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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
1.1 Asthma und Allergien bei Kindern und Jugendlichen
1.1.1 Definition und Epidemiologie

Weltweit stellen atopische Erkrankungen eines der grofiten gesundheitlichen Probleme der
modernen Gesellschaft dar. Waren Asthma und andere allergische Erkrankungen zu Beginn
des letzten Jahrhunderts noch vergleichsweise selten, ist die Prdvalenz in den letzten
Jahrzehnten sprunghaft angestiegen. Vor allem in industriell hoch entwickelten Lindern hat
sich die Zahl der Kinder mit einer atopischen Erkrankung in den letzten 20 Jahren

verdoppelt'.

Asthma bronchiale ist mit 8-10% eine der haufigsten chronischen Erkrankungen im
Kindesalter in Deutschlandz, wobei in der frithen Adoleszenz die Asthma-Inzidenz bei Jungen
und Midchen vergleichbar ist’. Bis zum Ende der Pubertit ist das minnliche Geschlecht etwa
doppelt so hidufig betroffen wie das weibliche. Im Allgemeinen ist die Pridvalenz der
Erkrankungen bei Kindern und Jugendlichen bis zum 19. Lebensjahr hoher, als die von
Erwachsenen. So kann angenommen werden, dass Kinder ihre Erkrankung wieder verlieren
konnen. In einer Untersuchung gaben 30% der Kinder, bei denen bis zum 7. Lebensjahr
Asthma diagnostiziert worden war, nach 28 Jahren keinerlei Symptome einer asthmatischen

Erkrankung mehr an”.

Zudem scheint die Asthmaprivalenz von soziookonomischen Faktoren und ethischer
Herkunft beeinflusst zu werden’. Mittels epidemiologischer Studien konnte die Pridvalenz
atopischer Erkrankungen an Kindern und Erwachsenen eingehend untersucht werden. So
leiden z.B. in Bayern und Nordrhein-Westfalen etwa ein Drittel aller Schulanfinger an einer

allergischen Sensibilisierung gegeniiber Allergenen in Luft- und Nahrungsmitteln6. Im Raum
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Miinchen weisen allein 33% der neun- bis elfjdhrigen Schulkinder eine allergische
Erkrankung (Rhinitis allergica, allergisches Asthma, atopische Dermatitis) auf’.

Es konnte gezeigt werden, dass beim Auftreten von Asthma erhebliche regionale
Unterschiede bestehen und Allergien vor allem in westlichen Lindern besonders hiufig sind®.
Allerdings sind bis heute keine Ursachen fiir die ldinderabhingige Variation der Priavalenz von

Allergien bekannt.

Allergien entstehen durch ,,eine verstirkte, spezifische Abwehrreaktion gegeniiber harmlosen
Substanzen im Sinne einer krank machenden Uberempfindlichkeit’ (eine das normale MaB
ibersteigende Reizbeantwortung)“. Dies kann an verschiedenen Organsystemen auftreten,
wobel vor allem Haut und Schleimhiute betroffen sind, da sie als Grenzfldche zwischen
Individuum und Umwelt fungieren. Die wichtigsten allergischen Erkrankungen umfassen
verschiedene Zustandsbilder, wie die saisonale oder ganzjidhrige Rhinokonjunktivitis, das

Kontaktekzem, das atopische Ekzem (Neurodermitis) und das atopische Asthma bronchiale.

Asthma bronchiale wiederum definiert sich als eine entziindliche Erkrankung der unteren
Atemwege. Diese ist charakterisiert durch eine rezidivierende, weitgehend generalisierte und
reversible Bronchialobstruktion'®, verursacht durch eine Hypertrophie und Kontraktion der
glatten Bronchialmuskulatur sowie eine Hyper- und Dyskrinie der Bronchialdriisen und ein

entziindliches Odem der Bronchialwand.

Wie beim Erwachsenen handelt es sich auch bei Kindern um eine episodisch auftretende
Atemwegsobstruktion, beruhend auf einer bronchialen Entziindung. Vor allem im
11-13

Kleinkindalter besteht die Schwierigkeit, die Ursache fiir eine Atemwegsobstruktion

richtig zu diagnostizieren. So kdnnen unter anderem eine passive Zigarettenrauchexposition
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oder eine Viruserkrankung in Zusammenhang gebracht werden. Aus diesem Grund
bezeichnet man bei Kindern das Asthma bronchiale auch als episodisch auftretendes
,Giemen‘ oder Husten, wenn in einem klinischen Zusammenhang Asthma wahrscheinlich ist
und eine andere Erkrankung ausgeschlossen werden kann. Zur Abgrenzung -einer
voriibergehenden obstruktiven Bronchitis von einem beginnenden Asthma bronchiale, kann
die Familienanamnese (Asthma oder Atopie in der Familie) hilfreich sein. Besteht eine
positive Familienanamnese, kann das Risiko an Asthma zu erkranken, um 75% erhoht sein',
Genauso wichtig sind Hinweise auf eine atopische Vorerkrankung, z.B. ein atopisches
Ekzem, als mogliche Vorlauferphase einer allergischen Atemwegserkrankung. Vor allem
frithzeitig positive Allergietests sind fiir die langfristige Risikoabschitzung von grofler

Bedeutungg.

1.1.2 Symptomatik

Bei einem Asthmaanfall weisen die Bronchien von Asthmatikern eine spezifische Reaktion
auf, d.h. sie verengen sich auf bestimmte Reize hin weit mehr als die Atemwege gesunder
Kinder. Diese Reaktion beruht auf einer Entziindung der Bronchialschleimhaut, an der unter
anderem eosinophile Granulozyten und Lymphozyten beteiligt sind"’. Durch eine
zunehmende Entziindung schwillt die Bronchialschleimhaut weiter an, und verkleinert das
Bronchiallumen, wodurch der LuftdurchfluB verkleinert wird. Aufgrund der
Dehnungsbewegung des Thorax kann Atemluft die verengten Bronchien passieren. Bei der
Exspiration wird der Brustkorb allerdings komprimiert, die Bronchien noch weiter
zusammengedriickt und das Abatmen erschwert. Daher wird Asthma oft als ,,Unfdhigkeit
ausatmen zu konnen“ beschrieben. Es entsteht eine forcierte und verldngerte Exspiration, die
sich bis zur Dyspnoe oder in schweren Fillen zur Tachypnoe steigern kann. Der Thorax

erscheint iiberbldaht und verharrt bei starken asthmatischen Patienten beinahe in der
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Inspirationsstellung (Volumen pulonum auctum). Die bronchiale Hyper- und Dyskrinie fiihrt
zu zdhglasigem Auswurf und auskultatorisch kann deswegen bei Asthmatikern ein massives
,Brummen®, ,,Giemen* und ,,Pfeifen* iiber beiden Lungenfeldern wahrgenommen werden.
Perkutorisch ist aufgrund der starken Uberblihung des Thorax ein hypersonorer bis tympaner

Klopfschall horbar.

Daraus ergeben sich die typischen Asthma-Symptome: Reizhusten, Atemnot wihrend bzw.
nach korperlicher Anstrengung, Engegefiihl in der Brust und eine pfeifende Atmung
(wheezing). Um die Atmung zu erleichtern, verwenden viele Asthmatiker die sogenannte
Lippenbremse: Atmet man gegen den Widerstand gespitzter Lippen aus, steigt der Luftdruck
in den Bronchien und verhindert dadurch den exspiratorischen Bronchialkollaps. Diese
Bronchialobstruktion kann sich entweder spontan oder durch den Einsatz von Medikamenten
ganz oder teilweise zuriickbilden. In den meisten Féllen dauert ein Asthamanfall mehrere
Minuten bis Stunden und der Patient erscheint anschlieBend wieder klinisch gesund. Diese
Asthmaanfille treten vor allem in den frithen Morgenstunden zwischen 3 und 5 Uhr auf, da
sie zirkadianen vagalen Einfliissen unterliegen. Dauert eine akute Dyspnoe allerdings ldnger
als 24 Stunden und spricht auf keine addquate Therapie an, handelt es sich definitionsgemif3

um einen ,,Status asthmaticus*.

Die Therapie bei einem Asthmapatienten hat zum Ziel, dass die Betroffenen weitgehend
beschwerdefrei werden und ein normales Leben fithren konnen'. Da davon ausgegangen
werden muss, dass es zu keiner vollstandigen Ausheilung kommt, gehort zur Therapie eine
stark reduzierte Anfallshdufigkeit, normale Aktivititen in Beruf und Freizeit, eine seltene
Notwendigkeit einer ,,Bedarfsmedikation und den bestmdéglichen Erhalt einer normalen

Lungenfunktion16.
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1.1.3 Atiologie des Asthma bronchiale
Allein durch die Symptomatik kann nicht auf die zugrunde liegende Form des Asthma
bronchiale geschlossen werden, wobei verschiedene Formen unterschieden werden konnen:

Mischformen, das intrinsische nicht-atopische und das extrinsische-atopische Asthma.

Die hdufigste Asthmaform bei Kindern sind Mischformen. Beim gemischtformigen Asthma
kommt es zu einer Kombination von atopischem und nicht-atopischem Asthma'’. Hiufig
entwickelt sich diese Form schon in der Kindheit. So kann sich z.B. durch die entziindlichen
Veridnderungen der Atemwege, wie sie fiir ein atopisches Asthma typisch sind, dazu fiihren,
dass die Empfindlichkeit gegeniiber unspezifischen Reizen wie Kailte, Feuchte oder

korperliche Belastung zunehmen.

Lisst sich bei einem Asthmapatienten keine Allergie nachweisen, so handelt es sich um ein
intrinsisches nicht-atopisches Asthma bronchiale. Die Atiologie hierfiir ist bislang nicht
vollstindig aufgeklirt. Jedoch liegt dem intrinsischen Asthma keine atopische Diathese
zugrunde, es existiert aber durchaus eine Hyperreagibilitidt des Bronchialsystems. Es besteht
iiberwiegend eine negative Eigen- oder Familienanamnese, kein positiver Hauttest, der so
genannten Skin-Prick-Test und kein erhohter IgE-Spiegel. Virusinfektionen sind besonders
bei Sduglingen und Kleinkindern unter zwei Jahren der Grund fiir die Entwicklung einer
Uberempfindlichkeit der Atemwege. Weitere auslosende Faktoren sind vor allem emotionale
Reize, wie Angstzustinde oder korperliche Anstrengung. Aber auch Umweltnoxen, wie
Zigarettenrauch im frithen Kindesalter, Pharmaka, wie Acetylsalicylsdure und Betablocker,

und Kilte konnen ursichlich sein.
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Bei etwa einem Drittel der kindlichen Asthmatiker lassen sich Typ-I-Allergien
(ImmunglobulinE-vermittelt) eindeutig als Ausloser nachweisen und sind fiir die klinische
Symptomatik malgeblich verantwortlich. Ist dies der Fall, handelt es sich um ein
extrinsisches-atopisches Asthma bronchiale. Der frithe Kontakt mit Allergenen aus Nahrung
und Umwelt, ist mafBgeblich fiir die Entwicklung einer Allergie von Bedeutung. Die
wichtigsten Allergene in Mitteleuropa stammen von Hausstaubmilben, Katzenepithelien
(ganzjihrige Allergene) sowie Hasel-, Birken- und Griserpollen (Inhalationsallergen)'®.
Ausschlaggebend fiir die Diagnostik ist neben dem typischen klinischen Erscheinungsbild und
der Lungenfunktionsanalyse eine positive Eigen- oder Familienanamnese. Ausserdem zeigen
80% der kindlichen Asthmatiker in der Allergiediagnostik einen positiven Hauttest und/oder
erhohte Werte an spezifischem IgE'®?’. Diese Sensibilisierung findet auf der Ebene der T-
Lymphozyten statt'”. Immunologisch finden sich beim extrinsischen-atopischen Asthma
passagere, mit der Allergenexposition zeitlich im Zusammenhang stehende aktivierte
Lymphozyten®'. Diese T-Lymphozyten sowie T-Helferzell-assoziierte Zytokine in den
Atemwegen  kindlicher  Asthmatiker steigern die Synthese allergenspezifischer

Immunglobuline und fordern die bronchiale Entziindung. (Abbildung 1)
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Auswirkungen auf die Lungenfunktion:
> Erhohter Atemwegswiderstand

> Storung in der Verteilung der Atemluft
> Behinderung der Ausatmung

Abbildung 1: Pathomechanismen des Asthma bronchiale. Diese Grafik zeigt, welche Faktoren
einen Asthmaanfall ausléosen konnen und welche Pathomechanismen einem Anfall zugrunde
liegen. (in verinderter Form aus Asthmaformen und Ausloser;
http://www.medizininfo.de/allergie/images/asthma.jpg)

1.2 Asthma bronchiale - Ein Ungleichgewicht der T-Helferzell-Differenzierung

Das atopische Asthma bronchiale ist eine chronische Atemwegserkrankung, an der zahlreiche
Zellen wie Mastzellen, eosinophile und neutrophile Granulozyten, Epithelzellen, aber vor
allem T-Lymphozyten beteiligt sind’. Durch die Interaktion zwischen Allergenen,
antigenprisentierenden Zellen und naiven T-Lymphozyten kommt es zur Aktivierung und
Differenzierung dieser Lymphozyten zu sogenannten T-Helferzellen (Th-Zellen) vom Typ 1
(Th;) oder Typ 2 (Thy). Heute geht man davon aus’, dass bei Asthmatikern ein
Ungleichgewicht innerhalb der T-Helferzellen besteht: Es iiberwiegen die Th,-Zellen, bei

einer gleichzeitig abgeschwichten Immunreaktion der Th;-Zellen.

Bei der Differenzierung der naiven T-Lymphozyten zu T-Helferzellen spielen

Transkriptionsfaktoren eine bedeutende Rolle. Der Schliisseltranskriptionsfaktor der Thy-
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Differenzierung ist GATA-3 (GATA binding protein-3), der die Zytokinexpression in Th,-
Zellen stimuliert. Durch das resultierende spezifische Zytokinmuster werden B-Lymphozyten
aktiviert, die zu Plasmazellen ausreifen und Immunglobulin E (IgE-Antikorper) freisetzen.

Auf diesem Weg wird eine allergische Reaktion aktiviert.

Bei Ausbildung einer chronischen Entziindung kommt es zur Differenzierung der T-
Lymphozyten zu Th;-Zellen. Hierbei sind T-bet (T-box expressed in T cells) und HLX1
(H2.0-Like Homeobox 1) die wichtigsten Transkriptionsfaktoren, die die Expression Th;-
spezifischer Zytokine regulieren. Abhidngig davon werden Makrophagen aktiviert, die eine
Entziindungsreaktion starten. Besteht ein Ungleichgewicht zwischen Th;- (zu wenig) und
Thy-Zellen (zu viel) bildet sich eine allergische Reaktion aus, auf deren Grundlage Asthma

entstehen kann.

1.2.1 Die T-Zellaktivierung

Die zelluldre Immunantwort gegen Allergene wird durch die Aktivierung von naiven CD4"-
Zellen iniziiert™. Naive Lymphozyten sind nicht fihig, Effektorfunktionen auszuiiben, die zur
Beseitigung des Krankheitserregers fithren. Dafiir miissen sie aktiviert werden und sich zu

Effektorzellen ausdifferenzieren.

Unreife Tho-Zellen (naive CD4"-Zellen) erkennen iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) und
spezielle Corezeptoren (z.B. Integrine (LFA-1) zusammen mit einem Liganden (ICAM-1))
die entsprechenden, infizierten Zellen. CD4"-Zellen interagieren dabei mit dem MHC-II-
Komplex (major histocompatibility complex) auf Antigenpridsentierenden Zellen (APC). APC
werden zu den dentritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen gezihlt, die vor allem in

epithelialem Gewebe zu finden sind.
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Uber den MHC-II-Komplex prisentieren sie naiven T-Zellen vorwiegend exogene Antigene
(z.B. Allergene)”. Nachdem die T-Zellen das Antigen erkannt haben, kommt es durch
spezifische Adhisionsmolekiile und costimulierende Molekiile zur Aktivierung der naiven T-
Zellen, wobei zwei Signale essentiell sind: Das erste Signal kommt durch die Bindung von
Antigen an den TCR-Komplex; das zweite Signal ist gegeben, wenn T-Zellen die
costimulierenden Molekiile (z.B. B7.1 (CD80)- und die B7.2 (CD86) -Proteine) auf APC
erkennen und eine Bindung eingehen. Nach Antigenkontakt sezernieren naive T-Zellen das
Zytokin Interleukin-2 (IL-2), das durch eine autokrine Bindung an einen IL-2-Rezeptor (IL-
2R) zu einer ausgepriagten Proliferation der T-Zellen fiihrt, die man auch klonale Expansion
nennt. Die expandierten Klone sind in der Regel spezifisch fiir einige wenige
immundominante Peptide des Erregers. Antigen-stimulierte proliferierende T-Zellen beginnen
zu Effektorzellen zu differenzieren, um den Erreger eliminieren zu kénnen. Dabei induzieren
T-Helfer-Zellen iiber Zytokine entweder organspezifische entziindliche Immunantworten
(Th;-Antwort) oder sie bremsen diese Reaktionen und stimulieren stattdessen die IgE-

Produktion in B-Lymphozyten (Th,-Antwort).
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Abbildung 2: Die T-Helferzell-Differenzierung. Die Entwicklung naiver CD4*-Zellen (Thy-Zellen) wird
durch Zytokine gesteuert: Nach Aktivierung der T-Zellen durch Antigenerkennung und
Costimulation kommt es unter dem Einfluss von IL-12 zur Ausdifferenzierung von Th;-Zellen. IL-12
wird von aktivierten APC (Makrophagen oder dentritischen Zellen) freigesetzt. Ist kein IL-12
vorhanden, produzieren T-Zellen IL-4, welches die Ausdifferenzierung der Zellen zu Th,-
Effektorzellen steuert. (aus Immunologie, Grundlagen und Wirkstoffe, Angelika Vollmer und Theodor
Dingermann, Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH Stuttgart)

Ein wichtiger Faktor, der die Differenzierung von CD4"-T-Zellen beeinflusst, ist die Dichte
der prisentierenden Liganden und die Menge des Antigens, das von den APC prisentiert
wird, wodurch die CD4"-Zellen ihren funktionellen Phinotyp festlegen. CD4"-Zellen, denen
Liganden und damit Antigen in geringer Dichte présentiert wird, entwickeln sich bevorzugt
zu Thy-Zellen, die dann wiederum IL-4/ IL-13 freisetzen und B-Zellen zur
Antikérperproduktion anregen”*?°. Liegen Liganden dagegen in hoher Dichte vor, so
differenzieren sie zu Th;-Zellen, die 1L-2 und Interferon-y (INF-y) ausschiitten und

Makrophagen aktivieren.

Dies spielt eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von Allergien: Antigene, die eine IgE-
vermittelte Allergie hervorrufen, liegen meist in verschwindend kleinen Mengen vor und
fordern somit die Entstehung von Thj-Zellen, die IL-4, jedoch kein INF-y freisetzen. In
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Gegenwart von INF-y findet keine IgE-Produktion statt, da dieses Zytokin ein wirksamer

Inhibitor des IL-4-abhingigen Klassenwechsels zu IgE ist.

1.2.2 Die Th;-Zell-Differenzierung und ihre wichtigsten Transkriptionsfaktoren

Die Differenzierung naiver T-Zellen zu Th;-Zellen, die vor intrazelluldren Erregern schiitzen
sollen, erfolgt nicht zufillig”. Die aktivierten CD4*-Zellen werden von Zytokinen stimuliert,
die sie aus ihrer Umgebung empfangen, sobald Antigen prisentiert wurde. Tho-Zellen, die
dem Einfluss von IL-12 ausgesetzt sind, differenzieren zu Th;-Zellen. Antigenprisentierende
Zellen sezernieren IL-12, als eine Reaktion auf die Aufnahme von Antigen. Bleibt jedoch die

Produktion von IL-12 aus, so entwickeln sich unter dem Einfluf3 von IL-4 Th,-Zellen.

Durch die Bindung von IL-12 an einem speziellen IL-12-Rezeptor (IL-12RB2) auf naiven T-
Zellen, kommt es durch eine verdnderte Genexpression zur Einleitung der T-
Zelldifferenzierung. Durch IL-12 wird iiber STAT-4 (signal of transducer and activator of
transcription) die Expression des Th;-spezifischen Transkriptionsfaktors T-bet (T-box
expressed in T-cells) aktiviert. T-bet ist ein ,,master regulator der Thl—Differenzierung27.
Zum einen hemmt T-bet die Expression Thy-spezifischer Zytokine, wie IL-4 (indirekt
GATA-3), und unterdriickt dadurch eine Differenzierung der Thy-Zellen zu Thy-Zellen. Zum
anderen wird durch die vermehrte Expression von T-bet die Th;-Zelle zur Sekretion von

IFN-y angeregt.

Dafiir induziert T-bet selbst die Expression eines weiteren wichtigen Th;-spezifischen
Transkriptionsfaktors, dem homeobox Transkriptionsfaktor HLX1%®. Nur durch die
Interaktion von T-bet mit HLX1 kommt es in der Th;-Zelle zu einer maximalen IFN-y-

Produktion. Dies spielt eine bedeutende Rolle in der weiteren Th;-Differenzierung und
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Aufrechterhaltung der Identitidt der Zelle. IFN-y reguliert die IL-4-Synthese der Th,-Zellen

herunter, hemmt die Th,-Zelldifferenzierung und hilt andererseits die Th;-Identitédt aufrecht.

AuBerdem werden Makrophagen aktiviert, die die eigentlichen Effektormechanismen

ausfithren: Beseitigung des Erregers und Amplifikation der Immunantwort. Aktivierte

Makrophagen sezernieren zum einen proinflammatorische Zytokine, wie IL-2, IL-15,

Lymphotoxina und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), die fiir die Rekrutierung weiterer

Entziindungszellen wichtig sind. Zum anderen werden IL-12 und IFN-y ausgeschiittet, die

wiederum, iiber einen positiven Riickkopplungsmechanismus die Bereitstellung von Th;-

Zellen sichern.

Th2-
Differenzierung

GATA3,|

Lymphotoxina
TNFa

O]L-IZ
IL-12Rp2
STAT 4

Thi-Zelle

IFNy

IL-12

IL-15

IL-2

12

Abbildung 3: Die Thy-
Zelldifferenzierung. = Durch  die
Bindung von IL-12 an einen
speziellen IL-12-Rezeptor
(IL-12RB2) auf naiven T-Zellen
kommt es iiber STAT4 zur
Expression des Th;-spezifischen
Transkriptionsfaktors T-bet. T-bet
interagiert mit HLX1 und initiiert
dadurch eine optimale INF-y-
Produktion. Durch die
Costimulation von CD40-L und
INF-y werden die Makrophagen
aktiviert. Diese sezernieren zum
einen pro-inflammatorische
Zytokine, die fiir die Rekrutierung
weiterer Entziindungszellen wichtig
sind. Zum anderen IL-12 wund
IFN-y, die wiederum iiber einen
positiven Riickkopplungs-
mechanismus die Bereitstellung von
Th;-Zellen sichern.
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1.2.2.1 Der Einfluss des Transkriptionsfaktors T-bet auf die Th;-Zelldifferenzierung

Bereits Mitte der 90er Jahre identifizierte L. Glimcher® T-bet, einen Transkriptionsfaktor der
T-box-Familie. Sie fand heraus, dass T-bet nur in Th;-, aber nicht in Thy-Zellen exprimiert
wird. Damit identifizierte sich T-bet als ein {iberaus wichtiger Th;-spezifischer
Transkriptionsfaktor. Die Steigerung der IFN-y-Produktion und die gleichzeitige Hemmung
der Expression Thj-assoziierter Zytokine (IL-4) und Transkriptionfaktoren (GATA-3) sind

die wichtigsten Funktionen von T-bet.

Es besteht der Verdacht, dass die Expression von T-bet durch den TCR und die
IFN-yR/STATI1-Signalkaskade reguliert wird®*!: Uber einen positiven
Riickkopplungsmechanismus, der Signale von IFN-yR (iiber STAT1) beeinhaltet, wird eine
T-bet-Expression in reifenden Th;-Zellen aufrechterhalten. T-bet selbst induziert
anschlieBend eine hohe IL-12RB2-Expression’'?, die wiederum iiber die IL-12-/STAT4-
Signalkaskade eine optimale IFN-y-Produktion begiinstigt und damit die Th;-Zell-
Differenzierung komplettiert. Es wird vermutet, dass die optimale Produktion von IFN-y von
Th;-Zellen einen Schutz vor allergischen Reaktionen bietet, da durch IFN-y gleichzeitig die

Aktivitat der Thy-Zellen gehemmt3 3 und die Identitit der Th;-Zelle aufrechterhalten wird.

Mullen er al.*® untersuchte 2002 in einer umfassenden Studie den Transkriptionsfaktor T-bet
in Hinblick auf die Fahigkeit zur Autoinduktion, Chromatin Umstrukturierung des IFN-y-
Lokus und der Induktion jener Gene, die den IL-12Rp2 kodieren. Diese Untersuchung ergab,
dass eine stetige T-bet Aktivitit fiir die Erhaltung der Th;-spezifischen Genexpression
erforderlich ist sowie fiir die Chromatin Umstrukturierung des IFN-y in den reifenden Th;-
Zellen. Durch diese Initiierung zur Umstrukturierung wéhrend der ersten Zellteilung wird eine

angemessene IFN-y Produktion hervorgerufen, was wiederum, wie bereits erwéhnt, nur durch
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die enge Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor HLX1 erreicht werden kann. Allerdings
erscheint die T-bet-Aktivitidt nur wahrend der Entwicklung der Th;-Zelle essentiell zu sein.

Der neu geformte IFN-y-Lokus wird in ausgereiften Th;-Zellen T-bet-unabhingig.

Entwicklung von Th0- zur Thl-Zelle Aufrechterhaltung der Thi-Identitit

=
' Costimulierende Costimulierende
il

1] Molekile Molekiile ]
ICR @®/iL-12
IL-4R IL-4R
IL-12RB2
IL-12RB1 IL-12R

GATA3

Abbildung 4: Grafische Darstellung der Funktionen von T-bet. Links: Durch Kontakt zum T-Zell-
Rezeptor und Aktivierung von T-bet beginnt die Entwicklung von der Thy- zur Th;-Zelle. T-bet erhoht
seine Auto-Induktion, die IL-12Rf2-Induktion und die erste Umstrukturierung des IFN-y-Lokus. Die
GATA-3 Expression wird unterdriickt. Rechts: Die aktivierte CD4"-Zelle produziert IFN-y, jedoch nicht
IL-4. Dadurch kommt es zu einer weiteren Steigerung der T-bet-Expression iiber eine STAT-1-
Aktivierung, was zu einer Hochregulierung des IL-12Rp2 und Beendigung der IL-4 Signaltransduktion
filhrt. Das von APC produzierte IL-12 hilt die T-bet- und IFN-y-Expression iiber eine STAT-4-
Aktivierung aufrecht (Ariga et al., 2007 ),

T-bet spielt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Thi-Identitit, durch die
Expression von IL-12RP2 in ausgereiften Zellen und nachkommenden Zellreihen. So scheint
die Erhaltung der Th;-Identitit T-bet-abhidngig zu bleiben (IL-12Rp2), wihrend die Funktion
der Th;-Zelle, ndmlich die Ausschiittung von IFN-y, T-bet-unabhingig wird.

1. transfizierte zudem differenzierte T-Zellen mit T-bet-kodierenden

Glimcher et a
Retroviren, die anschliefend eine hohe IFN-y-Produktion und eine Ausschaltung der IL-2-
Produktion durch eine Stilllegung der Expression jener Gene, die die Th-spezifischen

Zytokine kodieren, zeigten. Durch diese Methode konnte nachgewiesen werden, dass T-bet
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auBerdem in der Lage ist, ausdifferenzierte Th,-Zellen zu Th;-Zellen zu repolarisieren. Diese
Funktion konnte in vivo an Mausmodellen bestitigt werden und ldsst damit auch einen
Zusammenhang von T-bet mit humanen Krankheiten vermuten. Und tatsédchlich zeigte sich,

335 und Tumorzellen36, und

dass T-bet erforderlich ist bei der Bekdmpfung von Pathogenen
an der Ausbildung von Autoimmunerkrankungen® > beteiligt ist. AuBerdem spielt T-bet eine

protektive Rolle bei asthmatischen Erkrankungen®.

Bereits wihrend den letzten 20 Jahren konnte durch in vitro und in vivo Experimente gezeigt
werden, dass sich die Th;- und die Thy-Immunreaktionen gegenseitig regulieren. Diesen
Prozess bezeichnet man als ,,re-direction‘ oder ,,immune deviation®. IL-12, IL-18, IFN-a und
INF-y fordern nicht nur die Entwicklung der Th;-Zellen, sondern inhibieren zusitzlich die
Entwicklung von Thy-Zellen*'™°. Genauso fordert die Anwesenheit von IL-4 die Entwicklung

von Thy-Zellen und hemmt gleichzeitig die Entwicklung von Th;-Zellen.

Auch die T-Helferzellen-spezifischen Transkriptionsfaktoren T-bet und GATA-3 scheinen
gegenseitig den Prozess der Th;/Th,-Polarisation zu regulieren, indem sie die Entwicklung
des entgegengesetzten Th-Zelltyps unterdriicken®’. Anfangs wurde angenommen, dass die
Differenzierung zur Th;- oder zur Thy-Zelle ein irreversibler Prozess ist** Jedoch konnte
beobachtet werden, dass verschiedene Bakterien, bakterielle Produkte, aber auch synthetische
Adjuvantien, die die Produktion von IL-12 und/oder IFNs und damit die Immunabwehr in
Zellen iniziieren konnen, in der Lage sind, die Verschiebung von Thj-Zellen zu Thy- oder
sogar Th;-Zellen zu fordern®”®. Auch wird angenommen, dass T-bet bereits polarisierte Th;-

Zellen zur IFN-y-Produktion aktivieren kann, vergleichbar in Thl—Zellen28’64.
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1.2.2.2 HLX1 (H2.0-Like Homeobox 1) interagiert mit T-bet

Neuere Untersuchungen zeigen, dass das humane HLX1, das auf Chromosom 1q41-q42 (6kb)
lokalisiert ist, in engem Zusammenhang mit dem Th;-spezifischen Transkriptionsfaktor T-bet
steht und an der Differenzierung von Th;-Zellen beteiligt ist. HLX1 identifizierte sich damit

als ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor der Th,-Differenzierung.

Das HLX1-Gen ist bislang sehr wenig erforscht, und es sind nur wenige Veroffentlichungen
tiber die Funktion von HLX1 bekannt. Der homeobox Transkriptionsfaktor HLX1 wurde
urspriinglich aus einer pri-B-Lymphozyten-Zelllinie der Maus isoliert®. Die HLX1-Proteine
der Maus und des Menschen sind sich sehr dhnlich und ihre Homeodoménen sind bis zu
100% identisch®. In erwachsenen Miusen konnte eine HLX1 Expression in grossen Mengen
vor allem in Lunge, Herz, Skelettmuskel und h@matopoetischen Geweben und -Zellen
nachgewiesen werden. In kleineren Mengen in Leber, Uterus, Ovarien und Spuren von HLX1
im Magen, Gehirn, Nieren und Hoden. In Mausembryonen hingegen zeigte sich durch in situ
Hybridisierung HLX1 deutlich auffallend im mesenchymalen Gewebe der Leber, Gallenblase

und im Darmtrakt®’.

Mullen, A.C. ef al.*® untersuchte die Interaktion von T-bet und HLX1 und die Auswirkungen
auf die daraus resultierende IFN-y-Produktion. Es konnte in naiven CD4'-Zellen, welche
durch ein Th;-spezifisches Milieu stimuliert wurden, eine hohe, aber verzogerte Expression
an HLX1 gefunden werden, wobei die Induktion erst nach dem zweiten Zellzyklus
aufzutreten scheint. HLX1 wird sowohl in reifenden als auch in bereits ausgereiften Th;-
Zellen exprimiert und stellt somit ebenfalls einen Th;-spezifischen Transkriptionsfaktor dar.

Eine HLX1- Expression konnte aber nicht nur in Th;-Zellen beobachtet werden, sondern auch
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in anderen lymphatischen Zelllinien, wie CD8-Zellen, natiirlichen Killer-Zellen und B-

Lymphozyten.

Wie die Interaktion zwischen T-bet und HLX1 genau funktioniert, ist noch nicht ausreichend
untersucht. Allerdings zeigte die Arbeitsgruppe um Mullen, dass T-bet die Expression von
HLX1 selbst induziert und nur in Kooperation mit HLX1 in der Lage ist, eine maximale
IFN-y-Freisetzung hervorzurufen. Eine isolierte Expression von HLX1 zeigte keine addquate
IFN-y-Expression und auch bei einer isolierten T-bet-Expression konnte nur eine minimale
IFN-y-Expression beobachtet werden. Die Kombination von T-bet und HLX1 kann in Th,-
Zellen eine IFN-y-Expression initiieren, die der von Th;-Zellen dhnlich ist. Daraus folgt, dass
HLX1 die T-bet induzierte IFN-y-Expression iiber eine sogenannte Co-Expression maximiert
und indirekt die IFN-y-Produktion verstirkt, noch bevor eine eventuelle Unabhéngigkeit von
T-bet in der Zelldifferenzierung eintritt. Wie bereits erwihnt, unterdriicken HLX1 und T-bet
gemeinsam die Ausreifung der Thy-Zelllinie, indem sie die Expression von IL-4Ra nach
unten regulieren und konnen damit ausgereifte Th,-Zellen zu Thy- oder sogar Th;-Zellen

repolarisieren.

Eine jiingere Studie von Zheng W. et al.® untersuchte die HLX1-Expression im zeitlichen
Verlauf der Th;-Differenzierung und die Induktion von IFN-y durch HLX1 in unreifen Th-
Zellen. Auch Zheng konnte eine hohe HLXI1-Expression in Th;-Zellen nachweisen.
Zusitzlich beobachteten sie einen kinetischen Verlauf der HLX1-Expression wihrend der
Zelldifferenzierung, der aus drei Phasen bestand: Eine konstant zunehmende Expression in
naiven CD4"-Zellen, eine anfingliche Herunterregulation wihrend der Th;-/Th,-
Differenzierung und eine Hochregulation wihrend der Reifung zur Th;-Zelle. Im Gegensatz

zu der Studie von Mullen konnte Zheng zeigen, dass die Expression von HLXI alleine
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ausreicht, um eine IFN-y-Expression hervorzurufen. Allerdings nur, wenn HLX1 zu einem
sehr frithen Zeitpunkt der Zelldifferenzierung iiberexprimiert wird und in Abhéngigkeit von

dem natiirlichen Verlauf der Hochregulation wihrend der Th;-Differenzierung.

Zudem konnte Folgendes beobachtet werden: Wenn es zu einer Uberexpression von HLX1 zu
einem zu frithen Zeitpunkt im natiirlichen Verlauf der Hochregulation kommt, findet zwar
eine IFN-y-Induktion statt, die CD4"-Zellen unterziehen sich allerdings einer Th,-
Differenzierung. Es scheint, dass wéhrend der frithen Th-Zelldifferenzierung ein Zeitfenster
besteht, in dem HLX1 eine IFN-y-Expression hervorrufen kann. Diese Studie zeigt die
Wichtigkeit einer frithen und rechtzeitigen HLX1-Expression fiir eine optimale Induktion der

IFN-y-Expression in CD4"-Zellen.

Ab dem 2. Zellzyklus Zu frither Zeitpunkt der Zellen im Th2-Milieu
der Thl-Differenzierung Thi-Differenzierung

Hexif
oder
T-bet == HLXII

Expression

T-bet == HLXI

T-bet __ _HLXI
""'*O OO\" o H?I ; l Maximale Re-Polarisation
Maximale Y IFN-y-Produktion
IFN-y-Produktion
Fiing nd Al o 2
der Thi-Zelldifferenzierung g

Abbildung 5: Grafische Darstellung der HLX1-Funktionen. Links: Durch eine Co-Expression von HLX1
mit T-bet kommt es in der frithen Phase der Th;-Zelldifferenzierung zu einer maximalen IFN-y-
Produktion und somit zur Einleitung und anschlieBend zur Aufrechterhaltung der Th;-Differenzierung.
Eine isolierte T-bet- oder HLX1-Expression fiihrt zu keiner optimalen IFN-y-Produktion. Die Th,-
Differenzierung wird durch Reduktion der IL-4R2-Expression gehemmt. Mitte: Kommt es in einer zu
frithen Phase der Th,-Differenzierung zu einer Uberexpression von HLX1 (allein oder in Kombination
mit T-bet), wird vermindert IFN-y ausgeschiittet und eine Th,-Differenzierung wird eingeleitet. Rechts:
Durch Co-Expression von HLX1 mit T-bet konnen Zellen im Th,-Milieu durch maximale IFN-y-
Produktion in Thy- oder Th;-Zellen repolarisiert werden.
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Diese Untersuchungen der Th;- und Thy-Differenzierung identifizierten den homeobox
Transkriptionsfaktor HLX1 als einen wichtigen Regulator der Th,-Differenzierung. Aufgrund
des starken Einflusses von HLX1 auf T-bet besteht die Wahrscheinlichkeit, dass genetische
Variationen im HLX1-Gen das Gleichgewicht der Th;- und Th,-Differenzierung beeinflussen

und die Ausbildung eines Asthmas bronchiale initiieren konnen.

1.2.3 Die Rolle der Th,-Zell-Differenzierung bei der Entstehung von Asthma

Bleibt der Kontakt der naiven T-Zelle zu IL-12 aus, wird durch die Anwesenheit von IL-4 die
Th,-Zelldifferenzierung eingeleitet. Nach einem erneuten Antigenkontakt wird unter dem
Einfluss von STAT-6 (signal transducer and activator of transcription) die Aktivitit des Thy-
spezifischen Transkriptionsfaktors GATA-3 angeregt. GATA-3 ist der
Schliisseltranskriptionsfaktor der Thy-Differenzierung. Er steuert die Produktion der
spezifischen B-Zell-Zytokine IL-4 und IL-13, indem er die Umstrukturierung des IL-4-
Chromatinlokus induziert und dadurch die IL-4-Expression steigert. Ausserdem bindet
GATA-3 an der Promotorregion der IL-5 und IL-13-Gene und reguliert direkt die mRNA-

Produktion von IL-5 und IL-13%.

IL-4 und IL-13 binden nach Expression an ihre Rezeptoren (IL-4R/IL-13R), die sich in der
Zellmembran der B-Lymphozyten befinden. Uber so genannte Janus-Thyrosin-Kinasen (JAK)
JAKI und JAK3 wird das Signal von IL-4 an das intrazellulire STAT-6 weitergeleitet, das
den Isotypenswitch zu IgE im Zellkern initiiert’. Freigesetztes IgE wird an spezifischen
Rezeptoren an der Oberfldche von Mastzellen gebunden. Die Vernetzung zweier benachbarter
IgE-Aggregate fiihrt zur Aktivierung der Zelle und zur Freisetzung spezieller Mediatoren.
Dazu gehoren an Proteoglykan gebundenes Histamin, Bradykinin und eine Reihe

verschiedener Enzyme, wie Tryptase, Hydrolase und Metalloproteinasen’’. Daneben
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synthetisieren Mastzellen nach Aktivierung verschiedene Lipidmediatoren, zu denen das
Prostaglandin D,, das Thromboxan A,, Leukotrien B4 und C4 sowie der Plittchenfaktor (PAF)

gehoren.

IL-13 dagegen hemmt die proinflammatorische Zytokinproduktion von Makrophagen und
wirkt organ- und zellspezifisch vor allem auf die glatte Muskulatur, Endothelzellen und
Fibroblasten der Atemwege und ist damit mitverantwortlich fiir die Entstehung einer

bronchialen Hyperreagibilitit’' .

© 4
@
IL-4R
Tho-Zelle
STAT6
Thl-
l Differenzierung
GATA 3—| T_bet und
Tha- HLXI
Differenzierung

D40L
O C
IL-4
\B-Zelle Abbildung 6: Die Th,-Zelldifferenzierung. Durch
den Einfluss von IL-4 kommt es durch STAT-6
Isotypenswitch zur Aktivierung von GATA-3. GATA-3 leitet die

Differenzierung zur Th,-Zelle ein und unterdriickt
gleichzeitig die Differenzierung der Th;-Zellen.

; Nach einem erneuten Antigenkontakt sezernieren
Asthma ¢ IgE-vermittelte Th,-Zellen die Zellwachstumsfaktoren IL-4 und
bronchiale Mastzellaktivierung IL-13. Durch Bindung von IL-4 an einen

spezifischen Rezeptor (IL-4Ra) wird in naiven B-
Zellen der Isotypenswitch zu IgE iniziiert.
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Durch die Thy-Kaskade fiihrt ein Allergenkontakt bei Asthmapatienten zu einer
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ I und symptomatisch zu einem entziindlichen Odem
der Bronchialwand, einer Vasodilatation und einer gesteigerten Gefdpermeabilitit. Neben
einer verdickten Basalmembran und einer Hypertrophie der Bronchialdriisen, die gemeinsam
mit den vermehrt auftretenden Becherzellen groe Mengen eines zdhen Sekrets sezernieren
(Hyper- und Dyskrinie), findet sich als ein weiteres histomorphologisches Merkmal ein

Epithelschaden mit entsprechender Storung der mukozilidren Clearance.

Wihrend Zytokine und auch Chemokine die Zelldifferenzierung von Th;-/Thy-Zellen zu
einem weniger differenzierten oder sogar entgegengesetzten Phénotyp veridndern konnen,
werden zusitzlich beide Zelltypen von einer heterogenen Zellfamilie reguliert, den so
genannten regulatorischen T-Zellen (Tregs)’*, die als eine weitere funktionelle Klasse von T-
Zellen identifiziert wurden. Sie sind CD4'-positiv und tragen zusitzlich CD25 als
Oberflichenmarker. Treg-Zellen spielen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des
Gleichgewichts von Th;- und Th,-Zellen. Ein Ungleichgewicht zwischen beiden Th-Zelltypen
kann somit zur Ausbildung von Krankheiten fiihren. So pridisponiert ein Uberwiegen von
Th;-Zellen zur Ausbildung von Autoimmunerkrankungen, Sarkoidose oder Morbus Crohn,
wohingegen ein Uberwiegen von Thy-Zellen zu Allergien und damit zu Asthma und einem

erhdhten Gesamt-IgE-Spiegel fithren kann’ "

1.3 Gene und Umwelt tragen zur Entstehung atopischer Erkrankungen bei

Die klinische Manifestation allergischer Erkrankungen ist sehr komplex und die zugrunde
liegenden Pathomechanismen sind bislang noch nicht alle bekannt. Es besteht mittlerweile
jedoch kein Zweifel mehr, dass an der Expression von Allergien, sowohl Umwelteinfliisse als

auch eine genetische Prédisposition beteiligt sind. Andererseits kann angenommen werden,
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dass bestimmte Umweltfaktoren und genetische Veridnderungen ein Ungleichgewicht der T-
Helferzelldifferenzierung zugunsten der Th;-Antwort hervorrufen konnten, welche das Risiko
der Entstehung eines allergischen Asthmas bronchiale senkt oder sich sogar protektiv auf die

Entstehung auswirkt.

1.3.1 Die Einfliisse von bestimmten Umweltfaktoren

In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass die Prdvalenz atopischer
Erkrankungen in der westlichen Welt viel hoher ist im Vergleich zu Entwicklungslidndern. In
den letzten Jahrzehnten war eine drastische Zunahme von atopischen Erkrankungen in
industrialisierten Landern zu vermerken. So stieg die Inzidenz von infantilem Asthma z.B. in
den Vereinigten Staaten von 3,9% im Jahr 1980 auf 5,8% im Jahr 2003’8, Zudem konnten
Unterschiede im Auftreten von Asthma zwischen verschiedenen Populationen und
verschiedenen Léandern festgestellt werden. Steigt die Privalenz in einigen europdischen und
asiatischen Lindern stetig an, berichten andere Linder von einer Stagnation oder sogar einer

leichten Abnahme’®.

In einer deutschen Studie zeigte sich, dass bei Kindern aus Westdeutschland (Miinchen) eine
hohere Priavalenz von Asthma (6,0%) besteht im Vergleich zu Kindern aus Ostdeutschland
(Dresden) mit 4,3%"°. Kinder aus Dresden waren, im Gegensatz zu den Kindern aus
Miinchen, in ihrem fritheren Leben mehr infektiosen Reizen ausgesetzt. Dies fiihrte
vermutlich zu einer Stimulation des Immunsystems und zur Ausbildung einer Toleranz gegen

bestimmte Allergenego.

Verschiedene andere Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen dem Auftreten von

atopischen Erkrankungen und der Exposition spezifischer Stimuli, welche in einer
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bauerlichen Umgebung gegeben sind. Die Daten zeigten, dass Kinder, die auf einem
Bauernhof aufgewuchsen, eine signifikante Abnahme des Risikos zur Ausbildung einer
Atopie und Heuschnupfen aufwiesen® ™. Diese Ergebnisse konnten bei Kindern, die zwar in
einer landlichen Umgebung, jedoch nicht auf einem Bauernhof aufwuchsen, nicht bestitigt
werden. Somit vermeiden wohl spezielle Faktoren, die auf einem Bauernhof gegeben sind, die

Entwicklung von Asthma und atopischer Sensibilisierung.

Zudem wurde untersucht, welcher Zusammenhang zwischen bestimmten Umweltfaktoren und
genetischen Veridnderungen besteht. Es wurde vermutet, dass eine genetische Pridisposition
erst nachweisbar ist, wenn bestimmte Umweltfaktoren gegeben sind und dass beide Einfliisse
bei der Entstehung von Asthma und Allergien eine Rolle spielen. Dies konnte an genetischen
Variationen im Toll-like-Rezeptors 2 (TLR2) und deren eventuelle Auswirkungen auf Asthma
demonstriert werden. TLR2 ist wichtig fiir die Abwehr gegen bakterielle
Zellwandbestandteile, so genannte Lipopolysaccharide (LPS)*. Wie bereits erwihnt, zeigen
Kinder, die auf einem Bauernhof aufgewachsen sind, eine niedrigere Privalenz, aufgrund
eines frithzeitigen Kontakts mit Infektionserregern viraler, bakterieller und mykobakterieller
Herkunft. Es wird vermutet, dass zum Beispiel Polymorphismen im TLR2 diesen Effekt

. .. 8
beeinflussen kénnen®.

1.3.2 Asthmagenetik

Neben den umweltbedingten Faktoren spielt, wie bereits erwihnt, eine genetische
Prédisposition eine ausschlaggebende Rolle. Schon lange zeigte sich ein vermehrtes Auftreten
von Asthma in Familien (positive Familienanamnese). Zwillingsstudien belegten, dass die
Erblichkeit von Asthma bei monozygoten (teilen sich 100% des Erbgutes) Zwillingen

zwischen 60 und 70% hoher ist als bei dizygoten Zwillingen86 (teilen sich 50% des Erbgutes).
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Mittlerweile konnte bereits eine Anzahl von Kandidatengenen, die fiir die Entwicklung von
atopischen Erkrankungen verantwortlich sind, an mehreren Stellen des Genoms durch
Kopplungsanalysen identifiziert werden. Eine Alternative dazu bietet die auf Hypothesen

basierende Auswahl an Kandidatengenen (Kandidatengenanalyse).

1.3.2.1 Methoden zur Identifikation asthmarelevanter Gene

Bis heute konnten schon einige Gene, die mit der Entstehung von allergischen Erkrankungen
in Verbindung gebracht werden, identifiziert werden. Die so genannten Kandidatengene
werden dabei in der Kandidatengenanalyse systematisch auf vorhandene Mutationen
untersucht®’. Bei Mutationen handelt es sich meist um einen Basenaustausch an einer einzigen
Position, welche im Genom ca. alle 1000bp vorkommen (SNP = single nucleotide
polymorphism). Tritt eine solche Mutation mit einer Haufigkeit >3% auf, handelt es sich um
einen Polymorphismus. Identifizierte Polymorphismen werden anschlieBend in einer groflen
Population von nicht-verwandten Probanden mittels Assoziationsstudien getestet. Bei einer
signifikanten Haufung einer Mutation bei betroffenen Individuen, kann man davon ausgehen,

dass das Gen und die Mutation an der Entstehung der Erkrankung beteiligt sind.

So wird in Assoziationsstudien gepriift, ob ein identifiziertes Allel eines Kandidatengens, mit
dem dazugehorenenden Phénotyp in der Probanden-Gruppe signifikant hdufiger vorkommt
als in der Kontrollpopulation. Der entscheidende Unterschied zwischen Kopplung und
Assoziation besteht darin, dass die Kopplung eine Beziehung zu einem Lokus und die
Assoziation eine Beziehung zu einem spezifischen Allel darstellt. Eine signifikante
Assoziation zwischen einem Polymorphismus und dem Phinotyp kann auf verschiedene
Arten ausgelegt werden: Der Polymorphismus ist funktionell relevant und steht in

Zusammenhang mit der Krankheitsursache, der Polymorphismus ist in einem
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Kopplungsgleichgewicht (Linkage Disequilibrium) mit einem anderen krankheitsauslésenden
Polymorphismus (der sich allerdings in einem anderen Lokus befindet), oder die resultierende
Assoziation entsteht aus einem falsch-positiven Ergebnis aufgrund einer zufilligen
Akkumulation des untersuchten Polymorphismus innerhalb der Studienpopulation®. Da diese
Methode auf Hypothesen basiert, ist ein tiefgreifendes Verstindnis der beteiligten
Mechanismen im Rahmen der Pathogenese der jeweiligen Erkrankung von grofer Bedeutung,

um eine aussichtsreiche Auswahl an Kandidatengenen treffen zu konnen.

1.3.2.2 Ergebnisse genetischer Analysen des GATA-3-Gens

Wie bereits beschrieben, ist GATA-3 der Schliisseltranskriptionsfaktor in der Entwicklung
und Aufrechterhaltung von Thy-Zellen. Er identifiziert sich damit als ein entscheidender
Faktor des Th;/Th,-Gleichgewichts und ist infolgedessen ein interessanter Bestandteil der

Asthma-Forschung®’.

Die Arbeitsgruppe Pykiliinen er al.® untersuchte in einer umfangreichen Assoziationsstudie
die Zusammenhinge zwischen Polymorphismen des GATA-3-Lokus und den Phénotypen

Asthma und erhohtem Serum-IgE.

Die Screening-Population bestand aus 22 unverwandten finnischen Individuen. Bei 14 jungen
atopischen Erwachsenen bestand Asthma oder Atopie, eine klinisch diagnostizierte reversible
Bronchokonstriktion und ein positiver RAST (Radio-Allergo-Sorbent-Test) und/oder Skin-
Prick-Test. 10 Probanden litten an asthmatischen Symptomen. Die Kontrollpopulation
bestand aus 7 nicht-atopischen Individuen, die in ihrer Anamnese kein Asthma oder eine
andere atopische Erkrankung aufwiesen. Zudem zeigten sie eine normale pulmonale Funktion

und einen negativen RAST und Skin-Prick-Test.
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In der Screeningpopulation konnte die Arbeitsgruppe 9 Polymorphismen in dem GATA-3-
Lokus identifizieren, wovon 5 SNPs zu diesem Zeitpunkt noch nicht in der SNP-Datenbank
(dbSNP/NCBI) veroffentlicht waren. Die in der Screeningpopulation identifizierten SNPs
wurden anschliefend in 120 finnischen Familien genotypisiert und die Assoziation zwischen
SNPs und Asthma sowie dem Gesamt-IgE-Serum-Spiegel und dem Blut-Eosinophilen-
Spiegel untersucht. Durch die anschlieBende Haplotyp-Assoziationsanalyse konnten drei
Haplotypen identifiziert werden, die eine Assoziation zeigten. Einer der Haplotypen
(CGTAGCTCC) war mit einem hohen Gesamt-IgE-Serum-Spiegel assoziiert und wurde in

einer weiteren Studie untersucht.

Die potenziell auffilligen Assoziationen wurden in einer nachfolgenden Fall-Kontroll-Studie,
basierend auf 245 finnischen asthmatischen Patienten und 405 Kontrollindividuen, repliziert.
Untersuchte Phédnotypen dieser Kohorte waren Asthma, der Gesamt-IgE-Serum-Spiegel,
Skin-Prick-Test und der Blut-Eosinophilen-Spiegel. Die finnische Fall-Kontroll-Studie zeigte
im Vergleich zur Familienpopulation sehr &hnliche klinische Charakteristika.
Interessanterweise zeigte einer der drei Haplotypen in der Familienpopulation und auch in der
Fall-Kontroll-Studie die gleiche Assoziation mit den Asthmaphinotypen. Da allerdings kein
SNP des GATA-3-Lokus in einer codierenden Region liegt und aus diesem Grund keinen
Einflu} auf die Aminosduresequenz nimmt, ist es schwer zu beurteilen, inwieweit die

identifizierten SNPs eine funktionelle Rolle spielen.

Diese Assoziationsstudie von GATA-3, die den Zusammenhang zwischen genetischen

Variationen und der Ausprigung des Phinotyps Asthma bronchiale untersuchte, zeigte keinen

signifikanten Effekt.
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1.3.2.3 Ergebnisse genetischer Analysen des T-bet-Gens

T-bet ist ein Thy-spezifischer Transkriptionsfaktor, der die Th;-Differenzierung fordert, die
IFN-y-Synthese steigert und eine protektive Wirkung auf asthmatische Erkrankungen
aufweist. Basierend auf diesen Erkenntnissen ist es denkbar, dass genetische Veridnderungen
des T-bet-Lokus, in Form eines oder mehrerer Polymorphismen zu einer Ausbildung von

Asthma, einer bronchialen Hyperreagibilitit oder einer Atopie fithren konnten.

Eine Deletion im Kandidatengen TBX21 des T-bet-Gens, zeigte bereits im Mausmodell eine
Atemwegs-Eosinophilie, eine Th,-Zytokinproduktion, eine bronchiale Hyperreagibilitidt und
pulmonale Umbauprozesse. Folglich bilden Miuse mit einem Mangel an T-bet multiple
physiologische und inflammatorische Merkmale aus, die dem humanen Asthma dhnlich

sind’".

B.A. Raby et al”® gelang es zum ersten Mal, einen Zusammenhang zwischen T-bet und einer
bronchialen Pathophysiologie darzustellen. Im Anschluss an ein Mutationenscreening an 30
weillen Erwachsenen (22 Asthmatiker, 8 gesunde Probanden) das insgesamt 24 SNPs

identifizieren konnte, wurden zwei Assoziationsanalysen durchgefiihrt.

Die erste Assoziationsstudie an 580 Familien zeigte bei Polymorphismus C-7947 eine
schwache Assoziation mit Asthma. Weitere vier Polymorphismen, die iiber den Genlokus
verteilt liegen (C-7949, C2122, C21126 und C56983), zeigten eine signifikante Assoziation

mit einer bronchialen Hyperreagibilitit bei Kindern mit Asthma.

Die zweite Assoziationsstudie wurde an 2280 Minnern im Alter zwischen 21 und 80 Jahren

durchgefiihrt. Fiir die Genotypisierung wurden 200 Probanden ausgewihlt, die im
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Methacholintest einen Abfall der FEV; (Forciertes exspiratorisches Volumen in einer
Sekunde) von mehr als 20% zeigten. Und 436 Probanden, bei denen die FEV, weniger als
20% abfiel. In dieser Gruppe konnte die Assoziation von SNP C-7949 und einer bronchialen
Hyperreagibilitat belegt werden. Jedoch zeigte sich kein Zusammenhang mit einem
erniedrigten FEV|, einem erhohten Serum-IgE-Spiegel oder einer Bluteosinophilie in einer

der oben beschriebenen Studien.

Die Arbeitsgruppe um Chang testete 7 Polymorphismen und den bedeutendsten Haplotyp an
einer Krankenhaus-basierenden Kohortengruppe in Korea. Diese Gruppe bestand aus 550
Patienten mit Asthma und 170 Kontrollindividuen. Die Studie zeigte keine Assoziation mit

Asthma, einem erhohten IgE-Spiegel oder einem positiven Hauttest™.

Ylikoski und Kollegen untersuchten 15 SNPs in 120 Familien mit Asthma in einer finnischen
Population und konnten ebenso keine Beweise fiir eine Assoziation mit Asthma oder mit

einem erhohten IgE-Spiegel finden®.

Akahoshi et al. demonstrierte Assoziationen des -1993C Allels mit Aspirin-induzierem
Asthma in einer japanischen Fallkontrollstudie. Allerdings konnte kein Zusammenhang
zwischen diesem SNP oder anderen vorkommenden Polymorphismen und einer anderen Form

von Asthma bei Erwachsenen oder Kindern hergestellt werden”’.

Lediglich die Arbeitsgruppe um B.A. Raby konnte einen schwach signifikanten
Zusammenhang zwischen Polymorphismen des T-bet-Gens und Asthma beobachten. Alle
weiteren Studien zeigten keine Verbindung zwischen genetischen Variationen von T-bet und

einem erhohten Risiko, ein Asthma bronchiale auszubilden.

28



EINLEITUNG

1.3.24 HLX1 (H2.0-Like Homeobox 1) ein weiterer Schliisseltranskriptionsfaktor

Die Assoziationsstudien der Schliisseltranskriptionsfaktoren der T-Zelldifferenzierung
zeigten, dass Polymorphismen im GATA-3-Gen keinen und im T-bet-Gen nur einen
schwachen Effekt beziiglich der Ausbildung eines Asthma bronchiale aufweisen. Da HLX1
durch eine enge Interaktion mit T-bet als ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor der Th;-
Differenzierung identifiziert wurde, ist es von besonderem Interesse, inwieweit sich
genetische Verdnderungen im HLX1-Gen auf die Entstehung von Asthma auswirken konnten.
Bis zum heutigen Zeitpunkt ist keine genetische Untersuchung in Form einer
Assoziationsstudie von HLX1 veroffentlicht worden. Es sind lediglich funktionelle Studien
bekannt. Die vorliegende Arbeit beschreibt das erste Mutationenscreening und die erste

Assoziationsstudie von HLX1 beziiglich Asthma bronchiale.

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen eines Mutationsscreenings mittels direkter
Sequenzierung sdmtliche Polymorphismen im HLXI1-Gen, bestehend aus der
proteinkodierenden Region (4 Exons), der gesamten intronischen Region, der 5'- und 3'-UTR
und dem Promotorbereich, identifiziert. In einer anschlieenden Assoziationsstudie wurde der
Zusammenhang zwischen den vorhandenen Polymorphismen und atopischen Phénotypen
(Asthma bronchiale, atopische Dermatitis, Rhinitis allergica und IgE-Spiegel) untersucht.
Zusitzlich wurden funktionelle In-silico-Analysen durchgefiihrt, inklusive phylogenetischer
Analyse mittels VISTA-Browser (fiir Schimpanse-Hund-Maus-Mensch) und eine Analyse der

Transkriptionsfaktoren-Bindungsstellen mittels MAT-Inspektor.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Die Studienpopulationen

Die Screeningpopulation, mit dem fiir jeden Probanden zugehorigen Phinotyp sowie die
Studienpopulation, welche auf allgemeingiiltigen SOPs basiert, lagen zu Beginn dieser Arbeit

bereits vor und werden hier beschrieben.

2.1.1 Population fiir das Mutationenscreening

Insgesamt wurden 40 deutsche erwachsene Probanden, bestehend aus einer Zufallsstichprobe
fiir das Mutationenscreening des HLX1-Gen eingesetzt. Dabei wurde weder nach Geschlecht
noch nach dem Befund Atopiker/Nicht-Atopiker ausgewihlt. Jedem Probanden wurde Blut
entnommen und die DNA nach der Standard-Aussalzmethode nach Miller’® bzw. der DNA-
Extraktion nach dem Protokoll der Firma Quiagen isoliert (2.3.1). Anschliefend wurde die
DNA-Konzentration und -Reinheit photometrisch bestimmt (2.3.2). Die so gewonnene
genomische DNA dieser Probanden, wurde fiir alle PCR- und Sequenzier-Reaktionen im

Rahmen des Mutationenscreenings des HLX1-Gens eingesetzt.

2.1.2 Die Studienpopulation fiir die Assoziationsanalyse

Im Rahmen der ,,International Study of Asthma and Allergies in Childhood Phase IT* (ISAAC
I), einer internationalen Querschnittsstudie zur Erforschung von Asthma und Allergien,
wurden in den Jahren 1995/96 unter anderem in den deutschen Stiddten Miinchen und Dresden
Kinder der 4. Schulklasse (Altersstufe 9-11 Jahre) rekrutiert. Entsprechend dem ISAAC II-
Studienprotokoll wurden ein standardisierter Elternfragebogen, eine Hautuntersuchung, ein
Skin-Prick-Test, eine Spirometrie und ein bronchialer Provokationstest sowie eine vendse
Blutentnahme durchgefﬁhrt97. Fiir die vorliegende Assoziationsstudie bildeten insgesamt

1.940 Kinder deutscher Abstammung aus der Stadt Dresden die Gesamtpopulation.
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Fiir diese Querschnittspopulation wurden samtliche rekrutierten Kinder mit verfiigbarer DNA
und IgE-Werten unabhingig von moglichen asthmatischen oder atopischen Erkrankungen
erfasst. Die DNA dieser Population wurde zur Genotypisierung in der MALDT-TOF MS

(2.3.10) eingesetzt.

2.1.2.1 Fragebogen

Die standardisierten Fragebogen wurden iiber die Schulen an die Eltern der Kinder ausgeteilt
und beinhalteten detaillierte Fragen zum Auftreten und dem Schweregrad atopischer
Symptome. In der anschlieBenden Analyse wurden die Phianotypen pfeifende oder keuchende
Atmung, Luftnot, atopisches Ekzem, allergische Rhinitis, Neurodermitis und Atopie
ausgewertet. Neben diesen Angaben wurden weitere Informationen iiber zusitzliche
Erkrankungen im Kindesalter, Impfungen, Schwangerschaftsverlauf, Geburt mit
anschlieBender Erndhrung, Familienanamnese und Fragen zum fritheren und jetztigen

sozioOkonomischen Status und Lebensstil erhoben.

2.1.2.2 Skin-Prick-Test

Fiir den Haut-Prick-Test wurden sechs der hdufigsten Aeroallergene sowie eine Positiv- und
eine Negativkontrolle (10 mg/ml Histamin bzw. NaCl) eingesetzt. Dabei sah das ISAAC 1I-
Protokoll fiir die Kinder aus Miinchen und Dresden das Testen auf Dermatophagoides
pteronyssinus, D. farinae, Katzenhaar, Alternaria tenuis, Baum- und Griserpollen unter
Verwendung von Extrakten der Firma ALK (Horsholm, Dianemark) vor. Fiir die Auswertung
des Prick-Tests war die Grofle der jeweils entstandenen Quaddel an der Auftragsstelle,
verglichen mit der Negativkontrolle, ausschlaggebend. Eine positive allergische Reaktion

entsprach einem Hautquaddeldurchmesser von > 3mm (nach Abzug der Negativ-Kontrolle).
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2.1.2.3 Bestimmung des Gesamt-Serum-IgE-Spiegels
Fiir die Bestimmung des Immunglobulin-E-Spiegels wurde eine venose Blutentnahme

durchgefiihrt und aus dem gewonnenen EDTA-Blut die DNA isoliert und aufgereinigt (2.3.1).

2.2 Material
2.2.1 Gerite

DNA-Sequenzierer:
ABI 3730 DNA Analyzer 63920 Applied Biosystems, Weiterstadt, D

Gel-Dokumentationssystem:

KODAK Electrophoresis Documentation

and Analysis System KODAK, Stuttgart (Wangen), D
Gelelektrophoreseapparatur:
BIO RAD Wide Mini-Sub Cell GT Bio-Rad Laboratories, Hercules,CA, USA
BIO RAD Power Pac 300 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,USA
Massenspektrometer:
BIFLEX II-TOF Bruker Franzen Analytik GmbH,

Bremen, D
Mikrowelle: Bosch, Stuttgart, D
PCR-System:
eppendorf Mastercycler Eppendorf AG, Hamburg, D
PCR PTC 225 Tetrad, Peltier Thermal Cycler M1 Research, Boston, USA
Pipettierroboter:
Pipettierroboter Genesis 150 Tecan AG, Crailsheim, D
Pipettierroboter Multimek 96 Beckmann/Sagain, UnterschleiBheim, D

Sequenom Spectro Point Nanoliter

Pipetting Systems Sequenom, Hamburg, D
Pipettierroboter Te-MO Tecan AG, Crailsheim, D
Photometer:

eppendorf BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg, D
Pipetten:

eppendorf Research 10ul, 20ul, 200ul, 1000ul Eppendorf AG, Hamburg, D
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Tischzentrifuge:

Hettich Zentrifugen Mikro 20

Vortexer:

Scientific Industries Vortex Genie 2
Waage:

Kern 440-33

Wasserbad:

Kottermann Labortechnik

Zentrifuge:
eppendorf Centrifuge 5810 R

222 Computerprogramme
Pipettierroboter:

Gemini 3.5

Bioworks

MALDI-TOF Massenspektrometrie:
Spectro TYPER_RT 2.0.0.3

® Spectro-Designer
e Spectro-Importer
e Spectro-Typer

Sequenzierung:

DNA Sequencing Analysis Software
Version 3.6.1
3100 Data Collection Software Version

Primer und PCR-Bedingungen:

Netprimer

SpectroDESIGNER

Analyse genomischer DNA-Sequenzen:

BioEditSequence Alignment Editor

Haploview
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Datenbanken aus dem Internet:

National Center for Biotechnology Information
CHIP Bioinformatics Tools

MAT-Inspector

Statistische Programme:

SAS/ Genetics (Version 9.13)

Vista Browser

223 Puffer, Losungen, Reagenzien

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

http://www.genomatix.de/

SAS Institute Inc., NC, USA
http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml

Puffer, Losungen, Reagenzien fiir die DNA-Extraktion:

Ery-Lyse-Puffer pH=7,4 (155mM NH4CL (Merck, Darmstadt, D), 10mM KHCO3
(Merck, Darmstadt, D), 0,5M EDTA pH=8 (Sigma-Aldritch, Osterode, D), ad H,O)
Proteinase-K-Puffer (1M Tris/CL pH=7,5 (Sigma-Aldritch, Osterode, D), 0,5M EDTA
pH=8 (Sigma-Aldritch, Osterode, D), SM NaCl (Sigma-Aldritch, Osterode, D)

SDS 20% (Na-Dodecylsulfat, Serva, Heidelberg, D)

EtOH 100% (Ethanol absolut zur Analyse, Merck, Darmstadt, D)

TE-Puffer (10mM Tris/CL (Sigma-Aldritch, Osterode, D), ImM EDTA pH=8 (Sigma-

Aldritch, Osterode, D))
Puffer, Losungen, Reagenzien fiir die PCR:
10xPuffer S
10xPuffer Y
MgCl, 25mM
Betain 5SM
H,0, Water Molecular Biology Grade
dNTP-Set, je 100mM

PeqLab Erlangen, D

PeqLab, Erlangen, D

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

Puffer, Losungen, Reagenzien fiir die Sequenzierung:

10x PCR Buffer containing 15mM MgCl,
LiChrosolv, H,O, HPLC grade

FG, 3100 POP6 Sequenziergel

ABI Sequenzierpuffer
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Puffer, Losungen, Reagenzien fiir die MALDI-TOF:

10x PCR Puffer enthilt 15mM MgCl,

4x dNTPs

MgCl, 25mM

MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 25
MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 26
MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri28

HME MassEXTEND Nucleotide Tri-Mix-Pack
3-Punkt Kalibrant

hME-Puffer

Spectro CLEAN

Quiagen, Hilden, D

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D
Quiagen, Hilden, D

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

Puffer, Losungen, Reagenzien fiir die DNA-Gelelektrophorese:

100bp DNA-Leiter 500ug/ml

SeaKem LE Agarose

Ethidiumbromid

New England Biolabs, Frankfurt a.
Main, D

Cambrex Bioscience Rockland,
ME, USA

Sigma-Aldritch, Osterode, D

Ladepuffer (30% Glycerin, Bromphenolblau, Xylenecyanol-FF)
5% TBE-Puffer (54g Tris-Puffer, 27,5g Borsédure, 20ml 0,5M EDTA (pH=8), ad 11 H,0)

224 Reaktionskits

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

Sequenzierkits:

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

MALDI-TOF Massenspektrometrie:
MassEXTEND Core Kit
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2.2.5 Enzyme

Polymerasen:

Taq Polymerase Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Thermosequenase Amersham Bioscience, Freiburg,D
HotStar Taq (Sunits/ul) Quiagen, Hilden, D
sonstige Enzyme:
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Amersham Bioscience, Freiburg,D
2.2.6 Primer
PCR-Primer:

bezogen von Metabion (Planegg/Martinsried, D), (2.3.3.2, Tabelle 1)
Sequenzier-Primer:

bezogen von Metabion (Planegg/Martinsried, D), (2.3.6.2, Tabelle 4)
MALDI-TOF-Primer:

Sense-/ Antisense-/ Extensions-Primer von Metabion (Planegg/Martinsried, D),

(2.3.10.3.1, Tabelle 6)

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

Die im Anschluss aufgefiihrten Methoden basieren auf den etablierten Methoden des Labors
der Allergogenetik im ,,Dr. von Haunerschen Kinderspital der LMU Miinchen und wurden
von allen Doktoranden der Arbeitsgruppe PD Dr. Michael Kabesch gemeinsam erarbeitet und
fortlaufend aktualisiert. Sie konnen in der aktuellsten Version unter www.Asthmagene.de
eingesehen werden. Spezifische Modifikationen dieser Methoden, wie z.B. die Auswahl der
Primer fiir dieses Projekt, sind projektspezifisch hier dargestellt und konnen im Einzelfall von

den Standardmethoden abweichen.

2.3.1 DNA-Extraktion
Durch Anwendung der Standardaussalzmethode nach Miller”® (fuir frisches Blut) und der
DNA-Extraktionsmethode nach dem Protokoll der Firma Quiagen (fiir bei -20°C

eingefrorenes Blut) wurde DNA aus EDTA-Vollblut extrahiert und aufgereinigt.

2.3.2 Bestimmung von Nukleinsdure-Konzentrationen

2321 Theoretische Grundlagen

Nach der DNA-Isolierung bzw. nach einer PCR ist es notwendig, die Konzentration der
Nukleinsédure-Losung zu bestimmen, um fiir nachfolgende Versuche definierte DNA-Mengen
einsetzen zu konnen. Die Konzentration einer DNA-LOsung wird bestimmt, indem ihre
Extinktion im Spektralphotometer nach geeigneter Verdiinnung (1:15) bei 260 nm (DNA) und
280 nm (Protein) (ODysp , ODygp) gemessen und die Konzentration nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetz berechnet wird. Die Messung der OD,g erfasst Verunreinigungen und
dient der Uberpriifung des Reinheitgrades. Das Verhiltnis von OD,4/ODag gibt den Grad der

Verunreinigung an und sollte im Idealfall etwa 1,7-2,0 betragen. Werte < 1,6 deuten auf einen
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hohen Proteingehalt oder Verunreinigung hin, wobei Werte > 2,0 auf einzelstringige DNA

schlieen lassen (hyperchromer Effekt).

233 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)98

2.3.3.1 Theoretische Grundlagen

Die Vervielfiltigung (Amplifikation) von bestimmten DNA-Abschnitten in vitro wurde 1983
von Kary Mullis entwickelt. Hierbei besteht der Reaktionsansatz aus zwei spezifischen
Oligonukleotid-Molekiillen =~ (Primern), einer hitzestabilen =DNA-Polymerase (Taq-
Polymerase), freien Desoxynukleosid-Triphosphaten (ANTPs) dATP, dCTP, dGTP und dTTP,

dem DNA-Template und den geeigneten Pufferbedingungen.

Das Prinzip der PCR lisst sich wie folgt beschreiben:

Es basiert auf einer thermischen Denaturierung (bei 95°C) eines doppelstringigen DNA-
Templates, an das sich anschlieend am 5’- und 3’-Ende des zu amplifizierenden Bereiches
spezifisch ausgewihlte Primer, die in hohem Uberschuss zum PCR-Ansatz gegeben wurden,
anlagern. Dieser Vorgang wird auch Annaeling genannt, wobei hierfiir die gewihlte
Temperatur von dem spezifischen Primerpaar abhingig ist. Diese Primer werden von einer
Tag-Polymerase in Anwesenheit freier Desoxynukleosid-Triphosphate verldngert (Elongation
bei 72°C). Die Tag-Polymerase elongiert den entstehenden DNA-Doppelstrang solange, bis
sie von der DNA abfillt oder die Reaktion durch eine Temperaturerhohung auf 95°C,
verbunden mit einer erneuten Denaturierung, unterbrochen wird. Die Synthese eines weiteren
Doppelstranges kann nun wiederholt werden. Nach dem zweiten Zyklus entstehen Fragmente,
die genau der Lidnge des zu amplifizierenden Bereiches entsprechen. Diese Fragmente werden

in den darauf folgenden PCR-Zyklen expotentiell vermehrt.

38



MATERIAL UND METHODEN

2332 Praktische Durchfiihrung

Das HLX1-Gen wurde vorab anhand der bekannten Referenzsequenz AF 217621 (aus der
genomischen Datenbank des National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) in Fragmente unterteilt, anschlieBend mittels PCR amplifiziert
und somit fiir die Sequenzierung vorbereitet. Durch die Sequenzierung konnten die
vorgegebene Basenabfolge und eventuelle Variationen im HLX1-Gen der Mutationen-

Screening-Population bestimmt werden.

Untersucht wurden hierbei 1.934bp des Promotors (einschlieBlich der 5’-UTR), ausgehend
vom ATG des ersten Exons, die vier Exons, die dazwischen liegenden Introns und 1.155bp
nach der vierten codierenden Sequenz, die unter anderem die 3’-UTR beinhaltet. Somit ergab
sich ein zu sequenzierender Bereich von insgesamt 7.919bp. Anhand des oben beschriebenen
Bereichs ergaben sich 22 zu untersuchende Fragmente von unterschiedlicher Linge, die zuerst
amplifiziert und anschlieend sequenziert wurden. Hierfiir wurden mit Hilfe des Programms
VectorNTI die entsprechenden Primerpaare entworfen und von der Firma Metabion
synthetisiert, wobei darauf geachtet wurde, dass sich die Primerpaare iiberlappten, um eine

liickenlose Darstellung des HLX1-Gens zu erzielen.

Die PCR wurde mit den entsprechenden genspezifischen Primerpaaren und ihren optimierten
PCR-Bedingungen angewandt (Tabelle 1). Ein Standard-PCR-Ansatz wurde immer nach dem
in Tabelle 2 aufgefithrten Schema pipettiert und unter den in Tabelle 3 allgemein
beschriebenen Temperatur-Bedingungen in Thermocyclern der Firma Eppendorf

durchgefiihrt.
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- 2 - Ny
: S| TEE 23| 2| Z&d
E’J Name Sequenz Ed ES§ EX g g .g
= S < N
F1 HLX_-1983fwd_F1 TAA AAG AGA GAT GGA GAG CG 628 bp 57,2°C 34
HLX_-1355rev_F1 CTG CTT TCA ATT CTG TGA CAG
F2 HLX_-1464fwd_F2 CTG CGT TCT AAA GAC CCA AG 579 bp 58,0°C 34 Y
HLX_-885rev_F2 CCT TCT CTT GAC CTC ATT CT
F3 HLX_-984fwd_F3 ACT CAG GGC GGC AAC ATT TG 599 bp 65,0°C 34 Y
HLX_-385rev_F3 AGT CCG TTA GTT AGG GGG GG
F3a HLX_-713fwd_F3a CAG AAG TTA GAA GAG AGT CAG 516 bp 67,0°C 34 Y 0,6pl
AGC CC Betain
HLX_-197rev_F3a GTC ACC GCC TCG CTC CC
F4 HLX_-541fwd_F4 ACT CCC CGC TCC CAT TGG TC 504 bp 65,2°C 37 Y 3,0ul
Betain
HLX_37rev_F4 TTG GAG GCG TAG AAG GGA GC
F5 HLX_-53fwd_F5 CCA CCC ACC CAG TCC GGC TG 539 bp 61,7°C 34 Y
HLX_592rev_F5 CCT CTC AGC GTG TTGCCT T
F6 HLX_481fwd_F6 ACC ACA GTG GCT CTG CCC CG 586 bp 58,3°C 34 Y
HLX_1067rev_F6 TCC AAG AAC GCC ACA GAC GC
F6a HLX_775fwd_F6a ACA AAC AAA AAA TGA CTC CAG 581 bp 58,7°C 34 Y
GG
HLX_1356rev_Fb6a CGG TTA GCA GGG AAG TGA GAT C
F7a HLX_1253fwd_F7a GCA AGG GGA AGG GGA GGA AC 630 bp 59,3°C 39 Y 3,0ul
Betain
HLX_1883rev_F7a ACC CAG ACA TAA ACT CGC CAA GC
F8a HLX_1725fwd_F8a GAT CCC AGA AAG TGT GTG CGT G 567 bp 60,3°C 34 Y 1,5ul
Betain
HLX_2292rev_F8a GCA GAA CGG GAG CCA GAG G
F9 HLX_1966fwd_F9 GCT GTC ATC ATT CAG GCC CA 635 bp
HLX_2601fwd_F9 AAG ATC TTG CGT TTG CAC CG
F9a HLX_2142fwd_F9a CGG TGT ATG TGC GAA GGG C 527 bp 60,9°C 34 Y 3,0ul
Betain
HLX_2669rev_F9a CCT CAC CCC ATC TCC ACC C
F10 HLX_2485fwd_F10 AAG GCA GTT CTG GCT CCA GC 540 bp 61,0°C 34 Y 1,0ul
Betain
HLX_3025rev_F10 GTG TGG CCA CTC CAA GCA GA
Fl11 HLX_2941fwd_F11 CCC AGT TGT GAG GAA GTG AA 594 bp 57,2°C 34 Y
HLX_3535rev_F11 CCC AAC GCA TTC ACA CAA GT
F12 HLX_3397fwd_F12 TTA CAC AAC TCT TCT CCC C 668 bp 55,5°C 34 Y
HLX_4065rev_F12 CTA AAA TGA CCT GAG TGA C
Fl12a | HLX_3821fwd_FI2a | AGT GGC AGT AGA GGA GAG GGC 467 bp 63,6°C 34 Y 3,0ul
Betain
HLX_4288rev_F12a | ACA CCG AGA TGA GAC CCA GG
F13 HLX_3924fwd_F13 TGG GCT AGG AGT CCATAA CT 641 bp 62,0°C 34
HLX_4565rev_F13 AGA GAA CGC TCA CTC CCC TC
F13a | HLX_4182fwd_FI13a | CTG GTC CTT GGT AGA GTC GCC 519 bp 63,6°C 34 Y 3,0ul
Betain
HLX_4701rev_F13a GCT GCT GCT ACT AAG ACT GCT GG
Fl14 HLX_4410fwd_F14 GAA GCC ATC AGG TGG AGC C 618 bp 55,5°C 34
HLX_5028rev_F14 CAC TGA GAC TCC CCT CTG C
Fl4a | HLX_4605fwd_Fl4a | CCT CAT TAC CGC CAG CAG 612 bp 60,9°C 34 Y 3,0ul
Betain
HLX_5217rev_Fl4a GCC TTA ACA ACC CCC AGC
F15 HLX_4916fwd_F15 TTG GTA GGG CAG GAG ACG C 644 bp 64,0°C 34 Y
HLX_5560rev_F15 ATT GAC CCC GCC TGG CAT C
F16 HLX_5436fwd_F16 AGC AGG CCA TAG AAACTGTT 644 bp 52,8°C 34

HLX_6080rev_F16

CCT GGA GAG AGGTTT AACTT

Tabelle 1: Verwendete Primer-Paare und die dazugehorigen Puffer-Bedingungen fiir die PCR.
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Konzentration
der
Komponeneten Volumen Stammlésungen
PCR-Puffer (Puffer S/Y) Sul 10 x
dNTPs 1,0ul je 10 mM
Vorwirtsprimer 0,5ul 25 pmol/ul
Riickwirtsprimer 0,5ul 25 pmol/ul
DNA - Template 3,3ul 20 ng/ul
Taq - Polymerase 0,15ul 25mM/5M
Betain x ul (Tabelle 1) 5M
H,O ad 50ul
Volumen Total S0ul
Tabelle 2: Komponenten eines PCR-Ansatzes.
Schritte Temperatur Zeit
1) Aktivierung 96°C 2 min
2) Denaturierung 96°C 20 sec
Annealing 52,8-67°C 20 sec
Elongation 72°C 20 sec
Wiederholung von 2) 45x
3) Letzte Elongation 72°C 5 min
4°C unendlich

Tabelle 3: Allgemeine Temperaturbedingungen einer PCR. (Die Annealing-Temperatur ist
fiir jedes Fragment spezifisch und variiert in dieser Arbeit zwischen 52,8°C und 67°C.)

234 Gelelektrophorese von Nukleinsduren in Agarose-Gelen

2.34.1 Theoretische Grundlagen

Die Gelelektrophorese wird eingesetzt, um die PCR-Produkte zu identifizieren, aufzureinigen
oder die DNA-Qualitdt zu kontrollieren. Das Prinzip basiert auf der Tatsache, dass eine
Mischung aus aufzutrennenden Molekiilen unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes durch
ein Agarosegel wandert, welches in einer ionischen Pufferlosung liegt. Je nach Grofe und
Ladung bewegen sich die Molekiile unterschiedlich schnell durch das Gel, wobei ihre
Geschwindigkeit proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes ist. Nukleinsiduren
besitzen unter neutralen pH-Bedingungen eine negative Ladung und wandern somit schnell in

Richtung der positiv geladenen Anode.

41



MATERIAL UND METHODEN

2.3.4.2 Praktische Durchfiihrung

Fiir die Gelelektrophorese wurden 1,5%-ige Agarose-Gele hergestellt, wofiir Agarose in
0,5%-igem TBE-Puffer aufgekocht wurde. Die Zugabe des interkalierenden Farbstoffes
Ethidiumbromid zum aufgekochten Agarose-Gemisch, ermoglichte eine Visualisierung der

Nukleinsduren unter UV-Licht (302 nm).

AnschlieBend wurde die Agarose zum Erhirten in horizontale Schlitten gegossen. An einem
Ende der Gelschicht befanden sich kleine, rechteckige Taschen. Diese wurden durch Zihne

eines Kamms geformt, der vor dem Giellen des Gels angebracht wurde.

Nach dem Erstarren des Gels wurde Puffer in eine Elektrophorese-Kammer eingefiillt und das
Gel mit Puffer iiberschichtet. Dieser Puffer stellte den Kontakt zwischen den Elektroden auf
beiden Seiten des Gels dar. Vor dem Auftragen wurden die DNA-Produkte mit einem
farbigen Ladepuffer versetzt, bestehend aus Loading-dye und Glyzerin, der bewirkte, dass
sich die DNA auf dem Boden der Taschen absetzt. Nach einem Lauf von 90 min und einer
Spannung von 90 Volt konnten die DNA-Produke unter einer UV-Lampe dargestellt und
anhand eines Lingenstandards definierter Fragmentldngen (100bp) die Grofe der Produkte

abgeschitzt werden.

2.3.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

2.3.5.1 Praktische Durchfiihrung

Um die PCR-Produkte in die anschlieBende Sequenzier-Reaktion einsetzen zu konnen,
mussten diese vorher aufgereinigt werden. Fiir die Aufreinigung wurden Filterplatten der

Firma Millipore (Millipore Kit PCR Multiscreen) verwendet, deren Prinzip auf einem
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membrangebundenen Aufreinigungsverfahren beruht. Dabei wird das PCR-Produkt unter

Druckeinwirkung an eine Membran gebunden und anschlieend in Wasser eluiert.

Bei der Durchfithrung wurde das gesamte PCR-Produkt auf die Platte iiberfiithrt und nach
Zugabe von 250ul Wasser bei 3200g fiir 7 min zentrifugiert. Anschliefend konnte das an die
Membran gebundene PCR-Produkt, nach 5 min Vortexen in 30ul Wasser gelost und der

Uberstand in frische Reaktionsgefifle abpipettiert werden.

2.3.6 Sequenzierung

2.3.6.1 Theoretische Grundlagen

Durch die Methode der Sequenzierung kann die Abfolge der Nukleotidsequenz von kleineren
DNA-Einheiten dargestellt und anschlieBend wieder zu einer vollstindigen Gesamtsequenz
zusammengefiigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode eingesetzt, um die
bekannte Sequenz des HLX1-Gens in der Mutationen-Screening-Population zu iiberpriifen
und eventuelle Variationen in Form von Single-Nucleotid-Polymorphismen (SNPs)

identifizieren zu konnen.

Die hier verwendete Methode beruht auf dem Sanger-Abbruch-Verfahren mit
fluoreszierenden Didesoxynukleosid-Triphosphaten (ddNTPs y?. In vier sonst gleichen
Ansitzen wird eine der vier Basen Adenosin, Thymin, Cytosin oder Guanin zum Teil als
Didesoxynukleosidtriphosphat zugegeben. Jedes der vier ddNTPs wird mit einem
unterschiedlichen Farbstoff gekoppelt. Zudem besitzen die ,,Kettenabbruch-ddNTPs* keine
3’-Hydroxygruppe. Werden nun die ddNTPs in den neusynthetisierten Strang eingebaut, ist
eine DNA-Verldngerung nicht mehr moglich, da die OH-Gruppe am 3’-Ende fiir die

Verkniipfung mit dem néchsten Nukleotid fehlt. In der Folge entstehen DNA-Fragmente
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unterschiedlicher Lénge, die in jedem Ansatz stets mit dem gleichen ddNTP enden. Die
ddNTPs am Ende jedes DNA-Fragments zeigen Fluoreszenz unterschiedlicher Farbe und
konnen von einem Detektor erkannt werden. Die Abfolge der Farbsignale, die am Detektor

erscheinen, gibt direkt die Sequenz der Basen des sequenzierten DNA-Stranges wieder.

2.3.6.2 Praktische Durchfiihrung

Der Reaktionsansatz fiir die Sequenzierung beinhaltete 1-2ul aufgereinigtes PCR-Produkt
(25-50ng/ul), 1,0ul Premix (Big Dye v3.1) bestehend aus Polymerase, Puffer und
fluoreszensmarkierten Didesoxynukleosidtriphosphaten, 1ul 5x Sequenzierpuffer, 0,5ul des
entsprechenden Sequenzier-Primers (10pmol /ul) und wurde mit Wasser auf Sul aufgefiillt.
In die Sequenzier-Reaktion wurden die Primer eingesetzt, die bereits fiir die PCR verwendet
wurden. Bei einigen Fragmenten, die sich nicht iiberlappten, wurden zusitzliche Sequenzier-
Primer entworfen, die in die Fragmente gelegt wurden. Somit konnte vom Fragmentinneren
nach auBen sequenziert werden (Tabelle 4, grau unterlegt). In Tabelle 4 sind die Sequenzier-

Primer aufgelistet, die in die Sequenzier-Reaktion (Tabelle 5) eingesetzt wurden.
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Fragment Primername Primersequenz SeguenZIer
richtung
1 HLX -1355rev F1 | CTG CTT TCA ATT CTG TGA CAG 3 5
) HLX -1464fwd E2 | CTG CGT TCT AAA GAC CCA AG 5 3
HLX -1246rev F2 | CAG GAG GTT GTA GGA AAT GTT AGC C 3 55
3 HLX -984fwd F3 | ACT CAG GGC GGC AAC ATT TG 53
HLX _-638rev_F3 GGG CTC TGA CTC TCT TCT AAC TTC TG 3 55
3a HLX -713fwd F3a | CAG AAG TTA GAA GAG AGT CAG AGC CC 5 53
4 HLX 37rev E4 TTG GAG GCG TAG AAG GGA GC 3 55
5 HLX 592rev F5 CCT CTC AGC GTG TTG CCT T 3 55
6 HLX 481fwd E6 ACC ACA GTG GCT CTG CCC CG 5 3
6a HLX 1356rev F6a | CGG TTA GCA GGG AAG TGA GAT C 3 55
Ta HLX 1253fwd E7a | GCA AGG GGA AGG GGA GGA AC 5 3
HLX _1883rev_F7a | ACC CAG ACA TAA ACT CGC CAA GC 3 55
HLX 1642rev Fla | TGA CTC CGT AGC CTC CCG 3 5
3a HLX 1725fwd E8a | GAT CCC AGA AAG TGT GTG CGT G 5 3
HLX 2292rev F8a | GCA GAA CGG GAG CCA GAG G 3 55
9 HLX 1966fwd F9 | GCT GIC ATC ATT CAG GCC CA 5 3
HLX 2086fwd FO | ACG CTC GCT TTA GGT CTT CCG 5 3
92 HLX 2142fwd F9a | CGG TGT ATG TGC GAA GGG C 5 3
HLX 2660rev FOa | CCT CAC CCC ATC TCC ACC C 3 55
10 HLX 2485fwd F10 | AAG GCA GTT CTG GCT CCA GC 5 3
HLX 3025rev F10 | GTG TGG CCA CTC CAA GCA GA 3 55
11 HLX 3941fwd F11 | CCC AGT TGT GAG GAA GTG AA 5 3
HLX 3535rev F11 | CCC AAC GCA TTC ACA CAA GT 3 55
12 HLX 4065rev F12 | CTA AAA TGA CCT GAG TGA C 3 55
122 | HLX 3821fwd Fl2a | AGT GGC AGT AGA GGA GAG GGC 53
13 HLX 3924fwd F13 | TGG GCT AGG AGT CCA TAA CT [EENEY
HLX 4122fwd F13 | GAT TCC TGG CTT CTT GTG TTC C 5 53
132 | HLX 4182fwd Fl13a | CTG GTC CTT GGT AGA GTC GCC 5 3
12 HLX 4410fwd Fl14 | GAA GCC ATC AGG TGG AGC C 5 3
HLX 4527fwd El4 | CAG CGA CAC GGA GCG GAC 5 3
HLX 4536fwd _F14 | GGA GCG GAC TGA GGG GAG 5 53
HLX 4604fwd Fl14 | CCC TCA TTA CCG CCA GCA G 5 53
HLX_4793fwd_F14 | GCC CCG AGC CAG CCC AAG 5 3
14a HLX_5217rev_Fl14a | GCCTTA ACA ACCCCC AGC 35
15 HLX 4916fwd F15 | TTG GTA GGG CAG GAG ACG C 5 3
16 HLX _6080rev F16 | CCT GGA GAG AGG TTT AAC TT 3 55

Tabelle 4: Alle verwendeten Sequenzier-Primer. (Grau: Primer, die nachtriglich entworfen wurden, um
eine liickenlose Darstellung der Sequenz zu erhalten.)

Die Reaktion wurde in Low Profil Platten pipettiert und anschlieBend nach dem in Tabelle 5

aufgefiihrten Programm mit 28 Zyklen im Mastercycler der Firma Eppendorf durchgefiihrt.
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Temperatur Zeit

95°C 30 sec
50°C 15 sec
60°C 4 min

Tabelle 5: Allgemeine Temperaturbedingungen fiir die Sequenzierreaktion.

2.3.7 Féllung und Aufreinigung der Sequenzierreaktion

2.3.7.1 Praktische Durchfiihrung

Nach der Sequenzier-Reaktion wurden die Sequenzier-Produkte gefillt und aufgereinigt, um
anschliefend in die automatische Analyse im Kapillarsequenziergerit eingesetzt werden zu

konnen.

Dazu wurde die Sequenzier-Reaktion (2.3.6) mit 100ul 70% Ethanol versetzt und 15 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach einer 30-miniitigen Zentrifugation bei 3000g wurde
der Uberstand dekandiert und ein zweiter Reinigungsschritt durch Zugabe von 150ul 70%
Ethanol und einer 10-miniitigen Zentrifugation bei 3000g, angeschlossen. Nach Abkippen des
Uberstandes wurde das Sequenzier-Produkt 5 min bei RT getrocknet, anschlieBend mit 50ul
HPLC-H,O versetzt und vorsichtig vermischt. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei RT
konnten nun 25ul der Sequenzier-Reaktion auf spezielle Mikrotiterplatten des ABI Prism

3100-Systems iiberfiihrt werden.

2.3.8 Maschinelle Sequenzierung mit ABI Prism 3100

Die Analyse der in der Sequenzier-Reaktion (2.3.6) entstandenen Fragmente mittels
Elektrophorese erfolgte auf einem Kapillarsequenziergerdt der Firma Applied Biosystems
(ABI Prism 3100 Genetic Analyser). Die Auftrennung fand in einer mit Acrylamid-Gel
gefiillten Kapillare statt, die an eine elektrische Spannung angeschlossen war. Durch diese

Spannung konnten die Fragmente nach der Grofe elektrophoretisch aufgetrennt werden. Ein
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Laser regte die markierten Fragmente, die je nach ,,Kettenabbruch-ddNTP* unterschiedlich
fluoreszens-markiert waren an und ein Detektor empfing die davon ausgegangenen Signale.
Je nach Grofle des zu sequenzierenden Molekiils wurden unterschiedlich lange Kapillaren

verwendet. Hier wurden fiir PCR-Produkte bis 500bp 36 cm Arrays benutzt.

2.3.9 Auswertung der Sequenzen

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte unter Verwendung des Sequenz-Analyse-Programms
BioEditSequence Alignment Editor

(Hall 1999, http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Es wurden nur Sequenzen
ausgewertet, deren Signale eindeutig waren und deren Fragmente iiberlappten, damit eine
liickenlose Darstellung des Gens moglich war. Durch den direkten Vergleich der untersuchten
Sequenzen der Mutationen-Screening-Population und der HLX1 Referenzsequenz
(AF 217621) aus der genomischen Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) konnten genetische Variationen in Form von

Single-Nucleotide-Polymorphisms (SNPs) im HLX1-Gen identifiziert werden.

20 20 100
AGAGGTAGGTCTTGGOGGCGGOGGAGGCTGCAGGCCTCTGA

Abbildung 7: Beispiel fiir eine eindeutig analysierbare Sequenz.
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2.3.10 Genotypisierung mittels MALDI-TOF MS

2.3.10.1 Theoretische Grundlagen

Das Prinzip des MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight)
Massenspektrometers beruht auf einer von einem Laserimpuls erzeugten Desorption und
Ionisation von Molekiilen. Diese Molekiile sind in der zu untersuchenden Probe mit dem 100-
bis 1.000fachen Uberschuss in einer kristallinen Matrix eingebettet. Diese Matrix ist
notwendig, um die Verdampfung der Probe durch die Laserenergie zu erleichtern und einer
photolytischen Beschiddigung der Fragmente vorzubeugen. Auflerdem kann auf diese Weise
eine eventuelle Interaktion zwischen den Molekiilen vermieden werden. Diese Methode

wurde zuerst von Karas et al.'® beschrieben.

Durch die Weiterentwicklung der MALDI-TOF Methode wurde es in den letzten Jahren
moglich, DNA-Fragmente von der Grofle zwischen 1.000 bis 9.000Da (entsprechend 3-30bp)
mit einer Genauigkeit von 0,1 — 0,001% zu erfassen. Durch die Anwendung dieser effektiven
Hochdurchsatzmethode (,,High-Troughput-Method*) ist es mdoglich, Single Nucleotide

Polymorphisms (SNP) in groBen Studienpopulationen besser analysieren zu konnen'”".

Die ionisierten DN A-Fragmente werden durch einen Laserimpuls aus der Matrix gelost und in
einem konstanten Energiefeld beschleunigt, bis sie auf den Detektor am Ende eines
geradlinigen Kanals treffen. Die Zeit zwischen dem Verlassen der Molekiile aus der Matrix
und der Identifikation am Detektor gibt das Molekulargewicht der Molekiile wieder. Die
ionisierten DNA-Fragmente werden zwar alle mit dem gleichen Potenzial beschleunigt,
unterscheiden sich aber je nach Genotyp in der terminalen Base am 3’-Ende. Abweichungen
des Molekulargewichts und die Geschwindigkeit repridsentieren den Genotypen jeder

einzelnen Probe (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des MALDI-TOF Massenspektrometers'".
(Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. H. Gohlke, Helmholtz-Zentrum
Miinchen, Deutschland)

Fiir die Genotypisierung mittels MALDI-TOF MS wurde eine Primer-Extensionsreaktion
(h(ME = homogeneous Mass Extent'™) unter Verwendung von Sequenom (Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurde durch eine Standard-PCR die zu
genotypisierende Region amplifiziert. Dabei wurden die Primer so ausgewihlt, dass die PCR-
Amplifikate ca. 100bp grof8 sind. Danach folgte eine fiir jeden SNP spezifische Primer-
Extensionsreaktion, die es erlaubte, zwischen PCR-Produkten unterschiedlicher Masse

entsprechend des Allels eines Polymorphismus unterscheiden zu konnen'"".
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der hME-Reaktion im Rahmen der MALDI-TOF-Analyse.
(Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. H. Gohlke, Helmholtz-Zentrum Miinchen,
Deutschland.)

2.3.10.2 Vorbereitung der Platten fiir die MALDI-TOF MS

Jede einzelne DNA-Probe der Studienpopulation Dresden wurde auf 96er Platten (Peqlab,
Erlagen, Deutschland) pipettiert, wobei folgendes Schema zur Kontrolle von Pipettierfehlern
eingehalten wurde (Abbildung 10). Zusitzlich wurden vier Negativ-Kontrollen (dH,0O) an

ganz bestimmten Stellen der Platte eingefiigt, um eventuelle Kontaminationen identifizieren

zu konnen.
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Q= S (O(=]|»>
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Abbildung 10: Aufbau des Pipettierschemas fiir eine 96er Platte. NC = Negativ Kontrolle.
(Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. H. Gohlke, Helmholtz-Zentrum Miinchen,
Deutschland.)

H

Anschlieend wurden die einzelnen Proben auf 1ng/ul verdiinnt und auf 96er Clusterplatten
tiberfiihrt. Vier 96er Platten wurden mittels der Pipettierstation Genesis RSP 150 zu einer
384er Platte zusammengefasst (sieche Abbildung 11). Das eindeutig definierte Schema der
Negativ-Kontrollen erlaubte es, eventuelle Rotationen der einzelnen 96er Platten zu
kontrollieren, nachdem sie zu einer 384er Platte zusammengefiigt wurden. Anschliefend
wurde die DNA (5ul) iiber Nacht luftgetrocknet und mit einer Konzentration von 5ng fiir die

Genotypisierung eingesetzt.
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platel | Rlates
plated plated

Abbildung 11: Aufbau des Pipettierschemas fiir eine 384er Platte, bestehend aus vier 96er
Platten. NC = Negativ Kontrolle. (Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. H. Gohlke,
Helmholtz-Zentrum Miinchen , Deutschland.)

2.3.10.3 Der Versuchsablauf im Rahmen der hME-Reaktion

2.3.10.3.1 Primer Design

Unter Verwendung des Programms MassARRAY Assay Designer 3.0 (Sequenom, San
Diego, USA) wurden spezifische Primer fiir die Standard-PCR und die Primer-Extensions-
PCR entworfen. Zusitzlich wurde an jeden Primer ein bekanntes, ca. 10bp grofles ,,Motiv*
(,,Tag*) angehédngt. Durch dieses ,,Motiv* konnten aufgrund der unterschiedlichen Masse der
entstehenden PCR-Produkte in einem Reaktionsgefall (Multiplex) mehrere PCR-Reaktionen
gleichzeitig durchgefiihrt werden. Diese zusitzlich angebrachte Sequenz (,,Tag*) an die SNP-
spezifischen Primer ist notwendig fiir die Unterscheidung der Primer untereinander und der
Primer-Extensions-PCR-Produkte. Alle Sense- und Antisense-Primer fiir die PCR-Reaktion

und Primer fiir die Primer-Extensionsreaktion sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.
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SNP Sense- und Antisense Primer hME-Primer (Extension)

A-1633G | Ist ACG TTG GAT GGA TGC TTA TTA GGG CAA TCG TCA GGA AGA AAA TAA AAT AAT ACG AA
2nd ACG TTG GAT GAC CCA GAT GAG CTG TTC TTG

C-1486G | Ist ACG TTG GAT GGT GGG GAA ATT CAT TCT GAC TAG TGG TGG TGG AGG TTT T
2nd ACG TTG GAT GTA GAA CGC AGG GTA GTG GTG

C-1407T | Ist ACG TTG GAT GAA TTC TGT GAC AGC TTC CCC ACC ACC ACG CAG CTC CTC
2nd ACG TTG GAT GTT CTA AAG ACC CAA GGC ACG

C-796A Ist ACG TTG GAT GTT TCC TGA AGC GCT TGT CAC GTG AGA TTA CCG TCC CTT CCC CA
2nd ACG TTG GAT GAA GAG TGA GAT TAC CGT CCC

C-742G Ist ACG TTG GAT GTT CTA ACT TCT GCA GCT CCG ATG AAA GCT CCT GTG ATC AAC
2nd ACG TTG GAT GTG ACA AGC GCT TCA GGA AAG

C-559T Ist ACG TTG GAT GGC AAA AAC TTT GGC GTG GCC G | GGA GGG GAA TTA GGA AC
2nd ACG TTG GAT GTC ATC CTC GTG ACC AAT GGG

A-434G Ist ACG TTG GAT GAA TAG TCC GTT AGT TAG GGG AAA ACT TTG GGA GTT TTT AGA G
2nd ACG TTG GAT GTC GAA AGC TCC TGC CAA AAC

C-263A Ist ACG TTG GAT GTC GCT TTA AAG GCG GCG CGG CGG CCC CAG CGC CCC TCG CTC TC
2nd ACG TTG GAT GTC CCG TCT CCC TGG CTC CC

T345C Ist ACG TTG GAT GTG TTG TTG TTG CGG GTG ATG GCG GCT GTC TCC GCT C
2nd ACG TTG GAT GTC CGA AGT CCC GGC TGG CTT

C1561G Ist ACG TTG GAT GCC CAA TTG TGA GAT TGC GAC TTA CTG CCT AAC GGG CGA GCC GAC TAA
2nd ACG TTG GAT GAC TCC AGA GTA CTG CCT AAC

G2255A Ist ACG TTG GAT GAC AGT TTC AAG CCT TAC GGG AGA AAG ACA AGA GGG C
2nd ACG TTG GAT GGA GCC AGA GGG AAG AAA GAC

T3182A Ist ACG TTG GAT GGG GAA GCC CAG TTC TTA AAT ATA GGA AAT GTA TTG TGG CTG AA
2nd ACG TTG GAT GCA GCA GGT TCT GCC TAT TTG

C3957T Ist ACG TTG GAT GCT GGG CTA GGA GTC CAT AAC TTT TTT TAT GCC AGG ACC CCC AT
2nd ACG TTG GAT GGA CCC CCA ACA TAC TCT CTC

G4446A Ist ACG TTG GAT GAG AAG CCA TCA GGT GGA GCC GGC TCC TCT CGT CCT G
2nd ACG TTG GAT GTC TCA GCC TCG CCT TCA GAA C

C4523G Ist ACG TTG GAT GTT GTT TGG TGC AGA GAA CGC CGA GTC CCT GGA CAT GG
2nd ACG TTG GAT GTG AGA GCG AGA GCA GCG ACT

Tabelle 6: Verwendete Sense-, Antisense- und hME-Primer fiir die 15 genotypisierten SNPs des HLX1-

Gens.
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2.3.10.3.2 PCR-Reaktion

Auf einer 384er Mikrotiterplatte wurde fiir die PCR-Reaktion 6ul PCR Mastermix (Tabelle 7)
zu Sng der luftgetrockneten DNA pipettiert. Die Amplifikation jedes Fragments (ca. 100bp)
wurde in einem Thermocycler MJ research (Waltham, USA) unter standardisierten
Bedingungen durchgefiihrt (Tabelle 8). Um den Erfolg der PCR-Reaktion und die GréBe der
entstandenen PCR-Produkte beurteilen zu konnen, wurde I1pl der PCR-Reaktion von einer
Reihe (24 Proben) der Mikrotiterplatte auf ein 3%-iges Agarose-Gel aufgetragen. Eventuelle
Kontaminationen des Mastermixes, konnten durch die mitgefiihrte Negativ-Kontrolle

ausgeschlossen werden.

Volumen fiir 384er

Volumen fiir Mikrotiterplatte
Komponenten Einzelreaktion (480x) Konzentration
dNTP-Mix 0,6ul 288ul 2mM
MgCl, 0,24ul 115,2ul 25mM
PCR Puffer 0,6ul 288ul 10x
Primer forward 0,1l 48ul 10mM
Primer reverse 0,1l 48ul 10mM
HotStarTag-DNA-Polymerase 0,02ul 9,6ul SU/ul
dH,O 4,34ul 2083,2ul
Volumen Total 6ul 278ul

Tabelle 7: Standard Mastermix fiir die PCR-Reaktion im Rahmen der hME-Methode.

Schritte Temperatur Zeit
1) Aktivierung 95°C 15 min
2) Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 56°C 30 sec
Elongation 72°C 1 min
Wiederholung von 2) 45x
3) Letzte Elongation 72°C 10 min

Tabelle 8: Standard-Protokoll fiir die PCR-Reaktion im Rahmen der hME-Methode.
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2.3.10.3.3 Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Reaktion

Das katalytische Enzym Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) wurde zu den PCR-Produkten
hinzugefiigt, um iiberschiissige dNTPs zu entfernen und somit einen eventuellen Einfluss auf
die SNP-spezifische PCR-Reaktion zu unterbinden. Mittels einer Multimek 96er-Kanal
Autopipette wurde 2ul eines Mastermixes, bestehend aus SAP, hME-Puffer und H,O
(Tabelle 9) zum PCR-Produkt dazugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 20 min bei 37°C

in einem Thermocycler wurde eine Inaktivierung des SAP Enzyms bei 85°C fiir 10 min

durchgefiihrt.
Volumen fiir 384er

Volumen fiir Mikrotiterplatte
Komponeneten Einzelreaktion (480x) Konzentration
hME-Puffer 0,17ul 81,6ul 10x
SAP(ShrimpAlkaline Phosphatase) 0,3ul 1441 10/ul
dH,O 1,53ul 734,4ul
Volumen Total 2ul 960l

Tabelle 9: Standard Mastermix fiir die SAP-Reaktion im Rahmen der hME-Methode.

2.3.1034 Primer-Extensionsreaktion

Mit Hilfe der Primer-Extensionsreaktion wird der Genotyp jeder einzelnen Probe identifiziert.
Hierzu werden Primer (Tabelle 6) so konzipiert, dass entweder das 3'- oder 5'-Ende des
Primers (je nachdem, ob es sich um einen Sense- oder Antisense-Primer handelt) unmittelbar
vor dem zu untersuchenden SNP an das PCR-Produkt bindet. Durch die Verwendung von
Didesoxynukleotid-Triphosphaten (ddNTP) kommt es je nach Vorliegen des entsprechenden
Allels zum Kettenabbruch und damit zu unterschiedlich groen Extensionsprodukten, die sich
in der MALDI-TOF analysieren lassen (Abbildung 9). Ein Beispiel: Ist der Genotyp eines
Polymorphismus G/A, werden die ddNTP G, T und C und das dNTP A fiir die Primer-

Extensionsreaktion verwendet. Dementsprechend stoppt die PCR-Reaktion, wenn das
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homozygote G Allel besteht. Im Gegensatz dazu wird bei einem homozygoten, polymorphen
Allel A das ANTP A und ein zusitzliches ddNTP eingebaut. Bei heterozygoten Individuen

sind beide Bedingungen gegeben.

Die Primer-Extensionsreaktion wurde mit dem Enzym Thermosequenase, den Extensions-
Primern (endgiiltige Konzentration 5,4uM) und dem Mastermix in 10ul-Reaktionsansitzen
durchgefiihrt (Tabelle 10). Die Denaturierung der Primer-Extensionsreaktion erfolgte bei
94°C fiir 2 min, anschlieBend bei 94°C fiir 5 sec, bei 52°C fiir 5 sec und bei 72°C fiir 10 sec
fiir 55 Zyklen. Alle notwendigen Pipettierschritte wurden mit der Multimek 96er-Kanal

Autopipette und die Primer-Extensionsreaktion in einem Thermocycler MJ research

durchgefiihrt.
Volumen fiir 384er
Volumen fiir Mikrotiterplatte

Komponenten Einzelreaktion (480x)

hME Extend-Mix 0,2ul 96ul
hME-Primer 0,054l 25,92ul
Thermosequenase (MassExtend Enzym) 0,018ul 8,64ul

dH,O 1,728l 829.,4ul
Volumen Total 2ul 960l

Tabelle 10: Standard Mastermix fiir die Primer-Extensionsreaktion im Rahmen der hME-Methode.

2.3.10.3.5 Aufreinigung der Extensions-Produkte

Im letzten  Schritt ~wurden die  Primer-Extensions-Produkte  mittels  eines
Kationenaustauschharzes  (SpectroCLEAN  resin)  aufgereinigt, um  verbleibende
Pufferbestandteile und Mg** zu entfernen. Dazu wurden 16pl Wasser zu jeder Primer-
Extensionsreaktion mit einer Multimek 96er-Kanal Autopipette pipettiert, so dass letztendlich
ein Volumen von 26l entstand. AnschlieBend wurde diese Losung fiir 10 min geschiittelt und

danach fiir 3min bei 800g in einer Eppendorf Zentrifuge 5810 zentrifugiert.
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2.3.10.3.6 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Nach der beschriebenen Probenaufreinigung wurden 8-12nl des Analysengemisches mit Hilfe
des Spectro Point Nanoliter Pipetting Systems' " auf einen Siliziumchip transferiert, der mit
einer kristallinen Matrix (3-Hydroxypicolinsdure) beladen war. Zusitzlich zu den Proben
wurden noch 10 weitere Matrixspots mit einem Kalibrator (Mischung von Oligonukleotiden
bekannter Masse) des MALDI-TOF Systems beschickt. Der beladene Chip wurde
anschliefend auf einen metallischen Probentriger iiberfithrt und die Daten mittels Bruker
Biflex Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometer
erfasst. Die Genotypsieirung wurde in Real-Time mit der MASSARRAY RT Software

durchgefiihrt.

2.3.11 Statistische Analysen

In der vorliegenden Arbeit wurden statistische Analysen durchgefiihrt, um die Assoziation
zwischen SNPs oder Haplotypen des HLX1-Gens und den wichtigsten Phidnotypen Asthma,
Atopie, atopische Dermatitis, Rhinitis allergica und dem Gesamt-IgE-Serum-Spiegel zu

untersuchen.

2.3.11.1 Assoziationsanalysen

2.3.11.1.1 Qualitative Phinotypen (kategorische Variablen)

Mittels verschiedener Chi-Quadrat-Tests sowie Armitage-Trend-Tests konnte gepriift werden,
ob ein Zusammenhang zwischen den Genotypen der HLXI1-SNPs und bestimmten
dichotomen Phinotypen besteht. Dabei wurde das Prinzip von Sasieni'” verwendet, der
verschiedene Modelle auffiihrt: Das [lineare Modell, das eine Zu- oder Abnahme einer
Krankheitswahrscheinlichkeit mit wachsender Anzahl eines Allels annimmt. Das allelische

Modell, bei dem die Haufigkeit der Allele zwischen Patienten und Gesunden verglichen wird
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und das dominante Modell (dominant auf dem seltenen Allel), das auch als ,,serological*
bezeichnet wird, fasst den heterozygoten mit dem homozygot polymorphen Genotyp
zusammen und fiihrt dann einen Vierfelder-Chiquadrattest durch. Zudem gibt es bei Sasieni
noch zwei weitere Vierfelder-Chiquadrattests, bei denen einmal nur die Héaufigkeit von
Wildtyp und heterozygoten Genotyp und einmal die Hiufigkeit von Wildtyp und

Polymorphismus beriicksichigt wird.

Standardanalyse plus
SASIENI: HLX_CMINS5ST_D (METHODE A: via Martin: doubling) -Asthma
Results of different tests asthma in HLX_CMINS59T_D
p-value
p-value (Fishers
Qdds CI{Lower CI{Upper (Chi-Square exact
test Ratio Bound) Bound) Chi-Square test) test)
Hetero vs. Wild 0.833 0.571 1.214 0.9056 0.3413 0.38949
Poly vs. Wild 1.189 0.723 1.955 0.4676 0.4941 0.51100
linear 1.023 0.799 1.308 0.0313 0.8595 :
alleles 1.024 0.794 1.321 0.0336 0.8547 0.84515
serological 0.917 0.650 1.294 0.2432 0.6219 0.66008

Abbildung 12: Beispiel fiir eine statistische Auswertungstabelle.

Fiir die nachfolgenden Ergebnisse wird das jeweilige verwendete Modell stets explizit
angefiihrt. Lediglich das lineare Modell verlangt den Armitage-Trend-Test. Die anderen
Modelle verwenden den Chi-Quadrat-Test, um eine Assoziation zwischen Genotyp und
Phinotyp zu berechnen. Als Effektmal3 aller Tests gibt man die Odds-Ratio (Risiko-Ratio =
OR) an, die das Chancenverhéltnis zwischen zwei Gruppen beschreibt, eine Krankheit zu
bekommen. Bei einer OR fiir Asthma von 2:1 fiir die Gruppen mit Mutation/ ohne Mutation
bedeutet dies: Das Risiko an Asthma zu erkranken, ist in der Gruppe mit Mutation doppelt so
hoch als in der Gruppe ohne Mutation. Odds Ratios werden immer mit einem 95%igen
Konfidenzintervall angegeben (d.h. in 95% aller Ziehungen wiirde die wahre Odds Ratio

innerhalb des Konfidenzintervalls liegen).
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2.3.11.1.2 Quantitative Phianotypen (kontinuierliche Variablen)

Um die potentiellen Auswirkungen der Genotypen auf den IgE-Spiegel zu bestimmen, wurde
getestet, ob sich die Mittelwerte zwischen den Genotypen signifikant unterscheiden. Dazu
wurden zuerst univariante Varianzanalysen mit einer Nullhypothese durchgefiihrt, wobei
man davon ausging, dass es keine Mittelwertunterschiede zwischen verschiedenen Gruppen
gibt (in dieser Arbeit zwischen verschiedenen Genotypen). Zusitzlich wurden die
Mittelwertunterschiede in einem rezessiven Modell getestet, wobei der t-Test verwendet
wurde. Im rezessiven Modell wurden der Wildtyp und der heterozygote Genotyp gemeinsam

betrachtet und mit dem homozygot polymorphen Genotyp verglichen.

Samtliche Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt und als Signifikanzniveau wurde ein o von
0,05 festgelegt. Die Assoziationsanalysen sowie die Tests auf Abweichungen vom HWE

(= Hardy-Weinberg-Gleichgewicht) wurden mit SAS 9.1.3 oder SAS/Genetics durchgefiihrt.

2.3.11.2 Haplotypanalyse

Ein Haplotyp ist eine Gruppe von Polymorphismen, die alle gemeinsam auf die néchste
Generation iibertragen werden. Im Vergleich zum Genotyp sind diese Polymorphismen auf
einem ,Einzelchromatid*“ lokalisiert und nicht auf beiden Stringen des Chromosoms

nachweisbar.

Die Haplotyp-Frequenzen wurden anhand des EM (,,expectation-maximization‘) Algorithmus
ermittelt und alle Haplotyp-Analysen mit dem SAS/Genetics durchgefiihrt. Um Assoziationen
zwischen den Merkmalen des Genotyps (Asthma, Atopie und Rhinitis allergica, bemessen
anhand des Prick-Tests) und des jeweiligen Haplotyps des HLX1 Gens beurteilen zu kénnen,

wurde ein Haplotyp-Regressions-Model angewendet. Dabei wurde die mogliche
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Wahrscheinlichkeit, mit der der Haplotyp gebildet wird, als unabhéngige Variable in dieses
Modell eingesetzt. Da der Test durch bindre Variablen beschrankt ist, mussten quantitative

Merkmale, wie der IgE-Spiegel, in bindre Ergebnisse umgeformt werden.

2.3.11.3 Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE)

Genotypfrequenzen werden durch Vererbungsmuster bestimmt, wobei man im Allgemeinen
von einer zufilligen Paarung ausgehen kann. Dominante und rezessive Merkmale einer
Population stehen dabei in einem Gleichgewicht. In den Jahren 1908 und 1909 zeigten G.H.
Hardy und W. Weinberg'” unabhiingig voneinander, dass die Hiufigkeit der Homozygoten
und Heterozygoten iiber Generationen hinweg konstant bleibt, wenn folgende
Voraussetzungen einer idealen Population gegeben sind: keine Selektionsvor- oder nachteile
bestimmter Genotypen, eine vollstindige genetische Mischung in der Population
(,,Panmixie”), d.h. die Individuen konnen sich uneingeschrinkt und mit gleicher
Wahrscheinlichkeit paaren, eine sehr groe oder unendliche Population, bei der es zu keiner
Zu- und Abwanderung kommt. Die daraus resultierenden Nachkommen miissen dann
wiederum die gleichen Uberlebenschancen, die gleiche Fruchtbarkeit und die gleichen

104
Paarungschancen haben'®*.

Das Modell von Hardy-Weinberg stellt die mathematische Beziehung zwischen der
Allelfrequenz und der Genotypfrequenz dar, wobei man von zwei Allelen A und a und deren
Allelfrequenzen p und q ausgeht'”. p wird definiert als die Frequenz des dominanten Allels
und q als die Frequenz des rezessiven Allels eines Merkmals. Das HWE beschreibt den
Genotyp AA homozygot-dominant als p2, Aa (oder aA) heterozygot als 2pq und aa

homozygot-rezessiv als q>. Summe aller: p’+2pg+q°=1 oder 100%.
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Die Frequenzen der Gleichungen konstituieren das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-
Weinberg-Equilibrium = HWE). Bei Abweichungen vom HWE wurde der Chi-Quadrat-Test
verwendet, bei dem die erwarteten Haufigkeiten aus den beobachteten Allelfrequenzen
abgeleitet wurden. Eine signifikante Abweichung vom HWE deutet in der Praxis meist auf ein
technisches Problem bei der Genotypisierung hin, weswegen das HWE daher zur

Uberpriifung der Genotypisierungsqualitit verwendet wurde.

2.3.12 In silico Analysen

2.3.12.1 Phylogenetische Analysen (VISTA Browser)

Phylogenetische Vergleiche werden verwendet, um Informationen iiber evolutionire
Beziehungen zwischen verschiedenen Organismen zu gewinnen. Dieser klassische Ansatz
bediehnt sich der Suche, nach funktionell relevanten DNA-Sequenzen, die zwischen
verschiedenen Organismen in einer langen Zeit der Evolution konserviert wurden. Nah
verwandte Spezies zeigen iiblicherweise eine weit iibergreifende Ubereinstimmung der
Sequenzen, wihrend die DNA von entfernt verwandten Organismen normalerweise grof3e
Unterschiede aufweisen. So konnte eine Konservierung kodierender Regionen und
regulatorischer Sequenzen wihrend der Evolution beobachtet werden. Durch die natiirliche
Auswahl werden bestimmte Gene und andere funktionelle Regionen erhalten. Sie erlaubt es
jener DNA, die keine funktionelle Relevanz besitzt, schneller zu mutieren. Somit kénnen
phylogenetische Vergleiche zwischen evolutionédr entfernten Spezies relevante Genregionen
des menschlichen Genoms identifizieren, die eine vermeintlich wichtige funktionelle Rolle
spielen. Nicht nur Exons oder der Promotor eines Gens, sondern auch regulatorische

Elemente innerhalb eines Introns, konnen erkannt werden.
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Die phylogenetischen Untersuchungen wurden mit der VISTA Genome Browser Software
(http://pipeline.lbl.gov/cgi-bin/gateway?2) durchgefiihrt, die online zur Verfiigung steht.
Dieses Programm stellt die Ahnlichkeit von Sequenzen verschiedener Organismen in Prozent
dar. Es konnen sowohl kleinere DNA-Fragmente als auch ganze Gene verglichen werden.
Zudem wird die Lokalisation der Exons und der UTRs (untranslated regions) des jeweiligen
Gens abgebildet. Anhand des Programms VISTA Browser konnen vermeintlich funktionelle

Einfliisse auf genetisch interessante Regionen dargestellt werden.

Das HLX1-Gen des Menschen (Homo sapiens) wurde mit dem Genom des Schimpansen (Pan
troglodytes), des Hundes (Canis familiaris) und der Maus (Mus musculus) verglichen, um

gemeinsam konservierte Regionen der unterschiedlichen Spezies zu ermitteln.

2.3.12.2 Analyse von Transkriptionsfaktorbindungsstellen (MAT-Inspector)

Polymorphismen haben unterschiedliche Auswirkungen auf ein Gen und seine Funktion.
SNPs im Bereich eines Exons konnen zu einer Verdnderung der Aminosduresequenz fiihren,
was dann wiederum zu einer Funktionsidnderung des entsprechenden Proteins fiihrt. Dabei
kann ein Basenaustausch entweder eine verdnderte oder eine erhohte Funktion des Proteins
hervorrufen oder auch zu einem kompletten Funktionsverlust fithren. Wenn der
Basenaustausch im Bereich eines Exons jedoch keinen Einfluss auf die Aminoséduresequenz

nimmt und die Funktion unverindert bleibt, spricht man von einer ,,stillen Mutation®.

Liegt der Basenaustausch jedoch im Bereich eines Introns, konnen moglicherweise
regulatorische Elemente der Transkription betroffen sein. Dadurch koénnen sich
Bindungsmotive fiir DNA-bindende Proteine verdndern und die Transkriptionsrate eines Gens

beeinflussen. DNA-bindende Proteine sind z.B. Transkriptionsfaktoren, die fiir die Initiation
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der RNA-Polymerase bei der Transkription von Bedeutung sind. Mehrere Arten von
Transkriptionsfaktoren sind bekannt, wobei zwischen allgemeinen (basalen) und gewebe-

bzw. zellspezifischen Transkriptionsfaktoren unterschieden werden kann.

Allgemeine Transkriptionsfaktoren sind ubiquitdr, d.h. in allen Zellen eines Organismus
verteilt und fiir jede Transkription notwendig. Sie konnen dabei entweder direkt an die DNA
oder an andere Proteine eines Initiationskomplexes binden. Durch unterschiedliche Strukturen
der Trankriptionsfaktoren entstehen auch unterschiedliche Aufgaben. Einige besitzen
Bindungsstellen fiir wichtige Regulatoren, andere haben Proteinkinase-Funktionen oder
zeigen Helicase-Aktivitdt. Spezifische Transkriptionsfaktoren dagegen vermitteln der
Polymerase, welches Gen aktiviert werden soll. Sie sind daher nur in jenen Zellen vorhanden,
in denen das Gen, das sie regulieren, aktiviert bzw. reprimiert werden soll. Die
Transkriptionsfaktoren werden meist durch Proteinkinasen aktiviert und erkennen
anschlieend spezifische Sequenzen (cis-Elemente wie Enhancer oder Silencer) an die sie

sich binden.

MAT-Inspector ist ein Programm zur Transkriptionsfaktor-Analyse, das Bindungsstellen von
Transkriptionsfaktoren in Sequenzen bis max. 5000bp findet. Dabei wird ein mogliches
Bindungspotential angegeben, jedoch nichts iiber die Funktionalitit der gefundenen
Bindungsstelle ausgesagt. Um darzustellen, wie gut die gefundene Bindungsstelle in der
eingegebenen Sequenz mit der tatsidchlichen Bindesequenz aus der Datenbank des Programms
tibereinstimmt, verwendet MAT-Inspector die Begriffe core sequence, core similarity und
matrix similarity. Dabei wird die core sequence als Sequenz aufeinanderfolgender Positionen
der Matrix definiert, die am hochsten konserviert sind (gewohnlich vier). Das Maximum der

core similarity von 1,0 wird nur erreicht, wenn die am hochsten konservierten Basen der
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Matrix exakt mit der untersuchten Sequenz iibereinstimmen. Wichtiger jedoch ist die matrix
similarity, die die Ubereinstimmung aller Basen der Matrize, nicht nur der core sequence, mit
der untersuchten Sequenz priift. Eine vollkommene Ubereinstimmung, wenn alle
Sequenzpositionen der Matrix entsprechen, erhilt eine matrix similarity von 1,0. Bei einer

»guten Ubereinstimmung betrigt die matrix similarity > 0,8.

64



ERGEBNISSE

3 ERGEBNISSE
3.1 Ergebnisse des Mutationenscreenings
3.1.1 Amplifikation und Sequenzierung

Im Rahmen des vorliegenden Mutationenscreenings wurden 40  Probanden
(= 80 Chromosomen) einer Zufallsstichprobe aus einer deutschen Population untersucht, um

eventuelle Genveridnderungen des HLX1-Gens identifizieren zu kénnen.

Anfinglich wurde das HLX1-Gen in 16, sich iiberlappenden Fragmenten (mit je ca. 500 bp)
eingeteilt. Da mit dieser Einteilung keine vollstindige, liickenlose Darstellung des Gens zu
erreichen war, mussten die Fragmente F3, F6, F7, F8, F9, F12, F13 und F14 erneut unterteilt
und Primer entwickelt werden (gekennzeichnet mit einem ,,a*). Die Fragmente und die fiir die

PCR eingesetzten Primer sind in Tabelle 1 unter 2.3.3.2 aufgelistet.

Somit konnten letztendlich insgesamt 22 Fragmente mit der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) amplifiziert (2.3.3.2) aufgereinigt (2.3.5) und in die Sequenzierreaktion (2.3.6.2)
eingesetzt werden. Je nach Struktur des zu sequenzierenden Fragments wurde vom 3’-, vom
5’-Ende oder zum Teil von beiden Seiten aufeinander zulaufend (vom 3’- und vom 5’-Ende)
sequenziert. Fir die Fragmente F2, F3, F7, F9, F13 und F14 wurden Sequenzierprimer
hergestellt, die in die Mitte des Fragments gelegt wurden, um vom Inneren des Fragments
iiberlappend in Richtung 3’-Ende oder 5°-Ende sequenzieren zu konnen. Die einzelnen

Sequenzierprimer und die Leserichtung konnen aus Tabelle 4 (2.3.6.2) entnommen werden.

Das HLX1-Gen (auf Chromosom 1g41-q42) kann strukturell in folgende Abschnitte eingeteilt

werden (Tabelle 11):
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Bereiche des HLX1-Gens Linge in bp
1. Proximaler Promotor 1.495
2. 5’UTR 439
3. 1.Exon 591
4. 1. Intron 745
5. 2.Exon 179
6. 2. Intron 783
7. 3.Exon 184
8. 3. Intron 1.849
9. 4.Exon 499
10. 3° UTR 350
11. Flankierende Region 805
Basenpaare insgesamt 7.919

Tabelle 11: Untersuchte Bereiche des HLX1-Gens und deren Linge in bp.

Die Einteilung der Fragmente des HLX1-Gens ist in Abbildung 13 schematisch dargestellt:

L
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des HL.X1-Genoms. Die Exons sind griin markiert, flankiert von
den orange markierten UTR. Fiir das untersuchte HL.X1-Gen sind die sich iiberlappenden Fragmente
schematisch dargestellt.

3.1.2 Identifizierung der Polymorphismen des HLX1-Gens

Durch die oben genannte Einteilung ergab sich letztendlich eine Anzahl von 1440
auszuwertenden Sequenzen. Dabei kam es zu je zwei Ausfillen in Fragment F4 und F11.
Somit konnten bei 38 Probanden alle 22 Fragmente iiberlappend sequenziert werden. Die
Sequenzen wurden durch den direkten Vergleich mit der Referenzsequenz AF 217621 (aus

der genomischen Datenbank des National Center for Biotechnology Information
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ausgewertet, wobei nur eindeutig analysierbare Sequenzen

verwendet wurden (Abbildung 7).

In den zu untersuchenden Bereichen des HLX1-Gens konnten insgesamt 19 SNPs identifiziert

werden. Drei der 19 identifizierten SNPs waren vor dieser Analyse noch nicht in der

offentlichen Datenbank (dbSNP) beschrieben (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).

Alle drei Polymorphismen wurden an der NCBI Datenbank eingereicht und als Variationen

dort aufgenommen. Nach Definition werden Polymorphismen als solche beschrieben, wenn

sie innerhalb einer Population eine Hiufigkeit von iiber 3% erreichen (,,Minor Allel

Frequency* (MAF) > 0,03). Genetische Variationen unterhalb dieser Frequenz werden als

Mutationen gewertet.

Position der SNPs Tagsi
SNP (in Relation zum Genposition rs- Nummer® aégl\%;)ng MAF®
ATG des Exon 1)?

1 A-1633G" Promotor 1s 41369048 0,09
2 C-1486G Promotor rs 2738751 0,1

3 C-1407T Promotor rs 3806325 0,24
4 C-796A" Promotor rs 41441946 0,05
5 C-742G Promotor rs 2184658 0,05
6 C-559T Promotor rs 2807857 0,31
7 A-434G 5’-UTR rs 2738752 0,32
8 T-429G 5’-UTR rs 12730158 C3958T 0,21
9 C-263A 5’-UTR rs 2738754 0,25
10 T346C™ Exon | rs 12141189 0,41
11 C1562G Intron 2 rs 17597773 0,36
12 G2256A Intron 2 rs 2247213 0,35
13 T3009C Intron 3 rs 1317189 A-434G 0,33
14 T3183A Intron 3 rs 868058 0,27
15 C3958T™ Intron 3 1s 34180575 0,21
16 C4431T Exon 4 rs 2738755 G2256A 0,34
17 G4447A Exon 4 rs 3738182 0,18
18 C4524G Exon 4 rs 11578466 0,09
19 C4844T 3’-UTR rs 2738756 C4524G 0,09

Tabelle 12: Bezeichnung und Lokalisation der SNPs im HLX1-Gen.

(UNeu beschriebene und in die NCBI Datenbank aufgenommene SNPs
@Basierend auf der NCBI GenBank Sequenz (Zugangsnummer: AF217621)
®dentifikationsnummer der SNP-Datenbank (http://snpper.chip.org/bio/)
“SNP fiihrt zu einem Aminosiureaustausch

®Minor Allel Frequency der Screeningpopulation
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Sechs SNPs des HLX1-Gens befinden sich im Promotorbereich (rs41369048, rs2738751,
rs3806325, rs41441946, rs2184658, rs2807857), wovon SNP A-1633G (rs41369048) und
C-796A (rs41441946) neu identifiziert wurden. Drei befinden sich in der 5° UTR (rs2738752,
rs12730158, rs2738754), fiinf in den Intronregionen (rs17597773, rs2247213, rs1317189,
rs868058, rs34180575). Neu identifiziert wurde hiervon SNP C3958T (rs34180575). Ein SNP
befindet sich in der 3° UTR (1s2738756). Vier bereits bekannte SNPs befinden sich in den
kodierenden Regionen des HLX1-Gens. Im Exon 1 zeigte sich SNP T346C (rs12141189), der
zu einem Aminosdureaustausch fiihrte: Das neutrale Serin wurde gegen das polare Prolin
ausgetauscht. Im Exon 4 befinden sich 3 SNPs, wovon zwei zu einem Aminosédureaustausch
fithren: C4431T (rs2738755) Prolin > Leucin, G4447A (rs3738182) und C4524G

(rs11578466) Alanin > Glycin.

Die genauen Bezeichnungen und Lokalisationen der Polymorphismen kénnen aus Abbildung

14 entnommen werden. Dabei entspricht die Bezeichnung der SNPs der Entfernung in

Basenpaaren des ersten ATGs der CDS-Region (= Beginn der codierenden Region).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des HLX-Gens mit den identifizierten SNPs.

In der 5 UTR, 428 bp proximal vom ersten ATG des Exon 1 entfernt, befindet sich eine
insgesamt 31bp grosse Sequenz, die einen T-und einen C-Repeat (T=13, C=8) enthilt. Diese
Teilsequenz war durch die Sequenzierung schwer darstellbar. Bei der Sequenzierung vom 3’-,
bzw. vom 5°-Ende kam es nach dem T- bzw. nach dem C-Repeat zu einem Abbruch der
Sequenzierreaktion, so dass die 11 Basen zwischen den Repeats zum Teil gar nicht oder nur
unvollstindig dargestellt werden konnten. Aufgrund zahlreicher Deletionen und Insertionen in
der gesamten Teilsequenz ist die Auswertung dieses ,hypervariablen Bereichs nicht

verwertbar. (Abbildung 15)
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3481 ctaattcccc tccactcccce gctcccattg gtcacgagga tgaccaatga gcgctcggat

5'UTR

3541 cgaggtccta ccccgggcct gactcgaaag ctcctgccaa aactttggga gtttttagag
Hypervariabler Bereich

3601 Icgagltttt ttttttttct attacttttc ccccccctaa ctaacggact attattgttg

3661 ttgttttaaa tttagctctt agggcttagc tatttgggtt ttcttgcggt gtccggctcce

Abbildung 15: Hypervariabler Bereich in der 5S’UTR. Orange-gelb: Schwer sequenzierbarer Bereich. Die
CTATTAC-Sequenz war vielfach nicht eindeutig darstellbar. Rot: SNP A-434G und T-429G, die sich vor
dem T-Repeat befinden. Orange: 5’UTR.

In der nachfolgenden Kopplungskarte (Abbildung 16) ist die Verteilung der SNPs des HLX1-
Gens innerhalb der Mutationenscreening-Population schematisch dargestellt. Dabei
erscheinen die Polymorphismen entweder in der heterozygoten Form (gelb markiert), wobei
auf beiden DNA-Stringen unterschiedliche Basen erscheinen. Oder in der homozygoten Form
(rot markiert). Hier sind die Basen beider DNA-Stringe gleichsinnig verdandert und somit

wiederum identisch.

Fiir die anschlieBende Assoziationsstudie, in der die Auswirkungen der identifizierten
Polymorphismen auf die Entstehung von Asthma und asthma-assoziierten Erkrankungen
untersucht werden, mussten zuvor SNPs fiir die Durchfiihrung ausgewéhlt werden. In der
Kopplungskarte ldsst sich bereits an der Verteilung der Polymorphismen erkennen, dass
bestimmte SNPs miteinander gekoppelt sind und somit auch mit einer hohen

Wahrscheinlichkeit gemeinsam vererbt werden.
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Abbildung 16: Kopplungskarte (Linkage Map) der HLX1-SNPs der Screening-Population.
(0) = Nicht auswertbare Sequenzen, (1) = Neu identifizierte SNPs.

!

Mit dieser Information lassen sich bestimmte ,,.SNP-Cluster bilden. Das heif3t: Es wird aus

einem Cluster gekoppelter SNPs lediglich ein SNP ausgewidhlt und genotypisiert.
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Nachfolgend kann aus den gewonnen Kenntnissen des einen SNPs auf die restlichen SNPs
des Clusters geschlossen werden. Somit lésst sich die Anzahl der zu genotypisierenden SNPs

reduzieren.

3.1.3 Analyse des Kopplungsverhaltens (Linkage Disequilibrium)

Mit Hilfe des Programms Haploview konnten die Kopplungverhéltnisse der identifizierten
SNPs untereinander untersucht werden. Dabei wurden Gruppen von SNPs gebildet, die einen
starken Zusammenhang zueinander haben. Es wurde pro Gruppe ein SNP ausgewdihlt
(,,tagging SNP*), der stark mit den anderen SNPs gekoppelt ist und die Gruppe vertritt. Das
Mal der Kopplung der SNPs untereinander dient als Linkage Disequilibrium und kann

zwischen 0 und 1,0 liegen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Kopplunsgleichgewicht initial mit r*=0,9 berechnet.

Die Ergebnisse der Kopplungsanalyse sind schematisch in Abbildung 17 dargestellt, wobei
die unterschiedliche Schattierung der Felder das Mall des Zusammenhangs wiedergibt:
Schwarz steht fiir eine starke Kopplung (LD=1,0) und WeibB fiir eine fehlende Kopplung der

SNPs (LD=0).

Auf diesem Weg wurden 15 Polymorphismen fiir die anschlieBende Genotypisierung des
HLX1-Gens ausgewihlt: A-1633G, C-1486G, C-1407T, C-796A, C-742G, C-559T, A-434G,
C-263A, T346C, C1562G, G2256A, T3183A, C3958T, G4447A und C4524G. Die SNPs
T3009C, C4431T, T-429G und C4844T sind mehr als 90% (> 0,9) mit anderen SNPs
gekoppelt. Aus diesem Grund konnte auf eine Genotypisierung dieser SNPs verzichtet

werden. (Abbildung 17)
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Abbildung 17: Grafische Darstellung des Linkage Disquilibrium. Schwarz: Starke Kopplung (LD=1),
WeilB: fehlende Kopplung (LD=0). Bezeichnung der SNPs 1 bis 19 in Relation zum ATG des Exon 1.

3.2 Genotypisierung

In der vorliegenden Assoziationsstudie wurde ein eventueller Zusammenhang zwischen den
in der Screeningpopualtion identifizierten Polymorphismen und dem Auftreten von Asthma
bronchiale und/oder anderen atopischen Erkrankungen anhand einer Studienpopulation
untersucht. Die analysierten atopischen Phinotypen sind Asthma bronchiale, atopisches
Asthma, nicht-atopisches Asthma und Atopie. Die Ergebnisse der Untersuchungen beziiglich

IgE, atopische Dermatitis und atopische Rhinitis werden gesondert dargstellt.
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3.2.1 Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Wie bereits unter 2.3.11.3 beschrieben, wurde im Rahmen der statistischen Analyse der
Hardy-Weinberg-Test als Qualitdtskontrolle eingesetzt. Dieser Test iiberpriift den korrekten
Ablauf der Genotypisierung. Unter Verwendung des Hardy-Weinberg-Gesetzes (p*+2pg+q° =
1) wurden die tatsdchlich beobachteten Frequenzen mit den zu erwarteten Werten verglichen.
Unter Normalbedingungen sollte die Hiufigkeit der beiden homozygoten Genotypen (p =
dominantes Allel, q = rezessives Allel) und die Haufigkeit des heterozygoten Genotyps (= pq)

von Generation zu Generation konstant bleiben.

Bei der Genotypisierung der Dresdner Population zeigten mehrere SNPs (A-1633G,
C-1486G, C-742G, C-559T, C-263A, T3183A und C4524G) eine Abweichung vom HWE.
Fiir diese Abweichung konnen unterschiedliche Ursachen verantwortlich sein. Eine der
hiufigsten Ursachen sind methodische Fehler bei der Genotypisierung. Um eine technische
Fehlerquelle ausschlieBen zu konnen, sollte eine Wiederholung der Genotypisierung unter
unterschiedlichen chemischen Bedingungen durchgefiihrt werden. Auch biologische Effekte
konnen zu einer Abweichung fiihren. Bei Bestitigung der Werte durch eine

Regenotypisierung konnen diese Effekte in Betracht gezogen werden. (Tabelle 13)

74



ERGEBNISSE

Dresden
p-Wert
SNP Genotyp-Frequenz HWE
A-1633G beobachtet AA 0,77/AG 0,21/GG 0,01 0,0005
erwartet AA 0,78/AG 0,19/GG 0,23
C-1486G beobachtet CC 0,74/CG 0,24/GG 0,02 0,0015
erwartet CC 0,75/CG 0,22/GG 0,03
C-1407T beobachtet CC 0,66/CT 0,31/TT 0,04 0,3215
erwartet CC 0,66/CT 0,23/TT 0,04
C-796A beobachtet AA <0,01/AC 0,04/CC 0,98 0,4095
erwartet AA <0,01/AC 0,03/CC 0,97
C182G beobachtet CC0,67/CG 0,3/GG 0,03 0,0410
erwartet CC 0,68/CG 0,28/GG 0,04
C-559T beobachtet CC 0,44/CT 0,45/TT 0,12 0,0018
erwartet CC0,45/CT 0,42/TT 0,14
A-434G beobachtet AA 0,45/AG 0,44/GG 0,11 0,7391
erwartet AA 0,45/AG 0,45/GG 0,12
C-263A beobachtet AA 0,16/AC 0,48/CC 0,36 <0.0001
erwartet AA 0,22/AC 0,36/CC 0,42
T346C beobachtet CC 0,06/CT 0,38/TT 0,56 0,2225
erwartet CC 0,06/CT 0,39/TT 0,56
C1562G beobachtet CC 0,56/CG 0,38/GG 0,06 0,1580
erwartet CC 0,55/CG 0,39/GG 0,06
G2256A beobachtet AA 0,11/AG 0,44/GG 0,45 0,5513
erwartet AA 0,11/AG 0,44/GG 0,45
T3183A beobachtet AA 0,13/AT 0,46/TT 0,42 0,0012
erwartet AA 0,14/AT 0,42/TT 0,44
C3958T beobachtet CC 0,66/CT 0,31/TT 0,04 0,2734
erwartet CC 0,66/CT 0,30/TT 0,04
G4447A beobachtet AA 0,04/AG 0,31/GG 0,66 0,3893
erwartet AA 0,04/AG 0,31/GG 0,66
C4524G beobachtet CC 0,74/CG 0,24/GG 0,02 0,0002
erwartet CC 0,76/CG 0,22/GG 0,03

Tabelle 13: HWE-Ergebnisse der SNPs fiir die Dresden-Population.
Vom HWE abweichende Ergebnisse = fett gedruckt

3.3 Ergebnisse der Assoziationsstudie

Die Ergebnisse der Assoziationsstudie fiir die Dresden-Population werden im Folgenden fiir
jeden Phinotyp in Tabellen demonstriert. Dabei werden die Risiko-Ratio-Werte (,,0dds ratio*
= OR), das dazugehorige Konfidenzintervall (in Klammern) und der p-Wert dargestellt und

die Ergebnisse in einem dazugehorigen Text erldutert.
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3.3.1 HLXT1 und Asthma bronchiale

Durch die Genotypisierung der Polymorphismen bei 1.940 Kindern der Dresdner
Studienpopulation sollte die Assoziation mit atopischen Phédnotypen untersucht werden.
Zwischen den genotypisierten SNPs des HLX1-Gens und dem Auftreten eines kindlichen
Asthma bronchiale zeigte sich bei mehreren SNPs ein signifikanter Zusammenhang. Bei SNP
C-1407T (MAF 0,19, call rate 97,5%), C-742G (MAF 0,18, call rate 95,2%) und C3958T
(MAF 0,19, call rate 98,7%) konnte ein signifikantes Ergebnis im Sinne eines erhohten
Risikos, an Asthma bronchiale zu erkranken, beobachtet werden. Alle drei Polymorphismen

iberschritten dabei das Signifikanzniveau von 0,05. (Tabelle 14)

SNP T346C (MAF 0,25, call rate 97,4%) und C1562G (MAF 0,25, call rate 97,1%) zeigten
im Gegensatz dazu einen protektiven Effekt auf die Auspridgung des kindlichen Asthma
bronchiale. Ein signifikanteres Ergebnis lieferte dabei SNP T346C (OR 0,621, 95% KI 0,431-
0,893, p=0,0097). Interessant ist, dass dieser Polymorphismus im Exon 1 zu einem

Aminosdurenaustausch fiihrt. (Tabelle 14)

Um analysieren zu konnen, ob es sich bei den beobachteten Effekten um die atopische oder

nicht-atopische Asthmaform handelt, wurde eine Untersuchung angeschlossen, um zwischen

beiden Formen unterscheiden zu konnen. (Tabellen 15,16)
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Dresden
SNP /Phénotyp Asthma bronchiale SNP / Phiinotyp Asthma bronchiale
OR=1,212 OR=0,621
A-1633G (0,814-1,807) T346C (0,431-0,893)
p=0,3434 p=0,0097
OR=0,994 OR=0,628
C-1486G (0,669-1,478) C1562G (0,437-0,902)
p=0,9766 p=0,0113
OR=1,445 OR=1,282
C-1407T (1,019-2,050) G2256A (0,903-1,820)
p=0,0379 p=0,1639
OR=0,951 OR=0,886
C-796A (0,339-2,669) T3183A (0,628-1,252)
p=0,9242 p=0,4932
OR=1,444 OR=1,428
C-742G (1,010-2,062) C3958T (1,007-2,024)
p=0,0428 p=0,0446
OR=0.917 OR=1,373
C-559T (0,650-1,294) G4447A (0,967-1,950)
p=0,6219 p=0,0753
OR=1,239 OR=1,025
A-434G (0,873-1,758) C4524G (0,685-1,534)
p=0,2303 p=0,9039
OR=1,014
C-263A (0,679-1,513)
p=0,9471

Tabelle 14: Assoziation der SNPs mit Asthma bronchiale in der Dresden-Population.
(signifikante Ergebnisse (0¢<0,05) sind fett gedruckt)

332 HLX1 und atopisches Asthma

Bei der Analyse der SNPs C-1407T, C-742G und C3958T konnte bereits ein signifikant
erhohtes Risiko, an Asthma bronchiale zu erkranken, beobachtet werden. In der
weiterfiihrenden Untersuchung, um welche Asthmaform es sich handelt, zeigten die oben
genannten Polymorphismen eine signifikante Assoziation zu atopischem Asthma. Im
Vergleich zum untersuchten Phinotyp Asthma wiesen die SNPs beim Phénotyp atopisches
Asthma eine leichte hohere Signifikanz auf und iiberschitten das Signifikanzniveau erneut
eindeutig.

Die sich protektiv auf Asthma auswirkenden SNPs T346C und C1562G zeigten keine

Assoziation zu atopischem Asthma. (Tabelle 15)
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Dresden
SNP /Phénotyp Atopisches Asthma SNP / Phiinotyp Atopisches Asthma
OR=1,148 OR=0,717
A-1633G (0,635-2,072) T346C (0,424-1,210)
p=0,6479 p0,2108
OR=0,950 OR=0,721
C-1486G (0,527-1,713) C1562G (0,426-1,220)
p=0,8638 p=0,2209
OR=1,713 OR=1,469
C-1407T (1,034-2,840) G2256A (0,872-2,474)
p=0,0348 p=0,1463
OR=0,525 OR=0,674
C-796A (0,071-3,863) T3183A (0,407-1,117)
p=0,5201 p=0,1235
OR=1,709 OR=1,693
C-742G (1,021-2,862) C3958T (1,021-2,806)
p=0,0394 p=0,0391
OR=0,688 OR=1,599
C-559T (0,416-1,140) G4447A (0,960-2,663)
p=0,1446 p=0,0690
OR=1,419 OR=1,003
A-434G (0,843-2,391) C4524G (0,554-1,815)
p=0,1862 p=0,9924
OR=0,689
C-263A (0,385-1,233)
p=0,2077

Tabelle 15: Assoziation der SNPs mit atopischem Asthma in der Dresden-Population.
(signifikante Ergebnisse (0¢<0,05) sind fett gedruckt)

333

Der Vergleich zwischen der Assoziation zu Asthma bronchiale und nicht-atopischem Asthma,
zeigte einen leicht reduzierten,

Polymorphismen T346C und C1562G. Die Polymorphismen C-1407T, C-742G und C3958T

aber

HLX1 und nicht-atopisches Asthma

trotzdem

signifikant protektiven Effekt der

wiesen keine Assoziation zu nicht-atopischem Asthma auf. (Tabelle 16)
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Zwischen den genotypisierten Polymorphismen des HLX1-Gens und dem Auftreten einer

atopischen Sensibilisierung (=Atopie) konnte kein statistischer Zusammenhang nachgewiesen

ERGEBNISSE

Dresden
. Nicht-atopisches . Nicht-atopisches
SNP /Phénotyp Asthma p SNP / Phinotyp Asthma p
OR=1,175 OR=0,502
A-1633G (0,661-2,087) T346C (0,292-0,864)
p=0,5817 p=0,0113
OR=0,953 OR=0,518
C-1486G (0,538-1,689) C1562G (0,304-0,883)
p=0,8702 p=0,0140
OR=1,148 OR=1,013
C-1407T (0,688-1,914) G2256A (0,619-1,660)
p=0,5969 p=0,9578
OR=1,551 OR=1,351
C-796A (0,472-5,102) T3183A (0,809-2,255)
p=0,4663 p=0,2488
OR=1,127 OR=1,134
C-742G (0,666-1,908) C3958T (0,680-1,891)
p=0,6549 p=0,6295
OR=1,412 OR=1,110
C-559T (0,848-2,353) G4447A (0,665-1,850)
p=0,1829 p=0,6902
OR=0,979 OR=0,961
A-434G (0,598-1,604) C4524G (0,533-1,734)
p=0,9338 p=0,8951
OR=1,726
C-263A (0,937-3,183)
p=0,0767

Tabelle 16: Assoziation der SNPs mit nicht-atopischem Asthma in der Dresden-Population.

(signifikante Ergebnisse (0¢<0,05) sind fett gedruckt)

HLX1 und Atopie

werden. (Tabelle 17)
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Dresden
SNP /Phénotyp Atopie SNP / Phiinotyp Atopie
OR=1,073 OR=0,870
A-1633G (0,834-1,380) T346C (0,704-1,074)
p=0,5848 p=0,1949
OR=1,076 OR=0,871
C-1486G (0,849-1,364) C1562G (0,706-1,076)
p=0,5452 p=0,2004
OR=1,104 OR=1,182
C-1407T (0,887-1,374) G2256A (0,959-1,458)
p=0,3765 p=0,1176
OR=0,949 OR=1,019
C-796A (0,512-1,756) T3183A (0,827-1,255)
p=0,8666 p=0,8606
OR=1,084 OR=1,109
C-742G (0,866-1,357) C3958T (0,893-1,378)
p=0,4804 p=0,3501
OR=0,989 OR=1,100
C-559T (0,803-1,219) G4447A (0,884-1,369)
p=0,9205 0,3908
OR=1,172 OR=1,138
A-434G (0,950-1,447) C4524G (0,896-1,445)
p=0,1381 p=0,2887
OR=0,988
C-263A (0,783-1,247)
p=0,9215

Tabelle 17: Assoziation der SNPs mit Atopie in der Dresden-Population.
(signifikante Ergebnisse (0¢<0,05) sind fett gedruckt)

3.35 Weitere Ergebnisse der Genotypisierung des HLX1-Gens
Die identifizierten Polymorphismen der Screeningpopulation zeigten in der
Assoziationsstudie keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den Phénotypen atopische

Dermatitis, Heuschnupfen und Gesamt-IgE.

3.3.6 Haplotypanalyse

Eine Haplotypanalyse wurde durchgefiihrt, um Informationen dariiber zu erhalten, inwieweit
die Kombination verschiedener Allele (Haplotypen) die Entstehung von Asthma beeinflusst.
Dargestellt werden die am hiufigsten vorkommenden Kombinationen der identifizierten
Polymorphismen in Wildtyp- bzw. polymorpher Form und deren Assoziation zu Asthma

bronchiale, atopischem Asthma bzw. nicht-atopischem Asthma. (Tabelle 19-21)
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Die Haplotypanalyse der vorliegenden Arbeit basiert auf Ergebnissen einer weiterfithrenden
Analyse des HLX1-Gens von Kathrin Suttner et al. Durch eine Wiederholung des Linkage
Disequilibrium mit einer Abrissgrenze von r* = 0,8 des in dieser Arbeit beschriebenen
Mutationenscreenings konnten spezifische SNPs fiir die Haplotypanalyse identifiziert werden.
Die 19 Polymorphismen konnten so in 5 Blocke eingeteilen werden, wobei ein SNP, der so
genannte ,,tagging“-SNP, den jeweiligen Block reprisentierte (C-1486G, C-1407T, T346C,
G2256A und T3183A). (SNP C-796A wurde aus den nachfolgenden Analysen
ausgeschlossen, da die MAF < 3% betrug.) Kathrin Suttner et al. fithrte anschlieend eine
Assoziationsstudie und Haplotypanalyse der identifizierten Polymorphismen an einer
Gesamtpopualtion (n = 3.099), bestehend aus einer Dresdner (n = 1.940) und Miinchner
Population (n = 1.159) durch. In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der Dresden-
Population isoliert dargestellt. (Die Daten wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Kathrin Suttner et al.) Die Blocke und die ,tagging*“-SNPs konnen aus Tabelle 18

entnommen werden.
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Position ]
SNPs | der SNPs” | Genposition | MAF® |LD (?*=0,8)¥ | Block T‘égﬁ;,“g Call R% | p-HWE
1® A-1633G Promotor 0,09 0,86 1 -
2 C-1486G Promotor 0,14 1 1 C-1486G 98,8 0,03037
3 C-1407T Promotor 0,19 1 97,5 0,1869
4? C-796A Promotor 0,05 1 n.a.©®
5 C-742G Promotor 0,18 0,98 - -
6 C-559T Promotor 0,34 0,98 5 - -
7 A-434G 5'UTR 0,32 0,83 4 - -
8 T-429G 5'UTR 0.21% 1 - - -
9 C-263A 5'UTR 0,25 0,87 5 - -
10 T346C* Exon | 0,25 1 3 T346C 974 0,9735
11 C1562G Intron 2 0,36 0,81° 3 - -
12 G2256A Intron 2 0,33 1 4 G2256A 98,2 0,4336
13 T3009C Intron3 0,30 0,88 4 - -
14 T3183A Intron 3 0,35 1 5 T3183A 95,1 <,00017
15? C3958T Intron 3 0,19 0,98 - -
16 C4431T% Exon 4 0,31? 0,94 - -
17 G4447A Exon4 0,19 0,98 - -
18 C4524G® Exon4 0,09 0,86 1 - -
19 C4844T 3'UTR 0,09 0,86 1 - -

Tabelle 18: Daten der weiterfiihrenden Analyse des HLX1-Gens mit einer Abrissgrenze von r* = 0,8 im
Linkage Disequilibrium. (Daten freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Kathrin Suttner)
UBasierend auf der NCBI GenBank Sequenz (Zugangsnummer: AF217621)

@Neu identifizierte SNPs

®Polymorphismen, die zu einem Aminosiureaustausch fiithren

@Basierend auf den Ergebnissen der Genotypisierung der Dresden-Population (n = 1.940)
®'Ergebnisse der Screeningpopulation

©Dieser SNP zeigte eine MAF von 5% in der Screeningpopulation, und nur 2% in der Dresden-
Population. Dieser SNP wurde aus den folgenden Analysen ausgeschlossen, da die erforderliche MAF von
3% nicht erreicht wurde. (n.a. = nicht analysiert)

'SNPs, die eine starke Abweichung des HWE zeigten. Diese wurden regenotypisiert. Die Ergebnisse
konnten bei beiden SNPs bestiéitigt werden. Damit konnte ein technischer Fehler wihrend der
Genotypisierung ausgeschlossen werden.

Die Haplotypanalyse der fiinf ,,tagging*“-SNPs identifizierte fiinf Haplotypen (H_a bis H_e),
die eine Haufigkeit von > 3% zeigten. Die dabei am hiufigsten vorkommende Kombination

der Polymorphismen erreichte einen Wert von 34,5%.

Der Haplotyp H_b (C-C-C-G-T) zeigte dabei einen starken protektiven Effekt gegeniiber
Asthma bronchiale (OR 0,462, 95%CI (0,246-0,866), p = 0,0159), wobei lediglich SNP

T346C in der polymorphen Form vorlag. Die restlichen SNPs sind in dieser Kombination als
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Wildtypform beteiligt. Daraus kann geschlossen werden, dass bei dem Vorkommen dieser
Kombination ein signifikant vermindertes Risiko, an Asthma bronchiale zu erkranken,
vorliegt. Zusitzlich zeigte Haplotyp H_c (C-T-T-A-T) eine grenzwertig signifikante
Assoziation zu Asthma (OR 1,761, 95%CI (0,989-3,134), p = 0,0546). Dabei waren SNP C-
1407T und G2256A in der polymophen Form beteiligt und die restlichen SNPs in der

Wildtypform. (Tabelle 19)

Asthma bronchiale

O | =

§ § % g % Kontrollen | Fiille Ks(:ll:lcﬁlee;te OR(ChHTR | Prlert

Sl 2132 population
Ha|c|c|T| G| Aa| 3445% |3478% | 3447% | 1,028(0.626-1,687) | 09143
Hb|C|C|cC |G| T/ 2569% |1920% | 2519% | 0,462(0,246-0,866) | 0,0159
He|C | T|T|A|T] 1875% |2355% | 1912% | 1,761 (0,989-3,134) | 0,0546
Hd| G| c|T|a|T]| 1342% |1449% | 1351% | 1,178 (0.602-2307) | 0,6320
He|lc|c|T|c|T]| 69% | 761% | 704% | 118604812919 | 07112

Tabelle 19: Haplotypfrequenzen der Dresden-Population (n = 1.940), gebildet aus den fiinf ,,tagging*-
SNPs (C-1486G, C-1407T, T346C, G2256A und T3183A) und die Assoziation der Haplotypen mit Asthma
bronchiale (p-Wert, Odds Ratio und 95% Confidence Intervall der Haplotyp trend regression = HTR).
(signifikante Ergebnisse (0<0,05) sind fett gedruckt). Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Kathrin Suttner.

Bei der Analyse der Suptypen des Asthmas bronchiale zeigte Haplotyp H_c einen
signifikanten Effekt, der das Risiko an atopischem Asthma zu erkranken, stark erhoht (OR
2,417, 95%CI (1,080-5.409), p = 0,0319). Diese Kombination an Polymorphismen zeigt nicht

nur gegeniiber Asthma, sondern speziell zum Subphinotyp atopisches Asthma eine eindeutige

Signifikanz. (Tabelle 20)
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atopisches Asthma

O | =

§ § ;} g % Kontrollen | Fiille Ks(:zlcﬁlee;te OR(CHHTR | Plert

Slolels e population
Ha|c|lc| TG | Aal| 3445% [3065% | 3431% | 072503431,533) | 03996
Hb|C|C|C| G| T]| 2560% |2177% | 2555% | 0,638(0264-1,542) | 03186
He|lc | T|T|A|T]| 1875% |2661% | 1903% | 2,417(1,080-5.409) | 0,0319
Hd| G| c|T|a|T]| 13429% |1200%]| 1341% |0918(0327-2579) | 08714
He|lc|c|T|c|T]| 69% | 807% | 704% | 133203724766) | 06591

Tabelle 20: Haplotypfrequenzen der Dresden-Population (n = 1.940), gebildet aus den fiinf ,,tagging*-
SNPs (C-1486G, C-1407T, T346C, G2256A und T3183A) und die Assoziation der Haplotypen mit
atopischem Asthma (p-Wert, Odds Ratio und 95% Confidence Intervall der Haplotyp trend regression =
HTR). (signifikante Ergebnisse (0<0,05) sind fett gedruckt). Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von

Kathrin Suttner.

Eine eindrucksvolle Signifikanz zum Subtyp nicht-atopisches Asthma zeigte Haplotyp H_b

(OR 0,275, 95%CI (0,103-0,734), p = 0,0099). Wie in der Haplotypanalyse von Asthma

bronchiale, zeigte dieser Haplotyp hier einen stark protektiven Effekt und vermindert damit

das Risiko, an nicht-atopischem Asthma zu erkranken. (Tabelle 21)

nicht-atopisches Asthma

O | =
§ § % § % Kontrollen | Fille I@?ﬁlﬁfﬁ“’ OR (CI) HTR pig‘l’{t
Sl le2ld |2 population
Ha| C | C|T| G| A| 3445% |4219% | 3473% | 1,842(0,923-3,676) | 0,0829
Hb|C|C|C|G|T| 2569% |1563% | 2532% | 0275(0,103-0,734) | 0,0099
He|C|T|T|A|T]| 1875 |2031% | 1881% | 1,214(0,510-2,890) | 0,6611
Hd| G| C | T|A|T| 134% |1345% | 1345% | 1,104(0,415-2,938) | 0,8423
He|C|C|T|G|T]| 69% | 700% 7,00% 1,010 (0,265-3,846) | 0,9884

Tabelle 21: Haplotypfrequenzen der Dresden-Population (n = 1.940), gebildet aus den fiinf ,,tagging*-
SNPs (C-1486G, C-1407T, T346C, G2256A und T3183A) und die Assoziation der Haplotypen mit nicht-
atopischem Asthma (p-Wert, Odds Ratio und 95% Confidence Intervall der Haplotyp trend regression =
HTR). (signifikante Ergebnisse (0<0.05) sind fett gedruckt). Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von

Kathrin Suttner.
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34 In silico Analysen

34.1 Phylogenetische Analyse

Durch die Assoziationsstudie konnte gezeigt werden, dass fiinf der untersuchten
Polymorphismen eine Assoziation zu atopischen Phénotypen in Abhingigkeit des Genotyps
aufweisen. Im Folgenden wurde eine phylogenetische Analyse durchgefiihrt, um Hinweise
dafiir zu bekommen, inwieweit der Grad der Konservierung eines Genabschnitts einen
Einfluss auf dessen Funktion ausiibt. Frithere systemische Studien belegten, dass
Genabschnitte, die wichtige Funktionen erfiillen, wie z.B. Exons oder Promotoren, durch die
Evolution kaum veridndert werden. Das heifit: Je konservierter ein Genabschnitt (mit eventuell
enthaltenden SNPs) iiber die Evolution hindurch vorliegt, desto stiarker deutet dies auf eine
funktionelle Relevanz hin. Liegen Polymorphismen in einem derartig konservierten Bereich,
ist dies umso relevanter, da die Wahrscheinlichkeit einer funktionellen Bedeutung des SNPs

damit steigt.

34.1.1 Phylogenetischer Vergleich von Mensch — Schimpanse — Hund — Maus

Mit Hilfe des Programms Vista Browser konnte der Konservierungsgrad des HLX1-Gens des
menschlichen Genoms und des Genoms des Schimpansen, des Hundes und der Maus
vergleichend dargestellt werden (Abbildung 18). Wie zu erwarten, zeigte sich eine sehr hohe
Homologie zwischen dem gesamten Genom des Menschen und des Schimpansen, und im
Bereich der Exone zwischen allen dargestellten Spezies. Auffillig zeigte sich das Exon 4 und
die 3° UTR des Hundes. Lediglich die Hilfte des Exons und die Hélfte der 3’-UTR bleiben
konserviert. Dieser Bereich scheint im Genom des Hundes keine funktionelle Bedeutung zu

haben.
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Der im Exon 1 lokalisierte SNP T346C, der zu einem Aminosdureaustausch fiihrt, zeigt bei
dem Vergleich zwischen dem menschlichen Genom und dem Genom des Schimpansen, des
Hundes und der Maus eine auffillig hohe Konservierung (80-90%). Da, wie bereits erwéhnt,
funktionell wichtige Genabschnitte wihrend der Evolution hoch konserviert bleiben, ist diese
Beobachtung jedoch nicht unerwartet. Die anderen vier SNPs zeigen eine hohe Konservierung
im Schimpansen-Genom. Im Vergleich zum Hund- und Maus-Genom ist die
Konservierungsrate bei SNP C-1407T am hochsten. SNP C-742G, C1562G und C3958T
weisen eine Ubereinstimmung von lediglich 50% und weniger auf, was auf keine funktionelle

Relevanz hinweift.

C-1407T C-742G T346C C1562G
1 2 3
Mensch @ ---------memm e ---~SE Exon
—— —— Lr 7 00%

Schimpanse

S0%

100%
Hund

50%

100%
Maus

T ) T
219.116.81k 210117 61k 219.118.81k 219,119, 81k 21912081k 210121 81k
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nicht-kodierende Sequenz

Abbildung 18: Vista-Browser Analyse des HLX1-Gens.
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342 Untersuchung von Transkriptionsfaktorbindungsstellen (MAT-Inspektor)

Die bisherigen Untersuchungen haben ergeben, dass SNP T346C sich im Exon 1 befindet und
zu einem Aminosiureaustausch fiithrt. Ein Exon ist bekannterweise ein Teil eines Gens, der
nach dem SpleiBlen (Splicing) erhalten bleibt und im Zuge der Protein-Biosynthese in ein
Protein translatiert werden kann. Eine Variation in der Basenfolge wiirde hier zur Expression

eines veranderten Proteins fiithren.

Die anderen vier auffilligen SNPs liegen entweder im Promotor- oder Intronbereich, d.h. in
nicht-codierenden Bereichen. Vor allem die SNPs im Promotorbereich sind von besonderem
Interesse. Die wichtigste Eigenschaft eines Promotors ist die spezifische Wechselwirkung mit
bestimmten DNA-bindenden Proteinen, die den Start der Transkription des Gens durch die
RNA-Polymerase vermitteln und als Transkriptionsfaktoren bezeichnet werden. SNPs
konnten mit einer verdnderten Basenabfolge Einfluss auf die Transkriptionsrate nehmen. Eine
zusitzliche Bindungsstelle oder der Wegfall einer Bindungsstelle konnte den Hinweis auf

eine Funktionsinderung in der Genregulation darstellen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe des Programms MAT-Inspektor die
Transkriptionsfaktoren-Bindungsstellen beim Wildtyp im Vergleich zum Polymorphismus
dargestellt. Im Folgenden werden lediglich die Ergebnisse fiir die auffélligsten
Polymorphismen ausfiihrlich besprochen (In Klammern sind die core similarity und matrix
similarity des jeweiligen Transkriptionsfaktors mit aufgefiihrt). Aus Tabelle 22 kénnen die

Ergebnisse aller SNPs entnommen werden.
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Die SNPs C-1407T und C-742G liegen beide im Promotorbereich, weshalb die MAT-
Inspektor-Analyse der beiden SNPs von besonderer Bedeutung ist. Die Analyse ergab, dass
am SNP C-1407T weder an der Wildtypform noch am Polymorphismus
Transkriptionsfaktoren binden (aus diesem Grund in der Tabelle nicht aufgefiihrt). SNP
C-742G weist an der Wildtypform zwei Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren auf, die
beide bei Eingabe des Polymorphismus wegfallen. Zum einen handelt es sich hierbei um eine
kombinierte Bindungsstelle fiir STAF (0,809, 0,781), ein Selencystein-tRNA-aktivierender
Faktor und ZNF76 (0,809, 0,781), ein Zinkfinger Protein 76, der im Hoden exprimiert wird.

ZNF76 ist ein neues DNA-bindungs Protein, das mit STAF und ZNF143 verwandt ist.

Zum anderen besteht eine Bindungsstelle fiir EKLF (1,000, 0,907), der Erythroid Kruppel-like
Faktor. EKLF ist ein C,H,-Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der fiir die entgiiltige

Héamatopoese notwendig ist.

SNP C1562G im Intron 1, zeigt ebenfalls zwei Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren.
Dort binden kombiniert die Faktoren c-myb (1,000, 0,975) und v-myb (0,765, 0,858). Vor
allem c-myb, das Produkt des c-myb Proto-Onkogens, spielt im hidmatopoetischen System
eine Schliisselrolle, indem es als molekularer Schalter das Gleichgewicht zwischen
Proliferation, Differenzierung und Apoptose hidmatopoetischer Stamm- und Vorlduferzellen

steuert. Diese Bindungsstellen gehen mit dem Auftreten des Polymorphismus verloren.
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Bei SNP 3958T binden an der Wildtypform keine Transkriptionsfaktoren. Kommt es zu einer
verdnderten Basenabfolge durch den Polymorphismus, entstehen dagegen vier neue
Bindungsstellen. Zum einen bindet PDX1(0,782, 0,756) der Pancreas Duodenum Homeobox-
1 Transkriptionsfaktor, der fiir die Entwicklung des Pancreas, die Insulinproduktion und den

Glukosestoffwechsel notig ist.

Zum anderen binden CART (1,000, 0,826) das Cartilage homeoprotein 1 und XVENT (1,000,
0,826), ein Xenopus homeodomain Faktor. CART ist ein Homeoprotein, das selektiv in
Chondrozyten exprimiert wird. XVENT ist essentiell fiir die Ausbildung der dorsal-ventralen
Korperachse wihrend der Embryogenese des glatten Krallenfrosches (Xenopus laevis).

Ausserdem entsteht eine Bindungsstelle fiir CLOX/CDPCR (1,000, 0,780), die der Familie der

Cut-like homeodomain Protein-Familie angehoren.
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Wildtyp SNP
Position bindende Position bindende
(zum ATG Exonl) Transkriptionsfaktoren (zum ATG Exonl) | Transkriptionsfaktoren
LTUP/AACC.01
IRFF/IRF1.01 IRFF/IRF1.01
CLOX/CDP.01
A-1633A PDX1/ISL1.01 A-1633G
CART/CART1.01
CART/CART1.01
SORY/SOX5.01
TEAF/HLFO.1
C-1486C CEBP/CEBPB.01 C-1486G
RREB/RREB1.01 RREB/RREB1.01
EGRF/EGR1.02
C-796C ZBPF/ZNF202.01 C-796A ZBPF/ZNF202.01
RCAT/CLTR CAAT.01
STAF/ZNF76 143.01
C-7142C EKLF/EKLF.01 C-7142G
ATBF/ATBF1.01 ATBF/ATBF1.01
C-559C HOXF/GSH2.01 C-559T HOXF/GSH2.01
BNCF/BNC.01
MEF2/MMEF2.01
MEF2/MEF2.05
A-434A TBPF/TATA.02 A-434G
IRFF/ISREOQ.1
MEF2/MEF2.05
T-429T IRFF/ISRE.O1 T-429G
C-263C MAZF/MAZ.01 C-263A EVII/MELI1.02
CMYB/CMYB.02
C1562C VMYB/VMYB.04 C1562G
C2256C VMYB/VMYB.05 C2256A
LTUP/TAACC.01 LTUP/TAACC.01
HOXF/BARX.2.01
BRNF/BRN2.03 BRNF/BRN2.03
LHXF/LHX3.01
MEF2/AMEF2.01
OCTB/TST1.01
T3183T PIT1/PIT1.01 T3183A
RBIT/BRIGHT.01
LHXF/LHX3.01
HOMF/MSX.01
CDXF/CDX2.01 CDXF/CDX2.01
TBPF/ATATA.O1
HOXF/GSH1.01
PDX1/PDX1.01
CART/XVENT2.01
C3958C C3958T CART/XVENT2.01
CLOX/CDPCR3.01
C4844C MAZF/MAZ.01 C4844T MAZF/MAZ.01

Tabelle 22: Allelspezifische Bindeverhalten der Transkriptionsfaktoren. An den SNPs C-1407T und
T3008C binden weder an der Wildtypform noch am Polymorphismus Transkriptionsfaktoren und sind
somit in dieser Tabelle nicht weiter aufgefiihrt.
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4 DISKUSSION

In zahlreichen Studien wurde die Funktion der Transkriptionsfaktoren, die an der Th;/Th,-
Differenzierung und damit an der Entwicklung von Asthma bronchiale involviert sind,
untersucht. Der Fokus lag dabei bislang auf den Transkriptionsfaktoren T-bet (Th;) und
GATA-3 (Thy). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde kein systemisches Mutationenscreening
des HLX1-Gens veroffentlicht. Aus diesem Grund wurde das HLX1-Gen fiir die vorliegende
Arbeit ausgewihlt, um zu untersuchen, inwieweit genetische Variationen im HLX1-Gen im

Zusammenhang mit der Ausbildung eines Asthma bronchiale stehen.

Aufgrund der signifikanten Ergebnisse dieser Arbeit wurde eine weitere molekularbiologische
und funktionelle Analyse von HLXI1 durchgefiihrt. Dipl. biol. Kathrin Suttner der
Arbeitsgruppe Kabesch et al. untersuchte dabei das Zusammenspiel von genetischen und
umweltbedingten Faktoren von Polymorphismen des HLX1-Gens. Basierend auf dem
vorliegenden Mutationenscreening, wurde das Linkage Disequilibrium mit einer Abrissgrenze
von r* = 0,8 wiederholt. Die identifizierten Polymorphismen konnten mit dieser Analyse in 5
Blocke eingeteilt werden, wobei jeweils ein ,tagging“-SNP einen Block prisentierte (C-
1486G, C-1407T, T346C, G2256A und T3183A). Um zu untersuchen, inwieweit die Umwelt
mit den identifizierten Polymorphismen in Zusammenhang steht, wurden die SNPs in einer
umfangreichen Studienpopulation (n = 3.099) deutscher Schulkinder regenotypisiert und in
einer Assoziationsstudie, vergleichend zwischen einer Dresdner (n = 1.940) mit einer
Miinchner (n = 1.159) Population untersucht. Nachfolgend wird gelegentlich auf die Daten
dieser Studie hingewiesen (Daten freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dipl. biol.
Kathrin Suttner, Dr. von Haunersches Kinderspital der Ludwig-Maximilians-Universitiit,

Miinchen).
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In der vorliegenden Arbeit wird das erste bekannte Mutationenscreening des HLX1-Gens
vorgestellt. Insgesamt konnten 19 SNPs in den untersuchten Bereichen identifiziert werden.
15 SNPs wurden anschlieBend genotypisiert, wiahrend vier ein hohes Kopplungsgleichgewicht
zu anderen SNPs aufwiesen (>90%) und deshalb nicht weiter individuell analysiert wurden.
Damit konnte eine Abdeckung aller Genotypen mit einem maximalen Informationsgehalt

erreicht werden.

Bei der Genotypisierung der Dresdner Population zeigten sieben SNPs (A-1633G, C-1486G,
C-742G, C-559T, C-263A, T3183A und C4524G) eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht. Eine mogliche Ursache dieser Abweichung konnte ein methodischer Fehler
wihrend der Genotypisierung sein. Um diesen Fehler weitestgehend auszuschlieBen, wurden
die beiden ,,tagging“-SNPs C-1486G (p-HWE = 0,0303) und T3183A (p-HWE = < 0,0001)
im Rahmen der Anschlussanalyse des HLX1-Gens von Dipl. biol. Kathrin Suttner
regenotypisiert. Die Ergebnisse der Regenotypisierung bestitigten die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit. Somit konnte ein systemischer Fehler wihrend der Genotypisierung
durch diese beiden Fille ausgeschlossen werden. (Daten freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Dipl. biol. Kathrin Suttner, Dr. von Haunersches Kinderspital der Ludwig-

Maximilians-Universitit, Miinchen).

Da eine technische Ursache fiir die Abweichung der Werte aus dem HWE ausgeschlossen
werden konnte, kommen als alternative Erkldrungsmoglichkeiten biologische oder
populationsbedingte Effekte in Frage. Aufgrund der GroBe der Studienpopulation von 1.940
Probanden und einer geringen Abweichung der Werte vom HWE kann hier von einem

zufilligen Effekt ausgegangen werden.
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In der anschlieBenden Assoziationsstudie wurden nur SNPs untersucht, die eine Allelfrequenz
von > 3% aufwiesen. Da alle Polymorphismen diese Voraussetzung erfiillten (siche Tabelle
12), wurden alle SNPs auf die Assoziation mit Asthma und anderen atopischen Phénotypen

untersucht.

Eine statistisch signifikante Assoziation mit dem Erkrankungsrisiko fiir Asthma bronchiale
konnte bei den Polymorphismen C-1407T, C-742G und C3958T beobachtet werden
(Tabelle 14). Bei der Analyse der verschiedenen Formen des Asthmas zeigte sich eine
zunehmende Signifikanz dieser Polymorphismen bei dem Phinotyp atopisches Asthma
(Tabelle 15). Interessanterweise war keine signifikante Assoziation mit anderen atopischen
Erkrankungen, wie atopische Dermatitis, Heuschnupfen, Gesamt-IgE oder atopische
Sensibilisierung (Atopie) zu beobachten. Dieser Effekt ldsst vermuten, dass genetische
Variationen des HLX1-Gens, die einen Zusammenhang mit atopischem Asthma aufweisen,
nicht iiber den Weg der atopischen Sensibilisierung agieren, sondern vielmehr iiber eine
Atopie-unabhingige Reaktion direkt auf asthmaspezifische Mechanismen Einfluss nehmen.
Epidemiologische Daten deuten darauf hin, dass Atopie zwar der grosste Risikofaktor fiir die

106

Entstehung eines Asthma bronchiale darstellt ™, jedoch in manchen Fillen Asthma und

Atopie als zwei unabhéngige Phinomene auftreten.

Das atopische Asthma ist charakterisiert durch eine bronchiale Hyperregibilitit (BHR), eine
chronische  bronchiale  Eosinophilie, erhchte IgE-Werte und einer massiven
Schleimproduktion, verursacht durch Thy-spezifische Zytokine. IL-4 und IL-13 sind
pleiotrophe Zytokine, die eine zentrale Rolle in der IgE-abhingigen Entziindungsreaktion
spielen'” und in bronchialem Gewebe von Asthmapatienten stark erhoht sind. IL-4 und IL-5

fithren zu einer Stimulation der IgE-Produktion in den B-Zellen und zu einer Mobilisation der
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eosinophilen Zellen in die Bronchialschleimhaut. IL-13 wirkt zellspezifisch vor allem auf die
glatte Muskulatur, Endothelzellen und Fibroblasten der Atemwege und ist damit

mitverantwortlich fiir die Entstehung einer bronchialen Hyperreagibilitit’' .

Da IL-13 unter anderem einen Rezeptor mit IL-4 teilt (IL-4Ra) und somit auf dem gleichen
Signaliibertragungsweg wie IL-4 agiert, scheint IL-13 eine wichtige Rolle bei der Entstehung
von atopischem Asthma zu spielen. Eine Studie von Wills-Karp ez al.” konnte beweisen, dass
IL-13, pathophysiologische Charakteristika von atopischem Asthma hervorrufen kann,
unabhingig von IgE und eosinophilen Zellen. Die tdgliche Gabe eines rekombinanten IL-13
in die Atemwege ,naiver® Miuse bewirkte die Ausbildung einer BHR. Damit konnte
demonstriert werden, dass eine gesteigerte IL-13-Aktivitit ausreicht, um eine BHR
auszubilden. Ebenfalls zeigte eine Blockade des Zytokins IL-13 im Mausmodell, eine
komplette Umkehrung einer Allergen verursachten BHR. Damit bestitigten diese
Untersuchungen, dass eine bronchiale Hyperreagibilitit, die ein Charakteristikum des
atopischen Asthmas darstellt, unabhingig des Entziindungsmediators Immunglobulin-E

und/oder einer pulmonalen Eosinophilie induziert werden kann.

Basierend auf diesen Beobachtungen und mit dem Hintergrund, dass zum heutigen Zeitpunkt
noch wenig funktionelle Analysen des HLXI1-Gens vorliegen, bieten sich diverse
Ansatzpunkte zur Erkldarung an, wie HLX1 eine signifikante Assoziation zum Phénotyp
atopisches Asthma hervorrufen kann, ohne gleichzeitig eine Ausprigung einer atopischen

Sensibilisierung oder einer Erhohung des Gesamt IgE-Spiegels aufzuweisen.
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Zwischen HLX1 und T-bet besteht eine starke Interaktion, wobei es durch eine Co-
Expression von HLX1 zu einer optimalen IFN-y-Produktion in Th;-Zellen kommt. Jedoch ist
bis heute noch nicht geklirt, auf welchem Weg diese Interaktion stattfindet. Die In-silico-
Analyse der Transkriptionsfaktorbindungsstellen zeigte, dass bei Promotor-SNP C-742G zwei
Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren am polymorphen Allel wegfallen (Tabelle 22).
Bei SNP C3958T im Intron 3 binden am Wildtypallel keine Transkriptionsfaktoren, jedoch
kommen am Polymorphismus vier neue Transkriptionsfaktoren dazu. Denkbar wire, dass
genetische Variationen im HLX1-Gen einen Wechsel der Transkriptionfaktoren hervorrufen,
wodurch eine verdnderte Transkriptionsrate erfolgt und HLX1 auf T-bet Einfluss nehmen
kann. Eine daraus resultierende Suppression des T-bet-Gens wiirde eine Verminderung der

T-bet spezifischen Funktionen bewirken.

Da T-bet den Schliisseltranskriptionsfaktor der Th;-Differenzierung darstellt, kommt es durch
eine Suppression zu einer Verminderung der Fihigkeit zur Autoinduktion von T-bet, der
Chromatin Umstrukturierung des IFN-y-Lokus und der Induktion von IL-12Rf2 und damit zu
einer gesamten Beeintrichtigung der Th;-Differenzierung. Man geht davon aus, dass es bei
einer verminderten Th;-Differenzierung zu einer Umkehrreaktion und einer verstirkten Th,-
Differenzierung kommt. Diese Reaktion wiirde durch eine Abnahme der T-bet bedingten

Hemmung des IL-4-Rezeptors und der indirekten Hemmung von GATA-3 unterstiitzt werden.

Somit wire vorstellbar, dass Polymorphismen im HLX1-Gen eine Umkehrung der Th;-
Differenzierung iiber den beschriebenen Signalweg initiieren, eine Verstirkung der Thy-
Differenzierung via GATA-3 bewirken konnten und auf diesem Weg eine asthmatische

Reaktion auslosen, die IgE-unabhiéngig ist.
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Bereits frithere Studien zeigten, dass GATA-3 mRNA-positive Zellen vermehrt in
bronchioalveoldrer Lavagefliissigkeit und in Bronchialbiopsien von Asthmapatienten
vorkommen'®''°_ Eine Studie von Yamashita ef al.''! untersuchte, welche Rolle GATA-3 in
der Pathogenese von IgE-unabhidngigem Asthma spielt, und konnte zeigen, dass es in GATA-
3-transgenen Miusen zu einer signifikanten Zunahme einer bronchialen Hyperreagibilitét
kommt, ohne Induktion von IgE. Im Vergleich dazu konnte beobachtet werden, dass eine
Hemmung der GATA-3-Expression die Produktion von IL-4, IL-5, IL-13 und IgE unterdriickt
und die Infiltration von Eosinophilen und die Hypersekretion im Bronchialgewebe stark
vermindert waren. Diese Fakten lassen vermuten, dass GATA-3, das fiir die Differenzierung
von Thy-Zellen essentiell ist, in der Pathophysiologie von atopischem, aber auch nicht-

atopischem Asthma eine wichtige Rolle spielt.

Der Thy-spezifische Transkriptionsfaktor GATA-3 interagiert dabei mit den Zytokinen IL-4
und IL-13, die letztlich fiir die bronchiale Hyperreagibilitdt verantwortlich sind. GATA-3

bindet dabei am Promotor der IL-5 / IL-13-Gene und reguliert auf direktem Wege den

mRNA-Spiegel dieser Zytokine®. IL-4 wird nicht direkt iiber eine Promotoraktivitit

gesteigert, sondern GATA-3 erhoht vielmehr den IL-4-mRNA-Spiegel durch eine
Chromatinumstrukturierung des IL-4-Lokus. IL-13 und IL-4 konnen direkt nach ihrer

Expression die Mukuszellen beeinflussen und eine bronchiale Hyperreagibilitit

112,113

induzieren IL-4 und IL-13-Rezeptoren werden auf einer grolen Anzahl von Zelltypen

im Bronchialgewebe exprimiert, einschlieBlich Epithelzellen und glatten Muskelzellen''*'">.
Die Effekte von IL-4 und IL-13 in in vitro Studien deuten darauf hin, dass diese Zytokine,
Epithelzellen und glatte Muskelzellen auf verschiedene Weise beeinflussen und zur

Ausbildung einer BHR beitragen''®'"”.
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Inwieweit Polymorphismen im HLX1-Gen die Thy-spezifischen Zytokine IL-4 und IL-13
direkt beeinflussen konnen, ist fraglich. Da T-bet auch durch die Suppression des IL-4R die
Th,-Differenzierung hemmt, wiirde es durch eine Expression eines verdnderten HLX1-Gens
zu einer verminderten T-bet-Aktivitdit kommen, was wiederum zu einer gesteigerten IL-4R-
Aktivitit fithren wiirde. Da jedoch vor allem IL-13 zur Ausbildung einer BHR verantwortlich
ist, scheint es wahrscheinlicher, dass genetische Variationen des HLX1-Gens einen ,,falsch-
positiven* Einflufl auf GATA-3 und IL-4 / IL-13 gleichermallen ausiiben und so das Risiko

erhohen, ein IgE-unabhingiges atopisches Asthma bronchiale auszubilden.

Wie bereits beschrieben, konnte beobachtet werden, dass es nur durch eine Co-Expression
von HLX1 mit T-bet und einer engen Interaktion beider Transkriptionsfaktoren zu einer
optimalen IFN-y-Produktion kommen kann, die wiederum wichtig fiir die Aufrechterhaltung
der Th;-Zelllinie ist. Dies bietet einen weiteren Ansatzpunkt zur Erkldrung, wie ein

verdndertes HLX1-Gen Einfluss auf die T-Helferzell-Differenzierung nehmen konnte.

Die Rolle der Th;-Antwort ist bei der Ausbildung von Asthma von groem Interesse, da
bereits mehrere Therapieschemen auf einer Steigerung der Th;-Immunantwort basieren, um
die allergische Entziindungsreaktion in den Bronchien zu reduzieren. Vor allem ein
vermindert repridsentiertes IFN-y wird mit der Entwicklung eines Asthma bronchiale in

Zusammenhang gebracht5 L8

. Jedoch wird die Th;-Immunantwort wihrend der Entwicklung
einer allergischen Erkrankung auch kontrovers diskutiert. Widerspriichliche Daten deuten
darauf hin, dass die Th;-Antwort eine allergische Entziindungsreaktion steigern, aber auch

. 42,119-122
vermindern kann*>!''%1?,
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Es ist bekannt, dass das Thj-spezifische Zytokin IFN-y durch Hemmung der
Fibroblastenaktivitit, wie Proliferation und Kollagenproduktion, auf direktem Weg einen

antifibrotischen Effekt induzieren kann'*>'**

, oder auf indirektem Weg iiber eine Minderung
der IL-4 und IL-13-Aktivitit'*>'*. AuBerdem supprimiert IFN-y direkt die IgE-Synthese und
hemmt die Entwicklung von Thy-Zellen'*”'?®. Die IFN-y-Produktion wird von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren reguliert, wovon IFN regulatory factor-1 (IRF-1) von besonderem

Interesse ist'?’. Studien lieferten Beweise dafiir, dass eine Verbindung zwischen Asthma und

Atopie, und IFN-y und IRF-1 besteht'**'#2.

Ein Zusammenhang zwischen der Auswirkung von HLXI1-Polymorphismen auf eine
verringerte IFN-y-Produktion und der Ausbildung eines Asthmas bronchiale wire denkbar.
Durch eine insuffiziente Interaktion der Transkriptionsfaktoren HLX1 und T-bet konnte keine
optimale IFN-y-Produktion in Th;-Zellen bereitgestellt werden, wodurch eine Repolarisation
zu Thy-Zellen stattfinden wiirde. Dass bei atopischen Asthmatiker im Vergleich zu nicht-
atopischen Patienten eine veringerte IFN-y-Expression und ein erhohter IL-4-Spiegel

, . . 133,134
vorliegen, konnte bereits demonstriert werden'*>'*,

Die identifizierten Polymorphismen des HLX1-Gens in der vorliegenden Arbeit zeigen zwar
eine signifikante Assoziation zu atopischem Asthma, jedoch nicht zu anderen atopischen
Erkrankungen. Darum muf} davon ausgegangen werden, dass die SNPs auf direktem Weg auf
asthmaspezifische Mechanismen Einfluss nehmen, ohne eine atopische Sensibilisierung zu
initiieren. Trotz der vorliegenden Studienergebnisse scheint diese Uberlegung eher
unwahrscheinlich, da IFN-y unter anderem direkt die IgE-Synthese supprimiert. Bei einer

verringerten Expression des Th;-spezifischen Zytokins, wiirde es wiederum zu einer
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verstirkten IgE-Expression kommen und damit zur Ausbildung eines IgE-abhingigen

atopischen Asthmas.

Inwieweit sich eine verminderte HLX1-Expression auf ein erhohtes Risiko ein Asthma
bronchiale auszubilden, auswirkt, bleibt daher leider unklar. Denkbar wire auch, dass die
genetischen Variationen im HLX1-Gen eine gesteigerte HLX1-Expression bewirken und es
zu einem frithen Zeitpunkt der Th;-Differenzierung aufgrund verminderter IFN-y-Produktion
zu einer Umkehrung und Repolarisation zu Thy-Zellen kommt. Daher sind weiterfithrende
funktionelle Studien der Zwischenschritte im Prozess der HLX1-Genexpression notig, um die

Entstehung dieser Erkrankung besser verstehen zu konnen.

In der Haplotypanalyse, die die Wirkung verschiedener Kombinationen von Polymorphismen
untersucht, spiegeln sich die Ergebnisse der Genotypisierung der einzelnen SNPs wider.
Haplotyp H_c (C-T-T-A-T) zeigte eine leicht hohere Signifikanz zu atopischem Asthma als
die Werte der einzelnen Polymorphismen (Tabelle 20). An dieser Kombination waren die drei
»tagging“-SNPs C-1486G, T346C und T3183A in ihrer Wildtypform beteiligt, ,,tagging*-
SNPs C-1407T und G2256A traten in ihrer polymorphen Form auf. Interessant ist das
Vorliegen der polymorphen Form von SNP C-1407T, der unter anderem mit den SNPs
C-742G und C3958T einen Block bildet und genau diese SNPs in der Assoziationsanalyse
eine signifikante Assoziation aufweisen. Die Haplotypanalyse zeigt, dass SNP C-1407T und
das Vorkommen der anderen Polymorphismen in dieser Verkniipfung zu einem signifikant

hoheren Auftreten von atopischem Asthma fiihrt.
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Eine signifikante Assoziation zu Asthma bronchiale im Sinne einer sich protektiv
auswirkenden Funktion zeigten die SNPs T346C und C1562G. In der weiterfithrenden,
statistischen Analyse konnte bei beiden SNPs eine leicht abnehmende Signifikanz bei nicht-
atopischem Asthma im Vergleich zu Asthma bronchiale beobachtet werden (Tabelle 16). Von
besonderem Interesse ist dabei, dass SNP T346C im Exon 1 zu einem Aminosiureaustausch
fiihrt, wobei das neutrale Serin gegen das polare Prolin ausgetauscht wird. Prolin ist eigentlich
keine Amino-, sondern vielmehr eine Iminosiure'® , die aufgrund seiner Ser-Ringstruktur in
Proteinen zum Abknicken der Peptid-Kette fiihrt. Eine verdnderte Aminosiduresequenz im
HLX1-Gen erreicht auf diesem Weg eine umgewandelte Proteinstruktur, die mit einer

verdanderten Funktion einhergeht.

SNP CI1562G im Intron 2 besitzt am Wildtyallel zwei Bindungsstellen fiir die
Transkriptionsfaktoren c-myb und v-myb, die interessanterweise am polymorphen Allel
wegfallen (Tabelle 22). Durch die Anderung der Transkriptionsfaktoren konnte eine
verdnderte Transkriptionsrate initiiert werden, die sich protektiv auf die Ausbildung eines

Asthmas auswirken konnte.

Da dem nicht-atopischen Asthma bronchiale zwar keine atopische Diathese zugrunde liegt,
aber trotzdem eine bronchiale Hyperreagibilitit besteht, wire es durchaus denkbar, dass beide
Polymorphismen, die im Ubrigen zu 80% miteinander gekoppelt sind (LD r* = 0,9), die
Funktion des HLX1-Gens insoweit verdndern, dass eine verstirkte Interaktion mit T-bet
stattfindet und daraus eine gesteigerte IFN-y-Produktion in Th;-Zellen resultiert. IFN-y, als
Th-spezifisches Zytokin, supprimiert, wie bereits erwihnt, direkt die IgE-Synthese und
hemmt die Entwicklung von Thy-Zellen'*”'*, AuBerdem wiirde durch die Auswirkungen des

antifibrotischen Effekts von IFN-y und iiber eine Minderung der IL-4 und IL-13-
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Aktivitit'>>1?°  die Ausbildung einer BHR reduziert werden. Eine verstirkte Th;-
Immunantwort ldsst somit die Ausbildung einer atopischen Erkrankung als unwahrscheinlich
erscheinen. Jedoch bleibt bis heute unklar, wie eine BHR {iiberhaupt entsteht und wie IFN-y in

den Atemwegen die Ausbildung einer bronchialen Hyperreagibilitiit beeinflusst'*°.

Wie bei der Haplotypanalyse des atopischen Asthmas, spiegelt sich auch beim nicht-
atopischen Asthma die Werte der Genotypisierung in der Haplotypanalyse wieder. Die
Kombination des Haplotyps H_b (C-C-C-G-T) weist dabei im Vergleich zur Genotypisierung
der Einzelanalysen einen deutlich stirkeren protektiven Effekt auf (Tabelle 21). Auffallend
dabei ist, dass ,tagging“-SNP T346C in dieser Kombination als einziger SNP in der
polymorphen Form vorliegt, wihrend die anderen SNPs in der Wildtypform vorliegen. SNP
T346C bildet mit C1562G einen Block und zeigen in der Assoziationsanalyse eine
signifikante Assoziation zu nicht-atopischem Asthma. Offensichtlich bildet der Block des
»tagging“-SNPs C-346T einen protektiven Effekt aus oder verringert zumindest das Risiko,
an nicht-atopischem Asthma zu erkranken. Er wird dabei durch die Anwesenheit der anderen

vier ,,tagging*“-SNPs in der Wildtypform positiv unterstiitzt.

Bei der Entstehung atopischer Erkrankungen ist es jedoch genauso wichtig, genetische
Divergenzen zwischen Studienpopulationen unterschiedlicher Stiddte zu erforschen und die
Exposition verschiedener Umwelteinfliisse in den Analysen zu beriicksichtigen. Da aus
fritheren Studien hervorgeht, dass neben einer genetischen Prédisposition auch diverse
Umweltfaktoren einen gravierenden Einfluss auf die Entstehung von Asthma und allergischen
Erkrankungen ausiiben87, wire es von besonderem Interesse, die Auswirkungen der
identifizierten Polymorphismen des HLX1-Gens beziiglich der Ausbildung eines Asthma

bronchiale in Populationen aus Ost- und Westdeutschland zu untersuchen.
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Aus diesem Grund werden die Polymorphismen von Dipl. biol. Kathrin Suttner
(Arbeitsgruppe Kabesch et al.) zurzeit anhand der Studienpopulationen Dresden
(Ostdeutschland) und Miinchen (Westdeutschland) analysiert. Wichtig wire dabei zu
beobachten, inwieweit regionale Unterschiede beim Auftreten allergischer Erkrankungen in
Assoziation zu HLX1 bestehen. Studien, die vergleichende Untersuchungen zwischen Ost-
und Westdeutschland vorstellen, zeigten in diesem Zusammenhang, dass es beim Auftreten
atopischer Erkrankungen nicht nur zwischen verschiedenen Léndern, sondern auch innerhalb
eines Landes Unterschiede gibt. Desweiteren konnte beobachtet werden, dass das Risiko, an

Asthma zu erkranken, im westlichen Teil Deutschlands lange Zeit signifikant hoher war”.

Als Ursache dafiir konnten frithkindliche Unterschiede in der Umwelt, vergleichend zwischen
Ost- und Westdeutschland, verantwortlich sein. Vor allem im frihen Kindesalter iibt die
Umwelt eine Stimulation auf das Immunsystem aus. Die Differenzierung von einer bei Geburt
Thy-geprigten zu einer eher Th;-geprigten Immunantwort bedarf einer Stimulation durch
mikrobielle Faktoren’. Aus diesem Grund ist eine Studie von Weiland et al.*” interessant, die
aufzeigte, dass schon wenige Jahre nach der Zusammenfithrung Deutschlands eine steigende
Privalenz atopischer Erkrankungen in den neuen Bundesldndern zu beobachten war, die bis
auf das Niveau westdeutscher Bundeslidnder anstieg. Neben den Umweltfaktoren kénnen aber
auch soziale Faktoren eine ausschlaggebende Rolle spielen. Durch eine verbesserte Hygiene
in den letzten Jahrzenten ist die Stimulation des Immunsystems moglicherweise geringer
geworden. Es liegen Hinweise vor, die indirekt einen solchen Zusamenhang nahe legen. So
haben Kinder mit vielen Geschwistern, und vor allem mit dlteren Geschwistern, deutlich

137,138

weniger Sensibilisierungen und Allergien als Einzelkinder . Einzelkinder, die friih in eine

Kinderkrippe kommen, haben spéter im Leben weniger Sensibilisierungen und Allergien als
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solche, fur die dies nicht zutrifft'®. Somit ist sichergestellt, dass all diese Faktoren auf das

Ausmal der Allergenexposition und die Krankheitsentstehung entscheidend Einfluss nehmen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Asthma und Atopie sind duBlerst komplexe Erkrankungen, an deren Entstehung sowohl eine
genetische Préadisposition als auch umweltbedingte Faktoren beteiligt sind. Jedoch sind bis
heute noch nicht alle Mechanismen vollstandig untersucht. Man geht davon aus, dass ein
Ungleichgewicht innerhalb der T-Helferzellen mit einem Uberwiegen von Thy-Zellen bei
gleichzeitig abgeschwichter Th;-Immunantwort besteht. Transkriptionsfaktoren spielen eine
entscheidende Rolle bei dieser Differenzierung. Bei der genetischen/molekularbiologischen
Analyse von Transkriptionsfaktoren der T-Zelldifferenzierung lag der Fokus bislang nur auf
den Schliisseltanskriptionsfaktoren T-bet und GATA-3.

In dieser Arbeit wurde HLX1, ein noch wenig untersuchter Transkriptionsfaktor, der mit T-
bet interagiert, genetisch und molekularbiologisch analysiert. Das HLX1-Gen, das auf
Chromosom 1 (1g41-q42) lokalisiert ist, scheint ein Kandidatengen in der Entstehung
atopischer Erkrankungen darzustellen.

Anhand eines Mutationenscreenings, basierend auf einer Zufallsstichprobe von Atopikern und
Nicht-Atopikern, wurde das HLX1-Gen auf potentielle Polymorphismen hin untersucht.
Durch Sequenzierung des gesamten HLX1-Gens konnten 19 Polymorphismen identifiziert
werden, wovon drei neu entdeckt und in die SNP- Datenbank aufgenommen wurden. In der
anschliefenden Assoziationsstudie wurde anhand einer Dresdner Studienpopulation (n=1.940)
der Zusammenhang zwischen den identifizierten Polymorphismen und Asthma und anderen
atopischen Erkrankungen untersucht. Die Analysen ergaben bei drei Polymorphismen eine
signifikante Assoziation mit Asthma bronchiale, vor allem mit atopischem Asthma, jedoch
nicht mit anderen atopischen Erkrankungen. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin,
dass das HLX1-Gen in der Entstehung von kindlichem Asthma bronchiale eine signifikante
Rolle spielt. Jedoch bedarf es weiterfithrender statistischer und funktioneller Analysen, um

die Funktionen und Zusammenhiénge des HLX1-Gens genauer verstehen zu konnen.
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6 SUMMARY

Asthma and allergy are complex diseases. Their development is thought to be based on both,
genetic predisposition and environmental factors. However, not all mechanisms are yet
completely understood. It is assumed that there is an imbalance in the distribution of T-helper
cells with a preponderance of Th, cells and an attenuated Th; immune response. Here
transcription binding factors play an important role. Up to now the analysis of T cell
differentiation focused only on the key transcription factors T-bet and GATA-3.

In contrast, HLX1 is a transcription factor that up to now is poorly understood. Therefore, we
screened the HLX1-gene, which is located on chromosome 1 (1g41-gq42). HLX1 is an
important component of the Th; cell differentiation cascade and seems to be a candidate gene
for the development of atopic diseases.

Mutation screening for HLX1 was performed in randomly selected adult German volunteers
consisting of atopic and non-atopic probands. All 4 exons, introns, Promotor and flanking 5’-
and 3’-UTR regions were screened. In total of 19 polymorphisms were identified of which
three polymophisms were currently unknown and therefore were added to the SNP database.
In the following association study a study population of 1.940 children from Dresden was
screened for associations between the identified polymophisms of the HLX1-gene and the
development of asthma and other atopic diseases. For three polymophisms a significant
association with childhood asthma, particularly atopic asthma was found. There were no
associations between these HLX1-gene polymophisms and other atopic diseases. Thus, it may
be speculated that the effects of genetic variants of HLX1 observed with asthma may not act
via intermediate steps of atopic sensitization but rather, have a more direct effect on asthma
specific mechanisms independent of atopy.

Further statistic and functional analyses are needed to completely understand the influence of

the HLX1-gene on the development of asthma bronchiale.
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7 HLX1-GENKARTE
LOCUS AF217621 12648 bp DNA linear PRI 25-APR-2000
DEFINITION Homo sapiens homeobox protein (HLX1l) gene, complete cds.
ACCESSION AF217621
VERSION AF217621.1 GI:7643910
KEYWORDS .
SOURCE Homo sapiens (human)
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JOURNAL Submitted (19-DEC-1999) Pathology, Christchurch School of
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Riccarton Ave., Christchurch, SI 8015, New Zealand
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..12648
/organism="Homo sapiens"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="1"
/map="1qg4l-g42.1"
variation 3476
/replace="c"
variation 3630..3637
/replace="cccccccce"
variation 3772
/replace="a"
gene <4035..>9199
/gene="HLX1"
mRNA join(<4035..4626,5371..5550,6333..6517,8356..>
/gene="HLX1"
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ORIGIN
1 tcaagtagct ggataagctg tgtttctttt tctttctgat tgtaaatatt taattattta
61 catctctttt cttgaagcca gtaggtacca tgtttgcaag aatatttgaa attaagagga
121 gaggggttcc gaagtccaca gagcaactgc cttgcacatt attttaccca gaatgcacaa
181 gaaaaagcaa cacagatagc agatatagcc agttcaagtc cttgaagagt tatggtcctg
241 taatatacaa ggcccagcat tcactataat tgacctgtgc tcagtgtgga tctgtgactc
301 tggttttggg acaaaagtct gcactgatga tttaaatatg gaggctccaa agacaggtag
361 aaccaaagga tggtgaaacc catctcttgce ctcagtcatt gcataagccc ctgattcagg
421 acccttttaa accctaaatc cccataagct atattgttaa attataaaac gaaccttctc
481 tgatcttatc cattcccaat atggtgaaat cgtctttggc tgtgtttaac taggaaaagt
541 gaagggatga gttgaaagca ttaaaaacag cagtcagcat gatcagaaac cccagccaat
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661 agttaattcg gtttagccag gcccttttct ttcctgttaa attatcaacc cccatggcta
721 ccagcccctg gggagccctce gcectctacce ccaggacctc cctgcecccggce tcagtagcetce
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781 tgggccagtt
841 gtcgcagctg
901 ttggtagttg
961 aaagttgcac
1021 agaaataagg
1081 ctcgcaggca
1141 cctgaactcc
1201 aaggagggcg
1261 ggcctgggga
1321 tgcctccggg
1381 ggcctgggag
1441 ggcggagaaa
1501 cgccgcatct
1561 agggaaccct
1621 gcaaaccttg
1681 gggcgcgcgg
1741 ggcttaggct
1801 gcactagaaa
1861 gaaccctcag
1921 tgacacagaa
1981 acacacccat
2041 aaacctttca
2101 ggagagagag
2161 ttccaggaga
2221 accagaaatt
2281 tgcttttctg
2341 gaatccctgt
2401 tfttcgotatt
2461 gtggtttgtt
2521 ttcttaaaat
2581 aagacccaag
2641 caaggggttc
2701 tgctcttgtg
2761 gtgaggctaa
2821 gtttcgggag
2881 taagagagac
2941 tcactgtgtg
3001 gaggatctcc
3061 gcaacatttg
3121 gaataaaagc
3181 tccaccggga
3241 cccccaactc
3301 cccecgtggeg
3361 cctggcccct
3421 cgcagcaaaa
3481 ctaattcccc
3541 cgaggtccta
A-434G

3601 [@Egaglitttt
3661 [Etgttttaaa
3721 cgtctccctg
3781 gcgaggagtg
3841 gccgagatcce

catttcgcca
tatatttata
taatacataa
aaatattgaa
atttctgcag
catccgctca
ggcgagccca
ggagtctgcg
aggggtagag
agctgggagt
agcaaggggce
gggaggctcg
gcccagcgcet
gaggactcgc
gaaagggtga
cgctgcctcg
gaggtctaaa
gcagagggct
ccagcgcctc
aaactggtct
ctatctctgg
gtaaaagaga
agggagaggg
aagtcaaaag
aattttataa
ggtttatttg
taggagatgc

attttatttt
tgggagaggg

agatatgtcg

gcacgaatgg
ctggggaagc
ggcacttgca
catttcctac
gcagcctgtt
gtttggagcc
acagctcaga
tgggaggcac

ggcaagggcc
agaatgaggt

ggcgggcttt
gccececgggtyg
gttcggagcect

acgcagagta

actttggcgt
tccactcccce

ccccgggect
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cagcccggag
ttttcattgc
gggcggattt
aggggaagtg
tatcctaaaa
tttagtcccg
gggtttcctg
ggctcagaac
ggggcggcgg
aaggccttgg
gcgcaggcga
cggcgccgcg
ccgggccttg
attcccccgg
aagctgatag
ggtaaggagt
tgtttgcagt
cacggcctcc
aattgcccat
taatacgtct
aaatagcacc
gatggagagc
agagatctta
cttaaaagga
gcccaaaccc
gtgaggagcc
ttattagggc

cttcctgaaa
gtggggaaat

atgttgcafla

aagacgttga
tgtcacagaa
aaacaacgaa
aacctcctgce
ttgtagcctc
atccgtctta
ataaaaccaa
gaggcggacg
caggaaagat
caagagaagg

gcagagccct
acaagcgctt
gcagaagtta

gcaagaagca

ggccggggcyg
gctcccattg

gactcgaaag

Hypervariabler

ttttttttcet
tttagctctt

gctceccecge

cgggcgccgce
ggccctcgcecc

attacttttc
agggcttagc

ccgccctgeg
gccgcecttta
tcctcececctceg

cctctcggaa
tagaagggaa
gcgtcacccg
ctaggagtca
tactaaggcc
agtttgagcc
ctgctttctt
tcggcaaggg
gggtcgctcc
atggcgccga
agttgcaact
aggagtcggc
aatctcggca
gtctgtatcc
gggagtctta
aaatgcacct
caaattagaa
gctacgcaca
gttgtacttg
ctcgccccag
tctctecectgg
gagagcggga
gtgctggctg
tagcatctgc
tgaactcgag
ttcgtgctga
aatcgaaaac

atgtgcaaga
tcattctgac

aaacctccac

ccaccacgca
ttgaaagcag
ccccacgtga
aaaggatgga
tgaggctccg
ttttgtttga
tttgcggccyg
cggtgctgag
gaggggcettt
gaagcaaagg

aaagagtgag

caggaaagct
gaagagagtc
ctgcgatgtg

tggctagggt
gtcacgagga

ctcctgccaa
Bereich

ccccceccectaa
tatttgggtt

gccccagcgce
aagcgaggcc
gtggcgctag
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agcaaagatt
ttgatttccg
agcaacttgc
ttatagagtt
gcttctattt
catcaaaaaa
ggttctgaag
gcctgcaggg
aaagacttgt
cgcggttgcg
tgcactccag
gggcctcggg
gatgcgagtt
cgtgcccacc
tttcttaaga
ctttcacaac
acgcaatcaa
ctcccaccga
tcgcteccttt
gtacccctac
ttgcgtggag
gagctggagg
atcagaagtg
atcaaggggc
ataggcatgg
agggaaataa
aaaagttttc

acagctcatc
tataatttaa

caccactacc

gctcctcltg
tattgaaccc
tccggagatg
agcgcgtgcece
gggaaaggtt
aaagtcactc
cccctectec
ttgggccggg
gccgaggaca
ggccaaagcg

attaccgtcc
cctgtgatca
agagccctcc

cgctactaag

ccggccaggce
tgaccaatga

aactttggga

ctaacggact
ttcttgcggt

ccctegetet

agggagcgag
ggctcccggce

aaaggggaaa
tgcatttatt
cggtggagat
tttctccgga
tgagaccaat
caggagatga
agtggggagt
gccaggcttg
atttcgcgtt
aggaagctga
ccgcgggcect
gcctcgettt
gtgggcacct
ccggagcgtc
gagagggtga
cgtgagtttg
actggaagtg
aggctcacca
gccttcacct
cttcagccaa
caggggaaga
gcgggaggag
attgataatt
tagagaaaac
caagttcact
aaatgtcaca
gtggtttcat

tgggtggcct
agagaagaaa

ctgcgttcta

caaccaggcc
cacggaaatc
tggtggaggg
gctctcccgg
tggctgcgtc
gttcaagttg
tcgcttccecg
actcagggcg
cggactcctg
cgctccgcetce

cttccccalg

acfictccttg

ggagcggctg
cccacgcgge

cccctfigttc
gcgctcggat

5'UTIR
gttttitagag

attattgttg
gtccggctcc

cBtccagccee

gcggtgaccg
ctctcttcct
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3901
3961

4021
4081
4141
4201
4261

4321
4381
4441
4501
4561

4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281

5341
5401
5461

5521

5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181

6241

6301
6361
6421

6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
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7021
7081
7141

7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921

7981
8041
8101
8lel
8221
8281

8341
8401

8461

8521
8581
8641
8701
8761

8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201

cottaaattt gtasataaaa tgtttactac ggttttaza

ggttgttaag
cagctgaagg
ttacagacat
ccaactgcca
agaaactgtt
tcctagagta
cacagctgta
cttgttccgg
acacagtggt
gccaaacaaa
gacttcctgg
atccacgcaa
tccccaaagce
gtagtaaacc
tcttttaaag
aaatgtctgg
gaaatcctga

gccagagatc
tggtggggcet
cagagatggg
ctgaaagtgc
aggccagtgce
ctcagagttg
atcactatgt
gatggggtag
tagagctgga
gaggtgactt
cctacatgtg
aaattttcct
tgctgagagt
ttgacactgc
gtgaaaagtt
agttgctaaa
tcagtctcag

tacaaccgga
ggagtttcag
cgtctgggtt
cctctgagac
aacagatggt
gaatggggaa
ggacgcgaag
aggacaggtt
agcttgggtc
cttcaaggtg
gccacggata
ttgcaatttg
cgtgaggcag
tactaggatg
aaacctctct
agctctttgg
tgccaatctc

ccttagtccc
gggaagtggc
tagaggcttc
cctgagtagce
ttcccecatte
ggcagtgatg
cgcgggcecca
tgcaatgttg
ttagagtgcc
aagcagaggc
gaactatgaa
gccactggag
tttccccatce
ggcaattcaa
ccaggacctg
ggggatttta
ttcggcactg
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ggccgcttgg

ggggacactg
tcaacctcag

taattaagag
ctgagagtgg
acagtatgga
ccaggcgggyg
gagccctgca
ctgaggaaag
agggccctgg
acagcccaga
gttgcatcct
gtgcctagat
ccactgcagc
agattttttg
tcctectget
tagcaaatag
agcaagtgaa

ctttgctggg
tagaatgcag
agccatcttg
atttctagcg
agcaggccat
cgaaatgagt
tcaatctagg
caaacttttc
gacagacatg
ttgtaaacat
tcagaacttg
ccattccctc
gagctctttc
tggaaaatat
tttgtttatt
tgtaactgtg
atttctttgg
ggacacaagg



10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601

Erklar

Exon

tctctggcag
tgctgaagtc
agcggtcctc
ggatctctgt
ttacacttgc
gcaaagatga
agagcagtga
aagaaagagc
ctaattgtgt
ccagggctgg
ctctgtacct
aattctggaa
gcgttaagga
aaaggtgggg
aggtttccgc
cgtgaagaaa
tttaggccac
tgagccgggg
tcgcaggagg
gaagttcttg
atatcacaag
ggaggaaagg

gtactggggt
cttcaaccaa

ggcgctagaa
agcagagcag
cagccagcga
agccctccga
gcgtttcecctt
acgcacacag
tcagcacttt
gcagagagga
acagagaatt
ttctctcecect
tctcecetcege
caggtccagg
tttccecgett
actctgcttg
ctccagtcac

tgttggcagg

ung:

acccagcatc
agagagccta
tgtcttgctt
tctcgacttt
atagccagat
tcatttcctg
gaatggagta
ataccacaag
cacaagagtt
gatagttctt
cagttttgtc
gcaggatatc
gaataacgcg
aggatgcttt
taccgccaaa
atcatcatcg
ctttcgccag
gggtgagcgc
cgcccctgcet
cggggcttta
ccccggaaaa
ctaaaatttg
cttcttggca
gacctagagt
ccgctcaggg
agcagaacag
ttgctctttg
aaaaggctac
tggggcgggg
acctgcagat
gcgggtaaaa
gcctctgecg
tgcctagcgce
tttgcccgcet
cttcctgtgce
cgaggtcctg
ctctccctcet
ccacaaatcc
tctgggatct
ggatgaacta

Hypervariabler Bereich
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caggcggggt
ggacacacct
atctcctcca
tccatccagg
acaagataca
acccagccaa
ggggcagaat
ggaccccatc
tccaggccag
caagccttct
tgcattatcg
ccaagcacat
tcggcacgca
atacaaaccg
cccagaccgt
gggaatgtca
gccagggggce
ctgagggcgg
tccgccaccce
ccctagcagt
gttacagttc
gccggatagt
gcgcaaaatg
tttcagaccc
ttgaggcttg
agccgcggcec
agcaaagctt
caaggtgcac
gtagggactc
tcatatagac
ccacgctaat
ccttattcag
caagttccgc
tcagtcgaga
ccaccccccece
cttccaaggg
actccctgceca
ctctgacatc
tttctctggce

ggttgtggcc

ggccagttct
cagtcccttg
cttttagaca
ggtgaagtag
gataacaagt
ccccctaagt
gatcagagat
ttcaatagga
ggcagcctcc
gtaggctctg
atatcaattt
cgaattttga
cacttagctg
cactttcccc
aggtccacgc
tgatgtgatt
acggcagagc
gagtcagaag
ccacccccag
ggagttcttc
atctggaaga
cccatcccag
ctagcaaagg
ggaagagaag
gagcaggaga
cccgcececctce
tgcctagceccce
agaggctcac
aatacccatc
acacgagaga
aaatttcccc
cctgtgtggg
ggactaaacc
gtgggcatag
gcccgaggcec
aggctcaggt
aagagtcgtg
ctttgcacct
tgccctcectet

agcgcagggc
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cagaatgagt
gccagagtgg
ttccecectgga
aggcagcaga
cccaaagcca
ccccaaatcg
gtacaattta
acatgaacta
ccacctggcc
ctgccaaact
cccctgaccce
ggtgcttcaa
aggagcggag
tgctcctcac
cctggccceccg
tcaggtagaa
tggggggctc
gacgaatacc
ttcctagtca
cacatttcat
agggtagcca
ggctgctctc
cggccaagca
gcccagcgcg
gcgcgcgggce
ctgcacacaa
gctgaagtcc
agagggatgg
acccatcccc
caggcagtat
attctcctcc
tgggtagggc
actgaaggct
acatccttgc
aaagtcgtca
cattatacca
tggattgtag
cagaggcaac
acccaggatc
aggcacag

tgaggagagg
gaaagttctc
gctcattcca
ttgagccttc
acacatggat
agatgattca
gtcaagagaa
gctgttatcc
tgggtgcggg
tcaggattcc
cacatatcga
tccagctctg
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APC Antigenprésentierende Zellen
BAL Bronchoalveolidre Lavage
BHR Bronchiale Hyperreagibilitt
bp Basenpaar

°C Grad Celsius

CD Cluster of differentiation
CDS Codierende Sequenz

cm Centimeter

dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytidintriphosphat
ddNTP Dideoxynukleosidtriphosphat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
dH,0O Destilliertes Wasser

Da Dalton

DNA Desoxyribonucleinsdure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
dTTP Desoxythymidintriphosphat
EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid

(Athylendiamintetraessigsiure)

FEV, Forciertes exspiratorisches Volumen in einer Sekunde
Fwd Forward
g Formelzeichen fiir die Erdbeschleunigung,

Gravidationskonstante (g = 9,81 m/sz)

GATA-3 GATA binding protein 3

HLX1 H2.0-like homeobox 1

hME Homogeneous-Mass-Extent
HWE Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
H,O Formelzeichen fiir Wasser

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin
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IL-4Ra Interleukin-4-Rezeptor

IL-12R32 Interleukin-12-Rezeptor

IRF IFN regulatory factor

ISSAC International study of asthma and allergies in childhood

JAK Januskinase

kb Kilobasen

LD Linkage Disequilibrium

LPS Lipopolysaccharide

M Molar

MAF Minor allel frequency

MALDI-TOF Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight

Mb Megabasen

mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

MHC Major histocompatibilitiy complex

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

mV Millivolt

NaCl Natriumchlorid

NC Negativcontrol

ng Nanogramm

nl Nanoliter

nm Nanometer

0D260/0D280 Quotient der Extinktionen zur Bestimmung der Reinheit von
DNA-Losungen

OR Odds ratio

PAF Plattchenaktivierender Faktor

PCR Polymerase-Kettenreaktion

pmol Picomol

RAST Radio-Allergo-Sorbent-Test

Rev Reverse

SAP Shrimp alkaline phosphatase
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sec Sekunde

SNP Single nucleotide polymorphism
STAT Signal transducer and activator of transcription
T-bet T-box expressed in T cells

TCR T-Zellrezeptor

Thy Unspezifische T-Helferzellen
Th, T-Helferzellen des Typs 1

Th, T-Helferzellen des Typs 2

TLR Toll-like-Rezeptor

TNF Tumor necrosis factor

Tregs T regulatorische Zellen

U Unit

UK United Kingdom

USA United States of America

UTR Untranslated region

uv Ultraviolett

pl Mikroliter

uM Mikromolar
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