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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Asthmaund Allergie — haufige Erkrankungen im Kindesalter

1.1.1 Epidemiologie und klinisches Bild

Asthma bronchiale ist die haufigste chronische Erkrankung im Kindesater. Betroffen sind
etwa 8-10% der Kinder in Deutschland (VON MUTIUS 1994), wobel in den letzten
Jahrzehnten eine steigende Prévalenz zu verzeichnen war (ISAAC 1998; VON MUTIUS et al.
1998). Bis zum Ende der Pubertét ist das mannliche Geschlecht etwa doppelt so haufig wie
das weibliche betroffen. Im spéteren Leben gleicht sich dieser Unterschied annéghernd aus
(DWORKIN 2000). Weltweit schwankt die Haufigkeit von Asthma bronchiale ganz erheblich
zwischen 2% und 20% je nach soziodkonomischen Lebensbedingungen (Lifestyle Faktoren)
und ethnischer Herkunft (SPEER und GAHR 2001).

Definiert ist Asthma al's eine chronische Erkrankung der Bronchien mit variabler, vorwiegend
anfallsweise auftretender und reversibler Atemwegsobstruktion infolge Kontraktion der
glatten Bronchialwandmuskulatur, erhéhter Mukusproduktion und entzindlich ddemattser
Schwellung der Mukosa. Charakteristisch fir Asthma bronchiale ist eine bronchiale
Hyperreaktivitdt, womit eine gesteigerte Empfindlichkeit des Bronchialsystems auf eine
Vielzahl von exogenen und endogenen Reizen gemeint ist.

Der Asthmaanfall beginnt bei Kindern in der Regel mit einem trockenen Reizhusten, der akut
oder schleichend einsetzen kann. Haufig wird zusdtzlich ein Engegefihl in der Brust
beschrieben. Besonders kennzeichnend ist die forcierte und verlangerte Exspiration, die sich
bis zur bedrohlichen Dyspnoe und - besonders bel sehr kleinen Kindern - Tachypnoe steigern
kann. Der Thorax des Patienten ist Uberbléht und die heftigen Atemanstrengungen fihren zu
interkostalen, jugul@ren und epigastrischen Einziehungen bel der Einatmung. Auskultatorisch
kann ein massives ,Giemen®, ,Pfeifen* und ,Brummen Uber beiden Lungenfeldern
wahrgenommen werden. Eindrucksvoll ist der hypersonore bis tympane Klopfschall infolge
der starken thorakalen Blahung. Die Patienten reduzieren jegliche kérperliche Aktivitét und
stitzen oft zur Fixierung des Schultergirtels die Arme auf, um den Einsatz der
Atemhilfsmuskulatur zu ermdglichen. Haufig beobachtet man die Zuhilfenahme der sog.
Lippenbrense zur Minderung des exspiratorischen Bronchialkollapses. Kommt es zur

Hyperventilation des Patienten, so treten sowohl eine Hypoxdmie als auch eine Hypokapnie
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auf. Bel schweren Anféllen ist eine Hyperkapnie auf Grund der Atemdekompensation mit
Hypoventilation nachweisbar (MUNTAU 1994; SPEER und GAHR 2001; KOLETZKO
2004). Meist wird ein Asthmaanfall von Angstzustdnden und einer Tachykardie begleitet,
bedingt durch emotionalen Stress und die bereits beschriebene Kohlendioxidretention.
Typischerweise handelt es sich beim Asthmaanfall um nur kurze Anfélle von Minuten bis
Stunden, und der Patient erscheint danach klinisch wieder vollig gesund. Auch zwischen den
einzelnen Asthmaanféllen sind die Patienten meist symptomfrei. Durch zirkadiane vagale
Einflisse kommt es besonders in den frihen Morgenstunden zwischen 3 und 5 Uhr zu
Asthmaanfallen (GREVERS und ROCKEN 2001).

Mit Fortschreiten der Erkrankung kdnnen auch Phasen langer andauernder Atemobstruktion
auftreten. Ein Anfal, der Uber 24 Stunden anhédlt und in dieser Zeit nicht auf adaguate
Therapie anspricht, wird definitionsgemdl? als ein Status asthmaticus bezeichnet (SPEER und
GAHR 2001).

1.1.2 Formen des Asthma bronchiale und Verlauf im Kindesater

Asthma bronchiale gehtrt wie die allergische Rhinitis und die Neuwodermitis zum

heterogenen Formenkreis der atopischen Erkrankungen (Abb.1).

Abbildung 1: Die phanotypische Heter ogenitat der Atopie (nach Feijen et al.)

allergische
Rhinitis

Je nachdem, ob bel der Auddsung des asthmatischen Geschehens ein alergischer
Mechanismus betelligt ist, unterscheidet man eine extrinsische und eine intrinsische Form
sowie eine Mischform des Asthma bronchiale. Das exogenallergische Asthma bronchiale
zeichnet sich durch eine Uberschiefiende Immunantwort des IgE-Systems (Typ-I-Allergie)
aus. Die allergische Reaktion stellt hier die alleinige Ursache der Symptome dar. Betroffene
Patienten weisen oftmals eine eigene oder familiare Anamnese allergischer Erkrankungen auf,
verbunden mit einem erhohten 1gE-Serumspiegel und einer positiven Hautreaktion im Prick-

2
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Test (Quaddelbildung und R6tung nach intrakutaner Injektion von Extrakten von aerogenen
Antigenen), sowie einer positiven Reaktion auf Provokationstests (Inhalation von spezifischen
Antigenen). Haufige Allergene in Europa sind Graser und Pollen, Hausstaubmilben und
Tierepithelien (DEUTSCHE GESEL L SCHAFT FUR ALLERGOLOGIE UND KLINISCHE
IMMUNOLOGIE (DGALI) und (DAAU) 2004).

Bei der intrinsischen Form, auch endogenes Asthma genannt, fehlt jeglicher Hinweis auf eine
alergische Ursache. Oft lasst sich fur die Hyperreagibilitét der Bronchien keine erklérbare
Ursache finden. Der Auddser des asthmatischen Geschehens ist hier meist eine
Virusinfektion (RS-Virus, Parainfluenzavirus, Influenzavirus) oder es gibt andere
Triggermechanismen, wie Kaltluft, Staub, Tabakrauch, koérperliche Anstrengung oder
emotionaler Stress (ROMANET-MANENT et al. 2002). Die intrinsische Form von Asthma
macht etwa 10% im Kindesalter aus.

Die haufigste Asthmaform bel Kindern ist die Mischform, bel der alergische Mechanismen
als auch andere Faktoren zur Anfalsauslosung fihren (ca. 65%). Insgesamt kann bel
kindlichen Asthmatikern von einer allergischen Mitbeteiligung von bis zu 85% ausgegangen
werden (PEARCE et al. 1999; ROMANET-MANENT et a. 2002).

Mehr als die Hélfte aller Ersterkrankungen an Asthma fallt in das Kindesalter. Bei 80% der
kindlichen Asthmatiker manifestiert sich die Erkrankung bis zum ersten Schuljahr, bel 45%
bereits im ersten Lebengahr. Jedoch entwickelt sich nicht jede obstruktive Bronchitis in den
ersten drei Lebengahren zu einem manifesten Asthma bronchiale. Nur etwa 30% der
Sauglinge mit rezidivierenden obstruktiven Bronchitiden zeigen spédter Symptome eines
manifesten Asthma bronchiale. STEIN et al. betrachten eines der Hauptsymptome des Asthma
bronchiale, das ,pfeifende Atemgerdusch® oder ,Giemen* im Kindesater, naher und
unterscheiden aufgrund ihrer Ergebnisse drei verschiedene Phanotypen:

Im frihen Kindesalter beobachten sie das vorubergehende, frilhe Giemen wéhrend der ersten
drel Lebengahre, welches offenbar unabhdngig von einer Hyperreaktivitét der Luftwege ist.
Vielmehr scheinen mechanische Ursachen wie veranderte Atemwegswidersténde und variable
Lungencompliance der Grund der verminderten Lungenfunktion zu sein.

Die zweite Gruppe stellen Patienten dar, die anamnestisch wahrend des Klein- und
Vorschulkindalters ein pfeifendes Atemgerdusch gezeigt haben. Peak-flow-Messungen
mehrere Jahre nach Abklingen dieses Symptoms zeigen zwar eine gewisse Variabilitét,
jedoch kann kein Ansprechen im Metacholin-Test beobachtet werden. Dieses Phanomen
bezeichnen STEIN et al. as nicht-atopisches Giemen.
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Der eigentliche Asthmapatient (,IgE-abhangiges Giemen®) ,,giemt” in jeder Altersklasse und
zeichnet sich durch ein positives Ansprechen im Metacholin-Test, variablen Peak-Flow und
einer atopischen Reaktion (positiver Hauttest und erhdhte IgE-Spiegel) aus (STEIN et al.
1997).

Abbildung 2: Erscheinungsformen des Giemensin Abhangigkeit vom Alter (nach STEIN et al.)
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1.1.3 Diagnose und Therapie

Die Diagnose des Asthma bronchiale wird anhand der Anamnese, des typischen klinischen
Bildes und des Nachweises einer reversiblen Bronchiaobstruktion in  der
Lungenfunktionsanalyse gestellt. Die Bestimmung der Lungenfunktion ist mit geeigneten
Messgeréten bereits im Sauglingsalter (Babyplethysmograph) und ab dem 4. Lebengahr mit
Spirometern oder besser mit einem Ganzkorperplethysmographen bel kooperativen Kindern
moglich. Somit koénnen bereits im frihen Kindesalter Aussagen Uber Atemfluss und
Atemvolumina sowie Uber Stérungen innerhalb und auf3erhalb der Lunge, die einen Einfluss

auf die Lungenvolumina ausiiben, getroffen werden.

1.1.3.1 Lungenfunktionsdiagnostik

Die Lungenfunktionsdiagnostik ist fir die Diagnose des Asthma bronchiale wichtig, da sich
so feststellen 1&sst, ob der Atemfluss durch eine Verengung der Bronchien gestort ist und
welche Art der Atemeinschrénkung genau vorliegt. Bei Asthma bronchiale ist besonders die
Exspiration behindert, so dass sich das Bild einer obstruktiven Lungenerkrankung prasentiert.
In der Lungenfunktion ist daher besonders die Ausatemkapazitdt (die Luftmenge, die der
Patient mit aller Kraft und moglichst schnell ausatmen kann) und das Residualvolumen von
Interesse. Neben der Diagnostik bietet die Lungenfunktion auch die Mdglichkeit, eine
,Bestandsaufnahme® der Lunge zu machen, auf die man sich in  spéteren
Kontrolluntersuchungen beziehen und an der der Erfolg der Behandlung gemessen werden
kann.

Grundsétzlich unterscheidet man bel der Lungenfunktionsprifung die statische Spirometrie,
mit der das ventilierbare Lungenvolumen bestimmt wird, und die dynamische Spirometrie, die
das Verhdtnis zwischen Atemvolumen und Zeit bzw. zwischen Atemvolumen und Atemfluss
wiedergibt.

Im Rahmen der dstatischen Spirometrie werden die ventilierbaren Lungenvolumina
Vitakapazitdt (VC), Atemzugvolumen (VT) und in- bzw. exspiratorische Reservevolumina
gemessen. Das Atemzugvolumen wird in Ruhe beim vdllig entspannten Kind bestimmt,
wobei aus mindestens 10 Atemzigen der Mittelwert bestimmt wird. Das
Atemminutenvolumen ergibt sich aus der Summe aller Atemziige innerhalb einer Minute. Das
Verhdltnis von Inspirationszeit zu Exspirationszeit ergibt den Atemzeitquotienten. Er betragt
bei kleinen Kindern 1:1,3 und bei Jugendlichen 1:1,5 bis 1:2. Bei einer Atemwegsobstruktion
wie dem Asthma bronchiale ist das Atemzugvolumen eher grof3er bei gleichzeitig erniedrigter

Atemfrequenz und verlangertem Atemzeitquotienten.
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Im Folgenden werden die in der Lungenfunktionsdiagnostik bestimmten Lungenvolumina
vorgestellt. Graphisch dargestellt sind diese auch in Abb. 3:

Die Vitakapazitéat (VC) setzt sich zusammen aus dem exspiratorischen Reservevolumen und
der inspiratorischen Kapazitdt (VC=ERV+IC). Die Bestimmung der Vitalkapazitét bei
Kindern und Jugendlichen kann je nach Mitarbeitsbereitschaft wahrend forcierter Ausatmung
nach tiefer Einatmung (FVC), wdahrend langsamer maximaler Einatmung nach tiefer
Ausatmung (IVC) oder wahrend langsamer maximaler Ausatmung nach tiefer Einatmung
(EVC) gemessen werden.

Als funktionelle Residualkapazitdt (FRC) bezeichnet man das Volumen, das am Ende einer
normaen Ausatmung in der Lunge verbleibt. Sie setzt sich zusammen aus dem
exspiratorischen Reservevolumen (ERV, Restvolumen bis zur maximalen Ausatmung) und
dem Residualvolumen (RV), der Luft, die nach maximaler Exspiration nicht mehr ausgeatmet
werden kann. Die funktionelle Residualkapazitdt kann mit Heliumgas und einem
Glockenspirometer, mit einem Ganzkorperplethysmographen oder mit Hilfe der
Stickstoffauswaschmethode bestimmt werden. Die Messung mit Helium oder Stickstoff
erfasst die aktuell an der Atmung teilnehmermden Lungenabschnitte, der
Ganzkorperplethysmograph bestimmt zusétzlich das Volumen von momentan verlegten
Atemwegen. Aus der Differenz beider Messwerte kann das Volumen der , gefangenen L uft"
oder der ,trapped air* bestimmt werden. ,,Air trapping” wird typischerweise bei Kindern mit
Asthma bronchiale oder M ukoviszidose beobachtet.

Die totale Lungenkapazitét (TLC) setzt sich aus der funktionellen Residualkapazitdt (FRC)
und der inspiratorischen Kapazitét (IC) bzw. aus dem Residualvolumen (RV) und der
Vitalkapazitét (VC) zusammen. Beim Vorliegen von ,trapped air® wird die TLC mit dem
Ganzkaorperplethysmographen grofder angegeben as mit der geschlossenen Spirometrie. Mit
der relativen funktionellen Residualkapazitéat (FRC/TLC) und dem relativen Residualvolumen
wird beim Erwachsenen das Ausmal? einer Lungentberbl&hung beschrieben. Kinder kénnen
jedoch das Residualvolumen (RV) nur unzureichend reproduzieren. Eine Uberbldhung bei
Kindern wird deshalb besser mit dem Verhdtnis FRC/TLC angegeben.

Neben dem bereits erwdhnten Phdnomen des Air trapping ist bel einer obstruktiven
Lungenerkrankung wie dem Asthma das Atemniveau wahrend ruhiger Ausatmung auf Grund
des vergrolierten Residualvolumens (RV) erhoht. Das Atemzugvolumen ist dabei erniedrigt,

dabei der Inspiration die Obergrenze der Lungendehnbarkeit frihzeitiger erreicht wird.
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Abbildung  3:  Spirogramm.  Schematische  Darstellung  der L ungenfunktionsparameter:
VC=Vitalkapazitét, IRV=inspiratorische Vitalkapazitat, VT=Atemzugvolumen, ERV=exspiratorisches
Reservevolumen, RV=Residualvolumen, IC=inspiratorische Kapazitét, FRC=funktionelle
Residualkapazitat, TLC=totale Lungenkapazitat (aus ZIMMERMANN, Atemwegserkrankungen im
Kindesalter)
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Mit Hilfe der dynamischen Spirometrie lassen sich obstruktive Ventilationsstérungen
hervorragend erfassen. Mit der Volumen Zeit-Kurve oder dem Fluss-Volumen-Diagramm
bekommt man wichtige Informationen Uber das Ausmald und die Lokalisation ener
Obstruktion (Schleimhautddem, Fremdkorper im Bronchialsystem etc.).

Die Einsekundenkapazitdt (FEV 1) beschreibt das forcierte Ausatemvolumen nach maximaler
Inspiration innerhalb einer Sekunde. Die FEV1 ist beim Erwachsenen ein Mal3 fur die
Obstruktion der Atemwege. Bel Kindern ist insbesondere im beschwerdefreien Intervall die
Bestimmung des Atemwegswiderstandes mit dem Ganzkorperplethysmographen jedoch
gunstiger auf Grund der geringeren Sensitivitét von FEV 1. Die FEV1 gilt als der am besten
reproduzierbare Parameter einer bronchialen Obstruktion. Bel guter Kooperation wird ein
Atemvolumen von 80% und mehr in der ersten Sekunde ausgeatmet. Liegt das ausgeatmete
Volumen unter 75%, weist dies auf eine signifikante Obstruktion hin.

Im Rahmen der dynamischen Spirometrie zeigt das Fluss-Volumen-Diagramm den
maximalen Atemfluss bei unterschiedlichen Lungenvolumina an (siehe Abb. 4). Von der
maximalen exspiratorischen Fluss-Volumen-Kurve werden folgende Messpunkte bestimmit:
Der Spitzenfluss (peak flow; PEF), der mittlere exspiratorische Fluss bel 75%, 50% und 25%
der Vitakapazitat (MEF 25, 50, 75% VC) und der mittlere maximale exspiratorische Fluss
zwischen 75% und 25% der exspiratorischen Vitalkapazitét. Sowohl die Analyse einzelner

Messwerte als auch die Betrachtung des gesamten Kurvenverlaufes sind fir die Beurtellung
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der momentanen Lungenfunktion wesentlich. So zeigt der Kurvenverlauf bei Kindern mit
obstruktiven Ventilationsstorungen konkave Verdnderungen, die auch im beschwerdefreien

Intervall auf eine intrathorakale Obstruktion der Atemwege hinweisen.

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Fluss-Volumen-Diagramms. PEF=exspiratorischer
Spitzenfluss, MEF75, 50, 25 = maximaler exspiratorischer Fluss bei 75, 50, 25% der Vitalkapazitét (aus
ZIMMERMANN, Atemwegserkrankungen im Kindesalter)
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Von den maximalen Flussgeschwindigkeiten wird der MEF25% als wichtigster Messpunkt
angesehen, da hier die Flussgeschwindigkeit am wenigsten von der Starke der Ausatmung und
somit von der Mitarbeit des Kindes abhangig ist. Der maximale Fluss und der forcierte
Atemstrom bei 75% der Vitalkapazitdt (MEF75) zeigt die Situation in den groferen
Atemwegen an, der Atemstrom bel 50% und bel 25% der Vitakapazitét (MEF50, MEF25)
geben die Durchlassigkeit der kleineren Atemwege an.

Die Messung des exspiratorischen Spitzenflusses (PEF) mittels Peakflow-Meter ist mit
geringem technischen Aufwand auch zu Hause durchfihrbar, jedoch ist diese Auskunft Gber
die Obstruktion in den zentralen Atemwegen ebenfalls stark von der Mitarbeit des Kindes
abhangig. Beurteilt werden die tageszeitlichen Schwankungen, der Unterschied von Tag zu
Tag und der Langzeittrend. Eine Variabilitit des PEF von >15% lasst auf ene
Hyperreagibilitét der Bronchien schlief3en. Die Registrierung des PEF sollte wéahrend der
Diagnostik, aber auch wahrend einer Therapieumstellung und zur Erfassung von
Exazerbationen und schweren Verlaufen erfolgen.

Iss im Rahmen der Asthma-Diagnostik direkt keine Bronchialobstruktion in der
Lungenfunktionsprifung nachweisbar, so wird eine unspezifische bronchiale Provokation
unter Verwendung von Pharmaka (z.B. Metacholin) oder physikalischen Reizen (z.B.

Kaltluft) zum Nachweis oder Ausschluss einer bronchialen Hyperreaktivitdt durchgefihrt.

8
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Besteht bereits bei der Ausgangsmessung eine Bronchial obstruktion, so wird durch Inhalation
eines Beta-2-Sympathomimetikums versucht, eine Broncholyse herbeizufiihren. Bel
reversibler Obstruktion bzw. einer Zunahme des forcierten exspiratorischen Volumens in der
ersten Sekunde (FEV1) um mindestens 15 % und entsprechender Klinik gilt die Diagnose
eines Asthma bronchiale als nachgewiesen.

Als weitere Verfahren in der Allergiediagnostik bei Asthma dienen der Hauttest und die

Messung von Gesamt-1gE und spezifischem IgE im Serum.

1.1.3.2 Therapie

Bel der Therapie des Asthma bronchiale wird versucht, die Anfallshaufigkeit zu reduzieren,
die bronchiade Hyperreaktivitéat zu dampfen und Spatschaden wie ein Lungenemphysem zu
verhindern. Um diese Ziele zu erreichen, stehen an erster Stelle die Allergenkarenz sowie die
Meidung inhalativer Noxen und bronchokonstriktorisch  wirkender  Substanzen.
Medikamentds werden  Glukokortikoide,  Beta-2-Sympathomimetika, = Theophyllin,
Mastzellstabilisatoren und Leukotrienantagonisten mit  antiinflammatorischer  und
bronchodilatatorischer Wirkung teils oral, teils inhalativ verabreicht. Der Einsatz der
verschiedenen Medikamente und deren Kombination orientieren sich am Schweregrad der
Erkrankung und den bestehenden Lungenfunktionseinschrankungen. Auch eine spezifische
Immuntherapie in Form einer sogenannten Hyposensibilisierung ist moglich (GREVERS und
ROCKEN 2001).

1.2 Pathomechanismen des Asthma bronchiale

Die Atemnot eines Asthmapatienten kommt Uber eine Stromungsbehinderung durch
Obstruktion in den Atemwegen bei der Exspiration zustande. Diese wird verursacht durch
Kontraktion der glatten Bronchialmuskulatur, durch Hyperamie, Odem und entziindliche
Infiltration der Schleimhaut sowie eine durch erhdhte Mukusproduktion verursachte
Verlegung der Atemwege. Das Ausmald dieser Bronchialobstruktion wird in der
Lungenfunktionsprifung durch eine erniedrigte FEV1 und FVC sowie durch ein vergrof3ertes
Residualvolumen deutlich.

Allen Asthmaformen liegt eine pathogenetisch wenig geklarte Uberempfindlichkeit der
Atemwege zugrunde, die sich auf dem Boden einer Entziindung und Eosinophileninfiltration
der Bronchialschieimhaut entwickelt. Diese eosinophile Bronchitis mit entziindlichem Odem
der Bronchialwand wird als histopathologisches Korrelat des Asthma bronchiale angesehen.
So finden sich auch in der bronchioalveolé&ren Flissigkeit von Asthmatikern vermehrt
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Mastzellen und Eosinophile. Neben einer verdickten Basalmembran und einer Hypertrophie
der Bronchiadrusen, die gemeinsam mit den vermehrt auftretenden Becherzellen eine grolie
Menge an zéhem Sekret produzieren (Hyper- und Dyskrinie), kann an weiteren
histomorphologischen Verénderungen ein Epithelschaden mit entsprechender Storung der
mukozilidren Clearance und die Hypertrophie der glatten Bronchialmuskulatur als Zeichen
des Bronchobronchiolospasmus beobachtet werden (FAUCI et a. 1999; RIEDE und
SCHAEFER 1999). Zur Veranschaulichung von Auslésung und Pathophysiologie eines
Asthmaanfalls siehe Abb.5.

Abbildung 5: Auslésung und Pathophysiologie des Asthmaanfalls (aus SPEER, GAHR, Padiatrie)

chemische und infekte
physikalische Reize viral, bakteriell
|

| ; i

Allergenexposition - a—— Medikamente
bronchiale

Hyperreaktivitat

Anstrengung, Kaltluft —— l Psyche
Asthma bronchiale

¢

/"; Broncho =
505 M

. I.:I-ﬁ' = \‘
{ / Brondilal- |

[ | obstruktion | |

= /

s SERINIE" pibinie oF

\\ hautddem s -4

e "'-'z.

Verdnderungen der Lungenfunktion
* Erndhung des Atemwegswiderstandes
« venfilatorische Vertellungsstdaingen
« grspiratorische FluBbehinderung

Auf molekularer Ebene beginnt die Immunpathogenese des alergischen Asthma bronchiale
nach heutiger Vorstellung mit der Aufnahme des Allergens durch spezidisierte
antigenprasentierende Zellen, den dendritischen Zellen, die sich u.a. im Flimmerepithel der
pulmonalen Schleimhaut befinden (HOLT und UPHAM 2004). Durch Interaktion zwischen
Allergen, antigenprasentierenden Zellen und naiven T-Lymphozyten kommt es zur
Aktivierung und Differenzierung dieser Lymphozyten zu sogenannten THelfer-Zellen des
Typs 2 (TH-2), welchen ene entscheidende Rolle in der Entstehung allergischer
Erkrankungen zugeschrieben wird. Man geht davon aus, dass bel Allergikern en
Ungleichgewicht innerhalb der T-Helferzellen mit einem Uberwiegen der TH-2-bei
gleichzeitig abgeschwachter TH-1-Reaktion besteht (ROMAGNANI 1992). TH-2-Zellen sind

durch die Freisetzung eines spezifischen Zytokinmusters charakterisiert: Interleukin-4 (1L-4),

10
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IL-5, IL-9 und IL-13 sind als TH-2-typische Zytokine bekannt, wobei IL-4 und IL-13 die
Aktivierung und Entwicklung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen sowie deren spezifische
Immunglobulin (Ig) -Produktion regulieren (ROBINSON 2000). Durch Bindung an den
membransténdigen IL-4- bzw. IL-13-Rezeptor wird tber die Januskinasen (JAK) JAK1 und
JAK3 das Signa an intrazelluldres STAT6 (signal transducer and activator of transcription 6)
weitergeleitet (Abb. 6), welches dann den Klassenwechsel von IgM zu IgE in B-Zellen
initiiert (SHIRAKAWA et al. 2000). Das so durch Plasmazellen sezernierte IgE wird im
Folgenden an der Oberflache von Mastzellen gebunden, so dass bel Allergenkontakt zwel
benachbarte IgE-Molekile vernetzt werden. Dieses sogenannte ,bridging“ fuhrt in
Mastzellen, basophilen und eosinophilen Granulozyten zur Degranulation. Die freigesetzten
Mediatoren Histamin, Bradykinin, die Leukotriene C, D und E, der plétchenaktivierende
Faktor (PAF) sowie die Prostaglandine E;, Foa und D, bewirken eine starke inflammatorische
Sofortreaktion mit der bereits beschriebenen Bronchokonstriktion, Gefél3stauung und
Odembildung. Dies duRert sich beim Patienten mit der bekannten Klinik und den typischen
Befunden in der Lungenfunktionsprifung.

Neben ihrer Eigenschaft, eine ausgedehnte Kontraktion der glatten Atemmuskulatur und ein
Mukosaddem hervorzurufen, sind die Leukotriene mdglicherweise auch fir weitere
pathophysiologische  Asthmazeichen, wie etwa gesteigerte Mukusbildung und
eingeschrankten mukozilidren Transport, verantwortlich. Diese lokale Entztindungsreaktion
kann von ener chronischen Spétreaktion abgelost werden. Das ebenfalls durch TH-2-
Lymphozyten sezernierte IL-5 bewirkt as chemotaktischer Faktor, dass eosinophile
Granulozyten aus der Blutbahn in die Bronchialwand infiltrieren und dort durch Freisetzung
weiterer Mediatoren die Entziindungsreaktion unterhalten (KAY 2000).

Abbildung 6: 1gE-Produktion: Regulation durch Zytokine (aus GREVERS, ROCKEN: Taschenatlas der
Allergologie)
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1.2.1 Strukturzdlen und Asthma

Die Anwendung und die verzeichneten Erfolge entzindungshemmender Therapiestrategien
zeigen, dass der immunologische Ansatz zur Klarung der Atiologie des Asthma bronchiale
zweifellos eine zentrale Rolle spielt. Jedoch existiert eine gewisse Zahl an chronischen
Asthma-Patienten, die aus der antiinflammatorischen Therapie kein Benefit ziehen. Ebenfalls
weil3 man mittlerweile, dass die bei Asthmapatienten beobachteten pulmonalen
Umbauprozesse im Sinne enes pulmonalen Remodelings, verbunden  mit
Epithelzellhyperplasie und —metaplasie, Verdickung der Lamina reticularis, Hyperplasie der
glatten Bronchialmuskulatur und Proliferation pulmonaler Blutgeféf3e und Nerven, sehr frih
oder bereits vor der eigentlichen Manifestation der Asthmaerkrankung nachgewiesen werden
konnen. Auch die Wirkung von unterschiedlichen Umwelteinfllissen auf die Entstehung von
Asthma bronchiale ist bekannt. Aus al diesen Beobachtungen ergeben sich neue
Erklarungsversuche in Bezug auf Atiologie von bronchialer Hyperreaktivitat (BHR) und
Asthmabronchiale (DAVIES et a. 2003; HOLGATE et a. 2004):

Als eine Grenzflache zur externen Umwelt besitzt das bronchiale Epithel eine wichtige
Barrierefunktion und befindet sich damit in einer Schliisselposition im Hinblick auf , Gen
Umwelt-Interaktionen*. Hinweise haufen dsich, dass das Bronchiaepithel von
Asthmapatienten sowohl strukturelle als auch funktionelle Abnormalitéten wie eine erhohte
Permeabilitét aufweisen. So kdnnen Umwelteinfliisse wie Oxidantien vermehrt schadlich auf
das pulmonale Epithel einwirken und Zelluntergang hervorrufen. Ausgelost dadurch wird die
Expression bestimmter Gene (Wachstumsfaktoren, Zytokine) gesteigert, und es kommt vor
allem durch die Aktivierung und Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten zu
Umbauprozessen in der Lunge, dem sogenannten pulmonalen Remodeling. Zytokine der Th2-
Inflammation (IL-4 und IL-13) sind ebenfalls in der Lage, Einfluss auf Myofibroblasten
Aktivierung zu nehmen (siehe Abb.7). Man kann sich vorstellen, dass die Interaktion von IL-
4 und I1L-13 mit Zellen des bronchialen Epithels eine chronische Entziindungsreaktion und
das oben erwadhnte pulmonae Remodeling verstarken. DAVIES et a. gehen daher von zwel
parallel ablaufenden Pathomechanismen des Asthma bronchiale aus: Das Zusammenwirken
von Epithelschaden auf der einen und Th2-Zytokinen auf der anderen Seite verursacht eine
funktionelle Stérung im bronchialen Epithel, welche Uber Aktivierung von Myofibroblasten
Entzindung und pulmonales Remodeling zur Folge hat. Somit wirden strukturelle
Abnormalitdten Hand in Hand mit der Th2-Inflammation gehen. Fir die organspezifische
Ausprdgung von Asthma scheint demnach neben einer atopischen Pradisposition das
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Vorhandensein pulmonaler Strukturveranderungen wichtig zu sein, wahrend Atopie durchaus
auch ohne die Erscheinung von Asthma bronchial e auftreten kann.

Ursachen fir die gestorte pulmonale Barrierefunktion und die beobachtete gesteigerte
Empfindlichkeit der Asthmatikerlunge auf Umwelteinfliisse sind zurzeit nicht vollsténdig
geklart. Verdnderungen in unterschiedlichen pulmonaen Strukturgenen (ADAM33, CC16,
siehe 1.3.3.2) werden eine gewisse Rolle zugesprochen.

Abbildung 7: Pathogenese Asthma bronchiale: Die Interaktion zwischen Th2-Inflammation und
pulmonalen Epithel vor dem Hintergrund der Gen-Umwelt-Interaktion (modifiziert nach DAVIESet al.)
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In den vergangenen Jahren wurden grofe Fortschritte im Bezug auf das Verstandnis
metabolischer und biochemischer Funktionen von Epithelzellen gemacht. Als Folge davon
wurde die traditionelle Betrachtungsweise des Epithels als eine rein passive Barriere zur
externen Umwelt von dem Konzept abgelOst, dass das pulmonale Epithel vielmehr eine
wichtige und aktive Rolle in der Initiierung und Aufrechterhaltung chronischer Entzindung
der Luftwege spielt (POLITO und PROUD 1998; HOLGATE et a. 1999). In verschiedenen
Studien wurde bereits gezeigt, dass pulmonale Epithelzellen in der Lage sind, eine Vielzahl
von Molekllen zu exprimieren, die im engen Zusammenhang mit Inflammation und
Immunitét stehen: MHC-Klasse | (GLANVILLE et a. 1989; PAPI et a. 2000), CD40
(PROBST et a. 2000), Adhasionsmolekile (BENTLEY et al. 1993; ATSUTA et al. 1997,
STRIZ et a. 1999) und eine grof3e Anzahl an Zytokinen und Chemokinen (STANDIFORD et
al. 1990; STELLATO et a. 1995; SCHWIEBERT et a. 1996; POLITO und PROUD 1997,
HOLGATE et a. 1999). Zusdtzlich scheinen Epithelzellen der Luftwege in bestimmten

13
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Situationen auch as Antigenprasentierende Zellen fungieren zu kénnen, da auf ihrer
Oberflache MHC-II-Molekile gefunden wurden (GLANVILLE et al. 1989; KALB et a.
1991; MEZZETTI et a. 1991). Kurosawa et a. konnten nachweisen, dass diese Zellen das
costimulierende Molekil B7-H2 exprimieren, was die Vermutung einer Antigen
prasentierenden Funktion unterstreicht (KUROSAWA et al. 2003).

Neben dem pulmonalen Epithel sind auch die glatten Muskel zellen der Bronchialwand immer
mehr in das Interesse der Forschung gerickt. Sie, die den Haupteffekt auf den
Bronchialwandtonus haben, wurde lange Zeit lediglich as passive Zielzellen fir Mediatoren
von Leukozyten und anderen Entzindungszellen gesehen (PANETTIERI 2002). Nun wird
ihnen jedoch auch eine modulierende Wirkung auf Entzindungsvorgange in den Luftwegen
zugesprochen. Dies soll @hnlich dem pulmonalen Epithel Uber die aktive Sekretion von
Zytokinen und Chemokinen sowie Uber die Expression von Adhasionsmolekilen geschehen
(HOWARTH et a. 2004; LAZAAR und PANETTIERI 2005).

1.3 Asthmagenetik

1.3.1 Familienanamnese, Zwillingsstudien und Segregationsanalysen — Handelt
es sich bel Asthma um eine genetische Erkrankung?

Schon vor einiger Zeit wurde klinisch beobachtet, dass Asthma héufig mit einer positiven
Familienanamnese verbunden ist, und dass es anscheinend ein vererbbares Risiko fur die
Entwicklung allergischer Erkrankungen gibt. Anhand von Zwillingsstudien, die eine wichtige
Rolle bel der Untersuchung von genetischen Grundlagen pathologischer Merkmale spielen,
konnte diese Vermutung bestétigt werden: im Fall von Asthma bronchiade konnte eine
Erblichkeit von bis zu 79 % festgestellt werden (FEIJEN et al. 2000). Zwillingsstudien sind
besonders fur die Abschézung genetischer und umweltbedingter Einflisse auf die
Entwicklung einer komplexen Erkrankung wichtig. Der Vergleich zwischen monozygoten
(Erbgut zu 100% identisch) und dizygoten Zwillingen, die in einer gemeinsamen Umwelt
aufwachsen, zeigt, dass bel einem Uberwiegend genetisch bedingten Merkma eineige
Zwillinge eine wesentlich hohere Konkordanz aufweisen als zweldige. Ist dagegen die
Diskonkordanz eines Merkmals bei den beiden Typen von Zwillingspaaren gleich, so spricht
dies gegen ene genetische Betelligung bei der beobachteten Varianz; die
Merkmalsausprdgung ist dann eher umweltbedingt. Im Fall von Asthma bronchiae,

atopischer Dermatitis, Heuschnupfen und atopischen Phanotypen wie BHR, Gesamt-IgE und
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spezifisches IgE konnte so eine signifikante genetische Beteiligung nachgewiesen werden
(DUFFY et a. 1990; KOPPELMAN et al. 1999).

Bestétigt sich der Verdacht einer familidren Haufung, so wird versucht, mit Hilfe des
statistischen Verfahrens der Segregationsanalyse den Vererbungsmodus der Erkrankung von
Generation zu Generation zu ermitteln. Dabei werden die Verteilung und das Auftreten der
Erkrankung Uber mehrere Generationen in einer moglichst grof3en Anzahl von Familien
untersucht. Das beobachtete Vertellungsmuster wird mit den unter Annahme
unterschiedlicher bereits bekannter Vererbungsmodelle errechneten Verteillungen verglichen.
Liegt keine vererbbare Erkrankung vor, so handelt es sich lediglich um ein zufélliges
Auftreten von Symptomtrégern innerhalb der Familie, dem kein bekannter Vererbungsmodus
zuzuordnen ist. Multifaktorielle Erkrankungen wie Asthma bereiten hier besondere Probleme,
da es sich um komplexe Erkrankungen handelt, die sowohl durch mehrere Gene als auch
durch Umweltfaktoren beeinflusst werden konnen, und fir die zundchst entsprechende
Vererbungsmodelle berechnet werden missen. So konnten fir Asthma und Atopie, hier
definiert Uber ein erhohtes Gesamt-IgE im Serum, verschiedene genetische Modelle
entwickelt werden, was unter anderem fir eine polygenetische Erkrankung spricht (FEIJEN et
a. 2000). Viele haufige Krankheiten folgen nicht den Mendelschen Regeln wie die
monogenen Erkrankungen (TARIVERDIAN und BUSELMAIER 2004), sondern weisen

einen polygenen Vererbungsmodus auf.

1.3.2 Methoden zur Identifikation asthmarel evanter Gene

Zur ldentifikation jener Gene, die an der Entstehung von Asthma beteiligt sind, sind im
wesentlichen zwei unterschiedliche Ansdtze zu nennen: Kopplungsanalysen (Linkage
studies), die zusammen mit Geschwisterpaaranalysen das Ziel haben, durch systematisches
Screening des menschlichen Genoms asthmarelevante Gene zu entdecken, und der Ansatz der
Kandidatengenanalyse (KABESCH 2001). Bei Kopplungsanalysen handelt es sich um ein
Verfahren, bel dem unter Verwendung von genetischen Markern die Vererbung einzelner
Genabschnitte von einer Generation zur néchsten innerhalb von Familien untersucht wird mit
der Intention, bestimmte chromosomale Regionen (Loci) benennen zu kénnen, die mit einem
bestimmten Phénotyp kosegregieren. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Merkmal mit einem
Markerallel kosegregiert, wird als LOD Score (log of the odds) ausgedriickt. Dieses wird as
Verhdltnis der Wahrscheinlichkeit einer Kopplung geteilt durch die Wahrscheinlichkeit einer
Nichtkopplung dargestellt. Eine Kopplung wird als signifikant betrachtet, wenn der LOD-
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Wert Uber +3 liegt. Ein LOD-Wert von -2 oder weniger spricht dafir, dass keine Kopplung
vorliegt.

Im Rahmen der Geschwisterpaaranalyse werden Geschwister, die entweder beide erkrankt
oder gesund sind, auf Unterschiede bei Mirkosatellitenmarkern (Tandem Repeats) untersucht.
Durch dieses Verfahren wird ermittelt, ob zwel Genorte bestehend aus einem potentiellem
Krankheitdocus und einem genetisch polymorphen Marker unabhéngig voneinander
segregieren. Diese Methode liefert weitere Hinweise auf Regionen, in denen sich
krankheitsrelevante Gene befinden kénnten. Da jedoch in diesen identifizierten Bereichen, die
meist mehrere Megabasen (Mb) umfassen, haufig zahlreiche in Frage kommende Gene liegen,
ist eine zusétzliche Einengung durch weitere Mikrosatelittenmarker notwendig. Um potentiell
relevante  Gene zu identifizieren, werden in enem darauffolgenden  Schritt
Assoziationsstudien oder im Fall von Kandidatengenen funktionelle Ansétze durchgefihrt.
Genomweite Kopplungsstudien und Geschwisterpaaranalysen haben dazu beigetragen,
krankheitsrelevante Gene fur Asthma bronchiale und allergische Erkrankungen zu finden.
Unterschiedliche Regionen des Genoms konnten dabel identifiziert werden, die eine
Kopplung zwischen Markern und Phéanotypen allergischer Erkrankungen aufweisen
(KABESCH 2001).

Gene, die aufgrund ihrer bekannten Funktion, ihres Expressionsmusters oder ihrer Lage im
Genom plausibel mit dem Krankheitsgeschehen in Verbindung gebracht werden konnen,
nennt man Kandidatengene. Neben der Kopplungs- und Geschwisterpaaranalyse stellt die
Untersuchung dieser Kandidatengene auf genetische Mutationen mit anschlief3endem
Vergleich der Allelfrequenz in Fall- und Kontrollpopulation oder populationsbezogenen
Assoziationsstudien eine weitere Moéglichkeit zur Identifizierung krankheitsrelevanter Gene
dar. Meist handelt es sich bei den Mutationen um einen einzelnen Basenaustausch, auch SNP
(single nucleotide polymorphism) genannt, welche im Genom ca. alle 1000 bp vorkommen.
Tritt eine Mutation mit einer Haufigkeit >3% auf, spricht man von einem Polymorphismus.
Andernfalls handelt es sich um eine seltene genetische Variante.

In oben bereits erwahnten Assoziationsstudien wird geprift, ob ein bestimmtes Allel eines
Kandidatengens in einer ProbandenGruppe mit einem bestimmten Phénotyps signifikant
haufiger vorkommt als in einer Kontrollpopulation. Der wesentliche Unterschied zwischen
Kopplung und Assoziation liegt darin, dass die Kopplung eine Beziehung zu einem Locus und
die Assoziation eine Beziehung zu einem bestimmten Alle darstellt. Eine positive
Assoziation zwischen dem Polymorphismus und dem Phanotyp kann auf drei Arten

interpretiert werden: entweder ist der Polymorphismus funktionell relevant und leistet einen
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Beitrag zur Krankheitsursache, oder der Polymorphismus ist in  enem
K opplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium) mit einem anderen
krankheitsausl 6senden Polymorphismus, der sich an einem anderen Locus befindet, oder die
Assoziation resultiert aus einem faschpositiven Ergebnis auf Grund einer zufdligen
Akkumulation des untersuchten Polymorphismus innerhab der Studienpopulation
(KABESCH 2004). Fir diese auf Hypothesen basierende Methode ist ein tiefgrindiges
Verstdndnis der beteiligten Mechanismen im Rahme der Pathogenese der jeweiligen
Krankheit essentiell, um eine erfolgreiche Auswahl von Kandidatengenen zutreffen. Zum
Beispiel sind samtliche Faktoren der immunologischen Signalkaskade sowie pulmonale
Strukturgene unter anderem interessante Kandidatengene, die zur Klarung der Atiologie von

Asthma und Atopie untersucht werden kénnten.

1.3.3 Stand der Forschung in der Asthmagenetik

Wie Dbereits erwdhnt, scheinen sowohl die allergische Entzindung as auch
Struktur abnormalitdten der Lunge eine entscheidende Rolle in der Atiologie des Asthma
bronchiale zu spielen. Zahlreiche interessante und vielversprechende Polymorphismen in

asthmarelevanten Genen wurden in publizierten Studien beschrieben.

1.3.3.1 Geneder allergischen Inflammation

Auf dem langen Arm des Chromosoms 5 befinden sich die folgenden Kandidatengene fur
Asthma und Atopie: IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13. Diese Zytokine spielen as
Entziindungsmediatoren in der TH-2-gewichteten Immunpathogenese des Asthma bronchiale
eine entscheidende Rolle. Das konnte auch im Tiermodell gezeigt werden (HILTON et al.
1996; GRUNIG et al. 1998; HOGAN et al. 1998, WILLS-KARP et al. 1998). Sowohl I1L-4 als
auch IL-13 regulieren die IgE-Produktion in B-Zellen. Dabel wirken sie Uber den IL-4- bzw.
IL-13-Rezeptor, wobei diese aus mehreren transmembranen Rezeptorketten bestehen. Da
beiden Rezeptoren die IL-4Ra-Kette (IL4Ra) gemein ist, kann IL-4 an beide Rezeptortypen
binden. Der |L-13-Rezeptor besteht aus IL4Ra und zwei weiteren |L-13-bindenden Proteinen,
genannt I1L-13Ral und IL-13Ra2 (HILTON et al. 1996), die sich in ihrer Bindungsaffinitét
zum IL-13 unterscheiden. Der IL-4-Rezeptor ist sowohl auf B- als auch auf T-Zellen zu
finden, so dass IL-4 beide Zelltypen stimulieren kann. 1L-13 aktiviert tber Rezeptorbindung
neben B-Zellen auch Monozyten/ Makrophagen, dendritische Zellen, Eosinophile, Basophile
und Fibroblasten, nicht jedoch T-Zellen, da IL-13Ral nicht auf deren Oberflache exprimiert
wird (GRABER et a. 1998). Durch Bindung von IL-4 und IL-13 an den jeweiligen Rezeptor
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wird eine intrazellulérere Signalkaskade aktiviert: mit den Rezeptorketten assoziierte
sogenannte Januskinasen (JAK) phosphorylieren STAT6-Molekile (signal transducer and
activator of transcription 6), welche als Dimere in den Nucleus trandozieren und durch
Bindung an bestimmte Promotorsequenzen von Zielgenen (z.B. IgE) die Transkription dieser
Gene beeinflussen (WILLS-KARP 2004). So kommt es in B-Lymphozyten zu einem
»1sotypenswitch® von IgM zu IgE und 1gG4. In TH-2-Z€llen induziert STAT6 die GATAS3-
Aktivierung und ermgglicht dadurch diesen Zellen, ihre spezifische TH-2-Funktion
beizubehalten. IL-4 reguliert somit seine eigene Produktion (KELLY-WELCH et a. 2003).

In der Literatur sind mehrere Polymorphismen sowohl im IL-4- und IL-13-Gen ds auch in
den jeweiligen Rezeptorgenen beschrieben (HERSHEY et al. 1997; GRAVES et a. 2000;
HEINZMANN et a. 2000; SHIRAKAWA et a. 2000; LUI et a. 2003). In einem
vollstéandigen Screening des IL-4-Gens, welches auf Chromosom 5031 lokalisiert ist, wurden
neben den zwe seit langerem bekannten Promotorpolymorphismen C-589T und C-33T
(ROSENWASSER et d. 1995; SUZUKI et a. 1999) noch 14 weitere Polymorphismen in
nichtkodierenden Bereichen des Gens identifiziert (KABESCH et a. 2003b). Eine bereits
beschriebene Assoziation zwischen den oben genannten Promotorpolymorphismen und
erhohtem IgE-Spiegel (ROSENWASSER et al. 1995) konnte bei Kindern mit positivem
Hautpricktest bestétigt werden. Eine positive Assoziation mit erhdhtem Gesamt-IgE weist
auch ein von ihnen neu identifizierter Polymorphismus (VE6523) auf, der sich im dritten
Intron des IL-4-Gens befindet. Diese auch im bovinen IL-4-Gen anderen Spezies konservierte
Sequenz enthdlt mogliche Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren und kann daher fir die
Genregulation entscheidend wichtig sein. Alle drei Polymorphismen zeigen ebenfalls eine
Assoziation mit Asthma, die bei Patienten mit positivem Hauttest stérker ist as bei Patienten
mit negativem Test. Eine dgnifikante Assoziation zwischen den insgesamt 16
Polymorphismen und atopischer Dermatitis, bronchialer Hyperreaktivitét, Heuschnupfen oder
positivem Hautpricktest konnte nicht nachgewiesen werden (KABESCH et a. 2003Db).
Basehore et a. untersuchten in ethnisch unterschiedlichen Populationen den Zusammenhang
zwischen Variationen im 1L4-Gen und erhohtem IgE-Spiegel und Asthma. Auch sie konnten
den Verdacht bestérken, dass IL4-Polymorphismen Einfluss auf die Hohe des IgE-Spiegels
haben konnten, jedoch schreiben sie den Effekt eher einem SNP in Intron 2 (3017 G/T) zu
(BASEHORE et al. 2004). Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Rosenwasser und
Kabesch zeigten Studien in England und Australien keinen Zusammenhang zwischen dem C-
589T Polymorphismus und einem atopischen Phanotyp (WALLEY und COOKSON 1996). In

einer japanischen Arbeit konnte eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus C-33T und
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atopischer Dermatitis sowie Asthma gefunden werden (KAWAKAMI et al. 1998;
NOGUCCHI et al. 1998).

Im IL-4Ra Gen, welches auf Chromosom 1612 lokalisiert ist, wurden bereits zahlreiche
Polymorphismen entdeckt. 14 von ihnen wurden in kodierenden Bereichen des Gens
beschrieben, wobei 10 davon zu einem Aminosaureaustausch fuhren (WU et al. 2001). Die
Rezeptorvariante A1652G, die den Aminosdureaustausch GIn551Arg bewirkt, konnte gehauft
bei Patienten mit Hyper-1g-E-Syndrom und schwerem atopischen Ekzem beobachtet werden
(HERSHEY et a. 1997). Diese Ergebnisse wurden in anderen Studien jedoch nicht bestatigt
(GLIMBACHER 1998; KRUSE et al. 1999; WOITSCH et al. 2004). Hershey et al. wiesen
zusétzlich eine gesteigerte Phosphorylierung von STAT6 bei Vorliegen von GIn551Arg nach
(HERSHEY et al. 1997) und versuchten damit die beobachtete |gE-Synthese zu erkléren. In
engem Kopplungsgleichgewicht zu  GIn551Arg steht  Ser478Pro, ein  weiterer
Rezeptorpolymorphismus (T1432C) in der intrazelluldren Doméne der a-Kette. Kruse et al.
(KRUSE et al. 2002) zeigten ebenfalls einen Effekt von GIn551Arg auf die Phosphorylierung
von STAT3 und vermuteten wie Hershey et a. Auswirkungen auf die Signaltransduktion. Die
Effekte des Polymorphismus auf Komponenten der Signaltransduktion werden jedoch
kontrovers diskutiert (WANG et al. 1999). Der Polymorphismus in der extrazellularen
Doméne der Rezeptorkette A148G fuhrt zu einem Aminosdureaustausch an der Stelle 50
(1le50Vval). In in vitro-Studien konnte eine erhohte IgE-Produktion bei der Expression des A
(Ile)-Allels nachgewiesen werden (MITSUYASU et al. 1999). Woitsch et al. (WOITSCH et
al. 2004) untersuchten drei der genannten Polymorphismen (A148G, T1432C und A1652G) in
einer grold angelegten Assoziationsstudie mit deutschen Probanten (N=1120). Lediglich
T1432C zeigte hier den Trend eines protektiven Effektes fur die Entwicklung einer atopischen
Rhinitis. Des Weiteren konnte ein nur grenzwertig signifikanter Trend fur A148G bezlglich
erhdhtem Serum-IgE beobachtet werden. Auch die durchgefiihrten Haplotyp-Analysen wiesen
nur eine schwache Assoziation zwischen der Regulation der IgE-Spiegel und den IL4Ra-
Haplotypen auf. Eine Assoziation zu Asthma konnte nicht gezeigt werden.

Nur 25 kb entfernt vom IL-4-Gen befindet sich das Gen fir IL-13. Obwohl das IL-13-Protein
nur zu 25% homolog ist zum IL-4, weist es doch einige strukturelle und funktionelle
Ahnlichkeiten mit I1L-4 auf. Dies erklart auch die Tatsache, dass sich beide Zytokine eine
Rezeptorkette in ihrem individuellen Rezeptorkomplex teilen (ZURAWSKI et al. 1993). Wie
IL-4 ist auch IL-13 ein Schlisselelement in der alergischen Immunreaktion. Es wird heute
angenommen, dass IL-4 vor alem fur die Initiierung der TH-2-polarisierten Antwort bel
Allergenkontakt verantwortlich ist, wahrend IL-13 wohl allein die typischen, physiologischen
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Erscheinungsbilder des Asthma bronchiale wie BHR, Mukushypersekretion und
subepitheliale Fibrose hervorrufen kann (WILLS-KARP 2004). Zahlreiche Arbeitsgruppen
haben bereits Assoziationen zwischen Polymorphismen im [L-13-Gen und atopischem
Phanotyp zeigen kénnen (VAN DER POUW KRAAN et a. 1999; GRAVES et a. 2000;
HEINZMANN et al. 2000). So wurden die beiden Promotorpolymorphismen A-1512C und
C-1112T identifiziert, deren Assoziation mit Gesamt-IgE in mehreren Populationen
beobachtet werden konnte (GRAVES et a. 2000). van der Pouw Kraan et al. zeigten, dass die
C- nach T-Substitution an der Stelle -1112 mit einer verdnderten IL-13-Produktion in
stimulierten T-Zellen assoziiert ist (VAN DER POUW KRAAN et al. 1999), was vermutlich
auf eine Einflussnahme des Polymorphismus auf das Bindungsverhalten von
Transkriptionsfaktoren im  Promotorbereich  zurtckzufihren ist.  Funf  weltere
Polymorphismen sind im [L-13-Gen bekannt, die in absolutem Kopplungsgleichgewicht
miteinander stehen: C1923T in Intron 3, G252A, C2580A und C2749T in der 3'-UTR sowie
G2044A in der kodierenden Region des Gens (Exon 4), der zum Aminosdureaustausch
Argl10GIn in jenem Bereich von IL-13 fihrt, der entscheidend an der Rezeptorbindung
beteiligt ist (GRAVES et al. 2000; HEINZMANN et a. 2000). Arima et a. zeigten in ihren
Untersuchungen erhdhte I1L-13-Spiegel bei der Expression der GIn110-Variante (ARIMA et
al. 2002).

Im Gegensatz zum |L-4-Rezeptor sind die beiden 1L-13-spezifischen Rezeptorkomponenten
IL-13Ral und IL-13Ra2, deren Gene sich auf dem langen Arm des X-Chromosoms befinden
(Xg13), weniger ausfuhrlich untersucht. Drei Polymorphismen sind im kodierenden Bereich
des IL-13Ral-Gens beschrieben worden, wobel es sich bei allen um stumme Mutationen
handelt, die somit zu keiner Aminosaurednderung fihren. Neben zwel extrem seltenen
Varianten, konnte fur einen Polymorphismus in der 3-UTR (A1398G) in einer britischen
Studie eine Assoziation mit erhdhten Gesamt-1gE-Werten, jedoch nicht mit Asthma gefunden
werden (HEINZMANN et al. 2000).

1.3.3.2 Strukturgene

Obwohl die Th-2-gewichtete Entziindungsreaktion und die Aktivierung der immunol ogischen
Kaskade zweifellos eine zentrale Rolle in der Atiologie von Asthma bronchiale spielen,
erklart dies aleine nicht die organspezifische Auspragung der Erkrankung. Atopie ist zwar
einer der stérksten Risikofaktoren, der mit Asthma assoziiert ist, jedoch erkléren weder eine
atopische Pradisposition noch die Eosinophilie, warum zum Beispiel der eine Patient an

Asthma erkrankt und der andere an Neurodermitis. Genetische Studien demonstrieren
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auBerdem unterschiedliche Vererbungsmodi fir Atopie und bronchide Hyperreaktivitét
(BHR), einem der fundamentalen Merkmale dieser chronischen Lungenerkrankung
(SKADHUAGE et a. 1999). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass lokale Faktoren in
der Lunge eine Bedeutung aufweisen, weshalb einzelne Individuen fir die Entwicklung von
Asthma prédisponiert sind und nicht an einer anderen Form von Atopie erkranken
(HOLGATE 1999). Wéhrend lange angenommen wurde, dass das sogenannte pulmonale
Remodeling eine Folge der chronischen Entziindung sei, konnten Pohunek et al. anhand von
Biopsien zeigen, dass strukturelle Veranderungen in der Lunge bis zu vier Jahren vor dem
Auftreten von klinischen Symptomen nachgewiesen werden konnen (POHUNEK et al. 2000).
Dies deutet auf einen Prozess hin, der wohl sehr frih in der Krankheitsentwicklung einsetzt
und eventuell parallel zum chronischen Entziindugsgeschehen verlauft oder vielleicht diesen
erst ermaoglicht.

Bel der Suche nach dem genetischen Ursprung von BHR und Remodeling konnte durch
Positional Cloning ADAM33 als ein neues, vielversprechendes ,, Asthmagen” identifiziert
werden, welches auf Chromosom 20p13 lokalisiert ist (VAN EERDEWEGH et al. 2002). Die
von van Eerdewegh et al. durchgefihrten Kopplungsanalysen mit ADAM33 zeigen, dass
Asthma in Kombination mit BHR eine stérkere statistische Signifikanz aufweisen als Asthma
in Kombination mit Gesamtserum-IgE oder allergenspezifisches IgE. Dieses Phanomen
deutet darauf hin, dass das ADAM33-Gen eher mit der verénderten Lungenfunktion als mit
dem Entzindungsgeschehen an sich im Zusammenhang steht (HOLGATE et a. 2003).
ADAM33 gehdrt zu der ADAM- (a disintegrin and metaloprotease) Genfamilie der
zinkabhangigen membranstandigen Metalloproteasen. Mitglieder dieser Familie weisen eine
komplexe Organisation mit unterschiedlichen Doméanen auf. ADAM33 kann zu der ADAM
12, 15 und 19 -Unterfamilie mit proteolytischer Aktivitét gerechnet werden (PRIMAKOFF
und MYLES 2000) (BLACK und JM 1998). Es wird vornehmlich in glatten Muskelzellen,
Myofibroblasten und Fibroblasten exprimiert, nicht aber in Epithelzellen, T-Zellen oder
Leukozyten (VAN EERDEWEGH et al. 2002). Die slektive Expresson von ADAM33 in
mesenchymalen Zellen lasst vermuten, dass Verdnderungen in seiner Aktivitdt im
Zusammenhang stehen mit abnormen Funktionen der glatten Bronchialmuskulatur, so wie es
bei BHR im Rahmen von Asthma beobachtet werden kann (DAVIES et al. 2003). Obwohl die
Funktionen von ADAM33 his jetzt nicht genau geklart sind, wird auf Grund der
beschriebenen Funktionen anderer ADAM-Proteine ADAM33 eine Vielzahl von Aufgaben
im Ablauf mesenchymaler Zellfunktionen zugeschrieben (z.B. Protein-gebundene Zellfusion
und Zelladhasion, Signaltransduktion, Proteolyse). Die Dysregulation einer oder mehrerer
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dieser Funktionen konnte die Entwicklung von BHR erklaren. In Studien konnten
unterschiedliche Splicingprodukte von ADAM33 nachgewiesen werden, so dass der Vorgang
des alternativen Splicings eventuell eine Vorbedingung fir die Ausfiihrung verschiedener
ZdIfunktionen ist (DAVIES et al. 2003).

Ein Vielzahl von SNPs konnten bereits im ADAM33-Gen identifiziert werden. Van
Eerdewegh et a. entdeckten in einer US- und UK-Population 15 SNPs, die signifikant mit
Asthma und/ oder BHR assoziiet waren (VAN EERDEWEGH et a. 2002). Die
durchgefuhrten Haplotypanalysen zeigten eine noch starkere Signifikanz, ebenfals fir
Asthma und/ oder BHR. Die 3-Region von ADAM33, in der die transmembranen und
cytoplasmatischen Doménen des Proteins kodiert werden, scheint eine Schitisselregion fur die
Assoziation mit Asthma und BHR zu sein. Studien an weiteren Populationen konnte die von
van Eerdewegh et a entdeckten Assoziationen zwischen SNPsin ADAM33 und Asthma und/
oder BHR nur bedingt bestdtigen (WERNER et al. 2004) (LEE et a. 2004). Im Gegensatz
dazu konnten andere Arbeitsgruppen keinen Zusammenhang zwischen Asthma und SNPs in
ADAM33 zeigen (RABY et a. 2004; BLAKEY et a. 2005). Raby et a. gehen auf Grund
ihrer durchgefihrten Assoziationsstudie mit einer nordamerikanischen Population vielmehr
von der Mdglichkeit aus, dass sich der asthmarelevante Locus in der nahen genomischen
Region von ADAM33 befindet, jedoch nicht in ADAM33 selbst liegt (RABY et a. 2004).
Variationen in ADAM33 wurden auch auf ihre Auswirkungen auf den Verlauf und das
Fortschreiten der Erkrankung bei bereits diagnostiziertem Asthma bronchiale untersucht. In
einer derartigen Studie konnte eine signifikante Assoziation zwischen einem in der 3'-Region
gelegenem SNP und einer massiven jahrlichen Abnahme der Lungenfunktion gezeigt werden
(JONGEPIER et al. 2004). Da eine Vielzahl der im ADAM33-Gen identifizierten SNPs in
Intronbereichen des Gens liegen und auf Grund der Kenntnis von mehreren Splicing
Varianten des ADAM-Proteins, vermuteten Powell et al, dass diese SNPs moglicherweise
Auswirkungen auf den Splicingvorgang haben und damit ihre funktionelle Relevanz erklért
werden kann (POWELL et al. 2004).

Neben ADAM33 ist an dieser Stelle das humane CC16-Gen (Clara Cell Secretory gene) als
weiteres Strukturgen zu nennen, welches fir ein 16 kDa Protein kodiert und auf Grund seiner
priméren Expression in der Lunge, seiner anti-inflammatorischen Funktion und seiner
Lokalisation auf Chromosom 11g12-13 ebenfalls als hochinteressantes Kandidatengen
betrachtet werden kann, das an der Barrierefunktion der Lunge beteiligt ist. Das CC16-Protein
macht den grofdten Anteil an den durch das respiratorische Epithel sezernierten Proteinen aus
(bis zu 5% des Gesamtproteins aus der bronchoalveoldren Lavage (BAL)) (BERNARD et al.
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1992). Esist vor alem ein Produkt der Clara-Zellen in Bronchien und nasalem Epithel. Diese
Zellen spielen  moglicher  Weise eine  wichtige  immunmodulatorische  und
entzindungshemmende Rolle bei Inflammationen der Luftwege (BROECKAERT und
BERNARD 2000). Der antiphlogistische Effekt von CC16 scheint auf einer Hemmung der
pro-inflammatorischen Enzyme Phospholipase A2 (PLA2) und Transglutaminase zu beruhen.
Beide besitzen eine Schlisselposition im Arachidonsdurestoffwechsel wéahrend akuten
allergischen Entziindungen, wodurch sie die Synthese von Prostaglandinen und Leukotrienen
kontrollieren (LEVIN et al. 1986). CC16 inhibiert ebenfalls die Chemotaxis von Neutrophilen
und Monozyten und reguliert Fibroblastenproliferation sowie deren Migration (LESUR et al.
1995). In Vitro zeigt CC16 das Potential, die Expression von Interferon ? sowie dessen
biologische Aktivitét zu unterdriicken (DIERYNCK et a. 1995). Es wird angenommen, dass
CC16 eine protektive Rolle gegen pro-inflammatorische Einflisse in der Lunge hat, so dass
maoglicherweise Individuen mit eingeschrankter CC16-Aktivitét eine erhohte Empfindlichkeit
gegentber entzindlichen Lungenerkrankungen wie Asthma bronchiale aufweisen. Diese
Annahme wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Asthmapatienten einen signifikant
niedrigeren CC16-Spiegel in BAL und Serum aufweisen a's gesunde Kontrollen (SHIJUBO et
a. 1999). Im Tiermodell konnte bel Mausen mit CC16-Mangel eine erhéhte Empfindlichkeit
gegenlber oxidativem Stress, eine gesteigerte EosinophilenInfiltration sowie eine vermehrte
Expression von Th2-Zytokinen im Lungengewebe nachgewiesen werden (JOHNSTON et al.
1997; MANGO et a. 1998; CHEN et a. 2001). Des weiteren zeigte JOHANSSON et a. bei
Kindern mit Birkenpollen induziertem Heuschnupfen ebenfalls einen erniedrigten CC16-
Spiegel im Nasensekret (JOHANSSON et al. 2005). Er geht davon aus, dass ein Mangel an
diesem entzindungshemmenden Protein die Entwicklung einer alergischen Rhinitis
begiinstigen kann. Der CC16-Spiegel kann scheinbar auch durch Glukokortikoide beeinflusst
werden. So regulieren Glukokortikoide die Expression von CC16 sowohl wahrend der
Entwicklung als auch in der Adoleszenz (LOMARDERO und NIETO 1981; NORD et al.
1992). Eine in vitro Studie mit priméaren Clara-Zellen zeigte eine Hochregulation von CC16
nach Steroidstimulation (BERG et al. 2002). Diese beschriebene Wirkung von Steroiden auf
den CC16-Spiegel konnte JOHANSSON et al bei den in seiner Studie untersuchten Kindern
mit allergischer Rhinitis ncht beobachten: trotz 710 Tage langer Behandlung mit einem
lokalen Steroid wurde kein Anstieg des CC16-Spiegels verzeichnet. Es liegt die Vermutung
nahe, dass genetische Polymorphismen Ursache fir eine verminderte CC16-Produktion sind,
die auch unter Steroidstimulation nicht gesteigert werden kann (JOHANSSON et a. 2005).
LAING et a identifizierte einen SNP in der nichtkodierenden Region von Exonl des CC16-
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Gens (A38G) und beschrieb eine Assoziation des AA-Genotyps mit Asthma, erhdhter BHR
und erniedrigtem CC16-Serumspiegel in einer australischen Population (LAING et al. 19983,
LAING et al. 1998b; LAING et al. 2000). Gen-Expressions-Studien zeigten, dass das A-Allel
eine 25%ig geringere Expressionsrate aufweist als das G-Allel, was fur einen moglichen
Aktivitétsverlust von CC16 bei Tragern des A-Allels spricht (KIM et al. 2001). In einer
Studie mit deutschen Kindern wurde zwar beobachtet, dass Asthmatiker mit dem 38AA-
Genotyp einer erhohte BHR zeigten as Asthmatiker mit dem 38GG-Genotyp, jedoch konnte
keine Assoziation zwischen AsthmarInzidenz und dem A38G-Polymorphismus nachgewiesen
werden (SENGLER et al. 2003). Auch Untersuchungen an Populationen mit japanischen und
britischen Erwachsenen (GAO et a. 1998; MANSUR et a. 2002) sowie nordamerikanischen
Kindern (BALDINI et al. 1998) konnten die von LAING et a beschriebenen Assoziationen
nicht bestatigen. CANDELARIA et a vertffentlichten die erste Assoziation zwischen Asthma
und A38G-Polymorphismus im Erwachsenenalter. Da jedoch keine Assoziation mit Atopie
nachgewiesen werden konnte, gibt es hier scheinbar einen pathophysiol ogische Mechanismus,
der ohne oder parallel zum Thl/ Th2-Prozef3 ablauft (CANDELARIA et a. 2005). Des
Weiteren zeigte das A-Alld in dieser Untersuchung einen positiven Trend beziglich
atopischer Dermatitis. Fur die Klarung dieser Beobachtung sind jedoch weltere
Untersuchungen notwendig.

Abschlief¥end kann zusammengefasst werden, dass die Untersuchung von lungenspezifischen
Strukturgenen immer mehr in den Interessensmittel punkt der Asthmagenetik riickt. Neben der
seit langem etablierten Theorie der Th2-gewichteten Entzindungsreaktion und der
immunologischen Kaskade im Rahmen der Atiologie des Asthma bronchiale deutet immer
mehr auf die Mitbeteiligung pulmonaler Strukturen hin. Die hier vorgestellten Strukturgene
ADAM33 und CC16 sind nur eine kleine Auswahl an interessanten Strukturgenen. Des
weiteren sind an dieser Stelle die Strukturgene GPRA und ADRB2 zu nennen (REIHSAUS et
al. 1993; MARTINEZ et a. 1997; SUMMERHILL & a. 2000; KORMANN et a. 2005).
Auch von anderen Erkrankungen, wie der zystischen Fibrose, ist bereits bekannt, dass ein
genetischer Defekt in einer pulmonaen Struktur zu einer schwerwiegenden Erkrankung der
Atemwege filhren kann (RIORDAN et al. 1989); (LEMNA et a. 1990); (KEREM et al.
1989).

24



EINLEITUNG

1.4 Auswahl von CLNS1A im Rahmen der Asthmagenetikforschung

Das humane Gen CLNSI1A stellt hinsichtlich seiner Lokalisation auf Chromosom 11 und
seiner Eigenschaften (siehe unter 1.5) ein interessantes Untersuchungsobjekt im Rahmen der
Asthmagenetikforschung dar. Mehrere Kopplungsanalysen weisen auf eine Beteiligung von
Genen auf dem langen Arm von Chromosom 11 an der Entstehung atopischer Erkrankungen
hin. Des Weiteren scheint das CLNS1A-Gen auf Grund seiner Funktionen in der Zelle
interessant zu sein. So spielt CLNSI1A eine wichtige Rolle in der Volumenregulation. Die
Fahigkeit, das Zellvolumen konstant zu halten und auf stdndige osmotische Veranderungen in
ihrer Umgebung reagieren zu konnen, ist essentiell fir das Uberleben der Zelle. Zellen
mussen aber auch ihr Volumen verdndern konnen, um spezifischen Funktionen wie Sekretion,
Migration oder Zellteilung auszufihren. Stoérungen dieser Vorgange wirden zu
schwerwiegenden Dysfunktionen fihren. Es ist vorstellbar, dass Mutationen im CLNSI1A-
Gen die regulierte Volumenabnahme nach Zellschwellung (RVD) beeinflussen, was zu einer
Schleimhautschwellung in der Lunge beitragt, wie es bei Asthma bronchiale beobachtet wird.
Darlber hinaus konnten aber auch Mukusproduktion und Kontraktilitdt —der
Bronchialmuskulatur beeinflusst werden.

Veranderungen in der Chloridpermeabilitdt von Zellen stellen die Basis einer Vielzahl
vererbbarer Erkrankungen beim Menschen dar: die Myotonia congenita Thomsen, die Dent’s
Erkrankung und das Bartter's Syndrom (WALEGGER und JENTSCH 2000). Ebenfalls zu
nennen ist die Zystische Fibrose (Mukoviszidose), eine autosomal-rezessive
Stoffwechselstorung mit genetischem Defekt auf Chromosom 7, welcher eine generaisierte
Dysfunktion exokriner Drusen bedingt. Die Erkrankung zeichnet sich durch die vermehrte
Produktion eines hochviskdsen Sekretes in Bronchien und Verdauungstrakt und den damit
verbundenen Komplikationen aus. Defekte im CLNSIA-Gen konnten ebenfalls den
Chloridstrom in Zellen beeintréchtigen und die Mukusproduktion veréndern, so wie es bel
Patienten mit Asthma bronchiale beobachtet wird. Auf Grund des hochviskésen Schleims in
den Bronchien sind Obstruktion der Atemwege, Uberblshung mit ,Air trapping” und
Stérungen der VentilationPerfusion charakteristische Stérungen der Lungenfunktion bel
Patienten mit Zystischer Fibrose, die an das obstruktive Lungenfunktionsbild des Asthma
Patienten erinnern. Ein verénderter Chloridstrom durch Mutationen im CLNS1A-Gen konnte
somit die Stérung der Lungenfunktion bei Asthma bronchiale beeinflussen, dhnlich wie es bei
Zystischer Fibrose beobachtet werden kann.

Des Weiteren scheint CLNS1A bzw. das durch dieses Gen kodierte Protein I, essentiell fur

das Uberleben von Organismen zu sein, da bis jetzt alle Knockout-Versuche an der Letalitat

25



EINLEITUNG

der Versuchsorganismen gescheitert sind (PU et al. 2000). Veranderungen in diesem
Uberlebenswichtigen Gen konnten Auswirkungen auf die Lungenstruktur haben, so dass
moglicherweise eine erhthte Empfindlichkeit fir chronische Lungenerkrankungen gegeben
ist.

Es ist ebenfals bekannt, dass o, Uber Interaktionen mit anderen zytosolischen Proteinen
Einfluss auf den Splicing-Vorgang nimmt. Auch Uber diesen Weg kénnten Mutationen im

CLNSI1A-Gen indirekt in die Pathogenese von Asthma und Atopie verwickelt sein.

1.5 CLNSIA - ein mogliches Kandidatengen?

Das CLNSI1A-Gen kodiert fur einen Chloridkanal, der ab der Entwicklungsstufe der
Saugetiere ubiquitar exprimiert wird. Dieses humane Gen, welches auf dem langen Arm von
Chromosom 11 (11913.5-g14.1) lokalisiert ist, enthdlt sieben Exons, die durch insgesamt
sechs Introns von einander getrennt werden. Mit ca. 96% umfasst der Intronbereich den
grofiten Antell des Gens (NAGL et a. 1996). Der Promotor, dem eine TATA-Box fehlt, ist
fur eine erstaunlich hohe Expression von CLNSIA verantwortlich. Seine Effizienz ist mit
viralen RSV- oder CMV-Promotoren vergleichbar. Neben einer minimalen Promotorlange
von 89 Nucleotiden zwischen den Positionen -163 und -74 konnten mehrere Initiatorregionen
fir die CLNS1A-Expression nachgewiesen werden (SCANDELLA et a. 2000). Das von
CLNSI1A kodierte Protein bestent aus 237 Aminosduren, welches den Chlorid-Kana Ign
formt, der im Jahre 1992 von Paulmichl et al. mittels Expressionsklonierung identifiziert
werden konnte (PAULMICHL et a. 1992). Dieser neu entdeckte Chloridkanal &hnelt in
seiner Kinetik, Pharmakologie und Selektivitéat bereits bekannten Chloridkandlen, die in einer
Vielzahl von Zellen nach Zellschwellung aktiviert werden. Veranderungen des Zellvolumens
kénnen nach pl6tzlichem Absinken der extrazelluldren oder Ansteigen der intrazelluléren
Osmolaritét auftreten. Die Zelle versucht dieser Volumenzunahme durch Aktivierung von
Chlorid- und Natriumkanadlen entgegenzuwirken, was zu einem Nettoauswartsstrom von Salz
fuhrt, dem Wasser folgt. Dieser Prozess wird as regulierte Volumenabnahme (RVD)
bezeichnet (LANG et al. 1998). Dass es sich bel lo, um einen der hauptverantwortlichen
Chloridkandle im Rahmen der regulierten Volumenabnahme handelt, konnte in mehreren
Untersuchungen gezeigt werden: das spezifische Ausschalten von I, —Protein unter Einsatz
von lgn spezifischen Antikdrpern (KRAPIVINSKY et al. 1994) oder Antisense-
Oligonukleotiden (GSCHWENTNER et al. 1995a) fuhrte zu einer Suppression des ansonsten
nach Zellschwellung beobachteten Chloridstroms. Im Gegensatz dazu kommt es bei einer

Uberexpression von Ign zu einer gesteigerten Aktivitdt von schwellungsabhangigen
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Chloridkanden und einem verstdrkten Chloridauswartsstrom nach hypotonem Stress
(HUBERT et a. 2000). Der Mechanismus der Kanalaktivierung nach Zellschwellung ist im
Einzelnen nicht bekannt. Anscheinend spielt intrazelluléres ATP bei diesen Vorgangen eine
wichtige Rolle (HILGEMANN 1997). Bond et a. vermuten fir kg, einen ATP-abhéngigen
und —unabhangigen M echanismus der Aktivierung (BOND et al. 1999).

Ob es sich bel I, tats&chlich um das kanalbildendes Protein handelt oder doch nur um einen
Regulator im Rahmen der regulierten VVolumenabnahme wird kontrovers diskutiert (HUBERT
et a. 2000). Dennoch weisen unter anderem funktionelle Rekonstruktionen von kin in
Lipiddoppel schichten eher darauf hin, dass es sich bei dem Protein I, um den Kanal an sich
handelt (FURST et al. 2000a). |nteressanterweise scheint die Qualitat der Lipiddoppelschicht
(kiinstlich oder natirlich) einen Einfluss auf die Selektivitdt des Kanals zu haben
(GARAVAGLIA et a. 2002). Untersuchungen mit Fibroblasten ergaben, dass Ig, sowohl in
geloster Form im Zytoplasma der Zelle als auch in membranassoziierter Form vorliegt. Eine
Zunahme des Zellvolumens fihrte hier zu einer reversiblen Umverteilung von g, zugunsten
der membranassoziierten Form (RITTER et al. 2003). Ahnliche Resultate wurden ebenfalls
von Experimenten mit kardialen Myozyten aus Ratten berichtet (MUSCH et a. 1997;
MUSCH et a. 1998). Dennoch werden diese Beobachtungen kontrovers diskutiert, denn
Versuche mit Cs Gliomzellen der Ratte konnten zum Teil dies nicht bestétigen (EMMA et al.
1998a).

lan kann durch verschiedene extrazellulér applizierte Chloridkanalblocker, wie NPPB (5-
Nitro- 2-(3-Phenylpropylamino)-benzolséure), DIDS (4,4 -Diidothiocyanatostilbene-2,2’ -
Disulfonsdure) und Phenolderivate geblockt werden (PAULMICHL et a. 1992;
GSCHWENTNER et al. 1996a). Eine besondere Eigenschaft von Igp, ist seine Sengitivitét for
extrazelluldre Nukleotide inklusiv cAMP, ATP, cGMP und ITP. Neben Nukleotiden konnen
auch Nukleoside wie AZT oder Acyclovir Ign und somit den Vorgang der regulierten
V olumenabnahme blockieren (PAULMICHL et a. 1992; GSCHWENTNER et a. 1995b).
Auch Nedocromil, ein Mastzellstabilisator, der in der Therapie des Asthma bronchiale
eingesetzt wird, scheint die Funktion des Kanals zu behindern (PAULMICHL et al. 1995).
Des Weiteren zeigt lon eine spannungsabhéngige Inaktivierung fur Potentiale Gber 40mV
(PAULMICHL et a. 1992). g, ist nicht nur fur Chlorid permeabel, sondern auch fur andere
Anioren (> I > Br > CI > F , Eisenman Anionenpermeabilitét Typ I) und Kationen,
abhangig von pH, intrazelluldrer Kalziumkonzentration und Zusammensetzung der
Lipiddoppelschicht (FURST et al. 2002; GARAVAGLIA et a. 2002).
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Zahlreiche Untersuchungen wurden unternommen, um die Sekundér- bzw. Tertiarstruktur des
lcn—Proteins zu identifizieren. Analysen der Aminosauresequenz und
Hydrophobizitdtsanalysen gaben Hinweise auf eine Transmembrandoméane am N-terminalen
Ende von Ig, bestehend aus vier 3-Faltblattstrukturen, welche den porenformenden Teil des
Kanals bilden. Es bestehen bemerkenswerte Sequenzhomologien dieser vorhergesagten 3
Faltblatter von kn  mit den porenformenden (3HairpinStrukturen der bakteriellen Toxine
Alphahamolysin und Lewkozidin (PAULMICHL et al. 1992; FURST et al. 2000b). Damit das
lan—Protein einen funktionsfahigen Kana bilden kann, wird die Formation zu einem
Homodimer gefordert. Mit Hilfe von Mutationsexperimenten konnte das V orhandensein einer
bereits vermuteten Nukleotid-Bindestelle, welche die Nukleotid-Sensitivitét von Ign erklért,
im Eingangsbereich des Kanals nachgewiesen werden (PAULMICHL et a. 1992). Des
Weiteren wurde so eine Bindestelle fir Kalzium entdeckt, die Einfluss auf die Selektivitéat von

Icinausiibt. Das zurzeit gangige Kanalmodell fir 1, kann Abb.8 enthommen werden.

Abbildung 8: Struktur des moglichen Modells eines Ic;, Homo Dimers (links) und schematisches M odell
einesl¢;, Monomers (rechts) nach FURST et al.
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lan geht Interaktionen mit einer Vielzahl unterschiedlicher zytosolischer Proteine ein.
Wechselwirkungen mit Proteinen des Zytoskeletts wie Aktin (KRAPIVINSKY et al. 1994;
SCHWARTZ et a. 1997), Erythrozytenprotein 4.1 (TANG und TANG 1998), einem
humanem Homolog von yeast SKbl (KRAPIVINSKY et al. 1998), einer nicht-muskuléren
Isoform der Myosin-Leichtkette (EMMA et al. 1998b) und dem Thrombozyten spezifischen
Integrin a3 (LARKIN et a. 2004) konnten demonstriert werden. Aul3erdem assoziiert Icin
mit Caseinl/Il like Kinase (SANCHEZ-OLEA et a. 1998) und den SmProteinen B/B’, D1
und D3 und hat somit Einfluss auf den Splicing-Vorgang (PU et a. 1999). Die

28



EINLEITUNG

entscheidenden Interaktionsdomanen fir diese Proteinwechselwirkungen sind zum Tell
bereits in der Sequenz von bin bekannt (Abb.9). Aus all diesen Erkenntnissen lasst sich
folgern, dass kin anscheinend multiple Funktionen innerhalb der Zelle ausiibt. Mit dem
Konzept der Multifunktionalitét konnte auch der letale Effekt von kbin—Knockouts erklart
werden (PU et a. 2000).

Abbildung 9: Aminosaur esequenz von ¢, und deren funktionelle Domanen (nach FURST et al./ LARKIN
etal.)
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Be der Suche nach der chromosomaen Lokalisation von kyn im Jahre 1996 konnte ein
zweiter Genlocus (CLNS1B) auf Chromosom 6 an Position 6p12.1-6g13 identifiziert werden
(NAGL et a. 1996), wobei es sich um eine intronlose Kopie von CLNS1A (91,3%ige
Homologie zur kodierenden Region von CLNSI1A) handelt. Da CLNS1B digenigen
Sequenzregionen fehlen, die in CLNS1A fir die transmembranen Bereiche von Ig,, kodieren,
liegt der Verdacht nahe, dass es sich bel CLNSI1B lediglich um ein Pseudogen handelt, das
keine funktionelle Relevanz aufweist (NAGL et al. 1997).
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1.6 Zidsetzung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten im Rahmen eines Mutationsscreenings mittels direkter
Sequenzierung sémtliche Polymorphismen in der proteinkodierenden Region von CLNS1A
einschliefdich flankierender Intronbereiche (je 500 bp) und in der 5’-bzw. 3'-UTR (2000 bzw.
1000 bp) identifiziert werden. Eine anschlief3ende Assoziationsstudie mit einer Fall-Kontroll-
bzw. einer Querschnittspopulation deutscher Schulkinder (9-11 Jahre) der ISAAC |1 Studie
wurde durchgeftihrt, um den Effekte zwischen der im CLNS1A-Gen vorhandenen
Polymorphismen und atopischen Phanotypen (Asthma, Heuschnupfen, atopischer Dermatitis

und bronchialer Hyperreaktivitét) sowie einer Beeintrdchtigung der Lungenfunktion zu
untersuchen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die im Weiteren aufgefihrten Methoden sind oOffentlich  im  Internet  unter
www.asthmagene.de zuganglich (LENZ et al. 2006).

2.1 Die Populationen

2.1.1 Die Mutations-Screening-Population

Fur das Mutations-Screening wurde eine Zufallsstichprobe von Atopikern und Nicht-
Atopikern verwendet, bestehen aus 37 freiwilligen, erwachsenen Probanden aus der deutschen
Allgemeinbevdlkerung, die fir vorhergehende Studien bereits rekrutiert wurde.

Jedem Probanden wurde Blut abgenommen und die DNA mit einer Standard-Aussalzmethode
nach Miller (MILLER et al. 1988) isoliert. Die DNA-Konzentration und —Reinheit wurde
anschlief3end photometrisch bestimmt. Die genomische DNA dieser Population wurde in der
vorliegenden Arbeit fir alle Sequenzierreaktionen im Rahmen des Mutations- Screenings im
CLNS1A-Gen benutzt.

2.1.2 Die Studienpopulation flr Assoziationsstudien

Im Rahmen der International Study of Asthma and Allergies in Childhood Phase Il (ISAAC
I1), einer internationalen Vergleichsstudie zur Erforschung von Asthma und Allergie, wurden
in den Jahren 1995/96 in den deutschen Stédten Minchen und Dresden Kinder der 4.
Schulklasse (Altersstufe 9-11 Jahre) rekrutiert. Entsprechend dem ISAAC I1-Studienprotokoll
wurden diese Kinder mittels standardisiertem Elternfragebogen, Hautuntersuchung, Skin-
Prick-Test, Spirometrie und bronchialem Provokationstest sowie einer vendsen Blutentnahme
untersucht (WEILAND et a. 2004).

Unter &hnlichen Bedingungen wurden in denselben Jahren auch in Leipzig Schulkinder der 4.
Klasse fur eine weitere Studie im Bereich Asthmaforschung rekrutiert und untersucht (VON
MUTIUS et al. 1998). Auf die Unterschiede zum ISAAC II-Protokoll wird im Weiteren noch
eingegangen.

Diese Studienpopulation stand fur die vorliegende Doktorarbeit zur Verfligung.
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2.1.2.1 Querschnittspopulation M inchen und Dresden:

Fur die Querschnittspopulation wurden samtliche rekrutierte Kinder deutscher Abstammung
aus den Stadten Munchen und Dresden erfasst, unabhéngig von einer moglicher
asthmatischen oder atopischen Erkrankung. Hierfir wurden in Minchen und Dresden nur
digenigen Kinder inkludiert, bel denen ebenfalls DNA vorhanden war (Minchen n=1159,
Dresden n=1940).

2.1.2.2 Fall-Kontroll-Population (MDL 1872):

Um die Aussagekraft beziiglich eines Effektes auf den Phéanotyp Asthma eingehender
untersuchen zu konnen, wurde eine Asthma:Fall-Kontroll-Population aus der ISAAC-Studie
nach definierten Kriterien ausgewdhlt. Diese umfasst insgesamt 1872 Kinder (gesamt
N=1872, Munchen n=690, Dresden n=789, Leipzig n=393).

Dafur wurde eine Population in einem 1:2- Verhdltnis bestehend aus Félen mit der
Arztdiagnose Asthma und/ oder bronchialer Hyperreaktivitdt (BHR) und Kontrollen mit
Nicht-Asthmatikern, Nicht-Atopikern ohne Diagnose von BHR (super-normale Kinder)
zusammengestellt. Lediglich Kinder deutscher Herkunft, fir die sowohl DNA a's auch Daten
zum Immunglobulin E- (IgE-) Spiegel vorlagen, wurden bei der Auswahl aus der
Querschnittspopulation von ISAAC |1 (Dresden, Minchen) und Leipzig berlicksichtigt.

Die genauen Kriterien und die Zusammensetzung der Fall- bzw. Kontroll- Gruppe kann der

folgenden Darstellung entnommen werden:

1. Félle: Total n=624

Kinder mit der Arztdiagnose Asthma und/ oder positiver BHR
Munchen n=230
Dresden n=263
Leipzig n=131

2. Kontrollen: Total n=1248
Kinder mit
a) Asthmadiagnose negativ + BHR negativ + IgE-Spiegel=50 + Hauttest negativ
Munchen n=174
Dresden n=276
Leipzig n=262 von 377 (Zufallsstichprobe)
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oder (wenn keine Lungenfunktionstestung durchgefiihrt worden war und somit

keine Angaben Uber BHR gemacht werden konnte)

b) Asthmadiagnose negativ + IgE- Spiegel=50 + Hauttest negativ
Munchen n= 286 von 296
Dresden n=250 von 383 (Zufallsstichproben)

2.1.2.3 Fragebogen

Die standardisierten Fragebdgen wurden Uber die Schulen an die Eltern der Kinder ausgeteilt
und beinhalteten detallierte Fragen zum Auftreten und der Schwere von atopischen
Symptomen, wie z.B. pfeifende Atmung, Luftnot, atopisches Ekzem, allergischer Rhinitis.
Neben Angaben zur pulmonalen Krankengeschichte des Kindes und deren Behandiung,
wurden Informationen Uber weltere Erkrankungen im Kindesalter, Impfungen,
Schwangerschaft, Geburt mit anschlieffender Ernghrung, Familienanamnese und Fragen zum

friheren und jetzigen soziotkonomischen Status und Lebensstil erhoben.

2.1.2.4 Skin-Prick-Test

Sechs haufige Aeroallergene sowie eine Positiv- und Negativkontrolle (Histamin; 10 mg/ml
bzw. NaCl) wurden fur den Haut-Prick-Test verwendet. Wahrend das 1SAAC-Protokoll fur
die Kinder in Minchen und Dresden die Testung auf Dermatophagoides pteronyssinus, D.
farinae, Katzenhaar, Alternaria tenuis, Baum und Graserpollen unter Verwendung von
Extrakten der Firma ALK (Horsholm, Danemark) beinhaltete, wurde in Leipzig auf
Dermatophagoides pteronyssinus, Gras, Birkenr und Haselnusspollen, Katzen und
Hundehaare untersucht (Stallerkit, Stallergenes, Frankreich). Fir die Auswertung des Prick-
Testes war die Grof3e der jeweils entstandenen Quaddel an der Auftragsstelle verglichen mit
der Negativkontrolle ausschlaggebend. Eine Hautquaddel >3mm (nach Abzug der Negativ-

Kontrolle) wurde als eine positive alergische Reaktion gewertet.
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2.1.25 Spirometrieund bronchialer Reiztest

Sowohl in Lepzig adso auch in Minchen bzw. Dresden wurde eine Bass
L ungenfunktionsprifung mittels Spirometrie durchgefuhrt.

Fur die Messung einer bronchialen Hyperreaktivitét (BHR) wurde im Provokationstest in
Leipzig trockene, kalte Luft (-15°C, gemessen am Mundstiick) verwendet. Eine dabel
gemessene FEV 1 unter der 95%ten Perzentile der Gesamtpopulation wurde as Zeichen fur
BHR (positives Testergebnis) gewertet.

Anders als in Leipzig sah das ISAAC-Protokoll eine Stimulation mit hyperosmolarer (4,5%)
K ochsal zIsung unterschiedlich langer Inhalationsdauer vor. So inhalierten die Kinder fir 0,5,
1, 2, 4 und 8 Minuten den vernebelten Kochsalzdampf. Die FEV1 wurde dann eine Minute
nach jeder Inhalationsperiode gemessen. Ein Abfall der FEV1 vom vorher ermittelten Wert
unter Normalbedingungen von =15 % wurde als ein positives Testergebnis angesehen. War
der Abfall der FEV 1 geringer, so wurde die Dauer der Inhalationsperiode verdoppelt oder die
Messung bel gleicher Expositionsdauer wiederholt. Alle Kinder, die unter einer standigen
Asthmatherapie standen, wurden aufgefordert, fir den Tag der Spirometrie mit ihrer

Medikation auszusetzen, um das Ergebnis nicht zu verfaschen.

2.1.2.6 Blutprobe und deren weitere Verwendung

Fur die Bestimmung des Immunglobulin E -Spiegels wurde eine ventse Blutentnahme
durchgefuhrt. Aus EDTA-BIlut konnte DNA isoliert und aufgereinigt werden (siehe 2.3.1).
Der DNA-Gehalt wurde photometrisch gemessen. Die Methode der Primer Extension
Preamplification (PEP) wurde angewendet, um die Quantitét der DNA zu erhthen (siehe
2.35).
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2.2 Materia

2.2.1 Gede

DNA-Sequenzierer:
ABI 3730 DNA Anayzer 63920

Gel-Dokumentationssystem:
KODAK Electrophoresis Documentation
and Analysis System

Gelelektrophoreseapparatur:
BIO RAD Wide Mini-Sub Cell GT
BIO RAD Power Pac 300

M assenspektrometer:
BIFLEX II-TOF

Mikrowelle:

PCR-System:
eppendorf Mastercycler
PCR PTC 225 Tetrad, Peltier Thermal Cycler

Pipettierroboter:

Pipettierroboter Genesis 150
Pipettierroboter Multimek 96
Sequenom Spectro Point Nanoliter
Pipetting Systems

Pipettierroboter Te-MO

Photometer:
eppendorf BioPhotometer

Applied Biosystems, Weiterstadt, D

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, USA

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

Tecan AG, Crailshem, D

Eppendorf AG, Hamburg, D
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Pipetten:

eppendorf Research 10ul, 20ul, 2001, 1000ul

Tischzentrifuge:
Hettich Zentrifugen Mikro 20

Vortexer:

Scientific Industries Vortex Genie 2

Waege:
Kern 440-33

Wasserbad:

K 6ttermann Labortechnik

Zentrifuge:

eppendorf Centrifuge 5810 R

2.2.2 Computerprogramme

Pipettierroboter:
Gemini 3.5

Bioworks

MALDI-TOF Massenspektrometrie:

Spectro TYPER_RT 2.0.0.3
Spectro-Designer
Spectro-Importer
Spectro-Typer

Sequenzierung:

DNA Sequencing Analysis Software
Version 3.6.1

3100 Data Collection Software Version

Eppendorf AG, Hamburg, D

Hettich GmbH, Tuttlingen, D

Scientific Industries, Inc., NY, USA

Kern, Ballingen, D

Kéttermann GmbH, Udlze, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Tecan, Crailsheim, D

Beckmann Coulter, Fullerton, USA

SEQUENOM, San Diego, CA, USA

Applied Biosysterms, Weiterstadt, D

Applied Biosystems, Weiterstadt, D
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Primer und PCR-Bedingungen:
Netprimer

SpectroDESIGNER

Analyse genomischer DNA-Sequenzen:
BioEditSequence Alignment Editor

Haploview

Datenbanken aus dem Internet:

National Center for Biotechnology Information
CHIP Bioinformatics Tools

MAT-Inspector

Statistische Programme:

SAY Genetics (Version 9.13)

Vista Browser

2.2.3 Puffer, Losungen, Reagenzien

Premierbiosoft International Palo Alto,
CA, USA
SEQUENOM, San Diego, CA, USA

Hall 1999,
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit

.html
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview

http://www.nchi.nlm.nih.gov/
http://snpper.chip.org/bio/
http://www.genomatix.de/

SAS Ingtitute Inc., NC, USA
http://genome.lbl.gov/vistalindex.shtml

Puffer, Losungen, Reagenzien fir die DNA-Extraktion:
Ery-Lyse-Puffer pH=7,4 (155mM NH4CL (Merck, Darmstadt, D), 10mM KHCOS3
(Merck, Darmstadt, D), 0,5M EDTA pH=8 (Sigma-Aldritch, Osterode, D), ad H,O)

Proteinase-K-Puffer (1M Tris/CL pH=7,5 (Sigma-Aldritch, Osterode, D), 0,5M EDTA
pH=8 (Sigma Aldritch, Osterode, D), 5M NaCl (Sigma-Aldritch, Osterode, D)

SDS 20% (NaDodecylsulfat, Serva, Heidelberg, D)

EtOH 100% (Ethanol absolut zur Analyse, Merck, Darmstadt, D)
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TE-Puffer (10mM Tris/CL (Sigma-Aldritch, Osterode, D), 1mM EDTA pH=8 (Sigma-

Aldritch, Osterode, D))

Puffer, Losungen, Reagenzien fir die PCR:
10xPuffer S

10xPuffer Y

MgChk 25mM

Betain 5M

H,O, Water Molecular Biology Grade
dNTP-Set, je 100mM

Puffer, Losungen, Reagenzien fur die Sequenzierung:
10x PCR Buffer containing 15mM MgCh
LiChrosolv, H,O, HPLC grade
FG, 3100 POP6 Sequenziergel

ABI Sequenzierpuffer

Puffer, LGosungen, Reagenzien fir die MALDI-TOF:

10x PCR Puffer enthat 15mM MgCh
4x dNTPs

MgChL 25mM
MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 25
MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 26

M assExtend Nucleotide Mix Pack Tri28

HME MassEXTEND Nucleotide Tri-Mix-Pack

PegL ab Erlangen, D

PegL ab, Erlangen, D

Promega GmbH, Mannheim, D
Sigma-Aldritch, Osterode, D
Eppendorf AG, Hamburg, D
PegL ab, Erlangen, D

Quiagen, Hilden D
Merck, Darmstadt, D
Applied Biosystems,
Weiterstadt, D
Applied Biosystems,
Weliterstadt, D

Quiagen, Hilden, D

MBI Fermentas, St. LeonRot, D
Quiagen, Hilden, D
SEQUENOM, San Diego, CA,
USA

SEQUENOM, San Diego, CA,
USA

SEQUENOM, San Diego, CA,
USA

SEQUENOM, San Diego, CA,
USA
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3-Punkt Kalibrant

hM E-Puffer

Spectro CLEAN

SEQUENOM, San Diego, CA,
USA
SEQUENOM, San Diego, CA,
USA
SEQUENOM, San Diego, CA,
USA

Puffer, Losungen, Reagenzien fur die DNA-Gelelektrophorese:

100bp DNA-Leiter 500pg/ml

SeaKem LE Agarose

Ethidiumbromid

New England Biolabs, Frankfurt a
Main, D

Cambrex Bioscience Rockland,
ME, USA

Sigma-Aldritch, Osterode, D

Ladepuffer (30% Glycerin, Bromphenolblau, Xylenecyanol-FF)
5% TBE-Puffer (54g Tris-Puffer, 27,59 Borsaure, 20ml 0,5M EDTA (pH=8), ad 1l H,0)

2.2.4 Reaktionskits

PCR-Aufreinigung:
Millipore Kit PCR Multiscreen,
Montage 96PCR Plates
QIAquick Gel Extraction Kits
Sequenzierkits:
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

MALDI-TOF Massenspektrometrie:
MassEXTEND Core Kit

2.2.5 Enzyme

Polymerasen:
Taq Polymerase
Thermosequenase
HotStar Tag (Sunits/pl)
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Millipore, D
Quiagen, Hilden, D

Applied Biosystems,
Weiterstadt, D

SEQUENOM, San Diego, CA,
USA

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Amersham Bioscience, Freiburg, D

Quiagen, Hilden, D
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sonstige Enzyme:

Proteinase K Sigma-Aldritch, Osterode, D
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Amersham Bioscience, Freiburg, D
2.2.6 Primer
PCR-Primer:

bezogen von Metabion (Planegg/Martinsried, D), siehe Tabelle 7 unter 2.3.9

PEP-Primer:
N15-Primer von Metabion (Planegg/Martinsried, D)

Sequenzier-Primer:
bezogen von Metabion (Planegg/Martinsried, D), siehe Tabelle 8 unter 2.3.9

MALDI-TOF-Primer:

Sense-/ Antisense-/ Extensions-Primer von Metabion (Planegg/Martinsried, D),
siehe Tabelle 11 unter 2.3.11.3

2.2.7 Sonstige Materidien

Thermo-Fast 96 PCR Plates (Low Profile) Peglab, Erlangen, D
Mikrotiterplatten Applied Biosystems,
Weliterstadt, D
Thermofast 384 MTP ABgene, Surrey, UK
96-er Custerplates Quiagen, Hilden, D
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2.3 Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion

Unter Anwendung einer Standardaussalzmethode nach Miller (MILLER et al. 1988) wurde
DNA aus EDTA-BIut extrahiert und aufgereinigt. Hierbel wurden die einzelnen Blutproben
zundchst mit Ery-Lyse-Puffer versetzt. Nach Ablauf von mindestens 10 min zeigte das
Klarwerden der \orher triben Ldsung den vollsténdig abgelaufenen Ery-Lyse-Vorgang an.
Durch anschlief3ende Zentrifugation fur eine Dauer von 10 Minuten bel 500 rcf bildeten sich
am Boden der Probengefél3e sichtbare Leukozytenpellets. Diese wurden nach Abschiitten des
Uberstandes resuspendiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Die
Proben wurden nach Zugabe von 5 ml Proteinase K-Puffer, 25ul Proteinase K und 250ul 20%
SDS Uber Nacht im Wasserbad bel 37°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die
Proben nach erfolgter LeukozytenLyse durch Zugabe von je 1500ul NaCl 0,9%ig und
Vortexen erneut durchmischt und fir 30 Minuten bei 3200 rcf zentrifugiert. Die im Uberstand
enthaltende DNA wurde durch Abpipettieren in frische Reaktionsgefél3e Uberfuhrt und durch
Zugabe von je 20 ml 100% Ethanol anschlief3end gefdlt. Daraufhin folgte ein Waschschritt
des DNA-Pellets mit 70% Ethanol, welches nach erfolgter Zentrifugation fur etwa 15 min bei
Raumtemperatur getrocknet und je nach Menge der gefélten DNA in etwa 150 pl TE-Puffer
gel6st wurde. Die so extrahierte DNA wurde fur die anschlief3enden V erwendungszwecke bel
4°C gelagert.

2.3.2 Begtimmung von Nukleinsdure-K onzentrationen

Nach der DNA-Isolierung bzw. nach einer PCR war es notwendig, die Konzentration der
Nukleinsdure-Losung zu bestimmen, um fir nachfolgende Versuche definierte DNA-Mengen
einsetzen zu konnen.

Die Konzentration einer DNA-L6sung wurde bestimmt, indem ihre Extinktion im
Spektralphotometer nach geeigneter Verdinnung (1:15) bei 260 nm (DNA) und 280 nm
(Protein) (OD2go, OD2gp) gemessen und die Konzentration nach dem Lambert-Beer”schen
Gesetz berechnet wurden. Die Messung der OD,gp erfasste Verunreinigungen und diente der
Uberpriifung des Reinheitsgrades. Das Verhdltnis von ODygo/ODzgy gibt den Grad der
Verunreinigung an und sollte im Idealfal etwa 1,7 — 2,0 betragen. Werte £ 1,6 deuten auf
einen hohen Proteingehat oder Verunreinigung hin, wohingegen Werte 3 2,0 auf
einzelstrangige DNA schlief3en lassen (hyperchromer Effekt).
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2.3.3 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Bel der PCR handelt es sich um eine Methode zur Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte
(Mullis, K 1984, Literatur). Ein Reaktionsansatz besteht aus zwel spezifischen
Oligonukleotidprimern, hitzestabiler Tag-Polymerase, den vier Desoxy-
nukleosidtriphosphaten dATP, dCTP, cGTP und cTTP, dem DNA-Template und geeigneten
Pufferbedingungen. Die Reaktion beginnt mit der thermischen Denaturierung (95°C) eines
DNA-Strangs. Die beiden Varianten von Oligonukleotidprimern, die im Uberschuss im
Reaktionsansatz verwendet werden, sind so gewahlt, dass auf Grund deren Sequenz sich
sowohl der zum Gegenstrang komplementére ,, Sense”-Primer als auch der zum Sinnstrang
komplementare , Antisense*-Primer an den jeweiligen DNA-Abschnitt anlagern kdnnen.
Diese Anlagerung (Annealing) der Oligonukleotide an den jeweiligen Strang findet nach der
Denaturierung statt, wenn das Reaktionsgemisch etwas abgekihlt ist. Die Oligonukleotide
stellen das freie 3' OH-Ende fir die anschlief3ende DNA-Synthese bereit, die durch die Tag-
Polymerase katalysiert wird. Der zwischen diesen Primerpaaren liegende DNA-Abschnitt
kann nur mit Hilfe von dNTPs unter katalytischer Wirkung der Tag-Polymerase, deren
Temperaturoptimum bei 72°C liegt, vervielfatigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR engesetzt, um ausgewahlte Fragmente des
CLNS1A-Gens zu verviefdtigen und somit einer spdteren Sequenzierung zur Bestimmung
der genauen Basenabfolge sowie zur Identifizierung mdglicher genetischer Variationen
zuganglich zu machen. Durch direkte Sequenzierung sollten 2000 bp des proximalen
Promotors, alle Exons einschliefdlich je 500 bp der flankierenden Region und 1000 bp der
proximalen 3 UTR (untranglated region) untersucht werden. Entsprechend wurden mit Hilfe
des Programms Netprimer 27 genspezifische Primerpaare entworfen und von der Firma
Metabion synthetisiert. Somit konnten 27 Fragmente amplifiziert und spéter sequenziert
werden, wobei sich direkt benachbarte Fragmente tGberlappten. In Tabelle 7 sind die in dieser
Arbeit verwendeten Oligonukleotide mit ihren optimalen PCR-Bedingungen aufgelistet. Ein
Standard-PCR-Ansatz wurde immer nach dem in Tabelle 1 aufgefihrten Schema pipettiert
und unter den in Tabelle 2 allgemein beschriebenen Temperaturbedingungen in einem

Thermocycler durchgefiihrt. DNA der unter 2.1.1 beschriebenen Population wurde verwendet.
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Tabelle1: Komponenten eines PCR-Ansatzes

Tabelle 2: Allgemeine Temperaturbedingungen einer PCR

* variabel, je nach spezifischen Fragmentbedingungen zwischen 53°C und 66°C
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2.3.4 Nested PCR

In einigen Fallen (Fragment 3a und 16) musste das Prinzip der Nested PCR angewendet
werden, um ein optimales PCR-Produkt zu erhaten. Hierbei wird zunéchst ein grof3eres
DNA-Stuck mit PCR amplifiziert (long-fragment-PCR), welches dann in einer zweiten PCR
als Template mit den entsprechenden Primern eingesetzt wird.

Die Bedingungen fir die long-fragment-PCR sind in Tabelle 3 und 4 aufgeftihrt, die fur die

eigentlichen Fragmente 3a und 16 kénnen der Tabelle 7 entnommen werden.

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Primerpaare und deren PCR-Bedingungen fiir die long-
Fragment-PCR

Long Wit
Frag Annealing | Zyklen- alare
Fragment- Puffer | Zusétze
ment .
Name Lange Temperatur | Zahl inm
3 |CLN_2 424fwd 1333bp | 59°C 38 Puffery | 95
- P Y | Betain
CLN_4 1757rev
16 CLNS1A_15 16632fwd 978 bp 62°C 35 Puffers | 0,6 MgCl
CLNSI1A_ 16 17610rev

Tabelle 4: Allgemeine Temperaturbedingungen fir die long-fragment-PCR

Temperatur Zeit

96 °C 1 min

96°C (Denaturierung) 30 sec

59 °C/ 62 °C (Annealing) |30 sec

72 °C (Extension) 45 sec
72 °C 5 min
4°C unendlich
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2.3.5 Primer Extension Preamplification (PEP)

Das Zid der PEP-PCR ist die unspezifische Amplifikation des gesamten Genoms zur
Steigerung der DNA-Quantitét. Dies ist vor allem im Rahmen genetischer Forschung wichtig,
um moglichst viel Arbeitsmaterial von einer individuellen DNA-Probe zu erhaten. Das
Verfahren wurde erstmals im Jahre 1992 von Zhang et. a beschrieben (ZHANG et al. 1992).
Bel der PEP-Reaktion handelt es sich um eine PCR (siehe 2.3.3), in die sogenannte N15-
Primer fir die Amplifikation des gesamten Genoms eingesetzt werden. N15-Primer sind eine
Mischung unterschiedlicher Primer mit jewells einer Lange von 15 Basen, deren
Basenabfolge randomisiert wurde. Auf Grund der unspezifischen Sequenz dieser Primer
kommt es bei der PEP-Reaktion zur zufdligen Anlagerung am gesamten komplementéren
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 konnen zum Teil auch tberlappen. Da die Primer sich
zufdlig Uber den ganzen DNA-Strang verteilen, ist es mit diessr Methode méglich, das
gesamte Genom zu amplifizieren. Mit einer 40-fachen Steigerung der DNA-Menge kann
gerechnet werden.

Fir die vorliegende Arbeit wurde die Methode der Primer Extension Preamplification
eingesetzt, um den DNA-Gehalt aus den Blutproben der Studienpopulation (siehe 2.1.2) zu
erhbhen, damit die einzelne DNA-Probe mdglichst vielen genetischen Untersuchungen
zuganglich gemacht werden konnte. Im Rahmen einer vorangegangen Studie wurde die PEP-
Reaktion der jeweiligen Proben bereits durchgeftihrt, da auf Grund des Populationsumfangs
eine weitere Probenentnahme zu einem spéteren Zeitpunkt nicht moglich war.

Der Standard-PEP-Ansatz wurde fir einen 50 m —Ansatz nach dem in Tabelle 5 aufgefiihrten
Schema pipettiert und unter den in Tabelle 6 allgemein beschriebenen Temperatur-
bedingungen in einem Thermocycler durchgefihrt. DNA der unter 2.1.2 beschriebenen

Population wurde verwendet.
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Tabelle5: Der Standar d-PEP-Ansatz

K omponenten Volumen g‘;ﬁﬁ?ﬁfg =
DNA-Template 1,0 m (5 ng/m)
dNTP-Mix 50 (e 2 mM)
Puffer y 50 ni 10x
N15-Primer 10,0 (200 M)
Tag-DNA-Polymerase 1,0 ni (mind. 1 U/n)
MgCl 50 i o5 M

H.0 23

Tabelle 6: Allgemeine Temperaturbedingungen fir die PEP-Reaktion

Temperatur Zeit
1) 94°C 3 min
2) 94°C 1 min
3) 37°C 2 min
° 1 sek
4) 37°C + 0,2 °C/sek (Temp.inkrement)
R=2,0°C/sek (Rampe)
5) Goto 4) Repeat 90
6) S55°C 4 min
7) goto?2) Repeat 49
8) 72°C 5 min
9) 4°C unendlich

Zur Uberpriffung der Qualitit der PEP-Reaktion wurden einige Proben auf einem 1%-igem
Agarose-Gel aufgetragen (siehe auch 2.3.6) und zusdtzlich eine Kontroll-PCR eines
beliebigen Protokolls durchgefihrt.
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2.3.6 Gel-Elektrophorese von Nukleinsauren in Agarose-Gelen

Zur Identifizierung, Reinigung und Kontrolle der DNA-Qualitét von PCR-Produkten wurde
eine elektrophoretische Auftrennung in entsprechenden Agarose-Gelen durchgefihrt.
Aulerdem konnte mit dieser Methode eine Mengenabschétzung kleiner DNA-Mengen
vorgenommen werden. Das Prinzip beruht auf der Tatsache, dass Nukleinsauren unter
neutralen pH-Bedingungen negative Ladungen besitzen und somit in einem elektrischen Feld
wandern, wobei ihre  Geschwindigkeit proportional  zum  Logarithmus ihres
Molekulargewichts ist.

In der Regel wurden 1,5%ige Agarose-Gele verwendet, fur die in der Herstellung Agarose in
0,5%igem TBE-Puffer aufgekocht und vor dem Erhérten in horizontale Schlitten gegossen
wurde. Ein Kamm stellte Vertiefungen her fur die aufzutragenden DNA-LOsungen. Die
Zugabe des interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid zur aufgekochten Agarose-L6sung
ermdglichte eine Visualisierung der Nukleinsduren unter UV-Licht (302 nm).

Durch Vergleich mit einem Langenstandard definierter Fragmentlangen (100 bp-Leiter)
konnte die Lange von DNA-Molekllen abgeschétzt werden.

In einem 0,5%igem TBE-Laufpuffer wurden Aliquots der aufzutrennenden DNA-LAsung mit
Ladepuffer versetzt und fur 90 Minuten bei 90 Volt laufen gelassen. Diese wanderten

ebenfalls zur Anode, wodurch sich der Verlauf der Trennung verfolgen lief3.

2.3.7 Gelextraktion

Das Prinzip der Gelextraktion wurde fir das Fragment 1 angewendet, um ein optimales PCR-
Produkt ohne weitere Nebenprodukte zu erhalten. Hierfur wurde nach gelelektrophoretischer
Auftrennung des PCR- Amplifikationsproduktes die entsprechende Bande aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits aufgereinigt. Hierbei wurden

die Anweisungen des Herstellers befolgt.

2.3.8 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Aufreinigung der PCR-Produkte zur Sequenzierung erfolgte unter Verwendung von
Filterplatten der Firma Millipore. Es handelt sich dabei um ein membrangebundenes
Aufreinigungsverfahren, bei dem zunéchst das PCR-Produkt unter Druckeinwirkung an eine

Membran gebunden und spéter wieder in Wasser eluiert wird.

a7
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Nach Uberfiihren des gesamten PCR-Produktes auf die Platte und Zugabe von je 250 mi
Wasser, wurde die Platte bei 3200g fur 7 Minuten zentrifugiert. Das PCR-Produkt konnte
dann durch Vortexen in 30 m Wasser eluiert und der Uberstand abpipettiert werden.

2.3.9 Sequenzierung

Mit Hilfe der DNA-Sequenzierung kann die Nukleotidsequenz eines bestimmten
Desoxyribonucleinsaure-(DNA-) Fragments entschlisselt werden. In meinen Versuchen
wurde dieses Verfahren eingesetzt, um unbekannte genomische Variationen, insbesondere
Single-Nucleotid-Polymorphismen (SNPs) im CLNS1A-Gen, zu identifizieren.

Die angewandte Sequenziermethode beruht auf dem Sanger-Abbruch-Verfahren mit
fluoreszensmarkierten Didesoxynukleotiden (ddNTPs) (SANGER et al. 1977). Dabel werden
terminale Didesoxynukleotide enzymatisch eingebaut, wodurch die Strangverléangerung
mangels 3-OH-Gruppe zum Erliegen kommt. Die Verwendung unterschiedlich markierter
ddNTPs erlaubt die spétere automatische Analyse der verschieden langen Abbruchfragmente.

Auf einem Kapillarsequenziergerét findet die Auftrennung der verschieden langen Fragmente
in einer mit Acrylamid-Gel gefllten Kapillare statt. An dieser liegt eine elektrische Spannung
an, mit welcher die Fragmente elektrophoretisch nach der Grél3e aufgetrennt werden. Die
Analyse der je nach Abbruchbase fluoreszenzmarkierten unterschiedlich langen DNA-
Fragmente findet durch einen Laser statt, welcher die Farbstoffe anregt und durch einen
Detektor, der die davon ausgehenden Signale empfangen kann. Je nach GrofRe des zu
sequenzierenden Molekiils werden unterschiedlich lange Kapillaren verwendet. So konnten in
den Versuchen kurze PCR Produkte bis 500bp mit Hilfe von 36 cm langen Kapillaren
analysiert werden, wohingegen fir langere PCR Produkte die 50 cm langen Kapillaren

verwendet werden mussten.

Der Reaktionsansatz enthielt 1-2 nl des zu sequenzierenden PCR-Produktes (25-50 ng/m), 1,0
m Premix (Big Dye), bestehend aus Polymerase, Puffer und fluoreszensmarkierten
Didesoxynukleotiden, 0,5 nl des entsprechenden Sequenzier-Primers (10 niM) und wurde mit
pyogenfreiem Wasser auf 5 m aufgeflllt. Als Sequenzierprimer wurden die bereits
verwendeten PCR-Primer benutzt. Auf Grund struktureller Sequenzbedingungen oder bei
Vorliegen von Deletionen/ Insertionen konnten nicht alle Proben der 27 Fragmente nur in eine

Richtung (5 ® 3 oder 3'® 5') qualitativ gut ausgewertet werden. In diesen Féllen musste
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das Fragment von beiden Seiten sequenziert werden. Die verwendeten Sequenzier-Primer und

die jewellige Sequenzierrichtung kann Tabelle 8 entnommen werden.

Tabelle 7: Ubersicht uber alle verwendeten Primerpaare, deren Sequenz, Fragmentlange, Annealing-

Temperatur, Zyklen-Zahl, verwendeter Puffer und eventuelle Zusatze (F=Fragment, L=Fragment-L ange,

T=Annealing-Temperatur, Z=Zyklen-Zahl, fwd=forward, rev=rever se)

F Name Sequenz L T(°C) z Puffer Weitere Zusdtzein ni

1 CLN_1c_148fwd Cgccaccacgcecagg 382 bp 61 38 Puffer s
CLN_1a 529rev getctgegtgaattactgt

2 CLNSI1A_2 424fwd gottgctgetgtaatgge 479 bp 62 35 Puffer y 1,2MqgCl
CLNSI1A_2 902rev ctttgatccctgaatgetct

3a CLNSIA 3a 787fwd_ gtgatctgeecgecteg 516 bp 65 30 Puffer y
CLNS1A_3a 1307rev_ catcteccacccaaccaat

4 CLNSIA_4 1243fwd Aggatttggcaggttg 515 bp 63 38 Puffer y
CLNSIA_4 1757rev ataactgagacactgasagcg

5 CLNS1A_5_1661fwd ttagttcagcctatatccage 536 bp 63 35 Puffer y 1,2MqgCl
CLNS1A_5 2195rev tacctctcagcgatgtaaag

6 CLNSIA_6 2046fwd Ctgtgttgcegeactct 522 bp 63 35 Puffer y 0,6 Betain
CLNS1A_6 2567rev cgccagacctccagtasat

6a CLNSIA_6a 2540fwd aactcgcctatttactggag 148 bp 58 38 Puffer s
CLNSI1A_6a 2687rev cacagtcggctctgasac

7 CLNSIA_7_9421fwd ctgtccgatagttcacattce 499 bp 63 35 Puffer s 0,6 MgCl
CLNS1A_7 9920rev aatcctaatccagagecatc

8a CLNSIA_8a 9826fwd gtggtcttacatgaggatttac 547 bp 58 38 Puffer y
CLNS1A_8a 10372rev ttagacggagictcactttg

9 CLNSIA_9 13274fwd ctgecaccacgecttge 485 bp 66 35 Puffer y 0,6 Betain
CLNSIA 9 13758rev gecteccasagtgetece

10a | CLNSI1A_10a 13637fwd acaagtcccagtctcagaa 480 bp 53 38 | Puffers
CLNSIA_10a 14116rev ggaatgcttggtatgtaaa

11 CLNSLA 11 14004fwd acagtgatgatgatgttgaacc 480 bp 66 35 | Puffery /
CLNS1A_11 14483rev gggtcagagtcctggtaaga

12 CLNSIA 12 14395fwd atctcaggatggctggasag 400 bp 62 35 | Puffery
CLNSIA_12 14803rev tattcttcteegtegtagtcat

13a | CLNSI1A_13a 14707fwd gttcagt ggaggcaatg 473 bp 62 38 | Puffery 1,2 Betain
CLNSIA_13a 15179rev gaggtcgggagttcaag

14a | CLNSIA_14a 148%fwd ggtagaggattatagttctttat 496 bp 57 40 | Puffers
CLNSI1A_14 15389rev ccattttctttcctcccata

15 CLNSI1A_15 16632fwd tggacttgggattctttgg 548 Ip 65 34 | Puffery 1,2MgCl
CLNS1A_15 17179%ev ccttetgctgttagatggg

16 CLNSIA_16 17105fwd tttagaacaaggacagcgg 506 bp 64 40 Puffer s
CLNS1A_16_17610rev cctagcaaactaatacacagag

17 CLNSI1A_17_17315fwd atgagcacttgggcaataa 491 bp 56 35 Puffer s
CLNS1A_17_17805rev gccagccttcagtcacg

18 CLNSIA_18 19557fwd tcagttacctcccaccaga 509 bp 61 35 Puffer s
CLNSI1A_18 20066rev tgagcaatccctatgaacac

19 CLNSIA_19 19982fwd tcttaccagcagagggea 550 bp 61 40 Puffer s
CLNSI1A_19 20531rev ccagatacagtggctcacag

20 CLNSI1A_20 20377fwd geacatgcttaccacacc 388 bp 64 38 Puffer y
CLNS1A_20 20764rev gggagacagggacaacaa

21 CLNSI1A_21 22543fwd atgtgccaccacgcectg 482 bp 64 38 Puffer y 3,0 Betain
CLNS1A_21 23024rev atgcctagtcacgagtgee

22 CLNSI1A_22 22928fwd catctgtaasatggggagg 534 bp 61 38 Puffer y
CLNSIA_22 23461rev aacatggcgaaaggage

23 CLNS1A_23 23341fwd attcctaccttgactgtgtg 487 bp 63 38 Puffer y
CLNS1A_23 23837rev gaagtggcagaaatcece

24 CLNSI1A_24 23685fwd taatgctggcaaatatgag 547 bp 55 36 Puffer s
CLNS1A_24 24231rev agtggctagtacagaggtctc

25 CLNSI1A_25 24124fwd ctttttctaaccagactctcag 538 bp 61 38 Puffer y
CLNSIA_25 24661rev atgttcatggasagtcacaa

26a | CLNSI1A_26a 10173fwd catcetggctaatacggt 354 bp 57 40 Puffer s
CLNSI1A_26_10526rev atatacagacacacatgaacac

49
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Tabelle 8: Verwendete Sequenzierprimer (fwd=forward, rev=reverse)

Fragment | Primername Primersequenz Sequenzierrichtung
1 CLNSI1A_1c_148fwd cgccaccacgecagg 5® 3
2 CLNSI1A_2 424fwd gottgetgctgtaatgge 5® 3
3a CLNS1A_3a 1307rev catctcccacccaaccaat 35
4 CLNSI1A 4 1243fwd aggataatttggcaggttg 5® 3
5 CLNSI1A 5 1661fwd ttagttcagcctatatccage 5® 3
6 CLNS1A_6 2046fwd ctgtgttgcegeactct 5® 3
6a CLNSI1A_ 6a 2687rev cacagtcggctctgasac 3® 5
; CLNSI1A_7_9421fwd ctgtccgatagttcacattcc 5® 3
CLNSI1A_7_9920rev aetcctaatccagagcecatc 35
8a CLNSIA 8a 9826fwd | gtggtcttacatgaggatttac | 5'® 3°
9 CLNSI1A 9 13274fwd | ctgccaccacgcecttge 5® 3
10a CLNSIA_10a 13637fwd | acaagtcccagtctcagaa 5® 3
1 CLNS1A_ 11 14004fwd | acagtgatgatgatgttgaacc |5'® 3°
CLNS1A 11 14483rev | gggtcagagtcctggtaaga 3® 5
12 CLNS1A 12 14803rev | tattcttctcegtegtagtcat 3I® 5
134 CLNSIA 13a 14707fwd | gttcagtggaggcaatg 5® 3
CLNS1A_13a 15179rev | gaggtcgggagttcaag 3I® 5
. CLNSI1A_ 14a 14894fwd | ggtagaggattatagttctttat | 5°®@ 3°
CLNSI1A_14 15389rev | ccattttctttccteccata 3® 5
15 CLNSI1A_15 16632fwd | tggacttgggattctttgg 5® 3
CLNSI1A_15 17179rev | ccttctgctgttagatgog 3 5
6 CLNSIA 16 17105fwd | tttagaacaaggacagcgg 5® 3
CLNS1A_16 17610rev | cctagcaaactaatacacagal( | 3° @ 5
17 CLNSI1A_17 17315fwd | atgagcacttgggcaataa 5® 3
CLNSI1A_17 17805rev | gccagccttcagtcacg 3® 5
18 CLNSI1A_18 20066rev | tgagcaatccctatgaacac 3® 5
19 CLNSI1A_19 19982fwd | tcttaccagcagagggca 5® 3
CLNSI1A_19 20531rev | ccagatacagtggctcacad (3 ® 5°
20 CLNSI1A_20 20377fwd | gcacatgcttaccacacc 5® 3
21 CLNSI1A_21 22543fwd | atgtgccaccacgcctg 5® 3
22 CLNSI1A_22 22928fwd | catctgtaaaatggggagg 5® 3
03 CLNSI1A_23 23341fwd | attcctaccttgactgtgtg 5® 3
CLNS1A_ 23 23837rev | gaagtggcagaaatccce 3I® 5
24 CLNSI1A 24 23685fwd | taatgctggcaaatatgag 5® 3
25 CLNS1A_25 24661rev | atgttcatggasagtcacaa 3I® 5
o6a CLNSI1A 26a 10173fwd | catcctggctaatacggt 5® 3
CLNSI1A_26_10526rev | atatacagacacacaigaacaiC | 3* @ 5
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Die Sequenzier-Reaktion wurde mit 28 Zyklen in einem Thermocycler in Low profil Platten

(Firma Peglab) nach folgendem Programm durchgefihrt:

Tabelle 9: Allgemeine Temperaturbedingungen fir die Sequenzierreaktionen

Temperatur Zeit

95 °C (Denaturierung) 30 sec

50°C (Annealing) 15 sec
60 °C (Extension) 4 min
4°C hold

Nach erfolgter Sequenzierreaktion wurden die Sequenzierprodukte fUr die abschliefiende
Falung und Reinigung mit je 100pl 70 %igem EtOH (Raumtemperatur) versetzt und fur 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In der anschlief3enden Zentrifugation (3000g fur 30
Minuten) bildeten sich DNA-Pellets am Plattenboden. Der Uberstand wurde verworfen und
ein zweiter Reinigungs- (je 150ul 70 %iger EtOH) und Zentrifugationsschritt (3000g fur 10
Minuten) durchgefihrt. Nach Abkippen der Flissigkeit schloss sich ein 5-minitiges Trocknen
der DNA-Pellets bei Raumtemperatur an.

Die so aufgereinigten Sequenzierprodukte wurden in je 50 pl HPLC-H,O aufgenommen und
25ul dieses Eluates in spezielle Mikrotiterplatten Uberfihrt. Die Auftrennung der
Sequenzierprodukte fand unter Standardbedingungen statt.

2.3.10Auswertung der Sequenzen

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte unter zu Hilfenahme des Sequenz-Analyse-
Programms BioEditSequence Alignment Editor. Lediglich Sequenzen mit eindeutigen
Signalen wurden verwendet. Durch direkten Vergleich der zu untersuchenden Sequenzen mit
einer Referenzsequenz (NT_033927, Gene ID 1207) aus der genomischen Datenbank des
National Center for Biotechnology Information konnten genetische Variationen im CLNS1A-

Gen identifiziert werden.
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2.3.11Genotypisierung mittels MALDI-TOF MS

2.3.11.1 Theoretische Grundlagen

Bel der matrixunterstiitzten Laser Desorption/ lonisation (MALDI) wird die zu untersuchende
Probe mit dem 100- bis 1000fachen Uberschuss an Matrix versetzt, auf einem Probenteller
co-kristallisiert und anschlief?end im Hochvakuum des Massenspektrometers einem intensiven
Laserimpuls von wenigen Nanosekunden Dauer ausgesetzt (KARAS und HILLENKAMP
1988; KIRPEKAR et al. 1998).

Aufgrund der Entwicklung der MALDI-TOF Massenspektrometer ist es moglich, DNA-
Fragmente in einer Grofenordnung von 1000 bis 9000 Da, d.h. 3-30 Basen, mit einer
Genauigkeit von 0,1 % bis 0,01 % zu bestimmen, womit sich ein Massenbereich erschlieft, in
dem ene SNP-Anadyse (SNP = Single Nucleotide Polymorphism) mittels Primer-
Extensionsprodukten durchgeftihrt werden kann (GRIFFIN und SMITH 2000; LEUSHNER
2001; PUSCH et al. 2002; STORM et al. 2003).

Das von Hillenkamp und Karas (KARAS und HILLENKAMP 1988; KARAS et al. 1991)
sowie  Tanaka (TANAKA e a. 1988) eingefihrte  matrixunterstitzte
Laserdesorptionsverfahren (Matrix-Assisted Laser Desorption/ lonization Time-Of- Flight),
hat in den letzten Jahren zur Entwicklung von effektiven Hochdurchsatzmethoden gefihrt,
mit deren Hilfe DNA-Variationen im Erbgut schnell und prézise detektiert werden kénnen
(GRIFFIN und SMITH 2000; LEUSHNER 2001; PUSCH et al. 2002; STORM et al. 2003).
Die am weitesten fur die Genotypisierung von Einzelbasenaustausch optimierte, auf MALDI-
TOF MS basierende Methode ist die Primer-Extensions-Reaktion. Hier entstehen durch eine
Primer-Verlangerung (Primer-Extension), SNP-spezifische Primer-Extensionsprodukte, die
sich aufgrund ihres unterschiedlichen Gewichts massenspektrometrisch unterscheiden lassen
(GRIFFIN und SMITH 2000). Um einen Einzelbasenaustausch mit Hilfe der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie detektieren zu konnen, ist es notwendig, den genomischen Bereich, in
dem sich der SNP befindet, mit der PCR zu amplifizieren. Dabei werden die Primer so
gewahlt, dass PCR-Amplifikate entstehen, die ca. 100 bp grof? sind, um eine mdglichst hohe
PCR-Effizienz zu erzielen. Anschliefiend werden die so generierten PCR-Produkte fir die
Primer- Extensionsproduktion als Ausgangsprodukt eingesetzt. Die SNP-spezifische
Extension nach der hME-Methode (Homogeneous-Mass- Extent™) wird firr die Bestimmung
von Allelfrequenzen und fur die Einzelgenotypisierung eine Platte fir 384 Reaktionen
verwendet (LITTLE et a. 1997; DING und CANTOR 2003; HARTMER et a. 2003).
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Abbildung 10: Schematischer Aufbau eines MALDI-T OF-Massenspektrometers (nach GRIFFIN and
SMITH 2000) (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. H. Gohlke, GSF, M linchen)
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2.3.11.2 Vorbereitung der Platten fir die MALDI-TOF

Zundchst wurde die genomische DNA der Studienpopulation (siehe 2.1.2) nach einem
vorgegebenen Schema (siehe Abb.11) sortiert. Dabei wurden zur Qualitétssicherung vier
Negativkontrollen pro 96-er-Platte eingefligt, um Drehungen der Probenplatten ausschlief3en

zu koénnen.

Abbildung 11: Kontrollschema; NK=Negativkontrolle

1 2] 3] 4 5 6 7 8 9] 10 11} 12

I|o|m|m|ojo|w|>

H

In einem anschlieffenden Verdinnungsschritt (1:20) wurden die einzelnen Proben unter
Beachtung des oben genannten Kontrollschemas mit einem DNA-Gehalt von 1 ng/pl auf 96-
er Clusterplates (Mutterplatten) Uberfihrt. Vier solcher Mutterplatten wurden zu einer 384-er
Platte (Tochterplatte) nach einem vorgegebenen Schema (siehe Abb.) zusammengefasst.
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Dabel wurden je 5 pl DNA (1ng/ul) von der Mutterplatte auf die Tochterplatte mit Hilfe der
Pipettierstation Genesis RSP 150 Workstation wberfuhrt und bei Raumluft Uber Nacht
getrocknet. Nach der Trocknung betrug die Gesamtkonzentration je Probe 5 ng.

Die Einhatung eines Pipettierschemas sollte die richtige Probenplatzierung auf der 384-er-
Platte sichern. In Abbildung 12 fdlt bel sorgfdltigem Probenauftragen die jewells
guadratische Anordnung der Negativkontrollen (NK) auf.

Abbildung 12: Verteilungsmuster von vier Mutterplatten (96er Platten) auf eine Tochterplatte (384er
Platte); NK=Negativkontrolle
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Die so hergestellten Tochterplatten wurden in den weiteren Arbeitsschritten im Rahmen der
Genotypisierung mittels MALDI-TOF verwendet.

2.3.11.3 Polymer asekettenreaktion (PCR) im Rahmen der hME-Methode fur die
MALDI-TOF

Vor der Primer-Extensions-Reaktion wird der genomische Bereich um den zu untersuchenden
SNP mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Die fur diese Amplifikation verwendeten
»Sense- und ,, Antisense”-Primer weisen neben dem sequenzspezifischen Bereich jeweils ein
zusétzliches Motiv von zehn Basen auf. Das zusétzliche Sequenzmotiv, der sogenannte
.r1ag’, eflllt in diesem Zusammenhang mehrere Aufgaben. Zum einen verlauft die
Amplifikationsreaktion gleichmaiger, wenn mehrere PCR-Reaktionen in enem
Reaktionsgefald stattfinden (Multiplex), zum anderen ist es notwendig, die Masse dieser
Primer mit Hilfe des , Tags* soweit zu erhdhen, dass sie bei der anschlief?enden MALDI-TOF
Analyse nicht im Massenbereich der Primer-Extensionsprodukte liegen und somit auf3erhalb
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des eingestellten Massenfensters sind, da bei der hME-Methode die Uberschissigen, in der
PCR unverbrauchten Primer nicht entfernt werden.

Die PCR-Reaktionen, die innerhalb der hMEMethode durchgefiihrt wurden, erfolgten in
einem Reaktionsvolumen von 6 ul in einer 384er Mikrotiterplatte, in der sich die vorgelegte,
Uber Nacht getrocknete DNA befand (5 ng). Dazu wurde mit Hilfe der Pipettierstation
Genesis RSP 150 Workstation folgender, vorher angesetzter Mastermix auf die einzelnen
Positionen der Platten verteilt:

Tabelle 10: PCR fir die hME-Methode in Platten mit 384 Positionen (Gesamtvolumen 6 pl)

K omponenten Volumen g(;r;]zrifl‘éfsajinf;n der
10x Puffer _— 10x
dNTP-Mix 0.6 (e 2mi)
Primer sense il 100
Primer antisense 01 100 M
HotSarTaq 002n 5 Ui
MqgCl,
9 0,24 m o5 T
H,0 Ad6m

Die verwendeten Sense- und Antisense-Primer kdnnen Tabelle 11 entnommen werden.

Tabelle 11: Verwendete Sense-, Antisense- und hME-Primer fur
(1) MDL-Population, (2) MD-Population und (3) D-Population

AP SersePimer Artisense-Primer hME-Primen(BExtension)
G853T (WAOGTTGGATGCAAAGTGCTCGGATTACAGG | (DACGTTGGATGOOOCAACCTGOCAAATTATC |(NTACAGGOGTGAGOCACC
C7453T (MACGTTGGATGGCAAATCAGAAAAGGAAGAG |(DACGTTGGATGCTTTIGCAAATCCTCOOCTC [(JTOCCTTCAACTACACCA
@ACGTTGGATGGCAAATCAGAAAAGGAAGAG  |(QACGTTGGATGCTTTIGCAAATCCTCOOCTC  [(AGOCTOCCTTCAACTACACCA
crer (DACGTTGGATCCATGTGACTGAGGAAAATGG | (DACGTTGGATGCGTGGAAACTGAGTTTTCTTT |(GCTAGAGGGAAAGAGAC
TI2777G  |(ACGTTGGATGGCACATCGTTAGTGAAATEG |(DACGTTCGGATGAGAACTATAATOCTCTAOCC  |()GTGAAATGGATTTTAAAGTGG
(AACGTTEGATGGCACATGGTTAGTIGAAATGG | BACGTTGGATGAGAACTATAATCCTCTACCC  |(ATGAAACACTAAACAAACAAAAAA
T18012G  |(WACGTTGGATGIGTCTGAAGTGTTCATAGGG |(MACGTTCGATGCCAACTGTTGGTIGTGGTATC |(NGGATTGCTCAGTAATTAATTTTTT
TAXNA  |ACGTTGGATGAATGCACAGGAGCTTGGTAG |(DACGTTCGGATCOCTAAGAGGT TATAACAGCAG (WGAGCTCCTTTOGOCATG

BACGTTCGATGAATGCACAGGAGCTTGGTAG

BACGTTCGATGOCTAAGAGGTTATAACAGCAG

(QAGGTTATAACAGCAGACTGGTAMA

folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Die ProbenrAmplifikation wurde fir samtliche Primer auf einem Thermocycler unter
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Tabelle 12: Temperaturbedingungen fir die PCR

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

Nach erfolgter PCR wurde von einer Reihe (24 Proben) der 384-er-Platte je ein pl PCR
Produkt gemischt mit je 4 ul Ladepuffer auf ein 3%iges Agarose-Gel aufgetragen und mittels
Gelelektrophorese das Ergebnis der Amplifizierung Uberprift. Es wurde eine Reihe der Platte
ausgewdhlt, die Negativkontrollen enthielt, um mogliche Kontaminationen fruhzeitig zu

identifizieren.

2.3.11.4 SAP-Reaktion

Nach erfolgter PCR wurden freie, nicht in das Amplifikat eingebaute Desoxynukleotide durch
das Enzym SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) abgebaut. Ein derartiges Vorgehen ist
notwendig, da durch die freien Nukleotide andere als die vorher bestimmten Primer-
Extensionsprodukte entstiinden, wodurch Probleme bel der korrekten SNP-Detektion
auftreten wirden.

Mit Hilfe des Pipettierroboters Multimek 96 Automated 96-Channel Pipettor wurden 2 pl
SAP-Mastermix bestehend aus SAP, hMEPuffer und H,O pro Well vertellt. Der SAP-
Reaktion Mastermix fir das bendtigte Volumen einer 384er-Platte (1152,0ul im Uberschuss
fur Pipettierroboter) wurde nach folgendem Protokoll hergestellt:
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Tabelle 13: SAP-Reaktion-Mastermix fir ein Gesamtvolumen von 1152,0 pl

Komponenten Volumen
H>0 881,3 m
SAP (Shrimp alkaline

phosphatase) Lrz8m

Fur das anschlief?ende Thermocycling zur Enzyminaktivierung wurde folgendes Programm

verwendet:

Tabelle 14: Temperaturbedingungen fir die SAP-Reaktion

Temperatur Zeit
37°C 20 min
85°C 10 min
20°C oo

2.3.11.5 Primer-Extension-Reaktion

Mit  Hilfe der Primer-Extenson-Methode entstehen  SNP-spezifische  Primer-
Extensionsprodukte, die sich aufgrund  ihres  unterschiedlichen  Gewichts
massenspektrometrisch unterscheiden lassen. Die eingesetzten Primer werden so konzipiert,
dass entweder das 3'-oder das 5'-Ende des Primers (e nachdem ob es sich um Sense-oder
Antisense-Primer handelt) eine Base vor dem SNP liegt. Die Verwendung von ddNTPs fihrt
je nach Vorliegen des entsprechenden Allels zum Kettenabbruch und somit auch zu
unterschiedlich grof3en Extensionsprodukten, die sich in der MALDI-TOF analysieren lassen.
Neben dem sequenzspezifischen Bereich weisen die eingesetzten Primer jewells ein
zusétzliches Motiv von einigen Basen auf, den sogenannte ,Tag‘. Diesar ,Tag" ist
notwendig, wenn mehrere Reaktionen gleichzeitig in einem Ansatz laufen (Multiplex-
Methode), um aufgrund der unterschiedlichen Massen in der MALDI-TOF-Analyse zwischen
den einzelnen Extensionsprodukten unterscheiden zu konnen.

2ul eines nach folgendem Protokoll angefertigtem Mastermixes wurden jeder Probe
Zugesetzt:
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Tabelle 15: PCR der Primer-Extension-Reaktion

Komponenten Volumen
Soppldsung (hME Extend Mix,

enthaltend Puffer und dNTPs/ddNTP) | %2 ™
hME-Primer 0,054

MassExtend Enzym (Thermosequenase) | g i

H,O

Ad2m

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten hMEPrimer konnen Tabelle 11 entnommen

werden.

Alle erforderlichen Pipettierschritte erfolgten dabei auf der Pipettierstation Multimek96
Automated 96 Channelpipettor unter Verwendung von programmierten Standardabléufen.

Das fur die Primer-Extensionsreaktion erforderliche Thermocycling wurde nach folgendem

Protokoll durchgefthrt:

Tabelle 16: Temperaturbedingungen flr Primer-Extension-Reaktion

Temperatur Zeit

94°C 2 min

94°C 5 sec

52°C 5 sec (55 Zyklen insgesamt)
72°C 10 sec

20°C 1sec
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2.3.11.6 Aufreinigung der Extensionsprodukte

In enem letzten Schritt wurden die Extensionsprodukte mittels eines
Kationenaustauschharzes (Spectroclean) aufgereinigt, bevor sie massenspektrometrisch
analysiert werden konnten. Dieser Arbeitsschritt ist notwendig, um z.B. letzte
Pufferbestandteile oder Mg zu entfernen, die die anschlieRfende Detektion negativ
beeinflussen konnen. Nach einem Standardprotokoll wurden zusétzlich zum Spectroclean
noch 16 pl H,O pro Well mit Hilfe des Pipettierroboters Multimek96 Automated 96
Channel pipettor pipettiert. Zentrifugation und Rotation wurden abschlief3end durchgefiihrt.

2.3.11.7 MALDI-TOF-Massenspektrometrie im Rahmen der hM E-M ethode

Nach erfolgter Probenaufbereitung wurden :2 nl des Anaysengemisches mit Hilfe des
Spectro Point Nanoliter Pipetting Systems™ auf einen Siliziumchip transferiert. Hierbel
handelt es sich um einen 384er Siliziumchip, der mit einer kristallinen Matrix (3-
Hydroxypicolinsdure) beladen ist. Zusétzlich zu diesen 384 Matrixspots, auf welche die zu
analysierenden Proben Ubertragen wurden, befinden sich 10 weitere Matrixspots auf dem
Chip, die mit einem Kalibranten beschickt wurden. Der verwendete Kalibrant besteht aus
einer Mischung von Oligonukleotiden bekannter Masse und diente der Kalibrierung des
Analysesystems.

Nach Beladung des Chips wurde dieser auf einen metallischen Probentréger tibertragen und in
die Vakuumschleuse des Biflex 11 Massenspektrometers eingefiihrt. Die Vermessung und
Analyse der Proben sowie Kalibrierung des Systems erfolgten automatisch nach

Standardeinstellungen.
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Abbildung 13: Schematischer Ablauf der hME-Methode (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
Dr. H. Gohlke, GSF, Miinchen)
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2.3.12 Statistik

2.3.12.1 Bilden von Haplotypbltcken

Zur Eingrenzung der SNPs, die tatséchlich typisiert werden mussten, um die Abdeckung aller
Genotypen fur enen maximaen Informationsgehalt zu ereichen, wurde ene
Hapl otypbl ockanalyse vorgenommen.

Dabel gibt es verschiedene Ansédtze. Eine Variante, die hier benutzt wird, ist es, SNPs,
zwischen denen ein hoher Zusammenhang besteht, in Blocke zusammenzufassen und
lediglich jeweils einen SNP pro Block fir die Genotypisierung auszuwéhlen. Diese
ausgewdhiten SNPs werden ds ,tagging SNPs“ bezeichnet. Als Mal3 fur den alelischen
Zusammenhang wird hierbei das Linkage Disequilibrium (=L D) benutzt. Hohes LD zwischen
zwei SNPs bedeutet einen hohen Zusammenhang zwischen diesen SNPs, weshalb LD héufig
auch als,, allelic association* bezeichnet wird.

Mit Hilfe des Programms Haploview wurde in der vorliegenden Arbeit die Analyse des
K opplungsungle chgewichtes durchgefiihrt (BARRETT 2005) (siehe auch 3.1.3).
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2.3.12.2 Hardy-Weinberg

Genotypfrequenzen werden durch Vererbungsmuster bestimmt, wobei man im Allgemeinen
von einer zufdligen Paarung ausgehen kann. Dabei befinden sich dominante und rezessive
Merkmae in einer Population in einem Gleichgewicht. Anhand von dtatistischen
Berechnungen wurde gezeigt (G.H. Hardy und W. Weinberg), dass die Allelhaufigkeiten und
daraus resultierend auch die Genotypenhaufigkeiten unter konstanten duf3eren Bedingungen
von Generation zu Generation gleichmaldig vererbt werden. Dabel bildet Panmixie die
auf3eren Voraussetzungen, d.h., die Forderung nach zuféliger und uneingeschrankter Paarung
der Partner in einer (unendlich grof3en) Population muss erflllt sein. Die dann resultierenden
Nachkommen miissen wiederum gleiche Uberlebenschancen, die gleiche Fruchtbarkeit und
gleiche Paarungschancen haben (HARTL und CLARK 1997).

Im Modell von Hardy-Weinberg gibt es eine mathematische Beziehung zwischen der
Allelfrequenz und der Genotypfrequenz, die gegeben ist durch

AA= p?,Aa=2pg,aa=0q°,

wobei p und q die Allelfrequenzen von A und a, P, 2pq und of die Haufigkeit der jeweiligen
Genotypen darstellen. Die Frequenzen der Gleichungen konstituieren das Hardy-Weinberg
Gleichgewicht (oder Hardy-Weinberg-Equilibrium=HWE). Ist das Hardy-Weinberg
Gleichgewicht nicht erfiillt, so deutet dies auf eine Verletzung der Modellannahmen hin.

Als Test auf Abweichung vom HWE wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet, bei welchem
die erwarteten Haufigkeiten aus den beobachteten Allelfrequenzen abgeleitet werden.
Signifikante Abweichungen vom HWE deuten in der Praxis meist auf ein technisches
Problem bei der Genotypisierung hin. Die Uberprifung des HWE wurde daher zur
Uberprifung der Genotypisierungsqualitéat verwendet.

2.3.12.3 Assoziation

2.3.12.3.1 Qualitative Phanotypen

Ob ein Zusammenhang zwischen den Genotypen der CLNSI1A-SNPs mit bestimmten
dichotomen Phanotypen besteht, wurde mit verschiedenen Chi-Quadrat- Tests sowie mittels
Armitage- Trend-Tests gepriift. Dabei wurde einem Vorgehen von Sasieni gefolgt (SASIENI
1997), der verschiedene Modelle auffuhrt: zum einen das lineare Modell, das eine Zu- oder
Abnahme einer Krankheitswahrscheinlichkeit mit wachsender Anzahl enes Alles annimmt,
sowie das allelische Modell, bel welchem die Haufigkeiten der Allele zwischen Patienten und

Gesunden verglichen werden. Das dominante Modell (dominant auf dem seltenen Allel), fasst
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den heterozygoten mit dem homozygot polymorphen Genotyp zusammen und fihrt dann
einen Vierfelder-Chiquadrattest durch. Zwel weitere Vierfelder- Chiquadrattests werden bei
Sasieni angefihrt: bei dem einen werden nur die Haufigkeiten vom Wildtyp und
heterozygoten Genotyp berticksichtigt, und bei dem anderen die Haufigkeiten von Wildtyp

und Polymorphismus.

Fur die nachfolgenden Ergebnisse wird das jeweilige verwendete Modell stets explizit
angefuhrt. Lediglich das lineare Modell verlangt den Armitage-Trend-Test. Die anderen
Modelle verwenden den Chi-Quadrat-Test, um eine Assoziation zwischen Genotyp und
Phanotyp zu berechnen. Als Effektmald samtlicher Tests wird die Odds Ratio (Risiko-Ratio,
OR) angegeben. Sie stellt das Chancenverhéltnis zwischen zwel Gruppen dar, eine Krankheit
zu bekommen. Bel einer OR fur Asthma von 2:1 fur die Gruppen mit Mutation/ ohne
Mutation bedeutet dies: Die Chance, an Asthma zu erkranken, ist in der Gruppe mit Mutation
doppelt so hoch wie in der Gruppe ohne Mutation. Odds Ratios werden stets mit 95%igem
Konfidenzintervall angegeben. (d.h. in 95% dler Ziehungen wirde die wahre Odds Ratio
innerhalb des Konfidenzintervalls liegen)

2.3.12.3.2 Quantitative Phanotypen

Des Weiteren wurde bestimmt, ob verschiedene Lungenfunktionsparameter in Abhangigkeit
des Genotyps bestimmter Polymorphismen signifikante Unterschiede aufwei sen.

Dazu wurden zunédchst univariate Varianzanalysen durchgefthrt mit der Nullhypothese,
davon ausgehend, dass es keine Mittelwertunterschiede zwischen verschiedenen Gruppen gibt
(d.h. hier keine Mittelwertunterschiede zwischen verschiedenen Genotypen).

Zusétzlich wurden die Mittelwertunterschiede in einem rezessiven Modell getestet, wobel der
t-Test verwendet wurde. Das rezessive Modell betrachtet Wildtyp und heterozygoten Genotyp
gemeinsam und vergleicht diese mit dem homozygot polymorphen Genotyp.

Samtliche Tests wurden zweiseitig durchgefuhrt und als Signifikanzniveau wurde ein a von

0,05 festgelegt. Die Assoziationsanalysen sowie die Tests auf Abweichungen vom HWE
wurden mit SAS 9.1.3 oder SAS/ Genetics durchgefihrt.
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2.3.13 Phylogenetische Analysen (VISTA Browser)

Um abschdtzen zu konnen, ob Polymorphismen in einer Genregion von maoglicher
funktioneller Relevanz liegen, wurden die evolutiondre Konservierung dieser Bereiche in der
Evolution untersucht.

Mit Hilfe des Programms Vista Browser ist es moéglich, solche phylogenetischen Analysen
von genomischen Sequenzen durchzufihren. Dabel werden die genomischen Sequenzen
unterschiedlicher Spezies miteinander verglichen und hochkonservierte Genregionen
identifiziert. Damit sind Bereiche eines Gens gemeint, die sich wahrend der Phylogenese
erhalten haben und sich daher im Genom unterschiedlicher Spezies wiederfinden.
Konservierte Bereiche sind oft von grofer funktioneller Wichtigkeit.

Das Programm Vista Browser stellt die Ergebnisse seiner Analysen graphisch dar: die Kurven
vermitteln die Hohe der Konservierung zwischen den verglichenen Sequenzen in Prozent.
Zusétzlich sind hochkonservierte Regionen farblich markiert (siehe Abb. 20 unter 3.4.1).

Fur den im CLNSI1A-Gen identifizierten SNP C7624T, der signifikante Ergebnisse in der
Lungenfunktionsanalyse zeigt (siehe 3.3.6.1), wurde eine phylogenetische Analyse mit dem
Programm Vista Browser durchgefihrt, wobel die humane Sequenz mit der des Hundes und

der Maus verglichen wurde.

2.3.14 Analyse von Transkriptionsfaktorbindestellen (MAT -Inspector)

Das Auftreten von Polymorphismen kann unterschiedliche Auswirkungen auf das Gen und
dessen Funktion haben: liegt ein SNP im Bereich eines Exons, so kann dies zu einer
Verénderung  der  betroffenen Aminosiuresequenz  fihren.  Eine  verénderte
Aminosauresequenz kann mit einer Funktionsanderung des entsprechenden Proteins, fir das
das Gen kodiert, verbunden sein. Dabei kann der Basenaustausch einen kompletten
Funktionsverlust des Proteins, aber auch eine reduzierte, erhohte oder unveranderte Funktion
des Proteins bedeuten. Ein Basenaustausch im Bereich eines Exons kann jedoch auch ohne
Einfluss auf die Aminosduresequenz sein. Man spricht dann von einer ,stillen Mutation*.
Liegt der Basenaustausch im Bereich eines Introns, so kénnen regulatorische Elemente der
Transkription betroffen sein, wodurch sich Bindungsmotive fir DNA-bindende Proteine
verandern kdnnen und damit die Transkriptionsrate eines Gens beeinflussen. DNA-bindende
Proteine sind z.B. Transkriptionsfaktoren (TF), die fur die Initiation der RNA-Polymerase bei
der Transkription von Bedeutung sind. Grundsétzlich werden algemene (basale) und

gewebe- bzw. zellspezifische Transkriptionsfaktoren  unterschieden.  Allgemeine
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Transkriptionsfaktoren sind fur jede Transkription notwendig und binden dabel entweder
direkt an die DNA oder an andere Proteine eines I nitiationskomplexes. Transkriptionsfaktoren
sind in ihrer Struktur divers und haben unterschiedliche Aufgaben. Einige besitzen
Bindestellen fur wichtige Regulatoren, andere haben Proteinkinase-Funktionen oder zeigen
Helicase-Aktivitét. Sie sind ubiquitédr, d.h. sie sind in alen Zellen eines Organismus
gleichmdl3ig vorhanden und haben an der spezifischen Genregulation meist keinen Anteil.
Dagegen vermitteln spezifische Transkriptionsfaktoren der Polymerase welches Gen aktiviert
werden soll. Sie sind daher nur in den Zellen vorhanden, in denen das Gen, welches sie
regulieren, aktiviert bzw. reprimiert werden soll. Die DNA-Bereiche, an die sie binden, haben
eine spezifische Sequenz (cis-Element oder Enhancer), die von dem Transkriptionsfaktor
erkannt wird. Spezifische Transkriptionsfaktoren werden meist durch Proteinkinasen aktiviert.
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des Programms MAT-Inspector der sequenzierte
Promotorbereich sowie Teile von Intron 1 des CLNSI1A-Gens auf mdgliche
Transkriptionsfaktor-Bindestellen analysiert, um madgliche funktionelle Auswirkungen der im
CLNS1A-Gen identifizierten SNPs zu untersuchen. Bel MAT-Inspector handelt es sich um
ein Programm zur Transkriptionsfaktor-Analyse, welches Transkriptionsfaktorbindestellen in
Sequenzen unlimitierter Lange findet und auf ein mogliches Bindungspotential schlief,
jedoch nichts tber die Funktionalitét der gefundenen Bindestelle aussagt. Zur Beschreibung,
wie gut die in der eingegebenen Sequenz gefundenen Bindestelle mit der tatsachlichen
Bindesequenz aus der Datenbibliothek des Programms Ubereinstimmt, verwendet MAT-
Inspector die Begriffen core sequence, core similarity und matrix similarity, wobel die core
sequence als Sequenz aufeinanderfolgender Positionen der Matrix definiert ist, die am
hochsten konserviert sind (gewohnlich vier). Das Maximum der core similarity von 1,0 wird
nur erreicht, wenn die am hochsten konservierten Basen der Matrix exakt mit der
untersuchten Sequenz Ubereinstimmen. Wichtiger noch als die core similarity ist die matrix
similarity, welche die Ubereinstimmung aller Basen der Matrize, nicht nur der core sequence,
mit der untersuchten Sequenz prift. Eine perfekte Ubereinstimmung, bei der adle
Sequenzpositionen der Matrix entsprechen, erhdlt eine matrix similarity von 1,0. Im Fall einer

,guten* Ubereinstimmung betrégt die matrix similarity > 0,8.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ergebnisse des Mutationsscreenings

3.1.1 Amplifikation und Sequenzierung

In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob und welche Genverénderungen im CLNS1A-Gen
bei einer Population deutschen Ursprungs vorliegen. Dafir wurden im Rahmen dieses
Mutationsscreenings 10432 bp des CLNS1A-Gens bel 37 Probanden einer Zufallsstichprobe
(siehe 2.1.1) untersucht. In dieser Sequenz waren 2000 bp des proximalen Promotors, alle
sieben Exons einschliefdlich je 500 bp der flankierende Intronregion und 1000 bp der
proximalen 3'-UTR enthalten (siehe Abb. 14). Mit Hilfe von 27 zum teil Uberlappenden
Fragmenten konnten diese genomischen Bereiche abgedeckt werden (siehe 15). Die hierfr in
der PCR eingesetzten Primerpaare sowie die entsprechenden Fragmente konnen Tabelle 7
unter 2.3.9 entnommen werden.

24 der insgesamt 27 Fragmente konnten mit der unter 2.3.3 beschriebenen Methode der PCR
amplifiziert und spéter aufgereinigt werden. Lediglich fur die Fragmente 1, 3a und 16 wurden
far ein optimales PCR-Produkt nested-PCR und Gelextraktion angewendet (siehe 2.3.4 und
2.3.7).

Nach erfolgter Amplifikation mittels PCR und Aufreinigung wurden die einzelnen DNA-
Fragmente flr das eigentliche M utationsscreening sequenziert. Abhangig von der Struktur der
Sequenzierungsfragmente (z.B. Auftreten von heterozygoten Deletionen bzw. Insertionen)
wurden die Fragmente vom 3'- oder 5'- Ende an sequenziert. Die Leserichtung der einzelnen

Proben kann Tab. 8 in Abschnitt 2.3.9 entnommen werden.

Abbildung 14: Schematische Darstellung des CLNS1A-Gens mit Intron- und Exonbereichen; die
zusammenhangenden sequenzierten Bereiche sind lila markiert; Durchbrechungsstriche kennzeichnen
nicht dargestellte Intronbereiche; kodierende Genbereiche sind grau hinterlegt.

Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron4 Intron5  Intron 6

1980 bp 7690 bp 3944 bp 646 bp 2280 bp 2804bp 2910 bp 1080 bp
(=) N () N (9] N
| | | | | I | | |
I 1 I 11 I 11 1
2712 bp 1127 bp 2106 bp 1174 bp 1200 bp 2112 bp
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Abbildung 15: Fragmentkarte fur die sequenzierten Bereiche im CLNSI1A-Gen: schematisch dargestellt
sind die zum Teil sich Uberlappenden Fragmente (F) 1 his 26a.
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3.1.2 Identifizierung von Mutationen und Polymorphismen im CLNS1A-Gen

1183 Sequenzen der 27 Fragmente von insgesamt 37 Probanden einer Zufallsstichprobe
standen nach erfolgreicher Sequenzierung zur Auswertung bereit. Die Auswertung fand durch
direkten Vergleich der zu untersuchenden Sequenz mit einer Referenzsequenz (NT_033927,
Gene ID 1207) aus der genomischen Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (www.nchi.nim.nih.gov/) statt. Lediglich Sequenzen mit eindeutigen Signalen
wurden fur die Auswertung berticksichtigt.

Insgesamt konnten 20 neue SNPs in hier untersuchten Bereichen des CLNS1A-Gens
identifiziert werden (siehe Gen Graphik Abb.16).

Abbildung 16:Schematische Dar stellung des CLNS1A-Gens mit identifizierten SNPs; bereits beschriebene
SNPssind kursiv dar gestellt; kodierende Genbereiche sind grau hinterlegt.
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Sechs Polymorphismen wurden parallel zu den hier durchgefihrten Untersuchungen von
anderen Forschungsgruppen beschrieben und sind bereits in Datenbanken veroffentlicht
worden (siehe www.nchi.nim.nih.gov/). Es handelt sich dabel zum einen um zwei in mehreren
Populationen nachgewiesene SNPs (rs2013296, rs3781616; http://snpper.chip.org/) und zum
anderen um vier zwar beschriebene Variationen (rs7109527, rs11237249, rs7131298,

rs7131169), Uber deren Haufigkeitsvertellung bisher keinerlei Daten vorliegen und deren

Existenz somit als nicht gesichert angesehen werden konnte.

Neu identifiziert wurden in den hier durchgefiihrten Untersuchungen finf SNPs in der 5'-
UTR und ein SNP im sequenzierten Bereich von Intron 2. Ebenso konnte der Nachweis der
vier beschriebenen, jedoch nicht gesicherten SNPs in den bearbeiteten Abschnitten von Intron
1 und 2 erbracht werden. Der hier untersuchte Bereich des vierten Introns enthielt neben der
bereits verdffentlichten und gesicherten Variation einen neu identifizierten SNP und eine 3-
Basen-Deletion (ATT-). Ahnlich verhdlt es sich im bearbeiteten Teil von Intron 5, wo die
Existenz einer bereits veroffentlichten und gesicherten Variation bestétigt und ein weiterer
SNP sowie eine 1-BasenDeletion entdeckt werden konnte. Ebenfalls neu identifiziert wurde
im untersuchten Teil von Intron 6 eine 1-Basen-Deletion. Das siebte Exon, welches
transkribiert, jedoch nicht trandatiert wird, wies den einzigen SNP in einem Exon auf. Ein
SNP und eine 1-Basen-Deletion 3' von Exon 7 im sequenzierten Teil der 3'-UTR wurden
ebenfalls in dieser Arbeit neu identifiziert.

Neben den hier identifizierten SNPs sind drei weitere bereits bekannte und gesicherte SNPs
(rs7946637, rs4945191, rs1783667) im CLNS1A-Gen beschrieben, die jedoch in von uns
nicht-sequenzierten Intronbereichen des Gens liegen. Zwei dieser Mutationen sind mit von
uns untersuchten SNPs gekoppelt. Kopplungsanalysen zeigen, dass sowohl rs7946637 mit
dem von uns untersuchten SNP rs2013296 (T12777G) as auch rs4945191 mit rs3781616
(T15434G) gekoppelt sind (r? > 0,8). Lediglich rs1783667 zeigt kein Kopplungsverhalten zu
den in dieser Arbeit untersuchten SNPs (www.hapmap.org).

Die Vertellung der neu entdeckten und bereits verdffentlichten SNPs innerhalb der
M utationsscreening-Population sowie eine gaphische Darstellung der SNP-Verteilung in den
untersuchten Genbereichen kann der folgenden Kopplungskarte (Linkage-Map, Abb.17) bzw.

Abb.16 enthommen werden:
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Abbildung 17: Kopplungskarte (Linkage Map)

T11638C
C11697G
T11750G
Delel2888ATT
G14676T
Delel5333G
Delel8317T
Dele21615A
G21970A

!!! T12777G

T21391A

Q
I
—
Q
oo
—
=

!! C7624T

!!
!
!

olol<lolslwlv]l- Proband-Nr.

!

!!
!
!!

2 2l o B 2| o o

!!

!!

!

2

2 R R R B .

!

2
2

30| 2
31
32| 2] 2

33

2|
34 |2l _2of 2 of of o ofll 2 2 2] 2
2]

35 2

| 2 |2
36| 2 2] ------- 2| 2| 2

37 2
38
39

40

-wildtyp 2 heterozygot snp - homozygot snp

neu beschriebene SNPs sind fett gedruckt

Insgesamt 19 der 20 neu identifizierten Mutationen weisen eine Minor Allel Frequence
(MAF) >3% auf. Tritt eine Mutation mit einer Haufigkeit >3% auf, spricht man von einem

Polymorphismus. Anderenfalls handelt es sich um eine seltene genetische Variante.
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Im néchsten Schritt sollten nun SNPs fir die Durchfihrung einer Assoziationsstudie
ausgewahlt werden. Da jedoch gekoppelte SNPs keine zusétzliche Information liefern, wurde
nach ,SNP-Clustern“ von gekoppelten SNPs gesucht, um die Genotypinformation aller
identifizierten SNPs zu erhalten, jedoch nicht mehr SNPs a's notwendig zu genotypisieren.

Bel der Betrachtung der erstellten Kopplungskarte (siehe Abb. 17) fallt bereits ein gewisses
Kopplungsverhalten zwischen einzelnen SNPs auf. Damit ist gemeint, dass enige
Polymorphismen immer gemeinsam auftreten. So kann man bei gekoppelten SNPs mit der
Kenntnis des einen Genotyps indirekt auf den Genotyp des gekoppelten SNPs schlief3en. Auf
diese Weise lasst sich die Anzahl der zu genotypisierenden SNPs reduzieren. Um sich dieses
Phdnomen zu Nutze zu machen, wurde das Kopplungsverhalten der im CLNSI1A-Gen

identifizierten SNPs mit Hilfe des Programms Haploview untersucht.

3.1.3 Anayse des Kopplungsungleichgewichtes (Linkage Disequilibrium, LD)

Das Programm Haploview untersucht Zusammenhange zwischen SNPs, die meist durch
Kopplung bedingt sind. Dabei identifiziert Haploview Gruppen von SNPs, die einen mehr
oder weniger starken Zusammenhang zueinander haben. Der , Reprasentant® ener solchen
Gruppe wird as tagging snp bezeichnet, der mit den anderen SNPs der Gruppe stark
gekoppelt ist. Als Mal3 fir den Zusammenhang zwischen den SNPs dient das Linkage
Disequilibrium (LD), welches zwischen 0 und 1,0 liegt.

In der vorliegenden Arbeit ergab die Haploview-Analyse, dass 12 der identifizierten SNPsim
CLNS1A-Gen eine LD von 1,0 aufweisen, aso in alen untersuchten Individuen immer
gemeinsam auftraten. Als tagging snp wurde C7453T ausgewahlt, der mit C-425G, A-422G,
T11638C, C11697G, T11750G, Delel2888ATT, G14676T, Delel5333G, T15434G,
Delel8317T und Dele21615A zu 100% gekoppelt ist. Da der SNP G-1452A ein LD>0,66 zu
diesem Cluster zeigt, erhielt man durch die Genotypisierung des tagging snps C7453T die
notwendigen Genotypinformationen. Die sieben weiteren identifizierten SNPs im CLNSI1A-
Gen (T-1578C, G-853T, C7624T, T12777G, T18012G, T21391A und G21970A) zeigen
keinen nennenswerten Zusammenhang untereinander, so dass hier von keiner Kopplung
ausgegangen werden kann.

Die Ergebnisse der Haploview-Analyse sind graphisch in Abb. 18 dargestellt. Die
unterschiedliche Schattierung der Felder markiert das Mal3 des Zusammenhangs (LD), wobel
die Farbe Schwarz fir einen starken Zusammenhang steht (LD = 1,0) und Weil3 einen

fehlenden Zusammenhang markiert (LD = 0). Siehe dazu auch die Legende zu Abb. 18.
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Auf Grund der vorliegenden Analyse wurden insgesamt sieben Polymorphismen im
CLNS1A-Gen zur Genotypisierung ausgewahlt: C7453T als tagging SNP sowie T-1578C, G-
853T, C7624T, T12777G, T18012G und T21391A, welche scheinbar kein
Kopplungsverhalten aufweisen. G21970A wurde auf Grund einer zu geringen Allelfrequenz

von < 3% von der Genotypisierung ausgeschlossen.

Abbildung 18: Graphische Dar stellung des Linkage Disequilibrium;

In Gr austufen dargestellt ist der Grad der Kopplung zwischen den nachfolgend aufgefiihrten SNPs 1— 20.
Es wird ersichtlich, dass z. B. der tagging SNP C7453T (hier SNP 6) zu 100% mit den SNPs
4,5,8,9,10,12,13,14,15,17 und 19 gekoppelt ist:

1=T-1578C, 2=G-1452A, 3=G-853T, 4=C-425G, 5=A-422G, 6=C7453T, 7=C7624T, 8=T11638C,
9=C11697G, 10=T11750G, 11=T12777G, 12=Delel2888ATT, 13=G14676T, 14=Delel5333G, 15=T15434G,
16=T18012G, 17=Delel8317T, 18=T 21391A, 19=Dele21615A, 20=G21970A

LDr? =1

LD r? = 0.75- 0.99
LD r* = 0.50- 0.74
LD r? = 0.25- 0.49
LDr?= 0-0.24
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3.2 Ergebnisse der Genotypisierung

3.2.1 Technische Durchfiihrung der Genotypisierung

Von den urspriinglich 7 zur Genotypisierung ausgewahlten SNPs im CLNS1A-Gen konnten
lediglich 6 erfolgreich mit Hilfe der Methode der MALDI-TOF genotypisiert werden. Fur die
im Promotor neu identifizierte Variation T-1578C war es auch nach mehrmaligen Versuchen
nicht moglich, spezifische Primer zur Genotypisierung zu finden. Eine Untersuchung mittels
MALDI-TOF war daher nicht durchzuftihren. Der ebenfalls im Promotor lokalisierte SNP

G-853T, der vierma bei 37 Probanden der Mutationsscreeningspopulation nachgewiesen
wurde, zeigte sich bel der Typisierung in der Fall-Kontroll-Population nur noch niederfrequent
(Nachweis des seltenen Allels lediglich neun mal in 1870 Probanden (MAF 0,003)). Es mussin
diesem Fall von einer sehr seltenen Mutation ausgegangen werden, die zufdlig héherfrequent
in der Screeningpopulation aufgetreten ist. Auf Grund der Seltenheit wurde G-853T in der

vorliegenden Arbeit nicht weiter analysiert.

Abbildung 19: Schematische Darstellung des CLNS1A-Gens mit den zur Genotypisierung ausgewahlten
SNPs.

g e U -+ o BT

T-1578C C7453T T

G-853T c7e24aT T12777G T18012G T21391A

Welcher SNP in welcher Population genotypisiert wurden, kann Tabelle 17 entnommen

werden:

Tabelle 17: Ubersicht iber genotypisierte SNPsund die jeweils verwendete Population

Fall-Kontroll-Population Querschnitt Querschnitt

MDL Dresden Minchen
SNP N=1872 N=1940 N=1159
G-853T X
C7453T X X X
C7624T X
T12777G X X
T18012G X
T21391A X X
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Insgesamt konnten 88% - 98% der Probanden der Fall-Kontroll-Population MDL (siehe 2.1.2)
erfolgreich fur alle 6 SNPs genotypisiert werden. Fur C7453T lagen zusétzlich die Genotypen
von 97% der Querschnittspopulation MinchenDresden (MD) vor und fir die beiden SNPs
T12777G und T21391A wurden bei 99,0% der Dresdner Querschnittspopulation (D)
erfolgreich genotypisiert. Allel-Frequenzen fur die bereits bekannten und gesicherten SNPs

T15434G (rs3781616) und T12777G (rs2013296) waren vergleichbar mit

veroffentlichten Frequenzen. Siehe dazu Tabelle 18.

bereits

Tabelle 18: Ubersicht der identifizierte SNPs im CLNSI1A-Gen: Lokalisation und Minor Allel-Frequenzen

(MAF)
Minor Allel-Frequnzen (MAF) in

Screenings- | Querschnitts- | Kontroll-Population Publikationen
snp* Lokalisation| population population (von MDL) (européische Population
T-1578C 5-UTR 0,450
G-1452A 5-UTR 0,080 #
G-853T 5-UTR 0,055 0,003
C-425G 5-UTR 0,080 #
A-422G 5-UTR 0,080 #
C7453T Intron 1 0,080 0,099 (D) 0,092 0,108
rs 7109527 0,096 (MD)
C7624T Intron 1 0,325 0,228
rs11237249
T11638C Intron 2 0,080 #
rs7131298
C11697G Intron 2 0,080 #
T11750G Intron 2 0,080 #
rs7131169
T12777G Intron 4 0,255 0,293 (D) 0,271 0,233
rs2013296
Dele12888ATT |Intron 4 0,080 #
G14676T Intron 4 0,080 #
Dele15333G Intron 5 0,080 #
T15434G Intron 5 0,080 #
rs3781616
T18012G Intron 5 0,070 0,077
Delel18317T Intron 6 0,080 #
T21391A Exon 7 0,050 0,062 (D) 0,057
Dele21615A 3-UTR 0,080 #
G21970A 3-UTR 0,025

* Nukleotid-Nummerierung beginnt mit dem ersten Nukleotid von CLNS1A ORF
Fett gedruckt sind samtliche zur Genotypisierung ausgewahlten SNPs
rs-Nummer falls vorhanden angeben

# Kopplungsungleichgewicht mit C7453T

D=Dresden

MD=Muinchen+Dresden
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3.2.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht as Qualitatskontrolle

Hilfe des Hochdurchsatzverfahrens MALDI-TOF
durchgefiihrt. Bei den Genotypisierungen zeigte sich, dass alle Allel-Frequenzen in der Fall-

Die Genotypisierung wurde mit
Kontroll-Population MDL sowie in der Dresdner Querschnittspopulation im Hardy-Weinberg

Gleichgewicht waren (siehe Tabelle 19). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die

Genotypisierung mittels MALDI-TOF keine technischen bzw. methodischen Fehler aufwies.

Tabelle 19: Test auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE)

MDL Dresden
SNP/Genotypen N (%) HWE p-Wert N (%0) HWE p-Wert
C7453T
CcC 1512 (82,40) 1559 (81,32)
CT 305 (16,62) 0,55| 338 (17,63) 0,7255
TT 18 (0,98) 20 (1,04)
C7624T
CcC 1075 (60,80)
CT 600 (33,94) 0,4376
TT 93 (5,26)
T12777G
TT 939 (52,49) 954 (50,03)
TG 718 (40,13) 0,7434| 788 (41,32) 0,8997
GG 132 (7,38) 165 (8,65)
T18012G
TT 1495 (84,99)
TG 253 (14,38) 0,9336
GG 11 (0,63)
T21139A
TT 1609 (88,75) 1691 (87,94)
TA 199 (10,98) 0,6582| 225 (11,70) 0,8676
AA 5 (0,28) 7 (0,36)

3.3 Auswertung der Assoziationsergebnisse

Priméres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen
SNPs im CLNS1A-Gen, Asthma und veranderten Lungenfunktionsparametern. Aus diesem
Grund wurde initial die unter 2.1.2.2 beschriebene Asthma-Fall-Kontroll-Population fir die
Assoziationsstudie herangezogen. Die in 3.3.2 und 3.3.3 dargestellten Anaysen ergaben jedoch
zusétzliche Effekte zu atopischen Phanotypen z.B. Heuschnupfen in Kombination mit Asthma.
Um nun zu verifizieren, ob diese Effekte unabhangig von der Asthmaerkrankung oder nur in
Kombination miteinander zu beobachten sind, wurden die signifikant assoziierten SNP
zusatzlich in einer Querschnittspopulation (siehe 2.1.2.1) genotypisiert und auf ihre
Reproduzierbarkeit hin analysiert.
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3.3.1 CLNSIA und Asthma bronchiale

Die Auswirkungen von CLNS1A-Polymorphismen auf die Entstehung von kindlichem Asthma
wurden in der Asthma-Fal-Kontroll-Population untersucht.

Zwischen den genotypisierten SNPs im CLNSI1A-Gen und Asthma bronchiale konnte kein
statistischer Zusammenhang nachgewiesen werden. Auch die Betrachtung von atopischen und
nicht-atopischen Asthma lasst keine signifikante Assoziation zu den untersuchten SNPs
erkennen. Gleiches gilt fUr die bronchiale Hyperreaktivitét (BHR).

Die Ergebnisse konnen Tabelle 20 und 21 enthommen werden.

Tabelle 20: Assoziationen zwischen unter suchten SNPsund Asthma (BHR) in der Fall-Kontroll- und
Querschnittspopulation

Fall-Kontroll-Population Quer schnittspopulation
« Atopisches Nicht-atopisches
SNP/ Phénotyp Asthma Asthma Asthma Asthma
C7453T 1,01 (0,74-1.38) 1,07 (0,71-1,62) 0,91 (0,58-1,40) 0,79 (0,49-1,27)
p=0,937 p=0,746 p=0,744 p=0,370
C7624T 0,82 (0,64-1,05) 0,77 (0,55-1,09) 0,97 (0,69-1,36)
p=0,135 p=0,148 P=0,932
T12777G 1,08 (0,85-1,36) 1,23 (0,89-1,70) 0,91 (0,66-1,27) 1,17 (0,83-1,65)
p=0,545 p=0,246 p=0,615 p=0,384
T18012G 1,12 (0,81-1,55) 1,20 (0,77-1,86) 0,94 (0,59-1,51)
p=0,497 p=0,414 p=0,906
T21931A 0,94 (0,64-1,37) 0,84 (0,48-1,44) 0,97 (0,58-1,64) 1,00 (0,59-1,7)
p=0,775 p=0,599 p=1,000 p=1,000

Tabelle 21: Assoziationen zwischen untersuchten SNPsund bronchialer Hyperreaktivitat (BHR) in der
Fall-Kontroll-Population

Fall-Kontroll-
Population
SNP/ Phanotyp BHR
C7453T 1,02 (0,73-1,44)
p=0,930
C7624T 0,94 (0,71-1,24)
p=0,671
T12777G 1,06 (0,81-1,39)
p=0,678
T18012G 1,05 (0,70-1,57)
p=0,837
T21931A 1,08 (0,71-1,63)
p=0,751
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3.3.2 CLNSI1A und Heuschnupfen

Der genotypisierte SNP C7453T zeigt bel der Betrachtung im rezessiven Modell einen Trend
fur die Entstehung von Heuschnupfen in der Fall-Kontroll-Population (OR 2,78; 95% Cl, 0,79-
9,82; p = 0,098). Die Probanden der Fall-Kontroll-Population wurden vor dem Hintergrund
Asthma versus supernormale Kontrollen selektioniert. Diese Population eignet sich somit nicht
fir eine hinreichende Beurteilung einer Assoziation zwischen Polymorphismen und dem
Phanotyp Heuschnupfen unabhangig von einer Asthmaerkrankung. Aus diesem Grund wurde
dieser SNP zusétzlich in der Querschnittspopulation MD genotypisiert und ausgewertet. Dabel
zeigt C7453T ebenfalls eine grenzwertig signifikante Erhthung des Risikos an Heuschnupfen
zu erkranken (OR 2,33; 95% ClI, 0,95-5,72; p = 0,058). Auch hier handelt es sich um einen
Homozygoten Effekt (siehe Tabelle 22).

Tabelle 22: Assoziation zwischen untersuchten SNPs und Heuschnupfen in der Fall-Kontroll- und
Querschnittspopulation; die Homozygoten-Effekte fur den SNP C7453T sind kursiv gedruckt; grenzwertig

signifikante Ergebnisse sind mit ein * markiert

Fall-Kontroll- . .
Population Querschnittspopulation
SNP/ Phénotyp Heuschnupfen Heuschnupfen
C7453T 1,25 (0,80-1,95) 1,17 (0,0-1,71)
p=0,339 p=0,420
Homozygoten- 2,78(0,79-9,82) 2,33 (0,95-5,72)
Effekt p=0,098" p=0,058"
C7624T 0,79 (0,54-1,17)
p=0,252
T12777G 1,11 (0,77-1,59) 0,91 (0,67-1,24)
p=0,580 p=0,583
T18012G 1,23(0,76-1,99)
p=0,434
T21931A 1,05 (0,60-1,83) 0,98 (0,61-1,58)
p=0,885 p=1,000

3.3.3 CLNSI1A und Neurodermitis

In einer ersten Trendanalyse mittels Armitage- Trend-Test kann in der Asthma-Fall-Kontroll-
Population eine stark signifikante Assoziation zwischen der Variation T21391A und dem
Erkrankungsrisiko fr Neurodermitis beobachtet werden (OR 1,79; 95% CI, 1,24-259; p =
0,002). Grenzwertig signifikant ist auch die Assoziation zwischen Neurodermitis und dem SNP
T12777G (OR 1,22; 95% ClI, 0,99-1,5; p = 0,066) im Armitage-Trend-Test fur die Fall-
Kontroll-Population. Die Ergebnisse dieser ersten Trendanalyse sind in der vorliegenden Arbeit

tabellarisch nicht dargestellt.
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Berechnungen nach dem dominanten Modell bestétigen die Ergebnisse der Trendanalyse
(Tabelle 23): T21931A zeigt einen starken statistischen Zusammenhang zu Neurodermitis bel
gleichzeitig bestehendem Asthma (OR 1,79; 95% ClI, 1,23-2,62; p = 0,003) und auch T12777G
welst eine signifikante Assoziation zu dieser Erkrankung auf (OR 1,65; 95% Cl, 1,02-2,66; p =
0,043), jedoch zeigt sich hier der Effekt nur bei homozygotem Vorliegen des selteneren Allels
(rezessives Modell). Es ist zu beachten, dass die Variable Neurodermitis fir die Probanden aus
Leipzig innerhalb der Fall-Kontroll-Population MDL nicht vorliegt und daher nur die
Probanden aus Minchen und Dresden bei diesen Berechnungen eingeschlossen wurden.

Wie unter 3.3.2 am Beispiel Asthma mit Heuschnupfen bereits beschrieben eignet sich die Fall-
Kontroll-Population auf Grund der speziellen Populationszusammenstellung nicht fir eine
generelle Beurteilung von Assoziationen zwischen untersuchten Polymorphismen und
Neurodermitis, da in der Asthma-Fall-Kontroll-Population bel fast alen Kindern mit
Neurodermitis auch eine Asthma-Erkrankung vorliegt. Um die Frage zu kléren, ob die
beobachteten Effekte auch unabhéngig von Asthma auftreten, wurden Berechnungen fir die
beiden SNPs T12777G und T21931A in ener Querschnittspopulation (Dresden N=1940)
durchgefihrt, um ein Asthma- unabhéngiges Neurodermitis-Risiko zu evaluieren. Dabel zeigt
T12777G be der Betrachtung Wildtyp versus Mutation nur noch eine grenzwertig signifikante
Assoziation mit Neurodermitis (OR 1,46; 95% CI, 0,98-2,19, p = 0,062). Eine statistisch
signifikante Assoziation von T21391A zu Neurodermitis kann in der Querschnittspopulation
nicht beobachtet werden (OR 1,32; 95% ClI, 0,93-1,87, p = 0,131). Siehe dazu Tabelle 23.

Tabelle 23: Assoziationen zwischen unter suchten SNPs und Neuroder mitisin der Fall-Kontroll- und
Querschnittspopulation; die Homozygoten-Effekte fur den SNP T12777G sind kursiv gedruckt;
M=M Unchen, D=Dresden; statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern * ver sehen (p=0,05).

Fall-Kontroll- . .
hnitt lat
Population (nur Quersc (r;]lurspl)Do)pu ation
M, D)
SNP/ Phénotyp Neur oder mitis Neur oder mitis
C7453T 0,97 (0,67-1,40) 1,07 (0,79-1,45)
p=0,926 p=0,638
C7624T 0,90 (0,68-1,19)
p=0,481
T12777G 1,20 (0,91-1,56) 1,01 (0,80-1,29)
p=0,195 p=0,951
Homozygoten- 1,65 (1,02-2,66) 1,46 (0,98-2,19)
Effekt P=0,043* p=0,062
T18012G 0,82 (0,56-1,20)
p=0,350
T21931A 1,79 (1,23-2,62) 1,32 (0,93-1,87)
p=0,003* p=0,131
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3.3.4 CLNSIA und Reaktionen im Haut-Prick-Test (Atopisch =3mm)

Es konnte keine statistisch signifikante Assoziation zwischen Polymorphismen im CLNS1A-
Gen und einer positiven Reaktion im Haut-Prick-Test nachgewiesen werden (Tabelle 24).

Tabelle 24: Assoziationen zwischen unter suchten SNPs und Atopiein der Fall-Kontroll- und
Quer schnittspopulation

Fall-Kontroll- . .
hnitt lat
Population Querschnittspopulation
SNP/ Phénotyp Atopie Atopie
C7453T 1,22(0,87-1,71) 1,13(0,87-1,47)
p=0,247 p=0,375
C7624T 0,85 (0,64-1,13)
p=0,286
T12777G 1,11 (0,85-1,46) 1,02 (0,82-1,25)
p=0,449 p=0,916
T18012G 1,08 (0,74-1,57)
p=0,695
T21931A 0,85 (0,54-1,34) 0,93 (0,67-1,28)
p=0,582 p=0,684

3.3.5 Zusammenfassung: Assoziationen zwischen CLNSI1A-Polymorphismen
und atopischen Phanotypen

Von den insgesamt 20 identifizierten SNPs im CLNS1A-Gen wurden auf Grund von
Kopplungsverhalten und besonderen Auswahlkriterien (siehe 3.1.2) sechs erfolgreich mit Hilfe
der Methode der MALDI-TOF genotypisiert. In anschlief3enden Assoziationsstudien sollten
funf SNPs priméa auf ihren Zusammenhang mit Asthma in einer Fall-Kontroll-Population
untersucht werden. Eine statistische Assoziation zu Asthma bronchiale konnte dabei nicht
nachgewiesen werden. Es ergaben sich jedoch Effekte zu weiteren atopischen Phanotypen in
Kombination mit Asthma: Die mit 12 weiteren SNPs gekoppelte Variation C7453T zeigt bel
der Betrachtung Wildtyp versus homozygot Mutation einen Trend fir die Entstehung von
Heuschnupfen bei gleichzeitig bestehender Asthma-Erkrankung in der Fall-Kontroll-Population
(OR 2,78; 95% ClI, 0,79-9,82; p = 0,098). Um zu prifen, ob diese Assoziation unabhéngig von

Asthma ist, wurden zusétzlich Berechnungen in einer Querschnittspopulation durchgefihrt.
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Auch dabel zeigt C7453T einen HomozygotenEffekt mit einem grenzwertig signifikant
erhdhtem Erkrankungsrisiko fur Heuschnupfen bei Vorliegen des TT-Genotyps (OR 2,33; 95%
Cl, 0,95-5,72; p = 0,058).

In Bezug auf Neurodermitis weisen zwei SNPs signifikante Assoziationen zu Neurodermitis in
Kombination mit Asthma auf: T21391A (OR 1,79; 95% CI, 1,23-2,62; p = 0,003) und
T12777G (OR 1,65; 95% CI, 1,02-2,66; p = 0,043; hier HomozygotenEffekt). In weiteren
Analysen in der Querschnittspopulation Dresden l&sst sich lediglich fur T12777G eine
grenzwertig signifikante Assoziation fur ein erhdhtes Erkrankungsrisiko finden (OR 1,46; 95%
Cl, 0,98-2,19, p = 0,062). Auch dabei handelt es sich um einen Homozygoten- Effekt.

3.3.6 CLNSI1A und Lungenfunktionsparameter

Dain der vorliegenden Arbeit von der Hypothese ausgegangen wurde, dass Verénderungen im
CLNSI1A-Gen priméar auf das Organ Lunge selbst Einfluss haben konnten, wurden ebenfalls in
Assoziationsstudien die Auswirkungen der ausgewahlten Polymorphismen auf die
Lungenfunktion untersucht. So wurden die Auswirkungen der CLNS1A Polymorphismen auf
die folgenden Lungenfunktionsparameter untersucht: der maximale exspiratorische Fluss bei
25%, 50%, 75% der Vitakapazitdt (MEF25, MEF50, MEF75), die Einsekundenkapazitat
(FEV1) sowie die forcierte Vitalkapazitét (FVC), angegeben jeweils als Prozent vom Sollwert

(Ist%/ Soll). Dabei wurden die Probanden mit vollstdndig vorliegenden
L ungenfunktionsuntersuchungen der Stadte Mnchen, Leipzig und Dresden zunéchst einzeln

betrachtet und schliefdlich zusammengefasst.

3.3.6.1 C7624T und Lungenfunktionsparameter

Die Auswertung der Effekte von C7624T auf die untersuchten Lungenfunktionsparameter zeigt
in allen drel Stadten eine Reduktion sémtlicher untersuchter Parameter bel Vorliegen des TT-
Genotyps (homozygot Mutation). In der Dresdner Population kommt es im Fall des TT-
Genotyps zu einer signifikanten Abnahme der FEV1 sowie der FVC, dhnlich der Leipziger
Population, die ebenfalls eine signifikante Abnahme der FVC aufweist. Bei der Betrachtung
aler drei Stadte gemeinsam zeigt sich die signifikante Reduktion von MEF75, FEV1 und FVC
bel Vorliegen des TT-Genotyps noch deutlicher. Die durchgefiihrten Berechnungen eines
rezessiven Modells (Wildtyp + Heterozygote vs. Mutation) zeigen ebenfalls eine signifikante
Abnahme von MEF50, MEF75, FEV1 und FVC (siehe Tabelle 26). Bel der getrennten
Betrachtung von Félen und Kontrollen (Tabelle 27) falt auf, dass die beobachteten
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Veranderungen der Lungenfunktionsparameter wie folgt in der Fall-Kontroll-Population
verteilt sind: wéahrend in der Asthma-Gruppe sémtliche betrachteten L ungenfunktionsparameter
eine signifikante Abnahme bei Vorliegen des TT-Genotyps zeigen, sind in der gesunden
Kontroll-Gruppe keine signifikanten Veranderungen zu finden sind. Alle Daten zur
L ungenfunktionsparameter-Analyse von C7624T sind in Tabelle 25 bis 27 dargestellt.

Tabelle 25: Ubersicht der Lungenfunktionsparameter fiir C7624T (N=Anzahl der Probanden, p<0,05%)

C7624T |Minchen (N) Dresden (N) Leipzig (N) alle
mittlere FVC (Ist%/Soll)
cC 101,53 (217) 199,48 (287) |96,45 (231) 99,13 (735)
CT 101,43 (127) 198,49 (169) |95,75 (126) 98,56 (422)
T 101,57 (21) 194,45 (27) 89,41 (17) 95,43 (65)
p-Wert 0,995 0,05* 0,027* 0,023*
mittlere FEV1 (Ist%/Soll)
CcC 99,57 (217) 100,05 (287) 102,45 (231) 100,67 (735)
CT 100,36 (127) 198,80 (169) |102,24 (126) 100,30 (422)
T 97,80 (21) 94,28 (27) 96,44 (16) 95,98 (64)
p-Wert 0,535 0,017* 0,107 0,003*
mittlere MEF75 (Ist%/Soll)
CcC 99,10 (217) 100,14 (287) |94,55 (231) |98,08 (735)
CT 99,71 (127) 199,06 (169) 97,20 (126) |98,70 (422)
T 92,99 (21) 92,80 (27) 88,53 (17) 91,74 (65)
p-Wert 0,294 0,161 0,083 0,016*
mittlere MEF50 (Ist%/Soll)
CcC 97,17 (217) 198,19 (287) 91,00 (231) |95,63 (735)
CT 97,47 (127) 98,06 (169) 93,60 (126) |96,55 (422)
T 88,38 (21) 91,48 (27) 88,18 (17) 89,61 (65)
p-Wert 0,236 0,335 0,283 0,055
mittlere MEF25 (Ist%/Soll)
CcC 94,36 (215) 101,13 (283) 93,06 (231) |96,58 (729)
CT 98,49 (124) 98,85 (168) 95,51 (126) |97,74 (418)
T 89,52 (21) 90,74 (26) 93,65 (17) 91,11 (64)
p-Wert  [0.398 0.232 0,611 0,246
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Tabelle 26: Ubersicht der Lungenfunktionsparameter; Berechnung nach rezessivem Modell (N=Anzahl der

Probanden, p<0,05*)

C7624T |Minchen (N) Dresden (N) Leipzig (N) alle (N)
mittlere FVC (Ist% /Soll)

CC+CT ]101,49 (344) 199,11 (456) 96,20 (357) 98,92 (1157)

T 101,57 (21) 94,45 (27) 89,41 (17) 95,43 (65)

p-Wert 0,972 0,025* 0,009* 0,009*
mittlere FEV1 (Ist% /Soll)

CC+CT ]99,87 (344) 199,59 (456) 102,38 (357) 100,53 (1157)

TT 97,80 (21) 94,28 (27) 96,44 (16) 95,98 (64)

p-Wert 0,375 0,01* 0,035* 0,001*
mittlere MEF75 (Ist% /Soll)

CC+CT ]99,33 (344) 199,74 (456) 95,48 (357) 98,30 (1157)

TT 92,99 (21) 92,80 (27) 88,53 (17) 91,74 (65)

p-Wert 0,124 0,069 0,09 0,005*
mittlere MEF50 (Ist% /Soll)

CC+CT |97,28 (344) 98,14 (456) 91,91 (357) 195,96 (1157)

T 88,38 (21) 91,48 (27) 88,18 (17) 89,62 (65)

p-Wert 0,09 0,139 0,391 0,021*
mittlere MEF25 (Ist% /Soll)

CC+CT ]95,87 (339) 100,28 (451) 93,92 (357) 97,0 (1147)

TT 89,52 (21) 90,74 (26) 93,65 (17) 91,11 (64)

p-Wert 0,407 0,125 0,96 0,122

Tabelle 27: Lungenfunktionsergebnisse fir den SNP C7624T: getrennt nach Fallen und Kontrollen

(N=Anzahl der Probanden, p<0,05*)

C7624T |Falle (N) Kontrollen(N)
mittlere FVC (Ist%/Soll)
CC 99,31 (280) 99,02 (455)
CT 98,20 (159) 98,78 (263)
T 93,22 (23) 96,65 (42)
p-Wert 0,026* 0,371
mittlere FEV1 (Ist%/Soll)
CC 99,18 (280) 101,58 (455)
CT 98,47 (159) 101,40 (263)
T 90,70 (22) 98,74 (42)
p-Wert 0,002* 0,231
mittlere MEF75 (Ist%/Soll)
CcC 94,77 (280) 100,11 (455)
CT 94,73 (159) 101,10 (263)
T 79,99 (23) 98,18 (42)
p-Wert 0,001* 0,571
mittlere MEF50 (Ist%/Soll)
CcC 90,37 (280) 98,86 (455)
CT 91,96 (159) 99,33 (263)
T 78,29 (23) 95,82 (42)
p-Wert 0,021* 0,594
mittlere MEF25 (Ist%/Soll)
CcC 90,42 (276) 100,33 (453)
CT 94,32 (157) 199,79 (261)
T 79,84 (23) 97,44 (41)
p-Wert 0,077 0,819
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3.3.6.2 C7453T und Lungenfunktionsparameter

C7453T ds welterer untersuchter SNP im CLNS1A-Gen weist keine eindeutigen
Auswirkungen auf die Lungenfunktionsparameter auf. In der Leipziger Population kommt es
zwar fur die MEF25, die MEF50 und die FEV1 zu einer signifikanten bzw. grenzwertig
signifikanten Zunahme bei Vorliegen des TT-Genotyps, jedoch bestétigen die Ergebnisse der
anderen Stétte diesen Effekt nicht. Lediglich in der Minchner Population kann fur die MEF50
ebenfalls eine signifikante Zunahme bai Vorliegen des TT-Genotyps gefunden werden (siehe
Tabelle 28).

Tabelle 28: Ubersicht der Lungenfunktionsparameter fiir C7453T (N=Anzahl der Probanden, p<0,05*)

C7453T |Minchen (N) Dresden (N) Leipzig (N) alle
mittlere FVC (Ist%/Soll)
CcC 101,32 (319) 198,89 (411) |96,36 (287) 198,94 (1017)
CT 102,53 (50) 199,65 (80) 94,64 (86) 98,32 (216)
T 104,92 (7) 97,97 (7) 99,00 (2) 101,14 (16)
p-Wert 0,48 0,813 0,369 0,503
mittlere FEV1 (Ist%/Soll)
CcC 99,17 (319) 199,50 (411) 102,80 (287) 100,32 (1017)
CT 101,83 (50) 198,97 (80) 100,03 (86) 100,05 (216)
TT 103,12 (7) 98,97 (7) 110,50 (2) 102,22 (16)
p-Wert 0,163 0,911 0,068 0,725
mittlere MEF75 (Ist%/Soll)
CcC 97,69 (319) 199,34 (411) 95,41 (287) 97,71 (1017)
CT 101,70 (50) 98,74 (80) 94,36 (86) 97,68 (216)
T 102,55 (7) 99,71 (7) 114,50 (2) 102,80 (16)
p-Wert 0,311 0,967 0,225 0,545
mittlere MEF50 (Ist%/Soll)
CcC 95,24 (319) 197,72 (411) 192,54 (287) 95,48 (1017)
CT 103,87 (50) 197,71 (80) 88,85 (86) 95,61 (216)
TT 99,58 (7) 101,22 (7) 112,50 (2) 101,91 (16)
p-Wert 0,048* 0,921 0,057 0,498
mittlere MEF25 (Ist%/Soll)
CcC 94,10 (314) 100,28 (406) 95,65 (287) 97,03 (1007)
CT 101,29 (50) 197,97 (79) 87,16 (86) 94,42 (215)
T 97,10 (7) 98,23 (7) 122,00 (2) 101,10 (16)
p-Wert 0.365 0,822 0,002* 0,416
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3.3.6.3 T12777G und Lungenfunktionsparameter

Die Effekte von T12777G auf die Lungenfunktion zeigen sich im Stadtevergleich ebenfalls
uneinheitlich: wahrend in der Dresdner Population eine signifikante Zunahme von MEF25,
MEF50 und MEF75 bei Vorliegen des GG-Genotyps (homozygot Mutation) zu beobachten ist,
sind die Effekte des SNPs in den St&dten Minchen und Leipzig nicht statistisch signifikant und

zeigen auch keinen gemeinsamen Trend (siehe Tabelle 29).

Tabelle 29: Ubersicht der Lungenfunktionsparameter fiir T12777G (N=Anzahl der Probanden, p<0,05*)

T12777G [Minchen (N) Dresden (N) | Leipzig (N) alle
mittlere FVC (Ist% /Soll)
TT 102,07 (201) 98,25 (256) 95,78 (202) 98,66 (659)
TG 101,15 (144) 99,58 (181) 96,30 (138) 99,09 (463)
GG 99,17 (20) 99,8 (35) 96,46 (28) 98,56 (83)
p-Wert 0,381 0,361 0,878 0,774
mittlere FEV1 (Ist% /Soll)
TT 100,28 (201) 98,48 (256) 102,38 (201) 100,54 (1052)
TG 99,48 (144) |100,06 (181) 102,14 (138) 100,50 (463)
GG 97,09 (20) 101,60 (35) 102,14 (28) 100,70 (83)
p-Wert 0,376 0,119 0,98 0,87
mittlere MEF75 (Ist% /Soll)
TT 99,23 (201) |96,79 (256) 96,28 (202) 97,38 (659)
TG 99,32 (144) |101,66 (181) 194,90 (138) 98,92 (463)
GG 95,66 (20) 103,75 (35) 91,82 (28) 97,78 (83)
p-Wert 0,685 0,011* 0,367 0,38
mittlere MEF50 (Ist% /Soll)
TT 96,52 (201) |95,07 (256) 192,43 (202) 94,70 (659)
TG 97,18 (144) |100,01 (181) 191,73 (138) 96,66 (463)
GG 95,29 (20) 105,78 (35) 88,50 (28) 97,42 (83)
p-Wert 0,928 0,007~ 0,542 0,239
mittlere MEF25 (Ist% /Soll)
TT 95,18 (199) |97,15 (251) 194,27 (202) 95,65 (652)
TG 96,32 (141) /100,89 (180) 193,56 (138) 97,28 (459)
GG 90,37 (20) 113,12 (35) 193,32 (28) 100,96 (83)
p-Wert 0,758 0,013* 0,95 0,258

3.3.6.4 Waeitere Ergebnisse der Lungenfunktionsanalyse

Die Untersuchung von T18012G und T21391A auf eine veranderte Lungenfunktion ergaben
ebenfalls keine statistisch signifikanten Ergebnisse.
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3.3.6.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der L ungenfunktionsanalyse

In den durchgefiihrten Lungenfunktionsanalysen zeigt der in Intron 1 identifizierte SNP
C7624T eine gignifikante Abnahme der MEF75, FEV1 und FVC bel Vorliegen des
homozygoten T Allels. Diese Beeintrachtigung der Lungenfunktion ist vor allem bel Asthma-
Patienten zu beobachten; C7624T hat keinen Effekt auf die Lungenfunktion von Nicht-
Asthmatikern in unserer Studienpopulation.

Der ebenfals in Intron 1 lokalisierte SNP C7543T fihrt in der Lungenfunktionsanalyse der
Kinder aus Leipzig zu einer tberdurchschnittlichen Zunahme von MEF25, MEF50 und FEV1
bei homozygoten Tragern des polymorphen T Allels. Dieser Genotyp ist auch in der Minchner
Population mit einer signifikanten Zunahme von MEF50 assoziiert.

Fur den Polymorphismus T12777G kann lediglich in der Dresdner Population ein rezessiver
Effekt bezogen auf die Erhthung von Lungenfunktionsparametern (MEF25, MEF50 und
MEF75) nachgewiesen werden.

Die beiden SNPs T18012G und T21391A zeigen hingegen keinerlei Auswirkung auf die

untersuchten Parameter.

3.4 Indglico Analysen zur Identifizierung einer potentiellen funktionellen

Relevanz des Polymorphismus C7624T
Im Rahmen der dargestellten Assoziationsstudie zeigt der SNP C7624T signifikante Effekte auf
die Beeintrachtigung der Lungenfunktion von Asthma-Patienten in Abhangigkeit des Genotyps
(siehe 3.3.6.1). Da dieser SNP in einer intronischen Region (Intron 1) des CLNS1A-Gens, und
nicht im Promotor oder Exon, lokalisiert ist, kann somit nicht direkt auf eine funktionelle
Relevanz geschlossen werden. Die funktionellen Aufgaben eines intronischen Bereiches sind
noch weitgehend unerforscht, jedoch wird angenommen, dass diese Funktionen als cis-
regulatorisches Element ausiiben. Es wird vermutet, dass ein solches cis-regulatorisches
Element Uber eine Loop-Bildung mit seinem spezifischen Promotor interagiert und dessen
Aktivitét entweder als Enhancer oder Silencer beeinflussen kann. Es ist somit vorstellbar, dass
Intron 1 im CLNS1A-Gen as cis-regulatorisches Element wirkt und Einfluss auf die Gen
Expression in Anhangigkeit des Genotyps des SNPs C7624T nimmt. Um die potentielle
funktionelle Relevanz dieser intronischen Region mit dem Polymorphismus C7624T néher zu

charakterisieren, wurden in silico Analysen durchgefuhrt.
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3.4.1 Phylogenetische Analyse von C7624T (Vista Browser)

Mit Hilfe des Programms Vista Browser wurde der Konservierungsgrad der intronischen
Region des CLNS1A Gens mit dem SNP C7624T zwischen dem menschlichen Genom und
dem Genom von Maus und Hund bestimmt. Diese Analyse wurde durchgefiihrt, da in bereits
publizierten Studien gezeigt werden konnte, dass der Grad der Konservierung eines
Genbereichs auf dessen funktionellen Einfluss hinweist (BOFFELLI et a. 2003): je
konservierter ein definierter Genbereich Uber die Evolutionvorliegt, umso starker deutet es auf
dessen funktionelle Relevanz hin.

Die Analysen des Intron 1 des CLNS1A Gens zeigen, dass die Position, an der C7624T
lokalisiert ist, im Hunde-Genom im Vergleich zur humanen Sequenz zu etwa 50% konserviert
ist. Mit dem Maus-Genom lasst sich jedoch keine Ubereinstimmung finden. Dieses Ergebnis
spiegelt die evolutiondre Entwicklung wider, da sich Hund und Menschen im Vergleich zur
Maus entwicklungsgeschichtlich wesentlich ndher sind.

Die graphische Darstellung der Analyse kann Abb. 20 entnommen werden.

Abbildung 20: Graphische Darstellung der Vista-Browser-Analyse
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In der phylogenetischen Anayse zeigte sich, dass C7624T in einem konservierten Genbereich
von CLNSIA liegt, was die Hypothese unterstutzt, dass es sich um einen moglicherweise

funktionelle Region handelt.

3.4.2 In silico Anayse zur Untersuchung von Transkriptionsfaktorbindestellen
(MAT-Inspector)

Da in unserer Studienpopulation der SNP C7624T signifikant mit einer Einschrankung von
FVC, FEV1 und MEF75 in der Lungenfunktionsanalyse assoziiert ist und sich in einer
konservierten Region des CLNS1A Gens befindet, wurden mit Hilfe des Software Programms
MAT-Inspector potentielle Transkriptionsfaktorbindestellen untersucht. Diese Anaysen
wurden in Abhangigkeit vom Genotyp des SNPs durchgefiihrt, da sich das Bindungsverhalten
von Transkriptionsfaktoren verandert und somit ein Einfluss auf die Genregulation ausgelibt
werden konnte.

Beim Auftreten des polymorphen Allels des SNPs C7624T in Intron 1 des CLNS1A-Gens
konnte eine zusétzliche putative Bindestelle fir den Transkriptionsfaktor PRDI-Bindungsfaktor
1 identifiziert werden. Dabel handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der besonders an
PRDI- Elemente (positiv regulatory domain |) des Beta-InterferonPromotors bindet und als
Repressor im Rahmen der GenTranskription bekannt ist.

Neben C7624T wurde der Promotorbereich des CLNS1A-Gens mit Hilfe von MAT-Inspector
auf mogliche Transkriptionsbindestellen analysiert, die die Promoteraktivitdt mdglicherweise
beeinflussen konnten. Alle weiteren identifizierten SNPs im CLNS1A-Gen sind intronisch
gelegen und zu weit vom Promotor entfernt, als dass diese als cis-regulatorisches Elemente auf
den Promotor  wirken konnten. Aus  diesem Grund  wurden keine
Transkriptionsfaktorbindungsanal ysen durchgefhrt.

Samtliche Ergebnisse der durchgefiihrten Promotor- bzw. Sequenzanalyse mit Hilfe von MAT-

Inspector kdnnen Tabelle 30 enthnommen werden.
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Tabelle 30: Allelspezifisches Bindever halten von Transkriptionsfaktoren

SNP-Lokalisation Lage Vermutete Funktion bei Vorliegen des
Wildtyp-Allels (Core/Matrix-Sim.) Mutations-Allels (Core/Matrix-Sim.)
T-1578C 5'-Promotor | Octamer-Bindungsfaktor 1 (0,807/0,876) [Elk-1 (1,000/0,938)
Mitglied des vertebralen HOX-Clusters der
Homeobox-Faktoren (1,000/0,950)
G-1452A 5'-Promotor |E2F(Zellzyklusregulation) (1,000/0,791) GLI-Krueppel-verwandterTtranskriptionsfaktor,
B-Zell-spezifisch aktivierendes Protein Regulator des Adenovirus E4-Promotors
(0,842/0,791) (0,789/0,824)
G-853T 5'-Promotor [Zellzyklus abhangiges Element
CDF-1-Bindungsstelle (1,000/0,883)
Zinkfinger / POZ-Domane-Transkriptions-
faktor (1,000/0,957)
C-425G 5'-Promotor [Pu.l Ets-&hnlicher Transkriptionsfaktor
(B-Zellen) (1,000/0,917)
A-422G 5'-Promotor |Pu.l Ets-ahnlicher Transkriptionsfaktor
(B-Zellen) (1,000/0,917)
Sp2, Mitglied der Sp/XKLF Transkriptions-
faktoren mit drei C2H2-Zinkfinger in der
konservierten carboxyl-terminalen Domaine
(0,772/0,807)
|C7624T Intron 1 PRDI-Bindungsfaktor 1 (1,000/0,820)

3.4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der in silico Analysen

In slico Analysen zeigen, dass der Polymorphismus C7624T in einem konservierten

Genbereich von CLNSIA liegt und somit eine potentielle Funktion angenommen werden kann.

Diese Hypothese konnte durch Transkriptionsfaktorbindungsanalysen unterstiitzt werden, da

das Auftreten des polymorphen Allels eine putative Bindungsstelle fir den Trarskriptionsfaktor

(TF) PRDI-Bindungsfaktor 1 entsteht. Dieser repressiv wirkende TF kdnnte moglicherweise

einen Einfluss auf die Transkription des CLNS1A Gens ausiben und somit die beobachtete

Assoziation mit einer eingeschrankten Lungenfunktion bei Asthma-Patienten erklaren.
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4 DISKUSSION

Nie zuvor wurde das CLNS1A-Gen auf einen Zusammenhang mit Asthma und Atopie hin
untersucht. Auf Grund seiner Funktion als Chloridkanal und seiner Lokalisation auf dem
Asthma- und Atopie-relevanten Chromosom 11 (11g13.5-14.1) wurde gerade dieses Gen fur
die vorliegende Arbeit ausgewahlt. Zweifellos spielt die Th2-gewichtete Entziindungsreaktion
eine zentrale Rolle in der Atiologie von Asthma bronchiale, jedoch ist bis heute unklar,
weshalb Patienten spezifisch an Asthma erkranken und nicht an einer anderen Form von
Atopie z.B. atopischer Dermatitis leiden. Die organspezifische Ausprdgung der Asthma-
Erkrankung lésst vermuten, dass pulmonale Faktoren in der Atiologie dieser
Lungenerkrankung wichtig sind. Anders as in viden zum Thema Asthmagenetik
veroffentlichten Arbeiten handelt es sich in der vorliegenden Arbeit bei CLNS1A aso nicht
um ein Gen der klassischen immunol ogischen Kaskade, sondern vielmehr um ein Strukturgen.
Die Hypothese, dass Veranderungen in einem Chloridkanal die pulmonale Integritdt soweit
beeinflussen kdnnte, dass dies Auswirkungen auf die Lungenfunktion hat und die Entstehung
von Asthma a's obstruktive Lungenerkrankung beeinflusst, wurde in der vorliegenden Studie

untersucht.

In der Mutationsscreening-Population (N= 37) konnten insgesamt 20 SNPs in den
untersuchten Bereichen des CLNS1A-Gens identifiziert werden. Aus diesen SNPs wurden
sieben tagging SNPs ausgewahlt, durch die eine Abdeckung aler Genotypen mit einem
maximalen Informationsgehalt erreicht wurden. Sechs von den insgesamt sieben tagging SNP
konnten mit Hilfe der Methode MALDI-TOF MS erfolgreich genotypisiert werden. Aus
technischen Grinden konnte jedoch ein SNP mit diesem Verfahren nicht erfolgreich
bearbeitet werden (sehe 3.2.1). In die Assoziationsanaysen wurden nur SNPs
eingeschlossen, die eine Allelfrequenz von >3% aufwiesen. Da der Polymorphismus G 853T
dieses Kriterium in der Fall-Kontroll-Population nicht erflllte, wurde er fir weitere Analysen
nicht berlcksichtigt. Die verblelbenden finf SNPs wurden auf Assoziationen mit
L ungenfunktionsparametern, Asthma und anderen atopischen Phanotypen in einer Asthma
Fall-Kontroll- bzw. in einer Querschnittspopulation untersucht.

Eine statistisch signifikante Assoziation mit dem Erkrankungsrisiko fur Asthma konnte mit
keinem der getesteten Polymorphismen beobachtet werden. Hinsichtlich verénderter

Lungenfunktionsparameter zeigen homozygote Trager des T-Allels fur C7624T eine
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signifikante Reduktion von MEF75 (p=0,016), FEV1 (p=0,003) und FVC (p=0,023).
Betrachtet man Fale und Kontrollen getrennt, so falt auf, dass diese Effekte ausschliefdich
bei den Asthmatikern in der Fall-Gruppe der Population zu finden sind. C7453T zeigt bel
Vorliegen des TT-Genotyps eine signifikante Erhohung der MEF25 in der Lepziger
Population (p=0,002) und eine signifikante Erhéhung der MEF 50 in der Munchner
Population (p=0,048). Uneinheitlich im Stadtevergleich verhdt sich T12777G, bei dem das
G-Alld ene signifikante Erhéhung der MEF25 (p=0,013), MEF50 (p=0,007) und MEF75
(p=0,011) ausschliefdich in der Dresdner Population aufweist.

Die mit 12 weiteren SNPs gekoppelte Variation C7453T zeigt in der Querschnittspopulation
Munchen-Dresden einen Homozygoten-Effekt mit einem grenzwertig signifikant erhdhtem
Erkrankungsrisiko fur Heuschnupfen bei Vorliegen des TT-Genotyps (OR 2,33; 95% ClI,
0,95-5,72; p = 0,058).

Zwel Polymorphismen weisen in der Fall-Kontroll-Population eine signifikante Assoziation
mit Neurodermitis bei gleichzeitig bestehender Asthmaerkrankung auf: T12777G und
T21931A. Da 40%-60% der Patienten mit Neurodermitis gleichzeitig mit einer
respiratorischen Atopie wie Asthma bronchiale oder Heuschnupfen belastet sind, eignet sich
eine Asthma-Fall-Population nicht dazu, die beobachteten Effekte unabhangig von Asthma zu
untersuchen. Daher wurden weitere Analysen mit einer Querschnittspopulation durchgefihrt,
in denen lediglich T12777G einen Trend fur ein erhdhtes Neurodermitisrisiko zeigt (OR 1,46;
95% ClI, 0,98-2,19, p = 0,062). Dabei handelt es sich um einen Homozygoten Effekt. Eine
statistische Assoziation mit Atopie konnte fur keinen der untersuchten Polymorphismen

nachgewiesen werden.

Auf Grund der vorliegenden Assoziationsdaten des Polymorphismus C7624T im CLNSI1A-
Gen mit einer signifikanten Einschrankung von MEF75, FEV1 und FVC be Asthma
Patienten, wurden in silico Analysen durchgefiihrt. Als intronisch lokalisierter SNP (Intron 1)
wurde die Hypothese einer mdglichen funktionellen Relevanz als cis-regulatorisches Element
aufgestellt. Der funktionelle Einfluss einer genetischen Region kann durch den evolutiondren
Konservierungsgrad abgeschédtzt werden. Daher wurde fur Intron 1 mit C7624T eine
phylogenetische Analyse durchgeftihrt. Es konnte gezeigt werden, dass der Polymorphismus
in einem konservierten Genbereich lokalisiert ist, was fur seine mogliche funktionelle
Relevanz spricht. Weltere in silico Analysen ergaben, dass sich das Bindungsverhalten von
Transkriptionsfaktoren in Abhéngigkeit des Genotypstatus verdndert. Eine mdgliche
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Bindungsstelle fur den repressiven Transkriptionsfaktor PRDI-BF1 (positive regulatory
domain I-binding factor 1) konnte nur mit dem polymorphen T-Allel detektiert werden. Diese
Daten lassen den Schluss zu, dass es sich bei dieser intronischen Region um enen
funktiorellen Bereich handelt, der mdglicherweise durch den Polymorphismus C7624T

beeinflusst wird und somit die Expression des CLNS1A Gens verandern konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden ene Fall-Kontroll-Population sowie eine
Querschnittspopulation eingesetzt, um die mdglichen Assoziationen zwischen Asthma,
atopischen Erkrankungen und Polymorphismen im CLNS1A-Gen zu untersuchen. Mit Hilfe
von Elternfragebtgen wurde u.a. der pulmonale Status der Kinder erfasst. Alle Kinder mit der
Arztdiagnose Asthma oder mit &rztlich festgestellten, rezidivierenden asthmatischen,
gpastischen oder obstruktiven Bronchitiden wurden als Asthmatiker in die Fall- Gruppe der
Fall-Kontroll-Popul ation eingeschl ossen.

Bel dem Einsatiz von Fragebtgen zur Phanotypbestimmung st man algemein auf das
Problem, dass die Eingruppierung durch die Aussagen der Eltern bezogen auf den kindlichen
Gesundheitsstatus erfolgt. Somit ist man auf die korrekte Beantwortung der Fragen und die
sachgerechte Einschétzung durch die Eltern angewiesen. Im Falle der vorliegenden Studie
wurde jedoch die é&rztliche Diagnose Asthma sowie objektive MessgrofRen wie die
Lungenfunktion fir die Eingruppierung Phanotyp Asthma gefordert. Man kann daher von
einer ausreichenden Phanotyp-Definition ausgehen.

Die Kombination der fir diese Arbeit rekrutierten Kinder aus verschiedenen Stadten ehemals
West- und Ostdeutschlands sowie unterschiedliche Umweltbedingungen konnten die
Ergebnisse dieser Arbeit beeinflussen. Bei Betrachtung der Ergebnisse félt beispielsweise
auf, dass sich die Lungenfunktionswerte der einzelnen Stadte fir einzelne Parameter relativ
stark unterscheiden. Da die Lungenfunktionsuntersuchung mittels Spirometrie ein Verfahren
ist, welches stark von der Compliance des Patienten und der sachgerechten Durchfhrung des
Untersuchers abhéngig ist, sind Unterschiede im Untersuchungsgang eine mdgliche Ursache.
Viele Kinder bendtigen fur die suffiziente Durchfihrung der Atemmantver eine gezielte
Vorbereitung. Der Untersucher muss die Kinder so stimulieren konnen, dass die maximal
moglichen Werte erzielt werden koénnen. Aufgrund eines gemeinsamen Trainings beziglich
Untersuchungsdurchfiinrung und —technik sowie eines strengen Durchfihrungsprotokolls ist
jedoch davon auszugehen, dass trotz multizentrischer Durchfiihrung die Untersuchungen
aquivalent und die gemessenen Parameter vergleichbar sind. Andernfalls wére ene

gemeinsame Betrachtung nicht zuléssig.
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Die beobachteten Differenzen in der vorliegenden Assoziationsstudie zwischen den
Probanden aus ehemals Ost- und Westdeutschland konnen vermutlich nicht durch genetisch
abweichende Hintergriinde erklart werden. In bereits publizierten Assoziationsstudien der
Gene IL-4 und IL-13 wurde kein signifikanter Unterschied bezlglich Allelfrequenzen
zwischen Kindern aus West- und ehemals Ostdeutschland nachgewiesen (GRAVES et al.
2000; KABESCH et al. 2003a). Dies lasst den Schluss zu, dass es sich bel Kindern aus den
ehemals getrennten Teilen Deutschland um genetisch @hnliche Populationen handelt.

Es ist jedoch wichtig, sein Augenmerk nicht nur auf genetische Divergenzen zwischen den
Studienpopulationen der einzelnen Stadte zu richten, sondern auch die Exposition
unterschiedlicher Umwelteinflissen in den Analysen zu berilicksichtigen. Es wird seit
langerem diskutiert, ob neben der genetischen Pradisposition auch Umwelteinflsse einen tief
greifenden Einfluss auf die Entstehung von Asthma und alergischen Erkrankungen haben
(KABESCH 2001). Da die untersuchten Kinder aus Leipzig und Dresden die ersten drei
Lebengahre im DDR-System erlebt haben, koénnten fruhkindliche Unterschiede in der
Umwelt Ursache fir einen moglicherweise unterschiedlichen immunologischen Status
zwischen den rekrutierten Kindern verantwortlich sein. Gerade im frihen Kindesalter tibt die
Umwelt einen immunmodulatorischen Einfluss aus (HOFFJAN et a. 2005). In diesem
Zusammenhang ist eine Untersuchung von WEILAND et a. von Interesse, welche ergab, dass
bereits einige Jahre nach der Wiedervereinigung Deutschlands im Jahre 1990 eine steigende
Pravalenz der atopischen Erkrankungen in ehemals Ostdeutschland mit Angleichung auf
westeuropaisches Niveau verzeichnet werden konnte (WEILAND et al. 1999).

Die genannten Divergenzen zwischen ehemals Ost- und Westdeutschland bezogen auf die
fruhkindliche Umweltexposition kdnnten zu nicht-reproduzierbaren Assoziationsdaten fir
atopische Erkrankungen fuihren. Des Weiteren kdnnte man postulieren, dass Umwelteinfllsse,
wie z.B. Autoabgase und andere Noxen (Asbest, Ozon) auch direkt auf die Lunge wirken,
wodurch Unterschiede ebenfdls in der Lungenfunktion zwischen Ost- und Westdeutschland
auftreten konnten. In einer Arbeit von Calder6n-Garciduefias et al. wurde nachgewiesen, dass
Umwelteinflisse nicht nur auf das Immunsystem wirken, sondern auch direkt die
Lungenfunktion beeintréchtigen kénnen (CALDERON-GARCIDUENAS et a. 2006).

Um auszuschlief3en, dass die beobachteten Effekte potentiell auf falsch positiven Ergebnissen
beruhen, muss man sich generell die Frage nach moglichen methodischen Fehlern stellen. Das
Mutationsscreening im CLNS1A-Gen wurde durch Sequenzierung von insgesamt 37 nicht-
verwandten Individuen durchgefiihrt. Bei diesem Stichprobenumfang kann mit einer Gber

95%igen Wahrscheinlichkeit damit gerechnet werden, dass samtliche genetische Variationen,
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die mit einer Frequenz von 5% oder mehr auftreten, in den untersuchten Genbereichen
nachgewiesen wurden. Daher erscheint es unwahrscheinlich, dass relevante Polymorphismen
in dem hier durchgefiihrten Mutationsscreening in den untersuchten Bereichen von CLNSI1A
Ubersehen worden sind. Sequenziert wurden 2000 bp der 5-UTR, ale sieben Exons
einschliefdlich je 500 bp der flankierenden Intronregion sowie 1000 bp der proximaen 3'-
UTR. Ausgeschlossen vom Mutationsscreening wurden grof3e Bereiche von Intron 1, 2, 4, 5
und 6. Es besteht daher die Moglichkeit, dass sich in diesen richt untersuchten Genbereichen
weitere Asthma-relevante Polymorphismen finden lassen, wobel es sich insgesamt um grol3e
Intronbereiche handelt, deren funktionelle Relevanz bis heute nicht gekléart ist (MATTICK
1994; FEDOROVA und FEDOROV 2003). Weiterhin muss bedacht werden, dass
moglicherweise von uns identifizierte SNPs in einem Kopplungsungleichgewicht mit einem
oder mehreren SNPs stehen, die in unbearbeiteten Bereichen des Gens oder in eéinem ganz
anderen Gen liegen und fur die beobachteten Effekte in den Assoziationsanalysen eigentlich
verantwortlich sind. Denkbar wére dies beispielsweise fur die in dieser Arbeit identifizierten
SNPs C7453T und T12777G. Anaysen haben gezeigt, dass C7453T mit den in der Literatur
bereits beschriebenen intronischen SNPs rs4945191 (Intron 1) und rs3781616 (Intron 5) im
CLNSI1A Gen in einem Kopplungsungleichgewicht stehen. Vergleichbare Ergebnisse wurden
zwischen T12777G und dem ebenfalls publizierten Polymorphismen rs7946637 (Intron 2)
beobachtet. Da diese Genbereiche aul3erhalb der untersuchten Regionen des CLNSI1A Gens

liegen, wurden sie jedoch in unserer Studie nicht eingehender analysiert.

Das Phéanomen der Kopplung haben wir uns im Rahmen der Genotypisierung zu Nutze
gemacht, da lediglich die tagging SNPs untersucht wurden mussten, um alle notwendigen
Genotypinformationen zu erhalten. Der Polymorphismus C7453T, der eine Assoziation mit
Heuschnupfen in der untersuchten Studienpopulation zeigt, steht mit 12 weiteren SNPs des
CLNSI1A-Gens in einem engen Kopplungsungleichgewicht. Somit ist nun nicht eindeutig zu
sagen, auf welchen von diesen Variationen die beobachteten Effekte zurtickzufihren sind. Um
dies verifizieren zu kénnen, missten funktionelle Studien folgen, die eine Aussage Uber einen
regulatorischen Einfluss des jewelligen SNPs liefern. Erst dann kann der tatsachlich
verantwortliche SNP mit dem erhthten Risiko fur die Erkrankung an Heuschnupfen in

Zusammenhang gebracht werden.

Durch die Existenz des Pseudogens CLNSIB auf Chromosom 6 wurde das

Mutationsscreening nach Polymorphismen in der vorliegenden Arbeit malgeblich
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beeintrachtigt. Das Pseudogen CLNS1B weist eine Sequenzhomologie von mehr als 90% zur
kodierenden Region von CLNSIA auf (NAGL et al. 1996). Das Vorhandensein von
Pseudogenen erschwert die Auswahl von spezifischen Primern und birgt die Gefahr,
versehentlich nicht beabsichtigte Chromosomenabschnitte zu untersuchen. Dieses Problem
konnte in der durchgefiihrten Studie jedoch durch grofe Sorgfat in der Primerauswahl und
durch intensiven Sequenzvergleich minimiert werden. Aul3erdem fehlen CLNS1B samtliche
Intronbereiche, so dass ale intronisch gelegenen Primer nicht im Pseudogen binden dirften
und somit die Spezifitét fur die analysierten Fragmente gewahrleistet werden kann.

Schlussfolgernd kann somit davon ausgegangen werden, dass alle relevanten SNPs in den
untersuchten Genbereichen des CLNS1A Gens identifiziert und unter Anwendung von
Kopplungsanalysen ale Genotypinformation gewonnen werden konnten. Gleichzeitig konnte
die Abgrenzung zum Pseudogen durch eine sehr restriktive Primerauswahl gewahrleistet

werden, wodurch methodische Fehlinterpretationen nahezu ausgeschlossen werden kénnen.

Da zwischen den in dieser Studie beschriebenen SNPs und den durchgefihrten
Assoziationsanalysen primér kein Zusammenhang zwischen Polymorphismen im CLNSI1A-
Gen und der Beeinflussung der Asthmapradisposition nachgewiesen werden konnte, muss die
initiale Hypothese Uberdacht werden. Mdglicherweise spielen CLNS1A Polymorphismen bel
der Entstehung von Asthma eine weniger wichtige Rolle, sind aber offensichtlich in der
Nasenschleimhaut bei der Entstehung von Heuschnupfen von Bedeutung. Scheinbar
beeinflusst CLNS1A as Strukturgen organspezifisch eher das Erkrankungsrisiko von
Heuschnupfen als von Asthma bronchiale.

Der SNP C7453T in Intron 1 des CLNS1A Gens zeigt in der Querschnittspopulation einen
Einfluss auf das Erkrankungsrisiko von Heuschnupfen. Wie es zu einem solchen Effekt
kommen kann, ist bis jetzt noch weitestgehend unklar. Zum aktuellen Forschungsstand liegen
keine Hinweise vor, die einen funktionellen Zusammenhang zwischen Heuschnupfen und
einer moglichen Chloridkanalstorung erkléren wirden. Untersuchungen am ebenfals fir
einen Chloridkanal kodierenden cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR)-Gen,
welches fur die Ausbildung von Mukoviszidose verantwortlich ist, ergaben, dass Patienten
mit chronischer Rhinosinusitis im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gehauft Mutationen in
diesem Gen aufweisen. Dies erscheint plausibel, bedenkt man, dass Verénderungen in
Viskositét und Elektrolytgehalt von nasalem Sekret aufgrund von Mutationen im CFTR-Gen
zur Entstehung von chronischer Rhinitis pradisponieren konnten (WANG et a. 2000). Es ist
durchaus vorstellbar, dass Mutationen im CLNSI1A-Gen dhnliche Auswirkungen auf die
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Zusammensetzung des Nasensekrets haben. Auf Grund seiner Steuerungsfunktion auf das
Zellvolumen konnten Veranderungen in diesem Gen die Schwellung der nasalen
Schleimhaute beguinstigen und damit zum klinischen Bild einer chronischen Rhinitis

beitragen.

Neben einer Assoziation zu Heuschnupfen weist ein weiterer Polymorphismus (T12777G) ein
erhohtes Erkrankungsrisiko fur Neurodermitis in der Querschnittspopulation (N=1940) auf.
Durch diese genetische Variation konnte eine Stérung in dem CLNS1A Gen hervorgerufen
werden mit einer potentiellen Auswirkung auf die Barrierefunktion der Haut. Ahnlich wie das
pulmonale Epithel stellt die Haut eine Grenze zur externen Umwelt dar, die standig mit
Noxen und sensibilisierenden Stoffen in Kontakt tritt. Bel Einschrénkungen in der Integritét
der Kutis konnten solche sensibilisierenden Stoffe (Allergene) ungehindert in den Korper
eindringen und gerade in der Haut die fir Neurodermitis typische T-Zell-Antwort ausl Gsen.
Aber nicht nur Uber den direkten Hautkontakt konnen Allergene im Rahmen einer atopischen
Dermatitis auf den Organismus wirken. Auch inhalative Allergene spielen eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der atopischen Dermatitis (SCHAFER et al. 1999). So ist vorstellbar, dass
genetische Verdnderungen in einem pulmonalen Strukturgen wie dem CLNS1A den Eintritt
von Allergenen beginstigen und Uber diesen Weg die Ausbildung von Neurodermitis
beeinflusst wird. Es ist bekannt, dass Neurodermitis und Asthma haufig in Kombination
auftritt. Somit ist es nicht weiter verwunderlich, dass der Effekt von T12777G auf das
Erkrankungsrisko von Neurodermitis signifikant in der Fall-Kontroll-Population zu
beobachten war. Auf Grund der vorliegenden Populationszusammensetzung, bestehend aus
Falen und Kontrollen in einem 1:2 Verhdtnis, werden folglich die beobachteten Effekte
besonders deutlich. Entsprechende Anaysen der Querschnittspopulation zeigen einen
gleichgerichteten Trend in Hinblick auf die Pradisposition fur Neurodermitis, jedoch ohne
eine statistische Signifikanz zu erreichen.

Bisher gibt es keine Daten, die einen Zusammenhang zwischen Neurodermitis und Stérungen
in Chloridkandlen beschreiben. Ebenfals konnte in der Literatur kein Hinweis auf die
Expression von CLNSI1A in der Haut, z.B. durch Keratinozyten gefunden werden. Wie und
ob die beobachteten Effekte von Polymorphismen im CLNS1A-Gen tatséchlich die
Entstehung von Neurodermitis und Heuschnupfen beeinflussen, bleibt somit zun&chst unklar.
Um die vorliegenden Zusammenhange zwischen Polymorphismen und diesen beiden
Phanotypen zu unterstiitzen, missen Replikationsstudien in grof3eren Populationen folgen.

Weiterfihrende funktionelle Untersuchungen konnten einen Aufschluss auf die potentielle
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Relevanz der genannten Polymorphismen und deren Einfluss auf die Pathogenese von

Neurodermitis und Heuschnupfen liefern.

Besonders erwdhnenswert sind die Analysen zur Identifikation von Polymorphismen, die
einen negativen Einfluss auf die Lungenfunktion ausiiben. Dabei sollte der Einfluss der
identifizierten SNPs im CLNS1A Gen auf die Lungenfunktionsparameter untersucht werden.
Hochinteressant ist die in Intron 1 identifizierte Variation C7624T mit einer signifikanten
Abnahme der Lungenfunktionsparameter MEF75, FEV1 und FVC bei Vorliegen des TT-
Genotyps. Die stérkste statistische Signifikanz ist dabel fir die Reduktion der FEV1 zu
finden. Noch deutlicher wird die Assoziation zwischen dem T-Allel und der Reduktion der
Lungenparameter bei den Berechnungen nach dem rezessiven Modell (Wildtyp + Heterozygot
vs. Homozygot). Hierbel zeigt zusédtzlich die MEF50 eine signifikante Abnahme bei
Vorliegen des selteneren Allels. Diese genannten Effekte sind nicht nur bel der Betrachtung
der Stadte Minchen, Dresden und Leipzig gemeinsam zu finden. Vielmehr ist ene
gleichgerichtete Abnahme aler analysierter Lungenfunktionsparametern bei homozygoten
Trégern des T-Allels in alen drei Stadten ebenfals getrennt zu beobachten. Dieses
gleichsinnige Verhalten unterstreicht die Aussagekraft der jeweiligen Effekte. Fir den
Polymorphismus C7624T war die FEV1 der Parameter mit den deutlichsten Effekten,
widergespiegelt durch eine signifikante Einschrankung bei Probanden des TT-Genotyps. Die
FEV1, die Einsekundenkapazitédt, gilt als der am besten reproduzierbare Parameter einer
bronchialen Obstruktion (VOLLMER et a. 1990). Interessanterweise scheinen die
beobachteten Effekte von C7624T auf die Lungenfunktion nur bei Asthmatikern eine Rolle zu
spielen. Bei der getrennten Betrachtung von Asthmatikern gegentiber gesunden Probanden in
der Fall-Kontrollpopulation ist die signifikante Einschrankung der Lungenfunktion lediglich
bei den Asthmatikern zu finden. Es ist vorstellbar, dass die Auswirkungen von C7624T erst
bei Vorliegen eines schon vorgeschadigten Bronchialsystems zum Tragen kommen. In einem
gesunden Bronchialsystem, in dem an sich keine Atemwegsverengung z.B. durch pulmonales
Remodeling vorliegt, sind die Effekte von C7624T eventuell zu gering as dass sie klinisch
nachweisbar wéren.

Ebenfalls in Intron 1 des CLNS1A-Gens wurde der SNP C7453T identifiziert, der eine
signifikante Zunahme der MEF25 in der Leipziger Population sowie der MEF50 in der
Munchner Population bei Tragern des homozygoten T-Allels aufweist. Diese Effekte decken
sich jedoch nicht mit den Ergebnissen der anderen Stadte. Es konnte kein gleichgerichteter

Trend verzeichnet werden, so dass dieser Zusammenhang in Frage gestellt werden sollte.
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Ebenfalls angezweifelt werden sollten die beobachteten Effekte von T12777G auf die

Lungenfunktion, die sich nur in der Dresdner Population finden.

Um die Aussagekraft der dargestellten Resultate zu bekraftigen, wurden n silico-Analysen
durchgefiihrt. Diese lassen den Schluss zu, dass der Polymorphismus C7624T in Intron 1
tatschlich eine funktionelle Relevanz haben konnte, da er sich in einem konservierten
Genbereich befindet. Durch die Expression des polymorphen Allels kénnte eine mogliche
Bindestelle fir PRDI-binding factor 1 (PRDI-BF1) entstehen (siehe Tabelle 30). Bei PRDI-
BF1 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der besonders an PRDI-Elemente (positiv
regulatory domain |) des BetaInterferon-Promotors bindet und die Transkription des Gens
unterdrickt (KELLER und MANIATIS 1991). PRDI-BF1 spielt ebenfalls eine tragende Rolle
bei der Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen (TURNER et al. 1994). Eine der
Funktionen von PRDI-BF1 scheint hierbei die Repression von e¢myc Proto-Onkogenen zu
sein (TURNER et al. 1994; LIN et al. 1997). Die Auswirkungen einer stark beeintrachtigten
PRDI-BF1-Funktion auf die B-Zdll-Differenzierung spiegelt sich in der Tatsache wider, dass
ein Fehlen des PRDI-L okus bei mehreren humanen malignen Erkrankungen gefunden werden
kann, z.B. im Fal der B-Zel-Non-Hodgkin-Lymphome (MOCK et a. 1996). Ren et al.
konnten nachweisen, dass PRDI-BF1 unabhangig von der Distanz der Binderegion zum
Promotor des jeweiligen Gens als aktiver Repressor wirksam ist (REN et al. 1999). Somit ist
vorstellbar, dass durch C7624T eine mdgliche Bindestelle fir PRDI-BF1 in Intron 1 entsteht,
wodurch die Expression von CLNSI1A unterdriickt wird. Das Resultat wére eine verminderte
Anzahl von Chloridkandlen und damit verbunden ein blockierter oder veranderter
Chloridstrom. Die beobachteten Auswirkungen von C7624T auf die Lungenfunktion im Sinne
einer obstruktiven Storung wirden in ein solches Krankheitshild passen. Die tatséchlichen
Effekte einer mdglichen PRDI-BF1-Bindestelle im CLNS1A-Gen auf die Gen-Expression
und die funktionellen Folgen missten in weiteren Untersuchungen geklart werden. Aus
Versuchen mit Knockout-Mausen ist bereits bekannt, dass ein vollsténdiger Ausfall von
CLNSIA letade Folgen hat (PU et a. 2000).

Veranderungen in der Chloridpermeabilitdt von Zellen stellen die Basis einer Vielzahl
vererbbarer Erkrankungen wie der zystischen Fibrose beim Menschen dar. Auf Grund seiner
biologischen Funktion als Chloridkanal und seiner Lage auf Chromosom 11913 wurde in der
vorliegenden Arbeit das CLNS1A-Gen ausgewahlt. In der vorliegenden Arbeit wurden zum
ersten Ma Assoziationen zwischen Polymorphismen und atopischen Erkrankungen sowie

L ungenfunktionsparametern untersucht. Trotz beschriebener Hinweise auf eine Kopplung von
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Asthma und Atopie mit Genen auf Chromosom 11913 (OBER et a. 1998) konnte kein
Zusammenhang zwischen SNPs im CLNSIA-Gen und diesen Erkrankungen in den
untersuchten Populationen gefunden werden. Jedoch konnte gezeigt werden, dass der
identifizierte Polymorphismus C7624T im CLNS1A-Gen signifikant assoziiert ist mit einer
verminderten Lungenfunktion bei Patienten mit einer vorbestehenden Asthmaerkrankung. Auf
Grund dieser deutlichen Beeintréchtigung auf die Lungenfunktion von Asthmapatienten kann
die Variation C7624T as ein zusétzlicher Risikofaktor im Fall einer Asthmaerkrankung
gedeutet werden, der das Mald der Obstruktion zusdtzlich modifiziert. Auch fir andere
obstruktive Lungenerkrankungen wie die Mukoviszidose kann die Kenntnis Gber C7624T und
die beobachteten Auswirkungen von Interesse sein. Die Genotypbestimmung des SNPs
C7624T bei Asthmapatienten und Patienten anderer Lungenerkrankungen konnte
moglicherweise das Ausmal3 der Obstruktion bei diesen Patienten vorhersagen kénnen

Nicht nur im Rahmen der Diagnostik und Risikoeinschétzung lungenkranker Patienten konnte
die Bestimmung des Allelstatus von C7624T von Nutzen sein, sondern auch Auswirkungen
auf bereits bestehende Therapiestrategien bei Asthma bronchiale haben. Im klinischen Alltag
begegnet man immer wieder Patienten, die nicht auf die eingesetzten Medikamente
ansprechen (Non-Responder). Dies konnte auch fur den Wirkstoff Nedocromil zutreffen.
Nedocromil findet aufgrund seiner Mastzell-stabilisierenden Eigenschaften Anwendung in der
prophylaktischen Therapie von Asthma und Heuschnupfen. Untersuchungen ergaben, dass
Nedocromil die Funktion des durch CLNS1A kodierten Chloridkanals hemmt
(GSCHWENTNER et a. 1996b). Es ist vorstellbar, dass dies der Schltissel zum Verstéandnis
der Wirkungsweise von Nedocromil ist, da die resultierende Unterbindung des Chloridstroms
zum einen Uber komplexe Mechanismen die Degranulation von Mastzellen verhindert
(ALTON und NORRIS 1996). Zum anderen wird beschrieben, dass Nedocromil aufgrund
seiner Chloridstrom hemmenden Eigenschaft Zunahme der Zellgréf3e vermindern soll. Ferner
scheint Nedocromil eine herabgesetzte Reizbarkeit von Nervenendigungen des
Bronchiaepithels zu vermitteln und auf diesem Wege der Entstehung von Bronchospasmen
entgegenzuwirken. Auch dieser Effekt wird der Einflussnahme auf Chloridkanédle
zugeschrieben. Wie bereits erwahnt, veréndern Mutationen im CLNS1A Gen moglicherweise
die Funktionalitét des Chloridkanals, was eventuell zu einer eingeschrankten Wirksamkeit
von Nedocromil fuhrt. Diese Erkenntnis stellt folglich den Einsatz von Nedocromil bei
Mutationstrégern in Frage. Eine Genotypisierung kann im Einzelfall angebracht sein, um die
Therapie auf die individuelle genetische Pradisposition abzustimmen und somit die aktuellen

Erkenntnisse der Pharmakogenetik anzuwenden.
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Primé wurden in der vorliegenden Arbeit keine Effekte zwischen Polymorphismen im
CLNSIA Gens und der Entstehung von Asthma und Atopie beobachtet. Zwei der insgesamt
20 identifizierten Polymorphismen zeigen ein grenzwertig erhohtes Risiko fir Heuschnupfen
(C7453T) und Neurodermitis (T12777G). Die moglichen Hintergrinde fur diese Ergebnisse
bleiben bislang unklar. Hochinteressante Effekte weist jedoch der Polymorphismus C7624T
in Intron 1 auf: dieser SNP ist mit einer signifikanten Einschrénkung der MEF75, FEV1 und
FVC bel Asthmapatienten in der Lungenfunktionsanalyse assoziiert. Wie die beobachteten
Zusammenhange zwischen C7624T und der Lungenfunktion zustande kommen, konnte
moglicherweise auf Verdnderungen des Transkriptionsfaktorbindeverhaltens zurtickzufihren
sein. Das Binden des repressiven Transkriptionsfaktors PRDI-BF1 in Abhéngigkeit des
Polymorphismus C7624T konnte folglich die Genexpression von CLNSI1A beeintrachtigen.
Eine daraus resultierende verminderte Expression von CLNSI1A kdnnte gekoppelt sein an eine
Reduktion von Chloridkanden, was zu einem Mukoviszidose-dhnlichen Krankheitsbild
fuhren konnte. Da das CLNS1A Protein neben seiner Funktion als Chloridkanal eine Vielzahl
von Interaktionen mit zytosolischen Proteinen und Proteinen des Zytoskel etts eingeht, scheint
eine hohe Multifunktionalitdt des Proteins vorzuliegen. Dies lésst zusétzlichen Raum fir
Spekulationen, um die beobachteten Effekte auf die Lungenfunktion von Asthmatikern zu
erklaren. Es bedarf deshalb weiterer funktioneller Untersuchungen, um den Stellenwert von
C7624T in der klinischen Diagnostik sowie seine Einbeziehung in die individuelle

Therapieplanung bel Patienten mit obstruktiven Lungenerkrankungen zu bestimmen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Entstehung von Asthma und allergischen Erkrankungen wird sowohl durch genetische
Préadisposition als auch durch Umwelteinflisse bedingt. Wahrend die immunologische
Kaskade sowie die Th-2-gewichtete Entzindungsreaktion gut untersucht sind, ricken
pulmonale Strukturgene in den Interessensmittel punkt der Asthmaforschung.

Veradnderungen in der Chloridpermeabilitét von Zellen stellen die Basis einiger vererbbarer
Erkrankungen beim Menschen dar, wie z. B. die Mukoviszidose, welche mit einer
veranderten Mukusproduktion exokriner Driisen einhergeht. In der vorliegenden Arbeit wurde
das Strukturgen CLNSI1A, welches fir einen Chloridkanal kodiert und auf dem Asthma- und
Atopie-relevanten Chromosom 11 (11g13.5-14.1) lokalisiert ist, auf Polymorphismen hin
untersucht.

Das Mutationsscreening im CLNS1A-Gen wurde an einer Zufallsstichprobe von Atopikern
und Nicht-Atopikern (N=37) durchgefthrt. Durch Sequenzierung aler Exons mit
flankierenden Intronbereichen sowie Promotor und 3'-UTR wurden Polymorphismen in den
untersuchten Genbereichen identifiziert. Funf tagging SNPs wurden ausgewahlt und mit Hilfe
der MALDI-TOF Methode auf ener Asthma-Fall-Kontroll-Population von 1872
Schulkindern  (Alter 9-11 Jahre) sowie einer Querschnittspopulation genotypisiert.
Anschlief3end wurden eine Assoziation zu Asthma und Atopie sowie die Auswirkungen auf
die Lungenfunktion untersucht.

20 SNPs wurden in den untersuchten Genbereichen des CLNS1A-Gens identifiziert. Im
Rahmen der Assoziationsanalysen zeigte der Polymorphismus C7624T bei vorbestehender
Asthmaerkrankung eine signifikante Reduktion der MEF75, der FEV1 und der FVC in der
Lungenfunktion bel Tragern des homozygoten T-Allels. In silico-Analysen zeigten, dass
durch den SNP mdglicherweise eine Bindestelle fur den repressiven Transkriptionsfaktor
PRDI-BF1 (positive regulatory domain Fbinding factor 1) entsteht, wodurch die Expression
von CLNSIA unterdrtickt werden konnte.

Des Weiteren konnte eine positive Assoziation zwischen dem Polymorphismus C7453T und
Heuschnupfen sowie zwischen T12777G und Neurodermitis in der Querschnittspopulation
nachgewiesen werden. Ein Zusammenhang zwischen den untersuchten Polymorphismen und
Asthma und Atopie konnte nicht gezeigt werden.

Aus den vorliegenden Daten kann geschlossen werden, dass genetische Verénderungen im
CLNSI1A-Gen scheinbar Einfluss auf die Lungenfunktion von Kindern mit Asthma bronchiale
haben.
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6 SUMMARY

Genetic predisposition and environmental factors are thought to determine the devel opment of
asthma and other allergic diseases. While the immunologic cascade as well as the Th2-shifted
inflammatory immune response is aready well examined, pulmonary structure genes gain
increasing interest and have become a mgjor focus in asthma research.

Chloride channels are in the focus of extensive research because changes in the chloride
permeability of cells may influence cell swelling, contractability and mucus production, e.g.
changes in the chloride permeability are the basis of cystic fibrosis. Therefore, we screened
the CLNS1A-gene, which encodes for a mammalian chloride-channel on chromosome
11qg13.5-14.1, for mutations and tested the effect of polymorphisms in this gene on the genesis
of asthma and lung function.

Mutation Screening for CLNS1A was performed in 37 randomly selected adult German
volunteers. All 7 exons including at least 500 bp of the respective intronic flanking region,
approximately 2000 bp of promoter region and 1000 bp of 3 -untransated region were
screened.

Genotyping by MALDI-TOF MS technology was carried out for five tagging SNPs in a
German case-control study of 1,872 children (9-11 years, ISAAC Il) as well in a cross-
sectional study population (N =3,099). Subsequent statistical analyses examined the impact
on lung function parameters as well as the potential association with asthma and atopy.

In total, 20 SNPs were identified in the CLNS1A gene. Association results revealed that
carriers of the homocygot T alele of the polymorphism C7624T in intron 1 developed a
significant reduction of MEF75, FEV1 and FVC. In silico analysis indicated that this SNP
may create a putative binding site for the repressive transcription factor PRDI-BF1 (positive
regulatory domain I-binding factor 1), by which the expression of CLNSIA may be
suppressed.

Furthermore, a positive association between the polymorphism C7453T and atopic rhinitis as
well as between T12777G and atopic dermatitis were detected in the cross-sectional study
population. No association between SNPs in the CLNS1A gere and asthma or atopy were
observed.

Our results indicate that genetic alteration within the CLNS1A-gene may influence pulmonary

function in children with asthma.
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7 CLNSIA-GENKARTE

LOCUS

NT_033927 , Homo sapiens chromosome 11 reference genomic contig.

24660 bp DNA

DEFINITION CLNSIA gene, complete (1981...23630)
ACCESSION NT_033927 REGION: complement(6555334..6530685)
VERSION NT_033927.3 GI:27499280
KEYWORDS

SOURCE

Ho mo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Eutel eostomi;

linear CON 04-JAN-2003

Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 21649)
AUTHORS International Hunman Genome Sequencing Consortium.
TITLE The DNA sequence of Homo sapiens
JOURNAL Unpublished (2003)
COMMENT GENOME ANNOTATION REFSEQ: NCBI contigs are derived from assembled
genomic sequence data. They may include both draft and finished
sequence.

On Jan 4, 2003 this sequence version replaced gi:22064341.

This contig has been assembled by NCBI staff from individual clone
sequences making use of atiling path supplied by the segencing
centers.
COMPLETENESS: not full length.

FEATURES

MRNA

ORIGIN
001
061
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

Exon 1
Exon2
Exon3
Exon4
Exon5
Exon6
Exon7

trtttttetet
gt gat ct cgg
t cccgagt ag
t agagacggg
cgtccgectc
tactctttct
acggt gat cc
cagggt t gct
tttatcaaga
gact agagt t
gccaaggcgc
cttcaacctc
ttttgtattt
gtcctcgtga
gcacccggcc
agtttttttg
t gt cgcccag
gttcacgcca
acacccggct
tggtctt gat
caggcgt gag
ggggaaggcc
ttgaagct gt
acat agccag
at at ct caag

Location/Qualifiers

1981...2193
9882...10020
13965...14066
14713...14820
17112...17283
20087...20177
23087...23630

ttttttgaga
ctcaccgcaa
ctaggattac
gtttctccat
ggcctccaaa
ctattgcaat
catt gggcag
gct gt aat gg
t ggaaat t gt
togttgttott
gacct cggct
ccgagt agct
ttagt cgaga
tctgcccgec
tagagtttta
ttttttgttt
gct ggagt gc
ttctcctgec
aatttttttg
ctcctgacct
ccaccgcgcc
agt gagt caa
cctcttgege
tttatccatc
caccgatctt

cagt gtt fegetet t gt t gc

cctccgectc
aggcat gcge
gt t ggt cagg

at gct gggat
tcccct gt ct

tt acaacagg
cccaat gggt
aacagaaaaa
gttttgagac
cact gcaagc
gggact acag
cggggtttca
t cggcctcce
tttttactca
tttgttgttt
agt ggcgcet a
t cagcctccce
tatttttagt
cgt gat ccgc
cagccaggga
gagt gct gat
t gagt cagtt
t ggt ggt gcc
aggt gcagt t

ccgggttcaa
caccacgcca
ctggtctcga
tacaggcgtg
t gat aaat ag
gttgtatgta
t caccttgcc
cagtaattca
ggagtctctc
tccgectctce
gcacct gcca
ccgtgttagce
aaagt gct gg
aatcagtttc
tttttttttt
tctcggctca
cagt agct gg
agagacgggg
ccgect cggce
tccaagtttt
tggttgggtg
cct gggt t gg
agct gat cca

tagggagggt

100

¢caggct gga
gcaattctcc
ggct aat t gt
attcccgacg
agccattgcc
gctctgtcta
act gggt t ac
tgttgcctag
cgcagagct g
tctgtcgecce
gggt t cacge
ccacgcccgg
caggct ggt c
gattacaagc
ccagagcat t
tttgagacgg
ct gcaagct c
gaccacaggg
tttcaccatg
ct cccaaagt
t aaggat aat
ggagat gaag
t 9999agggg
t caagt gcag
cagaatcttg

gt gcaat ggc
t gcct cagece
gcatttttag
t caggt gatc
accggt gt at
agcagcaggc
agggt t gt aa
acagagct ga
ct gt gcagga
aggct ggagt
cattctcccg
ctaattttgt
tcgatctcct
at gagccact
cagggat caa
ggtctcgetc
t gcct ccegg
gcct gccacce
tt agccagaa
gctgggatta
tt ggcaggt t
t cacagggag
gcacaagatc
ggt ct gcaac
tagcttgcag

T-1578C

G 1452A

G 853T
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1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221

ctgtaatttc
aggcagt cca
tgttttaaac
caat gaacaa
ttcagtgtct
cccacagaac
gggt gt t gcg
gtctcatctc

taat ct aaac
gt ccccaggc
ttcaaact gt
ggacagtttg
cagttataat
cctcagttat
cggt caaact
t at ggt cgac

cataatttct
aagaaggaag
aaact aagtt
gaggt t agaa
tttgcagtgg
t gaagcccaa
ccacacgttc
ggcgt t caga

ctgtg ttgccgcact ct

ctcctgcgeg
cggcct ggag
gggt ggaagg
gccggaattt
tctttctctg
ttettttttt
t aacgcacgg
aggagat gtt
gtttggttac
ct cgacacag
gaat t gccct
accgt aaat a
attttgaagc
ccttttgctc
gattactttg
aaccttaatt
acaccagaaa
aaact gt aaa
aggccagaaa
agat aat gag
ggcgeggt gg
t gagcccagg
t acaaaaat t
gggaggat ca
ctccagcctg
at gt gt at ct
gt at act cat
agggat acgc
caaaacaaaa
aaagcagttt
ttcetttttt
tt gagggaca
gt ggt ggct ¢
t gacaggagt
aaaattatcc
ggagaat cgc
t ccagcect gg
cct aaagaaa
attttgccat
cgttttccac
ctcat act aa
ct gggcaagg
ccttgagtcc
gaat acaaaa
tat ggggagc
t gat cacact
t aaacatt at
trtttttetet
gcgcgacctt
cct cct gagt
t agt agagac

ccgeccect cct
gcctgetggg
ctcgattttt
ccccttatgg
tctctttctc
ttttttttta
tctggtttta
ccecctctcetg
acaat aaaga
acaggggt ca
tttatttgge
ttgtggttgt
ct gt aat gac
cat cacttgt
gaaccacctg
acgtttgtga
gt gaaggt cg
gaacct ct gc
ct gagat agg
tttggtcagg
ctcacacctg
agttt gagat
agccaggcat
cct gagccca
cat gacagag
t gggaaagt g
ggaaat ggat
cgacgggt gg
t gt gaagagc
ctttgaagtg
attcat gaca
gtcctgtatt
acgcct gt aa
t caagaccag
gggt gt ggt g
tt gaacccga
gt gacagagt
agttgtgtta
gtttatgtct
ttcctgttca
ggaagt at aa
tggcttacgce
aggagttctt
act gcaaaaa
t gaggt ggga
actgcattcc
ttgtttcage
tttttttttg
ggct cact gc
agct gggact

ggggt ttcac

acat cgct ga
ccttgctgga
agcggggt ct
ct agt act cc
attgtgcttt
tctttctttc
act cgcct at
agggt ct gaa
ggat acgt ag
ttttcttctg
t at gcagagg
cacgt ggagc
agaacagagg
acat cgaatc
ct acagccag
t aaaat ccag
agtccctttt
t ggggccaaa
tttaaaggga
acat at ggat
acat gt gt gg
t aat cccagc
cagcct gggc
ggt ggcggcee
ggaggt cgag
t gagaccctg
gt att aaaga
tagatatctc
gt cat gaaag
at at at t gag
gt ggaagat g
tttctgtatg
gatttttgca
taccagcact
cct ggccaac
gcgt gcacct
gaggcggagg
gagact gt ct
ttactaccca
ctgtttttct
gaagaacagg
ctctttttaa
ct gt aat cgc
gaccagcctg
ttagccggtc
ggattacttg
agcctgggtg
ttttcacaaa
agacagagt c
aagct ccgec
acagacgt gc
cat gt t ggcc

aatcttgtgg
tttgttttgg
cct cccaaag
acaacat gga
tggtttcact
agcct cagaa
ttagccgacc
ttccggggca

gaggtagggt
gcaggeggt g
cgt gcccgac
t ccggagt ct
trtttttttet
ttcttetttt

ttact ggagg
gt gt gcct gt
tttcagagcc
t aggt at agt
gaccagactc
actttggt at
tccctgtttce
tttcctgecce
agaaaatt ct
gat aatctcc
gct gt gt aat
attctgccta
aatttagaca
gggaggaaaa
agtagttgta
actttgggag
agcat ggcga
tgtagtccta
gct gcggt ga
t ct caaaaaa
gagatgtttg
agaagagaag
aagaaacttg
tatt gacaag
gagcacagat
ttgacgcttc
tttagaagaa
ttgggaggct
aat gt gaaac
gt aat cccag
tt gt agt aag
caaaaaaaaa
tacacccttc
tttttttctg
gacatt at ct
gttcttatca
agcacttcgg
gacaacat ga
gt ggt t gcac
agcct gggca
acagagt gaa
caaatctctt
ttgttctgtc
tccecgggttt
t ccaccacgc

aggct ggt ct
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ctgatttgtt
gaaaaggct g
ttagttcagc
tttgggtagg
gt gacaat cc
at ggcgagga
tccgecgcett
gact aagttg

tcctggtccce
cgaaggagcc
gcct caggga
tccattctct
ttttettttt
ctttctttct
tctggegcgt
ctttccggat
gact gt gogag
aaggagagga
ccgttttggg
tttgacagtc
cttgacatgc
ttcagatatg
ctacttttaa
ctatgttact
at aacat att
ctacagaatc
tt gaacaagg
gcaagatt ga
cat at gaccg
gct gaggeag
aacccagt ct
gct act cagg
gccgtgattg
aaaat aaaaa
gaggtcgtta
aggaccaagt
agaaaggagg
gagatctttg
acattcctag
tttcagtatt
tttcaaacct
gaggcgggt g
cctgtctcta
ctacttggga
ccgagat cat
aaaaaaagaa
acaaagattt
agccatttga
t gt at aacca
gcttttaaaa
aaggccaagg
caaaacccca
gt gcct gt ag
gt tgaggct g
accttgtctc
atgtttcttc
gcccaggcet g
aagcgattct
ccagct aatt
caaattcctg

agtcctacaa
tcatcatctt
ctat at ccag
t cagat cgct
t gagggact t

agaaggggaa
ttcctagaat

ttcttccggg

cagcgct ggc
gggcaagggg
tacct gt agc
gttttctccg
ttcctctttc
ttcttttatt
gcgttgecct
gaacagat gc
gacttttaaa
acacccttaa
gt cct ggaag
agat agat ct
agttttcttt
tgttgcttce
gagct cat gt
gt cgact ggt
cacccgcatg
cagagcacaa
tttaggcttc
ggt gagaggc
tgttgggccg
gcagat cgct
ct acaaaaaa
aaact gaggt
tgcccctgea
t aaaaaaaga
aagt gt t agt
gt agaaccct
aaggagcagt
at aat t gggg
ttcccaggca
at aactcctt
aagat ccagt
gat cacct ga
ct aaaat aca
ggct gaggca
gccat t gcat
aaatttcaaa
attagttaac
gaatt gtcga
caat acaatt
aattcttagc
t gagcagat ¢
tctctgcaaa
tggcagttac
cggt gaget g
t gaaaaaaat
tttaagattt
gagt gcagt g
cctgectcag
tttgtatttt
acct cat gat
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5281
5341
5401
5461
5521
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5761
5821
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8881
8941
9001

ccacccacct
aaataatttt
ct gt gt acat
agagat gat a
ggctttggtg

ggacttggtt
agcttagttt

gttgcccagg
ttcaagct at
at gcct ggct
tctcaaactc
aggt gttagc
gaggcat gaa
at t aggt aat
caaat aatta
ccgt gct ggg
catgttctct
gtttctttgg
t acaaagagt
gat acagt ga
t cagt agatt
at cgt ggcct
ataggattta
atgtactgtc
caggct t gag
caattctcct
gctaattttc
ct cct gacct
ct gagccacc
gaaaaaat aa
tatatgattt
tttttttatt
ttggcttctg
t agcaaat gc
gt at t at gat
ggtttcagtt
aattattttg
tttttgagat
ct cgt gat ac
at gcat acag
agttgttctg
cttttaggcc
gcagat cacc
ct att aaaaa
gggaggct ga
tcat gct act
tttatcactt
at agaaat ct
at t aggggca
ggt ggat cac
t aaaaat aca
aggct gagge
gccact gcac
atacaattac
aatctgcctt
tttcatttag
ct cagact gt
ttttgttttet
gaat gat aca
aaccatttaa
ccaccatttt
ccctatttcc
cttcaggatt

tggcctccca
tttgtgtgtg
at at at acag
aagct ggaga
aaactattta
tagtctctca
tttataggaa
ct ggaat gca
tcttttgect
aattttgtat
ccgaacttag
cactgcaccc
t aat at aaaa
ttaaacttaa
agt t aaccca
aat aaaggac
acatgtttac
aact gggt at
aaat gcaaat
aatcttttat
tattacaatc
ct gct agaat
atttgttgtt
aaatctcttt
t gt ggt agcg
gcct cagect
gtatttttaa
caggt gat cc
acgct cggct
gttgttgaaa
gcatttgtaa
t aaaaaaaaa
tcctat agaa
t gt gcagagg
ggcttttaaa
tttccatgtc
gacacccaaa
cagaaaaggg
ttgggcatta
cacat aacct
gaaaacaat t
aggcgcagt g
t gaggt cggg
t acaaaaat t
ggcaggagaa
gcact ccagc
at aagcttcc
ttccacat ga
gggt gt ggt g
gaggt cagga
aaaaat t agc
aagagaat gg
t ccagect gg
gtaagtttta
tgtttttggt
gggaact gag
cacact gt ca
gcttggttag

ggggtcttac
acat acaatt

agaatatttt
ttctagccct
ttttactttt

aagt gct ggg
aaacat aaat
tccagccgtt
aggagagagt
gttt gaggca
gatttgtgtt
gttgaatttt
at ggcgcaat
caccctcccg
ttttagcaga
atgatccatc
ggccaggaag
tagacagttt
aatttttttt
aat t caagac
act caccata
tctgtgtcta
gattaattaa
cagaatttaa
gtttctctac
at cccagcaa
t agaaaat ct
aat aggt att
trtttttetet
tgatcttggt
cccaagt agc
t agagacagg
atccacctcg
tataatgtca
gtaagttgtt
at ct gaaaaa
agaat ttaac
t gcat aat cc
agcatttgta
agt gaaggcc
gt cat t gagt
tttggaat gt
cagtttattt
tttcctctcc
cattacat aa
t gt agaggt t
gct cacgcect
agtttgagac
agcgaggcgt
t cgcct gaac
ct gggt gaca
tagttttcct
cagt gcat at
gct cat gcct
gat ccagacc
cgggt gt ggt
cgt gaacccg
gcgacagacc
gtatatttac
aatgctttcg
gt ggaaagt t
ttgttcctge
aaat t agaca
ttcattaact
cactagtttt
cttcacccca
aggcaaccac
tttctgctaa

attacaggca
acaaaaaaag
cttcatctga
catgttcata
gagagggaca
gaaagattta
trtttttetet
cttggctcac
agt agct ggg
gat gggattt
tgcct cggece
ttgaattttt
aaaacaggt a
ttgtatctca
ctctcttagce
cttgtgcaaa
attcttcttg
atgttttaga
t gat cagaca
atcactttga
actttaatgg
ggt ggt ggt g
tgttcaaatt
ttttttttga
t cact gcaac
tgggattaca
gtttcgccat
gcct cccaaa
aatctttttt
ttcccattta
gt aaaat aca
gatt agaat a
cagtt cat gt
ttctctctge
ataatttgat
cattcaagtt
ttctttctga
gcttt aaaat
acat t aaaag
tacaatgttt
ttatcacttt
gt aat act gg
cagcct ggcc
ggt gt cacac
cctggaggt g
gagt gagact
ttactttttt
attcttactt
at aat cccag
at cct ggct a
ggcgggcgcec
agaggcggag
gagact ct gt
agagttgtac
gt aact gagg
catcctcccc
ccaaggcagt
gccaggcettg
tttaaaaata
tagtctgttt
aaaagaacct
tatattgcat
gt ggt acagc
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t gagccaccg
ggt at aaat a
gggagt gagg
aatttggctt
gcaacagatt
gaat ct ccgg
t gagat gaag
cgcaacctcc
at t aacaggc
ctccatgttg
tcccaagatg
at ccaaat aa
aaat aggt aa
ttccaaaatt
ttcctgtcct
agcatttgaa
tctttcccett
aggatttctt
aaacagtt at
aagt t agaac
cagcat gt ct
caacaaat aa
aaaat t gcca
gat ggagt ct
ctccgectcc
ggt gcct gec
gttggtagtc
at gct cccaa
aacat agt aa
aaaat atctg
gaaacct agg
agtgttttta
aaaagat t at
act agt aagg
aggcact cat
ttatggctct
att gt gat aa
aat acagctt
gaaagcagt g
ctttggaacc
tagctcttta
cactttggga
gt cat ggcaa
gcttgtaatc
gagat t gcag
tcatct caaa
ttttttaata
ttgccttttg
cactttggga
acacggt gaa
tgtagtccca
cttgcagcga
ct aaaaaaaa
agttatcacc
gt cat gt ggt
ttccact gaa
cctaggttct
ttaaaatt gt
attcat at ag
acagaat t gt
ggt acccagt
taacattttt
t ccagat gga

tgcccggeca
cacacacat a
gagaat gccc
atagccttta
aggtttggcet
cttatttcag
tttcactctt
gcct cct gag
at gcaccacc
gtcagacttg
ctgggattat
ggaagat aca
t caaatt aaa
aat ct t aaac
gtttttcatc
ttcagcaaaa
ttgact cacg
ctagaat at a
atttttagat
ttgaatactt
ggcctatttc
ttcatgtgca
gat t aaat ga
cccegttgec
t ggattcaac
accacaccca
t ggt ct ggaa
aat t at aggc
catgctgttg
tgaat attaa
gtttcttttc
agt gt ggaac
gagagttcca
aatt acagag
tctatgttta
ggatatttga
cgccagaaaa
tt gt agggga
ggcaggaaag
agt aggaat g
agatttatca
ggccgaggt g
aaccccat ct
ccagctactt
t gagccaaga
aaaacaaaga
agaat gt t gg
aaagt at aca
ggccgaggeg
accccgtctc
gct act gggg
gccgagat cc
aaaaaaaagt
acaat ct aat
tagacattga
cat gagt gat
cctgttttac
at agaat at a
catacagttt
gcaattatca
agcagacatt
tttttgactt
tgaagtatta
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9061

9121
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9241

9301
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9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961
10021
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11401
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t cagaaaat t
tttgttacac
tttctgtgge
cagggt aat a
tcttttagtg
ct cct gagcet
ctgtccgata
gct aaaat tt
gcct cat gga
aagagt aagc
ctgtttgaat
cagtttccac
tatttatatg
gatttacttt
at ggct ct

gt at gt at gg
agtctttgag
gcgggcggat
ctctactaaa
act caggaga
gagat cat gc
aaagaaaaaa
gggt agt agt
atg

attat ggat a
tttttaaaag
at agaact gt
t ccat gggcce
agaggaaggg
atattctgct
agt gccaagg
gcaaagactt
tt gaagt agt
atttagattt
tttagtaatt
gct at ct gaa
gacatttaaa
ccttggggtg
t ccat ct aag
ttaaagcatt
gct ggt gt ga
gagaaaggct
t aagaaaact
ggaggccaag
gaaaccct gt
t cccagct ac
agt gagct ga
aaagaaaaaa
gagcct gaat
gact aat gga
tcctaaacta
tataatcata
tt agt aagat
tatttcacta
tctgtcgcca
ggtt caagcg
cacgccccegce
ccaggat gct
ggat t acagg
cat aaattac
ctaagctcta
accat caggg

agctagectc
caat aaaat a
tttctcttaa
attatttcct
taggatt cat
ctttgttaac
gttcacattc
gcaaat caga
agaggggagg
at gaaagt ca
ttatagctag
tactgaattt
cat aaaggt g
ct aaaaat aa

tgtaatttaa
gccgggeacg
cacaaggt ca
aaat acaaaa
ct gaggcagg
cact gcact C
aagagtcttt
ttattaagca

tgtatttcta
gcacccttag
tttgttttgt
t ccaccaacc
tattattggt
at gcacagat
tt gagaaact
gt aaaagt ct
gt gt aagaga
taatatggtt
cttaggactt
aatatttttg
aat ct agt ga
tagtagtgta
t aaat gcaac
cattcatttg
aat ggcccca
t aggaaat ag
ctgtcattag

gggggcagat
ctctactaaa

t cgggaggct
gat cgcgceca
aagt aagaac
ttcatccaaa
tacacattag
ggaaaaagca
cagaat ct at
at gcaggatt
attctccagt
ggct ggagt g
attcttctgc
taattttttt
ctccatctcc
cgttagccac
atgtgcttga
agtttttttt
ct gggcgegg

t act gaaagc
tttgcatttg
agacgttgaa
gact t gcggt
ggagaaat gc
ggttttgaag
cat aagggca
aaaggaagag
atttgcaaaa
t agaaacat a
agggaaagag
tcttatttta
t ccaagct ga
tctacttaaa

tctaat gcct
gt ggct cacg
ggagat cgag
aat t agccag
agaat ggt gt
cagcct gggc
gat aat aat ¢
aaat ttcagc

attt
gcttttcctce
gggct t ggat
ttcagtagtg
tcaccattcc
gt ct agcagt
ggt cccccac
gt aggat at a
agt gaagat g
caatcctatg
ccagat at aa
tt ggcaagac
ttataagatt
agtttgaaaa
gt aagacttc
tatgatttta
cagaaat gcg
aat agt gacg
catttaataa
gccgggceaca
cacaaggt ca
aat acaaaaa
gagacat gag
ctgcactcca
tctgtcatta
aagt t aaggg
aaat acat gg
gtt cagt agg
atgattggtt
tcctatctta
tcettttttt
cagt gat gcg
ct cagcctcc
ttttttgtat
t gacctcatg
ctcgettggce
atcatatttt
ttttectettt
t ggct cacac

t caaaat act
accacatttg
t aaat gaaag
gagt gt gat t
at gatt acca
gat gttaata
cat at aagac
atctttatgg
gcaaagaggg
cat gt gactg
accgt aacag
tgaacgtttc
acttttatat
acatgttttt

cctttgatag
cct gt aat cc
accat cct gg
gcgtggt ggt
gaacct ggga
gacaaagt ga
aat gt aacat
acagcaactt
ctctatattt
taaagtttca
cagt at accc
ggtctcagtg
cccacatttg
t agat gccaa
aacaaagaat
aagattctca
ctcatgttta
aagttaccta
tat gat catt
ctgcctcatt
tcaaattctt
agaggat gag
ct aat aaggc
t aaccaagaa
aaacctt gct
gccat t ggag
at act agcct
gt ggct caaa
agagat cgag
ttagct gggc
aat cacttga
gcct gggcaa
acttgct agg
agtatattag
gaagcttgtt
ttttagggtg
gtaattgatg
ctagaaatta
tttttetttt
atcttgactc
cgagt agct g
tttagtagag
at ccacccac
cctttagttc
cccagecttt
ggcat acctc
ctgtaatccc
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gattttggtg
agggaaaact
gcttcaggga
acagccattt
aggatttatt
aaggaatgtg
tcattaccac
act ggt gt ag
tatttgaaga
aggaaaat gg
aattgatctt
t aaaaaagt a
actttgtgot

caaatt at at
cagcactctg
ct aat acggt
gggcgect gt
ggt ggaget t
gact ccgt ct
t gaggccat t
ggacacttga
acactt agaa
ctgtttattc
tgtgcttctc
gt t gt agggg
gcagt gacat
ggat gctatt
tattccatcc
agttttgctt
aaat aacggg
caaggct att
tatattcagg
aagt ggt aat
gccatt ggaa
gaaaagt aaa
atttggcaca
tattatgtagt
cttgtcagtc
gt gggaaagg
aagggcaaaa
cct gt aat cc
accat cct gg
gt ggt ggcgg
acccgggagg
cagagcaaaa
caagtcattt
tctcttgttc
t aaaat gcaa
tgtgttttaa
tgatt at gat
gtatctttct
tttttgagat
act gcaacct
ggact acagg
ttggggtttc
ct cagcctcc
tttttatctt
gttccttgca
tgtaagtctc
agcactttgg

atgtgtttcc
agat ct agct
atctgtctct
cat at at at g
gcat actt aa
acaagttctg
agagt t aagt
tt gaagggag
cat accaaaa
aat tt caagt
aaagaaaact
aacttgaatt
cttacat gag

tttaaaaaag
ggaggccgag
gaaaacccgt
agt cccagct
gt agt gagcc
aaaaaaaaaa
gactcatttt
agttttcaca
ttcttcattt
tgcctttctce
ataatttaag
ggatatattt
tttggttgaa
attat act aa
aaat gt cagt
t gggat aat t
ttgcttttct
gctctttcaa
t gt gaaact a
gactgattca
aaggttcaaa
aggctgttaa
aaatttactc
catgtttagt
aact ccagat
tacat gccaa
gcacatt gaa
caacactttg
ccaacat ggt
gt gcct gt aa
t ggaggt t gc
cggt cgaaga
gcatttctct
ccaaact caa
at gct ct gag
atatgtgctc
taatcctttc
gggt cacatt
ggagtcttgc
ctgcctcctg
ctccecgecac
actgtgttgg
caaagggct g
aaact cct ct
ttctgattct
tttaaaaatg

gaggct gagg

Cr453T
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cgggcggat ¢ acgaggt cag gagat caaga
tttactaaaa aaaatacaaa aaaattagcc
ctact cagga ggctgaggca ggagaat ggg

ccgagat ggc
aaaaaat gac
ttttgtgatg
act gcaacct
ggat t at agg
ttcaccat at
t cccaaagtg
gaat ggccaa
cgt aagaccc
cccagct get
cagt ct gggc
t t gat gagat
gggagcact t
tttctaggat
aaccat aatt

accact gcag tccagcct gg
cat caggacc gggcatagtg
gagt ct cacc ctgtcaccta
ccacctccca ggttcaaatg
cgcct gccac cacgcecttge
t ggccaggct ggact caaac
ctgggattac aggcgtgagc
gacaggagga tcacttgagc
cat ct caaaa aaacaaaaat
tagtaggct g aggt gggagg
aacaaaacaa gtcccagtct
tagattacct taaaaataac
tgggaggeca aggt gcgt gg
gctcactgta taat cagaat
ggaaattaaa attgaattgc

tttaaagt ca aat aatgaca ttaaaagggt
cagt ga
gt ga

acat accaag cattcccaat tgacacacac
tttaccacca ttacctccat tctattgctt
aaggaccaaa tacctattaa tatcaaaggt
ctgtcatctg ggtatatttt gtgagtggac
acttaatctc acctgctgga tggcagagga
ggat ggct gg aaagagccct at cagct gag
cagtcttacec aggactctga cccttttttc
gcaatgatct ctcataatga actcttatta
ttcaagattg atcttacaat ttggcagatt
ttaaatttat ttgcactgat ggttactttt

ttccttgttc agtggaggca atgttcactg
I - ¢ o

gttagtgaaa tggattttaa agtgggtttt
tatttgtatt aagggtagag gattatagtt
taaaattatt attattattt ttgagatgga
caat ggcgtg gtctcggctc actgcaacct
ctcagccttc caagtagctg ggattacagg
tttttagtag agatggggtt tctccatgtt
ggt gat ccgc ctgectcgge ct cccaaagt
tggctggtaa gattattatt aaaat agaat
tttgcaacag acaaattttt gagtgtaaga
agt agagcat at gggaggaa agaaaat ggt
tttaagct ga ggcagctgcc cccagagaac
gatcatttat attgttttat tattactatt
cccaggctgg tgtgcagtgg tgtgatttct
aatgattctc ccagctcagc ctcttgagta
tggctaattt ttgtgtattt tttataaaga
t ccaact cct gggcccaagc aat cctctgg
cat gagccac cgggcctgge ctgeatcttt
ccaaggtcat ttctttttct cagaaccata
cctcccccag accagaat gc agtcactagce
tgctgttctc ttttcttttc cctactggtc
ctttccttca tatgtaccca cttcctggece
cacat accta aatatatcca aatatatcct
atttttcatc ctttttgtat gttccagaat
tctaactctg ttgcccaggc tggaat acag
aact act gga ccaaagct gt cccaccccag
accacgtgcc cggctaatta aaaaaaacat
gt ccaggctg atcttgaact cctgggctca
gctgggatta caaacgtcag ccactgcacc
gttttttaat cagaaaacat cttcatttta
ttgtaaaatt cccacctcag gataatgtag

ccattctggc taacacggtg
aggt gt ggt g gcgggegect
gt gaacccaa gaggcagagc
gcgacagagc aagact ccgt
gctcacat ct gt aaccccag
ggct ggagt g cgatgctgtg
attctcctge ctcaacctcc
taatttttgt atttttagta
tcctgacctc gtgatccgec
caccgtgccc agccacaatc
ccaggagttt cagaccagcc
tagcagggtg tggtggcaag
atcgcttggg cct gagaggg
cagaaaaaaa agttgaccct
cttaaaaatt cattcccggt
at ct cgaggt caggagat cg
ttttcaacca taattggaaa

aatattcaga ttttcaatat gcttcatttt
attttatttt ctag
tgatgatgtt gaacc

gtgttctaca gtattgattc
acacat acac acaclacacac
tttctttatt ttagcattgg
t gt gaat gt a gt gagaat at
tctggttagt tttactgatt
gttatggcag ttttaaagtg
agcagtcttc acccttcacc
tt ggaaaat c ccacgagcca
ttttatgact tgtcttttgce
ttgtaaatac tgtggcegttt
attacaaaaa aagattggtt

at ggagaaga ata

ttgtttgttt agtgtttcat
Ctttatatga ctgtaaagta
gttttcgett ttgttgccca
ctgcctccta ggttcaagcg
catgcgccac cacgccaggc
ggt caggctg gtcttgaact
gctgggatta caggt gt gag
gacacggt ag aacactttat
aat agagatt gttatgggga
agat agggaa gtggatggtc
aagcttctct ctctacacct
attattttgc aacagggtct
gctcactgca acctctgcct
cctgggacta caggcttgcg
ctgggctttg ccatattgcc
ccttggcctc ccagaatgct
atttaacatg ttccttcaaa
cttcatttat ttaagagccc
gtgataagag tctttatagc
ttatgtacac caatctgggt
t gagat aaac acatttctgg
tatctttctg agatttttga
ttctaatttt tttttttttt
tggtaccatt ctccacccac
tctcccgatt agctgagact
ttttttggag agat gaagtc
agcagtcctc ccagctcggc
tggccctgat tttttttaag
caaattaata ccaaattaat
gactctctga ccttaggaac
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aaaccccgtc
gt agt cccag
ttgcagt gag
ct caaaaaaa
catttttttt
atcttggcetc
t gagt agct g
gagacggggt
cacct cggcc
ccagcatttt
t gggcaacat
tgcct gt agt
caagggtgtc
tagctecattg
gaggcgcgga
aggcaaggct
taaatttgtc

ttcccetttt
acct ct cacc
taatatcatt
t gt agacact
ggtgctgttg
gaagat ct ca
ct gat gccag
t gaagagat t
ttcaaccgct
t gt gtaccca
acagtttaat

tttaagcatt
t gcagt at gg
ggctggagtg
attctcctge
taattttgta
cccgacctca
ccact gt gcc
gccaaagccce
agaat gggt a
aggaaagt ct
t gagaacct g
cactctgatg
gct ggact ca
ccaccat gcc
caagct ggtc
gggt t acagg
cagct cact g
tttccgattg
tt gaagt acc
at ccaaagcc
gat ccgccat
gtgatttaaa
tt aaacaggg
tgcagccttg
acaggt gcac
ttactatgtt
ct ct caaagt
aaaggagcat
ttgtgctcac
acactttttt

T11638C
Cl11697G
T11750G

T12777G

Del e12888AT1
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16621
16681
16741
16801
16861
16921
16981
17041
17101
17161
17221
17281
17341
17401
17461
17521
17581
17641
17701
17761
17821
17881
17941
18001
18061
18121
18181
18241
18301
18361
18421
18481
18541
18601
18661
18721
18781
18841
18901
18961
19021
19081
19141
19201
19261
19321
19381
19441
19501
19561
19621
19681
19741
19801
19861
19921
19981
20041
20101
20161
20221
20281
20341

tttctagtcc
ttaat aaccc
at gt gt gt at
atctt cagca
aggct ggagt
gattctcctg
ctaatttttg
tatattattg
tttggattta
cccat ct aac

at agt caat a
agcagat aca
ttcctcatta
aaagt agaag
act gtt gcat
gt ggct caaa
gttatctctg
aagagagaga
at ggt aagcc
aagttctgct
ctccagct ga
caccagttta
tgtttgacca
acacccttct
ggcacgat ct
gcctcctgaa
t agt agagac
aaaaaat aaa
gtcttgtgtc
gtgtgtgttt
cggcttactg
t agcagggat
gtttcaccat
agcctcccaa
tatttattta
tggcatgatc
agcctcctga
tttagtagag
tgat ctgcct
cgagt agctg
tagagatttc
aggt gatcca
ct ggccaaga
gacat actca
tatggctggg
gaaggcagca
t agt gaaact
ttacctccca
acacagccaa
tttaat gaga
tttcactttg
t gt aaagggt
tgagggt gag
aggt agcat t
ttcttaccag
t ct gaagt gt

t at gaaat ga
acccaggct a
cacctgcctc

ct ggact t gg
t agagagt ag
aaat aaat gt
gattcttttt
acaat ggcgt
cct cagectc
tatttttagt
attccatttt
gaacaaggaca

tccttttgca
gaagttcttt
gaattacata
ccaaaaaagt
t gaaaaagaa
ctgtgtatta
caat agaat t
agggct gt ca
ttttaagaaa
ggcagact gg
ggcagaat tt
tt aaat gaga
caaggct aat
act at ct gga
ttttttctta
tggctcacta
tagct ggggt
aaggttccac
tataattctg
cttttgtgtg
gagacagagt
caacct ct gc
tacccact ac
gt tggccagg
agt at t ggga
tttatttatt
ttggcttact
gt agt t ggga
gcggggtttc
gcctt ggect
ggatt at aag
gccat ggggt
cccaccttgg
caactctttc
agact gggca
gaaacct cac
agcaaaaaga
tactcattat
ccagat ccct
accat at cag
t gacaaaaac
t gaggat agg
gaacaat t ga
aatttacaca
ttctttctca
cagagggcac
t cat agggat

ttactttcta

gagtgcagtg
accctcccaa

gattctttgg
gtacatcttc
t caaaagt at
tttttttttt
gat ct cggtt
ct gagt agct
agagat aggg
gttttttcta

gt gt gaacag
t aat aact aa
gt at aggaat
ctttgttcat
acaagt gt aa
gtttgctagg
ttattgtctc
attcaggcat
ttggcccagg
agacccagag
cttcttgctc
cccaccacac
ctcatctaaa
caccattgcc
agat ggagtt
caacct ccgc
act ggcgcct
cat gt tggct
agatgcattt
tgtatataca
cttgctctgt
ctcccaggtt
tatcgtgccc
ctggtctcga
ttacaggcgt
t aagacggag
tcaacctcca
ttacaggcat
accatgttgg
ccaccttcct
cgcctgccac
tttgccatgt
cctcccaaag
cgtggggcett
attagcaaaa
aatcgtggtg
gcttttgcag
t at gagaaca
cccacaacac
ggctcttgtt
agggaaat aa
gct gt atacc
tactgcattt
gttagtgtcg
gtttgtccct
tagcttcctt
t gctcagt aa

agt agt t cat
ctttttaaaa
gcat gat cct
at agct ggga

gaat t gct gt
tttgtatttc
cttcctggaa
tttccaagac
cact gcaacc
gggacaacag
tttcaccatg
attgttgtat

t cagat gagc
gagaaagaat
gcttatgtca
agt caaaaaa
ttctaactga
gctattataa
atagttttgg
ctcttcaggt
t gact gaagg
aagagtttat
aggggaggt g
t at gcagggt
aaat aacct c
t agccaagtt
tcgctcttgt
ctcctgggtt
gccaccgctc
t aaagt at gc
actattaatt
ctgatt gt gt
cgt ccaggcc
caagtgattc
agctaatttt
act cctgacc
gagccact gc
tctcactctg
cctcct gggt
gt gccaccat
ccaggct ggt
ggt t caagcc
cat gcccggg
t ggccaggcet
tgctgggatt
gt at t agt ct
gaaagaggtt
gaagacgagg
gaaaact ccc
gcacgggaaa
gt gggaattc
ttttttctcet
gcaaaaagct
tt aaaaagcc
gaaagttcct
cagact gatt
tcagactttt
ct ggt agaag
ttaatttttt

tttctcccett
ttctttcttg
agct cact ac
ct at aggcac
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ttactggett
tgtcttcagce
gcctatttgg
aaggtcttgc
tccacctctg
gcgegt gcca
tt ggccaggce
ttaaacttta

actt gggcaa
tgactctcta
tttgttttta
atttttttaa
gagat at cca
caaagt gt ca
aggct agaag
at acacacac
ctggclaagt c
gttgcattct
agtctttttc
aatctccttc
cacagaaaca
gat gcat aaa
t gccgaggct
caagcgattc
ccagct aatt
acaggcaaag
ttctgttgca
gt gt gt gt gt
ggagt acaat
tcccacctca
tgtatttttg
t caggt gatc
acccggccat
ttgcccaggce
ttaagagatt
gcct gget aa
ctctaactcc
attctcctgce
taattttttt
ggt ct caaac
acaggcgt ga
gttttcacac
tcatt ggact
agcaaat cac
ccttat at aa
gacct gcccce
aagat gaaat
tgttccctcce
tgctgtactg
t aacagt aaa
acat agagtt
tt gat gt ggc
ccaaaaagag
ttataagttg

gtcgctgatc
agacagggt c
agccttgaac
atgcttacca

gttatctctt
agt agcct at
acagtatatt
tcggttgecce
t ggt t caagc
ccacgcct gg
t ggcggcaga
aagttttctg

taagttat gg
t agt at agga
gtgatttttt
t gt gcgcaag
ctattaattt
tacaggct gg
tccacgat ag
ccaccaaagc
caaaat ct gc
gctgcctcag
ctat t gaggc
acccaatttt
tct agaat aa
tttaactatc
ggagt gcaat
tcctgectca
tttogtatttt
aagaggt aga
tatcctttca
gt gt gt gt gt
aacgt gacct
gcctcctgag
t agagacggg
cgcccgcectc
gattctgtct
t ggagt gcag
cttctgcctc
tttttgtatt
t gacct cagg
ctcagcctcc
gtatttttgt
tcctgacctc
gccact gt gc
tgct gat aaa
tacagttcca
atcttacatg
ccat cagatc
cataattcag
ttgggtaggg
ccacctttta
atttttgtct
tacttagatc
attttagtat
ctaaat cccc
gaaaaagcaa
aatctacctg

at gaaaat ca
ttactctgtc
tcaagcaat C
cacccagctt

Gl4676T

Del e15333G
T15434G

T18012G

Del e18317T
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20401
20461
20521
20581
20641
20701
20761
20821
20881
20941
21001
21061
21121
21181
21241
21301
21361
21421
21481
21541
21601
21661
21721
21781
21841
21901
21961
22021
22081
22141
22201
22261
22321
22381
22441
22501
22561
22621
22681
22741
22801
22861
22921
22981
23041
23101
23161
23221
23281
23341
23401
23461
23521
23581
23641
23701
23761
23821
23881
23941
24001
24061
24121

attttaaaat tttacgtaga gacaaggtct

t cctcaaa tgattctccc tcctcggcat
iﬁillllllllcctatttctttttccttct

gattgttcct
agcct aagt a
agct agaacc

cact ac
agtctttgag
ggt aagattt
taagatcctt
gat acagat t
tttaattcct
agctt ccaag
att gt gat ac
acctcttaga
tacttttgtc
tgtgttcaca
cagtaacttc
cttatttctc
aactgtttta
tt gaagaat a
actcatttgg
aattcttagg
ctgttaattt
tecttttettt
gcagt ggt gt
cttcagtctc
tatttttagt
cgt gat ccgc
ctgtttataa
gat ctgaatt
gttgcct agg
t caagcaat t
acccggct aa
caggct ggag
gattctcctg
ctaattttgt
cttctgacct
agccaccaca
at gaat aagg
ggaact agga
caact ct gcc
cttcccceat
aagat aaaat
attattatta

gacaattt at
tttcaactat
agtaattgta
aacttcctcc
atgctctcgce
atatgttttg
tgttattccc
ttagttctga
ttacccct gt
ttactgct at
t ggacctgtg
gttctatgat
agt ggt agcec
t cact ggagc
actgttctac
atcacatt at
ttgcaattag
gact at acag
tatgtcacta
attcttttta
t at cct agag
ttttttttte
gatcttggct
ccaagt agct
agagagaggg
ctgcctcggce
t gt at aaaca
ccgaacaat g
ct ggt gt gca
ctcctgectce
trtttttett
tgcaatggtg
cctcatcctc
aattttagta
caggttatcc
cctggetgtg
aat aaat aat
cttctcagtg
acat actt gt
ct gt aaaat g
gt acct aagt
t cact act gt

ttgctactcc
atgttagata
gtagtccttt
taccttatag
tagcctcctt
acttgactct
tgcaat gata
acctagttct
tctatttcat
t gt gaaaact
ctttcttctc
ttatattttc
atacagttta
tctgttaact
ttcat gggaa
agcat attaa
aaaacagatt
agaacat cag
acagt t aaac
at ggt gaaat
ct cagaggca
tttttgagat
cact gcaacc
ggaact acag
tttcaccatg
ct ct caaagt
ttatgtataa
tctgtacatt
gt ggcgcaac
agcct cct ga
trtttttetet
caat cggctc
ccgagt agct
gagacagt gt
gcctgecttg
taaattttta
t aagagt agt
cat gaggt gg
gtacaccttt
gggaggat aa
cctct

aaacactgta

cacatgttgc
ccgaaagt ac
tt aaaaaaat
attattctga
at aact gaag
at aagct gtt
cattgttttc
ttattttact
gctaccactg
aatatttcag
gtaatcattg
tt cagaaacc
gt at aacat t
acat cct gcc
cct t aaat ac
aaatt agcaa
ttgattttta
atcctttgat
ttttttcagt
tttgggtctt
ccactctatt
aaat gggat g
agccacaaac
gagaattatt
ggaat ct cgc
tctgtctcct
acgcgcgceca
ttggccagga

gctgggatta
tgtttataca

tttttttttt
ttggttcatt
at agct ggga
tttttgagat
accgaat cct
gggattacag
ttctccatgt
gcct cccaaa
atcatttaaa
ttat gcaact
ggt ggagacg
ggacaaggca
tacctacctt

aaccttttgt

aattcctacc ttgactgtgt gc

tcattcttga ctaaaaccat taatgagaaa
gagaattttg ttggctttat ttttgtttac

ttttagtttt
tggacttttg
caggat caca
atttcagcac
ttcetttttce

ctt
cat agat acc
aaat catt at
tggctaatta

gaaaatatag ttatagcttc tggcaagtat

ttagat cagc
tgggt at t at
gtgtccttaa
gt gact aaac

tgttttttaa
ttgttgagaa
tt agt aaggc
agt aat ttct
aaggct gatt
aaat aaggt t

tgatgtttgg

tgtcacttgg tttcccttat cttgcaaggt
t aaccagact ctcagaattt ctgagtctgt
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ccaggct ggt
tgggattaca
ttttcttett
gaaat at att
gtcatgttca
gttaaa
ttgaatactg
aaagcat at a
t cagt catcc
aattccttct
gettttctce
agccttttaa
gcttcttata
agt ggaact a
ttaattttaa
tgtcttctct
gctctcacag
atcaacttca
t cagt gat ac
tgggctttca
att aat caga
ttact gcagt
tttttaatga
ttattcataa
tctgtcgecce
gggt t caagc
ccacgcct gg
tggtctt gat
caggcat gag
tattcttcat
t gacacggga
gcaacctctg
ttacaggt gc
ggagtttcgce
ccgceccccecce
gcat gt gcca
tt ggt aaggc
gt gct gggat
attgtacatg
gttaataatt
gcacgtt aat
tataacttat
gcagggt t gt
caat a
ttttcag

aaaat aat gc
gat gaacat g
aaagatttaa
tatatttatc
tgtaattact
at acaagct a
taccact cag
agact gaaaa
t aacaat agg

ctctaactcc
g

ttaaacctca
gtcctttgcece
t at cat acag

gctatcctcc
gt aat agcat
agttaagtta
cttttcttct
agtt acaagt
agttccagtt
ct gaccat ga
t cagaaaat a
tttccacatt
gtt aaaat ca
ttccaattgt
gtattctttc
ttgttttagt
catatttctt
at cat gagaa
ccttggcaag
getttgtttt
cggttttttt
aagct ggagt
gattctcctg
ctaatttttg
cttttgacct
ccact gcacc
ct ggat aat t
gtctcgcet ct
cct cccgggt
ccaccaccac
tcttgttgee
gggt t caagt
ccacgcct gg
tggtcttgaa
tacaggtgtg
ctttaaaaga
t caggat aat
cgt ggaat ca
ttaatcctca
t gcagaggct
agt agt agct

tactttgctc
t ggcaaat at
aaat t aat aa
cacatttcaf
aact ct caat
gatttat act
accttcttaa
cccagtgttc
aaaacgaat t
caagt aaaac

T21391A

Del e21615A

G21970A
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24181 agccacttga aat ggaaact aaaatttact
24241 tctttattat gtattataat attcttaatt
24301 atagttgagg aaactgagtt atagagagag
24361 agtgaattgt gatttttgag cctgtgcttt
24421 cagcagaaag catgcacact ctccccactg
24481 gccagtacaa gagcttcccc agtttctctg
24541 tcctagaagt ttgtccattc ttcagtaatc
24601 aaattccatt tgagttcctt ttaaaaggaa
24661 laaattgctc t gat agcaaa at gtcgagaa

11

B8 - Exon
Yel | ow = Sequence vari ations
Green = Forward primer

Blue = Reverse primer

Stand: 09. 4. 2006
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gagacetetgitactagecaciit cct gagt

atcttatgag atacgctttt
gt aaaat aac ttgcttaagg
aaaacat cat acagccttac
ctgcagggtt tcagtgttaa
ctacccat ct gagcaacacc
agt caggaca ttctcacagg
caaatttata a

gattcagagt gtacttggtt

atcccacttt
t cat gt agat
cacctaccag
catttcaatg
cataattcta
ctaatattag

tcttgttggt
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