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Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung
1.1. Einleitung

Das Hyper-IgE-Syndrom (HIES; OMIM # 147060) ist ein seltener primirer
Immundefekt, der durch rezidivierende Staphylokokken-Infektionen der Lunge
und der Haut, ein chronisches Ekzem und erhohte Spiegel des Immunglobulins
E (IgE) im Serum gekennzeichnet ist (Buckley 2001, Grimbacher et al. 1999a,
Belohradsky et al. 1987). Da sich zusitzlich weitere nicht immunologische
Symptome finden, die das Skelettsystem und das Bindegewebe betreffen (z.B.
Milchzahnpersistenz, Spontanfrakturen, Uberstreckbarkeit der Gelenke und/oder
vergroberte  Gesichtsziige), wird das HIES als Multisystemerkrankung
bezeichnet (Grimbacher et al. 1999a).

Obgleich seit der ersten klinischen Beschreibung im Jahre 1966 (Davis et al.
1966) intensive Bemiihungen unternommen worden, die Atiologie und
Pathogenese des HIES zu ergriinden, konnte bisher keine zu Grunde liegende
Veridnderung gefunden werden, die die verminderte Immunabwehr als auch die
anderen nicht immunologischen Symptome schliissig erklirt.

Da die Ursache des HIES noch nicht bekannt ist, wird die Erkrankung bisher vor
allem symptomatisch durch frithzeitige antibiotische Bekidmpfung der
rezidivierenden Infektionen therapiert.

Vor allem wegen des meist mit >2000 IU/ml erhohten IgE im Serum ist ein
fehlerhaftes Zytokinprofil bei HIES-Patienten als mogliche Ursache der
Erkrankung in das Blickfeld der Forschung geraten. Mittels FACS-Analyse
(Fluorescence Activated Cell Sorting) versucht die vorliegende Studie, ein
umfassendes Bild der intrazelluldren Zytokinproduktion in Lymphozyten und
Monozyten bei HIES-Patienten aufzuzeigen und mogliche Defekte oder
Uberproduktionen an Zytokinen zu identifizieren. Um den Blick auf die
Zytokinproduktion zu komplettieren, werden die Serum-Spiegel ausgewdhlter
Zytokine mittels Cytometric Bead Array (CBA) gemessen.

Ein veridndertes Zytokinprofil lieBe sich durch einen Defekt bei der Erkennung
mikrobieller Strukturen durch die sogenannten Toll-like Rezeptoren (TLR)
erkldren. Deshalb untersucht diese Arbeit die Zytokinproduktion im Serum nach
Stimulation mit spezifischen TLR-Liganden mittels Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), um einen moglichen Defekt im Bereich der
angeborenen Immunitidt (= Fehler der Fremderkennung), speziell der TLR, zu
finden.

Die Ergebnisse dieser Studie werden im weiteren Verlauf bezogen auf den
Kenntnisstand der HIES-Forschung im Jahre 2005, nach Fertigstellung des
experimentellen Teils dieser Arbeit, diskutiert. Auf aktuelle Entwicklungen im
Bereich HIES wird am Ende der Diskussion (Kap. 5.3.) eingegangen.



Einleitung und Fragestellung

1.2. Fragestellung
Zi1el dieser Arbeit ist es:

Veridnderungen des intrazelluliren Zytokinprofils in Lymphozyten und Mono-
zyten und der Serumspiegel einzelner Zytokine von HIES-Patienten gegeniiber
gesunden Kontrollpersonen sollen charakterisiert werden und wenn moglich
Riickschliisse auf die zu Grunde liegende Verdnderung gezogen werden.

Ein moglicher Defekt im Bereich verschiedener TLR Signalwege bei HIES-
Patienten soll dargestellt werden, der zum einen die -eingeschrinkte
Immunabwehr und zum anderen das verdnderte Zytokinprofil erkldren kann.
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2. Das Hyper-IgE-Syndrom (HIES) und immunologische Grundlagen
2.1. Das HIES

2.1.1. Geschichte des HIES

Die erste klinische Beschreibung des HIES stammt aus dem Jahre 1966, als
Davis, Schaller und Wedgewood zwei nicht verwandte Midchen beschrieben.
Diese litten unter hdufigen Infekten der oberen und unteren Atemwege, einem
schweren, unmittelbar nach der Geburt einsetzenden Ekzem und rezidivierenden
Staphylokokkenabszessen der Haut ohne charakteristische Entziindungszeichen.
Nach der biblischen Figur Hiob, der vom Teufel mit Geschwiiren am ganzen
Korper geschlagen wurde, wurde die Erkrankung als ,,Hiob-Syndrom* (engl.
,Job’s Syndrome*‘) bezeichnet (Davis et al. 1966).

Bei der Beschreibung zweier Jungen 1972 durch Buckley et al. wurden dem
Krankheitsbild weitere Symptome wie eine charakteristische Fazies und erhohte
Serum-IgE-Spiegel hinzugefiigt und das Krankheitsbild auch als ,,Buckley’s
Syndrome* bezeichnet (Buckley et al. 1972).

Als sich herausstellte, dass das deutlich erhohte Serum-IgE ein wichtiges
Charakteristikum der Erkrankung ist, wurde das Krankheitsbild als ,,Hyper-
IgE-Syndrom*‘ zusammengefasst (Buckley et al. 1978, Ddaumling et al. 1980,
Donabedian et al. 1983).

Aus dieser Zeit stammen auch die ersten Beschreibungen einer familidren
Héufung der Erkrankung (Van Scoy et al. 1975, Blum et al. 1977), so dass von
einer angeborenen Form eines Immundefektes ausgegangen werden konnte
(siehe Kap. 2.1.4.).

Donabedian und Gallin teilten die klinischen Befunde in Hauptsymptome
(rezidivierende Infektionen der Haut und Atemwege, ein mindestens 10fach
erhohtes Serum-IgE) und variable Nebensymptome (grobe Gesichtsziige,
chronisches Ekzem, kalte Hautabszesse, milde Eosinophilie, mukokutane
Candidiasis und ein Chemotaxisdefekt der Neutrophilen) ein (Donabedian et al.
1983).

Bei der Evaluation von 30 HIES Patienten durch eine Arbeitsgruppe der
National Institutes Of Health (NIH) wurde wegen assoziiert vorliegender
Symptome des Skelettsystems wie Verdnderungen im Bereich des Gesichtes, der
Zahne, der Wirbelsdule, der Knochenstabilitat und der Gelenke das HIES als
Multisystemerkrankung definiert (Grimbacher et al. 1999b).
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2.1.2. Definition des HIES

Die beschriebene Entwicklung bei der Einordnung der Erkrankung fiihrt zur
Definition des HIES als seltenen primiren Immundefekt, der sich durch
folgende klinische Trias auszeichnet:

Rezidivierende Staphylokokkenabszesse der Haut

Rezidivierende Pneumonien mit Pneumatozelenbildung

Ekzem mit erhohtem Serum-IgE (>2000 IU/ml) und Eosinophilie

Zusitzlich  konnen Symptome im Bereich des Skelettapparates wie
charakteristische  Fazies, Uberstreckbarkeit der Gelenke, vermehrte
Knochenbriichigkeit und persistierende Milchzdhne in unterschiedlicher
Auspriagung hinzukommen (Davis et al. 1966, Buckley et al. 1972, Grimbacher
et al. 1999a, Erlewyn-Lajeunesse 2000, Renner 2002a).
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2.1.3. HIES-Score

Bei der klinischen Beurteilung eines Patienten wird hauptsidchlich ein von den
National Institutes Of Health (NIH) entwickelter Score verwendet. Dieser wurde
urspriinglich erstellt, um bei Verwandten von HIES-Patienten einschdtzen zu
konnen, ob sie das erkrankte Gen mit verminderter Expressivitit tragen
(Grimbacher et al. 1999b). Gegenwirtig dient der Score vor allem dazu, bei
Patienten die Wahrscheinlichkeit eines HIES zu bestimmen.

Bei diesem Score werden einzelnen Symptomen des HIES der Ausprigung
entsprechend Punkte zugeordnet und diese am Schluss addiert. So ergibt sich
eine Hochstpunktzahl von 117 Punkten, ab 40 Punkten gilt die Diagnose HIES
als sehr wahrscheinlich (Grimbacher et al. 1999b).

Die Punktzahl ldsst sich folgendermallen interpretieren:

> 40 Punkte HIES sehr wahrscheinlich
20 — 40 Punkte klinischer Verdacht auf HIES
< 20 Punkte HIES unwahrscheinlich

Tab. 1: Darstellung des HIES-Scores und daraus folgender Krankheitswahr-
scheinlichkeit

Alle Patienten, die in die Studie fiir diese Dissertation eingeschlossen wurden,
haben einen Score von iiber 40 Punkten und dementsprechend die klinisch
gesicherte Diagnose eines HIES.

Auf die klinischen Daten der Patienten und die daraus resultierenden Score-
Werte wird in Kapitel 3.1.1. nidher eingegangen.

Abb. 1 zeigt das Formblatt, das zum Ermitteln des Scores verwendet wird. Es
werden klinische Symptome und laborchemische Verdnderungen beriicksichtigt.
Da einige Symptome erst in spiteren Lebensjahren auftreten, enthélt der Score
eine Alterskorrektur.
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Abb. 1: Formblatt zur Berechnung des HIES-Scores (iibersetzt aus Grimbacher et al. 1999b)

Punkt-
Punktewertung ! zahl
Klinische Symptome 0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
Hochster IgE-Wert im Serum (IU/ml) <200 200-500 501-1000 1001-2000 >2000
Hautabszesse keine 1-2 3-4 >4
Pneumonien (Zahl der Episoden seit Geburt) keine 1 2 3 >3
Parenchymale Lungenverinderungen keine Bronchiektasen Pneumatozelen
Zuriickbehaltene Milchzidhne keine 1 2 3 >3
Skoliose, maximale Verkriimmung <10° 10°-14° 15°-20° >20°
Frakturen ohne adiquates Trauma nein 1-2 >2
Hochste Eosinophilenzellzahl (Zellen/ul) <700 700-800 > 800
Charakteristisches Gesicht nein mild vorhanden
Mittelliniendefekt > nein vorhanden
Neugeborenenexanthem nein vorhanden
Ekzem (schwerste Ausprigung eintragen) nein mild mibig schwer
Obere Atemwegsinfektionen pro Jahr 1-2 3 4-6 >6
(2.B. Rhinitis, Otitis, Sinusitis)
Candidiasis nein oral Fingernidgel mucocutan
Andere schwere Infektionen (z.B. keine vorhanden
Osteomyelitis, Meningitis, Sepsis) Erkrankung:
Infektion mit todlichem Ausgang nein vorhanden
Gelenkiiberstreckbarkeit nein vorhanden
Lymphom nein vorhanden
Nasenbreite > (Nasenfligelabstand) <1 SD 1-2 SD >2 SD
Messwert: mm
Hoher Gaumen nein vorhanden
Alterskorrektur > 5 Jahre 2-5 Jahre 1-2 Jahre < 1Jahr
(zusitzliche Punkte bei jungem Alter)
Organabszesse
(z.B. Lymphknoten-, Leber-, Nierenabszess) aullerhalb der Punktwertung, bitte einkreisen : keine vorhanden
iEintragung in der am weitesten rechts. gelegenen Spalte 'ergibt den maximal moglichen Punktwert fiir diesen Befund
;Z.B. Gaumenspalte, Zungenspalte, \erbelkérperanomahen Gesamtpunktzahl:
entsprechend der Normwerttabelle fiir Alter und Geschlecht (aus Farkas 1994)
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2.1.4. Genetische Variabilitiat des HIES

Schon erste klinische Beschreibungen zum HIES wiesen darauf hin, dass das
HIES familiir gehduft auftritt (Van Scoy et al. 1975, Blum et al. 1977).

Durch die von Blum et al. (1977) und Grimbacher et al. (1999a) beobachtete
Vater-zu-Sohn-Vererbung konnte ein x-chromosomal-gebundener Erbgang
ausgeschlossen werden. Dies bestitigte auch die Studie von Belohradsky et al.
(1987), in der sich eine annihernd gleiche Geschlechtsverteilung ergab. Diese
Arbeiten fiihrten zur These, dass es sich beim ,klassischen* HIES um eine
autosomal-dominant mit variabler Expressivitit vererbte Erkrankung handelt
(Grimbacher et al. 1999a). Eine Zuordnung der Erkrankung zu einer Region auf

Chromosom 4q21 konnte allerdings nur teilweise hergestellt werden
(Grimbacher 1999b).

Wichtig bei der Betrachtung der Vererbung des ,.klassischen* HIES ist, dass es
sich bei den meisten Patienten um das Auftreten von Spontanmutationen
handelt, also dass das HIES bei diesen Patienten erstmals in der Familie auftritt
und damit keine weiteren erkrankten Familienangehorige bekannt sind
(Donabedian et al. 1983, Grimbacher et al. 1999, Renner 2002a).

Daneben gibt es eine deutlich seltenere autosomal-rezessiv vererbte Form des
HIES. Sie zeigt die gleichen Hauptsymptome (rezidivierende Infektionen der
Atemwege und der Haut, erhohtes Serum-IgE mit Ekzem und Eosinophilie),
aber keine Symptome des Skelettsystems. Dafiir besteht ein erhohtes Risiko fiir
schwere rezidivierende Infektionen durch Pilze und Viren wie z.B. Molluscum
contagiosum, Herpes zoster und Herpes simplex. AuBerdem treten hiufig
Symptome des zentralen Nervensystems wie Hemiplegie, Hirninfarkte und
Subarachnoidalblutungen auf und tragen damit zur hohen Mortalitit der
Erkrankung bei. Bei Tests der Lymphozytenproliferation konnte festgestellt
werden, dass bei dieser Form des HIES die Lymphozyten der Patienten schwach
auf Mitogene reagieren und bei Kontakt mit Antigenen nicht proliferieren
(Renner et al. 2004).
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2.1.5. Pathogenese des HIES

Die Ursachenforschung im Bereich des HIES ist komplex, da eine mogliche
Erklarung fiir den Immundefekt und gleichzeitig fiir die assoziierten Symptome
vor allem im Bereich des Skelettsystems gefunden werden muss.

Im Folgenden zeigt sich, dass es bereits einige unterschiedliche Ansitze
gegeben hat, die Ursache des HIES zu ergriinden.

2.1.5.1. Funktionelle Storung der neutrophilen Granulozyten

Erste Studien zum HIES schrieben die verminderte Immunantwort einem
Chemotaxis-Defekt der Granulozyten zu (Hill et al. 1974a, Hill et al. 1974b,
Van Scoy et al. 1975, Blum et al. 1977, Daumling et al. 1980, Gahr et al. 1987)
bzw. einem durch mononukledre Zellen produzierten Inhibitor der Leukozyten-
Chemotaxis (Donabedian et al. 1982).

Der Chemotaxis-Defekt erwies sich in anderen Studien als sehr inkonsistent
(Daumling et al. 1980, Buckley et al. 1981) und variierte teilweise innerhalb
eines Patienten zu unterschiedlichen Zeiten (Donabedian et al. 1983).

Auch neuere Studien zeigten kein einheitliches Bild beziiglich eines moglichen
Chemotaxis-Defektes (Netea et al. 2002, Ito et al. 2003, Montoya et al. 2003).
Wegen der Unbestidndigkeit eines moglichen Chemotaxisdefekts ist dieser
hochstwahrscheinlich nicht die alleinige Ursache der Infektionsanfélligkeit bei
HIES-Patienten (Buckley 2001).

2.1.5.2. Fehlregulation der Produktion und Sekretion von Zytokinen

Aufgrund des hohen Serum-IgEs beschiftigte sich ein groBer Teil der HIES-
Forschung mit der Produktion und Sekretion von Zytokinen und einer
moglichen Fehlregulation in diesem Bereich.

Einige Studien sahen die Ursache des erhohten Serum-IgE in einem moglichen
Uberwiegen der Antwort von T-Helfer-Lymphozyten Typ2 (Ty2-Zellen)
gegeniiber der von T-Helfer-Lymphozyten Typl (Tyxl-Zellen) mit
entsprechend verschobener Zytokinproduktion.

Veridndert scheint vor allen Dingen die Produktion bzw. die Sekretion des
Typ1l-Zytokins IFN-y (Del Prete et al. 1989, Paganelli et al. 1991, Shirafuji et
al. 1999, Borges et al. 2000, Netea et al. 2002, Ito et al. 2003, Hawn et al. 2005,
Netea et al. 2005).
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2.1.5.3. Weitere mogliche Ursachen des HIES

Neben dem Thema Zytokine bei HIES gibt es noch einzelne Studien, die sich
mit weiteren moglichen Ursachen fiir das HIES beschiftigen, so z.B. mit der
Frage einer Chemokin-Dysregulation (Chehimi et al. 2001) oder einer
verminderten Expression von kostimulatorischen Adhésionsmolekiilen bei der
T-Zell-Antwort (Martinez et al. 2004).

2.1.6. Symptomatische Therapie des HIES

Bei unklarer Atiologie ist bisher auch keine kausale Therapie des HIES bekannt,
so dass eine symptomatische antimikrobielle und chirurgische Therapie im
Vordergrund steht. Mittel der Wahl ist eine niedrig dosierte Dauerprophylaxe
mit einem gegen Staphylococcus aureus wirksamen Antibiotikum. Bei einer
akuten Infektion ist eine hochdosierte Antibiotikatherapie indiziert. Hinzu
kommen teilweise eine antimykotische Dauertherapie und MalBnahmen zur
Hautpflege (Renner et al. 2002b).

Uber experimentelle Therapieversuche wie z.B. mit Ciclosporin A (Etzioni et al.
1997, Bong et al. 2005), mit rekombinantem menschlichem INF-y (Jeppson et
al. 1991, King et al. 1989, Aihara et al. 1998) oder i.v.-Immunglobulinen
(Wakim et al. 1998) liegen bisher keine gesicherten Ergebnisse gro3erer Studien
tiber Wirkung und Nebenwirkungen vor, so dass in diesen Fillen ein endgiiltiges
Urteil iiber die Wirksamkeit noch aussteht.

Erste Fallbeschreibungen iiber eine allogene Stammzelltransplantation zeigten
keinen langfristigen Erfolg (Nester et al. 1998, Gennery et al. 2000).
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2.2. Immunologische Grundlagen
2.2.1. Definition und Charakterisierung der Zytokine
2.2.1.1. Definition von Zytokinen

Zytokine sind von unterschiedlichen Zellen freigesetzte Proteine, die
funktionelle Auswirkungen auf Wachstum, Differenzierung und Aktivierung
anderer Zellen haben und so den Charakter von Immunantworten bestimmen
(Borish et al. 2003).

Zytokine werden von vielen Zelltypen gebildet: T- und B-Lymphozyten,
Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen, Granulozyten, dendritischen Zellen,
Mastzellen, aber auch Epithelzellen, Stromazellen, Fibroblasten, Hepatozyten,
Astrozyten, Gliazellen und Osteoblasten (Holldnder et al. 2005b).

2.2.1.2. Charakterisierung der untersuchten Zytokine

Diese Arbeit konzentriert sich auf Zytokine, die vorwiegend in T-Lymphozyten
und Monozyten gebildet werden. Untersucht wird die intrazelluldre Produktion
von Interferon-y (IFN-y), Interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-10, Tumor-Nekrose-
Faktor-a. (TNF-at) in T-Lymphozyten und von IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12
und TNF-a in Monozyten.

AuBlerdem werden die Serumspiegel der Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4,
IL-5 und IL-10 mittels CBA ermittelt.

Im Folgenden werden die untersuchten Zytokine kurz charakterisiert:
a) Produktion vorwiegend in Lymphozyten

Interleukin-2 (IL-2): IL-2 wird vor allen Dingen von aktivierten
CD4"-T-Lymphozyten gebildet, aber auch von CD8'-T-Lymphozyten. Es
dient als T-Zell-Wachstumsfaktor, aktiviert aber auch NK-Zellen, B-Lympho-
zyten, zytotoxische T-Zellen und Makrophagen. AuBBerdem stimuliert IL-2 reife
T-Lymphozyten zur Produktion und Sekretion von Zytokinen (IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, GM-CSF, IFN-y) und triagt so zur Regulation von gerichteter
Immunantwort und Hamatopoese bei.

Interleukin-4 (IL.-4): Hauptproduzent von IL-4 sind T-Helfer-Lymphozyten
Typ2 (Ty2-Lymphozyten), ferner wird es von Mastzellen, eosinophilen und
basophilen Granulozyten produziert. IL-4 ist ein wichtiger Wachstumsfaktor
fir T- und B-Lymphozyten. So fordert IL-4 bei T-Zellen die Differenzierung
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zytotoxischer Effektorzellen und die Polarisierung naiver T-Zellen zu einem
Typ-2-Phidnotyp. Bei B-Zellen steigert IL-4 den Antikorper-Isotypen-
Klassenwechsel von IgM zu IgE und IgG, und hat so eine entscheidende
Bedeutung bei allergischen Erkrankungen. Bei der Steigerung der IgE-
Produktion helfen andere Zytokine wie IL-2, IL-5, IL-6 und IL-9.

Interleukin-5 (IL-5): IL-5 wird vor allem von aktivierten Ty2-Lymphozyten,
eosinophilen Granulozyten und Mastzellen gebildet. Es gilt als sehr wichtig fiir
die Reifung und Aktivierung von eosinophilen Granulozyten, wirkt deren
Apoptose entgegen und fordert deren Degranulation. Fiir die Ausbildung einer
Blut-Eosinophilie gilt IL-5 als entscheidender Faktor. AuBBerdem aktiviert es die
Reifung von zytotoxischen T-Lymphozyten und die Differenzierung von
basophilen Granulozyten.

Interferon-y (IFN-y): Gebildet wird IFN-y hauptsichlich von Typl-
polarisierten CD4"- und CD8"-Lymphozyten und von NK-Zellen, zeitweilig
auch von Makrophagen. Es spielt eine wichtige Rolle in der zellvermittelten
Immunitét. Unter Einfluss von IFN-y kommt es zu einer vermehrten Expression
von Molekiilen der Haupthistokompatibilititskomplexe (MHC) I und II. Die
Prisentation von Antigenen und die Zytokinproduktion von Monozyten
werden stimuliert, wie auch die Effektivitit der Makrophagen bei Adhirenz,
Phagozytose, Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Synthese von
Stickstoffmonoxid (NO). AuBerdem werden NK-Zellen und neutrophile
Granulozyten aktiviert. Insgesamt fordert IFN-y eine Entziindungsreaktion, in
deren Mittelpunkt die Funktion der Makrophagen steht.

Bei B-Lymphozyten hemmt IFN-y den Isotypen-Wechsel zu IgG, und IgE. So
ist IFN-y der wichtigste Suppressor der durch IL-4 und IL-13 vermittelten IgE-
Produktion.

b) Produktion vorwiegend in Monozyten

Interleukin-13 (IL-1f3): IL-13 gehort neben IL-1a zur IL-1-Familie und besitzt
dhnliche  biologische  Funktionen, die deshalb als IL-1-Wirkung
zusammengefasst werden. IL-1 wird vor allem von Makrophagen, aber auch
von Endothelzellen, neutrophilen Granulozyten, Keratinozyten und
Synovialzellen gebildet. Es wird als Reaktion auf exogene (z.B. bakterielles
Lipopolysaccharid, Exotoxine) und endogene Stimuli (z.B. Leukotriene,
Komplementfaktor C5a, Immunkomplexe, IFN-y und TNF-o) im Rahmen von
Inflammationsprozessen vermehrt synthetisiert und sezerniert. FEine der
wichtigsten Funktionen ist die Aktivierung von T-Lymphozyten iiber eine
Erhohung der Produktion von IL-2 und der Expression des IL-2-Rezeptors.
Ferner fordert IL-1 die B-Lymphozyten-Proliferation und die Immun-
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globulin-Synthese. Die Produktion von neutrophilen Granulozyten und deren
Adhédrenz an Endothelzellen werden erhoht.

Interleukin-8 (IL-8): IL-8 wird zur Gruppe der Chemokine (chemotactic
cytokines) gezdhlt, weil diese Molekiile vor allem eine chemotaktische Aktivitét
aufweisen. Das Zytokin IL-8 wird vor allem von Monozyten produziert und
wirkt vorwiegend auf neutrophile Granulozyten. Es bewirkt eine Steigerung der
Chemotaxis und eine Aktivierung der Granulozyten. Adhirenz an Endothel,
Degranulation und Bildung mikrobizider Sauerstoffmetaboliten werden
gesteigert.

Interleukin-12 (IL.-12): Das vollstindige Molekiil des IL-12 kann nur von
Monozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten und dendritischen Zellen
hergestellt werden. Es wird hauptsichlich als Antwort auf Infektionen durch
Bakterien, Viren und Parasiten gebildet. Eine Funktion besteht in der
Steigerung der Produktion von IFN-y in T-Lymphozyten und NK-Zellen,
einer Stirkung der T-Lymphozyten- und NK-Zell-Proliferation und ihrer
Zytotoxizitit. Ferner hat IL.-12 eine Typ1l-polarisierende Wirkung, fordert die
zelluldre Immunabwehr und hemmt die IgE-Produktion.

¢) Produktion in Lymphozyten und Monozyten

Interleukin-10 (IL.-10): Die Bildung von IL-10 erfolgt vor allen Dingen durch
Typ2-polarisierte CD4'- und CDS8'-T-Lymphozyten, aber auch durch
Monozyten, zytotoxische T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und dendritische
Zellen. IL-10 supprimiert sowohl die Typl- als auch die Typ-2-polarisierte
Immunantwort von T-Zellen, es fordert die Ausbildung einer humoralen
Immunreaktion und stimuliert zytotoxische T-Lymphozyten. Proinflamma-
torische Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-o. und TNE-B und bestimmte
Chemokine werden vermindert gebildet; zellulire Immunitit und allergische
Inflammation werden reduziert zugunsten der gesteigerten humoralen und
zytotoxischen Immunantwort. IL-10 spricht man eine wichtige Rolle in der
Immunantwort gegen bestimmte Bakterien, Pilze und Protozoen zu, sowie bei
der Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes zwischen Schutz vor pathogenen
Erregern und Minimierung des Gewebeschadens.

Tumor-Nekrose-Faktor-o.  (TNF-o): TNF-a0 wird hauptsidchlich von
Monozyten produziert, daneben von aktivierten Lymphozyten, neutrophilen
Granulozyten, NK-Zellen, Endothelzellen, dendritischen Zellen und Mastzellen.
Die Synthese wird aktiviert durch diverse Stimuli, exogene (Bakterien, Viren,
Parasiten) und endogene (Zytokine, Immunkomplexe, Komplementfaktor C3a,
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Tumorzellen). Der potenteste Aktivator ist LPS (bakterielles Lipopolysaccharid)
tiber die Toll-like Rezeptoren TLR-2 und TLR-4.

TNF-a fordert die Funktion von neutrophilen Granulozyten, indem es die
Adhision an Endothelzellen erleichtert und Neutrophile direkt aktiviert, deren
Bildung im Knochenmark steigert und ihre Funktion (Chemotaxis,
Degranulation und Freisetzung von Sauerstoffradikalen) verbessert. Die lytische
Aktivitit von zytotoxischen T-Lymphozyten wird ebenfalls gesteigert, ebenso
die Fahigkeit von dendritischen Zellen, T-Lymphozyten zu stimulieren und so
eine gerichtete Immunantwort zu ermoéglichen.

Interleukin-6 (IL-6): Die wichtigsten Produzenten von IL-6 sind
mononukleiare Phagozyten; es wird aber in geringerem Ausmal} auch von
T- und B-Lymphozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten und
Hepatozyten gebildet. Die vermehrte Produktion von IL-6 erfolgt als Reaktion
auf bakterielle Endotoxine und proinflammatorische Zytokine. Es hat
proinflammatorische und einige anti-inflammatorische Wirkungen. Zum einen
wirkt IL-6 dhnlich dem IL-1 und steigert Pyrexie und Produktion von Akute-
Phase-Proteinen. Zum anderen stimuliert es B-Lymphozyten zur
Differenzierung in Plasmazellen, die Sekretion von Immunglobulinen und
die Aktivierung von T-Lymphozyten. Im Gegensatz zu IL-1 und TNF, die
gegenseitig ithre Synthese (und die von IL-6) steigern, inhibiert IL-6 die
Synthese von IL-1 und TNF und wirkt so antiinflammatorisch (Borish et al.
2003, Hollidnder et al. 2005b).
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Abb. 2: Schema der Zytokinwirkung auf die gerichtete Inmunantwort
(modifiziert nach Hollinder et al. 2005b)
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2.2.1.3. Einteilung der T-Helfer-Lymphozyten-Antwort

Die CD4-positiven T-Helfer-Lymphozyten lassen sich iiber die Bildung
unterschiedlicher Zytokine in zwei Subpopulationen einteilen: Ty1-Zellen sind
iber die Sekretion von IFN-y, IL-2 und TNF-B an der Ausbildung der
zellvermittelten Immunantwort beteiligt; Ty2-Zellen setzen die Zytokine IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 frei und fordern so die humorale Immunantwort
(Hollander et al. 2005b).

Wihrend Ty2-Zellen iiber ihre Zytokinproduktion die IgE-Produktion steigern,
wirken die von Tyl-Zellen produzierten Zytokine antagonistisch und
dementsprechend auf eine Erniedrigung des Serum-IgE hin (Borish et al. 2003).
Dieses Schema ist eine Vereinfachung der wirklichen Verhiltnisse, so gibt es
auch T-Lymphozyten, die Zytokine aus beiden Gruppen freisetzen. AuBBerdem
gibt es CD8"-Lymphozyten, die man nach oben genanntem Schema in Typ1 und
Typ2 einteilen kann (Holldnder et al. 2005b).
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2.2.2. Definition und Charakterisierung der Toll-like Rezeptoren (TLR)
2.2.2.1. Definition der TLR

Toll-like Rezeptoren (TLR) gehoren zu den Mustererkennungsrezeptoren
(pattern-recognition receptors, PRR) und sind eine wichtige Stiitze der
natiirlichen Immunantwort. PRR sind auf Zelloberflachen, im Zellinneren und in
Korperfliissigkeiten zu finden und dienen der Erkennung von bestimmten
Produkten des mikrobiellen Metabolismus, die dauerhaft in gleicher Weise
hergestellt und exprimiert werden. Bei Erkennung werden Phagozytose,
Opsonierung, Komplementkaskade, Entziindungsvorginge oder Apoptose
eingeleitet (Medzhitov et al. 1997a, Janeway et al. 2002, Iwasaki et al. 2004).
Der erste ,,Toll* Rezeptor wurde bei Drosophila-Fliegen entdeckt, dort zustindig
fir die Entwicklung der dorsoventralen Polaritit wihrend der Embryogenese
(Hashimoto et al. 1988). Es zeigte sich aber, dass ein Fehlen dieses Rezeptors
auch zu einer hohen Anfilligkeit gegen fungale Infektionen fiihrte. Dies legte
den Verdacht nahe, dass der Rezeptor eine wichtige Rolle im Bereich der
Immunantwort spielt (Lemaitre et al. 1996, Hoffmann 2003).

Eine dhnliche Struktur konnte auch beim Menschen in Form eines sogenannten
Toll-like Rezeptors (TLR) gefunden werden (Medzhitov et al. 1997b). Bis heute
lieBen sich beim Menschen zehn dieser TLR identifizieren, die unterschiedliche
mikrobielle Strukturen erkennen konnen (Kawai et al. 2006, Holldnder et al.
2005a). Zu diesen sogenannten Pathogen-assoziierten Mustern (pathogen
associated molecular patterns, PAMP), zidhlen Lipopolysaccharide (LPS),
Peptidoglykane, Lipoproteine und andere Molekiile. Eine Ubersicht iiber die
unterschiedlichen TLR gibt Tab. 2.

Die TLR bestehen aus einem zytoplasmatischen Anteil mit etwa 200
konservierten Aminosduren (Slack et al. 2000) und einem extrazelluldren

variablen Teil mit vielen sich wiederholenden Leucin-reichen Motiven (Bell et
al. 2003).

22



Das Hyper-IgE-Syndrom und immunologische Grundlagen
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Abb. 3: Bild eines TLR mit der typischen zytoplasmatischen TIR (Toll/IL-1R)-
Domain und dem extrazelluléiren Anteil mit sich wiederholenden Leucin-reichen
Motiven (leucine rich repeats, LRR) (modifiziert nach Akira et al. 2004)

Die Bindung von PAMP an einen TLR aktiviert eine intrazelluldre
Signalkaskade, die iiber eine Interaktion der TIR-Domain des TLR mit
verschiedenen zytosolischen Adaptern wie MyD88 (myeloid differentiation
primary response protein 88), TIRAP (TIR-domain-containing adapter protein),
Trif (TIR-domain-containing adapter inducing IFN-B) und TRAM (Trif-related
adapter molecule) zur vermehrten Produktion und Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen und Typ I1-Interferonen fiihrt (Kaisho et al.
2006, Kawai et al. 2006, Holldnder et al. 2005a) (siche Abb. 4).
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2.2.2.2. Charakterisierung der untersuchten TLR

Es sind aktuell beim Menschen zehn verschiedene TLR bekannt (Kawai et al.
2006, Holldnder et al. 2005a). Im Folgenden sollen die in dieser Studie
untersuchten TLR kurz charakterisiert werden:

Name |Verteilung Funktion Pathogen
TLR2 |Monozyten Erkennung von Bakterien
Granulozyten; Peptidoglykanen grampositiver |(v.a. gram-positiv,
hochreguliert auf Bakterien, Lipoproteinen von | Mykobakterien,
Makrophagen Mykoplasmen und Bakterien, |Neisserien),
mykobakteriellem Pilze,
B-Lymphozyten Lipoarabinomannan, Leptospiren,
dendritische Zellen Thymosan der Hefe und Trypanosomen
Glykosyl-Phosphatidylinositol
von Trypanosoma cruzi iiber
CD14-abhéngige und
-unabhingige Mechanismen
induziert Expression von
Typl-Interferonen
TLR3 |dendritische Zellen, Interaktion mit Viren
Makrophagen; doppelstringiger RNA,
hochreguliert auf aktiviert NKxB
Endo- und Epithel aktiviert Sekretion von Typ1-
Interferonen
TLR4 |Monozyten, Interaktion mit mikrobiellen gramnegative Bakterien,
Makrophagen, Lipoproteinen, Chlamydien
dendritische Zellen, CD14-abhingige Antwort auf
neutrophile LPS, RS-Viren
Granulozyten, aktiviert NKxB
Mastzellen,
B-Lymphozyten; CD14-abhingige Erkennung
hochreguliert auf des F-Proteins von RS-Viren
Endothel
TLR 7 |in Milz, Lunge, Interaktion mit einzelstriangiger | Viren
Plazenta; hochreguliert | RNA
in Makrophagen
TLR 8 |Leukozyten, Lunge Interaktion mit einzelstrangiger | Viren
RNA
TLR 9 |dendritische Zellen, Erkennung von Bakterien,
B-Lymphozyten Oligonukleotiden aus Protozoen,
unmethylierten CpG- Viren
Dinukleotiden

Tab. 2: Ubersicht iiber die Eigenschaften der in dieser Studie untersuchten TLR

(modifiziert nach Hollander et al. 2005a und AKkira et al. 2004)
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3. Patienten, Material und Methoden
3.1. Patienten

Aufgrund der sehr niedrigen Inzidenz des HIES gibt es insgesamt nur eine sehr
begrenzte Zahl von HIES-Patienten. Ein groBer Teil dieser Patienten in
Deutschland unterzieht sich regelmédfigen Kontrollen in der Immundefekt-
ambulanz im Dr. von Haunerschen Kinderspital, so dass hier etwa 20 Patienten
mit klinisch gesicherter Diagnose HIES betreut werden. Sechs dieser Patienten
aus unterschiedlichen Altersgruppen (3, 9, 12, 15, 20, 37 Jahre, Altersmedian
13,5 Jahre) und unterschiedlichen Geschlechts (2 weiblich, 4 minnlich) konnten
fiir eine Teilnahme an dieser Studie gewonnen werden.

Nach Anamnese und korperlicher Untersuchung wurden die Patienten bzw. ihre
Eltern tiber den Inhalt der Studie aufgeklért und eine Einverstindniserkldarung
gemidll den Richtlinien der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-
Universitdt (LMU) Miinchen vom Patienten selbst oder dessen Sorge-
berechtigten eingeholt.

Um die Patienten in die Studie einschlieBen zu konnen, mussten folgende
Kriterien erfiillt sein:

Klinisch gesicherte Diagnose Hyper-IgE-Syndrom
(HIES-Score > 40 Punkte)

Andere Immundefekte ausgeschlossen

Aktuell keine Behandlung mit Kortikosteroiden oder anderen
Immunomodulatoren

Keine klinischen und laborchemischen Infektzeichen am Untersuchungstag
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3.1.1. Klinik der Patienten und HIES-Score

Die klinische Untersuchung ergab fiir alle in dieser Arbeit eingeschlossenen
Patienten einen HIES-Score von deutlich tiber 40 Punkten und machte damit die
Diagnose HIES bei allen sechs Patienten klinisch sehr wahrscheinlich (siehe
Tab. 3).

Patient HIES-Score
[Punkte]
1 53
2 60
3 75
4 62
5 50
6 56
Mittelwert 59

Tab. 3: HIES-Score der 6 Studien-Patienten und Mittelwert

Bei allen sechs Patienten, die in diese Studie eingeschlossen wurden, liegt ein
,.klassisches autosomal-dominantes HIES vor, d.h. es handelt sich um die
beschriebene Form, bei der Infektionen der Haut und der Atemwege sowie das
Ekzem mit erhohtem Serum-IgE imVordergrund stehen. Diese und weitere
Symptome sind in den Tab. 4 und 5 zusammengefasst.
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max. max.
Patient| Alter G. Gesamt IgE [Eosinophilie| Ekzem [Abszesse| Pneumonie(n) / rezidiv. |[Score-
(Jahre) e (1IU/ml) /yl Pneumatozele(n) | Infektionen |Punkte
1 3 m 2942 968 ja nein ja/nein ja 53
2 9 m 3189 999 ja ja jalja ja 60
3 12 w 16480 1122 ja ja ja/nein ja 75
4 15 w 17648 2505 ja ja jalja ja 62
5 20 m 42711 2616 ja ja ja/nein ja 50
6 37 m 25379 1148 ja ja ja/nein ja 56
100% 83% 100% / 33% 100%
(6/6) (5/6) (6/6) / (2/6) (6/6)

Tab. 4: Klinische und laborchemische Daten der Patienten mit Fokus auf immunologische Symptome

und HIES Score

Patient| Alter G. |[typisches | Milchzahn- | Spontan- | Skoliose | Uberstreckb. | Candidiasis | Score-
(Jahre) | ®*"*" | Gesicht | persistenz | frakturen Gelenke Punkte
1 3 m ja Zu jung ja nein nein ja 53
2 9 m ja ja nein nein ja ja 60
3 12 w ja ja ja nein ja ja 75
4 15 w ja ja nein nein nein ja 62
5 20 m ja nein nein nein ja ja 50
6 37 m ja ja nein nein nein ja 56
100% 80% 33% 0% 50% 100%
(6/6) (4/5) (2/6) (0/6) (3/6) (6/6)

Tab. 5: Klinische Daten der Patienten mit Fokus auf Symptome des Skelettsystems und HIES Score
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3.1.2. Ausschluss anderer Immundefekte

Andere Immundefekte wurden durch Labortests ausgeschlossen. Diese ergaben
Normalwerte fiir Blutbild, Differentialblutbild, Lymphozytensubpopulationen,
Lymphozytenstimulation durch Mitogene, die Immunglobuline IgA, IgM und
IgG inklusive IgG-Subklassen, spezifische Antikdrper und den oxidativen Burst
von Granulozyten.

3.1.3. Patienten und Kontrollkollektiv

Alle Patienten zeigten am Untersuchungstag keine klinischen Zeichen einer
Infektion und keine Entziindungszeichen im Blut, lediglich Patientin 3 hatte
einen leicht erhohten Wert des C-reaktiven Proteins (CRP) von 0,77 mg/dl
(Normalwert: < 0,50 mg/dl). Keiner der Patienten wurde zum Zeitpunkt der
Studie mit Immunomodulatoren oder Kortikosteroiden behandelt.

Im Rahmen der Routineblutabnahme wurden zusitzlich etwa 5ml heparinisiertes
Blut und etwa 2ml Serum zu Studienzwecken abgenommen und innerhalb der
ndchsten Stunde verarbeitet.

Als Kontrollen dienten immunologisch gesunde Kinder, die wegen Terminen in
der Tageschirurgie des Dr. von Haunerschen Kinderspitals eine Blutentnahme
bekamen und bei denen keine sonstigen Erkrankungen vorlagen, und
Erwachsene (Mitarbeiter der Klinik) im Alter von 2 bis 35 Jahren.

Diese Blutabnahme erfolgte nach Aufkldarung der Kontrollpersonen und mit
Genehmigung der Ethikkommission der LMU Miinchen.
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3.2. Material und Methoden Zytokinmessung

3.2.1. Material und Methoden intrazellulire FACS-Analyse

3.2.1.1. Material intrazellulire FACS-Analyse

Vorgefertigte Puffer und Losungen:

Name der Losung: Substanz: Endkonzentration: Hersteller, Katalog-Nr.
Losung A NaH,PO, 22,6 g/l Aqua Merck, 1.06370.0050
Losung B NaOH 25,2 g/l Aqua

Losung C (40 % PFA) Paraformaldehyd | 4g/10 ml Aqua SERVA, 31628

¢ PFA in Aqua l6sen, mehrere Stunden auf 70 °C erhitzen, einige Tropfen 2M NaOH zugeben, bis die Losung
klar wird, Zugabe von 0,54 g Glucose

4 % phosphatgepuffertes PFA
(Fixierpuffer)

e 83 mlLsg. Amit17 mlLsg. B mischen, davon 90 ml mit 10 ml Lsg. C mischen, pH mit 1M HCI auf 7,4 —

7,46 einstellen.

| PermPuffer 100 fach

Saponin

50 g/500 ml Aqua

SERVA, 34655

Hepes

119 g/500 ml Aqua

MERCK, 1.10110.0250

e 50 g Saponin und 119 g Hepes in 500 ml Aqua 16sen (entspr. 10 %-igem Saponin), sterilfiltrieren und

aliquotieren

3.2.1.1.1. Material intrazelluliire FACS-Analyse Lymphozyten

Stammlosungen der Reagenzien zur Stimulation:

Reagenz: Stammlosung: Endkonzentration: Hersteller, Katalog-
Nr.
Phorbol12-myristatel3-acetate |5 mg in 50 ml Ethanol 10 ng/ml SIGMA, P-8139
(PMA)
Ionomycin 1 mg in 1 ml Ethanol 0,75 pg/ml SIGMA, 1-0634
Monensin 28,6 mg in 4 ml Ethanol 2,5 pmol/l SIGMA, M-5273
Frisch herzustellende Losungen
Losung: zugeben zu: Hersteller, Katalog-Nr.
RPMI-1640/10% FCS |55 ml FCS 500 ml RPMI 1640 + 4ml L- | RPMI:
Glutamin 200 mosm/1 Seromed/Biochrom, F1215
FCS: Biochrom KG S0113
L-G: Biochrom K0280
PMA (100ul/Aliquot) 2 pul Stammlsg. 200 ul RPMI-1640/10% FCS
(5000:50)
Ionomycin 2 pl Stammlsg. 20 ul RPMI-1640/10% FCS
(100ul/Aliquot) (5000:500)
Monensin 2 pl Stammlsg. 80 ul RPMI-1640/10% FCS
(100ul/Aliquot) (5000:125)
Waschpuffer 5 ml FCS 500 ml PBS 500 ml fiir 24 Wells
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PermPuffer 2,5 ml Saponin 1:100 250 ml Waschpuffer Ca. 12 ml / Rohrchen

CDS8 - FITC 2 ml unverdiinnt 5 ul/ Rohrchen Coulter-Immunotech, PN
IM0451

CD3 - PerCP 2 ml unverdiinnt 7,5 ul / Rohrchen Becton-Dickinson, 345766

Interferon-y - PE 1:20 mit PermPuffer 10 pl/ Rohrchen Coulter-Immunotech, PN
IM2717

IL-2 - PE 1:40 mit PermPuffer 10 pl / Rohrchen Coulter-Immunotech, PN
IM2718

IL-4 - PE 1:4 mit PermPuffer 10 pl/ Rohrchen Coulter-Immunotech, PN
IM2719

TNF-a - PE 1:20 mit PermPuffer 10 pl/ Rohrchen Coulter-Immunotech, PN
IM3279

IL-10 - PE 1:20 mit PermPuffer 10 pl/ Réhrchen BD Pharmingen, 20705A

3.2.1.1.2. Material intrazelluliire FACS-Analyse Monozyten

Stammlosungen der Reagenzien zur Stimulation:

Reagenz: Stammlosung: Endkonzentration: Hersteller, Katalog-
Nr.

Brefeldin A (BFA) 5 mg in Iml DMSO (-20°C) 5000 pg/ml (10pg/2ul) | SIGMA, B 7651

LPS 0,5 mg in Iml DMSO (-20°C) | 500 pg/ml (1pg/2pul) SIGMA, L2654

Frisch herzustellende Losungen

Losung: zugeben zu: Hersteller, Katalog-Nr.

Waschpuffer 5 ml FCS 500 ml PBS

PermPuffer 2,5 ml Saponin 1:100 250 ml Waschpuffer Ca. 12 ml / Rohrchen

CD14 FITC unverdiinnt 10wl je Rohrchen BD Pharmingen, 345784

CD45 PERCP unverdiinnt 10wl je Rohrchen BD Pharmingen, 345809

TNF-o PE mit Permpuffer 1:20 20ul je Rohrchen Coulter-Immunotech, PN
IM3279

IL-1B PE mit Permpuffer 1:15 20ul je Rohrchen RD IC201P

IL-6 PE mit Permpuffer 1:20 20ul je Rohrchen RD IC206P

IL-8 PE mit Permpuffer 1:20 20ul je Rohrchen RD IC208P

IL-10 PE mit Permpuffer 1:20 20ul je Rohrchen BD Pharmingen, 20705A

IL-12 PE unverdiinnt 10 ul je Rohrchen BD Pharmingen, 559329
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3.2.1.2. Methoden intrazelluliire FACS-Analyse
3.2.1.2.1. Allgemeines zur Analyse von Lymphozyten und Monozyten

Probenaufbereitung

Heparinisiertes venoses Vollblut (1:1000) wurde unter sterilen Bedingungen
gewonnen und innerhalb von 4-6 Stunden verarbeitet. Es wurde zu jedem
Abnahmezeitpunkt ebenfalls Serum fiir die spétere Bestimmung von Zytokin-
Konzentrationen im Uberstand mittels Cytometric Bead Array (CBA) akquiriert.

Oberflichenfarbung

Bei jeder Probe wurden die relativen Proportionen von T- und B-Lymphozyten
und Monozyten durch Immunphénotypisierung bestimmt, wobei die Methode
mit Vollblut-Lyse in leicht modifizierter Form verwendet wurde (Motley et al.
1996).

Mit monoklonalen Antikérpern gefirbte Zellen wurden mit dem FACScan-
DurchfluBzytometer der Firma Becton Dickinson analysiert und die Ergebnisse
als Prozentsdtze von positiven Zellen in der Zellsuspension dargestellt.
Anwendung fand das durchfluzytometrische intrazelluldre Protokoll, welches
von Jung et al. erstmals beschrieben wurde (1993) und von Prussin et al.
geringfiigig modifiziert wurde (Prussin et al. 1995; Prussin 1997).

3.2.1.2.2. Lymphozyten

Zellstimulation

Fiir die In-vitro-Zellstimulation wurden von jeder Person 4 x 100l Blut zu

900 ul RPMI 1640 Kulturmedium (Seromed/Biochrom, Berlin, Deutschland)
hinzugegeben, versetzt mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem Kilberserum (FCS)
(Biochrom, Berlin, Deutschland).

Die Zytokinproduktion wurde untersucht mittels Analyse von unstimulierten
Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
und Ionomycin (beide Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) stimuliert wurden. Zu
diesen beiden Stimulanzien wurde Monensin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
hinzugefiigt, um den Export von neu synthetisiertem Zytokin vom Golgi-
Apparat zu blockieren und damit die Menge von intrazellulirem Zytokin pro
Zelle zu steigern (Jung et al. 1993).

Danach wurden die Zellen fiir 5 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Fixierung

Die inkubierten Zellen wurden nach Resuspendierung in Falcon Tubes zweimal
mit Waschpuffer (PBS / 5% FCS) gewaschen und jeweils 5 Minuten bei 4°C mit
1250 U/min abzentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurden die roten
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Zellen mit 500ul kaltem Fixierpuffer (Leipziger Puffer 4% PFA) (Merck,
Darmstadt, Deutschland und Serva, Heidelberg, Deutschland) 10 Minuten bei
4°C fixiert.

Im Folgenden wurden die Zellen je dreimal mit 3ml Waschpuffer gewaschen
und je dreimal 5 Minuten bei 4°C mit 1250 U/min zentrifugiert, danach der
Uberstand verworfen.

Uber Nacht erfolgte die Aufbewahrung der Zellen im Kiihlschrank bei 4°C.

Markierung der Zellen fiir die Durchflulzytometrie

Am nichsten Tag wurden die Zellen einmal mit Waschpuffer gewaschen,
abzentrifugiert (1250 U/min, 5 min, 4°C) und der Uberstand verworfen. Durch
Vortexen mit Iml Permeabilisationspuffer (PBS / 5% FCS / 5% Saponin)
(Merck, Serva) wurden die Zellen resuspendiert und anschlieBend fiir 10 min bei
4°C inkubiert. Nach Zusatz von 2ml Permeabilisationspuffer folgte das
Zentrifugieren der Zellen (1250 U/min, 5 min, 4°C) und das Abgieen des
Uberstandes.

Im néchsten Schritt wurde die gleichzeitige Inkubation von 50ul-Aliquots von
unstimulierten und stimulierten Kulturen mit den Oberflachen-Antikérpern CD3
PerCP (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland), CD8 FITC (Coulter
Immunotech, Krefeld, Deutschland) und den PE-gelabelten anti-Zytokin-
Antikorpern IFN-y, IL-2, IL-4, TNF-a (Coulter-Immunotech) und IL-10 (BD
Pharmingen) durchgefiihrt. Alle Proben wurden im Dunklen bei 4°C fiir 25 min
inkubiert.

SchlieBlich wurden die gefirbten Zellen je dreimal mit Permeabilisationspuffer
gewaschen, abzentrifugiert (1250 U/min, 5 min, 4°C) und jeweils der Uberstand
verworfen.

Zum Abschluss wurden die Zellen mit 200 ul PBS resuspendiert und bis zur
Messung innerhalb der nichsten zwei Stunden bei 4°C asserviert.

DurchfluBzytometrische Messung und Analyse

Die Fluoreszenzintensitit wurde mittels des FACScan-DurchfluBBzytometers
(BD Pharmingen) mit gleicher Einstellung bei jeder Probe gemessen.

10000 Ereignisse (gezdhlte Zellen) wurden gemessen und mit Hilfe der CELL
Quest Software (BD Pharmingen) ausgewertet.

Die Kompensationseinstellungen wurden mittels monoklonaler Einzel-Farb-
Antikorper, z.B. CD3 oder CDS8, in separaten Tubes, fiir jedes der Fluorochrome
FITC, PE und PErCP bestimmit.

Bei der Analyse wurden Dot-Plots mit Forward Scatter (Grof3e der Zellen)
gegen Side Scatter (Granularitit der Zellen) verwendet und eine Lymphozyten-
Region R1 gesetzt.
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Abb. 5: Darstellung der Lymphozyten (rot) im Forward Scatter (x-Achse) / Side
Scatter (y-Achse) (links) und Erstellung einer Lymphozyten Region R1 in der
Darstellung CD3-Positivitiit (x-Achse) gegen Side Scatter (y-Achse) (rechts)

Die Dot-Plot Quadratstatistik wurde in Bezug auf CD8-positive (FL-1, FITC)
oder CD8-negative, d.h. CD4-positive T-Zellen, gegen die Zytokin-Fluoreszenz
(FL-2, PE) analysiert.

Zytokin-positive CD4"- oder CD8"-T-Zellen wurden iiber Setzen einer unteren
Grenze fiir Fluoreszenzpositivitit anhand der unstimulierten Zellen ermittelt.
Die Daten wurden als Prozentanteile von CD4"- oder CD8"-T-Zellen mit
Zytokinexpression innerhalb des Lymphozyten-Gates ausgedriickt.
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uL > 0.04 002 uL 101 1.91  1.01
UR 43 0.94 0.43 UR 371 7.02 3.71
LL 2393 5254 23.93 LL 2901  54.87 29.01
LR 1914  36.20 19.14

LR 2117 46.48 21.17

Abb. 6: Darstellung der Lymphozyten (rot) anhand CDS8-Positivitit (x-Achse)
gegen Zytokin-Positivitit hier fiir IFN-y (y-Achse) vor Stimulation (links) und nach
Stimulation (rechts) und daraus ermittelte Dot-Plot Quadratstatistiken (unten)
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Fiir die Quantifizierung der Zytokin-Menge in der einzelnen positiven Zelle
wurde die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit der positiven Ereignisse
herangezogen.

3.2.1.2.3. Monozyten

Zellstimulation

Fir jeden Probanden wurde jeweils 1ml Vollblut in zwei Polypropylen-
Rohrchen zu 2ul Brefeldin A (BFA) (=10ug) (SIGMA) der Stammldsung
(unstimuliert) bzw. 2ul BFA der Stamml6sung und 2ul LPS (=1ug) (SIGMA)
(stimuliert) hinzugefiigt.

Alle Rohrchen wurden mit 10pug/ml BFA inkubiert, um eine intrazelluldre
Anreicherung von neu synthetisierten Zytokinen innerhalb des Golgi-Apparates
zu erreichen (Kwak et al. 2000).

Das unstimulierte Rohrchen diente als Baseline-Wert fiir die Bestimmung der
intrazelluldren Zytokin-Produktion und erhielt keinen Zusatz von LPS. Der
Vergleich erfolgte mit dem zweiten Rohrchen, welches mit LPS (1pg/ml)
stimuliert wurde.

Die Rohrchen wurden dann bei 37°C und 5% CO, auf einem Schiittler fiir 4
Stunden inkubiert.

Markierung der Zellen mit Oberflichenmarkern

Nach der Inkubation wurden Polystyren-Rohrchen mit 100ul von
unstimuliertem bzw. in vitro LPS-stimuliertem Vollblut mit 10ul
anti-CD14-FITC Oberflichenmarker (10ul/100ul Blut) (BD Pharmingen)
versetzt. Zu einem unstimulierten Rohrchen wurden neben CD 14-FITC auch
10ul CD 45 PERCP (BD Pharmingen) hinzugefiigt.

Dann wurden die Rohrchen fiir 30 Minuten bei Zimmertemperatur
lichtgeschiitzt inkubiert.

Fixierung

Im Anschluss wurden die Zellen sofort zweimal mit 3 ml Waschpuffer
gewaschen, abzentrifugiert (1250U/min, 4°C, S5min) und der Uberstand
verworfen, um die iiberschiissigen, nicht gebundenen Antikorper zu eliminieren.
Danach wurden die Zellen mit 500ul kaltem Fixierpuffer (Leipziger Puffer
4% PFA) (Merck, Serva) behandelt und nach dem Vortexen fiir 10 Minuten bei
4°C fixiert. Die fixierten Zellen wurden dreimal mit Waschpuffer gewaschen
und abzentrifugiert (1250 U/min, 5 min, 4°C). Nach Verwerfen des Uberstandes
wurden die Zellen iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt.
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Markierung der Zellen mit Zytokin-Antikorpern

Am nichsten Tag wurden die fixierten Zellen erneut einmal mit 3ml
Waschpuffer gewaschen, abzentrifugiert (1250 U/min, 5 min, 4°C) und der
Uberstand wurde verworfen. Danach wurden die Rohrchen mit 1ml
Permeabilisierungspuffer (PBS / 5% FCS / 5% Saponin) (Merck, Serva)
aufgefiillt und die Zellen fiir 10 min bei 4°C lichtgeschiitzt inkubiert. Nach
Zusatz von 2 ml Permeabilisierungspuffer wurden die Zellen zentrifugiert (1250
U/min, 5 min, 4°C) und der Uberstand wurde abgegossen.

Den Rohrchen wurden anschlieBend 20ul der vorverdiinnten Anti-Zytokin-PE-
Antikorper gegen TNF-a (Coulter-Immunotech), IL-1f, 11-6, IL-8 (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), IL-10 (BD Pharmingen) und 10ul der Anti-
Zytokin-PE-Antikorper gegen IL-12 (BD Pharmingen) zugesetzt. Nach dem
Vortexen wurden die Zellen fiir 30 Minuten bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit 3ml Permeabilisierungspuffer
gewaschen, abzentrifugiert (1250 U/min, 5 min, 4°C) und der Uberstand wurde
jeweils verworfen.

Zuletzt wurden die Zellen mit 200 pl PBS resuspendiert und bis zur Messung
innerhalb der nichsten zwei Stunden bei 4°C asserviert.

DurchfluBzytometrische Messung und Analyse

Die fertigen Zell-Losungen wurden mit dem FACScan Durchfluzytometer (BD
Pharmingen) analysiert. Es wurde das Programm CELL Quest (BD Pharmingen)
verwendet.

Die Identifizierung der Monozyten erfolgte iiber ein Gate auf CD14" Zellen im
FITC-Kanal und dem Side Scatter. Kontrolliert wurde dieses iiber eine
Darstellung CD14-FITC gegen CD45-PERCP.
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Abb. 7: Darstellung der Monozyten (griin) in Forward Scatter (x-Achse) gegen Side
Scatter (y-Achse) (oben links), in CD14-Positivitiit (x-Achse) gegen CD45-Positivitiit
(y-Achse) (unten links) und Erstellung einer Monozyten Region R1 in der
Darstellung CD14-Positivitiit (x-Achse) gegen Side Scatter (y-Achse) (oben rechts)

Dargestellt wurden Zytokin-positive Zellen in einem Dot Plot CDI14-FITC
gegen Zytokinfluoreszenz-PE.

Wenn moglich, wurden fiir die Bestimmung der intrazelluldren
Zytokinproduktion 2500 CD14"-Monozyten-Gate-Ereignisse gemessen. Die
Quadrant-Marker wurden dann im Dot-Plot so gesetzt, dass eine Trennung
zwischen positiven und negativen Populationen definiert werden konnte.
Zytokin-positive CD14" Zellen wurden iiber das Setzen einer unteren Grenze fiir
Fluoreszenzpositivitit anhand der unstimulierten Zellen ermittelt.
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Abb. 8 : Darstellung der Monozyten (griin) anhand CD14-Positivitiit (x-Achse) gegen
Zytokin-Positivitit hier fiir TNF-a (y-Achse) vor Stimulation (links) und nach
Stimulation (rechts) und daraus ermittelte Dot-Plot Quadratstatistiken (unten)

Die Ergebnisse wurden dann als prozentuale Anteile von Zytokin-positiven
Monozyten in unstimulierten und LPS-stimulierten Kulturen ausgedriickt.

Fiir die Quantifizierung der Zytokin-Menge in der einzelnen positiven Zelle
wurde die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit der positiven Ereignisse
herangezogen.
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3.2.2. Cytometric Bead Array (CBA)
3.2.2.1. Allgemeine Informationen zum CBA

Neben der intrazelluldren Zytokinbestimmung sollte eine Bestimmung einzelner
Zytokine im Serum erfolgen. Hierzu wurde das bei jedem Patienten
abgenommene Serum (siehe 3.1.3) verwendet und hiermit ein CBA (cytometric
bead array) mit anschlieBender Durchfluzytometrie zur Bestimmung der
Zytokinwerte 1m Serum durchgefiihrt. Diese Technik beruht auf einer
Markierung der Proben mit ,Perlen” (beads), die zum einen mit einem
fluoreszierenden Farbstoff (in diesem Fall PE) und zum anderen mit jeweils
einem spezifischen Antikorper fiir die zu bestimmenden Zytokine markiert sind
(Chen et al. 1999).

3.2.2.2. Material und Methoden CBA

Die Serumwerte der Zytokine IFN-y, TNF-«, IL-2, IL-4, IL-5 und IL-10 bei
HIES-Patienten und Kontrollen wurden mit dem THI1/TH2-Cytometric Bead
Array-Kit (BD Pharmingen) geméll den Instruktionen des Herstellers gemessen.

Erstellung der Zytokin Standardlosungen

Fiir die zu messenden Zytokine wurden Standard-Testreihen mit einzelnen
Zytokin-Konzentrationen von 20 pg/ml bis 5000 pg/ml erstellt. Zu diesem
Zweck wurden die Standardlosungen mit Losungsmittel versehen und im
Folgenden Verdiinnungen des Standards auf 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128 und 1:256 der Ausgangskonzentration erstellt. Als Kontrolle lief eine
Negativ-Probe mit einer Zytokin-Konzentration von 0 pg/ml bei jedem Test mit.
Um aus diesen ,capture beads® die fiir die spitere Messung notwendigen
,mixed capture beads* zu erstellen, wurden die erstellten Losungen vorsichtig
gevortext und dann jeweils 10 pl der erstellten capture beads in insgesamt 34
Tubes gefiillt (24 zu analysierende Proben + 9 Standards + 1 Negativkontrolle).
Die Tubes wurden anschlieBend zentrifugiert, der Uberstand anschlieBend
aspiriert und verworfen. Danach wurden die Probengefile entsprechend der
verworfenen Menge mit Serum Enhancement Puffer aufgefiillt, gevortext und
anschlieend 30 Minuten bei Raumtemperatur und lichtgeschiitzt inkubiert.

Vorbereitung der Testlosung fiir die Flowzytometrie

50 pl der ,,mixed capture beads“ wurden nun nach Vortexen in die fiir die
Testung geeigneten Probengefidfle gefiillt. Hinzu kamen 50 pl der testeigenen
PE-Reagenz und 50 pl der Zytokin Standardlosungen bzw. bei den
Patientenproben 50 pl Testmaterial.
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Die Probengefile wurden danach fiir 3 Stunden bei Lichtschutz inkubiert.
Danach wurde 1 ml testeigener Waschpuffer zu jedem Testgefdal hinzugefiigt
und die Proben wurden fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach vorsichtiger
Aspiration des Uberstandes und Verwerfen desselben wurden 300 ul testeigener
Waschpuffer hinzugefiigt und der Niederschlag resuspendiert.

DurchfluBzytometrische Messung und Analyse

Die fertigen Zell-Losungen wurden mit dem FACScan Durchfluzytometer (BD
Pharmingen) analysiert. Es wurde das Programm CELL Quest (BD Pharmingen)
verwendet.

Die Identifizierung der Beads erfolgte iiber eine Darstellung von Side Scatter
gegen Forward Scatter.

Die PE-Fluoreszenzintensitit der einzelnen Proben wurden dann im FL3-Kanal
des DurchfluBzytometers gemessen. Aus den Standardreihen der Zytokine und
der Fluoreszenzintensitit der Proben liel3 sich die Plasmakonzentration der
Proben bestimmen.
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3.3. Material und Methoden Toll-like Rezeptoren (TLR)

Vorbereitung

Isolierte periphere mononukledre Blutzellen (peripheral blood mononuclear
cells, PBMCs) wurden in 96 Well-Plates mit je 3 x 10° Zellen pro 200 ul pro
Well gegeben und mit RPMI/ 10% FCS aufgefiillt.

Stimulation

Die Zellen wurden stimuliert mit Lipopolysaccharid (LPS) von Escherichia coli
(1 pg/ml) (Sigma), Zymosan aus Hefezellwandextrakten (10 pg/ml),
Peptidoglykan von Staphylococcus aureus (1 pg/ml), R848 (10 uM), Heat
Killed Listeria monocytogenes (HKLM) ( 10® HKLM/ml) (alle von InvivoGen,
CA, USA), Cytosin-phosphatidyl-Guanosin (CpG) ODN (3 ug/ml) (kleine
Buchstaben: Phosphorothioat Verkniipfung; GroBbuchstaben: Phosphodiester
Verkniipfung 3' der Base; CpG-B ODN 2006: 5' tcgtegttttgtcgttttgtcgtt 3'; CpG-
A ODN 2216: 5' geGGGACGATCGTCgggggG 3') (beide zur Verfiigung
gestellt von Coley Pharmaceuticals Wellesley, MA, USA), poly IC (25 pug/ml)
(Amersham Biosciences, NJ, USA) und IL-1B (50ng/ml) (R&D Systems).

Messung der Zytokinsekretion

Nach 36 Stunden wurde die Sekretion von IL-6, TNF-q, IL-12p40, IL-10 und
IFN-a0 in seriellen Verdiinnungen des Kulturiiberstandes gemessen, wobei
IL-12p40, IL-6, IL-10, TNF-a (alle von BD Pharmingen) und IFN-a (Bender
MedSystems, Graz, Osterreich) ELISA Kits gemidfl den Instruktionen des
Herstellers verwendet wurden (Renner et al. 2005).

3.4. Statistische Auswertung
Die experimentell erhobenen Ergebnisse wurde mit dem Statistikprogramm
SPSS 14 bearbeitet. Zur Ermittlung moglicher Signifikanzen wurde der Mann-

Whitney-Test fiir unabhiingige Stichproben angewendet.

Als signifikant wurden p-Werte < 0,05 angesehen, als hoch signifikant p-Werte
< 0,01.
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4. Ergebnisse

4.1. Zytokinprofil in Lymphozyten und Monozyten
4.1.1. Intrazelluliire FACS Analyse

4.1.1.1. Lymphozyten

Um die Zytokinproduktion in CD4- und CD8-positiven Lymphozyten von
HIES-Patienten zu untersuchen, wurden diese in vitro mit PMA, Tonomycin und
Monensin stimuliert und dann die intrazellulire Produktion mit der von
gesunden Kontrollen verglichen.

Dabei zeigten sich Unterschiede fiir folgende Zytokine:

In CD4"-Lymphozyten der Patienten war die Produktion von IFN-y signifikant
und die Produktion von IL-2, IL.-4 und TNF-a hoch signifikant erniedrigt.

In CD8"-Lymphozyten ergaben sich fiir IFN-y und TNF-o hoch signifikante
Erniedrigungen fiir HIES-Patienten gegeniiber den Kontrollen.

Eine signifikante Erhohung ergab sich fiir IL-10 in CD8"-Lymphozyten.

Nicht signifikant reduziert zeigten sich IL-10 in CD4"-Lymphozyten und IL-2
in CD8"-Lymphozyten, nicht signifikant erhoht IL-4 in CD8*-Lymphozyten.

Zytokin positive
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Abb. 9: Vergleich der prozentual stimulierten Zellen mit positivem Zytokin-Nachweis in CD4"-
und CDS8'-T-Lymphozyten. Nachweis der Zytokine IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 und TNF-a fiir
Patienten (schwarz) und Kontrollen (wei}). Gezeigt werden die Mittelwerte und die
Standardabweichung. *p<0,05 **p<0,01 mit Mann-Whitney-Test fiir unabhéingige Stichproben.
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CD4*-Lymphozyten

CD8*-Lymphozyten

IFN-y IL-2 IL-4 IL-10 | TNF-a | IFN-y IL-2 IL-4 IL-10 | TNF-o
HIES-
Patienten 9,6 0,9 0,4 0,9 8.8 11,6 0,6 0,6 0,5 6,7
[% zytokin- (£5,6) | (0,5 | (04 | (x06) | 7,1) ] (£8,6) | (£0,5 | (0,5 | (x0,3) | (x4,
pos. Zellen]
+SD
Kontrollen
[% zytokin- 17,2 14,1 1,6 1,1 24,0 33,3 2,0 0,4 0,2 19,7
pos. Zellen] 7,7 | (x10,3)| 1,00 | 0,7 | (£93) }(£12,6)| (£2,6) | (x0,7) | (x0,4) | (£x12,0)
+SD
p-Wert 0,01 <0,01 | <0,01 | 0,54 <0,01 | <0,01 0,11 0,08 0,01 < 0,01

Tab. 6: Vergleich der prozentual stimulierten Zellen mit positivem Zytokin-Nachweis in CD4"- und
CD8*-T-Lymphozyten fiir HIES-Patienten und Kontrollen. Gezeigt werden Mittelwerte =
Standardabweichung und p-Werte mit Mann-Whitney-Test fiir unabhéngige Stichproben.
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4.1.1.2. Monozyten

Die Monozyten wurden in vitro mit LPS stimuliert und bei der Auswertung die
zytokin-positiven Zellen fiir HIES-Patienten mit denen der Kontrollen
verglichen.

Bei den Patienten war IL-1P intrazellulidr signifikant erniedrigt messbar
gegeniiber gesunden Kontrollen.
Die Zytokine TNF-a, IL-8, IL-10 und IL-12 zeigten sich erniedrigt gegeniiber

Kontrollen, IL-6 wurde dagegen bei den Patienten erhoht gemessen. Diese
Ergebnisse erreichten alle keine statistische Signifikanz.

Zytokin positive

Zellen in % *
100

80 -

60 -

40 -

20

o, B W b &b

TNF-a IL-1B IL-6 IL-8 IL-10 IL-12

Abb. 10: Vergleich der prozentual stimulierten Zellen mit positivem Zytokin-Nachweis in
Monozyten. Nachweis der Zytokine TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12 fiir Patienten
(schwarz) und Kontrollen (wei}). Gezeigt werden die Mittelwerte + Standardabweichung. *p<0,05
**p<0,01 mit Mann-Whitney-Test fiir unabhéngige Stichproben.
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TNF-o IL-1B IL-6 IL-8 IL-10 1L-12
HIES-Patienten
[% zytokin-pos. 90,2 82,4 83,1 71,2 1,7 3,2
Zellen] (+3,6) (79 (£9,0 (£16,5) *1,1) *27)
+SD
Kontrollen
[% zytokin-pos. 91,9 91,2 77,3 75,7 4,6 6,1
Zellen] *=7,3) (£6,7) (£16,2) (£27,1) (£8,0) *4,7)
+SD
p-Wert 0,13 0,01 0,59 0,18 0,91 0,22

Tab. 7: Vergleich der prozentual stimulierten Zellen mit positivem Zytokin-Nachweis in

Monozyten fiir HIES-Patienten und Kontrollen.

Gezeigt werden Mittelwerte =+

Standardabweichung und p-Werte berechnet mit Mann-Whitney-Test fiir unabhéngige

Stichproben.
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4.1.2. CBA

Um das Zytokinprofil zu vervollstindigen, wurden die Spiegel von sechs
Zytokinen im Serum der sechs HIES-Patienten im Vergleich zu denen von
Kontrollpersonen im Alter von 3-18 Jahren gemessen.

Dabei zeigte sich der Spiegel von IL-5 bei Patienten gegeniiber den Kontrollen
hoch signifikant erhoht.

Erhoht gemessen wurden auch die Serum-Spiegel von IFN-y, IL-10 und IL-2.
Fir TNF-a und IL-4 lagen die Werte der Patienten niedriger als bei den
Kontrollpersonen. Diese Unterschiede erreichten alle keine statistische
Signifikanz.

pg/ml

25
20

15 -

10 - Jek

——
5 4
0
INF-y TNF-a IL-10 IL-5 IL-4 IL-2

Abb. 11: Serumspiegel der Zytokine INF-y, TNF-qa, IL-10, IL-5, IL-4 und IL-2 fiir Patienten
(schwarz) und Kontrollen (wei}) in pg/ml. Gezeigt werden die Mittelwerte +
Standardabweichung. *p<0,05 **p<0,01 mit Mann-Whitney-Test fiir unabhéngige Stichproben.
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IFN-y TNF-a IL-10 IL-5 IL-4 IL-2
HIES-Patienten
[pg/ml] 13,9 5,2 8.8 4.4 11,9 33
+ SD (£6,5) (= 1,8) (2,1 (=1,2) (£5,7) (£2,6)
Kontrollen
[pg/ml] 13,1 6,7 7,4 2,5 11,9 2,0
+SD (=7,3) (£6,7) (+£16,2) (£27,1) (+8,0) 4,7
p-Wert 0,95 0,91 0,10 < 0,01 0,60 0,19

Tab. 8: Vergleich der Serumspiegel der Zytokine INF-y, TNF-a, IL-10, IL-5, IL-4 und IL-2 in
pg/ml fiir HIES-Patienten und Kontrollen + Standardabweichung und p-Werte berechnet mit
Mann-Whitney-Test fiir unabhiingige Stichproben.
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4.2. TLR Signalwege

Um einen moglichen Defekt im Bereich der TLR zu identifizieren, wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Reaktion der peripheren mononukledren Zellen auf
verschiedene TLR Liganden bestimmt. Dazu erfolgte eine Stimulation der
Zellen mit LPS (erkannt von TLR-4), Peptidoglykan von Staphylococcus
aureus, Zymosan (Extrakt aus Zellwdnden von Hefepilzen), hitzeinaktivierten
(heat-killed) Listerien (alle erkannt von TLR-2 in Zusammenarbeit mit TLR-6
und TLR-1), poly IC (erkannt von TLR-3), R848 (erkannt von TLR-7 und
TLR-8), CpG-A (aktiviert IFN-y in plasmazytoiden dendritischen Zellen iiber
TLR-9), CpG-B (aktiviert B-Lymphozyten iiber TLR-9) und IL-1.
AnschlieBend wurde die Produktion verschiedener Zytokine (IL-6, IL-10, IL-12,
TNF-a, IFN-a), die am Ende der entsprechenden TLR Signalkaskaden gebildet
werden, gemessen.

Bei der Messung der Zytokinspiegel zeigten sich mehrere nach Stimulation mit
TLR Liganden signifikant erhoht:

IL-12p40 auf Stimulation mit Zymosan und Peptidoglykan, IL-10 stimuliert
durch IL-1P und TNF-a nach Stimulation mit LPS.

AuBerdem zeigte sich ein hoch signifikant erniedrigter Wert fiir die Messung
von IFN-o nach Stimulation mit hitzeinaktivierten Listerien (HKLM)
gegeniiber Kontrollen.

Ansonsten zeigten sich keine Unterschiede signifikanter Relevanz zwischen den

Zytokinspiegeln von Patienten und Kontrollen. Die Werte waren sogar bei den
Patienten im Schnitt leicht erhoht gegeniiber der Kontrollgruppe.
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a) IL-12 p40
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Abb. 12: Zytokinspiegel von IL-12 p40 in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit
LPS=Lipopolysaccharid, Zymosan, PGN=Peptidoglykan von Staphylococcus aureus, PolyIC,
R848, CpG-B, CpG-A, HKLM=heat-killed Listerien und IL-1p bei HIES Patienten (schwarz)
gegen Kontrollen (wei}). Gezeigt werden die Mittelwerte + Standardabweichung. *p<0,05
**p<0,01 mit Mann-Whitney-Test fiir unabhéngige Stichproben.

IL-12 p40 | Medium LPS Zymosan PGN Poly IC R848 CpG-B CpG-A | HKLM IL-1p
HIES-
Patienten 64,2 4221,3 1989,7 2472,5 163,2 7795,2 0,0 1114 649,2 2575,4
[pg/m]] (£128,5) (£5129,9) (£916,8) (£ 2489.4) (£ 326,3) (£ 6311,5) (£0,0) (£222,8) (£418,3) (£ 1726,1)
+SD
Kontrollen
[pg/ml] 0,0 1006,2 444,1 2754 14,7 6109,1 64,2 55,1 866,7 483,8
+SD (£0,0) (£473,0) (£163,2) (£249,7) (£29.4) (£2531,1) (£ 65,8) (£110,1) (£402,2) (£0,0)
p-Wert 0,69 0,20 0,03 0,03 0,89 1,00 0,11 0,89 0,49 0,34

Tab. 9: Zytokinspiegel von IL-12 p40 in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit LPS,
Zymosan, PGN, PolyIC, R848, CpG-B, CpG-A, HKLM und IL-1B bei HIES Patienten gegen
Kontrollen. Dargestellt werden die Mittelwerte + Standardabweichung und p-Werte mit Mann-
Whitney-Test fiir unabhéngige Stichproben.
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b) IFN-a
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Abb. 13: Zytokinspiegel von INF-0 in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit
LPS=Lipopolysaccharid, Zymosan, PGN=Peptidoglykan von Staphylococcus aureus, PolyIC,
R848, CpG-B, CpG-A, HKLM=heat-killed Listerien und IL-1p bei HIES Patienten (schwarz)
gegen Kontrollen (wei}). Gezeigt werden die Mittelwerte + Standardabweichung. *p<0,05
**p<0,01 mit Mann-Whitney-Test fiir unabhéngige Stichproben.

INF-a Medium LPS Zymosan PGN Poly IC R848 CpG-B CpG-A HKLM IL-1B
HIES-
Patienten 0,0 0,0 4,6 0,0 0,0 138,1 21,4 2653,2 257,8 0,0
[pg/ml] (£0,0) (£0,0) (*11,2) (£0,0) (£0,0) (#£207,9) | #3501 | *1701,7) | (x224,1) (£0,0)
+SD
Kontrollen
[pg/ml] 0,0 0,0 4,6 0,0 0,0 44,7 23,7 2860,5 1467,9 0,0
+SD (*0,0) (0,0 (*11,2) (x0,0) (0,0 (*52,7) (£44,2) (*1373,7) | (£521,6) (*0,0)
p-Wert 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,70 1,00 0,94 <0,01 1,00

Tab. 10: Zytokinspiegel von INF-a in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit LPS, Zymosan,
PGN, PolyIC, R848, CpG-B, CpG-A, HKLM und IL-1p bei HIES Patienten gegen Kontrollen.
Dargestellt werden die Mittelwerte + Standardabweichung und p-Werte mit Mann-Whitney-Test
fiir unabhéngige Stichproben.
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c) IL-6
IL-6
pg/mi
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Abb. 14: Zytokinspiegel von IL-6 in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit
LPS=Lipopolysaccharid, Zymosan, PGN=Peptidoglykan von Staphylococcus aureus, PolyIC,
R848, CpG-B, CpG-A, HKL.M=heat-killed Listerien und IL-1p bei HIES Patienten (schwarz)
gegen Kontrollen (wei). Gezeigt werden die Mittelwerte + Standardabweichung. *p<0,05
**p<0,01 mit Mann-Whitney-Test fiir unabhingige Stichproben.
IL-6 Medium LPS Zymosan PGN Poly IC R848 CpG-B CpG-A HKLM IL-1p
HIES-

Patienten | 1620,0 | 321227 | 235364 | 243757 2174,8 38227,9 2113,1 1292,3 | 20836,5 | 35172,8
[pg/ml] | 1831,0) | (£25380,7) | (+25113.8) | (x19449.5) | (x2103,1) | (£242974) | (216912) | (£21453) | (+8098,3) | (x19024.8)
+SD

Kontrollen
[pg/ml] 2149 | 39674,6 | 21969,7 | 21609,0 2648,6 28166,7 1481,4 17455 | 11594,3 | 248293
+SD E416,1) | *7737,7) | 115255 | (£2150,1) | (£2106,3) | (£6492,1) | (x10333) | (x31382) | (+4487,3) | (13878,7)
p-Wert 0,06 0,34 0,89 0,68 0,59 0,89 0,89 0,89 0,34 0,34

Tab. 11: Zytokinspiegel von IL-6 in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit LPS, Zymosan,
PGN, PolyIC, R848, CpG-B, CpG-A, HKLM und IL-1p bei HIES Patienten gegen Kontrollen.
Dargestellt werden die Mittelwerte + Standardabweichung und p-Werte mit Mann-Whitney-Test
fiir unabhingige Stichproben.
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d) IL-10
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Abb. 15: Zytokinspiegel von IL-10
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Stimulation mit
LPS=Lipopolysaccharid, Zymosan, PGN=Peptidoglykan von Staphylococcus aureus, PolyIC, R848,
CpG-B, CpG-A, HKLM-=heat-killed Listerien und IL-1p bei HIES Patienten (schwarz) gegen
Kontrollen (wei}). Gezeigt werden die Mittelwerte + Standardabweichung. *p<0,05 **p<0,01 mit
Mann-Whitney-Test fiir unabhingige Stichproben.

IL-10 Medium LPS Zymosan PGN Poly IC R848 CpG-B CpG-A | HKLM IL-1p
HIES-
Patienten 35,4 1978,0 8224 861,6 93,4 854,1 370,9 61,9 616,2 644,4
[pg/ml] (£26,9) (+2349,1) (+ 885,3) (+980,4) (£ 137,6) (£915,5) (+298,4) (*61,7) (x414,7) (*762,2)
+SD
Kontrollen
[pg/ml] 18,9 1517,1 491,6 306,0 35,1 697,6 214,6 48,0 3374 30,3
+SD *104) | *3702) | *181,3) | (*2003) | (*312) | (3565 | (x82,1) 505 | *1558) | (+60,6)
p-Wert 0,49 0,34 0,89 0,69 0,89 0,89 0,49 0,49 0,34 0,03

Tab. 12: Zytokinspiegel von IL-10 in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit LPS, Zymosan,
PGN, PolyIC, R848, CpG-B, CpG-A, HKLM und IL-1f bei HIES Patienten gegen Kontrollen.
Dargestellt werden die Mittelwerte + Standardabweichung und p-Werte mit Mann-Whitney-Test
fiir unabhingige Stichproben.
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e) TNF-o
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Abb. 16: Zytokinspiegel von TNF-o in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit
LPS=Lipopolysaccharid, Zymosan, PGN=Peptidoglykan von staphylococcus aureus, PolyIC, R848,
CpG-B, CpG-A, HKLM-=heat-killed Listerien und IL-1p bei HIES Patienten (schwarz) gegen
Kontrollen (weil). Gezeigt werden die Mittelwerte + Standardabweichung. *p<0,05 **p<0,01 mit
Mann-Whitney-Test fiir unabhingige Stichproben.

TNF-o. Medium LPS Zymosan PGN Poly IC R848 CpG-B | CpG-A HKLM IL-1p
HIES-
Patienten 63,1 20144,5 | 11582,7 | 14711,0 429,7 16054,2 6,8 4,0 12142,0 2028,1
[pg/ml] (*112,3) | (x21818,5) | (x8271,4) | (£21561,6) | (+850,3) | (+8726,8) (*13,7) (*8,1) (+ 8456,6) (£ 1031,6)
+SD
Kontrollen
[pg/ml] 0,0 1983,6 5068,8 3700,5 28,1 9656,9 0,5 29,5 18975,8 732,7
+SD (£0,0) (£907,8) (£5297,7) | (£4491,3) (£49,3) (£4811,2) (£0,5) (£ 58,5) (£ 12954,1) (£0,0)
p-Wert 0,34 0,03 0,20 0,34 1,00 0,69 0,89 0,69 0,69 0,40

Tab. 13: Zytokinspiegel von TNF-a in pg/ml 36 Stunden nach TLR Stimulation mit LPS,
Zymosan, PGN, PolyIC, R848, CpG-B, CpG-A, HKLM und IL-1p bei HIES Patienten gegen
Kontrollen. Dargestellt werden die Mittelwerte + Standardabweichung und p-Werte mit Mann-

Whitney-Test fiir unabhéingige Stichproben.
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5. Diskussion

Das HIES ist ein primidrer Immundefekt, der gekennzeichnet ist durch
Infektionen von Lunge und Haut vor allem durch Staphylokokken und ein
Ekzem bei erhohtem Serum IgE (Davis et al. 1966, Buckley et al. 1972). Als
Besonderheit treten beim HIES weitere nicht-immunologische Symptome
insbesondere  des  Skelettsystems auf, die die Erkrankung als
Multisystemerkrankung definieren (Grimbacher et al. 1999a).

Die Schwierigkeit, diese Erkrankung &tiologisch einzuordnen, bestand und
besteht daher darin, eine ursdchliche Pathologie zu finden, die den gesamten
Symptomenkomplex bei HIES erklirt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein verédndertes
Zytokinprofil bei HIES besteht, welches einen Teil der Symptomatik schliissig
erkldrt und nicht auf einem Defekt der TLR beruht.

5.1. Veriandertes Zytokinprofil bei HIES

Um das Zytokinprofil bei HIES moglichst differenziert darzustellen, wurden fiir
diese Arbeit Zytokine intrazelluldr in T-Lymphozyten und Monozyten sowie
Spiegel ausgewihlter Zytokine im Serum gemessen.

Dabei zeigten sich bei den untersuchten Patienten in CD4"-Lymphozyten die
Zytokine IFN-y, IL-2, IL-4 und TNF-a und in CD8"-Lymphozyten die Zytokine
IFN-y und TNF-a intrazellulédr signifikant vermindert im Vergleich zu gesunden
Kontrollen.

Eine signifikante Erhohung fand sich fiir IL-10 in CD8"-Lymphozyten.

Fiir IL-2 und IL-4 in CD8"-Lymphozyten und fiir IL-10 in CD4"-Lymphozyten
zeigten sich keine Unterschiede.

Bei der intrazelluldren Messung in Monozyten war IL-1f signifikant vermindert.
Die intrazellulare Produktion von TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 und IL.-12 war nicht
signifikant verdndert gegeniiber gesunden Kontrollen.

AuBerdem fiel bei den gemessenen Zytokinen im Serum ein signifikant erhohter
Spiegel von IL-5 auf, wihrend sich fiir IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-4 und IL-10
keine signifikanten Unterschiede ergaben.

Die vorliegende Arbeit konnte ein stark veridndertes Zytokinprofil bei HIES
zeigen und bestitigt beziiglich des signifikant vermindert gemessenen
intrazelluldren IFN-y Ergebnisse anderer Studien, die eine verminderte Tyl-
Antwort, vor allem gekennzeichnet durch eine verminderte IFN-y-Produktion
bzw. Sekretion, beschrieben haben (Netea et al. 2005, Ito et al. 2003, Netea et al.
2002, Borges et al. 2000, Paganelli et al. 1991, Del Prete et al. 1989).

54



Diskussion

Im Gegensatz hierzu hatten Arbeiten anderer Gruppen keine Veridnderung der
IFN-y-Produktion und Sekretion gegeniiber Kontrollen ergeben (Vercelli et al.
1990, Rodriguez et al. 1998, Ohga et al. 2003, Martinez et al. 2004).

IFN-y spielt eine wichtige Rolle in der zellvermittelten Immunitit, wobei vor
allem die Funktion von Makrophagen gefordert wird (Holldnder et al. 2005b,
Borish et al. 2003). So konnte eine Erniedrigung des vorhandenen IFN-y zu der
nicht effektiven Immunantwort im Rahmen des HIES beitragen.

Auch wird IFN-y ein wichtiger Einfluss auf die Chemotaxis neutrophiler
Granulozyten zugeschrieben (Ito et al. 2003), welche bereits bei HIES in
einzelnen Studien als eingeschrinkt beschrieben wurde (Hill et al. 1974a, Hill et
al. 1974b, Van Scoy et al. 1975, Blum et al. 1977, Ito et al. 2003). Die
Chemotaxis zeigte sich bei einer Gruppe von Patienten nach Gabe von IFN-y
verbessert (Jeppson et al. 1991).

Die intrazelluldre Produktion von IL-2 wurde bisher erst einmal untersucht,
zeigte sich dort aber in CD4"-T-Zellen unauffillig (Ito et al. 2003).

Das intrazellulir in CD4"-Lymphozyten vermindert gemessene IL-2 spielt eine
grole Rolle in der gerichteten Immunantwort. Es dient als wichtiger T-
Lymphozyten-Wachstumsfaktor, bewirkt aber auch eine verstirkte Synthese von
Effektorzellen (Borish et al. 2003, Holldnder et al. 2005b). Auch hier konnte
eine verminderte Produktion eine Rolle bei der ineffektiven Erregerabwehr im
Rahmen des HIES spielen.

Die gemessene signifikante Erniedrigung der intrazelluldren Produktion von
TNF-a in Lymphozyten ist bisher nicht vorbeschrieben. TNF-a bewirkt vor
allem die Aktivierung von Neutrophilen und vermittelt Adhidrenz, Chemotaxis,
Degranulation und Freisetzung von Sauerstoffradikalen (respiratory burst). An
Endothelzellen induziert es Adhisionsmolekiile wie ICAM-1, VCAM-1 und E-
Selektin (Borish et al. 2003). Eine Einschriankung der Funktion von neutrophilen
Granulozyten konnte daher erheblich zur Symptomatik des HIES beitragen.

Zu einem geringen Teil ist TNF-a auch an der IL-2 vermittelten Produktion von
IFN-y beteiligt (Beutler et al. 1989) und konnte die reduzierte Aktivierbarkeit
von IFN-y produzierenden Lymphozyten noch zusitzlich verstarken.

Auch die in Monozyten nachgewiesene intrazelluldre Verminderung von IL-1f3
diirfte einen Teil zur eingeschrinkten Infektabwehr beitragen, hier
moglicherweise auch zur Infektion ohne systemische Infektzeichen und ,kalten*
Abszessen, die fiir HIES typisch sind. IL-1f spielt dabei eine wichtige Rolle bei
der Verstarkung der Inflammation und auch bei der systemischen Antwort des
Korpers wie z.B. der Entwicklung von Fieber (Dinarello 2005, Holldnder et al.
2005b, Borish et al. 2003).

Die nicht gesteigerte Ty2-Antwort, insbesondere in Bezug auf IL-4, wie sie die
vorliegende Arbeit zeigt, wurde bereits mehrfach beschrieben (Ito et al. 2003,

Gudmundsson et al. 2002, Rodriguez et al. 1998, Vercelli et al. 1990). CD4"-
Lymphozyten der hier untersuchten HIES-Patienten produzierten sogar weniger
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IL-4 als gesunde Kontrollen. Dies steht im Gegensatz zu bisherigen Studien und
auch zu der Beobachtung des erhohten Serum-IgEs der HIES-Patienten. IL-4
gilt als Gegenspieler von IFN-y bei der Regulation des IgE und sollte bei
verminderter Produktion eigentlich zu einer Erniedrigung des IgE fiihren
(Borish et al. 2003, Hollinder et al. 2005b). Die im CBA gemessenen
Serumspiegel von IL-4 zeigten keinen Unterschied zwischen Patienten und
gesunden Kontrollen.

Die signifikante Erhohung von IL-10 in CD8*-Lymphozyten diirfte hier keine
grole Rolle spielen. IL-10 wird zwar teilweise als Teil der Tyx2-Antwort
beschrieben (Hollidnder et al. 2005b), mittlerweile gilt IL-10 aber als moglicher
Aktivator bzw. Suppressor von Tyl- und Ty2-Antwort (Couper et al. 2008).
Insgesamt scheint auch die Produktion in CD4"-Lymphozyten eine deutlich
gewichtigere Rolle bei der Beeinflussung der Immunantwort zu spielen
(Trinchier1 2007).

Bei den mittels CBA gemessenen Serumspiegeln ausgewdhlter Zytokine fiel
eine signifikante Erh6hung des Serumspiegels von IL-5 auf. Eine erhohte basale
Sekretion von IL-5 wurde auch von Montoya et al. bei HIES bereits beobachtet
(2003).

Diesem Zytokin wird eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer Eosinophilie
zugeschrieben (Simon et al. 2004). Uberproduktion von IL-5 scheint deshalb
verbunden zu sein mit Eosinophilie im Blut und hohen Zahlen von
infiltrierenden Eosinophilen, die ein histopathologisches Kennzeichen der
ekzematdsen Hautldsionen bei HIES sind (Chamlin et al. 2002).

Erkldren ldsst sich diese Erhohung von IL-5 zumindest teilweise durch die
verminderte Produktion von IFN-y. Es gibt starke Hinweise, dass IFN-y die
Entwicklung von IL-5- und IL-4-produzierenden Ty2-Zellen behindert und
direkt auf B-Lymphozyten wirkt und so einen Klassenwechsel auf IgE und
IgG,-Isotypen unterdriickt (Geha et al. 2003). Unterproduktion von IFN-y, wie
ber den hier beschriebenen Patienten beobachtet, wiirde die Inhibition
vermindern und konnte so zu erhohten IgE-Spiegeln und iiber IL-5 zu einer
hoheren Zahl von Eosinophilen fithren.

Neben dieser Wirkung auf die eingeschriankte Infektabwehr spielt die
verringerte intrazelluldre Produktion von IFN-y und IL-2 eine zweite wichtige
Rolle. Vor allem IFN-y hat groBen Einfluss auf die Antikorper-Bildung, indem
es den Isotypen-Wechsel zu IgG,4 und IgE hemmt (Hollédnder et al. 2005b, Borish
et al. 2003). Ein Fehlen bzw. eine Verminderung des IFN-y und damit der Ty1-
Antwort trigt so zur vermehrten IgE-Bildung bei und ist ein wichtiger Faktor
beim namensgebenden Symptom des HIES.

Die Hauptproduzenten von IFN-y sind T-Lymphozyten (Borish et al. 2003,
Holldnder et al. 2005b), so dass sich eine Verminderung des intrazellulidren
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IFN-y in einem erniedrigten Serumspiegel des Zytokins niederschlagen sollte.
Dieser Spiegel wurde in dieser Studie gleich dem von Kontrollen gemessen. Da
die intrazelluldre IFN-y-Menge in Monozyten dhnlich denen der Kontrollen war,
konnte eine mogliche Erklarung in einer Mehrproduktion durch andere Zellen,
z.B. NK-Zellen (Borish et al. 2003, Holldnder et al. 2005b) oder dendritische
Zellen, liegen (Bonmort et al. 2007). Auch ist vorstellbar, dass trotz des
erniedrigten intrazelluldren Zytokins bei HIES-Patienten normale Basalspiegel
von IFN-y erreicht werden, wihrend die Mehrproduktion im Rahmen von
Infektionsprozessen nicht suffizient erfolgen kann.

Gleiches gilt fiir die normal gemessenen Serumspiegel von IL-2 bei deutlich
vermindertem intrazelluldrem Zytokin in CD4"-Lymphozyten, dem wichtigsten
Produzenten von IL-2 (Gaffen et al. 2004).

Insgesamt zeigt sich im Rahmen der hier dargestellten Untersuchungen von
HIES-Patienten ein deutlich verédndertes Zytokinprofil, das einige wichtige
Symptome des HIES erklaren kann: Die verminderte Stimulierbarkeit von
IFN-y, IL-2 und TNF-a produzierenden Lymphozyten und IL-1
produzierenden Monozyten bedingt eine eingeschrinkte Infektabwehr und
liefert in Zusammenschau mit der nicht verianderten Ty2-Antwort und dem
erhohten Spiegel von IL-5 auch eine Erkldrung fiir das erhohte Serum IgE und
die Eosinophilie bei HIES-Patienten. Zudem kann eine eingeschrinkte Funktion
der neutrophilen Granulozyten, insbesondere der Chemotaxis, durch dieses
verdnderte Zytokinprofil mitverursacht sein. Diese scheint aber nicht immer
nachweisbar zu sein und ist wohl nicht Ursache fiir die erhohte
Erregerempfindlichkeit, sondern eine verstirkende Begleiterscheinung.

Einschriankungen bei der Beurteilung von Zytokinprofilen beruhen sicherlich zu
einem wesentlichen Teil auf der hohen physiologischen Flexibilitdt dieses
Systems in Abhédngigkeit verschiedenster exogener und endogener Stimuli. Die
im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Untersuchungsergebnisse sind aufgrund
differierender Messzeitpunkte und Stimulanzien nicht immer mit den in der
Literatur bereits beschriebenen Zytokinmessungen bei HIES-Patienten
vergleichbar. Dies stellt eine naheliegende Erkldrung fiir die teils divergierenden
Ergebnisse, z.B. beziiglich IFN-y und IL-2 Produktion, dar.

AuBerdem ist wegen bis vor kurzem fehlender Moglichkeiten, das ,.klassische*
HIES genetisch nachzuweisen, in Frage zu stellen, ob es sich in jeder Studie um
wirkliche HIES-Patienten gehandelt hat. Hierbei ist stets die insgesamt geringe
Zahl an HIES-Patienten weltweit zu bedenken, so dass in den einzelnen Studien
wie auch in dieser nur kleine Patientenzahlen untersucht werden konnten.

Diese Studie zeigt mit den angefithrten FEinschrankungen ein deutlich
verdndertes Zytokinprofil, das einen Teil der immunologischen Symptome bei
HIES erklédren kann, aber nicht das HIES als Multisystemerkrankung.
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5.2. Ausschluss eines Defektes der TLR Signalwege

Der Riickschluss von einem veridnderten Zytokinprofil auf einen moglichen
Defekt im Bereich der TLR erscheint naheliegend. Eine verminderte
Erregererkennung wie bei einem Defekt in diesem Bereich und eine
dementsprechend verinderte Signalkaskade konnte an ihrem Ende eine
verdnderte Zytokinproduktion und die bei HIES beschriebene eingeschrinkte
Abwehr einzelner Pathogene erkliren.

In dieser Dissertation wurde die Zytokinantwort iiber TLR Signalwege auf
verschiedenste Stimulanzien untersucht.

Dabei zeigte sich eine im Vergleich zu gesunden Kontrollen normale
Zytokinausschiittung, nur IFN-o wurde nach Stimulation mit hitzeinaktivierten
Listerien (HKLM) signifikant vermindert gemessen. Bei der Bildung von
TNF-a, IL-6, IL-10 und IL-12p40 auf HKLM-Stimulation zeigten sich keine
Unterschiede. Ansonsten wiesen die HIES-Patienten keine reduzierte
Zytokinausschiittung auf TLR Stimulation auf.

So lieBen sich insbesondere fiir TLR-2, dessen Defekt ein #hnliches
Erregerprofil wie das HIES mit hoher Empfindlichkeit gegen Staphylococcus
aureus und Pilzinfektionen (Takeuchi et al. 2000, Lorenz et al. 2000, Roeder et
al. 2004) zeigen wiirde, insgesamt normale Antworten auf drei Stimuli
beobachten, die iiber TLR-2 erkannt werden: Zymosan (Extrakt aus Zellwdnden
von Hefepilzen), Peptidoglykan (von Staphylococcus aureus, erkannt in
Verbindung mit TLR-6) und hitzeinaktivierte Listerien.

Es lasst sich deshalb vermuten, dass es keine wesentlichen funktionellen
Defekte in den getesteten TLR oder den Adaptern MyD88, TRIF, MAL oder
TRAM oder in den Signalmolekiilen wie IRAK-4, NEMO und ikB-a gibt, die
iiber verschiedene Signalwege zur NFx-B Aktivierung fithren (Renner et al.
2005).

Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Hawn et al., die einzelne TLR
untersuchten und dabei ebenfalls keine Defekte fanden (2005).

Die gemessenen Zytokinspiegel waren teilweise sogar hoher als bei den
Kontrollen. Hier zeigte sich eine signifikante Erhohung von IL-12p40 nach
Stimulation mit Zymosan und Peptidoglykan, von IL-10 auf IL-1B-Stimulation
und von TNF-a nach LPS.

Trotz weniger Untersuchungen bisher zu der Bedeutung von TLR bei HIES
wurde sowohl die Erhohung von IL-12 auf Peptidoglykan als auch die von
TNF-o. nach LPS-Stimulation bereits vorbeschrieben (Hawn et al. 2005,
Yeganeh et al. 2008).

Eine Erklarung fiir diese teilweise erhohten Antworten auf TLR-Stimulation ist
bisher noch nicht gefunden. Moglicherweise bedingt ein veridndertes
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Zytokinprofil, wie es bei HIES vorliegt, iiber akzessorische Signalwege eine
hohere Aktivierbarkeit der TLR Signalwege (Hawn et al. 2005).

Bei der Beurteilung der im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse ist
allerdings zu bedenken, dass mit der durchgefiihrten Methodik nur grof3e
Defekte in den Signalwegen der TLR ausgeschlossen werden konnen.
Mutationen, die die Funktion der TLR nur partiell verindern, lassen sich
moglicherweise nur durch sensitivere oder spezifischere Methoden
identifizieren. AuBerdem ist auch in diesem Fall die relativ geringe Zahl an
Patienten anzufiihren, die eine allgemeine Aussage nicht moglich macht.

Fasst man die durchgefiihrten Experimente zusammenfassen, wurde in dieser
Arbeit ein stark veridndertes Zytokinprofil vor allem der T-Lymphozyten
nachgewiesen, das aber nicht durch einen groen Defekt der TLR Signalwege
bedingt ist.

Letztendlich konnen die beschriebenen Zytokinverdnderungen einen Teil der
Symptome bei HIES erkldren, aber nicht das Bild einer Multisystemerkrankung,
wie es bei HIES vorliegt (Grimbacher et al. 1999a).

5.3. Mutationen des STAT3-Gens bei HIES

Erst kiirzlich gelang die &tiologische Einordnung des HIES. Es wurden
verschiedene heterozygote Mutationen im STAT3-Gen (STATs = Signal
Transducers and Activators of Transcription) bei HIES Patienten identifiziert
(Renner et al. 2007, Holland et al. 2007, Minegishi et al. 2007, Renner et al.
2008) und somit die vermutete genetische Grundlage der Erkrankung bestétigt.
Diese Mutationen sind bei einem Grof3teil der ,klassischen® HIES-Patienten
nachweisbar und betreffen unterschiedliche Bereiche des STAT3-Gens wie
DNA-Bindung oder Transaktivierung. Dabei scheinen die unterschiedlichen
Mutationen keine phénotypischen Unterschiede zu verursachen (Renner et al.
2008).

STATSs spielen eine groBBe Rolle in der zytokinvermittelten Signalverarbeitung.
Nach Bindung der Zyokinen an ihre Rezeptoren werden rezeptor-assoziierte
JAKS (Janus Kinasen) aktiviert, die wiederum STATs phosphorylieren, die
dann dimerisieren und in den Zellkern translozieren, wo sie Zielgene aktivieren
(Darnell et al. 1994). Bisher wurden sieben verschiedene STATSs identifiziert
(Copeland et al. 1995).

Veridnderungen der STAT3-Aktivitit haben Einfluss auf verschiedenste
Organsysteme, da sie eine Rolle in den verschiedensten Zytokinsignalwegen
spielen: Bei der IL-6 Familie (IL-6, IL-11, IL-27, IL-31, LIF, OSM, CNTF,
Cardiotrophin-1), der IFN-Familie (IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26,
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IFN-0/fB, IFN-y), der IL-2 Familie (IL-2, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21), IL-5, IL-23,
CSF3/G-CSF, EGF, CSF1 und Leptin (Kisseleva et al. 2002, Darnell 1997, Levy
et al. 2002).

Eine durch die Mutationen von STAT3 bedingte Verminderung von IL-17
produzierenden Ty17-Zellen (Yang et al. 2007, Nishihara et al. 2007, Renner et
al. 2008, Milner et al. 2008) scheint direkt zur bei HIES beschriebenen
Empfindlichkeit gegen Staphylococcus aureus und Candida Spezies beizutragen
(Huang et al. 2004, Acosta-Rodriguez et al. 2007).

Ein weiterer Grund fiir die erhohte Infektanfélligkeit konnte eine Veridnderung
der Knochenmarkfunktion sein. So zeigen Méuse mit STAT3-Defizienz im
Knochenmark eine Eosinophilie und ein Uberwiegen reifer Granulozyten bzw.
einen Mangel an unreifen Granulozyten im Knochenmark. Weiterhin beobachtet
man eine eingeschrinkte Chemotaxis dieser Granulozyten (Panopoulos et al.
2006), wie sie von einigen Studien auch bei HIES-Patienten beschrieben wurde
(Hill et al. 1974a, Hill et al, 1974b, Van Scoy et al. 1975, Blum et al 1977,
Donabedian et al. 1983, Ito et al. 2003).

Neben den immunologischen Konsequenzen scheint STAT3 auch wichtig fiir
den funktionierenden Stoffwechsel von Knochen und Bindegewebe zu sein.
Neben der eingeschrinkten Infektabwehr ist moglicherweise eine erhohte
Fragilitit des Bronchialsystems fiir die bei HIES typische Bildung von
Pneumatozelen verantwortlich (Hokuto et al. 2004, Gao et al. 2004, Severgnini
et al. 2004). Auch der Knochenstoffwechsel ist durch einen Mangel an STAT3
betroffen und liefert eine mogliche Erkldrung fiir die Skelettverdnderungen bei
HIES (Zhang et al. 2005, Itoh et al. 2006).

Ein wichtiger Punkt in der Symptomatik des HIES ist aber durch die gefundenen
STAT3-Mutationen noch nicht gekldart. Das in dieser Arbeit gefundene
verdnderte Zytokinprofil mit dem erhdhten Serum IgE ist durch Veridnderungen
der STAT3-Signalwege bisher nicht schliissig erklérbar.

Eine Verringerung der Tyl-Antwort ist moglicherweise auf eine Mitbeteiligung
von STAT3 bei der Aktivierung der Tyl-Anwort iiber IL-12 und IL-18
zuriickzufiihren (Sugimoto et al. 2003, Dinarello 1999, Jacobson et al. 1995);
hier sind IL-12 und IL-18 vor allem fiir die Bildung von IFN-y ein wichtiger
Faktor (Yoshimoto et al. 1998, Dinarello 1999, Munder et al. 1998, Trinchieri
1995). So konnte durch die verringerte STAT3-Aktivitdt auch eine verminderte
intrazelluldre Aktivierung von IFNy bedingt sein. Dies steht in Einklang mit
mehreren Studien, die eine Storung der IL-12/IL-18/IFN-y-Achse beschrieben
ohne Mangel an IL-12 (Borges et al. 2000, Netea et al. 2005).

Bei allen sechs in dieser Studie untersuchten HIES-Patienten lielen sich
Mutationen des STAT3-Gens nachweisen (Renner et al. 2008, Schimke in
Vorbereitung) und viele der bekannten Symptome dadurch begriinden.
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Nachdem die dtiologische Einordnung des klassischen HIES gelungen ist, ist es
nun wichtig, den Zusammenhang zwischen STAT3-Mutationen und
verdndertem Zytokinprofil bei HIES zu kldren.
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6. Zusammenfassung

Das Hyper IgE-Syndrom ist ein seltener primédrer Immundefekt, gekennzeichnet
durch rezidivierende Staphylokokken-Infektionen der Lunge und der Haut,
chronisches Ekzem und erhohtes IgE im Serum.

Diese Arbeit untersuchte bei sechs Patienten mit ,klassischem autosomal-
dominantem HIES das intrazellulire Zytokinprofil einzelner Zytokine in
Lymphozyten und Monozyten.

Hierbei fanden sich signifikant erniedrigte Mengen von IFN-y und TNF-a in
CD4" - und CD8"-Lymphozyten bei Patienten mit HIES gegeniiber gesunden
Kontrollen. In CD4"-Lymphozyten fanden sich bei HIES-Patienten signifikant
erniedrigte Mengen von IL-2 und IL-4 gegeniiber Kontrollen. IL-10 in CD8"-
Lymphozyten war dagegen signifikant erhoht messbar.

IL-2 und IL-4 in CD8"-Lymphozyten und IL-10 in CD4"-Lymphozyten zeigten
sich nicht verdndert gegeniiber den Kontrollen.

Die intrazellulare Messung von IL-1pB in Monozyten ergab eine signifikante
Verminderung bei den HIES-Patienten gegeniiber gesunden Kontrollen, fiir
TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12 fanden sich keine relevanten Unterschiede.
Bei der Messung einzelner Zytokine im Serum mittels CBA wurde ein
signifikant erhohter Spiegel von IL-5 bei Patienten gegeniiber Kontrollen
nachgewiesen. Bei den Werten fiir IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4 und IL-10 stellten
sich keine Unterschiede dar.

Bei der Beurteilung von Zytokinspiegeln nach Stimulation mit TLR-Liganden
zeigte sich IFN-o auf hitzeinaktivierte Listerien signifikant vermindert. IL-
12p40 (auf Zymosan und Peptidoglykan), IL-10 (auf IL-1B) und TNF-a (auf
LPS) waren signifikant erhoht.

Diese Arbeit zeigt damit ein vor allem in Lymphozyten veridndertes
Zytokinprofil bei HIES, das durch eine verminderte Tyl-Antwort und die
Verminderung mehrerer inflammatorischer Zytokine gekennzeichnet ist. Diese
bedingt eine erhohte Infektanfilligkeit und ein Uberwiegen der Ty2-Antwort mit
erhohtem Serum IgE und Eosinophilie.

Ein wesentlicher Defekt der TLR Signalwege konnte als Ursache dieser
Einschrinkungen ausgeschlossen werden, vielmehr scheinen die TLR
Signalwege teilweise leichter aktivierbar zu sein als bei gesunden Kontrollen.

Durch die kiirzlich erfolgte Beschreibung mehrerer Mutationen des STAT3-

Gens bei der ,klassischen Variante des HIES ist die dtiologische Einordnung
des HIES gelungen. Allerdings sind die Zusammenhinge zwischen STAT3-
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Mutationen, verdndertem Zytokinprofil und erhohter TLR Antwort bei HIES
noch weiter zu untersuchen.

Es bleibt zu hoffen, dass die gewonnenen Erkenntnisse eine kausale Behandlung

des HIES ermoglichen und so zu einer Verbesserung der Lebensqualitit und
Lebenserwartung der Patienten in Zukunft beitragen.
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Abkiirzungen

8. ABKURZUNGEN

Chemokine
CBA
CNTF
CpG
CSF
DNA
EGF
ELISA
FACS
FCS
FITC
GM-CSF
HIES
HIV

IgE

IL

INF
IRAK
JAK

LIF

Chemotactic Cytokines

Cytometric Bead Array

Ciliary Neurotrophic Factor
Cytosin-phosphatidyl-Guanosin

Colony Stimulating Factor

Deoxyribonucleic Acid (= Desoxyribonukleinsidure)
Epidermal Growth Factor

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Fluorescence Activated Cell Sorting

Fetal Calf Serum (= fetales Kilberserum)
Fluorescein Isothiocyanat

Granulocyte Makrophage Colony Stimulating Factor
Hyper-IgE-Syndrom

Human Immunodeficiency Virus

Immun(o)globulin E

Interleukin

Interferon

Interleukin-1 Receptor Associated Kinase

Janus Kinase

Leukemia Inhibitor Factor
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Abkiirzungen

LMU
LPS
MHC
MyDS88
NIH
NK-Zellen
NO
OMIM
OSM
PAMP
PBMC
PE
PerCP
PMA
PRR
RNA
SD
STAT
Tyxl-Zellen
TIRAP
TLR

TNF

Ludwig-Maximilians-Universitét
(bakterielles) Lipopolysaccharid

Major Histocompatibility Complex

Myeloid Differentiation Primary Response Protein 88

National Institutes Of Health

Natiirliche Killerzellen

Stickstoffmonoxid

Online Mendelian Inheritance in Man
Oncostatin M

Pathogen Associated Molecular Patterns
Peripheral Blood Mononuclear Cell
Phycoerythrin

Peridinin Chlorophyll Protein

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

Pattern Recognition Receptors

Ribonucleic Acid (= Ribonukleinsiure)
Standard Deviation (= Standardabweichung)
Signal Transducer and Activator of Transcription
T-Helfer-Lymphozyten Typ 1
TIR-Domain-Containing Adapter Protein
Toll-like Rezeptor(en)

Tumor-Nekrose-Faktor
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Abkiirzungen

TRAM Trif-Related Adapter Molecule
Trif TIR-Domain-Containing Adapter Inducing IFN-3
TYK Tyrosin Kinase

77



Lebenslauf
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