kein direkter Nachkomme von 111/10
ist, konnte die gleiche Mutation in Exon 1 nachgewiesen werden. Da der Familie aufgrund
genetischer Beratung der Erbmodus und somit die Mdglichkeit einer Erkrankung mannlicher
Nachkommen bekannt war, konnte die Diagnose bei ihm sehr frih gestellt werden und er konnte
bereits im zweiten Lebensjahr von einem nicht verwandten HLA-identischen Fremdspender
erfolgreich knochenmarkstransplantiert werden. Daher lasst sich keine Angabe zum Verlauf der
Schwere der Erkrankung bei ihm machen.

Da die Mutation bei zwei nicht direkt verwandten Familienmitgliedern nachgewiesen werden konnte,
ist davon auszugehen, dass es sich bei der bei 1l1l/10 gefundenen Mutation nicht um eine
Spontanmutation handelt, sondern um die bei den erstbeschriebenen Bridern zur Krankheit
fuhrende Mutation. Es konnte hier also die Mutation nachgewiesen werden, die verantwortlich war

fur die Erkrankung der erstbeschriebenen Patienten mit Wiskott-Aldrich Syndrom (210).
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Abbildung 10: Stammbaum der von Wiskott erstbeschriebenen Patienten
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3 Mutationen im WAS-Gen und Genotyp-Phanotyp-Korrelation: Daten des

genetischen Labors der LMU Miinchen

In den Jahren 1995-2004 wurden in dem genetischen Labor der Ludwig-Maximilians Universitat
in Minchen unter der Leitung von Prof. Meindl 53 verschiedene Patienten mit einer Mutation im
WASP-Gen identifiziert.

Ca. 38% der Mutationen (jeweils 10/53) liegen in Exon 1 oder 2. Neun der 53 (17%) Mutationen
liegen im Exon 10 (welches das langste der 12 Exons ist: bp 966-1372).

Die restlichen Mutationen teilten sich wie folgt auf: fiinf Mutationen in Exon 3, vier Mutationen in
Exon 4, funf Mutationen in Exon 6, vier Mutationen in Exon 7, zwei Mutationen in Exon 8, drei
Mutationen in Exon 9 und eine Mutation in Exon 11. In Exon 5 und 12 wurden keine Mutationen

nachgewiesen.

Verteilung und Haufigkeit der Mutation erhoben durch das Labor fiir Genetik
der LMU Miinchen

6 O Komplexe M.
Anzahl 5 W Spleilm.
[ Insertion
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Il Stopm.
31 O Punktm.
24
n
o4
1 2 3 1 12
Exon
Abbildung 11

Die am haufigsten nachgewiesene Art von Mutation waren Punktmutationen. Insgesamt wurden
19 (36%) Punktmutationen gefunden, von denen drei im ersten Exon liegen, zehn (52,5%) in

Exon 2, zwei in Exon 3, zwei in Exon 4, und jeweils eine in Exon 10 und 11.
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Stopmutationen waren mit 26% (14/53) der zweithaufigste Mutationstyp, wobei funf im Exon 1
lagen, zwei in Exon 3, eine in Exon 6, zwei in Exon 7, eine in Exon 8, zwei in Exon 9 und eine in
Exon 10.

Mit je 8/53 (15%), waren SpleiBmutationen und Deletionen gleich haufig gefunden worden. Von
den Deletionen befand sich eine in Exon 1, eine in Exon 4, eine in Exon 9 und fiinf in Exon 10.
Die SpleiBmutationen befanden sich eher in den mittleren Introns (eine im Intron 3, vier im
Intron 6, zwei im Intron 7 und eine im Intron 8).

Von den drei (ca. 6%) gefundenen Insertionen zeigte sich eine im Exon 4 und zwei im Exon 10.
Die einzige komplexe Mutation (Deletion+Insertion) wurde im Exon 1 nachgewiesen.

,2Hotspots® (hier: mehr als einmal bei unverwandten Patienten nachgewiesen) waren R13X (3x),
R86C (3x), R86H (2x), V75M (2x), R211X (2x), E31K (2x) und die Spleifmutation Intron 6+5 g-
>a (4x).

Eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation konnte hier nur aufgrund der (oft unvollstandigen)
klinischen Angaben im Anforderungsschreiben an das genetische Institut erarbeitet werden. Die
Einteilung wurde vorgenommen anhand klinischer Angaben Uber Infektanfalligkeit,
Thrombozytenzahlen und Ekzemneigung. Informationen Uber die WASP-Expression bei den
einzelnen Patienten lagen nicht vor. Ebenso gab es in den meisten Fallen keine Angaben zu
Lymphozytenstimulationstests, Immunglobulinstatus oder ThrombozytengréRe. In die Gruppe
mit dem Vollbild des WAS wurden Patienten eingeteilt, bei denen aufgrund der klinischen
Angaben eindeutig eine erhdhte Infektanfalligkeit mit schweren Infektionen und eine
ausgepragte Thrombozytopenie (<50.000/ul) vorlag in frihem Kindesalter (< 5 Jahre) mit oder
ohne Ekzembereitschaft, oder die aufgrund einer schweren Infektion oder Blutung bereits
verstorben waren. In die Gruppe mit aWAS (=abgeschwachtes WAS) wurden Patienten
eingeteilt, die eine erhdhte Infektanfaligkeit ohne schwere Infektionen und eine chronische
Thrombozytopenie mit oder ohne Ekzembereitschaft zeigten. In die Gruppe mit XLT wurden
Patienten eingeteilt, bei denen lediglich eine chronische Thrombozytopenie beschrieben wurde.
Es zeigte sich, dass insgesamt 27 Mutationen (51%) zum Vollbild des WAS bei den hier
erfassten Patienten fihrten. Zehn davon (37%) waren Punktmutationen von denen wiederum
funf (50%) im Exon 2 lagen, drei (30%) im Exon 4, und jeweils eine in Exon 1 und 10.

Acht (30%) Stopmutationen flihrten zum Vollbild des WAS. Drei (38%) davon lagen im Exon 1,

eine im Exon 3, zwei im Exon 7 und jweils eine in Exon 8 und 9. Vier Deletionen (15%) fuhrten
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zu einem WAS-Phanotyp, von denen jeweils eine in Exon 4 und 9 und zwei im Exon 10 liegen.
Weiterhin wurden in der WAS-Gruppe noch drei Spleilimutationen (11%) nachgewiesen (einmal
in Intron 3, einmal in Intron 7 und einmal im Exon/Intron 8), sowie zwei (7%) Insertionen (jeweils

einmal in Exon 1 und 10).

Mutationen, die zum Vollbild des WAS fiihrten, genetisches Labor der LMU
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Abbildung 12

17 von den insgesamt 53 Mutationen (32%) fuhrten zum Phanotyp des aWAS. Hier waren die
am haufigsten vertretenen Mutationen Punkt- und SpleiRmutationen (jeweils 4/17=23,5%). Von
den Punktmutationen befanden sich eine im Exon 1, zwei im Exon 2 und eine im Exon 3. Es
wurde viermal die gleiche SpleiBmutation im Intron 6 in vier unverwandten Familien
nachgewiesen.

Es wurde dreimal eine Stopmutation (17,5%) nachgewiesen, die zum Phanotyp des aWAS
fuhrte (jeweils eine im Exon 3, 9 und 10). AuRerdem filhrten noch drei Deletionen (17,5%) zu
diesem Phanotyp (dreimal in Exon 10), ebenso wie zwei Insertionen (jeweils einmal in Exon 4
und 10).

In dieser Gruppe zeigte sich die einzige nachgewiesene komplexe Mutation (Deletion+Insertion)

im Exon 1.
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Mutationen, die zum aWAS gefiihrt haben, genetisches Labor der LMU
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Abbildung 13

Insgesamt fiihrten nur drei der 53 Mutationen (ca. 6%) zum XLT-Phanotyp. Zwei davon waren

Punktmutationen und lagen im Exon 2, eine war eine Spleilimutation im Intron 7.

Mutationen, die zu XLT gefiihrt haben, genetisches Labor der LMU

Anzahl

E Spleilm.
O Punktm.

Exon

Abbildung 14

Sechs Mutationen konnten keinem eindeutigen Phanotyp zugeordent werden. Vier davon waren
Ubertragerinnen, bei denen keine Informationen zum Indexpatienten vorlagen. Eine Mutation

wurde aus dem Material einer Chorionzottenbiopsie nachgewiesen. Auch hier gab es keine



62

Angaben zum Indexpatienten. Eine Variante (P460S in Exon 11) wurde bei der
asymptomatischen Schwester eines Patienten (mit der Mutation V75M) nachgewiesen im
Rahmen der Ubertragerinnendiagnostik. Da die Mutter der beiden Ubertragerin der Mutation
V75M ist, diese Mutation bei der Tochter jedoch nicht gefunden werden konnte, muf} davon
ausgegangen werden, dass ihr die Mutation vom Vater vererbt wurde. Es handelt sich hier
vermutlich um einen Polymorphismus.

Einige, der im genetischen Institut der Ludwig-Maximilins Universitdt nachgewiesenen

Mutationen sind bisher noch nicht in der WASPbase beschrieben:

EXON : MUTATION : PHANOTYP :
Exon 1 69 InsG WAS
141/2 DelCA n. bek.
Exon 2 168 C>A WAS
194 T>G WAS
243 G>A WAS
Exon 3 389 G>A aWAS
Exon 4 410 DelC WAS
401 InsC aWAS
433 G>T WAS
Exon 5
Exon 6 587 C>T n. bek.
Exon 7
Exon 8 789 G>A WAS
Intron 8+3-6 WAS
Exon 9 844/5 DelGT WAS
962 C>T aWAS
Exon 10 1113 DelC aWAS
1284 DelC aWAS
1153 InsA aWAS
Exon 11 1412 C>T n. bek.
Exon 12

Tabelle 4: Mutationen, nachgewiesen im genetischen Labor der LMU Muinchen, die in der Literatur und den WASP-
Datenbanken (193, 206) noch nicht vorbeschrieben sind.

(n. bek. = nicht bekannt, Ergebnis aus Ubertragerinnendiagnostik ohne angaben zum Indexpatienten)
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In den Familien der meisten Patienten wurde im Anschlu@ an die Diagnose eine
Ubertragerinnendiagnostik durchgefiihrt. Interessanterweise konnte die Spleimutation Intron
6+5 g->a bei drei der vier Mutter der betroffenen Patienten nicht nachgewiesen werden (eine
Mutter wurde nicht untersucht). Dies wirde bedeuten, dass es sich hier entweder um eine
Neumutation bei den betroffenen Patienten handeln kdnnte oder um ein Keimzellmosaik der
Mutter. Da in einer Familie die Mutation auch bei der Schwester des Patienten nachgewiesen
werden konnte, liegt in diesem Fall sicher ein Keimzellmosaik bei der Mutter vor. Wie im Kapitel
2.6 beschrieben, scheint mit dieser Mutation ein erhéhtes Lymphomrisiko vergesellschaftet zu
sein. Bisher wurde bei keinem der Patienten ein Lymphom diagnostiziert, bzw. liegen keine
Informationen dartber vor. Der alteste der vier Patienten war bei Diagnosestellung bereits 26
Jahre alt.

Auch bei den Patienten mit der Mutation E133D und Q310X konnte im Rahmen der
Ubertragerinnendiagnostik die Mutation nicht bei der Mutter nachgewiesen werden. Da keine
weiteren Familienmitglieder untersucht wurden, kann es sich auch hier entweder um
Neumutationen oder ein Keimzellmosaik der Mutter handeln.

Im Rahmen der Ubertragerinnendiagnostik wurde nur bei einer Schwester eines Patienten (mit
komplexer Mutation: Del 6 bp 156-161, Ins 4bp, A61X, Exon 1) eine ,random“-X-Inaktivierung
beobachtet (40% mutiertes Allel : 60% normales Allel). Die Betroffene prasentierte sich mit
einer milden chronischen Thrombozytopenie. Bei den ibrigen Ubertragerinnen in dieser Familie
und auch allen (brigen untersuchten Ubertragerinnen lag eine ,non-random“-X-Inaktivierung

Vor.

3.3  Vergleich der Daten aus dem genetischen Labor der LMU Miinchen mit

der Literatur

Die im genetischen Institut der Ludwig-Maximilans Universitdt Minchen nachgewiesenen
Mutationen in den Jahren 1995-2004 entsprechen in ihrer Verteilung im WASP-Gen der
aktuellen Literatur: ca. 19% der Mutationen (jeweils 10/53) liegen jeweils in Exon 1und 2. Neun
der 53 (17%) Mutationen liegen im Exon 10. Dies entspricht auch in etwa dem
Verteilungsmuster der Mutationen in der ,online“-WASPbase (206) der derzeit umfassendsten

und aktuellsten Zusammenstellung an WASP-Mutationen. Von den insgesamt 441
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beschriebenen Mutationen befinden sich 61 (14%) im Exon 1, 121 (27%) im Exon 2 und 71
(16%) im Exon 10.
In der 1997 verdffentlichten WASPbase von Schwarz et al. lag ebenfalls der Grofiteil der
Mutationen im Exon 1 und 2, jedoch nur 8% der damals verdffentlichten Mutationen (11/167) in
Exon 10 (193).
Von der Verteilung der Art der Mutationen entsprechen die Daten ebenfalls den Angaben der
publizierten Literatur: Der Grofiteil der Punktmutationen liegt eher N-terminal vor allem in Exon
2 (4, 13, 23, 110, 187). Diese Verteilung zeigte sich auch bei den 53 oben genannten
Mutationen: 10 von 19 (52,5%) Punktmutationen liegen in Exon 2. In der ,online“-WASPbase
liegen 106 der insgesamt 182 aufgefiuihrten Punktmutationen (58%) in Exon 2 (206), wahrend in
der WASPbase von Schwarz et al. 21 von insgesamt 39 Punktmutationen (54%) im Exon 2
lagen (193). Die trunkierenden Mutationen (Insertionen, Deletionen) verteilen sich eher C-
terminal des WASP-Gens (4, 13, 23, 110, 187). So befinden sich z.B. fiinf der insgesamt acht
nachgewiesenen Deletionen (62,5%) im Exon 10. In der ,online“~-WASPbase (206) liegen 31
von insgesamt 88 Deletionen im Exon 10 (35%), was ein niedrigerer Anteil ist, jedoch verteilen
sich die Ubrigen Deletionen gleichmaRig auf das WASP-Gen. Ahnlich verhalt es sich mit den
Verteilungen in der WASPbase von Schwarz et al.: hier befinden sich finf von insgesamt 23
Deletionen im Exon 10 (22%), die restlichen verteilen sich ebenfalls gleichmafig auf die Ubrigen
Exons (193).
Es wurden jedoch auch Ausnahmen von dieser groben Regel beobachtet. Spleilimutationen
wurden vor allem in der Mitte des WASP-Gens gefunden: Vier von acht (50%) im Exon 6 und
zwei (25%) im Exon 7. In der ,online“-WASPbase (206) befinden sich 14 der insgesamt 64
beschriebenen SpleiBmutationen (22%) im Exon 6 und 16 im Exon 7 (25%). Die restlichen
SpleiBmutationen verteilen sich gleichmaRig auf das WASP-Gen. Bei Schwarz et al. (193)
wurden die SpleiBmutationen allerdings eher am Ende des WASP-Gens beschrieben: Jeweils
vier der insgesamt 18 Spleildmutationen (22%) liegen im Exon 9 und 11.
Stopmutationen wurden vor allem im Exon 1 gefunden: funf von insgesamt 14 (36%). Auch in
der ,online“-WASPbase (206) liegt ein grofer Anteil an Stopmutationen N-terminal: 20 der
insgesamt 64 Stopmutationen (31%) liegen im Exon 1. Auch bei Schwarz et al. liegen funf der

insgesamt vierzehn beschriebenen Stopmutationen (36%) im Exon 1.
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Bei den 53 oben genannten Mutationen ist lediglich eine in Exon 1 gefundene Mutation als
komplexe Mutation zu bezeichnen (Deletion+Insertion). In der ,online“-WASPbase (206) werden
nur drei komplexe Mutationen (1xDeletion+Missensmutation, 2xDeletion+Insertion) im Exon 10
beschrieben, bei Schwarz et al. eine in Exon 1, die der oben in der Tabelle genannten
entspricht und zwei im Exon 10 (1xInsertion+Deletion, 1xDeletion+Missensmutation), wobei
letztere in die ,online“-WASPbase ibernommen wurde (193).

An ,Hotspots* fir Mutationen werden sowohl bei Schwarz et al (193) als auch in der ,online“-
WASPbase und der aktuellen Literatur (206), (13, 110, 187) vor allem R86 (mit verschiedenen
Aminosauresubstitutionen), T45M, V75M, R211X und Spleifmutationen im Intron 8 genannt.
Diese Mutationen wurden alle bis auf eine (es wurde nur eine Spleimutation im Intron 8
nachgewiesen) auch bei den 53 oben beschriebenen Mutationen mehr als einmal
nachgewiesen. Die Intron 6+5 g->a Mutation, die insgesamt viermal gefunden wurde, wird auch
bei Jin et al. (187) als ,Hotspot“ beschrieben, nicht jedoch bei Schwarz et al (193), wohingegen
es sich bei der Mutation R13X, die dreimal gefunden wurde, andersherum verhalt. Die hier
zweimal beschriebene Mutation E31K wird in keiner der Literaturangaben als ,Hotspot*
angegeben.

Zur Genotyp/Phanotyp-Korrelation des hier untersuchten Patientenkollektivs lasst sich sagen,
dass zehn der 27 Mutationen (37%) die zum Vollbild des WAS fiihrten Punktmutationen waren,
die zum Austausch einzelner Aminosauren fiihren und von denen man annehmen sollte, dass
trotzdem ein partiell funktionsfahiges WAS-Protein vorhanden ist. Von den insgesamt 19
gefundenen Punktmutationen fihrten 10 zum Vollbild des WAS (53%), vier (21%) zum aWAS
und zwei (10,5%) zum XLT- Phanotyp.

Es gibt in der oben beschriebenen Gruppe keinen Patienten mit dem XLT-Phanotyp verursacht
durch eine schwerere Mutation wie einer Stopmutation, Deletion oder Insertion.
Punktmutationen, die das N-terminale Ende betreffen bewirken Ublicherweise nur eine leichte
Einschrankung der WASP-Expression bzw. -Funktionalitdt und fihren zu XLT (13). Dies zeigte
sich auch bei den oben genannten Patienten, da die beiden Punktmutationen, die zu einem
XLT-Phanotyp flhrten im Exon 2 liegen.

Die jeweils mehrfach beschriebenen Punktmutationen im Exon 2, die zu einzelnen
Aminosaureaustauschen flihren, lassen erkennen, dass aufgrund der Mutation allein keine

genaue Angabe zum Phanotyp gemacht werden kann. So flhrte der Aminosaureaustausch
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V75M bei einem Patienten zum Vollbild des WAS und bei einem anderen unverwandten zum
XLT-Phanotyp. Auch bei der dreimal beschriebenen Mutation R86C zeigt einer der betroffenen
Patienten eine abgeschwachte Form des WAS, wobei ein anderer verwandter Patient lediglich
eine milde chronische Mikrothrombozytopenie entwickelte, der dritte unverwandte Patient
prasentierte sich mit dem Vollbild des WAS. Dies korreliert wie im Kapitel 3.1 beschrieben mit
den Angaben in der Literatur, dass bei dieser Mutation kaum eine Genotyp-Phanotyp
Korrelation beobachtet werden kann.

Bei den restlichen hier beschriebenen ,Hotspot‘-Mutationen stimmten die Phanotypen Uberein
bzw. handelte es sich zum Teil um Ubertragerinnen ohne Angaben zum klinischen Phanotyp
des Indexpatienten.

Dall SpleiBmutationen sowohl zum Vollbild des WAS als auch zum XLT-Phanotyp fiihren
kénnen, zeigt sich ebenfalls bei den erfassten Mutationen. Eine Spleiffmutation im Intron 7
fuhrte zum XLT-Phanotyp, wohingegen eine andere Spleimutation in Intron 7 zum Vollbild des
WAS fihrte, die vier SpleiBmutationen im Intron 6 resultierten im aWAS und zwei weitere

SpleiBmutationen fihrten zum Vollbild des WAS (Intron 3, Exon/Intron 8).

3.5 Zusammenfassung zur Genotyp-Phénotyp-Korrelation

Die WAS-Genotyp-Phanotyp-Korrelation ist nicht immer eindeutig und Patienten mit nur leicht
eingeschrankter Funktionalitat des WAS-Proteins kénnen trotzdem schwere klinische Verlaufe
zeigen (110) mit der Entwicklung von Autoimmunsyndromen und Malignomen. Gleiche
Mutationen koénnen zu veranderter Proteinexpression bzw. unterschiedlich stark trunkiertem
Protein und somit zu unterschiedlichen Phanotypen filhren. Dies kénnte zum Teil von
sekundaren genetischen Einflissen oder Umweltfakioren abhangen (12, 166), die die
Proteinexpression mitbeeinflussen (12, 13, 23, 110, 187). Es gibt mehrere Erklarungsansatze
fur diese gelegentlichen Diskrepanzen. Spleimutationen, besonders wenn sie verschiedene im
Intron gelegene Nukleotidpositionen betreffen, erlauben oft die Generierung von mehreren
SpleiRprodukten, auch beinhaltend normal gespleiRte mRNA resultierend in einer kleinen
Menge an normalem WASP.

Ein anderer Mechanismus der den klinischen Phanotyp modifizieren koénnte, ist eine

.Remutation” entsprechend einer ,in vivo“ somatischen Reversion der angeborenen Mutation.
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Dieser Mechanismus wurde beobachtet bei einem Patienten, bei dem zwei Populationen von
WASP cDNA und Protein gefunden wurden, mutiert und normal. Im Gegensatz zum XLT-
Phanotyp, der bei diesem Patienten beobachtet wurde, zeigte ein nicht verwandter Patient, mit
der gleichen Mutation den WAS-Phanotyp.

Es wurde berichtet von einem WAS/XLT- Patienten mit deutlicher klinischer Verbesserung nach
der Pubertat, bei dem eine Remutation festgestellt wurde (175). Evtl. gibt es andere Gene die
verantwortlich sind fir die Modulation des klinischen Phanotyps von WAS/XLT-Patienten.
Krankheitsmodifizierende Gene wurden z. B. nachgewiesen bei Patienten mit chronischer
Granulomatose (CGD), deren klinischer Phanotyp stark beeinflusst wird durch Polymorphismen
der Myeloperoxidase und FcyRIIIb (211).

Gene, die die Bereitschaft eines Individuums, an einer atopischen Erkrankung wie Allergien und
Ekzemen zu erkranken, kodieren, oder Gene, die die Effektivitdt der Infektionsabwehr
kontrollieren, konnten den WAS/XLT-Phanotyp modifizieren.

Die Podosomenformation von Makrophagen ist beeintrachtigt bei WAS und XLT-Patienten,
jedoch verschwindet der Defekt bei XLT wenn die Makrophagen aktiviert werden mit fMLP (ein
Bakterienderivat), darauf hinweisend, dass evtl. auch Umweltfaktoren zur Entstehung des
Phanotypspektrums dieser Erkrankung beitragen (212).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich beim Wiskott-Aldrich Syndrom um ein
Krankheitsbild mit breitester phanotypischer Auspragung handelt. Viele der aufgefihrten
Studien sollten eine gewisse Korrelation zeigen zwischen WASP-Expression und klinischem
Phéanotyp, um dies als Prognosefaktor werten zu kdnnen. Da allerdings gleiche Mutationstypen
zu unterschiedlicher Proteinexpression bzw. -funktionalitdt und somit zu unterschiedlichen
Phanotypen filhren kdnnen, scheinen noch andere Faktoren die Proteinexpression bzw.

Funktion zu beeinflussen.
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deutlich gemacht, dass es sich beim Wiskott-Aldrich Syndrom
um ein Krankheitsbild mit breitester phanotypischer Auspragung handelt. Diese phanotypische
Breite lasst sich erklaren durch die in der Arbeit detailliert dargestellte Rolle des WAS-Proteins
in den unterschiedlichen Zellen des hamatopoetischen Systems. Sie liegt in der Aktivierung der
Aktinpolymerisation und ist beteiligt bei allen Vorgangen, bei denen diese Zellen ihre Form, ihre
Zytoarchitektur verandern missen. Eine Defizienz des WAS-Proteins flihrt, abhangig von der
Restfunktion, zu unterschiedlich ausgepragten Defekten in der Entwicklung und der adaquaten
Funktion der Zellen des hamatopoetischen Systems und somit zu den oben beschriebenen
phanotypischen Auspragungen, die zusammengefasst werden unter dem Vollbild des WAS,
X-chromosomaler Thrombozytopenie (XLT) und X-chromosomaler Neutropenie (XLN).

Im Rahmen der molekulargenetischen Untersuchung der Nachfahren der erstbeschriebenen
Patienten konnte eine zwei Basenpaare umfassende Deletion in Exon 1 (c.73-74delAC,
p.Thr25ProfsX12) nachgwiesen werden. Somit konnte gezeigt werden, dass die auf rein
klinscher Beobachtung basierende Vermutung des Erstbeschreibers, es lage ein X-
chromosomal gebundener Erbgang vor, eine molekulargenetisch nachzuweisende Grundlage
hatte. Diese Mutation flihrte bei den von Prof. A. Wiskott erstbeschriebenen Bridern zum
Vollbild des WAS.

In den aufgefihrten Studien wurde versucht eine Genotyp-WAS-Protein-Phanotyp-Korrelation
anzustreben, um dem einzelnen Patienten eine Prognose geben zu kénnen.

Da allerdings, wie gezeigt, gleiche Mutationen zu unterschiedlicher Proteinexpression bzw. -
funktionalitat und somit zu unterschiedlichen Phanotypen flihren kdnnen, scheinen noch andere
Faktoren, wie modifizierende Gene und Umweltfaktoren, die Proteinexpression bzw. —funktion
und somit die Auspragung der Erkrankung zu beeinflussen.

Es wurden 53 Patienten beschrieben, deren Mutationen im WASP-Gen im genetischen Labor
der LMU Minchen nachgewiesen wurden. Dargestellt wurde die Verteilung und Haufigkeit der
Mutationen im WAS-Gen, die ,hotspot‘-Mutationen sowie die Art der Mutationen, die zu den
jeweiligen Phanotypen gefiihrt haben. Diese Angaben wurden mit der aktuellen Literatur

verglichen, und es konnten ahnliche Verteilungen und ,hotspot*-Mutationen dargestellt werden.
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Zudem wurden 18 nicht vorbeschriebene Mutationen und deren phanotypische Auspragung
genannt.
Es lieR sich ebenfalls fir das hier beschriebene Patientenkollektiv von 53 Patienten, in
Anlehnung an die aktuelle Literatur (13, 23, 110, 187) zeigen, dafl} keine eindeutige Vorhersage
zum Phanotyp aufgrund der Mutation alleine zu treffen ist.
Auch der in vielen der aufgefiihrten Studien angestrebte Nachweis von WAS-Protein in den
einzelnen Zellen des hamatopoetischen Systems und der Versuch eine Aussage Uber dessen
Funktionalitat zu treffen, fuhrte nicht zu einer verlasslichen Aussage Uber eine Genotyp-WAS-
Protein-Phanotyp-Korrelation.
Die erhobenen Daten machen deutlich, wie schwierig es ist, WAS-Patienten aufgrund der Art

ihrer Mutation einen verlasslichen Ausblick tber den Verlauf ihrer Erkrankung zu geben.
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