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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Relevanz atopischer Erkrankungen im Kindesalter

Der Begriff ,Atopie” wurde erstmals in den zwanziger Jahren des 20. Jahrhunderts
von Coca und Cooke, zwei amerikanischen Allergologen, eingefuhrt. Das Wort
»2Atopie” leitet sich vom griechischen ,a-topos“ ab, das wortlich ,am falschen Ort*
bedeutet.

Grundsaétzlich ist Atopie als Uberempfindlichkeit von Haut und Schleimh&uten gegen
verschiedene Umweltstoffe zu verstehen. Diese Uberempfindlichkeit basiert auf einer
Regulationsstérung immunologischer Mechanismen und resultiert in chronischen
Entzindungsprozessen.

Unter atopischer Neigung fasst man drei unterschiedliche Erkrankungen zusammen:
das allergische Asthma bronchiale, die allergische Rhinokonjunktivitis
(Heuschnupfen) und das atopische Ekzem.

Unter einer Allergie versteht man eine von der Norm abweichende, krankhafte
Reaktion des Immunsystems auf ein sonst harmloses Antigen (Janeway 2005). Der
Begriff der Allergie wird fiir eine erworbene, histaminvermittelte Uberempfindlichkeit
gegenuber bestimmten Umweltstoffen, die als Allergene bezeichnet werden,
verwendet.

Erkrankungen des allergischen und atopischen Formenkreises gehdren zu den
haufigsten chronischen Erkrankungen im Kindesalter. Besonders in den westlichen
Industrienationen ist die Pravalenz dieser Erkrankungen in den letzten Jahrzehnten
stark angestiegen (Keller and Lowenstein 2002).

In Schweden beispielsweise hat sich die Zahl der Kinder, die an allergischer Rhinitis,
Asthma oder atopischem Ekzem leiden, in den Jahren 1979 bis 1991 in etwa
verdoppelt (Kay 2001). In Deutschland sind etwa 10 % der Kinder an Asthma
erkrankt (Kabesch und von Mutius 2002).

Es ist bekannt, dass Asthma und Allergien vererbbare Erkrankungen sind. Als
Ursache der steigenden Pravalenz atopischer Erkrankungen werden zudem haufig

schadliche Umwelteinflisse angeschuldigt.
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1.2 Bedeutung von Umweltfaktoren in der Entstehung von Atopie

Umwelteinflisse spielen eine entscheidende Rolle in der Entstehung und
Auspragung von Asthma und atopischen Erkrankungen. Bei der Entwicklung des
Immunsystems und der Disposition fur Gesundheit und Krankheit kommt dem
Zeitpunkt sowie dem Muster der Exposition gegenuber Stimuli aus der Umgebung
eine entscheidende Rolle zu (Rook and Stanford 1998).

Betrachtet man die weltweite Pravalenz der Symptome atopischer Erkrankungen, so
kann eine bis zu achtfache Variation zwischen dem Land mit der hdchsten und dem
mit der niedrigsten Pravalenz beobachtet werden. Die englischsprachigen westlichen
Industrienationen (ISAAC Steering Committee 1998) und Lateinamerika (Mallol et al.
2000) weisen hierbei die hochsten Pravalenzraten auf. Neben diesen regionalen
Unterschieden weisen zahlreiche Studien darauf hin, dass soziodkonomische
Faktoren eine Rolle in der Asthma- und Allergieentstehung spielen konnten
(Strachan 2000).

In vielen Untersuchungen wurde eine inverse Beziehung zwischen der Entstehung
atopischer Erkrankungen und dem Ausmal der Exposition gegenuber mikrobiellen
Erregern im Kindesalter festgestellt. Eine mdgliche Erklarung fur diese Beobachtung
bietet die sogenannte Hygiene-Hypothese, die 1989 von David P. Strachan
formuliert wurde. Die Hygiene-Hypothese basiert urspringlich auf der Beobachtung,
dass das Auftreten atopischer Erkrankungen invers mit der Anzahl der
Familienmitglieder und besonders der Anzahl &lterer Geschwister assoziiert ist.
Diese Assoziation wurde damit erklart, dass die frGthe und haufige Exposition
gegenuber mikrobiellen Keimen durch den unhygienischen Kontakt mit alteren
Familienmitgliedern bzw. Geschwistern vor Allergien schiutzen koénnte (Strachan
1989). Seit der Erstbeschreibung erfolgten zahlreiche Modifikationen der Hygiene-
Hypothese basierend auf verschiedenen Forschungsergebnissen aus den Gebieten
der Epidemiologie, der klinischen und immunologischen Forschung (Schaub et al.
2006). Heute versteht man unter der Hygiene-Hypothese, dass eine Ursache fur die
steigende Pravalenz atopischer Erkrankungen in falsch verstandener und
ubertriebener Hygiene liegen kdnnte. Ein niedrigerer Hygienestatus im Sinne einer
hohen mikrobiellen Exposition verbunden mit haufigen Infektionen im frihen
Kindesalter schitzt demzufolge vor der Entstehung von atopischen Erkrankungen.

Zahlreiche Studienergebnisse der letzten Jahre unterstitzen die  Hygiene-
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Hypothese. Exemplarisch sollen hier die Forschungsergebnisse des Vergleichs ost-
und westdeutscher Kinder nach der Wiedervereinigung Deutschlands und die
Ergebnisse der Untersuchungen an Bauernfamilien genannt werden.

Nach der Wiedervereinigung Deutschlands wurden in einigen Studien ostdeutsche
Kinder mit westdeutschen Populationen derselben Altersgruppe beziglich der
Pravalenz atopischer Erkrankungen verglichen. Es zeigte sich eine deutlich héhere
Pravalenz von Asthma, Heuschnupfen und positiven Hautpricktests in der Population
der westdeutschen Kinder (Nicolai and von Mutius 1996; von Mutius et al. 1992; von
Mutius et al. 1994). Die beiden ost- und westdeutschen Populationen haben einen
sehr ahnlichen genetischen Hintergrund, unterscheiden sich jedoch deutlich in den
Umweltbedingungen, unter denen die Kinder aufwuchsen. Beispielsweise hatten ca.
70 % der ostdeutschen, allerdings nur etwa 8 % der westdeutschen Kinder im Alter
von 1 bis 3 Jahren regelmallig eine Kinderkrippe besucht (von Mutius et al. 1994).
Der Kontakt zu anderen Kindern in einer Kinderkrippe bzw. zu alteren Geschwistern
innerhalb der Familie tragt zu haufigeren Infektionen, insbesondere der Atemwege,
bei (Marbury et al. 1997). Diese zumeist selbstlimitierenden Infektionen kdénnten vor
einer spateren Entwicklung von Allergien und Asthma schutzen (Ball et al. 2000). Es
wurde eine inverse Korrelation zwischen der Grolze der Familie bzw. der Anzahl der
Geschwister in einer Familie und der Pravalenz von Asthma und Atopie beobachtet
(Strachan 1989; Strachan 1997).

Es gibt Hinweise darauf, dass auch ein traditioneller Lebensstil eine Protektion vor
allergischen Erkrankungen bieten konnte. Auf diesen Hinweisen basieren die
sogenannten ,Bauernstudien“, in denen der Zusammenhang zwischen den
Lebensumstanden auf einem Bauernhof und atopischen Erkrankungen untersucht
wird. Kinder aus Bauernfamilien leiden im Vergleich zum Ubrigen
Bevolkerungsdurchschnitt derselben Altersgruppe signifikant weniger haufig an
Allergien und Asthma (von Ehrenstein et al. 2000; Braun-Fahrlander et al. 1999). Die
Lebens- und Umweltbedingungen in Bauernfamilien unterscheiden sich in vielen
Aspekten von denen anderer Familien. In Bauernfamilien leben z.B. mehr
Familienmitglieder und mehr Haustiere, es wird haufiger mit Holz oder Kohle geheizt,
weniger Mutter rauchen und die Ernahrungsgewohnheiten sind anders. Jedoch
konnte bisher keiner dieser Faktoren eine adaquate Erklarung fir die stark inverse
Assoziation zwischen Bauernleben und Atopie und Asthma bieten. Deshalb wird

vermutet, dass Menschen, die auf einem Bauernhof aufwachsen, durch die

3
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Exposition gegenluber bestimmten immunmodulierenden Faktoren, die spezifisch fur
das Bauernleben sind, vor diesen Erkrankungen geschutzt werden (Kabesch und
Lauener 2004). Der vermehrte Kontakt von Bauernkindern mit Nutzvieh koénnte
protektiv gegen Allergien wirken. Dieser Effekt kdnnte durch verschiedene Faktoren
noch verstarkt werden, wie z.B. durch den Aufenthalt des Kindes im Stall wahrend
des ersten Lebensjahres, den Konsum von nicht pasteurisierter Milch oder die
Stallarbeit der Mutter wahrend der Schwangerschaft (Riedler et al. 2001; Radon et al.
2004; Braun-Fahrlander et al. 2002).

In bisherigen Untersuchungen haben sich Hinweise darauf ergeben, dass ein
wesentlicher Faktor des Bauernlebens die Exposition gegenuber bakteriellen
Mikroorganismen ist. Dabei konnte die Exposition gegentber bakteriellem
Lipopolysaccharid (LPS), auch Endotoxin genannt, ein protektiver Umweltfaktor sein,
der vor der Entwicklung von Asthma und Allergien schutzt. In bisherigen Analysen im
Rahmen von Bauernstudien waren das Risiko allergischer Sensibilisierung und das
Asthmarisiko invers mit der Konzentration von Endotoxin im Hausstaub assoziiert
(Braun-Fahrlander et al. 2002, Ege et al. 2007).

1.3 Bedeutunqg der Genetik in der Entstehung von Atopie

Asthma und atopische Erkrankungen weisen eine familiare Haufung auf. Eine
genetische Komponente bei der Entstehung dieser Erkrankungen konnte in
zahlreichen Studien nachgewiesen werden.

Bei einem an Asthma erkrankten Elternteil entwickelt sich bei ca. 25 % der Kinder ein
asthmatischer Phanotyp (Panhuysen et al. 1998). Basierend auf Zwillingsstudien
wird der hereditare Anteil an der Entstehung von Asthma auf bis zu 75 % geschatzt
(Harris et al. 1997). Bei Vergleichen von monozygoten Zwillingen mit einem zu
100 % identischen Erbgut mit dizygoten Zwillingen zeigten die monozygoten
Zwillinge eine deutlich hohere Konkordanz im Auftreten von allergischen
Erkrankungen und Asthma (Edfors-Lubs 1971; Duffy et al. 1990; Hopp et al. 1984).
Auch Segregationsanalysen, in denen Auftreten und Verteilung einer Erkrankung
uber mehrere Generationen in einer moglichst gro3en Anzahl von Familien
untersucht werden, bieten Anhalt fur eine genetische Komponente fir Asthma und

erhdhte Gesamt-IgE-Spiegel (Martinez and Holberg 1995; Sampogna et al. 2000).



Einleitung

Die Komplexitat der atopischen Erkrankungen sowie deren vielfaltige klinische
Erscheinungsformen legen nahe, dass es sich bei ihrer Entstehung um einen
polygenen Vererbungsmodus handelt. Das bedeutet, dass wahrscheinlich nicht ein
einzelnes ,Asthma-Gen“ existiert, sondern dass die genetische Pradisposition zur
Entwicklung von Asthma und atopischen Erkrankungen durch die Interaktion
multipler Gene bedingt sein kdnnte. Eine Methode zur Identifizierung von Genen, die
an der Entstehung von Asthma und atopischen Erkrankungen beteiligt sind, ist die
Untersuchung von Kandidatengenen. Ein Kandidatengen wird als solches
bezeichnet, wenn sein Produkt (Protein) im Organismus eine Funktion ausubt, die in
einem bedeutenden Zusammenhang mit der Pathogenese der Erkrankung steht.
Diese Gene werden auf Mutationen untersucht, bei denen es sich meist um einen
Basenaustausch an einer einzigen Position ("Single Nucleotide Polymorphism", SNP)
handelt. Als Polymorphismus wird eine Mutation bezeichnet, die bei mehr als 3 % der
Bevdlkerung zu finden ist. Polymorphismen, die in kodierenden Regionen des Gens
liegen, kdnnen Veranderungen der Aminosaurestruktur des Proteins bewirken. Auch
die Expression von Genen kann durch Polymorphismen, die in
Regulationselementen des Gens wie beispielsweise der Promoterregion liegen,

beeinflusst werden.

1.4 Interaktion von Umwelt und Genetik in der Entstehung von Atopie

Die Entwicklung des Immunsystems |auft in einem genetisch determinierten Rahmen
ab. Die Bandbreite der Reaktionsfahigkeit des Immunsystems ist genetisch
festgelegt. Damit wird auch das individuelle Risiko fur die Entwicklung einer
Erkrankung des atopischen Formenkreises vererbt. AulRere Faktoren wie z.B.
Infektionen oder andere Umwelteinflisse konnten das Immunsystem innerhalb des
genetisch festgesetzten Rahmens in verschiedene Richtungen lenken, die zur
Auspragung eines bestimmten Phanotyps fuhren. Bestimmte Umwelteinflisse
konnten bei Personen, die aufgrund ihrer genetischen Pradisposition zu atopischen
Erkrankungen neigen, die Entstehung dieser Erkrankung auslésen. Bestehen jedoch
andererseits besonders gunstige (protektive) Umweltbedingungen, dann kénnte dies
dazu fuhren, dass auch bei einer Person mit hohem genetischem Risiko die

atopische Erkrankung nicht auftritt.
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Es sind zahlreiche Faktoren bekannt, die die Erkrankung an sowie die klinische
Expression von Allergien und Asthma beeinflussen kdonnen. Fur verschiedene
genetische Faktoren, aber auch fur Umweltfaktoren konnte eine Assoziation mit der
Anfalligkeit fur Atopie oder mit dem Schutz vor atopischen Erkrankungen nachwiesen
werden. Der Schluss liegt nahe, dass weder die genetischen Effekte noch die
Umweltbedingungen fir sich alleine betrachtet eine Erklarung fur das Auftreten von
oder den Schutz vor atopischen Erkrankungen liefern kdnnen. Vielmehr ist von
einem Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren im Sinne von Gen-Umwelt-
Interaktionen auszugehen.

Unter Gen-Umwelt-Interaktion wird haufig verstanden, dass Gene die Potentiale und
Grenzen des Korpers definieren, auf Umweltbedingungen zu reagieren. Bei
manchen angeborenen  Stoffwechselerkrankungen beispielsweise ist das
Vorhandensein von bzw. der Mangel an einem bestimmten Enzym genetisch
bedingt. Somit wird die Reaktion des Organismus auf bestimmte Nahrungsmittel bzw.
darin enthaltene Aminosauren durch seine genetische Pradisposition bestimmt.
Diese genetische Pradisposition kann jedoch nur in einer Umwelt sichtbar werden, in
der z.B. die betreffende Aminosdure vorhanden ist. Ware z.B. die betreffende
Aminosaure nicht ubiquitar, sondern nur in einer exotischen Frucht vorhanden,
wurden die Auswirkungen der Stoffwechselkrankheit nur sehr selten zu Tage treten
oder sogar auf den ersten Blick wie eine Intoxikation imponieren (Kabesch 2006a).
Bei komplexeren Erkrankungen sind die Gen-Umwelt-Interaktionen weniger klar als
in dem genannten Beispiel. Hier Uberlappen sich multiple genetische Faktoren und
Umwelteffekte, die voneinander abhangig oder unabhangig sein konnen. Ein
Phanotyp konnte sowohl durch einen genetischen Faktor als auch durch eine
Umweltbedingung hervorgerufen sein (Kabesch 2006a). Es ist bei komplexen
Erkrankungen wie Asthma davon auszugehen, dass ein Zusammenspiel von
genetischen Faktoren und Umweltbedingungen zur Auspragung der Erkrankung
beitragt. Die Exposition gegentuber Umweltfaktoren wie z.B. Ozon, Zigarettenrauch,
Staubpartikeln und Hausstaubmilben sowie bakteriellen und viralen Infektionen kann
zur klinischen Manifestation bzw. Exazerbation von Asthma flhren. Beim
allergischen Asthma besteht meist eine Sensibilisierung gegenuber bestimmten
Aeroallergenen. Diese Sensibilisierung, die in den ersten Lebensjahren erfolgt,
konnte auf einer genetischen Pradisposition beruhen und durch Exposition

gegenuber dem jeweiligen Allergen getriggert werden. Somit kdonnten bestimmte
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Umweltfaktoren eine atopische Erkrankung bei Menschen induzieren, die durch ihren
Genotyp anfallig fur diese Erkrankung bzw. fir einen bestimmten Stimulus sind.

In den letzten Jahrzehnten wurden hierzu zahlreiche Hypothesen aufgestellt. Es wird
vermutet, dass Luftverschmutzung und speziell aktives und passives Tabakrauchen
starkere schadliche Effekte bei Menschen haben, die genetisch bedingt bestimmte
Abwehrmechanismen eingeschrankt aufweisen (Kabesch 2006b). Ein Beispiel fur
solche Abwehrmechanismen sind die Glutathion-S-Transferasen (GST), Enzyme, die
im menschlichen Organismus bei Abbauprozessen von toxischen Bestandteilen des
Tabakrauchs, aber auch anderen luftverschmutzenden Substanzen mafgeblich
beteiligt zu sein scheinen (Sheehan et al. 2001). Zahlreiche Studien der letzten Jahre
bieten Hinweise darauf, dass ein genetisch bedingter Mangel an Glutathion-S-
Transferasen oder Polymorphismen in den GST Genen im Zusammenwirken mit
Tabakrauchexposition in utero und im Kindes- und Erwachsenenalter ein hoheres
Risiko fur Asthma und fetale Mangelentwicklung der Lunge bzw. spater erworbene
Einschrankungen der Lungenfunktion bewirken (lvaschenko et al. 2001; Cook and
Strachan 1998; Kabesch et al. 2004). Experimentelle Untersuchungen, die vermehrte
DNA-Schaden bei einem Mangel an bestimmten GST zeigen, unterstitzen diese
Ergebnisse (Ollikainen et al. 1998; van Poppel et al. 1992). Genetische
Veranderungen der GST Enzyme scheinen auch zu negativen gesundheitlichen
Effekten anderer Umweltfaktoren beizutragen, wie z.B. Diesel-Abgaspartikel (Gilliland
et al. 2004) oder Ozon (David et al. 2003).

Gen-Umwelt-Interaktionen konnten nicht nur an der Expression atopischer
Erkrankungen, sondern auch am Schutz vor der Entwicklung solcher Krankheiten
beteiligt sein. Abbildung 1 zeigt verschiedene Madoglichkeiten, wie Genetik und
Umweltfaktoren sowie Gen-Umwelt-Interaktionen die Entstehung eines atopischen

Phanotyps beeinflussen konnten.
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Atopischer Phanotyp

D

B
A
/ ///1") Umwelt
 Genetk c

Abbildung 1. Vom Genotyp zum Phédnotyp. (adaptiert aus Kabesch 2004)

(A) Eine starke genetische Pré&disposition kénnte direkt zur Expression eines atopischen
Phénotyps fihren.

(B) Ein atopischer Ph&notyp kbnnte aus einer Interaktion von Genetik und Umweltfaktoren
entstehen.

(C) Die genetische Prédisposition und Umweltbedingungen kénnten sich antagonisieren, so
dass es zu keiner klinischen Expression von Atopie kommt.

(D) Auch in Abwesenheit einer genetischen Prédisposition kbnnte das Vorliegen starker
Umweltfaktoren zur Auspragung eines atopischen Phéanotyps fiihren.

1.5 Die Rolle des menschlichen Immunsystems in der Atopieentstehung

FUr die Untersuchung von Gen-Umwelt-Interaktionen in der Atopieentstehung ist es
von zentraler Bedeutung, Strukturen auf molekularer Ebene zu identifizieren, an
denen eine Gen-Umwelt-Interaktion mdglich erscheint. Da atopische Erkrankungen
auf fehlgeleiteten immunologischen Reaktionen beruhen, liegt es nahe, dass diese
Strukturen innerhalb des menschlichen Immunsystems liegen. Das Immunsystem
und insbesondere die Komponenten des sogenannten angeborenen Immunsystems
haben sich unter der Exposition gegentber einer durch mikrobielle Organismen
dominierten Umwelt Uber Millionen von Jahren gebildet und genetisch
weiterentwickelt. Uber diese lange Zeit funktionierten die Mechanismen des
Immunsystems effektiv in der Abwehr des Korpers gegen mikrobielle Keime und
Fremdkorper. Ab dem Zweiten Weltkrieg trat eine rasche und dramatische
Veranderung der Umweltbedingungen, denen wir ausgesetzt sind, ein. Zeitgleich mit

dieser starken Veranderung der Umweltfaktoren kam es zu einer deutlichen
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Zunahme der Pravalenz atopischer Erkrankungen als Ausdruck einer inadaquaten
Reaktion des Immunsystems auf Umwelteinflisse.

Es ware moglich, dass zum einen das veranderte Pathogenumfeld und zum anderen
Veranderungen in der Pathogenerkennung durch die Bestandteile des angeborenen
Immunsystems Uber Gen-Umwelt-Interaktionen in  Zusammenhang mit der

gesteigerten Atopiepravalenz stehen kdnnten.

1.5.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem steht an vorderster Front bei der immunologischen
Abwehr von Pathogenen. Es dient zur Sofortverteidigung des Organismus gegen
eindringende Mikroorganismen innerhalb weniger Minuten bis Stunden. Der
menschliche Korper ist durch den Kontakt mit seiner Umwelt standig
Mikroorganismen, potentiell infektiosen Keimen und Fremdkdrpern ausgesetzt.
Angesichts der standigen Exposition gegenuber Pathogenen ist es erstaunlich, dass
infektiose Erkrankungen verhaltnismafig selten auftreten. Dafur sind die effektiven
Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems mafgeblich verantwortlich.
Die erste Barriere gegen eindringende Keime stellen die epithelialen Oberflachen der
Schleimhaut im Respirations- und Gastrointestinaltrakt sowie der Haut dar. Auch
wenn Mikroorganismen es schaffen, diese Barriere zu durchbrechen, verfugt das
angeborene Immunsystem im darunter liegenden Gewebe Uber effektive
Mechanismen zur Vernichtung der Mikroorganismen.

Nach dem Eindringen eines Pathogens wird es in der Regel sofort von
Gewebsmakrophagen oder neutrophilen Granulozyten im Blut erkannt und Uber
Phagozytose ins Zellinnere aufgenommen (Janeway 2005). Dabei erkennen die
Zellen des angeborenen Immunsystems einfache, phylogenetisch konservierte
molekulare Strukturen, die man auch als pathogenassoziierte molekulare Muster
("pathogen associated molecular patterns”, PAMP) bezeichnet. Ein Beispiel fur ein
PAMP st bakterielles Lipopolysaccharid (LPS, Endotoxin), ein Bestandteil der
meisten gramnegativen Bakterien.

Die entsprechenden Rezeptoren zur Erkennung eines PAMP werden als
Mustererkennungsrezeptoren (,Pattern recognition receptors®, PRR) bezeichnet. Die
PRR kdénnen auf der Oberflache von Makrophagen und antigenprasentierenden

Zellen (APC) exprimiert sein, frei im Plasma zirkulieren oder im Intrazellularraum
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lokalisiert sein. Beispielsweise wird die Erkennung von LPS ber die
Mustererkennungsrezeptoren CD14 und TLR2, die als Rezeptorsystem interagieren,
vermittelt.

Der Mechanismus und die Schnelligkeit der Antwort des angeborenen
Immunsystems sind unabhangig davon, wie oft der Antigenkontakt stattfindet, da im
angeborenen  Immunsystem keine  Entwicklung eines immunologischen
Gedachtnisses im Sinne einer klonalen Selektion spezifischer Rezeptoren erfolgt.
Das angeborene Immunsystem verfligt somit Uber eine relativ kleine Auswahl an
Mustererkennungsrezeptoren mit einer nur geringen Spezifitat fur Strukturen des
Antigens.

Obwohl die Mustererkennungsrezeptoren entwicklungsgenetisch konservierte
Strukturen und damit in ihrer Reaktionsfahigkeit im Wesentlichen festgelegt sind,
kann Uber sie eine riesige Bandbreite von mikrobiellen Erregern schnell als
korperfremd erkannt und bezlglich der Pathogenitdt eingeordnet werden.
Bemerkenswert ist dabei, dass bereits auf dieser phylogenetisch frihen Stufe des
Immunsystems  zwischen pathogenen und nicht pathogenen Strukturen
unterschieden werden kann. Auch beim Kontakt des Korpers mit potentiell
allergieausldésenden Stoffen stehen die Mustererkennungsrezeptoren an der ersten

Stelle einer Kaskade von immunologischen Reaktionen.

1.5.2 Zusammenspiel des angeborenen und des erworbenen Immunsystems bei

atopischen Erkrankungen

Die immunologischen Mechanismen, die den ersten Schritt in Richtung der
Entwicklung einer atopischen Erkrankung bedeuten konnten, scheinen im
angeborenen Immunsystem zu liegen. Wesentliche pathophysiologische Vorgange in
der Expression eines atopischen Phanotyps jedoch spielen sich innerhalb des
zweiten Teilbereiches des menschlichen Immunsystems, namlich im erworbenen
(adaptiven) Immunsystem ab. Die Mustererkennungsrezeptoren werden als
entscheidende Verbindungsstellen zwischen dem angeborenem und adaptivem
Immunsystem angesehen (Akira et al. 2001; Medzhitov and Janeway Jr. 1997).

Nach der Einteilung der Uberempfindlichkeitsreaktionen, die auf die beiden britischen
Immunologen Coombs und Gell zurlickgeht, entspricht die allergische Reaktion im

Allgemeinen einer Typ | Reaktion und damit der durch Immunglobulin E (IgE)
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vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp. IgE-Antikdrper werden
durch die B-Lymphozyten gebildet, die fur die humorale Immunreaktion des
erworbenen Immunsystems verantwortlich sind. Die Bildung der IgE-Antikorper
erfolgt in einer Sensibilisierungsphase, die sehr unterschiedliche Zeitspannen
umfassen kann und fur den Betroffenen unbemerkt ablauft. Ist das Immunsystem auf
ein Allergen sensibilisiert, wird bei erneutem Kontakt eine durch IgE vermittelte
allergische Reaktion ausgelost.

IgE ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ca.190 kDa. Es wird
Uberwiegend in den Plasmazellen der Schleimhaut des Darms und des
Respirationstraktes gebildet und ins Blut abgegeben. IgE hat u.a. eine natlrliche
Rolle in der Parasitenabwehr. Wurminfektionen des Darms beispielsweise I6sen im
Korper eine erhdhte Ausschittung von IgE aus (Jarrett and Bazin 1974; Finkelman et
al 1988).

Bei der Auslésung einer allergischen Reaktion binden die allergenspezifischen IgE-
Antikdérper mit lhrem Fc-Teil an den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI auf der
Oberflache von Mastzellen im Gewebe und auf basophilen und eosinophilen
Granulozyten im Blut (Sutton and Gould 1993). Diese Zellen enthalten Granula, die
mit verschiedenen Entzindungsmediatoren wie z. B. Histamin gefUllt sind. Bindet ein
Antigen an zwei benachbarte gebundene IgE und kommt es dadurch zur Vernetzung
der IgE-Moleklle, so degranuliert die Zelle und die Entzindungsmediatoren werden
freigesetzt. Die Mediatoren bewirken beispielsweise die Kontraktion der glatten
Muskulatur des Bronchialsystems, die ein Hauptsymptom von Asthma ist. Weiterhin
vermitteln sie eine  Permeabilitatserhdhung von GefalRen und erhdhen die
Produktion von Bronchialsekret, was in den typischen Heuschnupfensymptomen
resultiert. Atopische Erkrankungen sind durch IgE vermittelte
Entzindungsmechanismen gekennzeichnet. Atopiker weisen einen hoheren Gesamt-
IgE-Spiegel auf als Nichtatopiker. Eine Assoziation mit erhdhten IgE-Spiegeln im
Serum konnte fur Asthma (Burrows et al. 1989), fir ein hyperreagibles
Bronchialsystem (Sears et al. 1991), sowie die Hautreaktion im Pricktest
nachgewiesen werden (Droste et al. 1996).

Bei der zellularen Immunabwehr des adaptiven Immunsystems, die Uber die T-
Lymphozyten vermittelt wird, unterscheidet man T-Killerzellen und T-Helferzellen. Die
T-Helferzellen (Ty-Zellen) koénnen in verschiedene Subpopulationen unterteilt

werden, deren Differenzierung sich nach dem Antigenkontakt entscheidet. Die
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Rezeptoren auf der Zelloberflache der T-Lymphozyten werden durch Antigenkontakt
gepragt. Durch klonale Vermehrung der antigenspezifisch gepragten Lymphozyten
bildet sich ein immunologisches Gedachtnis aus.

Das angeborene und das erworbene Immunsystem agieren nicht unabhangig
voneinander, sondern sind auf vielfaltige Art und Weise miteinander verknupft
(Fearon and Locksley 1996). Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems ist
eine Hauptvoraussetzung fur die Aktivierung der erworbenen Immunantwort
(Janeway Jr. 1989). Nach der Erkennung eines PAMP durch einen
Mustererkennungsrezeptor auf den antigenprasentierenden Zellen (APC) des
angeborenen Immunsystems kommt es zur Phagozytose des Antigens und zur
Prasentation von Antigenfragmenten auf der Zelloberflache. Die prasentierten
Antigenfragmente kdonnen so von den T-Lymphozyten durch deren spezifische
Rezeptoren erkannt werden. Durch Exposition gegenliber APC und deren Stimuli
kommt es Uber die Produktion verschiedener Zytokine zur Differenzierung der
ungepragten "naiven" Th0 Zellen in  Ty1- oder Tn2-Zellen. Die beiden Tg-
Subpopulationen kdnnen sich gegenseitig regulieren. Die Zytokine, die von Ty1-
Zellen produziert werden, hemmen die Aktivierung von Ty2-Zellen und umgekehrt.

Im reifen menschlichen Immunsystem besteht normalerweise eine Dominanz des
Tu1-Systems gegenlber den Ty2-Zellen. Hingegen zeigen Studien Uber die
Zytokinausschuttung von mononuklearen Blutzellen von Feten und Neugeborenen,
dass das unreife Immunsystem durch eine Ty2-Dominanz charakterisiert ist. Der
Fetus wird bereits in utero mit Antigenen oder Bestandteilen von Antigenen aus der
Umgebung der Mutter konfrontiert, die die Plazenta passieren kdnnen. Die Aktivitat
der Ty1-Zellen wird durch Zytokine, die von Anteilen der Plazenta produziert werden,
reduziert,  moglicherweise  zur  Verhinderung der  zelluldar  bedingten
AbstoRungsreaktion wahrend der Schwangerschaft. Nach der Geburt verandert sich
das Immunsystem durch Kontakt der T-Lymphozyten mit verschiedenen
Umweltfaktoren. Das kindliche Immunsystem reift durch die Stimulierung der Ty1-
Zellen und der Entstehung einer natlirlichen Dominanz des Tn1-Systems. Die
gegenseitigen Regulationen der T-Lymphozyten flUhren dazu, dass bestimmte
Immunreaktionen durch eine Dominanz von humoralen (Tnx2-vermittelten) oder
zellularen (Ty1-vermittelten) Mechanismen gekennzeichnet sind. Ein Uberwiegen des
Th2-Systems scheint mitverantwortlich flr die Entstehung von Allergien zu sein

(Romagnani 1992). Bei allergischen Erkrankungen kommt es zur vermehrten
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Ausschittung von Tyh2-typischen Zytokinen wie IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13. Ty2-
spezifische Zytokine bewirken eine vermehrte Freisetzung von IgE, die ein
Hauptcharakteristikum atopischer Erkrankungen ist.

Abbildung 2 illustriert stark schematisch vereinfacht das Zusammenspiel des
angeborenen und des erworbenen Immunsystems von der Erkennung von LPS
durch das CD14-TLR2-Rezeptorsystem bis zur Beeinflussung der T-Zell-

Differenzierung.

—c)
JON
()

Abbildung 2. Zusammenspiel des angeborenen und des erworbenen Immunsystems
am Beispiel der Erkennung von LPS durch das CD14-TLR2-Rezeptorsystem.

Die Erkennung von Bakterienbestandteilen wie LPS durch das Zusammenspiel der
Rezeptoren CD14 und TLR2 fihrt zur Aufnahme von LPS in die Zelle und (ber
Signaltransduktionswege zur Antigenpréasentation auf den antigenprasentierenden Zellen.
Dadurch kommt es (ber die Induktion der Zytokinproduktion zur Differenzierung der
ungepréagten T-Helfer-Lymphozyten (Tn0) in die Ty1- oder Ty2-Subpopulationen.

1.6 Das CD14-TLR2-System

Der CD14-Rezeptor und die sogenannten  Toll-like-Rezeptoren  sind
Mustererkennungsrezeptoren auf den Zellen des angeborenen Immunsystems. lhr
Zusammenspiel bei der Erkennung von Endotoxin macht sie zu wichtigen

Zielstrukturen bei der Erforschung der Asthma- und Allergieentstehung.
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1.6.1 Das CD14-Rezeptorprotein

Der CD14-Rezeptor ist ein Glykoprotein mit einer molekularen Masse von ca. 55
kDA, das sich auf der Oberflache von Monozyten, Makrophagen und Leukozyten
befindet (Wright 1995). Die kodierende Genregion fur CD14 liegt auf Chromosom 5q
23-31 (Goyert et al. 1998). Das Gen uberspannt ca. 3900 Basenpaare (Schumann et
al. 1994). Zuerst wurde die Funktion von CD14 als Rezeptor flir Lipopolysaccharid
(LPS) entdeckt (Wright et al. 1990). LPS, das auch als Endotoxin bezeichnet wird, ist
ein Bestandteil der meisten gramnegativen Bakterien. Mittlerweile gibt es Hinweise
darauf, dass auch Reaktionen gegen Pathogene grampositiver Bakterien, von
Mykobakterien und moglicherweise auch Viren Uber den CD14-Rezeptor vermittelt
werden (Dobrovolskaia and Vogel 2002).

CD14 existiert neben der membrangebunden Form (mCD14) auch in einer 16slichen
Form als ,soluble® CD14 (sCD14) im Serum. Normalerweise enthalt das menschliche
Serum sCD14 in Konzentrationen von zwei bis drei Mikrogramm pro Milliliter (Durieux
et al. 1994). sCD14 wird Uber zwei unterschiedliche Mechanismen freigesetzt und
existiert in zwei ldslichen Isoformen (Bazil et al. 1989). Einerseits entsteht es durch
proteolytisches Abldsen von membrangebundenem CD14 von der Zellmembran, was
als "Shedding" bezeichnet wird. Andererseits kann sCD14 auch direkt von den Zellen
sezerniert werden (Bufler et al. 1995). Zellen, die kein mCD14 auf ihrer
Zelloberflache exprimieren und keine Reaktion auf Stimulation mit LPS zeigen,
konnen nach Zugabe von sCD14 durch LPS aktiviert werden. Demnach kdnnte
sCD14 eine wesentliche Rolle bei der Zellantwort auf LPS zukommen (Frey et al.
1992). Zusammen mit dem Lipopolysaccharidbindenden Protein (LBP) bildet LPS
Lipopolysaccharidkomplexe (Wright 1990). Eine weitere Hypothese zur Funktion von
sCD14 lautet, dass es Komplexe aus LPS und LBP binden und neutralisieren kann,
so dass die Reaktion der Zellen auf Endotoxin gehemmt wird (Maliszewski 1991). In
anderen Studien wird sCD14 genau die gegenteilige Funktion, namlich die

Stimulierung der LPS-Reaktion, zugeschrieben (Frey et al. 1992).
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1.6.2 Toll-like-Rezeptoren (TLR)

Zu den Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen Immunsystems zahlen
neben CD14 auch die Toll-like-Rezeptoren (TLR). Diese Art von Rezeptoren wurde
zuerst bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster beschrieben und , Toll* genannt.
Die zytoplasmatische Doméane des Toll-Proteins weist groRe Ahnlichkeit zur der des
Interleukin-1-Rezeptors (IL-1R) bei Saugetieren auf (Gay and Keith 1991). Die
strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit dieser Rezeptoren deutet darauf hin, dass
diese Mechanismen evolutionar konserviert und essentiell fur die Abwehr gegen
mikrobielle Erreger sind. Die zum Toll-Rezeptor der Fruchtfliege homologe
Rezeptorfamilie beim Menschen wird als Toll-like-Rezeptoren (TLR) bezeichnet.
Bisher sind beim Menschen zehn verschiedene TLR beschrieben worden.

Die Signalkaskade der Toll-like-Rezeptoren fuhrt zur Aktivierung von Genen, deren
Produkte eine Rolle fur das Immunsystem und die Entzindungsreaktion spielen
(Medzhitov and Janeway Jr. 1997).

1.6.3 Zusammenspiel von CD14 und TLR2 bei der Erkennung von LPS

Das membrangebundene CD14-Rezeptorprotein weist weder transmembrandse
noch intrazellulare Domanen auf. Somit kann der CD14-Rezeptor alleine keine
Signallbertragung ins Zellinnere auslésen. Einige der Toll-like-Rezeptoren erflllen
hierbei die Funktion als Corezeptoren von CD14 bei der transmembrandsen
SignalUbertragung (Medzhitov et al. 1997). Nach der Bindung von LPS kommt es
zur Zusammenlagerung von CD14 mit TLR2 oder TLR4, was zu einer Aktivierung der
TLR-Signalkaskade fuhrt (Kaisho and Takira 2001). Es gibt Hinweise darauf, dass
insbesondere der Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) mit CD14 bei der Erkennung von LPS
durch die Bildung eines Rezeptorkomplexes interagiert (Yang et al. 1999).
Uberexpression von TLR2 fiihrt dazu, dass menschliche embryonale Nierenzellen
der Zelllinie 293 auf LPS reagieren (Yang et al. 1998 ; Kirschning et al. 1998).
Andererseits weisen auch Zellen mit einem defekten TLR2-Gen eine normale
Antwort auf LPS auf (Takeuchi et al. 1999; Heine et al. 1999). Es hat sich gezeigt,
dass atypische Lipopolysaccharide der Bakterien Leptospira interrogans und

Porphyromonas gingivalis Zellen Uber TLR2 aktivieren kénnen (Werts et al. 2001;
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Hirschfeld et al. 2001). Neben LPS sind noch weitere Liganden des TLR2 bekannt,

die in Tabelle 1 aufgefuhrt sind.

Toll-like-Rezeptor Liganden Herkunft der Liganden

TLR2 Lipoproteine Bakterien
Lipopolysaccharid, Glykolipide  Spirochaten
Peptidoglykan, Lipoteichoic Acid Grampositive Bakterien

Lipoarabinomannan Mykobakterien
Lipopolysaccharid, Fimbrien Porphyromonas gingivalis
Zymosan Hefe

GPI Anker Trypanosoma cruzi
Membranprotein A Klebsiellen

Porin Neisserien

Tabelle 1. Liganden des Toll-like-Rezeptors 2 (TLR2). (adaptiert aus: Akira and Hemmi
2003)

1.6.4 Einfluss von LPS auf die Genexpression im CD14-TLR2-System

In In-vitro-Untersuchungen an Zellen konnte gezeigt werden, dass die
Genexpression von CD14 und TLR2 in vitro durch Stimulation mit LPS gesteigert
werden kann.

Die Veranderung der CD14-Expression nach LPS Stimulation war in den In-vitro-
Studien abhangig sowohl von der Dosis als auch von der Einwirkzeit (Landmann et
al. 1996; Marchant et al. 1992). Andere Studien zeigen, dass hohe LPS Dosen (100
ng/ml) bei einer Einwirkzeit von 3 bis 18 Stunden die mCD14-Expression
herunterregulieren (Bazil and Strominger 1991; Wright 1995). Bei Patienten, die an
einem septischen Schock litten, wurde in einer Ex-vivo-Untersuchung eine reduzierte
CD14-Expression auf Monozyten beobachtet (Ertel et al. 1995). Somit scheint ein
Ruckkopplungsmechanismus zwischen der Endotoxinkonzentration in der
Umgebung und der Expression des CD14-Rezeptors zu bestehen. Auf Proteinebene
bietet sich zur Abschatzung der Rezeptorexpression als sogenannter intermediarer

Phanotyp die Bestimmung von sCD14 im Serum an.
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Uber Faktoren, die die Genexpression von Toll-like-Rezeptoren beeinflussen, ist
noch nicht sehr viel bekannt. Nach Stimulation dendritischer Zellen mit LPS in vitro
konnte eine Hochregulierung der Expression von TLR2, TLR4 und TLR9 beobachtet
werden (An et al. 2001). In Muskelzellen sowie in myeloischen Zellen wurde die
TLR2-Expression nach Stimulation mit TNF-a (Tumornekrosefaktor alpha) und
anderen Stimuli gesteigert (Matsuguchi et al. 2000; Flo et al. 2001; Watari et al.
2000). Die Genexpression von TLR2 war bei synovialen Fibroblasten, die mit den
proinflammatorischen Zytokinen IL-13 und TNF-a sowie mit LPS und synthetischem
Lipopeptid (sBLP) stimuliert wurden, signifikant erhoht (Seibl et al. 2003). Die
Expression von TLR4, aber nicht von TLR2, war in einer Studie signifikant
hochreguliert bei Patienten, die an SIRS (Systemic Inflammatory Response
Syndrome) erkrankt waren, einem lebensbedrohlichen Krankheitsbild, das haufig
bakteriell ausgeldst wird (Calvano et al. 2003).

Die genannten Untersuchungen deuten darauf hin, dass es einen Zusammenhang
zwischen der LPS Exposition und der Genexpression im CD14-TLR2-System zu

geben scheint.

1.6.5 Die Genetik des CD14-TLR2-Systems in der Entstehung von Atopie

Genetische Kopplungsanalysen haben fur die chromosomale Region 5q31-32 eine
Verbindung zu Atopie und Asthma identifiziert (Marsh et al. 1994). In dieser
Genregion liegt das CD14-Gen, aber mit den Genen fur IL3, IL4, IL5, IL9, IL12B,
IL13, GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Colony-Stimulating-Factor) und ADRB2
(B2-Adrenorezeptor) noch weitere mogliche Kandidatengene fur atopische
Erkrankungen (Gao et al. 1999).

Baldini et al. identifizierten 1998 einen SNP in der Promoterregion des CD14-Gens,
den CD14 C-159T Polymorphismus (Baldini et al. 1999). Bei diesem
Polymorphismus kommt es an der Position -159 zum Austausch von Cytosin (C)
gegen Thymin (T), so dass bei jeweils zwei Allelen die Genotypen CC (homozygot fur
den Wildtyp), CT (heterozygot) und TT (homozygot flr den Polymorphismus) moglich
sind, mit einer Allelfrequenz des C-Allels bei ca. 51%. Es gibt Hinweise auf eine
funktionelle Bedeutung des C-159T Polymorphismus im Sinne einer Regulierung der

CD14-Transkription in Monozyten. Das Vorhandensein des Polymorphismus
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resultierte dabei in einer um 20% gesteigerten CD14-Genexpression nach
Stimulation mit Endotoxin (LeVan et al. 2001). Der CD14 C-159T Polymorphismus
schien in einer initialen Untersuchung Einfluss auf den sCD14-Spiegel und das
Gesamt-IgE im Serum zu haben (Baldini et al. 1999). Es folgten zahlreiche weitere
Studien zur Assoziation zwischen dem C-159T Polymorphismus und atopischen
Phanotypen sowie IgE, die teils widersprichliche Resultate ergaben. Die bisherige
Datenlage lasst noch keine eindeutige Aussage zur Rolle des C-159T
Polymorphismus in der Atopieentstehung zu.

Neben CD14 ist TLR2 als Teil des Signalkomplexes bei der Erkennung einer grof3en
Anzahl von Bestandteilen von Mikroorganismen eines der Kandidatengene fur die
Atopieentstehung. Es gibt Hinweise darauf, dass Polymorphismen im TLR2-Gen mit
Asthma, Atopie und Heuschnupfen sowie spezifischem IgE gegen haufige
Aeroallergene assoziiert sein kdnnten (Eder et al. 2004, Kormann et al. 2008). Bisher
liegen hierzu deutlich weniger Studienresultate vor als zur Assoziation von CD14

Polymorphismen mit Atopie.

1.7 Die Studien ISAAC, ALEX und PARSIFAL

Seit den achtziger Jahren des 20. Jahrhunderts wurden zahlreiche wissenschaftliche
Studien mit Augenmerk auf genetische Faktoren und Umwelteinflisse in der
Entstehung von Asthma und Allergie durchgeflhrt. Exemplarisch sollen hier die
Studien ISAAC, ALEX und PARSIFAL genannt werden, da die Studienpopulationen
fur die vorliegende Arbeit von Bedeutung sind.

Eine der ersten groRRen epidemiologischen Studien zur Erforschung atopischer
Erkrankungen bei Bevdlkerungsgruppen mit unterschiedlichen Lebens- und
Umweltbedingungen war die seit 1995 weltweit durchgefuhrte ISAAC Studie
(International Study of Asthma and Allergies in Childhood). Die in der ISAAC Studie
erhobenen Daten wurden z.B. uber Fragebogenaktionen,
Lungenfunktionsmessungen, Blutproben und Hautpricktests in 155 Studienzentren in
56 Landern gesammelt.

Eine Bevdlkerungsgruppe, in deren Wohn- und Lebensraum die Konzentration von
LPS konstant erhoht ist, sind Bauern (Radon et al. 2004). Seit Anfang der Neunziger

Jahre wurden mehrere Studien mit besonderem Augenmerk auf das Allergierisiko
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von Bauernkindern durchgefuhrt. In diesen Studien werden epidemiologische Daten
zur Atopiepravalenz und die Zusammenhange zwischen LPS Exposition, atopischen
Phanotypen und Rezeptoren des angeborenen Immunsystems untersucht.

Die ALEX (Allergy and Endotoxin) Studie war ab 1999 eine der ersten
Querschnittsstudien zur Untersuchung von Risikofaktoren und protektiven Faktoren
in der Entstehung von Asthma und Allergien mit Schwerpunkt auf der bauerlichen
Lebensweise. Von Bauernkindern und Kontrollkindern aus landlichen Regionen in
Bayern, Osterreich und der Schweiz bzw. ihren Eltern wurden u.a. Fragebdgen zu
Lebensstil und Umweltbedingungen erhoben und Hautpricktests, Blutproben sowie
Endotoxinmessungen im Hausstaub ausgewertet.

Eine weitaus grolRere Bauernstudie ist die ab dem Jahr 2000 in finf europaischen
Landern durchgefihrte PARSIFAL Studie (Prevention of Allergy Risk Factors for
Sensitization In children related to Farming and Anthroposophic Lifestyle). Kinder aus
Familien mit traditionellem Lebensstil (Bauernfamilien und anthroposophisch
gepragten Familien) und Kontrollkinder aus denselben Regionen wurden in
Deutschland, Holland, Osterreich, Schweden und der Schweiz rekrutiert. Wie in der
ALEX Studie wurden epidemiologische Daten Uber Fragebdgen erhoben, die auf den
Fragebogen der ISAAC Studie basierten. Zudem wurden u.a. Blutproben,
Lungenfunktionsmessungen, Hautpricktests und Endotoxinmessungen aus
Hausstaub und Stall gesammelt.

In den letzten Jahren wurden weitere Bauernstudien lanciert, die hier nicht

namentlich erwahnt werden sollen.
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1.8 Zusammenfassung

Die Pravalenz atopischer Erkrankungen hat in den letzten Jahrzehnten weltweit
zugenommen. Im Kindesalter gehdren Allergien und Asthma zu den haufigsten
chronischen Erkrankungen mit stetig ansteigender Pravalenz. Die genetische
Pradisposition, Veranderungen in den Umweltbedingungen und Interaktionen von
Genetik und Umwelt scheinen hierbei eine entscheidende Rolle zu spielen.
Besonders die Exposition gegenuber Endotoxin (LPS) scheint ein Umweltfaktor zu
sein, der Einfluss auf die Entstehung atopischer Erkrankungen haben konnte. Auf
molekularer Ebene erfolgt die Erkennung von LPS innerhalb des angeborenen
Immunsystems Uber das Zusammenspiel der Mustererkennungsrezeptoren CD14
und TLR2. CD14 und TLR2 sind mdgliche Kandidatengene flr die Entstehung von
Atopie und Asthma. Genetische Variationen im CD14-TLR2-System scheinen eine
Assoziation mit der Entstehung atopischer Erkrankungen aufzuweisen. Deshalb sind
diese Gene Gegenstand zahlreicher Analysen zur Erforschung genetischer Ursachen
atopischer Erkrankungen sowie von Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen.
Augrund der biologischen Komplexitat der Regelkreise sollten stets beide Gene des
CD14-TLR2-Rezeptorsystems in einer Population untersucht werden. Bei so
komplexen Erkrankungen wie Asthma und Allergien besteht sonst die Gefahr, dass
vorhandene Zusammenhange nicht erkannt werden konnten.

Zur Untersuchung von Gen-Gen-Interaktionen im CD14-TLR2-System eignen sich
vor allem Studienpopulationen wie die der ISAAC Studie, die aus einer grofden
Anzahl von Individuen mit ahnlichem genetischem Hintergrund bestehen und unter
vergleichbaren Umweltbedingungen leben. Populationen aus den Bauernstudien
bieten sich hingegen zur Analyse des Zusammenhangs zwischen dem Ausmaf der
mikrobiellen Exposition und der Entstehung atopischer Erkrankungen im Sinne von

Gen-Umwelt-Interaktionen an.
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1.9 Zielsetzunqg der vorliegenden Arbeit

Das CD14-TLR2-System spielt eine wesentliche Rolle in der Erkennung von
Bestandteilen mikrobieller Erreger wie z.B. LPS. Es gibt Hinweise darauf, dass
genetische Variationen im CD14-TLR2-Rezeptorsystem mit dem Auftreten von
atopischen Erkrankungen assoziiert sind.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Polymorphismen im CD14-TLR2-System auf
ihre Assoziation mit atopischen Erkrankungen zu untersuchen. Im ersten Teil der
Analysen soll zuerst der Hypothese nachgegangen werden, dass der
Polymorphismus C-159T in der Promoterregion des CD14-Gens eine Rolle in der
Auspragung atopischer Phanotypen spielt. Zu dieser Fragestellung werden drei
verschiedene Populationen verschiedenen Lebensalters aus unterschiedlichen
Regionen Deutschlands untersucht. Weiterhin soll in diesen drei Populationen die
Assoziation zwischen dem Genotyp des CD14 C-159T Polymorphismus und sCD14
als indirektem Marker der Genexpression von CD14 geprift werden. Zudem soll
festgestellt werden, ob in den drei Populationen ein Effekt des Genotyps des CD 14
C-159T Polymorphismus auf die Serumspiegel von IgE besteht.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit soll die in einer Voruntersuchung
vorbeschriebene starke Assoziation zwischen dem TLR2-Polymorphismus TLR2-540
und atopischen Phanotypen an der Population der PARSIFAL Studie getestet
werden. Mit einer Replikationsuntersuchung soll die Rolle des TLR2-540
Polymorphismus als wesentliche Determinante von Asthma und Allergien bei
Bauernkindern bestatigt werden.

Die fur diese Arbeit durchgeflhrten Analysen sollen eine Erganzung zur bisherigen
Datenlage aus anderen Untersuchungen an den Populationen der Studien ISAAC
und PARSIFAL darstellen. Ziel ist es, dass fur beide Populationen Daten zur
Assoziation von genetischen Varianten im CD14-TLR2-System mit atopischen

Phanotypen existieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate

Gel-Dokumentationssystem:
KODAK Electrophoresis Documentation and
Analysis System

Gel-Elektrophoreseapparatur:
BIO RAD Wide Mini-Sub Cell GT

BIO RAD Power Pac 300

Massenspektrometer:
BIFLEX II-TOF

Mikrowelle:

PCR-Systeme:

eppendorf Mastercycler

PCR PTC 225 Tetrad, Peltrier Thermal Cycler
Primus Thermal Cycler

Photometer:
eppendorf BioPhotometer

Pipetten:
eppendorf Research 10ul, 20pl, 200ul, 1000l

Pipettierroboter:
Pipettierroboter Genesis 150
Pipettierroboter Multimek 96

Sequenom Spectro Point Nanoliter
Pipetting Systems
Pipettierroboter Te-MO

22

KODAK, Stuttgart (Wangen), D

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA

Bruker Franzen Analytik GmbH,
Bremen, D

Bosch, Stuttgart, D

Eppendorf AG, Hamburg, D
MJ Research, Boston, MA, USA
MW G-Biotech AG, Ebersberg, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Tecan AG, Crailsheim, D
Beckmann/Sagain,
Unterschleil3heim, D
Sequenom, Hamburg, D

Tecan AG, Crailsheim, D
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Vortexer:
Scientific Industries Vortex Genie 2

Tischzentrifuge:

Hettich Zentrifugen Mikro 20

Waage:
Kern 440-33

Wasserbad:
Kottermann Labortechnik

Zentrifuge:
Eppendorf Centrifuge 5810 R

2.2 Computerprogramme

Pipettierroboter:
Gemini 3.5
Bioworks

MALDI-TOF Massenspektrometrie:
Spectro TYPER_RT 2.0.0.3

- Spectro-Designer

- Spectro-Importer

- Spectro-Typer

Datenbanken aus dem Internet:

National Center for Biotechnology Information
CHIP Bioinformatics Tools

Innate Immunity Programs for Genomic
Applications [IPGA

Statistikprogramme:
SAS version 8.2
SPSS version 10.0
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Scientific Industries Inc., Bohemia,
NY, USA

Hettich GmbH, Tuttlingen, D

Kern, Ballingen, D

Kottermann GmbH, Uelze, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Tecan AG, Crailsheim, D
Beckmann Coulter, Fullerton, USA

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://snpper.chip.org/bio/
http://innateimmunity.net

SAS Institute GmbH, Heidelberg, D
SPSS Inc., Chigago, IL, USA
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Stata/SE 10.0 Stata Corporation, College Station,
Texas, USA

Microsoft Office fur Windows XP: Microsoft Deutschland GmbH,

Microsoft Excel Unterschleil3heim, D

Microsoft Word

Microsoft Power Point

Adobe Acrobate Reader Version 7.0 Adobe Systems Inc., San Jose, CA,
USA

Adobe Photoshop Version 7.0 Adobe Systems Inc., San Jose, CA,
USA

2.3 Puffer, Losungen und Reagenzien

2.3.1 Puffer, Losungen und Reagenzien fir die DNA Extraktion

Erythrozytenlysepuffer mit pH 7,4: 155 mM NH4CI (Merck Darmstadt, Deutschland),
10 mM KHCO; (Sigma-Aldrich, Osterode, Deutschland), 0,5 M EDTA mit pH 8
(Sigma-Aldrich, Osterode, Deutschland), destilliertes H,O.

Proteinase K Puffer: 1 M Tris-HCI mit pH 7,5 (Sigma-Aldrich, Osterode,
Deutschland), 0,5 M EDTA mit pH 8,0 (Sigma-Aldrich, Osterode, Deutschland), 5 M
NaCl (Sigma-Aldrich, Osterode, Deutschland).

SDS 20% (Na-Dodecylsulfat, Serva, Heidelberg, Deutschland).

Ethanol 100% (Merck, Darmstadt, Deutschland).

TE Puffer: 10 mM Tris-HCI (Sigma-Aldrich, Osterode, Deutschland), 1 mM EDTA mit
pH 8 (Sigma-Aldrich, Osterode, Deutschland), destilliertes H,O.
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2.3.2 Puffer, Losungen und Reagenzien fiir die PCR und RFLP-Analyse

10 x Taq Puffer Promega GmbH, Mannheim, D
dNTP Mix Promega GmbH, Mannheim, D

10x NEBuffer mit pH 7,9 bei 25 °C: New England Biolabs, Frankfurt am
500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, MgCl., Main, D

1 mM Dithiothreitol

10x Puffer S PeqlLab, Erlangen, D

10x Puffer Y PeqlLab, Erlangen, D

25mM MgCl, Promega GmbH, Mannheim, D
Betain 5 M Sigma-Aldrich, Osterode, D
H20 Water Molecular Biology Grade Eppendorf AG, Hamburg, D
dNTP-Set, je 100 mM PeqlLab, Erlangen, D

2.3.3 Puffer, Losungen und Reagenzien flur die Gel-Elektrophorese

100 bp DNA-Leiter 500 ug/mi New England Biolabs, Frankfurt am
Main, D

Agarose Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Osterode, D

Loading dye: Glycerin 30%, Bromphenolblau, Xylenecyanol-FF.

5 % TBE-Puffer (54 g Tris-Puffer, 27,5 g Borsaure, 20 ml 0,5 M EDTA mit pH 8,
1000 ml destilliertes H20).
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2.3.4 Puffer, Losungen und Reagenzien fir die MALDI-TOF Massenspektrometrie

10 x PCR Puffer containing 15mM MgCl,

4 x dNTPs

25 mM MgCl;

MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 25

MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 26

MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 28

HME MassExtend Nucleotide Tri-Mix-Pack

3-Punkt Kalibrant

hME-Puffer

SpectroClean

2.4 Reaktionskits

PCR-Aufreinigung:

Millipore Kit PCR Multiscreen,
Montage 96PCR Plates
QIAquick Gel Extraction Kits

MALDI-TOF Massenspektrometrie:

MassExtend Core Kit

IMMULITE Total IgE
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Qiagen, Hilden, D

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D

Qiagen, Hilden, Deutschland

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

Millipore, D
Qiagen, Hilden, D

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

DPC Biermann, Bad Nauheim, D
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2.5 Enzyme

Proteinase K Sigma-Aldrich, Osterode, D

Taqg-Polymerase Promega GmbH, Mannheim, D

Hae Il New England Biolabs, Frankfurt am
Main, D

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Amersham Bioscience, Freiburg, D

HotStar Taq (5units/pl) Quiagen, Hilden, D

2.6 Primer

CD14 Primer Forward und Reverse Metabion GmbH, Planegg/Martinsried, D
(siehe Tabelle 2)

Primer fur MALDI-TOF

Massenspektrometrie:

Sense-, Antisense- und Extensions- Metabion GmbH, Planegg/Martinsried, D
Primer (siehe Tabelle 5)

Primer fur die PEP:
N-15 Primer Metabion GmbH, Planegg/Martinsried, D

2.7 Sonstige Materialien

Thermo-Fast 96 PCR Plates (Low Peqlab, Erlangen, D

Profile)

Thermofast 384 MTP ABgene, Surrey, UK

96-er Clusterplates Qiagen, Hilden, Deutschland
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Einwegklvetten “Uvette” Eppendorf AG, Hamburg, D

2.8 Probanden

Eine schriftliche Einverstandniserklarung aller Probanden und der Eltern aller

untersuchten Kinder lag vor. Alle durchgeflihrten Untersuchungen wurden von den

zustandigen Ethikkommissionen genehmigt.

2.8.1 Kinder aus der ISAAC Studie
In den Jahren 1995 und 1996 wurden Kinder in Minchen und Dresden im Rahmen
der ISAAC Studie (International Study of Asthma and Allergies in Childhood)

rekrutiert. Die Untersuchungen wurden auf der Grundlage von randomisierten

Stichproben vorgenommen. In Munchen wurden 3679 Erstklassler (Alter 5 bis 7
Jahre) und 3830 Viertklassler (Alter 9 bis 11 Jahre) in diese Querschnittsstudie
eingeschlossen. In Dresden nahmen 3668 Viertklassler an der Studie teil.

In beiden Studienstadten wurden an die Teilnehmer Uber die Schulen Fragebogen
verteilt, in dem die Eltern angaben, ob ihr Kind an Asthma, Heuschnupfen oder
atopischem Ekzem leidet. Es wurden Hautpricktests gegen sechs haufige
Aeroallergene (Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae, Katzenhaar, Alternaria
tenuis, Baum- und Graserpollen) durchgeflhrt.

Blutproben fir DNA Untersuchungen (Genotypisierung) und IgE-Messungen wurden
Uber Venenpunktion gewonnen. Bei den Viertklasslern wurden zudem noch
Lungenfunktionstests durchgefuhrt.

In unsere Analysen wurden nur Kinder deutscher Abstammung mit erfolgreicher
Genotypisierung eingeschlossen, fur die auch die IgE-Messergebnisse vorlagen. Das
war der Fall bei 256 Munchner Erstklasslern, 1087 Munchner Viertklasslern und 705
Dresdner Viertklasslern.

FUr die Messung von sCD14 wurden Subgruppen von 186 Munchner Viertklasslern
und 170 Dresdner Viertklasslern selektiert, wobei die Anzahl der positiven

Hautpricktests fur beide Gruppen gleich war.
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2.8.2 Definition der Phanotypen in der ISAAC Studie

LAsthma“ wurde definiert als arztliche Diagnose von Asthma oder rezidivierender
asthmatischer oder spastischer Bronchitis. Auch die Definitionen von Heuschnupfen
und atopischem Ekzem basierten auf dem Bericht der Eltern Uber eine
vorangegangene arztliche Diagnose dieser Erkrankungen.

Das Vorliegen von Atopie wurde definiert als eine positive Reaktion (Quaddel mit
mindestens 3 mm Durchmesser nach Subtraktion der Negativkontrolle) in mindestens
einem Hautpricktest gegen sechs haufige Allergene (Dermatophagoides

pteronyssinus, D. farinae, Katzenhaar, Alternaria tenuis, Baum- und Graserpollen).

2.8.3 Erwachsene aus GielRen

Im Institut fur Klinische Immunolgie und Transfusionsmedizin der Universitat Giel3en
unter der Leitung von Prof. Dr. Bein wurden 888 gesunde, erwachsene Probanden
selektiert. Bei einer zufallig ausgewahlten Subgruppe wurden Genotypisierungen fur
den C-159T Polymorphismus im CD14-Gen durchgefuhrt, IgE und sCD14 bestimmt
sowie anamnestische Daten zu atopischen Erkrankungen uber Fragebdgen und

Anamnesegesprache erhoben.

2.8.4 Kinder aus der PARSIFAL Studie

Die PARSIFAL Studie (Prevention of Allergy Risk Factors for Sensitization In children
related to Farming and Anthroposophic Lifestyle) wurde in den Jahren 2000 bis 2002
in funf europaischen Landern durchgefihrt (Deutschland, Schweiz, Schweden,
Niederlande, Osterreich). Es wurden fiinf- bis dreizehnjahrige Kinder aus
Bauernfamilien (n=2823), Familien mit anthroposophischem Lebensstil (=4606) und
entsprechenden Kontrollkollektiven (5440 Kinder aus landlichen Regionen und 2024
Stadtkinder) rekrutiert (Alfvén et al. 2006). Uber die Schulen wurden detaillierte
Fragebogen zur Selbstauskunft an die Eltern der Kinder verteilt, in denen
Informationen zu Umwelteinflissen, Lebensstil, soziobkonomischen Bedingungen,
stattgehabten Infektionen, Erndhrung, Kontakt zu Haus- und Nutztieren sowie

Asthma und atopischen Erkrankungen abgefragt wurden. Der Grol3teil der Fragen
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basierte auf den international validierten und Ubersetzten ISAAC Phase Il Fragen
(Asher et al. 1995) und der schwedischen BAMSE Studie (Wickman et al. 2002). Die
Fragen zur Exposition gegenuber Umweltfaktoren und zum Lebensstil der
Bauernfamilien entsprachen hauptsachlich denen der ALEX Studie in Deutschland,
Osterreich und der Schweiz (Riedler et al. 2001).

In Schweden, den Niederlanden und Osterreich wurden alle Kinder mit ausgefillten
Fragebogen, in Deutschland und der Schweiz wegen der groflen Zahl
eingeschlossener Kinder nur eine Zufallsauswahl zu klinischen Untersuchungen und
Blutabnahmen fur IgE-Messungen und genetische Analysen eingeladen (Alfvén et al.
2006). Die Messung von spezifischem IgE gegen inhalative und Nahrungsallergene
wurde zentral in Schweden durchgefuhrt. Es erfolgten hierbei Messungen fur die
inhalativen Allergene von Hausstaubmilben (Dermatophagoides pteronyssinus und
Dermatophagoides farinae), Pollen von Birke, Wiesenlieschgras und Beiful3, sowie
von Katze, Hund, Pferd und dem Schimmelpilz Cladosporium herbarum. Im
Nahrungsmittelmix (FX5) waren die Allergene von Huhnereiweil3, Kabeljau,
Kuhmilch, Erdnuss, Sojabohne und Weizenmehl enthalten.

Unsere Analysen beschrankten sich auf eine Subpopulation von Kindern im Alter von
5 bis 13 Jahren bekannten Geschlechts, bei denen eindeutig zuzuordnen war, ob es
sich um ein Bauernkind oder ein Kontrollkind aus denselben Iandlichen Regionen
handelte. Die Kinder mussten aus dem jeweiligen Land stammen. Es musste eine
Einverstandniserklarung der Eltern flr genetische Analysen und eine adaquate
Probe der DNA vorliegen. Bei Teilnahme von Geschwistern wurde nur jeweils das
alteste Kind einer Familie eingeschlossen. Die endgultige Population flr unsere
Analysen umfasste 1539 Kinder aus der PARSIFAL Studie.

2.8.5 Definition der Phanotypen in der PARSIFAL Studie

Fur die PARSIFAL Studie wurden dieselben Definitionen der Phanotypen wie fur die
frihere ALEX Studie verwendet. ,Asthma“ wurde definiert als arztliche Diagnose von
Asthma oder rezidivierender asthmatischer, spastischer oder obstruktiver Bronchitis.
Das Vorliegen von pfeifenden oder keuchenden Atemgerdusche in den letzten 12
Monaten wurde als ,aktuell Giemen® bzw. ,aktuelle Symptome von Asthma“

bezeichnet.
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Als ,aktuelle Heuschnupfensymptome® wurde eine positive Antwort auf die Frage
,Hatte lhr Kind in den letzten 12 Monaten Niesanfalle oder eine laufende, verstopfte
oder juckende Nase, obwohl es nicht erkaltet war?“ klassifiziert. ,Aktuell Ekzem®
wurde definiert als intermittierender juckender Ausschlag mit Lokalisation in den
Ellbeugen, Kniekehlen, an Hand- oder FulRgelenken, Oberschenkeln, Gesicht oder
Hals Uber mindestens sechs Monate im letzten Jahr.

Bei den Messungen von spezifischem IgE im Serum gegen die oben genannten
Allergene wurde ein Schwellenwert von > 3,5 kU/I fur die Definition eines erhdhten

spezifischen IgE-Spiegels und fur die Definition des Phanotyps ,Atopie“ verwendet.

2.9 Experimentelle Methoden

Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde zum gréfdten Teil im Allergogenetischen
Labor im Forschungszentrum Kubus am Dr. von Haunerschen Kinderspital der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen unter der Leitung von PD Dr. Michael
Kabesch durchgefuhrt. Hier erfolgten die DNA Extraktion der Blutproben aus der
ISAAC Studie und der PARSIFAL Studie, die Genotypisierungen fur den CD14 C-
159T und den TLR2-540 Polymorphismus und die Messung von IgE im Serum fir die
Proben aus der ISAAC Studie. Die Genotypisierung fir den TLR2-540
Polymorphismus mit der MALDITOF-Methode erfolgte in Zusammenarbeit mit dem
GSF-Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit in Minchen (heute Helmholtz
Zentrum Muanchen). Die Protokolle der im Allergogenetischen Labor angewandten
experimentellen Methoden wurden von allen Doktoranden der Arbeitsgruppe in
einem Dokument gesammelt. Die sCD14-Messungen fur die Proben aus der ISAAC
Studie erfolgten im Institut fur Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der
Universitat Giel3en unter der Leitung von Prof. Dr. Bein.

Die Genotypisierung fur die weiteren Polymorphismen im TLR2-Gen erfolgte fur die
Proben aus der PARSIFAL Studie im Arizona Respiratory Center in Tucson, USA.
Die Messungen des spezifischen IgE im Serum wurden zentral im Department of
Clinical Immunology des Karolinska Universitatsklinikums in Stockholm in Schweden

durchgefuhrt.
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2.9.1 DNA Extraktion

Die Extraktion der DNA erfolgte nach der Aussalzmethode (Miller et al. 1988) durch
die Mitarbeiter des Asthmagenetischen Labors am Dr. von Haunerschen Kinderspital
in Munchen. Die erforderlichen Puffer (Erythrozytenlysepuffer, Proteinase K Puffer
und TE Puffer) wurden im Asthmagenetischen Labor hergestellt, autoklaviert und der
pH durch Titration mit HCI eingestellt.

Zur Extraktion der DNA wurden je 4,5 ml mit EDTA antikoaguliertes Vollblut
verwendet. Die roten Blutzellen wurden lysiert und der Uberstand nach Zentrifugation
entfernt. Dieser Lysevorgang wurde noch einmal wiederholt und danach die
Leukozyten resuspendiert. Nach Zugabe von je 1 ml Proteinase K Puffer wurden die
Proben bei -80° C eingefroren. Zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei
Raumtemperatur aufgetaut. Es wurden je 5 ul Proteinase K (20 mg/ml) und 50 pl
20% SDS zugegeben. Die Proben wurden uber Nacht bei 37° C im Wasserbad
inkubiert. Nach Zugabe von 5 M NaCl wurde zentrifugiert und der Uberstand
abgegossen. Die DNA wurde mit 100% Ethanol ausgefallt, mit der Pipette
aufgenommen und in einem neuen Probengefald mit 70% Ethanol gewaschen. Nach
Entfernen der Flussigkeit trocknete die DNA im offenen Roéhrchen an der Luft und

wurde anschlielend in 50 pyl TE Puffer gelost.

2.9.2 Bestimmung der Nukleinsdure-Konzentration

Nach der DNA Extraktion wurde die Konzentration der Nukleinsaure in der Lésung
bestimmt. Hierzu wurde die Extinktion im Spektralphotometer bei 260 nm und 280
nm gemessen und die Konzentration nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz
berechnet. Das Verhaltnis der Extinktion bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm sollte
im Idealfall zwischen 1,7 bis 2,0 betragen. Niedrigere Werte deuten auf

Verunreinigungen oder einen zu hohen Proteingehalt hin.
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2.9.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.9.3.1 Theoretische Grundlagen

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) macht die selektive Vermehrung spezifischer
Nukleinsaure-Sequenzen definierter Lange moglich. Die Komponenten des
Reaktionsansatzes zur zyklischen Amplifikation der DNA-Fragmente sind neben der
DNA-Vorlage (Template) zwei spezifische Oligonukleotidprimer ("Forward Primer® und
"Reverse Primer"), das Enzym Tag-Polymerase und die vier
Desoxynukleotidtriphosphate dATP (A), dCTP (C), dGTP (G) und dTTP (T) als
Nukleotidmischung (dNTP Mix). Die Template-DNA wird zunachst bei 95° C
denaturiert, um in der darauffolgenden Annealingphase das Anheften der Primer an
die Zielsequenzen der entstandenen Einzelstrange zu ermoglichen. Die Temperatur in
der Annealingphase hangt vom A/T- und C/G-Gehalt der Primer ab und ist fur die
Spezifitdt der PCR von entscheidender Bedeutung. Die hitzestabile Tag-Polymerase
mit dem Temperaturoptimum von 72° C verlangert die Primer in 3'-Richtung unter
Verbrauch der Desoxynukleotide. Der gesamte Zyklus - Denaturieren, Anlagerung der
Primer und Strangsynthese - wird 35 mal wiederholt. Es kommt zu einer
exponentiellen Vermehrung des definieten DNA-Stuckes, da die neu entstandenen
Strange ebenso als Vorlage fur den nachsten Zyklus dienen. Das Reaktionsgemisch
enthalt damit am Ende von n Runden ein theoretisches Maximum von 2"

doppelstrangigen Kopien der gewinschten DNA-Sequenz.

2.9.3.2 Experimentelle Durchfiihrung

Ein PCR-Ansatz wurde nach dem in Tabelle 2 beschriebenen Schema vorbereitet und
die PCR Uber 35 Zyklen unter den in Tabelle 3 aufgefuhrten Temperatur Bedingungen
in einem Thermocycler (Mastercycler, Firma Eppendorf) durchgeflhrt.

Zur Kontrolle von evtl. vorhandenen Kontaminationen wurden zusatzlich zu den DNA-
Proben wurden bei jedem Lauf des Thermocyclers eine Positiv- und eine
Negativkontrolle eingesetzt. Fur die Positivkontrolle diente eine Standard-DNA als
Vorlage (Template). Die Negativkontrolle enthielt alle Komponenten des PCR-

Ansatzes aulier dem DNA Template.
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Komponenten Volumen
DNA Template 2,0 ul
dNTP Mix 0,5 ul

CD 14 Forward Primer

0,5 ul
5-GTGCCAACAGATGAGGTTCAC-3
CD 14 Reverse Primer 0.5 ul
5-CCTCTGTGAACCCTGATCAC-3’
10 x Promega Taq Puffer 2,5 ul
Promega Taqg-Polymerase 0,1 ul
H.O 16,9 ul

Tabelle 2. Komponenten des PCR-Ansatzes.

Temperatur Zeit
96° C 2 min
96° C 30 sec
60° C 30 sec
72°C 40 sec
72°C 5 min
4° C halten

Tabelle 3. Temperaturbedingungen der PCR-Reaktion.

Das PCR-Produkt, d.h. die amplifizierte DNA, wurde im Kuhischrank bei 4° C

aufbewahrt.
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2.9.4 Gel-Elektrophorese von Nukleinsduren im Agarose-Gel

Die elektrophoretische Auftrennung im Agarose-Gel diente der Identifizierung des
PCR-Produktes und Kontrolle von DNA-Qualitat und PCR-Reaktion. Das Prinzip
berunt auf der Tatsache, dass Nukleinsauren unter neutralen pH-Bedingungen
negative Ladungen besitzen und somit im elektrischen Feld wandern, wobei ihre
Geschwindigkeit proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes ist. Fur die
Gele zur Auftrennung des PCR-Produktes wurde Agarose in einer Konzentration von
2,5% verwendet. Die Agarose wurde in 0,5x TBE Puffer im Mikrowellenherd
aufgekocht und bei einer Temperatur von ca. 60° C in einen horizontalen Geltrog
gegossen. Um die DNA-Banden im Agarosegel sichtbar zu machen, wird in die Gele
Ethidiumbromid eingegossen. Diese Substanz interkaliert in die DNA-Molekiile,
wodurch die Fluoreszenz im UV-Licht um ein Vielfaches erhdht wird. Im Anschluss
an die Elektrophorese kann so eine unmittelbare visuelle Auswertung im UV-Licht
(302 nm) erfolgen. Bis zum vollstandigen Erstarren des Gels wird ein Kamm in den
Geltrog eingesetzt. Dadurch entstehen Vertiefungen im Gel, die spater als
Probentaschen zur Auftrennung der DNA dienen. Das erkaltete Gel wurde in eine
mit TBE Puffer geflllte Elektrophoresekammer gegeben.

Zum Beladen des Gels wurden je 10 pyl des PCR-Produkts mit 3 ul Loading dye
vermischt und in eine Probentasche des Gels pipettiert. Auch die Positiv- und
Negativkontrolle der PCR-Reaktion wurden mit Loading dye auf das Gel aufgetragen.
In die auleren Probentaschen wurde eine Basenpaar-Leiter ("Ladder") als
Langenstandard gegeben. Durch den Vergleich mit der Ladder konnte die Lange der
DNA-Molekule abgeschatzt werden. Bei einer Stromstarke von 400 mAmp wurde
eine Spannung von 70 V angelegt und die Elektrophorese eine Stunde lang
durchgefuhrt. Danach wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer genommen
und bei 302 nm fotografiert. Ein Beispiel eines solchen Fotos aus unserer

Versuchsreihe ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3. Gel-Elektrophorese des PCR-Produktes im Agarose-Gel.
Abkiirzungen: L : Ladder (Basenpaar-Leiter als Lédngenstandard), + : Positivkontrolle,
- . Negativkontrolle.

2.9.5 Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus-Analyse (RFLP)

Die Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus-Analyse (RFLP) ist eine Methode
zur Analyse von Einzelbasenaustauschen, sogenannten SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms). Ein SNP ist eine Variation der DNA-Sequenz, die durch den
Austausch eines einzelnen Nukleotides (A, T,C oder G) entsteht. So beruht der
untersuchte Polymorphismus CD14 C-159T auf einem Austausch von C gegen T am
Basenpaar der Position -159. Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die
spezifische Sequenzen einer doppelstrangigen DNA erkennen und deren
Phosphodiester-Bindungen an definierter Stelle spalten.

Das hier verwendete Restriktionsenzym Hae Ill erkennt die Sequenz GGW¥TT und
schneidet sie wie durch den Pfeil dargestellt. Der Puffer 10x NEBuffer 2 enthielt 500
mM NaCl, 10 mM Tris-HC, 10 ml MgCl, und 1 mM Dithiothreitol bei einem pH von 7,9
bei 25° C.

Zu 15 yl PCR-Produkt wurden 5,5 pl H,O, 2,3 pyl NEBuffer 2 und 0,2 ul des
Restriktionsenzyms Hae Il gegeben. Der Ansatz wurde bei 37° C uber Nacht
inkubiert. Die Schnittprodukte wurden auf ein 2,5 % Agarose-Gel aufgetragen, und
eine Elektrophorese wurde unter den oben beschriebenen Bedingungen
durchgefuhrt. Durch die unterschiedliche Lange der Schnittprodukte entstanden
unterschiedliche Bandenmuster fur die verschiedenen Genotypen, wodurch die
Genotypisierung moglich war. Abbildung 4 zeigt einen Ausschnitt aus einem Foto der

Genotypisierung mittels Gel-Elektrophorese aus unserem Datensatz. Die
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Bezeichungen CC, CT und TT entsprechen den Allelen bzw. den Genotypen fur den
CD14 C-159T Polymorphismus.

o 3D 3 25 B B B & = *
" T 5 - W O 0 s o 9
8] CC CC CT CT &3 BB CT. CT oW

S W e e | == 385bp

) W e - 4= 229bp
- e e B e | ™  131Dp

Abbildung 4. Genotypisierung mittels Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus-
Analyse (RFLP) und Gel-Elektrophorese.

Abkiirzungen: CC : homozygot Wildtyp fiir den C-159T SNP, CT : heterozygot,

TT : homozygot fiir den C-159T SNP.

2.9.6 Genotypisierung mit der MALDI-TOF Massenspektrometrie

(adaptiert aus Lenz et al. 2006)

2.9.6.1 Theoretische Grundlagen

MALDIMS (“Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometrie”) wurde
erstmals 1988 von Hillenkamp und Karas beschrieben (Karas and Hillenkamp 1988).
Bei dieser Methode wird die zu untersuchende Probe (der Analyt) in eine Matrix
eingebettet und damit cokristallisiert. Danach wird die Mischung aus Analyt und
Matrix im Hochvakuum des Massenspektrometers einem intensiven Laserimpuls von
wenigen Nanosekunden Dauer ausgesetzt (Karas and Hillenkamp 1988; Kirpekar et
al. 1998).

FUr den Vorgang der Desorption/lonisation werden verschiedene Modelle diskutiert,
jedoch gilt der Prozess bis heute als nicht vollstandig aufgeklart. Vermutlich werden

bei der Ubertragung der Laserenergie auf die in der Matrix eingebetteten
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Probenmolekile hauptsachlich einfach geladene Molekulionen erzeugt, welche in die
Gasphase ubertreten (Hillenkamp et al. 1991).

Der TOF-Analysator (Time Of Flight) ist ein Flugzeitmassenspektrometer, mit dem
man die Masse der Molekllionen bestimmen kann. Alle lonen werden in einem
elektrischen Feld auf das gleiche Potential beschleunigt und erreichen Uber ein
Flugrohr einen Detektor abhangig von ihrem jeweiligen Quotienten aus Masse und
Ladungsverhaltnis zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Griffin 2000).

Durch die MALDI-TOF Massenspektrometrie wurden effektive
Hochdurchsatzmethoden entwickelt, mit deren Hilfe DNA-Variationen im Erbgut
schnell und prazise detektiert werden kénnen (Gohlke 2004; Griffin 2000; Storm et al.
2003; Leushner 2001; Pusch et al. 2002).

Die Genotypisierung fur SNP erfolgt dabei durch die Primer-Extensions-Reaktion.
HierfUr wird zunachst der genomische Bereich, in dem sich der SNP befindet, mittels
PCR amplifiziert, sodass PCR-Produkte mit einer Grosse von ca. 100 Basenpaaren
entstehen. Durch eine Primer-Verlangerung (Primer-Extension) enstehen SNP-
spezifische Primer-Extensionsprodukte, die sich aufgrund ihres unterschiedlichen
Gewichts massenspektrometrisch unterscheiden lassen (Griffin 2000).

Die SNP-spezifische Extension nach der hME-Methode (Homogeneous-Mass-
Extent™) wird fir die Bestimmung von Allelfrequenzen und fir die
Einzelgenotypisierung auf Platten fir 384 Reaktionen angewendet (Little et al. 1997;
Hartmer et al. 2003; Ding and Cantor 2003).

2.9.6.2 Primer Extension Preamplification (PEP)

Durch die Mitarbeiter des Allergogenetischen Labors in Minchen wurde im Rahmen
einer anderen Untersuchung bei den Proben fur die vorliegende Arbeit die Methode
der ,Primer Extension Preamplification” (PEP) angewendet. Damit konnte der DNA-
Gehalt jeder Probe auf eine Konzentration von 20 ng/ul erhéht werden.

Das Verfahren der PEP wurde erstmals im Jahre 1992 von Zhang et al. beschrieben
(Zhang et al. 1992). Es handelt sich dabei um eine PCR, in die eine Mischung
unterschiedlicher Primer mit einer jeweiligen Lange von 15 Basen, so genannte N15-
Primer, eingesetzt wird. Die Basenabfolge ist dabei randomisiert. Aufgrund der

unspezifischen Sequenz dieser Primer kommt es bei der PEP-Reaktion zur zufalligen
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Anlagerung am gesamten komplementaren DNA-Strang der eingesetzten Probe. Die
Amplifikation findet dann zwischen den benachbarten, an den DNA-Strang
angelagerten Primern statt. Die Regionen zwischen den Primern variieren in der
Lange und koénnen zum Teil auch Uberlappen. Da die Primer sich zufallig Uber den
ganzen DNA-Strang verteilen, ist es mit dieser Methode moglich, das gesamte
Genom zu amplifizieren. Mit einer 40-fachen Steigerung der DNA-Menge kann

gerechnet werden.

2.9.6.3 Vorbereitung der Platten fir die MALDI-TOF

In einem Verdunnungsschritt (1:20) wurden die einzelnen Proben mit einem DNA-
Gehalt von 1 ng/ul auf 96-er Clusterplates (Mutterplatten) Uberfuhrt. Vier solcher
Mutterplatten wurden 2zu einer 384-er Platte (Tochterplatte) nach einem
vorgegebenem Schema zusammengefasst.

Dabei wurden je 5 yl DNA (1 ng/ul) von der Mutterplatte auf die Tochterplatte mit
Hilfe einer Pipettierstation Uberfihrt und bei Raumluft Gber Nacht getrocknet. Nach
der Trocknung betrug die Gesamtkonzentration je Probe 5 ng.

Die so hergestellten Tochterplatten wurden in den weiteren Arbeitsschritten im

Rahmen der Genotypisierung mittels MALDI-TOF verwendet.

2.9.6.4 PCR im Rahmen der hME-Methode fiir die MALDI-TOF

Vor der Primer-Extensions-Reaktion erfolgte eine Amplifikation des um den zu
untersuchenden SNP liegenden genomischen Bereichs mittels PCR. Dabei wiesen
die verwendeten ,Sense”- und ,Antisense“-Primer neben dem sequenzspezifischen
Bereich jeweils ein zusatzliches Sequenzmotiv von zehn Basen, den sogenannten
.1ag‘, auf. Der ,Tag“ fuhrt dazu, dass die Amplifikationsreaktion gleichmaRiger
verlauft, wenn mehrere PCR-Reaktionen in einem Reaktionsgefal® stattfinden.
Zudem erhoht der ,Tag® die Masse der Primer, damit sie bei der MALDI-TOF Analyse
nicht im Massenbereich der Primer-Extensionsprodukte und somit auf’erhalb des
eingestellten Massenfensters liegen. Dies ist wichtig, da bei der hME-Methode die
Uberschussigen, in der PCR unverbrauchten Primer nicht entfernt werden.

Die PCR im Rahmen der hME-Methode wurde auf 384-er Mikrotiterplatten mit je 5 ng

getrockneter DNA und 6 ul eines definierten Mastermixes (siehe Tabelle 4) unter
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Verwendung der in Tabelle 5 dargestellten ,Sense- und ,Antisense“-Primer

durchgefuhrt.
Komponenten Volumen Konzentration der Stammldsung
10x Puffer 0.6 ml 10x
dNTP-Mix 0.6 ml o 2 M)
Sense-Primer 0.1 mi 100 mM
Antisense-Primer 0,1 mli 100 mM
HotStarTaq 0,02 ml 5 U/mi
MgCl; 0,24 mi 25 mM
H>O ad 6 ml

Tabelle 4. Komponenten der PCR-Reaktion im Rahmen der hME-Methode.

SNP Sense-Primer  Antisense-Primer hME-Primer (Extension)
TRe iy ASSTSNIoSsoM ACSTISONISSTCAS  TomasccasATaAccoTC

o ASISAEERS, MRDSARSE  crormomoTomTTcAom
TLRE 1000 ASSTISSATSCOTIA  ACOTISONIGE0C0  GommaraTraTTaTITGCGCTOTIG

Tabelle 5. Primer fiir die PCR-Reaktion im Rahmen der hME-Methode.
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Die PCR erfolgte in einem Thermocycler unter den in Tabelle 6 dargestellten

Reaktionsbedingungen.

Temperatur Zeit
95°C 15 min (1 Zyklus)
95°C 20 sec
56° C 30 sec (45 Zyklen)
72°C 1 min
72°C 3 min (1 Zyklus)
4° C unendlich

Tabelle 6. Temperaturbedingungen der PCR-Reaktion im Rahmen der hME-Methode.

Mittels Gel-Elektrophorese in 3% Agarosegel wurde das Amplifizierungsergebnis von

je 24 Proben einer 384-er Platte unter Einschluss von Negativkontrollen Gberpruft.

2.9.6.5 SAP-Reaktion

Nach der PCR erfolgte die Elimination von freien, nicht in das Amplifikat
einbezogenen Desoxynukleotiden durch das Enzym SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase). Dies dient der Vermeidung der Entstehung anderer Primer-
Extensions-Produkte als der vorher bestimmten, was problematisch flir eine korrekte
Detektion des SNP ware. Die Komponenten der SAP-Reaktion und die
Reaktionsbedingungen fur das Termocycling zur Enzyminaktivierung sind in Tabelle
7 und Tabelle 8 beschrieben.
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Komponenten Volumen
H>O 881,3 ul
hME-Puffer 97,9 ul

SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) 172,8 nl

Tabelle 7. Komponenten der SAP-Reaktion.

Temperatur Zeit
37° C 20 min
85°C 10 sec
20° C 1 sec

Tabelle 8. Temperaturbedingungen der SAP-Reaktion.

2.9.6.6 Primer-Extensions-Reaktion

Durch eine Primer-Verlangerung (Primer-Extension) entstehen SNP-spezifische
Primer-Extensionsprodukte, die sich aufgrund ihres unterschiedlichen Gewichts
massenspektrometrisch unterscheiden lassen.

Die Primer werden so gewahlt, dass entweder das 3'- oder das 5°-Ende des Primers
(je nachdem, ob es sich um einen ,Sense“- oder ,Antisense“-Primer handelt) eine
Base vor dem SNP zu liegen kommt. Die Verwendung von
Didesoxynukleosidtriphosphaten  (ddNTPs) fuahrt je nach Vorliegen des
entsprechenden Allels zum Kettenabbruch und somit auch zu unterschiedlich gro3en
Extensionsprodukten, die in der MALDI-TOF analysiert werden kénnen.

2 ul eines nach dem in Tabelle 9 dargestellten Protokoll angefertigten Mastermixes

wurden jeder Probe zugesetzt.
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Komponenten Volumen

Stopplosung (hME Extend Mix, 0,2 ml

enthaltend Puffer und dNTPs/ddNTP)

hME-Primer 0,054 mi

MassExtend Enzym (Thermosequenase) 0,018 ml
Ad 2 mi

H.O

Tabelle 9. Komponenten der PCR fiir die Primer-Extensions-Reaktion.

Alle erforderlichen Pipettierschritte erfolgten dabei

Multimek96 Automated 96 Channelpipettor unter Verwendung von programmierten

Standardablaufen.

Das flr die Primer-Extensionsreaktion erforderliche Thermocycling wurde nach dem

in Tabelle 10 dargestellten Protokoll durchgefiihrt.

auf der

Temperatur Zeit
94° C 2 min
94° C 5 sec
52°C 5 sec (insgesamt 55 Zyklen)
72°C 10 sec
20° C 1 sec

Tabelle 10. Temperaturbedingungen der Primer-Extensions-Reaktion.
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2.9.6.7 Aufreiniqung der Extensionsprodukte

Vor der massenspektrometrischen Analyse wurden die Extensionsprodukte mittels
eines Kationenaustauschharzes (SpetroClean) aufgereinigt. Die Aufreinigung dient
der Entfernung von beispielsweise letzten Pufferbestandteilen oder Mg?, die die
anschliellende Detektion negativ beeinflussen konnten.

Nach einem Standardprotokoll wurden zusatzlich zu SpectroClean noch 16 pl H20
pro Vertiefung in der Platte mit Hilfe eines Multimek-Pipettierroboters hinzugegeben.

Abschliellend erfolgten Zentrifugation und Rotation.

2.9.6.8 MALDI-TOF Massenspektrometrie im Rahmen der hME-Methode

Nach der beschrieben Probenaufarbeitung wurden 1-2 nl des Analysengemisches
mit Hilfe des Spectro Point Nanoliter-Pipettiersystems auf einen 384-er Siliziumchip
ubertragen, der mit einer kristallinen Matrix (3-Hydroxypicolinsaure) beladen war. Zur
Kalibrierung des Analysesystems wurde auf 10 weiteren Matrixspots auf dem Chip
ein Kalibrant aufgetragen. Der beladene Chip wurde auf einen metallischen
Probentrager transferiert und in die Vakuumschleuse des Massenspektrometers
eingefuhrt. Die Vermessung und Analyse der Proben und die Kalibrierung des

Systems erfolgten automatisch nach Standardeinstellungen.

2.9.7 Messung von sCD14

Die Messung von sCD14 erfolgte im Institut fur Klinische Immunologie und
Labormedizin unter der Leitung von Herr Prof. Dr. Gregor Bein.

Es wurde der sCD14 Immunoassay der Firma Quantikine, ein Festphasen-ELISA,
verwendet. Ein monoklonaler Antikdrper, der spezifisch fir sCD14 ist, befindet sich
auf einer Mikroplatte. Die Standardproben und die sCD14-Proben werden in die
Vertiefungen der Mikroplatte pipettiert. Das vorhandene I6sliche CD14 bindet an die
immobilisierten Antikorper. Anschliessend werden alle ungebundenen Substanzen
aus dem Reagenz herausgewaschen und ein enzymgebundener Antikorper, der fur
sCD14 spezifisch ist, wird in die Vertiefungen gegeben. Es erfolgt ein erneuter
Waschgang, um alle ungebundenen Substanzen herauszuwaschen. Eine

Substratlésung wird in die Vertiefungen gegeben und die Farbe des Produktes andert
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sich proportional zu der Menge an I6slichem CD14, das im ersten Schritt an die
Antikdrper gebunden hat.

Die Substratlosung ist eine Mischung aus Wasserstoffperoxid und stabilisiertem
Tetramethylbenzidin. Die Farbumwandlung wird nach 30 Minuten Inkubationszeit
durch Schwefelsdure gestoppt. Die Farbintensitat wird im Spektralphotometer
bestimmt. Der Immunoassay enthalt acht Standardiésungen. Bei jeder durchgefuhrten
Messung werden die Standardproben doppelt mitgefiuhrt. Es wird der
Durchschnittswert der doppelten Messung ermittelt. Hiervon wird der
Durchschnittswert des Nullstandards abgezogen und eine Standardkurve errechnet.

Alle sCD14-Serumproben wurden einfach gemessen (adaptiert aus Hasemann 2006).

2.9.8 Messung von Gesamt-IgE

Die Messung des Gesamt-IgE im Serum erfolgte in unserem Labor mit dem
immunometrischen Chemilumineszenz Assay IMMULITE Total IgE von DPC
Biermann. Hierbei wurden 5 ul Serum in eine Testklvette gegeben, die eine mit
monoklonalen IgE-Antikdrpern beschichtete Kugel enthalt. Ein Reagenz, das mit
Alkalischer Phosphatase markierte polyklonale IgE-Antikbrper enthalt, wurde
hinzupipettiert.

Wahrend einer dreiBigminutigen Inkubation bei 37°C wird das IgE aus der
Patientenprobe an die Kugel-Matrix gebunden. Der IgE-Antikérper aus dem Reagenz
bindet gleichermalien an das IgE-Molekil. Je mehr IgE sich in der Probe befindet,
umso mehr dieser Immunkomplexe entstehen. Durch Waschschritte wird das
ungebundene  Material aus der Testkuvette entfernt. Hiernach  wird
Chemilumineszenz-Substrat (Adamantyldioxetanphosphat) hinzugegeben. Durch die
Alkalische Phosphatase wird das Substrat in ein instabiles Zwischenprodukt
umgesetzt, das beim Zerfall ein Photon aussendet. Nach funf Minuten wird das
erzeugte Licht mit Hilfe eines Photoverstarkers gemessen. Die ausgesendete
Lichtmenge ist direkt proportional zur Menge der gebundenen alkalischen
Phosphatase und damit auch zur Menge an IgE in der Probe. Das Lumineszenzsignal
wird in Counts per Second (CPS) gemessen.

Mit Hilfe einer Eichkurve wird die Messung in die korrespondierende Konzentration an

IgE umgewandelt und ausgedruckt.
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2.10 Statistik

2.10.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Frequenz eines Genotyps wird zum Teil durch ein Vererbungsmuster bestimmt.
Dabei geht man im Allgemeinen von einer zufalligen Paarung aus. Dominante und
rezessive Merkmale befinden sich in einer Population in einem Gleichgewicht. Die
Mathematiker G.H. Hardy und W. Weinberg zeigten, dass in einer ,idealen
Population® die Allelhaufigkeiten und somit auch die Genotypfrequenzen Uber
Generationen hinweg konstant bleiben.

Die Grundvoraussetzungen fir diese ,ideale Population® sind Diploidie des
Organismus, das Vorhandensein von zwei Allelen des betreffenden Gens, sexuelle
Fortpflanzung, fehlende Uberlappung der Generationen, Panmixie (zuféllige und
uneingeschrankte Paarung der Individuen), eine ,unendliche” Populationsgrofe,
Gleichheit der Allelfrequenz bei mannlichen und weiblichen Individuen sowie das
Fehlen von Mutationen, Selektion und Gendrift (Hartl and Clark 1997).

p und q stellen die Allelfrequenzen von A und a, p?, 2pq und g° die Haufigkeit der
jeweiligen Genotypen dar (AA = p?, Aa = 2 pq, Aa = g°. Die mathematische
Beziehung der Allel- und Genotypfrequenzen wird durch folgende Formeln
ausgedriickt: p?>+2pg+q®> =1undp +q = 1.

Ist das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht nicht erflllt, so deutet dies auf eine Verletzung
der Modellannahmen hin. In der Praxis lassen grobe Abweichungen vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht meist auf ein Problem bei der Genotypisierung schliel3en.
Als Test auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde der Chi-
Quadrat-Test (Chi’>-Test) verwendet, bei dem die erwarteten Haufigkeiten aus den

beobachteten Allelfrequenzen abgeleitet werden.

2.10.2 Statistische Analysen fur die Population der ISAAC Studie

Die statistischen Analysen fur die Population der ISAAC Studie wurden mit der
Statistik-Software SAS (version 8.2; SAS Institute GmbH, Heidelberg, Deutschland)
und dem Statistikprogramm SPSS (version 10.0; SPSS Inc., Chigago, lllinois, USA)
durchgefuhrt.

Zum Vergleich der verschiedenen Merkmale zwischen den Untergruppen wurden der

Chi-Test und der Cochran-Armitage-Trendtest verwendet. Die Werte fiir Gesamt-IgE
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im Serum wurden mit geometrischen Mittelwerten und 95% Konfidenzintervallen, die
sCD14-Spiegel im Serum mit dem Median deskriptiv zusammengefasst. Da die
sCD14-Spiegel nicht normalverteilt, sondern zu niedrigeren Werten hin verzerrt
waren, wurden sie fur die statistischen Analysen log-transformiert und fur die
graphische Darstellung zurlcktransformiert. Zum Vergleich der Genotypen CC und
TT wurden Varianz- und Kontrastanalysen der log-transformierten Werte fur IgE und
sCD14 benutzt. Als Signifikanzniveau wurde ein o von 0,05 fur alle statistischen

Tests festgelegt.

2.10.3 Statistische Analysen fur die Population der PARSIFAL Studie

Die statistischen Analysen fur die Population der PARSIFAL Studie wurden mit dem
Programm Stata/SE 10.0 (Stata Corporation, College Station, Texas, USA)
durchgefuhrt. Der Vergleich der Genotypfrequenzen zwischen den Bauernkindern und
Kontrollkindern sowie die Prufung auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) erfolgten
mittels Chi*-Test. Die Frequenzen der untersuchten Phanotypen wurden in
Zusammenhang mit den Genotypen der TLR2-Polymorphismen gesetzt. Fir das
Minorallel homozygote Genotypen mit einer Frequenz von weniger als 10% wurden
mit dem jeweiligen heterozygoten Genotyp zusammengefasst. Die Odds Ratios (ORs)
fur die Assoziation zwischen Genoytp und Phanotyp wurden mit Hilfe von logistischen
Regressionsmodellen berechnet, bei denen Studienzentrum, Bauernstatus, Alter und
Geschlecht als unabhangige Variablen eingeschlossen wurden. Andere Variablen
wurden als potentielle Storfaktoren bei einer Assoziation mit dem Polymorphismus mit
einem p-Wert von < 0,2 in ein logistisches Regressionsmodell eingeschlossen. Als
potentielle Storvariablen wurden die Anzahl der alteren Geschwister, Passivrauchen,
Rauchen wahrend der Schwangerschaft, Stillen, stattgehabte Parasiteninfektionen,
Art der Landwirtschaft, Hilfe bei der Heuernte in der letzten Saison, Haufigkeit des
Stallaufenthalts in den letzten Monaten, Stalltierkontakt im ersten Lebensjahr,
Rohmilchgenuss im ersten Lebensjahr und aktueller Rohmilchkonsum angesehen. Als
Test fur Gen-Umwelt-Interaktionen wurden Likelihood-Ratio-Tests durchgeflhrt, bei
denen Modelle, die das Interaktionsmerkmal einschlossen mit Modellen ohne das
Interaktionsmerkmal getestet wurden. Die Modelle wurden auf Homogenitat zwischen
den Studienzentren geprift. Als signifikant wurden zweiseitige p-Werte von 0,05

gewertet.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung von Polymorphismen im CD14-TLR2-
System flr die Entstehung atopischer Erkrankungen untersucht werden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit vervollstandigen die Datenlage zur Assoziation genetischer
Variationen im CD14-TLR2-System mit atopischen Phanotypen in Subpopulationen
aus den Studien ISAAC und PARSIFAL. Die bisherigen Studien zeigen
widerspruchliche Ergebnisse hinsichtlich des Effekts des CD14 C-159T
Polymorphismus auf die Entstehung atopischer Phanotypen. Nie zuvor wurde die
Assoziation dieses SNP mit IgE und sCD14 bei einer so gro3en Population wie der
Studienpopulation der ISAAC Studie und in verschiedenen Altersgruppen untersucht.
Ergénzend zu unseren Daten liegen fur die Population der ISAAC Studie Daten zur
Assoziation von TLR2 mit Atopie vor. Dabei zeigte sich eine schwache Assoziation
eines  TLR2-Polymorphismus (dem  TLR2-29886  Polymorphismus)  mit
nichtatopischem Asthma, wahrend ein starker protektiver Effekt von Polymorphismen
in den Genen anderer mit TLR2 assoziierter Rezeptoren aus der Familie der Toll-like-
Rezeptoren vor atopischem Asthma beobachtet werden konnte (Kormann et al.
2008).

Da das CD14-TLR2-System eine entscheidende Rolle bei der Erkennung von
Bakterienbestandteilen spielt, sind genetische Varianten in diesem Rezeptorsystem
von besonderem Interesse fur Analysen im Rahmen der Bauernstudien. Zum
Zusammenhang von Polymorphismen im TLR2-Gen mit atopischen Erkrankungen
existieren bisher bereits Resultate aus der Bauernstudie ALEX (Eder et al. 2004). In
der vorliegenden Arbeit soll an der Population einer zweiten Bauernstudie, der
PARSIFAL Studie, der Versuch der Replikation der Ergebnisse fir genetische
Varianten im TLR2-Gen unternommen werden. Erganzend hierzu liegen zur
Assoziation des CD14 C-159T Polymorphismus in einer Subpopulation der
PARSIFAL Studie bereits Daten aus einer anderen Untersuchung vor. Dabei konnte
kein signifikanter Zusammenhang zwischen diesem SNP und Asthma und Allergien
nachgewiesen werden (Bieli et al. 2007).

Tabelle 11 zeigt, wie durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Resultate aus
anderen Untersuchungen erganzt werden und damit die Datenlage zum CD14-TLR2-
System fur die Studien ISAAC und PARSIFAL vervollstandigt wird.
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CcDh14 TLR2
ISAAC- Studie X Kormann et al. 2008
PARSIFAL Studie Bieli et al. 2007 X

Tabelle 11. Datenlage zum CD14-TLR2-System. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
(mit X bezeichnet) ergdnzen die Resultate aus anderen Untersuchungen zum CD14-TLR2-
System in den Studien ISAAC und PARSIFAL.

3.1 Charakteristika der Kinder aus der ISAAC Studie

Tabelle 12 zeigt die demographischen Charakteristika der Studienpopulation aus der
ISAAC Studie. Die Kinder, fur die Genotypisierungen fur den CD14 C-159T
Polymorphismus durchgefuhrt wurden, unterschieden sich nicht signifikant von den
nicht genotypisierten Kindern. Es wurden nur Kinder deutscher Abstammung
untersucht. Wahrend die Pravalenz von Atopie bei den Minchner Erstklasslern mit
11,3% niedriger als bei den Viertklasslern lag, konnte kein signifikanter Unterschied
in der Pravalenz von Atopie zwischen den Munchner Viertklasslern und Dresdner
Viertklasslern beobachtet werden. Die geometrischen Mittelwerte der log-
transformierten Werte des Gesamt-IgE im Serum und die Frequenz des T-Allels des

untersuchten Polymorphismus im CD14-Gen sind zusatzlich in Tabelle 12 dargestellt.
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Miinchen Miinchen Dresden
Erstklassler Viertklassler Viertklassler
(n=256) (n=1087) (n=705)

Mannliches Geschlecht (%) 50,8 48,4 51,5
Mittleres Alter in Jahren 5,9 9,5 9,7
(Standardabweichung) (0,4) (0,5) (0,6)
Atopie (SPT positiv, %) 11,3 24,6 26,2
Geometrischer Mittelwert
Serum-IgE
(log-transformiert 1U/ml) 39.4 64.8 57.6
Frequenz T-Allel 0,49 047 047

(CD14 C-159T SNP)

Tabelle 12. Deskriptive Charakteristika der Studienpopulation aus der ISAAC Studie.

Abklirzungen: SPT: ,Skin Prick Test*, Hautpricktest. IgE: Immunglobulin E.

50



Ergebnisse

3.2 Genotypisierung fiir den C-159T Polymorphismus im CD14-Gen bei den Kindern

aus der ISAAC Studie und Erwachsenen aus GielRen

A-1855G
G-1359T C-159T
‘ A-809C ‘

Exon1]......... Exon 2 3

5’ ‘

A-1145G C-550T

A-1619G

Abbildung 5. Schematische Struktur des CD14-Gens mit den Polymorphismen der
Promoterregion (Frequenz > 10%). (adaptiert aus LeVan et al. 2005).

Von den bisher bekannten Polymorphismen im CD14-Gen haben nur neun eine
Allelfrequenz von mehr als 10%. Von diesen Polymorphismen liegen sieben in der
Promoterregion des CD14-Gens (LeVan et al. 2005). In Abbildung 5 sind diese
Promoterpolymorphismen schematisch dargestellt. Der C-159T Polymorphismus
scheint eine funktionelle Bedeutung im Sinne einer Regulierung der CD14-
Transkription in Monozyten zu haben. In zahlreichen Studien wurden unter anderem
bisher die Bedeutung dieses Polymorphismus bei atopischen Erkrankungen und sein
Einfluss auf die Serumspiegel von IgE und sCD14 untersucht.

Deshalb wahlten wir den C-159T Polymorphismus auch fur unsere Analysen aus und
fuhrten Genotypisierungen mittels Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus-
Analyse (RFLP) hierflr durch. Insgesamt waren die Genotypisierungen fur den CD14
C-159T Polymorphismus erfolgreich bei 2971 Proben. Das entspricht 99,7% aller
Proben, bei denen DNA zur Verfugung stand.

Die Frequenzen die Genotypen CC (homozygot Wildtyp), CT (heterozygot) und TT
(homozygot Polymorphismus) bzw. die Frequenzen fur die Allele C und T der
Munchner und Dresdner Kinder sind in Tabelle 13 aufgefuhrt. Es wurden keine

signifikanten Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht beobachtet.
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Munchner Kinder (n=1343) Dresdner Kinder (n=705)

Genotyp CC 0,28 0,26
Genotyp CT 0,50 0,53
Genotyp TT 0,23 0,21
Allel C 0,52 0,53
Allel T 0,48 0,47
p-Wert der
Abweichung vom 0,9196 0,7544
HWE

Tabelle 13: Frequenzen der Genotypen bzw. der Allele des CD14 C-159T
Polymorphismus in der Studienpopulation. HWE: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

3.3 Assoziation des CD14 C-159T Polymorphismus mit sCD14, IgE und atopischen
Phanotypen

Die Assoziation zwischen dem Genotyp des CD14 C-159T Polymorphismus und dem
Serumspiegel von sCD14 wurde bei zwei Untergruppen der Studienpopulation
untersucht (Munchner Viertklassler, n=186 und Dresdner Viertklassler, n=170).
Hierbei zeigte sich ein Trend fur erhdohte sCD14-Spiegel bei Tragern des Genotyps
TT. Bei den Kollektiven aus der ISAAC Studie erreichte dieser Trend keine
statistische Signifikanz (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Mediane der Serumspiegel von sCD14 in ng/ml.
Die Mediane der Serumspiegel von sCD14 sind aufgetragen nach CD14 C-1569T Genotyp
bei Miinchner und Dresdner Kindern.

In  Zusammenarbeit mit dem Institut flir Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin der Universitat GielRen unter der Leitung von Prof. Dr. Bein
wurden unsere beiden Kollektive mit einem Kollektiv von 189 gesunden,
erwachsenen Probanden aus Gielten zusammengefiugt. Dieses GielRener Kollektiv
wurde im Labor GielRen flir den CD14 C-159T Polymorphismus genotypisiert und
sCD14 und IgE wurden bestimmt. Im GielRener Kollektiv erreichte die Assoziation
zwischen dem Genotyp des CD14-SNP und sCD14 statistische Signifikanz beim
Vergleich der Genotypen CC und TT. Bei dem Gesamtkollektiv stellten wir ebenso
eine statistisch signifikante (p < 0,03) Erhéhung des sCD14-Spiegels beim Genotyp
TT (1370 ng/ml) gegentber dem Genotyp CC (1017 ng/ml) fest. Diese Ergebnisse
sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7. Mediane der Serumspiegel von sCD14 in ng/ml, aufgetragen nach CD14
C-159T Genotyp bei Miinchner und Dresdner Viertkldsslern, GieBener Erwachsenen
und dem Gesamtkollektiv.

*  Daten freundlicherweise zur Verfligung gestellt durch Prof. Dr. Bein, Institut fiir
Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der Universitét Giel3en.

Wir untersuchten die geometrischen Mittelwerte der log-transformierten IgE-Werte
auf eine Assoziation mit den Genotypen des C-159T Polymorphismus. Wir konnten
keine signifikanten Unterschiede bei den IgE-Spiegeln der Minchner und Dresdner
Kinder feststellen (Abbildung 8). Auch im Vergleich mit dem Kollektiv der gesunden
GielRener Erwachsenen war kein signifikanter Unterschied bei den IgE-Werten zu
beobachten.

Die Population der Kinder aus der ISAAC Studie wurde nach dem Vorliegen von
Atopie stratifiziert. Bei der Analyse der atopischen Subpopulation stellten wir ebenso
keine signifikante Assoziation zwischen den IgE-Spiegeln und den Genotypen fest
(Abbildung 9).
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Abbildung 8. Geometrische Mittelwerte der log-transformierten IgE-Werte bei der

Gesamtpopulation.
Die IgE-Werte sind aufgetragen nach CD14 C-159T Genotyp bei Kindern der ISAAC Studie
nach Alter und Stadt.
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Abbildung 9. Geometrische Mittelwerte der log-transformierten IgE-Werte bei Kindern

mit Atopie.

Die IgE-Werte sind aufgetragen nach CD14 C-159T Genotyp bei Kindern der ISAAC Studie
mit Atopie (definiert als mindestens ein positiver Hautpricktest) nach Alter und Stadt.
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Die Anzahl positiver Hautpricktests gegen haufige inhalative Allergene war zudem
nicht assoziiert mit den CD14 C-159T Genotypen. Weiterhin gab es keine Korrelation
erhohter sCD14-Werte mit erniedrigten IgE-Werten.

Tabelle 14 zeigt die Pravalenzen von Asthma, Heuschnupfen und atopischer
Dermatitis der untersuchten Populationen nach Alter und Stadt. Die Pravalenz der

atopischen Phanotypen war bei keiner Gruppe mit den CD14 C-159T Genotypen

assoziiert.
Miinchen Miinchen Dresden GiefRen
Erstklassler Viertklassler Viertklassler Erwachsene
(n=256) (n=1087) (n=705) (n=160)
CC CT TT C€CC CT TT CC CT TT CC CT TT
Asthma 77 12,2 82 11,2 12,3 111 7,0 10,7 80 54 54 7.1

Heuschnupfen 16 48 17 91 83 70 87 97 87 194 23,9 298

Atopische 15,6 11,9 13,6 16,6 20,5 18,3 20,2 16,2 19,6 4,2 10,0 7,3
Dermatitis

Tabelle 14. Pravalenzen atopischer Erkrankungen in der ISAAC Studienpopulation und
der Population Erwachsener aus Giel3en.

Die Préavalenzen sind in Prozent angegeben und nach CD 14 C-159T Genotyp sowie nach
Alter und Stadt aufgetragen.
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3.4 Charakteristika der Kinder aus der PARSIFAL Studie
In den zweiten Teil der Analysen schlossen wir Kinder aus der multizentrischen
Bauern-Querschnittsstudie PARSIFAL ein. Die deskriptiven Charakteristika der

untersuchten Subpopulation sind in Tabelle 15 dargestellt.

% n
Population nach
Studienzentrum:
Deutschland 38,5 593
Osterreich 19,1 294
Schweiz 14,9 229
Niederlande 13,2 203
Schweden 14,3 220
Studiengruppe:
Bauernkinder 64,5 992
Kontrollkinder aus
landlichen Regionen 35,5 547
Mannliches Geschlecht 52,2 803
Alter in Jahren:
5-6 8,5 130
7-8 26,6 410
9 17,4 267
10-11 34,6 532
12-13 13,0 200
Erkrankung mindestens
eines Elternteils an...
...Asthma 11,1 163
...Heuschnupfen 20,5 304
...atopischem Ekzem 18,3 270

Tabelle 15. Deskriptive Charakteristika der Studienpopulation aus der PARSIFAL
Studie.

In der untersuchten Population litten die Bauernkinder signifikant weniger haufig an
Asthma, Giemen und Heuschnupfensymptomen als die Kontrollkinder aus denselben

landlichen Regionen.
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Der Gesamt-IgE-Spiegel im Serum lag bei den Bauernkindern fur alle inhalativen
Allergene auler der Katze und fur den Nahrungsmittelmix signifikant niedriger. In
Tabelle 16 sind die Frequenzen der Phanotypen flr Bauernkinder und die

Kontrollkinder aufgeflhrt.

Kontrollkinder aus

Bauernkinder landlichen p-Wert
Phinotyp (%) Regionen Chi’Test
(n=992) (%)
(n=547)

Asthma 6,6 11,7 0,001
aktuell Giemen 5,7 9,7 0,003
aktuell 4,1 9,5 < 0,0005
Heuschnupfensymptome
aktuell Ekzem 9,6 9,7 0,920
Spezifisches Serum IgE >
3,5 kU/I fiir...
...eines der Aeroallergene 10,1 22,9 < 0,0005
...Hausstaubmilbe 6,0 13,2 < 0,0005
...Graserpollen 48 12,6 < 0,0005
...Baumpollen 2,2 49 0,004
...Katze 1,0 1,8 0,175
...Vorratsmilben 2,7 0,7 0,007
...Pferdeepithelien 0,3 1,3 0,040
...Nahrungsmittelmix
(FX5) 1,8 0,5 0,011
Spezifisches Serum-IgE
>0,7 kU/l gegen 4.9 8.4 0,007

Nahrungsmittelmix (FX5)

Tabelle 16. Frequenzen der Phdnotypen bei Bauernkindern und Kontrollkindern aus
landlichen Regionen im Rahmen der PARSIFAL Studie.
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3.5 Genotypisierung fiir Polymorphismen im TLR2 Gen bei Kindern aus der
PARSIFAL Studie

In den letzten Jahren wurden die genetischen Variationen in den Genen der Toll-like-
Rezeptoren katalogisiert. Die Toll-like-Rezeptoren sind Kandidatengene fir die
Erforschung atopischer Erkrankungen. Um zu untersuchen, welche genetischen
Polymorphismen mit bestimmten Phanotypen assoziiert sind, trifft man eine Auswahl
unter der Anzahl der bekannten SNP. Dafur wahlt man zum einen Polymorphismen
aus, bei denen die Frequenz des Minor-Allels Gber 10% liegt. Die untersuchten SNP
sollten in Genabschnitten mit Kopplungs-Ungleichgewicht (,Linkage disequilibrium®,
LD) liegen und den Hauptinformationsgehalt der haufig vorkommenden Haplotypen
beschreiben. Dabei versteht man unter Haplotyp eine Kombination von Allelen an
eng benachbarten Genloci auf einem Chromosom. Die Polymorphismen, die diese
Voraussetzung erflllen, nennt man ,haplotype-tagging SNP*. In einer friheren
Untersuchung in der Population der Bauernstudie ALEX wurden verschiedene solche
Polymorphismen im TLR2-Gen untersucht. Dabei wurde eine starke Assoziation des
TLR2-540 Polymorphismus mit Asthma und Allergien bei Bauernkindern beobachtet.
Im gleichen Kollektiv konnte keine Assoziation zwischen den TLR2-Polymorphismen
TLR2-29886 oder TLR2-30639 und atopischen Phanotypen bei Bauern und
Kontrollkindern festgestellt werden (Eder et al. 2004). Es gibt Hinweise darauf, dass
der TLR2-31547 SNP bei an atopischem Ekzem erkrankten Patienten mit einer
schweren klinischen Auspragung von assoziiert ist (Ahmad-Nejad et al. 2004). In
einer deutschen Population von 275 Familien zeigte sich allerdings keine Verbindung
zwischen den TLR2-Polymorphismen und Asthma, Rhinitis, atopischem Ekzem oder
allergischer Sensibilisierung (Weidinger et al. 2006).

Tabelle 17 und Abbildung 10 sollen die ,haplotype-tagging“ Polymorphismen und die
nach bisherigen Erkenntnissen mit atopischen Erkrankungen in Verbindung

gebrachten SNPs im TLR2-Gen veranschaulichen.
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Relative Position / Identifikation nach
SNP Allele des SNP NCBI reference
sequence (rs)

TLR2-540 A-16934T rs4696480
TLR2-29886 C+596T rs3804099
TLR2-30639 T+1349C rs3804100

TLR2-1868 A-15607G rs1898830
TLR2-31547 A+2257G rs5743708

Tabelle 17. Haplotype-tagging SNPs sowie die nach bisherigen Erkenntnissen mit
atopischen Erkrankungen assoziierten SNPs im TLR2-Gen.

Intron Intron ,
5, 1 2 3
Exon}.....]Exon}....ceveunes. Exon 3 I
1 2
I
TLR2-31547
TLR2-1868
TLR2-30639
TLR2-540
TLR2-29886

Abbildung 10. Schematische Struktur des TLR2-Gens auf Chromosom 4q31.1-q35.
Eingezeichnet sind die Haplotype-tagging SNPs sowie die nach bisherigen Erkenntnissen
mit atopischen Erkrankungen assoziierten SNPs (adaptiert aus Riva and Kohane 2002;
http://snpper.chip.org; http://innateimmunity.net).

FUr unsere Analysen erfolgten Genotypisierungen fur die Polymorphismen TLR2-
540, TLR2-1868 und TLR2-29886. Tabelle 18 stellt die jeweiligen Erfolgsraten fur die
Genotypisierung, die Frequenz des Minor-Allels und den p-Wert der Abweichung
vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) dar. Es zeigten sich hierbei keine

signifikanten Abweichungen vom erwarteten HWE.
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Erfolgsrate Frequenz p-Wert der
SNP Genotypisierung (%) Minor-Allel Abweichung vom
HWE
TLR2-540 98,18 0,49 0,1156
TLR2-1868 92,43 0,34 0,4458
TLR2-29886 98,31 0,44 0,2584

Tabelle 18. Genotypisierung der Single Nucleotide Polymorphismen im TLR2-Gen.
HWE: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

In der Population der PARSIFAL Studie waren die Genotypisierungen bei 904
Bauernkindern und 504 Kontrollkindern aus denselben landlichen Gebieten
erfolgreich. Es traten Kkeine signifikanten Unterschiede bezlglich der

Genotypfrequenzen zwischen Bauernkindern und Kontrollkindern auf (Tabelle 19).

Bauernkinder (n=904) Kontrollkinder (n=504)
Wildtyp hetero- Minor Allel  Wildtyp hetero-  Minor Allel i
SNP homozygot 2ygot (%) homozygot homozygot zygot homozygot Wpe rt
(%) IRV (%) (%) (%) (%)

LRz 253 50,1 24,6 27,6 46,8 256 0477
TLR2-

1868 42,8 46,9 10,2 45,0 442 10,7 0,628
TLR2-

20886 33,2 49,4 17,4 31,2 48,1 20,7 0,310

Tabelle 19. Frequenzen der Genotypen der TLR2-Polymorphismen bei Bauernkindern

und Kontrollkindern in der PARSIFAL Studie.
Es sind die p-Werte fiir den Chi*-Test fiir die Unabhéngigkeit der Genotypfrequenzen

zwischen Bauernkindern und Kontrollkindern angegeben.
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3.6 Assoziation des TLR2-540 Polymorphismus mit atopischen Phanotypen

Aus der ALEX Studie existieren Hinweise darauf, dass der TLR2-540
Polymorphismus eine wesentliche bestimmende Rolle bei der Entstehung von
atopischen Erkrankungen bei Bauernkindern einnimmt (Eder et al. 2004). In unserer
Analyse der Population der PARSIFAL Studie konnten wir erneut signifikante
Assoziationen zwischen aktuellen Symptomen von Asthma und Atopie (definiert als
erhohter spezifischer IgE-Spiegel von mindestens 3,5 kU/I gegen mindestens ein
Aeroallergen) feststellen (Abbildung 11 und 12). Diese Assoziation besteht auch in
unserer Analyse nur bei den Bauernkindern und nicht bei den Kontrollkindern aus
denselben landlichen Regionen. Fur die Diagnose Asthma und aktuelle Symptome
von Heuschnupfen blieb diese Assoziation ohne Signifikanz (Abbildungen 13 und
14).

Nach Einschluss potentieller Storvariablen als unabhangige Variablen in logistischen
Regressionsanalysen (z.B. Alter, Geschlecht, Studienzentrum, Passivrauchen,
Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft und Kontakt zu Stalltieren im ersten
Lebensjahr) blieb die positive Assoziation zwischen dem T-Allel des TLR2-540 SNP
und den untersuchten Phanotypen signifikant fur aktuelle Asthmasymptome und
Atopie und nicht signifikant fur die Diagnose Asthma und aktuelle

Heuschnupfensymptome.
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Abbildung 11. Frequenz des Phédnotyps “Aktuelle Symptome von Asthma” nach
Genotyp fiir den TLR2-540 SNP bei Bauernkindern und Kontrollkindern aus denselben
landlichen Regionen aus der Population der PARSIFAL Studie.
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Abbildung 12. Frequenz des Phédnotyps “Atopie” nach Genotyp fiir den TLR2-540 SNP
bei Bauernkindern und Kontrollkindern aus denselben lindlichen Regionen aus der
Population der PARSIFAL Studie.
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Diagnose Asthma TLR2-540
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Abbildung 13. Frequenz des Phéanotyps “Diagnose Asthma” nach Genotyp fiir den
TLR2-540 SNP bei Bauernkindern und Kontrollkindern aus denselben ldandlichen
Regionen aus der Population der PARSIFAL Studie.

Aktuelle Symptome von Heuschnupfen TLR2-540
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Abbildung 14. Frequenz des Phédnotyps “Aktuelle Symptome von Heuschnupfen” nach
Genotyp fiir den TLR2-540 SNP bei Bauernkindern und Kontrollkindern aus denselben
landlichen Regionen aus der Population der PARSIFAL Studie.
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Die Signifikanz der positiven Assoziation des T-Allels des TLR2-540 Polymorphismus
mit den untersuchten Phanotypen blieb nach Einschluss potentieller Storvariablen in
ein logistisches Regressionsmodell erhalten fur die Phanotypen “Aktuelle Symptome
von Asthma” und “Atopie”. Dabei blieb die Assoziation zwischen dem T-Allel des
TLR2-540 SNP nicht signifikant fir die Phanotypen ,Diagnose Asthma“ und ,Aktuelle

Symptome von Heuschnupfen”.

3.7 Assoziation der TLR2-1868 und TLR2-29886 Polymorphismen mit

atopischen Erkrankungen

Entsprechend der bisherigen Datenlage aus der ALEX Studie (Eder et al. 2004)
konnten auch wir keine klaren Assoziationen zwischen atopischen Phanotypen und
den Polymorphismen TLR2-1868 und TLR2-29886 zeigen.
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4. Diskussion

Das CD14-TLR2-System scheint durch seine SchlUsselrolle in der LPS-vermittelten
Signaltransduktion an einer Schnittstelle zwischen Genetik und Umwelteinflissen zu
stehen. In mehreren Untersuchungen wurde bisher Gber eine Assoziation von Single
Nucleotide Polymorphismen in den Genen des CD14-TLR2-Systems mit der
Entstehung von Asthma und Allergien berichtet. Die in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Untersuchungsergebnisse zu Polymorphismen im CD14-TLR2-System

sollen vor dem Hintergrund der bisherigen Studienlage diskutiert werden.

Bei der fur diese Arbeit untersuchten Population von Kindern aus der ISAAC Studie
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem CD14 C-159T
Polymorphismus und dem Gesamt-IgE-Spiegel im Serum oder mit Atopie im Sinne
der Anzahl positiver Hautpricktest-Ergebnisse. Wir stellten keine Korrelation
zwischen dem SNP und atopieassoziierten Phanotypen fest. Weiterhin beobachteten
wir einen nicht signifikanten Trend zu einer positiven Assoziation zwischen dem
Genotyp TT des Polymorphismus und den sCD14-Spiegeln im Serum bei den
Subpopulationen der Kinder aus der ISAAC Studie. Dieser Trend erreichte erst
Signifikanzniveau nach Zusammenfugen der Kollektive aus der ISAAC Studie mit
einem Kollektiv erwachsener Probanden aus Giel3en.

Unsere Resultate bestatigen die gesteigerte Promoteraktivitat durch das T-Allel des
CD14 C-159T SNP, da Trager des T-Allels hohere sCD14-Spiegel zeigten.

Im Einklang dazu steht ein Bericht Uber eine erhdohte mCD14-Expression auf
Monozyten bei Tragern des T-Allels (Hubacek et al. 1999) und die Ergebnisse, die
auf eine funktionelle Bedeutung des CD14 C-159T Polymorphismus mit erhdhten
Transkriptionsraten bei Tragern des T-Allels hindeuten (LeVan et al. 2001).

Die Datenlage von Assoziationsstudien zum Zusammenhang des CD14 C-159T
Polymorphismus mit atopischen Phanotypen, IgE und sCD14 ist kontrovers. Ein
Grund hierfir konnte sein, dass einige der Studien nicht Uber die notwendige
PopulationsgrofRe und statistische Teststarke verfigten (Lohmueller et al. 2003).
Unsere Studienpopulation aus der ISAAC Studie ist die bisher gréfdte Population, fur

die Daten zum Genotyp fir den CD14 C-159T Polymorphismus sowie Daten zum
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Atopiestatus, IgE und sCD14 im Serum vorliegen. Durch die Populationsgrofe ist es
sehr wahrscheinlich, dass ein vorhandener Effekt auch erkannt wird.

In allen drei von uns untersuchten Populationen zeigte sich ein Trend fur erhdhte
sCD14-Werte bei Tragern des T-Allels, wobei dieser Trend nur in der
Erwachsenenpopulation statistische Signifikanz erreichte. Die Tatsache, dass wir
einen Effekt des CD14 C-159T SNP auf sCD14, nicht aber auf IgE zeigen konnten,
lasst den Schluss zu, dass eine Modifikation der sCD14-Expression alleine noch
keine wesentliche Auswirkung auf IgE zu haben scheint. Wahrscheinlich reicht es
jedoch nicht aus, jeweils nur eine Komponente des mit CD14 interagierenden
Systems von Rezeptoren und Molekilen isoliert zu betrachten, da evtl. vorhandene
Zusammenhange Ubersehen werden konnten. Wird nur ein Teil des Systems
untersucht, hangt die Richtung eines Effektes mdglicherweise von einem
unerkannten Bias ab. Im Falle des CD14-Rezeptors konnten TLR2 und andere mit
CD14 und TLR2 assoziierte Molekule dieser Bias sein. Die Ergebnisse von Kormann
et al., die bei der ISAAC Studienpopulation einen Effekt eines TLR2-Polymorphismus
auf nichtatopisches Asthma und einen starken protektiven Effekt von
Polymorphismen anderer mit TLR2 assoziierter TLR vor atopischem Asthma zeigen,
unterstutzen die Vermutung, dass ein Effekt nicht nur durch eine einzelne genetische
Variante bedingt ist.

Weitere mogliche Ursachen fur die zwischen den verschiedenen Studiengruppen
kontroversen Ergebnisse zum Zusammenhang zwischen dem CD14 C-159T SNP
und atopischen Phanotypen koénnten in ethnischen Unterschieden sowie
Altersunterschieden  zwischen den  Studienpopulationen liegen.  Unsere
Studienpopulationen  bestehen  ausschlieldlich aus Individuen deutscher
Abstammung, so dass eine Beeinflussung der Resultate durch Stratifizierung der
Population oder unterschiedliche genetische Hintergrinde unwahrscheinlich
erscheint. Die Richtung des genetischen Effekts war in den drei untersuchten
Altergruppen konsistent, so dass eine Effektmodifikation durch das unterschiedliche
Alter der Probanden nicht zu erwarten ist. Allerdings konnten sich die drei
Populationen erheblich in den Umweltbedingungen, unter denen die Muanchner und
Dresdner Kinder sowie die Erwachsenen aus GieRen bisher gelebt haben,
unterscheiden. Uber Unterschiede in den Umweltbedingungen, insbesondere

wahrend des Aufwachsens und wahrend der Pragungsphase des angeborenen
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Immunsystems, ist bei den von uns untersuchten Populationen nichts Genaues
bekannt.

Ein weiterer moglicher Faktor, der unsere Ergebnisse beeinflusst haben konnte, ware
eine inkorrekte Phanotypdefinition. Die Definition der Phanotypen basierte auf
Fragebodgen, die durch die Eltern der untersuchten Kinder ausgefullt wurden. Dabei
ist man auf korrekte Antworten und eine sachgerechte Einschatzung des kindlichen
Gesundheitsstatus durch die Eltern angewiesen. Da in der ISAAC Studie fur die
Phanotypen Asthma, Heuschnupfen und atopisches Ekzem das Vorhandensein einer
arztlichen Diagnose gefordert wurde sowie als objektive Messgrofien IgE und sCD14
im Serum herangezogen wurden, kann von einer ausreichenden Phanotypdefinition
ausgegangen werden.

Im Gegensatz zu einer friheren hollandischen Untersuchung konnten wir an unseren
Populationen keine signifikante Assoziation von positiven Hautpricktest-Ergebnissen
mit dem Genotyp CC des CD14 C-159T Polymorphismus beobachten. Allerdings war
die Anzahl der getesteten Allergene in unserer Untersuchung limitiert auf sechs
Allergene, wahrend in der hollandischen Studie 12 Allergene getestet wurden
(Koppelmann et al. 2001). Dies konnte den Nachweis von Unterschieden in der Zahl

positiver Hautpricktests in unserer Analyse vergleichsweise erschwert haben.

Fur den CD14 C-159T Polymorphismus wurden bisher zahlreiche Studien publiziert,
die sich mit dem Zusammenhang zwischen dem SNP und allergieassoziierten
Phanotypen wie Asthma, allergischen Erkrankungen, Atopie, IgE und sCD14
beschéaftigen.

In der ersten Untersuchung zur Assoziation des CD14 C-159T Polymorphismus mit
Atopie, die durch Baldini et al. 1999 publiziert wurde, schien der CD14 C-159T
Polymorphismus bei homozygoten Individuen (TT) aus einer Population von Kindern
in Tucson, Arizona, USA, zu einem erhdhten sCD14-Spiegel und einem erniedrigten
Gesamt-IgE im Serum zu fuhren. Diese Assoziation konnte jedoch nur bei Kindern
mit positivem Ergebnis des Hautpricktests beobachtet werden. Der von Baldini et al.
gezeigte Effekt des CD14 C-159T SNP konnte durch einige, jedoch nicht durch alle
weiteren Studien reproduziert werden. Eine hollandische Gruppe von Erwachsenen
zeigte erhohte IgE-Spiegel und eine hohere Anzahl positiver Hautpricktests bei
Tragern des CC-Genotyps (Koppelman et al. 2001). Eine Analyse bei einer
Population chinesischer Kinder ergab erhohte sCD14-Spiegel bei Tragern des TT-
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Genotyps, aber keine Assoziation zwischen dem CD14-SNP und allergischer
Sensibilisierung. In dieser Analyse zeigte sich bei den Tragern des Genotyps TT ein
erhdhtes Gesamt-IgE im Serum gegenuber den anderen Genotypen (Leung et al.
2003). Ahnliche Resultate wurden bei australischen Kindern (O'Donnell et al. 2004)
und indischen Populationen (Sharma et al. 2004) beobachtet. In mehreren Studien
wurde die Assoziation des C-159T Polymorphismus mit dem Schweregrad von
atopischen Erkrankungen (Koppelmann et al. 2001) bzw. mit der Anfalligkeit far
Atopie (Ober et al. 2000) beobachtet. In einer deutschen Population (Sengler et al.
2003) und in einer japanischen Studie (Gao et al. 1999) konnte keine Assoziation
zwischen dem Polymorphismus und dem Serum IgE gefunden werden. Bei
Mitarbeitern eines Tierversuchlabors in Maryland, USA, zeigte sich im Gegensatz zu
Baldinis Beobachtung eine Assoziation von C-159T mit erhdhten IgE-Spiegeln
(Amelung et al. 2000). Eine Untersuchung an einer Population von Hutteranern, einer
urspringlichen Glaubens- und Gutergemeinschaft in den USA und Kanada, zeigte
eine positive Assoziation des T-Allels mit atopischer Sensibilisierung (Ober et al.
2000). In der Studienkohorte der German Multicenter Allergy Studie z.B. wurde keine
Assoziation von C-159T mit Asthma, Atopie, Allergie oder dem IgE-Spiegel gefunden
(Sengler et al. 2003). Auch bei einer Untersuchung von polnischen asthmaerkrankten
Kindern konnte keine Assoziation zwischen dem C-159T Genotyp und dem IgE
Spiegel im Serum oder bronchialer Hyperreagibilitat festgestellt werden (Lis et al.
2001). Eine australische Studie ergab keine Assoziation des CD14-SNP mit Asthma
und eine schwache Assoziation mit Atopie, wobei die Trager des T-Allels ein

erhohtes Risiko fur Atopie aufzuweisen schienen (Kedda et al. 2005).

Das Fehlen einer Assoziation zwischen CD14-Genotypen und IgE sowie zwischen
Genotyp und atopischem Phanotyp in unserer und anderen Studien (Sengler et al.
2003) macht einen direkten Einfluss von CD14-Genotypen auf die Atopieentstehung
unwahrscheinlich. Die auf den ersten Blick inkonsistenten Studienergebnisse legen
nahe, dass die untersuchte genetische Variation in der Promoterregion des CD14-
Gens zumindest nicht alleine fur die Entstehung atopieassoziierter Phanotypen
verantwortlich sein kann. Die Resultate fuhren zu der Vermutung, dass Gen-Gen-
Interaktionen zwischen verschiedenen Kandidatengenen und Gen-Umwelt-
Interaktionen zwischen Umweltfaktoren und dem CD14 C-159T SNP bei der

Entwicklung atopischer Erkrankungen vorliegen kénnten.
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CD14 ist maRgeblich an der Erkennung von LPS beteiligt. Es wird vermutet, dass die
Exposition eines Individuums gegenuber LPS einen entscheidenden Umweltfaktor in
der Gen-Umwelt-Interaktion am CD14-Rezeptor darstellt. Daten aus einer
Untersuchung an Schweizer Bauernkindern, in deren Umwelt eine hohe Endotoxin-
Exposition besteht, zeigen Hinweise auf eine signifikant erhohte Expression von
CD14 und TLR2 (Lauener et al. 2002).

Die von Baldini et al. publizierten Ergebnisse fuhrten zu der initialen Hypothese, dass
Trager des TT-Genotyps des CD14 C-159T SNP weniger anfallig fur die Entwicklung
atopischer Erkrankungen sein konnten. Dies wurde damit erklart, dass Trager des
Genotyps TT durch die hohere Expression von sCD14 sensibler auf Umwelteinflisse
wie LPS reagieren konnten, die die Reaktion des Immunsystems weg von einer
Dominanz des Tn2-Systems bringen konnten (Vercelli et al. 2001). In einigen
bisherigen Studien zeigte sich fur den TT-Genotyp ein protektiver Effekt bei niedrigen
Endotoxindosen und ein erhdhtes Risiko bei hoher Endotoxin-Exposition (Martinez
2007a).

In Verbindung mit einer hohen Endotoxin-Exposition schien andererseits in anderen
Untersuchungen der CC-Genotyp vor Atopie zu schutzen. Bei einer
Studienpopulation von Bauernkindern und Kontrollkindern (ALEX Studie) waren die
spezifischen IgE-Spiegel gegen inhalative Allergene stark invers assoziiert mit einer
hohen Endotoxin-Exposition bei Tragern des CC-Genotyps. Bei fur das C-Allel
homozygoten Individuen waren dabei die spezifischen IgE-Spiegel bei niedriger
Endotoxin-Exposition am hochsten (nicht signifikant) und bei hoher Endotoxin-
Exposition am niedrigsten (signifikant) verglichen mit den anderen Genotypen (Eder
et al. 2005). Bei einer Kohorte aus der ,Manchester Asthma und Allergy Study*
zeigte sich ein signifikanter inverser Zusammenhang von hoher Endotoxin-Exposition
mit dem Risiko allergischer Sensibilisierung und atopischem Ekzem fur den Genotyp
CC (Simpson et al. 2006). Bei einer Population von Erwachsenen in den USA wurde
eine inverse Korrelation des Risikos fur allergische Sensibilisierung zur Endotoxin-
Exposition nur bei Tragern des CC-Genotyps (Williams et al. 2006) beobachtet.

Der Genotyp des CD14 C-159T Polymorphismus, insbesondere das Vorliegen des T-
Allels, konnte somit je nach Exposition des Individuums gegenuber mikrobiellen
Produkten wie Endotoxin einerseits ein Risikofaktor flr Atopie sein und andererseits

einen protektiven Effekt vor atopischen Erkrankungen bieten (von Mutius et al. 2000).
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Es ware mdglich, dass die CD14-Expression beim TT-Genotyp bei niedriger
Endotoxin-Exposition gesteigert ist, bei hohen Endotoxindosen hingegen CD14
vermehrt bei Genotypen, die das C-Allel beinhalten, exprimiert wird (Martinez 2007a).
Ein mogliches Erklarungsmodell hierfir bietet die Hypothese eines ,Endotoxin-
Switch“ (Vercelli 2003). Diese Hypothese postuliert eine Modulation der
Immunreaktion und damit auch der IgE-Produktion durch die Exposition gegenuber
Endotoxin. Demnach soll die Exposition gegenltber hohen Dosen von Endotoxin zu
einer Ty1-dominierten und die Exposition gegenuber niedrigen Dosen von Endotoxin
zu einer Tu2-dominierten Immunreaktion fuhren. Dies wurde bedeuten, dass ein
sogenannter "Endotoxin-Switch", d.h. ein Umschlagpunkt von Tu2- zu Ty1-
dominierter Immunantwort bei einer bestimmten Dosis von Endotoxin existiert. Das
gesteigerte Potential zur CD14-Produktion bei Tragern des T-Allels des CD14 C-
159T Polymorphismus steuert die Immunreaktion in Richtung einer Ty1-Dominanz,
so dass sogar bei einer niedrigen Endotoxin-Exposition ein protektiver Effekt
beobachtet werden koénnte. In diesem Fall wirde das T-Allel vor atopischen
Erkrankungen schutzen. Der Hypothese des ,Endotoxin-Switch® zufolge kommt es
bei hoher Endotoxin-Exposition zu einem zweiten Umschlag von Tu1- zu Tw2-
Dominanz, der bei Tragern des T-Allels eher auftritt als beim Genotyp CC. Somit
waren bei einer hohen Endotoxin-Exposition Trager des T-Allels haufiger und Trager
des Genotyps CC seltener mit atopischen Erkrankungen behaftet.

Abbildungen 15 und 16 sollen diese Hypothese schematisch verdeutlichen.
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Zytokinprofil der T-Helferzellen

Endotoxin Exposition

Abbildung 15. Der Endotoxin Switch.
Die Kurve zeigt die bimodale Beziehung
zwischen Endotoxin Exposition und Art der
Immunreaktion. In Héhe des Doppelpfeils
besteht ein Umschlagpunkt (Switch) von
einer Dominanz des Ty1 zum Ty2 System
und vice versa.

(adaptiert aus: Vercelli 2003)
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Abbildung 16. Der CD14 C-159T SNP
und der Endotoxin Switch.

Die beiden Kurven zeigen die
allelabhéngige Beziehung zwischen
Endotoxin Exposition und Immunreaktion
am Beispiel des CD14 C-159T SNP.

Die beiden schraffierten Flachen zeigen
den Bereich, in dem die genetische
Variation einen Einfluss auf die Ty-
Zellreaktion haben kénnte. Auf der X-Achse
sind hypothetische Werte der Endotoxin
Exposition ftir unterschiedliche
Populationen aufgetragen.

MAS: Studienpopulation der deutschen
Multicenter Allergy Study. CRS:
Studienpopulation der Children Respiratory
Study in Tucson, USA.

(adaptiert aus: Vercelli 2003)
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Die Genetik im Sinne von Polymorphismen wie dem C-159T SNP konnte dabei
Einfluss darauf nehmen, bei welcher Dosis von Endotoxin sich dieser Umschlagpunkt
befindet. Nach dieser Theorie reagieren die T-Helfer-Zellen bei sehr niedrigen und
sehr hohen Endotoxindosen in gleicher Weise, wahrend in einem relativ engen
Fenster dazwischen die Unterschiede in der Endotoxindosis einen grolRen Effekt auf
die Auspragung der dominierenden T-Helferzell-Subpopulation haben (Vercelli
2003).

Die Relevanz dieser Hypothese fur die Auspragung von Asthma wurde durch
Zambelli-Weiner et al. untersucht. Diese Gruppe berichtete Uber eine starke
antagonistische Interaktion zwischen der Hohe der Endotoxin-Exposition und dem
CD14 C-159T SNP als Determinanten von Risiko und Schweregrad von Asthma. Bei
Individuen, die einer niedrigen Endotoxin-Exposition ausgesetzt waren, schien der
TT-Genotyp vor der Entwicklung von Asthma zu schitzen. Bei hohen
Endotoxindosen war das Risiko fir Asthma bei Tragern des TT-Genotyps dagegen
stark gesteigert gegenuber den Tragern des CC-Genotyps. Ebenso war der klinische
Schweregrad der Asthmaerkrankung beim TT-Genotyp bei niedriger Endotoxin-
Exposition signifikant weniger ausgepragt, bei hoher Endotoxin-Exposition jedoch
eher ausgepragter als bei Tragern der anderen beiden Genotypen (Zambelli-Weiner
et al. 2005). Nicht nur das Ausmal® der Endotoxin-Exposition, sondern auch der
Zeitpunkt der Exposition scheint von entscheidender Bedeutung zu sein. Hier scheint
die Endotoxin-Exposition in utero sowie in den ersten Lebensjahren besonders
wichtig zu sein (Martinez and Holt 1999).

Es existieren keine Daten zur mikrobiellen Exposition bzw. zur Endotoxin-Exposition
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Populationen. Somit kénnen die
Population aus der ISAAC Studie und die GielRener Erwachsenenpopulation nicht in

das Modell des ,Endotoxin-Switch® eingeordnet werden.
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Die Vermutung, dass die Endotoxin-Exposition mit der Entstehung von Atopie
zusammenhangt, macht eine Untersuchung dieses Zusammenhangs bei
Populationen, die in ihrem Lebensraum einer hohen Endotoxin-Exposition ausgesetzt
sind, besonders interessant. Die Endotoxin-Exposition im frihen Lebensalter ist bei
Kindern, die auf einem Bauernhof aufwachsen, konstant hoch. Zudem ist bekannt,
dass Bauernkinder weniger haufig an Allergien und Asthma erkranken.

In zwei der Bauernstudien, der ALEX und der PARSIFAL Studie, wurde bisher die
Assoziation von genetischen Varianten im CD14-TLR2-System mit Atopie untersucht.
Fur die Studienpopulation der ALEX Studie liegen Daten zu Polymorphismen im
CD14- und TLR2-Gen vor. Es zeigte sich ein inverser Zusammenhang des C-Allels
des CD14 C-159T SNP mit Atopie und eine starke inverse Beziehung zwischen dem
T-Allel des TLR2-540 SNP und Asthma und Allergien (Eder et al. 2004).

Bei der Population der PARSIFAL Studie konnte hingegen keine Assoziation des
CD14 C-159T SNP mit Atopie gezeigt werden (Bieli et al. 2007). Fir diese
Population lagen bisher allerdings keine Daten zum Zusammenhang des TLR2-540
SNP mit atopischen Erkrankungen vor. Wir konnten durch unsere Untersuchung im
Rahmen der vorliegenden Arbeit bestatigen, dass dieser Polymorphismus eine
wesentliche determinierende Rolle fur Asthma und Allergien bei europaischen
Bauernkindern zu spielen scheint. Jedoch war die Richtung der Assoziation
gegenuber der friheren Analyse bei Kindern aus der ALEX Studie nicht
reproduzierbar. Bei den Kindern aus der PARSIFAL Studie beobachteten wir eine
Assoziation in die entgegengesetzte Richtung, namlich eine positive Assoziation des
T-Allels mit atopischen Phanotypen, die bezuglich aktueller Asthmasymptome und
Atopie statistische Signifikanz erreichte. Auch nach Miteinbezug potentieller
Storvariablen blieb die Assoziation fur diese beiden Phanotypen signifikant. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen der ALEX Studie konnten wir an unserer Population
aus der PARSIFAL Studie keine signifikante Gen-Umwelt-Interaktion zwischen
Bauernstatus und den atopieassoziierten Phanotypen nachweisen. In Einklang mit
den Resultaten aus der ALEX Studie stellten wir auch in der PARSIFAL
Studienpopulation keine Assoziation der anderen untersuchten Polymorphismen im
TLR2-Gen mit atopischen Phanotypen fest.

Unsere Resultate widersprechen den Ergebnissen aus der ALEX Studie in mehreren
Punkten. Die Frequenzen der Phanotypen bezogen auf die drei Genotypen des
TLR2-540 SNP wiesen bei den Kontrollkindern und bei den Bauernkindern, die
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Trager des T-Allels waren, zwar eine bemerkenswerte Ahnlichkeit zwischen der
ALEX und der PARSIFAL Studie auf. Dagegen hatten die Bauernkinder mit dem
Genotyp AA in der PARSIFAL Studie signifikant seltener Asthma, Asthmasymptome,
Heuschnupfensymptome und signifikant weniger spezifisches IgE gegen
Aeroallergene als die vergleichbare Gruppe in der ALEX Studie. Dieser Unterschied
in der Frequenz der Phanotypen konnte nicht durch Unterschiede in den
Umweltfaktoren auf dem Bauernhof (z.B. Kontakt zu Stalltieren, Hilfe bei der
Heuernte, Haufigkeit des Stallaufenthaltes der Mutter wahrend der Schwangerschaft)
erklart werden.

Wie in der vorliegenden Untersuchung hat sich in vielen bisherigen Studien zur
Genetik von komplexen Erkrankungen wie Asthma und Allergien gezeigt, dass die
Reproduktion der Resultate zwischen den verschiedenen Studien und den
unterschiedlichen Populationen schwierig ist. Dies kann z.B. an unterschiedlichem
Studiendesign, der Heterogenitat der untersuchten Phanotypen oder auch an
verschiedenen Umwelteinfliissen liegen (Martinez 2007b). Durch die Ahnlichkeit der
Studienpopulationen und des Studiendesigns der ALEX Studie und PARSIFAL
Studie war versucht worden, den Einfluss dieser Faktoren so gering wie mdglich zu
halten. In beiden Studien wurde beispielsweise die Definition der Phanotypen durch
Fragebdgen bestimmt, die durch die Eltern der Kinder ausgefullt wurden, und die
Messungen von spezifischem IgE gegen haufige Allergene wurden auf sehr ahnliche
Art und Weise durchgefuhrt. Dennoch ist nicht auszuschlieRen, dass die Resultate
zumindest einiger Analysen durch die Beantwortung der Fragebdgen und die
Einschatzung des kindlichen Gesundheitsstatus durch die Eltern beeinflusst sein
konnten. Im Falle der vorliegenden Untersuchung kann man beim Phanotyp Asthma
durch die geforderte arztliche Diagnose von einer ausreichenden Phanotypdefinition
ausgehen. Auch beim Phanotyp Atopie, zu dessen Definition als objektive
MessgrofRe die Bestimmung von spezifischem IgE im Serum herangezogen wurde,
ist eine Beeinflussung durch eine unterschiedliche Beantwortung der Fragebdgen
nicht zu erwarten.

Die PARSIFAL Studie schloss Kinder aus Studienzentren bzw. —landern (Schweiz,
Schweden und Niederlande) ein, die an den genetischen Analysen im Rahmen der
ALEX Studie nicht teilgenommen hatten. Allerdings konnte auch durch eine
Beschrankung der Analysen auf Bauernkinder aus Deutschland und Osterreich die

Diskrepanz zwischen den Resultaten nicht erklart werden. Die Mdglichkeit von
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Genotypisierungsfehlern wurde durch erneute Genotypisierung beider Populationen
fur den TLR2-540 Polymorphismus und das Y-Chromosom uber unser Labor und
das Arizona Respiratory Center in Tucson, USA, unter Verwendung unterschiedlicher
Genotypisierungsmethoden ausgeschlossen.

Bei Replikationsstudien geht man von der Annahme aus, dass jede
Studienpopulation reprasentativ fur die Gesamtpopulation ist und somit Homogenitat
in Bezug auf Genetik und &dullere Einflisse besteht. Die Voraussetzung der
Homogenitat kdnnte bei komplexen Phanotypen wie z.B. atopischen Erkrankungen
besonders bedeutsam sein, zumal bei diesen Phanotypen die Interaktionen zwischen
Genetik und bestimmten Umweltfaktoren entscheidend beteiligt zu sein scheinen.
Moglicherweise wird die Voraussetzung der Homogenitadt bei den beiden
Studienpopulationen von Bauernkindern aus der ALEX und PARSIFAL Studie nicht
ganz erfullt. Die Pravalenzen fur die Phanotypen der atopischen Sensibilisierung sind
zwischen den beiden Studienpopulationen sehr unterschiedlich, was ein Hinweis auf

Inhomogenitat sein konnte.

Die Analysen im Rahmen der ALEX Studie bieten Hinweise darauf, dass der
Genotyp AA des TLR2-540 Polymorphismus eine bedeutende Determinante von
Asthma und Allergien bei Bauernkindern ist. Wenn das jedoch so ist, waren
Variationen der Frequenz von Phanotypen auch am ehesten bei Tragern des
Genotyps AA zu erwarten und weniger bei den anderen Genotypen. Somit kdnnte
die fehlende Reproduktion der Richtung einer Assoziation zwischen dem Genotyp
und den Phanotypen eher ein Hinweis auf eine Variation von Expositionen
gegenuber Umweltfaktoren sein und nicht gegen eine potentielle funktionelle
biologische Bedeutung sprechen. Die zugrunde liegenden Expositionsfaktoren, die
mit TLR2-540 in der Atopieentstehung interagieren, sind noch unbekannt, da noch
keine funktionellen Studien zu TLR2-540 oder zu Polymorphismen im Kopplungs-
Ungleichgewicht mit TLR2-540 existieren.

Es ware mdoglich, dass die vorliegenden Daten auf einen Einfluss noch nicht
bekannter Umweltfaktoren hindeuten. Es besteht Bedarf an der Durchfiilhrung von
funktionellen Studien zur Identifikation der kausalen Veranderungen und der

potentiellen klinischen Relevanz unserer Untersuchungsergebnisse.
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Die funktionelle Bedeutung des CD14-TLR2-Systems bei der Erkennung von LPS
hat dazu gefuhrt, dass CD14 und TLR2 als Kandidatengene fir die Entstehung von
Atopie angesehen werden. Die bisherige Studienlage bietet Hinweise darauf, dass
genetische Veranderungen im CD14-TLR2-System Auswirkungen auf die
Genexpression haben sowie die Auspragung von Atopie bzw. die Hohe des IgE-
Spiegels beeinflussen kénnten. Bezuglich des genauen Effekts der unterschiedlichen
genetischen Dispositionen jedoch sind die Resultate nicht eindeutig. Die bisher
beobachteten  Studienpopulationen  unterscheiden sich stark in  den
Umweltbedingungen, denen sie ausgesetzt sind. Hier kdnnte im Sinne der Hygiene-
Hypothese besonders die Menge an Mikroorganismen im jeweiligen Lebensraum
und dabei vor allem das Ausmal} der Exposition gegenltber LPS einen Umweltfaktor
darstellen, der zu einer Modulation der Immunantwort in Richtung einer Tu1-
Dominanz fuhren konnte. Aufgrund der zentralen Rolle des CD14-TLR2-Systems bei
der Vermittlung von LPS-induzierten Signalen ist es gut vorstellbar, dass genetische
Veranderungen, die zur Veranderung der Funktion oder der Genexpression von
CD14 und TLR2 fGhren, auch den protektiven Effekt der LPS-Exposition modifizieren
konnten.

Nach dem heutigen Verstandnis konnten die widerspruchlichen Studienresultate
beim CD14 C-159T Polymorphismus durch das Modell des ,Endotoxin-Switch® zu
erklaren sein. Fur die unterschiedlichen Effekte des CD14 C-159T SNP und des
TLR2-540 Polymorphismus bei der ALEX und der PARSIFAL Population bietet
dieses Modell jedoch keine Erklarung, da es sich bei beiden Populationen um
Bauernkinder mit einer ahnlichen Endotoxin-Exposition handelt. Mdglicherweise
konnte hier die Grole der Studienpopulation, die bei der PARSIFAL Studie um
einiges groRer als bei der ALEX Studie ist, eine Rolle spielen.

Der komplexe Weg von einer Endotoxin-Stimulation zu einer IgE-vermittelten
Immunantwort wird wahrscheinlich durch den Zeitpunkt der Stimulation sowie durch
Interaktion mit anderen immunologischen Mechanismen und externen Faktoren
reguliert. Somit konnte die Rolle von Polymorphismen im CD14-TLR2-System von
anderen, bis jetzt nicht bekannten oder nicht ausreichend untersuchten

Umweltfaktoren oder genetischen Faktoren abhangen.

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse und die bisherige

Studienlage weisen darauf hin, dass das CD14-TLR2-System in Zusammenhang mit
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der Entstehung atopischer Erkrankungen steht. Die Rezeptoren CD14 und TLR2 sind
jedoch lediglich ein kleiner Teil eines komplizierten Gefluges von Molekulen und
Signalwegen, die Uber Gen-Umwelt-Interaktionen Einfluss auf die Entwicklung von

Asthma und Allergien nehmen kénnten.
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5. Zusammenfassung

Die stetige weltweite Zunahme der Pravalenz von atopischen Erkrankungen und
Asthma bronchiale stellt eine grol3e Beeintrachtigung fur die Betroffenen und einen
bedeutenden Kostenfaktor fur die Gesundheitssysteme dar. Zur Entstehung von
Asthma und allergischen Erkrankungen kommt es durch eine komplexe Interaktion
von genetischer Pradisposition und Umweltfaktoren. Hierbei wird angenommen, dass
die genetische Pradisposition zwar determiniert, innerhalb bestimmter Phasen in der
Reifung des Immunsystems aber doch anpassungsfahig an bestimmte
Expositionsfaktoren ist. Mustererkennungsrezeptoren des  angeborenen
Immunsystems wie das CD14-TLR2-Rezeptorsystem kdnnten in dieser Gen-Umwelt-
Interaktion eine entscheidende Rolle spielen.

Aus der bisherigen Studienlage gibt es Hinweise darauf, dass genetische Varianten
im CD14-TLR2-System mit der Entstehung atopischer Phanotypen assoziiert sein
konnten. Fur die Populationen der ISAAC Studie und der gro3en europaischen
Bauernstudie PARSIFAL liegen zu dieser Assoziation bereits Daten fur jeweils eine
Komponente des Rezeptorsystems aus bisherigen Untersuchungen vor.

Aus diesem Grund erfolgten fur die vorliegende Arbeit Genotypisierungen fur Single
Nucleotide Polymorphismen im CD14-TLR2-System bei den Populationen der ISAAC
Studie und der Bauernstudie PARSIFAL zur Vervollstandigung der Datenlage bei
diesen Studienpopulationen. Die Ermittlung der atopischen Phanotypen erfolgte
fragebogenbasiert. Die Genotypen wurden mit den atopischen Phanotypen und flr
die Population der ISAAC Studie mit den Spiegeln von sCD14 und IgE assoziiert.

Die Resultate bestatigen einen Zusammenhang zwischen dem CD14 C-159T
Polymorphismus und der Expression von sCD14 bei der Population der ISAAC
Studie. Wir konnten keine Assoziation des CD14 C-159T Polymorphismus mit dem
Serumspiegel von IgE oder den weiteren untersuchten atopischen Phanotypen
beobachten.

Es konnte zudem bestatigt werden, dass der TLR2-540 Polymorphismus eine
bedeutendende Rolle in der Asthma- und Allergieentstehung bei Bauernkindern
einzunehmen scheint. In der vorliegenden Replikationsstudie war der
Polymorphismus bei Bauernkindern mit einem erhdhten Atopierisiko assoziiert. Damit

zeigte der Effekt des Polymorphismus genau in die entgegengesetzte Richtung als
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in der frGheren Analyse im Rahmen der ALEX Studie, in der der TLR2-540
Polymorphismus mit einer geringeren Atopiepravalenz bei Bauernkindern assoziiert
war.

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass das CD14-TLR2-System als
Kandidatengene des angeborenen Immunsystems Uber Interaktionen von Genetik
und Umweltfaktoren die Entstehung von Asthma und Allergien regulieren kdnnte.
Weitere Untersuchungen zur genaueren Differenzierung von relevanten
Umweltfaktoren sowie weitere funktionelle Studien konnten zur weiteren Klarung der
zugrunde liegenden Mechanismen und zur Evaluation der potentiellen klinischen

Relevanz der beobachteten Effekte fihren.
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96



Abkurzungsverzeichnis

kDa
KHCO3
kU/I

LBP

LPS

M
MALDIMS
MALDI-TOF
mAmMp
mCD14
mg/ml
Mg**
MgCl,

ul

mM

mm

NaCl

ng/ml

ng/ul

Immunglobulin E

Interleukin

Interleukin 1 beta

Interleukin 1 Rezeptor

International Study of Asthma and Allergies in Childhood
kilo Dalton

Kaliumhydrogencarbonat

kilo Units pro Liter

Lipopolysaccharidbindendes Protein

Lipopolysaccharid, Endotoxin

Molar

Matrix-assisted Laser Desorption/lonization Massenspektrometrie
Matrix-assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight
Milliampere

Membrangebundener CD14-Rezeptor

Milligramm pro Milliliter

Magnesiumion

Magnesiumchlorid

Mikroliter

milliMolar

Millimeter

Kochsalz

Nanogramm pro Milliliter

Nanogramm pro Mikroliter

97



Abkurzungsverzeichnis

NH.CI
nm
PAMP

PARSIFAL

PCR
pH
PRR
RFLP
sBLP
sCD14
SDS
SIRS

SNP

Th
THO
Tyl
Th2
TLR
TNFo,

uv

Ammoniumchlorid
Nanometer
Pathogen Associated Molecular Pattern

Prevention of Allergy Risk Factors for Sensitization In children
related to Farming and Anthroposophic Lifestyle

Polymerase-Ketten-Reaktion

pondus Hydrogenii

Pattern Recognition Receptor, Mustererkennungsrezeptor
Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus
synthetisches Lipopeptid

Ldslicher CD14-Rezeptor
Natrium-Dodecylsulfat

Systemic Inflammatory Response Syndrome
Single Nucleotide Polymorphismus

Thymin

T-Helferzellen

Naive, ungepragte T-Helferzellen
T-Helferzell-Subpopulation 1
T-Helferzell-Subpopulation 2
Toll-like-Rezeptor

Tumornekrosefaktor alpha

Ultraviolett

Volt

98



Danksagung

10. Danksagung

Fir die Ubernahme der vorliegenden Dissertation an der Medizinischen Fakultat der
LMU, die Uberlassung des Themas und die verstandnisvolle Betreuung bedanke ich
mich herzlich bei Herrn Prof. Dr. med. Michael Kabesch.

Fur die Bereitstellung eines Arbeitsplatzes im Forschungszentrum des Dr. von
Haunerschen Kinderspitals danke ich Herrn Prof. Dr. med. Dr. h. ¢. D. Reinhardt.

Ich danke allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe fur Allergogenetik am Dr. von
Haunerschen Kinderspital fur die freundliche Unterstiutzung und Kollegialitat. An
dieser Stelle gebuhrt besonderer Dank Frau Dr. Michaela Schedel, Herrn Dr. Wilfried
Peters, Frau Dr. Waltraud Eder, Frau llona Dahmen und Frau Anja Pleiss sowie allen
Mitdoktoranden und Mitdoktorandinnen.

FUr die Hilfe bei den statistischen Auswertungen danke ich Herrn David Carr und
Herrn Martin Depner.

Zudem danke ich besonders Herrn Prof. Dr. Bein, Institut fr Klinische Immunologie
und Transfusionsmedizin der Universitat GieRen, fir die freundliche Uberlassung der

sCD14-Messungen und die Daten der Erwachsenenpopulation aus GielRen.

Insbesondere mdchte ich der Arbeitsgruppe des Immunologischen Labors am
Kinderspital Zurich fur die wissenschaftlichen Erfahrungen danken, die ich im Vorfeld
dieser Arbeit wahrend eines Forschungsaufenthaltes in Zurich sammeln durfte. Zu
nennen sind hierbei besonders Herr PD Dr. Roger Lauener, Frau Susanne Loeliger,

Herr Dr. Thomas Birchler und Herr Dr. Remo Frei.

Ein grofder Dank gilt meinen Eltern, die mich mein Leben lang liebevoll begleitet und
grofdzlgig unterstutzt haben und mir das Studium der Medizin sowie die Arbeit an
dieser Dissertation erst ermdglicht haben. Ich bedanke ich mich ebenso herzlich bei

meinen Geschwistern Stephanie, Sebastian und Matthias fur ihre Unterstitzung.

FUr seine Liebe und stetige Hilfsbereitschaft in allen Lebenslagen kann ich Herrn
Dr. Andreas Nagy nicht genug danken. Ohne seine Ermutigung und seinen
zuverlassigen Beistand mit Rat und Tat ware es nie zur Vollendung dieser Arbeit

gekommen.

99



Lebenslauf

11. Lebenslauf

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Nationalitat:

Schulbildung:

Hochschulstudium:

Beruflicher Werdegang:

1984 - 1988

1988 - 1997

1994 - 1995

1997 - 2004

2004 - 2005

2006 - 2007

2007 - 2008

06-09 / 2008

seit 10 / 2008

100

Veronika Elisabeth Schickinger
06.06.1978
Altotting

deutsch

Grundschule Neudtting
Konig-Karlmann-Gymnasium Altétting

Ludington High School, Ludington,
Michigan, USA

Studium der Medizin an der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Assistenzarztin am Zentralklinikum
Augsburg, 2. Medizinische Klinik

Assistenzarztin am Ostalbklinikum Aalen,
1. Medizinische Klinik

Assistenzarztin an der
St. Anna Virngrundklinik Ellwangen,
Chirurgische Klinik

Assistenzarztin an der
Klinik St. Katharinental
in Diessenhofen, Schweiz

Assistenzarztin am
Kantonsspital Winterthur, Schweiz,
Medizinische Klinik



