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1.1 Hyper-IgE-Syndrome im Kontext der primaren Immundefekte

Hyper-IgE-Syndrome (HIES) werden den ,primdren Immundefekten ,,(PID)” zugeordnet [1,
2]. ,,Primar” beschreibt die Tatsache, dass es sich hierbei um angeborene und somit um
vererbte Erkrankungen handelt. Bei ,Immundefekten” wird von einer Krankheitsentitat
gesprochen, die mit einer Fehlfunktion der koérpereigenen Abwehr einhergeht. Die Gruppe
der PIDs beinhaltet eine stetig wachsende Zahl (momentan mindestens 176) eigenstandige
Krankheitsbilder, welche aus einer fehlerhaften Entwicklung des Immunsystems, dessen
Funktion oder beidem hervorgehen [1, 2]. Die daraus resultierende Immunschwéche fiihrt
bei den betroffenen Patienten zu einer Pradisposition fiir hartnackige Infektionen, die durch
Standardtherapieverfahren oftmals nur schwer zu behandeln sind. PID kdnnen isoliert oder
in Kombination als Syndrom auftreten sowie ursachlich fiir Autoimmunerkrankungen oder
Neoplasien sein [3]. Primdre Immundefekte stellen eine heterogene Gruppe von
Krankheitsbildern dar und lassen sich acht Subgruppen zuteilen: kombinierten
Immundefekten, gut definierten Syndromen mit Immundefizienz, Antikorper Defizienzen,
Erkrankungen mit Immundysregulation, kongenitalen Phagozytendefekten, Defekten des
angeborenen Immunsystems, autoentziindlichen Funktionsstérungen und Erkrankungen des
Komplementsystems [1]. Die Zahl an neu erkannten und definierten PIDs hat in den letzten
20 Jahren deutlich zugenommen [2, 4-7]. Das Zusammenspiel aus Fortschritten in der
molekulargenetischen Diagnostik und das immer besser werdende Verstandnis fur die
Signaltransduktion er6ffnen kontinuierlich mehr Moglichkeiten zugrundeliegende
Pathomechanismen verstehen und nachvollziehen zu kénnen.

Hyper-Ige-Syndrome stellen eine heterogene Gruppe von Krankheitsbildern dar, die die
Wissenschaft seit Mitte der 60er Jahre immer wieder vor neue Herausforderungen stellt.
Erstbeschrieben wurde das klassische HIES 1966 in Anlehnung an die biblische Figur Hiob
(,So schlug Satan Hiob mit Geschwiiren vom Scheitel seines Kopfes bis zu den Sohlen seiner
FiRe” Hiob 2,7) als Hiob-Syndrom (Job’s Syndrome) [8].

1972 wurde, aufgrund einer Assoziation mit erhohtem Serum IgE, der Begriff ,Hyper-IgE-
Syndrom” (HIES) gepragt [9]. Charakteristisch fiir alle HIES-Entitdten ist das Auftreten eines

Ekzems, erhohtes Serum IgE sowie rezidivierende Haut- und Atemwegsinfektionen [10].



Es wird eine autosomal-dominante Form (AD-HIES) von einer autosomal-rezessiven Form
des HIES (AR-HIES) unterschieden. Neben Mutationen im DOCK8-Gen zdhlen Mutationen im
Tyrosin-Kinase-2-(TYK2)-Gen wie auch die erst kiirzlich beschriebenen Gendefekte im
Phosphoglucomutase-3-(PGM3)-Gen zur autosomal rezessiven Gruppe der HIES [11-13].

Die verschiedenen HIES-Formen lassen sich einerseits durch die ihnen zu Grunde liegenden
Gendefekte, andererseits durch charakteristische klinische Symptome und immunologische
Parameter unterscheiden.

Die genetische Ursache des AD-HIES blieb lange ungeklart, diagnostiziert wurde es daher
zunachst nur anhand des klinischen Erscheinungsbildes sowie immunologischer Parameter
und unter Ausschluss anderer Immundefekte [14-16]. Pneumatozelen als Folge von
Pneumonien, skelettale Symptome wie Skoliose, Uberstreckbarkeit der Gelenke und
erhohte Knochenbriichigkeit sind neben einer Verminderung der Tul17-Zellzahl
kennzeichnend fir das AD-HIES [17, 18]. Bereits frih hielten verschiedene
Forschungsgruppen eine genetische Komponente auf chromosomaler Ebene fir
wahrscheinlich [14-16]. Grimbacher et al. vermuteten 1999, dass es sich hierbei um einen
autosomal-dominanten Erbgang handeln kdnnte [19].

2004 gelang es eine HIES-Variante zu identifizieren, die sich einem autosomal rezessiven
Vererbungsmuster zuordnen lieB [20]. Es wurden 13 Patienten von sechs konsanguinen
Familien beschrieben, die die gleichen rezidivierenden Hautabszesse und
Atemwegsinfektionen sowie ein erhdhtes Serum-IgE aufwiesen wie Patienten mit einem AD-
HIES. Es fehlten ihnen jedoch entscheidende klinische Merkmale, wie skelettale und das
Bindegewebe betreffende Symptome, zur Diagnosestellung eines ,klassischen” HIES.
Aufgefallen im Rahmen dieser Studie waren hingegen rezidivierende Virusinfektionen,
haufig hervorgerufen durch HHV (Humanes Herpes Virus) und Molluscum contagiosum. Ein
schweres, meist von Geburt an bestehendes Ekzem, deutlich hohere Eosinophilenzellzahlen
sowie eine Mitbeteiligung des zentralen Nervensystems waren weitere Indizien dafiir, dass
es sich hierbei um eine Variante der HIES handeln kénnte [19, 20].

2006 gelang der erste Durchbruch in molekulargenetischer Hinsicht, als eine homozygote
Mutation in TYK2 — einer zur JAK-Familie gehérenden Tyrosin-Kinase — identifiziert und mit
dem AR-HIES assoziiert wurde [11]. Weitere Studien konnten jedoch den Verdacht, dass

Mutationen im TYK2-Gen ein AR-HIES hervorrufen, nicht bestatigen [21-23].



Der klinische Phanotyp des fiir die TYK2-Mutation beschriebenen Patienten entsprach
demnach eher einer Variante des AR-HIES, lenkte jedoch die Aufmerksamkeit der
Wissenschaft in Richtung der JAK/STAT-Signalwege als moglichen Ursprungsort fur Hyper-
IgE Syndrome. Weitere Analysen konnten 2007 schlielSlich dominant- negative Mutationen
im ,,Signal Transducer and Activator of Transcription 3“ (STAT3)-Gen nachweisen [23-25].
STAT3-Mutationen wurden in den darauf folgenden Jahren als haufigste Ursache fiir das
autosomal-dominante HIES beschrieben [18, 26].

Mittels ,,Next Generation Sequencing” (NGS) war es 2009 schlieBlich moglich den vermutlich
haufigsten Gendefekt als Ursache fir die ,klassische Form“ des autosomal-rezessiven HIES
ausfindig zu machen: Mutationen im ,,dedicator of cytokinesis 8“ (DOCK8)-Gen [27, 28].

Das menschliche DOCK8-Gen, abhangig von der Isoform, bestehend aus 46-48 Exons,
befindet sich auf Chromosom 9p24.3 und erstreckt sich tber ca. 250 kb. DOCK8 gehort
neben elf weiteren Mitgliedern der DOCK180 ,,Proteinfamilie” an. Es besitzt wie auch die
anderen dieser Familie zugehérigen Proteine, zwei charakteristische Domanen: Dock
Homolgy Region 1 (DHR 1) und DHR 2. DHR 1 wird zur Interaktion mit Zellmembranen
bendtigt, DHR 2 bindet an zur Rac-Rho-Familie gehorige GTPasen und dient diesen als
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) [29, 30]. Dass DOCK8 bzw. ein dysfunktionales
DOCK8 Protein essentielle Auswirkungen auf das Immunsystem hat, wurde anhand von

Mausmodellen getestet und im Verlauf klinischer Studien bestatigt [31-34].



Die biologische Funktion von DOCK8 besteht in der Regulation von Zellmigration,

-morphologie, -adhasion und -wachstum [29, 30]. Die Verknilpfung einzelner Bestandteile
der immunologischen Abwehr scheint durch eine dysfunktionales DOCKS8-Protein
beeintrachtigt zu sein. Dies fuhrt zu einer reduzierten NK-Zell-Zytotoxizitat auf Grund einer
fehlerhaften Synapsenausbildung [35] sowie zu einem Mangel an T- und B-Gedachtniszellen
[31]. Klinisch resultiert hieraus eine insuffiziente Abwehr gegeniber viralen, bakteriellen wie
auch fungalen Erregern. Die Anfilligkeit fiir virale Infektionen bei DOCK8-HIES wird u.a. mit
einem unzureichenden Verbleib von dendritischen Zellen im Lymphknotenparenchym und
dem daraus resultierenden fehlerhaften T-Zell-Priming erklart [36]. Zusatzlich wurde
festgestellt, dass DOCK8 in B-Zellen (ber den Toll-like-Receptor (TLR) 9 eine STAT3-
abhangige Proliferation und Differenzierung erméglicht und dass diese Funktion bei DOCKS8-

defizienten B-Zellen fehlerhaft ist [37].

Fiir den Kliniker steht jedoch das klinische Erscheinungsbild sowie dessen unterschiedlichen
Formen und Auspragungsgrade im Vordergrund. Noch bevor man sich auf weitreichende
diagnostische MalRnahmen konzentriert, ist es wichtig HIES von anderen, weitaus
haufigeren Erkrankungen, wie beispielsweise einer stark ausgepragten atopischen
Dermatitis abzugrenzen. Auch andere PIDs, deren Symptome sich mit denen der HIES
Uberschneiden koénnen, sollten differentialdiagnostisch in Betracht gezogen werden.
Beispiele hierfir sind das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS), das Omenn-Syndrom sowie das
L2lmmundysregulation polyendokrinopathy entheropathy X linked (IPEX)-Syndrom* [38-40].
Bei all diesen kommt es, wie bei der HIES-Gruppe, zum Auftreten eines Ekzems in
Kombination mit erhéhtem Serum IgE. Im klinischen Alltag ein Hyper-IgE-Syndrom zu
erkennen, es einer Subform der HIES-Gruppe zuzuordnen und von anderen Erkrankungen

abzugrenzen, stellt sich diese Arbeit zur Aufgabe.



1.2 Fragestellung

Nachdem 2009 Mutationen im DOCK8-Gen als Ursache fur die 2004 klinisch beschriebene
AR-HIES-Form entdeckt wurden, stellt sich die Frage, welche funktionellen Auswirkungen
ein verandertes bzw. ein komplett fehlendes DOCK8-Protein mit sich bringt. In welcher
Auspragung sich eine DOCK8-Defizienz in klinischer und immunologischer Sicht prasentieren
kann, soll diese Arbeit veranschaulichen.

Ziel ist es daher:

- auf klinischer und immunologischer Ebene Aspekte zu definieren, die an ein DOCKS-
HIES denken lassen sollten und helfen dieses von Krankheiten mit dhnlichem
klinischen und immunologischen Phanotyp abzugrenzen,

- einen moglichen Algorithmus fir die Diagnosestellung zu finden und

- therapeutische Moglichkeiten aufzuzeigen.



2.1 Patientendaten

2.1.1 Patientenakquise, Ein- und Ausschlusskriterien

Mit Hilfe der Datenbank des Infektionsimmunologischen Diagnostiklabors am Dr. von
Haunerschen Kinderspital der Ludwig-Maximilians-Universitat wurden Patienten mit
Verdacht auf DOCKS8-HIES ausgewadhlt. Ermittelt wurden diese anhand der Suchbegriffe:
chronisches Ekzem, erhohtes Serum-IgE oder Bluteosinophilie. Patienten mit dieser Trias
und ggf. in Kombination mit rezidivierenden Herpes-Simplex- und Molluscum-contagiosum-
Infektionen, Symptomen des atopischen Formenkreises und rezidivierenden
Atemwegsinfektionen wurden ebenso in die Analyse der Datenbank mit einbezogen.
Gleichermallen wurden Patienten, die einen Minderwuchs aufwiesen, sich mit einer T-Zell
Defizienz unklarer Genese prasentierten, oder Patienten der Kategorie ,unklarer
Immundefekt” berlcksichtigt. Patienten aus dieser Datenbank, flir die eine
molekulardiagnostisch gesicherte Diagnose vorlag, wurden ausgeschlossen.

Die Datenbank umfasste im Jahre 2010 15.913 Patienten, welche seit 1980 im
Immunologischen Diagnostiklabor untersucht wurden. Mit der oben beschriebenen
Stichwortsuche entstand schliefRlich eine Liste bestehend aus 155 Patienten, bei denen es
zielfihrend erschien ihre klinischen und immunologischen Akten genauer einzusehen und
darauf folgend zusétzliche diagnostische MalRnahmen durchzufiihren (Abbildung 1).

Des Weiteren wurden Patienten mit Verdacht auf DOCK8-HIES ohne Hinweis auf einen
anderen molekulargenetischen Immundefekt per Zuweisung von auswartigen Kliniken und
Kinderarztpraxen aus Deutschland, Osterreich, der Schweiz und Italien im Zeitraum von
September 2010 bis Juni 2011 in die Studie aufgenommen. Vor Einschluss wurden Patienten
und gegebenenfalls Eltern Gber die von der Ethikkommission der LMU genehmigte Studie
aufgeklart. Es erfolgte ein schriftliches Einverstdandnis von volljahrigen Patienten und von

Erziehungsberechtigten minderjahriger Patienten.
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Abbildung 1: Darstellung Patientenakquise
Ermittelt aus der Immundefekt (ID)-Datenbank des Dr. von Haunerschen Kinderspitals Miinchen.



2.1.2 Untersuchungsablauf

Das Aktenstudium der 155 Patienten, die im Zuge der Datenbankanalyse als potenzielle
DOCK8-HIES-Kandidaten eingestuft wurden, ergab, dass bei 134 Patienten der Verdacht auf
ein DOCKS8-HIES aufgrund unzureichender klinischer Symptomatik oder nur maRig
veranderter laborchemisch ermittelter Werte nicht erhartet werden konnte. Diese 134
Patienten wurden somit ausgeschlossen. Bei 23 Patienten blieb der Verdacht auf DOCKS-
HIES bestehen, wovon zwei Patienten ,lost to follow up” waren. Zusatzlich wurden finf
weitere an das Haunersche Kinderspital U(berwiesene Patienten, welche die
Einschlusskriterien erfillten, mit in die Studie aufgenommen.

Es konnte schlieflich eine Gruppe von 26 Patienten (21 anhand der ID-Datenbank ermittelt,
5 {iberwiesen aus Deutschland, Osterreich, Italien und der Schweiz) herangezogen werden,
darunter 13 mannliche und 13 weibliche Patienten mit einem Durchschnittsalter von 14,11
Jahren (Altersspanne: 3-47 Jahre). Die Patienten und deren betreuende Arzte wurden
telefonisch, auf dem Postweg oder per E-Mail kontaktiert und der Ablauf sowie Zielsetzung
der Studie erkldart. Vor Einschluss in die Studie wurde eine schriftliche
Einverstandniserklarung von den Patienten bzw. deren Erziehungsberechtigten bei
positivem Votum der Ethikkommission eingeholt. Eine klinische Untersuchung im Rahmen
der Studie fand bei der Mehrzahl der Patienten an der Haunerschen Kinderklinik statt.

Fiir jeden Patienten wurde zusatzlich der so genannte ,,NIH-Score” (Abbildung 2) erhoben
[41, 42]. Der NIH-Score fasst alle charakteristischen Symptome und Laborwerte der Hyper-
IgE-Syndrome in einem Punktewert zusammen, bezieht sich jedoch vor allem auf das
autosomal dominante HIES und diente in unserer Studie daher primar zur Orientierung. Per
definitionem gilt ein Punktewert von 2 40 als sehr wahrscheinlich fiir ein HIES, bei Patienten
mit Werten zwischen 20 und 40 Punkten besteht ein Verdacht auf HIES [42]. Die
molekulargenetischen und immunologischen Untersuchungen  erfolgten im

infektionsimmunologischen Forschungslabor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals.
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2.2 Molekulargenetische Diagnostik

2.2.1 gDNA

Genomische DNA (gDNA) wurde aus EDTA oder Natrium-Heparin antikoaguliertem Blut
unter Verwendung ,, QiaAmp DNA Blood Mini Kit“ (Qiagen, Heidelberg, Deutschland) isoliert.
Aus jeweils 200 ul Blut wurde gemaR Herstellerangaben genomische DNA isoliert und die

gDNA-Konzentration photometrisch bestimmt.

Polymerase-Kettenreaktion (,,polymerase chain reaction”, PCR)

Fiir die Polymerase-Kettenreaktion wurde das Quiagen HotStarTaq Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) verwendet. Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden die
fir DOCK8 kodierenden DNA Abschnitte inklusive der Intron-Exon-Bereiche vervielfaltigt
[43].
Klassischerweise lauft die PCR in drei sich wiederholenden Schritten ab:
1. Denaturierung: Auftrennung der DNA in Einzelstrange
2. Hybridisation der Primer: Bindung der Primer an DNA Einzelstrénge
3. Elongation: Mit Hilfe der DNA Polymerase erfolgt die Synthese von zum Einzelstrang
komplementdren DNA-Sequenzen und somit die Vervielfaltigung des urspriinglich
eingesetzten Materials [44, 45].
Fir die Amplifikation von DOCK8 wurde nach folgendem PCR-Protokoll fiir jedes Exon mit

Intron-Exon-Bereich eine Gesamtlésung von 25,125 ul in ein 0,5 ml Eppendorf-Réhrchen

pipettiert:
Puffer 2,5 ul
dNTPs 2,5 pl
Taq Polymerase 0,125 pl
H,0 16 pl
Primer Forward 20 uM 0,5 ul
Primer Reverse 20 uM 0,5 ul
gDNA 3,0 ul

Gesamtlosung 25,125 pl



Bei einer gDNA Konzentration von unter 10 pg/ul wurde fir jede Probe die doppelte Menge

gDNA eingesetzt, das Gesamtvolumen durch Einsatz von entsprechend weniger Wasser

jedoch konstant gehalten.

Die PCR wurde im Cycler vom Typ Applied Biosytems 2720 Thermal Cycler, Applied

Biosystems, USA, durchgefiihrt und durchlief die Reaktionsschritte, wie folgt:

Programm fiir Exon 1-45, 47, 48:

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
Programm fir Exon 46:
Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 20 sec
Hybridisation/Annealing 57 °C 20 sec 40
Synthese/Elongation 72°C 30 sec
Elongation 72°C 40 min
8°C forever
2.2.2 cDNA

Zusatzlich wurde im Verlauf der Studie die PCR mit complimentary DNA (cDNA) fir die

DOCK8-Sequenzierung etabliert [46]. Das Prinzip dieser Methode basiert darauf, dass

messenger RNA (mRNA) in complimentary DNA (cDNA) mit Hilfe einer Reversen

Transkriptase (RT) umgeschrieben und diese dann als Template fir die PCR herangezogen

wird.

Nach RNA-Extraktion folgte die cDNA-Synthese unter Verwendung des Qiagen Long Range

2Step RT-PCR Kit (Nr. 205920) nach Herstellerangaben (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland).

Hierfur wurde nach folgendem Protokoll pipettiert:
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Long Range RT-Buffer 5x 4 ul
dNTPs 2 ul
Long Range RNase Inhibitor 0,22 ul
Long Range Reverse Transcriptase 1ul
RNA 11,8 pl
Oligo dT Primer 1ul
Gesamtlosung 20,02 ul

Die Gesamtlésung wurde fir insgesamt 95 Minuten (90 min bei 42 °C, 5 min bei 85 °C)

inkubiert. Die eigentliche PCR erfolgte nun nach folgendem Protokoll:

Long Range RT-Buffer 10x 5ul
dNTPs 2,5 ul
Enzyme Mix 0,4 ul
RNase free water 35,1 ul
Primer DOCKS8 1cF/FcF 1l
Primer DOCK8 4HcR/4acR 1l
cDNA 5ul
Gesamtlosung 50 ul

Die PCR der cDNA wurde im Cycler vom Typ Applied Biosytems 2720 Thermal Cycler,

Applied Biosystems, USA, durchgefiihrt und durchlief die Reaktionsschritte, wie folgt:

DNA Abschnitt Primer DOCKS8 1cF/HcR Primer DOCKS8 FcF/4ac
Temperatur Zeit Zyklen Temperatur  Zeit Zyklen
Denaturierung 93°C 3 min 93°C 3 min
Denaturierung 93°C 15 sec 93°C 15 sec
Hybridisation/Annealing 60,5 °C 30 sec 35 61°C 30 sec 35
Synthese/Elongation 68 °C 4,5 min 68 °C 3,5 min
Elongation 4°C forever 4°C forever

Eine Ubersicht tiber die fiir gDNA und cDNA verwendeten Primer findet sich in den Tabellen

18 und 19 im Anhang.

2.2.3 Gelelektrophorese, DNA Aufreinigung, Sequenzierung

Um die synthetisierten PCR-Produkte nachzuweisen, wurden sie mittels Gelelektrophorese

separiert. Hierfir wurden zuerst 200 ml eines 1,5%igen Agarosegels mit 4 pl GelRED

(Biotium, Hayward, USA) hergestellt. AnschlieBend wurden je 10 ul der DNA-Amplifikate mit



2 pl Ladepuffer versetzt und anschlieBend in die Geltaschen pipettiert. Durch Anlegen einer
Spannung von 130 V und einer Stromstdrke von 80 mA fiir 90 Minuten wurden die DNA-
Fragmente entsprechend ihrer BasenpaargroRe aufgetrennt. Die Darstellung der DNA-
Banden erfolgte mittels UV-Licht und Kamera (Abbildung 3). Die GroRenbestimmung
erfolgte durch einen GréBenmarker [Gene Ruler ™ DNA Ladder mix (Fermentas, St. Leon-

Rot, Deutschland) 0,5 pg/ul, 50 pg].

Ladepuffer: Loading Dye 10x

0,25 % BPB (Bromphenolblau-Pulver)
0,25 % XC (Xylene Cyanol-Pulver)
25 % Ficoll-Pulver

2 g auf 100 ml Aqua dest.

Es wurde eine 1:8-Verdiinnung der 2%igen Ladepuffer-Stocklésung verwendet.
Agarosegel 1,5 %: 3,0 g Agarose auf 200 ml TBE-Puffer.
Agarosegel 1,0 %: 2,0 g Agarose auf 200 m| TBE-Puffer.

Die PCR Produkte wurden mittels Exo SAP-IT (usb, Staufen, Deutschland) aufgereinigt. Dazu

wurden zu 10 pl PCR Produkt je 0,5 ul Exo SAP-IT zugegeben und nach folgendem Schema

inkubiert:
Temperatur  Zeit Zyklen
37°C 15 min
80 °C 15 min
8°C oo

Ziel der DNA-Sequenzierung ist es die Nukleotid-Abfolgen eines DNA-Abschnittes

darzustellen, um somit eventuell vorhandene Mutationen zu detektieren. Dies erfolgte fiir
den DOCK8 kodierenden Abschnitt des menschlichen Genoms anhand der
Kettenabbruchmethode von Sanger et al. und anschlieBender Kapillarelektrophorese [47].
Die Sequenzierreaktion erfolgte durch den Sequencing Service, LMU Biozentrum,

GroRhaderner Str. 2-4, 82152 Martinsried.

Fir gDNA wurden die Exons in eine Richtung, entsprechend entweder der Vorwarts (Exon 1-

19, 20-23, 25-45, 48) oder der Rickwartsstrang (Exons 19, 24, 37, 46) sequenziert und in



separaten Reaktionsgefdllen angesetzt. Fir Primerpaare, die fir mehrere Exons
synthetisiert wurden, erfolgte eine Sequenzierung sowohl fiir den Vorwarts- als auch den
Rickwartsstrang. Bei unregelmafiger Sequenzabfolge sowie zur Verifizierung von
Mutationen wurde ebenso immer in beide Richtungen sequenziert.

Zur Mutationsanalyse wurden die erhaltenen DNA-Sequenzen mit der DOCKS-
Wildtypsequenz [48] verglichen.

Alle Angaben hinsichtlich der Mutationsanalyse dieser Arbeit beziehen sich auf das 2006
publizierte DOCK8-Transkript [49, 50].

KONTROLLE

'-“""--------

PATIENTIN ID#8

Abbildung 3: Gelelektrophorese

Die hier dargestellte Gelelektrophorese von Patientin ID #8 zeigt deutlich, dass Exon 11-18 fehlen und erst Exon 20 wieder
nachzuweisen war. NK = Negativkontrolle;



2.2.4 Westernblot

Zum Nachweis, ob die Fahigkeit zur DOCK8 Proteinsynthese bei Patienten mit einer DOCKS8-
Mutation erhalten bleibt, wurde fiir einige DOCK8-HIES Patienten eine Westernblot Analyse
durchgefihrt. Zur Vorbereitung wurde hierfiir mittels SDS-PAGE das aus PBMCs gewonnene
Proteingemisch entsprechend den unterschiedlichen ProteingrofRen in einem 3-8 % Tris
Acetat Gel aufgetrennt.

Die aufgetrennten Proteine wurden nun mit Hilfe eines elektrischen Feldes auf eine
Nitrocellulose-Membran (Nitrocellulose Membrane, 0,45 um Pore Size, Invitrogen, Carlsbad,
USA) ibertragen und fixiert. Im nachsten Schritt erfolgte die Anfarbung der DOCK8-Proteine
mittels spezifischer DOCK8-Antikdrper. Hierflr wurden zuerst die freien Bindungsstellen der
Nitrocellulosemembran mit einer 5%igen Milchpulverlésung fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend erfolgte die Anfiarbung der DOCKS8-Proteine
mittels anti-DOCK8-Antikorper (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) Gber Nacht bei 4 °C. Nach
dreimaligem Waschen der Membran mit TBST am folgenden Tag wurde diese mit einem
goat-anit-rabbit HRP (horseradish peroxidase) und einem Sekundarantikérper (Thermo
Scientific, Rockford, USA) in 10%iger Milch fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
geschwenkt. Uberschiissige Antikérper wurden mit Hilfe eines erneuten Waschvorgangs
entfernt. Durch Inkubation der Membran in dem Chemolumineszenz-Reagenz West-Femto
Super Signal (Thermo Scientifc, Rockford, USA) konnte nun in einer Dunkelkammer ein Film
belichtet und dadurch das Protein sichtbar gemacht werden. Es folgte eine zweite Farbung
desselben Blots mit einem Anti-beta-Aktin-Antikdrper (Cellsignaling Technology, Danvers,
USA) um ein fehlerfreies Blotten zu garantieren und die Bestimmung der relativen Menge zu

ermoglichen.



2.3 Immunologische Untersuchungen und klinische Chemie

Blutbild und Differentialblutbild, sowie Immunglobulinkonzentrationen und Antinukledre
Antikorper (ANA) im Serum wurden im Routinelabor der klinischen Chemie der LMU
bestimmt. Zusatzlich wurden Werte aus anderen Kliniken herangezogen.

Die Bestimmung der 1gG Subklassenkonzentrationen sowie der spezifischen Impfantikorper
gegen Haemophilus influenzae, Pneumokokken, Diphterie und Tetanus erfolgte unter
Verwendung von Kits der Firma The Binding Site, Birmingham, UK gemaR Herstellerangaben.
IGF-1 und BP-3 wurden im endokrinologischen Labor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals
bestimmt.

Hinsichtlich der immunologischen Forschungsdiagnostik wurden parallel zu den Messungen
an Patienten Werte gesunder Probanden bestimmt, um die Funktionalitat des Tests bzw.

der Messung sicherzustellen.

2.3.1 Quantitative Lymphozytendiagnostik

Die Lymphozyten wurden aus Vollblut oder PBMCs (peripheral blood mononuclear cells)
isoliert. Die Isolation der PBMCs erfolgte aus Natrium-Heparinblut unter Verwendung von
Ficoll-Paque Plus (Biochrom AG, Berlin, Deutschland). Mit Hilfe ihrer Oberflaichenmerkmale,
den sogenannten cluster of differentiation (CD), wurden die Lymphozyten wie folgt

differenziert:

Zellen CD-Klassifikation
Gesamt T-Zellen CD3*

T-Helfer Zellen CD3*CD4*
Zytotoxische T-Zellen CD3*CD8*
Gesamt B-Zellen CD19*
Memory-B-Zellen CD19*CD27*
Naturliche Killer-Zellen CD16*CD56*
Aktivierte Lymphozyten HLA-DR*
Aktivierte T-Zellen CD3*HLA-DR*

Tabelle 1: Lymphozytensubpopulationen nach CD-Klassifikation

Die Bestimmung der Lymphozyten-Subgruppen erfolgte nach etablierten Protokollen des

Infektionsimmunologischen Diagnostik- und Forschungslabors des Dr. von Haunerschen



Kinderspitals an einem BD FACS Calibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Die Messungen
wurden mit Hilfe der BD CellquestTM Pro Software (BD Biosciences) ausgewertet.
Absolutzellangaben beruhen auf der Berechnung parallel bestimmter absoluter
Lymphozytenzellzahl des Patienten multipliziert mit dem Prozentsatz an positiv CD-

klassifizierten Zellen.

2.3.1.2 STAT3-Phosphorylierung
Zur Uberpriifung der STAT3-Phosphorylierung wurden PBMCs von DOCKS8-HIES-Patienten

und Kontrollen fiir 20 Minuten mit rekombinantem humanem Interleukin-6 und Interleukin-
10 stimuliert und nach etabliertem Protokoll phosphoryliertes — und damit aktiviertes —
STAT3 gemessen [51].

Hierzu wurden die PBMCs nach Stimulation mit BD Phosflow Perm Buffer Il (BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland) permeabilisiert und nach wiederholtem Waschen pSTAT3
Antikorper (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) zugegeben und fir 30 min auf Eis

gestellt. AbschlieBend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse.

2.3.1.3 Recent Thymic Emigrants

Zum Ausschluss einer moglichen Thymusdefizienz als Ursache fir die T-Lymphopenie
erfolgte die Bestimmung von Recent Thymic Emigrants. Naive CD31*-T-Zellen gelten als
Marker fir naive mit TRECs beladene T-Zellen, die erst kirzlich den Thymus verlassen haben
und noch Antigen-unerfahren sind, sogenannte Recent thymic emigrants (RTE) [52]. Mittels
Oberflachenfarbung wurde der Prozentsatz an CD31*CD45RA*CD4* der CD3*-Zellen von
Patienten und Tageskontrollen bestimmt. Hierflir verwendete Reagenzien und Antikorper
finden sich in Tabelle 17. Die Normwerte wurden von Mayo Medical Laboratories

Ubernommen [53].

Normwerte:
Alter CD4* RTE [%] CD4*RTE [Zellen/ul] CD4* RTE [%] CD4* RTE [Zellen/ul]
weiblich weiblich mannlich mannlich
1 Monat-17 Jahre 25,8-68 170-1007 19,4-60,9 50-926
18 Jahre—25 Jahre 6,4-51 42-832 6,4-51 42-399
26 Jahre-55 Jahre 6,4-41,7 42-832 6,4-41,7 42-399
> oder = 56 Jahre 6,4-27,7 42-832 6,4-27,7 42-399




2.3.1.4 FOXP3-positive-T-Zellen

Untersuchungen hinsichtlich regulatorischer T-Zellen erfolgten Uber die Bestimmung von
CD4*-CD25*-T-Zellen, die den Transkriptionsfaktor FOXP3 exprimieren. Hierzu verwendete
Reagenzien und Antikérper finden sich in Tabelle 17.

Isolierte PBMCs wurden mittels etablierter nukledrer Farbung von FOXP3, sowie der
Oberflachenmarker CD4 und CD25 markiert und durchflusszytometrisch der prozentuale
Anteil von CD4*CD25*FOXP3*-T-Zellen der CD4*-T-Zellen gemessen [54]. Mehr als 1%
CD4*CD25*FOXP3*-T-Zellen der CD4*-T-Zellen wurden als Normwert definiert [55].

2.3.1.5Tyl7-Zellen

Quantitative Bestimmung der Tnyl7-Zellen erfolgte durch Anfarbung von Interleukin-17
produzierenden CD4*-T-Zellen nach etabliertem Protokoll [18, 51, 54].

Hierzu wurden jeweils 3 x 106 PBMCs eines Patienten und einer gesunden Kontrolle unter
Hinzugabe von GolgiPug (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) sowohl unstimuliert als auch in
einem weiteren Ansatz mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und Inomycin (beide e
Bioscience, San Diego, CA, USA) stimuliert bei 37 °C (iber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Zellen mit einem spezifischen Antikérpermix (Permwash-
Puffer + Anti-17A oder Anti INFy + Anti CD4) permeabilisiert und markiert, um danach die
durchflusszytometrische Messung vornehmen zu kénnen. Es wurde der Prozentsatz an

IL17*IFNy CD4*-T-Zellen bestimmt. Der Normwert liegt bei > 0,2 % der CD4*-Zellen.

2.3.1.6 Perforin/Granzyme B
Unter Verwendung des BD Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)

wurden isolierte PBMCs permeabilisiert und mit Anti-Perforin-Antikdrpern, Anti-Granzyme
B-Antikorpern sowie dem Oberflaichenmarker CD8 markiert und durchflusszytometrisch der

Prozentsatz an Perforin*Granzyme B*CD8*-T-Zellen bestimmt.

2.3.2 Qualtitative Lymphozytendiagnostik

2.3.2.1 Lymphozytenproliferation

Untersuchungen zur Lymphozytenproliferation wurden anhand von etablierten Protokollen
im Infektionsimmunologischen Labor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals durchgefihrt

[56]. Hierzu wurden zundchst PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) aus frischem



Natrium-Heparinblut unter Verwendung von Ficoll-Paque Plus (Biochrom AG, Berlin,
Deutschland) nach Vorgaben des Herstellers isoliert.

In eine Mikrotiterplatte wurden nun eine Lymphozytensuspension, entsprechend 1 x 10°
Zellen und verschiedene Stimulanzien (PHA = Phytohamagglutinin, OKT3 = Anti-CD3*
Antikorper, ConA = Concavalin, PWM = Pokeweed, SAC = Staphylokokkus Aureus Cowan I)
pipettiert, gemischt sowie fir drei Tage bei 37 °C im CO-Brutschrank (5 % CO;) inkubiert.
Fiir die Antigenstimulation wurde ein Mischantigen bestehend aus Tetanus-Toxoid-Antigen
und Diphterie-Toxoid-Antigen hergestellt, der Lymphozytensuspension zugegeben und fir
sieben Tage bei 37 °C im Brutschrank (5 % CO3) inkubiert.

Sowohl fiir die Mitogen- als auch fir die Atigenstimulation erfolgte nach entsprechender
Inkubation eine 10-minitige Zentrifugation mit 1500 rpm.

Nach der Zugabe von 3-H-Thymidin als Marker fir DNA-Synthese und Zellproliferation
wurden die Zellen erneut unter denselben Bedingungen fiir vier Stunden inkubiert. Mittels
eines Zell-Harvesters (Skatron, PerkinElImer, Waltham, USA) wurden die markierten Zellen
auf einem Filterpapier aufgefangen, ausgewaschen und nach Losung mit Losungsmittel

(Rotiszint) in einem B-Counter ausgezahlt.

2.3.3 Granulozytenfunktionsuntersuchung

2.3.3.1 DHR Test

Zum Ausschluss einer septischen Granulomatose (CGD) wurde bei einem Grofteil der
Patienten ein Dihydrorhodamin-Test (DHR-Test) durchgefiihrt mit dem eine Aussage Uber
die Aktivitdt der NADPH-Oxidase von Granulozyten, welche bei CGD defekt ist, getroffen
werden kann. Die Durchfiihrung des DHR-Tests erfolgte nach etabliertem Protokoll im

infektionsimmunologischen Diagnostiklabor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals.

2.3.3.2 Chemotaxis

Granulozyten wurden zuséatzlich hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Chemotaxis mittels
Agarosetechnik untersucht. Bestimmt wurde deren Migration in Millimeter nach 2 Stunden.
Die Durchfiihrung erfolgte im Infektionsimmunologischen Diagnostiklabor des Dr. von

Haunerschen Kinderspitals nach etabliertem Protokoll adaptiert nach Nelson et al. [57].



2.4 Statistische Methoden

Berechnungen zur Signifikanz wurden bei Patienten mit und ohne DOCK8-Mutation sowie
bei den Normalkontrollen mit dem Student’s T-test der Software Graph Pad Prism
analysiert. Ein p-Wert < 0,01 wurde als signifikant definiert.

Zur Erstellung von Tabellen, Graphiken und Abbildungen wurden Microsoft Word, Excel und

Power-Point sowie Graph Pad Prism verwendet.



3.1 Mutationsanalyse

Molekulargenetische Untersuchungen mit dem Ziel, Mutationen im DOCK8-Gen zu
detektieren, wurden bei 26 Patienten aus 23 nicht verwandten Familien unterschiedlicher
ethnischer Herkunft vorgenommen. Bei 11 der 26 untersuchten Patienten wurden DOCKS8-
Mutationen gefunden (Tabelle 2, Abbildung 5) und der Gruppe der DOCK8-HIES-Patienten
zugeordnet. Bei 15 Patienten wurde hingegen keine Veranderung im DOCK8-Gen

identifiziert, sie werden im Folgenden als DOCK8-Wildtyp-Patienten bezeichnet.

Ein konsanguines Verwandtschaftsverhaltnis der Eltern wurde bei neun von elf Patienten der
DOCKS8-HIES-Gruppe eruiert, dies entspricht 82 % bzw. 7 von 8 Familien. Bei Familie 4
(Patienten ID#6 und ID#7) handelt es sich um Geschwister deren Eltern nicht von einem
verwandtschaftlichen Verhaltnis wissen. Obgleich die Geschwister eine homozygote DOCKS8-
Veranderung tragen, wird daher die Konsanguinitat fir diese Familie als negativ definiert.
Die Eltern von funf der 11 Patienten mit DOCK8-Mutation sind Cousin und Cousine ersten
Grades (Abbildung 4).

In der DOCKS8-Wildtyp-Gruppe wurde bei einer Patientin (ID#18) ein konsanguines

Verwandtschaftsverhaltnis der Eltern festgestellt.
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Abbildung 4: Stammb&aume DOCK8-HIES-Familien

ID#1-11 bezeichnet die molekulargenetisch nachgewiesenen DOCK-HIES-Kohorte. Familien 1-3, 5-6, 8 sind tiirkischer
Herkunft, Familie 4 stammt urspriinglich aus Tschetschenien und Familie 7 aus Deutschland.



Detektiert wurden (berwiegend homozygote Veranderungen im DOCK8-Gen. Alle
identifizierten Mutationen fiihren entweder zu einem Verlust des kompletten oder zur
Synthese eines nicht funktionellen DOCK8-Proteins und betreffen eine, keine oder, wie bei
Patientin ID#4, beide DHR-Domanen (Abbildung 5). Es lieRen sich flinf groRe Deletionen, die
zu multiplen Exonverlusten fiihren (ID#5, ID#8-11), eine Deletion, die sich auf wenige
Basenpaare beschrankt (ID#6-7) sowie zwei Punktmutationen (ID#1-4), eine davon mit
Verlust eines einzelnen Exons (ID#1-3) feststellen.

Bei den Patienten ID#1, ID#2, ID#3 wurde eine homozygote Splice-Donor-Site-Mutation nach
Exon 25 nachgewiesen (GTA—TTA). Die so entstandene Verdanderung des an dieser Stelle
stattfindenden Splicevorganges fuhrt zu einem Verlust von Exon 25 auf cDNA-Ebene und
somit zu einer Deletion von 50 Aminosduren. Eine zweite Punktmutation konnte bei Patient
ID#4 (C—A) in Exon 40 detektiert werden. Diese Veranderung fuhrt dazu, dass das an dieser
Stelle fir die Aminosdure Serin codierende Basentriplet TCA zu dem Stopcodon TAA bzw.
UAA verandert und die Transkription an dieser Stelle abgebrochen wird. Bei Patient ID#5
fanden sich normale PCR-Produkte fiir die Exons 1-10, ein kirzeres PCR-Produkt fir Exon 11
und keine amplifizierbaren Produkte fiir Exons 12, 13, 15, 16, 26 sowie 46-48. Dies lasst auf
eine grofle homozygote Deletion, beginnend in Exon 11 bis Uber das DOCK8-Gen hinaus,
schlieBen. Bei den Patienten ID#6, ID#7 zeigt sich eine Deletion zweier Basenpaare in Exon 8
an den Positionen 850 und 851 auf cDNA-Ebene. Die daraus resultierende Frameshift-
Mutation bewirkt eine Leserasterverschiebung, die mit der an dieser Stelle codierten
Aminosadure Leucin beginnt und zu einer Veranderung der folgenden sieben Aminosauren
flihrt. Eine weitere grolRe Deletion der Exons 1-26 zeigt sich bei Patient ID#9 mit einem
homozygoten Verlust von mindestens 357.590 Nukleotiden. Ahnlich verhilt es sich bei
Patient ID#11, bei dem ebenso eine groRen Deletion, beginnend vor Exon 1 bis inklusive
Exon 26, gefunden wurde. Eine Deletion, beginnend vor Exon 1 bis inklusive Exon 2, konnte
bei Patient ID#10 nachgewiesen werden. Fir die Mehrzahl der DOCK8-HIES-Patienten dieser
Studie konnte kein Protein nachgewiesen werden. Nur die Mutation der Patienten ID#1-3

fuhrt nicht zu einem Verlust des DOCK8-Proteins.



. L DHR1E DHR2B .
ID# | Basenaustausch | Exon Art@lerMutation Proteinverdnderung publiziert
betroffen | betroffen
Engelhardt@t@].22009R
1 3120415>T 2 homozygoteBplice@onorBited V990 K1040del i . MizeskoR:t@I.22013R
¢ Punktmutation@nit®@erlust@onExon25 - ¢ nein nein Papan&Hagl@t@|.20143
Boos&Hagl@t@l.2014
2 €.312041>T 25 homozygotelé‘.pllce@jonor@tel V990_K1040del nein nein Engelhardt@t@].22009R
Punktmutation@nit®erlust@onExon25 Boos&Hagl@:t@Il.2014
3 €.3120410>T 25 homozygotel?.pllcel]‘ionor@tel V990 K1040del nein nein Engelhardt@t@].22009R
Punktmutation@nit¥erlust@on@Exon25 - Boos&Hagl@tzI.2014
i .
a .5132CoA 20 homozygote@unktmutation@®hnel p.Ser1711Sto plE nein a Bittner®t@.2010
Exonverlust Verlust
h leti i |
5 Deletion 11-48 omozygotelDe et}onﬁlﬂlt@/er ustvon Verlust ja ja Engelhardt@t@|.2009
ExonB 1BisAnk].Z8+x
h t leti .L284fsX292 MizeskoR:t@I|.22013R
6 ¢.850_851delCT 3 omozygoteeletion@on2 p.L284fsX2920H nein nein izesko@t@&I.2013
Basenpaaren@®hneExonverlust Verlust Boos&Hagl@t@l.2014
h teeletion@onRB .L284fsX292 M Mizesko®t@|.20130
7 | 850 851deicTE | 8 omozygoterbeletionvon p-Leats nein nein zesko
Basenpaaren@®hnefxonverlust Verlust Boos&Hagl@:t&Il.2014
Re@eletionEnit/erlust@onE G}
8 Deletion 1-19 grobe ee|on. feeriustivonttxon Verlust ja nein Renner@t@|.22004
bis@nkl.219
hrom el h teMeletionitVerlustd Renner@t@l.20042
9 30;1'8”;88;06 126 °m°zyg°Ee ;;PE; kl'me' uston: Verlust ja nein Engelhardt®t@l. 20090
XOELDISANIC. GatzRt@LR2011
10 Deletion 12 homozygoteMeletion@nitderlust@onl Verlust nein nein MizeskoR:t@I.22013R
ExonBL@ind® Boos&Hagl@t@l.2014
h leti i |
11 Deletion 1-26 | NomozvgoteDeletionniterlustvonin Verlust ja nein Mizesko®t@l. 2013
ExonBLibis26

Tabelle 2: Mutationen der DOCK8-HIES-Kohorte [20, 27, 54, 58-60]
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Abbildung 5: Darstellung DOCK8-HIES-Mutationen unserer Kohorte

A: Chromosom neun mit Kennzeichnung der DOCK8-Gen-Lokalisation [61] B: DOCK8 und dessen benachbarte Gene [27]. C:
DOCK8-Mutationen unserer Patienten schematisch dargestellt, Proteinsynthese nur bei ID#1-3; Nummerierung entspricht
der Aminosaure;



3.2 Darstellung und Erorterung des klinischen Phanotyps

Anhand 26 klinischer Symptome sowie unter Beriicksichtigung des NIH-Scores wurden die 26
Patienten dieser Studie phanotypisch charakterisiert. Jedes vorhandene Symptom wurde mit
einem ,Ja“ bezeichnet, vorerst unabhangig von Auspragungsgrad, Haufigkeit bzw. Anzahl der
Ereignisse sowie deren genauer Lokalisation. Die Verteilung der Symptome einzelner
Patienten wird in Tabelle 5 flir DOCK8-HIES-Patienten und in Tabelle 8 fiir DOCK8-Wildtyp-
Patienten dargestellt, welche in der untersten Reihe die relativen Haufigkeiten angeben,
sowie den NIH-Score in der letzten Spalte. AR-HIES-Erstverdachtssymptome werden an

vorderer Stelle aufgefiihrt, gefolgt von weiteren klinischen Erscheinungsbildern.

3.4.1 Klinik DOCK8-HIES-Patienten

Alle Patienten (n = 11) mit gesicherter Mutation im DOCK8-Gen wiesen die
charakteristischen HIES Erstverdachtssymptome Ekzem, Eosinophilie sowie ein IgE > 500
IU/ml auf.

Ein superinfiziertes Ekzem wurde bei allen (100 %) Patienten dieser Kohorte, Abszesse bei
acht von elf Patienten (83 %) festgestellt.

Hinsichtlich der Atemwege wurden Infektionen des oberen und unteren Respirationstraktes
differenziert. Mindestens eine Pneumonie als Erkrankung der unteren Atemwege zeigte sich
bei allen Patienten der DOCK8-HIES-Kohorte (n = 11), rezidivierend trat diese bei 82 % der
Patienten auf, ebenso viele prasentierten sich mit rezidivierenden Bronchitiden. Was
Infektionen der oberen Atemwege betrifft, zeigten sich bei 55 % (n = 6/11) der Patienten
mindestens einmal eine Otitis externa und bei 73 % (n = 8/11) mindestens einmal eine Otitis
media. Rezidivierende Entziindungen des Mittelohres, welche auch auf Therapie schlecht
ansprachen, wurden bei sechs von elf Patienten (55 %) dokumentiert. Eine Sinusitis als
weitere ,Infektion der oberen Atemwege” wurde bei 36 % (n = 4/11) der DOCK8-HIES-
Patienten mindestens einmal diagnostiziert.

46 % der Patienten (n = 5/11) stellten sich mit Keratitiden oder Konjunktivitiden vor, bei zwei
dieser Patienten handelte es sich um allergische Rhinokonjunktivitiden, bei den anderen drei
Patienten konnte eine Herpes-Simplex-Virus-getriggerte Infektion nachgewiesen werden.
Das Symptom der ,schweren ophthalmologischen Infektionen” (Tabelle 5) steht fir

entziindliche Rekrudeszenzen von Keratokonjunktivitiden mit langwierigem Verlauf und



daraus resultierenden Folgeschaden und trat bei 55 % (n = 6) der Patienten auf. Bei den
Patienten ID#1 und ID#5, zeigten sich auffillige Ahnlichkeiten dieser ophthalmologischen
Infektionen sowohl hinsichtlich des klinischen Erscheinungsbildes als auch in Bezug auf den
Entziindungsverlauf und das Erregerspektrum. Patienten ID#1 und ID#5 entwickelten eine,
vermutlich Herpes-Simplex-Typ-1-getriggerte und bakteriell superinfizierte
Blepharokonjunktivitis, die im Verlauf auf die Haut des duBeren Auges Ubergreifend zu
pflaumengroBen tumorartigen Erscheinungen fiihrte (Abbildung 6). Patient ID#10
entwickelte eine schwere peripher ulzerative Keratitis mit massiver Stromaausdiinnung. Bei
Patientin ID#6 wurden eitrige Konjunktivitiden, Hordeola bis hin zu mit HSV superinfizierten
Lasionen der Augenwinkel und des Augenlides diagnostiziert.

Rezidivierende und ebenfalls durch Herpes-Simplex-Typ-1 hervorgerufene Keratitiden
flihrten bei der Patientin ID#11 zu einer ausgepragten Hornhautnarbe.

Eine Sepsis trat bei zwei von elf Patienten (18 %) auf. Patient ID#4 entwickelte eine Sepsis
hervorgerufen durch nicht weiter klassifizierte Salmonellen.

Neben einer durch Klebsiellen verursachten Sepsis kam es bei Patient ID#5 zusatzlich zu
einer Osteomyelitis der Tibia sowie zur Ausbildung eines Abszesses am Musculus iliopsoas.
Anhand von Tabelle 3 und Tabelle 4 wird das breite Spektrum sowohl viraler als auch
bakterieller Erreger bei DOCK8-HIES-Patienten demonstriert. Virale Infektionen wurden
hauptsachlich von Erregern der Herpes-Simplex-Gruppe verursacht und insgesamt bei 82 %
der DOCK8-HIES-Patienten mindestens einmal kultiviert. Bei allen DOCK8-HIES-Patienten liel3
sich Staphylokokkus aureus mindestens einmal im Rahmen einer Infektion nachweisen und
war somit der am haufigsten nachgewiesene bakterielle Erreger. Bei 36 % unserer DOCKS8-
HIES-Patienten wurde zusatzlich ein MRSA (Methicillin-resistenter Staphylokokkus aureus) in
Abstrichen der Haut sowie der Schleimhaut der oberen Atemwege nachgewiesen. Bei mehr
als der Halfte (54 %) unserer Patienten wurde Pseudomonas aeruginosa isoliert, primar in
Abstrichen der Gehorgangsmukosa. Enterokokkus-Spezies wurden mit einer Haufigkeit von
45 % aus Abstrichen der Haut, Abszessen sowie der oberen Atemwege isoliert.
Streptokokkus pneumoniae und Haemophilus influenzae wurden bei 27 % der DOCK8-HIES-
Patienten aus Schleimhaut der oberen Atemwege und Sputum isoliert.

Pilzinfektionen wurden bei DOCKS8-HIES-Patienten primar von Candida albicans

hervorgerufen, der bei zehn von elf Patienten (91 %) nachgewiesen werden konnte.



é DNA-Viren RNA-Viren Sprosspilze

5

§ HHV1|HHV2 | VZVR|HZMV[HHVE | HPV | MCV Rotavirus Candidalbicans

1 ja nein | nein | nein ja nein | nein nein ja

2 nein ja nein | nein | nein | nein | nein nein ja

3 ja nein ja nein | nein | nein | nein nein ja

4 nein | nein | nein | nein | nein | nein | nein ja ja

5 ja ja ja nein | nein | nein ja nein ja

6 ja nein | nein ja nein | nein ja nein ja

7 ja nein ja nein | nein ja ja nein ja

8 ja nein | nein | nein | nein | nein ja nein ja

9 ja nein ja nein ja nein ja ja ja

10 ja nein | nein | nein | nein | nein | nein nein ja

11 ja nein | nein | nein | nein | nein | nein nein nein

Anzahlpositive/Q

Gesa?ntzahl / 9/11 | 2/11 | 4/11 | 1/11 | 2/11 | 1/11 | 5/11 2/11 10/11
HaLi::thIi 82 | 18 | 36 | 9 [ 18| 9 | 46 18 91

Tabelle 3: Virale Infektionen und Pilzinfektionen von DOCK8-HIES-Patienten

HHV 1 = Humaner Herpes Simplex Virus 1; HHV 2 = Humaner Herpes Simplex Virus 2; VZV = Varizella Zoster Virus;

HZMV = Humaner Zytomegalie Virus; HHV6 = Humaner Herpes Virus 6 (Roseolovirus); HPV = Humaner Papilloma Virus,
MCV = Molluscum Contagiosum Virus

Erreger, welche nur in der DOCK8-HIES-Gruppe nachgewiesen wurden, sind grau hinterlegt dargestellt.
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Neben der stark ausgepradgten atopischen Dermatitis traten zusatzlich Asthma bei 73 % (n =
7/11) und Allergien beispielsweise in Form einer Rhinitis allergica und / oder einer
Hypersensibilitat gegenliber Nahrungsmittlen und / oder Tierhaaren, Hausstaub sowie Latex
bei 100 % (n = 11/11) der Patienten als Symptome des atopischen Formenkreises auf. Bei
drei von elf Patienten (37 %) kam es zu neurologischer Symptomatik, welche als
Hemiparesen, Infektionen, Krampfleiden oder intrazerebrale Blutungen in Erscheinung trat.
Bei Patient ID#1 handelte es sich um einen zweimalig aufgetretenen tonisch-klonischen
Krampfanfall mit computertomographisch nachgewiesenen Hirnédemzeichen und kleineren
Einblutungen. Des Weiteren entwickelte sich eine zunehmende muskuldre Hypotonie, die in
eine linksseitige Hemiparese liberging, welche sich im Verlauf vollstandig zurilickbildete. Im
Schadel-MRT zeigte sich vor allem okzipital eine Leukenzephalopathie, vereinbar mit einer
Vaskulitis.

Weitere das ZNS betreffende Auffalligkeiten fanden sich bei Patientin ID#9 und duRBerten
sich in einer rechtsseitig peripheren Fazialisparese, welche innerhalb von sechs Wochen in
vollstandige Remission Uberging. Einen Anhaltspunkt fiir eine intrazerebrale Genese gab es
nicht, man vermutete einen Zusammenhang mit den bei der Patientin rezidivierend
aufgetretenen Mittelohrentziindungen.

Bei Patientin ID#8 entwickelte sich eine armbetonte rechtsseitige Hemiparese inklusive einer
zentralen Fazialisparese. Magnetresonanztomographisch wurde eine zerebrale Vaskulitis (A.
cerebri media) als wahrscheinlichste Ursache angegeben. Im Alter von 16 Jahren wurde bei
dieser Patientin zusatzlich ein Plattenepithelzellkarzinom im Genitalbereich festgestellt.
2008, ein halbes Jahr nach Diagnosestellung erlag das Madchen dem schweren Verlauf ihrer
Erkrankung. Sie war die einzige Patientin unserer Kohorte, bei der ein Malignom festgestellt
wurde.

Bei 45 % der Patienten (n= 5/11) lieR sich eine benigne tumorartige Mukosaproliferation
feststellen. Bei den Patienten ID#1, ID#5 und ID#6 hatte der Tumor seinen Ursprung an der
Innenseite des Augenlides, bei den Patienten ID#7 und ID#11 an der Mundschleimhaut
(Abbildung 6).

Autoimmunerkrankungen im weiteren Sinne wurden lediglich bei einer Patientin (ID#1) in
Form einer autoimmunhidmolytischen Anidmie festgestellt. Uber die Frage der
moglicherweise autoimmunen Genese der zerebralen Vaskulitis von Patientin ID#8 lasst sich

diskutieren.



Ergebnisse

Die Patienten entwickelten sich korperlich und geistig tGberwiegend normal. Allerdings
zeigten 55 % der Patienten (n = 6/11) ein von der 3. Perzentile abweichendes vermindertes
Wachstum.

Bei vier von elf Patienten wurde ein NIH-Score (Abbildung 2) von Gber 40 Punkten erreicht.
Fur sechs von elf der DOCK8-HIES-Patienten lielen sich Werte zwischen 32 und 39 Punkten

errechnen. Daraus ergab sich ein Scoremittelwert von 39,7 Punkten.

Abbildung 6: Klinische Symptomatik DOCK8-HIES-Patienten

As-As: HSV-getriggerte, tumordse Raumforderung in verschiedenen Stadien: A;: Anfangsstadium, A,: Exazerbation, As: nach
IFN-0-(2b) Therapie; B: Mukosaproliferation unklarer Genese, Wangeninnenseite; C: MCV-typische Dellwarzen im Hals-,
Thoraxbereich; D: typisches Erscheinungsbild der Haut hier beispielhaft am Handriicken dargestellt;
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Tabelle 5: Klinische Daten DOCK8-HIES-Patienten

k. A.: keine Angaben



3.4.2 Klinik DOCK8-Wildtyp-Patienten

Als HIES-Erstverdachtssymptome zeigten sich bei 86 % der Patienten (n = 12/14) ein Ekzem,
bei 100 % der Patienten (n = 14/14) eine Eosinophilie und ebenso bei 93 % der Patienten (n =
13/14) ein IgE > 500 IU/ml.

Mindestens eine Pneumonie lieB sich bei 64 % (n = 9/14), mehr als eine bei 50 % der
Patienten feststellen. Acht von 14 Patienten (57 %) entwickelten rezidivierende
Bronchitiden. Infektionen des oberen Respirationstraktes prasentierten sich bei 14 % der
Patienten als Otitis externa, bei 57 % (n = 8/14) als einmalige, bei 43 % der Patienten als
rezidivierende Otitis media. Bei zwei von 14 Patienten (14 %) wurde einmalig eine Sinusitis
diagnostiziert.

Hinsichtlich der ophthalmologischen Befunde zeigten sich bei drei von 14 Patienten (21 %)
Konjunktivitiden und Keratitiden in starker bis sehr starker Auspragung. Patient ID#17
entwickelte rezidivierende Keratitiden, welche stationdare Aufenthalte notwendig machten,
ebenso Patient ID#19, bei welchem einmalig eine die Situation komplizierende
Orbitaphlegmone entstand. Bei Patientin ID#18 kam es auf Grund der Aggressivitat der
Infektionen sowie der haufigen Rezidive zu bleibenden Schaden in Form einer
Hornhautnarbe des rechten Auges.

Die bei Patient ID#20 dokumentierte Sepsis wurde durch B-Streptokokken im
Neugeborenenalter hervorgerufen.

Die Tabellen 6 und 7 zeigen die Erregerverteilung hinsichtlich viraler, bakterieller und
fungaler Infektionen bei den DOCKS8-Wildtyp-Patienten. Bei 58 % der DOCK8-Wildtyp-
Gruppe lieRen sich mindestens einmal Viren der Herpes-simplex-Gruppe nachweisen. Als
haufigster bakterieller Erreger wurde, wie auch in der DOCK8-HIES-Gruppe, Staphylokokkus
aureus identifiziert, der bei 64 % der DOCK8-Wildtyp-Patienten mindestens einmal
ursachlich fur eine Infektion war. Pilzinfektionen, hervorgerufen durch Candida albicans

wurden bei finf von 14 Patienten (36 %) nachgewiesen.



% DNA-Viren RNA-Viren Sprosspilze
c
2@
E HHV1| VzV | EBV |HHV6|HHV7E MCV Norovirus Parainfluenza |Influenzavirus@\3 RSV Candidat@lbicansk
12 ja nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein ja
13 ja nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein nein
14 nein ja ja nein | nein ja nein nein nein nein nein
15 nein [ nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein nein
16 nein | nein | nein | nein | nein | nein ja nein nein nein ja
17 nein ja nein | nein | nein | nein nein nein nein nein nein
18 ja nein ja ja nein | nein nein nein nein nein ja
19 ja nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein nein
20 nein [ nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein nein
21 ja nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein nein
22 ja nein | nein ja ja nein ja ja ja ja ja
23 kB | kA, [ kA | kA | kBEA. | kB k.. k.. k.. k.. k.BA\.
24 nein [ nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein nein
25 nein [ nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein ja
26 ja nein | nein | nein | nein | nein nein nein nein nein nein

Anzahlpositive/q - 04 | 5114 | 2/14 | 2/14 | 1714 | 1714 2/14 1/14 1/14 1/14 5/14

Gesamtzahl

HaL‘::ZE;’E o | 14 | 14| 15| 7 | 7 14 7 7 7 36

Tabelle 6: Virale Infektionen und Pilzinfektionen der DOCK8-Wildtyp-Patienten

HHV 1 = Humaner Herpes Simplex Virus 1; VZV = Varizella Zoster Virus; EBV = Epstein-Barr Virus;

HZMV = Humaner Zytomegalie Virus; HHV6 = Humaner Herpes Virus 6 (Roseolovirus); HHV7 = Humaner Herpes Virus 7
(Roseolovirus); MCV = Molluscum Contagiosum Virus; RSV = Respiratory Syncytical Virus

Erreger, welche nur in der DOCK8-Wildtyp-Gruppe nachgewiesen wurden, sind grau hinterlegt dargestellt.
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AnzahIpositive/
G tzahl 8/14|4/14|2/14|2/14|2/14|1/14| 1/14|3/14|1/14(4/14(3/14|2/14|1/14|1/14|1/14|1/14|1/14|1/14|1/14|1/14|1/14
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Haufigkeit®6

Tabelle 7: Bakterielle Infektionen DOCK8-Wildtyp-Patienten

spp. = species pluralis; GroBbuchstaben in Klammern beschreiben die Lancefield-Klassifikation;
Erreger, welche nur in der DOCK8-Wildtyp-Gruppe nachgewiesen wurden, sind grau hinterlegt dargestellt.



Die fur Atopiker klassischen Symptome Asthma und Allergien zeigten sich bei 43 % (n = 6/14)
und 85 % (n = 11/13) der Patienten der DOCK8-Wildtyp-Kohorte.

Ein superinfiziertes Ekzem wurde bei 50 %, Abszesse der Haut bei 14 % der Patienten
diagnostiziert.

Als ZNS-spezifische Auffalligkeiten sind eine Post-Zoster-Neuralgie bei Patient ID#17 zu
erganzen sowie eine Meningitis bei Patient ID#20. Ebenso wurde bei diesem Patienten eine
unklare Raumforderung kaudal des Chiasma opticum sowie eine Erweiterung der
Hinterhorner beider Seitenventrikel ohne Hirndruckzeichen festgestellt.
Autoimmunerkrankungen bzw. Vaskulitiden wurden bei keinem der Patienten dieser
Kohorte nachgewiesen.

Abgesehen von einer Verminderung des Wachstums (Abfall unterhalb der 3. Perzentile),
welche bei 21 % der DOCK8-Wildtyp-Patienten dokumentiert wurde, entwickelten sich die
Patienten korperlich und geistig Giberwiegend normal.

Es wurden in der Gruppe der DOCK8-Wildtyp-Patienten NIH-Score-Werte errechnet, die

zwischen sechs und 46 Punkten lagen. Daraus ergab sich ein Mittelwert von 27,5 Punkten.
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k. A.: keine Angaben



Ergebnisse

3.4.3 Vergleich Klinik DOCK8-HIES-Patienten vs. DOCK8-Wildtyp-Patienten
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3.5 Laborchemische Definition eines immunologischen Phanotyps

3.5.1 Immunologische Ergebnisse

3.5.1.1 Differentialblutbild

Zur Berechnung der Lymphozytenzellzahlen wurde jeweils die aktuellste Messung
herangezogen. Abbildungen 8 sowie 11-13 zeigen neben den aktuellsten Messwerten
zusatzliche Werte zu unterschiedlichen Zeitpunkten fiir DOCK8-HIES-Patienten.

Die Lymphozytengesamtzellzahl zeigte sich in der Gruppe der DOCK8-HIES-Patienten bei
neun von elf Patienten (82 %) mit einem Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SA) von
1,192 + 0,511 x 103 Zellen/ul signifikant vermindert. In der Gruppe der DOCKS8-Wildtyp-
Patienten traf dies fir drei von 15 Patienten (20 %) zu, es konnte ein Mittelwert (£ SA) von
2,860 (+ 1,454) x 103 Zellen/ul ermittelt werden.

Eine Eosinophilie lag bei allen Patienten beider Gruppen vor. In der Kohorte der DOCKS8-
HIES-Patienten wurden Werte zwischen 0,693 und 27,120 x 103 Zellen/ul gemessen was
einen Mittelwert (+ SA) von 7,446 (+ 7,143) x 103 Zellen/ul ergab. DOCK8-Wildtyp-Patienten
zeigten quantitative Messwerte eosinophiler Granulozyten in einem Bereich zwischen 0,305
und 13,770 x 103 Zellen/ul, woraus sich ein Mittelwert (£ SA) von 3,92 (+ 4,263) x 103
Zellen/ul berechnen lieR (Tabelle 9, Seite 46; Abbildung 8).

Die Anzahl der basophilen und neutrophilen Granulozyten erwies sich in beiden Gruppen als

unauffallig.
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Abbildung 8: graphische Darstellung laborchemisch ermittelter Werte von DOCK8-HIES-Patienten

Leuko-, und Lymphozytensubgruppen der DOCKS8-HIES-Kohorte (#1-10). Die gelblich unterlegten Bereiche stellen die
Normwerte dar (0-19 Jahre: 10.-90. Perzentile [62], 19-25 Jahre 2,5.-97,5. Perzentile [63]).
Die Graphiken zeigen alle von uns erhobenen Werte bzw. Mehrfachmessungen zu verschiedenen Zeitpunkten.

3.5.1.2 Erweiterte Lymphozytendiagnostik: Differenzierung und Funktion
Bei den DOCK8-HIES-Patienten liel} sich eine Verminderung der gesamten T-Zellen (CD3") bei

zehn von elf Patienten (91 %) feststellen. CD4*-T-Zellen und CD8*-T-Zellen zeigten bei neun
von elf Patienten dieser Gruppe erniedrigte Werte. Die Zellzahlen dieser drei Subgruppen
zeigten einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Zellzahlen der Patienten der
DOCK8-Wildtyp-Kohorte (Tabelle 9, Seite 46). Vier von 14 Patienten der DOCK8-Wildtyp-
Kohorte zeigten fir CD3*-T-Zellen Werte auRerhalb des Normbereichs. Je zwei von 14
DOCK8-Wildtyp Patienten zeigten Verminderungen der T-Helfer (CD4%)-, und der
zytotoxischen T-Zellen (CD8*).

Des Weiteren wurden CD8*-T-Lymphozyten hinsichtlich lhres Apoptose ausldsenden
Potentials untersucht. Neben dem prozentualen Anteil an CD8*-Zellen aus der Gesamtheit
an Lymphozyten wurde bei Patienten und Kontrollen der Anteil an Perforin und Granzyme B
exprimierenden Zellen gemessen. Ein signifikanter Unterschied zwischen DOCK8-HIES-
Patienten und Kontrollen konnte jedoch unter anderem auf Grund der geringen Anzahl an

Messungen nicht ermittelt werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Perforin/Granzyme B positive CD8*-Zellen

Gezeigt wird der prozentuale Anteil Perforin/Granzyme B positiver CD8*-Zellen von DOCK8-HIES-Patienten, DOCK8-Wildtyp-
Patienten und Kontrollen.

Zusatzlich wurden Lymphozyten in vitro mit Mitogenen unterschiedlicher Art und Dosierung
sowie mit Antigenen stimuliert und deren Quantifizierung gemessen. Es zeigte sich bei 64 %
(n = 7/11) der DOCKS8-HIES-Patienten eine verminderte Reaktion auf mindestens eines der
Mitogenstimulantien. 86 % dieser Patienten (n = 6/7) reagierten auf das Mitogen
Staphylokokkus aureus Cowan | (SAC) 0,001 % im Vergleich zu gesunden Kontrollen
reduziert, 71 % zeigten auf die Stimulation mit Phytohaemagglutinin (PHA) 0,1 pg/ml und 57
% auf Pokeweed mitogen (PWM = Kermesbeere) 10 pg/ml verminderte Reaktionen
(Abbildung 10). Signifikante Unterschiede zwischen DOCK8-HIES-Patienten und Kontrollen
lieRen sich fur die Mitogene PHA 0,1 pug/ml sowie fiir Concanavalin A (CON A) 5 ug/ml mit p-
Werten £ 0,01 berechnen.

Eine reduzierte Antwort auf Stimulation mit einem Antigen, das sich aus Tetanus- und
Diphtherie-Anteilen zusammensetzt, zeigte sich bei vier von elf und eine fehlende Antwort
bei finf von elf der DOCK8-HIES-Patienten. Insgesamt lieR sich hier ein signifikanter
Unterschied (p-Werten < 0,0001) zwischen Patienten und Kontrollen darstellen (Abbildung
10). Bei keinem der hinsichtlich Lymphozytenstimulationsfahigkeit untersuchten DOCKS8-
Wildtyp-Patienten (n = 11) erwies sich die Zellproliferation auf Mitogene als vermindert,
beziglich der Antigene wurde hier bei drei von elf Patienten (27 %) eine verminderte
Reaktion festgestellt.

Des Weiteren zeigte sich bei mehr als der Halfte (n = 7/10) der DOCK8-HIES-Patienten eine

prozentual erhohte Anzahl an HLA-DR*-Lymphozyten und aktivierten T-Lymphozyten (HLA-



DR*-CD3*-Zellen) (Abbildung 11). In der DOCK8-Wildtyp-Kohorte wurde dies nur bei 27 % (n
= 3/11) der Patienten festgestellt. Mit einem Mittelwert (+ SA) von 0,575 (+ 0.268) x 103
Zellen/ul fur HLA-DR*-Lymphozyten und einem Mittelwert (+ SA) von 0,133 (+ 0,087) x 103
Zellen/ul fur HLA-DR*-CD3*-Zellen konnten jedoch fir diese Zellsubgruppen keine

signifikanten Unterschiede ermittelt werden.
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Abbildung 10: Darstellung Lymphozytenstimulation bei DOCK8-HIES-Patienten und Kontrollen

Bei der Quantifizierung der Lymphozyten nach Stimulation wird bei DOCK8-HIES-Patienten eine signifikant reduzierte
Antwort auf die Mitogene PHA 0,1 pug/ml und Concanavalin A (CON A) 5 pug/ml mit p-Werten < 0,01 sowie auf das Antigen
mit p-Werten < 0,0001 ersichtlich.

PHA = Phytohaemagglutinin, OKT3 = Muromonab CD3 Antikérper, CON A = Concanavalin A, PWM = Pokeweed mitogen,
SAC = Staphylokokkus aureus Cowan |
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Abbildung 11: graphische Darstellung laborchemisch ermittelter Werte von DOCK8-HIES-Patienten
Leuko-, und Lymphozytensubgruppen der DOCKS8-HIES-Kohorte (#1-10). Die gelblich unterlegten Bereiche stellen die

Normwerte dar (0-19 Jahre: 10.-90. Perzentile [62], 19-25 Jahre 2,5.-97,5. Perzentile [63]).

Die Graphiken zeigen alle erhobenen Werte bzw. Mehrfachmessungen zu verschiedenen Zeitpunkten.

Im Hinblick auf die vom Thymus abhangige T-Zell-Reifung wurde die Anzahl der Recent
Thymic Emigrants (RTE) bestimmt, um somit eine quantitative Aussage beziiglich naiver T-
Zellen machen und Riickschliisse auf die Funktionsfdhigkeit des Thymus ziehen zu kénnen. Es
zeigte sich hierbei eine Verminderung der Zellzahl bei drei von sieben Patienten der DOCK8-
HIES-Kohorte und bei einem von sieben DOCK8-Wildtyp-Patienten.

Die Anzahl der regulatorischen T-Zellen, untersucht anhand CD4*CD25*FOXP3-Koexpression,
ergab in der Gruppe der DOCKS8-HIES-Patienten (n = 5) sowie in der Gruppe der DOCKS-
Wildtyp-Patienten (n = 4) unauffillige Messwerte ohne signifikanten Unterschied zwischen
beiden Kohorten und im Vergleich mit gesunden Kontrollen. Fiir die DOCK8-HIES-Patienten

lieR sich ein Mittelwert (+ SA) von 7,238 (+ 2,847) % an CD4* CD25* FOXP3 koexprimierenden



Zellen ermitteln, in der DOCK8-Wildtyp-Gruppe ergab sich ein Mittelwert (+ SA) von 6,417 (+
1,805) % bei einem Normwert von > 1 %.

Die B-Lymphozytengesamtzahl war bei zehn von elf Patienten der DOCK8-HIES-Gruppe und
bei allen Patienten der DOCK8-Wildtyp-Gruppe innerhalb des Normbereichs, ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kohorten konnte nicht festgestellt werden
(Tabelle 9, Abbildung 12). Hinsichtlich der B-Lymphozyten-Subpopulationen zeigte sich in der
DOCKS8-HIES-Gruppe eine signifikante Verminderung der B-Gedachtniszellen (CD19*CD27%),
vor allem die ,Switched B-Gedachtniszellen” waren deutlich unterhalb des Normbereiches
(Tabelle 9).

Zellzahlen unterhalb der Norm zeigten sich bei den natlrlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) bei
finf von elf Patienten (45 %) der gesicherten AR-HIES Kohorte sowie bei einem von 14
Patienten (7 %) in der Wildtyp-Gruppe. Aus den erhobenen Werten liel8 sich ein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Kohorten ermitteln (Tabelle 9, Abbildung 12).

Zell CD-Klassifikation DOCKS-HIE ST DOCKS-Wildt Wert signifikanter@
efen ) -wiidyp p-iverte Unterschied
[mean SDERAO*Zellen/l]

T-Zellen CcD3™® 0,670®m®d,329 2,157,163 0,000643 **

T-HelferZellen cD3'cD4™™ 0,401, 2447 1,2720D,760 0,001885 *x

ZytotoxischeT-Zellen cD3'cD8™ 0,226@M®,127 0,760,396 0,000412 **

NK-Zellen CD16°CD56" 0,123,082 0,302M,194 0,011497 *

B-Zellen cD19* 0,393&®,203 0,583@m®,401 0,181360 -

B-Gedachtniszellenl cp19'cp27t 0,011,005 0,043m@,031 0,010400 *

BwitchedB- . P

" . CD19°CD27'1gMIgD 0,003,002 0,012&m,007 0,009358 *
Gedachtniszellen

Eosinophilefranulozyten 7,446m7,143 3,703,263 0,122503 -

Tabelle 9: Zellzahlberechnung von DOCK8-HIES- und DOCK8-Wildtyp-Patienten

Dargestellt werden Mittelwerte (mean) und Standardabweichungen (SD) der Lypmphozytensubgruppen sowie eosinophiler
Granulozyten von DOCK8-HIES- und DOCK8-Wildtyp-Patienten. Ein p-Wert < 0,01 wurde als statistisch signifikant gewertet
(*p £0,01; **p < 0,001; *** p < 0,0001;).
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Abbildung 12: graphische Darstellung laborchemisch ermittelter Werte von DOCK8-HIES-Patienten

Leuko-, und Lymphozytensubgruppen der DOCK8 HIES Kohorte (#1-10). Die gelblich unterlegten Bereiche stellen die
Normwerte dar (0-19 Jahre: 10.-90. Perzentile [62], 19-25 Jahre 2,5.-97,5. Perzentile [63]).
Die Graphiken zeigen alle erhobenen Werte bzw. Mehrfachmessungen zu verschiedenen Zeitpunkten.
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3.5.1.3 Immunglobuline

Wie die Gesamtzellzahl der B-Lymphozyten zeigten sich auch die Werte der von diesen
produzierten Immunglobuline (IgG) als weitgehend im Normbereich liegend, ebenso die IgG-
Subgruppen. Nur vereinzelt fanden sich Werte aullerhalb des Normbereiches. Bei zwei von
zehn Patienten (18 %) der DOCK8-HIES-Gruppe lieRen sich erhohte Werte feststellen. Drei
von 13 Patienten (23 %) der DOCK8-Wildtyp-Gruppe zeigten verminderte, zwei Patienten (15
%) derselben Kohorte erhohte Werte fir das Gesamt-IgG. Eine Darstellung der 1gG-

Subgruppen zeigt Tabelle 10.

Kohorte lgG1 1 | 1gG1 | | 1gG2 1 | 1gG2 | | 1gG3 1 | 1gG3 | | 1gG4 | | 1gG4 |
DOCKS8-HIES % 30 % 0% 0% 20% 20 % 10 % 10 % 10 %
(n=10) (Anzahl/Gesamt) | (3/10) | (0/10) | (0/10) | (2/10) | (2/10) | (1/10) | (1/10) | (1/10)
DOCK8-Wildtyp % 25 % 8% 17 % 8% 25% 17 % 0% 17 %
(n=13) (Anzahl/Gesamt) | (3/12) | (1/12) | (2/12) | (1/12) | (3/12) | (2/12) | (0/12) | (2/12)

Tabelle 10: IgG-Subgruppen von DOCK8-HIES-Patienten im Vergleich zu DOCK8-Wildtyp-Patienten

Zur Analyse herangezogene Normwerte stammen von Schauer et al. [64]. Alle in diese Analyse miteinbezogenen Werte
wurden erhoben, bevor eine intravendse Immunglobulinsubstitution stattgefunden hat.

Flr die statistische Auswertung der Immunglobuline wurden fiir IgA und IgG die jeweils
aktuellsten Werte herangezogen, fiir IgE der hochste sowie fiir IgM der niedrigste Messwert.
IgA zeigte sich bei fiinf von 11 Patienten (46 %) der DOCK8-HIES-Patienten und bei zwei von
14 Patienten der DOCK8-Wildtyp-Gruppe erhoht. Ein signifikanter Unterschied der beiden
Kohorten liel8 sich nicht feststellen. IgM hingegen waren bei 73 % der Patienten der AR-HIES-
Gruppe mit einem Mittelwert (+ SA) von 32,9 (+ 31) mg/dl erniedrigt. Verminderte Werte fur
IgM zeigten sich in der DOCK8-Wildtyp-Kohorte bei 21 % der Patienten (n = 3/14). IgE-Werte
waren bei den DOCK8-HIES-Patienten stark bis sehr stark erhéht und lagen in einem Bereich
von 2.534 - 62.429 mg/dl. Abgesehen von zwei Patienten der DOCK8-Wildtyp-Kohorte, bei
welchen hochnormale IgE-Werte (bis zu 777 IU/ml) gemessen wurden, konnten auch hier
sehr hohe IgE-Werte mit Spitzen von bis zu 59.400 IU/ml nachgewiesen werden (Tabelle 11,
Abbildung 13).



signifikanter

DOCKS8-HIESE DOCK8-Wildtypl p-Werte Unterschied
[mean SD]

IgEFIU/mI] 26012,722[6294,87 12348274861 0,043080 -
IgMBEmg/dl] 32,88@30,51 88,28@%7,39 0,010708 *
IgA@mg/dl] 158,5354,82 137,46@19,45 0,617864 -
1gGAmg/dI] 1166,8@@295,255 849,86®@97,35 0,052980 -

Tabelle 11: Berechnung zu den Serum-Immunglobulinen von DOCK8-HIES- und DOCK8-Wildtyp-Patienten

Dargestellt werden Mittelwerte (mean) und Standardabweichungen (SD) der Immunglobuline in mg/dl bzw. 1U/I fir IgE von
DOCKS8-HIES- und DOCK8-Wildtyp-Patienten. P-Werte < 0,01 wurden als statistisch signifikant gewertet (*p < 0,01).
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Abbildung 13: graphische Darstellung larborchemisch ermittelter Werte von DOCK8-HIES-Patienten

Absolutwerte der Immunglobuline IgE, IgA, IgG und IgM der DOCK8-HIES-Patienten. Die gelblich unterlegten Bereiche
entsprechen den Normwerten und sind fiir IgE und IgM mit der zweifachen Standardabweichung ober- und unterhalb des
Mittelwertes, sowie fur IgG und IgA im 95 %-Referenzintervall angegeben [65-68].

Die Graphiken zeigen alle erhobenen Werte bzw. Mehrfachmessungen zu verschiedenen Zeitpunkten.



3.5.1.4 Spezifische Antikorper

Die Antikérperantwort auf die spezifischen Antigene Hamophilus influenzae,
Pneumokokken, Diphtherie- und Tetanus-Antigen wurde fir Patienten beider Kohorten
analysiert und in den Tabellen 12 und 13 dargestellt.

In der Gruppe der DOCK8-HIES-Patienten zeigte sich, dass bei 89 % der Patienten (n = 8/9)
kein Impfschutz oder ein fraglicher Impfschutz fliir mindestens drei der Erreger, gegen die
immunisiert wurde, bestand. In der DOCK8-Wildtyp-Kohorte handelte es sich hierbei um finf
von 13 Patienten (38 %). Analysiert man Tabelle 12 in horizontaler Ebene, so zeigt sich, dass
die Immunantwort auf Diphtherietoxin durchschnittlich die beste, die auf Haemophilus

influenzae Polysaccharid die geringste Immunantwort hervorrief.
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3.5.1.5 Granulozytenfunktion

Zum  Ausschluss einer septischen  Granulomatose (CDG), die auf einer
Granulozytendysfunktion basiert, wurde bei insgesamt 14 Patienten ein Dihydrorhodamin-
Test (DHR-Test) durchgefiihrt und einheitlich Normalwerte festgestellt.

Um Granulozytendysfunktionen im weiteren Sinne auszuschlieRen, wurde deren Fahigkeit
zur Chemotaxis bei 4 DOCK8-HIES-Patienten untersucht und als vermindert festgestellt.
Messungen (n = 2) in der Gruppe der DOCK8-Wildtyp-Patienten erbrachten unauffillige
Werte.

3.5.1.6 TH17-Entwicklung

Um darzustellen inwieweit eine DOCK8-Defizienz Auswirkung auf Zahl und Funktion von IL-
17 produzierenden T-Zellen hat, wurde bei insgesamt 20 Patienten die Tn17-Zellzahl
bestimmt. Werte von > 0,2 % der CD4*-Zellen galten als normal. In der DOCK8-HIES-Gruppe
lieR sich ein Mittelwert (£ SA) von 0,8925 (+ 0,588) % gemessen an der Gesamt-T-Zellzahl
ermitteln. Nur bei Patient ID#11 aus der DOCK8-HIES-Gruppe wurde mit einem Anteil von
0,16 % an IL-17 produzierenden T-Zellen ein Wert kleiner als 0,2 % festgestellt (Abbildung
11, Seite 45). In der DOCK8-Wildtyp-Gruppe wurde bei keinem der elf getesteten Patienten
ein Wert < 0,2 % nachgewiesen, in dieser Kohorte wurde ein Mittelwert (= SA) von 0,934 (+

0,689) % berechnet.

3.5.1.7 pSTAT3-Phosphorylierung

Zur Analyse der Konsequenzen eines fehlenden oder nicht vollstandig vorhandenen DOCKS8-
Proteins flr die STAT3-Aktivierungskaskade, wurden PBMCs in vitro mit Interleukin-6 (IL-6)
und Interleukin-10 (IL-10) stimuliert und intrazelluldr phosphoryliertes STAT3-Protein
(pSTAT3) gemessen. Weder zwischen den beiden Kohorten noch der Vergleich mit einer

gesunden Kontrollgruppe erbrachte signifikante Unterschiede (Tabelle 14, Abbildung 14).



DOCK8-HIES-Patientend DOCK8-Wildtyp-Patienten?
Kontrollen@
(nE=E) (nEB)
PBMCsh2
. i 3,79m®,36 4,712R2,84 4,612A,58
unstimuliert
M F | EEFEEEREEEE}
1,013®D,59 1,05@,25 1,52@3,19
PBMCsBEAL-6
DOCK8-HIES-Patientend DOCK8-Wildtyp-Patienten? Kontroll
ontrollent
(nZ:B) (nZ3)
(Wil lkidiidiiaiiil
1,99a,22 1,66@0,18 1,80@0,17
PBMCsBAL-10

Tabelle 14: pSTAT3-Stimulation von DOCK8-HIES-Patienten, DOCK8-Wildtyp-Patienten und Kontrollen

Anteil unstimulierter PBMCS (Mittelwerte und Standardabweichungen aus unabhangigen FACS-Analysen) sowie Angabe der

zugehdrigen mittleren Fluoreszenzintensi
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Abbildung 14: pSTAT3 bei DOCK8-HIES, DOCK8-Wildtyp und Kontrollen
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Gezeigt werden die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von mit Interleukin-6 und Interleukin-10 stimulierten PBMCs von
Patienten und Kontrollen inklusive des Median. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.



3.5.2 Klinische Chemie

3.5.2.1 Insulin like Growth Factor-1 (IGF-1), Binding Protein 3 (BP-3)

Die laborchemische Bestimmung von IGF-1 und BP-3 erfolgte zum Ausschluss eines durch
Wachstumshormonmangel bedingten Minderwuchses. Bei 57 % (n = 4/7) der Patienten
zeigten sich Normwerte sowohl fir IGF-1 als auch flir BP-3. Bei zwei Patienten zeigte sich
eine solitdre IGF-1-Reduktion, und bei einem Patienten (ID#10) waren sowohl IGF-1 als auch
BP-3 vermindert. In der DOCK8-Wildtyp-Kohorte wurden bei fiinf Patienten Messungen
durchgefihrt. Lediglich bei einem Patienten lieR sich ein verminderter Wert fir IGF-1

feststellen.

3.5.2.2 Antinukledre Antikorper (ANA)

Der Nachweis von Autoantikdrpern zum Ausschluss von pathogenen Reaktionen
autoimmuner Genese wurde bei neun von elf der DOCK8-HIES-Patienten durchgefiihrt. Bei
67 % der Patienten ergaben sich positive Testergebnisse die in einem Bereich von 1:60 und
1:240 lagen. Von insgesamt acht ANA-Bestimmungen in der DOCK8-Wildtyp-Gruppe war die

Halfte positiv, Antikdrpertiter lagen in einem Bereich von 1:100 - 1:480.



Das Ziel dieser Studie war es Moglichkeiten aufzuzeigen, DOCK8-HIES-Patienten anhand
ihrer klinischen Symptomatik und laborchemischer Parameter von anderen priméaren
Immundefekten mit &dhnlichem klinischen Erscheinungsbild, sowie von Patienten mit
atopischer Dermatitis zu unterscheiden. DOCK8-HIES-Symptome sind vielfaltig, nicht nur flr
dieses Krankheitsbild charakteristisch und ergeben oftmals erst in Zusammenschau aller
Befunde ein schlissiges Bild. Daraus resultiert die Schwierigkeit der Diagnosestellung.

Die klinische Analyse der Studienpatienten orientierte sich an schon zuvor bekannten fiir
DOCKS8-HIES charakteristischen Symptomen und setzte sich zum Ziel, diese fiir unsere
Kohorte zu untermauern und zu spezifizieren sowie das Spektrum an Symptomen

gegebenenfalls zu erweitern.

4.1 Mutationsanalyse

Auf Publikationen im Jahr 2009 [27, 28], welche erstmals Mutationen im DOCK8-Gen als
Ursache fir die autosomal rezessive Form des Hyper-IgE-Syndroms beschrieben, folgten funf
weitere Veroffentlichungen [60, 69-71], die sich mit DOCK8-Mutationen und deren
klinischen Auswirkungen befassten (Tabelle 16a-c). Das menschliche DOCK8-Gen befindet
sich auf Chromosom 9p24.3, hat eine Lange von ca. 250 kb und besteht, abhangig von der
Isoform, aus 46-48 Exons [72].

Es wurden bis zur Fertigstellung dieser Arbeit 62 Patienten aus 41 Familien mit DOCKS-
Defizienz beschrieben [27, 28, 60, 69, 70]. Insgesamt konnten 41 unterschiedliche
homozygote oder compound heterozygote Mutationen identifiziert werden (Tabelle 15) und
sind wie folgt aufgeteilt: Hinsichtlich der homozygoten Mutationen handelt es sich bei 19
davon um grofde Deletionen, bei 3 um Deletionen einzelner Exons bzw. um Mutationen
einzelner Basen innerhalb eines Exons. 16 weitere Mutationen sind Punktmutationen, von
denen sich 4 in der splice site befinden und zu out of frame nonsense-Mutationen sowie zu
in frame nonsense-Mutationen fiihren. Bei den drei beschriebenen compound
heterozygoten-Mutationen handelt es sich sowohl um Punktmutationen als auch um groRe
Deletionen. Die genetischen Veranderungen von sechs Patienten unserer Kohorte (#1-#5,
#9) wurden in den vergangenen Jahren schon beschrieben [27, 59, 60], vier zusatzliche

Mutationen lielSen sich im Zuge dieser Studie detektieren.



Bei diesen von uns zusatzlich nachgewiesenen Mutationen handelt es sich um drei groRe
Deletionen, die zu einem Verlust von Exon 1-19 (ID#8), Exon 1-2 (ID#10) und Exon 1-26
(ID#11) fuhrten, sowie um eine Deletion von zwei Basenpaaren in Exon 8 bei den Patienten
ID#6 und ID#7. Der Exonverlust bei den Patienten ID#8 und ID#11 schlie3t die DHR1-Domane
mit ein, die Mutationen der Patienten ID#6, ID#7, ID#10 betreffen keine der beiden
Domanen (Abbildung 5).

Die bis heute entdeckten groBen Deletionen betreffen mitunter tber das DOCK8-Gen
hinausgehende Abschnitte des Chromosoms 9p. Hierzu gehort C9orf66, ein offener
Leserahmen, FAM 138C, ein nicht codierendes RNA-Gen, sowie FOXD4, ein
Transkriptionsfaktor, und CBWD (Abbildung 5). Auch die groRen Deletionen unserer Kohorte
haben ihren Ursprung proximal von Exon 1.

Fiir 17 der in der Literatur beschriebenen Mutationen wurden Westernblot-Analysen
durchgefiihrt, bei keinem der getesteten Patienten konnte ein Protein nachgewiesen
werden. Verantwortlich hierfiir ist in vielen Fallen vermutlich der nonsense mediated decay,
ein intrazellularer Kontrollmechanismus, der fir eukaryotische Zellen beschrieben wurde
und dazu fiihrt, mRNAs mit vorzeitigen Stop Codons, entstanden durch Mutationen, zu
erkennen und diese abzubauen. Dies soll verhindern, dass unvollstindige und somit
moglicherwiese fiir den Organismus schadliche Proteine synthetisiert werden [73]. Auch in
unserer Kohorte zeigte sich, dass nur die Mutation der Patienten ID#1-3 nicht zu einem
Verlust des DOCK8-Proteins fiihrt.

Eine Korrelation zwischen AusmalR der Deletion oder Lokalisation der verschiedenen
Mutationen und klinischem Erscheinungsbild konnte bei unseren Patienten nicht festgestellt

werden und wurde auch bei anderen DOCK8-HIES-Patienten nicht beschrieben.
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1 10-23 DEL PtA-14A) c.921_2765del 3085_922Ldel nein 1
1 5-24 DEL Pt2-16B) c.426_3017del 109A_972Kdel nein 1
- 5 PMT Pt3-16C) €.538-15[>G E180VfsX4 nein 1
- 10 PMT Pt®-1,-24D) ¢.1153@>T E385X nein 2
- 7 PMT Pt5-1,5-20E) C.745@>T R249X nein 2
- 5 PMT Pt®-10F) €.538-18@>G E180VfsX4 nein 1
PtB-1ZARHD11.40
homozygote®PMTE €.1214A>G, T N
12 1263 . . PtB-2EARHD11.5@ KA405R;&K473R nein 2 +1
crypticBpliceite A>G+EbpEelbosA33BEXA2
ARHD11.3
1,2 11-48 DEL ARHD14R-ADH#5 k.A 1 1
1 1-26 DEL ARHD15 k.A 1
1 1-25 DEL ARHD16 k.A 2
ARHD010.2ZAD#3@
homozygote@PMTANE .
- 25 . ) ARHD010.8AD#2 €.3120+1G>T V990_K1040del ja 4 3
splice@onor@ite
ARHD010.9AD#1
homozygote@PMTE
12 78 o ARHD12 ASTOSTOEXT K271stop KA. 1
prematurel@ermination
homozygoteBingled
- 46+ exonfeletion- ARHD13 kA, k.A. 2
frameshift-stop
homozygote@MTHNER
1 17 . . ARHDO8 splicef@cceptor@itefG > IVS16-1G>C nein 1
splicefcceptor@ite
homozygoteBingled
- 37 ARHO09 kA, nein 1
exonfeletion
XEB/4 DEL ARHDO1 k.BA. k.. 1
1 xm@5/26 DEL ARHDO02 kA, kA, 1
1 x@B2/33 DEL ARHDO3 k.BA. k.. 1
k.. k.BA. DEL ARHDO4 kA, kA, 1
1 x-26 DEL Patient2ZAD#9 chrom®&iel30.910-388.506 nein 1 1
A35,[A49,/A53,A54,k
- 1-5 DEL c.[1-?_404+2del] nein 2 6
A59,/A69
- 33 PMT A38 c.4070>A $1357* nein 1
- 2-12 DEL A44 c.54-?_1285+?del nein 1
1 1-23 DEL A52 c.1-?_2778+?del nein 1
F1(F1P1), [
2w PMT F2(F2P1/F2P2 2 €.56250T>G ¥1875x ki 7
P3),F3(F3P1,F3P2,8
F3p3);
FAAF4P1),F5(F5P1)E
2 40 PMT 44 c.5132>A S1711X kA, 1 2 1
homozygote@MTANE B
12 7 ) F13[F13P1) c.827+6@>Cl nein 1
splice@onor@ite
1 x-12 DEL F6,F7 codon209,111-228,227,A29%kbp nein 2
1,2 x-48+ DEL F10 codon209,111-%27,670,#19&bp k.. 1
8 DEL ID#6,AD#7 c.850_851delCT L284fsX292 nein 13 2
k.. k.A. PMT 1-1 €.24016G>C A746_5800del 1
k.. 36 PMT c.4698T>G Thr1566Xplus 2
2-1,2-2
k.. k.BA. PMT €2389A>G Val797Met
- 35 PTM 3-1,8-2 c.4339@>C Cys1447Arg 2
chrom9del@
- 19 DEL 4-1,3-2 2
(153,190_194,193)_(315,772_322,
1 1-19 DEL ID#8 nein 7 1
1-2 DEL ID#10 nein 1
1 1-26 DEL ID#11 nein 1

Tabelle 15: Vergleich Mutationsanalyse

Dargestellt werden alle bisher publizierten DOCK8-Mutationen sowie die zusatzlich im Rahmen dieser Arbeit detektierten
Mutationen (fett gedruckt); PMT = Punktmutation (rot), DEL = Deletion (blau), compound heterozygot (gruin); k. A. = keine
Angaben; ASR = Aminosduren; die rechts stehenden Zahlen geben an, wie viele Patienten in welchem Paper von dieser
Mutation betroffen sind; Patienten unserer Studie werden mit ID#1-11 angegeben;
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4.2 Klinik

Die Tabellen 16a-c (Seite 70, 71 und 77) zeigen die Symptomverteilung unserer DOCK8-HIES-
Patienten und vergleichen sie mit den Ergebnissen sechs weiterer Studien, die sich ebenfalls
mit der klinischen und immunologischen Symptomatik von DOCK8-HIES-Patienten befasst
haben und ihre Ergebnisse in dhnlicher Weise darstellten [20, 27, 28, 69-71] .

Patienten mit Verdacht auf ein Hyper-IgE-Syndrom (HIES) stellen sich primar meist mit einer
charakteristischen klinischen Trias vor: frihkindliches Ekzem, Eosinophilie und erhohtes
Serum IgE. Hierbei handelt es sich jedoch um Symptome, die nicht nur fiir HIES, sondern
auch flr Erkrankungen des atopischen Formenkreises oder andere Immundefekte
charakteristisch sind. So tritt dieser Symptomenkomplex auch bei 86 % unserer Wildtyp-
Kohorte auf und zwar in dhnlich hoher Haufigkeit wie in Wildtyp-Kohorten anderer Studien
[27, 69]. Nicht auRer Acht zu lassen ist die Tatsache, dass diese Trias Einschlusskriterien in
unserer Studie definiert, was die Haufigkeitsverteilung zusatzlich erklart.

Das Comel-Netherton-, das Wiskott-Aldrich-, das IPEX- oder das Omenn-Syndrom sind
ebenfalls primare Immundefekte die, wie auch eine atopische Dermatitis, primar tGber diese
Symptomentrias auffallen konnen [38-40, 74]. Ebenso kommt es bei all diesen Erkrankungen
zu Dysregulationen und Fehlfunktionen des Immunsystems, was sich vor allem in einer
erhohten Anfalligkeit flir verschiedenste Infektionen duBert. Das jeweilige Vollbild der
Erkrankung lasst sich jedoch erst im weiteren Verlauf und mitunter verzégert erkennen, was
fir den Auspragungsgrad des Erkrankungsbildes und die Therapiemoglichkeiten von Nachteil
sein kann. Umso wichtiger ist es die verschiedenen Erkrankungen so frih wie moglich
voneinander abzugrenzen.

Der NIH-Score (Abbildung 2), welcher zur vereinfachten Diagnosestellung des autosomal
dominanten HIES (STAT3-Mutation) entwickelt wurde, kann zwar zur Orientierung
herangezogen werden, ein DOCK8-HIES lasst sich damit jedoch nicht ausschlieBen. So zeigte
sich bei sechs von elf unserer Patienten ein Wert unterhalb des fiir HIES definierten ,,cut off”
von 40 Punkten. Dies ist vergleichbar mit den Zahlen der Literatur, in der fiir 20-90 % der

Patienten Werte < 40 angegeben wurden [27, 28, 69].

Wesentlich fiir DOCK8-HIES-Patienten ist das Auftreten von Symptomen des atopischen
Formenkreises. Erstmals wurden 2009 Symptome wie beispielsweise Hypersensibilitaten

gegeniber Nahrungsmitteln und Inhalationsallergenen, allergisches Asthma bis hin zur



Anaphylaxie beschrieben [28]. ,,Normale” Atopiker mit stark ausgepragtem Krankheitsbild
prasentieren sich diesbeziiglich mit einem dem DOCK8-HIES-Patienten sehr &hnlichen
Phanotyp. Ebenso wird flir Comel-Netherton und IPEX-Patienten wie auch fiir Patienten mit
Mutationen im PGM3-Gen das Auftreten einer atopischen Diathese beschrieben [12, 13, 40,
74]. Hinsichtlich der Hauterscheinungen sollten auch das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS)
sowie das Omenn-Syndrom bedacht werden. Die atopische Dermatitis prasentierte sich bei
allen Patienten der DOCK8-HIES-Gruppe als generalisiertes und stark ausgepragtes Ekzem,
wobei kein standardisiertes Instrument zur objektiven Beurteilung, weder in der Literatur
noch in unserer Studie, angewandt wurde. Das Ekzem bei DOCK8-Patienten wird in der
Literatur — anders als bei STAT3- HIES-Patienten — nicht streng als Neugeborenenekzem,
sondern als ein sich in der Kindheit entwickelndes definiert [75]. Die Beschreibungen
orientieren sich diesbeziiglich mehr an dem Schweregrad der Ausprdgung als am
Entstehungszeitpunkt. Dies wurde auch fir unsere Patienten so gehandhabt.

Anders verhalt es sich bezliglich der Hautsuperinfektionen bzw. Abszessausbildungen. Diese
lieRen sich mehr als doppelt so oft bei DOCK8-HIES-Patienten verglichen mit der DOCKS8-
Wildtyp Kohorte nachweisen. Es ist jedoch zu beachten, dass Hautsuperinfektionen von
Abszessen im eigentlichen Sinn auch in der Literatur nur teilweise differenziert werden, was
eine objektive Vergleichbarkeit nicht garantiert [28]. Wir mussten uns diesbeziglich auf
Angaben aus Arztbriefen oder mindlich weitergegebene Information verlassen, was
moglicherweise dazu fihrte, dass eine Abgrenzung zwischen superinfizierter Haut und
tatsachlichem Abszess nicht einheitlich beurteilt werden konnte. Dennoch verbleibt die
Haufigkeit bemerkenswert und vermittelt einen Eindruck von dem schweren
Auspragungsgrad der Hauterscheinungen von DOCK8-HIES-Patienten.

An der Haut zeigten sich in der DOCK8-HIES-Gruppe doppelt so haufig bakterielle Infektionen
verglichen mit der DOCK8-Wildtyp-Gruppe. Der sowohl in der Literatur [27, 28, 75] als auch
in unserer Kohorte am haufigsten nachgewiesene Erreger ist Staphylokokkus aureus (100 %).
Als zweithaufigster Erreger wurde bei mehr als der Halfte (54 %) unserer DOCK8-HIES-
Patienten Pseudomonas aeruginosa isoliert. Pseudomonaden werden als Erreger
opportunistischer Infektionen bezeichnet [76], gleichzeitig gelten sie als der zweithadufigste
Erreger der Otitis externa [77].

Insgesamt lieR sich im Rahmen unserer Studie eine Vielzahl von Erregern nachweisen, die

mitunter zwar selten sind, jedoch auch Teil der normalen Hautflora sein kdnnen. Neben



Staphylokokkus epidermidis und hominis, welche die Basis der Hautflora des Menschen
darstellen, werden auch Micrococcus spp., Corynebakterien, Brevibacterien,
Propionibakterien und Acinetobacter spp. regelmalig auf der Haut des Menschen
nachgewiesen [78, 79]. Staphylokokkus aureus und Streptokokkus pyogenes werden wie
auch Pseudomonaden oftmals voriibergehend beim gesunden Menschen als kolonisierende
Erreger gefunden und konnen beispielsweise bei immunsupprimierten Patienten als
Ausléser opportunistischer Infektionen eine Rolle spielen [80-82]. Der Nachweis von
Staphylokokkus aureus ist zudem bei Patienten mit atopischer Dermatitis keine Seltenheit,
kann gesunde wie auch betroffene Haut besiedeln und bis zu 80 % der Hautflora der
betroffenen Patienten ausmachen [79]. Ein Charakteristikum fir DOCKS8-HIES stellen
Hautsuperinfektionen mit Staphylokokkus aureus somit vermutlich nicht dar. Dies lasst sich
auch durch den dhnlich haufigen Nachweis dieses bakteriellen Erregers in Hautabstrichen
beider Kohorten veranschaulichen (67 % vs. 83 % in der DOCK8-Wildtyp-Gruppe). Alleine
durch den Nachweis der aufgefiihrten Keime lasst sich kein Riickschluss auf die tatsachliche
Pathogenitat ziehen.

Rezidivierende, therapieresistente virale Infektionen der Haut werden als Charakteristikum
flir DOCKS8-HIES angesehen [27, 28]. Die haufigsten Erreger sind DNA-Viren der Herpes-
Gruppe, dazu zdhlen unter anderem das Herpes-Simplex-Virus (HSV1, HSV2, HHV6), das
Varizella-Zoster-Virus (VZV) und in geringerem Umfang das Zytomegalie-Virus (CMV). Ebenso
Humane-Papilloma-Viren (HPV) und das Molluscum-Contagiosum-Virus (MCV).
HSV-Infektionen prasentieren sich bei DOCKS8-HIES-Patienten oft nicht nur lokal als
orolabialer oder genitaler Herd, sondern klassischerweise in Form eines Ekzema
herpeticatum, das sich grof¥flachig auf meist schon vorgeschadigter Haut ausbreitet.
Zusatzlich gelten HSV als Trigger flr benigne, von Mukosa ausgehenden Tumoren [58, 83].
Das Vorkommen von Dellwarzen in ausgepragter Form, hervorgerufen durch das MCV wurde
bei anndhernd der Halfte (46 %) unserer DOCK8-HIES-Patienten festgestellt. In der Literatur
liegen die Werte in einem Bereich von 8-46 % [1, 20, 27, 28, 69].

Es werden schwere Primarinfektionen von VZV ebenso beschrieben wie VZV-Reaktivierung
die als Herpes Zoster in Erscheinung tritt. HPV-Infektionen resultieren in Veruccae vulgares
oder planae sowie in Hauterscheinungen, die an Epidermodysplasia verruciformis erinnern.
Auch anogenitale Feigwarzen (Condylomata accuminata) wurden regelméaRig beobachtet

[75], in unserer DOCK8-HIES-Kohorte jedoch nicht festgestellt.



Pilzinfektionen mit Candida albicans sind nicht nur in unserer DOCK8-HIES-Kohorte mit einer
Haufigkeit von 91 % (n = 10/11) stark vertreten, sondern gelten, wie auch viral bedingte
Infektionen, als wichtiges Kriterium zur klinischen Definition des autosomal-rezessiven HIES.
Andere Mykosen wie Pneumocystis jirovecii-Infektionen, Histoplasmose oder Infektionen mit
Cryptokokkus neoformans sind hingegen eine Seltenheit [75].

Vergleicht man Candida-Infektionen der DOCK8-HIES-Patienten mit denen der Wildtyp-
Gruppe so zeigt sich eine Haufigkeitsverschiebung in Richtung der DOCK8-HIES-Patienten mit
91 % zu 36 %. In der Literatur liegen die Angaben hierzu in einem Bereich von 11 % - 81 %
(Tabelle 16a, Seite 70).

Als mogliche Ursache fiir die Anfilligkeit gegeniber Pilzinfektionen wird eine verminderte
Anzahl an IL-17 produzierenden CD4*-T-Zellen (Tu17-Zellen) gesehen [18, 84-86], deren
entscheidende Funktion unter anderem in der Abwehr von intrazellularen Bakterien und
Pilzen besteht [87]. Verglichen mit dem STAT3-HIES sowie mit dem Krankheitsbild der
chronisch-mucokutanen Candidiasis (CMC), welche differentialdiagnostisch diesbezlglich
bedacht werden sollten, zeigt sich bei den DOCK8-HIES-Patienten wenn Uberhaupt nur eine
milde bis moderate Verminderung der Ty17-Zellzahlen [51, 85, 88, 89].

Neben Infektionen der Haut sind auch Hypersensibilisierungen als aggravierender Faktor der
Hauterscheinungen zu nennen. Umweltantigene (Bdume, Graser), Medikamente,
Hausstaubmilben und Latex sowie vor allem Allergien auf Nahrungsmittel wie Niisse, Milch,
Eier und Getreide wurden als Allergene bei DOCK8-HIES-Patienten festgestellt. Von 53 in der
Literatur hinsichtlich Nahrungsmittelallergien untersuchten DOCK8-HIES-Patienten zeigten
mehr als die Halfte (55 %) positive Reaktionen [27, 28, 69].

Durch Allergene induzierte und durch erhoéhtes Serum IgE, Eosinophilie sowie ein
Ungleichgewicht der Tul-, Tu2-Zellverteilung hervorgerufene Entziindungen sind
charakteristisch fiir allergisch bedingte Erkrankungen (z.B. atopische Dermatitis) wie auch fiir
das DOCKS8-HIES [54, 90, 91]. Korrelationsanalysen (i.R. einer weiteren Dissertation, Daten
werden hier nicht gezeigt) haben gezeigt, dass die Tu2-Zellzahlen von DOCK8-HIES Patienten
mit dem Schweregrad der klinischen Manifestation (bezogen auf den NIH-Score und
allergisch bedingte Symptomatik) korreliert. Es wird somit postuliert, dass das DOCKS8-
Protein eine Rolle hinsichtlich der Entstehung und Anfalligkeit von Allergien spielen kdnnte

[54].



Moglicherweise spielt die erhohte Anzahl an Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-13 (IL-13)
synthetisierenden Ty2-Zellen, welche an DOCK8-defizienten Madusen nachgewiesen wurde,
hier eine zentrale Rolle [33]. IL-4, CD86 und CD154 stimulieren als Co-Faktoren die IgE-
Synthese [92, 93], was das erhohte Serum-Igk der DOCK8-HIES-Patienten erklaren kénnte.
Zusatzlich wurde kirzlich eine positive Korrelation von Eosinophilie und IgE bei Patienten mit
DOCKS8-HIES festgestellt [54]. Ob und in welcher Form hier ein Zusammenhang besteht der
auf die Pathogenese des erhohten Serum-IgE schlieBen ldsst, konnte noch nicht
zufriedenstellend geklart werden.

Eine Uber die Norm (> 500 Zellen/ul) ansteigende Anzahl an Eosinophilen ist jedoch
charakteristisch fur eine Vielzahl von Erkrankungen; neben dem atopischen Formenkreis
gelten auch parasitiare Infektionen als ursachlich. Ebenso kann eine Eosinophilie als
Arzneimittelnebenwirkung in Erscheinung treten und bei anderen primaren Immundefekten
wie dem Omenn-Syndrom von Bedeutung sein [94]. Auch hinsichtlich der Eosinophilie
konnten Ty2-Zellen eine zentrale Rolle spielen. Hier besteht die Annahme, dass Tn2-Zellen
(Uber IL-5) die Differenzierung, Aktivierung wie auch das in situ Uberleben der eosinophilen
Granulozyten induzieren [95].

Allergisches Asthma als Zeichen einer bronchialen Hyperreagibilitat gilt als typisches
Symptom fiir DOCK8-HIES-Patienten und wurde in unserer Kohorte bei Gber der Hélfte der
Patienten (78 %) festgestellt. Mit Zahlen zwischen 33 und 55 % zeigte sich Asthma auch in
anderen DOCKS8-HIES-Kohorten (Tabelle 16a, Seite 70) als vergleichsweise haufiges
Symptom.

Die Lunge betreffend belastet nicht nur ein hyperreagibles Bronchialsystem die Mehrheit der
DOCKS8-HIES-Patienten, sondern auch rezidivierende Infektionen der oberen und unteren
Atemwege. Der Anteil an in der Literatur beschriebenen Infektionen der oberen Atemwege,
inklusive rezidivierender Sinusitiden, Otitiden und oder Rhinitiden, lasst sich mit dem
unserer Patienten vergleichen (Tabelle 16a, Seite 70). Die haufigen Rezidive sowie die
Therapieresistenz der Infektionen fiihrten oftmals zu Komplikationen wie dem Auftreten
einer Mastoiditis oder der Entstehung von Bronchiektasen, welche jedoch sowohl in der
Literatur (MW = 25 %) als auch in unserer Kohorte (9 %) vergleichsweise selten beschrieben
werden [1, 20, 27, 28, 69]. Pneumatozelen, wie sie oft fir STAT3-HIES-Patienten beschrieben
werden, wurden bei keinem unserer Patienten festgestellt [10, 18]. Schwere Verlaufe und

resultierende Komplikationen machten bei einigen Patienten chirurgische Sanierungen des



Nasennebenhdhlenbereichs sowie die Einlage von Paukenréhrchen notwendig [27, 28].
Hinsichtlich des Erregerspektrums handelt es sich meist um grampositive und gramnegative
Bakterien wie Pneumokokken und Hédmophilus Influenzae; aber auch durch Erreger von
opportunistischen Atemwegsinfektionen wie Pneumocystis jirovecii oder Viren, wie dem
respiratory syncytial virus (RSV), wurden Atemwegsinfektionen hervorgerufen.

Wenn es um die Diagnosestellung von DOCK8-HIES geht, hat sich gezeigt, dass vor allem das
wiederholte Auftreten von Atemwegsinfektionen den behandelnden Arzt aufhorchen lassen
sollte. Vergleicht man unsere DOCK8-HIES-Kohorte mit der Wildtyp-HIES-Gruppe, so zeigen
sich bei DOCKS8-HIES-Patienten mehr als doppelt so haufig rezidivierende
Atemwegsinfektionen (73 % vs. 21 %). Bei sechs von sieben DOCK8-HIES-Patienten wurde
eine obstruktive Lungenbeeintrachtigung festgestellt, was die Beanspruchung des
bronchopulmonalen Systems im Zuge der rezidivierenden Infektionen verdeutlicht.

Fasst man die bisher genannten Symptome zusammen, so beziehen sich diese vor allem auf
die Haut (Ekzem, Allergien) sowie auf die Schleimhaut der Atemwege (Asthma, Infektionen)
und den Gastrointestinaltrakt (Nahrungsmittelallergien).

Ein weiterer Fokus bezliglich viraler Infektionen sind die Augen mit Entziindungen der
Konjunktiva und der Cornea. Verglichen mit DOCK8-Wildtyp-Patienten wurden bei DOCK8-
HIES-Patienten mehr als doppelt so hdufig ophthalmologische Infektionen beobachtet und
kénnten somit als diagnostisches Kriterium berlicksichtigt werden.

Okulare Infektionen, hervorgerufen durch Herpesviren sind generell keine Seltenheit. Neben
Herpes-Simplex-Virus-Typ 2, dem Varizella-Zoster-Virus, Zytomegalie-, und Epstein-Barr-
Virus spielt vor allem Herpes-Simplex-Typ 1 eine zentrale Rolle. Er wird fur die Mehrzahl der
durch Viren hervorgerufenen Krankheitsfalle verantwortlich gemacht und als Hauptursache
flr infektios bedingte Blindheit in entwickelten Nationen angesehen [96]. Grundsatzlich wird
postuliert, dass das AusmaR und die Aggressivitat einer HSV-Keratitis ein Zusammenspiel aus
Virulenz des Erregers und der Abwehrfihigkeit des Immunsystems des Wirtes ist [97]. Uber
die Ausschittung von Chemokinen und die dadurch herbeigefiihrte Aktivierung
unterschiedlichster Zellen, sowohl der angeborenen als auch der erworbenen
Immunabwehr, wird die Exazerbation einer durch HSV hervorgerufenen okularen Infektion
bei Patienten mit intakter Immunabwehr meist unterdriickt [98]. Da fir DOCKS8-HIES-
Patienten sowohl eine Lymphopenie, die CD4*- und CD8*-T-Zellen betrifft, als auch in

geringerem Ausmalf’ eine Verminderung der natirlichen Killer-Zellen beschrieben wird [35,



72], lassen sich die schweren Verlaufe einiger Patienten dieser Studie, die mitunter
bleibende Folgeschidden mit sich brachten, erkldren. Vor allem die Ahnlichkeiten hinsichtlich
Lokalisation, Schwere des Verlaufs, des Erregerspektrums, des klinischen Erscheinungsbildes
und der langwierigen und schwierigen Therapie der Patienten ID#1 und ID#5 sowie kiirzlich
veroffentlichte Fallberichte [58, 83] legen nahe, dass es sich hierbei nicht um Einzelfalle
handelt.

Da mehr als die Halfte der DOCK8-HIES-Patienten (55 %) schwere ophthalmologische
Infektionen im Zuge ihres Krankheitsverlaufes durchmachen, sollte also entsprechend
frihzeitig darauf reagiert werden. In der Literatur wurden bis heute insgesamt sechs DOCK8-
HIES-Patienten mit HSV-Keratitis beschrieben [27, 28]. Angaben hinsichtlich der Schwere des
Verlaufs oder beziiglich des Ansprechens auf Therapie wurden jedoch keine gemacht.

Im Gegensatz zu den ausgepradgten Lokalinfektionen scheinen systemische Infektionen
besser unter Kontrolle gebracht werden zu kénnen. Das Immunsystem von DOCKS8-HIES
Patienten scheint soweit intakt zu sein, dass sich CMV-Infektionen lediglich in milder
Auspragung zeigten und EBV-Viramien nur selten beobachtet wurden [27]. Dies gilt auch fir
die Patienten unserer Kohorte. Nur bei einer Patientin (ID#6) wurde CMV nachgewiesen.
Problematisch kénnen Infektionen mit diesen Erregern jedoch werden, wenn im Rahmen
einer hamatogenen Stammzelltransplantation (HSCT) eine Immunsuppression erforderlich
wird [99]. Das Auftreten einer Sepsis, einer Meningitis und/oder einer Osteomyelitis, die im
Rahmen dieser Studie unter dem Uberbegriff ,schwere Infektionen zusammengefasst
wurden, sind auf Grund des vergleichsweise seltenen Vorkommens in allen bisher
publizierten DOCK8-HIES-Kohorten nicht als richtungsweisendes Diagnosekriterium
anzusehen. Auch unsere Patienten wurden diesbeziiglich befragt, eine Meningitis konnte
jedoch bei keinem der Patienten in der Vorgeschichte eruiert werden. Insgesamt wird von
vier Patienten berichtet, die im Verlauf ihrer Erkrankung eine Meningitis entwickelten. Diese
war durch bakterielle Erreger wie Listerien, Haemophilus influenzae und Pneumokokken, das
humane Zytomegalie-Virus (HZMV) und den Hefepilz Cryptokokkus neoformans [20, 27, 28]
hervorgerufen worden. Vor allem HZMV und Cryptokokkus neoformans gelten als Erreger
opportunistischer Infektionen [100]. Listerien zdhlen grundsatzlich zu den typischen
Verursachern von Meningitiden bei Kindern < 1 Monat [101], werden allerdings auch als
opportunistische Meningitserreger dargestellt [102]. Angaben zum Erkrankungsalter der

DOCK8-HIES-Patienten werden jedoch nicht gemacht [27]. Fur Listerien als fakultativ



intrazelluldrer Erreger existieren viele Studien in Bezug auf den Pathomechanismus und die
Rolle des Immunsystems. Vor allem auf natirliche Killerzellen und Gedachtnis-CD8*-Zellen
scheint das  Abwehrsystem  angewiesen zu sein [103-105], was die
Auftretenswahrscheinlichkeit bei DOCK8-HIES-Patienten im Vergleich zu
immunkompetenten Patienten zusatzlich erhéhen kénnte. Dieser Zusammenhang muss
jedoch wegen der geringen Anzahl an daraufhin untersuchten Patienten und der bislang nur
am Mausmodell publizierten Studien noch kritisch gesehen werden.

Von einer Sepsis wird bei insgesamt flinf Patienten in der Literatur berichtet, hervorgerufen
durch Erreger wie Staphylokokkus aureus, Klebsiellen, Acinetobacter Baumanii, Escherichia
coli, Enterococcus faecalis [20, 27, 28]. Die systemischen Infektionen unserer Kohorte
wurden hervorgerufen durch Salmonellen und Klebsiellen. Von insgesamt 59 DOCK8-HIES-
Patienten entwickelten demnach 12 % eine Sepsis. Auf die Definition einer Sepsis,
beispielsweise ob die aktuellen Leitlinien zur Diagnosestellung einer Sepsis herangezogen
wurden [106], wird im Rahmen der einzelnen Studien nicht ndaher eingegangen. Angaben zu
charakteristischen Sepsis-Erregern differieren: so gelten Staphylokokken, Streptokokken,
Haemophilus Influenzae und gramnegative Enterobakterien als hdufige Sepsiserreger [107]
ebenso wie Klebsiellen, Salmonellen, Pseudomonaden oder Acinetobacter-Species keine
Seltenheit sind [108]. Somit stellt auch dieses Symptom vermutlich keine primare Hilfe im
Zuge der HIES-Diagnosestellung dar, reflektiert allerdings die Anfalligkeit fiir schwere
Infektionen. Selbiges gilt fir das Vorkommen einer Osteomyelitis, die insgesamt bei 7 % (n =
4) aller DOCK8-HIES-Patienten verzeichnet wurde [27, 28].

Autoimmunerkrankungen sind flr primare Immundefekte keine Seltenheit und kénnen auch
Patienten mit autosomal rezessivem Hyper-IgE-Syndrom betreffen. Einige Patienten
entwickelten autoimmunhamolytische Anamien, ebenso wurden ZNS-Vaskulitiden
beschrieben. Ob infektidse, autoimmune und/oder autoinflammatorische Prozesse
ursachlich waren, konnte jedoch nicht geklart werden [27, 75]. Da vaskulare Auffalligkeiten
auch fir das autosomal-dominante HIES bekannt sind [109, 110], wurde diskutiert, ob
moglicherweise die Eosinophilie, welche charakteristisch fir beide Entitdten des HIES ist,
ursachlich fur die Pathogenese von vaskuldren Erkrankungen bei HIES-Patienten sein kénnte.
Eine Antwort auf diese Frage wurde bisher nicht gegeben und bedarf weiterer Forschung.
Symptome, die das zentrale Nervensystem betreffen, wurden erstmals von Renner et al.

beschrieben, denen es gelang die autosomal-rezessive von der dominanten HIES-Form



klinisch zu unterscheiden [20]. Mehr als die Halfte der Patienten (54 %) dieser Kohorte
entwickelte eine neurologische Symptomatik, die Krankheitsbilder, wie eine Fazialisparese
bis hin zur Hemiplegie, einschloss. Bei fiinf der sieben Patienten war die neurologische
Symptomatik vaskuldar bedingt, bei drei Patienten konnte eine Infektion mitursachlich
gewesen sein [20].

Im Verlauf wurden auch bei weiteren DOCK8-HIES-Patienten ZNS-Auffalligkeiten verzeichnet
[27, 69], die entweder vaskuldrer (Apoplex, Vaskulitis) oder infektioser Genese (Meningitis,
PML) waren. Bei den Patienten ID#1 und ID#8 wurden vaskuldre Ursachen als
wahrscheinlichste Genese angegeben, welche jedoch ausschlieBlich
magnetresonanztomographisch diagnostiziert wurden. Die Ursache der Fazialisparese von
Patientin ID#9 konnte nicht eruiert werden, ebenso wenig, welche diagnostischen
MalBnahmen damals eingeleitet wurden. Alle Angaben hierzu wurden aus Arztbriefen
libernommen. Die Vermutung, dass es hier einen Zusammenhang mit den rezidivierenden
Mittelohrentziindungen geben kdnnte, ware unter anderem auf Grund der vollstandigen
und vergleichsweise schnellen Remission innerhalb von sechs Wochen durchaus schliissig.
Die Diagnose einer progressiv multifokalen Leukenzephalopathie (PML), hervorgerufen
durch das JC-Virus wurde bei insgesamt drei aller bisher diagnostizierten DOCK8-HIES-
Patienten gestellt. Patienten unserer DOCK8-HIES-Kohorte waren jedoch nicht betroffen, die
Leukenzephalopathie von Patientin ID#1 schien vaskuldr bedingt zu sein. Die Seropradvalenz
des JC-Virus wird fir immunkompetente Erwachsene mit 39 % (Pravalenz mit dem Alter
steigend) und fiir Kinder mit 21 % angegeben, wobei angenommen wird, dass die primare
Virusexposition im Kindesalter stattfindet [111]. PML entsteht durch die Reaktivierung einer
latenten Virusinfektion und wird den demyelinisierenden Erkrankungen des Gehirns
zugeordnet. Sie tritt selten auf, oftmals jedoch mit verheerendem Verlauf, und betrifft meist
Patienten mit schwerer Immundefizienz, insbesondere AIDS-Patienten, aber auch Patienten
mit hadmatologischen Malignomen. Darilber hinaus zahlen transplantierte Patienten und
Patienten mit primaren oder erworbenen Immundefekten zu den Betroffenen; so wurde z.B.
ein Patient mit Wiskott-Aldrich-Syndrom und PML beschrieben [112, 113]. CD4*- und CD8*-T-
Zellen spielen vermutlich eine entscheidende Rolle hinsichtlich der zellularen Abwehr gegen
das JC-Virus von Seiten des Wirts [112], womit sich das haufige Vorkommen in dem
vergleichsweise kleinen DOCKS8-HIES-Kollektiv erkldren lieBe. Durch HSV oder VZV

hervorgerufene Enzephalitiden wurden bisher bei keinem DOCK8-HIES-Patienten



beschrieben, ebensowenig wurde bei DOCK8-HIES-Patienten eine mentale Retardierung
festgestellt.

Geistige Behinderung in Kombination mit Autoimmunerkrankungen (z.B. Vaskulitiden),
fazialen Dysmorphien und klassischen DOCK8-HIES-Symptomen wie atopischer Dermatitis,
allergischem Asthma, Nahrungsmittelallergien und erhohtem Serum-IgE sollten an die erst
kiirzlich beschriebenen Mutationen im PGM3-Gen denken lassen [12, 13].

Vermindertes Wachstum, ist ein Symptom, das in der Literatur zwar erwdhnt, jedoch
bezliglich des autosomal-rezessiven HIES nicht nadher definiert wird. Manche Autoren
sprechen von ,Entwicklungsverzogerung”, wobei hier keine genauere Definition gegeben
wird [69, 70]. Es lasst sich somit kaum eine Aussage zur Vergleichbarkeit der
unterschiedlichen Kohorten treffen. Minderwuchs in unserer Kohorte, definiert als
Wachstumsabfall unter die dritte Perzentile, wurde bei mehr als der Halfte der Patienten (55
%) festgestellt. Durch Uberpriifung von IGF-1 und BP-3 wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
es sich vermutlich nicht um einen Mangel an Wachstumshormon handelt, da die Messwerte
far IGF-1 als auch fiir BP-3 bei 57 % der Patienten (n = 4/7) im Normbereich lagen.

In der Literatur werden verschiedenste Thesen diskutiert, die sich mit dem Zusammenhang
von Erkrankungen des atopischen Formenkreises und einem Wachstumsdefizit bzw. einer
Entwicklungsverzogerung beschaftigen. Es wurde der negative Einfluss von
Nahrungsmittelallergien auf Wachstum und Erndahrungsgewohnheiten, jedoch ohne
Ursachen zu definieren, beschrieben [114]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Kinder mit
atopischer Dermatitis zwar Wachstumsdefizite aufweisen, diese aber bis in das
Erwachsenenalter wieder ausgeglichen werden, womit vermutlich von einer
Wachstumsverzégerung, jedoch nicht von einem Minderwuchs gesprochen werden sollte.
Speziell fir Asthma wurde diese Wachstumsverzogerung untersucht [115-117], wobei nicht
das Asthma an sich, sondern die Atopie als ursidchlich angenommen wird [118]. Eine
verminderte adrenerge Androgensynthese, wie sie bei Asthmatikern festgestellt wurde,
konnte hier zusatzlich von Bedeutung sein [119]. Der Einfluss von Glukocortikoiden wird
kontrovers diskutiert, auch sie konnten eine Rolle spielen [120]. Eine weitere These ist die
anhaltende allergische Entziindungsreaktion, welche selbst durch hypoallergene
Ersatznahrung nicht komplett unterdrickt werden kann. Dies koénnte Uber eine
kontinuierliche Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen das Knochenwachstum

negativ beeinflussen [121].



Diese Annahmen wiirden die These unterstiitzen, dass ein mogliches Wachstumsdefizit zwar
Folge der Atopie, jedoch nicht der DOCK8-Defizienz an sich sein kénnte.

Wie es fir primare Immundefekte bekannt ist, besteht auch fir DOCK8-HIES-Patienten eine
héhere Wahrscheinlichkeit fir die Entstehung von Malignomen. 20 % aller DOCK8-HIES-
Patienten entwickelten mindestens ein Malignom, zirka 10 % der Patienten erliegen ihrer
Krebserkrankung [72]. In unserer DOCK8-HIES-Kohorte wurde einzig bei Patientin ID#8 ein
Malignom diagnostiziert.

Das bei DOCK8-HIES-Patienten am hdaufigsten vorkommende Karzinom ist das
Plattenepithelzellkarzinom der Haut, welches in Verbindung mit dem ,Humanen Papilloma
Virus“ (HPV) entstehen kann. Aufgetreten ist es primar bei Patienten, die eine lange
Vorgeschichte von Infektionen mit HSV, HPV und Molluscum-contagiosum-Virus aufwiesen.
Dies trifft auch fiir Patientin ID#8 zu [28]. Als weitere haufig diagnostizierte Malignome sind
das diffuse B-Zell-Karzinom sowie das EBV*-Burkitt-Lymphom zu nennen. Von weiteren
sporadisch aufgetretenen selteneren Malignomen, wie dem mikrozystischen Adenom und
dem Leiomyom bei DOCK8-HIES-Patienten wird ebenfalls berichtet [28, 122]. Als mogliche
Ursache fir die vermutete Pradisposition zu Malignomen wird die beeintrachtigte CD8*-T-
Zell-Funktion und damit die reduzierten Kontrollmechanismen der Tumorgenese diskutiert
[28]. Des Weiteren kénnten andere der DOCK180-Familie zugehorige Proteine eine Rolle
hinsichtlich Karzinomentwicklung und -invasivitat spielen [50, 86, 122-128]. Die bei flinf
(ID#1, |D#5, ID#6, ID#7, ID#11) unserer DOCK8-HIES-Patienten aufgetretenen von Mukosa
ausgehenden benignen, tumordsen Verdanderungen werden auch in der Literatur
beschrieben und als primar HSV-getriggert beurteilt. Als Ursache wird eine verminderte
Anzahl an plasmazytoiden dendritischen Zellen genannt, die bei DOCK8-HIES-Patienten in
diesem Zusammenhang festgestellt wurde. Plasmazytoide dendritische Zellen sind Teil des
angeborenen Immunsystems und spielen eine Schliisselrolle hinsichtlich der Immunantwort
auf virale Infektionen, unter anderem indem sie groRe Mengen an Interferon-(IFN)-a
synthetisieren. Die unzureichende Wirkung auf Therapieansdtze mit Aciclovir und
Valaciclovir sowie das sofortige Ansprechen auf die Therapie mit systemischem IFN-a-(2b)

sprechen fir diese These [58, 83].



(o)}
o
2§ F s &
4 ~ o ~ =
. c
§8 =n & £ =& ®3 &g
; = =R e
DOCKS8-HIES-Symptome & & b % & & 8 & & o &
o c # c N & = = = c
© =z 9] € ® g
= 5 T 5 < £ g
% N = < & 9 i
S
Konsaneuinitit 86 36@6 10036 92®% 10036 10036 82
& (18/21)  (4/11) (9/9) (12/13) (7/7)  (13/13)  (9/11)
MittleresPAlterkJahre] 14 16 4 K i 6 170
[Altersspannein@ahren] (3-45,5) (6-21) (0,4-7) h (2.5-15) (0,5-16) (3-47)
Geschlecht@weiblich:méannlich] 11EE0 73 63 k.BA. AR 7CE 73
Ekzem 10036 10036 10036 773 10036 10036 1006
(21/21)  (11/11)  (9/9)  (10/13)  (7/7)  (13/13) (11/11)
" 10036 916 6736 100362 836 100362 100621
b
lgERBro erf 000 1U/mi] (21/21) (10/11)  (6/9)  (13/13)  (5/6)  (10/10) (11/11)
Eosinophilie 90®% 9136 10036 10036 KA 10036 10036
7600 cells/pl] B der®B % (18/20) (10/11)  (9/9)  (13/13) - (10/10)  (11/11)
:Ez:jf;?zz;mz“”d ungen | g1, 73% 620% . 100®% 82042
] 17/21 11 1 - 13/1 11
[Sinusitis,®Rhinitis [Dtitis] (17/21) (8/11) 89@% (8/13) (13/13) (9/11)
. 8/9
E:i‘:g‘t‘gfsege 95 73% (8/9) 31% 71®%  100®% 1000
[Pneumonief@nind.A x] lzyzd)) - (i) (4/13) (5/7) (12/12)  (11/11)
Eﬁzt:ig’tr:”md;;zu“”d“”ge“ 678 556 0% 236 - 83 820
[>EL@Pneumonie] (14/21) (6/11) (0/9) (3/13) (10/12) (9/11)
Bronchiektasien 19@ 273 223 3136 1436 0@ 9@
(4/21) (3/11) (2/9) (4/13) (1/7) (0/13) (1/11)
81®6 463 673 69®%6 10036 7336
A k.BA.
bszesse@lerHaut (17/21) (5/11) (6/9) (9/13) 2 (13/13) (8/11)
486 6436 343 38@6 10036 62®6 9136
Infekti EmitBHSVEL /2
meionenin! 4 (10/21)  (7/11)  (3/9)  (5/13)  (4/4)  (8/13)  (10/11)
143 273 223 8@ 173 156 366
Infektionen@nittHHV3ZX/ZV
(3/21) (3/11) (2/9) (1/13) (5/7) (2/13) (4/11)
33347 46362 2 2Bl ezl 2 9B 31347 46362
Infektionen@itEM CV
(7/21) (5/11) (2/9) (1/13) (2/7) (4/13) (5/11)
. . . . 81 556 1136 466 143 773 9136
Infektion@nitfandida@lbicans (17/21) (6/11) (1/9) (6/13) (1/7) (10/13)  (10/11)
Allergien 486 10036 56@ 543 573 KR 10036
g (10/21) (11/11)  (5/9) (7/13) (4/7) - (11/11)
Nahrungsmittelallergien 4806 8208 >66 466 > 786 k.BA Looms
8 g (10/21)  (9/11)  (5/9)  (6/13)  (4/7) (1)
33@ 55@6 446 5436 7336
Asthmalbronchiale k.BA. k.BA.
(7/21) (6/11) (4/9) (7/13) (8/11)

Tabelle 16a: Vergleichstabelle Klinik

Die als Bruch aufgeflihrte Zahlenangabe entspricht der Anzahl der Patienten mit diesem Symptom (Z&hler) und der
Gesamtzahl der Patienten, fiir die dieses Symptom ausgewertet wurde (Nenner). Die Prozentzahl beschreibt die relative
Haufigkeit. k. A.“ bedeutet, dass wegen fehlender Analyse oder Zahlenangabe keine Auswertung moglich war.
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Tabelle 16b: Vergleichstabelle Klinik

Die als Bruch aufgeflihrte Zahlenangabe entspricht der Anzahl der Patienten mit diesem Symptom (Zahler) und der
Gesamtzahl der Patienten, fir die dieses Symptom ausgewertet wurde (Nenner). Die Prozentzahl beschreibt die relative
Haufigkeit. k. A.” bedeutet, dass wegen fehlender Analyse oder Zahlenangabe keine Auswertung méglich war.



4.3 Immunologie

Das autosomal-rezessive Hyper-Igeé-Syndrom war die erste beschriebene Erkrankung, die
durch Mutationen in einem der DOCK180 Familie zugehorigen Protein hervorgerufen wird
[86]. Ein nicht korrekt funktionierendes bzw. fehlendes DOCK8-Protein hat weitreichende
Folgen sowohl fir das angeborene als auch das erworbene Immunsystem. Hierzu zahlt das
Auftreten einer Lymphopenie und einer reduzierten Lymphozytenproliferation, eine
reduzierte NK-Zell-Zytotoxizitat, vermindertes Immunglobulin M im Serum, B-Gedachtnis-
Zellzahlverminderung sowie eine Beeintrachtigung der Synthese von spezifischen
Antikorpern [1, 27, 28, 35, 69, 71, 129]. Eine mogliche Erklarung fir die sowohl bei uns als
auch in der Literatur beobachtete Lymphopenie gaben Untersuchungen zur
Lymphozytenproliferation sowie zur Lymphozytendifferenzierung von CD4*-T-Zellen in Ty1-
und Tw2-Zellen [33, 54, 75]. Die Tatsache, dass DOCK8 zur Familie der Rho-GPTasen gehort,
welche wichtig fir T-Zell-Aktivierung, -Proliferation und deren Uberleben sind, kénnte
diesbezlglich eine Rolle spielen [130-132]. Die Fahigkeit zur Proliferation von CD8*-T-Zellen
erwies sich als eingeschrankt. Untersuchungen zur Proliferationsfahigkeit von CD4*-T-Zellen
zeigten hingegen keine Auffilligkeiten [27, 28]. Gesamt T-Zellzahl (CD3*), CD4*- und CD8*-T-
Zellen sowie NK-Zellen unserer DOCK8-HIES-Kohorte erwiesen sich, wie auch in der Literatur
beschrieben, als mehrheitlich vermindert und zeigten signifikante Unterschiede im Vergleich
zu der DOCK8-Wildtyp-Gruppe. Des Weiteren wurde fiir unsere Patienten (i.R. einer
weiteren Dissertation, Daten werden hier nicht gezeigt) eine Einschrankung hinsichtlich der
Differenzierung von aktivierten CD4* -Zellen in Tyl- und Tu2-Zellen festgestellt [54].

Fir die Abwehr bakterieller Infektionen und Mykosen sind unter anderen Tyl- und Tyl7-
Zellen Uber die Ausschittung von IFN-y und IL-17 zustdndig [133, 134]. Die erhohte
Anfilligkeit von STAT3-HIES-Patienten fir S. aureus und Candida albicans wird auf
verminderte Ty17-Zellzahlen zuriickgefiihrt [51, 88]. Dies wurde vereinzelt auch fir DOCKS8-
HIES-Patienten festgestellt [27, 84]. Im Gegensatz dazu zeigen unsere Ergebnisse, dass
sowohl Absolutwerte dieser beiden Zellgruppen [54], als auch die Prozentzahl der Ty17-
Zellen bei 10 von 11 Patienten unserer DOCK8-HIES-Kohorte im Normbereich lagen
(Abbildung 11, Seite 45). Studien zufolge wirkt sich der DOCK8-Gendefekt im Vergleich zu
Mutationen im STAT3-Gen erst in einem spateren Stadium der Ty17-Differenzierung negativ
aus und fihrt zudem zu vergleichsweise milden Reduktionen der Ty17-Zellzahlen [86].

Zufriedenstellende Erkldarungen hinsichtlich des Effektes einer DOCK8-Mutation auf Tyl17-



Zellen und der vermutlich daraus resultierenden Anfalligkeit gegenliber Pilzinfektionen gibt
es jedoch bis heute noch nicht [75]. Auch unsere Ergebnisse suggerieren, dass der
Zusammenhang einer DOCK8-Defizienz und verminderter Ty17-Zellzahl nicht in dem Mal3e
gegeben ist wie z.B. bei STAT3-HIES, da sich lediglich bei zwei von neun Patienten (22 %) eine
Th17-Zellzahlreduktion feststellen lieR3.

Mausmodelle machten es moglich die Anfalligkeit fir rezidivierende Virusinfektionen von
DOCK8-Patienten besser zu verstehen [31-34]. So wurde dargestellt, dass nicht die primare
Immunantwort auf virales Antigen den limitierenden Faktor fir eine suffiziente Abwehr
darstellt. Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass die Expression von Perforin und
Granzyme B als Marker fiir Apoptosefahigkeit [135] weder in der Literatur [28] noch in
unserer Studie signifikante Unterschiede zwischen DOCK8-HIES- und DOCK8-Wildtyp-
Kohorte zeigte. Vielmehr wurde im Zuge weiterer Studien festgestellt, dass die
antigenspezifische CD8*-T-Zellzahl und -Antwort bei Reinfektionen vermindert ist, was zu der
Annahme einer defekten Funktion der CD8*-T-Gedéachtniszellen fiihrt [31, 33].

Die verminderte Produktion von antiviralen Zytokinen durch DOCK8-defiziente CD8*-T-Zellen
wurde ebenso untersucht [28] wie auch dendritische Zellen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur
Chemotaxis und Synthesefahigkeit von Typ | Interferon (IFN) [58, 83, 136].

Relevante Ergebnisse gab es hinsichtlich der Zytokinsynthese: Bei mit PHA stimulierten
PBMCs von DOCKS8-defizienten Patienten und bei anti-CD3/CD28-stimulierten natirlichen
Killer-T-Zellen DOCK8-defizienter Mduse zeigte sich eine verminderte IFN-y-Ausschittung
[70, 137]. Auch fir IFN-o wurden entsprechende Untersuchungen durchgefiihrt, jedoch
unterschiedliche Ergebnisse festgestellt: Jabara et al. konnten keinen Unterschied zwischen
DOCK8-HIES-Patienten und Kontrollen hinsichtlich IFN-a-Ausschiittung feststellen, nachdem
man PBMCs mit CpG-A-DNA (ODN 2216) stimulierte [37]. Eine andere Studie konnte hier
deutliche Unterschiede erkennen und vermutet eine verminderte Anzahl an plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDCs) als Ursache [83].

Zusatzlich wichtig fur die Abwehr viraler Infektionen sowie fiir die Einddmmung der
Tumorgenese sind natirliche Killer-Zellen (NK-Zellen). Die absolute Anzahl der NK-Zellen
DOCK8-defizienter Patienten wurde primar als im Normbereich liegend beschrieben [20, 27,
28]. Im Gegensatz dazu zeigen unsere Daten eine Verminderung der absoluten NK-Zellzahlen
bei 45 % der DOCKS8-HIES-Patienten. Erst Untersuchungen hinsichtlich der NK-Zell-Funktion

lieRen eine Beeintrachtigung der NK-Zell-Zytotoxizitdt erkennen [35]. Es wurde ein



Zusammenhang hergestellt aus der Tatsache, dass DOCK8-Protein CDC42 (cell devision circle
42) aktiviert [36] und, dass CDC42 gemeinsam mit dem Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
(WASP) wichtig fur die NK-Zell Zytotoxizitat sind [138]. Die erhohte Anfilligkeit fir virale
Infektionen und die Entstehung von Malignomen hadngt somit vermutlich von mehreren
Faktoren ab. Hierzu zahlt die Verminderung der CD8*-Zellen und der NK-Zellen, die
reduzierte NK-Zell-Zytotoxizitdt sowie die reduzierte IFN-y- und IFN-a-Ausschiittung.

Ein weiterer Ansatz, um eine Erklarung fur die Verminderung der T-Zellzahl und Funktion zu
finden, erfolgte auf ,, Thymusebene”. Ein Marker fiir normale T-Zellentwicklung sind , T cell
receptor excision circles” (TRECs). Eine Verminderung oder ein fehlender Nachweis von
TRECs kann Hinweis fiir ein SCID (severe combined immunodeficiency) sein und wird auch im
Rahmen des Neugeborenen Screenings angewandt [139-142]. Vereinzelt wurden auch fir
DOCK8-HIES-Patienten defiziente TRECs beschrieben [143]. CD31*-Zellen gelten als Marker
flir naive mit TRECs beladene T-Zellen, die erst kiirzlich den Thymus verlassen haben und
noch Antigen-unerfahren sind, sogenannte Recent thymic emigrants (RTE) [52]. Um die
These einer moglicherweise beeintrachtigten Thymusfunktion als Ursache fir die T-Zell-
Defizienz zu untermauern, wurde in unserer Studie die Anzahl der RTEs bestimmt und bei 43
% der Patienten eine Verminderung festgestellt.

Auch die Regulatorfunktion von T-Zellen wurde untersucht. Es gibt mehrere Subgruppen von
regulatorischen T-Zellen (Tregs), von denen jedoch CD4*-CD25*- Zellen die entscheidende
Rolle in Bezug auf das immunologische Gleichgewicht und die Immuntoleranz zugeschrieben
wurde [144-146], sowie als wesentlich flr die Immunantwort u.a. hinsichtlich Autoantigenen
angesehen wird [147]. Der Transkriptionsfaktor FOXP3 wurde als entscheidend fir die
Entwicklung und Funktionsfahigkeit von CD4*-CD25*-Tregs erkannt [148-154]. Die
Bestimmung von FOXP3*-CD4*-CD25" erfolgte zur Abklarung moglicher Autoimmunitat, wie
sie fur einige DOCK8-HIES-Patienten beschrieben wurde [27]. Primar lieBen sich jedoch
weder bei uns noch in vorangehenden Studien [28] Verdanderungen von FOXP3*-CD4*-CD25*-
Zellen feststellen. Erst nachdem beschrieben wurde, dass FOXP3 auf Grund seiner variablen
Expression nicht als alleiniger Marker zur ldentifikation von Tregs herangezogen werden
sollte [147], anderte sich die Datenlage. Neueste Studien konnten nun sowohl eine
Verminderung wie auch eine Dysfunktion von  DOCK8-defizienten Tregs

(CD3*CD4*CD25"CD127°FOXP3*) feststellen. Es wurde somit postuliert, dass eine



verminderte Anzahl an Tregs mitursachlich fir die insuffiziente periphere B-Zell-Toleranz
sein konnte [155].

Neben der beschriebenen Lymphopenie gelten Anomalien bei Antikdrpern als zweites
groBes immunologisches Charakteristikum fir DOCK8-Patienten. Die zugehorigen
Mechanismen sind dennoch nicht vollstandig verstanden. Angefangen von der initialen
Aktivierung des B-Zell-Rezeptors, liber den Vorgang der Migration von B-Zellen in sekundare
lymphatische Organe, bis hin zu T-Zell-vermitteltem Isotyp switching — in all diesen
Prozessen kdnnte sich eine DOCK8-Defizienz als negativ beeinflussender Faktor hinsichtlich
der Antikorpersynthese auswirken [86, 156].

B-Zellen, als Hauptakteure der humoralen Immunabwehr lagen bei DOCK8-HIES-Patienten in
bisherigen Studien wie auch in unserer Analyse mehrheitlich im Normbereich [27, 70].

In Mausmodellen wurde gezeigt, dass es zwar keine Einschrankung hinsichtlich der T/B-
Zellinteraktion gibt, dass DOCK8-defiziente Zellen jedoch nicht in den Keimzentren der
Lymphfollikel persistieren und somit auch keinen Affinitatsreifungsprozessen unterzogen
werden konnen. Das erklart moglicherweise die signifikant verminderten B-
Gedachtniszellzahlen sowie den Mangel an spezifischen Antikérpern bei DOCK8-HIES-
Patienten unserer und anderer Studien [28, 34, 37]. Es wurde gezeigt, dass das
Immunsystem der Mehrheit der Patienten auf mindestens drei der verabreichten Impfstoffe
entweder nicht oder nur inadaquat reagiert. Zusatzlich stellte man fest, dass B-Zellen von
DOCKS8-HIES-Patienten auf den Toll-like-rezeptor 9 (TLR9) Liganden CpG nicht suffizient
ansprechen, was eine reduzierte Proliferation sowie eine verminderte Synthese von IgM und
IgG zur Folge hat [28, 34, 37]. Dies unterstlitzt unsere Beobachtung einer verminderten
Lymphozytenproliferation auf SAC, einem Staphylokokkus aureus-Lysat, welches CpG
enthalt.

Die Kombination aus stark erhéhtem IgE sowie erniedrigtem IgM wird laborchemisch als
kennzeichnend fir ein DOCK8-HIES beschrieben. Dies wurde fiir zirka 70 % der diesbeziglich
untersuchten Patienten festgestellt [27, 28, 69-71]. Im Gegensatz zu SCIDs (severe combined
immunodeficiencies), fir die Hypogammaglobulindmien typisch sind, liegen die IgG-Werte
der DOCKS8-HIES Patienten innerhalb oder oberhalb der Norm. Immunglobulin A zeigte keine
Tendenz in eine Richtung und wurde als vermindert, unauffallig und erhéht beschrieben [27,
28, 69, 70]. Vergleichbare Ergebnisse brachte auch die Antikérperanalyse unserer DOCKS8-

HIES-Patienten (Tabelle 11, Seite 49), wobei darauf hingewiesen werden muss, dass die



Evaluation der IgG-Antikorper-Titer vor Beginn einer Immunglobulinsubstitution
stattgefunden hat. Auffallend ist jedoch die Langezeitanalyse unserer Patienten. Hier zeigte
sich eine deutliche Variabilitdt der Messergebnisse zu unterschiedlichen Zeitpunkten. So
wurden auch fiir eosinophile Granulozyten, Lymphozyten und deren Subgruppen im Rahmen
von Mehrfachmessungen fiir fast jeden Patienten einzelne Messwerte festgestellt, die
innerhalb der Norm lagen. Dies gilt auch fiir IgE und IgM. Bei zwei Patienten aus der DOCK8-
HIES-Kohorte wurde zwischenzeitlich keine bzw. nur eine geringe IgE-Erhdhung
nachgewiesen. Auch hinsichtlich der Annahme, dass IgM mehrheitlich vermindert sei, zeigte
sich im Zuge unserer wiederholten Messungen, dass eine IgM-Verminderung zwar signifikant
haufiger bei DOCK8-HIES-Patienten als in der Wildtyp-Kohorte vorkommt, dass jedoch im
Normbereich liegende Werte fiir IgM bei DOCK8-HIES-Patienten ebenso keine Seltenheit
sind. Untersuchungen an DOCKS8-defizienten Mausen unterstiitzen diese These, indem
gezeigt wurde, dass neben einer milderen Auspragung hinsichtlich Zellaktivierung und -
teilung sowie Zytokinproduktion nicht alle ein erhéhtes Serum-IgE aufweisen [31, 33, 75,
143].

Im Gegensatz zu quantitativen und qualitativen Auffédlligkeiten von Lymphozyten und
eosinophilen Granulozyten sind die Zellzahlen von basophilen und neutrophilen
Granulozyten sowohl in der Literatur [28] als auch bei den Patienten unserer Kohorte
unauffallig. Hinsichtlich neutrophiler Granulozyten und vor allem deren Fahigkeit zur
Chemotaxis wurden Studien an DOCK2-defizienten Mausen durchgefihrt. DOCK2 ist ein
weiteres Mitglied der DOCK180-Proteinfamilie, fiir das sich schon friiher als fir DOCK8 eine
relevante Bedeutung hinsichtlich des Immunsystems herausstellte [86]. Im Zuge dieser
Studien konnte unter anderem eine Beeintrachtigung der Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen werden [157, 158]. Eine Beeintrachtigung der Fahigkeit zur
Chemotaxis bei neutrophilen Granulozyten wurde in unserer DOCK8-HIES-Kohorte ebenso
bei 40 % festgestellt.

AbschlieBend stellte sich fur uns die Frage, ob und inwieweit es einen Zusammenhang
zwischen DOCK8 und dem STAT3-Protein gibt [159]. STAT3 als Transkriptionsfaktor ist
wichtig fur die Vermittlung der von IL-6- und IL-10-induzierten pro- und
antiinflammatorischen Signale. Eine Mutation im STAT3-Gen fiihrt somit zu einem
Ungleichgewicht dieser pro- und antiinflammatorischen Antworten [23, 51, 160]. Um

darzustellen, ob DOCK8 auf diesen Weg der Signaltransduktion Einfluss nimmt, wurde in



vitro die pSTAT3-Phosphorylierung in DOCK8-defizienten PBMCs gemessen. Signifikante
Unterschiede zwischen den Kohorten lieRen sich jedoch nicht erkennen. Zu demselben
Ergebnis kamen auch Jabara et al.,, die ebenso keine Beeintrachtigung der STAT3-

Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-6 feststellten [37].



(@)}
5 s 5§ 3 3 & 3
S o & o o = K%
- & { & & & c
8 @35 B8 §% & 2 &d
_ _ o = T o0
DOCK8-HIES-Symptome & g & & & g & g & & % &
© e & IS © [} c
= © T 35 c g (7]
(<) < ' L © oo
o N P < & & w
w
. 19®% 81@% 33@% 0 82
Lymphopenie (4/21) (9/11) k.. k.. (2/6) (0/13) (9/11)
e 386 91®% 44 67®% 33®% 73®%
T-ZellendCD3"]2 (5/13)  (10/11)  (4/9) ™ @e)  (2/6)  (8/11)
N 62®% 56@% 33@% 67®% 27®%
T-ZellenfCD3*]E (8/13) k.@A. (5/9) k.@A. (2/6) (4/6) (3/11)
i 54®% 100®% 78®% 100@% 17@% 64@%
T-ZellenfCD4"]D (7/13) (111 (779 P el) e (7/11)
s 25@% 91®% 22®% 0®6 17®% 55@%
T-ZellendCD8'J2 3/12) (1011 29 B om we) (6/11)
o 463% 78®% 67®% 84 91®%
B-ZellenfCD19*]2n iy K.BA. /5) K.BA. /e e (o)
- 546 119 3 0m 026
B-ZellenE[CD19*]2- /13) K.BA. (/%) K.BA. o/ ©/3) (/)
- a6®6 118 ] 17% 9%
B-Zellen?[CD19*] k.. (5/11) (1/9) k.@A. (1/6) (1/11)
N - 92@% 40@% 78 50@% 1003463 64340
NK-Zellenf{CD16*CD56"]ENn (11/12) (4/10) (7/9) k.. (3/6) (5/5) (7/11)
e 55 22 33%% 0% 36
NK-Zellenf{CD16*CD56%] k.. (6/10) (2/9) k.. (2/6) (0/13) (4/11)
_ 11%
Ty 17-Zellen? k.. k.. k.. k.. k.. k.. (1/9)
leME 77 100@% 78 62@% 83 (05,2 73@%
gME (10/13) (11/11)  (7/9)  (8/13)  (5/6)  (0/6)  (8/11)
oG 85@% 46@% 67®% 9 33@% 50®% 80
g (11/13)  (5/11)  (7/9)  (1/11)  (2/6)  (3/6)  (8/10)
\gGE 0@ 036 0@ 0F6 0 0Fs 036
: (0/21)  (0/11)  (0/9)  (0/13)  (0/7)  (0/13)  (0/11)
0GB 15@% 55@% 22@% 91®% 67@% 50®% 20®%
8 (2/13)  (6/11)  (2/9) (10/11)  (4/6)  (3/6)  (2/10)
62@% 33@% 40P% 33@% 50@% 82@%
lg Al k..
g (8/13) (3/9)  (4/10)  (2/6)  (3/6)  (9/11)
_ 31@% 11®% 0o 17®% 0o 0
1g ARl k..
g (4/13) (1/9)  (0/13)  (1/6)  (0/13)  (0/11)
8o 566 60@%R 50®%6 50@% 18@%
lg AF k.GA.
g (1/13) (5/9)  (6/10)  (3/6)  (3/6)  (2/11)

Tabelle 16c¢: Vergleichstabelle Klinik

Die als Bruch aufgefiihrte Zahlenangabe entspricht er Anzahl der Patienten mit diesem Symptom (Zahler) und der
Gesamtzahl der Patienten, fir die dieses Symptom ausgewertet wurde (Nenner). Die Prozentzahl beschreibt die relative
Haufigkeit. k. A.“ bedeutet, dass wegen fehlender Analyse oder Zahlenangabe keine Auswertung moglich war.



Das autosomal-rezessive Hyper-Ige-Syndrom  (DOCK8-HIES) wird den primaren
Immundefekten zugeordnet. DOCK8-HIES wird neben der fir HIES charakteristischen Trias
Ekzem, Eosinophilie und IgE-Erhohung durch rezidivierende Atemwegsinfektionen, viral
bedingte Hautsuperinfektionen, mucokutane Candidiasis sowie einer Pradisposition fir
Allergien, insbesondere Nahrungsmittelallergien charakterisiert. Durch die Identifikation von
Mutationen im DOCK8-Gen als Ursache fiir die Mehrheit der autosomal-rezessiven Hyper-
IgE-Syndrome ist es heute moglich die primar rein klinisch gestellte Diagnose
molekulargenetisch zu bestatigen.

Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, den klinischen und immunologischen Phanotyp des
autosomal-rezessiven Hyper-IgE-Syndroms erweiternd zu definieren. Hierzu sollten Kriterien
identifiziert werden, die es ermoglichen ein DOCK8-HIES von anderen Erkrankungen mit
ahnlichem klinischen oder immunologischen Erscheinungsbild bestmdglich unterscheiden zu
kénnen, und somit dazu beizutragen eine frihzeitige Diagnose zu stellen.

Es wurden hierfiir 26 Patienten mit Verdacht auf DOCK8-HIES ohne Anhalt fiir einen anderen
Immundefekt hinsichtlich einer Mutation im DOCK8-Gen untersucht. Bei elf Patienten
konnten homozygote DOCK8-Mutationen festgestellt werden. Hierbei handelte es sich vor
allem um Punktmutationen oder grolRe Deletionen, von denen vier Mutationen (ID#6-8,
ID#10, ID#11; Tabelle 15, Seite 58) noch nicht zuvor in der Literatur beschrieben wurden.
Aus dem Vergleich der DOCK8-HIES- und DOCK8-Wildtyp-Patienten lieB sich erkennen, dass
klinische Symptome wie Infektionen mit dem Molluscum-contagiosum-Virus (MCV), dem Pilz
Candida albicans sowie dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa mindestens doppelt so
haufig in der DOCK8-HIES-Gruppe vertreten waren, verglichen mit der DOCK8-Wildtyp-
Kohorte. Selbiges gilt flir Hautsuperinfektionen, ophthalmologische Infektionen, ZNS-
Symptomatik und Minderwuchs. Die Anfélligkeit fir die Vielzahl an Infektionen
hervorgerufen durch unterschiedlichste Erreger, lieR sich anhand des immunologischen
Phanotyps, den DOCKS8-Patienten aufweisen, erklaren. Hier zeigten sich Unterschiede
hinsichtlich der CD3*-, CD4*-, CD8*- Zellen sowie der natliirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen),
welche alle bei DOCK8-HIES-Patienten im Vergleich zu DOCK8-Wildtyp-Patienten signifikant
vermindert waren. Speziell der nachgewiesene NK-Zell-Defekt bietet eine Erklarung fir die
Pradisposition zu viralen Infektionen. Hinsichtlich der Antikdrper liel sich eine signifikante

Verminderung fiur Immunglobulin M (IgM) darstellen und kann somit als aussagekraftiger



Parameter im Zuge einer Diagnosestellung herangezogen werden, wobei
Mehrfachmessungen bei Patienten auch Normwerte ergaben und dies im Zuge der
Diagnosestellung bedacht werden sollte.

Unsere  Untersuchungen unterstreichen insgesamt die Indikation zu einer
Stammzelltransplantation, welche die Therapie der Wahl darstellt mit dem Ziel, die
Lebensqualitat der Patienten und ihrer Familien zu verbessern.

Weitere Untersuchungen werden es ermdglichen einen genaueren Einblick in die DOCKS8-
Proteinfunktion zu geben, um somit Rickschlisse auf die Zusammenhdnge zwischen

Proteindefekt, moglichem Proteinverlust und Symptomentstehung ziehen zu kénnen.
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Staphylokokkus Aureus Cowan | (SAC)
Diphterie Antigen

Tetanus Antigen

Interleukin-6

Interleukin-10

Anti pSTAT3-Alexa 647 (Y705) Antikorper
CD31 FITC-Antikorper

CD45 RA PE-Antikorper

CD3 PerCP-Antikorper

CD4 APC-Antikérper
Foxp3-Antikorper (Foxp3-PE)

CD4 FITC-Antikorper

CD25 PC5-Antikorper

Foxp3 Staining Buffer set

Alexa Fluor 647 Anti 17 A-Antikorper
FITC Anti IFN-y-Antikorper

Granzyme B Alexa 647-Antikorper

Tabelle 17: Reagenzien

Firma

Sigma-Aldrich

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Cellsignaling Technology
Biochrom AG
Oxoid Limited
Immunotech
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck Chemicals GmbH
Binding Site
Binding Site
Biochrome
Biochrome

BD Biosciences
Immunotech
Immunotech

BD Biosciences

BD Biosciences
eBioscience

BD Biosciences
Beckman — Coulter
eBioscience
Natutec

Biozol

BD Biosciences

Stadt, Land

St. Louis, MO, USA
Rockford, USA

Rockford, USA

Danvers, USA
Berlin, GER
Basingstoke, UK
Marseille, FRA
St. Louis, MO, USA
St. Louis, MO, USA
Schwalbach, GER
Birmingham, UK
Birmingham, UK
Berlin, GER
Berlin, GER
Heidelberg, GER
Marseille, FRA
Marseille, FRA
Heidelberg, GER
Heidelberg, GER
Frankfurt, GER
Heidelberg, GER
Krefeld, GER
Frankfurt, GER
Frankfurt, GER
Eching, GER

Heidelberg, GER

Abschnitt

2.24
2.24

2.2.4

224

23.21
23.21
23.2.1
23.21
23.21
23.21
23.21
23.21
2.3.1.2
2.3.1.2
2.3.1.2
2.3.13
2.3.13
2.3.13
23.13
23.14
23.14
23.14
23.1.4
2.3.15
2.3.15

2.3.1.6



7.3.2 Primer

gDNA Vorwarts 5°-3"Richtung Rickwarts 3°-5'Richtung
1 CTCCGAGCTCGGACCCTCC GACGCGAATGGACTCGTCCG
2 GTTCTGCTCATTGCCCAGCC GGAACAGGAGGCAAACACATACC
3 GCAAGGCAAACATCTACTATTGCC GAAGGCATCTCCCCTACCCAC
4 TTGGAATGATTGGGCAAGAAC TGTGTGTGATATGGAGTGGGG
5 CAGCACCATGTCTACACTTAAGCC GTAAAACTGACAGCATGCCCTGG
6 CCCAAATTGGAGCAGTCTTG AATAATGAACAACACAATTGTCCAC
7 TTAACTTGAGCCGTGGAGGG GAAGAATGACCATCAAGAAGTTGG
8 TCCAAATATTTCGGGAAACTGC TCAAATCTGATAGGTTCTTGCTGC
9 CCTTCAGCAAAATTTCTCTGTGG CAAACATGTGCTGGGAACAACAC
10 AGCTTCCTATGTCATCAAATATTGTC GGGACACATTAGGGACTAAAGCC
11 GTCATATTCAGGTCAGAGGCAGTTG CTAGTAAGCTGTGGACCTGGGC
12 TGGCCATATTCAGTGTTCCTG ATCCTCCTCCTGTGGGTTCC
13 TCCCAGAAATCGTTTGTCCC TGCCAAAGACATAGAACAATTCAG
14 CATGAAAGAAACACAGTGCAACAATC GACACGGTTTTGCCATGTTGC
15 AAGCACCCCATGAATGGAAG TCCCGGACTTGTGTGAAGTG
16 AGAACATCCTGTTGGCCTGATG TTAGGAGGAACCACCCACGG
17 ACACCAGGCAAATTCTGAGGAG TTTCTGCCTCTTGCTATAATGTGG
18 TTGCATTTGATTATTGCGAGC CCACATGGGAATGGAAAGTG
19 GGGCTCCTGACTCCAAGAAC AGAGGTTTGCATGTCCCCAC
20 CTTCTGGTCTGAAACGCTGG GCACACATCATCAGTGGAAAGG
21 CTAGTTAAATTGGTCAGCGGTCAG GTTGCAGATGTGAGCCCCTG
22 GCTTTTCATCCACCCTATCCC GTGGGCAGCAGTAGTGGTTG
23 CTGAGGTTGTGATTTCCAGATGTC GGAGCACTTTGACTATTCCCAAG
24 GAACATCTAAGACACATGCTTCAGG CAGCAGGGGCAACTCAGTG
25 GCACCACCAGCACAGATAAAG CCACATCAGGGTCCAGTCC
26 CCAGTGCCACCCAGAAGGAC AACTCAGTAATGAAGAAGACAGCGTG
27 GATTGCCTTAACCTGGAGAGAAAG GCTAGTGGTGTAACTTCAGGGTAGC
28 CTACCTCACTGGGGAGGGCTC CTCAAGACAGATGTTTCTACTCCTCAG
29 TGCTTGGTTTTCACAGTCACC CAGCACTGGAACGAATGACAG
30 GGTTTGAAATTACTGTGCTGACTTTAG CTGAGGCATGAAGAACCCGG
31 GATCTCCAGCCTAGCAGTGATG CTCCATGGCCCAAACAAAG
32 TGTCAAACTTAGCTGGCATCACTG GAATCCGCTGTCTCTGACACTACC
33 CCCGAGAAATGGTGCTGAGG TTGGAAGGATGCAGTTGTTTCAG
34 GGATGAGGATGACCAGGAAACC GTCAAAGAAGCCAGAAGAATGTTTG
35 CACTGGACATGGAACATCAGC CTGTGACTTTTGGTCCACCTG
36 TGATAACACAGCTCTGACCCTTTTAG TTTTTCGCAGCTGATGCTTTAC
37 GTGTCTGGCCATGCTGCTTTC CATACACAATAGTTGGCAGATCCC
38 TGATCCAACCCTTCCCATGG CAGTGACAAATCCTCGACCCC
39 AAAAGGTCACACAAAGTAGAAGAACAG GCACCTACTCACCCATCCCAG
40 ATTCGGGGTTCCTGTGGTC CCAGCACCCCAAGTCCAG
41 GGACAATGACCTCTGGTTGCTC CCCTGGAGAGGAAGGATGGC
42 ACACAATGAGAGACCCCTGCC TTGGTGATGACCCACTCTAACTTG
43 CATCATTCTACCTTGCACTTGCTC GTTTGACTGCATTTAAGTGACTTGG
44 TCCATTGCGTCAGGGATG GTTTGTGGGTCCTCCTGGG
45 TGGCCTCTCTGTCATAGCTCC AAGGAAGAAGGGTGCAGACG
46 TGAGATGTCCAAGACCTTCCTT GGTGCCTGAGACTTTGTCTTTC
47 AGGTGATCCCGATATGCCAC TGACTGTGGGACCCTCTTCC
48 ACTGATGTCCATTTCTACTGGGTG TCAGATGGGCAGTGATTGGC

Tabelle 18: gDNA Primer

Fiir Exon 19, 24, 37 wurde der Rickwartsstrang sequenziert (fett gedruckt)




Primer-ID Vorwarts 5°-3"Richtung Rickwarts 3°-5'Richtung

1c GACAGACGAGGTTTGCGCTTG
4ac GAGTGTACAGTCAGTCCTGGGTGG
4c GAAGACATGAAGAAGAAGACCCTGC

Ac GGAAACCTTGGAGTGCAGTGAAC GTTCACTGCACTCCAAGGTTTCC

Bc CCCTACACGGTTATCAAAGAAAGTG

Cc GACACGCCCGCACAAAGAGA

Dc CCACCCAACTACTCCATGCATTC

Ec CTCCCACTGCCCTCCTAGACC

Fc GAAGGAAAATGAACAGGCGGA

Gc GCTCGGATGAAGAACAAGAAGG

Hc CTGGGAGGTGTTCTGAGGGTG

Ic GCTGCGTTAGTGGCTGAGTATCTG

Kc CTTTTGTGGAGCCCTACTTTGATG

Tabelle 19: cDNA-Primer-Sequenzen

,Fett” gedruckte Primer wurden fir die PCR verwendet, grau hinterlegte fir die Sequenzierung
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