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1. Einleitung

1.1. Das Ty1-/ Tu2-Modell in der Pathogenese allergischer Erkrankungen

Die Konfrontation des menschlichen Organismus mit einem Antigen 16st abhangig von
dessen Struktur, dem Zeitpunkt*’, der Dosis®® und dem Ort des Kontakts® eine spezifische
Immunantwort aus. Nach den jeweils daran beteiligten Ty-Zellen werden diese Ty1- und
Tu2-Antworten genannt, welche wahrscheinlich die Extreme eines breiten Spektrums an
moglichen Immunantworten darstellen. Ty1- und Ty2-Zellen kénnen aufgrund des von ihnen
sezernierten Zytokinmusters voneinander unterschieden werden. Tu1-Lymphozyten
produzieren IFN-y und IL-2 als Antwort auf intrazellulare Pathogene und induzieren eine
vorwiegend zellular vermittelte Immunreaktion*. Ty2-Zellen synthetisieren die Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-13, wodurch es zur Aktivierung von Mastzellen und zur Ausreifung von
eosinophilen und basophilen Granulozyten kommt®. Zusammen mit weiteren
kostimulatorischen Signalen wird durch IL-4 der Isotypenwechsel zu IgE in B-Lymphozyten
induziert®’. Diesem Schritt wird eine zentrale Rolle in der Pathogenese allergischer
Erkrankungen beigemessen. Daruber hinaus werden Ty0-Zellen beschrieben, die man
aufgrund des von ihnen sezernierten Zytokinmusters weder dem Ty1- noch dem Tu2-
Phanotyp zuordnen kann. Hierbei ist noch unklar, ob es sich dabei um Vorlauferzellen, oder
eine eigene Zellinie handelt. Die Populationen der Ty3- und regulatorischen T-Zellen sind
Uber die von ihnen sezernierten Zytokine TGF-$ und IL-10 an der Induktion von Toleranz

"8 lhre funktionelle Beeintrachtigung

gegenuber Selbst- und Fremdantigenen beteiligt
konnte durch eine fehlende Toleranzentwicklung gegentber koérperfremden Antigenen
ebenfalls eine Rolle in der Genese allergischer Erkrankungen spielen'**%""° T,1- und
Tw2-Zellen befinden sich im gesunden Organismus in einem funktionellen Gleichgewicht.
Dominiert einer der beiden Zelltypen, oder besteht ein funktioneller Defekt innerhalb der
regulatorischen T-Zellpopulation, kann der Zusammenbruch dieses Gleichgewichts z.B. zu
Autoimmunkrankheiten (Ty1) oder Krankheiten des atopischen Formenkreises (Ty2) flhren.
Das Tu1-/Tu2-Modell wurde im hochspezialisierten Mausmodell haufig unter Verwendung
von T-Zellklonen etabliert. Auf den Menschen Ubertragen zeigt sich oft eine weniger klare
Polarisierung, dennoch ist das Modell zur Charakterisierung humaner Immunantworten
allgemein anerkannt (Abb. 1).

In Neugeborenen wurde ein physiologisches Ungleichgewicht zwischen Ty1- und Ty2-Zellen
zugunsten IL-4 produzierender T.-Zellen gefunden®. Dies wird zum einen als Schutz des
mutterlichen Organismus vor dem Plazenta-toxischen IFN-y interpretiert®, zum anderen auf

eine fehlende Ausreifung antigenprasentierender Zellen zurtickgefihrt. Es wird spekuliert,
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dass im gesunden Organismus mikrobielle Stimuli zu einer Ausreifung immunkompetenter
Zellen in den ersten Lebensjahren fuhren, und so die Ausbildung eines Gleichgewichtes

zwischen Ty1- und Ty2-Zellen induzieren*'.

Abb. 1: Ty-Zellen

1.2.  Die Hygiene Hypothese

Sowohl Pravalenz als auch Schweregrad atopischer Erkrankungen haben in den letzten

40,113

Jahrzehnten in den westlichen Industrienationen deutlich zugenommen . Eine mogliche

Erklarung fir diese Beobachtung bietet die Hygiene Hypothese'®: Dieses erstmals von
Strachan et al. vorgeschlagene Modell beruht auf der Uberlegung, dass die verbesserten
hygienischen Bedingungen eines ,westlichen Lebensstils* zu einer verminderten Interaktion
des menschlichen Organismus mit den ihn normalerweise umgebenden Mikroorganismen
fuhren. Weiter wird postuliert, dass eine durch mikrobielle Infektionen induzierte Ty1-
Antwort die Ausbildung eines Ty2-dominanten Phanotyps verhindert kann®. Die Ergebnisse
mehrerer epidemiologischer Studien stehen hiermit in Einklang. So wurde eine inverse
Korrelation zwischen durchgemachten Tuberkulose-**, Masern-""" und Hepatitis A-*°
Infektionen und atopischen Erkrankungen beobachtet. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass anthroposophisch erzogene Kinder seltener Allergien entwickelten®. Dies
wurde unter anderem auf die verminderte Einnahme von Antibiotika und den vermehrten
Genuss fermentierter, und damit lebende Bakterien enthaltende, Nahrung zurtickgefuhrt.
Der Konfrontation des frihkindlichen Verdauungstrakts mit bakteriellen Antigenen und der

damit verbundenen Stimulation einer Ty1-Antwort bei gleichzeitiger Toleranzentwicklung
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gegenlber diesen Antigenen wird derzeit grof’e Bedeutung bei der Atopieentstehung
beigemessen. Unterstitzt wurde dies durch die Beobachtung, dass die perinatale Gabe
probiotischer Bakterien bei finnischen Kindern die Entstehung einer atopischen Dermatitis

um 50% verringern konnte*®*’

. Neben der Auseinandersetzung mit probiotischen Bakterien
wird der protektive Effekt einer frihen Exposition mit Endotoxin und bakteriellen
Lipopolysacchariden diskutiert. Diese Substanzen sind hoch immunogene Bestandteile der
aulleren Zellmembran gram-negativer Bakterien. Bei Kindern, die auf dem Bauernhof
aufwuchsen, und damit Gber den frihen Kontakt zu Tieren stark mit Endotoxin in Berlihrung
kamen, wurde eine deutlich niedrigere Inzidenz von allergischer Rhinitis und atopischer
Dermatitis festgestellt“. In Einklang mit oben genannten Beobachtungen stehen durch in
vitro Experimente erhaltene Ergebnisse, die einem Zusammenhang des in der Wohnung
gemessenen Endotoxingehalts mit der Anzahl IFN-y produzierender Ty1-Zellen im

peripheren Blut von Kindern zeigen konnten®.

1.3. Chemokinrezeptoren

Bei Chemokinen handelt es sich um chemotaktische Zytokine, die an der Steuerung von
Zellwanderungsprozessen beteiligt sind. Ty-Zellen wandern entlang eines Konzentrations-
gradienten bestimmter Chemokine durch den Blutstrom. Die funktionelle Interaktion der
Chemokine mit den Ty-Zellen erfolgt hierbei Uber Rezeptoren, welche sieben
transmembrandse Domanen aufweisen, und zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren gehérenes. Abhangig von der Konzentration der Chemokine und dem
Aktivitatszustand der Zellen — damit der Expressionsdichte der entsprechenden Rezeptoren
auf der Zelloberflache - kommt es zur Induktion einer Integrin-vermittelten Adhasion an
GefaRwandendothel® und schlieRlich zur Einwanderung der Ty-Zellen in das Zielgewebe.
Derzeit sind 50 Chemokine und 19 Chemokinrezeptoren beschrieben®. Die Klassifikation
der Chemokine erfolgt hierbei in Abhangigkeit von der Position der ersten vier Cysteine am
N-Terminus der Molekiile in vier Gruppen: C-, CC-, CXC-, und CX3C-Chemokine, wobei X
stellvertretend fur das Vorhandensein weiterer Aminosauren steht. Die Nomenklatur der
Rezeptoren ist analog zu ihren Liganden®. Zahlreiche Arbeiten deuten darauf hin, dass
Tu1- und Ty2-Zellen durch die Expression bestimmter Chemokinrezeptoren voneinander
differenziert werden kdnnen. Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang die
Chemokinrezeptoren CCR3, CCR4, CCR5 und CXCR3. CXCR3- und CCR5-mRNA werden
vorwiegend von Ty1-Zellen exprimiertsg. In vitro werden Ty1-Zellen durch die CXCRS3-

Liganden IP-10, Mig und I-TAC sowie die CCR5-Liganden RANTES, MIP-1a und MIP-1f3
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chemotaktisch angelockt1°4. In vivo ist eine erhdhte Expression dieser Chemokinrezeptoren
bei Multipler Sklerosee, Rheumatoider Arthritis® und Hepatitis C'® als Vertreter Tu1-
assoziierter Krankheiten, beschrieben. Dariiber hinaus konnte bei Patienten mit multipler
Sklerose eine vermehrte Oberflachenexpression von CCR5 und CXCR3 auf T-Zellen in
peripherem Blut im Vergleich zu T-Zellen gesunder Probanden nachgewiesen werden®. Der
CCR3-Ligand Eotaxin ist an der Chemotaxis eosinophiler Granulozyten beteiligt. Der
Rezeptor wurde auf einer Subpopulation von T.2-Zellen gefunden® und lieR sich in
bronchialen Biopsien von Asthmatikern und in Biopsien bei atopischer Dermatitis
nachweisen’®'?""**_ CCR4 wird in vitro®' und ex vivo’® ebenfalls bevorzugt auf Zellen vom
Tu2-Typ exprimiert. Ebenso fanden sich signifikant mehr CCR4-positive Ty-Zellen in
peripherem Blut erwachsener Patienten mit atopischer Dermatitis als in gesunden
Kontrollen’®. Arbeiten zum Zusammenhang der peripheren Chemokinrezeptorexpression
auf Ty1-/Ty2-Zellen mit der klinischen Manifestation atopischer Erkrankungen bei Kindern
fehlen bislang. Es existieren Arbeiten, welche die Serumkonzentration der CCR4-Liganden
TARC und MDC oder des CCR5-Liganden RANTES mit dem Schweregrad einer atopischen

%% gder von Asthma®’ bei Kindern verglichen haben. Hierbei blieb die zellulare

Dermatitis
Herkunft der Chemokine unbericksichtigt, und aufgrund der Promiskuitadt der Chemokine
bzgl. ihrer Rezeptoren®® lassen diese Arbeiten keine direkten Riickschliisse auf die
Chemokinrezeptorexpression zu.

Zytokine werden in unstimulierten peripheren Ty-Zellen nur in geringen Mengen exprimiert.
Daruber hinaus steht bei der Arbeit mit Kinderblut nur eine limitierte Menge an Material zur
Verfugung. Dies hat in bisherigen Arbeiten oft dazu geflhrt, dass zum
molekularbiologischen Nachweis der Zytokine entweder Tu1- und Tu2-Zelllinien
herangezogen, oder Zellen ex vivo mit unphysiologischen Stimuli behandelt wurden?®"*%97%
Auch die oben skizzierte Zugehdrigkeit bestimmter Chemokinrezeptoren zum Ty1-/TH2-
Phanotyp wurde in erster Linie durch in vitro Stimulationsexperimente etabliert. Hierdurch
kann eine Verfalschung der in vivo Situation nicht ausgeschlossen werden. Neuere
Arbeiten, die ohne in vitro Stimulation arbeiteten, kamen zu kontroversen Ergebnissen
hinsichtlich einer klaren Zuordnung oben genannter Chemokinrezeptoren zum Ty1-/ Ty2-
Modell5,17,74,120.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode der quantitativen real-time RT-PCR bot
die Mdglichkeit, mit hoher Sensitivitdt geringe Mengen an mRNA nachzuweisen. Hierdurch
konnte auf eine der Analyse vorangestellte in vitro Stimulation verzichtet, und die in vivo

Situation weitgehend unverzerrt wiedergegeben werden.
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2.  Zielsetzung der Arbeit

Im Kleinkindesalter sind die bisher in der Allergiediagnostik eingesetzten Parameter wie
Prick-Test oder RAST oft nur bedingt aussagekraftig?®. Ebenso ist bei Kindern mit
entzindlichen Atemwegserkrankungen die Differenzierung zwischen einer Virusinfektion
und dem Beginn von allergischem Asthma nicht ohne Weiteres méglich49. Aufgrund der
unterschiedlichen therapeutischen Vorgehensweise ware ein leicht erhaltlicher Marker,
beispielsweise in Form eines in peripherem Blut nachweisbaren Chemokinrezeptors, zur
Frihdiagnose einer atopischen Pradisposition sowie zur Charakterisierung des

immunologischen Phanotyps in diesem Alter winschenswert.
In der vorliegenden Arbeit wurde folgende Hypothese aufgestellt:

Tu1- und Tu2-Lymphozyten lassen sich durch die Expression unterschiedlicher

Chemokinrezeptoren in peripherem Blut eines Normalkollektivs differenzieren.

Diese Hypothese sollte in einem Pilotprojekt an zweijahrigen Probanden der LISA-Studie
(Einfluss von Lebensstilfaktoren auf die Entwicklung des Immunsystems und Allergien)

Uberprift werden.
Im Einzelnen wurden folgende Fragen gestellt:

e Lassen sich in peripherem Blut Ty1- und Ty2-assoziierte Zytokine und
Chemokinrezeptoren ohne vorherige Stimulation mit der quantitativen real-time RT-
PCR nachweisen?

* Falls ja, lasst sich anhand der Zytokine und Chemokinrezeptoren ein Ty1- oder Ty2-
typisches Expressionsmuster peripherer T-Helferzellen erkennen?

* Korrelieren Chemokinrezeptoren mit der Diagnose atopische Dermatitis, mit der
Familienanamnese hinsichtlich atopischer Erkrankungen, oder anderen in der
Allergiediagnostik eingesetzten Parametern?

» Korreliert die Endotoxinexposition in den ersten Lebensmonaten mit einem der

potentiellen Ty1-Marker?
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3. Probanden, Methoden und Material

3.1.  Probandencharakterisierung und Datenerhebung im Rahmen der LISA-Studie

Im Rahmen der LISA Studie (Einfluss von Lebensstilfaktoren auf die Entwicklung des
Immunsystems und Allergien) wurde zwischen Januar 1998 und Januar 1999 eine
Geburtskohorte in Leipzig und Minchen rekrutiert. Fir die vorliegende Arbeit wurden
Proben aus der Minchener Kohorte verwendet. Soziodemographische Daten sowie
Angaben zur atopischen Familienanamnese wurden zwischen der Geburt und dem Alter
von zwei Jahren anhand eines standardisierten Fragenbogens erhoben. Drei Monate nach
der Geburt wurde in einem standardisierten Verfahren Hausstaub von den mutterlichen
Matratzen gesammelt (siehe bei25). Darin wurde der Gehalt an Endotoxin sowie an
Hausstaubmilben- (Der p1 und Der f1) und Katzenallergenen (Fel d 1) mittels des Limulus
Amoebozyten Lysat Testes quantifiziert (in*’). Das Gesamt-IgE wurde im Nabelschnurblut
bestimmt, und erneut im Serum im Alter von zwei Jahren. Zu diesem Zeitpunkt wurde
ebenfalls die Sensibilisierung gegen haufig vorkommende Allergene (siehe 4.2) mittels
eines RAST ermittelt’. Mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens wurde festgestellt, bei
welchen der Kinder in den ersten zwei Lebensjahren ,Anfalle mit pfeifenden oder
keuchenden Gerauschen im Brustkorb Uber mehr als drei Tage® (wheezing) aufgetreten
waren. Ebenso wurde nach Symptomen einer atopischen Dermatitis - Auftreten von mehr
als vierzehntagigem, juckenden Hautausschlag in Gesicht, Hals und im Bereich der
Beugeseiten der Extremitaten - gefragt. Gleichzeitig wurden Daten dartber erhoben, bei
welchen der Kinder bereits von einem Arzt die Diagnose einer atopischen Dermatitis gestellt
worden war. Alle oben genannten Daten wurden von der ,LISA“-Studiengruppe (siehe in®°)

erhoben und fur die vorliegenden Doktorarbeit freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

3.2. Isolation von PBMC aus Vollblut

Im Rahmen der Studie wurde den Kindern durch Venenpunktion heparinisiertes Vollblut
abgenommen und am selben Tag fraktioniert. Ein Teil des Vollblutes wurde unmittelbar
nach der Blutentnahme durchflusszytometrisch untersucht. Fir die vorliegende Arbeit
wurden aus der zweiten Fraktion periphere mononukleare Zellen isoliert.

Die Isolation erfolgte Uber einen Dichtegradienten. Entsprechend der untenstehenden

Graphik befanden sich nach Zentrifugation des Vollbluts Erythrozyten und Granulozyten am
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Boden des Gefales, wahrend die PBMC in der Interphase angereichert waren. In der

oberen Phase verblieben das Plasma und die Thrombozyten.

Abb. 1: Isolation PBMC

<4— Plasma und Thrombozyten
<4— PBMC in der Interphase

<4— Ficoll”

v <«— Erythrozyten

Das Vollblut wurde mit PBS im Verhaltnis 1:3 verdiinnt, auf Ficoll-Hypaque” in ein 15 ml

Durchfiihrung:

Tube geschichtet und anschlieRend zentrifugiert (20 min, 2600 rpm). Daraufhin wurde die
PBMC-haltige Interphase mittels einer Glaspipette abgenommen und die Zellsuspension

zweimal in PBS gewaschen (10 min, 1300 rpm).

3.3. Einfrieren und Auftauen der PBMC

Um die PBMC zu einem spateren Zeitpunkt weiter verarbeiten zu kdénnen, wurden sie

eingefroren.

Durchfuhrung:

Die Zellen wurden pelletiert und anschlieRend in 1 ml kaltem (4°C) FCS + 10% DMSO
resuspendiert, in Cryotubes transferiert, und diese sofort bei —80°C eingefroren. Zum
Auftauen wurden die gefrorenen Proben nach kurzem Antauen in 10 ml RPMI +10% FCS
aufgenommen und zentrifugiert (10 min, 1300 rpm). Nach zweimaligem Waschen in PBS

wurden die Zellen in 1 ml PBS fir die nachfolgende Zellanreicherung aufgenommen.

3.4. Herstellung hochangereicherter CD4"-Lymphozytenpopulationen

Zum Herstellen von hochangereicherten CD4'-T-Zell-Fraktionen wurde die MACS"-
Technologie verwendet. Bei diesem Verfahren werden PBMC mit an ferromagnetische
Partikel gekoppelten Antikérpern inkubiert, welche gegen zellulare Oberflachenantigene

gerichtet sind. Die partikelbeladenen Zellen laufen durch eine Separationssaule, die in
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einem magnetischen Feld aufgehangt ist. Bei der Passage bleiben markierte Zellen in der
Saule haften, wohingegen nichtmarkierte Zellen die Saule passieren. Nach Entfernen der
Saule aus dem magnetischen Feld werden die angereicherten Zellen mit einem Stempel
aus der Saule herausgedrickt und in einem Gefall aufgefangen. Um eine Kontamination
der CD4"-Zellfraktion mit Monozyten zu vermeiden, die auch das CD4-Antigen auf ihrer
Oberflache tragen, wurden diese in einem der CD4-Anreicherung vorangestellten Schritt
durch Markierung mit CD14-Antikérpern depletiert (Abb. 2).

Anschlielend wurde die CD4-positive T-Zell-Fraktion durchfluBzytometrisch auf ihre

Reinheit Gberpruft.

Abb. 2: Flussschema Zelltrennung
PBMC

Depletion CD14+ Monozyten
CD14-positive Monozyten (anti-CD14-Microbeads)

CD14-negative PBMC

2-fache Anreicherung

CD4-positiver Zellen
(anti-CD4-Microbeads) CD4-positive Zellen

CD14-, CD4-negative PBMC

Durchfihrung:
Der Ansatz wurde nach oben stehendem Schema auf Eis durchgefuhrt. Als Puffer wurde
bei der Zellanreicherung PBS+ 2 mM ETDA + 0,5% FCS (im Folgenden PBSg) verwendet.
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Der Zusatz von 2 mM EDTA + 0,5% FCS wurde gewahlt, da damit eine Verbesserung der
FlieReigenschaften Uiber die Saulen erreicht werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Die PBMC (1-10x105 Zellen) wurden pelletiert, in 80 ul PBSg resuspendiert und mit 20 pl
Anti-CD14-Micro-Beads inkubiert (15 min, 4°C). Nach einem Waschschritt wurde das Pellet
in 0,5 ml PBSE resuspendiert und auf die vorher mit 0,5 ml PBSg gespllte Saule gegeben.
Anschliefiend wurde die Saule mit 3x0,5 ml PBSg gesplult. Durch Aufstecken einer Kantle
wurde die Durchflussgeschwindigkeit der Zellen durch die Saule reduziert. In Vorversuchen
konnte gezeigt werden, dass damit die Depletion der CD14"-Zellen verbessert werden
konnte (Daten nicht gezeigt). Die Anreicherung der CD4+ Fraktion erfolgte analog, jedoch
ohne Verwendung der Kanile. Zuletzt wurde die Saule aus dem Magneten entfernt, 1ml
PBSe auf die Saule gegeben, und die markierten Zellen mit einem Stempel in ein 15 ml
Falcon™-Tube gedriickt. Zur Erhéhung der Reinheit der CD4"-Probe wurde das Eluat erneut
wie oben beschrieben Uber eine zweite Saule gegeben, 3x mit PBSg gespilt und nach
Herausdrucken bei 4°C zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

AnschlieBend entnahm man den in 1 ml suspendierten CD4"-T-Zell-Fraktionen 200 pl, um

deren Reinheitsgrad durchflusszytometrisch zu Uberprifen.

3.5.  Durchflusszytometrie (FACS)

Bei der Durchflusszytometrie passieren Zellen hintereinander angeordnet einen
fokussierten Laserstrahl. Die hierbei entstehende Streuung des Lichtes ist proportional
sowohl zur ZellgrofRe (Vorwartsscatter, FSC) als auch zur Zellgranularitat (Seitwartsscatter,
SCL). Mit Hilfe der Software graphisch ausgewertet, kénnen dadurch unterschiedliche
Zelltypen einer Gesamtpopulation voneinander abgegrenzt und separat weiter untersucht
werden. Dariber hinaus kann die Expression von Oberflachenmolekiilen einzelner Zellen
bestimmt werden. Hierzu verwendet man mit verschiedenen Fluorochromen markierte
Antikdrper, die spezifisch gegen ein bestimmtes zellulares Antigen gerichtet sind. Passieren
die Zellen den Laserstrahl, werden die Fluorochrome angeregt und emittieren ein Signal mit
fur das entsprechende Fluorochrom typischer Wellenlange. Dieses wird von einem Sensor
erfasst. Die Fluoreszenzintensitat ist hierbei proportional der Anzahl markierter Molekiile auf
jeder Zelle. Das Ergebnis wird graphisch zweidimensional als Punktwolke fir jeweils zwei
Antikérper dargestellt. Durch morphologische Abgrenzung der fir das gemessene
Oberflachenmolekil deutlich positiven Zellen von den negativen Zellen mit unspezifisch
geringer Fluoreszenz kann man deren prozentualen Anteil an der Gesamtpopulation
bestimmen (Abb. 3).
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Es wurden die Fluorochrome FITC und APC verwendet. Durch Titration wurden in
Vorversuchen die idealen Verdinnungsstufen der Fluoreszenz-markierten Antikdrper

bestimmt.

Abb. 3: FACS-Analyse Probe L110 nach CD4-Anreicherung
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Durchfuhrung:

Die Analysen wurden mit einem 4-Farben-Durchflusszytometer (FACSCalibur”)
durchgefiihrt. Die angereicherte CD4-positive T-Zellfraktion wurde mit 10 yl CD4-mABs-
APC und 10 pl CD-14-mAbs-FITC inkubiert (15 min, 4°C). Nach einem Waschschritt wurden
die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und in 10 ml Plastikréhrchen gegeben. Diese wurden
in die Messvorrichtung des Durchflusszytometers gestellt, und die Reinheit analog der
obigen Beschreibung mit der Cell Quest” Software bestimmt. Um eine Beeinflussung der
weiteren Analysen durch CD4-negative Zellen zu vermeiden, wurden hierfiir nur Proben mit
einer Reinheit > 90% verwendet.

Die Zellen wurden anschliefend aus organisatorischen Griinden bei —80°C eingefroren.
Dies fuhrt zu einer Reduktion der Ilebenden Zellen mit aussagekraftigem
Ribonukleinsduregehalt. Aus diesem Grund wurde vor der Weiterverarbeitung der Proben
die Zellzahl mit der Neubauer-improved” Z&hlkammer bestimmt. Die sich nach Zugabe von
Methylenblau anfarbenden und somit toten Zellen wurden bei der Zahlung nicht

berucksichtigt.

3.6. RNA-Isolation
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Um aus den Zellen RNA zu isolieren, wurde ein kommerzieller Kit (High Pure RNA Isolation
Kit”) verwendet. Hierbei wurden in einem ersten Schritt die Zellen lysiert. In Gegenwart
chaotroper Salze wurden die Nukleinsauren spezifisch an eine Glasfaseroberflache in
einem Filter gebunden. Ein anschlieBender DNAse Verdau diente der weitgehenden
Reduktion kontaminierender genomischer DNA. In drei folgenden Waschschritten wurden
noch vorhandene Salze und Proteine entfernt, bevor die an die Glasfaseroberflache

gebundene RNA mit Wasser herausgewaschen werden konnte.

Durchfuhrung:

Die Isolation der RNA wurde wie vom Hersteller angegeben durchgefuhrt. Zur Vermeidung
von Kontaminationen wurde bei jeder RNA-Isolation neues Wasser verwendet.

Nach Einsetzen des Filters in ein Auffanggefald wurde die in 200 pl suspendierte Probe auf
den Filter pipettiert. Nach Zentrifugation (15 s, 10000 rpm) wurde der Durchlauf verworfen.
Die in 100 pl geléste DNAse (90 pl Inkubationspuffer + 10 pl in Wasser geloéste DNAse )
wurde fir 15 min bei Raumtemperatur auf den nukleinsdurehaltigen Filter gegeben.
Anschlieftend folgten zwei Waschschritte durch Zugabe von je 500 pl Waschpuffer | und I
und anschlieBender Zentrifugation (15s bei 10000 rpm). Ein letzter Waschschritt mit 200 pl
Waschpuffer Il (Zentrifugation 2 min bei maximaler Geschwindigkeit) diente der kompletten
Entfernung des Puffers. Daraufhin wurde das Auffanggefal® verworfen und der Filter in ein
steriles 1,5 ml Tube eingesetzt. Zur Elution der RNA wurde jede Probe in einem Volumen

von 60 pl sterilem Wasser durch Zentrifugation aus dem Filter gewaschen.

3.7. cDNA-Synthese

Als komplementare DNA bezeichnet man die einzel- oder doppelstradngige Kopie eines RNA
Molekuls. Fur die Synthese der cDNA wird eine RNA-abhangige DNA-Polymerase bendtigt.
Diese sogenannte Reverse Transkriptase benutzt die RNA als Matrize fir die Synthese
eines DNA-Stranges. Hierbei entsteht initial ein RNA/DNA-Hybridmolekil. Um mit der
Strangsynthese zu beginnen, bendtigt die Reverse Transkriptase kurze doppelstrangige
Nukleinsaurebereiche. Hierzu dienen zufallig an die RNA angelagerte Hexanukleotide, an
deren 3’ Enden die Reverse Transkriptase bindet. Genomische DNA wiirde in der PCR
ebenso wie cDNA amplifiziert werden. Da jedoch nur die transkribierten mRNA-Molekiile
erfasst werden sollen, wird die genomische DNA durch einen der cDNA-Synthese
vorangestellten Schritt durch ein DNA-spaltendes Enzym, der DNAse, mdglichst eliminiert
(siehe Punkt 3.6).
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Um die Affinitat der RNA zur Plastikoberflache des Reaktionsgefales zu reduzieren, wurde
zusatzlich Glycogen als RNA-Tragersubstanz zugesetzt.

Durchfuhrung:

Der gesamte Ansatz wurde auf Eis durchgefiihrt. Zuerst wurde ein gemeinsamer Mastermix

angesetzt. Dieser Bestand je Probe aus

ou 5xBuffer
2 ul DTT
0,9 ul dNTP 10x
1l Glycogen
0,5 ul Hexanukleotide

Anschlielend flllte man je Probe 1 pl RNAsin zur Inhibierung von Ribonukleasen in ein
steriles Reaktionsgefald. Dazu wurde fir jede Probe nacheinander der Mastermix und 60 pl
RNA gegeben. Vor Zugabe der Reversen Transkriptase wurden vom Gesamtansatz je
Probe 1/10 des Volumens in ein separates Reaktionsgefa} gegeben, das spater fur die
Messungen auf dem TagMan als RT -Kontrolle verwendet wurde (siehe Punkt 3.8.1.2).
Durch die fehlende Reverse Transkriptase kam es dabei zu keiner cDNA-Synthese,
wodurch die mdgliche Kontamination der Proben mit genomischer DNA Uberprift werden
konnte. Zuletzt wurde zu jeder Probe 1 pl Reverse Transkriptase (Superscript 1”) pipettiert
und die Reaktion durch Einbringen der Proben in den Blockcycler gestartet (60°, 42°C).
Durch Verdinnen mit H,O wurden im Anschluss an die cDNA-Synthese die Proben auf ein
Endvolumen von 100 pl, die RT-Proben auf 10 pl H,O gebracht (Verdinnungsfaktor 1,47).
Um ein haufiges Auftauen der Proben zu verhindern, wurden die cDNA-Proben in zwei

Teilfraktionen von je 50 pl aliquotiert, und zur spateren Verwendung bei —20°C gelagert.

3.8. Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion ist ein in vitro Verfahren, mit der DNA-Abschnitte, die von
zwei bekannten Nukleotid-Sequenzen eingerahmt werden, spezifisch vervielfaltigt werden
kénnen. Das Prinzip beruht auf drei sich zyklisch wiederholenden Schritten: Die
Nukleinsduren werden hitzedenaturiert, die spezifischen Primer lagern sich an die
komplementare Sequenz des Einzelstranges an (sog. Annealing), woraufhin die Tag-
Polymerase die Primer zum Doppelstrang erganzt (sog. Extension). Durch Wiederholen

dieser Schritte kommt es in jeder Vermehrungsrunde theoretisch zu einer Verdoppelung
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des Ausgangsmaterials. Dabei dienen auch die neu synthetisierten DNA-Strange als

Matrize und tragen zur Vervielfaltigung der Ziel-DNA bei.

3.8.1. Quantitative RT-PCR

Um die Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA zu beurteilen, muss man das PCR-Produkt
quantifizieren. Im Vergleich zu herkdmmlichen, oft sehr aufwandigen Verfahren hat die
Technik der real-time RT-PCR den Vorteil, dass Amplifizierung, Detektion und
Quantifizierung der zu untersuchenden Sequenz in einem Ansatz durchgefuhrt werden
kénnen. Hierzu stehen mehrere kommerzielle Systeme zur Verfiigung (z.B. LightCycler”,
iCycler”, RotorGene", Gene Amp 5700", ABI Prism 7700"). Ebenso bestehen zur Detektion
des Amplifikates mehrere Mdglichkeiten, von denen in der vorliegenden Arbeit die SYBR-
Green Methode sowie die Detektion mit Hybridisierungssonden zur Anwendung kamen.
Aufgrund limitierten Zuganges wurden die molekularbiologischen Untersuchungen auf zwei

verschiedenen Geraten, dem LightCycler und dem ABI Prism 7700 (TagMan), durchgefuhrt.

3.8.1.1.  SYBR-Green | auf dem LightCycler

Beim LightCylcer handelt es sich im Gegensatz zu herkdmmlichen Blockcyclern um ein
Gerat, in dem sich die Reaktionsansatze in diinnen Glaskapillaren in einem Rotor mit Platz
fur 32 Kapillaren befinden. Mit Hilfe von Luft als Medium werden diese mit bis zu 20°C/ sec
auf die entsprechenden Temperaturen gebracht. Durch einen Ventilator wird die Luft
gleichmafig in der thermischen Kammer verteilt, und es herrscht an jeder Position des
Rotors die gleiche Temperatur. Auflerdem sind in jedem Reaktionsansatz Farbstoffe
enthalten, die Uber eine Lichtquelle mit blauem Licht mit einer Wellenlange von 470 nm
angeregt werden und daraufhin fluoreszierendes Licht abstrahlen. Diese Fluoreszenz kann
uber eine optische Einheit in Hohe der Kapillarenspitze wahrend jedem PCR Zyklus
gemessen werden. Durch sofortige Abbildung der Fluoreszenzdaten auf dem Bildschirm
wird so eine ,Online-Detektion* der PCR méglich®.

Die Detektion mit dem Molekil SYBR-Green | beruht auf dessen spezifischem
Fluoreszenzverhalten. Bei der Interkalierung dieses Molekuls mit neu gebildeter
doppelstrangiger DNA steigt deren Eigenfluoreszenz um ein Vielfaches an, was vom Gerat
in Echtzeit (real-time) nach jedem durchlaufenen Zyklus gemessen wird. Hierbei ist die
Fluoreszenzintensitat direkt proportional zur Menge an doppelstrangiger DNA in der

jeweiligen Probe.
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Zur Quantifizierung der einzelnen Proben wird der Messpunkt C; (sog. threshold cycle) als
der Zyklus der PCR definiert, an dem die Fluoreszenz von SYBR-Green das 10-fache der
Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz Uberschreitet, und somit neue DNA
gebildet wird. Je friher es im Verlauf der PCR zur signifikanten Zunahme der Fluoreszenz

kommt, um so mehr cDNA war in urspriinglichen Probe vorhanden. (Abb. 4).
Abb. 4: Amplifizierung LightCycler
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Im Anschluss an die PCR wird die Spezifitit des Produktes durch eine
Schmelzkurvenanalyse uberprift. Das PCR-Produkt wird in 0,1°C Schritten bis auf 95°C
erhitzt. Abhéngig von Sequenz, Lange und CG-Gehalt”™ des Fragmentes trennt sich der
Doppelstrang bei einer fur das Produkt spezifischen Temperatur und es kommt zu einem

steilen Abfall der Fluoreszenz, was vom Gerat gemessen und grafisch ausgewertet wird
(Abb. 5).

Abb. 5: Schmelzkurvenanalyse LightCycler
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Um die Schmelzkurve graphisch besser abzubilden, werden die Daten konvertiert. Die

Anderung der Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Temperatur (dargestellt als negative 1.
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Ableitung der Fluoreszenz zur Temperatur —dF/dT) wird gegen die Temperatur aufgetragen.
Es entsteht eine Spitze bei einer fir jedes Produkt spezifischen Temperatur, der melting
peak (siehe Abb. 6). Hierbei ist die Flache unter dem Graph der Menge an gebildetem
Produkt proportional.

Abb. 6: Melting peak Darstellung LightCycler
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Um die so erhaltenen Ergebnisse zu quantifizieren, wurden in jedem PCR-Lauf neben den
Proben unbekannter cDNA-Konzentration Titrationsreihen von Proben mitgefiihrt, deren
Ausgangskonzentration an cDNA des zu untersuchenden Molekils bekannt war. Dadurch
konnte eine Standardkurve erstellt werden, anhand derer die Konzentration der Proben

unbekannten cDNA-Gehalts ermittelt werden konnte.

3.8.1.1.1. Haushaltsgen und Primer

Die Vergleichbarkeit der einzelnen Proben untereinander erfordert den Einsatz von exakt
gleichen Mengen an cDNA. Haushaltsgene wie GAPDH oder R-Actin sind Gene, die von
Zellen unabhangig von &uBeren Stimuli in weitgehend konstanter Menge transkribiert
werden®. Bestimmt man deren Gehalt, kann man Aussagen iiber die Nukleinsduremenge
in den zu untersuchenden Proben machen. Bezieht man den Gehalt eines gesuchten Ziel-
Molekdls einer Probe auf dessen Gehalt an einem Haushaltsgen, kénnen Unterschiede an
eingesetzter Menge cDNA ebenso wie Unterschiede bei der Effektivitdt der cDONA-Synthese
zwischen verschiedenen Proben ausgeglichen werden.

Fiar die Primer GAPDH, IFN-y, CXCR3 und CCR4 wurden kommerzielle Produkte
verwendet. Die einzelnen Sequenzen lagen uns nicht vor. Tabelle 1 zeigt Grélke und CG-

Gehalt des zu erwartenden Produkts (Angaben des Herstellers):
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Tab. 1: Lange und CG-Gehalt

Grofie CG-Gehalt
GAPDH 304 bp 59,9%
IFN-y 307 bp 37,1%
CCR4 250 bp 48,8%
CXCR3 218 bp 63,8%

Die Primer sollten zur sicheren Unterscheidung des Produktes von solchen genomischen
Ursprungs ein Intron Gberspannen. Dieses wurde von der Fa. Search LC durch Versuche

mit genomischer DNA belegt.

3.8.1.1.2. Durchfiihrung

Es wurde ein kommerzieller Kit (LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I")
verwendet. Der hierbei mitgelieferte Mastermix enthalt zum einen den Farbstoff SYBR
Green |, zum anderen eine thermostabile Taq DNA-Polymerase. Letztere wird erst durch
hohe Temperaturen aktiviert (z.B. durch die initiale Denaturierung bei 95°C Gber 10 min,
siehe Punkt 3.8.1.1.4), und vermindert so weitgehend die unspezifische Bildung von Primer-
Oligomeren bei niedrigen Temperaturen vor Beginn der PCR.

Der gesamte Ansatz wurde auf Eis durchgefiihrt, die einzelnen Proben in einer Verdiinnung

von 1:10 in Duplikaten eingesetzt.

3.8.1.1.3. PCR Mix

Es wurden je Probe pipettiert:

6 ul H,O

2 ul Primer
2ul Master Mix
10 pl cDNA
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3.8.1.1.4 PCR Protokoll

Es wurde ein flr alle Primer identisches Protokoll der Fa. Search LC verwendet. Um die
Spezifitat des PCR-Produktes zu erhdéhen, wurde das Prinzip der touchdown PCR
angewandt. Diese beruht auf der Tatsache, dass spezifische Doppelstrange aus Primer und
Zielsequenz eine hohere Schmelztemperatur besitzen als unspezifische Primer - Nukleotid
Doppelstrange. Mit zunehmender Zahl an Zyklen wird die Annealing-Temperatur
schrittweise gesenkt. Ublicherweise beginnt man mit einer sehr hohen Annealing-
Temperatur, bei der keine Amplifizierung erwartet wird (in diesem Fall 68°C) und behalt
diese flur einige Zyklen bei (sog. step delay, in diesem Fall 1 Zyklus), um die PCR zu
Anfang mdglichst stringent zu machen und die Amplifizierung unspezifischer Produkte
schon zu Beginn zu unterbinden. Dann senkt man die Annealing-Temperatur langsam von
Zyklus zu Zyklus um 0,5°C ab (sog. step size), bis man die Temperatur erreicht hat, die fur
die Sensitivitdt der PCR optimal ist (in diesem Fall 58°C). Dadurch sollte das Verhaltnis von
erwlnschten zu unerwunschten Produkten auch in den spateren Zyklen bei niedrigeren

Temperaturen beibehalten werden'®.

Die folgende Tabelle 2 zeigt das zur Durchfihrung der real-time RT-PCR auf dem

LightCycler verwendete Protokoll:
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Tab. 2: RT-PCR Protokoll LightCycler

Denaturierung

Anzahl der Zyklen

Zieltemperatur 95°C
Inkubationszeit 10°
Temperaturanderung/Zeit 20°C/s
Annealing und Amplifizierung
Anzahl der Zyklen 40

Segment 1 Segment 2 Segment 3
Zieltemperatur 95°C 68°C 72°C
Inkubationszeit 10” 10” 16”
Temperaturanderung/Zeit 20°C/s
Zieltemperatur nach touchdown - 58°C -
Step size - 0,5 -
Step delay - 1 -
Schmelzkurvenanalyse
Anzahl der Zyklen 1

Segment 1 Segment 2 Segment3
Zieltemperatur 95°C 58°C 95°C
Inkubationszeit 0” 10” 0”
Temperaturanderung/Zeit 20°C/s 20°C/s 0,1°Cl/s
Kihlen
Anzahl der Zyklen 1
Zieltemperatur 40°C
Inkubationszeit 30”
Temperaturanderung/Zeit 20°C/s
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3.8.1.1.5 Auswertung

Zur Auswertung der PCR mit dem LightCycler wurden die Schmelzkurvenanalysen in
Verbindung mit den Ergebnissen der Agarosegel-Elektrophorese benutzt (siehe Kapitel
3.8.1.4). In der Schmelzkurvenanalyse wurde ein Fluoreszenzsignal dann als positiv
gewertet, wenn es in der 1. negativen Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur ein
fur das amplifizierte Molekul spezifisches Temperaturmaximum zeigte. Beim Auftragen der
PCR-Produkte auf Agarosegele wurde eine sichtbare Bande an der entsprechenden Stelle
(erwartete GroRRe des Produkts in Basenpaaren) als positives Ergebnis gewertet.

Zur Quantifizierung wurde die fit points Methode verwendet®. Durch Legen des noise band
wurden hierbei alle Proben bei Erreichen einer vom Benutzer definierten
Fluoreszenzintensitat (in diesem Fall 0,6) quantifiziert.

Um eine vergleichende Quantifizierung aller Proben der einzelnen Laufe untereinander zu
ermoglichen, musste eine externe gemeinsame Standardkurve fir jeden Primer erstellt
werden. Aus den Standardkurven aller Laufe mit einem spezifischen Primer wurde fir jede
der drei Verdunnungsstufen jeweils ein Mittelwert fir den C¢Wert und die
korrespondierende Kopienanzahl ermittelt. Mit Hilfe der Geradengleichung y = mx + t wurde
so eine neue Standardkurve generiert (siehe Abb. 7 am Beispiel von IFN-y), anhand derer
fur jede Probe die entsprechende Kopienzahl bestimmt wurde. Tabelle 3 zeigt die Rohdaten

zur Generierung der Standardkurve am Beispiel von IFN-y:

Tab. 3: Rohdaten IFN-y

Molekdl log (Kopien) Ci
IFN-y 1:10 3,92 (0,02) 18,01 (0,27)
IFN-y 1:100 2,90 (0,02) 21,45 (0,27)
IFN-y 1:1000 1,92 (0,01) 24,74 (0,07)

Mittelwerte fettgedruckt, in Klammern Standardabweichung

Abb. 7: Standardkurve IFN-y
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Um Schwankungen an eingesetzter mRNA sowie qualitative Unterschiede bei der cDNA-
Synthese auszugleichen, wurde das Ergebnis jeder Probe als Anzahl spezifischer Kopien

eines Molekuls pro 1000 Molekile GAPDH angegeben.

3.8.1.2 Hybridisierungssonden auf dem ABI PRISM 7700 (TagMan)

Zusatzlich zu dem 3’- und 5’-Primer verwendet man bei dieser Methode ein mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiertes Oligonukleotid, das komplementar zu einem Bereich
innerhalb der zu amplifizierenden Sequenz ist. An seinem 5-Ende ist kovalent das
fluoreszierende Reporter-Molekiil FAM gebunden. Am 3-Ende befindet sich das
sogenannte Quencher-Molekil TAMRA, das die Emission des Reporters absorbiert,
solange das Molekdl intakt ist. Wahrend der Extensionsphase der PCR wird das
hybridisierte Molekul von der 5-Exonuklease-Aktivitat der Taqg-Polymerase hydrolysiert.
Dies flhrt zu einer Freisetzung der Emission, was vom Gerat in Echtzeit (real-time) analog
der SYBR Green Methode festgehalten wird.

Die Verwendung von zusatzlichen Sonden hat im Gegensatz zur Methode mit SYBR Green
| den Vorteil, dass die Spezifitat fir die zu vervielfaltigende Sequenz erheblich gesteigert
werden kann. Es kommt kaum zur Bildung von unspezifischen, die Quantifizierung
beeintrachtigenden, Produkten. Auf eine Schmelzkurvenanalyse kann daher weitgehend
verzichtet werden. Nachteil der Methode sind die erheblich hoheren Kosten bei der

Verwendung von Sonden.

3.8.1.2.1 Haushaltsgen und Primer

Es wurden kommerzielle Primer fir CCR3, CCR5 sowie fiur das Haushaltsgen GAPDH
verwendet. In Vorversuchen zeigte sich eine fehlende RNA-Spezifitat der Primer CCR3 und
CCRS5, was zur Transkription von genomischer DNA flihrte. Deshalb wurde zum Ausschluss
einer Kontamination der Proben mit genomischer DNA eine nicht revers transkribierte

Kontrolle (RT’) gemessen.

3.8.1.2.2 Durchfiihrung

Zur Durchfiihrung wurde eine hitzeaktivierte Taq Polymerase verwendet (AmpliTaq Gold").

Das Versuchsprotokoll fur die oben genannten Primer wurde in Vorversuchen von C. Cohen
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(Arbeitsgruppe Klinische Biochemie, Medizinische Poliklinik der LMU Minchen) etabliert™®,

und fur die vorliegenden Messungen Ubernommen.

Der gesamte Ansatz wurde auf Eis durchgefiihrt, und die einzelnen Proben in einer

Verdunnung von 1:10 in Duplikaten eingesetzt.

3.8.1.2.3 PCR-Protokoll

Tabelle 4: PCR-Protokoll TagMan

Denaturierung

Anzahl der Zyklen

Segment 1 Segment 2
Zieltemperatur 50°C 95°C
Inkubationszeit 2 10°
Annealing und Amplifizierung
Anzahl der Zyklen 40

Segment 1 Segment 2
Zieltemperatur 95°C 60°C
Inkubationszeit 15” 60"

3.8.1.2.4 Auswertung

Im TagMan wurden keine Standards mitgeflihrt, so dass nur relativ zum Haushaltsgen

quantifiziert werden konnte. Unter Annahme optimaler und identischer Amplifizierung von

Haushaltsgen und spezifischem Gen sowie einer Verdoppelung der eingesetzten Menge

cDNA pro Zyklus wurde die Ergebnisse durch die Ratio

2—(Ct spez. Molekil — Ct Haushaltsgen)

analog der AAC-Methode *® ausgedriickt.
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3.8.1.3 PCR - Kontrollreaktionen

Die Kontamination der Reagenzien mit Fremd-DNA wurde durch eine Probe
ausgeschlossen, die statt cDNA Wasser enthielt.

Jede Probe wurde innerhalb eines Laufes in Duplikaten gemessen, um die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse innerhalb eines Laufes zu Uberprifen (intra-assay
Variabilitat), und um Schwankungen an eingesetzter cDNA auszugleichen. Als Ergebnis
wurde der Mittelwert der einzelnen Ci-Werte verwendet.

Zum Ausschluss von Kontamination der Proben mit genomischer DNA wurde fur die Primer
CCR3 und CCR5 auf dem ABI PRISM 7700 eine nicht revers transkribierte Kontrolle (RT")

gemessen (siehe 3.8.1.2.1).

3.8.1.4 Gelelektrophorese

Nukleinsduren kdénnen bei geeignetem pH-Wert als geladene Makromolekile innerhalb
eines elektrischen Feldes in einer Agarose-Gelmatrix nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. RNA und DNA sind im pH Bereich des Puffers (pH 8,0) aufgrund ihres
Phosphatrests negativ geladen und wandern daher zur Anode. Im Anschluss an die PCR
kann so anhand der Grofie des amplifizierten Produkts dessen Reinheit und Spezifitat

Uberpruft werden.

Durchfuhrung:

Eine 2% Agarosesuspension wurde in 1XTAE angesetzt und die Agarose durch Kochen
geldst. Zu der abkiihlenden Agaroselésung wurde Etidiumbromidlésung (Endkonzentration
0,5 pg/ml) zugegeben und die Agaroseldésung auf einen Geltrager gegossen. Nach
Erstarren des Gels wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine mit 1xTAE gefillte
horizontale Elektrophoresekammer transferiert. Die DNA-Proben sowie ein DNA-
Molekulgewichtsmarker wurden in die Geltaschen pipettiert. Die Gelelektrophorese wurde
fur ca. eine Stunde bei einer Spannung von 80 V durchgefiihrt. Nach Beendigung der

Elektrophorese wurde das Agarosegel zur Auswertung im UV-Licht photographiert.

3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gesamten Daten erfolgte mittels des Statistical Package for
Social Sciences (SPSS") fir Windows 2000", Version 11.0. Grundsatzlich wurden die

Ergebnisse als Mediane mit Minimum und Maximum angegeben, da bei der vorliegenden
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Patientenzahl keine Normalverteilung der Daten anzunehmen war. Die Ergebnisse der PCR
wurden dariber hinaus als Geometrisches Mittel mit einem 95% Konfidenzintervall
angegeben, da diese Daten zum einen eine Spannweite von mehreren Zehnerpotenzen
umfassten, zum anderen durch Multiplikation mehrerer Einzelwerte entstanden waren'.

Korrelationen zwischen stetigen Variablen wurden mit dem nicht-parametrischen
Spearman-Rho-Korrelationskoeffizienten ermittelt. Eine signifikante Korrelation wurde
angenommen, wenn der Korrelationskoeffizient r gréBer 0,3 und das Signifikanzniveau p
kleiner als 0,05 war. Die graphische Darstellung erfolgte in Form von Streudiagrammen.

Zur Uberpriifung der Nullhypothese, dass sich mehr als zwei Gruppen nicht in der
Verteilung einer Zielvariablen unterscheiden, wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis
Test eingesetzt. Er kam bei der Analyse der Chemokinrezeptorexpression in Abhangigkeit
der elterlichen Atopie zur Anwendung. Zum Vergleich zweier unverbundener Stichproben
hinsichtlich einer stetigen Zielvariablen wurde der Mann-Whitney-U-Test (Wilcoxon-

Rangsummentest) verwendet.
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3.10 Material

3.10.1 Gerate

FACSCalibur”
FACS Cell Quest” Software, Version

Becton Dickenson (Heidelberg)

Magnet und Haltevorrichtung

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)

Mikroskop Leica (Wetzlar)
Mulitpette 4780 Eppendorf (Hamburg)
Neubauer-improved” Zahlkammer Planoptik

Pipetten research Eppendorf (Hamburg)

(0-2 ml, 2-20 ml, 10-100 ml, 100-1000 ml)

Roche LightCycler”
Roche LightCycler Software, Version 3.3

Roche Diagnostics (Mannheim)

Taqg Man ABI 7700 Sequence Detection

System”

Applied Biosystems (Darmstadt)

Temperaturzyklusautomat UNO Il

Biometra (Goéttingen)

Tischzentrifuge 5415

Eppendorf (Hamburg)

Ultrazentrifuge

Heraeus (Osterode)

Vortex Genie 2

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)

3.10.2 Verbrauchsmaterialien

3.10.2.1 Glas- und Plastikmaterial, Zellanreicherung

Anti CD-4/-14 Microbeads

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)

FACS Glasrohrchen

Becton Dickenson (Heidelberg)

MS-Magnetsaulen

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)

PCR-Gefalde (0,2 ml)

Eppendorf (Hamburg)

Pipettenspitzen (blau, gelb, mit Filter)

Eppendorf (Hamburg)

Falcon Tubes (15 ml/50 ml)

Becton Dickenson (Heidelberg)

Reaktionsgefalie (1,5 ml/2 ml)

Eppendorf (Hamburg)

Roche LightCycler” Glaskapillaren

Boehringer (Mannheim)
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3.10.2.2 Chemikalien

5xPuffer

Sigma (Munchen)

Aqua bidestilata

Gibco BRL (Eggenstein)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma (Munchen)

Di-Natrium-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma (Munchen)

Di-Natriumhydrogenphosphat

Sigma (Munchen)

Dithiotreitol (DTT)

Sigma (Munchen)

Ethanol 100%

Sigma (Munchen)

Fetales Kalberserum (FCS)

Fa. Gibco BRL (Eggersheim)

Ficoll Hypaque

Sigma (Munchen)

Glycogen

Life Technologies (Karlsruhe)

Hexanukleotide

Life Technologies (Karlsruhe)

Kaliumdihydrogenphosphat

Sigma (Munchen)

Natriumchlorid

Sigma (Munchen)

Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs)

Life Technologies (Karlsruhe)

Oligonukleotide

Life Technologies (Karlsruhe)

Primer GAPDH, IFN-y, CCR4, CXCR3
(LightCycler RT-PCR)

Search LC (Heidelberg)

Primer und Sonden GAPDH, CCR3, CCR4
(ABI PRISM 7700 RT-PCR)

Applied Biosystems (Weiterstedt)

Reverse Transkriptase (Superscript |)

Life Technologies (Karlsruhe)

Ribonuklease Inhibitor (RNAsin)

Promega (Mannheim)

Roche LightCycler FastStart Master

Boehringer (Mannheim)

Roche RNA-Isolation Kit

Boehringer (Mannheim)

RPMI Medium

Gibco (Minchen)
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4 Ergebnisse

4.1 Probandencharakterisierung und GruppengrofRen

Far die Analyse des Expressionsmusters Ty1- und Ty2-assoziierter Zytokine und
Chemokinrezeptoren aus CD4-positiven Lymphozyten stand Vollblut einer zufallig
ausgewahlten Stichprobe von 61 Kindern kaukasischer Abstammung aus dem 1467
Neugeborene umfassenden Miunchener Kollektiv der LISA-Studie zur Verfigung. Die
Probanden wurden im Zeitraum vom 27.05.98 bis 22.01.99 geboren und waren zum
Zeitpunkt der Blutabnahme zwei Jahre alt. Aufgrund zu niedriger Reinheit nach der CD4-T-
Zellanreicherung oder zu geringen Nukleinsauregehalts nach der cDNA-Synthese wurden
19 Proben von der weiteren Verarbeitung ausgeschlossen. Die verbliebenen 42 Probanden
bilden das Kollektiv der vorliegenden Arbeit. Die mittels Fragebogen erhaltenen Daten zur

Probandencharakterisierung sind in Tabelle 5 wiedergegeben.

Tab. 5: Probandencharakterisierung

Probanden gesamt 42
Geschlecht

Méannlich 19
Weiblich 23
Elterliche Atopie

Keine 14
Einfach 21
Doppelt 7

Arztdiagnose AD

Keine Angaben

Ja

Nein 31
Symptome AD

Keine Angaben 2
Ja

Nein 32
Wheezing

Keine Angaben 2
Ja 3
Nein 37
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4.2 Ergebnisse der serologischen Tests

4.2.1 Nabelschnur-IgE

Folgende Tabelle 6 gibt die Ergebnisse des mittels ELISA bestimmten Nabelschnur-IgE

wieder.

Tab. 6: Ergebnisse Nabelschnur IgE

Nicht nachweisbar Nachweisbar nicht gemessen

n=15 n==6 n=21
0,58 (0,4-1,99)

Werte angegeben in kU/I, untere Nachweisgrenze 0,35 kU/I. Fettgedruckte Werte sind Mediane, in Klammern

Minimum und Maximum.

4.2.2 Gesamt Serum-IgE im Alter von zwei Jahren

Das Gesamt IgE wurde im Alter von zwei Jahren mittels ELISA bestimmt (Tab. 7). Ein Wert
> 60 kU/l wurde als erhoht definiert. Dies war bei sechs der 39 nachweisbaren Proben
(15,4%) der Fall.

Tab. 7: Gesamt Serum-IgE im Alter von zwei Jahren

Nicht nachweisbar Nachweisbar Nicht gemessen

n=3 n=39 n=20
23,60 (2,07-1217)

Werte angegeben in kU/I, untere Nachweisgrenze 0,35 kU/I. Fettgedruckte Werte sind Mediane, in Klammern

Minimum und Maximum.

4.2.3 Sensibilisierung

Durch Bestimmen des spezifischen IgE mit Hilfe eines RAST wurde die Sensibilisierung der

Kinder auf haufig vorkommende Allergene im Alter von zwei Jahren ermittelt: Bei insgesamt
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neun Kindern (21,4%) konnte eine Sensibilisierung gegen mindestens ein Allergen

nachgewiesen werden (Tab. 8).

Tab. 8: Spezifisches IgE

Allergen nachweisbar nicht nachweisbar
Milben und Kuchenschabe 1 41
Katze 1 41
Schimmelpilze 0 42
Lebensmittel 6 36
Graser-, Baum- und Krauterpollen 1 41

4.2.4 Allergentestung in der Muttermatratze

4.2.4 1 Hausstaubmilben- und Katzenallergene

Der Gehalt an Allergenen der Hausstaubmilben Dermatophagoides pteronyssinus (Der p1)
und Dermatophagoides farinae (Der f1) sowie Katzenallergen (Fel d1) wurde mittels ELISA
ermittelt. Fur die statistischen Berechnungen wurde die Summe aus Der p1 und Der 1
verwendet. Fur nicht nachweisbare Allergene wurde mit der Halfte der unteren

Nachweisgrenze gerechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 wiedergegeben.

Tabelle 9: Hausstaubmilben und Katzenallergene

Allergen Nicht nachweisbar nachweisbar Nicht gemessen
Der p1 + Der f1 n=6 n=35 n=-1

463 (61-94437)
Fel d1 n=3 n =38 n=1

0,19 (0,03-3191)

Der p1 und Der f1 in ng/g Staub, Nachweisgrenze 10 ng/g Staub. Fel d1 in pg/g Staub, Nachweisgrenze 15 ng/g

Staub. Mediane fettgedruckt, in Klammern Minimum und Maximum.

36




4.2.4.2 Endotoxingehalt

Tabelle 10 =zeigt die Ergebnisse der

Muttermatratzen der Probanden.

Tab. 10: Endotoxingehalt

Endotoxinkonzentration gemessen

in den

Nicht nachweisbar

Nachweisbar

Nicht gemessen

n=20

n=41
2738 (109-85380)

n=1

Werte in Endotoxinunits EU/g Staub. Mediane fettgedruckt, Minimum und Maximum in Klammern.
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4.3

Probenverarbeitung

Abbildung 7 zeigt schematisch die einzelnen Schritte bei der Probenverarbeitung und die

jeweilige Anzahl der verarbeiteten Proben:

Abb. 7: Probenverarbeitung

61 Kinder

CD4+ Subpopulation
Reinheit >90% n=44
Reinheit <90% n=17

cDNA-Synthese

n=44
RT-PCR
n=44
|
[
Hybridisierungs Proben SYBR Green |
Tag Man LightCycler
n=37 n=44
[ |
GAPDH GAPDH GAPDH
nachweisbar n=37 Ct <30 n=42 Ct>30 n=2
| |
[ | [ [ |
CCR5 CCR3 CCR4 CXCR3 IFN-y
nachweisbar n=37 nachweisbar n=8 nachweisbar n=42 nachweisbar n=42 nachweisbar n=33
davon davon davon davon davon

quantifizierbar n=25

quantifizierbar n=3

quantifizierbar n=28

quantifizierbar n=24

quantifizierbar n=17
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4.3.1 Herstellung und Reinheitsiiberpriifung der hochangereicherten CD4*-Subpopulationen

Die peripheren Blutproben der 61 Kinder hatten ein Ausgangsvolumen von 1-2 ml. Nach
Herstellung der CD4-positiven Subpopulationen lag die Zellzahl der Proben in einem
Bereich von 5x10* bis 8,5x10°  Zellen (MW 2,27x10°, SD 1,38x10°). Nach
Methylenblaufarbung bestétigte die Zellzédhlung unter dem Lichtmikroskop durchwegs mehr
als 95% lebende Zellen.

Die Reinheit der angereicherten CD4"-Subpopulationen wurde durchflusszytometrisch
Uberpriift. Bei 44 Probanden lag die Reinheit Gber 90% (MW 93,93% SD 2,04 — siehe Abb.
3 unter 3.5). Bei 17 Probanden wurde eine geringere Reinheit erreicht. Diese Proben

wurden von der weiteren Verarbeitung ausgeschlossen.

4.3.2 Quantitative RT-PCR

Far das auf dem LightCycler mit dem Molekil SYBR Green | gemessene Zytokin IFN-y und
die Chemokinrezeptoren CCR4 und CXCR3 stand Blut von 44 Kindern zur Verfugung. Zwei
Proben wurden aufgrund zu geringen Nukleinsaurengehaltes nach der Bestimmung von
GAPDH von den weiteren Analysen ausgeschlossen.

Der Gehalt an mRNA der Molekile CCR5 und CCR3 wurde mit Hybridisierungssonden mit
Hilfe des TagMan bei 37 Kindern quantifiziert. Das Versuchsprotokoll fir den TagMan
wurde in Vorversuchen von C. Cohen (Arbeitsgruppe Klinische Biochemie der
Medizinischen Poliklinik, LMU Minchen) etabliert und fur die vorliegenden Messungen

tibernommen'®.

4.3.2.1PCR - Kontrollreaktionen

4.3.2.1.1 Intra-Assay Variabilitat

Jede cDNA-Probe wurde pro Lauf in Duplikaten eingesetzt. Durch Berechnung der
bivariaten Korrelation nach Pearson konnte die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
innerhalb eines Laufes Uber den gesamten Ci- Bereich bestimmt werden.

Die mit SYBR Green gemessenen Proben zeigten durchwegs eine gute Reproduzierbarkeit,
wobei Proben mit niedrigen initialen C-Werten und somit hdherem Ausgangsmaterial eine

hohere Korrelation aufwiesen. Eine geringe Probenanzahl wirkte sich darlber hinaus
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negativ auf die Intra-Assay Variabilitdt aus, da hier einzelne Ausreil3er starker das Ergebnis
beeinflussten.

Der Gehalt an CCR5 mRNA der einzelnen Proben wurde mit dem TagMan gemessen. Hier
zeigte sich eine hohe Intra-Assay Variabilitdt. Die maximal zuldssige Zyklusdifferenz
zwischen den Duplikaten einer zu wertenden Probe wurde bei zwei Zyklen definiert,
entsprechend einer maximalen Kopiendifferenz von 2°. Dies war bei allen untersuchten
Proben der Fall. Aufgrund der geringen Anzahl zu quantifizierender Proben auf CCR3 (n =
3) wurde hier keine Korrelation berechnet (Tab. 5 und Abb 2 — 5).

Tabelle 5: Intra-Assay Variabilitdt LightCycler und TagMan

Primer Median (Min — Max) n r p

GAPDH 24,04 (20,78 - 35,21) 41 (3)* 0,950 <0,001
CCR4 28,08 (23,69 - 32,09) 27 (1) 0,958 <0,001
CXCR3 30,64 (27,36 - 37,65) 24 (5) 0,963 <0,001
IFN-y 30,17 (27,62 - 32,33) 12 (5) 0,853 <0,001
CCR5 33,31 (31,29 - 36,27) 22 0,597 0,003

*Werte in Klammern geben die Anzahl der Proben an, von denen nur ein Wert fir die Quantifizierung vorlag.
Diese Proben wurden von den Korrelationsberechnungen ausgeschlossen. r = Korrelationskoeffizient nach

Spearman-Rho, p = Signifikanzniveau bei zweiseitiger Testung.

Abb. 2-5: Intra-Assay Variabilitat
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CXCR3 IFNy
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4.3.2.1.2 Schmelzkurvenanalyse und Gelelektrophorese

Mit dem LightCylcer wurde zur Uberpriifung von Reinheit und Spezifitat des amplifizierten
PCR-Produktes eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. AnschlieBend wurden durch
Gelelektrophorese Produktgréfie und Reinheit nochmals Uberprift.

Bei der Untersuchung der Proben auf IFN-y kam es zu einigen Besonderheiten, die im
Folgenden besprochen werden sollen:

Die spezifische Schmelzkurve von IFN-y lag bei ca. 81°C (Abb. 1, Kurve unter ®). Bei acht
Proben war das Maximum der Schmelzkurve auf ca. 79°C erniedrigt (®). Bei elf weiteren
Proben kam es zusatzlich zum spezifischen zu einem weiteren Maximum geringer
Fluoreszenz bei ca. 77,5°C (@®).
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Die Gelelektrophorese zeigte bei den erstgenannten Proben kein spezifisches Produkt,
jedoch ein Produkt geringerer Grof3e (ca 45 bp, @). Letzteres trat auch in unterschiedlicher

Intensitat bei der Mehrzahl (n = 29) der Ubrigen, auf IFN-y hin untersuchten Proben, auf (®).

Abb.1: Primer Dimere in Gel und Schmelzkurve bei IFN-y
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Die Schmelzkurvenanalysen in Verbindung mit den Ergebnissen der Gelelektrophorese
sprachen fur das Vorliegen von Primer-Dimeren. Lagern sich Primer zu Dimeren
zusammen, besteht grundsatzlich das Risiko, dass diese die Amplifizierung des
spezifischen Produktes kompetitiv hemmen. Dartber hinaus uberlagert die von den
Dimeren emittierte Fluoreszenz die des spezifischen Produktes. Dies hat zur Folge, dass
das Ergebnis nur eingeschrankt quantifizierbar ist. Um den Einfluss der Primer-Dimere auf
die Quantifizierung weitgehend zu eliminieren, wurden nur solche Proben in der
Quantifizierung bericksichtigt, bei denen folgende Kriterien zutrafen (n = 17): 1. Vorliegen
einer fur IFN-y spezifischen Schmelzkurve bei ca. 81°C in Verbindung mit einer Bande im
Gel an der erwarteten Stelle (ca. 307 bp) und 2. Bei einer durch Primer-Dimere positiven
Negativkontrolle wurden in diesem Lauf nur solche spezifischen Ergebnisse gewertet, deren
Fluoreszenzanstieg um zwei Zyklen (Faktor 22) vor denen der Negativkontrolle erfolgte.
Zum Zeitpunkt der Amplifikation des spezifischen Produktes war so die kompetitive
Hemmung weitgehend zu vernachlassigen.

Bei einigen Proben traten unabhangig vom verwendeten Primer unspezifische, breite
Banden unterschiedlicher GroRe in der Gelelektrophorese auf. In der
Schmelzkurvenanalyse zeigten diese Proben eine hohe Ausgangsfluoreszenz, verbunden

mit einem relativ spaten Anstieg des spezifischen Signals (Abb. 2).
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Abb. 2: Kontamination mit genomischer DNA in Gel und Schmelzkurve
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Diese Auffalligkeiten sprachen fir die Kontamination einzelner Proben mit unspezifischer
genomischer DNA, die trotz des der Nukleinsdureisolierung vorangestellten DNAse Verdau
in den Proben vorhanden war'®. Die erhéhte Basisfluoreszenz verhindert dabei die
Detektion des spezifischen Signals zu Beginn der exponentiellen Phase. Der eigentliche
Moment des Uberschreitens der Grundfluoreszenz wird durch die erhéhte Basisfluoreszenz
Uberdeckt und ein vermeintlich spaterer Anstieg vom Geréat erfasst, so dass falsch niedrige
Werte gemessen werden. Hierdurch konnten die entsprechenden Proben ebenfalls nicht
uneingeschrankt quantifiziert werden'®, weshalb auch sie von der Quantifizierung

ausgeschlossen wurden.

4.4 Quantitative Ergebnisse der einzelnen Marker

441 IL-4 und IFN-y

Durch die von ihnen produzierten Zytokine kénnen T-Helferzellen dem Ty1- bzw. Ty2-
Phanotyp zugeordnet werden. Das von Ty2-Zellen produzierte IL-4 mRNA konnte in
Vorversuchen in dem der Arbeit zu Grunde liegenden Material mit der real-time RT-PCR
nicht nachgewiesen werden, weshalb weitergehende Analysen nicht mdoglich waren. IFN-y
mRNA war in 33 von 42 gemessenen Proben nachweisbar. FUnf der neun negativen
Ergebnisse (L29, L30, L135, L140, L144) sind auf den geringen absoluten
Nukleinsauregehalt der Proben — erkennbar an C-Werten des Haushaltsgens GAPDH

groRer oder gleich 29, entsprechend einer GroRenordnung von 10° Kopien/pl —
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zurlckzufihren. Aufgrund oben genannter Besonderheiten wurden 16 Proben nicht

quantifiziert. Die Ergebnisse der 17 quantifizierbaren Proben zeigt Tabelle 6.

Tab. 6: Quantitative Ergebnisse IFN-y.

N Median Min-Max GM 95% ClI

17 4,67 0,08-15,87 2.90 1,47-5,72

Werte angegeben in Kopien IFN-y/1000 Kopien GAPDH. GM = Geometrisches Mittel, Cl = Konfidenzintervall

442 CCR3

CCR3 wird hauptsachlich auf Eosinophilen, Basophilen, Mastzellen und einer
Subpopulation von Ty2-Zellen exprimiert. CCR3 konnte in acht von 37 Proben peripherer
Ty-Zellen nachgewiesen werden. Bei finf davon konnte eine Kontamination mit
genomischer DNA nicht sicher ausgeschlossen werden, weshalb sie nicht quantifiziert
wurden. Aufgrund dieser geringen Zahl wurde CCR3 von den statistischen Analysen

ausgeschlossen (Tab. 7).

Tab. 7: Quantitative Ergebnisse CCR3.

N Median Min-Max

9,8x10™ 7,0x10™ — 24,5x10™

Werte angegeben als 27(-ACt)

443 CCR4

CCR4 ist Rezeptor fur die Liganden TARC und MDC. Er wird bevorzugt auf CD4-positiven
T-Zellen vom Tu2-Phanotyp gefunden. CCR4 mRNA lieR sich in allen 42 Proben

nachweisen (Tab. 8).

Tab. 8: Quantitative Ergebnisse CCR4.

N Median Min-Max GM 95% ClI

28 82,44 15,40 - 212,10 |66,47 51,92 - 85,10

Werte angegeben in Kopien CCR4/1000 Kopien GAPDH. GM = Geometrisches Mittel, Cl = Konfidenzintervall.
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444 CXCR3

CXCRS3 ist Rezeptor fur die Chemokine IP-10, Mig und I-TAC. Er wird bevorzugt von Ty1-
Zellen exprimiert. CXCR3 mRNA lief3 sich in 40 von 42 Fallen nachweisen (Tab. 9).

Tab. 9: Quantitative Ergebnisse CXCR3

N Median Min-Max GM 95% ClI

24 13,14 2,98-66,85 13,01 8,95 - 18,91

Werte angegeben in Kopien CXCR3/1000 Kopien GAPDH. GM = Geometrisches Mittel, Cl = Konfidenzintervall.

445 CCR5

CCRS5 ist ein Rezeptor fur die Chemokine RANTES, MIP 1-a und MIP 1-B und ist auf der
Oberflache von T-Helferzellen mit dem CD4-Antigen assoziiert. Er wird dem Ty1-Phanotyp
zugeordnet. CCR5 mRNA war in allen 37 Proben nachweisbar. Da eine Kontamination mit
genomischer DNA bei 15 Proben nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden diese nicht
quantifiziert (Tab. 10).

Tab. 10: Quantitative Ergebnisse CCRS.

N Median Min-Max GM 95% ClI

22 12,6x107° 0,3x10° - 97,4x10% |[14,07x10° [10,05x10° — 19,70x107°

Werte angegeben als 2*(-(ACt)). GM = Geometrisches Mittel, Cl = Konfidenzintervall.

4.5 Zusammenhang der einzelnen Marker untereinander

CD4-positive T-Zellen vom Ty1-Phanotyp sind durch die Synthese der Zytokine IFN-y und
IL-2 charakterisiert. lInnen werden die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR3 zugeordnet.
Tw2-Zellen dagegen produzieren IL-4 und werden mit den Chemokinrezeptoren CCR3 und
CCR4 assoziiert. In den Versuchen sollte Uberprift werden, ob eine derartige Zuordnung in

peripheren Ty-Zellen mit Hilfe der real-time RT-PCR gelingt.
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4.5.1 Zusammenhang von IFN-y mit CCR4, CCR5 und CXCR3

Die mRNA Expression von IFN-y der untersuchten Ty-Zellen zeigte einen positiven
Zusammenhang mit der Expression von CXCR3 und CCR5. Die Korrelation war jedoch
nicht statistisch signifikant. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen IFN-y und

CCR4 konnte nicht gefunden werden. Die Ergebnisse sind graphisch in den Abbildungen 7
— 9 wiedergegeben.

Abb. 7-9: Korrelation IFN-y mit CCR5, CXCR3 und CCR4
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n = Anzahl der auf Korrelation untersuchten Falle, r = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho, p =

Signifikanzniveau bei zweiseitiger Testung.
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4.5.2 Zusammenhang der Chemokinrezeptoren untereinander

Es konnte keine signifikante Korrelation der Chemokinrezeptoren untereinander festgestellt

werden. Trotz der niedrigen Fallzahl I1&sst die graphische Darstellung einen Zusammenhang
zwischen der mRNA Expression von CXCR3 und CCRS vermuten (Abb. 10-12).

Abb. 10 — 12: Korrelationen CCR5-CXCR3, CCR4-CCR5 sowie CCR4-CXCR3
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n = Anzahl der auf Korrelation untersuchten Falle, r = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho, p =

Signifikanzniveau bei zweiseitiger Testung.
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4.6 Zusammenhang der molekularbiologischen Ergebnisse mit klinischen Parametern

Im nachsten Schritt sollte das mRNA-Expressionsniveau der molekularbiologischen Marker
mit den Parametern elterliche Atopie, Arztdiagnose sowie Symptome einer atopischen
Dermatitis, wheezing und der Sensibilisierung gegen haufig vorkommende Allergene
verglichen werden. Ein Uberblick (iber die Verteilung der einzelnen Parameter relativ zum

Expressionsniveau ist zusammenfassend in Tabelle 11 im Anhang wiedergegeben.

4.6.1 Elterliche Atopie

Mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens wurden Angaben zum Vorliegen von Asthma,
Heuschnupfen oder Neurodermitis bei den Eltern der untersuchten Kinder (elterliche Atopie)
erhoben. Im Kruskal-Wallis-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied im mRNA-
Expressionsniveau von CCR4 zwischen den Gruppen (s.u.). Die weiteren untersuchten
Molekuile zeigte diesbeziglich keine signifikanten Unterschiede (Tab. 12). Mit dem Kruskal-
Wallis-Test war keine weitere Unterscheidung zwischen den einzelnen Gruppen
untereinander mdglich. Hierfir wurde der Mann-Whithney-U-Test angewandt, und so
Unterschiede bei der mRNA Expression der einzelnen Moleklle abhangig von der
Auspragung der familidren Pradisposition - keine elterliche Atopie (0) vs. ein (1) vs. beide
Elternteile (2) -ermittelt. Bei CCR4 (Tny2) und CXCR3 (Tu1) zeigte sich eine signifikant
héhere mRNA Expression bei Kindern mit zweifach positiver gegentiber denen mit einfach
positiver Familienanamnese. Bei CXCR3 zeigte sich darlber hinaus eine signifikant héhere
mRNA Expression bei Kinder mit zweifach positiver gegeniber denen mit negativer
Familienanamnese (Abb 13-14). Bei den nicht abgebildeten Molekulen IFN-y sowie CCR5

fanden sich keine signifikanten Zusammenhange.

Tab. 12: Zusammenhang Familienanamnese und Molekularbiologie

CCR4 CXCR3 IFN-y CCR5
Elterliche Atopie n=28 n=24 n=17 n=25
p = 0,033 p = 0,055 p =0,87 p=0,771

n = Anzahl der untersuchten Proben, p = Signifikanzniveau nach Kruskal-Wallis
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Abb. 13-14: Zusammenhang zwischen der elterlichen Atopie und der Expression von CCR4
und CXCR3
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n = Anzahl der untersuchten Proben, p = Signifikanzniveau nach Mann Whitney-U, signifikante Korrelationen mit

* markiert.

4.6.2 Atopische Dermatitis

Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der klinischen
Manifestation einer atopischen Dermatitis, ermittelt durch die Kriterien ,Symptome einer
atopischen Dermatitis bis zum Alter von zwei Jahren“ sowie ,arztliche Diagnose einer
atopischen Dermatitis in den ersten zwei Lebensjahren” und dem mRNA-Expressionsniveau

der untersuchten Molekile gefunden werden (Tab. 13 und 14).

Tab. 13: Zusammenhang der Diagnose AD mit der Expression molekularbiologischer
Marker

IFN-y CXCR3 CCR4 CCR5
Diagnose AD n=4(17) n=>5(23) n=7(27) n=>5(22)
p= 0428 p= 0,881 p= 0,699 p= 0,845

n = Anzahl der Kinder mit der Arztdiagnose AD, Werte in Klammern Anzahl der untersuchten Kinder, p =

Signifikanzniveau (Mann-Whithney-U).
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Tab. 14: Zusammenhang Symptome AD mit der Expression molekularbiologischer Marker

IFN-y CXCR3 CCR4 CCR5
Symptome AD n=4(27) n=4(23) n=>5(27) n=>5(24)
p= 0,651 p= 0,256 p= 0,708 p= 0915

n = Anzahl der Kinder mit AD-Symptomen, Werte in Klammern Anzahl der untersuchten Kinder, p =

Signifikanzniveau (Mann-Whithney-U).

4.6.3 Wheezing

Mittels standardisiertem Fragebogen wurden die Eltern nach dem Auftreten von
,pfeifendenden oder keuchenden Gerauschen im Brustkorb® (wheezing) in den ersten zwei
Lebensjahren ihrer Kinder befragt. Diese Symptome treten im Kleinkindesalter sowohl bei
infektidsen als auch bei allergischen Atemwegserkrankungen auf. Bei Probanden mit oben
beschriebenen Atembeschwerden zeigte sich eine signifikant hodhere CCR5 mRNA
Expression als bei diesbezlglich unauffalligen Probanden (p = 0,03). Aufgrund zu geringer
Fallzahl an Kindern mit wheezing konnte dieser Zusammenhang bei den ubrigen

untersuchten Molekilen nicht untersucht werden (Tab. 15).

Tab. 15: Zusammenhang wheezing mit der Expression molekularbiologischer Marker

IFN-y CXCR3 CCR4 CCR5
Wheezing n=0(16) n=1(23) n=1(27) n=23(23)
p=0,03

n = Anzahl der Kinder mit wheezing, Werte in Klammern Anzahl der untersuchten Kinder, p = Signifikanzniveau
(Mann-Whithney-U).

4.6.4 Nabelschnur- und Serum-IgE

Das Gesamt IgE wurde im Nabelschnurserum zum Zeitpunkt der Geburt, sowie in
peripherem Serum im Alter von zwei Jahren bestimmt. Aufgrund der geringen Anzahl an

Proben mit nachweisbarem Nabelschnur-IgE (n = 6) wurden die Daten dichotomisiert in
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,nachweisbar”
signifikanter

Chemokinrezeptoren

und

Unterschied

,nicht-nachweisbar®.

oder

MRNA-Expressionsniveau
(Tab. 16).

Zwischen den Gruppen zeigte sich kein
der untersuchten

Ebenso bestand kein signifikanter

Zusammenhang zwischen der Hohe des Serum IgE-Titers und dem Expressionsniveau der

oben genannten Parameter (Tab. 17).

Tab. 16: Zusammenhang Nabelschnur-IgE mit der Expression molekularbiologischer Marker

IFN-y CXCR3 CCR4 CCR5
NS-IgE n=3(9) n=3(11) n=3(12) n=3(12)
p=0,121 p=0,414 p = 0,926 p=0,518

n = Anzahl der Kinder mit nachweisbarem Nabelschnur-IgE, Werte in Klammern Anzahl der untersuchten

Kinder, p = Signifikanzniveau (Mann-Whithney-U).

Tab. 17: Zusammenhang Serum-IgE mit der Expression molekularbiologischer Marker

IFN-y CXCR3 CCR4 CCR5
Serum-IgE n=17 n=24 n=28 n=25

r=0,412 r=-0,298 r=0,2 r=-0,342

p=0,1 p=0,158 p = 0,308 p = 0,094

n = Anzahl der untersuchten Proben, r = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho, p = Signifikanzniveau.

4.6.5 Sensibilisierung

Bei neun Kindern wurden im Serum IgE gegen ein oder mehrere der untersuchten
spezifischen Allergene nachgewiesen (siehe 4.2). Aufgrund der geringen Fallzahl der
Untergruppen war eine Differenzierung zwischen den einzelnen Allergenen nicht mdglich.
Die Daten wurden dichotomisiert und die molekularbiologischen Ergebnisse mit den
Gruppen ,Sensibilisierung“ und ,keine Sensibilisierung“ verglichen. Es wurde kein statistisch
signifikanter Unterschied im Expressionsniveau der untersuchten Molekile zwischen den

Gruppen festgestellt ( Tab. 18).
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Tab. 18: Zusammenhang Sensibilisierung mit der Expression molekularbiologischer Marker

IFN-y CXCR3 CCR4 CCR5
Sensibilisierung |n=4(17) n=>5(24) n=7(28) n=>5(25)
p=0,130 p=0,679 p = 0,604 p =0,303
n = Anzahl der sensibilisierten Kinder, Werte in Klammern Anzahl der untersuchten Kinder, p =

Signifikanzniveau (Mann-Whithney-U).

4.6.6 Zusammenhang der molekularbiologischen Ergebnisse mit der Exposition

4.6.6.1 Hausstaubmilben- und Katzenallergene

In der Muttermatratze gemessene Hausstaubmilben- (Der p1 + Der f1) und Katzenallergene
(Fel d1) gelten als Indikatorsubstanzen fiir die Konfrontation des frihkindlichen Organismus
mit potentiell allergenen Substanzen. Es fand sich keine signifikante Korrelation zwischen
dem nachweisbaren Allergengehalt und der Hohe der Chemokinrezeptor- oder IFN-
y-mRNA Expression (Tab. 18).

Tab. 18: Zusammenhang Allergene und Expression molekularbiologischer Marker

IFN-y CXCR3 CCR4 CCR5
Der p1 + f1 n=16 n=23 n=28 n=24
r=0,331 r =-0,049 r=0,279 r=0,336
p=0,210 p = 0,825 p = 0,150 p =0,108
Fel d1 n=16 n=23 n=28 n=24
r= 0,346 r=0,377 r=-0,119 r=0,245
p=0,189 p = 0,076 p = 0,547 p =0,248

n = Anzahl der untersuchten Proben, r = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho, p = Signifikanzniveau

4.6.6.2 Endotoxin
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Endotoxin ist ein Bestandteil der duReren Membran gram-negativer Bakterien. Es ist

ubiquitar in der Umwelt vorhanden und findet sich regelmafRig in Hausstaub. In der

Muttermatratze gemessen gilt es als Indikator fir die Exposition des frihkindlichen

Organismus gegenuber bakteriellen Antigenen. Die Hohe des Entotoxingehalts in der

Muttermatratze korrelierte hochsignifikant mit dem mRNA-Expressionsniveau von CCRS.

Ebenso fand sich eine Korrelation mit der Hohe der CCR4 mRNA Expression. Fir die

Moleklle CXCR3 und IFN-y bestand dieser Zusammenhang nicht (Tab. 19 und Abb. 15 —

16).

Tab. 19: Zusammenhang Endotoxingehalt und molekularbiologischer Marker

IFN-y CXCR3 CCR4 CCR5
Endotoxingehalt |n =16 n=23 n=28 n=24

r=-0,147 r=0,014 r=0,269 r=0,613

p = 0,587 p = 0,950 p = 0,046 p = 0,001

n = Anzahl der untersuchten Proben, r = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho, p = Signifikanzniveau

Abb: 15 — 16: Endotoxingehalt und CCR4 bzw. CCR5 Expression
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5. Diskussion

5.1 Probanden

Fir die Analysen standen 42 Proben der im Rahmen der LISA-Studie rekrutierten
zweijahrigen Kinder zur Verfiigung. Die Kinder waren alle kaukasischer Abstammung, in
Deutschland geboren und hinsichtlich des Geschlechts gleichmaRig verteilt. IgE im
Nabelschnurblut wird haufig in niedrigen bis nicht messbaren Konzentrationen gefunden

%) In Ubereinstimmung hiermit wurde das Gesamt-IgE bei 28,6% (6/21) unserer

(in
Probanden nachgewiesen mit einem Median von 0,58 kU/I. Bei 15,4% (6/39) wurde im Alter
von zwei Jahren ein erhdohtes Gesamt-IgE gemessen. Dies deckt sich mit der in der
Literatur angegebenen Pravalenz von 5-35% in der Altersgruppe der bis sechsjahrigen
Kinder (in'%). Bei 21,4% (9/42) der Probanden wurde spezifisches IgE gegen mindestens
ein Allergen nachgewiesen. Dies ist in Einklang mit den Ergebnissen der MAS-Studie'", die
eine Pravalenz von 25% in dieser Altersgruppe ermittelte. Erwartungsgemaf hatten eine
geringe Anzahl der Kinder eine manifeste Klinik. Bei acht Kindern (19%) wurde in den
ersten zwei Lebensjahren durch einen Arzt die Diagnose einer atopischen Dermatitis
gestellt, oder von den Eltern Symptome einer atopischen Dermatitis beobachtet. Dies
entspricht der Pravalenz der atopischen Dermatitis in dieser AItersgruppegg. Wheezing wird
ebenfalls bei 10 - 20% der zweijdhrigen Kinder beobachtet'®. Die geringe Anzahl von drei
fur dieses Merkmal positiven Kindern (7%) in der untersuchten Population schrankt die
Aussagekraft der diesbezliglich erhaltenen Ergebnisse ein. Asthma als eigenstandige
Diagnose unabhangig des Symptomenkomplexes wheezing wird in der untersuchten

Altersgruppe in nur bis zu 1 % gestellt (in'®

) und wurde daher bei den Untersuchungen
nicht bericksichtigt. Oben genannte Ergebnisse belegen trotz relativ kleiner Fallzahlen den
Charakter eines reprasentativen Normalkollektivs der dieser Arbeit zu Grunde liegenden

Population.

5.2 Real-time RT-PCR auf dem LightCycler

Die Aufbereitung der Proben und insbesondere die Verwendung des LightCylcer fir die
real-time RT-PCR hat zu einer deutlichen Verringerung der quantifizierbaren Proben
geflhrt. Dartber hinaus war die Methode der quantitativen real-time RT-PCR bei

Etablierung der Versuchsanordnung ein relativ neues Verfahren. Daher sollen im
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Folgenden die Besonderheiten der Methode und die im Verlauf der Arbeit aufgetretenen
Probleme diskutiert werden.

Die Methode der quantitativen real-time RT-PCR bietet die Moglichkeit, durch
Fluoreszenzmessung die Zunahme des Produktes wahrend der PCR ,online“ zu verfolgen
und das Amplifikat relativ zu einem mitgefihrten Standard zu quantifizieren. Durch
Bestimmen der infra-assay Variabilitdt wurde die Reproduzierbarkeit der einzelnen
Ergebnisse innerhalb eines Laufes Uberprift. Hierbei zeigten Proben mit relativ hohen
Ausgangskopienzahlen (im Bereich 10° bis 10%/Probe) eine hohe Reproduzierbarkeit (intra-
assay Variabilitat: GAPDH r = 0,95, CCR4 r = 0,96, CXCR3 r = 0,96). In geringer Menge
transkribierte Gene (im Bereich 10°  bis 101/Probe) hatten eine niedrigere
Reproduzierbarkeit (intra-assay Variabilitat IFN-y r = 0,85). Die in der Literatur durchwegs
angegebene hohe Reproduzierbarkeit bei der Verwendung von Sonden gerade im Bereich

geringer Ausgangskopienzahl”’122

konnte in unseren Experimenten mit dem TagMan nicht
bestatigt werden (intra-assay Variabilitdt CCR5 r = 0,60). Die mit dem TagMan ermittelten
CiWerte fir CCRS lagen alle in einem relativ engen Bereich (C; 31-36) verglichen mit den
auf dem LightCycler gemessenen Proben (z.B. CCR4 C; 23-32). Diese Tatsache hat zu
einer rein rechnerisch geringeren Korrelation beigetragen.

In unseren Versuchen zeigte sich bei einer nicht unerheblichen Anzahl von Proben trotz
eines der RNA-Praparation vorangestelllen DNAse-Verdaus eine Kontamination mit
genomischer DNA. Ein starker DNAse-Verdau birgt gerade bei geringen Mengen an
Ausgangsmaterial die Gefahr eines RNA-Verlustes. Jeder DNAse-Verdau stellt daher einen
Kompromiss dar und eine Kontamination ist haufig unvermeidbar'. In unseren Versuchen
kam es ebenso zum Auftreten von unspezifischen Primer-Oligomeren. Diese traten vor
allem auf, wenn die zu amplifizierende cDNA-Sequenz in geringer Menge vorhanden war.
Trotz der Verwendung einer hitzeaktivierten Taq Polymerase®’, sowie der Technik der
touchdown PCR'® lieR sich die Spezifitit der PCR-Reaktion bei der Analyse von IFN-y nicht
erhohen.

Aufgrund der oben genannten Einschrankungen wurden fur die Quantifizierung
ausschliel®lich Proben verwendet, die eine fir die gesuchte Sequenz spezifische
Schmelzkurve und ein spezifisches Produkt in der Gelelektrophorese aufwiesen. Lagen
Primer-Dimere in der Negativ-Kontrolle eines Laufes vor, wurden nur solche Proben
quantifiziert, deren spezifisches Signal deutlich vor dem der Negativ-Kontrolle gekommen
war (Faktor 2%). So konnte eine Beeintriachtigung der Quantifizierung durch unspezifische
Nebenprodukte weitestgehend ausgeschlossen werden.

Die Sensitivitdt bei der Verwendung von SYBR Green wird in der Literatur auf dem

LightCylcer im Bereich von bis zu einer Kopie/Probe angegeben67. Unter Verwendung einer
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externen Standardkurve zur Quantifizierung wurde dies in unseren Experimenten bestatigt.
Theoretisch wird jedoch in einem Bereich von einer Kopie/Probe aufgrund der
Poisson’schen Verteilung in nur maximal 63% der Félle dieses Ergebnis erreicht®’. Dariiber
hinaus ist hier der Einfluss von Ungenauigkeiten beim Pipettieren und Ansetzen der
Verdinnungen besonders grof3. Dies erklart die relativ geringe Reproduzierbarkeit in
diesem Bereich. Die Spezifitat des Ergebnisses wurde jedoch durch Schmelzkurvenanalyse
und Gele belegt.

Zur Quantifizierung standen zwei verschiedene Verfahren zur Verfigung. Die second
derivative maximum-Methode wird vom Hersteller bei der Verwendung von Proben mit mehr
als 1000 Kopien empfohlen®. Bei dem sogenannten fit points-Verfahren hat der Benutzer
die Mdglichkeit, ein Fluoreszenzniveau selbst festzulegen, bei dem sich alle Proben und
Standards in der exponentiellen Phase der Amplifikation befinden und eine identische
Fluoreszenzintensitat aufweisen. Diese Benutzer-definierte Methode erlaubt die
Quantifizierung von Proben mit einer Kopienanzahl kleiner 1000%, und wurde von uns
angewandt. Das Verwenden einer extern generierten, fur alle Laufe gleichen Standardkurve
barg durch Mittelung der Einzelwerte das Risiko einer ungenauen Quantifizierung. Die
geringe Standardabweichung der Mittelwerte belegte hierbei jedoch die hohe
Reproduzierbarkeit und somit die Aussagekraft der externen Standardkurve. Die relativ
hohe Variabilitat der Ergebnisse von niedrig transkribierten Genen wie IFN-y fUhrte zu einer
relativ hohen Variabilitat in der absoluten Quantifizierung dieser Proben. Die Tatsache, dass
die Ergebnisse der einzelnen Proben untereinander alle im Bereich 10° bis 10" und damit
sehr nahe beieinander lagen, reduzierte die Aussagekraft der absoluten Quantifizierung in
diesem Bereich.

Zusammenfassend kamen wir zu dem Ergebnis, dass aufgrund oben genannter
Beobachtungen die absolute Quantifizierung niedrig transkribierter Gene mit Vorsicht zu
werten ist. DarlUber hinaus muss betont werden, dass trotz der Mdglichkeit der
Schmelzkurvenanalyse bei Verwendung von SYBR Green auf dem LightCycler zur
Uberpriifung von Reinheit und Spezifitit des Amplifikats eine Gelelektrophorese

unerlasslich ist.

5.3 Quantitative Ergebnisse der einzelnen Marker

5.3.1 IFN-y
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IFN-y ist ein pro-inflammatorisches Zytokin und wird bevorzugt in einem Ty1-dominierten
Milieu von T-Helferzellen sezerniert. Die Literatur kommt beim Nachweis von IFN-y in
peripherem Blut zu unterschiedlichen Ergebnissen, was in erster Linie auf erhebliche

*® konnten mit

methodische  Unterschiede  zurlckzufihren ist. Kim et al
durchflusszytometrischer Analyse IFN-y intrazellular in 10% der peripheren Tg-Zellen
erwachsener Probanden nachweisen. Mit Hilfe der real-time RT-PCR fanden Kruse et al.
10" Kopien IFN-y/106 Kopien B-Actin in unstimuliertem Vollblut®™. Hartel et al. gelang der
Nachweis von 10° — 10* Kopien IFN-y /10° Kopien B-Actin in unstimulierten PBMC®". Nanki
et al.” gelang hingegen vor Stimulation mit Hilfe der Einzel-Zell-PCR kein Nachweis von
IFN-y mRNA in peripheren CD4-positiven Gedachtniszellen. Wir konnten IFN-y in 33 von 42
Proben nachweisen. Die 17 quantifizierbaren Proben hatten 10° bis 10’ Kopien/103 Kopien
GAPDH, so dass von einer niedrigen basalen Expressionsrate ausgegangen werden kann.
Dieses Ergebnis erscheint vor dem Hintergrund plausibel, dass in peripherem,
unstimulierten Blut nur ein sehr geringer Anteil an Effektor Ty1-Zellen vorhanden ist, die

Mehrheit jedoch aus nicht-polarisierten Ty-Zellen besteht, die kein IFN-y produzieren48.

5.3.2 CCR3

CCRS3 ist der Rezeptor fiur Eotaxin, RANTES, MCP-1 und MCP-4. Dabei ist Eotaxin der

potenteste Ligand mit der héchsten Selektivitat fur CCR3%. In bronchialen Biopsien von

123,124 121

Asthmatikern sowie in Hautbiopsien von Patienten mit atopischer Dermatitis ©° wurde
eine erhohte Protein- und mRNA Expression von Eotaxin und RANTES nachgewiesen.
CCR3 wurde in den untersuchten Biopsien hauptsachlich auf eosinophilen Granulozyten
exprimiert, jedoch auch auf T-Zellen in deren direkter Nachbarschaft®'. Deshalb wurde fiir
die Interaktion CCR3 / Eotaxin eine funktionelle Rolle bei der T-Zell-Rekrutierung sowie
Aktivierung eosinophiler Granulozyten bei allergischen Entziindungsreaktionen postuliert.
Sallusto et al. wiesen eine hohe Anzahl CCR3+ Zellen in einer in vitro generierten Ty2-
Zelllinie aus humanen Nabelschnurblut nach, auf unter Ty1-Bedingungen generierten Ty-
Zellen jedoch nicht. Hieraus wurde auf eine selektive Expression von CCR3 auf Ty2-Zellen
geschlossengg. In peripheren, unstimulierten Zellen fand sich CCR3 auf ca. 1% aller CD4"-
Zellen®®. Rabin et al.*® konnten CCR3 auf naiven (CD45RA+) humanen Ty-Zellen mit der
FACS-Analyse nicht nachweisen. Okazaki et al. gelang dies ebenfalls nicht auf peripheren
unstimulierten Ty-Zellen von Patienten mit atopischer Dermatitis’®. Patel et al.®*® wiesen
mittels real-time RT-PCR CCR3 in peripheren, humanen Lymphozyten in einer

GréRenordnung von 10" Kopien/ng RNA nach. Diesem Ergebnis lag eine Fallzahl von n =3
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zugrunde, und es erfolgte keine weitere Differenzierung der Lymphozytensubpopulationen.
In der vorliegenden Arbeit konnte in acht von 37 Proben CD4-positiver Zellen eine niedrige
Expression von CCR3 nachgewiesen werden, wovon bei drei eine quantitative Aussage
moglich war. Die CCRS3-exprimierenden T-Helferzellen werden in der Literatur als
ausdifferenzierte®® Gedéachtniszellen (CD45RO+)”  beschrieben. Oben genannte
Ergebnisse deuten auf eine spezifische Rolle CCR3-positiver Ty-Zellen bei der Rekrutierung
und / oder Aktivierung eosinophiler Granulozyten am Ort einer allergischen
Entziindungsreaktion hin, und bieten eine mdégliche Erklarung fur die geringe bis fehlende

periphere Expression in der vorliegenden Arbeit.

5.3.3 CCR4

CCR4 ist der Rezeptor fir die Liganden TARC und MDC. In vitro wurde eine Assoziation
von CCR4 mit IL-4 produzierenden T.-Zellen beschrieben'?"® und eine selektive
Expression dieses Rezeptors auf Ty2-Zellen propagiert. In Hautlasionen von Patienten mit

" sowie in unspezifisch entziindlich veranderter Haut™ fand sich eine

atopischer Dermatitis
vermehrte Einwanderung CCR4+ Ty-Zellen. Gleichzeitig wurden die CCR4-Liganden TARC
und MDC auf Keratinozytenm, dermalen Fibroblasten, dendritischen Zellen'™ sowie
GefaRendothelzellen™ in Hautbiopsien bei atopischer Dermatitis nachgewiesen, und der
Interaktion CCR4-positiver Ty-Zellen mit CCR4-Liganden funktionelle Bedeutung bei der
Pathogenese der atopischen Dermatitis beigemessen. In peripherem Blut wurde CCR4 bei
Patienten mit atopischer Dermatitis auf einem erhdéhten Prozentsatz CD4-positiver T-Zellen

exprimier’[75'111

. Bei Kindern wurde eine positive Korrelation der Serumkonzentration des
CCR4-Liganden MDC mit dem klinischen Schweregrad einer atopischen Dermatitis®
festgestellt. CCR4 wird (iberwiegend auf CD4-positiven Gedachtniszellen gefunden®*®. Der
Rezeptor ist auf peripheren Ty-Zellen mit der Expression des kutanen Lymphozyten Antigen
CLA unabhangig vom Vorliegen eines aktiven Entziindungsmilieus assoziiert'®. Matsumoto
et al. fanden in peripheren unstimulierten CD3-positiven T-Zellen gesunder Probanden
sowie Patienten mit atopischer Dermatitis CCR4 mRNA in einer Gré3enordnung von 10°%-
10* Kopien / ng RNA%. In der vorliegenden Arbeit wurde CCR4 bei allen 42 Probanden
nachgewiesen. Die Expression lag in einer Gréf3enordnung von 10"-10% Kopien / 10° Kopien
GAPDH. In Verbindung mit oben genannten Ergebnissen ist dieses relativ hohe
Expressionsniveau in peripheren, unstimulierten T-Helferzellen unseres Kollektivs mit der
funktionellen Rolle von CCR4 und seinen Liganden bei Zellwanderungsprozessen zwischen

lymphatischem Gewebe und der Haut vereinbar.
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5.3.4 CXCR3und CCR5

Die Rezeptoren CXCR3 und CCRS5 sind an der entziindungsabhangigen Rekrutierung von
T-Zellen beteiligt. CXCR3 bindet die Liganden IP-10, Mig und I-TAC®. CCRS5 ist der
Rezeptor fiir die Chemokine RANTES, MIP-1a sowie MIP-1p%. Beide Rezeptoren werden
hauptsachlich auf CD4-positiven Gedachtniszellen exprimiertgg. Nach Interaktion mit ihren
Liganden konnte fir beide Rezeptoren die Induktion einer Integrin-vermittelten
GefaRwandadhasion gezeigt werden®, welche die Einwanderung CXCR3- und CCR5-
positiver T-Zellen in entzindete Gewebe ermdglicht. Zahlreiche Arbeiten haben die in vitro
und in vivo Assoziation von CXCR3 und CCR5 mit Krankheiten untersucht, fir die eine Ty1-
vermittelte Immunantwort belegt ist. Oben genannte Rezeptoren wurden auf T-Zellen in
Synovialflissigkeit bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis nachgewiesengg. Ebenso
fanden sich bei der Hepatitis C die Rezeptoren vermehrt auf Gewebe-infiltrierenden T-

Zellen'®

. In Hirnlasionen von Patienten mit Multipler Sklerose lief3en sich ebenfalls vermehrt
CXCR3- und CCR5-positive T-Zellen nachweisen. In der gleichen Arbeit wurde dartber
hinaus ein zur Kontrollgruppe gréRerer Anteil peripherer CXCR3-positiver Ty-Zellen im Blut
von an Multiple Sklerose erkrankten Patienten beschrieben®. Eine basale Expression auch
in Abwesenheit aktiver Entzindungsprozesse ist durch den konstanten Nachweis von
CCR5 und CXCR3 in peripheren Lymphozyten belegt: CCR5 und CXCRS3 konnten auf 15%
respektive 35% aller peripheren CD3+ Lymphozyten nachgewiesen werden®, sowie auf
35% respektive 50% aller peripheren CD4+ Gedachtniszellen®®. Patel et al. wiesen CCR5
MRNA in peripheren T-Zellen in einer GréRenordnung von 10° Kopien/ng RNA nach®. In
der vorliegenden Arbeit konnte bei allen untersuchten Probanden eine CCR5 Expression
festgestellt werden. Ebenso gelang der Nachweis von CXCR3 mRNA in einer

GroRenordnung von 10°-10° Kopien/10® Kopien GAPDH.

5.4 Zusammenhang der molekularbiologischen Marker untereinander

Verschiedene Arbeiten haben eine Assoziation bestimmter Chemokinrezeptoren mit Zellen
des Ty1- und Ty2-Phanotyps propagiert. Hinter diesem Modell stand die Uberlegung, dass
durch die Expression eines spezifischen Chemokinrezeptormusters polarisierte T-Zellen mit
unterschiedlicher Effektorfunktion in verschiedene Gewebe auswandern kdnnen. In der

vorliegenden Arbeit wurde eine Korrelation der mRNA-Expression von IFN-y mit der von
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CXCR3 und CCR5 gefunden. Ebenso fand sich eine Assoziation zwischen der mRNA
Expression von CXCR3 und CCR5. Diese Zusammenhange waren jedoch nicht statistisch
signifikant. Eine negative Korrelation zwischen CCR4 und IFN-y bzw. CCR5 oder CXCR3
wurde nicht festgestellt. Mehrere Studien'®**"®*" fanden nach in vitro Stimulation von T-
Zellen unter Ty1-polarisierenden Bedingungen ebenfalls eine Assoziation von CCR5 und
CXCR3 mit IFN-y produzierenden Zellen. Demgegenuber fand sich nach Stimulation unter
Tu2-polarisierenden Bedingungen eine Assoziation von CCR4 mit IL-4 produzierenden
Zellen, welche nur zu einem geringen Teil die Rezeptoren CXCR3 und CCR5

21,97

exprimierten” ", Wie unter 5.3.4. ausgefiuhrt, wurde sowohl in vivo als auch in vitro eine

Assoziation von CXCR3 und CCR5 mit Ty1-assoziierten Erkrankungen festgestellt®®*"%.

Die Assoziation von CCR4 und seinen Liganden TARC und MDC mit IL-4-produzierenden

28,79 28,71,76

Tw2-Zellen in vitro sowie mit Ty2-assoziierten Krankheiten in vivo ist in der Literatur
mehrfach belegt. In dem dieser Arbeit zugrunde liegenden Kollektiv konnte IL-4 in
Vorversuchen mit Hilfe der real-time RT-PCR nicht nachgewiesen werden, weshalb zu
diesem Zusammenhang keine Aussagen moglich sind.

Far das Fehlen eines eindeutigen Expressionsmusters in der vorliegenden Arbeit bieten
sich eine Reihe madglicher Erklarungen: Periphere unstimulierte CD4-positive Zellen
bestehen zu einem grofRen Anteil aus nicht-polarisierten Ty-Gedachtniszellen, die aufgrund
fehlender IFN-y— oder IL-4-Produktion weder dem Tu1- noch dem Tu2-Phanotyp
zugerechnet werden kdénnen. In einer Arbeit zur Oberflachenexpression auf Einzelzellebene
kamen Kim et al. zu dem Ergebnis, dass bis zu 80% aller peripheren, unstimulierten CCR4-
positiven Ty-Zellen, sowie 50% aller CXCR3- und 45% aller CCR5-positiven Zellen weder
dem Ty1- noch dem Ty2-Phanotyp zuzuordnen sind. Daneben fanden sich CCR4-positive
Tu1-Zellen sowie CXCR3-positive Ty2-Zellen®®. Andrew et al. fanden mittels FACS-Analyse
in peripheren unstimulierten CD4+ Zellen 5% CCR5/CCR4- sowie 11% CXCR3/CCR4-
doppelt positive Zellen®. Diese Daten stehen zu der vorwiegend durch in vitro Versuche
etablierten Zuordnung bestimmter Chemokinrezeptoren zum Ty1- oder Ty2-Phanotyp in
Wiederspruch. Es ist mdglich, dass die unterschiedlichen ex vivo Stimulationen der Zellen
ausschlaggebender fir die Ausbildung des Phanotyps waren, als deren urspriingliche
Funktion. So konnten Loetscher et al.”® nach Stimulation klonierter Ty-Zellen mit IFN-y eine
signifikant héhere Anzahl CCR5-positiver Zellen nachweisen, Sallusto et al.” hingegen nur
nach Kostimulation mit IL-2. Die Stimulation naiver peripherer Ty-Zellen mit dem anti-CD3-
Antikérper OKT3 fiihrte bei Annunziato et al.” zur vermehrten CCR4-Expression, bei Rabin
et al.® hingegen nicht. Diese Unterschiede sind mdglicherweise auf unterschiedliche
kostimulatorische Signale infolge verschiedener Stimulationsprotokolle oder auf

unterschiedliche Ausgangspopulationen der verwendeten CD4+ Zellen zurlickzuflhren.
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Neuere Daten sprechen ferner daflir, dass die klare funktionelle Trennung peripherer CD4+
Zellen in den Tyl- und T2 Phanotyp und damit ein ihnen zugeordnetes
Chemokinrezeptormuster eine Vereinfachung darstellt. Dies belegen Daten, die zeigen,
dass ein verminderter Einfluss von regulatorischen T-Zellen auf Ty1- und Ty2- Zellen, und
nicht ein Ubergewicht des einen Phanotyps tiber den anderen zur Ausbildung allergischer
bzw. autoimmuner Reaktionen fiihren kann'®%%°0:9100.110

In Einklang mit der Literatur weisen die Daten der vorliegenden Arbeit jedoch auf eine
Assoziation der Rezeptoren CXCR3 und CCR5 mit IFN-y produzierenden Ty1-Zellen in vivo

in unstimulierten, peripheren Zellen hin.

5.5 Zusammenhang der molekularbiologischen Ergebnisse mit klinischen Parametern

5.5.1 Elterliche Atopie

Es wird eine starke Assoziation zwischen elterlicher Atopie und dem kindlichen Risiko,
Erkrankungen des atopischen Formenkreises zu entwickeln, angenommenm. Das
Vorliegen von Asthma bei beiden Elternteilen hatte in einer Arbeit von Martinez et al. einen
positiv pradiktiven Wert von 60% fir das Auftreten von Asthma bei den Kindern bis zum
Alter von sechs Jahren®. Dem gegenuber steht die Tatsache, dass die meisten Kinder mit
atopischen Manifestationen aus Familien mit negativer Familienanamnese kommen’. Auf
molekularer Ebene konnten Holt et al.*® eine verminderte IFN-y Produktion von T-Zellklonen
aus Nabelschnurblut von Kindern mit positiver atopischer Familienanamnese im Vergleich
zu Kindern mit negativer Familienanamnese zeigen. Entwickelten diese Kinder in den
ersten Lebensjahren eine atopische Dermatitis so wurden nach in vitro Stimulation
peripherer Ty-Zellen dieser Kinder weiterhin verminderte IFN-y Spiegel gemessen.
Manifestierte sich keine Dermatitis, erreichten die IFN-y Spiegel im Vergleich zu Ty-Zellen
gesunder Erwachsener gleich hohe Spiegel. Dies wurde als verzogerte Entwicklung eines
protektiven Ty-1 Phanotyps interpretiert®’. Der Einfluss der elterlichen Atopie auf die
kindliche Chemokinrezeptorexpression peripherer T-Helferzellen wurde bislang nicht
untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante Korrelation zwischen der
CCR4 mRNA Expression in peripheren unstimulierten Ty-Zellen und der elterlichen Atopie
festgestellt (Kruskal-Wallis Test). Kinder mit einfach positiver Familienanamnese hatten
eine geringere mRNA Expression von CCR4 als Kinder mit negativer Familienanamnese.
Kinder mit doppelt positiver Familienanamnese hatten jedoch eine signifikant héhere CCR4
mRNA Expression als Kinder mit einfach positiver Familienanamnese. Fir CXCR3 wurde

ebenfalls eine geringere mMRNA Expression bei Kindern mit einfach positiver
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Familienanamnese gegenlber denen mit negativer Familienanamese gefunden. Kinder mit
doppelt positiver Familienanamnese hatten jedoch eine signifikant hdhere CXCR3 mRNA
Expression gegenuber Probanden mit negativer oder einfach positiver Familienanamnese.
Zu beobachten war daruber hinaus ein Fehlen der Proben mit der geringsten mRNA
Expression von sowohl CCR4 als auch CXCR3 in der Gruppe mit zweifach positiver
Familienanamnese. Diese Ergebnisse konnten auf eine vermehrte basale Expression
sowohl Ty1- als auch Ty2-assoziierter Chemokinrezeptoren auf Ty-Zellen im peripheren Blut
von Hochrisiko-Kindern hindeuten. Der beschriebene intrinsische T-Zell-Defekt bei Kindern
mit atopischer Pradisposition, der zu einer geringeren IFN-y Expression gegenuber nicht-

38087 konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet

pradisponierten Kindern flhrt
werden. Diese Ergebnisse waren ausschliellich durch in vitro Stimulation von
Nabelschnurblut- oder peripheren T-Zellen generiert worden, was moglicherweise eine
Verzerrung, sicher aber eine Verstarkung der in vivo Situation zur Folge hatte. In dem
dieser Arbeit zugrunde liegenden Ausgangsmaterial, in dem eine niedrige basale in vivo
IFN-y mRNA Expression nachgewiesen wurde, konnte deshalb eine fehlende Ty1-

Polarisierung anhand von IFN-y nicht gezeigt werden.

5.5.2 Atopische Dermatitis

Die atopische Dermatitis ist eine chronisch entziindliche Hauterkrankung von genetisch
pradisponierten Menschen. Sie ist meist die erste Manifestation einer Erkrankung des
atopischen Formenkreises und hat eine Pravalenz von 15-20% bei zweijahrigen Kindern.
Damit ist sie die haufigste Hauterkrankung in dieser AItersgruppeg. Ein Ungleichgewicht
zwischen dem Ty1- und dem Ty2-Phanotyp mit Uberwiegender Aktivierung und
Rekrutierung von Ty2-Zellen gilt als entscheidender Pathomechanismus. Nach einem
Modell von Grewe et al.** Uberwiegen initial allergen-spezifische Ty2-Zellen. Die hierdurch
aktivierten und rekrutierten Eosinophilen und Makrophagen produzieren IL-12, was
wiederum zur Aktivierung von allergen-spezifischen und -unspezifischen Zellen des Ty1-
Phanotyps fuhrt. Hierdurch kénnte es im chronischen Stadium der Erkrankung zu einem
Entziindungsmilieu von Ty1- als auch Tp2-assoziierten Zytokinen, Chemokinen und ihren
Rezeptoren kommen'''. In zahlreichen Arbeiten wurden im peripheren Blut erwachsener
Patienten mit atopischer Dermatitis signifikant mehr IL-4-positive72 sowie signifikant weniger
IFN-y-positive Tu-Zellen® gefunden. In einer Arbeit wurden unstimulierte, periphere T-Zellen
ein- bis funfjahriger Kinder untersucht. Dabei wurde ein unveranderter IFN-y mRNA Gehalt

bei gleichzeitig verminderter IFN-y Proteinexpression bei hautkranken Kindern im Vergleich
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zur  gesunden Kontrollgruppe festgestellt, und ein post-transkriptionellen
Proteinsynthesedefekt als Ursache vermutet®’. Bei Erwachsenen mit Neurodermitis konnten

71,111,120

signifikant mehr periphere CCR4-positive Ty-Zellen sowie erhdhte Serumspiegel
seiner Liganden TARC"" und MDC?* nachgewiesen werden. Hinsichtlich der Rezeptoren
CCR5 sowie CXCR3 findet man widersprichliche Ergebnisse. Einerseits wurden diese auf
signifikant weniger peripheren Ty-Zellen von Patienten mit atopischer Dermatitis

gefunden®'?

, andererseits zeigte sich in einer Arbeit eine signifikante positive Korrelation
der CCR5-Oberflachenexpression peripherer Ty-Zellen mit dem klinischen Schweregrad
(skin eruption score) des atopischen Ekzems’®. Andere’’ fanden keinen Unterschied in der
Oberflachenexpression von CXCR3 bei Patienten mit bzw. ohne atopische Dermatitis. Zur
Chemokinrezeptorexpression bei Kindern mit atopischer Dermatitis liegen bislang keine
Daten vor. Leung et al. fanden eine signifikante Korrelation zwischen der
Serumkonzentration der CCR4-Liganden MDC und TARC und dem Schweregrad der
atopischen Dermatitis, wohingegen eine Korrelation des CXCR3-Liganden IP-10 hiermit
nicht gelangSS. In einer Arbeit von Frezzolini et al. zeigten sich signifikant hdhere
Serumkonzentrationen des CCR5-Liganden RANTES bei Kindern mit atopischem Ekzem
gegeniiber gesunden Kindern”. Aufgrund der Promiskuitat der Chemokine gegentiber ihren
Rezeptoren lassen oben genannte Ergebnisse allerdings keine direkten Schlisse auf die
Chemokinrezeptorexpression zu. In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation der
MRNA Expression von IFN-y und der Chemokinrezeptoren CCR4, CCR5 und CXCR3 mit
der arztlichen Diagnose einer atopischen Dermatitis oder mit von den Eltern beobachteten
Symptomen einer atopischen Dermatitis gefunden werden. Es ist moglich das
Veranderungen des Chemokinrezeptormusters in peripherem Blut erst bei langer und
schwerer Krankheitsdauer messbar sind. So wurde eine Korrelation zwischen CCR4 und
dem Vorliegen eines atopischen Ekzems als umso hdher beschrieben, je schwerer die

Krankheit ausgepragt war’".

5.5.3 Wheezing

Wheezing ist das klinische Korrelat einer Bronchokonstriktion verbunden mit entzindlichen
Atemwegsverénderungengo. Atiologisch kommen hierfiir im Wesentlichen infektiése und
allergische Atemwegserkrankungen in Betracht, wobei die klinische Differenzierung bei
Kindern im Alter von zwei Jahren schwierig ist*. Der Zusammenhang der peripheren
Zytokin- und Chemokinrezeptorexpression auf Tg-Zellen bei Kindern mit dem

Symptomenkomplex ,wheezing“ wurde bislang kaum untersucht. Aufgrund zu geringer
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Fallzahlen konnte der Zusammenhang zwischen wheezing und den Molekulen IFN-y sowie
CCR4 und CXCR3 in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden. Es wurde ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von wheezing und der CCR5 mRNA
Expression peripherer unstimulierter Ty-Zellen festgestellt. Die Aussagekraft dieses
Ergebnisses ist aufgrund der kleinen Fallzahl (n = 3/23) stark eingeschrankt. Moglich ware
jedoch eine durch Vvirale Infektionen induzierte Expansion der CCR5-positiven
Subpopulation peripherer Ty-Zellen vom Ty1-Phanotyp oder ein erhdhtes Aktivitatsniveau
dieser Zellen. Dies erscheint vor dem Hintergrund plausibel, dass in den ersten drei
Lebensjahren wheezing ohne gleichzeitiges Auftreten von Atemwegsinfekten selten ist""®.
Das die frihe Auspragung eines Ty1-Phanotyps einen protektiven Effekt auf die spatere
Entwicklung asthmatischer Beschwerden hat, lasst eine aktuelle epidemiologische Studie
vermuten, die das Auftreten mutmallich viral induzierter rhinitischer Symptome im ersten
Lebensjahr als protektiv fir die spatere Entwicklung von Asthma identifizierte®. Zur
weiteren Beurteilung dieses Zusammenhanges missen die im Rahmen dieser Arbeit

erhaltenen Daten an einer gréReren Stichprobe untersucht werden.

554 IgE

Die Quervernetzung von auf der Mastzelloberflache gebundenem IgE durch Allergene und
die damit verbundene Freisetzung vasoaktiver und inflammatorischer Substanzen ist ein
zentraler Prozess im Pathomechanismus allergischer Reaktionen*’. Bei der klinischen
Interpretation von IgE wird zweierlei unterschieden: Das Gesamt-IgE im Serum zur
Beurteilung der allergischen Disposition eines Organismus sowie das spezifisch gegen
einzelne Allergene gerichtete IgE als Ausdruck der individuellen Sensibilisierung. Die
Aussagekraft von erhohtem Gesamt-IgE im Nabelschnurblut Neugeborener als
prognostischer Parameter hinsichtlich der Ausbildung eines atopischen Phanotyps wird
kontrovers diskutiert. Magnusson et al. ermittelten einen positiv pradiktiven Wert von 72%
von erhéhtem Nabelschnur-IgE hinsichtlich der Ausbildung atopischer Symptome im Alter
von 18 Monaten, und schrieben diesem eine hohe Aussagekraft zu®. Hansen et al. fanden
bei gleicher Fragestellung einen positiv pradiktiven Wert von nur 21%%. Rinas et al. fanden
in Nabelschnurblut eine verminderte in vitro IFN-y Produktion bei Kindern atopischer Eltern
unabhangig von der Héhe des Nabelschnur-IgE91. Kdrzlich konnte gezeigt werden, dass die
Konzentrationen der CCR4-Liganden MDC und TARC sowie der CXCR3-Liganden IP-10
und MCP-1 in Nabelschnurblut unabhangig von der Hohe des dort gemessenen Gesamt-

IgE waren®®. Der Zusammenhang zwischen der Hohe des Nabelschnur-IgE und der Zytokin-
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sowie Chemokinrezeptorexpression im Alter von zwei Jahren wurde bisher nicht untersucht.
Wir konnten keine Korrelation zwischen diesen Parametern feststellen.

In der vorliegenden Arbeit bestand keine Korrelation zwischen der IFN-y mRNA-Expression
und dem Gesamt- oder spezifischen IgE im Alter von zwei Jahren. Dies ist im Einklang mit
Daten von Borres'’, Koning®' und Esnault et al.?*. Fiir die periphere Oberflachenexpression
von CCR4 auf Ty-Zellen konnte eine signifikante Korrelation mit dem Serum Gesamt-IgE
bei Patienten mit atopischer Dermatitis gezeigt werden, fir CXCR3 und CCRS hingegen
nicht’""®
von CCR4, CCR5 und CXCR3 unstimulierter Ty-Zellen und dem Gesamt-IgE oder einzelnen

spezifischen IgE finden. Die Aussagekraft der Ergebnisse ist durch die kleine Fallzahl

. Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen der peripheren mRNA-Expression

eingeschrankt. Mdoglicherweise gelange in einem groReren Kollektiv eine Korrelation
bestimmter Chemokinrezeptoren mit einzelnen spezifischen IgE. Dies ware vor dem
Hintergrund verschiedener Eintrittspforten der verschiedenen Allergene (Hausstaubmilben
Uber den Respirationstrakt vs. Hihnereiweil® Uber den Gastrointestinaltrakt) und der
diskutierten gewebsspezifischen Rolle von beispielsweise CCR4 denkbar®. Eine Korrelation
zwischen nahrungsmittelspezifischem IgE mit der Auspragung der atopischen Dermatitis
sowie zwischen Hausstaubmilben-IgE und allergischen Atembeschwerden konnte so

gezeigt werden®.

5.6 Zusammenhang der molekularbiologischen Ergebnisse mit der Exposition

Die zunehmende Pravalenz allergischer Erkrankungen in westlichen Industrienationen wird
unter anderem darauf zurtickgefuhrt, dass die verbesserten hygienischen Bedingungen zu
einer verminderten Interaktion des frihkindlichen Organismus mit starken Ty1-Stimuli in

Form mikrobieller Antigene fihren'®

. Dies wiederum kdnnte eine Verschiebung des Ty1-
/Ty2-Gleichgewichtes in Richtung eines Ty2-Phanotyps zur Folge haben, und damit die
Entstehung allergischer Erkrankungen beglnstigen. Daruber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Zeitpunkt*?, Dosis*®, sowie Ort der Exposition eines Antigens im menschlichen
Kbrper64 wesentlich fur die Ausbildung einer atopischen Ty2-, oder einer potentiell
protektiven Ty1-Immunantwort sind. Zur Untersuchung dieses Zusammenhangs wurde in
der vorliegenden Arbeit der Gehalt an Allergenen sowie der Endotoxinspiegel in den
Muttermatratzen drei Monate nach Geburt der Kinder gemessen, und mit der peripheren
IFN-y sowie Chemokinrezeptorexpression auf Ty-Zellen im Alter von zwei Jahren korreliert.
Matratzenstaub ist eine wesentliche Expositionsquelle dieser Substanzen fur Kinder. Er gilt

als Indikatorsubstanz fir den Gehalt biogener Stoffe in Wohnungen, und wird hier in
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3281 Da alle Kinder in den

konstanter Héhe unabhangig von saisonalen Einflissen gefunden
ersten Monaten in den Betten der Mutter schiefen, kann der Gehalt der gemessenen
Substanzen als aussagekraftig sowohl hinsichtlich der pranatalen, als auch der friihen

postnatalen Exposition angesehen werden”.

5.6.1 Hausstaubmilben- und Katzenallergene

Die Exposition gegeniber Hausstaubmilbenantigenen im frihen Kindesalter ist ein

Risikofaktor fiir die spatere Entwicklung von Asthma’®'"

. Eine Dosis-Wirkung-Beziehung
zwischen der Exposition mit, und der Sensibilisierung gegen Hausstaubmilben konnte
gezeigt werden''®. Ghammeaghami et al. konnten zeigen, dass Der p1 (iber eine Kappung
des IL-2 Rezeptors (CD25) eine verminderte in vitro IFN-y Produktion in Ty1-Zellen
induziert. Dies begunstigte die Entwicklung eines TH2-Phénotyps33. Der Zusammenhang
zwischen der peripheren Chemokinrezeptorexpression CD4-positiver Zellen wurde bislang
nicht untersucht. Wir konnten keinen Zusammenhang hiermit feststellen. Ebenso fand sich
kein Zusammenhang mit der IFN-y Expression.

Der Einfluss fruhkindlicher Katzenexposition auf die atopische Sensibilisierung wird
kontrovers diskutiert. Wahn et al. konnten eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung

"% Andere hingegen fanden eine inverse Korrelation® sowie ein reduziertes Risiko

95,107

zeigen
fur die Ausbildung eines atopischen Ekzems®, firr die atopische Sensibilisierung , die
Entwicklung einer allergischen Rhinitis®® oder Asthma® im spateren Leben. Dies wurde auf
eine vermehrte Ty1-Antwort nach kindlicher Exposition gegenliber gréReren Mengen an
Katzenallergenen zurUckgerhrt%. Im Gegensatz hierzu vermuteten Platts-Mills et al. die
Ausbildung eines ,toleranten® Ty 2-Phanotyps nach vermehrter Exposition gegenuber
Katzenallergenen durch vermehrte Produktion von IgG4 statt IgE ohne Einfluss auf Zellen
des TH1-Phénotyp385. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit,
die keine Korrelation zwischen der mRNA Expression von IFN-y oder den Ty1-assoziierten
Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR3 und der Exposition gegenuber Katzenallergenen
zeigen konnte. CCR4 wird auf einer Subpopulation von Ty-Zellen exprimiert, welchen eine
Rolle bei Zellwanderungsprozessen zwischen lymphatischem Gewebe und der Haut
zugeschrieben wird. Diese Kompartmentalisierung koénnte die fehlende Assoziation
zwischen der Exposition gegenlber Aeroallergenen wie Der p1/f1 und Fel d1 und der

Expression dieses Molekils erklaren.
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5.6.2 Endotoxin

Endotoxin ist ein ubiquitar in der Natur vorkommender, stark immunogener Bestandteil der
aulleren Membran gram-negativer Bakterien. Ein erhdhter Endotoxingehalt im
Wohninnenraum wurde in Bauernfamilien gefunden, sowie in Haushalten, in denen Kinder

38,80,112

regelmalig Kontakt zu Tieren hatten, oder Haustiere gehalten wurden . In zahlreichen

epidemiologischen Studien wurde Endotoxin als protektiv hinsichtlich der atopischen

12,13 12,13

Sensibilisierung © ™, der Entstehung von Heuschnupfen ™, Neurodermitis®® und Asthma™
bei Kindern identifiziert. In vitro Studien zeigen, dass Lipopolysaccharide und Endotoxin
Uber ihren Rezeptor CD14 sowie Uber Rezeptoren aus der Familie der foll-like Rezeptoren
(TLR) Antigen-prasentierende Zellen stimulieren. Diese produzieren daraufhin Zytokine wie
IL-12, die eine Differenzierung und Proliferation von Ty1-Zellen induzieren®. Gereda et al.
fanden eine Korrelation zwischen der in vitro IFN-y Expression peripherer Ty-Zellen bei 9-24
Monate alten Kindern und dem in der Wohnung gemessenen Endotoxingehalt”. Daruber
hinaus zeigten CCR5-defiziente Mause ein besseren Uberleben nach intraperitonealer
Endotoxinexposition gegeniiber CCR5-Wildtyp-Mausen'®, was fir einen funktionellen
Zusammenhang von Endotoxin mit diesem Rezeptor spricht. In der vorliegenden Arbeit
wurde ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen dem Endotoxinspiegel, gemessen
in den Muttermatratzen der Probanden, und der CCR5 mRNA Expression peripherer Ty-
Zellen gefunden. Dieses Ergebnis lasst einen funktionellen Zusammenhang analog oben
genannter Ergebnisse vermuten, und deutet darauf hin, dass sein Nachweis in peripheren
unstimulierten  Tu-Zellen  zweijahriger  Kinder gelingt. Eine  Korrelation der
Endotoxinexposition mit der IFN-y- oder CXCR3-Expression wurde nicht gefunden.
Moglicherweise kommt der CCR5-positiven Subpopulation von Ty1-Zellen entscheidende
funktionelle Bedeutung bei der Interaktion mit Endotoxin zu.

Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Zusammenhang zwischen der Endotoxinexposition
mit dem Ty2-assoziierten Chemokinrezeptor CCR4 deutet ebenfalls auf eine funktionelle
Rolle dieses Rezeptors bei der Interaktion mit Endotoxin hin. Kirzlich wurde gezeigt, dass
die Interaktion von LPS mit TLR4 notwendig fir die Induktion einer Ty2-Antwort auf die
inhalative Exposition mit Ovalbumin im in vitro Mausmodell ist”. Im Mausmodell konnte
dartber hinaus eine Migration CCR4-positiver Ty-Zellen nach LPS-Administration in durch
Propionibacterium acnes induzierte Granulome der Leber gezeigt werden'®, und es fand
sich eine verminderte Immunantwort von CCR4-defizienten Mausen auf intraperitoneale

Endotoxinadministration analog der von CCR5-defizienten Mausen'®"%.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund und Fragestellung:

Die Konfrontation des Immunsystems mit einem definierten Antigen I0st eine spezifische
Immunantwort aus. Die daran beteiligten Tu-Zellen kdnnen anhand der von ihnen
sezernierten Zytokine in Ty1- und Th2-Zellen sowie in weitere Subtypen differenziert
werden. Dabei sind Ty1-Zellen durch die Synthese von IFN-y charakterisiert, wahrend T,2-
Zellen vorwiegend Interleukin-4 produzieren. Die gezielte Auswanderung von Ty-Zellen in
inflammatorische Gewebe wird unter anderem durch Chemokinrezeptoren, welche
chemotaktische Zytokine (sog. Chemokine) binden, gesteuert. Ty1-Zellen exprimieren
bevorzugt CXCR3 und CCR5, Ty2-Zellen dagegen CCR3 und CCRA4.

Tu-Zellen sind an der Pathogenese von Typ | Allergien entscheidend beteiligt. Fir die
Entwicklung der hinsichtlich der Ausbildung von Typ | Allergien protektiven Ty1-Zellen
scheint die Auseinandersetzung des Immunsystems mit mikrobiellen Antigenen in der
allerfrihesten Kindheit notwendig zu sein. Gleichzeitig sind im Kleinkindesalter bisherige
klinische sowie laborchemische Parameter fur die Diagnostik von Typ | Allergien haufig
nicht aussagekraftig. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, in einem Pilotprojekt an
einem Normalkollektiv zweijahriger Kinder das Expressionsmuster oben genannter
Chemokinrezeptoren auf peripheren Ty-Zellen zu analysieren. In einem zweiten Schritt
sollte untersucht werden, ob ein positiver Zusammenhang zwischen Ty2-assoziierten
Chemokinrezeptoren und der Familienanamnese hinsichtlich atopischer Erkrankungen, der
klinischen Diagnose einer atopischen Dermatitis und anderen in der Allergiediagnostik
eingesetzten Parametern besteht, oder sich ein negativer Zusammenhang zwischen den
Tu1-assoziierten Chemokinrezeptoren und oben genannten Parametern zeigen lasst.
Daruber hinaus sollte Uberprift werden, ob zwischen der Endotoxinexposition, als Proxy fur
die mikrobielle Exposition in den ersten Lebensmonaten, und dem Expressionsmuster der

Chemokinrezeptoren ein Zusammenhang nachgewiesen werden kann.

Methode:

Fir die vorliegende Arbeit stand eine Subpopulation von 42 Kindern im Alter von zwei
Jahren des zwischen 1998 und 1999 rekrutierten Normalkollektives der LISA-Studie
(Einfluss von Lebensstilfaktoren auf die Entwicklung des Immunsystems und Allergien) zur

Verfligung. Unstimulierte periphere mononukleare Zellen wurden durch Dichtezentrifugation
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aus Vollblut isoliert. AnschlieRend wurden CD4-positive Ty-Zellen durch die MACS®-
Technologie angereichert. Nach RNA-Isolation und cDNA-Synthese wurde mittels real-time
RT-PCR die mRNA-Expression von IL-4 und IFN-y sowie der Ty1-assoziierten
Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR3 und der Ty2-assoziierten Molekile CCR3 und
CCR4 in dieser Zellpopulation quantifiziert.

Ergebnisse:

Die Chemokinrezeptoren CCR4, CCR5 sowie CXCR3 waren bei allen Probanden
nachweisbar. CCR3 konnte bei acht von 37, IFN-y bei 33 von 42 untersuchten Probanden
nachgewiesen werden. IL-4 war nicht nachweisbar. Da bei einigen Proben eine
Kontamination mit genomischer DNA nicht sicher ausgeschlossen werden konnte, oder es
zum Auftreten von Primer-Dimeren in der RT-PCR kam, wurden diese Proben von der
weiteren Analyse ausgeschlossen (IFN-y n=16, CCR3 n=5, CCR4 n=14, CCR5 n=15,
CXCR3 n=18).

Es bestand ein positiver Trend in der Korrelation zwischen der mRNA-Expression von IFN-y
und den Chemokinrezeptoren CCR5 (r=0,571) sowie CXCR3 (r=0,386). Ebenso zeigte sich
ein positiver Trend in der Korrelation zwischen CCR5 und CXCR3 (r=0,273). Diese
Zusammenhange waren nicht statistisch signifikant.

Probanden mit zweifach positiver Familienanamnese hatten eine signifikant hdhere mRNA
Expression von CXCR3 gegenlber Probanden mit einfach positiver (p=0,045) oder
negativer (0,036) Familienanamnese. Die CCR4 mRNA-Expression war bei Probanden mit
zweifach positiver Familienanamnese gegenuber Probanden mit einfach positiver
Familienanamnese signifikant erhdht (p=0,015). Probanden mit wheezing in der Anamnese
hatten eine signifikant hdhere CCR5 mRNA-Expression als Probanden ohne wheezing
(p=0,03). Keine signifikanten Zusammenhange bestanden zwischen den untersuchten
Molekullen und den Parametern Symptome einer atopischen Dermatitis bis zum Alter von
zwei Jahren, Diagnose einer atopischen Dermatitis durch einen Arzt in den ersten beiden
Lebensjahren, Nabelschnur Serum-IgE, Gesamt-IgE oder spezifisches IgE im Alter von zwei
Jahren und HOhe des in der Muttermatratze gemessenen Hausstaubmilben- sowie
Katzenallergengehalts.

Dagegen korrelierte die CCR5 mRNA-Expression hochsignifikant (p=0,001) sowie die CCR4
MRNA-Expression grenzwertig signifikant (p=0,046) mit dem Endotoxingehalt in der

Muttermatratze der Probanden.
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Schlussfolgerungen:

70

In unstimulierten peripheren T-Helferzellen zweijahriger Kinder ist die Quantifizierung
der Chemokinzeptoren CCR4, CCR5 sowie CXCR3 mit Hilfe der real-time RT-PCR
moglich. IFN-y ist in der uberwiegenden Anzahl der untersuchten Probanden
nachweisbar, CCR3 nur bei wenigen, IL-4 bei keinem der Probanden.

Die mRNA-Expression Ty1-/Ty2-assoziierter Chemokinrezeptoren in unstimulierten,
peripheren T-Helferzellen ist fur die Differenzierung von Kindern mit von Kindern ohne
atopische Dermatitis nicht hilfreich.

Dagegen scheint die mRNA-Expression von CCR5 als mdglichem Marker einer Ty1-
Antwort mit dem Symptomenkomplex wheezing zu korrelieren. Dieser Befund muss in
Studien mit groRen Fallzahlen Uberprift werden. Wheezing ist am haufigsten mit
viralen Infektionen vergesellschaftet. Die weitere Nachuntersuchung der Kinder im
Schulalter wird zeigen, bei welchen Kindern sich dennoch Asthma manifestiert.

Die perinatale Endotoxin-Exposition ist mit einer erhdhten CCR5 mRNA-Expression
peripherer Ty-Zellen assoziiert.

Damit deuten die Befunde auf eine Verwertbarkeit der CCR5 mRNA-Expression als

Tu1-Marker in unstimulierten peripheren Ty-Zellen hin.
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8.4 Auszug aus dem 2-Jahres Fragebogen der LISA-Studie

Einfluss von Lebensbedingungen und Verhaltensweisen auf die

\C) / Entwicklung von Immunsystem und Allergien im Ost-West-Vergleich

\CDK/ 2-Jahresfragebogen

LISA

ID-Nummer |

1 Geburtsdatum des Kindes Tag

Monat Jahr

2 Geschlecht

minnlich [] weiblich []
8 Hatte Ihr Kind in den letzten 12 Monaten einen Hautausschlag?
ja l nein [
Wenn ‘NEIN’, gehen Sie bitte weiter zu Frage 9.
Wenn ‘JA’,
8.1 ja l nein [
Ist der Hautausschlag mit Unterbrechungen wiederholt
aufgetreten?
8.2 Wie lange hat der Hautausschlag angedauert? weniger als 7 Tage [
(Bitte geben Sie die Dauer der liingsten Episode an) 7-14 Tage ]
15-28 Tage l
mehr als 28 Tage H
War der Hautausschlag mit einem Juckreiz verbunden?
8.3 ja l nein [
8.4 Wenn ‘JA’, stiindig []
wie haufig hat sich Thr Kind tagsiiber gekratzt? oft ]
selten l
8.5 Trat dieser Hautausschlag bei Ihrem Kind an einer
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der folgenden Korperstellen auf:

im Gesicht, am Hals, im Nacken

an den Streckseiten von Armen, Beinen

in den Ellenbeugen oder Kniekehlen

an Hiinden, Fiilen, Hand- oder Fuligelenken

Am Rumpf, nicht am Po

an anderen Stellen ..................cccoooeeiiiiiiii

ja l nein [
ja l nein [
ja l nein [
ja l nein [
ja l nein [
ja l nein [

9 Hatte Thr Kind irgendwann einmal beim Atmen Ja [ nein ]
pfeifende oder keuchende Geridusche im Brustkorb?
Wenn ‘NEIN’, gehen Sie bitte weiter zu Frage 13.
10 Hatte Thr Kind in_den letzten 12 Monaten beim Atmen Ja [ nein ]
pfeifende oder keuchende Geridusche im Brustkorb?
Wenn ‘NEIN’, gehen Sie bitte weiter zu Frage 13.
11 Wie viele Anfille von pfeifender oder keuchender Atmung keinen Anfall []
hatte Ihr Kind in den letzten 12 Monaten?
1-3 Anfille [
4 - 12 Anfille [
mehr als 12 Anfille []
12 Wie oft ist Ihr Kind im Durchschnitt in den letzten 12 Monaten .. deswegen aufgewacht ]
wegen pfeifender oder keuchender Atmung aufgewacht?
weniger als 1 Nacht pro Waochel]
1 oder mehrere Nichte pro Woche
[
13 Hatte Ihr Kind in den letzten 12 Monaten irgendwann
einmal Anfille von Kurzatmigkeit oder Atemnot? ja N nein [
14 Hatte Ihr Kind_irgendwann einmal Asthma?
ja l nein [
15 Hatte Ihr Kind in_den letzten 12 Monaten pfeifende

oder keuchende Atemgeriusche im Brustkorb wihrend

oder nach korperlicher Anstrengung?

ja l nein [
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16

Hatte Thr Kind in__den letzten 12 Monaten jemals

ja l nein [

nachts einen trockenen Reizhusten, obwohl es keine Erkiltung

oder Bronchitis hatte?

17 Hatte Thr Kind irgendwann einmal Niesanfille oder eine
laufende, verstopfte oder juckende Nase, obwohl es nicht ja N nein [
erkiiltet war?
Wenn ‘NEIN’, gehen Sie bitte weiter zu Frage 23.
18 Hatte Ihr Kind irgendwann einmal Heuschnupfen?
ja l nein [
19 Hatte Ihr Kind irgendwann einmal einen juckenden
Hautausschlag, der stirker oder schwicher iiber ja N nein [
mindestens 6 Monate auftrat?
Wenn ‘NEIN’, gehen Sie bitte weiter zu Frage 30.
19.2 Trat dieser juckende Hautausschlag bei Threm Kind
irgendwann einmal an einer der folgenden Korperstellen ja N nein [
auf: In den Ellenbeugen oder Kniekehlen, an den Hand-
oder
Fuflgelenken, im Gesicht, am Hals?
19.4 Ist dieser juckende Hautausschlag in den letzten 12
Monaten jemals vollstindig verschwunden? ja N nein [
20 Hatte Thr Kind irgendwann einmal Neurodermitis?
(Atopisches Ekzem, Endogenes Ekzem?) ja N nein [
at ein Arzt bei Ihrem Kind im 1. oder 2. Lebensjahr eine der folgenden Krankheiten festgestellt?
21 H in A bei Th Kind im 1. oder 2. Lebensjahr eine der folgenden Krankhei festgestellt?

Sehen Sie bitte auch im gelben Vorsorgeheft Ihres Kindes - jeweils unter [] - bei ‘Sonstigen Bemerkungen’

nach.
Bronchitis ja []  nein [J
Obstruktive, asthmoide oder spastische Bronchitis ja []  nein [J
Asthma ja []  nein [J
Lungenentziindung ja H nein [
Pseudokrupp, Krupphusten ja [0  nein UJ
Nahrungsmittelallergie ja []  nein [J
Neurodermitis, allergisches oder atopisches Ekzem ja [0  nein UJ
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Ekzem ohne nihere Angabe ja []  nein [J

Heuschnupfen ja []  nein [J

ganzjihrig allergischer Schnupfen, z.B. Hausstaub- o 0O i [
milbenallergie Ja nein
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