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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

11 Hyper-1gE-Syndrome

Die Funktion des Immunsystems besteht unter anderem darin, den Kdrper vor Krankheitserregern
zu schiitzen und fremde Mikroorganismen zu bekdmpfen. Diese Aufgabe wird durch die
Interaktion einer Vielzahl von zellularen und humoralen Komponenten des Immunsystems
Uubernommen. Treten aufgrund erblicher Defekte Storungen in diesen komplexen
Abwehrmechanismen auf, spricht man von einem primaren Immundefekt (PID). Bei diesen
Erkrankungen kann keine ausreichende Immunitat entwickelt werden und es kommt zu hdufigen
und hartndckigen Infektionen, manchmal von atypischen Erregern verursacht, die durch
Standardtherapieverfahren oft nicht kuriert werden konnen. PIDs kdénnen isoliert, als Teil
komplexer Syndrome oder in Kombination mit immunologisch bedingten Folgeerkrakungen wie
Autoimmunerkrankungen oder Neoplasien auftreten.

Fur viele primdre Immundefekte wurde die molekulargenetische Ursache in den letzten
Jahrzehnten identifiziert, und Analysen von betroffenen Signalwegen tragen wesentlich zur
Aufklarung von Pathomechanismen und Zusammenhédngen der einzelnen Komponenten und
Funktionen des Immunsystems, sowie zu einem besseren Verstandnis von Krankheitsentstehung
bei (Fischer 2007; Notarangelo et al. 2009).

Die Hyper-Ige-Syndrome (HIES) gehéren zu den primaren Immundefekten und kénnen sowohl
autosomal-dominant (AD-HIES) als auch autosomal-rezessiv (AR-HIES) vererbt werden. Bei etwa
80% der Patienten mit AD-HIES entsteht die Erkrankung jedoch aufgrund einer ,,de novo“
Mutation. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich vordergriindlich mit dem AD-HIES, welches
sowohl durch infektiologische Symptome als auch assoziierte Skelett- und Bindegewebsanomalien
charakterisiert wird. Zum ersten Mal wurde das AD-HIES 1966 von Davis et al. als Hiob-Syndrom
(auch Job’s Syndrom) mit dem Symptomkomplex Ekzem, ,kalte“ Staphylokokkenabszesse der
Haut und respiratorischen Infektionen beschrieben (Davis et al. 1966). In den darauf folgenden
Jahren wurde durch die Beobachtung zahlreicher Patienten mit &hnlichen Symptomen und der
Assoziation von deutlich erhdhten Serum-IgE-Spiegeln das Hyper-IgE-Syndrom als solches
definiert (Buckley et al. 1972; Buckley and Becker 1978; Daumling et al. 1980; Donabedian and
Gallin 1983a; Leung and Geha 1988).

Zu den charakteristischen infektionsimmunologischen Symptomen haben sich vor allem Ekzem,
erhéhtes Serum-IgE, Eosinophilie, Abszesse der Haut, Pneumonien mit Pneumatozelenbildung und
rezidivierende Infektionen mit Staphylococcus aureus und Candida albicans herauskristallisiert.
Des Weiteren sind in unterschiedlicher Haufigkeit und Ausprdgung folgende Skelett- und
Bindegewebsanomalien assoziiert: Hyperextensibilitdt der Gelenke, Frakturen ohne addquates
Trauma, Skoliose, dysmorphe Gesichtszlige (verbreiterter Nasenfliigelabstand, Hypertelorismus,

prominente Stirn und milde Prognathie) sowie ein verzogerter oder fehlender Milchzahnwechsel
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(Belohradsky et al. 1987; Grimbacher et al. 1999a; Buckley 2001; Renner et al. 2002). Viele dieser
Symptome manifestieren sich erst im Laufe von Wachstum und Entwicklung und kdnnen daher
eine Diagnose und den Beginn einer rechtzeitigen adaquaten Therapie verzogern. Der erste
Verdacht auf ein HIES entsteht haufig auf dem Boden der Trias Ekzem, erhohtes Serum-IgE und
Eosinophilie. Diese Symptome sind auch Kennzeichen der atopischen Dermatitis, so dass eine
Differenzierung dieses Krankheitshildes insbesondere bei Kindern in jungen Jahren eine
Herausforderung darstellt. Die atopische Dermatitis manifestiert sich haufig bereits im Sauglings-
und Kleinkindalter, kann aber auch bis ins Erwachsenenalter persistieren und &ufert sich durch ein
chronisches, juckendes Ekzem mit typischem Verteilungsmuster, weillem Dermographismus und
hohen Serum-IgE-Werten. Dartiber hinaus ist dieses Krankheitsbild haufig mit allergischem
Asthma, Rhinokonjunktivits allergica und Nahrungsmittelallergien assoziiert (Leung and Bieber
2003). Bedingt durch einen Barrieredefekt der Haut treten bei Patienten mit schwerer atopischer
Dermatitis haufig Superinfektionen durch verschiedene Bakterien und Viren auf; Staphylococcus
aureus, Herpes simplex und Molluscum contagiosum sind haufige Erreger, wodurch eine
Abgrenzung zum HIES zusatzlich erschwert wird (Wollenberg and Klein 2007).

Lange Zeit war die Ursache des AD-HIES ungeklart, und die Diagnose wurde aufgrund klinischer
Manifestation und dem Ausschluss anderer primarer Immundefekte gestellt. Durch Analysen von
betroffenen Patienten wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen eine genetische Ursache postuliert
(Van Scoy et al. 1975; Blum et al. 1977; Buckley and Becker 1978) und 1999 von Grimbacher et
al. ein autosomal-dominanter Erbgang bestatigt (Grimbacher et al. 1999a). Von Renner et al. wurde
anhand Klinischer Untersuchungen und Stammbaumanalysen das AR-HIES charakterisiert (Renner
et al. 2004). Diese Patienten unterscheiden sich klinisch vom AD-HIES durch zuséatzlich
auftretende schwere Pilzinfektionen sowie schwere virale Infektionen mit Molluscum contagiosum,
Herpes zoster und Herpes simplex sowie Auffalligkeiten des ZNS (subarachnoidale Blutungen oder
ischamische Infarkte). Die beim AD-HIES assoziierten Skelett- und Bindegewebsanomalien sowie
die Bildung von Pneumatozelen nach Pneumonien wurden bei AR-HIES Patienten nicht beobachtet
(Renner et al. 2004).

Zahlreiche Studien versuchten immunologische Aspekte dieser komplexen Erkrankung
aufzuklaren. Diese beinhalteten zu Beginn der Syndrombeschreibung die Antikdrperproduktion
und Regulation der IgE-Synthese (Buckley and Becker 1978; Dreskin et al. 1987; Vercelli et al.
1990). Verschiedene Studien berichteten von einer defekten Granulozytenchemotaxis bei Patienten
mit HIES (Hill and Quie 1974; Donabedian and Gallin 1983b) sowie einem Ungleichgewicht von
Tyl- und Ty2-Zellen, was die Infektionsanfélligkeit gegentiber Bakterien jedoch immer nur
teilweise erklarte (Shirafuji et al. 1999; Netea et al. 2002). Weitere Studien konzentrierten sich auf
die Produktion und Interaktion von Zytokinen, insbesondere Interleukin-4 (IL-4) und Interferon-y
(IFNYy), die unter anderem die IgE-Synthese regulieren (Del Prete et al. 1989; King et al. 1989;
Paganelli et al. 1991; Rousset et al. 1991). Borges et al. fanden im Jahr 2000 bei HIES-Patienten
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einen Defekt im IL-12/INFy Signalweg nach Stimulation von Lymphozyten mit Staphylococcus
aureus und vermuteten darin die Ursache der gestorten IgE Produktion sowie einer inaddquaten
Antwort auf lokale Entziindungsreaktionen, woraus die fir HIES typischen ,kalten Abszesse“
resultierten (Borges et al. 2000). Eine Zytokin- und Chemokindysregulation bei HIES-Patienten
wurde auch von Chehimi et al. und Ito et al. beobachtet (Chehimi et al. 2001; Ito et al. 2003). Die
Beschreibung von Toll-like-Rezeptoren (TLR), die inflammatorische Signaltransduktionswege
beeinflussen und sowohl angeborene als auch erworbene Immunantworten regulieren (Akira and
Takeda 2004), und die Beobachtung von TLR-Defekten bei Tieren und Menschen mit erhéhter
Infektionsanfalligkeit gegenuber pyogenen Bakterien legte den Verdacht nahe, dass Defekte in
diesen Signalwegen eine grundlegende Ursache des HIES darstellen kénnten. Renner et al. und
Hawn et al. widerlegten jedoch die Assoziation von Defekten in TLR-Signalwegen und HIES,
waobei in der Studie von Renner et al. erneut ein Ungleichgewicht der T-Zell-Antwort beschrieben
wurde, die in einer verminderten Immunantwort als Ursache fur das HIES resultierte (Hawn et al.
2005; Renner et al. 2005). Die Vermutung eines Gendefektes in zytokinabédngigen
Signaltransduktionswegen kehrte immer wieder, zusammenfassend konnte bis dahin jedoch kein
einheitlicher zellulérer Defekt gefunden werden, der bei allen HIES-Patienten regelmaRig auftrat
und die immunologischen Phdnomene ausreichend erklarte.

Ein entscheidender Durchbruch gelang Minegishi et al., als diese Autoren 2006 eine homozygote
Mutation in TYK2 identifizierten - einer Tyrosinkinase der JAK Familie mit wichtiger Funktion in
den IL-12 und Typ-I-IFN abhangigen Signaltransduktionswegen (IL-12 und IFN abhdangige
Phosphorylierung von STAT4). Diese Beobachtung stammte von einem Patienten mit Ekzem,
erhohtem Serum-IgE und einer pathologischen Infektionsanfalligkeit gegentiber Viren, Pilzen und
Mykobakterien (klinischem AR-HIES) (Minegishi et al. 2006). Woellner et al. untersuchten 15
autosomal-rezessive Familien mit HIES durch Genotypisierung und Linkage-Analysen, konnten
jedoch bei keinem HIES-Patienten eine TYK2 Mutation finden (Woellner et al. 2007). Bei dem
von Minegishi et al. beschriebenen Patienten handelt es sich demnach um eine Variante des AR-
HIES, die den Verdacht nahe legte, dass weitere Defekte in JAK/STAT Signalwegen die Ursache
fur Hyper-l1ge-Syndrome (AD-HIES und mdgliche Varianten des AR-HIES) darstellen kénnen. Es
folgten weitere genetische Analysen und 2007 wurden dominant-negative Mutationen im Gen
»Signal Transducer and Activatior of Transcription 3 (STAT3) als Ursache fur das AD-HIES
identifiziert (Holland et al. 2007; Minegishi et al. 2007).

STATS3 st ein zytoplasmatischer Transkriptionsfaktor, der in allen Zellen des menschlichen
Korpers exprimiert wird. Ein vollstdndiges Fehlen fiihrt zu embryonaler Letalitdt, was durch
Studien an Stat3 knockout Méusen gezeigt wurde (Takeda et al. 1997). Nach Aktivierung durch
Phosphorylierung bildet STAT3 Dimere, wandert in den Zellkern und reguliert dort die Expression

verschiedener Zielgene (Levy and Loomis 2007).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des STAT3-Signalweges [modifiziert nach (Levy and
Loomis 2007)]

Zytokine (IL-6) binden an ihren spezifischen Rezeptor, was durch Aktivierung von JAKs zur Phosphorylierung und
Dimerbildung von STATS3 flihrt. STAT3-Dimere wandern in den Zellkern und regulieren durch Bindung an spezifische
DNA-Regionen die Expression von Zielgenen. Wildtyp-mutierte STAT3-Heterodimere kdnnen nicht an DNA binden und
iben einen dominant-negativen Effekt auf die STAT3 Funktion aus.

STAT3 wird durch verschiedene Zytokine (IL-6-, IL-2-, Interferon-Familie) stimuliert und
vermittelt eine Vielzahl von Signalen in unterschiedlichen Zelllinien und Geweben (z.B. Apoptose,
Zelldifferenzierung und -lberleben, Malignomentstehung, anti-inflammatorische Wirkung). Eine
Zytokingruppe von besonderem Interesse stellt die IL-6-Zytokinfamilie dar, die bei der
Immunantwort, Entziindungsreaktionen und der Regulation von Zellwachstum, -tberleben und -
differenzierung eine bedeutende Rolle spielt (Akira 2000; Hirano et al. 2000; Levy and Lee 2002).
Des Weiteren ist STAT3 an der Differenzierung von IL-17 produzierenden CD4"-T-Zellen (Ty17-
Zellen) beteiligt. Dabei handelt es sich um eine Subpopulation der T-Zellen, die eine wichtige
Funktion bei der Abwehr von extrazelluldren Bakterien und Pilzen haben und eine wichtige Rolle
bei der Genese von Autoimmunitdt und Entziindung sowie der Entstehung von allergischen
Reaktionen spielen (Bettelli et al. 2007; Tesmer et al. 2008).

Bisher gibt es keine kurative Therapie fur das AD-HIES, und die Behandlung besteht aus einer
symptomatischen antibakteriellen, antimykotischen und antiviralen Therapie. Eine rechtzeitige
parenterale Antibiotikatherapie bei schweren akuten Infektionen sowie eine Dauerprophylaxe mit
einem staphylokokkenwirksamen Antibiotikum sind zur Vermeidung von
Infektionskomplikationen besonders wichtig. Therapieversuche mit anderen, das Immunsystem

beeinflussenden Medikamenten (IFNy, Glukokortikoide, Ciclosporin A), zeigten bisher keinen
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nennenswerten Erfolg (King et al. 1989; Etzioni et al. 1997). Ein weiterer Therapieansatz ist die
Gabe von intravendsen Immunglobulinen (IVIG), die einen positiven Effekt auf inflammatorische
Prozesse (z.B. Hemmung proinflammatorischer Zytokine und Beeinflussung der Anti-
korpersynthese) austiben und bei einigen Patienten zur Abnahme der Serum-IgE-Werte sowie einer
geringeren Anzahl von Infektionen flihrte (Wakim et al. 1998; Waldfahrer et al. 1999; Bilora et al.
2000).

Die Therapie der rezidivierenden Abszesse muss haufig chirurgisch erfolgen. Die chirurgische
Entfernung von Pneumatozelen sollte dagegen sehr zuriickhaltend erfolgen, da sich Pneumatozelen
auch im spateren Verlauf noch spontan zurtickbilden kénnen und Lungengewebe unbedingt
erhalten werden soll. Da HIES-Patienten haufig ein wenig ausgepréagtes Krankheitsempfinden im
Verhaltnis zu den schwerwiegenden Infektionen haben, ist es besonders wichtig, bereits ein
geringes Krankheitsgefuhl ernst zu nehmen und rechtzeitig eine medikamentdse Therapie
einzuleiten. Durch eine friihzeitige Diagnose und addquate Infektionsbehandlung kénnen HIES-
Patienten bei guter Lungenfunktion das Erwachsenenalter erreichen. Die Mehrzahl der Patienten
befindet sich jedoch derzeit noch im Kindes- und jungen Erwachsenenalter, so dass eine Aussage
Uber die Lebenserwartung noch nicht moglich ist.

Die einzige kurative Therapie des Immundefektes stellt die h&matopoetische
Stammzelltransplantation (HSCT) dar, die bei einigen Patienten mit AR-HIES bereits erfolgreich
durchgefuhrt wurde (Bittner et al. 2010; Gatz et al. 2010). Die ersten Versuche der HSCT bei zwei
Patienten mit AD-HIES 1998 und 2000 zeigten leider keinen Langzeiterfolg (Nester et al. 1998;
Gennery et al. 2000). Kirzlich wurde jedoch von zwei Patienten mit molekulargenetisch
gesichertem AD-HIES berichtet, die nach erfolgreicher HSCT eine Regeneration des
Immundefektes und nach Beobachtung von 14 und 10 Jahren keine Komplikationen zeigten
(Goussetis et al. 2010). Demnach stellt die HSCT bei Patienten mit AD-HIES besonders bei
progressiver Lungenerkrankung oder malignen Erkrankungen eine kurative Therapie dar, die nach
Abwégung von Risiken und mdglichen Langzeitkomplikationen neu diskutiert und in Betracht

gezogen werden sollte.
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1.2 Fragestellung

Die Entdeckung von heterozygoten STAT3-Mutationen bei AD-HIES Patienten wirft die Frage
auf, inwieweit ein klassischer HIES-Phanotyp mit einer Mutation in STAT3 assoziiert ist, oder ob
auch Patienten mit milderem HIES-Phanotyp eine STAT3-Mutation tragen. Welche funktionellen
Auswirkungen ein verandertes STAT3 Protein hervorruft und in welchem Mal sich dadurch HIES-
Symptome erklaren lassen, ist bisher ungeklart. Des Weiteren stellt sich die Frage, ob sich aus der
genetischen Definition des HIES neue Mdglichkeiten fir die Diagnostik und Therapie des AD-
HIES ergeben.
Ziel dieser Arbeit ist:
o die Korrelation zwischen dem klassischen AD-HIES-Phanotyp und dem STAT3-Genotyp
zu erstellen,
e eine klinische und laborchemische Abgrenzung von AD-HIES Patienten und solchen mit
HIES &hnlichem Phénotyp (z.B. atopische Dermatitis) herauszuarbeiten
e und anhand der Ergebnisse Parameter fur einen diagnostischen Algorithmus zu erstellen.
Dafur erfolgte die klinische Untersuchung, STAT3 Mutationsanalyse und Bestimmung der Ty17-
Zellproduktion bei einem ausgewéhlten Kollektiv von 78 Patienten mit klassischem HIES und
milder Variante des HIES. Die Ergebnisse wurden analysiert und neue Wege fiir die Diagnostik des

HIES erschlossen.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patientendaten

In der Infektionsimmunologischen Abteilung des Dr. von Haunerschen Kinderspitals (Haunersches
Kinderspital) der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen (LMU) existiert eine Datenbank aller
zum HIES untersuchten Patienten. Diese Datenbank umfasste im Jahr 2007 113 Patienten mit
unterschiedlicher ethnischer Herkunft aus ganz Deutschland.

Fur diese Studie wurden 41 Patienten, darunter 29, die bereits 2002 im Rahmen einer
medizinischen Dissertation am Haunerschen Kinderspital zum HIES genauer untersucht wurden
(Renner 2002), anhand spezifischer Merkmale ausgewdéhlt. Durch die Kooperation mit der
University of Salt Lake City, UT (USA), der University of Washington und dem Seattle Children’s
Hospital, Seattle, WA (USA) kamen 16 Patienten aus den USA hinzu. Weitere 31 Patienten
wurden von auswartigen Kliniken aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz im Zeitraum von
Juli 2007 bis Dezember 2008 mit dem Verdacht auf HIES an das Haunersche Kinderspital
tiberwiesen, was eine Gesamtzahl von 88 Studienpatienten ergibt.

Vor Einschluss wurden Patienten und gegebenenfalls Eltern tber die von der Ethikkomission der
LMU genehmigte Studie aufgeklart. Es erfolgte ein schriftliches Einverstandnis von volljahrigen

Patienten und von Erziehungsberechtigten minderjahriger Patienten.

2.1.1 Einschlusskriterien

Die Kriterien nach denen Patienten aus der bestehenden Datenbank fur diese Studie ausgewéhlt
wurden setzten sich aus folgenden Symptomkombinationen zusammen:
e chronisches Ekzem,
e erhohtes Serum-IgE oder
o Bluteosinophilie
mit einem der folgenden Symptome:
e rezidivierende Infektionen der Haut oder Atemwegsorgane
e Abszesse der Haut und/oder inneren Organe
e Vorhandensein assoziierter Bindegewebsanomalien:
Milchzahnpersistenz, Hyperextensibilitat der Gelenke, Frakturen ohne adéquates Trauma,
Skoliose, HIES-typische Gesichtsziige
Des Weiteren wurden neue Patienten, die mit der Verdachtsdiagnose HIES an das Haunersche
Kinderspital zwischen Juli 2007 und Dezember 2008 Uberwiesen wurden, in die Studie

eingeschlossen.
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2.1.2  Untersuchungsablauf

Zunéchst erfolgte nach Aktenstudie der Patienten der HIES Datenbank die Auswahl von 41
Patienten aufgrund der genannten Einschlusskriterien. Vier Patienten waren bereits verstorben
(einer mit klinisch diagnostiziertem AD-HIES, drei mit AR-HIES) und mussten von der Studie
ausgeschlossen werden. Bei 68 Patienten wurde der Verdacht auf ein HIES aufgrund fehlender
Klinischer Symptome oder eindeutig diagnostiziertem atopischem Ekzem und allergisch bedingten
hohen Serum-1gE-Werten ausgeschlossen.

Unter den 41 ausgewahlten Patienten (30 Jungen und 11 Mé&dchen) befanden sich die 29 Patienten,
von denen eine ausfihrliche Dokumentation der klinischen und laborchemischen Untersuchungen
aus der 2002 erhobenen Studie bereits vorhanden war (Renner 2002). Bei 14 Patienten lag
zusétzlich isolierte genomische DNA, die in dieser Studie verwendet wurde, vor. Alle Patienten
wurden flr ein Klinisches Follow-up, die Studienaufkldrung und Einverstandniserklarung sowie
gegebenenfalls zur Gewinnung von Zellmaterial fir die molekulargenetische und immunologische
Diagnostik angeschrieben. Bei vier Patienten konnte der Kontakt aufgrund nicht ermittelbarer
Adressen nicht mehr hergestellt werden, sechs Patienten waren an einer Studienteilnahme nicht
interessiert.

Fur diese Studie wurde folglich eine Gesamtgruppe von 78 Patienten (16 aus den USA, 31 aus der
HIES-Datenbank und 31 neu Uberwiesene Patienten des Haunerschen Kinderspitals) untersucht,
darunter 50 méannlichen und 28 weiblichen Geschlechts, mit einem mittleren Alter von 19,6 Jahren
(Altersspanne: 8 Monate-57 Jahre).

Die molekulargenetischen- und immunologischen Untersuchungen erfolgten sowohl am Center for
Immunity and Immunotherapies, Seattle Children’s Research Institute, University of Washington,
Seattle, WA (USA) als auch in Zusammenarbeit mit der Abteilung fir Molekulargenetik des
Instituts fir Klinische Chemie, LMU Klinikum GroRhadern in Miinchen.

2.1.3 Phéanotypische Einteilung

Die phanotypische Einteilung der Patienten erfolgte anhand eines klinisch-immunologischen
Scoringsystems zum HIES (NIH-Score), in dem alle charakteristischen HIES-Symptome sowie
Laborwerte in einem Punktwert zusammengefasst werden (Tabelle 1).

Urspriinglich wurde dieser Score fir die Evaluation der phénotypischen Variabilitdt von
Angehdrigen eines Indexpatienten mit klinischem HIES von einer Gruppe am National Institutes of
Health (NIH) entwickelt. Nach Analysen von 30 HIES-Patienten und deren Familien wurden 21
Symptome, die mit HIES assoziiert sind, mit unterschiedlicher Gewichtung fur die Definition des
HIES zusammengestellt (Grimbacher et al. 1999b). Die Einteilung der HIES definierenden
Grenzen wurde durch die Analyse einer groflen Anzahl von Patienten mit dem Anfangsverdacht

auf HIES und einer Klinisch-genetischen Definition des HIES von Renner 2002 optimiert. Ab einer
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Anzahl von > 40 Punkten im NIH-Score war ein HIES sehr wahrscheinlich und zwischen 20-40
Punkten bestand der Verdacht auf HIES (Renner 2002). Diese Einteilung wurde auch in der
vorliegenden Arbeit angewendet.

Die Summe der Score-Punkte setzte sich aus allen Symptomen zusammen, die im Verlauf der
Erkrankung aufgetreten waren und spiegelte somit den Zeitpunkt des groRten Verdachts auf HIES
wieder.

49 Patienten (63%), davon 30 mannliche und 19 weibliche mit einem Altersdurchschnitt von 23,5
Jahren (Alterspanne: 2-51 Jahre) erreichten einen Score von > 40 Punkten und bildeten die Kohorte
der klinisch-gesicherten HIES-Patienten.

Die ,,Verdacht auf HIES*“ Kohorte umfasste 29 Patienten mit einem NIH-Score < 40 Punkten, 20
maéannliche und 9 weibliche mit einem Altersdurchschnitt von 13,0 Jahren (Altersspanne: 8 Monate-
57 Jahre). In dieser Kohorte erreichten 26 Patienten einen NIH-Score zwischen 20 und 40 Punkten,
drei Patienten (ID# 12, 14 und 19) wiesen weniger als 20 Punkte auf und wurden als ,,HIES sehr

unwahrscheinlich* bezeichnet.
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Geschlecht: M W NAME:
Score erhoben am: geb.:
Punktewertung * Punkt-
Klinische Symptome 0 1 2 3 4 5 6 7 3 10 zahl
Héchster IgE-Wert im Serum (1U/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 Lungenverénderungen keine Bronchiektasen Pneumatocelen
Zuriickbehaltene Milchzéhne keine 1 2 3 >3
Skoliose, maximale Verkrimmung <10° 10°-14° 15°-20° >20°
Frakturen ohne adaquates Trauma nein 1-2 >2
Hochste Eosinophilenzellzahl (Zellen/1) <700 700-800 > 800
Charakteristisches Gesicht nein mild vorhanden
Mittelliniendefekt ? nein vorhanden
Neugeborenenexanthem nein vorhanden
Ekzem (schwerste Auspragung eintragen) nein mild massig schwer
Obere Atemwegsinfektionen pro Jahr 1-2 3 4-6 >6
(z.B. Rhinitis, Otitis, Sinusitis)
Candidiasis nein oral Fingernagel mucocutan
Andere schwere Infektionen (z.B. Osteomyelitis, keine vorhanden
Meningitis, Sepsis) Erkrankung:
Infektion mit tédlichem Ausgang nein vorhanden
Gelenkdberstreckbarkeit nein vorhanden
Lymphom nein vorhanden
Nasenbreite  (Nasenfliigelabstand) <1SD 1-2SD >2 SD
Messwert: mm
Hoher Gaumen nein vorhanden
Alterskorrektur > 5 Jahre 2-5 Jahre 1-2 Jahre < 1Jahr
(zusétzliche Punkte bei jungem Alter)
Organabszesse ausserhalb der Punktwertung, bitte einkreisen : keine  vorhanden
(z.B. Lymphknoten-, Leber-, Nierenabszess)
Gefasserkrankungen (z.B. Herz, ZNS) ausserhalb der Punktwertung, bitte einkreisen : keine  vorhanden
*Eintragung in der am weitesten rechts gelegenen Spalte ergibt den maximal méglichen Punktwert fiir diesen Befund _
27.B. Gaumenspalte, Zungenspalte, Wirbelkérperanomalien ﬂ%rgirt‘tane Lr}tésrpretatlon.
s v .
entsprechend der Normwerttabelle fiir Alter und Geschlecht (aus Farkas et al. 1994 - :
p ( ) 20-40 Pkt V.4 HIES Gesamtpunktzahl:
nach Grimbacher B, Schaffer AA, Holland SM, et al. (1999) < 20 Pkt.: kein HIES

Genetic linkage of hyper-IgE syndrome to chromosome 4. Am.J.Hum.Genet. 65 (3):735-744

Tabelle 1: Scoringsystem zum Hyper-IgE-Syndrom
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2.2 Labormethoden

2.2.1 Geréte

Gerat Typ Hersteller

Zentrifugen Centrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg
Centrifuge 5417 C Eppendorf, Hamburg
Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau

Kihlzentrifuge

Centrifuge 5417 R

Eppendorf, Hamburg

Elektrophoresekammern

Horizon 58 und 11.14

Invitrogen Karlsruhe

Spannungsgerat Amersham Biosciences, Freiburg
Photoanlage MWG-Biotech, Ebersberg
Brutschrank 5% CO, Brutschrank
Thermocycler PTC 225 Peltier Thermal

Cycler Biozym, Hessisch Oldendorf

GeneAmp PCR System 9700
GeneAmp PCR System 9600

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
PE Applied Biosystems, Weiterstadt

DNA-Sequenzer

3130 Gene Analyzer

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

Flowzytometer

BD FACS Calibur

BD Biosciences, San Diego/CA oder
Heidelberg

Software

BD CellQuest Pro, Version
4.0.2
DNA Analyzer

BD Biosciences, San Diego/CA oder
Heidelberg

Tabelle 2: Gerate

2.2.2 Reagenzien

Reagenz Hersteller

0,5MEDTA Applied Biosystems, Darmstadt

EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Miinchen

3 M Natriumacetat
Ethidiumbromid
Ficoll-Ladepuffer

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)

lonomycin

Athanol Merck, Darmstadt
Natriumchlorid

Tris-Cl Invitrogen. Karlsruhe
Agarose

Borsaure Roth, Karlsruhe

Aqua bidest. Baker, Deventer/Niederlande

Gene Ruler™ DNA ladder mix

Fermentas Life Sciences, St.Leon-Rot

dNTP GE Healthcare, Buckingham, UK
ExoSAP-IT™ united states biochemicals (usb), Staufen
QiAMP blood mini Kit Qiagen, Heidelberg

QIA Hot Start Tag DNA Polymerase Qiagen, Hilden

PCR Puffer Qiagen, Hilden

Big Dye™ Terminator v.3.1 Cycle Sequencing

Kit
5x Sequenzierpuffer

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

Hi di Formamide

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

Tabelle 3: Reagenzien
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Reagenz Hersteller

Ficoll-Paque Plus Biochrom, Berlin

PBS Dulbeco

RPMI

FBS

BD Cytofix/Cytoperm™ Plus BD Biosciences, San Diego/CA oder Heidelberg
Phycoerythrin-konjugiertes Anti-CD4

Alexa Fluor 647 konjugierter anti-17A Natutec, Frankfurt

FITC konjugierter anti-INFy Biozol, Eching

Penicillinstreptomycin

Fortsetzung Tabelle 3: Reagenzien

Verwendete Oligonukleotid-Primer wurden als Auftragssynthesen von der Firma Thermo Scientific
(Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, Deutschland) und Invitrogen™ (Invitrogen™ Corporation,
Carlsbad, CA, USA) hergestellt.

2.3 Molekulargenetische und immunologische Diagnostik

Fur die Gewinnung von Zellmaterial zur molekulargenetische Untersuchung wurde von jedem
Patienten entweder ein Réhrchen mit EDTA antikoaguliertem oder heparinisiertem venésem Blut
abgenommen. Die Blutabnahme erfolgte entweder im Haunerschen Kinderspital oder bei

Hausdrzten aus ganz Deutschland mit anschlieBendem Versand nach Minchen.

2.3.1 Isolierung von gDNA aus peripheren Blutzellen

Die genomische DNA (gDNA) wurde aus kernhaltigen peripheren Blutzellen unter Verwendung
des ,,QiaAmp DNA Blood Mini Kit*“ (Qiagen, Heidelberg, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers isoliert. Je 200 ul Substrat (EDTA-Blut oder Buffy coat) wurden mit einer Proteinase
und einem Puffer versetzt. Durch Erhdhen der Temperatur wurden die Zellen lysiert. Das Blut
wurde dann Uber eine zentrifugierbare Filtersaule pipettiert, an die sich die freiliegende DNA
anhaftete. Nachdem durch zwei Waschvorgange Uberschissiges Zellmaterial und Puffer entfernt
wurden, konnte die gDNA mit AE-Puffer eluiert werden.
(AE-Puffer: 20mM Tris-Cl, 10mM EDTA, ph=9,0)
Die Konzentration der isolierten gDNA wurde durch die photometrische Messung der optischen
Dichte (OD) mit folgender Formel berechnet.
c=Konzentration
¢ [ug/ml] =50 x OD x V V=Verdiinnungsfaktor

50=Multiplikationsfaktor fir dSSDNA
(501g DNA haben eine OD von 1)
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War die gDNA nicht amplifizierbar, wurde die Konzentration durch eine erneute Praparation und
anschlieBende Alkoholféallung erhoht. Hierfur wurde die in 200 pl AE-Puffer geloste gDNA mit 5
pl tRNA (-20°C) versetzt und erneut mit dem QiAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) behandelt.
AnschlieBend erfolgte eine Alkoholpréazipitation, fur die die gDNA mit 4M NaCl auf eine 200 mM
Konzentration eingestellt wurde und mit 100% Athanol (-20°C) in der 2,5-fachen Menge des
gDNA Aliquots geféllt wurde. Nachdem die Ldésung fur 30 Minuten bei -80°C eingefroren war,
erfolgte eine Zentrifugation bei -4°C und 14000 rpm fiir weitere 30 Minuten. Der Uberstand wurde

verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet und erneut in 200 ul AE-Puffer aufgenommen.

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Der Goldstandard zur Amplifikation verschiedener DNA Abschnitte ist die Polymerase-
Kettenreaktion (,,polymerase chain reaction®, PCR). Diese Methode wurde von Kary Mullis 1983
erfunden und ermdglicht eine bestimmte DNA-Sequenz aus der Gesamtheit des Genoms zu

isolieren und um ein Vielfaches zu kopieren (Mullis and Faloona 1987).

Jede PCR-Reaktion setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

DNA: Die Original-DNA, die den bekannten, zu kopierenden Abschnitt enthalt.

Oligonukleotide — Primer: Diese chemisch synthetisierten Fragmente von ca. 20 Basenpaaren
sind komplementar zum Einzelstrang. Sie sind so gewahlt, dass sie sich ca. 100 Basenpaare vor
und hinter der zu vervielfaltigenden Sequenz anlagern und jeweils den Startpunkt fiir die
Neusynthese der DNA durch die Polymerase festlegen.

dNTPs: Nukleotidlésung aus gleichem Anteil der vier Basen der DNA: Guanin, Cytosin, Adenin
und Thymin jeweils gekoppelt an ein Zuckerphosphatmolekul, welche die einzelnen Bausteine der
Polymerase sind und zu neuen DNA-Strangen synthetisiert werden.

DNA-Polymerase: Das Enzym DNA-Polymerase startet die Synthese eines DNA Abschnittes in
5’-3 Richtung durch Einbau der spezifischen Nukleotide.

Pufferlésung und Mg®*-lonen: Diese stellen eine optimale Umgebung fiir die Polymerase sicher

und sind fir ihre Funktion essentiell.

Die PCR lauft in drei sich wiederholenden Schritten ab:

1. Denaturierung: Hier wird durch Erhitzen auf 93-97°C die DNA in ihre beiden Einzelstrange

aufgeschmolzen, sodass die Sequenzen fir die Primeranhaftung freiliegen.

2. Hybridisation der Primer: Nach Abkihlen auf eine primer-spezifische Temperatur binden diese

an die komplementare DNA-Sequenz jedes Einzelstranges.

3. DNA-Synthese: Die Temperatur wird tblicherweise auf 72°C erhoht. Am 3° Ende des Primers

beginnt das Enzym Polymerase die einzelnen Nukleotide einzubauen, sodass ein zum Einzelstrang
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komplementarer DNA-Strang synthetisiert wird. Es entsteht erneut ein Doppelstrang, der im
nachsten Zyklus denaturiert wird und als Matrize flr weitere Synthesen dient.

Die Anzahl der sich wiederholenden Zyklen h&ngt hauptsachlich von der Ausgangskonzentration
der DNA ab und betrégt tblicherweise 30-50 Zyklen.

Nach Ablauf der gewinschten Zyklen erfolgt eine Inkubationszeit, um noch unvolistandige
Produktmolekiile fertigzustellen (Saiki et al. 1985; Bauer et al. 2008).

Fur die Amplifikation von STAT3 wurde nach folgendem PCR-Protokoll fur jedes Exon eine
Gesamtldsung von 25,125 pl in ein 0,5 ml Eppendorf-Réhrchen pipettiert:

Puffer 2,5 ul
dNTPs 2,5 ul
Taq Polymerase 0,125ul
H,0 16,0 pl

Primer Forward 20uM 0,5 ul
Primer Reverse 20uM 0,5 ul
gDNA 3,0 ul
Gesamtlésung 25,125pl

Bei einer gDNA Konzentration unter 10 pg/ml wurde fur jede Probe die doppelte Menge gDNA
eingesetzt. Das Gesamtvolumen von 25,125 ul wurde jedoch durch den Einsatz von entsprechend
weniger H,O konstant gehalten.

Die verwendeten Primer wurden am Center for Immunity and Immunotherapies, Seattle Children’s
Research Institute, University of Washington, Seattle, USA und mit Hilfe von Professor Lohse,
Abteilung flr Molekulargenetik, Institut fir Klinische Chemie, LMU Klinikum Grof3hadern erstellt
(vergl. Tabelle 4). Jeder Primer wurde mit TE-Puffer in einer 200 uM Stock-Ldsung gelost, die
dann je nach Bedarf auf 20 uM (fiir die PCR) und 5 uM (fiir die Sequenzreaktion) mit Aqua dest.
verdlnnt wurden.

TE-Puffer: 10 mM Tris Cl (pH 7.5), 1 mM EDTA (pH 8.0)
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Primersequenz

kodierendes

Exon Forwiirts (5' — 3' Richtung) Riickwiirts (3' — 5' Richtung)

2 CTGTGTTGGGCAATGGCTACTTC GATCTCATTTTCCCCATCACCTG

3 CTGTGTTTGTGTGTATGCGTCG AGAGATGCTTCCAGGAAAGAACAC

4 GCCGACAGAGAGCCTTCACC CCATTGGGTCTGTTGGATTC

5 CGTCTCAAGCCAAACAAGAAGG GTAGGAGGATCGCTTGGGCC

6 CCTGCAGGTCCTGCATGTATC GCCCGCCTTAAGATCTAAACAGAG

7-8 CAAAGGAGCCTGGTCATTAAGGAC |TGTGGGCCTGCAGTTAAGATCAG

9 TCCATGTCTTCAGTATTTCCTTCCC |CTCCACCACAAAGGCACTGAG

10 GATGCTGGAGGAGAGAATCGTG GAGAGCAAGCAGATAGTATGGCAAC

11 GCCTGTAATTATAGACAGCTTGGCC |CAGACACGTAAATGACAATGCACC
12-14 GAGGTGTTATGTTGCGCTGATC CTGTTCATGTCACTTTGGCCTG

15 GACTGGTCTCGAACTCCTGG GTACGTAGCCTCTCACCGATTCTGCTGCAG
16 - 17 GTGAGATGCGGGTGAAGAGATTTC |GCCTAATGCTCAGTAGACATGGC

18 GTGGGATGAATGTGTGTGTGTTC TCTACCTTCAGGCAGGTCCTACTG
19-20 GTAGGACCTGCCTGAAGGTAGACG |AGGTGCTTGCAACTAGAAGCAGTG

21 GCTTAAGTCTTTTCCCCTTCGAGG CCAGGTTATTCAGGCATTTGCC

22 GCTGCTAGTGCCTGGGAGATC GCCATCAAACTCTGGTCTCC

23 GGAGACCAGAGTTTGATGGC GCCACTCACCCAGCCTCAAC

24 GAGATTGGATAGCAGTGGTAGCCTG | CTGATCATGGGTCTCAGAGAACAC

Tabelle 4: Primer-Sequenzen

Die Reaktionsschritte der PCR liefen im PTC 225 Peltier Thermal Cycler (Bio RAD, Miinchen,

Deutschland) und werden im Folgenden erldutert.

Programm fur Exon 2, 3, 5, 6, 7-8, 9, 10, 11, 12-14, 16-17, 18, 19-20, 21 und 24

Temperatur  Zeit Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 20 sec
Hybridisation/Annealing 62°C 20 sec 40
Synthese/Elongation 72°C 30 sec
Elongation 72°C 40 min
8°C forever

Fur die Exons 4, 15, 22 und 23 lautete das Programm wie folgt:

Temperatur  Zeit Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 20 sec
Hybridisation/Annealing 60°C 20 sec 36
Synthese/Elongation 72°C 45 sec
Elongation 72°C 5 min
8°C forever
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2.3.3 Gelelektrophorese

Die Produkte der PCR wurden mittels Gelelektrophorese nachgewiesen. Dafir wurden zunachst
10ul des PCR-Produktes mit 2ul Ladepuffer versetzt und jeweils in eine Tasche eines 1,5%igen
Agarosegels in 1 x TBE-Puffer (1M Tris, 0,9M Borsaure, 0,001M EDTA) pipettiert. Durch Anle-
gen einer Spannung von 130 V bei einer Stromstérke von 80 mA wanderten die negativ geladenen
DNA-Fragmente im elektrischen Feld zur Anode und wurden so nach ihrer Basenpaargroflie
spezifisch aufgetrennt.

Nach einer Laufzeit von 30 Minuten wurde das Gel in einer Wanne mit Ethidiumbromid fur 8-10
Minuten gefarbt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich zwischen den Basenpaaren
der DNA einlagert und die Detektion der DNA-Produkte unter UV-Licht (302 nm) in Form von
Nukleinsdure-Banden ermdglicht. Fur jedes Gel wurde ein Foto zur Dokumentation erstellt (siehe
Abbildung 2).

Die GroRenbestimmung der Banden erfolgte durch einen auf jedem Gel mitgelaufenen
GroRenmarker (Gene Ruler™ DNA Ladder mix (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 0,5ug/pl,

50ug).

Ladepuffer: Loading-Dye 10x
0,25% BPB (Bromphenolblau-Pulver)
0,25% XC (Xylene Cyanol-Pulver)
25% Ficoll-Pulver
2g auf 100ml Aqua dest.

Es wurde eine 1:8 Verdunnung der 2%igen Ladepuffer-Stocklésung verwendet.

Agarosegel: 1,59 Agarose auf 100ml TBE-Puffer

SampleID# 1 29 NK 1 29 NK1 29 NK 1 29 NK 1 29 NK 1 29 NK

DNA-Leiter

Exon 9 10 11 12-14 16-17 18

Abbildung 2: Gelelektrophorese

NK= negativ Kontrolle
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2.3.4 Aufreinigung des PCR-Produktes

Fur das Sequenzieren der amplifizierten DNA-Produkte mussten diese zunéchst gereinigt werden.
Hierfur wurde das Enzym Exo SAP-IT (usb, Staufen, Deutschland), welches Uberschiissige Primer,
dNTP’s und Einzelstrang-DNA verdaut, verwendet.

7 pl des PCR-Produkts wurden mit 1,5 pl Exo SAP-IT in einem 0,2 ml Eppendorf-Réhrchen gut
gemischt und nach folgendem Schema inkubiert.

Temperatur Zeit Zyklen

37°C 15 min

80°C 7min30sec |2
8°C for ever

2.3.5 Sequenzierung

Das Sequenzieren von DNA dient dazu, die Nukleotid-Abfolgen eines DNA-Abschnittes zu
identifizieren und ist die Methode der Wahl um Mutationen (besonders Punktmutationen) zu
bestimmen.

Die Sequenzierung von STAT3 wurde mit der Kettenabbruch-Methode nach Sanger et. al und
anschlieBender Kapillarelektrophorese durchgefiihrt (Sanger et al. 1977).

Ein Einzelstrang DNA-Abschnitt wird durch Zugabe eines Primers (entweder Vorwarts oder
Ruckwarts) durch die DNA-Polymerase linear verlangert. Dem Reaktionsgemisch werden zu den
iiblichen dNTP’s auch Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTP’s) der vier Basen zugegeben. Diese
unterscheiden sich von den iiblichen dNTP’s durch eine fehlende 3°-OH-Gruppe, die fur die
Verknupfung mit einem folgenden Nukleotid essentiell ist. Wird also ein ddNTP statt eines
herkdmmlichen Nukleotids in die DNA-Kette eingebaut, fihrt es zum Abbruch der Synthese. Es
entstehen demzufolge DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange mit jeweils einem ddNTP Ende.
Zum Bestimmen der DNA-Sequenz werden die Kettenabbruchprodukte mittels Kapillarelektropho-
rese aufgetrennt. Jedes Fragment unterscheidet sich in seiner Wanderungsgeschwindigkeit
entsprechend der durch den Kettenabbruch bestimmten Gréfe. Die verwendeten ddNTP’s sind mit
einem fiir jede Base spezifischen Fluoreszenz-Farbstoff markiert und kdnnen durch einen Laser zur
Fluoreszenz angeregt werden. Die vom Laser detektierte Nukleotid-Abfolge wird mit einer

speziellen Software aufgezeichnet (Dovichi and Zhang 2000).
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Die Sequenzier-Reaktion wurde nach folgendem Schema pipettiert und anschliefend mit dem

unten aufgefiihrten Programm durchgefunhrt.

Sequenz-Reaktions-Protokoll:

Big Dye 1,5ul
5xSeq.Puffer 1,5ul
H,0 4ul
Gereinigtes PCR-Produkt 2ul
Primer 5uM 1ul
Gesamtlésung 10ul

Fur die Exons 2-6, 9-11, 15, 18, und 21-24 wurde nur in eine Richtung sequenziert und demnach
entweder der Vorwarts- oder der Rickwartsstrang mit dem entsprechenden Primer in einem
separaten Reaktionsgefal angesetzt. Fir Primerpaare, die mehrere Exons umfassen (Exons 7-8, 12-
14, 16-17, und 19-20) wurde immer sowohl der Vorwarts- als auch der Rickwaértsstrang
sequenziert. Bei Auffalligkeiten in der Sequenzabfolge, und um eine Mutation zu bestatigen, wurde
ebenfalls immer in beide Richtungen sequenziert.

Die in der Sequenzreaktion verwendeten Primersequenzen sind aus Tabelle 4 zu entnehmen.

Durchgefuhrt wurde die Sequenzreaktion unter folgenden Bedingungen entweder mit dem
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland), oder dem Gene
Amp PCR System 9600 (Applied Biosystems)

Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 96°C 1 min
Denaturierung 96°C 10 sec
Annealing 60°C 5 sec 25
Elongation 60°C 1 min
4°C for ever

Nach der Sequenzreaktion mussten die Sequenzreaktionsprodukte mit 3 M Na-Acetat und
100%igem Athanol gefallt werden. Zu einem Gemisch aus 55 pl reinem Athanol und 2 pl 3M Na-
Acetat wurden 10 pl EDTA und das gesamte Sequenzreaktionsprodukt (10ul) gegeben. Dieses
Gemisch wurde nach grindlichem Vortexen zur Fallung 10min stehen gelassen und dann fiir 30
Minuten zentrifugiert (10900 rpm). Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet mit 70%igem

Athanol zweimal gewaschen.
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Die gereinigten und getrockneten Sequenzreaktionsprodukte wurden in 30 pl Hi di Formamide
(Applied Biosystems) aufgenommen und mit dem 3130 Gene Analyzer (Applied Biosystems)
analysiert.

Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden zur Mutationsbestimmung mit der Wildtyp-STAT3-
Sequenz (OMIM*102582) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=STAT3; Chromosom: 17,
Lokalisation: 17921.31) verglichen.

2.3.6 Bestimmung von Tyl17-Zellen

Die durchflusszytometrische Bestimmung von IL-17 produzierenden CD4"-T-Zellen (Ty17-Zellen)
fand bei insgesamt 53 Patienten, 28 gesunden Kontrollen und 22 asymptomatischen Familien-
angehdrigen von 16 Patienten statt. Von 25 Patienten war kein frisches Zellmaterial vorhanden, so
dass diese Untersuchung nicht durchgefiihrt werden konnte. Bei einem Patienten konnte das

Ergebnis aufgrund unzureichender Probenqualitét nicht verwendet werden.

Tw17-Zellen wurden durch Anfarben von IL-17 produzierenden CD4"-T-Zellen identifiziert.

Dazu erfolgte zundchst die Isolierung von PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) aus 10 ml
frischem Heparinblut unter Verwendung des Ficoll-Paque Plus Protokolls (Biochrom, Berlin) nach
Vorgaben des Herstellers.

Jeweils 3 x 10° PBMCs eines Patienten und einer gesunden Kontrolle wurden in 6-well-Platten

nach folgendem Ansatz tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Unstimuliert Stimuliert
Kontrolle | 2,7ml Zellkulturmedium | 2,7 ml Zellkulturmedium
+ 3ul Golgi Plug + 3ul Golgi Plug
+ 3 Mio. Zellen + 3 pl lonomycin (1pg/ml unverdinnt)
+ 30 ul PMA (10ng/ml 1:100 verdinnt)
+ 3 Mio. Zellen
Patient 2,7 ml Zellkulturmedium | 2,7 ml Zellkulturmedium
+ 3ul Golgi Plug + 3ul Golgi Plug
+ 3 Mio. Zellen + 3ul lonomycin (1ug/ml unverdiinnt)
+ 30pl PMA (10ng/ml 1:100 verdiinnt)
+ 3 Mio. Zellen

Tabelle 5: Zellkulturansatz zur Bestimmung von IL-17 produzierenden CD4+ T Zellen
Legende: Zellkulturmedium= RPMI+10%FBS+Penicillinstreptomycin

Der Inhalt der 6-well-Platten wurde in konische 15 ml Rohrchen Ubertragen, mit 3 ml FACS-
Puffer (PBS + 1% FBS) gemischt und 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert.

Nach zweimaligem Waschen mit 5 ml FACS-Puffer und funfminitiger Zentrifugation (1500 rpm),
wurde die Zelloberflache mit 25 pl Phycoerythrin-konjugiertem Anti-CD4 (1:25 verdinnt) (BD
Biosciences) bei 4°C flr 30-35 Minuten geféarbt. Anschlieend wurde erneut mit 100ul FACS-
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Puffer zweimal gewaschen und unter gleichen Bedingungen (5 Minuten und 1500 rpm)
zentrifugiert, so dass die Zellen mit 100 pl 1 x Cytofix/Cytoperm Lésung fixiert und
permeabilisiert werden konnten. Nach kurzem Aufmischen und einer Inkubation von 20 Minuten
bei 4°C erfolgte ein zweimaliges Waschen mit 100 pl Perm/Wasch Puffer (1:10 verdinnt).
SchlieRlich wurden die Zellen mit 25 pl eines spezifischen Antikorpermixes geférbt. Dieser
bestand jeweils aus 100 pl Perm/Wasch Puffer in Kombination mit 10 ul Alexa Fluor 647-
konjugiertem Anti-17A (1:10 verdinnt) (Natutec, Frankfurt) oder 4 pl FITC-konjugiertem Anti-
INFy (1:25 verdunnt) (Biozol, Eching).

Es erfolgte eine weitere Inkubation bei Raumtemperatur fur 35-45 Minuten. Die Zellen wurden
noch zweimal mit 100 pul FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und fur die
durchflusszytometrische Messung schlieRlich in 300 pl FACS- Puffer resuspendiert.

Alle durchflusszytometrischen Analysen wurden mit dem BD FACS Calibur (BD Biosciences)
durchgefiihrt und mit Hilfe der BD CellQuest™ Pro Software (BD Biosciences) ausgewertet.

24 Statistische Methoden

Prozentuale Angaben der Ty17-Zellzahlen von Patienten mit und ohne STAT3-Mutation sowie den
Normalkontrollen wurden mit dem Student’s T-test mit Hilfe der Software SPSS analysiert. Ein p-
Wert unter 0,01 wurde als signifikant deklariert.

Die Sensitivitdit und Spezifitdit von einzelnen HIES-Symptomen wurde mit Hilfe von
Vierfeldertafeln ermittelt. Daraus wurde abgeleitet, wie zuverlassig ein Symptom das STAT3-
HIES definiert. Die Ergebnisse des neuen 5-Punkte-Scores (vergl. Kap. 3.4) wurden mit den NIH-
Score Ergebnissen in Bezug auf Sensitivitdit und Spezifitdt verglichen. Zur Erstellung der
Abbildungen, Graphiken und Tabellen wurden Microsoft Word, Excel und Power-Point sowie
Paint und IBM SPSS verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Phéanotypische Einteilung

Der Phénotyp von 78 Patienten dieser Studie wurde anhand von 20 Symptomen, die zum gréRten Teil
der Auflistung der Symptome des NIH-Scores entsprechen, charakterisiert. Jedes vorhandene
Symptom wurde mit einem ,,Ja“ bezeichnet, unabh&ngig von Ausprégungsschwere, Haufigkeit bzw.
Anzahl der Ereignisse oder der genauen Lokalisation dieses Symptoms. Als Grundlage fir die
Einteilung in eine ,,gesicherte HIES* und eine ,,Verdacht auf HIES“ -Kohorte diente die Anzahl der
NIH-Score-Punkte, die ein Patient mit allen Symptomen, die im Verlauf seiner Krankengeschichte bis
2008 eruierbar waren, erreichte.

3.1.1 Gesicherte-HIES-Patienten

In der Kohorte der gesicherten HIES-Patienten erreichten die Patienten einen Score zwischen minimal
40 und maximal 89 Punkten (Score-Mittelwert 59 Punkte).

Die Verteilung der einzelnen Symptome jedes Patienten ist in Tabelle 5 aufgezeigt. Die relativen
Hé&ufigkeiten der Symptome werden in der untersten Zeile der Tabelle angegeben. In der letzten Spalte
sind die NIH-Score-Punkte jedes Patienten aufgelistet. In Abbildung 3 werden beispielhaft einige
Symptome dargestelt.

Zwei Patienten (ID# 47 und ID# 52) dieser Kohorte sind aufgrund respiratorischer Komplikationen
nach multiplen Pneumonien gestorben und einer (ID# 68) an Leberversagen aufgrund einer Infektion
mit Echinococcus multilocularis. Ein weiterer Patient (ID# 78) starb an einer Lungenfibrose, die sechs
Wochen nach einer Knochenmarkstransplantation aufgrund eines Lymphoms aufgetreten war. Eine
Patientin (ID# 20) hatte neben bakteriellen Infektionen der Haut und Lunge rezidivierende Infektionen
mit Molluscum contagiosum, eine periphere Facialisparese sowie einen assoziierten T-Zell-Defekt.
Aufgrund des klinischen Erscheinungsbildes und einer konsanguinen Familienanamnese wurde bereits
in der Doktorarbeit von Renner die klinische Diagnose AR-HIES gestellt (Renner 2002).
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Hyperexten-

Candidainfektion der Négel Ekzem ~ sibilitat Skoliose

Abbildung 3: Symptome von Patienten mit klinisch-gesichertem HIES
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3.1.2 Verdacht-auf-HIES Patienten

Der Mittelwert aller NIH-Score-Punkte dieser Kohorte ergab 29 Punkte bei einer Spanne von minimal
12 und maximal 38 Punkten.

Die Symptome, die bei jedem Patienten den Verdacht auf ein HIES hervorbrachten, sowie die relative
Héufigkeit jedes Symptoms sind in Tabelle 6 aufgefuhrt. Abbildung 4 zeigt einige Symptome der
Patienten dieser Kohorte.

Bei drei Patienten, die einen NIH-Score unter 20 Punkten erreichten (ID# 5, NIH-Score: 12; ID# 24,
NIH-Score: 14; ID# 41, NIH-Score: 19), musste der Zusatz ,,HIES sehr unwahrscheinlich* vermerkt
werden, da ein HIES bei einem Score unter 20 Punkten mit grofRer Wahrscheinlichkeit nicht vorliegt.

Staphylokokkeninfektion der Haut

W

Abbildung 4: Symptome von Patienten mit ,,Verdacht auf HIES*
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3

3

k.A.
k.A.
Nein

Nein

Nein

Nein

k.A.
k.A.
k.A.

Nein

k.A.

Nein

uberzahliges Rippenpaar

Fazialisparese, Osteoporose

Aspergillose

akuter Horsturz links 2007,
1gG2+4 Subklassendefekt

Aspergillose, Tinea capitis, Huftluxation

préamature Nahtsynostose,
gespaltene Uwlla,
Echinokokkose, Aspergillose

Schallleitungsschwerhdrigkeit

'Wangenschleimhautentziindungen

Hamophilie A, Osteoporose
Mitralklappeninsuff., Aortenaneurysma
(abdominal),

maligne Lymphome, Gicht,
Tibiakopfnekrose, Osteoporose

diffus-groR3 zelliges B-Zell-Lymphom

Submukése Gaumenspalte,

pramature Nahtsynostose,
Mitralklappeninsuff.

pramature Nahtsynostose,

Blockwirbel mit Keilwirbelbildung BWK 8-9
Follikulare

lymphatische Hyperplasie

pramature Nahtsynostose

83
79
76
75
74
74
2
72

70

70
70
69
67

66

65
65
64

63

63
62
60
58
57

Tabelle 5: Klinische Daten von gesicherten HIES-Patienten (NIH-Score Punkte > 40)
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67 16 m 56
76 13 m Bridenileus, narbige Phimose 56
10 13 w 56
63 26 m 55
51 9 [ m Hiuxaten, Systom, 166244 55
17 13 w Z.n.PDA Verschluss 54
60 39 m 53
2 | 1| w o e | 52
30 7 m Schwerhérigkeit, Gastrobsophagealer Reflux 51
56 42 m juvenile art. Hypertonie 51
64 9 m 19G 2+4 Subklassendefekt 51
47 136 w 48
66 26 m Aspergillose 48
50 [ 23| m Nein [Pamature Nafisynostose, a7
72 5 w Mitralklappeninsuff. Grad IV 45
38 17 w 44
45 44 m 43
36 2 w 43
1 9 m Kleinwuchs, IgM Mangel 43
46 13 w 42
48 35 z.N. Katarakt-OP bds. 42
57 24 Nein Nein zﬁzgz;?cﬁgh;;g:szsoise%ysgnaxhie 42
29 12 m Nein Nein 42
34 3 w zu jung| Nein | Nein Nein | k.A. [Hypertelorismus, Epikanthus 40
Anzahl Positive/ 47149 | 44147 | 47148 | 35/47 | 42/49 | 22/47 | 47/49 | 22/49 | 44/48 | 17/47 | 29/49 | 27/49 | 34/43 | 29/49 | 19/49 | 29/48 | 43/48 | 34/44 | 28/46 | 19/31
relative Haufigkeit (%)| 96 94 98 74 86 47 96 45 92 36 59 55 79 59 39 60 90 77 61 61

Fortsetzung Tabelle 5: Klinische Daten von gesicherten HIES-Patienten (NIH-Score Punkte > 40)

k.A. keine Angaben " Niere ! Osteomyelitis
V' Lymphknoten " Lunge 2 Sepsis
V! Leber """ Maxilla  Mumps-Meningitis
VI Zahnwurzel "V Peritonsillar

V' Hoden
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Verdacht auf HIES-Patienten

Tabelle 6: Klinische Daten von Verdacht auf HIES-Patienten (NIH-Score Punkte < 40)

* HIES sehr unwahrscheinlich

k.A. Keine Angaben

40 3 w Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein [zujung| Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein Ja 39
8 12 w Ja Ja Ja | Nein [ Ja | Nein | Ja | Nein | Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Ja | Nein | Nein | Nein Ja |zsliakie 38
18 24 m Ja Ja Ja Ja Nein | Nein Ja Nein Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja 38
21 3 m Nein | Nein [ Ja Ja Ja | Nein | Ja | Nein | Ja | Nein | Nein | Nein [zujung| Nein [ Nein | Ja | Nein | Nein | Nein | Nein |Reflux 37
26 19 m Ja Ja Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja Ja Nein | kA. 37
32 22 m Ja Ja Ja | Nein | Nein | Nein | Ja Ja | Nein | Nein | kA. | Nein [ Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Ja Ja  |grustkyphose, Entwicklungsretardierung 36
11 14 m Ja Ja Ja Ja Nein | Nein Ja Nein Ja Nein Ja Nein Ja Nein Ja Ja Nein Ja Nein Ja 36
16 11 m Ja Ja Ja Ja | Nein | Nein [ Ja | Nein [ Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein Ja  |mit 3. LJ Rachitis 36
35 46 m Ja Ja Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein Ja Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein | Nein | Nein Ja Ja Nein | kA. 35
23 3 m Ja Ja Ja Ja Nein | Nein Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein |zujung[ Nein | Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja 34
53 |[8Monate| m Ja Ja Ja Ja | Nein | Nein [ Ja Ja | Nein | Nein | Nein | Nein fzujung| Ja | Nein | Nein | Nein | kA. | Nein | kA. [l yngenempyem 34
15 5 m Ja Ja Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein Ja Nein | Nein | Nein |zujung| Nein | Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein Ja |kalteurtikaria 33
37 2 w Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein [zujung| Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein Ja 33
44 2 m Ja Ja Ja Ja Ja Nein Ja Nein Ja Nein Ja Ja |zujung| Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein Ja 33
42 17 w Ja Nein | Nein | Nein Ja Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein Ja Ja 32
2 2 m Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja Ja |zujung| Nein | Nein | Nein | Nein | Nein [ Nein | kA. 31
4 17 w Ja Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein | Nein Ja Nein | Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja Ja 30
6 16 m Ja Ja Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein Ja Ja Nein | Nein Ja eosinophile Osophagitis 28
39 11 m Ja Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein | Nein Ja Nein | Nein | Nein Ja Nein | Nein | Nein [ kA. | kA | kA KA. s, Scapula alata, Pectus excavatus 26
43 2 m Ja Ja Nein | Nein Ja Nein Ja Nein [ Nein | Nein | Nein [ Nein |zujung| Nein | Nein | Nein | Nein | k.A. k.A. Ja 25
13 36 m Ja Ja Ja [ Nein Ja | Nein | Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein Ja | Nein | Nein | Nein |yrtikaria 25
22 5 m Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein |zujung| Nein | Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein Ja 24
28 4 m Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein | Nein | Nein Ja Nein | Nein | Nein |zujung| Nein [ Nein | Nein | Nein Ja Ja Ja 24
19 3 w Ja Ja Ja Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein |zujung| Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein | Nein Ja 24
33 1 m Ja | Nein | Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Ja | Nein | Nein | Nein |zujung| Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Ja |Kjeinwuchs,Mikrozephalie 23
25 20 w Ja Ja Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Ja | Nein | Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Ja [Rolando Epilepsie 22
41* 4 w Ja Nein | Nein | Nein | Nein | Nein Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein |zujung| Nein | Nein Ja Nein | Nein | Nein Ja 19
24* 57 w Ja | Nein | Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein || epherhamangiome 14
5* 15 m Ja Nein Ja Nein | Nein | Nein [ Nein | Nein Ja Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein Ja Nein | Nein Ja k.A. |Urtikaria 12

Anzahl Positive/
Gesamtanzahl 28/29| 22/29] 26/29| 11/29| 10/29| 0/29 | 14/29| 2/29] 19/29| 0/29 5/28| 3/29| 3/15 1/29| 2/29| 6/29| 5/28| 6/26 5/27| 20/23
relative Haufigkeit (%) 97 76 90 38 34 0 48 7 66 0 18 10 20 3 7 21 18 23 19 87
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3.2 Molekulargenetische und immunologische Diagnostik

3.2.1 Mutationsanalyse

Eine STAT3 Genanalyse fand bei 78 Patienten aus 75 nichtverwandten Familien unterschiedlicher
ethnischer Herkunft statt. Bei 48 Patienten aus 45 Familien wurde eine Mutation in STAT3
identifiziert, die bei 53 asymptomatischen Familienmitgliedern (Eltern, Geschwister oder
Verwandte) aus 26 betroffenen Familien nicht vorhanden war. Bei 30 untersuchten Patienten
konnte eine Mutation im kodierenden Bereich des STAT3 Gens ausgeschlossen werden.

Bei den meisten Patienten (94%) handelt es sich um eine ,,de novo“ Mutation, was durch die
Sequenzierung klinisch gesunder Eltern, die zwei Wildtyp-Allele aufwiesen, belegt wurde (24
Familien untersucht, 17 Paare, 7 Mutter). In zwei Familien wurde die Mutation an nachfolgende
Generationen mit dominantem Modus vererbt (ID# 45/46 und 51/52/53; Indexpatient
unterstrichen). Keine der Mutationen war als Single-Nucleotid-Polymorphismus in der NCBI-
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) verdffentlicht und konnte in keinem von 200
Kontroll-Chromosomen identifiziert werden. Mutationsverdachtige Abschnitte wurden durch einen
zweiten Sequenzierungsansatz verifiziert.

Es wurden 24 verschiedene Mutationen bei 48 Patienten gefunden. Bei den Mutationen handelt es
sich um 18 verschiedene Punktmutationen und sechs in-frame Deletionen. Alle Mutationen
beschrénken sich auf drei Bereiche des STAT3 Proteins: die DNA Bindungsdoméne, Scr homology
2 Doméne (SH2-Domane) und Transaktivierungsdomane (TA-Doméne). Als eine der haufigsten
Mutationen konnte in dieser Studie die Punktmutation R382W in der DNA Bindungsdomane
beschrieben werden, die bei 32% der Patienten vertreten war. Eine weitere Mutation, die gehaduft
auftrat, ist die Mutation V637M in der SH2-Domaéne; sie wurde bei 7 Patienten (15%) identifiziert.
Von den weiteren 16 Punktmutationen liegen sieben in der DNA Bindungsdoméne (H332L,
R335W, V343L, R382Q, F384L, Q469R und Q469H), fiinf in der SH2-Doméne (G617E, T620A,
S636F, E638G, M660T) und vier in der TA-Domane (Y705C, F710C, V713L, 1711T). Bei den
Deletionen handelt es sich um in-frame Deletionen einer oder mehrerer Aminosauren. Zwei der
Mutationen betreffen die Splice-Donor- und Splice-Akzeptor Seite in unmittelbarer Nédhe zu Exon
12. Bei der 1VS12+1 g>t Mutation fiihrt dies, durch cDNA Analysen bestatigt, zum Uberspringen
von Exon 12 und somit zu einer Deletion von 10 Aminosduren. Fir die 1VS12-2 a>g Mutation
wird ein ahnlicher Effekt, der zum Uberspringen von Exon 12 fihrt, erwartet. Die Mutation
K340N/T341del in der DNA Bindungsdomane fiihrt durch die Aminoséurensubstitution Lysin zu
Asparagin an Position 340 (K340N) zur Deletion der nachfolgenden Aminoséure Threonin (T341).
Die Deletion der drei Basenpaare GTG an Position 1387-1389 fuhrt zum Verlust der Aminoséure
Valin463 (Mutation V463del) und bei der Mutation E690_P699del kommt es zu einer Deletion von
10 Aminoséuren in der TA-Doméne. Das Sequenzieren uber Introngrenzen hinaus deckte eine
grofRe Deletion auf (¢.2101+2332_0STAT3: ¢.2257+772del3933bp), die von Intron 21 an Position
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€.2101+2332 bis Intron 23 an Position ¢.2257+772 fortlduft und in einer Deletion von 53
Aminosduren (Exon 22-23) resultiert (Abbildung 7).

Das Ergebnis einer kapillarelektrophoretischen Sequenzauftrennung ist beispielhaft fir eine Punkt-
mutation in Abbildung 5 und fiir eine Deletion von drei Basenpaaren in Abbildung 6 dargestellt.
Ein schematischer Uberblick aller Mutationen dieser Studie wird in Abbildung 8 und Tabelle 7

gezeigt.

TGTOGATTCAGATCCCGGAAATTTA TGTGATTCAGATC NG GAAATTTA

Kontrollperson Normal Patlent Mutatlon 1144 C>T R382W

Abbildung 5: Sequenzchromatogramme der STAT3-Exon 12 Punktmutation eines Patienten sowie
einer Kontrollperson

accleaclrcdr relccalerrigT Gl AU LA
61 71 81 91 101

1 1
Mutation 1387_1389delGTG; V462del
Wildtyp | LAC (,‘l(,‘ A (,'I'l' C (,‘I’l' T GI(,' CA IG TT ki'l' G|GT G|A\'l' C tl' C (,‘IA\A\ C l\ T (,'I'l' GT I(,' A\GIA T GI(‘ CA... ‘
¥
1/
A GTG | . AC (I CA (ﬁiT C (ZiT T GI(' C ‘\|G TT |G T Gr\T C |T C ('|\;\(‘ l\ T (‘| TGT | (‘A\GI.\T G|(‘ C ;\|.\,—\T ‘

Abbildung 6: Sequenzchromatogramm des STAT3-Exon 16 eines Patienten mit Deletion von drei
Basenpaaren
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Exon 21 Exon 22 Exon 23 Exon 24
WT:|... GAA GCT GAC CCA GGT A|GC GCT GCC CCA TAC ... GGA GGG CAG TTT GAG TCC CTC ACC TTT GAC ...
< E ADZPG S A APY.G G QF E S L T F Dy

N ~ae” i’
A Exon 22-23: ... GAA GCT GAC CCA GGT AAG TCC CTC ACC TTT GAC ...
E A DP G K S L T F D

B Leiter STAT3- gesunde C STAT3- gesunde
mut+ Kontrolle mut+ Kontrolle
Patient Patient
SR~ = -
5000bp

4000bp &

3000bp e

Abbildung 7: Darstellung der STAT3-Exon 22-23 Deletion

A: Schematische Darstellung der Deletion von Exon 22 und 23 in STAT3 auf genomischer Ebene.

B: Die gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten gDNA mit Primern in Exon 21 und 24 zeigt das
Deletionsprodukt bei 2500 bp (STAT3-patient) statt bei 6000 bp (gesunde Kontrolle).

C: Western-Blot mit zwei unterschiedlich groRen Proteinprodukten beim Patienten versus gesunder Kontrolle.

! Abbildung tibernommen von Koautoren aus der gemeinsamen Publikation Schimke et al. 2010
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Effekt auf | Funktionelle bereits
Exon | Symbol | Basenaustausch Protein Doméne Anzahl publiziert
10 (] 995 A>T H332L DNA 1 Schimke et al.
K340,

10 O 1020 1023delGAC T341del DNA 1 Renner et al.
10 ] 1003 C>T R335W DNA 2 Renner et al.
10 B 1027 G>C V343L DNA 1 Renner et al.
12 v 1IVS12-2 a>g Ex12 del DNA 1 Renner et al.

o Ex12 kein
12 IVS12+1 g>t stop DNA 2 Renner et al.
13 © 1144 C>T R382W DNA 15 Renner et al.
13 (0] 1145 G>A R382Q DNA Renner et al.
13 A 1152 T>A F384L DNA Renner et al.
16 B 1387 _1389delGTG V462del DNA 1 Schimke et al.
16 A 1406 A>G Q469R DNA 1 Schimke et al.
16 + 1407 G>T Q469H DNA 1 Renner et al.
20 ] 1850 G>A G617E SH2 1 Renner et al.
20 o 1858 A>G T620A SH?2 1 Renner et al.
21 o 1907 C>T S636F SH2 1 Renner et al.
21 O 1909 G>A V637M SH2 7 Renner et al.
21 u 1913 A>G E638G SH2 1 Renner et al.
21 ] 1979 T>C M660T SH2 1 Schimke et al.

A E690-
21 2069 del 30 bp P699del TA 1 Renner et al.

o 2101+2332_2257+772del
21 3933bp Ex22+23 del TA Schimke et al.
22 X 2114 A>C Y705C TA Schimke et al.
22 0 2129 T>C F710C TA Schimke et al.
22 * 2132T >C 1711T TA 1 Schimke et al.
22 © | 2s76sc V713L TA 1 Renner et al,

Tabelle 7: Auflistung der in Abbildung 8 symbolisch dargestellten Mutationen im Protein STAT3
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3.2.2 Genotypische Einteilung

Fur weitere Analysen erfolgte die Patienteneinteilung nach dem STAT3-Genotyp in eine Kohorte
von Patienten mit STAT3-Mutation (STAT3-mut) und eine Kohorte von Patienten ohne STAT3-
Mutation (STAT3-wt).

Die STAT3-mut Kohorte umfasste 48 Patienten, davon 31 mannliche und 17 weibliche mit einem
mittleren Alter von 24 Jahren (Altersspanne: 8 Monate bis 51 Jahre). Alle bis auf zwei Patienten
dieser Kohorte hatten einen NIH-Score > 40 Punkte und gehdrten somit zu der Gruppe der
»gesicherten-HIES* Patienten. Bei 30 Patienten, darunter 19 Jungen und 11 M&adchen mit einem
mittleren Alter von 13 Jahren (Altersspanne: 1-57 Jahre) wurde keine STAT3 Mutation gefunden.
Diese Patienten bildeten die STAT3-wt Kohorte, darunter waren drei Patienten aus der
»gesicherten-HIES“ Kohorte mit einem NIH-Score von > 40 Punkten. Naheres zu den Phanotyp-
Genotyp Korrelationen wird in Abschnitt 3.3.1 erldutert.

In Tabelle 8 ist der Phanotyp anhand der NIH-Score-Punkte dem STAT3-Genotyp aller Patienten
nach absteigendem NIH-Score-Wert gegeniibergestellt. Eine Korrelation zwischen Héhe der NIH-

Score-Punkte und Lokalisation der Mutation in STAT3 konnte nicht festgestellt werden.

Mutation in NIH-Score- | NIH-Score- Mutation in
ID# STAT3 Punkte Punkte STAT3 ID#
52 1144 C>T, R382W 89
31  1145C>A, R382Q 84
51 1144 C>T, R382W 83
55 1144 C>T, R382W 79
61 1144 C>T, R382W 76
74 1909 G>A; VB3TM 75
75 1909 G>A, VB3TM 74
14  C:2101+2332 0STAT3: 7
€.2257+772del3933bp
73 1909 G>A, VB3TM 72
9  2137G>C, V713L 72
68 1858 A>G, T620A 70
71 1909 G>A, V637TM 70
77 1913 A>G, E638G 70
62 1144 C>T, R382W 69
58 1144 C>T, R382W 67
12 IVSI2-2a>g 66
27 1144 C>T, R382W 65
59 1144 C>T, R382W 65
78  E690_P699del 64
7  1145G>A, R382Q 63
70 1909 G>A, VB3TM 63
49  IVS12+1g>t 62
3 2129 T>C, F710C 60
69 1907 C>T, S636F 57
65 1145 G>A, R382Q 57
10 1979 T>C, M660T 56
67 1407 G>T, Q469H 56
76 1909 G>A, VB3TM 56

Tabelle 8: NIH-Score-Punkte und Mutation von STAT3-mut (links) und STAT3-wt (rechts)
Patienten
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Mutation in NIH-Score- | NIH-Score- Mutation in
I1D# STAT3 Punkte Punkte STAT3 1D#

63 1144 C>T, R382W 55
54 1144 C>T, R382W 55
17 2114 A>C, Y705C 54
60 1144 C>T, R382W 53

52 Keine 20
64 1145 G>A, R382Q 51
56 1144 C>T, R382W 51
30 995 A>T, H332L 51
66 1152 T>A, F348L 48

1020delGAC,

ar K340N/T341del 48
50 IVS12+1 g>t 47
38 1406 A>G, Q469R 44

46 1003 C>T, R335W 43 43 Keine 36

43 Keine 1
57 1144 C>T, R382W 42

¢1387_1389delGTG,;

2 Va62del 42
72 1909G>A, V637TM 42
48 1027 G>C, V343L 42
45 1003 C>T, R335W 42
34 2132T>C, I711T 40

39 Keine 40

38 Keine 8

26 1850 G>A, GB17E 37 37 Keine 21

36 Keine 32

36 Keine 16

35 Keine 11

35 Keine 35

35 Keine 18

53 1144 C>T, R382W 34 34 Keine 23

33 Keine 44

33 Keine 37

Keine 15

32 Keine 42

31 Keine 2

30 Keine 4

28 Keine 6

26 Keine 39

25 Keine 43

25 Keine 13

24 Keine 22

24 Keine 28

24 Keine 19

23 Keine 33

22 Keine 25

19 Keine 41

14 Keine 24

12 Keine 5

Fortsetzung Tabelle 8: NIH-Score-Punkte und Mutation von allen STAT3-mut (links) und STAT3-
wt (rechts) Patienten
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3.2.3  Bestimmung der Ty17-Zellzahlen

Funktionelle Unterschiede in Zellen des Immunsystems, die durch eine Mutation in STAT3 bedingt
sein konnen, wurden mittels Ty17-Zellzahlbestimmung analysiert. Dazu wurden IL-17
produzierende CD4*-T-Zellen von 28 STAT3-mut und 25 STAT3-wt Patienten sowie von 22
gesunden Familienangehdrigen und 28 gesunden Kontrollpersonen bestimmt und miteinander ver-
glichen. Als Kontrollparameter fiir das intrazellulare Farben und die Zellaktivitat wurde zusétzlich
die IFNy-Produktion der CD4"-T-Zellen gemessen. Die Normgrenzen der Zytokinmessungen erga-
ben sich aus der Berechnung des 95 % Konfidenzintervalls aller Kontrollmesswerte. Fiir die IFNy-
Produktion wurde eine Spanne von 1,30 % bis 47,20 % der gesamt CD4"-T-Zellen als normal
bewertet. Fir die IL-17-Produktion galten Werte tiber 0,2 % der gesamt CD4"-T-Zellen als normal.

STAT3-mut+ Patient Kontrolle

109

10°
103

INF GAMMA FITC
102

INF GAMMA FITC
102

10!
10!

% o
=4 LA m e s e 0 e =
w0 10! 102 10® 10f 0 10 102 10 109
IL17 ALEXAB47 IL17 ALEXAB47
Sample ID#: 3 Sample ID#: 3Kontr.
Gated Events: Gated Events:
Total Events: Total Events:
Quads Events % Gated % Total Quads Events % Gated % Total
UL 3888 25 389 UL 8549 9,1 8,55
UR 11 0.02 0.01 UR 184 0.30 0.18
LL 41843 9146 41.84 LL 51147 8430 51.15

LR 10 0.01 LR 791 @ 0.79

Abbildung 9: Darstellung der CD4"-T-Lymphozyten (rot) anhand Zytokin-Positivitat fiir IL-17 (x-
Achse) und INFy (y-Achse) nach Stimulation mit PMA/lonomycin und daraus ermittelte Dot-plot

Quadratstatistiken eines Patienten mit STAT3 Mutation (0,02% IL-17-Positivitit) im Vergleich zu
einer gesunden Kontrolle (1,3% IL-17-Positivitat).
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IL17 ALEXAB47 IL17 ALEXAB47
Sample ID#: 4 Sample ID#: 4Kontr.
Gated Events: Gated Events:
Total Events: Total Events:
Quads Events % Gated % Total Quads Events % Gated % Total
UL 5350 11,42 5,35 UL 8717 17.4s 8,72
UR 56 0.12 0.06 UR 54 0.11 0.05
LL 41105 87.73 41.11 LL 40744 81.58 40.74

IR 344 0.34 IR 431 0.43

Abbildung 10: Darstellung der CD4"-T-Lymphozyten (rot) anhand Zytokin-Positivitat fir 1L-17
(x-Achse) und INFy (y-Achse) nach Stimulation mit PMA/lonomycin und daraus ermittelte Dot-
plot Quadratstatistiken eines STAT3-wt Patienten (0,73% IL-17-Positivitat) im Vergleich zu einer
gesunden Kontrolle (0,86% IL-17-Positivitat).

Die IFNy-Produktion war sowohl in STAT3-mut als auch STAT3-wt Patienten vergleichbar mit
den Normalkontrollen, so dass von einer ausreichenden Stimulation der CD4*-T-Zellen
ausgegangen wurde.

Die Ty17-Zellzahlen in STAT3-wt Patienten (MW 0.50% der CD4"-T-Zellen; Spanne 0.1-1.9%)
waren vergleichbar mit denen von Normalkontrollen (MW 0.62% der CD4"-T Zellen; Spanne 0.2-
2.0%). Im Vergleich dazu betrugen die Ty17-Zellzahlen in STAT3-mut Patienten jedoch entweder
null oder wiesen deutlich niedrigere Werte als die von gesunden Kontrollen auf (MW 0.09% der
CD4"-T-Zellen; Spanne 0-0.3%). Ausnahmen bildeten zwei STAT3-wt Patienten, die ahnlich
niedrige Werte wie STAT3-mut Patienten hatten (beide 0,11%), sowie drei STAT3-mut Patienten
bei denen niedrig-normale T17-Zellzahlen gemessen wurden (2 x 0,23%, 1 x 0,3%).

In Abbildung 11 werden die Mittelwerte der Ty17-Zellzahlen von STAT3-mut und STAT3-wt

Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen dargestelit.
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Abbildung 11: Ty17-Zellzahlen von STAT3-mut und STAT3-wt Patienten sowie normalen

Kontrollpersonen

Box-Plot Diagramm von Tyl7-Zellzahlen in % der CD4*-T-Zellen von STAT3-mut, STAT3-wt Patienten und
Normalkontrollen. Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen STAT3-mut und STAT3-wt Patienten, sowie

zwischen STAT3-mut Patienten und Normalkontrollen (*p<0,001).
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3.3 Korrelationsanalysen

3.3.1 Phéanotyp-Genotyp Korrelation

Zur Definition von STAT3-HIES assoziierten Symptomen erfolgte die Gegenuberstellung von
Klinischen Merkmalen von Patienten der STAT3-mut Kohorte und Patienten der STAT3-wt
Kohorte (Tabelle 9).

Die haufigsten Merkmale, die sowohl bei STAT3-mut als auch bei STAT3-wt Patienten auftraten,
waren die Trias Ekzem, erhéhtes Serum-IgE und Eosinophilie im peripheren Blut (>90% fir
Ekzem und erhohtes Serum-IgE; > 77% fur Eosinophilie in beiden Kohorten). Rezidivierende
Infektionen der oberen Atemwege waren ebenfalls relativ haufig vorhanden und unterschieden sich
nur leicht in den beiden Kohorten (89% versus 70%).

Andere Symptome aus dem infektiologischen Block traten zwar auch bei Patienten beider
Kohorten auf, insgesamt waren sie aber haufiger bei STAT3-mut Patienten vorhanden. Dies traf
vor allem fir die Symptome Hautabszesse (85% STAT3-mut versus 37% STAT3-wt Patienten)
und Nagel/mukokutane Candidiasis (54% versus 13%) zu, aber auch das Neugeborenenekzem und
orale Candidiasis waren zirka doppelt so h&ufig bei STAT3-mut Patienten wie bei STAT3-wt
Patienten vorhanden. Vor allem die Kombination aus mindestens drei dieser Symptome lag
deutlich hoher bei den STAT3-mut Patienten (48% [n=23/48]) im Vergleich zu den STAT3-wt
Patienten (10% [n=3/30]). Wahrend bei 51% der STAT3-mut Patienten mit Pneumonien auch
Pneumatozelen [n=23] auftraten, hatte nur ein Patient ohne STAT3 Mutation eine Pneumatozele,
obwohl Pneumonien selbst auch bei 53% der STAT3-wt Patienten vorhanden waren. Bei diesem
heute 22-jdhrigen STAT3-wt Patient (ID# 32) wurde in den klinischen Aufzeichnungen eine
Pneumatozele im Kindesalter berichtet, die jedoch aufgrund fehlender radiologischer Bildgebung
nicht bestatigt werden konnte. Sein Klinischer Zustand besserte sich bis heute und eine
Pneumatozele war anamnestisch nicht mehr bekannt. Abszesse in inneren Organen (Leber [n=6],
Lymphknoten [n=5], Lunge (ohne Pneumatozelen) [n=4], Zahnwurzel [n=2], Hoden [n=2], Maxilla
[n=2], perirenal [n=1] und peritonsillar [n=1]) sowie schwere Infektionen (Sepsis [n=12],
Meningitis [n=1], Osteomyelitis [n=3]) traten ausschlieBlich bei STAT3-mut Patienten auf.
Merkmale aus dem nicht-infektiologischen Block waren ebenfalls deutlich haufiger bei STAT3-
mut Patienten assoziiert. Besonders traf das fur die Symptome ,,Frakturen ohne adaquates Trauma“
und Skoliose zu, die jeweils nur einmal (3%) in der STAT3-wt Kohorte vorhanden waren. Ein
charakteristisches Gesicht (mit der Auspragung mild oder vorhanden) wurde bei 43 der STAT3-
mut Patienten (90%) beschrieben, wéhrend nur finf der STAT3-wt Patienten (17%) mit diesem
Kriterium Klassifiziert wurden. Ahnlich verhielten sich die Angaben zum verbreiterten
Nasenflugelabstand und hohen Gaumen (vergl.Tabelle 9). Eine Milchzahnpersistenz
beziehungsweise ein pathologischer Milchzahnwechsel in Form von Doppelreihenbildung oder

gezogenen Milchzéhnen aufgrund fehlender Wurzelresorption wurde bei 33 von 42 (79%) STAT3-
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mut Patienten berichtet. Sechs STAT3-mut Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung zu
jung fur die Evaluation dieses Merkmals (< 9 Jahre). In der STAT3-wt Kohorte wurde bei drei von
16 evaluierbaren Patienten (> 9 Jahre) ebenfalls ein pathologischer Milchzahnwechsel beschrieben.
Einer dieser Patienten hatte mehrere Milchzéhne im Alter von 14 Jahren gezogen bekommen, ein
22-jahriger Patient berichtete von einer Milchzahnpersistenz und bei einem 11-jahrigen Jungen
wurde eine Doppelzahnreihe im Alter von acht Jahren beschrieben.

Weitere Skelett- und Gelenkveranderungen, die bei STAT3-mut Patienten auffielen waren
Veranderungen der Schédelform aufgrund einer primaren Nahtsynostose (n=6), ein Uberzéhliges
Rippenpaar (n=1), Blockwirbel und Keilwirbelbildung im Bereich der Brustwirbelséule (n=1) und

eine Osteoporose, die bereits im Kindes-und Jugendalter auftrat (n=4).

Klinische Merkmale STAT3-mut Patienten STAT3-wt Patienten

(n=48) (n=30)
Geschlecht [ménnlich:weiblich] [ménnlich:weiblich]

31:17 19:11

[ % (Anzahl/Gesamt)] [ % (Anzahl/Gesamt)]

erhohtes Serum-IgE* 96 (46/48) 97 (29/30)
Eosinophilie 93 (43/46) 77 (23/30)
Ekzem 98 (47/48) 90 (27/30)
Neugeborenenekzem 74 (34/46) 40 (12/30)
Hautabszess(e) 85 (41/48) 37 (11/30)
Organabszess(e) 46 (22/46) 0 (0/30)
Pneumonie(n) 94 (45/48) 53 (16/30)
Pneumatozelen 48 (23/48) 3 (1/30)
rezidivierende Infektionen 89 (42/47) 70 (21/30)
Schwere Infektionen? 35 (16/46) 0 (0/30)
Orale Candidiasis 56 (27/48) 24 (7/29)
Nagel/mucocutane Candidiasis 54 (26/48) 13 (4/30)
zuriickbehal tene Milchzéhne 79 (33/42) 25 (4/16)
Frakturen ohne adaquates Trauma 60 (29/48) 3 (1/30)
Skoliose 42 (20/48) 3 (1/30)
hyperextensible Gelenke 60 (28/47) 23 (7/30)
charakteristisches Gesicht 90 (43/48) 18 (5/28)
Nasenbreite® 79 (34/43) 22 (6/27)
Hoher Gaumen 59 (27/46) 22 (6/27)
zusétzliche atopische Merkmale? 57 (16/28) 88 (23/26)
NIH-Score > 40 Punkte 96 (46/48) 10 (3/30)
NIH-Score < 40 Punkte 4 (2/48) 90 (27/30)

Y IgE (1U/ml) tiber 10fach der oberen Normgrenze

2 Sepsis, Meningitits, Osteomyelitis

® Nasenbreite > 1SD entsprechend der Normwerttabelle fiir Alter und Geschlecht (Farkas 1994)
* Allergisches Asthma, Nahrungsmittelallergien, Rhinokonjunktivitis allergica

Tabelle 9: Charakteristische klinische Merkmale von STAT3-mut Patienten im Vergleich zu
STAT3-wt Patienten

Zusétzliche Merkmale aus dem atopischen Formenkreis wie allergisches Asthma, allergische

Rhinokonjunktivitis oder Nahrungsmittelallergien wurden bei fast allen der STAT3-wt Patienten
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(88%) berichtet sowie bei etwas Uber der Halfte der STAT3-mut Patienten (57%), die fur diese
Symptome beurteilt werden konnten.

Als weitere Befunde sind bei den STAT3-mut Patienten ein Mittelliniendefekt in Form von einer
gespaltenen Uvula (n=3), Gefalerkrankungen [Mitralklappeninsuffizienz (n=3), juvenile arterielle
Hypertonie (n=1), Bauchaortenaneurysma (n=1) und Myokardinfarkt (n=1)] und Malignome (n=2)
zu nennen. Ein Patient, bei dem post-mortem eine Mutation in STAT3 nachgewiesen wurde, hatte
ein diffus-groBRzelliges B-Zell Lymphom. Ein anderer hatte rezidivierende Lymphome der B- und
T-Zellreihe.

Ein zusatzlicher Befund bei den STAT3-wt Patienten war eine Urtikaria (n=3).

Eine Korrelation von Kklinischer Diagnose (mit dem NIH-Score erfasst) und dem STAT3-Genotyp
bestand bei 94% der untersuchten Patienten (In Abbildung 12 der jeweils duBere Pfad nach links

und rechts).

Gesamt Patienten: 78

Genotyp: STAT3-wt| 30 48 |STAT3-mut
NIH-Score-

Punkte: <4027 [|3 |240 <40|2 || 46 240

Abbildung 12: Korrelation von STAT3-Genotyp und klinischer Diagnose (NIH-Score > 40 und <
40 Punkte) im Pfaddiagramm

Bei 46 Patienten mit klinischer Diagnose HIES (> 40 Punkte im NIH-Score) wurde eine Mutation
in STAT3 identifiziert, wahrend 27 Patienten mit dem klinischen Verdacht auf HIES (NIH-Score <
40 Punkte) keine Mutation in STAT3 hatten. Zwei Patienten (7%) mit STAT3 Mutation hatten
einen NIH-Score unter 40 Punkten (34 und 37 Punkte). Einer davon, ein zum Zeitpunkt der Unter-
suchung acht Monate alter Saugling (ID# 53, NIH-Score 34), dessen Vater und GrolRmutter
vaterlicherseits ein gesichertes AD-HIES mit STAT3-Mutation (NIH-Score 89 und 83 Punkte)
haben, fiel mit Neugeborenenekzem und Pneumonie mit Empyembildung im Alter von drei
Monaten auf. Der Zweite, ein 19-jahriger Junge (ID# 26, NIH-Score-Punkte 37), zeigte erhdhte
Serum-IgE-Werte (>5000 1U/ml), Ekzem, Hautabszesse, Skoliose und charakteristische Gesichts-
ziige; Pneumonien oder andere schwere Infektionen traten bei ihm bisher nicht auf. Drei Patienten
(4,5%) hatten einen hohen NIH-Score (> 40 Punkte) aber keine STAT3-Mutation. Es handelte sich
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bei diesen Patienten um das Mé&dchen mit AR-HIES Phénotyp (ID# 20, NIH-Score-Punkte 52),
einen Jungen im Alter von neun Jahren (ID# 1) und einem zweijahrigen Madchen (ID# 36), beide
mit einem NIH-Score von 43 Punkten, schwerem Ekzem, Superinfektion der Haut mit
Staphylokokkus aureus sowie Candida albicans und Pneumonien. Zusatzlich lagen bei dem Jungen
charakteristische Gesichtsziige vor, die im NIH-Score als mild bewertet wurden, und bei dem
Méadchen wurde eine Oberschenkelfraktur ohne addquates Trauma angegeben.

3.3.2 Korrelation von Genotyp und Ty17-Zellzahlen

Die Ergebnisse der Ty17-Zellzahlbestimmung bei 53 Patienten zeigten, dass die Ty17-Zellzahlen
bei STAT3-mut Patienten signifikant niedriger im Vergleich zu STAT3-wt Patienten waren. Die
Grenze zwischen normalen und pathologischen Ty17-Zellzahlen wurde in dieser Arbeit bei 0,2%
der gesamt CD4"-T-Zellen, basierend auf dem Normalkollektiv, festgelegt. Bei 46 von 53
untersuchten Patienten (87%) korrelierte der STAT3-Genotyp mit dem Ergebnis der T417-
Zellzahlbestimmung. Darunter waren 24 STAT3-mut Patienten, die pathologisch niedrige Ty17-
Zellzahlen aufwiesen und 22 STAT3-wt Patienten mit normalen Tyl17-Zellzahlen. Bei fiinf
Patienten bestand keine Korrelation zwischen dem STAT3-Genotyp und der Anzahl der Tyl7-
Zellen. Drei Patienten, zwei Ménner (48 und 42 Jahre) und ein 13-jahriges Méadchen mit
klassischem AD-HIES Phanotyp (NIH-Score-Punkte 66, 51 und 56) und STAT3-Mutation, hatten
bei mehrfacher Messung Tx17-Zellzahlen, die leicht (iber der Normgrenze lagen (0,23-0,4% der
CD4"-T-Zellen). Zwei STAT3-wt Patienten zeigten pathologische (niedrige) Ty17-Zellzahlen.
Darunter war ein zweijahriger Junge mit 31 Punkten im NIH-Score und die AR-HIES Patientin
(NIH-Score-Punkte 52).

Gesamt Patienten: 93

Genotyp: STAT3-wt | 25 o8 |STAT3-mut
T 17-Zellzahl: s02[23 | [2]<02 »02[31[25]<0.2
(% von CD4*-T-Zellen) ’

Abbildung 13: Korrelation von STAT3-Genotyp und Ty17- Zellzahlen (>0,2% und < 0,2%) im
Pfaddiagramm. (Die Zahlen in den grau markierten Késtchen stehen fiir Patientenanzahl n=x)
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3.3.3 Kaorrelation von NIH-Score-Punkten, Genotyp und Ty17-Zellzahlen

Zur Darstellung der Korrelation von NIH-Score-Punkten mit dem STAT3-Status und den Tyl17-
Zellzahlen erfolgte die Gegenuberstellung aller drei Merkmale in 53 Patienten dieser Studie. Bei
STAT3-mut Patienten galt ein hoher NIH-Score (> 40 Punkte) mit niedrigen Ty17-Zellzahlen
(<0,2% der CD4+-T-Zellen) positiv korrelierend und fiir STAT3-wt Patienten ein niedrige NIH-
Score (< 40 Punkte) mit normalen Ty17-Zellzahlen (>0,2% der CD4+-T-Zellen) (Abbildung 14).
Bei 44 Patienten (83%) korrelierten alle Ergebnisse positiv miteinander, das heiflt die Patienten
wurden anhand des NIH-Scores und den Tyl17-Zellzahlen richtig kategorisiert (weil gefiillte
Symbole innerhalb des gelb markierten Bereichs in Abbildung 14). Bei acht (15%) der Patienten
fiel einer der drei Parameter nicht in den korrelierenden Bereich. Dazu gehérten aus der STAT3-
mut Kohorte die zwei Patienten mit niedrigem NIH-Score (hellgrau gefullte Rauten in Abbildung
14 (x-/ly-Wert): 34/0,09 und 37/0,18) und die drei Patienten mit normalen T417-Zellzahlen
(dunkelgrau gefillte Rauten: 56/0,23; 66/0,23 und 51/0,3). Aus der STAT3-wt Kohorte gehdrten
zwei Patienten dazu, die einen NIH-Score > 40 Punkte hatten (hellgrau gefullte Kreise: 43/0,29 und
43/0,5), ein Patient mit pathologischen Ty17-Zellzahlen (dunkelgrau gefillter Kreis: 31/0,11). Die
AR-HIES Patientin wies sowohl einen hohen NIH-Score als auch pathologische Ty17-Zellzahlen
auf und wurde demnach mit beiden Parametern nicht richtig kategorisiert (schwarzes Dreieck:
52/0,11).

Die Patienten der STAT3-wt Kohorte waren zum Zeitpunkt der Untersuchung deutlich jiinger als
die STAT3-mut Patienten (MW 13 versus 24 Jahre). Unter sechs Jahren waren 12 von 30 (40 %)
Patienten ohne STAT3-Mutation, hingegen nur drei von 48 (6,25 %) Patienten mit STAT3-
Mutation. Diese Patienten wurden in Abbildung 14 zusétzlich markiert (rot), da sich einige HIES-
Merkmale erst im Laufe des Lebens entwickeln (Milchzahnpersistenz, Skoliose, charakteristische
Gesichtsziige) und somit die Beurteilung des Zusammenhangs von hohen NIH-Score-Punkten mit
STAT3-Mutation bzw. niedrigen NIH-Score-Punkten und STAT3-Wildtyp bei sehr jungen
Patienten eingeschrankt ist. Zwei Patienten dieser Altersklasse wurden mit dem NIH-Score nicht

richtig klassifiziert (einer falsch-positiv, einer falsch-negativ).
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Abbildung 14: Korrelation von Phanotyp (NIH-Score), Genotyp (STAT3-Status) und
immunologischem Merkmal (Ty17-Zellzahl in % der gesamt CD4"-T-Zellen) in 53 Patienten

Jedes Symbol représentiert einen Patienten mit den Merkmalen: NIH-Score-Punkte auf der x-Achse, Ty17-Zellzahlen auf
der y-Achse und der STAT3-Genotyp anhand des entsprechenden Symbols dargestellt (Erlauterungen in der Abbildung).
Symbole von Patienten, bei denen die Ty17-Zellen nicht zu dem jeweiligen Genotyp passen sind dunkelgrau ausgefullt.
Hellgrau gefiillte Symbole zeigen Patienten, bei denen der NIH-Score nicht mit dem Genotyp korreliert. Rot umrandete
Symbole zeigen Patienten unter sechs Jahren.
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3.4 Vereinfachung des Diagnoseschemas zum Hyper-IgE Syndrom

Um eine Differenzierung von Patienten mit STAT3-HIES und Patienten mit &hnlichen
Krankheitshildern (z.B. atopischer Dermatitis) in allen Altersstufen auf klinischer Ebene zu
ermdglichen, erfolgte die Erstellung eines an den NIH-Score angelehnten, vereinfachten
diagnostischen Leitfadens, der als Hilfe bei der Entscheidung fiir eine STAT3-Sequenzierung

dienen soll.

3.4.1 Entwicklung des 5-Punkt-Score

Aus der bereits dargestellten Haufigkeitsverteilung von 20 HIES charakterisierenden Symptomen
bei STAT3-mut und STAT3-wt Patienten dieser Kohorte wurden die Sensitivitdt und Spezifitat
berechnet. AnschlieRend erfolgte eine Selektion der klinischen Merkmale, die hoch sensitiv (Uiber
90%) und wenig spezifisch (unter 25%) fur Patienten mit STAT3-Mutation waren von den
Merkmalen, die relativ hoch spezifisch, aber weniger sensitiv erschienen. Daraus resultierte eine

Einteilung in Haupt- und Nebenmerkmale, die sich folgendermalRen gliedert (Tabelle 10).

Klinische Merkmale S_TAT3-mut §TAT3-Wt Sensitivitat Spezinitat

Patienten (n=48) Patienten (n=30) (%) (%)
[% (Anzahl/Gesamt)] [% (Anzahl/Gesamt)]
af‘é erht.)htes $grum-IgE1 96 (46/48) 97 (29/30) 96 3

g% Eosinophilie 93 (43/46) 77 (23/30) 94 23
g |Ekzem 98 (47/48) 90 (27/30) 98 10
Organabszess(e) 46 (22/46) 0 (0/30) 48 100
schwere Infektionen? 35 (16/46) 0 (0/30) 35 100
Pneumatozelen 48 (23/48) 3 (1/30) 48 97
Frakturen ohne adéquates Trauma 60 (29/48) 3 (1/30) 60 97
Skoliose 42 (20/48) 3 (1/30) 42 97
Nagel/mukokutane Candidiasis 54 (26/48) 13 (4/30) 54 87
= [charakteristisches Gesicht 90 (43/48) 18 (5/28) 90 82
g zuriickbehaltene Milchzihne 79 (33/42) 25 (4/16) 79 81
GE’ Nasenbreite® 79 (34/43) 22 (6/27) 79 78
$ |Hoher Gaumen 59 (27/46) 22 (6/27) 59 78
< |hyperextensible Gelenke 60 (28/47) 23 (7/30) 60 77
Orale Candidiasis 56 (27/48) 24 (7/29) 56 74
Hautabszess(e) 85 (41/48) 37 (11/30) 85 63
Neugeborenen Ekzem 74 (34/46) 40 (12/30) 74 60
Pneumonie(n) 94 (45/48) 53 (16/30) 94 47
rezidivierende Infektionen 89 (42/47) 70 (21/30) 89 30
ausétzliche atopische Merkmale* 57 (16/28) 88 (23/26) 57 12

1 IgE (1U/ml) tiber 10fach der oberen Normgrenze

2 Sepsis, Meningitis, Osteomyelitis

% Nasenbreite > 1SD entsprechend der Normwerttabelle fiir Alter und Geschlecht (aus Farkas et.al 1994)
“Allergisches Asthma, Nahrungsmittelallergien, Rhinokonjunktivitis allergica

Tabelle 10: Sensitivitat und Spezifitat von 20 klinischen Merkmalen zur Charakterisierung des
STAT3-HIES

Erhohtes Serum-1gE, Ekzem und Eosinophilie stellten Hauptmerkmale von sowohl STAT3-mut als

auch STAT3-wt Patienten dar. Ein Zusammenhang zwischen Hohe und Verlauf dieser
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Laborparameter und der Auspragung des Ekzems mit der Diagnose ,,STAT3-HIES“ oder ,,kein
STAT3-HIES*“ wurde bei Patienten dieser Studie nicht beobachtet, so dass auf eine zusétzliche
Wertung dieser Kriterien verzichtet wurde.
17 weitere Merkmale stellen zuséatzliche Kriterien (Nebenkriterien) dar, die nach ihrer Spezifitét fir
das HIES in absteigender Reihenfolge aufgelistet wurden. Auch bei diesen Kriterien waren keine
Riickschliisse auf den STAT3-Status aufgrund der Haufigkeit oder des Ausprédgungsgrades eines
Merkmals méglich. Die Wertung der Nebenkriterien basiert folglich auf Ja/Nein-Entscheidungen
beziiglich des Vorhandenseins eines Merkmales. War ein Symptom vorhanden wurde ein Punkt mit
bestimmter Gewichtung vergeben. Aus der Summe der vorhandenen Merkmale liel sich dann die
Wahrscheinlichkeit, dass ein AD-HIES vorlag, ableiten. Um eine einfache Erfassung der Merkmale
in allen Altersstufen zu gewadhrleisten, wurde auf eine Erhdéhung der Punkte durch gehduftes
Auftreten eines Symptoms verzichtet und nur eine quantitative Wertung vorgenommen. Zur
weiteren Vereinfachung wurden die im NIH-Score einzeln aufgefihrten Merkmale ,,charakteristi-
sches Gesicht®, ,,breite Nasenwurzel” und ,,hoher Gaumen® in dem Uberbegriff ,,charakteristische
Facies“ zusammengefasst. War eines dieser drei Merkmale vorhanden galt fur das Merkmal
,charakteristische Facies* die Entscheidung ,,Ja*. Die Kombination von zwei oder allen drei dieser
Merkmale bei einem Patienten erhohte die Wertung dieses Merkmals nicht.
Zusatzliche atopische Merkmale (allergisches Asthma, allergische Rhinokonjunktivitis,
Nahrungsmittelallergien), die nicht fur ein STAT3-HIES sprachen (Spezifitat 11,5%), wurden mit
einem negativen Punkt gewertet. Eine positive HIES-Familienanamnese wurde in die
Gesamtwertung mit einbezogen, da bei autosomal-dominantem Erbgang die Wahrscheinlichkeit
ein STAT3-HIES zu haben 50% betragt.
Fur die Auswahl der Gewichtung von insgesamt 16 Nebenmerkmalen in einem vereinfachten
HIES-Scoringsystem wurden vier Versionen an unserem Patientenkollektiv getestet (Tabelle 11).
Fur die Auswertung des vereinfachten Scoring-Systems wurde folgende VVorgehensweise definiert:

1. Liegt eines der klinischen Hauptmerkmale vor, kann es sich differentialdiagnostisch um

ein HIES handeln, so dass eine weitere Beurteilung der Nebenmerkmale erfolgen sollte.
2. Ist ein Nebenkriterium vorhanden so werden die dafiir vorgesehenen Punkte vergeben.
3. Die durch die Summe der Nebenkriterien errechnete Gesamtpunktzahl ergibt Auskunft
dartber, ob der Verdacht auf ein STAT3-HIES verworfen oder erhértet werden kann.

Patienten mit einer Gesamtpunktzahl von > 5 Punkten wurden in die Kategorie ,,STAT3-HIES sehr
wahrscheinlich eingestuft. Bei < 5 Punkten wurden sie der Kategorie ,,HIES unwahrscheinlich®

zugeordnet.
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Hauptmerkmale
Erhdhtes Serum-IgE
Eosinophilie } Merkmale ohne Punktwertung
Ekzem

Verteilung der Scorepunkte
Nebenmerkmale Version A Version B Version C  Version D
Organabszesse = 1 2 2 2
schwere Infektionen E 1 2 2 2
Pneumatozelen % 1 2 2 4
Frakturen ohne adéquates Trauma § 1 2 1 2
Skoliose o 1 2 1 2
Nagel/mukokutane Candidiasis A 1 2 2 2
charakteristische Facies 1 1 1 1
Milchzahnpersistenz 1 1 1 1
Hyperextensibilitat § 1 1 1 1
orale Candidiasis E 1 1 1 1
Hautabszesse & 1 1 1 1
Neugeborenenekzem § 1 1 1 1
Pneumonien 0\? 1 1 1 1
erhohte Infektanfalligkeit 1 1 1 1
positive HIES-Familienanamnese 1 2 2 2
zuséatzliche atopische Merkmale -1 -1 -1 -1
Sensitivitét (%) 94 98 98 98
Spezifitat (%0) 87 83 83 80

Tabelle 11: Verteilung der Score-Punkte fiir 16 Nebenkriterien in vier verschiedene Versionen zur
Vereinfachung der klinischen Evaluation von Patienten mit Verdacht auf HIES

In Version A wurden fur jedes vorhandene Nebenmerkmal kategorisch ein Punkt vergeben. In
Version B-D erfolgte die Punktvergabe in Anlehnung an die Spezifitatsverteilung jedes Merkmals.
Merkmale mit hoher Spezifitdt (> 85 %) erhielten im Vergleich zu weniger spezifischen
Merkmalen (< 85 %) durch die doppelte Punktanzahl mehr Gewicht (Version B). Version C stellte
einen Weg dar, eine mdglichst dquivalente Beurteilung in allen Altersklassen zu erméglichen,
indem den zwar hoch spezifischen, aber haufig erst im Alter hinzukommenden Merkmalen wie
,»Skoliose und ,,Frakturen ohne addquates Trauma“ weniger Gewicht beigemessen wurde. Diese
Punkteverteilung flhrte jedoch weder zu einer besseren Erfassung von STAT3-mut Patienten noch
zu einer geringeren falsch positiven Rate fir die Erfassung der STAT3-wt Patienten (gleiche
Sensitivitat und Spezifitdt von Version B und C). Ein pathognomonisches Merkmal fur STAT3-
HIES war die Bildung von Pneumatozelen nach Pneumonien (96,7 % Spezifitat in dieser Kohorte).
Eine besondere Gewichtung dieses Merkmals mit einer héheren Punktzahl (Version D) verbesserte
das Resultat des vereinfachten Scoring-Systems fur die Erfassung von STAT3-HIES Patienten
jedoch nicht. Ein weiterer fir das HIES sehr spezifischer Parameter war das Merkmal
Milchzahnpersistenz (81% Spezifitat). Da dieses Merkmal stark altersabhangig ist und besonders

Kinder unter 6 Jahren aus der Erhebung herausfallen, beziehungsweise eine eindeutige Beurteilung
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erst im Erwachsenenalter erfolgen kann, erfolgte hier keine zusétzliche Gewichtung durch Erhéhen
der Punktzahl.

Das Resultat der Score-Versionen A-D bei 78 untersuchten Patienten wird schematisch in
Abbildung 15 dargestellt. Mit dem Ziel, eine hohe Sensitivitét fur die Erfassung von STAT3-mut
Patienten zu erreichen und gleichzeitig moglichst wenig falsch-positive Patienten zu eruieren,
galten Version B und C als verlasslichste Varianten.

Die Sensitivitdt dieser Score-Versionen ergab 98% und die Spezifitit 83%. Nur geringe
Abweichungen in Sensitivitat und Spezifitat wurden fur Version A und D berechnet (siehe Tabelle
11).

Version A Version B

Gesamt Patienten

Gesamt Patienten

VersionC Version D

Gesamt Patienten

Gesamt Patienten

STAT3-wt m STAT3-mut

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Ergebnisse der Score-Versionen A-D in 78
Patienten. In den grau markierten Ké&stchen ist die Patientenanzahl n=x angegeben. P=Scorepunkte

Da es in dieser Kohorte keinen Unterschied machte, die eher altersabhéngigen Merkmale (Skoliose
und Frakturen ohne adéquates Trauma) geringer zu bewerten, erfolgte die Punktevergabe der
Nebenmerkmale in einem vereinfachten klinischen Score-Systems gemaf Version B. Zusétzlich zu
den Score-Punkten wurde die Bestimmung der Tyl7-Zellzahlen bei der Entscheidung zur
Durchfiihrung der STAT3-Sequenzierung herangezogen. Zusammengefasst ergab sich daraus der
»J-Punkt-Score®, der einen diagnostischen Leitfaden fiir die Differenzierung von STAT3-HIES
und &hnlichen Krankheitsbildern darstellt (Tabelle 12).
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A | Hauptkriterien: Ekzem, Serum IgE (iber 10fach der oberen Normgrenze, Eosinophilie
° Nebenkriterien: vornhlgmjen vorhanden

Neugeborenenekzem 0 +1
Hautabszess(e) 0 +1
Organabszess(e) 0 +2
Erhéhte Infektionsanfélligkeit 0 +1
Definiert als tber 6 Episoden/Jahr von z.B. Rhinitis, Sinusitis, Otitis, oder Bronchitis und/oder antibiotische

Behandlung bei den meisten der Infekte

Schwere Infektionen (z.B. Sepsis, Meningitis, Osteomyelitis) 0 +2
Pneumonie(n) 0 +1
Pneumatozele(n) 0 +2
Orale Candidainfektion(en) 0 +1
Candidainfektionen der Nagel oder mukokutane Candidiasis 0 +2
Hyperextensibilitat der Gelenke 0 +1
Fraktur(en) ohne ad&quates Trauma 0 +2
Milchzahnpersistenz 0 +1
Skoliose 0 +2
Charakteristische Facies (breiter Nasefliigelabstand, Hypertelorismus, hoher Gaumen) 0 +1
Positive Familienanamnese fiir Hyper-1gE Syndrome 0 +2
Allergische Manifestation von Asthma und/oder Nahrungsmittelallergien 0 -1

Gesamt Punktzahl: 0

Interpretation:

Ein oder mehr Hauptkriterien und:
e  >5Punkte => Hyper-IgE Syndrom ist sehr wahrscheinlich; Molekulardiagnostik und Tw17-Zellzahlbestimmung sollte erfolgen
e < 5Punkte => Hyper-IgE Syndrom ist unwahrscheinlich; Molekulardiagnostik nur bei auffalligen Ty17-Zellzahlen

Tabelle 12: Vereinfachtes klinisches Diagnoseschema zum STAT3-HIES: 5-Punkt-Score

Die Erhebung des 5-Punkt-Scores bei STAT3-mut und STAT3-wt Patienten dieser Studie erfolgte
retrospektiv anhand der klinischen Daten, die bereits fiir die NIH-Score Erhebung eruiert wurden.
Die Symptome jedes Patienten, die zu den Score-Punkten fiihrten, sind aus Tabelle 5 und Tabelle 6
(Kap. 3.1.) zu entnehmen.

Nur ein Patient mit STAT3-Mutation erreichte vier Punkte im 5-Punkt-Score und wurde
demzufolge mit diesem Score nicht erfasst; dies war der 19-jahrige Patient (ID# 26) mit mildem
HIES-Phanotyp (vergl. 3.3.1). Finf Patienten der STAT3-wt Kohorte erreichten ebenfalls eine
Gesamtpunktzahl von finf oder mehr Punkten, womit die falsch-positiv Rate bei 17% lag. Dazu
gehorte die bereits erwéhnte Patientin mit AR-HIES-Phanotyp (ID# 20) und das zweijdhrige
Madchen (ID# 36), die beide sechs Punkte im 5-Punkte-Score erreichten. Ein 14-jahriger Patient
(ID# 11) kam aufgrund einer leichten Skoliose, Hyperextensibilitat der Gelenke, nicht spontan
verlorenen Milchzdhnen, einem etwas verbreiterten Nasenfligelabstand (= 5 Punkte) sowie
mehreren infektiologischen Nebenmerkmalen (orale Candidainfektionen, rezidivierenden
Infektionen, Pneumonie, Neugeborenenekzem, Allergien => 3 Punkte) insgesamt auf acht Punkte
im 5-Punkt-Score. Ein zwei Jahre alter Patient ohne STAT3 Mutation (ID# 44), der ein

Neugeborenenekzem, Hautabszesse, eine Pneumonie, orale und Nagelcandidiasis, rezidivierende
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Sinusitiden und Allergien (= 6 Punkte) aufwies und ein dreijahriger Junge (ID #21), der durch ein
Neugeborenenekzem,  Hautabszessen,  Pneumonien, rezidivierenden Infektionen  und

hyperextensible Gelenke auffiel, erreichten genau funf Punkte.

3.4.2 Korrelation von 5-Punkte-Score, Genotyp und Ty17-Zellzahlen

Ahnlich wie in Abschnitt 3.2.3 erfolgte in 53 Patienten eine Korrelation der Ergebnisse des 5-
Punkt-Scores mit den Ty17-Zellzahlen und dem STAT3-Genotyp (Abbildung 16). Bei 43 (81%)
der Patienten korrelierte das Ergebnis des 5-Punkt-Scores mit den Ty17-Zellzahlen (Grenze bei
0,2% der CD4"-T-Zellen) und dem STAT3-Genotyp positiv miteinander (weil3 gefiillte Symbole in
den gelb markierten Bereichen in Abbildung 16). Bei neun Patienten (17%) (5 STAT3-wt und 4
STAT3-mut Patienten) lagen entweder der 5-Punkt-Score oder die Ty17-Zellzahlen nicht in dem
fur den STAT3-Genotyp definierten Bereich (in Grauténen markierte Symbole in Abbildung 16).
Die funf STAT3-wt Patienten, die > 5-Punkte im Score erreichten, hatten alle normale Ty17-
Zellzahlen, wahrend der 19-jahrige STAT3-mut Patient, der anhand des 5-Punkt-Sores in die
falsche Kategorie eingeordnet wurde (4 Punkte trotz STAT3-Mutation), seinem Genotyp
entsprechend niedrige Ty17-Zellzahlen aufwies.

Die AR-HIES Patientin hatte sowohl einen hohen 5-Punkt-Score als auch niedrige Tyl7-
Zellzahlen, was nicht mit ihrem STAT3-wt Genotyp korrelierte (siehe Abbildung 16). Die Symbole
flr Patienten unter sechs Jahren sind in Abbildung 16 mit einem rot markierten Rand
gekennzeichnet. Drei Patienten dieser Altersklasse wurden mit dem 5-Punkt-Score falsch-positiv

getestet, kein Patient unter sechs Jahren wurde falsch-negativ getestet.
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Abbildung 16: Korrelation von Phanotyp (5-Punkt-Score), immunologischen Daten (T17-Zellen)
und STAT3-Genotyp in 53 untersuchten Patienten.

Jedes Symbol repréasentiert alle drei Merkmale eines Patienten; 5-Punkte-Score Punkte auf der x-Achse, TH17-
Zellzahlen auf der y-Achse und der STAT3 Genotyp anhand des entsprechenden Symbols dargestellt (Erlauterungen in
der Abbildung). Symbole von Patienten, bei denen die TH17-Zellen nicht zu dem jeweiligen Genotyp passen sind
dunkelgrau ausgefullt. Hellgrau gefullte Symbole zeigen Patienten, bei denen der 5-Punkte Score nicht mit dem Genotyp
korreliert. Rot umrandete Symbole zeigen Patienten unter finf Jahren an.

3.4.3 Vergleich von 5-Punkt-Score und NIH-Score Ergebnissen

Die beobachtete Ubereinstimmung des Testergebnisses (Score-Wert) mit der Erkrankung (STAT-
HIES) lag in dieser Studie furr die Anwendung des 5-Punkt-Scores bei 92,3% und bei Gebrauch des
NIH-Scores bei 93,6%. Betrachtet man die Ergebnisse beider Scores zusammen, lag die
Ubereinstimmungsrate bei 89,7%, dass heifit 46 STAT3-mut Patienten und 24 STAT3-wt Patienten
wurden mit beiden Scores richtig kategorisiert. Bei den meisten Patienten korrelierten hohe NIH-
Score-Punkte mit hohen Punkten im 5-Punkt-Score und umgekehrt, eine exakte lineare Korrelation
lag jedoch nicht vor. Die Beziehung der Ergebnisse beider Scores fiir jeden Patienten werden in
Abbildung 17 gegeniibergestelit.

Insgesamt wurden acht Patienten (6 STAT3-wt und 2 STAT3-mut) mit einem oder beiden Scores
nicht richtig kategorisiert. Aus der STAT3-wt Kohorte betraf dies die AR-HIES Patientin (ID# 20:
NIH-Score 52 Punkte und 5-Punkte-Score 6 Punkte) und das zweijéhrige Madchen (ID# 36: NIH-
Score 43 Punkte 5-Punkte-Score 6 Punkte), die mit beiden Scores in die Kategorie ,,HIES
wahrscheinlich eingestuft wurden, sowie vier weitere Patienten, die mit dem NIH-Score (mit 43
Punkten) oder mit dem 5-Punkt-Score (drei Patienten mit 5, 6 und 8 Punkten) falsch-positiv

getestet wurden.
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Unter den STAT3-mut Patienten wurde ein Patient mit beiden Scores (ID# 26: 37 NIH-Score-
Punkte und 4 Punkte im 5-Punkt-Score) félschlicherweise in die Kategorie ,HIES ist
unwahrscheinlich® eingestuft und ein Patient (ID# 53) mit dem NIH-Score unterschatzt (34
Punkte), mit dem 5-Punkt-Score (8 Punkte) aber in die richtige Kategorie eingestuft.
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Abbildung 17: Ergebnisse des NIH-Scores (x-Achse) zu Ergebnissen des 5-Punkt-Scores (y-
Achse) in STAT3-wt und STAT3-mut Patienten

Grau markierte Symbole zeigen Patienten, die mit einem/oder beiden Score Versionen nicht im Genotyp entsprechenden
Bereich liegen.

Die fiir den jeweiligen Score zutreffende Anzahl der richtig/falsch zugeordneten Patienten wird in
folgenden Kontingenztabellen angezeigt, woraus die Sensitivitat und Spezifitat fir die Erfassung
von STAT3-HIES Patienten fiir jeden Score resultierte (Tabelle 13).
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A) NIH-Score
Genotypische Einteilung:
STAT3- | STAT3-wt
Phanotypische mut Patienten
Einteilung: Patienten Summe
NIH-Score > 40 46 3 49
NIH-Score < 40 2 27 29
Summe 48 30 78
Sensitivitat: 96%
Spezifitat: 90%
B) 5-Punkt-Score
Genotypische Einteilung:
STAT3- | STAT3-wt
Phénotypische mut Patienten
Einteilung: Patienten Summe
New-Score > 5 47 5 52
New-Score <5 1 25 26
Summe 48 30 78
Sensitivitat: 98%
Spezifitat: 83%

Tabelle 13: Vergleich von Phanotyp und STAT3-Genotyp mit dem NIH-Score (A) und dem 5-
Punkt-Score (B)

Beide diagnostischen Tests erkannten die STAT3-mut Patienten aus der Gesamtkohorte von 78
Patienten dieser Studie mit einer Sensitivitat von > 90%, wobei der 5-Punkt-Score bei Vorliegen
der Erkrankung mit einer 2% hoheren Wahrscheinlichkeit ein positives Resultat lieferte. Betrachtet
man die Spezifitat der Scores, lag die Einstufung von STAT3-wt Patienten als ,,nicht STAT3-HIES
Patienten* mit dem NIH-Score etwas hoher. Beide Score-Versionen erlaubten jedoch eine relativ
gute Differenzierung von STAT3-mut und STAT3-wt Patienten in dieser Kohorte.

Zur Prifung der Anwendbarkeit beider Scores bei sehr jungen Patienten mit Verdacht auf HIES
erfolgte die Gegenuberstellung der Ergebnisse von unter sechsjahrigen Patienten (3 STAT3-mut
und 12 STAT3-wt Patienten).

Zwei STAT3-mut Patienten (3 und 5 Jahre) wurden sowohl mit dem NIH-Score als auch mit dem
5-Punkte-Score in die richtige Kategorie eingestuft. Einer aus der STAT3-mut Kohorte, der acht
Monate alte Sdugling, erreichte im NIH-Score unter 40 Punkte (34 Punkte), im 5-Punkte-Score
acht Punkte (grau markierte Raute in Abbildung 18). Bei den STAT3-wt Patienten unter sechs
Jahren war die klinische Beurteilung anhand des 5-Punkte-Scores dem NIH-Score etwas

unterlegen. Drei STAT3-wt Patienten im Alter von zwei und drei Jahren lagen gerade tber der 5-
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Punkte-Grenze (einer mit 5 und zwei mit 6 Punkten), wahrend nur einer von ihnen mit 43 Punkten
auch im NIH-Score Uber der Grenze gemal? dem STAT3-Genotyp lag (vergl. Abbildung 18). Die
Sensitivitat, mit der im 5-Punkt-Score eine STAT3-Mutation bei Patienten unter sechs Jahren
erfasst wurde, betrug 100%, die Spezifitat lag bei 75%. Im Vergleich dazu hatte der NIH-Score fur
die Erfassung der unter sechs jahrigen Patienten mit STAT3-Mutation eine Sensitivitit von 67%

und eine Spezifitat von 92%.
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Abbildung 18: NIH-Score (y-Achse) gegen 5-Punkt-Score (x-Achse) von Patienten unter sechs
Jahren

Grau markierte Symbole zeigen Patienten, die auBerhalb des zu ihrem STAT3-Genotyp passenden Scorebereichs liegen.
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Die Resultate der Korrelationsanalysen von klinischem Score, immunologischen Daten und dem

STAT3-Genotyp von jedem Scoring-System wurden wie folgt gegeniibergestellt:

A) NIH-Score
Einteilung nach ST AT 3-Genotyp:
Ergebnisse von NIH-Score [STAT3-mut |STAT3-wt
und Immunologie: Patienten Patienten Summe
> 40 Punkte und
Tnl7-Zellen < 0,2% 23 1 24
> 40 Punkte und
Ty17-Zellen > 0,2% 3 2 5
< 40 Punkte und
THy17-Zellen > 0,2% 0 21 21
< 40 Punkte und
Tyl7-Zellen < 0,2% 2 1 3
Summe 28 25 53

B) 5-Punkt-Score
Einteilung nach ST AT 3-Genotyp:

Ergebnisse von 5-Punkt- |STAT3-mut (STAT3-wt

Score und Immunologie: |Patienten Patienten Summe
> 5 Punkte und

Tyl7-Zellen < 0,2% 24 1 25
> 5 Punkte und

Twl7-Zellen > 0,2% 3 4 7
< 5 Punkte und

Ty17-Zellen > 0,2% 0 19 19
< 5 Punkte und

Tyl7-Zellen < 0,2% 1 1 2
Summe 28 25 53

Tabelle 14: Korrelationsvergleich von klinischem Score, T17-Zellzahlen und STAT3-Genotyp
mit dem NIH-Score (A) und dem 5-Punkt-Score (B) in 53 Patienten.

Anzahl der richtig eingestuften Patienten fett gedruckt.

Fiir die Kombination des 5-Punkt-Scores mit den Ty17-Zellzahlen ergab sich eine Sensitivitéat von
86% fur das Erkennen von STAT3-mut Patienten mit niedrigen Ty17-Zellzahlen (24 von 28
Patienten). Im Vergleich dazu lag die Sensitivitat bei der Kombination von NIH-Score und Ty17-
Zellzahlen bei 82% (23 von 28 Patienten). Die Spezifitat betrug fur beide Scores 96%.
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4 Diskussion

Das autosomal dominante Hyper-IgE-Syndrom gehért zu den angeborenen Immundefekten und
wird durch infektiologische sowie assoziierte Skelett- und Bindegewebssymptome charakterisiert
(Grimbacher et al. 1999a). Im Jahr 2007 gelang durch die Identifikation von Mutationen im Gen
STAT3 bei Patienten mit Kklassischem HIES die Aufklarung der &tiologischen Ursache dieses
Krankheitsbildes, so dass heute eine molekulargenetische Sicherung der bisher klinisch gestellten
Diagnose mdglich ist (Holland et al. 2007; Minegishi et al. 2007).

Im Rahmen dieser Studie konnte das Spektrum der STAT3-Mutationen beim AD-HIES erweitert
werden. Durch Genotyp-Phanotyp Analysen wurden die wichtigsten Symptome, welche Patienten
mit STAT3-Mutation charakterisieren, definiert. Daraus resultierte ein diagnostischer Leitfaden,
der Patienten flr eine STAT3-Sequenzierung herausfiltert, so dass eine sichere und friihzeitige

Diagnosestellung des STAT3-HIES ermdglicht wird.

4.1 Patientendaten und phanotypische Einteilung

In diese Studie wurden 78 Patienten mit der Klinischen Diagnose ,.gesichertes-HIES®“ bzw.
,Verdacht auf HIES*“ eingeschlossen. Die meisten Patienten wurden in der Infektions-
immunologischen Abteilung des Haunerschen Kinderspitals betreut, viele schon Uber Jahre bis
Jahrzehnte. Ein Drittel der Patienten kam durch Kooperationspartner hinzu. Die geographische
Verteilung der Patienten erstreckte sich lber ganz Deutschland und das Ausland, so dass es fir
einige der Patienten nicht mdglich war, sich bei uns persénlich vorzustellen. Viele Patienten
wurden bereits in friheren Studien klassifiziert, folglich kann bei der Einschatzung des klinischen
Phanotyps eine gewisse Selektionsverzerrung vorgelegen haben. Zudem erfolgte die
Datenerhebung zum Teil retrospektiv und beinhaltete die Beurteilung von lange zuriickliegenden
medizinischen Ereignissen, die zum Teil nicht ausreichend aufgezeichnet waren und somit auch
mindliche Aussagen der Patienten gewertet werden mussten oder einige Angaben llickenhaft
blieben. Trotz der daraus resultierenden leichten Abweichungen bei der Gesamtanzahl der
Patienten in der entsprechenden Kohorte (vergl. Tabelle 5 (3.1.1) und Tabelle 6 (3.1.2)) konnte

dennoch ein aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden.

Die Einteilung der Patienten in eine ,klinisch-gesicherte HIES*“ Kohorte und eine ,,Verdacht auf
HIES* Kohorte erfolgte durch den NIH-Score (Grimbacher et al. 1999b), der fiir die Evaluation
von HIES-Patienten in der Literatur besonders vor der molekulargenetischen Aufklarung des HIES
héaufig verwendet wurde (Eberting et al. 2004; Renner et al. 2005; Freeman et al. 2007b). Wé&hrend
die Haufigkeitsverteilung der Symptome in der ,klinisch-gesicherten” HIES Kohorte vergleichbar
mit den Angaben zur Inzidenz von HIES-Symptomen in der Literatur sind (Grimbacher et al.

2005), zeichnete sich der mildere Phénotyp der ,,Verdacht auf HIES* Kohorte durch insgesamt
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weniger infektiologische und nicht-infektiologische Merkmale, die neben einem Ekzem, erhéhtem
Serum-IgE und Eosinophilie auftraten, aus. Insgesamt waren jedoch alle Merkmale sowohl bei den
gesicherten HIES-Patienten als auch bei denen mit milderem Ph&notyp vorhanden, so dass von
einer ausreichenden Ubereinstimmung der beiden Kohorten ausgegangen werden konnte und der

,»Verdacht auf HIES* bei unseren Patienten begriindet war.

Efir s eigenes Patientenkollektiv
et al. 2005 klinisch-gesicherte  Verdacht auf

klinisches Merkmal HIES Kohorte (n=49) HIES Kohorte (n=29)
Ekzem 100% 98% 90%
erhdhtes Serum IgE
(>10fach der altersspezifischen Norm) 97% 96% 97%
Eosinophilie (> 2SD Uber der Norm) 93% 94% 76%
Hautabszesse 87% 86% 34%
vermehrte Pneumonien
(=3, durch x-ray bestiitigt) 87% 96%* 48%*
Pneumatocelen 771% 45% 7%
mukokutane Candidiasis 83% 55% 10%
charakteristisches Gesicht 83% 90% 18%
breite Nase (> 2SD uber der Norm) 65% 77% 23%
Milchzahnpersistenz (>3 Z&hne) 2% 79%* 20%*
Hyperextensibilitat 68% 60% 21%
pathologische Frakturen 57% 59% 3%
Skoliose (>10°) 63% 39% 7%

* die Angaben "durch x-ray bestéatigt" bzw. >3 Milchzéhne" gelten fur diese Kohorte nicht ausreichend

Tabelle 15: Verteilung von klinischen Merkmalen bei HIES-Patienten

4.2 Mutationsanalyse

2007 gelang Minegishi et al. die &tiologische Aufklarung des AD-HIES durch die Assoziation von
Mutationen im Gen STAT3 (Minegishi et al. 2007). In der Literatur gibt es acht Publikationen, die
sich mit STAT3-Mutationen bei HIES-Patienten befassen (siehe Tabelle 16); parallel zu dieser
Arbeit gibt es eine Studie, die eine vergleichbar groRe Kohorte untersuchte (Woellner et al. 2010).

Das Gen STAT3 — lokalisiert auf Chromosom 17 — setzt sich aus 24 Exons zusammen, die ein
Protein kodieren, das aus sechs Hauptdoménen besteht: der N-terminalen-, coiled-coil-, DNA-
bindungs- (DB), src homology 2- (SH2), linker- und Transaktivierungs- (TA) Doméne. Das
Spektrum der bis heute identifizierten Mutationen erstreckt sich von der coiled-coil-Doméne
(Woellner et al. 2010) bis zur TA-Domdne (de Beaucoudrey et al. 2008; Renner et al. 2008; Al
Khatib et al. 2009). Die meisten Mutationen liegen jedoch in der DB- und SH2-Doméne liegen
(Holland et al. 2007; Minegishi et al. 2007; Jiao et al. 2008; Ma et al. 2008; Milner et al. 2008) und
bisher wurde nur eine Mutation in der linker-Doméne beschrieben (Kim et al. 2009). Zwei
Punktmutationen (R382W/Q und V637M/L), die auch bei unseren Patienten gehauft auftreten
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(vergl. Tabelle 16), werden als Hotspot-Mutationen beschrieben (Holland et al. 2007; Minegishi et
al. 2007).

Insgesamt konnten wir bei ber der Halfte der Patienten (62%, n=48/78) Mutationen in drei
verschiedenen Bereichen (DB-, SH2- und TA-Doméne) des STAT3 Proteins identifizieren. Diese
hohe Trefferquote kann moglicherweise durch die urspriingliche Uberweisung der Patienten an ein
fur primare Immundefekte spezialisiertes Zentrum verzerrt sein, weist aber auch auf die Tatsache
hin, dass bereits klinisch eine sehr gute Selektion dieser Patienten stattgefunden hat. Bei anderen
Gruppen werden dhnlich hohe Mutationsraten beschrieben (Woellner et al. 2010). Eine Voraussage
tber die Beeinflussung der Proteinfunktion durch eine Mutation wurde anhand des
Polymorphismus Phenotyping (PolyPhen) Algorithmus (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/)
geprift und ergab flr alle Mutationen dieser Kohorte eine signifikante Beeintrachtigung.

Bei allen bisher bekannten STAT3-Mutationen handelt es sich entweder um heterozygote
Punktmutationen oder in-frame Deletionen, die in den meisten Féllen ,,de novo* auftreten und
autosomal-dominant vererbt werden (Holland et al. 2007; Minegishi et al. 2007; Ma et al. 2008;
Milner et al. 2008; Kim et al. 2009; Woellner et al. 2010). Dieses galt auch furr unsere Kohorte, in
der 45 Patienten eine ,,de novo* Mutation aufwiesen und zwei Familien mit STAT3-Mutation und
autosomal-dominantem Erbgang vorhanden waren. Alle Mutationen erlauben die Expression eines
verédnderten STAT3 Proteins, das einen dominant-negativen Effekt auf die STAT3 Funktion
austibt. Dieser dominant-negative Effekt wurde von Minegishi et al. fir Mutationen in der DB-
Domaéne (R382W, R382Q, T389l, H437Y und V463del) beschrieben, die eine verminderte DNA
Bindungsaktivitat aufweisen und in vitro in einer geringeren Aktivierung von STAT3 durch
zytokininduzierte Stimuli (IL-6) resultieren (Minegishi et al. 2007). Auch wenn der dominant-
negative Effekt in dieser Arbeit nicht direkt nachgewiesen wurde, unterstiitzen unsere Ergebnisse
die Hypothese, dass Haploinsuffizienz, die durch den Verlust eines STAT3-Allels hervorgerufen
wird, den vielfaltigen HIES-Phanotyp nicht hinreichend erklart. Untersuchungen an Stat3 knockout
Mausen zeigen auBerdem, dass das vollstandige Fehlen von Stat3 zu embryonaler Letalitat fuhrt
und Mause mit haploidem Genotyp phanotypisch normal erscheinen (Takeda et al. 1997). Dadurch
wird unsere These, dass STAT3-Mutationen eine qualitative Beeintrachtigung der STAT3 Funktion

bewirken, unterstitzt.

Ein wichtiger Schritt bei der Aktivierung von STAT3 ist die Phosphorylierung des Tyrosin705 und
anschlielende Dimerbildung, bei der die SH2 Domadne eine bedeutende Rolle spielt. Wéhrend
Mutationen in der DB-Doméne eine intakte Tyrosin-Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-6
zeigen (Holland et al. 2007; Minegishi et al. 2007; Renner et al. 2008; Al Khatib et al. 2009), fehlt
diese bei Mutationen in der SH2-Domane (V637M and S636F; Patienten ID# 70-76 und ID# 69)
(Renner et al. 2008). Daraus ist zu erkennen, dass die in verschiedenen Bereichen des STAT3 Gens

liegenden Mutationen die Funktion des STAT3 Proteins in unterschiendlicher Weise beeinflussen.
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Eine Korrelation zwischen Lokalisation der Mutation und klinischem Erscheinungsbild konnte bei
unseren Patienten jedoch nicht beobachtet werden und wird auch bei anderen STAT3-HIES
Patienten nicht beschrieben (Holland et al. 2007; Woellner et al. 2010). Vielmehr hértet sich der
Verdacht, dass der molekulare Mechanismus, der fir das Entstehen des komplexen HIES
Phanotyps verantwortlich ist, einer gewissen Heterogenitat unterliegt. Mogliche Erklarungen fir
die diversen Befunde bei HIES-Patienten lassen sich zum Teil bereits aus Untersuchungen an
Mausen erschlieen, die zeigen, dass STAT3 unter anderem bei der Mediation pro- und
antiinflammatorischer Reaktionen, der Wundheilung, Tumorgenese und Regulation der
Knochenhomoostase beteiligt ist (Akira 2000; Levy and Lee 2002; Itoh et al. 2006).
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Mutation in STAT3: Publiziert von:
é Minegishi Holland Milner Jiao Maet deBeaucou Al Khatib Kim Woellner
€ |5 Aminoséauren etal., etal., etal, etal, al, dreyetal., etal., etal., etal, eigene
8 ﬁj Nukleotidaustausch austausch 2007 2007 2008 2008 2008 2008 2009 2009 2010 Patienten®
3 ¢172C>T H58Y 1
10 c.994C>T H332Y 3
D110 c995A>T H332L 1
N 10 ¢.1020_1023delGAC K340,T341>N 1*
2 10 ¢.1003C>T R335W 2*
10 c.1025G>A G342D 1
B 10 ¢.1027G>C V343L 1*
12 ¢.1110-2a>g D371_G380del 2 1*
| | 12 2.1110-1g>t D371_G380del 1
12 ¢.1140+1g>t D371_G380del 1 2%
N | 12 c1139+2insT D371_G380del 1
13 c.1144C>T R382W 2 8 1 6 4 1 14 14*
D | 13 ¢.1145G>A R382Q 1 12 1 2 1 1 9 4*
13 ¢.1145G>T R382L 1 1 2
u 13 ¢.1150T>C F384L 2
N 13 c¢.1151T>C F384S 1
13 ¢.1152T>A F384L 1 1*
G 13 ¢.1175C>T T3891 1 1
14 ¢.1234A>C T412S 1
S 14 c.1268G>A R423Q 5 1 1
14 IVIS14 +1delG Ex 14 del 1
D | 15 c.1294G>A V432M 1
15 ¢.1309C>T H437Y 1
O |15 c.1310A>C H437P 1
16 ¢.1387_1389delGTG V463del 3 3 1 6 1 1
M| 16 ¢1393T>G S465A 1 1
A 16 ¢.1396A>G N466D 1
16 ¢.1397A>G/C N466S/T 2
N 16 ¢.1398C>G N466K 1
16 c.1406A>G Q469R 1
E 16 ¢.1407G>T Q469H 1 1*
16 c.1414A>G N472D 1
linker-D| 17 C.1591A>G K531E 1
20 c.1771A>G K591E 1
20 c.1832G>A S611N 1
20 c.1850G>A G617E 1
S 20 c.1858A>G T620A 1*
H 20 c.1861T>G F621V 1 1
20 ¢.1865C>T T6221 2 2 1
2 21 c.1909G>A V637M 8 1+2 2 10 e
21 ¢.1909G>T V637L 1
21 ¢.1910T>C V637A 1
21 ¢.1907C>T S636F 1*
D | 21 c.1907C>A S636Y 1
21 c.1913A>G E638G 1*
O |21 c.1915C>G P639A 1
21 ¢.1915T>C P639S 1
M 121 c1924m5G K624E 1
A 21 ¢.1930_1932del Q644del 1
21 c.1931A>C Q644P 1
N 21 c.1939A>G N647D 3
21 c.1954G>A E652K 3
E |21 c.1970A>G Y657C 2 2 1 1
21 ¢.1979T>C M660T 1
21 ¢.1994 T>A 1665N 1
21 ¢.2003C>T S668F 1 1
21 ¢.2068_2097del E690-P699del 1*
T |22 c2114A>C Y705C 1 1
A | 22 c2124C>G T708S 1
22 c.2125A>G K709E 1
22 ¢.2129T>G F710C 1 1
g 22 ¢.2132T>C 1711T 1
M 22 ¢.2137G>C V713L 1*
A | 22 c2141C>G T714A 1
N | 22 c2144+1G>A p.? 1
E |delex €.2101+2332_0STAT3:
223 ¢ 2257+772de13933pp 0N 22-23¢el 1

Tabelle 16: Mutationen in STAT3 bei Patienten mit AD-HIES Phanotyp

Kursiv geschriebene Zahlen bei Milner et al. geben Patienten an, die bereits in der Arbeit von Holland et al. erfasst
wurden. Die mit einem Stern markierten Zahlen zeigen Patienten dieser Arbeit, die in der Publikation von Renner et al.
2008 eingeschlossen waren. *(Schimke et al. 2010)
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4.3 Korrelationsanalysen

4.3.1 Phanotyp-Genotyp Korrelation

Zur Kldrung der Frage, wie sich Patienten mit STAT3-Mutation von Patienten mit dhnlichem
Phanotyp ohne STAT3-Mutation genauer differenzieren lassen, erfolgte die Gegeniiberstellung
ausgewadhlter klinischer Merkmale von STAT3-wt und STAT3-mut Patienten dieser Studie. Funf
der unter 4.2 erwahnten Arbeiten stellen die klinischen Merkmale der Patienten mit Verdacht auf
HIES, bei denen meistens STAT3-Mutationen identifiziert wurden, in dahnlicher Weise dar und
werden mit den Ergebnissen dieser Arbeit verglichen (Tabelle 17).

Die Trias Ekzem, erhdhtes Serum-IgE und Eosinophilie, die zur klinischen Definition des HIES

gehdren, waren sowohl bei unseren STAT3-mut als auch bei den STAT3-wt Patienten mit ahnlich
hoher Haufigkeit prasent (77-100%) und wurden vergleichbar haufig bei Patienten mit Verdacht
auf HIES in der Literatur beschrieben (Minegishi et al. 2007; Jiao et al. 2008; Ma et al. 2008; Al
Khatib et al. 2009; Woellner et al. 2010). Die hohe Prévalenz dieser Merkmale unter den STAT3-
wt Patienten dieser Studie kann zum einen durch die Wahl der Einschlusskriterien erklért werden,
zum anderen wird dadurch bestatigt, dass diese Merkmale ein gemeinsames Kennzeichen von
Patienten mit STAT3-HIES und phénotypisch &hnlichen Krankheitsbildern sind.
Differentialdiagnostisch stehen bei unseren STAT3-wt Patienten andere HIES-Formen (AR-HIES)
und die atopische Dermatitis im Vordergrund. Andere primére Immundefekte, die mit Ekzem und
erhéhtem Serum-IgE assoziiert sind, umfassen das Comel-Netherton-, Wiskott-Aldrich-, IPEX-
oder Omenn-Syndrom (Notarangelo et al. 2009; Albert et al. 2010). Diese kdnnen jedoch aufgrund
unterschiedlicher klinischer Prasentation deutlich vom HIES abgegrenzt werden und wurden bei
den STAT3-wt Patienten dieser Studie ausgeschlossen.

Das bereits in den ersten Lebenswochen auftretende Ekzem (Neugeborenenekzem), das schon bei

den Patienten von Davis et al. beschrieben wurde (Davis et al. 1966), war auch bei einem Grof3teil
der STAT3-mut Patienten dieser Studie vorhanden (74%). Allerdings zeigten auch Uber ein Drittel
unserer STAT3-wt Patienten (40%) schon kurz nach Geburt ein Ekzem, so dass dadurch keine
klare Aussage Uber den STAT3 Genotyp mdglich war. In einigen Studien werden sogar deutlich
mehr STAT3-wt Patienten mit einem Neugeborenenekzem beschrieben, was unsere Vermutung
dahingehend unterstiitzt, dass dieses Symptom andere Krankheitsbilder mit dem Leitsymptom Ek-
zem nicht eindeutig vom STAT3-HIES differenziert (Al Khatib et al. 2009; Woellner et al. 2010).
Allerdings ist hierbei zu beachten, dass bei Al Khatib et al. die STAT3-wt Kohorte einige Patienten
mit autosomal-rezessiver HIES Variante (acht Patienten) beinhaltet, bei denen ebenfalls ein friihes
Auftreten des Ekzems beschrieben wird (Renner et al. 2004).

Auch tber das Symptom rezidivierende Infektionen der oberen Atemwege (70% der STAT3-wt

Patienten versus 89% der STAT3-mut Patienten) ist keine eindeutige Unterscheidung mdglich, was

aufgrund der Tatsache, dass bei allen Patienten primér der Verdacht auf einen Immundefekt vorlag,
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der durch eine erhohte Infektionsanfélligkeit charakterisiert wird (Stiehm et al. 2004), nicht
verwunderlich erscheint. Allerdings muss dieses Merkmal in unserer Kohorte vorsichtig beurteilt
werden, da die Angaben zum Teil auf der subjektiven Einschdtzung der Patienten beruhten und
Angaben zu Entzlindungsparametern oder einer antibiotischen Therapie, die das Vorliegen einer
Infektion bestatigten, oft nicht vorlagen. Die Infektionsrate bei STAT3-HIES Patienten in den
anderen Arbeiten (4 Studien in Tabelle 14) fallt insgesamt etwas niedriger aus (MW 60,2%), wobei
der Vergleich hier aufgrund fehlender Angaben Uber Héaufigkeit und Art der Infektionen
eingeschréankt ist. Woellner et al. beobachteten sogar bei ihren STAT3-mut Patienten weniger
rezidivierende Infektionen als bei ihren STAT3-wt Patienten (59% und 64%), was zeigt das dieses

Symptom ebenfalls nicht zur Differenzierung beider Kohorten geeignet ist (Woellner et al. 2010).

Minegishi Ma et al. Jiao et al. Al Khatib Woellner eigene Patienten®
Klinisches Merkmal et al. 2007 2008 2008 et al. 2009 et al. 2010
Patientenanzahl 8 5 12 6 19 64 36 48 30
(Genotyp) (STAT3-mut)|(STAT3-mut) | (STAT3-mut)|(STAT3-mut) (STAT3-wt) |(STAT3-mut) (STAT3-wt) |(STAT3-mut) (STAT3-wt)
Mittleres Alter (Jahre) 11,5 20,0 14,8 8,8 9,1 17,3 17,0 24,0 13,0
[Altersspanne in Jahren] [6-21] [7-42] [3-40] [1,4-13,8] [2,4-18,8] [2-50] [1-58] [0,7-51] [1-57]
Geschlecht 44 32 66 24 9:10 3826 2313 3117 19:11
[ménnlich:weiblich]
Ekzem 100% KA 100% 100% 100% 100% 97% 98% 90%
(8/8) o (11/11) (6/6) (19/19) (64/64) (35/36) (47148) (27/30)
erhdhtes Serum IgE 100% 100% 91% 100% 95% 100% 100% 96% 97%
(8/8) (5/5) (10/11) (6/6) (18/19) (64/64) (36/36) (46/48) (29/30)
Eosinophilie 75% KA KA 83% 90% 72% 75% 93% 7%
(6/8) o o (5/6) (17/19) (52/59) (27/36) (43/46) (23/30)
Neugeborenenekzem 100% KA 55% 67% 32% 65% 52% 74% 40%
(8/8) o (6/11) (4/6) (6/19) (37/57) (15/29) (34/46) (12/30)
rezidivierende 63% 100% 45% KA KA 59% 64% 89% 70%
Infektionen (5/8) (5/5) (5/11) o o (35/59) (21/33) (42/47) (21/30)
Hautabszesse 100% 100% 82% 83% 53% 92% 78% 85% 37%
(8/8) (5/5) (9/11) (5/6) (10/19) (59/64) (28/36) (41/48) (11/30)
Organabszesse 1 Cerebral- 1 Cerebral- 26% 0%
k.A. k.A. k.A. — 1 Nieren- k.A. k.A. (22/48) (0/30)
abszess
schwere 13% 0% 9% 67% 63% 57% 38% 35% 0%
Infektionen (1/8) (0/5) (1/11) (4/6) (12/19) (34/60) (13/34) (16/46) (0/30)
Pneumonien 88% 60% 100% 100% 84% 95% 67% 94% 53%
(7/8) (3/5) (11/11) (6/6) (16/19) (61/64) (24136) (45/48) (16/30)
Preumantozelen 63% 60% 271% 83% 11% 75% 41% 48% 3%
(5/8) (3/5) (3/11) (5/6) (2/119) (47/63) (14/34) (23/48) (1/30)
Candidainfektionen 63% 80% 64% 67% 74% 74% 55% 7% 27%
(5/8) (4/5) (7/11) (416) (14/19) (43/58) (18/33) (37/48) (8/30)
Skoliose 25% KA 27% 26% 21% 42% 3%
(2/8) T (3/11) (13/50) (7/33) (20/48) (1/30)
Frakturen ohne 25% 60% 18% 67% 53% 46% 14% 60% 3%
adaquates Trauma (2/8) (3/5) (2/11) (4/6) (10/19) (27/59) (5/35) (29/48) (1/30)
pathologischer (60%) 100% 21% 82% 52% 79% 19%
Milchzahnwechsel 3/5 (414) (3/11) (45/55) (16/31) (33/42) (3/16)
charakteristisches 100% 100% 100% 100% 68% 90% 69% 90% 17%
Gesicht (8/8) (5/5) (11/11) (6/6) (13/19) (58/64) (24/35) (43/48) (5/29)
Nasenbreite > 1SD 100% 81% 58% 79% 22%
(8/8) kA KA kA KA (42/52) (18/31) (34/43) (6/27)
hoher Gaumen 25% KA KA 50% 63% 55% 39% 59% 22%
(2/8) o o (3/6) (12/19) (29/53) (12/31) (27/46) (6/27)
atopische Merkmale 9% 57% 88%
i, k.A. k.A. (1/11) k.A k.A. k.A. k.A. (16/28) (23126)

Tabelle 17: Symptomverteilung in HIES-Patienten in funf Studien im Vergleich zu Ergebnissen
dieser Arbeit

Fr jedes Symptom/Merkmal werden die Patienten, die dieses Symptom haben (Z&ahler an der Gesamtanzahl (Nenner)
aller untersuchten Patienten einer Studie angegeben. Die relative H&ufigkeit jedes Merkmals wird in Prozent
angegeben. "(Schimke et al. 2010)
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Die Symptome Abszesse an der Haut, Organabszesse, schwere Infektionen, Nagel/mukokutane
Candidainfektionen und Pneumatozelenbildung nach Pneumonien zeigten dagegen deutliche
Unterschiede in den Kohorten dieser Studie.

Hautabszesse wurden bei tber 80% unserer STAT3-mut Patienten beschrieben, was vergleichbar
mit den Angaben bei anderen STAT3-mut Patienten ist (82% bis 100%, vergl. Tabelle 17). Im
Gegensatz dazu traten nur bei 11 unserer STAT3-wt Patienten (37%) Hautabszesse auf; ob es sich
dabei um typische kalte Abszesse gehandelt hat, war in den meisten Fallen aufgrund fehlender
Angaben nicht beurteilbar.

Eine &hnliche Verteilung ergab sich flur die Candidainfektionen bei unseren Patienten, die fast
dreimal so hédufig bei STAT3-mut Patienten (77%) im Vergleich zu STAT3-wt Patienten (23%)
vorkamen und auch in der Literatur in vergleichbarem GréRenverhaltnis bei STAT3-mut Patienten
beobachtet wurden (63%-80%).

Das Entstehen von Abszessen in inneren Organen und schwere Infektionen sind laut unseren
Untersuchungen sehr spezifisch flir STAT3-HIES Patienten (46% und 35% der STAT3-mut
Patienten versus 0% der STAT3-wt Patienten) und lassen somit deutlich eine Assoziation zum
STAT3-HIES in unserer Patientenkohorte zu. Bei Al Khatib et al. und Woellner et al. werden bei

den STAT3-wt Patienten ebenfalls schwere Infektionen und Organabszesse beschrieben, wobei
acht der STAT3-wt Patienten bei Al Khatib et al. mit einem AR-HIES-like Phanotyp beschrieben
werden und 13 STAT3-wt Patienten aus konsanguinen Familien kommen, so dass hier ein anderer
monogenetischer Defekt als Ursache vermutet werden kann (Al Khatib et al. 2009; Woellner et al.
2010). Ob dieses auch fir die STAT3-wt Patienten bei Woellner et al. zutrifft, kann aufgrund
fehlender Angaben zu Art und Spektrum der schweren Infektionen nicht beurteilt werden.

Ein weiteres pathognomonisches Merkmal fir HIES-Patienten ist die Entstehung von
Pneumatozelen nach Pneumonien (Merten et al. 1979; Grimbacher et al. 2005), die bei fast der
Hélfte der STAT3-mut Patienten (48%) dieser Arbeit nachgewiesen werden konnten und zum Teil
sogar noch héaufiger unter anderen STAT3-mut Patienten beobachtet wurden (bis zu 83% vergl.
Tabelle 17). Die hohe Spezifitat wird dadurch bekréftigt, dass nur bei einem STAT3-wt Patienten
dieser Arbeit eine Pneumatozele im Kindesalter berichtet wurde, fiir die heute kein Aquivalent
mehr nachgewiesen werden konnte. Auch bei Al Khatib et al. werden nur zwei Patienten ohne
STAT3-Mutation mit Pneumatozele beschrieben was die Spezifitdt dieses Symptoms fir ein
STAT3-HIES untersttzt (Al Khatib et al. 2009). Die relativ hohe Anzahl von STAT3-wt Patienten
mit Pneumatozele bei Woellner et al. lassen vermuten, dass diese Patienten moglicherweise eine
andere HIES-Form mit monogenetischem Defekt haben (Woellner et al. 2010). Die relativ breite
Streuung dieses Merkmals unter den STAT3-HIES Patienten in den verschiedenen Studien (27%
bis 83%) zeigt jedoch auch, dass bei Fehlen einer Pneumatozele ein STAT3-HIES nicht

automatisch ausgeschlossen werden kann.

64



Diskussion

Pneumonien selbst sind trotz der hohen Pravalenz unter STAT3-mut Patienten (94% bei Patienten
dieser Studie und 60% bis 100% bei Patienten der anderen Arbeitsgruppen) weniger zur
Differenzierung von &hnlichen Krankheitsbildern geeignet, da sie sowohl in unserer Kohorte
(53%), als auch bei Al Khatib et al. (84%) und Woellner et al. (67%) ebenfalls bei einer groRRen
Anzahl STAT3-wt Patienten vorkommen.

Allergische Manifestationen wie Rhinokonjunktivitis, allergisches Asthma, oder Nahrungs-

mittelallergien waren in unserem Patientenkollektiv haufiger bei STAT3-wt Patienten (88%) im
Vergleich zu STAT3-mut Patienten (57%) vorhanden. Das heifRt, dass STAT3-HIES Patienten
zwar regelmaRig hohe Serum-IgE-Werte und Ekzem aufweisen, meistens aber klinisch keine
Allergien zeigen, und sich dadurch deutlich von Patienten aus dem atopischen Formenkreis abgren-

zen lassen.

Eine mdgliche Ursache fir die rezidivierenden Abszesse bei STAT3-HIES Patienten, die vor allem
durch extrazellulare Bakterien wie Staphylokokkus aureus verursacht werden, ist ein Defekt in der
Tul7-Zelldifferenzierung, der durch STAT3-Mutationen hervorgerufen wird (Minegishi et al.
2007; Louten et al. 2009). Holland et al. beschreiben auRerdem eine verminderte
Defensinproduktion in Haut und Lunge bei STAT3-mut Patienten, was die Prédilektionsstellen der
Abszesse in diesen Organen erkldaren konnte (Holland et al. 2007). Die hohe Korrelation von
Abszessen in inneren Organen sowie die hdufig vorhandenen systemischen Infektionen bei
STAT3-mut Patienten weisen zudem auf einen generalisierten Abwehrdefekt hin, der bei unseren
STAT3-wt Patienten nicht beobachtet wurde. Wahrscheinlicher ist, dass unsere STAT3-wt Patien-
ten abszessédhnliche Entziindungen an der Haut hatten, die durch Superinfektionen mit
Staphylokokkus aureus auftreten und hdufig bei Patienten mit atopischer Dermatitis beobachtet
werden (Bieber 2008). Die erhéhte Infektionsanfalligkeit gegeniiber Candida albicans bei STAT3-
HIES Patienten wird ebenfalls durch die gestérte Ty17-Zellproduktion erklart (Huang et al. 2004;
Milner et al. 2008). Vor allem die hohe Rate an Nagel- und mukokutanen Candidainfektionen
(50% unsere STAT3-mut Patienten) spricht dafur, dass die Patienten mit STAT3-Mutation einen
generalisierten Defekt bei der Abwehr von Pilzen haben und es sich bei diesen Patienten weniger
um Superinfektionen oder Antibiotikanebenwirkungen handelt. Eine mdgliche Erklarung fir den
Zusammenhang von STAT3-Mutationen und der Zystenbildung nach Pneumonien bei STAT3-
HIES Patienten sehen Holland et al. darin, dass in STAT3-defektem, pulmonalem Gewebe bei
Mausen nach Hyperoxie-Exposition eine verstarkte Entziindungsreaktion und LuftraumvergroRe-
rung beobachtet werden konnte und STAT3 im Lungengewebe eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort auf Lipopolysaccharide von Bakterienmembranen spielt (Hokuto et al. 2004;
Holland et al. 2007).
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Zu den nicht-infektiologischen Merkmalen, die STAT3-mut Patienten von STAT3-wt Patienten gut
unterscheiden, gehdren Skoliose, Frakturen ohne adaquates Trauma, charakteristische Gesichtsziige
und Milchzahnpersistenz.

Vor allem die Skoliose zeigte in unserer Arbeit eine deutliche Assoziation zum STAT3-HIES

(42%). In den meisten Fallen entstand die Skoliose dhnlich wie die idiopathische Skoliose und trat
nur bei einem Patient als Folge einer Lungenteilresektion auf. Dies bestétigt den Verdacht, dass
eine intrinsische Préadisposition fir die Entwicklung einer Skoliose bei STAT3-HIES Patienten
vorliegt (Grimbacher et al. 1999a). Nur ein Patient (3%) aus der STAT3-wt Kohorte dieser Arbeit
hatte eine Skoliose, was der Pravalenz einer Normalbevolkerung (ca. 3%) entspricht (Wise et al.
2008). Eine vergleichsweise hohe Prévalenz von Skoliosen unter STAT3-mut Patienten der oben
dargestellten Arbeiten (25% bis 63%) unterstiitzt unsere These, dass dieses Symptom priméar durch
eine Bindegewebsschwache aufgrund einer STAT3-Mutation entsteht und nicht Folge einer
Lungenteilresektion ist, wobei im Einzelfall eine mdgliche Akkumulation dieser Befunde nicht
ausgeschlossen werden kann.

Noch besser scheinen Frakturen ohne addguates Trauma, die sowohl in dieser Arbeit sowie in der

Literatur bei bis zu 60% der STAT3-mut Patienten vorkamen, zwischen den beiden Kohorten zu
differenzieren. Nur bei einer Patientin ohne STAT3-Mutation wurde im Alter von drei Jahren eine
Femurfraktur mit nicht klar zu definierendem Trauma angegeben.

Ein weiteres sehr charakteristisches Merkmal der STAT3-HIES Patienten sind die groben
Gesichtszige, die durch Asymmetrie, betonter Stirnpartie, milder Prognathie, Hypertelorismus und
verbreitertem Nasenflligelabstand, sowie narbiger, grobporiger Haut beschrieben werden (Borges
et al. 1998; Grimbacher et al. 1999a; Renner et al. 2002). Diese phanotypische Gemeinsamkeit
wurde auch in dieser Arbeit bei den STAT3-HIES Patienten beobachtet, die zu 90% ein
charakteristisches Gesicht in unterschiedlicher Ausprédgung zeigten und bei denen meistens
mehrere der beschriebenen Merkmale vorhanden waren. Ahnlich haufig wurde dieses Merkmal bei
den STAT3-mut Patienten der anderen Arbeitsgruppen beschrieben (83 bis 100%). Allerdings
zeigten auch relativ viele der STAT3-wt Patienten bei Al Khatib et al. (68%) und Woellner et al.
(69%) ein charakteristisches Gesicht, einen verbreiterten Nasenfliigelabstand oder einen hohen
Gaumen (Al Khatib et al. 2009; Woellner et al. 2010), wéhrend diese drei Merkmale nur bei sechs
unserer STAT3-wt Patienten (22%) vereinzelt vorkamen. Diese Diskrepanz kann durch eine
gewisse Subjektivitdt der Beurteilung dieser Merkmale zustande kommen, schlielt allerdings
erneut die Mdoglichkeit nicht aus, dass einige STAT3-wt Patienten eine andere monogenetische
Form des HIES haben.

Die bei Grimbacher et al. erstmals beschriebene Milchzahnpersistenz bei 72% der klinischen
HIES-Patienten (Grimbacher et al. 1999a) trat vergleichsweise haufig bei den STAT3-mut

Patienten unserer Studie auf (79%), wodurch eine starke Phénotyp-Genotyp Korrelation bestétigt

werden konnte. Bei drei Patienten aus der STAT3-wt Kohorte wurde ebenfalls ein pathologischer
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Milchzahnwechsel in Form von gezogenen Milchzédhnen und Doppelreihenbildung gefunden. Ein
Patient (ID# 39) zeigte wenig andere HIES-Symptome, so dass hier von einer Normvariante
ausgegangen wird. Die beiden anderen Patienten (ID# 11 und ID# 32) hatten vereinzelt weitere
HIES-Symptome (Skoliose, Hyperextensibilitat, Pneumonie, einer die Pneumatozele im
Kindesalter). Einer von ihnen (ID# 11) zeigte heute wenig infektiologische Symptome, so dass
eine andere HIES-Form bei diesem Patienten unwahrscheinlich ist. Bei dem Zweiten (ID# 32) ist
ein syndromales Krankheitsbild mit Immundefekt nicht sicher auszuschlief3en.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Stat3 in vitro, Uber die IL-6 Zytokin-Signalkaskade aktiviert,
eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Osteoklasten und Osteoblasten spielt (O'Brien et
al. 1999). Mause mit Osteoblasten-spezifischem Stat3 knockout zeigen zudem einen
osteoporotischen Phanotyp, der auf dem Boden einer verminderten Osteoblastenaktivitat und
dadurch verminderter Knochenbildungsrate begriindet ist (Itoh et al. 2006). Diese Erkenntnis liefert
eine mogliche Erklarung flir die gehduften Knochenbriiche, die bei STAT3-HIES Patienten
assoziiert sind. Vereinbar mit dieser These sind zudem die Untersuchungen von Minegishi et al.,
die in vitro nach Aktivierung von Osteoklasten bei STAT3-HIES Patienten eine erhohte Knochen-
resorption nachweisen konnten und darin eine mogliche Erklarung fur die Entstehung der Skelett-
und Bindegewebssymptome bei STAT3-HIES Patienten sehen (Minegishi et al. 2007). Die
genauen Mechanismen, die der Entstehung der Skelett- und Bindegewebssymptome zugrunde
liegen, sind jedoch noch unklar. Die Aufklarung der Genese dieser Symptome ermdglicht nicht nur
die Entwicklung von neuen Therapieoptionen, sondern kann auch zu wichtigen Erkenntnissen uber
die Entstehung hé&ufiger Erkrankungen wie der Osteoporose und der idiopathischen Skoliose

beitragen.

Bei den meisten unserer STAT3-wt Patienten waren geringere Infektionsraten und keine schweren
Infektionen vorhanden, weswegen das Vorliegen eines generalisierten Abwehrdefekts respektive
eines  primaren  Immundefektes aufgrund einer  monogenetischen  Genverénderung
unwabhrscheinlich ist. Diese Patienten erfulllen vielmehr die Kriterien einer atopischen Dermatitis
multifaktorieller Genese. Jedoch kdnnen die Patienten ohne STAT3 Mutation, die zusétzlich durch
Symptome wie atypische Mykobateriose, rezidivierende virale Infektionen, zerebrale
Héamorrhagien oder GefaRanomalien auffallen, auch eine rezessive Variante des HIES mit
Mutationen in DOCKS8 oder TYK2 haben. Patienten mit DOCKS8- oder TYK2-Mutation werden
durch Ekzem, erhohtes Serum-IgE und einen kombinierten zelluldren Immundefekt, der sich zum
Teil durch schwere sinopulmonale Infektionen und viralen Infektionen der Haut, aber ohne Skelett-
und Bindegewebsanomalien &ufert, beschrieben (Minegishi et al. 2006; Zhang et al. 2009).
Zusétzlich weisen DOCKS8-HIES Patienten einen milden T-Zelldefekt, ein erhdhtes Risiko fur
Malignome und vaskulare Komplikationen wie ZNS Vaskulitiden, Hamorrhagien und Hirninfarkte,
auf (Renner et al. 2004; Engelhardt et al. 2009). Tatsachlich konnte bei zwei unserer STAT3-wt
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Patienten, darunter die bereits klinisch als AR-HIES eingestufte Patientin, eine homozygote
Mutation in DOCK8 nachgewiesen werden (ID# 1 und ID# 20) (Engelhardt et al. 2009;
Langenbeck 2010). Sieben weitere Patienten ohne STAT3 Mutation (ID#: 8, 21, 23, 32, 36, 40, 44)
zeigten entweder oben beschriebene spezifische STAT3-HIES Symptome, rezidivierende virale
Infektionen oder einen milden T-Zelldefekt, was ungewdéhnlich fiir eine atopische Dermatitis ist.
Bei diesen Patienten konnte eine DOCKS8-Defizienz oder mdglicherweise ein Gendefekt in
ahnlichen Signalwegen vorliegen, was weiter untersucht werden sollte. Auch bei den STAT3-wt
Patienten mit schweren Infektionen, Haut- und Organabszessen, oder Pneumatozelen bei Al Khatib
et al. und Woellner et al. kann ein Gendefekt in DOCK8 oder STAT3-dhnlichen Signalwegen
vermutet werden; genaue Angaben dazu waren zum derzeitigen Zeitpunkt jedoch nicht vorhanden
(Al Khatib et al. 2009; Woellner et al. 2010).

Keiner unserer STAT3-wt Patienten zeigte Infektionen mit atypischen Mykobakterien oder
Salmonellen, die bei dem einzigen Patienten mit TYK2-Mutation beschrieben wurden (Minegishi
et al. 2006).

Zusammenfassend bestdtigen unsere Ergebnisse die klinische Definition des autosomal-
dominanten HIES als Multisystemerkrankung - wie bereits 1999 von Grimbacher et al. beschrieben
- durch den Nachweis von STAT3-Mutationen bei Uber 90% der Patienten mit klinisch-
gesichertem HIES (Grimbacher et al. 1999a). Die Ausprégung des Ekzems, Hohe der Serum-IgE-
Werte oder die Eosinophilie spielen fur die klinische Einschatzung jedoch eine geringere Rolle.
Vielmehr sind zusétzliche Symptome wie Abszesse an Haut und inneren Organen, Pneumonien mit
Pneumatozelenbildung, Nagel/mukokutane Candidiasis, Skoliose, Frakturen ohne adaquates
Trauma, charakteristische Gesichtsziige und Milchzahnpersistenz, die in der Auspragung allerdings
auch unter STAT3-HIES Patienten durch Umwelteinflusse, Therapie und Complience der Patienten
stark variieren konnen, fiir die Diagnose entscheidend. Auch wenn es bereits gelungen ist, das AD-
HIES étiologisch einzuordnen, gilt es, die Pathomechanismen, die hinter den einzelnen Symptomen
stecken noch weiter zu erforschen, sowie die Entstehung von Erkrankungen mit Defekten in

ahnlichen Signalwegen weiter aufzuklaren.
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4.3.2 Korrelation von Genotyp und NIH-Score Punkten

Fur die Beurteilung des klinischen Phénotyps wurde in dieser Studie, sowie bei einigen der oben
bereits aufgefiihrten Arbeiten, der NIH-Score verwendet. Die Ergebnisse unsere Studie zeigten eine
vergleichbar hohe Korrelation von NIH-Score-Punkten und STAT3-Genotyp (88%), was auch bei
anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurde (siehe Tabelle 15).

Minegishi Ma et al., Al Khatib Woellner . .

etal., 2007 2008 etal., 2009 etal., 2010 eigene Patienten
Patientenanzahl 8 5 6 19 64 36 48 30
(Genotyp) (STAT3-mut) | (STAT3-mut) | (STAT3-mut) (STAT3-wt) | (STAT3-mut) (STAT3-wt) | (STAT3-mut) (STAT3-wt)
Nik-Score 8(41-68) | 4(50-71) | 5(47-78)  15(40-66) | 59(41-83) = 20(40-72) | 46(40-89) 3 (43-52)
> 40 Punkte
NIH-Score
< 40 Punkte 0 1(26) 1(37) 4 (28-36) 5(29-37) 16 (19-39) 2 (34-37) 27 (12-39)

Tabelle 18: NIH-Score-Punkte von STAT3-mut und STAT3-wt Patienten

Die Zahlen in jeder Spalte reprasentieren die Patientenanzahl der jeweiligen Studie, die die entsprechende NIH-Score-
Punkte erreichten. Hinter jeder Patientenanzahl ist die Spanne der NIH-Score-Punkte bzw. die Score-Punkte eines
einzelnen Patienten in Klammern angegeben.

In unserer Studie erreichten der acht Monate alte Sdugling (ID# 53) und der 19-jéhrige Patient mit
mildem Phanotyp (ID# 26) mit STAT3-Mutation die 40 Punkte nicht. Zwei Patienten mit STAT3
Mutation aus der Publikation von Woellner et al. waren unter 10 Jahren und drei weitere (14-21
Jahre) hatten &hnlich wie unser 19-jJ&hrige Patient einen milderen Phanotyp (keine Pneumatozelen,
wenig rezidivierende Infektionen, keine Skoliose oder pathologische Frakturen) (Woellner et al.
2010). Die STAT3-mut Patienten bei Ma et al., die einen Score von 26 Punkten erreichte, war
ebenfalls erst 7 Jahre alt (Ma et al. 2008). Dies bestatigt die Annahme, dass Patienten aufgrund
wenig vorhandener Symptome niedrige NIH-Score Punkten haben kénnen und mit dem klinischen
Score nicht erkannt werden. Besonders junge Patienten unter 10 Jahren sind davon betroffen.

Drei STAT3-wt Patienten unserer Studie hatten ebenfalls einen NIH-Score iber 40 Punkten. Bei
zwei dieser Patienten konnte eine Mutation in DOCK8 nachgewiesen werden, demnach handelt es
sich bei diesen um die AR-HIES-Form. Die andere Patientin gehort zu der Kohorte von STAT3-wt
Patienten, bei denen mdglicherweise eine weitere HIES-Variante mit monogenetischer Ursache
vorliegt, was weiter analysiert werden sollte. Die Patienten, die bei Al Khatib et al. bereits klinisch
als AR-HIES eingestuft wurden, hatten ebenfalls hohe NIH-Score-Punkte, und auch bei Woellner
et al. wurden viele STAT3-wt Patienten mit hohen NIH-Score-Punkten beschrieben (Al Khatib et
al. 2009; Woellner et al. 2010). Wenn auch bei den Patienten bei Woellner et al eine rezessive
HIES Variante mit DOCK8-Mutation unwahrscheinlich ist, kdnnte bei diesen Patienten ein HIES
bisher unbekannter genetischer Ursache vorhanden sein. Demnach ist es nicht negativ zu bewerten,
wenn diese Patienten ebenfalls anhand des NIH-Scores als positiv erkannt werden.

Generell wird die in der Weltliteratur beschriebene hohe Korrelationsrate zwischen einem NIH-
Score > 40 Punkten und einem STAT3-assoziierten HIES in dieser Arbeit bestétigt. Es ist
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allerdings auch zu beachten, dass der Verdacht auf ein HIES bei Patienten zwischen 20-40 Punkten
vorsichtig abgewogen werden muss und der NIH-Score primér nur eine Hilfe zur Klinischen

Einschéatzung bietet.

4.3.3 Korrelation von Genotyp und Ty17-Zellzahlen

Die Tyl17-Zellen sind beim HIES von Interesse, da sie eine wichtige Funktion bei der Abwehr von
extrazelluldren Bakterien und Pilzen spielen, und die Differenzierung von naiven T-Zellen zu IL-17
produzierenden Helferzellen durch STAT3 Signalwege gesteuert wird (Bettelli et al. 2007; Mathur
et al. 2007; McGeachy and Cua 2008). Die Vermutung, dass die Ty17-Zelldifferenzierung bei
HIES-Patienten mit einem mutiertem STAT3-Allel beeintrachtigt ist, konnten wir durch den
Nachweis von signifikant niedrigeren Ty17-Zellzahlen bei STAT3-mut Patienten im Vergleich zu
STAT3-wt Patienten und gesunden Kontrollen belegen.

Studien an kleineren HIES Kohorten zeigten ebenfalls niedrige Ty17-Zellzahlen bei STAT3-HIES
Patienten, wobei die Grenze zwischen normalen und pathologischen Tyl7-Zellzahlen in den
einzelnen Studien variierte, jedoch immer ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur
jeweiligen gesunden Kontrollgruppe sowie HIES-like Patienten oder Patienten mit anderen
Immundefekten gezeigt werden konnte (de Beaucoudrey et al. 2008; Ma et al. 2008; Milner et al.
2008). Leichte individuelle Abweichungen in der Absolutzahl der Ty17-Zellen kbnnen zum einen
durch die Methode selbst (Durchflusszytometrie/FACS) bedingt sein, die bisher nur laborintern
standardisiert ist und auch nur den in vitro-Status der IL-17-Antwort auf verschiedene Stimuli
darstellt, und es sich um prozentual kleine Anteile an CD4"-T-Zellen handelt. Zum anderen
spiegelt es aber auch eine gewisse genetische Heterogenitat unter den STAT3-HIES Patienten
wieder, die wahrscheinlich durch eine individuelle Beeinflussung der STAT3-Signalwege bedingt
ist (de Beaucoudrey et al. 2008). Dies stellt moglicherweise auch eine Erklarung fur die im unteren
Normbereich liegenden Ty17-Zellen bei drei STAT3-mut Patienten dieser Studie dar. Zudem wird
bei Neugeborenen und Séduglingen von einer verminderten Immunantwort durch Ty17-Zellen
ausgegangen, die sich erst im Laufe der ersten zwei Lebensjahre normalisiert, so dass Patienten in
diesem Alter deutlich niedrigere Tyl7-Zellzahlen im Vergleich zu erwachsenen Patienten
aufweisen, und eine Aussage (ber den STAT3-Status in diesem Alter anhand der Ty17-Zellzahlen
nicht verlédsslich ist (Schaub et al. 2008; Islander et al. 2010). Diese Beobachtung stellt
moglicherweise auch eine Erklarung fur die niedrigen Tyl7-Zellzahlen (0,11%) eines zum
Zeitpunkt der Untersuchung 19-monate alten Jungen aus der STAT3-wt Kohorte dieser Arbeit dar,
bei dem ein HIES klinisch eher unwahrscheinlich ist.

In der Literatur werden auch bei AR-HIES Patienten mit DOCK8-Mutation niedrige Tyl17-
Zellzahlen beschrieben; tber die genaue Funktion von DOCKS bei der Differenzierung von Ty17-
Zellen ist jedoch noch wenig bekannt (Engelhardt et al. 2009; Zhang et al. 2009). Unsere AR-HIES
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Patientin mit DOCK8-Mutation zeigte ahnlich wie STAT3-HIES Patienten niedrige Ty17-Zellen
(0,11%). Der andere Patient, bei dem eine DOCK8-Mutation nachgewiesen wurde, hatte jedoch in
mehreren Messungen normale bis hohe Ty17-Zellzahlen, was eine gréRere Variabilitat der Ty17-
Zellzahlen bei DOCKS8-HIES Patienten vermuten lasst. Weitere Untersuchungen sind nétig, um
eine sichere Einschatzung dieses immunologischen Parameters bei DOCK8-HIES Patienten treffen
zu konnen und die Rolle von DOCKS bei der T17-Zelldifferenzierung weiter aufzukléren.

Eine andere Erkrankung, die mit ahnlich stark verminderten Ty17-Zellzahlen assoziiert wird, ist die
chronische-mukokutane-Candidiasis (CMC) (Eyerich et al. 2008). Die von dieser Krankheit
betroffenen Patienten zeigen neben rezidivierenden und persistierenden Infektionen mit Candida
Spezies jedoch keine weiteren HIES-Symptome und konnen durch den deutlich unterschiedlichen
Klinischen Phanotyp von Patienten mit STAT3-HIES differenziert werden (Puel et al. 2010).
Patienten mit atopischer Dermatitis ohne rezidivierende pulmonale Infektionen oder Zeichen fir
ein HIES haben normale bis erhdhte Ty17-Zellzahlen, die zum Teil mit der Schwere des Ekzems
korrelieren (Guttman-Yassky et al. 2008; Koga et al. 2008). Bei unseren STAT3-wt Patienten die
klinisch wenig zusatzliche HIES-Symptome zeigten waren die Ty17-Zellzahlen zwar nicht erhéht,
lagen aber im Mittel im Normbereich, so dass wir am ehesten von der Diagnose atopische
Dermatitis ausgehen. Ob die Ty17-Zellen mit der Schwere des Ekzems korrelieren wurde in dieser
Studie nicht untersucht.

Einige Patienten, die jedoch klinisch Hinweise fur eine Form der HIES haben (z.B. rezidivierende
virale Infektionen, einen T-Zelldefekt, vermehrte Abszesse und Infektionen mit den Pathogenen
wie Staphylokokkus aureus und Candida albicans) und niedrige oder im unteren Normbereich
liegende Tyl7-Zellen aufweisen, sollten weiter auf Defekte in IL-6/STAT3-Signalwegen
untersucht werden. Dies trifft in unserer Kohorte fur die unter 4.3.1 erwéhnten sieben Patienten zu,
die Ty17-Zellzahlen zwischen 0,2% und 1,93% aufweisen und bei denen ein Immundefekt nicht
sicher ausgeschlossen werden konnte. Dieser Verdacht wird durch Untersuchungen von HIES-
Patienten mit milderem Phanotyp und fehlender signifikanter Mutation in STAT3 unterstitzt, die
im Vergleich zu klassischen STAT3-HIES Patienten eine weniger beeintrachtigte IL-17-
Immunantwort zeigen und bei denen die Ursache dafiir an anderer Stelle des STAT3-Signalwegs
vermutet wird (van de Veerdonk et al. 2010).

Auch wenn die Bedeutung der TH17-Zellen in Bezug auf den infektiologischen Phanotyp
innerhalb der STAT3-HIES Patienten noch genauer analysiert und die Regulation der STAT3
abhéangigen T, 17-Zelldifferenzierung weiter aufgeklart werden muss, liefern die Ergebnisse dieser
Arbeit deutliche Hinweise darauf, dass STAT3-HIES Patienten insbesondere von Patienten mit

atopischer Dermatitis Uber diese T-Helferzellpopulation deutlich unterschieden werden kdnnen.
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4.4 Vereinfachtes Diagnoseschema zum Hyper-IgE-Syndrom

44,1 Der 5-Punkt-Score

Die Mdoglichkeit, das HIES molekulargenetisch zu sichern, veranlasste uns die bestmdglichen
klinischen Kriterien zu suchen, die eine Abgrenzung von ahnlichen Erkrankungen ermdglichen und
HIES-Patienten fiir die Sequenzierung von STAT3 herausfiltern. Bisher gab es fiir die klinische
Beurteilung des HIES den NIH-Score, der — wie auch in dieser Arbeit bestatigt wurde (vergl. 4.3.2)
— eine recht gute Charakterisierung der STAT3-HIES Patienten ermdglicht. In Anbetracht dieser
relativ komplexen Datenerhebung erfolgten Uberlegungen zur Vereinfachung dieses Scores, wo-
raus ein &hnlicher diagnostischer Algorithmus, der 5-Punkt-Score, resultierte. Die wichtigste
Erkenntnis der molekulargenetischen Untersuchung von 78 Patienten mit dem Angangsverdacht
auf ein HIES war, dass die Trias Ekzem, stark erhéhte Serum-IgE-Werte (lber das 10fache der
Normwerte) und Eosinophilie zwar haufig den Erstverdacht auf ein HIES bedingen (Leung and
Geha 1988), aber keine Aussage Uber den STAT3-Genotyp ermdglichen. Schon vor der
molekulargenetischen Aufklarung des HIES war bekannt, dass die Hohe des IgE nicht mit der
Auspragung des klinischen Phéanotyps korreliert und bei einigen HIES-Patienten die Serum-IgE-
Werte im Alter sogar wieder in den Normbereich fallen kdnnen (Grimbacher_1999a). Auch das
Ekzem und die Eosinophilie sind zwar wichtige Erkennungsmerkmale der HIES-Patienten, ermdg-
lichen aber lediglich eine Selektion von potentiellen HIES-Patienten aus einer gesunden
Allgemeinbevdlkerung. Allerdings zeigten unsere sowie auch die STAT3-HIES Patienten bei
Holland et al. und Woellner et al. nicht immer alle drei Kriterien und die Kombination der drei
Symptome variierte stark (vergl. Kap. 3.1, Tabelle 5 und Tabelle 6), so dass bereits das Vorhan-
densein eines dieser Merkmale fiir eine weitere Beurteilung gerechtfertigt erscheint (Holland et al.
2007; Woellner et al. 2010).

Die genauere Charakterisierung des HIES erfolgte Uber die Beurteilung von 16 Nebenkriterien
(vergl. Tabelle 10 Kap. 3.4.1), die basierend auf den Daten unserer Patientenkohorte in unter-
schiedlicher Starke gewichtet wurden. Zu den besonders spezifischen Symptomen gehéren laut
unseren Daten Organabszesse, schwere Infektionen, Pneumatozelen, Frakturen ohne
adaquates Trauma, Skoliose und Nagel/mukokutane Candidiasis, die folglich mit einer
hoheren Gewichtung zur Gesamtsumme beitragen.

Da der vereinfachte Score eine zuverldssige Einschadtzung in allen Altersstufen ermdglichen sollte,
wurden auch die weniger spezifischen Merkmale, die aber vor allem bereits bei Sduglingen und
Kleinkindern auftreten konnen (z.B. Neugeborenenekzem, orale Candidiasis, erhohte
Infektionsanfalligkeit oder Hyperextensibilitat der Gelenke) mit in die Beurteilung aufgenommen.
Die Bewertung der HIES-Familienanamnese, sowie eine zusatzliche Einschatzung tber die Tyl17-
Zellzahlen, scheinen aufgrund des bereits 1999 postulierten Vererbungsmodus und der signifikant

beeintrachtigten Ty17-Zelldifferenzierung bei STAT3-HIES Patienten zusétzlich sinnvoll zu sein,
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und flieBen in dhnlicher Form auch in anderen Studien bei der Beurteilung der HIES-Patienten ein
(Milner et al. 2008; van de Veerdonk et al. 2010; Woellner et al. 2010). Die Arbeitsgruppe von
Woellner et al. beschreiben ebenfalls einen diagnostischer Leitfaden flir das STAT3-HIES, der eine
zu unserem Score vergleichbare, wenn auch geringere Auswahl von Kklinischen Symptomen
umfasst, die eine Aussage Uber das Vorliegen eines STAT3-HIES ermdglichen sollen
(Pneumonien, Neugeborenenekzem, Frakturen ohne addquates Trauma, charakteristisches Gesicht
und hoher Gaumen) (Woellner et al. 2010).

Mit der Beurteilung der 16 Nebenkriterien und der Grenze von 5 Punkten fur die Entscheidung
STAT3-HIES/kein STAT3-HIES konnte in dieser Kohorte ein zuverlassiges Ergebnis in nahezu
allen Altersstufen erreicht werden. Natirlich gab es, wie bei allen klinischen Scores, einige Aus-
nahmen und Patienten, die mit dem 5-Punkt Score nicht richtig kategorisiert wurden. Zu diesen
Ausreillern gehorte unter den STAT3-mut Patienten, der bereits aufgrund seines milden Phénotyps
erwahnte 19-jahrige Junge. Bei den STAT3-wt Patienten wurden 5 Patienten in die Kategorie
,HIES sehr wahrscheinlich® eingestuft. Bei einem dieser Patienten vermuten wir am ehesten eine
atopische Dermatitis, da die Symptome, die den Verdacht auf HIES begriindeten (8 Punkte im 5-
Punkt-Score) heute nicht mehr bestanden und bei ihm erhéhte T17-Zellen (0,92 %) vorlagen. Die
anderen vier Patienten hatten entweder ein AR-HIES mit DOCK8-Mutation oder gehérten zu der
Gruppe, bei denen mdglicherweise ein monogenetischer Immundefekt  mit allergischer
Komponente zugrunde liegen kann (vergl. oben). Auch wenn bei diesen Patienten wahrscheinlich
kein STAT3-HIES vorliegt, ist die falsch-positive Einteilung zundchst nicht negativ zu bewerten,
da hier moglicherweise andere monogenetische Erkrankungen oder HIES-Varianten vorliegen
kénnen.

Fur Rickschliisse auf die Allgemeingultigkeit des vereinfachten 5-Punkt-Scores unter HIES-
Patienten mit und ohne STAT3-Mutation ware eine Auswertung in einer vergleichbaren Kohorte,
die nicht als Grundlage fiir die Erhebung des Algorithmus diente, interessant. Auflerdem waére eine
Erhebung des Scores in einer allgemeinpadiatrischen Ambulanz im Vergleich zu einer Ambulanz
mit Schwerpunkt Allergologie/Dermatologie und einer Immundefektambulanz fiir eine objektive
Beurteilung der Aussagekraft nétig.

Des Weiteren gibt es einige Symptome, die nicht im 5-Punkt-Score aufgelistet sind, aber dennoch
an ein HIES denken lassen.

Dazu gehoren Malignome und vor allem Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome, fiir die das
Risiko bei HIES-Patienten erhoht ist (Kumanovics et al. 2010). Vereinzelt kdnnen aber auch andere
maligne Erkrankungen wie Leuk&mien, Lungen- und Leberkarzinome auftreten. Weitere optionale
Befunde sind GefaRanomalien in Form von Koronararterienaneurysmen (Ling et al. 2007) und
ZNS-Anomalien (Freeman et al. 2007a). Diese Merkmale geben in Zusammenhang mit anderen
infektiologischen ~ und  nicht-infektiologischen  HIES-Symptomen  weitere  wichtige

differentialdiagnostische Hinweise. Auch die im 5-Punkt-Score nicht explizit aufgefuhrten viralen
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Haut-Infektionen mit Herpesviren und Molluscum contagiosum, die vor allem fir die AR-HIES-
Variante sprechen, sowie Infektionen mit atypischen Erregern, sollten differentialdiagnostisch eine
der HIES-Varianten weiter eingrenzen.

Der 5-Punkt-Score wurde in dieser Arbeit primar jedoch fir die Beurteilung eines STAT3-HIES
generiert und eine Ausweitung/Ubertragung auf andere HIES-Formen konnte ein Ansatzpunkt fir
weitere Studien darstellen.

4.4.2 Vergleich von NIH-Score und 5-Punkt-Score

Die endgiiltige Diagnose bei 78 Patienten mit unterschiedlich ausgepragtem HIES Phanotyp wurde
durch die molekulargenetische Analyse von STAT3 gestellt. Der klinische Phéanotyp dieser
Patienten mit und ohne STAT3-Mutation wurde anhand von zwei Score-Systemen Kategorisiert,
die eine bestmdgliche Einschétzung tber den STAT3-Status eines Patienten auf klinischer Ebene
ermdglichen sollten. Anhand von Vierfeldertafeln wurden die Ergebnisse beider Score-Systeme
schematisch gegenubergestellt und Sensitivitdt und Spezifitat beider Score-Systeme berechnet
(vergl. Tabelle 14).

Statistisch gesehen unterscheiden sich die Ergebnisse der beiden Score-Systeme nicht wesentlich
voneinander. Die Trefferquote richtig-positive (Sensitivitat) sowie richtig-negative (Spezifitat)
STAT3-HIES Patienten zu erkennen, lag beim NIH-Score bei 90% und 96%; beim 5-Punkt-Score
bei 98% und 83% (vergl. Tabelle 13 Kap. 3.4.3).

Aus klinischer Sicht zeigt der 5-Punkt-Score allerdings einen Vorteil. Zum Beispiel hatte der acht
Monate alte Sdugling im NIH-Score 34 Punkte. Die Klinik dieses Patienten zeigte jedoch eindeutig
Hinweise auf ein HIES, begrindet durch das Ekzem, ein hohes IgE, Pneumonien mit
Empyembildung sowie eine positive HIES-Familienanamnese (Vater und GroBmutter
vaterlicherseits mit klassischem STAT3-HIES). Mit dem 5-Punkt-Score erreichte dieser Patient
acht Punkte und wurde trotz seines jungen Alters in die richtige Kategorie ,,HIES wahrscheinlich,
Molekulardiagnostik empfohlen® eingestuft. Der andere STAT3-mut Patient, der aufgrund seines
milderen Klinischen Phéanotyps knapp unter der 40 Punktgrenze lag, fiel auch mit dem 5-Punkt-
Score nicht in die richtige Kategorie, zeigte jedoch niedrige Ty17-Zellzahlen (0,18%), so dass hier
die Empfehlung zur Durchfuhrung der Molekulardiagnostik wieder gegeben war.

Zwar hat der 5-Punkt Score, absolut betrachtet, eine etwas héhere falsch-positiv Rate (fiinf STAT3-
wt Patienten mit >5 Punkten) im Vergleich zum NIH-Score (drei STAT3-wt Patienten mit >40
Punkten), dies scheint jedoch aus klinischer Sicht nicht von Nachteil. Die Mehrzahl dieser ,,falsch*
zugeordneten Patienten zeigt einen auffalligen Phanotyp. Bei zwei der Patienten mit >40 NIH-
Score-Punkten konnte bereits ein AR-HIES mit Mutation in DOCKS bestétigt werden, drei weitere
Patienten, die im 5-Punkt-Score als ,,HIES sehr wahrscheinlich“ eingestuft wurden, haben einen

milden T-Zelldefekt oder rezidivierende Herpes-Infektionen und mdglicherweise andere HIES-
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Formen. In diesen Fallen kénnen die Ty17-Zellzahlen bei differentialdiagnostischen Uberlegungen
herangezogen werden.

Dieser Vergleich ist durch die Tatsache, dass der NIH-Score bereits vor der molekulargenetischen
Aufklarung des HIES entstand und der 5-Punkt-Score aus dem Wissen tiber den STAT3-Status der
Patienten resultierte, und deswegen eine bessere Quote bei der Erkennung der STAT3-HIES
Patienten erzielte, moglicherweise limitiert.

Die Grenzen fir die Beurteilung des STAT3-HIES im NIH-Score kdnnten laut unserer Daten etwas
modifiziert werden und wie folgt lauten: > 40 Punkte ist ein HIES sehr wahrscheinlich, zwischen
30-40 Punkten sollte eine individuelle Beurteilung in Bezug auf die spezifischen HIES-Symptome
sowie die Untersuchung der Tyl7-Zellen erfolgen, und bei <30 Punkten ist ein HIES eher
unwabhrscheinlich. Fir den 5-Punkt-Score liegt der Bereich in dem eine individuelle Beurteilung fur
weitere diagnostische Schritte erfolgen sollte zwischen 4-8 Punkten.

Mit dem Bewusstsein, dass sich Symptome bei HIES-Patienten erst im Verlauf der Erkrankung
entwickeln kénnen und durch aggressive Antibiotikatherapien einige Symptome vielleicht auch
unterdriickt werden, stellen somit beide Score-Versionen eine gute Hilfestellung fur die Diagnose
STAT3-HIES dar. Kein HIES-Scoring-System sollte jedoch einen guten Kliniker ersetzen und ihn
davon abhalten, bei begriindetem Verdacht die molekulargenetische Diagnostik durchzufiihren.
Durch die weitere Aufklarung von molekulargenetischen Ursachen des HIES ist in Zukunft eine
immer genauere Abgrenzung der einzelnen Varianten zu erwarten, so dass jeder klinische Score

dahingehend weiter zu optimieren ist.
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5 Zusammenfassung

Das autosomal-dominante Hyper-Ige-Syndrom (AD-HIES) gehért zu den angeborenen
Immundefekten und wird durch Ekzem, erhohtes Serum-IgE, Eosinophilie, rezidivierende
Abszesse und Lungeninfektionen sowie assoziierte Skelett- und Bindegewebssymptome
charakterisiert. Durch die Assoziation von Mutationen im Gen STAT3 bei Patienten mit AD-HIES
gelang es 2007 die &tiologische Ursache dieses Krankheitshildes aufzuklaren, wodurch die
Diagnose heute molekulargenetisch bestatigt werden kann (Holland et al. 2007; Minegishi et al.
2007). Ziel der vorgelegten Arbeit war es, den klassischen AD-HIES-Phéanotyp mit dem STATS3-
Genotyp zu korrelieren und die bestmdglichen Kriterien zu definieren, die Patienten mit STAT3-
HIES charakterisieren und eine Abgrenzung zu é&hnlichen Erkrankungen (z.B. atopische
Dermatitis) sowie eine frilhzeitige Diagnose ermdglichen.

Hierfur wurden 78 Patienten mit unterschiedlich ausgepragtem HIES-Phanotyp auf eine Mutation
in STAT3 untersucht. Der Phanotyp der Patienten wurde anhand des NIH-Scores quantitativ
beurteilt, der die Wahrscheinlichkeit fiir ein HIES bestimmt (>40 Punkte entsprechen der
klinischen Diagnose HIES) (Grimbacher et al. 1999b). Bei 48 der untersuchten Patienten konnte
eine heterozygote Mutation in STAT3 identifiziert werden. Es handelte sich um 24 verschiedene
Mutationen, darunter 19 Erstbeschreibungen, die in drei funktionellen Doménen des STAT3
Proteins auftraten. Alle Mutationen erlauben die Expression eines verdnderten STAT3 Proteins, das
einen dominant-negativen Effekt auf die STAT3 Funktion austbt (Minegishi et al. 2007; Renner et
al. 2008). 96% der Patienten mit STAT3 Mutation (STAT3-mut Patienten) hatten >40 Punkte im
NIH-Score und dementsprechend die klinisch-gesicherte Diagnose eines HIES. Bei 30 Patienten
wurde auf genomischer DNA-Ebene keine Mutation in STAT3 gefunden (STAT3-wt Patienten);
90% gehorten der Gruppe der ,,Verdacht auf HIES“-Patienten an (<40 NIH-Score Punkte). Nur
zwei STAT3-mut Patienten hatten einen NIH-Score unter 40 Punkten und bei drei Patienten mit >
40 NIH-Score-Punkten konnte keine Mutation in STAT3 identifiziert werden.

Klinische Merkmale, die eine Differenzierung von STAT3-mut und STAT3-wt Patienten zulassen,
wurden durch Sensitivitéts- und Spezifitatsberechnungen ermittelt (vergl. Tabelle 10). Wahrend die
Trias Ekzem, erhohtes Serum-IgE und Eosinophilie keinen Unterschied in den beiden Kohorten
zeigten, sprachen folgende Symptome besonders fir ein STAT3-HIES (>85% Spezifitat):
Organabszesse, schwere Infektionen (Sepsis, Meningitis, Osteomyelitis), Pneumatozelen,
Frakturen ohne adaquates Trauma, Skoliose und Nagel/mukokutane Candidiasis.

Funktionell spielt STAT3 eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von IL-17 produzierenden
CD4"-T-Zellen (Ty17-Zellen), die bei der Abwehr von extrazellularen Bakterien und Pilzen
beteiligt sind (Yang et al. 2007; Ochs et al. 2009). Diese Arbeit konnte bestétigen, dass STAT3-
mut Patienten signifikant erniedrigte Tp17-Zellen im Vergleich zu STAT3-wt Patienten und

normalen Kontrollen haben. Zum einen kann hiermit die Abwehrschwéche gegeniber
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Staphylococcus aureus und Candida albicans erklart werden, zum anderen stellen die Ty17-Zellen
einen sehr sensitiven und spezifischen diagnostischen Marker fir ein STAT3-HIES dar.

Aus der Literatur ist auflerdem bekannt, dass STAT3-Signhalwege eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten spielen, und fur die Aufrechterhaltung der
Knochenhom@ostase von Bedeutung sind (O'Brien et al. 1999; Itoh et al. 2006). Daraus ergibt sich
eine mogliche Erklarung fir die Skelett- und Bindegewebsanomalien bei STAT3-HIES Patienten,
die aufgrund einer verminderten STAT3-Proteinfunktion entstehen kénnen.

Basierend auf den klinischen und immunologischen Korrelationsanalysen wurde der NIH-Score in
den vereinfachten 5-Punkt-Score weiter entwickelt, der keine qualitative Wertung der Auspragung
und Haufigkeit der Symptome enthalt (vergl. Tabelle 12). Die retrospektive Erhebung des 5-Punkt-
Scores erzielte in dieser Studie eine vergleichbar hohe Korrelationsrate wie der NIH-Score (vergl.
Tabelle 13). Zusammen mit der Tyl7-Zellzahlbestimmung stellt der 5-Punkt-Score ein
diagnostisches Hilfsmittel fir STAT3-HIES dar, ohne dem NIH-Score (iberlegen zu sein.

Die Erkenntnisse dieser Studie liefern einen wichtigen Beitrag zur klinisch-genetischen Definition
des STAT3-assoziierten HIES und stellen wesentliche Kriterien, die zur Diagnosefindung und
Abgrenzung Klinisch &hnlicher Erkrankungen flhren, dar. Durch eine friihzeitige Diagnosestellung
wird schlieBlich die Einleitung einer adéquaten Therapie ermdglicht, durch die Komplikationen
vermieden und die Lebensqualitit sowie Prognose der Patienten deutlich verbessert werden
kénnen.

Weitere Untersuchungen von Zusammenhangen zwischen STAT3-Mutationen, der STAT3-
Proteinfunktion und der Entstehung der einzelnen Symptome kdénnen in Zukunft neue
Therapieansdtze generieren und wichtige Erkenntnisse iber die Entstehung von eigenstandigen
Erkrankungen wie der Osteoporose, der idiopathischen Skoliose oder Erkrankungen aus dem

atopischen Formenkreis liefern.
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7 Anhang

7.1

Abkurzungsverzeichnis

AD-HIES
AR-HIES

bp
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CD

DB-
dest.
DNA
dNTPs
ddNTPs
dsDNA
DOCKS8

EDTA

FACS
FBS
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gDNA

HIES
HSCT

ID#
IL
INF
IVIG
IU

JAK

NaCl
NIH

oD

PBMC
PBS

PCR
PID
PMA

autosomal dominantes Hyper-IgE Syndrom
autosomal rezessives Hyper-IgE Syndrom

base pairs (Basenpaare)

coding DNA
cluster of differentiation

DNA-bindungs-

destilliert
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleotidtriphosphate
Didesoxynukleotidtriphosphate
doppelstrang DNA

dedicator of cytokinesis 8

Ethylendiamintetraacetat

fluoresence-associated cell sorting
fetales bovines (Kalber) Serum
Fluoreszeinisothiocyanat

genomische DNA

Hyper-1gE Syndrom
haematopoetic stem cell transplantation

Identifikationsnummer
Interleukin

Interferon

intravenous immunoglobulin
international Units

Janus Kinase
Molar

Natriumchlorid
National Institutes of Health

optische Dichte

peripheral blood mononuclear cell

phosphat puffered saline (Phosphat gepufferte
Salzlésung)

Polymerase-Kettenreaktion

primérer Immundefekt

phorbol myristate acetate
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rpm
SH2

STAT
STAT3-mut
STAT3-wt

TA-
Tul/2/17
TLR
tRNA
TYK

round(s) per minute (Umdrehung(en) pro Minute)
scr homology region 2

Signal Transducer and Activator of Transcription
STAT3-mutiert

STAT3-Wildtyp

Transaktivierungs-
T-Helferzelle 1/2/17
Toll-like-Rezeptor
transfer Ribonukleinsaure
Tyrosinkinase
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Anhang

7.6 Lebenslauf
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