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1 Einleitung

1.1 Pravalenz allergischer Erkrankungen

Die Zunahme der Pravalenz allergischer Krankheitsbilder und die Manifestation von
Atopie und Asthma bronchiale bei Kindern Uber einen Zeitraum der letzten 20 bis 30
Jahre hat zunehmend das Interesse geweckt, deren Ursachen zu erfassen und die

beeinflussenden immunologischen Faktoren zu verstehen.

Besonders betroffen sind Kinder der westlichen Industrielander mit hohem soziodko-
nomischem Entwicklungs- und Hygienestandard (Holt 2004); diese Erkenntnis be-
schrieb erstmals 1989 David Strachan in der sog. Hygienehypothese. Der britische
Wissenschatftler hatte nachgewiesen, dass in Familien mit Kindern, die mehr als 4 alte-
re Geschwister hatten, die Manifestation von Heuschnupfen deutlich niedriger ausfiel
als in kinderarmen Familien. D. Strachan und seine Mitarbeiter vermuteten, dass sich
die Auseinandersetzung mit viralen Infekten bei den jingeren Geschwistern als
Schutzmechanismus gegenuber der Entwicklung von Allergien auswirkt. Bestatigt wur-
de diese Hypothese dann in den folgenden Jahren durch Studien aus den USA und
Europa, die dasselbe fur Kinder beschrieben, die im ersten Lebensjahr bereits in Kin-
derkrippen untergebracht wurden und somit schon friihzeitig in Kontakt mit zahlreichen
anderen Kindern kommen und dabei mit Infektionen konfrontiert werden (Strachan,
1989).

Jedes dritte Kind ist bereits von behandlungsbediirftigen allergischen Krankheiten be-
troffen; Asthma bronchiale stellt eine der haufigsten chronischen Erkrankungen im Kin-
desalter dar, und innerhalb Deutschlands konnte speziell in Ostdeutschland in den da-
mals luftverschmutzten Industriegebieten innerhalb der letzten 20 Jahre nach der Wie-
dervereinigung eine deutliche Zunahme der zuvor wesentlich geringer verbreiteten
Symptomatik des Heuschnupfens und der Sensibilisierung gegeniiber atopischen Lei-
den festgestellt werden (Ehrenstein et al. 2000). Neben diesen Beobachtungen deutet
auch der Nachweis, dass Kinder, die aus landwirtschaftlich tatigen Familien stammen,
sog. Bauernkinder, eine geringere Manifestation allergischer Rhinitis und Asthma bron-
chiale aufwiesen, darauf hin, dass Lebensstil und Exposition gegentber natirlichen
Umweltfaktoren bereits in der friihen Kindheit und in der Schwangerschaft eine wesent-
liche Rolle bei der Entstehung dieser Krankheitsbilder spielen. Die Manifestation dieser
Erkrankungen bereits in der friihen Kindheit und die Tatsache, dass auch der Zeitpunkt

und das Ausmald der Auseinandersetzung mit Allergenen und Endotoxinen einen gra-
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vierenden Einfluss auf immunologische Reifungsprozesse und deren Regulation neh-
men, stellte das angeborene Immunsystem und dessen Erkennungsfunktion fur mikro-
bielle Stimuli in den Vordergrund der Forschung der Allergo-Immunologie (Braun-
Fahrlander et al. 2002, Ehrenstein et al. 2000).

Dabei werden Atopie und Umweltfaktoren folgendermaf3en in Zusammenhang ge-
bracht: Neugeborene weisen priméar ein Ubergewicht von T-Zellen des TH-2 Typs auf,
postnatal entsteht eine durch TH-1-Zellen vermittelte Reaktionslage; diese Umkehr von
TH-2 auf TH-1 wird méglicherweise auf ablaufende Infektionen und damit auf Bakterien
zurtickgefiihrt, geht jedoch auch ohne diese ,Trigger” von statten. Dabei werden ein-
gedrungene Pathogene phagozytiert und es kommt letztendlich zur Sekretion von
IL12, das wiederum eine TH-1-gewichtete Immunlage mit Produktion des TH-1-
Zytokins Interferon-gamma nach sich zieht. Gleichzeitig wird dadurch die Entwicklung

von TH-2-Zellen, die allergische Reaktionen férdern, gehemmt.

Ziel ist es, ein besseres Verstandnis immunologischer Mechanismen in der frihen Im-
munentwicklung zu erlangen und somit langfristig die Entwicklung allergischer Erkran-

kungen besser zu charakterisieren.

1.2 Atopie

Die drei Komponenten allergische Rhinitis, Asthma bronchiale und atopische Dermati-
tis (Ekzem) werden unter dem Begriff ,Atopie“ zusammengefasst, welcher die Uber-
empfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp der allergischen Reaktionen (Typ | nach

Coombs and Gell) beschreibt.

Dem Krankheitsbild des atopischen Formenkreises liegt u.a. eine genetische Dispositi-
on zugrunde, die zu einer Kombination von klinischen Merkmalen, wie dem extrinsi-
schen (allergischen) Asthma bronchiale, der allergischen Rhinokonjunktivitis (Heu-
schnupfen) und der atopischen Dermatitis (atopisches Ekzem) und zu allergischer En-

teritis sowie zur selteneren Urtikaria fihren kann.

Die Diagnose der Atopie wird nicht durch ein einzelnes klinisches Zeichen bestimmit.
Eine multifaktorielle Genese liegt dem zu Grunde; das bedeutet, dass die Diagnose-
stellung aus verschiedenen allergisch getriggerten Krankheitsleiden sowie aus der Pa-
tienten- und Familienanamnese resultiert, einschlie3lich der Labordiagnostik der spezi-

fischen Serum-IgE-Konzentration.

Atemwegserkrankungen gehéren zu den haufigsten chronischen Erkrankungen im
Kindes- und Jugendalter. In der Bundesrepublik Deutschland leiden 15% aller unter 15

Jahre alten Kindern an chronischem Asthma bronchiale (Kéllges, ohne Jahresangabe).
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Beim Asthma bronchiale unterscheidet man eine extrinsische Form von einer intrinsi-
schen Form: Extrinsisches Asthma bronchiale, auch als allergisches Asthma bronchia-
le bezeichnet, wird durch Allergene in der Umwelt ausgeldst. Die intrinsische, nicht-
allergische Form wird im Gegensatz dazu durch Atemwegsinfektionen, chemisch-
irritativ toxische Substanzen, gastrotsophagealen Reflux, kdrperliche Belastung (v. a.
bei Kindern und Jugendlichen) und durch Analgetika (Acetylsalicylsdure) ausgelést.

Beim Asthma bronchiale handelt es sich um eine entziindliche Atemwegserkrankung,
die durch eine Trias von Merkmalen definiert ist. Dazu gehdren die variable und rever-
sible Atemwegsobstruktion, Odembildung der Schleimhaut und die Dyskrinie mit

Mukostase.

Eine Hyperreagibilitat des Bronchialsystems und dessen Mucosa ist Voraussetzung fur
die Manifestation des Asthmas bronchiale. Die Uberempfindlichkeit beim allergischen
Asthma beruht wiederum auf allergischen Reaktionen des Atmungstraktes gegenliber
inhalativen Allergenen, viralen Erregern und chemisch irritativen Noxen. Diese Stimuli
lbsen eine Entziindungsreaktion der Schleimhaut aus. Uber Guanosin-Protein gekop-
pelte Histamin-1-Rezeptoren (H1-Rezeptoren) wird Uber die Signaltransduktion mit
Hilfe der beiden Enzyme Phospholipase C und Proteinkinase C die Bildung eines sog.
Ca**-Calmodulin-Komplexes und eine Myosinphosphorylierung ausgeldst, die eine
Kontraktion der glatten Muskulatur besonders in den Bronchien der Lunge und eine

damit einhergehende Engstellung des Bronchiallumens zur Folge haben.

Der primaren, durch IgE vermittelten Bronchokonstriktion folgt zu spaterem Zeitpunkt
eine sekundare persistierende Engstellung der Bronchien. Diese wird durch TH-2-
Zellen und deren Zytokine verursacht; die durch die TH-2-Zellen aktivierten
eosinophilen Granulozyten infiltrieren und schédigen die Mucosa der Atemwege und
bahnen damit die Hyperreagibilitdt des gesamten Bronchialsystems auf Aeroallergene

und den Schweregrad des manifesten Asthma bronchiale (Strickland et al. 2006).

Die Ca**-abhangige Bildung von Stickstoffmonoxid (NO = Endothelium derived relaxing
factor = EDRF) in Endothelzellen von BlutgefaRen fiihrt zu eine Relaxation der sich in
der GefalRwand befindlichen glatten Muskelzellen und einer damit einhergehenden
Gefaldilatation, die zusammen mit einer durch Interleukin und Histamin verursachten
gesteigerte Durchblutung und erhohte GefaRpermeabilitat zu Odemen und Schwellun-

gen (Urtikaria) der Haut und des Gewebes fiihrt.

Symptome wie akut auftretende Dyspnoe, Obstruktion, giemende und pfeifende
expiratorische Atemgerausche und Tachykardie weisen auf asthmatische Reaktionen
hin. Dies kann zu einem Status asthmaticus fihren oder Komplikationen wie respirato-

rische Insuffizienz und Rechtsherzbelastung nach sich ziehen.
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1.3 Unspezifisches (angeborenes) Immunsystem

Das unspezifische Immunsystem ist ein universelles Abwehrsystem, das seit Millio-
nen von Jahren der Abwehr und Bekampfung von Pathogenen dient. Nachgewiesen
wurde es in Pflanzen und wirbellosen Tieren (Modlin/Brightbill/Godowski 1999,
Takeda/Akira 2001).

Vermittelt wird diese Form von Abwehr durch das monozytare Makrophagensystem;
diesem gehoren in der Blutbahn zirkulierende Monozyten, Makrophagen in diversen
Geweben des Organismus und die Granulozyten an; alle diese Zellen zeichnen sich
durch ihre Phagozytosefahigkeit aus.

Voraussetzung fir die Induktion einer adaquaten Immunantwort, die letztendlich zur
definitiven Beseitigung des in den Organismus eingedrungenen Pathogens fuhren soll,
ist die Fahigkeit zur Erkennung von auf der Bakterienoberflache liegenden Makromole-
kulen, den sogenannten Pathogenitatsfaktoren. Die Wissenschaft gewinnt zunehmend
an detaillierten Erkenntnissen, die die molekulare Basis dieser Erkennungsprozesse

beschreiben.

Die am 3. Oktober 2011 mit dem Medizin-Nobelpreis geehrten Immunologen Bruce
Beutler (USA), Ralph Steinman (Kanada; T 30.09.2011) und Jules Hoffmann (Luxem-
burg) haben mit ihren Forschungsarbeiten und Erkenntnissen zum menschlichen Im-
munsystem, dessen Rezeptoren und spezifischen Zellen (dendritische Zellen) das Ver-
standnis fir das Immunsystem revolutioniert. B. Beutler und J. Hoffmann haben das
angeborene Immunsystem mit seinen Rezeptorproteinen entdeckt und R. Steinman
entdeckte und beschrieb 1973 die dendritischen Zellen als wichtige antigen-
préasentierende Zellen. Alle drei haben Schlisselprinzipien des Immunsystems er-
forscht und damit weiteren Studien, neuen Therapieansatzen bei Entzindungsprozes-
sen, Infektionen und Karzinomen sowie fur prophylaktische Maf3nahmen (Impfungen)

bedeutende und grundlegende Aspekte zur Weiterentwicklung vermittelt.

Das angeborene Immunsystem kann mit Hilfe von sogenannten pattern-recognition-
Rezeptoren, Merkmale auf der Zelloberflache erkennen. Das sind Rezeptoren mit der
Fahigkeit korperfremdes und infektioses Protein gegentber kodrpereigenem zu unter-
scheiden. Diese Funktion und Fahigkeit [&uft grundséatzlich antigenunabhangig ab, d.h.
unabhangig von der Art des schadigenden Agens und wird durch die sog. Toll-Like-
Rezeptoren (TLR) und bei lipidhaltigen Liganden, wie Lipopolysacchariden durch den
Rezeptor CD14 vermittelt. Dabei werden mikrobiell konservierte Strukturmerkmale, wie
z.B. das LpA, die auf bakteriellen Oberflachenmolekiilen der eingedrungenen Mikroor-

ganismen lokalisiert sind und als pathogen-associated molecular pattern (PAMPS) be-
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zeichnet werden, durch die TLR erkannt, gebunden und schlie3lich phagozytiert; spe-
ziell die TLR, nicht jedoch CD14, setzen dann zelluldre Signalkaskaden zur Aktivierung
der  Zytokinsekretion und des spezifischen Immunsystems in  Gang
(Modlin/Brightbill/Godowski 1999).

Das angeborene, unspezifische Immunsystem und dessen ,Schllsselrezeptoren®, die
Toll-Like-Rezeptoren, ermdglichen somit eine effiziente Abwehr, bevor das spezifische
Immunsystem aktiv wird und wirken gleichzeitig als eine Art Informationssystem fur die
spezifische, erworbene Abwehr. Diese wird durch die Freisetzung von Zytokinen und

durch die Expression von costimulierenden Molekulen aktiviert.

1.3.1 Endotoxin (LPS)

Bestandteile der Zellwand gramnegativer und grampositiver Bakterien, wie beispiels-
weise das Lipopolysaccharid (LPS), Lipopeptide bzw. —proteine (LP), Peptidoglycan
(Ppg) und Lipoteichonsaure (LTA), aber auch bakterielle DNA (CpG-Motive) und virale
RNA (dsRNA) sind starke Aktivatoren des unspezifischen Immunsystems. Die wesent-
lichen Zielzellen, die diese molekularen Bestandteile binden und damit erkennen, sind
die dendritischen Zellen und Monozyten, welche die Molekulstrukturen dber ihren
CD14-Rezeptor binden.

Gramnegative Bakterien werden anhand des exponierten Oberflachenantigens

Endotoxin erkannt.

Der Begriff ,Endotoxin“ wurde 1904 von Richard Pfeiffer, einem Schuler von Robert
Koch begriindet. In Tierversuchen entdeckte er neben dem hitzelabilen Exotoxin auch
eine hitzestabile Komponente, das Endotoxin, das beim Zugrundegehen des Bakteri-

ums Vibrio cholerae freigesetzt wird (Liebers/Raulf-Heimsoth 2003).

Endotoxin, welches biochemisch ein Lipopolysaccharid (LPS) darstellt, bestehend aus
unterschiedlichen Polysaccharidketten und einem relativ einheitlich strukturierten Lipid,
dem bioaktiven Lipid A und liegt in der Zellwand von gramnegativen Bakterien und
Blaualgen vor. Die Begriffe Lipopolysaccharid und Endotoxin werden meist synonym

verwendet.

Die toxische und damit Krankheit verursachende Wirkung der Lipopolysaccharide geht

von der Lipidkomponente aus.

Der Grad der Auswirkung von Endotoxinkontakt auf den jeweiligen Organismus hangt
von verschiedenen Faktoren ab, so beispielsweise von der Eintrittspforte bzw. dem
Angriffsort, von der Konzentration und dem Zeitpunkt der Exposition und von der Dis-

position des betroffenen Individuums.
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Rylander beschreibt Reaktionen bzw. Symptome in Abh&angigkeit von der Haufigkeit
der Exposition gegeniiber LPS; dabei unterscheidet er zwischen akuten Effekten nach
einmaliger Exposition, Effekten nach wiederholter Exposition Uber einen langeren Zeit-
raum und Effekten nach gleichzeitiger Exposition gegeniiber Endotoxin und anderen
Substanzen (ebd.).

Endotoxinkontakt entsteht beispielsweise durch Inhalation von Bioaerosolen in Bron-
chien und Alveolen der Lunge. Sowohl in partikularer als auch in geldster Form trifft
das Toxin auf Alveolarmakrophagen. Ein Lipopolysaccharid-Bindungsprotein (LBP)
vermittelt die Affinitat zwischen LPS und CD14—-Rezeptoren, die sowohl zellstandig als
auch in geloster Form als sCD14 vorliegen. Somit kann LPS auch an Epithelzellen ge-

bunden werden, die kein CD14 exprimieren.

In der Kausalkette zwischen CD14-LPS-Bindung und der Sekretion von
proinflammatorischen Mediatoren stehen die sog. Toll-Like-Rezeptoren (TLR). In Zu-
sammenhang mit Endotoxin steht hier der TLR4 im Vordergrund. Im Anschluss an die
Phagozytose des LPS durch Makrophagen, werden die Zytokine Tumor-Nekrose-
Faktor a (TNFa), Interleukin 6 (IL6), Interferon gamma (IFN gamma) und Interleukin 8
(IL8) freigesetzt. Eine Entzindungsreaktion, begleitet von Chemokinen wie
Thromboxan, Leukotrienen, Prostaglandinen und Plattchen-aktivierendem Faktor als
Aktivatoren weiterer immunkompetenter Blutzellen wird in Gang gesetzt. Die
Diapedese (Einwanderung) von polymorphkernigen Leukozyten als zytotoxische
Fresszellen in die Lunge ist die Folge der vorangegangenen Vorgange (ebd.).

Die positiven Wirkungen von Endotoxin hinsichtlich der Genese atopischer Erkrankun-
gen wurden vielfach untersucht. Auf Basis der Erkenntnis, dass Kinder, die auf Bau-
ernhoéfen aufgewachsen sind, eine signifikant geringere Auspragung von Atopie auf-
weisen, wurden Endotoxinmessungen bei landlichen und stadtischen Haushalten
durchgefihrt. Es zeigten sich signifikant hthere Werte im Haushalt und in den Matrat-
zen von Bauernfamilien. Ahnlich wie durch die Polymorphismen von CD14 kann durch
Endotoxinkontakt in entsprechend hohen Dosen und bereits zum Zeitpunkt der friihen
Kindheit die Serum-IgE-Konzentration und dadurch die allergische Pradisposition mog-

licherweise reduziert werden (Mutius et al. 2000).

1.3.2 Toll-Like-Rezeptoren

Innerhalb der letzten Jahre wurde die Familie der Toll-Like-Rezeptoren entdeckt; diese
Rezeptorart spielt fir das angeborene (unspezifische) Immunsystem und damit bei der

ersten Abwehr des Organismus gegen Pathogene eine sehr bedeutende Rolle.
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Es handelt sich dabei um 10 Rezeptoren, die mit den Ziffern 1-10 benannt wurden und
in einer Schlisselposition bei der bereits beschriebenen Erkennungsfunktion von ver-
schiedenen molekularen Oberflachenstrukturen durch das angeborene Immunsystem
mitwirken. Die Weiterleitung der entsprechenden Signale von der Zelloberfléache in das
Zellinnere, den Bereich des Zytoplasmas, wird dabei durch die Toll-Like-Rezeptoren
ermaoglicht.

Der Name dieser Rezeptorgruppe wurde von dem urspriinglich bei der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster entdeckten Rezeptor ,Toll “ abgeleitet, der bei diesem Insekt
fur die Entwicklung der dorso-ventralen Achse der Larve mitverantwortlich ist und da-
riber hinaus beim adulten Tier fur die Immunantwort auf Pilzinfektionen durch die Pro-
duktion von Dorsomycin essentiell ist. Es handelt sich im Organismus des Saugetiers
und damit auch des Menschen um Homologe dieser Rezeptorproteine, von welchen
bereits 10 TLR kloniert wurden; fur alle (au3er fir TLR10) wurden in den letzten 5 Jah-
ren bereits Liganden beschrieben (Abbildung 1). Die beiden Proteine TLR4 und TLR2

sind die derzeit die am besten charakterisierten. Die Abbildung gibt einen Uberblick

dazu.
Abbildung 1: Toll-Like-Rezeptoren und Liganden
triacylated diacylated imidazoquinolones
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Quelle: Mclnturff, 2005

Es handelt sich bei diesen Rezeptoren um sog. transmembranare Proteine, die sich
aus einer extrazellularen und einer zytoplasmatischen Komponente zusammensetzen.
Lokalisiert sind sie an der Zelloberflache von Makrophagen, dendritischen Zellen, B-
Lymphozyten und sog. regulatorischen T-Zellen. Der extrazellulare Anteil wird durch

sich wiederholende leucin-reiche Motive beschrieben und weist damit Ahnlichkeit zu
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anderen Rezeptoren mit Erkennungsfunktion auf. Die zytoplasmatische Struktur ist
homolg zu Interleukin-1-Rezeptoren und dient der Vermittlung einer Signaltransduktion
welche in Abbildung 2 schematisch dargestellt wird (Modlin/Brightbill/Godowski 1999).

Abbildung 2: TLR mit Liganden und Signaltransduktion

Ligand Ligand
Zellmembran
TLR A
intrazellulare SIGNALTRANSDUKTION
Komponente
@ v Zelle

Transkriptions-

<

Zellkern

Die Aktivierung der Toll-Like-Rezeptoren fiihrt zu einer jeweils spezifischen Signalkas-
kade, verbunden mit Rekrutierung von Adapterproteinen und so genannten
costimulierenden Molekilen, wie CD80 und CD86. Diese Signalkaskaden haben das
Resultat der Induktion von Genen im Zellkern, der Auslosung inflammatorischer Reak-
tionen und der Produktion von Zytokinen zur Folge. Nach Aktivierung der Toll-Like-
Rezeptoren kommt es zur Aktivierung von Adapterproteinen, die sich an die intrazellu-
laren Domanen der TLR anlagern. Das zentrale Adaptermolekil der TLRs ist MyD88.
Nach Rekrutierung von MyD88 kommt es durch mehrere Proteinkinasenkaskaden zur
Phosphorylierung des Inhibitionsfaktors IkappaB-alpha, wodurch sich dieser Inhibitor
von dem Transkriptionsfaktor NF-kappa B (Nukleotidfaktor) 16st und dessen Transloka-
tion in den Zellkern ermdéglicht und damit die Expression von Genen, Zytokinen und
Proteinen beeinflusst (Takeda/Akira 2001).
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Die Rezeptoren TLR2 und 4 sowie die strukturell den TLR &hnlichen Nod-Like-
Rezeptoren (NOD) und ihre Agonisten Peptidoglycan (TLR2 und NOD1 & 2) und Lipo-
polysaccharid bzw. Lipid A (TLR4) wurden als Schlisselrezeptoren bei der Entstehung
von entziindlichen Reaktionen im Rahmen von Asthma bronchiale und Atopie erkannt.
Durch die mikrobielle Stimulation dieser Rezeptoren wird das angeborene Immunsys-
tem aktiviert und die spezifische Immunreaktion beeinflusst (Fritz et al. 2006).

Velasco et al. haben 2005 im Mausmodell nachgewiesen, dass die Exposition gegen-
Uber mikrobiellen Liganden dieser Rezeptoren zu einer reduzierten Infiltration der
Mucosa des Bronchialsystems mit eosinophilen Granulozyten fuihrte und dass bereits
vor stattgehabter Allergen-Sensibilisierung generelle allergeninduzierte Reaktionen wie
IL13 Sekretion, Anstieg des Gesamt IgE im Serum und Auspragung von bronchialer

Hyperreagibilitat vermindert werden kénnen (Velasco et al., 2005).

AulRerdem wurde in epidemiologischen Studien ebenfalls ein Zusammenhang zwi-
schen der Exposition gegentber bakteriellen Stimuli und der damit deutlich erniedrig-
ten Pravalenz von Asthma bronchiale im Kindesalter beschrieben (Braun-Fahrlander et
al. 2002, Ehrenstein et al. 2000).

Polymorphismen dieser Toll-Like-Rezeptoren werden als genetisch bedingte Ursache
der unterschiedlich ausgepragten Endotoxinempfindlichkeit des Menschen diskutiert.
Varianten in den zugrundeliegenden TLR-Genen kdnnten dadurch ebenfalls das Risiko
und den Auspragungsgrad des Asthma bronchiale mafl3geblich beeinflussen, da die
durch Lipopolysaccharid-Exposition sowohl lokal als auch systemisch initiierten Ent-
ziindungsreaktionen beispielsweise aufgrund mutationsbedingter unterbrochener Zell-
signale nicht mehr getriggert werden (Werner et al. 2003). Im Nabelschnurblut atopi-
scher Mutter konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte Polymorphismen der
TLR2, 1 und 10 eine erniedrigte Genexpression Treg-assoziierter Gene wie FoxP3,
GITR (TNFSF18) und LAGS3 zur Folge haben. Das lasst vermuten, dass durch das Vor-
liegen von miitterlicher Atopie das fruhkindliche Immunsystem Uber die Toll-Like-
Rezeptoren, deren genetische Varianten und die daraus resultierenden Signalwege

beeinflusst werden (Liu et al. 2011).

1.4 Spezifisches (erworbenes) Immunsystem

Das spezifische Inmunsystem geht aus der lymphatischen Zellreihe, den Lymphozy-
ten, hervor. Diese Zellen entwickeln sich aus pluripotenten Stammzellen des Kno-
chenmarks und wandern vom Ort der Entstehung in Form naiver Lymphozyten zur
vollstdndigen Reifung zu kompetenten Immunzellen in den Thymus oder in das sog.

Bursa-Aquivalent, welche beide die primaren lymphatischen Organe darstellen. Nur ein
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geringer Anteil der lymphatischen Zellen befindet sich in der Blutbahn, ihr grof3ter An-
teil liegt nach entsprechender Reifung in den sekundaren lymphatischen Organen wie
Milz, Leber, Lymphknoten, Tonsillen und in der Tunica mucosa des
Gastrointestinaltraktes vor.

Zwei funktionelle Zelltypen werden innerhalb dieser lymphatischen Zellen unterschie-
den. Dies sind die aus dem Thymus stammenden T-Lymphozyten und zum anderen
die B-Lymphozyten, welche aus dem Knochenmark stammen. Im Thymus reifen naive,
aus dem Knochenmark eingewanderte Lymphozyten antigen-unabhangig heran und
lernen korperfremdes Material von kérpereigenen Strukturen zu differenzieren. Die B-
Lymphozyten reifen in bestimmten Knochenmarkanteilen ebenfalls antigen-unabhangig

heran.

Die T-Zellen vermitteln die so genannte spezifische zellulare Immunabwehr. Sie mis-
sen jedoch durch antigenprasentierende Zellen aktiviert werden. Diese Antigenprasen-
tation durch Phagozytosezellen ist an Oberflichenmolekile auf deren Zelloberflache

gebunden, die eine Selbst- bzw. Fremdunterscheidung ermaéglichen.

Diese Molekile fungieren dabei als Rezeptoren und werden als major-
histocompatibility-complex (MHC) bzw. als humane Leukozytenantigene (HLA) be-

zeichnet.

Der T-Zell-Rezeptor (TZR) auf den T-Lymphozyten und weitere Molekdlstrukturen, wie
die jeweiligen cluster of differentiation (CD)-Rezeptoren, dienen der Differenzierung der
T-Zellen, der Erkennung von MHC auf den antigenprasentierenden Zellen einschliel3-
lich dem darauf prasentierten Fremdprotein (Abbildung 3).

Je nach Rezeptor auf der Zelloberflache der T-Zellen wird zwischen den CD4+ - Zellen
(T-Helfer-Zellen) und den CD8+ - Zellen (zytotoxischen T-Zellen) unterschieden. Beide
reprasentieren verschiedene Aufgaben. Die CD4+ - Zellen unterstiitzen die sog. humo-
rale Immunantwort, indem sie die Differenzierung der B-Lymphozyten in Antikdrper
produzierende Plasmazellen fordern. Dabei erkennt CD4+ das durch den Makropha-
gen mit MHC-II-Rezeptoren prasentierte prozessierte korperfremde Protein und sezer-
niert das Interleukin IL2. CD8+ - Zellen prasentieren phagozytiertes Material auf ihrer
Zelloberflache mit Hilfe von MHC 1, das sich auf allen kernhaltigen Zellen befindet. Die
zytotoxischen Zellen haben zudem eine sehr wichtige Funktion, die in der direkten
Vernichtung korperfremder sowie korpereigener infizierter oder durch Tumorwachstum

veranderter Zellen besteht.
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Abbildung 3: Antigenprasentation durch MHC | und 1l & T-Zell-Aktivierung
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Ferner werden die T-Zellen noch nach ihrem Zytokinprofil und anhand von Oberfla-
chenrezeptoren, CD4 und CD8 in die Subtypen TH-1-Zellen und TH-2-Zellen unterteilt.
Das Gleichgewicht zwischen diesen beiden Gruppen von T-Helfer-Zellen spielt eine
wichtige Rolle in der Atiologie allergischer Reaktionen und atopischer Erkrankungen.
Die TH-2-Zellen zeigen antiinflammatorische und proallergische Wirkungen durch die
Produktion von Interleukinen IL3, IL4, IL5, IL6 und IL13. Dieser Zelltyp liegt bei Asthma

bronchiale und allergischen Krankheitsbildern vermehrt vor.

Die TH-1-Zellen wirken dagegen proinflammatorisch und antiallergisch und stimulieren
Makrophagen; sie sezernieren dazu Interferon gamma (IFN-gamma), Interleukin IL2,
IL10, IL12 und Tumornekrosefaktor a (TNFa).

Neben der zellular spezifischen Immunabwehr, die durch T-Lymphozyten ausgeiibt
wird, gibt es noch die durch B-Lymphozyten vertretene humorale spezifische Abwehr-

funktion.

Dabei fungieren die B-Lymphozyten als Phagozytosezellen fir Antigen-
Antikdrperkomplexe, die durch Bindung eines Antigens an einem spezifischen Antikor-
per (IgM oder IgD) auf der B-Zell-Oberflache entstanden sind. Nach Phagozytose der
Antigen-Antikorper-Partikel werden mit Hilfe von MHC-II-Rezeptoren Proteinbruchstii-

cke auf der B-Zelle prasentiert, T-Helferzellen aktiviert und eine durch IL2 getriggerte
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Differenzierung der B-Zelle in eine antikbrperproduzierende Plasmazellen eingeleitet
(Buchta/Sonnichsen 2003).

1.5 Regulatorische T-Zellen

Eine weitere Subpopulation der T-Lymphozyten wird neben der bereits beschriebenen
Gruppe der T-Helfer-Zellen durch die regulatorischen T-Zellen (Tregs), die friher als

Suppressorzellen bezeichnet wurden, gebildet (Thompson & Powrie 2004).

Die Tregs stellen aufgrund ihrer bereits innerhalb der letzten zehn Jahre bekannt ge-
wordenen Fahigkeit, Autoimmunerkrankungen zu verhindern und Homoostase im Im-
munsystem mafgeblich zu beeinflussen, einen Hauptfokus in den Bemuhungen der

aktuellen weltweiten Grundlagenforschung der Immunologie und Allergologie dar.

Neben der ,Suppressor*-Funktion wirken sie auch in der Initialisierung von Immunant-
worten mit und repréasentieren dabei nicht nur eine bremsende und unterdriickende
Aufgabe, sondern vielmehr tragen sie eine Schliisselfunktion in der Selbsttoleranz und
dem immunologischen Gleichgewicht eines Organismus — somit wird versténdlich
weshalb sie heute in der Literatur mit dem aussagekraftigeren Begriff ,regulatorisch®

charakterisiert werden.

Auch im Zusammenhang mit den regulatorischen T-Zellen spielt der Thymus eine
wichtige Rolle. In diesem reifen, wie im Absatz spezifisches Immunsystem erlautert,
naive T-Helfer-Zellen heran, indem sie dort die Fahigkeit zur Differenzierung von
»Selbst und Fremd* internalisieren; T-Zellen, die diese Unterscheidung nicht kénnen,

werden zum Grof3teil eliminiert.

Man unterscheidet dabei zwei Gruppen von regulatorischen T-Zellen, die natirlichen
Tregs und die induzierbaren peripheren Tregs. Die natirlichen Tregs stammen aus der
Thymusdruse (Marinic et al. 2006). Der Beweis dafur liegt in der Feststellung, dass
Mause, die drei Tage postpartal thymektomiert wurden, Autoimmunerkrankungen ent-
wickelten, adulte Mause dagegen, die ebenfalls, aber zeitlich eben spater einer
Thymektomie unterzogen wurden, keine autoimmunologischen Reaktionen zeigten.
Zusatzlich erkannte man, dass die in den ersten Lebenstagen thymektomierten Mause
eine reduzierte, aber trotzdem noch deutlich nachweisbare Anzahl von Tregs aufwie-
sen. Dies gibt einen weiteren Hinweis darauf, dass regulatorische T-Lymphozyten erst
in der spateren Neonatalperiode verstarkt produziert werden (Fontenot/Rudensky
2005).

Diese Gruppe der Tregs bewirken ihre immunologische Modulation durch direkten zel-

lularen Kontakt und das Zytokin TGFB; dabei werden sie durch den T-Zell-Rezeptor
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antigenunabhangig aktiviert. Die peripheren, adaptiven regulatorischen T-Zellen, nimmt
man an, entstehen aus aktivierten CD4" T-Lymphozyten, nach Kontakt mit dem durch
die antigenprasentierende Zelle prasentierten Antigen. Die adaptiven Tregs wirken
peripher durch ihre sezernierten Zytokine, wie Interleukin10 und TGFB (Kavanagh et
al. 2008, Marinic et al. 2006).

Die Identifikation bzw. Unterscheidung der einzelnen Subpopulationen der T-Zellen
wird durch Strukturen an ihrer Zelloberflache und intrazellulare Moleklle ermdglicht.
Regulatorische T-Zellen werden anhand ihrer Oberflachenrezeptoren CD4" CD25 * von
anderen T-Zellreihen differenziert. Aus diesem Grund werden die regulatorischen T-
Lymphozyten auch als ,CD4"CD25"hoch“-T-Zellen bezeichnet. Jedoch weisen auch
andere nicht-regulatorische Immunzellen, speziell bei immunologischer Aktivierung,
eine zunehmende Expression des CD25 Rezeptormolekiils auf und eine sichere Diffe-

renzierung der Tregs ist damit nicht mehr gewéhrleistet (Fontenot/Rudensky 2005).

Ein wichtiger und vor allem hochspezifischer Marker der ,CD4"CD25"hoch“- T-Zellen
ist Forkhead Box P3 (FoxP3), ein im Zellkern lokalisierter Transkriptionsfaktor aus der

groRen forkhead/winged-helix (Fox) Familie.

Neben der Charakterisierung der Suppressor-Zellen tragt FoxP3 aber auch zum Funk-
tionserhalt dieser Zellgruppe nach Zellteilung bei. Die Funktion und die Auspragung
von FoxP3 in Tochterzellen von Tregs bleiben unveréndert, durch die Modifikation von
DNA-Abschnitten und deren Verpackungsstrukturen in einer sogenannten offenen
Form (epigenetische Modifikation). Diese ermdglicht einfaches Ablesen der DNA-
Information und damit die Weitergabe an die aus der Zellteilung hervorgehenden Toch-
terzellen mit denselben regulatorischen Funktionen wie in den vorherigen Zellgenerati-
onen. Die Funktion von FoxP3 als Transkriptionsfaktor liegt im Ablesen von Genen,

welche die Immunregulation ermoglichen.

Da andere immunkompetente Zellen FoxP3 nicht aufweisen, dient dieser Transkripti-
onsfaktor als spezifisches Markermolekil der regulatorischen T-Zellen. Manchmal wer-

den diese T-Zellen somit in der Literatur auch als ,CD4" FoxP3+“ T-Zellen beschrieben.

Die Mutation von FoxP3 ist ebenfalls mit schweren autoimmunologischen Erkrankun-
gen, wie dem IPEX-Syndrom (Polyendokrinopathie und Enteropathie mit psoriasiformer
Hautveranderung) und der Beeinflussung von Alterungsprozessen assoziiert
(Fontenot/Rudensky 2005).

Andere nicht spezifische Marker der Tregs sind GITR (TNFRSF18) und CTLA4. Diese
Gene werden im weiteren Verlauf noch ausfuhrlich beschrieben. Die Nomenklatur fur
GITR wurde hier bevorzugt verwendet, um diese mit der bereits bestehenden Publika-

tion identisch zu halten; hier soll jedoch darauf hingewiesen werden, dass die aktuelle
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Bezeichnung von GITR TNFRSF18 lautet, der Ligand von GITR entsprechend
TNFSF18.

Die Vermittlung eines ausgewogenen Gleichgewichtes zwischen TH1- und TH2-
Reaktionen durch die Tregs spielt bei allergischen und asthmatischen Erkrankungen
eine vorrangige Rolle. Kliniker der LMU-Miunchen und Universitatsklinik Freiburg konn-
ten in Zusammenarbeit mit Kooperationsgruppen ,Immunmonitoring“ und ,Immunregu-
lation im Kindesalter® nachweisen, dass in den Atemwegen asthmatisch erkrankter
Kinder die Anzahl regulatorischer T-Zellen herabgesetzt ist (Hartl et al 2007). Die zu-
satzliche Erkenntnis, dass inhalative Kortikoide, die zur symptomatischen Therapie von
Asthma bronchiale eingesetzt werden, zu einer Erhéhung der Treg-Zahl fihrt, gibt wei-
tere Hinweise auf die zentrale Stellung dieser Subpopulation in der Genese allergi-

scher Krankheiten.

Im Rahmen dieser Zusammenhange wurde fir die hier prasentierte Dissertation fol-
gende Fragestellung formuliert: Beeinflusst miutterliche Atopie die Funktion regula-

torischer T-Zellen im Nabelschnurblut?



2 Probanden und Methoden

2.1 Probanden

Im Rahmen der Kohortenstudie PAULINA (Pediatric Alliance For Unselected Longitu-
dinal Investigation of Neonates for Allergies) wurde Nabelschnurblut (n=161) in der

Universitats-Frauenklinik in der Maistrasse in Minchen rekrutiert.

Dabei handelte es sich um eine prospektive, nicht-selektive Langzeit-Kohortenstudie
mit Probanden aus der Stadt Miinchen und Umgebung. Diese Studie wurde durch die
bayerische Ethik-Kommission der bayerischen Landesarztekammer genehmigt und
durch die LMU Minchen geférdert.

Streng definierte Ein- und Ausschlusskriterien sowie die Beurteilung der Neugebore-
nen-Parameter mit Hilfe des APGAR-Score (Hautkolorit, Puls, Muskeltonus, Atemfre-
quenz, Reflexniveau) und Messung des pH der Nabelschnurarterie sowie der systemi-
schen Infektionszeichen (CRP, erhohtes IL6) bestimmten neben einer termingerechten
komplikationsfreien Geburt die Auswahl der Probanden. Die Ausschlusskriterien bein-
halteten dabei auch miutterliche Infektionen in den letzten 3 Schwangerschaftsmona-
ten, Fieber > 38,5°C um bzw. zum Zeitpunkt der Entbindung, Autoimmunkrankheiten
und rheumatologische Krankheitsbilder der Miitter sowie die regelmaRige Einnahme
von Medikamenten wahrend der gesamten Schwangerschaft. Ebenfalls ausgeschlos-
sen wurden Neugeborene mit pathologischem Kardiotokogramm, Asphyxie und Am-

nioninfektionssyndrom.

In die Studie aufgenommen wurden demnach Nabelschnurblutproben, die von vitalen,
nicht gefahrdeten Neugeborenen gesunder Mitter mit einer termingerechten und

komplikationsfreien Geburt stammten.

2.2 Fragebdgen und Einverstandniserklarung

Die Daten zu den einzelnen Studienteilnehmern und die Einverstandniserklarung der
Mutter/Eltern wurde in der Geburtshilfe vor der Entbindung mit Hilfe von Fragebdgen

und einer Einwilligung durch Unterschrift eingeholt (siehe Anhang).

Im Rahmen der Studie wurden nach arztlicher Aufklarung tiber den Studienhintergrund
mit Hilfe der Fragebdgen Informationen zu Nikotinabusus, Geschlecht des Neugebore-

nen, Gestationsdaten wie Schwangerschaftsdauer, Geburtsparameter (Gewicht, Lange
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und Kopfumfang des Neugeborenen), ethnische Zugehdrigkeit (Europaer/Nicht-
Européer), Entbindungsmodus, Geschwister, Z.n. Abort, Z.n. Sectio caesarea und va-
terliche atopische Erkrankung erfragt und die Einverstandniserklarung fir die
postpartale Blutenthahme aus der Nabelschnurvene eingeholt.

Bei Entgegennahme der Blutproben durch unsere Arbeitsgruppe wurde nochmals Kon-
takt mit den Muttern aufgenommen, um Details des Fragebogen und Fragen zur Studie

zu beantworten.

2.3 Methoden

Mononukleére Zellen (CBMCs) aus dem Nabelschnurblut wurden nach Separation mit
Ficoll mit Lipid A (LpA), Peptidoglykan, Dermatophagoides pteronyssinus (D; Haus-
staubmilbe), einer Kombination von D und LpA (D+L) und mit dem Mitogen
Phytoh&magglutinin (PHA) und Ovalbumin (OVA) stimuliert. Die
Lymphozytenproliferation wurde mit Hilfe von inkorporierten *H-Thymidin quantitativ
gemessen. Die mRNA-Expression T-Zell-assoziierter Gene, wie FoxP3, GITR, LAG3,
CTLA4 und TGFB wurde anhand der Real Time RT-PCR erfasst, die
Zytokinkonzentrationen im Serum bzw. in Uberstanden (nach Zentrifugation) wurden
mit Luminex gemessen. Die Ergebnisse stimulierter Zellen wurden mit den nicht-

stimulierten verglichen.

2.3.1 Entnahme von Nabelschnurblut/EDTA-Blut

Nabelschnurblut (3-4x10ml, mit Antikoagulanz Liquemin) wurde aus der Nabelvene von
gesunden, termingerecht entbundenen Neugeborenen entnommen. Von der Mutter
wurde weiteres Untersuchungsmaterial aus einer peripheren Vene entnommen (4,9ml
Serum und 1ml EDTA-Blut).

2.3.2 Zellkultur und Lymphozytenproliferation

Das bei Raumtemperatur gelagerte Nabelschnurblut wurde innerhalb von 24 Stunden
wie folgt verarbeitet, um eine zuverlassige Aussage fir immunologische Parameter zu
gewahrleisten. Nach Messung des Gesamtblutvolumens und der Verdiinnung mit ge-
puffertem NaCl (phosphate buffered saline PBS, Gibco, Invitrogen, Deutschland) im
Verhéltnis Blutvolumen zu PBS = 2 zu 1 wurden mit Ficoll-Hypaque Plus (Amersham
Bioscience, Uppsala, Schweden), einem Separationsmedium, mononukleare Zellen

von Erythrozyten getrennt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Isolierung mononuklearer Zellen aus dem Ficollgradienten
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Nach Abpipettieren der weiRen, oben liegenden Zellreihe (mononukleare Zellen) wur-
den diese Zellen in einem Nahrmedium (RPMI 1640) gewaschen, zentrifugiert und er-
neut mit RPMI versetzt. 50 pl dieser Zellsuspension wurden entnommen und mit 50 pl
Tryptanblaulésung und 50ul lysierender Pufferldsung versetzt. Damit erfolgte die Dis-
kriminierung vitaler Zellen von abgestorbenen Zellen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer an einem Mikroskop in hundertfacher Vergrof3erung im Pha-
senkontrast bestimmt. Die in der RPMI-Suspension vorliegenden Zellen wurden wie
oben beschrieben nochmals zentrifugiert und das Zellpellet mit 10%igem Humanserum
(Sigma Aldrich, Deutschland) verdiinnt, sodass eine Konzentration von 5x10° Zellen/ml
vorlag.  Anschlie@Bend wurde eine  96-Lochplatte  zur  Erfassung  der
Lymphozytenproliferation und eine 6-Lochplatte zur RNA- und Uberstandgewinnung
angelegt (Abbildung 5). Bei beiden Ansatzen wurden die mit Humanserum versetzten
Lymphozyten [5x10° Zellen/ml] mit den Antigenen 3l Lipid A ([LpA 0,1 pg/ml] ), Sal-
monella Minnesota Re-595), 3ul Peptidoglycan ([Ppgl0 pg/ml], Staphylococcus
aureus), 18 pl Dermatophagoides pteronyssinus ([D 30pug/ml], Indoor Biotechnologies,
Charlottesville, VA), einer Kombination von 18 pl D und 3 pl LpA, mit 3l des Mitogen
Phytohamagglutinin [PHA 5ug/ml] und 3 pl Ovalbumin OVA als Negativkontrolle stimu-
liert. In der Zellkultur wurden nicht stimulierte Zellen unmittelbar nach Zugabe des Hu-
manserums weiterbearbeitet. Die Vorgehensweise entspricht jener, die im folgenden
Absatz beschrieben wird; eine Zellernte war deshalb bei nicht stimuliertem Medium

nicht notwendig, da diese Zellen nicht inkubiert wurden.
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Abbildung 5: Zellkultur in 6-well-Platte (Bildmitte) und Proliferationsplatte (links unten)
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Quelle: Carl Roth GmbH + Co. KG 2010, Zellkultur Multiwell Platten.

Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden im Inkubator bei einer Temperatur von
37°C und einem CO,-Gehalt von 5% wurden die Zellen der stimulierten Medien der
Zellkultur manuell geerntet und zentrifugiert, der Uberstand wurde aus jedem Medium
(PHA, LpA, Ppg, D, D+L) fur Zytokinmessungen abpipettiert, das Zellpellet in 4 ml PBS
aufgeltst, nochmals zentrifugiert und dann mit 1ml Trizol (Tri-Reagent) homogenisiert

und bei -80°C gelagert.

Die Proliferationsreihe (M, PHA, OVA, LpA, Ppg, D, D & LpA) wurde nach 3 Tagen
Inkubation mit 25 ul ®*H —Thymidin markiert und nach weiteren 8 Stunden Inkubation mit
Hilfe eines Saug-Spulsystem (ComBI cell-harvester, Skatron Instrument, Deutschland)
auf Filterpapier aufgetragen; die Lymphozytenproliferation (LP) wurde durch counts per
minute (cpm) im B-Counter erfasst und anhand des Stimulationsindex (SI) quantitativ
beurteilt. Der SI wurde durch Division der Mittelwerte stimulierter Medien durch nicht

stimulierte Medien gebildet.
2.3.3 Genexpression

2.3.3.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte nach Asservation der mit Tri-Reagent (Invitrogen, Karlsru-
he, Deutschland) versetzten Zellen. Es wurden 0,2 ml Cholorform hinzugefiigt und in
einer Kuhlzentrifuge bei 4°C mit einer Umdrehungszahl von 1200/min. 15 Minuten
zentrifugiert. In der darauf folgenden RNA-Prazipitation wurde nach Abpipettieren der
wassrigen Phase 0,5 ml 100%iges Isopropanol und 1 pl Glycogen zugesetzt. Die Pro-
ben wurden erneut zentrifugiert; dann erfolgte die Zugabe von 75%igem Ethanol, der

sich eine weitere funfminltige Zentrifugation angeschlossen hat. Auf einem Warme-
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block wurden die Proben bei 42°C 10 bis 30 Minuten getrocknet. Nach Resuspensieren
mit RNAse-freiem Wasser erfolgte eine Inkubation bei 60°C. Die RNA wurde bei -80°C
aufbewahrt.

2.3.3.2 cDNA-Praparation

Mit einem Photometer wurde die isolierte RNA-Menge gemessen. cDNA wurde aus
1pg RNA transformiert. Aus einem Mastermix A (1pl Oligo [500pg/ml] + 1 pl dNTP)
wurden je 2ul zu der RNA (1ug) gegeben. In einem PCR-Cycler wurde das Produkt fir
5 Minuten auf 65°C erhitzt. 7 pl aus Mastermix B (4 pl Puffer + 2ul DTT + 1yl
RNAaseOUT) wurden vor dem Durchlauf eines weiteren Cyclerprogramms bei einer
Temperatur von 42°C und einer Dauer von 2 Minuten hinzugegeben; schliellich folgte
die Zugabe von 1ul Superscript. Erneuter Durchlauf fir 50 Minuten bei einer Tempera-
tur von 42°C im Cycler. Ein Mikrogramm RNA lag in Form von 20 ul cDNA verdinnt vor
— somit lag eine Konzentration von 50ng/pl cDNA vor. AnschlieBend wurde die cDNA
bei -80°C gelagert. Diese cDNA konnte zur Amplifikation im Rahmen einer

Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet werden.

2.3.3.3 Quantitative Real Time RT-PCR

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde flr das Experiment der Polymerase-Ketten-
Reaktion RNA von einer Teilmenge von 54 Probanden aus insgesamt im Rahmen der
Studie ,PAULINA® verwertbaren 118 Nabelschnurblutproben herangezogen. Die aus
MRNA transkribierte cDNA wurde im Rahmen der Real-Time RT- PCR auf die Expres-
sion T-Zell-assoziierter Gene untersucht. Aufgrund nicht verwertbarer PCR-Daten
(n=2), einer Neugeborenensepsis (n=1) und fehlender Einwilligung einer Mutter (n=1)
wurden insgesamt 4 von 54 Proben im PCR-Experiment ausgeschlossen. Die PCR-
Daten setzen sich somit aus 26 Kindern nicht-atopischer Miitter und 24 Kindern atopi-

scher Mtter (n=50) zusammen.

2.3.3.3.1 Prinzip der PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine molekulargenetische Methode zur selektiven
Vervielfaltigung einer spezifischen DNA-Doppelhelix-Sequenz. Bezeichnet wird dieser
Vorgang auch als Amplifikation. Die Bezeichnung ,Real Time“ beschreibt eine PCR,
bei der die Quantifizierung der Amplikons auch noch nach 25-30 Zyklen aufgezeichnet
werden kann. Mit Hilfe optischer Systeme kann Online (Bio-Rad, Miinchen Deutsch-
land) die Quantitat der amplifizierten Matrizen abgelesen werden. Als Detektionshilfs-

mittel werden dafiir fluoreszierende Molekiile, sog. Fluorophore eingesetzt, die an se-
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guenzspezifische Oligonukleotide endstandig gekoppelt sind. Fur die PCR dieser Ar-
beit wurde das Fluorophor SYBR-Green (Applied Biosystems) verwendet.

Innerhalb des Prozesses der PCR werden zunachst die Schritte der Initialisierung und
der Denaturierung bei Temperaturen von 90-96°C zur Auftrennung der DNA-Doppel-
strange und zur Enzymaktivierung durchlaufen. AnschlielRend lagern sich die Primer
(spezifische Oligonukleotide) bei an dem zu amplifizierenden Bereich der Einzelstrange
an und dieser Schritt des Annealings bedarf konstanter und korrekt gewahlter Tempe-
raturen (55-65°C), da es sonst zu unspezifischen PCR-Produkten kommen kann. Die
Oligonukleotide werden in der Elongation bei einer Temperatur von 68-72°C durch die
thermostabile DNA-abhédngige DNA-Polymerase durch freie Desoxynucleosid-
Triphosphate (dNTPs) verlangert, bis die Polymerase abfallt oder der Vorgang durch

einen neuen Denaturierungsschritt unterbrochen wird (siehe Abbildung 6):

Abbildung 6: Schema der PCR Schritte mit Initialisierung und Denaturierung (1&2) und
Annealing & Elongation (3&4); P = Polymerase

5 3
3* 5

) e = " ) @ 5 3¢
3 5 . ki >

Ll Ll
it Ll
L) Ll

Lol Lala
Laln s

L L
Laln La s
(]
b
L RN}
w\
La
L

L Lals
Ll Ll
L RS R )
L) n e
L Ldln L)

Quelle: Schwaab (ohne Jahresangabe).
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Der exponentielle Verlauf der Amplifikationskurve kann anhand folgender Formel ma-
thematisch erklart werden:

Nn= Nox 2"

N, = cDNA-Menge nach dem n-ten Zyklus.

No = cDNA-Menge zu Beginn der PCR (vor der Amplifikation)
n = Anzahl der Zyklen

Durch die Spaltung des DNA-Doppelstranges dienen zu Beginn der DNA-
Vervielfaltigung immer zwei Einzelstrange jeweils als Matrize (2"); die aus dem ersten
Zyklus hervor gehenden 4 Einzelstrange werden im nachsten Zyklus ebenfalls als Vor-

lage verwendet und ergeben 8 Einzelstrange (Abbildung 6).

N; = Nox 21 = 2N, N,= Nox 2%= 4N, N5= Nox 2%= 8N,
2.3.3.3.2 Primerdesign

Die Primer wurden auf mRNA-Ebene mit Vector NTI-AdvancelO designed. Die
Primerpaare (forward & reverse) wurden spezifisch fir die zu untersuchenden Gene
Foxp3, GITR, LAG3, CTLA4 und TGFp synthetisch hergestellt. Als Kontrollgene wur-
den 18SrRNA und Mikroglobulin 2 eingesetzt. Charakterisiert sind diese Kontroligene
durch ihr konstantes PCR-Verhalten, d.h. auch bei unterschiedlichen Bedingungen wie
beispielsweise stimuliert vs. nicht stimuliert, weisen sie eine geringe Schwankungsbrei-
te auf. In einem Pilotprojekt flr Nabelschnurblut wurden diese getestet und haben sich
als die stabilsten ,housekeeping genes“ erwiesen. Die Primersubstanzen [1mM] wur-
den vor Einsatz in der PCR zweimal verdinnt: 10ul eines Primers [1mM] wurden mit 90
pl RNAse freiem Wasser versetzt; die 0,1mM Verdinnung wurde wie die Ausgangs-
substanzen ebenfalls bei -20°C gelagert; fur die PCR wurde eine weitere Verdinnung
[1 uM] verwendet; dafiir wurden jeweils 5 ul des 0,1 mM ,forward primer und 5 pl des
0,1 mM ,reverse primer” in 490 pl destilliertem Wasser gemischt. Das Gesamtvolumen
von 500 pl [1pM] stellte die in der PCR verwendete Primerldsung mit einem Primerpaar

dar. Diese Suspension wurde bei 4°C aufbewabhrt.

2.3.3.3.3 Berechnung fur 30 pl Endvolumen pro Ansatz

Die PCR-Platte wurde mit einem cDNA-Mix, einem Mastermix A und einem weiteren
Mastermix B fur die non-template-controll-Reihe (NTC) bestlickt. AnschlieRend erfolgte
die Zugabe der Primer [1uM]. Folgende Arbeitsschritte wurden in einem pra-PCR-

Raum durchgefuhrt:
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Formel fir cDNA-Mix:

(Anzahl der Reaktionen + 2) x 3,6l cDNA-Mix = Gesamtvolumen Vg (ul)
Vg (ul) : 15 = cDNA (ul). Das Verdunnungsverhaltnis entspricht somit 1:15.

Vgy(pl) — cDNA (ul) = DEPC-Wasser (ul). Wasser wurde in sterile Rohrchen vorgelegt,
die cDNA dazu pipettiert.

Formel fur Mastermix A:

(Anzahl der Reaktionen + 2) x 6,3 ul DEPC + (Anzahl der Reaktionen + 2) x 12,6 ul
SYBR-Green = Vpgpc (UI) + Vsyer (H).

Formel fir Mastermix B:

(Anzahl der Reaktionen + 2) x 9,9 ul DEPC + (Anzahl der Reaktionen + 2) x 12,6 ul
SYBR-Green = Vpepc [U] + Vsyer[H].

Mit Hilfe der NTC (Negativkontrollen) wird der Ausschluss von Kontamination mit

Fremd-DNA und unspezifischer Primer-DNA (Primer-dimer) dokumentiert.

2.3.3.3.4 Pipettierschema fiir PCR-Ansatz

Pro Ansatz werden 18,9 ul aus Mastermix A (ausgenommen NTC) gefolgt von 3,6 pl
aus dem cDNA-Mix pipettiert; die NTC erhielten jeweils 22,5ul aus Mastermix B; zuletzt
erfolgte der Zusatz von 7,5 pl Primer [1uM]. Fir die RT-PCR wurden die Primer fir die
Gene FoxP3, GITR, CTLA4, LAG3 und TGFB und die Kontrollgene 18S und R2mik
eingesetzt. Luftblasen in den Reaktionsansétzen wurden nach Abkleben der PCR-
Platte mit einer Klebefolie (Bio-Rad) durch Zentrifugieren (3 min.) bei max. 20 °C und
einer Umdrehung von 850 (rcf) eliminiert. Die Abbildung 7 zeigt schematisch das
Pipettierraster der in Abbildung 8 dargestellten PCR-Platte; die farbigen Pfeile repra-

sentieren ein und denselben Primer pro Spalte.
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Abbildung 7: Pipettiervorlage fur PCR-Platte mit Darstellung der Primer (Position A1-7)

und nicht-stimuliertem (M) sowie stimuliertem Ansatz (PHA, LpA, Ppg, D und D+L);

NTC als Qualitatskontrolle der Primer.

PCR-Template: Position 2B N
Sample: P28 M-D+L;// mit 30 ul
cDNA:118,119,120-123;/ Ansatz
RT-PCR: /v

t- 12 13 5 6 7 8 |9 10 (11 |12 |
A | 185 Mik W GITR | CTLA4 | LAG3/1 | TGFR22 | 18S |Mik |Fox |GITR | CTLA
M28 D
B )% 18S |Mik |Fox |GITR
M D
C LAG | TGFB | LAG | TGFB
PHA D |[p [p |D
D 188 |Mik |Fox | GITR |CTLA
PHA D+L
E 18S |Mik |Fox | GITR | CTLA
LpA D+L
F LAG | TGFB | LAG | TGFB [\. _~
LpA D+L | D+L |D+L | D+L
G 188 [Mik [Fox |GITR |CTLA
| Ppg NTC | NTC | NTC | NTC [NTC
H vi v v y v v LAG | TGFB 1

NTC | NTC ="

Abbildung 8: PCR-Platte (96-well-Platte)

' ......D..

2

Quelle: GeneOn GmbH 2011, PCR-Platten, 96 well
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2.3.3.3.5 iCycler-Protokoll fur die Real Time RT-PCR

In einem iCycler wurden die einzelnen Schritte der PCR nach vorausgegangener Opti-
mierung der vorliegenden Primer nach folgendem Protokoll durchlaufen:

Zyklus 1: (1x) |95,0°C |10 Minuten
(= Initialisierung)

Zyklus 2: (40x)
Schritt 1: | 95,0°C | 20 Sekunden

(= Denaturierung)

Schritt 2: | 62,5°C 1 Minute

(=Annealing)

Schritt 3: | 72,0°C |40 Sekunden

(= Elongation)

Zyklus 3: (1x) |72,0°C |2 Minuten
(=Elongation)

Zyklus 4: (1x) |95,0°C |30 Sekunden
Zyklus 5: (1x) |55,0°C |30 Sekunden
Zyklus 6: (80x) | 55,0°C | 10 Sekunden

Tabelle 1: PCR-Zyklen

2.3.3.3.6 Gel-Elektrophorese

Unter Elektrophorese versteht man die Wanderung von positiv oder negativ geladenen
Molekilen in einem elektrischen Feld. Das elektrophoretische Verfahren wird vor allem

in der Protein- und Nukleinsaurenanalytik angewendet (Pingoud, 1997).

Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Rickgrates bei allen pH-Werten
negativ geladen. Deshalb wandern die Nukleinsauren durch die Poren des in Puffer
eingelegten Agarosegels in der Elektrophorese zur Anode (Pluspol). Je nach Agarose-
konzentration wird eine Trennung von DNA-Fragmenten mit einer Lange bis 50
Basenpaare (bp) erméglicht. Kurze Molekile wandern dabei weiter als lange Molekile,
da sie weniger Widerstand durch die Gelporen erfahren. Eine hohere Konzentration
des Gels bedeutet eine bessere Auflosung der Molekile bzw. des Bandenbildes, da

die Konzentration die Porengrof3e bestimmt (Muller, 2001).

Fur das Agarosegel [3%] wurden 6 g Agarosepulver in einem hitzebestandigen Glas-
kolben mit 200 ml 0,5fach- Puffer (900 ml Aqua bidest + 100 ml 5XTBE]) aufgegossen

und mindestens 4 Minuten in einer Mikrowelle bei 800 Watt erhitzt.

In einer Gelkammer wurden mit vier Kimmen Taschen formiert. Das Gel wurde mit 70
pl Ethidiumbromid in die Kammer gegossen, die Kamme nach 30 Minuten Abkihlen

entfernt und der Gelstreifen bis zur Durchfiihrung der Elektrophorese bei 4 °C aufbe-
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wahrt. Ethidiumbromid ist eine interkalierende sequenzspezifische DNA-bindende Sub-
stanz, die eine Anfarbung und das Sichtbarmachen von Nukleinsauren unter UV-Licht
ermoglicht. Die PCR-Produkte und die NTC wurden nach beendeter PCR anhand einer
Multipipette mit 4 pl ,loading dye“ pro Ansatz versetzt; fir die Elektrophorese wurden
18 ul pro Geltasche eingesetzt. Das Gewicht des Glycerinanteils im ,loading dye® halt
die DNA in den einzelnen Geltaschen. Bei einer Spannung von 120 V, 400 mA und
einer Laufzeit von 30 bis 45 Minuten wurde die Gelelektrophorese durchgefihrt und
anschliel3end der Gelstreifen mit dem Bandenbild unter UV-Licht bei einer Wellenlange

von 403 nm mit einer Kamera fotografiert (Abbildung 9).

Zur Beurteilung der GroéRe der amplifizierten Gene (PCR Produkte) wurde am Anfang
und am Ende der Taschenreihe des Gelstreifens eine Standardsubstanz (10pul) in Form
einer Leiter, die DNA-Fragmente bekannter Gréf3e (bis zu 100 bp) enthalt, platziert. Die
Anzahl der Basenpaare der in der PCR amplifizierten Genprodukte konnte dadurch mit
den bereits bekannten SequenzgréRen der Primer (zu amplifizierende Gene) vergli-
chen werden und damit auf eine spezifische Amplifikation des gewiinschten PCR-

Produktes geprift werden.

Abbildung 9: Bandendarstellung in der Gelelektrophorese (Fotoscan): Gene 18S, 32-
Mik, FoxP3, GITR, CTLA4, LAG3 und TGFf unter Stimulationsbedingung mit PHA,
LpA, Ppg, D, D & L [LpA] und ohne Stimulation (M); NTC zur Qualitatskontrolle.
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2.3.3.4 Datenanalyse der Real Time RT-PCR

Im Folgenden werden Definitionen grundlegender Begriffe zur Amplifikation und deren

Kurvenverlauf erlautert:

In Abbildung 10 wird die Quantifizierung der Amplifikation von cDNA graphisch darge-
stellt; dabei ist die Anzahl der PCR-Zyklen auf der x-Achse gegen die Intensitat des

Fluoreszenzsignals auf der y-Achse aufgetragen.

Der Threshold (orange Linie, y-Achsenwert 250) ist ein Schwellenwert, der durch das
Cycler-Programm automatisch gesetzt wurde, kann jedoch auch manuell gewahlt wer-
den. Die Threshold-Linie wird so platziert, dass sie sich in der sogenannten exponenti-

ellen Phase der Amplifikationskurve befindet.

Der Schnittpunkt zwischen diesem Schwellenwert und der Amplifikationskurve markiert
den Threshold cycle (Cy). Der C; —-Wert definiert somit die Anzahl der Zyklen, die bis
zum markanten Anstieg der Amplifikation und dem damit einhergehenden signifikanten
Anstieg des Fluoreszenzsignals durchlaufen worden sind.

Abbildung 10: PCR-Amplifikationsgraphen eines Kontrollgens (Zyklus 22-23,
2 Duplikate) und des Primers TGFB (Zyklus 27, 1 Duplikat)
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Abbildung 11: PCR-Schmelzkurve eines Kontrollgens (83-84°C, 2 Duplikate) und des
Primers TGFB (87°C, 1 Duplikat)
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Der C; —Wert (Anzahl der abgelaufenen Zyklen bis Amplifikationsbeginn) sollte sich
jeweils fur Replikate und deren zugehdoriges Amplifikationsprodukt ungefahr im selben
Zyklus befinden. In der Abbildung 10 zeigt sich diese optimale Anordnung der Zyklen
besonders gut; es liegen Quantifikationskurven von zwei verschiedenen Primern vor,
im Zyklus 22-23 liegt der C; des Kontrollgens, im Zyklus 27 ordnet sich dagegen der
Primer TGFB ein. Die Duplikate, beim Kontrollgen zwei und bei TGFB ein Duplikat,
liegen dabei exakt im selben Bereich und beweisen damit bereits in der
Quantifikationsdarstellung eine gute Qualitat der Amplifikation. Die Qualitat der PCR

wird jedoch besonders durch den Verlauf der Schmelzkurven bestimmt (Abbildung 11).

Die maximale Temperatur der Schmelzkurve beschreibt dabei jene Temperatur, bei der
sich die Primer an die komplementéren cDNA-Abschnitte der dissoziierten Einzelstran-
ge anlagern und die Amplifikation starten. Samtliche Experimente im Rahmen der PCR
wurden in Duplikaten und bei exakt gleichen Temperaturen durchgefuhrt, um bei der
Auswertung der Daten die Schmelzkurven der Amplifikation innerhalb einer cDNA-
Probe und ihrem jeweiligen Stimulus vergleichen zu kdnnen und damit die Qualitat des
Amplifikationsproduktes und die Funktion der Primer besser beurteilen zu kénnen. Aus
den CT-Werten der Duplikate wurde ein Mittelwert berechnet. Mit Hilfe der kontinuierli-
chen Prifung der Schmelzkurve parallel zum Verlauf des quantitativen Amplifikations-
graphen konnten sogenannte Primer-Dimer-Formationen erkannt werden; sie werden
meist durch eine niedrigere Schmelztemperatur auffallig und zeigen eine nicht spezifi-
sche Amplifikation an. In Abbildung 11 sind die Schmelzkurven der in Duplikaten
pipettierten Gene, die bereits in den vorangegangenen Amplifikationsgraphen darge-
stellt wurden beschrieben, der erste Temperaturgipfel beschreibt die Schmelzkurven

von zwei Duplikaten des Kontrollgens, das zweite Temperaturmaximum beschreibt ein
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Duplikat von TGFB. Wie bereits im Abschnitt Agarosegel beschrieben, diente die Gel-
elektrophorese ebenfalls der Beurteilung der Qualitat (Spezifitat) des Amplifikations-
produktes durch die Einordnung der erwarteten Grol3e des Genproduktes anhand einer
Basenpaarleiter (ladder). Nach Auswahl der verwertbaren C; —Werte fir die jeweiligen
Genprodukte (18S/B2Mik, FoxP3, GITR, CTLA4, LAG 3 und TGFB) wurde nach Mittel-
wertberechnung der Duplikatergebisse fir den jeweiligen Stimulus die Differenz
(deltaCT) zwischen Gen und Referenzgen (18S) errechnet. Es wurde das
housekeeping gene 18S aufgrund seiner Stabilitat als Referenzgen fir die Berechnun-

gen verwendet.
Beispiel:
CT FoxP3 PHA(1) + CT FoxP3 PHA(2)/2 = Duplikat-Mittelwert MW ,FoxP3 PHA*.

Differenz zwischen Gen und Referenzgen: MW ,FoxP3 CT PHA* — MW ,FoxP3 CT
18S“ = delta CT. AnschlieRend wurde innerhalb einer Gengruppe deltadeltaCT gebildet
zwischen den jeweiligen stimulieten Proben und den nicht stimulierten Proben
(Media).

Beispiel: FoxP3PHA — FoxP3Media = deltadeltaCT FoxP3

Der fold difference (Vielfaches) wurde dann anhand der Formel 2 @"tC) harechnet
(Formel aus Bio-Rad-Manual).



3 Ergebnisse

3.1 Die PAULINA-Studie

Die PAULINA-Studie (Paediatric Alliance for Unselected Longitudinal Investigation of
Neonates for Allergies) ist eine prospektive longitudinale Geburts-Kohortenstudie, die
immunologische und genetische Faktoren fir die Entstehung von Allergien und Asthma
bronchiale im Kindesalter im Zusammenhang mit dem Vorliegen von mitterli-
cher/véterlicher Atopie untersuchte. Die Studienteilnehmer aus Miinchen und Umge-
bung wurden in zwei Untergruppen unterteilt; dabei wurden mononukledre Zellen
(CBMCs) aus dem Nabelschnurblut atopischer (A) und nicht-atopischer (NA) Mutter

untersucht.

Die Definition ,Atopie* wurde durch die arztlich gestellte Diagnose allergische Rhinitis
(Heuschnupfen) und/oder Asthma bronchiale und/oder atopisches Ekzem (Dermatitis)

festgelegt.

Das Ziel der Studie bestand darin, festzustellen, ob die Exposition gegentber allerge-
nen und mikrobiellen Substanzen in den beiden Untergruppen CBMCs (A) und CBMCs

(NA) unterschiedliche Immunreaktionen verursacht.

In weiteren Arbeiten wurde durch die Arbeitsgruppe untersucht, ob dann auch im
Langzeitverlauf bei den heranwachsenden Kindern, deren Nabelschnurblut in der
PAULINA Studie untersucht worden ist, ein Einfluss auf die Entwicklung allergischer
Krankheiten im Kindesalter abzuleiten ist; dazu werden in dieser Arbeit keine Daten

préasentiert.

3.2 Studienteilnahme

Von 161 rekrutierten Mittern konnten die in Fragebdgen dokumentierten Daten und die
CBMCs von insgesamt 118 Neugeborenen in der Studie ausgewertet werden. Strenge
Ausschlusskriterien, wie Infektionszeichen und postpartale Komplikationen der Neuge-
borenen, sowie Medikamenteneinnahme/Erkrankungen der Mitter und ggf. fehlende
Angaben in den Fragebtgen waren konkret definiert. Somit erfolgte insgesamt ein
Ausschluss von n = 43. Die 118 ausgewahlten Studienteilnehmer erfillten neben der
Vollstandigkeit der erfragten Daten (siehe Fragebdgen im Anhang), der Einwilligung

zur Studienteilnahme auch strenge Einschlusskriterien einer komplikationslosen
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Schwangerschaft mit einer termingerechten, komplikationsfreien Geburt; die Neugebo-
renen waren nach der Erstuntersuchung und im weiteren Verlauf unauffallig und wie-
sen keine Infektionszeichen oder andere postpartale Probleme auf. Die Probanden
setzen sich aus den Neugeborenen von 70 nicht-atopischen Muttern und 48 atopi-

schen Mittern zusammen.

Das Schwerpunkt-Experiment der vorliegenden Arbeit ist die PCR, fir die insgesamt
54 Probanden von 118 ausgewahlt wurden; nach sorgfaltiger Uberpriifung aller not-
wendigen Daten (Fragebdgen) konnten schlie3lich 50 von 54 PCR-Ergebnissen voll-

standig ausgewertet und im Ergebnisteil prasentiert werden.

3.3 Epidemiologische Charakteristika der Probanden

Die beiden Gruppen, atopische Mitter und nicht-atopische Miitter unterschieden sich
signifikant voneinander in der Hohe des Gesamt-Immunglobulin IgE (p<0,0001). Bei
den atopischen Miuttern wurde ein Gesamt-lgE von 60,54 1U/ml, bei den nicht-
atopischen Mittern 21,18 IU/ml im Serum gemessen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Gesamt-Immunglobulin E [IU/ml] im Serum nicht-atopischer (NA, n = 70)
und atopischer (A, n = 48) Mutter mit Darstellung des Medians, der 1. und 3. Quartile
(Balken) & der 3./97. Perzentile; NA mit einzelnen Ausreil3ern
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Wie Abbildung 13 zeigt, unterscheiden sich die beiden Gruppen auch im Vorliegen von

vaterlicher Atopie (p = 0,03).

Abbildung 13: Anteil vaterliche Atopie
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Alle weiteren Angaben, die im Rahmen der Befragung gemacht wurden, speziell zur
Raucher-Anamnese, dem Gestationsalter, dem Entbindungsmodus, der Abort- und
Sectio-Anamnese ergaben keine signifikanten Unterschiede der beiden Probanden-
gruppen.

Die Bildung und Schullaufbahn der schwangeren Mitter setzte sich wie in Abbildung

dargestellt, folgendermal3en zusammen:

Abbildung 14: Bildungsgrad Mutter
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Ein interessantes Ergebnis war die Feststellung, dass die Neugeborenen von atopi-
schen Muttern grundsatzlich groRere Geburtsparameter aufwiesen; dabei unterschie-
den sich Gewicht, Korpergréf3e und Kopfumfang signifikant von den Neugeborenen der
Nicht-Atopiker (p < 0,02) — (Tabelle 2: Probanden-Charakteristika).

Einen Gesamtuberblick zu den Probanden und den Daten der Fragebtgen gibt die

Darstellung in folgender Tabelle:
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IProbanden & Charakteristika Nicht-atopische Miitter n= 70 \Atopische Miitter n=48 P-Wert
IMiitterliches Alter (Jahre) * 33 (31/36) 32,5(31/36) 0,81
[Rauchen in Schwangerschaft n, (%) 4 (5,7) 3(6,3) 0,79
Spezifisches IgE i.S > 0,7 IU/ml (%) 43,5 85,4 <0,001
Gesamt IgE im Serum (IU/ml), Median 21,18 60,54 <0,0001
(Gestationsalter (Wochen) * 40 (39,1/40,7) 39,9 (38,9/40,9) 0,99
IGeschlecht Neugeborene, ménnlich n, (%) 34 (48,6) 28 (58,3) 0,30
IGeburtsgewicht (g) * 3450 (3150/3700) 3695 (3485/3937) 0,008
IKdrpergrioBe (cm) * 52 (50/53) 53 (51/54) 0,02
[Kopfumfang (em) * 35(35/36) 35,4 (35/36,75) 0,02
[Entbindungsmodus, vaginal n, (%) 64 (91,4) 44 (91,7) 0,91
5 min. Apgar > 8n, (%) 70 (100) 148 (100) 1.0
Viiterliche Atopie n, (%) 17 (24,3) 21 (43,75) 0,03
I Asthma bronchiale 3(4,3) 5(10,4) 0,27#

I allergische Rhinokonjunktivitis 16 (22,9) 15(31,3) 0,31
I Atopisches Ekzem 2(2,9) 6(12,5) 0,06#
|Altere Geschwister n (%) 26 (37,2) 20 (43,8) 0,35

* Median (25./75. Perzentile); # Fisher’s exact test oder Wilcoxon Test.

Tabelle 2: Probanden-Charakteristika

3.4 Proliferation von CBMCs atopischer (A) und nicht-
atopischer (NA) Mitter

In der Proliferation zeigt sich bei Neugeborenen atopischer Mitter eine hdhere Prolife-

rationsrate (Zellteilung), jedoch konnte im Vergleich zwischen CBMCs (A) und CBMCs

(NA) kein signifikanter Unterschied nach Stimulation der mononukledren Zellen festge-

stellt werden. Nach PHA-Stimulation sehen wir eine deutliche Stimulation mit einem

Stimulationsindex (SI) von 14,6 bei den CBMCs nicht-atopischer Mitter und einem Sl

von 18,9 bei den CBMCs atopischer Mitter (A). Dem gegenuber ist bei den anderen

Stimuli der Stimulationsindex um 1 gruppiert, somit fallt hier eine niedrige, aber mess-

bare Stimulation auf.

In Tabelle 3, Stimulationsindizes der Proliferation bei CBMCs (NA) und (A), werden die

Proliferationsergebnisse jener 50 Probanden dargestellt, deren mRNA fur das PCR-

Experiment dieser Arbeit verwendet wurde.
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Stimulationsindex Sl Stimulationsindex Sl Signifikanz p
CBMCs (NA); n=26 CBMCs (A); n=24 Mann-Whitney
Stimulus Median 25. Perz. 75. Perz. |Median 25.Perz. 75.Perz. |Rank Sum Test
PHA 14,6 9,23 328 18,9 1264 31,9 0,16
OVA 1,02 0,93 1,17 1,06 0,96 1,19 0,75
LpA 0,96 0,76 1,27 1,13 0,99 1,69 0,18
Ppg 1,14 0,93 1,73 1,57 1,04 3,28 0,10
D 1,13 0,82 1,49 1,33 0,99 272 0,23
D+L 0,97 0,79 1,47 1,22 0,94 2,18 0,23

S| = Stimulationsindex (Stimulierte Zellen/Nicht stimulierte Zellen)

Tabelle 3: Stimulationsindizes der Proliferation bei CBMCs (NA) und (A)

PHA weist als Positivkontrolle einen im Vergleich zu den anderen Stimuli sehr hohen
Stimulationsindex auf, da es sich bei diesem Mitogen um einen potenten T-Zell-
Stimulus handelt (siehe Abbildung 15 und Abbildung 16).

Abbildung 15: Stimulationsindex der CBMCs nicht-atopischer (NA) und atopischer (A)
Mutter nach Stimulation mit Phytohdmagglutinin PHA
(25. und 75. Perzentile)
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Abbildung 16: Stimulationsindizes der CBMCs nicht-atopischer (NA) und atopischer (A)
Mutter nach Stimulation mit OVA, LpA, Ppg, D und D&L [LpA]
(25. und 75. Perzentile)
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3.5 Expression von Treg-assoziierten Genen

Erniedrigte Expression der Treg-assoziierten Gene FoxP3, GITR (TNFRSF18),
LAG3 und CTLA4 in CBMCs atopischer Mutter (A)

Nach Stimulation mit LpA und Ppg zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen CBMCs (A) und CBMCs (NA) in der Expression von GITR (LpA p <
0,009; Ppg p < 0,02); die Expression des Gens war bei den CBMCs (A) signifikant er-
niedrigt (Abbildung 17). Fur LAG3 lasst sich ebenfalls bei Stimulation mit Ppg eine sig-
nifikant erniedrigte Expression (p < 0,04) bei den CBMCs (A) nachweisen, auch die
Stimulation mit LpA (p < 0,06) und D+L (p < 0,07) zeigte einen Trend flr beide Grup-
pen NA und A. Fur FoxP3, CTLA4 und TGFR konnte keine Signifikanz aufgezeigt wer-

den.

In den folgenden Abbildungen (Abbildung 17 bis Abbildung 21) wird jeweils die Expres-
sion eines Treg-assoziierten Gens dargestellt; die Gruppen NA und A sind dabei ge-

genlbergestellt und kénnen im Vergleich betrachtet werden.
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Abbildung 17: Expression von GITR (TNFRSF18) nach Stimulation mit PHA, LpA, Ppg,
D, D&L [LpA] in CBMCs nicht-atopischer (NA) und atopischer Mutter (A) mit signifikant
erniedrigten Werten nach Stimulation mit LpA und Ppg
(25. und 75. Perzentile)

Vielfaches zu unstimuliert

Abbildung 18: Expression von LAG3 nach Stimulation mit PHA, LpA, Ppg, D, D&L
[LpA] in CBMCs nicht-atopischer (NA) und atopischer Mutter (A) mit
signifikant erniedrigtem Wert nach Stimulation mit Ppg
(25.und 75. Perzentile)
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Vielfaches zu unstimuliert

Abbildung 19: Expression von Foxp3 nach Stimulation mit PHA, LpA, Ppg, D, D&L
[LpA] in CBMCs nicht-atopischer (NA) und atopischer Mtter (A)
(25. und 75. Perzentile)

Foxp3

Position 1 = NA; Position 2 = A

Abbildung 20: Expression von CTLA4 nach Stimulation mit PHA, LpA, Ppg, D, D&L
[LpA] in CBMCs nicht-atopischer (NA) und atopischer Miitter (A)
(25. und 75. Perzentile)
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Abbildung 21: Expression von TGF3 nach Stimulation mit PHA, LpA, Ppg, D, D&L
[LpA] in CBMCs nicht-atopischer (NA) und atopischer Mutter (A)
(25. und 75. Perzentile)
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3.6 Korrelationen in der Genexpression Treg-assoziierter

Gene

Korrelationen in der Genexpression von GITR mit LAG3, GITR (TNFRSF18) mit
FoxP3 und LAG3 mit FoxP3

Eine positive signifikante Korrelation dieser Gene zeigte sich fir alle Stimuli, jedoch
nicht fir Ppg. Dabei ergab sich fir die Stimulation mit PHA (p = 0,02) bei den Atopikern
zwischen den Genen GITR mit LAG3 und bei Stimulation mit D+L (p = 0,01) zwischen
GITR und FoxP3 eine spezifische Korrelation; dies bedeutet, dass eine reduzierte Ex-
pression von GITR mit einer ebenfalls verminderten Expression von LAG3/FoxP3 u.U.

einhergeht.

Entscheidender als die Signifikanz ist dabei jedoch die Hohe des Korrelationskoeffi-
zienten R% dabei zeigt ein Wert von R?> 0,6 eine gute Korrelation an. Sind die Gene
gut korreliert, unterstreicht dies in diesem Zusammenhang ein spezifisches Ergebnis

fur die Zielgruppe der sog. regulatorischen T-Zellen und ihrer Marker/Gene.

Fur GITR und LAG3 konnte eine hohe Korrelation in der nicht-atopischen Gruppe mit

einem R?von 0,68 aufgezeigt werden.
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Mit PHA (p < 0,0001) und D (p < 0,0001) konnte dagegen bei den CBMCs (NA) eine
signifikant positive Korrelation von GITR und LAG3 nachgewiesen werden (Abbildung
22 und Abbildung 23).

Die Mal3stabe der Korrelationsdiagramme enthalten im Vergleich zur Darstellung der
Genexpression (fold difference = Vielfaches) auch Werte oberhalb der 75. Perzentile.

Abbildung 22: Signifikante Korrelation des fold difference (Vielfaches) bei CBMCs (A)
und (NA) mit hoher Korrelation von GITR (TNFRSF18) und LAG3 in der
Gruppe der NA (R%= 0,68) nach Stimulation mit PHA;
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Abbildung 23: Signifikante Korrelation des fold difference (Vielfaches) bei CBMCs (NA)
zwischen GITR (TNFRSF18) und LAG3 nach Stimulation mit Hausstaubmilbe (D);
R?= Korrelationskoeffizient
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Die Korrelationsgruppen GITR mit FoxP3 und LAG3 mit FoxP3 waren beide signifikant
fur die CBMCs (NA) bei Stimulation mit D+L (p < 0,02) und PHA (p jeweils < 0,001) —
Abbildung 24, Abbildung 25 und Abbildung 26 — und fur GITR/FoxP3 auch bei D-

Stimulation (p = 0,01) — [keine graphische Abbildung zu GITR/FoxP3/D].

Eine hohe Korrelation konnte in der Gruppe der Nicht-Atopiker zwischen den Genen
GITR/FoxP3 (R? = 0,78) und fiir LAG3/FoxP3 (R? = 0,63) jeweils unter Stimulation mit
PHA gezeigt werden. Eine hthere Expression von GITR und LAG3 fuhrt demnach zu

einer héheren Expression von FoxP3 u.U.

Abbildung 24: Signifikante Korrelation des fold difference (Vielfaches) bei CBMCs (A)
und (NA) zwischen GITR (TNFRSF18) und FoxP3 nach
Stimulation mit Hausstaubmilbe D & Lipid A (D+L);

R? = Korrelationskoeffizient
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Abbildung 25: Signifikante Korrelation des fold difference (Vielfaches) bei CBMCs (NA)
mit hoher Korrelation (R?= 0, 78) zwischen GITR (TNFRSF18)
und FoxP3 nach Stimulation mit PHA;
R?= Korrelationskoeffizient
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Abbildung 26: Signifikante Korrelation des fold difference (Vielfaches) bei CBMCs (NA)
mit hoher Korrelation (R2= 0,64) zwischen LAG3 und FoxP3 nach Stimulation mit PHA;
R? = Korrelationskoeffizient
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3.7 Anzahl regulatorischer T-Lymphozyten im

Nabelschnurblut (Durchflusszytometrie)

Signifikant geringere Anzahl von regulatorischen T-Lymphozyten im Nabel-

schnurblut atopischer Mutter

Fur die Durchflusszytometrie habe ich in Zusammenarbeit mit Frau Dr. S. Wagner-
Hoppler Nabelschnurblut rekrutiert und in der anschlieRenden Verarbeitung die Sepa-

ration mononuklearer Zellen (CBMCs) durchgefihrt.

Anhand der Durchflusszytometrie konnte Dr. S. Wagner-Hdppler (Dissertation: Modula-
tion allergischer Erkrankungen durch mikrobielle Stimulation — eine Studie an Zellen

des Nabelschnurbluts) in der Arbeitsgruppe folgende Ergebnisse gewinnen:

Bereits in nicht-stimulierten CBMCs (A) fallt eine reduzierte Anzahl von regulatorischen
T-Zellen auf und innerhalb dieser Gruppe der CBMCs (A) wurde nach Stimulation mit
LpA (p = 0,005) dann eine signifikant erniedrigte Expression der fur die Tregs spezifi-
schen Oberflachenrezeptoren ,CD4+CD25+hoch* gemessen. Die Anzahl der regulato-
rischen T-Zellen ist somit im Nabelschnurblut atopischer Mitter unter Stimulation mit

LpA signifikant erniedrigt.

Dies unterstutzt die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation bzgl. der erniedrigten

Genexpression der T-reg-assoziierten Gene nach Stimulation mit LpA.

Nach Adjustierung fur die Confounder [Geburtsparameter (KdrpergréiRe, -lange und
Kopfumfang) sowie miutterliche & véterliche Atopie] zeigten sich unverandert signifikan-
te Ergebnisse fur die Expression der Treg-Oberflachenmarker. Diese Confounder

nahmen somit keinen Einfluss.

3.8 Zytokinsekretion bei CBMCs (A) nach Stimulation

Reduzierte Zytokinsekretion bei CBMCs (A) nach Stimulation der CBMCs

Nach Stimulation der CBMCs, welche ich mit Frau Dr. S. Wagner-Hoppler aus dem
Nabelschnurblut separiert habe, wurde der Zelliberstand abgenommen und die

Zytokinmessung durchgefihrt.

Die von Dr. S. Wagner-Hoppler (Dissertation: Modulation allergischer Erkrankungen
durch mikrobielle Stimulation — eine Studie an Zellen des Nabelschnurbluts) durchge-
fuhrten Zytokinmessungen ergaben in der Zytokinsekretion der mononukleéren Zellen
von Neugeborenen atopischer Mutter folgende Zusammenhange und die in Punkt 3.9

genannten Korrelationen:
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Nach Stimulation mit LpA konnte im Nabelschnurblut der Neugeborenen von atopi-
schen Mittern eine signifikante Reduktion der Zytokinsekretion von INF-gamma und
IL10 verzeichnet werden (p = 0,04; p = 0,05).

Die Stimuli D und D+L zeigten ebenfalls bei den CBMCs (A) eine Tendenz fir eine
signifikant erniedrigte IL10 und IFN-gamma Sekretion.

Die Zytokinproduktion von INF-gamma und IL10 war auch bei allen anderen Stimuli in

der atopischen Gruppe erniedrigt, jedoch nicht signifikant.

3.9 Korrelation zwischen Zytokin IL10 und Treg-assoziierten

Genen

Positiv signifikante Korrelation von IL10 bei PHA induzierter Expression von
GITR und LAG3

IL10 zeigte ausschlieBlich bei PHA induzierter Expression von GITR und LAG3 eine
positive signifikante Korrelation (IL10/GITR p= 0,03; IL10/LAG3 p=0,02).

Keine Stimulation, inklusive PHA zeigte eine signifikante Sekretion von IL10 in Zu-

sammenhang mit FoxP3.

Auch diese Daten [erniedrigte Zytokinsekretion in den CBMCs (A) und Korrelation von
Zytokin IL10 mit Treg-assoziierten Genen] bestatigen die Zusammenhange, die in der

vorliegenden Arbeit geschlussfolgert werden konnten.



4  Diskussion

In der vorliegenden Arbeit und Kohortenstudie PAULINA wurde der Einfluss miuitterli-
cher Atopie auf die Immunregulation im Nabelschnurblut untersucht.

Ziel der Studie war, den Einfluss mutterlicher Atopie auf die Immunantwort regulatori-
scher T-Zellen nach Stimulation ,innate & adaptive®zu beurteilen. Im Speziellen wurde
die Expression von Treg-assoziierten Genen, wie FoxP3, LAG3, GITR (TNFRSF18),
CTLA4 und TGF innerhalb dieser Arbeit mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

untersucht.

Von Interesse war dabei im Besonderen der Vergleich von CBMCs innerhalb der bei-
den Gruppen atopischer (A) und nicht-atopischer (NA) Mutter; untersucht wurde, ob
mononukleare Zellen (CBMCs) aus dem Nabelschnurblut von Neugeborenen bei Vor-
liegender maternaler Atopie eine verdnderte bzw. eingeschrankte Funkti-

on/Genexpression aufweisen.

SchlieBlich zeigte sich auch eine niedrigere Expression von Treg-assoziierten Genen,
signifikant waren diese Ergebnisse fiir das Glukokortikoid-Induzierte-Tumornekrose-
faktor-Related-Protein (GITR = TNFRSF18) und Lymphozyten-Aktivierendes-Antigen 3
(LAG3). Keine Signifikanz, jedoch ein Trend war beim Transkriptionsfaktor Forkhead
box familiy P3 (FoxP3), Cytotoxischem-Lymphozyten-Antigen 4 (CTLA4) und T-
Lymphocyte-Growth-Factor 8 (TGFB) nach Stimulation mit Ppg und LpA festzustellen.

Die signifikant erniedrigte Expression Treg-assoziierter Gene bei Atopikern nach Sti-
mulation mit spezifischen Stimuli des angeborenen Immunsystems (Ppg & LpA) gibt
somit Hinweise darauf, wie wichtig die frihzeitige Stimulation des fetalen Immunsys-
tems ist und dass sich eine atopische Grunderkrankung der Mutter auf die regulieren-
den Mechanismen friher immunologischer Vorgange auswirkt und dadurch mdglicher-

weise die weitere Entstehung von Atopie im Kindesalter bahnen kann.

Bekannt ist bereits, dass bei allergisch pradisponierten Kindern und Allergikern das
initial, also unmittelbar postnatal bestehende Uberwiegen von TH-2 Zellen bestehen
bleibt (Prescott et al. 1999) und sich bei nicht allergisch belasteten Kindern die TH-1-
Zellreihe ab Geburt dagegen vorrangig entwickelt. Da man bereits seit einigen Jahren
die zusatzliche Erkenntnis gewonnen hat, dass das Gleichgewicht zwischen TH-1-
Zellen und TH-2-Zellen auch nachweislich durch regulatorische T-Zellen beeinflusst
wird, wurden in dem dieser Studie zugrunde liegenden Experiment die regulatorischen

T-Lymphozyten untersucht.
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Neben der Analyse der Genexpression der o.g. Gene, die die regulatorischen T-
Lymphozyten charakterisieren, wurde in der PAULINA-Studie auch die Anzahl der
“CD4" CD25" hoch“ — regulatorischen T-Zellen innerhalb der aus dem Nabelschnurblut
isolierten CBMCs ausgewertet; die CBMCs atopischer Mutter weisen nach Stimulation
mit LpA und Ppg eine geringere Anzahl von Tregs auf. Dies bestétigt die Ergebnisse
dieser hier vorliegenden Arbeit.

AuRerdem wurde in vielen Studien aufgezeigt, dass der Kontakt mit mikrobiellen Sub-
stanzen bereits préanatal und besonders auch im ersten Lebensjahr eines Kindes zu

einer Reduktion allergischer Pradisposition bzw. Erkrankung fihrt.

Somit stellt sich die Frage, ob schon intrauterin eine unterschiedliche Modulation regu-
lierender Immunmechanismen entstehen kann, nicht nur beeinflusst durch Stimuli des
Immunsystems, sondern moéglicherweise zusatzlich durch mitterliche Atopie. Die Re-
aktion des Immunsystems von Feten und Neugeborenen gegentiber Umwelteinflissen
kann somit evtl. zusétzlich durch mutterliche Faktoren schon zum Zeitpunkt des intrau-
terinen Stadiums beeinflusst werden. Daflr spricht auch, dass sich allergische Erkran-
kungen bereits im frihen Kindesalter manifestieren. Die zu Grunde liegenden Zusam-
menh&nge sind im Hinblick auf die Komponente der mdtterlichen atopischen Grunder-

krankung jedoch im Einzelnen bisher nicht vollstandig beschrieben und verstanden.

Treg-assoziierte Gene und Genexpression in CBMCs (A) und (NA)

Die mit den regulatorischen T-Zellen assoziierten Gene sind FoxP3, LAG3, GITR
(TNFRSF18), CTLA4 und TGF[. Diese wurden mit der Polymerase-Ketten-Reaktion
als Hauptexperiment dieser Arbeit nach Stimulation mononuklearer Zellreihen bezig-
lich ihrer Expressionsrate untersucht. Differenziert wurden mononukleare Zellen aus
dem Nabelschnurblut atopischer Mitter und nicht-atopischer Miitter. Da die oben ge-
nannten Gene mit regulatorischen T-Zellen maf3geblich assoziiert sind und FoxP3, der
aktuell spezifischste Marker fur die Tregs ist, war gewéhrleistet, dass diese Zellpopula-

tion dadurch spezifisch betrachtet wurde.

FoxP3 — Forkhead Box Familiy Transkription Factor P3

Der Transkriptionsfaktor FoxP3, dessen Expression ein hochspezifisches Merkmal der
,CD4" CD25" hoch“ — regulatorischen T-Zellen darstellt und der die Entwicklung dieser
Subgruppe von T-Lymphozyten sowie deren Funktion mit beeinflusst, stellte eines je-

ner, in dieser Studie untersuchten Gene dar.



Diskussion 46

In der PAULINA-Studie konnte in der PCR eine Tendenz zu einer geringer ausgeprag-
ten Expression von FoxP3 in CBMCs atopischer Miitter aufgezeigt werden, jedoch
ergab sich bei den verschiedenen Stimuli, mit denen die Zellen stimuliert wurden, keine
Signifikanz. Da sich in den Ergebnissen der Durchflusszytometrie der Arbeitsgruppe
jedoch speziell fur den Stimulus LpA eine signifikant erniedrigte Anzahl von regulatori-
schen T-Zellen im Nabelschurblut von Atopikern ergab und auch fur die anderen Sti-
muli eine geringere (jedoch nicht signifikante) Anzahl der fir diese Zellen spezifischen
,CD4" CD25 * hoch“-Oberflachenmarker zeigte, war der zu verzeichnende Trend einer

FoxP3 Minderexpression im atopischen Nabelschnurblut so nicht erwartet worden.

In diesem Zusammenhang muss jedoch beachtet werden, dass auch andere Subgrup-
pen von Lymphozyten wie die CD4" CD25 ~ T-Zellen und die CD8" T-Zellen ebenfalls,
jedoch weniger stark, FoxP3 exprimieren. Dennoch ist dieser Transkriptionsfaktor der
forkhead box familiy aufgrund seiner hohen Expressionsrate, sowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene ein spezifischer Marker fir die Gruppe der regulatorischen T-

Zellen.

Das FoxP3-Gen, funktionell als Transkriptionsfaktor bekannt, ist fir die Entwicklung
und letztendlich die suppressive Funktion der regulatorischen T-Zellen notwendig.

Die Funktion dieser ,CD4" CD25 * hoch“ — regulatorischen T-Zellen liegt in der Expres-
sion von antiinflammatorischen (suppressiven) Zytokinen wie IL10 und TGFB und in
der Erhaltung einer nattrlichen Toleranz des Immunsystems gegenuber Antigenen wie

Autoantigenen und Allergenen (Karagiannidis 2004).

Die Mutation von FoxP3 fuihrt zu immunologischer Dysregulation, die zu Krankheitsbil-
dern wie beispielsweise dem IPEX-Syndrom fiihren. Gekennzeichnet ist diese Krank-
heit durch eine Polyendokrinopathie mit massiver Lymphozytose, einem sich friih mani-
festierenden insulinabh@ngigen Diabetes mellitus, einer Thyreoiditis, ekzemartigen
Hautveranderungen und schweren Nahrungsmittelallergien. Andere autoimmune Pa-
thologien sind Enteropathien, hdmolytische Anamien und Thrombozytopenien. Urséch-
lich ist dafur die polyklonale Aktivierung lymphozytarer Zellen, wie CD4" T-Zellen und

von, wenn auch in geringerem AusmaR, CD8" T-Zellen.

Aus diesen Feststellungen heraus, wird angenommen, dass FoxP3 als Transkriptions-
faktor eine regulatorische Funktion beziglich der T-Zell-Aktivierung tragt, in dem es die

uberschiefl3ende Aktivitat dieser Zellreihen unterbindet (Fontenot/Rudensky 2005).

Sind die regulatorischen T-Zellen im Nabelschnurblut von Atopikern nun einerseits
durch eine geringere Anzahl und andererseits zusatzlich durch eine geringere Expres-

sion von FoxP3 gekennzeichnet, kann die daraus resultierende verminderte Aktivitat
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der Tregs bzw. deren reduzierte Suppressionsfunktion zu einer Gberschiel3enden Re-
aktion auf Allergene fuhren.

GITR - Glukokortikoid-Induzierter-Tumornekrosefaktor-Rezeptor (=TNFRSF18)

Regulatorische T-Zellen sind auRerdem durch die hohe Expression von Glukokortikoid-
Induziertem-Tumornekrosefaktor-Rezeptor (GITR) gekennzeichnet; spezifisch ist die-
ser Oberflachenmarker jedoch fir die Tregs nicht, da er zudem auch auf nicht-
aktivierten CD25" T-Zellen erscheint und von CD4" CD25 ~und CD8* CD25 ~ T-Zellen
(Antwort-T-Zellen) sowie von B-Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen

exprimiert wird. Dieser Rezeptor gehort zu der Tumornekrosefaktor Superfamily.

In den Ergebnissen der PCR dieser Studie wurde eine signifikante Minderexpression
des GITR-Gens im Nabelschnurblut von Kindern atopischer gegentber nicht atopi-
scher Mutter verzeichnet. Stephens et. al beschreiben parallel dazu, dass in heterozy-
goten GITR+/- Mausen, welche eine herabgesetzte Expression von GITR aufwiesen
auch eine reduzierte Anzahl von ,CD4" CD25 * hoch” regulatorischen T-Zellen festge-
stellt werden konnte (Shevach/Stephens 2006); auch in der PAULINA-Studie wurde im
Nabelschnurblut von Neugeborenen atopischer Mitter neben der GITR Reduktion

ebenfalls eine reduzierte Anzahl von Tregs im Nabelschnurblut festgestelit.

An den GIT-Rezeptor (TNFRSF18) bindet der GITR-Ligand (GITR-L = TNFSF18), wel-
cher von antigenprasentierenden Zellen und allgemein von T-Zellen nach Aktivierung
des T-Zell-Rezeptors produziert wird. Die Interaktion von Rezeptor (GITR) und seinem
Liganden (GITR-L) an der Oberflache von sog. Antwort-T-Zellen fuhrt indirekt, ohne die
Tregs beispielsweise direkt zu eliminieren, zu einer herabgesetzten Treg vermittelten
Suppressionsfunktion. Bemerkenswert ist, dass nachgewiesen werden konnte, dass
die Bindung von Ligand und Rezeptor an den regulatorischen Zellen selbst diese Wir-
kungsabschwachung nicht zur Folge hat; die Bindung muss an nicht-regulatorischen T-
Zellen erfolgen (Shevach/Stephens 2006).

Durch die Bindung von GITR und GITR-Ligand wird innerhalb einer immunologischen
Reaktion IL2 sezerniert, welches die Differenzierung in Effektor-Zellen und das Uberle-
ben von T-Zellen ermdglicht. Die Interaktion von regulatorischen T-Lymphozyten mit
dendritischen Zellen in Gegenwart von IL2 bewirkt eine Aktivierung der Tregs und de-
ren Expansion. Die Induktion der Expression des GITR-Liganden (Antwort-T-Zellen),
welche zu Beginn einer antiinflammatorischen Reaktion zu Stande kommt, ist zu die-
sem Zeitpunkt und fur den Verlauf der immunologischen Prozesse von grofRer Bedeu-
tung, da dadurch zunéchst eine effiziente Abwehr ohne Unterdrickung durch die Tregs

zustande kommen kann (McHugh et al. 2002). Im Laufe der Reaktion wird die in den-
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dritischen Zellen und CD4" CD25 ~und CD8" CD25™ T-Zellen initiierte Expression von
GITR und dessen Ligand wieder eingestellt bzw. normalisiert; dadurch wird durch die
auf den Antwort-Zellen nun fehlende Interaktion zwischen GITR und Ligand die Reagi-
bilitat dieser Immunzellen gegeniiber der Suppression der regulatorischen T-Zellen
erhalten bzw. wieder verstarkt. Im weiteren Verlauf wird dadurch eine mogliche immu-

nologische Uberreaktion vermieden.

Stephens et. al beschreiben dazu ferner, dass eine Signaltransduktion via Toll-Like-
Rezeptoren sowie ablaufende inflammatorische Prozesse zu einer Down-Regulation
von GITR-Ligand fuhren und eine Erhéhung der Sensibilitat von Effektor-Zellen gegen-
Uber einer Treg induzierten Suppression zur Folge haben (Stephens et al. 2004).
Durch die Stimulation der CBMCs mit LpA in der PAULINA-Studie wurde eine Signal-
kaskade Uber Aktivierung der Toll-Like-Rezeptoren induziert und damit die Expressi-
onsrate von TNFRSF18 und dessen Ligand beeinflusst. Die Reduktion von GITR in
CBMC von atopischen Miittern kann damit erklart werden, dass es hier méglicherweise
Zu einem negativen Feedback-Mechanismus kommt, um die Funktion der Tregs zu
aktivieren und Uberschiel3ende Immunreaktionen einzudammen; die Expression von
GITR kbénnte vermindert werden, um eine bessere Suppressionskapazitat der Tregs zu

ermaoglichen.

GITR kann folglich eine costimulierende Aufgabe zugeschrieben werden, indem die
Interaktion zwischen Tumornekrose-Faktor-Rezeptor und Ligand die Funktion einer-

seits der Antwort-T-Zellen und andererseits der regulierenden T-Zellen beeinflussen.

CTLAA4 - zytotoxisches T-Lymphozyten-Antigen 4

Das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen 4 ist ein konsequent an der Zelloberflache
der regulatorischen T-Zellen lokalisiertes Protein; auch als CD152 beschrieben. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das zu Grunde liegende CTLA4 — Gen nach Stimulation
in CBMCs untersucht.

In den Ergebnissen der CTLA4 Genexpression der hier durchgefiihrten PCR konnte in
CBMCs (A) und dessen Tregs eine Minderexpression gegeniiber den CBMCs (NA)

nachgewiesen werden.

CTLA4 spielt eine wichtige Rolle in der Erhaltung des Gleichgewichtes immunologi-
scher Reaktionen. Seine Expression wird nach Aktivierung der regulatorischen T-
Zellen verstéarkt und fuhrt via Funktion eines Negativ-Regulators zu einer Inhibierung
von immunologischen Zellen und deren Aktivitat sowie zu verminderter IL2 Produktion

und Hemmung des Ablaufs von Zellzyklen.
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Wird CTLA4 blockiert, beispielsweise durch einen Antikorper (anti-CTLA4-Ak), konnte
man feststellen, dass es zu verstérkter Effektor-T-Zell Reaktion und damit einherge-
hender erhdhter T-Zell-vermittelter Tumorbekampfung, einer herabgesetzten Toleranz
gegenuber spezifischen Antigenen und einer Exazerbation von Autoimmunreaktionen

kommt.

Damit konnte auch aufgezeigt werden, dass durch die Inaktivierung dieses Oberfla-
chenmolekils mdglicherweise eine Beeintrachtigung der Funktion der regulatorischen
T-Zellen resultiert. In CTLA4-defizienten Mausen wurde die tragende Rolle des Ober-
flachenmolekils mit seiner negativ-regulierenden Funktion ebenfalls nachgewiesen;
diese Tiere entwickelten fatale lymphoproliferative Krankheiten und multiple andere
Organschaden (Read et al. 2000).

Da das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen 4 fiir eine regulierende Funktion und da-
mit einhergehende Hemmung von genereller T-Lymphozyten-Aktivitat verantwortlich zu
sein scheint, kann die verminderte Genexpression eine unkoordinierte, verstéarkte, nicht
ausgewogene T-Zell-Prasenz und zu hohe Aktivitdt dieser Zellen zur Folge haben,
welche sich in allergischen Reaktionen somit bereits im frihen Kindesalter zeigen

kann.

TGFB - Transforming Growth Factor 3

TGFB ist ein Polypeptid und gehort der Transforming Growth Factor beta superfamiliy
der Zytokine an. Aufgrund seiner potenten immunregulativen Fahigkeiten, innerhalb
derer es sowohl stimulierende als auch hemmende Effekte bewirken kann, beeinflusst
es zellulare Funktionen wie Zellwachstum und Proliferation sowie die Zelldifferenzie-
rung und Apoptose. Alle Formen von Leukozyten, Mastzellen, Makrophagen und dend-
ritische Zellen sowie lymphozytare Zellreihen bilden dieses Peptid. (Letterio und Ro-
berts, 1998).

Die regulatorischen T-Zellen kénnen durch die Sekretion von TGFB und dessen Wirk-
profil ihre immunsuppressive bzw. regulatorische Wirkung in immunologischen Prozes-
sen vermitteln. Aus diesen Informationen hervorgehend ist dadurch ersichtlich, dass
die herabgesetzte Expression von TGF(, die in der PAULINA-Studie im Nabelschnur-
blut von Kindern atopischer Mitter aufgezeigt werden konnte, entziindlichen bzw. al-

lergischen Reaktionen Vorschub leisten kann.

Fir das Zytokin TGFB wurde eine vor allem hemmende Wirkung auf die Zellfunktion
sowie auf immunologische und entzindliche Vorgdnge nachgewiesen. Den Beweis

lieferten Experimente an Mausen mit eradiziertem TGFB-Gen, sog. TGFB-null-Méause,
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die schwere Inflammationsprozesse und schliel3lich Organversagen mit todlichen Fol-
gen innerhalb einer Lebensdauer von 3 Wochen erlitten (Kulkarni et al. 1993).

Die Bedeutung dieses Treg-assoziierten Gens und des daraus exprimierten Zytokins
fur die Homdoostase der T-Zell-Regulation wurde auch in Studien demonstriert, in wel-
chen in Tierexperimenten TGFf bei allergischer Enzephalomyelitis und bei Transplan-
tatreaktionen verabreicht wurde und dadurch den klinischen Verlauf maf3geblich positiv

beeinflusste (Kuruvilla et al. 1991).

Wie TGFp die Zellfunktion direkt beeinflussen kann wurde anhand der Mastzellen be-
schrieben. Die Aktivierung dieser Zellen und die resultierende Histaminausschittung
nach Bindung von IgE an den hoch affinen IgE-Rezeptor der Mastzellen wird durch
TGFB gehemmt. Auch konnte nachgewiesen werden, dass das Zytokin den Reifungs-

prozess dieser Zellen verhindern kann.

Neben den Mastzellen sind auch die CD4" -T- Zellen Zielzellen von TGFB. Dies wurde
bewiesen durch den Einsatz von anti-CD4-Antikdrper, welcher sich in den ,TGFB-null-
Mausen® als wirksam erwiesen hat, um die fatalen immunologischen Prozesse bei die-

sen Tieren zu verhindern (Gomez et al. 2005).

Das mit den regulatorischen T-Zellen assoziierte Gen TGF nimmt somit direkten Ein-
fluss auf die Regulation des Immunsystems, verhindert autoimmunologische Reaktio-
nen und hemmt die Mastzelldegranulation und représentiert somit einen wichtigen Fak-

tor in der regulatorischen Funktion der Tregs.

LAG3 - Lymphozyten-Aktivierendes Gen 3

Lymphozyten-Aktivierendes Gen 3 wird ebenfalls von Subpopulationen von T- Zellen
und auch von regulatorischen T-Zellen exprimiert; das LAG3 Protein gehort zu der Fa-
milie der Immunglobuline und ist an der Zelloberflache von aktivierten T-Zellen und

nattrlichen Killerzellen zu finden.

Das LAG3-Gen, wie in diversen Studien bereits gezeigt wurde, ist nicht nur ein weite-
res unspezifisches Markermolekil der Tregs, sondern es wird fir die optimale Funkti-

onsfahigkeit dieser regulatorischen Zellen bendtigt.

Wird LAG3 durch einen bindenden Antikérper blockiert, wird die durch die Tregs ver-
mittelte Suppression vermindert; die Zellproliferation wurde in vitro in Gegenwart der
Suppressor-Zellen nun nicht mehr entsprechend eingedammt. Auch in vivo konnte die
verminderte bzw. fehlende Modulation durch die Tregs beobachtet werden (Huang et
al. 2004).
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Im PCR-Experiment dieser Dissertation konnte aufgezeigt werden, dass bei maternaler
Atopie im Nabelschnurblut LAG3 vermindert exprimiert wird und zusétzlich konnte auch
eine erhohte Zellproliferation der CBMCs (A) nach Stimulation mit Ppg, Hausstaubmil-
be D.p. und PHA nachgewiesen werden.

AuBerdem beeinflusst das LAG3-Protein durch seine Bindung an das MHC-II-
Rezeptor-Protein Reifungs- und Aktivierungsprozesse dendritischer Zellen und konver-
tiert sie dadurch in funktionsfahige antigenprasentierende Zellen, die allgemein T-Zell-

gesteuerte Immunantworten initiieren kdnnen (Andreae et al. 2002).

Die dem Asthma bronchiale zu Grunde liegende Hyperreagibilitdt und damit einherge-
hende Konstriktion der glatten Muskulatur des Bronchialsystems wird durch LAG3+

regulatorische T-Zellen beeinflusst (Strickland et al. 2006).

Die LAG3+Tregs beeinflussen diese Pathologien der Atemwege, indem sie die Aktivitat
antigen-spezifischer T-Lymphozyten und die Expression des Oberflachenmolekiils CD
86 an der Zelloberflache von dendritischen Zellen hemmen. CD86 ist ein ,Kommunika-
tions- und Aktivierungsfaktor®, der nach Allergenkontakt innerhalb der Mucosa die Mo-
bilisierung von dendritischen Zellen in die nachstgelegenen Lymphknotenstationen
bewirkt. Durch die Suppressionsfunktion der Tregs werden dadurch weitere Zellkontak-
te zwischen dendritischen Zellen und uber die Lymphknoten einwandernden immuno-
logischen Zellen verhindert und die UbermafRige Reagibilitdt der Atemwege verhindert
(ebd.).

Ist nun das fur die Funktion der ,CD4" CD25 * hoch“ - T-Zellen mit verantwortliche
LAG3-Gen bei Atopikern niedrig exprimiert, besteht somit einerseits eine fehlende
Down-Regulation von costimulierenden Molekilen sowie auch eine fehlende direkte
Intervention durch protektive Tregs innerhalb der Kommunikationskette von dendriti-
schen Zellen und T-Helfer-Zellen nach Kontakt mit einem inhalativen Allergen; folglich

werden die Pathomechanismen z.B. in den Atemwegen nicht unterbunden.

Zusammenfassend kann als Ergebnis aus dieser Studie bereits im Nabelschnurblut
von atopischen Mdattern, also im angeborenen, noch nicht vollstandig ausgereiften Im-
munsystem der Neugeborenen eine Minderexpression der Treg-assoziierten Gene
festgehalten werden. Der Einfluss einer vorliegenden maternalen atopischen Dispositi-
on bzw. Erkrankung scheint somit die Entwicklung des Immunsystems bereits in utero
zu beeinflussen bzw. zu beeintrachtigen. Die dargestellten molekulargenetischen Pa-
thologien, die ggf. zu der Entstehung atopischer Erkrankungen beitragen, lassen ver-

muten, dass diese so bereits bei heranwachsenden Kleinkindern mit reduzierter Zahl
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von regulatorischen T-Zellen greifen und die Auspragung allergischer Reaktionen for-

dern kdnnen.

Ausblick

Die Zusammenhénge in der Entwicklung des Immunsystems ausgehend von dem Zeit-
raum in utero bis zur Geburt einschlief3lich der dann resultierenden postnatalen immu-
nologischen Vorgange bilden die Basis fir das Verstandnis des atopischen Krank-
heitsbildes.

Unter dem Aspekt der bereits pranatalen Beeinflussung des friihkindlichen Immunsys-
tems durch mikrobielle Stimuli kénnen sich hier moéglicherweise neue Behandlungs-

und ggf. auch Praventionsansatze allergischer Erkrankungen ergeben.

Die Studie PAULINA hat wichtige immunologische Zusammenhénge von regulatori-
schen T-Lymphozyten und deren Genexpression bei Vorliegen mutterlicher Atopie und

gleichzeitiger mikrobieller/allergener Stimulation von CBMCs erfasst.

Ein weiterer Aspekt der Studie ist, dass im Rahmen dieser longitudinalen
Kohortenstudie die Kinder, deren Nabelschnurblut zum Zeitpunkt der Geburt unter-
sucht worden ist, auch Uber die folgenden Jahre weiter beobachtet werden, um die
individuelle Entwicklung von allergischen Erkrankungen im Zusammenhang mit den

bisherigen Ergebnissen zu verfolgen und zu beurteilen.

Weiterfihrende Studien sind notwendig, um bisherige Ergebnisse zu untermauern und
zu verifizieren und das Verstandnis fir die gegenseitige Beeinflussung von immunolo-

gischen Faktoren bei allergischen und atopischen Erkrankungen zu verbessern.



Zusammenfassung

In der Studie PAULINA konnte ein Zusammenhang zwischen mdutterlicher Atopie und
der Funktion von aus dem Nabelschnurblut stammenden regulatorischen T-Lympho-
zyten aufgezeigt werden. Die regulatorischen T-Zellen sind bei Vorliegen mutterlicher
Atopie nach Stimulation in ihrer Genexpression funktionell beeintréchtigt und beeinflus-
sen somit moglicherweise das frihkindliche Immunsystem und die Entwicklung von

allergischen Erkrankungen.

Zunehmend wird in zahlreichen Studien der mdgliche Zusammenhang zwischen mut-
terlicher Atopie und allergischer Pradisposition der Kinder dieser atopisch erkrankten
Mutter beschrieben (Amoudruz et al. 2005, Williams et al. 2000). Das friihkindliche,
angeborene Immunsystem steht dabei im Vordergrund der wissenschaftlichen Ansat-
ze; die Entwicklung dieses noch ,unreifen* Systems wird, wie in den letzten Jahren
nachgewiesen wurde, maf3geblich durch den Kontakt mit mikrobiellen Substanzen im
peri- und postpartalen Zeitraum und auch bereits in der Phase der Schwangerschaft
beeinflusst. Es ist bekannt, dass bereits die Exposition der Schwangeren gegenuiber
bestimmten Stimuli im Sinne von Allergenen und Erregern die Modulation und das
Gleichgewicht immunologischer Prozesse der Feten, Neugeborenen und heranwach-
senden Kinder dadurch in eine Sensibilisierungsbereitschaft gegeniiber Allergien ge-
lenkt werden konnen. Diese Erkenntnis weist bereits darauf hin, dass nicht nur
postpartale Infektionen und Allergen-Kontakte Auswirkungen nach sich ziehen, son-
dern schon in utero die Entwicklung der kindlichen Immunantwort fir spater gebahnt

wird.

Welche Konsequenzen nun in diesem Zusammenhang die mitterliche Atopie fir den
Fetus bzw. das Neugeborene haben kann, ist Gegenstand der PAULINA-Studie gewe-

sen.

In dieser Dissertation wurden mit Hilfe der Real Time RT-PCR Expressionsanalysen
der Treg assoziierten Gene FoxP3, LAG-3, GITR, CTLA-4 und TGFB im Nabelschnur-
blut von 50 Probanden (ausgewahlt aus urspr. 118 Probanden) durchgefihrt. Differen-
ziert wurde zwischen den beiden Gruppen mononukleérer Zellen (CBMCs) aus dem
Nabelschnurblut atopischer [CBMCs (A)] und nicht atopischer [CBMCs (NA)] Mutter.
Die regulatorischen T-Zellen, eine spezielle Gruppe von Lymphozyten, innerhalb der
Zellreihe der mononuklearen Zellen sind hinsichtlich ihrer regulierenden Funktion im-

munologischer Prozesse von besonderem Interesse.
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Im Nabelschnurblut der Neugeborenen von atopischen Mittern zeigt sich nach Stimu-
lation eine niedrigere Genexpression samtlicher Treg-assoziierter Gene. Die Stimu-
lation der CBMCs erfolgte mit Stimuli des angeborenen Immunsystems (LpA und Ppg)
und des erworbenen Immunsystems (D und OVA) und mit dem Mitogen PHA.

Signifikant waren die Ergebnisse nach Stimulation mit Ppg und LpA fur die Gene GITR
(TNFRSF18) und LAGS3. Auch bei Stimulation mit Mitogen PHA und Hausstaubmilbe D
konnte eine geringere Expression (nicht signifikant) der Treg Marker nachgewiesen

werden.

Diese Daten weisen darauf hin, dass sich die mutterliche Atopie bereits intrauterin auf

regulierende Faktoren des Immunsystems auswirken kann.

Zusatzlich konnte von der Arbeitsgruppe anhand der Durchflusszytometrie in den
CBMCs von Neugeborenen mit mutterlicher Atopie eine geringere Anzahl von regulato-

rischen T-Lymphozyten nachgewiesen werden.

Durch Messung der Proliferationsrate wurde deutlich, dass diese bei CBMCs atopi-
scher Mitter erhoht ist; besonders konnte dies unter dem Mitogen PHA aufgezeigt
werden, jedoch auch alle anderen Stimuli fihrten zu einem erhéhtem Stimulationsindex

bei mononukle&ren Zellen aus dem Nabelschnurblut atopischer Mitter [CBMCs (A)].

Die signifikanten Daten in Bezug auf die hoher ausfallenden Geburtsparameter der
Neugeborenen atopischer Mutter und die ebenfalls signifikante Kombination aus mut-
terlicher und parallel vorhandener vaterlicher Atopie zeigte keinen Einfluss auf die Ex-
pression der Oberflachenmarker ,CD4" CD25 * hoch* regulatorischer T-Zellen.

Die Ergebnisse der PAULINA-Studie zeigen, dass mutterliche Atopie das intrauterine
Milieu des Neugeborenen beeinflusst, indem die Anzahl und Funktion der regulatori-
schen T-Zellen im Nabelschurblut gemindert und beeintrachtigt wird und die Expressi-
on der mit diesen Zellen in funktionellem und immunologischen Zusammenhang ste-
henden Gene ebenfalls herabgesetzt wird; diese Resultate lassen vermuten, dass das
Vorliegen mutterlicher Atopie die Entwicklung von allergischen Krankheitsbildern bei
Kindern fordern kdnnte, da es Hinweise gibt, dass bereits prénatale Reifungsprozesse
im kindlichen Immunsystem durch miitterliche Einflussfaktoren moduliert werden kon-

nen.

Schlagwdrter: angeborenes (innate) und erworbenes (adaptive) Immunsystem,

Atopie, CBMCs, regulatorische T-Zellen, Genexpression.
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PAULINA-Studie: Informationen fur Eltern

Bei Fragen konnen Sie sich jederzeit an uns

wenden.

Wir wiirden uns sehr iiber Thre Teilnahme an

unserer Nabelschnurblutstudie freuen.

Studienleitung:

Prof. Dr. med. Erika von Mutius

Studieniirztin:

Dr. med. Bianca Schaub

So errreichen Sie uns:
Tel: 089 / 5160-7856

Dr. med. Bianca Schaub

Liebe Eltern,

in den letzten Jahrzehnten erkranken immer
Kinder  an

Atemwegserkrankungen. Die Ursachen dafiir

haufiger Allergien  und
sind vielfiltig; Umwelt-Einfliisse spielen dabei
ein wichtige Rolle. Auch wenn sich diese
Erkrankungen oft nicht vor dem 6. Lebensjahr
entwickeln, konnen die ersten Verinderungen
im kindlichen Immunsystem bereits beim
Neugeborenen im Blut sichtbar sein. Daher ist
die Untersuchung von Nabelschnurblut sehr

wichtig.

Ziel der Studie PAULINA ist es, besser zu
verstehen, welche FEinflussfaktoren aus der
Umwelt  allergische  Erkrankungen  im
Kindesalter beeinflussen kénnen.

Die Ergebnisse unserer Studie PAULINA
sollen dazu beitragen, neue Wege zu finden, in

Zukunft betroffene Kinder durch vorbeugend:

Mit Threr Teilnahme unterstiitzen Sie unser
Vorhaben.

Darum machen Sie bitte mit!!

Wie sieht die Teilnahme aus?
Zu Beginn der Studie werden wir ein kurzes
Interview (von etwa 5 Minuten) durchfiihren.
Nach der Geburt Ihres Kindes wird aus der vom
Kind abgetrennten Nabelschnur, die nicht mehr
bendtigt wird, Blut entnommen. Die Entnahme von
Nabelschnurblut nach der Geburt ist daher fiir Kind
und Mutter vollig unbelastend. Von Ihnen wiirden
wir gerne bei der Routineabnahme Blut zur
Allergietestung entnehmen. Zudem wiirden wir Blut

zur evtl. spiteren DNA Analyse einfrieren.

Ihr Vorteil
Bei der Untersuchung des Blutes Thres Kindes wird
ein besti Teil der I wort untersucht.

Bei Nachweis eines, wenn auch sehr selten

Massnahmen vor Allergien und

Atemwegserkrankungen zu schiitzen.

fi den, T defek Ihres Kindes ist es
moglich, diese Information an Sie weiterzuleiten,
wenn Sie dies wiinschen. Uber eine spiitere Allergie
Thres Kindes konnen wir derzeit noch keine
Aussage machen. Die Ergebnisse Ihres eigenen

Allergietests werden Thnen mitgeteilt.

PAULINA

Pediatric
Alliance for
Unselected
Longitudinal
Investigation of
Neonates for

Allergies

Informationen fiir Eltern

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig.

Eine Ablehnung der Teilnahme hat keinerlei
Nachteile fir Sie oder Ihr Kind zur Folge.
Sie haben jederzeit das Recht ohne Angabe
von Griinden von der Studienteilnahme
zuriickzutreten. Es entstehen keinerlei Kosten

oder Risiken fiir Sie oder Thr Kind.

Wie werden meine Daten geschiitzt?
Alle erhobenen Daten werden ANONYM
(ohne Namen) ausgewertet. Das heisst, die
Untersuchungsergebnisse  Thres  Kindes

erhalten  eine  zufillige  verschliisselte

Nummer. Daher sind alle Daten geschiitzt.

Die Studie wird durch die LMU Miinchen
gefordert und wurde von der bayrischen

Ethik-Kommission genehmigt.
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Fragebogen fur die Mutter

Kinderklinik und Poliklinik im

Miinchen____

Dr. von Haunerschen Kinderspital Ludwig
Klinikum der Universitit Miinchen Maximilians -
Direktor: Prof. Dr. Dietrich Reinhardt Universitat___
Datum: Studiennummer:

Nabelschnurblutstudie PAULINA
Fragebogen fiir die Mutter

-LMU

Wir freuen uns, dass Sie an unserer Nabelschnurblutstudie teilnehmen. Bitte kreuzen Sie die

folgenden Fragen an. Ihre Antworten werden vertraulich behandelt. Wenn Sie eine Frage nicht

beantworten mochten, lassen Sie sie bitte aus.

1. Sind Sie in Deutschland geboren?
Ja

Nein, ich bin in geboren.

2. Welche Staatsangehorigkeit haben Sie?

Wir fragen nach der Staatsangehorigkeit, damit wir einschitzen konnen, welche

Bevolkerungsgruppe wir untersucht haben.

3. Welche Staatsangehorigkeit hat der Vater des Kindes?

]

4. Welche Schulausbildung haben Sie abgeschlossen?

O Hauptschule

O Realschule

g Gymnasium
Universitit

| Andere: bitte angeben:

5. Hat ein Arzt jemals eine der folgenden Erkrankungen bei Ihnen diagnostiziert?

Asthma

Heuschnupfen

"R

i
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Neurodermitis
O Autoimmunerkrankung, wie z.B. Diabetes, rheumatoide Arthritis.

O Schilddriisenerkrankung, bitte angeben welche

Darmerkrankung (M. Crohn, ulzerative Kolitis)

Weitere:

Nein

6. Waren Sie wiihrend der Schwangerschaft an einer der folgenden Erkrankungen
erkrankt?

Asthma

Heuschnupfen

-

Neurodermitis
C Autoimmunerkrankung, wie z.B. Diabetes, rheumatoide Arthritis.

Schilddriisenerkrankung, bitte angeben welche:

Darmerkrankung (M. Crohn, ulzerative Kolitis)

Weitere:

Nein
7. Haben Sie dafiir Medikamente eingenommen?

Ja, ich habe /Tag eingenommen.

Nein

8. Haben Sie wiihrend der Schwangerschaft Medikamente eingenommen?

C Ja, ich habe /Tag von der SSW
(Schwangerschaftswoche) bis zur SSW eingenommen.
0 Nein

9. Hat ein Arzt bei dem Vater des Kindes jemals eine der folgenden Erkrankungen
diagnostiziert?

Asthma
Heuschnupfen
Neurodermitis

a Nein
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10. Leidet er aktuell an einer der folgenden Erkrankungen?
Asthma

C Heuschnupfen
Neurodermitis
Nein

11. Nimmt er dafiir derzeit Medikamente ein?

Ja. er nimmt

Nein
12. Welche der folgenden Beschreibungen trifft fiir Sie am ehesten zu?
Ich habe niemals Zigaretten geraucht.
Ich habe frither Zigaretten geraucht, und vor Beginn der Schwangerschaft aufgehort.
Ich habe aufgehort zu rauchen, seit ich weiB, dass ich schwanger bin.
= Ich rauche derzeit durchschnittlich Zigaretten/Tag.
13. Ist dies Ihre erste Schwangerschaft?
il Ja

Nein, ich habe bereits Kinder.

14. Haben Sie jemals eine Fehlgeburt wihrend einer vorangegangenen Schwangerschaft

gehabt?
a Ja, in der Schwangerschaftswoche.
0 Nein

Bei Fragen konnen Sie sich jederzeit gerne an uns wenden.

Studienleitung: Studienirztin:

Prof. Dr. med. Erika von Mutius Dr. med. Bianca Schaub
(Tel: 5160-7856)

Vielen herzlichen Dank

fiir Thre Zeit den Fragebogen auszufiillen!
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Einverstandniserklarung

EINVERSTANDNIS
Zur Nabelschnurblutstudie PAULINA

»Das Immunsystem des Neugeborenen: Charakterisierung des Phinotyps und Funktion
von Nabelschnurblut im Rahmen von Endotoxinstimulation*

Vor und Nachname der Mutter: ..,
Namedes/Kindes: =000 s
(wenn bereits bekannt mit Vorname,

sonst Nachname)

Anschrift: e

Telefon: s

Hiermit erkldre ich/wir mein/unser Einverstindnis, an der Studie teilzunehmen. Ich/Wir

wurde/n tiber das Projekt und die Risiken der Teilnahme informiert. Ich/wir bin/sind damit
einverstanden, dass bei der Mutter bei der Routineblutabnahme Blut fiir eine Allergietestung
und aus dem Nabelschnurblut nach Entbindung ca. 20-30 ml Blut entnommen werden. Zudem
sind wir einverstanden, dass fiir evtl. spitere Untersuchungen DNA von Mutter und
Nabelschnurblut eingefroren wird.

Ich/Wir kann/konnen diese Einverstindniserkldrung jederzeit ohne jegliche Folgen
widerrufen.

Das Informationsblatt habe ich/wir gelesen und ich/wir hatte/n ausreichend Zeit, diese
Entscheidung zu tiberlegen. Alle meine/unsere Fragen wurden beantwortet. Eine Kopie des
Informationsblattes und der Einverstindniserklarung habe ich/wir erhalten.

Ort, Datum Unterschift der Mutter
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Kreissaalinformation

KREISSAALINFORMATION
fiir

Nabelschnurblutstudie PAULINA

Einschlusskriterien Mutter:
unkomplizierte termingerechte Geburt

Ausschlusskriterien Mutter:
- Schwere Erkrankungen der Mutter, insbesondere Autoimmunerkrankungen
- Antibiotika Therapie im letzten Trimenon der Schwangerschaft
- Fieber unter der Geburt
- Erhohtes CrP der Mutter (> 0.5mg/dl)

Bitte bei Aufnahme der Mutter das Merkblatt, die Einverstindniserklarung und den
Fragebogen geben (in der Klarsichthiille bei den Kistchen mit Rohrchen). Die
unterschriebene Einverstindniserklarung (und evtl. bereits ausgefiillten Fragebogen) wieder in
der 2. Klarsichthiille bei den Rohrchen deponierens

Bitte um Abnahme folgender Réhrchen (im Kiistchen pripariert), soweit méglich:

Aus dem Nabelschnurblut:

1) Zwei bis drei 10ml Serum-Rohrchen weill (mit Liquemin vorbereitet)

2) EDTA Blut Iml

Von der Mutter:
1) Ein 4.9ml Serum-Ro6hrchen braun
2) EDTA Blut Iml

Bitte Rhrchen nach Abnahme ein paar Mal drehen, Kistchen mit Name der Mutter inkl.
Geburtsdatum und Uhrzeit beschriften, und bei Raumtemperatur !!! stehen lassen.

(Nicht im Kiihlschrank!!!!)

AnschlieBend bitte eine Nachricht tiber die Geburt mit Zeitpunkt auf Anrufbeantworter
hinterlassen: Tel: 01520/5438551

Die Proben werden von uns alle 24 h abgeholt.

Bei jeglichen Fragen stehen wir jederzeit gerne zur Verfiigung!
Vielen herzlichen Dank fiir die Mithilfe!!

PD Dr. med. Erika von Mutius Dr. med. Bianca Schaub

Studienleitung Studienarztin, AG Allergie/
Immunologie, Forschungszentrum Kubus
der Kinderklinik

(Tel: 5160-7856 oder -2811 iiber Pforte,
Funk: 70-9503)







