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1 Einleitung

1.1 Th1-/Th2-Zell-Paradigma

Der Begriff Allergie wurde im Jahre 1906 von Clemens von Pirquet (Pirquet C von, 1906;
Budd RC et al., 1987) als ,eine veranderte Fahigkeit des Korpers, auf eine Fremdsubstanz
zu reagieren®, definiert. Heute versteht man unter einer Allergie eine Uberschiellende Ab-

wehrreaktion des Immunsystems auf bestimmte und normalerweise harmlose Umweltstoffe.

Allergische Reaktionen treten auf, wenn ein Individuum, das als Antwort auf einen Kontakt
mit einem Antigen IgE-Antikdrper (IgE-AK) produziert hat, erneut mit demselben Antigen in
Berlhrung kommt. Dann binden IgE-AK Uber hochaffine Fc-Rezeptoren an im Gewebe
befindendliche Mastzellen (Ra C et al., 1997), eosinophile Granulozyten (Gounni AS et al.,
1994), neutrophile Granulozyten (Gounni AS et al., 2001) und an zirkulierende basophile
Granulozyten (Kinet JP, 1999), die hierdurch aktiviert werden.

Nach heutigem Kenntnisstand sind an der Entstehung von allergischen Erkrankungen ver-
schiedenen genetischen Faktoren, der Atopiestatus der Eltern (Poysa L et al., 1989) sowie
positiv und negativ beitragenden Umweltfaktoren (Strachan DP, 1999; Burr ML et al., 1989;
Braun-Fahrlander C et al., 1999; Kaiser HB, 2004) beteiligt. Dies alles beeinflusst das

Gleichgewicht zwischen T-Helfer-Zellen.

T-Helfer-Zellen sind eine Lymphozytensubpopulation bei denen insbesondere zwei Typen, T-
Helfer-Zellen vom Typ 1 (Th1-Zellen) und T-Helfer-Zellen vom Typ 2 (Th2-Zellen), mit cha-
rakteristischer Zytokinproduktion und Funktionalitat unterschieden werden (Mosmann TR et
al., 1986). Th2-Zellen produzieren Interleukine, die die allergische Immunantwort verstarken.
Erhohte Mukusproduktion und Atemwegshyperaktivitat — beides bedeutende Charakteristika
des Asthmas — werden durch das von ihnen sezernierte IL-13 hervorgerufen (Wills-Karp M,
1999; Umetsu DT et al., 2002).

Da zwischen Th1- und Th2-Zellen eine Kreuzregulation existiert, wurde lange angenommen,
dass Th1-Zellen den Einfluss von Th2-Zellen auf atopische Erkrankungen reduzieren konnen
und somit einen positiven Effekt auf zum Beispiel Asthma haben (Fernandez-Botran R et al.,
1988). Es zeigte sich jedoch, dass Th1-Zellen auch pro-inflammatorische Effekte aufweisen
und, dass die Entwicklung einer Th1-assoziierten Immunreaktion sogar zur Exazerbation von

atopischen Erkrankungen fuhren kann (Han M et al., 1999).
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Auf Grundlage dieser Ergebnisse wird deutlich, dass die erhéhte Atopiepravalenz nicht allei-
ne durch eine allgemeine Reduktion der Th1-assoziierten Elemente erklart werden kann; es
muss neben der Th1-Antwort auch andere Elemente des Immunsystems geben, die an der
Entwicklung von atopischen Erkrankungen beteiligt sind. In diesem Zusammenhang wird
haufig von regulatorischen T-Zellen gesprochen, die u. a. die Funktion anderer Immunzellen
kontrollieren. Zu den regulatorischen T-Zellen gehdren auch die NKT-Zellen, die Uber Zyto-

kinsekretion das Th1-Th2-Gleichgewicht beeinflussen.

Im Folgenden wird zunachst auf die T-Helfer-Zellen und dann auf die regulatorischen T-

Zellen mit Fokus auf NKT-Zellen eingegangen.

1.2 T-Helfer-Zellen

T-Helfer-Zellen sind eine CD4" Subpopulation reifer Lymphozyten und lassen sich in zwei
Gruppen einteilen: Th1- und Th2-Zellen. Sie unterscheiden sich in der Expression der Ober-

flachenmolekiile und ihrer Funktionalitat.

1.2.1 Differenzierung von CD4" T-Zellen zu Th1- oder Th2-Zellen

In den peripheren lymphatischen Geweben wird mit dem Erstkontakt zwischen naiven CD4"
Lymphozyten und Ag-prasentierenden Zellen ein wesentlicher Schritt der adaptiven Immun-
antwort eingeleitet: Die Differenzierung in Th1- oder Th2-Zellen entscheidet, ob die Makro-

phagenaktivierung oder die Antikorperproduktion dominiert (Pfeiffer C et al., 1991).

Die IL-4 vermittelte Th2-Differenzierung tritt als Konsequenz auf bestimmte Umweltfaktoren,
wie Allergene und Helminthen, auf (Romagnani S, 1994; Akdis CA et al., 2004). Bisher ist
nicht geklart, woher das IL-4 in dieser friihen Phase der Immunantwort — noch bevor sich die
IL-4 sezernierenden Th2-Zellen entwickelt haben — stammt. Mdgliche Quellen sind Mastzel-
len und basophile Granulozyten (Bradding P et al., 1994), die unter anderem IL-4 sezernie-
ren, nachdem sie Uber Fc-Rezeptoren stimuliert wurden; aber auch dendritische Zellen
(Chang CC et al., 2000) und NKT-Zellen (Bendelac A et al., 1995) sezernieren IL-4 und

kommen als Quellen Frage.



1 Einleitung 3

Im Gegensatz zur Th2-Differenzierung findet die Ausreifung der CD4" Zelle zur Th1-Zelle
unter dem Einfluss von IL-12, das von Ag-prasentierenden Zellen sezerniert wird, statt (Vries
JE de et al., 1999). Da Makrophagen und NK-Zellen in der frihen Phase der Immunreaktion
gegen Viren und einige intrazellulare Bakterien IL-12 und IFN-y ausschutten, herrschen bei

solchen Infektionen die inflammatorischen Th1-Zellen vor (vgl. Abbildung 1-1).

Allergen

Infektion

Abbildung 1-1: Differenzierung der naiven T-Zelle zur Th1- oder Th2-Zelle

Quelle: In Anlehnung an Ngoc LP et al., 2005, S. 162

1.2.2 Th1-Zellen

Th1-Zellen sind auf die Aktivierung des zelluldaren Teils der Immunantwort spezialisiert. Sie
produzieren Uberwiegend IFN-y, IL-2 und IL-3. Bei Sekretion kommt es zur Aktivierung von
Makrophagen und CD8" zytotoxischen T-Zellen (Del Prete G, 1992). Auf der Zelloberflache
der Th1-Zellen befinden sich der TZR, der CD40 Ligand zur Interaktion mit Ag-
prasentierenden Zellen und unter anderem Rezeptoren fur IL-4, IL-10, IL-12 und IFN-y
(Rogge L et al., 1997). Experimente in vitro haben gezeigt, dass sich durch IL-12 und IFN-y
stimulierte, naive CD4" T-Zellen mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit zu Th1- als zu Th2-

Zellen entwickeln (Germann T et al., 1993).

Th1-Zellen aktivieren Makrophagen Uber zwei Signale: Durch Zytokinsekretion und durch
direkten Kontakt. Das sezernierte IFN-y bindet an den IFN-y-Rezeptoren der Makrophagen
und aktiviert die monozytaren Zellen, unterstiitzt durch die direkte Interaktion zwischen dem
CD40 Liganden der Th1-Zellen und dem CD40 Rezeptor der Makrophagen (vgl. Abbildung
1-2).
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CD4* T-Zelle:
Peptid + MHC Klasse II
Th1-Zelle
: CD40

Intrazellulare
Bakterien
Makrophage
Makrophagen-
aktivierende Andere
Effektormolekiile
IFN-y IL-3
GM-CSF TNF-B
TNF-a (IL-2)
~NAN | inand Yl 2

Abbildung 1-2: Ubersicht Th1-Zelle mit Effektormolekiilen

Quelle: In Anlehnung an Janeway CA et al., 2005, S. 347

Aullerdem erhdhen Th1-Zellen die Proliferation von Monozyten im Knochenmark durch
Stimulation der hdmatopoetischen Stammzellen (IL-3 und GM-CSF), zum anderen sezernie-
ren sie Zytokine, die die Expression von endothelialen Oberflachenproteinen unterstitzen
(TNF-B und MCF), so dass eine Adhasion an das Gewebe und eine Migration in das Gewe-
be maoglich wird. Zuletzt dirigieren sie durch Zytokine die chemotaktische Migration der mo-
nozytaren Zellen zum Infektionsort (MCF und MIF). Neben den Monozyten werden auch
zytotoxische T-Zellen in peripheren lymphatischen Organen durch Th1-Zellen stimuliert
(Croft M et al., 1997).
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1.2.3 Th2-Zellen

Th2-Zellen sind auf die Aktivierung des humoralen Teils der Immunantwort spezialisiert. Sie
sind unter anderem durch die Produktion von IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 und IL-13 charakterisiert
(Del Prete G, 1992; Mosmann TR, 1993), wobei insbesondere IL-4 die B-Zell-Proliferation
und -Reifung stimuliert (Croft M et al., 1997). Rezeptoren und Oberflachenmolekile sind der
TZR, der CD40 Ligand sowie unter anderem Rezeptoren fiir IL-4, IL-10. Th2-Zellen interagie-
ren mit B-Zellen, wenn sie auf deren Oberflache den geeigneten Peptid-MHC-II-Komplex
erkennen. Wenn die Th2-Zelle und B-Zelle tber Verbindungen zwischen dem TZR und dem
MHC-1I-Ag-Komplex einerseits und dem CD40 Ligand und CD40 andererseits verbunden
sind, wird IL-4 von den Th2-Zellen direkt zur Kontaktstelle mit der B-Zelle sezerniert (vgl.
Abbildung 1-3).

CD4+ T-Zellen:
Peptid + MHC Klasse Il

Th2-Zelle

CD40
Ligand

- )

A ¥ | / D40

-y F .
i = Bakler!elles
Toxin

Zytokine

Antigen-spezifische
B-Zelle

y

B-Zell-
aktivierende Andere
Effektormolekiile
IL-3
IL-4 GM-CSF
IL-5 IL-10
IL-15 TGF-B
CD40 Ligand CCL11 (Eotaxin)
CCL17 (TARC)

Abbildung 1-3: Ubersicht Th2-Zelle mit Effektormolekiilen

Quelle: In Anlehnung an Janeway CA et al., 2005, S. 347
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IL-4 stimuliert die Th2- und B-Zell-Proliferation, sowie die B-Zell-Reifung und den ,lg-Isotyp-
switch“ von IgM zu IgE und IgG1 (Croft M et al., 1997). Die Bedeutung von IL-4 wird bei
Mausen mit IL-4 Defizit deutlich; diese weisen ein Immundefizit mit eingeschrankter Fahigkeit
zur IgE-Produktion auf (Brusselle GG et al., 1994).

Das ebenfalls sezernierte IL-5 fiihrt neben der B-Zell-Proliferation auch zur Ausreifung der
eosinophilen Granulozyten, die IgE produzieren. IL-9 bewirkt eine verstarkte Mastzelldiffe-
renzierung und IL-13 eine erhéhte Mukusproduktion in den Atemwegen sowie eine Atem-
wegshyperreagibilitat (Wills-Karp M, 1999; Umetsu DT et al., 2002).

1.2.4 Kreuzregulation der Th1- und Th2-Zellen

Durch antagonistische Effekte der von Th1- und Th2-Zellen sezernierten Zytokine wird die
Immunantwort gezielt entweder in Richtung Makrophagenaktivierung oder B-Zellstimulation
dirigiert. Die initiale Richtung der Immunantwort der T-Helfer-Zellen wird durch gekoppelte
Wirkungsmechanismen, insbesondere der Zytokine IL-10, TGF-B und IFN-y, polarisiert
(Fernandez-Botran R et al., 1988; Ouyang W et al., 1998).

Das von Th1-Zellen sezernierte IFN-y wirkt inhibierend auf die Th2-Zell-Proliferation. Th2-
Zellen sezernieren TGF-B und IL-10 und hemmen somit die Th1-Zell-Aktivitat und deren
Proliferation. IL-10 reduziert die von Makrophagen abhangige Aktivierung von Th1-Zellen —
wahrscheinlich durch Blockade der IL-12 Synthese — und das direkt auf Th1-Zellen wirkende
TGF-B inhibiert deren Proliferation. Verstarkt wird diese Kreuzregulation durch positive
Feedback-Mechanismen: Das von Th2-Zellen sezernierte IL-4 regt diese selbst zur Prolifera-
tion an und das von Th1-Zellen sezernierte IL-12 aktiviert dendritische Zellen und férdert

damit die Differenzierung von ThO- zu Th1-Zellen (vgl. Abbildung 1-4).
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. Bakterien
Makrophage
0 € 0
APC o
.
\/ |L 10
IFN-y IFN- v
* TGF- B
IL-4 @
//”/

Abbildung 1-4: Kreuzregulation der Th1- und Th2-Zelle

Allergen-spezifische Th2-Zellen scheinen eine bedeutende Rolle bei atopischen Erkrankun-
gen zu spielen. Uber IL-4 induzieren sie die Produktion von IgE und stimulieren so die Proli-
feration, Differenzierung und Aktivierung von eosinophilen Granulozyten. Zusatzlich gelten
die von Th2-Zellen sezernierten IL-3 und IL-4 als Mastzell-Wachstumsfaktoren (Del Prete G,
1992). Charakteristika des Asthmas, d. h. bronchiale Hyperreagibilitat und eine erhohte
Mukusproduktion, werden durch das von den Th2-Zellen sezernierte IL-13 hervorgerufen
(Wills-Karp M, 1999; Umetsu DT et al., 2002).

Hieraus wurde die Annahme abgeleitet, dass ein Th1-Th2-Ungleichgewicht mit Verschiebung
in Richtung der Th2-Immunantwort zur Entstehung von atopischen Erkrankungen fluhren
konne (vgl. Abbildung 1-5: ).

IFN-y
—_—
IL-2
IL-4
-‘—
IL-10

Abbildung 1-5: Th1-Th2-Ungleichgewicht bei atopischen Erkrankungen
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Studien zeigen, dass eine Verschiebung der Th1-Th2-Balance zu Gunsten der Th2-
Immunantwort Gber Zytokine zu einer erhéhten Zahl von Th2-Zellen im peripheren Blut sowie
in Hautlasionen von Patienten mit Neurodermitis (Heijden FL van der et al., 1991), in Nasen-
schleimhaut von Patienten mit allergischer Rhinitis (Mucha SM et al., 2003) und in Schleim-
haut der Luftwege von Asthmapatienten (Renauld JC, 2001) fihrt.

Die hohe Kapazitat von NKT-Zellen fir die IL-4-Produktion hat zu der Hypothese gefihrt,
dass NKT-Zellen die Differenzierung von Th2-Zellen beglinstigen (Laloux V et al., 2001).
Ergebnisse neuerer Studien mit NKT-defizienten Mausen bestatigen die Vermutung jedoch
nicht (Hong S et al., 1999).

Das Gleichgewicht der Th1- und Th2-Zellen wird durch ein Netzwerk verschiedenster regula-
torischer Zellen beeinflusst. Zur heterogenen Familie der regulatorischen T-Zellen gehoren
unter anderem Th3-Zellen, Tg-Zellen, CD4*'CD25" Zellen und NKT-Zellen. Sie scheinen eine
Rolle bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen sowie TransplantatabstoBungen zu
spielen und konnten auch eine Bedeutung bei der Genese von Allergien und Asthma haben.
Wahrend Th3-Zellen, Tgr-Zellen, CD4°'CD25" Zellen eine inhibierende Wirkung auf T-

Effektorzellen haben, kdnnen NKT-Zellen deren Differenzierung und Entwicklung stimulieren

(vgl. Abbildung 1-6).
TGF-B IL-10 o h
IL-13

Effektor
T-Zellen

:

Erkrankung
Abbildung 1-6: Regulatorische T-Zellen

Quelle: In Anlehnung an Akbari O et al., 2003, S. 628
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1.3 NKT-Zellen

Bei Natirlichen Killer T-Zellen (NKT-Zellen) handelt es sich um eine spezialisierte T-
Zellsubpopulation, die 1987 zum ersten Mal im Mausmodell beschrieben wurden (Fowlkes
BJ et al., 1987; Budd RC et al., 1987).

1.3.1 T-Zell-Rezeptor

Das herausragendste und gemeinsame Charakteristikum aller T-Zellen ist der T-Zell-
Rezeptor (TZR). Ahnlich der Immunoglobuline, die aus leichten und schweren Ketten beste-
hen, setzt sich der TZR aus Uber Disulfidbricken verbundenen a- und p-Ketten zusammen
(Haskins K et al., 1983; Meuer SC et al., 1983). TZR missen imstande sein, eine Vielfalt von
fremden Antigenen zu erkennen. Die hohe Diversitat wird unter anderem durch das Gen-

Rearrangement garantiert.

1.3.1.1 Gen-Rearrangement

Die a- und B-Ketten des TZR bestehen aus drei Teilen (vgl. Abbildung 1-7): Dem konstanten
C-, dem variablen V- und dem verbindenden J-Segment; bei der B-Kette findet sich zusatz-
lich ein D-Segment. Fur das variable Segment V der a-Kette des TZR kodieren 70 bis 80
Gensegmente und fur das J-Segment 61 Gensegmente (Koop BF et al., 1994). Insgesamt
sind auf Grund der unterschiedlichen Zusammenlagerung von je einem V- und einem J-

Segment ungefahr 10" verschiedene TZR méglich.

a-Kette

‘LVUX?O-SO‘ Jax 61
B-Kette

‘ L\.fﬁx52| JB1x6 DR2  JB2x7

Abbildung 1-7: Organisation der humanen TZR-Gene

Quelle: In Anlehnung an Janeway CA et al., 2005, S. 149
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Wahrend der T-Zell-Entwicklung kommt es zum Rearrangement der einzelnen Gensegmente
(vgl. Abbildung 1-8).

Ca

Van Va2 Va1l Ja

Rekombination

Va1 Jé Ca

Rearrangierte DNA a:

Transkription
Spleilten
Translation

Protein
(T-Zell-Rezeptor)

Translation
Spleilten
Transkription

VB1 DB1JB1  CB1
Rearrangierte DNA B: 2

Rekombination

VBn Vg1 DT JBL  CP1  DB2 J B2
Keimbahn-DNA | 3 z

Abbildung 1-8: Rearrangement und Expression der a- und p-Ketten des TZR

Quelle: In Anlehnung an Janeway CA et al., 2005, S. 150

Eine Leadersequenz ist dem V-Gensegment — durch ein Intron getrennt — vorgeschaltet. Das
C-Segment wird von einem einzigen Gen kodiert, das stromabwarts von dem verbindenden
J-Segment liegt. Ein Teil der DNA zwischen V- und C-Segment wird durch Deletion entfernt;
das J-Segment verbindet V- und C-Segment. Durch Transkription des Gens entsteht das
Transkript, das durch Spleil3en in die reife mRNA Uberfiihrt wird, die dann translatiert wird.

Aus a- und B-Ketten entstehen die T-Zell-Rezeptoren.

1.3.1.2 N-Region

Ein weiterer Mechanismus zur Erhéhung der TZR-Diversitat ist die ungenaue Verknlpfung
der Gensegmente und das Einfiigen von matrizenunabhangigen, kleinen und nicht-
informativen Nukleotidsequenzen, der N-Region (Dellabonna P et al., 1994; Exley M et al.,

1997). Durch Erganzen von einzelnen Nukleotiden zwischen dem variablen Segment V und
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dem verbindenden Segment J (Makino Y et al., 1993) entstehen hochvariable a-Ketten. Die
Zahl moéglicher TZR wird so ungefahr um den Faktor 20 erhdht (Davis MM et al., 1988).

Die N-Addition betragt in der Regel zwischen drei und sieben Nukleotiden bei einer Schwan-
kungsbreite von null bis 24 Nukleotiden (Davodeau F et al., 1997) und liegt im Zentrum der
Ag-Bindungsstelle. Es ist nicht geklart, ob Unterschiede in der Primarstruktur der N-Region

die Bindung anderer Ag zur Folge hat.

1.3.2 Phanotyp

NKT-Zellen sind CD3" und werden in drei Untergruppen unterteilt (CD4", CD8" oder DN). Sie

kénnen durch Charakteristika ihres Oberflachenphanotyps identifiziert werden:

1. Humane NKT-Zellen exprimieren den fir Natlrliche Killer Zellen (NK-Zellen) typischen
Marker CD161 (NKR-P1A). CD161 sind transmembrane Rezeptorproteine, die an der
Regulation der NKT-Zell-Aktivitaten beteiligt sind.

Weitere spezifische NK-Zell-Marker, wie CD16, CD94 oder KIR Protein, werden nicht
oder nur in geringem Umfang exprimiert. Die Expression spezifischer NK-Zell-Marker
kann durch Zytokine induziert werden (Arase H et al., 1993). Im Laufe der Entwicklung
exprimieren murine NKT-Zellen den IL-7 Rezeptor, CD24, DX5, NK1.1 und Ly49 NK Re-
zeptoren (Benlagha K et al., 2002; Pellici DG et al., 2002; Stanic AK et al., 2004; Gadue
P et al., 2002).

2. Phanotypisch handelt es sich bei NKT-Zellen um aktivierte (CD45R0O+, CD62L) Gedach-
tniszellen (Davodeau F et al., 1997). Im Allgemeinen illustriert eine hohe Expression des
Oberflachenmarkers CD45RA und eine schwache Expression von CD45RO den naiven
Status. Die Aktivierung einer naiven T-Zelle fuhrt zu einem Verlust des CD45RA und der
Akquisition des CD45R0O. Sowohl humane, fetale NKT-Zellen, als auch NKT-Zellen im
peripheren Blut des Erwachsenen zeigen dieses Repertoire (CD45R0O", CD62"). Diese
Ergebnisse implizieren, dass sich NKT-Zellen ihren endglltigen Phanotyp bereits wah-
rend der fetalen Periode aneignen und, dass sie auch schon wahrend dieser aktiviert
wurden (Prussin C et al., 1997; Vliet HJ van der et al., 2000).

3. Das herausragendste Charakteristikum der NKT-Zelle, was sie gleichzeitig am deutlich-
sten von der T-Zelle abgrenzt, ist ihr stark eingeschranktes Repertoire der a-Kette des
TZR (Dellabonna P et al., 1994).

Murine NKT-Zellen exprimieren einen invarianten TZR mit Va14-Ja281 Gen-
Rearrangement (Lantz O et al., 1994). Das humane Homolog zur murinen NKT-Zelle ex-
primiert einen TZR mit Va24-Ja18 Rearrangement (Porcelli S et al., 1996; Dellabonna P

et al.,, 1994). Neben der Kombination verschiedener Segmente der a-Kette wird die Di-
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versitat des TZR von konventionellen T-Zellen durch Insertion von Nukleotiden erhoht.
Von seltenen Ausnahmeféllen abgesehen (Dellabonna P et al., 1994; Exley M et al.,
1997), enthalt die a-Kette des TZR bei NKT-Zellen beim Erwachsenen keine inserierten
Nukleotide (Dellabonna P et al., 1994). Im Gegensatz zu NKT-Zellen findet sich bei kon-
ventionellen T-Zellen Va24 nur bei 2-10 %; fast ausschlieRlich auf DN T-Zellen; in nur
0,5 % der Falle auf CD4" T-Zellen und in nur 0,1 % der Falle auf CD8" T-Zellen (Han M et
al., 1999).

Weiterhin ist Va24-Ja18 bei humanen NKT-Zellen fast immer mit VB11 assoziiert. Diese
B-Ketten sind polyklonal, d. h. sie lagern unterschiedliche D- und J-Gensegmente zu-
sammen (vgl. Abbildung 1-9). Bei der Maus findet sich homolog hierzu Va14-Ja281, wel-
ches vorwiegend mit VB2, VB7 und V(8.2 assoziiert ist (Dellabonna P et al., 1994; Maki-
noY et al., 1993; Porcelli S et al., 1996).

Van Va2 Ja

o - mm—-

t(j:imbalm-DNA

Rekombination

"-;"E:Z—i ' Ja18 Ca
e .
Rearrangierte DNA‘ a: ] i q :U:[ - - monoklonal
I | l

—

Transkription
Spleillen

Translation Va2d

Protein Ja18 g
(T-Zell-Rezeptor)

Translation ¥k

Spleilen
Transkription

—_— VB11 DBx JBx _ CB1
"F;e arrangierte D I‘E‘ B: :CUJ:‘ ‘ polyklonal

Rekombination

] =i 3 m .

Abbildung 1-9: Rearrangement und Expression der a- und pB-Ketten des TZR bei NKT-Zellen
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1.3.3 Nomenklatur und Definitionen

Mehrere Arbeitsgruppen haben in den letzten Jahren unterschiedliche Namen flur denselben
Zelltyp verwendet. Unter anderem NK1.1" (like) T-Zellen (Gombert JM et al., 1996), natdirli-
che T-Zellen (Joyce S et al., 1996, Bix M et al., 1995), NKT oder NKT-Zellen (Makino Y et
al., 1995, Sato N et al., 1996), Va14 invariante (Va14i) T-Zellen (Lantz O et al., 1994) und
iINKT-Zellen (Naumow YN et al., 2001).

Mittlerweile sind verschiedene Untergruppen von NKT-Zellen mit funktionellen Unterschieden
identifiziert. Im Allgemeinen werden diese Subpopulationen zusammenfassend als NKT-

Zellen bezeichnet (vgl. Tabelle 1-1).

Typ I-Zellen Typ llI-Zellen NKT-dhnliche Zellen
(Klassische (Nicht-klassische (CD1d-unabhéngige
NKT-Zelle) NKT-Zelle) NK1.1* T-Zelle)

CD1d dependent
a-GalCer reactive

TCR a-Kette /a14-Ja18 us)
TCR B-Kette

NK1.1 (CD161)

IL4 Produktion
IFN-y Produktion

Tabelle 1-1: Klassifikation der NKT-Zellen

Quelle: In Anlehnung an Godfrey Dl et al., 2004, S. 234

In der hier vorliegenden Arbeit werden humane, Va24-Ja18 NKT-Zellen behandelt, von

denen im Folgenden als NKT-Zellen gesprochen wird.

1.3.4 Entwicklung

Wie auch konventionelle T-Zellen, entwickeln sich NKT-Zellen (iber CD4"'CD8" T-Zellen aus

CD4°CD8 Vorlauferzellen des Thymus.

Bei dem ’Instructional model’ (vgl. Abbildung 1-10) wird davon ausgegangen, dass sich NKT-
Zellen aus doppelt positiven (DP) Zellen nach CD1d Prasentation eines endogenen Ligan-
dens durch kortikalen Thymozyten entwickeln (Benlagha K et al., 2002; Pellici DG et al.,

2002; MacDonald HR, 2002). Verantwortlich fir diese Differenzierung ist entweder eine sehr
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hohe Affinitat bei der Erkennung des endogenen Ligandens durch CD1d oder die Selektion

von anderen doppelt positiven Thymozyten (Gapin L et al., 2001).

Vorlauferzelle Selektierende Zelle Va14i NKT-Zelle
cD1d

Starkeres
Signal

Schu\.r:;'écheres
Signal

Abbildung 1-10: "Instructional model" der NKT-Zell-Entwicklung

Quelle: In Anlehnung an Kronenberg M, 2005, S. 881
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1.3.5 Produktion und Sekretion von Zytokinen

Das immunoregulatorisch bedeutendste Charakteristikum der NKT-Zellen ist ihre Fahigkeit
zur Sekretion von sehr groRen Mengen IL-4 und IFN-y. NKT-Zellen weisen eine 6-fach hohe-
re Produktionsrate von IL-4 als gewdhnliche T-Zellen auf (Prussin C et al., 1997). Im Ver-
gleich zu konventionellen T-Zellen findet die Zytokinfreisetzung in sehr kurzer Zeit (innerhalb
von weniger als 60 Minuten) statt (Arase H et al., 1993; Yoshimoto T et al., 1994; Zlotnik A et
al., 1992). Neben IL-4 und IFN-y produzieren NKT-Zellen weitere Zytokine, darunter unter
anderem IL-2, TNF, IL-5, IL-10, IL-13 und GM-CSF (vgl. Abbildung 1-11).

NKT-Zelle

Y

Effektormolekiile

IL-4 IL-2
IFN-y TNF
IL-10 IL-5
IL-13 GM-CSF

Abbildung 1-11: NKT-Zelle mit Effektormolekilen

Das genaue Profil der Zytokinsekretion ist abhangig von der Expression von Oberflachenmo-
leklilen, der Anwesenheit verschiedener T-Zell-Subpopulationen und der Expression ko-
stimulatorischer Faktoren (Gombert JM et al., 1996).

Die IFN-y-Sekretion wird von IL-12 und IL-7 geférdert (Leite-De-Moraes MC et al., 1998). Die
IL-4-Sekretion wird hingegen durch IL-18 stimuliert, was zu einem Anstieg der Expression
von CD69, einem Aktivitatsmarker, auf B-Zellen fiihrt (Leite-De-Moraes MC et al., 2001).
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Mit ihrer Zytokinsekretion beeinflussen aktivierte NKT-Zellen hamatopoetische Zellen: B-
Zellen werden aktiviert, sezernieren Immunglobuline und die Serumspiegel der Immunglobu-
line steigen an (Burdin N et al., 1999; Kitamura H et al., 2000; Galli G et al., 2003). Es kommt
zu einer verstarkten NK-Zell-Proliferation mit erhéhter Sekretion von IFN-y und zytotoxischer
Aktivitat (Matsuda JL et al., 2001).

Da NKT-Zellen sowohl Th1- (IFN-y) als auch Th2-Zytokine (IL-4) sezernieren, stellt sich die
Frage, wie eine zielgerichtete Immunantwort zustande kommt. Diskutiert werden verschiede-

ne Hypothesen:

1. Zum einen ware moglich, dass Subpopulationen humaner NKT-Zellen je nach ihrem
Phéanotyp unterschiedliche Zytokine produzieren. Wahrend CD8" NKT-Zellen vorwiegend
IFN-y synthetisieren (Emoto M et al., 2000), bilden CD4" und DN NKT-Zellen hauptsach-
lich IL-4 (Davodeau F et al., 1997; Prussin C et al., 1997). Bei humanen NKT-Zellen gibt
es starke Hinweise, dass diese vornehmlich IL-4 produzieren (Gumperz JE et al., 2002;
Lee PT et al., 2002).

2. Eine zweite Moglichkeit ware, dass die Qualitdt des TZR Signals das Zytokinprofil der
NKT-Zellen beeinflusst. Unterstitzt wird diese Hypothese dadurch, dass unterschiedliche
Liganden des TZR zu unterschiedlichen Mengen von IL-4 und IFN-y fuhren (Miyamoto K
et al., 2001; Stanic AK et al., 2003; Schmieg J et al., 2003).

3. Aulerdem ware es denkbar, dass von anderen Zellen sezernierte Zytokine das NKT-Zell-
Zytokinprofil determinieren. IL-12, das von dendritischen Zellen produziert wird, fuhrt zu
einer verstarkten IFN-y Sekretion bei humanen NKT-Zellen (Brigl M et al., 2003). Das Zy-
tokinprofil der murinen NKT-Zelle ist vom Typ der Antigen-prasentierenden Zelle abhan-
gig (Fujii S et al., 2002).

1.3.6 Antigene und Liganden des T-Zell-Rezeptors

Der TZR der NKT-Zelle dient nicht wie bei der T-Zelle der Erkennung von Peptid-Antigenen,
die von Makrophagen Gber MHC Molekile prasentiert werden, sondern der Erkennung von

Lipiden, Lipopeptiden oder glkyosylierten Lipidantigenen (Joyce S et al., 1998).

Die Prasentation der Lipidantigene erfolgt Gber Molekile der CD1 Familie, die den MHC
Molekilen ahneln (Bendelac A et al., 1997). Die Kristallstruktur des murinen CD1d Molekiils
zeigt, dass die Antigenbindungsstelle wesentlich tiefer, enger und auch sehr viel hydropho-
ber ist, als dies bei MHC Molekiilen der Klasse | und Il der Fall ist. Die hydrophobe Natur der
Antigenbindungsstelle des CD1d Molekuls pradestiniert zur Prasentation von hydrophoben
Antigenen (Zeng Z et al., 1997) und gibt somit indirekt Aufschluss Uber potentielle Liganden.
Human NKT-Zellen erkennen ihr Antigen nur, wenn es durch CD1b, CD1c oder CD1d pra-
sentiert wird (Brossay L et al., 1998; Sieling PA et al., 1995).
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a-Galaktosylceramid und Phosphatidylinositol gehdrten zu den ersten identifizierten Ligan-
den, die humane und murine NKT-Zellen aktivieren kdnnen. Mit hoher Wahrscheinlichkeit
handelt es sich bei den Glykolipiden nicht um nattrliche Liganden, da a-Galaktosylceramid
nicht in Sdugetiergewebe gefunden werden konnte und Phosphatidylinositol nur ein einziges
NKT-Zell-Hybridom stimulieren kann (Kawano T et al., 1997; Spada FM et al., 1998).

Ein weiterer Ligand, der an den TZR der NKT-Zelle binden kann, ist das lysosomales Gly-
kosphingolipid Isoglobotrihexosylceramid (iGb3). iGb3 wird sowohl von humanen als auch
murinen NKT-Zellen erkannt, regt diese zur Proliferation und zur Zytokinausschuttung an
(Zhou D et al.,, 2004). Mause mit einem genetischen Defizit an dem Enzym -
Hexosaminidase, welches fir die Synthese des iGb3 mitverantwortlich ist (vgl. Abbildung
1-12), wiesen eine wesentlich geringere Anzahl an murinen Va14 NKT-Zellen auf als Mause

ohne diesen Defekt.

GalNAc 1,3 Gal a1,3 Gal 1,4 Glc 1,1 Cer
B-Hexosaminidasen * iGb4-Synthase
Gal a1,3 Gal 1,4 Glc 1,1 Cer + GalNAc
a-Galactosidase A ¢ iGb3-Synthase

Gal B1,4 Glc B1,1 Cer + Gal
Abbildung 1-12: Schema der Synthese und des Abbaus von iGb3

Quelle: In Anlehnung Zhou D et al (2004), S. 1788
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Die Ergebnisse von Zhou et al legen nahe, dass iGb3 sowohl an der positiven Selektion der
NKT-Zellen im Thymus als auch an deren Aktivierung in der Peripherie beteiligt ist (vgl.
Abbildung 1-13).

Thymus
Positive cD1d
Auswah! 92 Wil
iGb3
NKT-Zell- CD4* CD8" Thymozyt
Vorlaufer (selektierende Zelle)

Peripherie

Kostimulation

Aktivier-
ung e

Reife Antigen-prasentierende
NKT-Zelle Zelle

Abbildung 1-13: Schematische Darstellung der Wirkung des Liganden iGb3: Selektion der
NKT-Zellen im Thymus und Aktivierung der NKT-Zellen in der Peripherie

Quelle: In Anlehnung an Godfrey DI et al., 2004, S. 1687

Allerdings konnten Glykosphingolipide der Isoglobo-Gruppe, wie iGb3, bisher nur in wenigen
Saugetieren nachgewiesen werden. Nachweise gelangen in Ratten- (Keusch JJ et al., 2000),

Hunde- und Katzenmodellen (Teneberg S et al., 1996).

Auch mikrobielle Antigene sind in der Lage NKT-Zellen zu aktivieren (Kinjo Y et al., 2005).
Glykosphingolipide von Sphingomonas Spezies, wie S. paucimobilis und S. yanoikuyae
(Kawahara et al., 1991; Kawahara K et al., 2000; Kawahara K et al., 2002) fahren bei NKT-
Zellen zu IL-Sekretion in unterschiedlicher Hohe. Dies kann erklart werden, da murine NKT-
Zellen verschiedene VB-Segmente mit Va14 kombinieren. Wegen der Expression unter-
schiedlicher B-Ketten ist es moéglich, dass nur ein kleiner Anteil der Va14 NKT-Zellpopulation

auf die Stimulation mit dem Antigen reagieren kann (Kinjo Y et al., 2005).

NKT-Zellen lassen sich ebenfalls durch bakterielle Glykolipide aktivieren. Lipide der bakte-
riellen Zellmembran kénnen als Ziele der angeborenen Immunantwort fungieren, da sie
direkt vom invarianten TZR der NKT-Zellen erkannt werden. In FACS-Analysen konnten

100% der NKT-Zellen mit CD1d-a-Glucuronosylceramid gefarbt werden (Mattner J et al.,
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2005). Auch ein Anstieg der IL-4 und IFN-y Sekretion nach Stimulation von humanen und

murinen NKT-Zellen konnte gemessen werden (Wu D et al., 2005).

Dieses Konzept der direkten Aktivierung von NKT-Zellen durch Infektion wird derzeit sehr
kontrovers diskutiert. Es wurde festgestellt, dass nur relative geringe Anteile dieser Zellen

auf Glykolipide der Zellwand von Bakterien reagieren (Kinjo Y et al., 2005).

1.3.7 NKT-Zellen und Asthma

Bei atopischen Erkrankungen besteht ein relatives Ubergewicht von Th-2-Lymphozyten.
NKT-Zellen verschieben das Th1-Th2-Gleichgewicht durch Sekretion von IL-4 in Richtung
Th2-Immunantwort (vgl. Abbildung 1-14).

IFN-y
E———
IL-2
IL-4
-——
IL-10

Abbildung 1-14: Verschiebung des Th1-Th2-Gleichgewichts bei atopischen Erkrankungen
durch IL-4
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Neben der Polarisierung der Immunreaktion in Richtung Th2-Antwort in der Peripherie,
kommt es in der Lunge durch die von Th2- und NKT-Zellen sezernierten Zytokine zur Prolife-
ration der eosinophilen Zellen und zur IgE-Produktion. Charakteristika des Asthmas werden

hierdurch hervorgerufen (vgl. Abbildung 1-15).

Lunge

IL-4
IL-5
IL-13 Fordert IgE Synthese und

Wachstum von eosinophilen Zellen

Mukusproduktion
IL-4 Atemwegshyperreagibilitat
; IL-1
: g;ai‘d\\: ’
\S
\*hd\e\,\)‘?‘g Antwort auf Présentation von
. IL-4 endogenen oder exogenen Glykolipiden

IFN-y 44(;,1,@
“ Peripherie
IL-4 IL-4
IL-13 e IL-5
(IFN-y) IL-13

Stimuliert Th2-Zell-Entwicklung
Fordert adaptive Immunitat

Abbildung 1-15: Model der Rolle von NKT-Zellen bei Asthma

Quelle: In Anlehnung an Umetsu DT et al., 2006, S. 3

In einer Studie von 2004 wurde der Einfluss der NKT-Zellen auf die Entwicklung allergischer
Entziindungen durch haufige Aeroallergene untersucht (Bilenki L et al., 2004). Fir eine
Beteiligung von NKT-Zellen an der Genese von atopischen Erkrankungen spricht, dass CD1-
defiziente Mause, im Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen, eine signifikant verminderte Zahl
von eosinophilen Zellen in den Luftwegen und eine verminderte Mukusproduktion zeigten.
Auch die Allergen-bedingten IL-4 Produktion, das spezifische IgE und auch das Gesamt-IgE

waren in CD1 defizienten Mausen signifikant vermindert.



1 Einleitung 21

1.3.8 NKT-Zellen und atopische Dermatitis

Bei der atopischen Dermatitis handelt es sich um eine haufige inflammatorische Erkrankung
der Haut multifaktorieller Genese (Leung DYM, 2001). Verschiedene Untersuchungen zeigen
widerspruchliche Ergebnisse: Bei Takahashi war die Zahl der DN Va24 NKT-Zellen bei
Patienten mit atopischer Dermatitis reduziert und korrelierte negativ mit dem Quotienten aus
Th1-Zellen/Th2-Zellen (Takahashi T et al., 2003). Eine Korrelation zwischen NKT-Zellen und
dem Serum IgE-Spiegel war nicht nachweisbar. Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Oishi
(QOishi Y et al., 2000) zeigen bei drei Patienten mit atopischer Dermatitis und sechs Patienten
mit Asthma eine reduzierte Zahl von DN Va24 NKT-Zellen gegentber der Kontrollgruppe; die
Zahl der CD4" Va24 NKT-Zellen war nicht verringert. Magnan zeigte bei 30 Patienten mit
atopischer Dermatitis eine Reduktion der Zahl von CD4" Va24 NKT-Zellen (Magnan A et al.,
2000). In einer Studie der Arbeitsgruppe konnte kein Unterschied bezliglich der Haufigkeit
von Va24 CD161 NKT-Zellen zwischen Probanden mit atopischer Erkrankung und gesunden

Probanden aus der Kontrollgruppe festgestellt werden (Prell C et al., 2003).
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Bei Patienten mit atopischen Erkrankungen besteht ein relatives Ubergewicht von Th2-
Lymphozyten, die IL-4 fur ihre Ausreifung und Differenzierung bendétigen. Als Produzenten
von IL-4 und somit als Verantwortliche fur die Verschiebung des Th1-Th2-Gleichgewichts in
Richtung Th2 kommen unter anderem NKT-Zellen in Frage, da sie in kurzer Zeit grol3e Men-
gen an IL-4 produzieren. Mit der Arbeit sollte untersucht werden, ob es zwischen Atopikern
und Nicht-Atopikern Unterschiede im ersten Lebensjahr gibt, was die Frequenz von AV24-

AJ18-Transkripten anbelangt und, ob Unterschiede innerhalb der N-Region existieren.

1.4.1 Vorversuche der Arbeitsgruppe

In einer Studie der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass Va24 CD161" NKT-Zellen zwischen
erwachsenen Atopikern und erwachsenen Nicht-Atopikern auf zelluldrem und molekularem
Niveau im peripher-vendsen Blut keine signifikanten Unterschiede aufweisen (Prell C et al.,
2003). In einer Pilotstudie wurde die Frequenz von AV24-AJ18 Transkripten in Nabelschnur-
blutproben und peripherem Blut von zwélf Kindern im Alter von vier, zwolf und sechsund-
dreilBig Monaten untersucht. Finf der untersuchten Kinder waren bis zum Erreichen des
dritten Lebensjahres gesund; bei sieben wurde eine atopische Dermatitis diagnostiziert. Alle
Kinder waren Teilnehmer der GINI-Studie (Berg von A et al.,, 2003). Anders als man auf
Grund der Ergebnisse bei Erwachsenen hatte erwarten konnen, zeigten sich bei der Pilot-

studie Uberraschende Ergebnisse.

Gesunde Kinder hatten deutlich mehr AV24-AJ18 Transkripte, als Kinder, die bis zu ihrem 3.

Lebensjahr eine atopische Dermatitis entwickelten.

Dieser Unterschied fand sich ausschlieldlich im Nabelschnurblut und nicht mehr zu spateren
Zeitpunkten. Bei gesunden Kindern war die Anzahl an AV24-AJ18 Transkripten im Nabel-

schnurblut deutlich hdher als im spateren longitudinalen Verlauf.

Aulerdem war bei gesunden Kindern die Frequenz von AV24-AJ18 Transkripten im Nabel-

schnurblut deutlich hdher als im peripheren Blut von Erwachsenen.

Ferner enthielt die N-Region bei Kindern wesentlich haufiger inserierte Nukleotide als dies
bei Erwachsenen der Fall war, so dass das TZR-Repertoire kindlicher NKT-Zellen eine we-

sentliche hohere Diversitat und Variabilitat aufwies, als adulte NKT-Zellen.

Die Analyse der N-Region ermdglichte wegen der geringen Anzahl an sequenzierten Proben

jedoch keine weiteren Schlussfolgerungen.
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1.4.2 Zielsetzung

Resultierend aus den Vorversuchen ergaben sich folgende Fragestellungen fiir diese Arbeit:

1.

Ist der Unterschied in der Frequenz der AV24-AJ18 Transkripte zwischen Atopikern und
Nicht-Atopikern zu verschiedenen Zeitpunkten im ersten Lebensjahr statistisch signifi-

kant?
(vgl. Kapitel 4.3)

Gibt es einen Unterschied beziiglich des Vorhandenseins einer N-Region zwischen Ato-

pikern und Nicht-Atopikern im ersten Lebensjahr?
(vgl. Kapitel 4.4)

Existieren bei einzelnen Probanden oder Probanden-ubergreifend longitudinal konser-
vierte Aminosauremuster der N-Region der AV24*AJ18" Zellen? Wenn ja, unterschieden

sich diese zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern?
(vgl. Kapitel 4.7)

Gibt es einen statistischen Zusammenhang zwischen der Frequenz der AV24-AJ18
Transkripte beziehungsweise dem Vorhandensein einer N-Region bei Kindern im ersten

Lebensjahr und dem elterlichen Atopiestatus?
(vgl. Kapitel 4.5)

Gibt es einen statistischen Zusammenhang zwischen der Frequenz der AV24-AJ18
Transkripte beziehungsweise dem Vorhandensein einer N-Region bei Kindern im ersten

Lebensjahr und erhéhten IgE-Serumspiegeln?

(vgl. Kapitel 4.6)
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2 Methoden

2.1 Probanden

Alle Probanden sind Miinchner Teilnehmer der GINI-Studie (German Infant Nutrition Inter-
vention Study). Die Allergiepraventionsstudie wurde im September 1996 begonnen und
untersuchte als Schwerpunkt den Einfluss von hypoallergenen Sauglingsnahrungen auf die

Allergieinzidenz (Schoetzau A et al., 2002).

Die Studienteilnehmer haben mindestens einen Elternteil mit einer atopischen Erkrankung
oder eine/einen unter Atopie leidende/n Schwester/Bruder. Damit haben die Teilnehmer ein
auf 20 % bzw. bei zwei atopischen Verwandten ein auf 32 % erhdhtes Risiko selbst eine
atopische Erkrankung zu entwickeln (Berg von A et al., 2003). Die parallel zur Hochrisikoko-
horte fur allergische Erkrankungen mitgefiihrte Begleitkohorte hatte kein erhdhtes Allergieri-

siko.

Aus dieser Studienpopulation (Atopiker und Nicht-Atopiker) wurden Probanden fir die vorlie-
gende Arbeit blind beziglich des Atopiestatus ausgewahlit. Die Entblindung fand erst nach

Beendigung des experimentellen Teils der Arbeit statt.

Die Probanden wurden gestillt oder erhielten doppelblind eine von vier Formelnahrungen
unterschiedlichen Hydrolysegrades (Kumilchformula, schwaches Molkehydrolysat, starkes
Molkehydrolysat, starkes Caseinhydrolysat) bis zum 6. Lebensmonat. Die Studienernahrung
wurde nur dann vorgeschlagen, wenn der Saugling nicht gestillt werden konnte. Es wurden
keine Einschrankungen der Diat verordnet, auRer dass der zusatzlichen Fltterung von festen
Nahrungsbestandteilen in den ersten vier Monaten abgeraten wurde. AnschlieRend wurden
die Eltern gebeten, den Anteil an fester Nahrung wéchentlich um nur einen Bestandteil zu
erhdhen und Milchprodukte, Eier, Sojaprodukte, Fisch, Nisse, Tomaten und Zitrusfriichte im

ersten Lebensjahr zu meiden.

Die ersten Probanden sind jetzt Uber 10 Jahre alt und werden hinsichtlich des Auftretens
allergischer Manifestationen weiter beobachtet. Impfungen, interkurrente Erkrankungen,
Medikamenteneinnahme und Ernahrung (letztere nur bis zum 6. Lebensmonat) wurden
durch standardisierte Befragungen und Untersuchungen im Alter von 4, 8, 12, 18, 24 und 36
Monaten erganzt und durch Elterntagebiicher komplettiert. Zusatzlich fillten alle Eltern
(Interventionsgruppen und Begleitkohorte) einmal im Jahr einen identischen Fragebogen zu
Lebensumstanden und Gesundheit des Kindes (Schwerpunkt allergische Erkrankungen)

aus. Weitere klinische Untersuchungen fiir die gesamte Kohorte erfolgten im Alter von sechs
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und zehn Jahren (Blutentnahme, Hautuntersuchung). In Nabelschnurblut (auch von der
Begleitkohorte vorhanden) und in peripherem Blut im Alter von 1, 12 und 36 Monaten wurden
Gesamt-IgE und spezifisches IgE gegen Casein, a/B-Lactoglobulin, Dermatophagoides
pterygoides und farinae, Eiklar, Soja, Katzenschuppen, Lieschgras und Birke bestimmt. Von

den Eltern liegen ebenfalls IgE-Werte vor.

Durch diese Daten ist die Studienpopulation auRergewohnlich gut definiert und maogliche

Storfaktoren kénnen in der Auswertung berticksichtigt werden.

Seit Oktober 1996 wurde von allen Minchner Teilnehmern (Interventionsgruppe und Begleit-
kohorte) der GINI-Studie Nabelschnurblut lysiert und bei —80 °C in Guanidin-Isocyanat-Puffer
gelagert. Von der Interventionsgruppe wurde zusatzlich GT-Lysat von peripherem Blut im

Alter von vier, zwolf und sechsunddreiflig Monaten gesammelt.

2.2 Definitionen

Ein Proband wurde analog der vor Beginn der Studie festgelegten Kriterien aus der GINI-
Studie (Berg von A et al., 2003) als Atopiker definiert. Das bedeutet, wenn innerhalb des
ersten Lebensjahres mindestens eine der folgenden atopischen Erkrankungen dokumentiert
wurde: Atopische Dermatitis, allergische Urtikaria, allergisches Asthma bronchiale oder eine
Lebensmittelallergie mit gastrointestinaler Manifestation. Im sechsten und zehnten Lebens-

jahr wurden die Kinder erneut klinisch untersucht.

Die atopische Dermatitis wurde auf Basis der modifizierten Kriterien nach Hanifin aus dem
Jahr 1980 diagnostiziert (Hanifin JM et al., 1980): A) Typische Morphologie und typisches
Verteilungsmuster (Gesicht, Hals, Nacken, Gelenkbeugen, Hande und Extensorseiten der
Extremitaten). B) Juckreiz (oder Kratzspuren). C) Dauer von mehr als 14 Tagen oder chroni-
sche Erkrankung mit Rezidiven. Die morphologische Diagnose musste von einem zweiten
Arzt (Allergologe des GINI Studien Teams) bestatigt werden. Alle genannten drei Kriterien

mussten zur Diagnosestellung erfullt werden.

Eine allergische Urtikaria wurde diagnostiziert, wenn mindestens zwei Episoden von krat-
zenden Eruptionen oder Schwellungen mit typischem Aussehen, hervorgerufen durch ein
Allergen, von den Eltern oder dem Arzt beobachtet werden konnten. Im Fall einer einzigen
Episode waren entweder immunologische Beweise (Prick Test mit nicht verdiinntem, nati-
vem Antigen und einer Reaktion von > 2mm oder ein allergenspezifisches IgE-Level > 0.34
KU/I; CAP, Pharmacia, Uppsala, Schweden) oder ein positiver Provokationstest mit dem

verdachtigen Antigen zur definitiven Diagnosestellung notwendig.

Asthma bronchiale wurde nach den Leitlinien der Gesellschaft flir Padiatrische Pneumologie

diagnostiziert. Zu den Kriterien gehoérten drei Episoden mit trockenen Nebengerauschen
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(Giemen, Pfeifen, Brummen) wahrend der letzten sechs Monate, Atopiemanifestation (z.B.
atopisches Ekzem) in der Eigenanamnese beziehungsweise mehrere "Schwachzeichen" der
Atopie (Ohrlappchenrhagaden, doppelte Lidfalte (Dennie-Morgan), Hertoghe-Zeichen), fami-
liare Asthma- und/oder Atopiebelastung, Hospitalisierung wegen bronchialer Obstruktion,
Rhinorrhoe ohne gleichzeitigen Luftwegsinfekt sowie Nachweis einer Sensibilisierung (spezi-

fisches IgE im Serum).

Fur die Diagnose einer Nahrungsmittelallergie war mindestens eines der folgenden Sympto-
me notwendig: Stuhl mit Blutauflagerungen, Diarrhoe, Erbrechen oder haufige Regurgitation,
Bauchschmerzen. Gleichzeitig mussten die Symptome bei Elimination des verdachtigten
Nahrungsmittels verschwinden und die Wiederaufnahme des Nahrungsmittels musste die
Beschwerden wiederholt provozieren kdnnen. Bei gestillten Kindern wurde geraten, keine
Kuhmilch, Eier, Fisch oder Nisse zu essen. Falls die Symptomatik bei den Kindern persis-
tierte, wurde das Stillen beendet und durch Aminosaure-Kindernahrung (Neocate; SHS,
Heilbronn, Deutschland) ersetzt. Eine Nahrungsmittelallergie mit gastrointestinalen Sympto-
men wurde diagnostiziert, wenn die standardisierten Eliminations- und Provokationstests
durchgeflhrt wurden und es positive Resultate unter Aufsicht eines GINI Studien Team
Mitglieds im Krankenhaus (frihe Reaktionen) oder zu Hause (Spatreaktion) gegeben hat.
Doppelt verblindete, placebo-kontrollierte Nahrungsmittelprovokationstests wurden bei nicht

eindeutigen Ergebnissen durchgefihrt.

2.3 Ubersicht der molekularbiologischen Analysen

Die Arbeit umfasste folgende molekularbiologische Schritte:

1. mRNA-Extraktion aus eingefrorenen Vollblutproben der GINI-Probanden mit modifizierter

saurer Guanidinium-Thiocyanat-Phenol-Chloroform Methode
2. cDNA-Synthese mittels reverser Transkription aus der extrahierten mRNA
3. PCR zur DNA-Amplifikation
4. Ligation des amplifizierten DNA-Produkts in den pCR®2.1 Vektor
5. Hitzeschock-Transformation des Ligationsproduktes in E. coli

6. Spezifische PCR zum Nachweis und zur Bestimmung der Haufigkeit von AV24-AJ18
Transkripten (94 Bakterienklone pro Proband und Zeitpunkt)

7. Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) zur Identifikation mdéglicher N-Regionen
bei Vorliegen von AV24-AJ18 Transkripten

8. Sequenzierung bei Vorhandensein einer N-Region
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2.4 mRNA-Extraktion

Zunachst wurde mRNA aus den eingefrorenen Vollblutproben der GINI-Probanden isoliert.
Hierfir wurde eine modifizierte Methode der sauren Guanidinium-Thiocyanat-Phenol-
Chloroform Extraktion verwendet (Chomczynski P et al., 1987). Grundlage dieser Methode
ist die Komplexierung von RNA mit Guanidin- und Wasserstoffmolekilen, wodurch hydrophi-
le Interaktionen mit DNA und Proteinen verhindert werden. Dies fuhrt zu einer Abtrennung
von DNA und Proteinen in einer organischen Phase, wahrend die RNA in wassriger Lésung
bleibt.

Es wurden jeweils 750 yl des GT-R-Me Lysat (125 pl EDTA-Blut und 625 pl Guanidinthioiso-
cyanat, GT-Puffer) mit 75 ul Natriumacetat (2 M, pH 4) vermischt und dann mit 1000 pl eines
wasser-gesattigten Phenol-Chloroform-Gemisches (untere Phase) fir 10 Sekunden gevor-
text. Durch das Hinzufligen des Phenol-Chloroform-Gemisches wurde die RNA extrahiert.
Anschliellend wurde der Ansatz 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Trennung von DNA und
RNA beruht darauf, dass die zellmatrixorientierte DNA an Mikrosomen haften bleibt und
deshalb in der organischen Phase oder der Interphase separiert wird. Nach Zentrifugation
(13000 rpm, 40mm Rotorradius, 7571g, 20 min, 14 °C) wurde die obere, wassrige Phase
vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald Uberfiihrt; das Volumen sollte
ungefahr die Halfte des Ausgangsvolumens haben. Zur Fallung der RNA wurde das Reakti-
onsgefal® mit einem identischen Volumen Isopropanol aufgeflllt. Anschlielend wurde das
Gemisch mindestens 1 Stunde bei -20 °gelagert. Nach einem weiteren Zentrifugatonsschritt
(13000 rpm, 40mm Rotorradius, 7571g, 4 °C, 15 min) wurde der Uberstand abpipettiert und
verworfen. Das verbleibende Pellet wurde in 300 ul GT-Puffer durch Vortexen resuspendiert.
Zur zweiten Fallung wurden zu dem vollstandig geldsten Pellet 300 pl Isopropanol hinzuge-
geben und bei -20 °C eine Stunde gelagert. Nachdem das Gemisch wieder aufgetaut war,
wurde es zentrifugiert (13000 rpm, 40mm Rotorradius, 7571g, 4 °C, 12 min). Der Uberstand
wurde wiederum verworfen und das RNA-Pellet wurde, ohne suspendiert zu werden, in 200
Ml Ethanol 70 % gewaschen. Der Waschvorgang diente zur Entfernung von Salzen, die die
reverse Transkription stéren. Im Anschluss erfolgte ein letzter Zentrifugationsschritt (13000
rom, 40mm Rotorradius, 7571g, 4 °C, 12 min) und der abpipettierte Uberstand wurde verwor-
fen. Das gereinigte RNA-Pellet wurde in 19 ul Aqua dest. (DEPC 0,1%) resuspendiert. Au-
Rerdem erfolgte die Zugabe von 1 ul RNAse Inhibitor (RNAsin) zur Inaktivierung von RNA-

sen. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die RNA fiir héchstens 4 Tage bei —80 °C gelagert.

2.5 cDNA-Synthese

Die isolierte mMRNA wurde mittels reverser Transkription in die komplementare DNA umge-

schrieben. Als komplementare DNA bezeichnet man die einzel- oder doppelstrangige Kopie
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eines RNA Molekuls. Fur die Synthese der cDNA wird eine RNA-abhangige DNA-
Polymerase bendtigt. Diese sogenannte reverse Transkriptase benutzt die RNA als Matrize
fur die Synthese eines DNA-Stranges. Hierbei entsteht initial ein RNA/DNA-Hybridmolekdil.
Um mit der Strangsynthese zu beginnen, bendtigt die Reverse Transkriptase kurze doppels-
trangige Nukleinsaurebereiche. Hierzu dienen zufallig an die RNA angelagerte Hexanukleo-
tide, an deren 3' Enden die Reverse Transkriptase binden kann. Als ,Primer® wurde ein
Gemisch aus Hexanukleotiden verwendet, um zu garantieren, dass alle mMRNA-Sequenzen
der heterogenen Population gleichmaRig in der Mischung von cDNA-Molekilen reprasentiert

sind. Der 25 ul Ansatz setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

Hexanukleotid-Mix (1:10) 2

RNA 20 pl
Aqua ad iniectabilia 3 ul
Gesamtvolumen 25 pl

Die Komponenten wurden auf Eis pipettiert. Um die Sekundarstruktur der mRNA aufzuldsen,
wurde der Ansatz fur 10 Minuten auf 70 °C erhitzt. Im Anschluss an die Denaturierung der

RNA wurde der Ansatz sofort auf Eis gelagert.

Zur denaturierten RNA wurden 25 pl des Mastermixes hinzugegeben:

Aqua ad iniectabilia 4,5 pl
5xPuffer 10 pl
DTT 5 ul
dNTP (10 mM) 2,5l
Superscript 2
RNAsin 1yl

Gesamtvolumen Mastermix 25 pl

Die Synthese des komplementaren DNA-Stranges erfolgte tUber 70 Minuten bei 42 °C. Die
Synthese wurde nach 70 Minuten durch Erhitzen auf 95 °C gestoppt. Die cDNA wurde dann

entweder direkt weiterverarbeitet oder bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C eingefroren.
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26 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren, mit dem DNA-Abschnitte, die von zwei
bekannten Nukleotid-Sequenzen, den ,Primern®, eingerahmt werden, spezifisch amplifiziert
werden konnen. Das Prinzip beruht auf drei sich zyklisch wiederholenden Schritten: Die
Nukleinsduren werden hitzedenaturiert, die spezifischen Primer lagern sich an die komple-
mentare Sequenz des Einzelstranges an (Annealing), woraufhin die Tag-Polymerase die
Primer (Va24 Xho | und TZRa Spe 1) zum Doppelstrang ergénzt (Extension). Durch Wieder-
holen dieser Schritte kommt es in jedem Amplifikationszyklus theoretisch zu einer Verdoppe-
lung des Ausgangsmaterials. Dabei dienen auch die neu synthetisierten DNA-Strange als
Matrize und tragen zur Vervielfaltigung der Ziel-DNA bei. Der PCR-Ansatz setzte sich wie

folgt zusammen:

cDNA 5 ul
dNTPs (2,5 mM) 4 ul
10xPuffer (10mM) 5 ul
Va24 Xho | 2 ul
TZRa Spe | 2 i
Aqua ad iniectabilia 31,6 pl
Tag-Polymerase 0.4 ul

Gesamtvolumen PCR-Ansatz 50 i

Die DNA wurde nach dem folgenden PCR-Protokoll amplifiziert:

Annealing und Amplifizierung Vervollstiandi-
Denatu- d Kiih
; Hitzedena- gendes tihlung
rierung Annealin Extension :
turierung 9 Annealing
Anzahl der
1 37 1 1
Zyklen
Zieltem-
95°C 94°C 56°C 72°C 72°C 4°C
peratur
Inkuba-
. . 3 40” 7 0
tionszeit

Tabelle 2-1: PCR-Protokoll
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2.7 Ligation

Die Ligation des amplifizierten PCR-Produkts und des Vektors wurde mit dem TA Cloning Kit
von Invitrogen durchgeflihrt. Das PCR Produkt wurde dabei in den pCR®2.1 Vektor inseriert
(vgl. Abbildung 2-1).

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des pCR®2.1 Vektors

Die folgende Tabelle beschreibt die wichtigsten Bestandteile des Vektors.

lac promotor (P lac) Notwendig zur bakteriellen Expression von

B-Galaktosidase

Ampicillin Resistenz Gen (Ampicillin) Resistenz gegenuber dem Antibiotikum
Ampicillin

pUC origin (pUC ori) Notwendig zur Initiierung der Replikation in
E. coli

Tabelle 2-2: Bestandteile des pCR®2.1 Vektors
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Die zur Ligation verwendete Taq Polymerase fligt einzelnen Deoxyadenosine (A) an das 3'-
Ende des PCR-Produkts an. Der lineare Vektor pCR®2.1 des Kits hat an beiden 3'-Enden
einzelne Deoxythymidinreste (T). Auf Grund dieser Tatsache kann das PCR-Produkt mit dem
Vektor ligiert werden (vgl. Abildung 2-2).

3 9

P 3
R s

A Produkt
3¢ 5

5 3

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der Ligation des PCR Produkts in den pCR®2.1
Vektor

Um optimale Ligationsergebnisse zu erreichen, wurde prinzipiell ein frisches PCR Produkt

verarbeitet (< 1 Tag alt).

Mittels der folgenden, von Invitrogen, vorgegebene Formel

x ng PCR Produkt = (Y bp PCR Produkt)*(50 ng pCR ®2.1 Vektor)

(GroRe in bp des pCR®2.1 Vektors: ~ 3900)

wurde die Menge des einzusetzenden PCR Produktes abgeschatzt, um ein fir die Ligation
ideales Verhaltnis von Insert (PCR Produkt) und Plasmid zu erreichen. Das Verhaltnis Vek-

tor: Insert = 1:1 ergab die besten Ergebnisse.

Der 10 yl Ligationsansatz setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

PCR Produkt 0,5 bis 1,0 pl
10xLigationspuffer 1 i
pCR®2.1 Vektor (25ng/pl) 2 ul
Steriles Wasser 5,0 bis 5,5 i
T4 DNA Ligase (4.0 Weiss Units) 1 ul

Gesamtvolumen 10 i
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Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 14 °C inkubiert. Falls das Ligationsprodukt nicht direkt

weiterverarbeitet wurde, wurde es bei -20 °C eingefroren.

2.8 Transformation

Da die Haufigkeit von NKT-Zellen gering ist, sind quantitative Unterschiede schwierig zu
ermitteln. Aus diesem Grund wurden die amplifizierten PCR-Produkte in E. coli kloniert.
Somit konnte die Haufigkeit von AV24-AJ18-Transkripten innerhalb der AV24 TZRa-Zellen

ermittelt werden. Je Zeitpunkt und Proband wurden 94 Bakterienklone untersucht.

Zur Transformation, d. h. der Aufnahme des Vektors in E. coli Bakterien, wurde die Hitze-
schock-Methode durchgefuhrt.

Thermokompetente Zellen und der Ligationsansatz, d. h. der Vektor mit dem inserierten
PCR-Produkt, wurden auf Eis aufgetaut. 2 yl des Ligationsansatzes wurden vorsichtig in 50
Ml suspendierte Zellen pipettiert. Wahrend der Arbeitsschritte wurden die Zellen kalt gehal-
ten. Anschlieend wurden die Zellen 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem 30 Sekunden
langen 42 °C Hitzeschock wurden die Zellen mit 250 yl SOC-Medium (,Salt-optimized +
carbon broth®) bei Raumtemperatur versetzt und eine Stunde lang bei 37 °C geschiittelt. Im
Anschluss wurden die Zellen auf mit Ampicillin und X-Gal (40 ul) behandelten LB-Platten

ausplattiert.



2 Methoden 33

Ampicillin und X-Gal dienten zur positiven Selektion der Bakterienklone, die das Plasmid
erfolgreich aufgenommen hatten. Nur E. coli Bakterienklone mit dem Plasmid konnten auf
den mit Ampicillin behandelten Platten wachsen, da das Plasmid ein Ampicillin-Resistenz-
Gen enthielt. Das X-Gal wurde von Klone verstoffwechselt und fihrte zur Blaufarbung der
entsprechenden Kolonien. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C wurden 94 blaue Baktie-
rienklone je Probe in 1 ml Ampicillin LB-Medium aufgenommen und flir ungefahr 8 Stunden
bei 37 °C geschittelt (vgl. Abbildung 2-3).

Ligation

v

Transport des
Vektors in
Wirtszelle

E. coli mittels
Hitzeschock

pCR® 2.1

2. ||
39kb  bm + . — .
Vektor E. coli

(thermokompetent)

Teilung der . .
Wirtszelle

v

AV24-AJ18
positive
Bakterienklone

Selektion AV24-AJ18 —~
positiver Bakterienklone - Ampicillin

~ + X-Gal

Abbildung 2-3: Molekularbiologische Arbeitsschritte
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2.9 Spezifische Va24-Ja18 PCR

Die angesetzten Kulturen von 94 Baktierienklonen je Probe wurden anschlieRend auf das
Vorhandensein des Va24 Ja18 Segmentes mittels einer PCR mit spezifischen Primern UGber-
pruft. Pipettiert wurde ein 100x Mastermix fir 94 Proben eines Probanden, die zur Amplifika-

tion jeweils 28 ul Mastermix und 2 pl DNA enthielten. Der 100x Mastermix setzte sich aus

den folgenden Komponenten zusammen:

dNTPs 200
10xPuffer 300 i
Vo224 200
Ja18 300
Aqua ad inectabilia 1780 pl
Tag-Polymerase 20 ul
Gesamtvolumen Mastermix 2800 pl

Die DNA wurde anschlieend nach dem folgenden PCR-Protokoll amplifiziert:

Annealing und Amplifizierung

Vervollstandi-

Denatu-
. Hitzedena- gendes Kihlung
rierung Annealin Extension .
turierung 9 Annealing
Anzahl der
1 30 1 1
Zyklen
Zieltem-
95°C 94°C 56°C 72°C 72°C 4°C
peratur
Inkuba-
3 40” 40” 60” 7 0
tionszeit

Tabelle 2-3:

PCR-Protokoll fir die Va24-Ja18-PCR
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2.10 PCR Kontrollreaktion

Die Kontamination der Reagenzien mit Fremd-DNA wurde durch eine Negativkontrolle tber-
pruft, die statt DNA Wasser enthielt. Falls sich in der Gelelektrophorese eine positive Nega-

tivkontrolle zeigte, wurde die PCR wiederholt.

2.11 Gelelektrophorese

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

werden.

Eine 2,5% Agarosesuspension wurde in 1XTAE angesetzt und die Agarose durch Kochen
geldst. Zu der abkihlenden Agaroseldsung wurde Ethidiumbromidlésung (Endkonzentration
0,5 g/ml) zugegeben und die Agaroseldsung auf einen Geltrdger gegossen. Nach Erstarren
des Gels wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine mit 1XTAE geflllte horizontale Elekt-
rophoresekammer gegeben. Die DNA-Proben sowie ein DNA-Molekilgewichtsmarker wur-
den in die Geltaschen pipettiert. Die Gelelektrophorese wurde flir ca. eine Stunde bei einer
Spannung von 70 V durchgefihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Agaro-
segel zur Auswertung im UV-Licht photographiert.



2 Methoden 36

Von jedem Probanden wurden 94 PCR-Produkte der Bakterienklone einschlief3lich der posi-

tiven und negativen Kontrollreaktionen auf das Agarosegel aufgetragen.

Abbildung 2-4: Agarose-Gel unter UV-Beleuchtung mit vier Bakterienklonen mit AV24AJ18-
Rearrangement (Nr. 45, 51, 75, 83) einer Nabelschnurblutprobe eines Probanden sowie

Positiv- und Negativ-Kontrolle

In der obigen Abbildung eines Agarose-Gels unter UV-Beleuchtung (vgl. Abbildung 2-4) sind
4 von 94 Bakterienklone positiv, d. h. sie weisen ein AV24-AJ18 Rearrangement auf. Die
fehlende Bande der Negativkontrolle und das Vorhandensein einer Bande bei der Positiv-

kontrolle sprechen flr korrekt durchgefiihrte Experimente ohne Kontamination.
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2.12 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer

Um zu Uberprifen, ob NKT-Zellen bei den beiden Probandengruppen innerhalb der Comp-
lementarity determining region 3 (CDR3) Unterschiede aufweisen, wurde die CDR3 auf
Einzelnukleotidebene analysiert. Untersucht wurden hierfur Bakterienklone, die ein positives
Ergebnis bei der Va24-Ja18 PCR hatten.

Fir die Analyse auf Einzelnukleotidebene wurde eine auf real-time PCR basierende Techno-
logie (Light Cycler) verwendet, welche es ermdglicht, eine groRe Anzahl von Bakterienklonen
zu testen und zudem kostenguinstiger als die Sequenzierung von allen positiven Proben ist.
Bei diesem Verfahren werden neben den konventionellen ,Primern zwei fluorochrom-
markierte Sonden (FITC (,Anchor probe®), LC-Red (,Detection probe*)) verwendet. Diese
beiden Sonden, ,Anchor probe“ und ,Detection probe*, liegen in unmittelbarer Nachbarschaft
voneinander, wobei die Fluoreszenzfarbstoffe das 3’-Ende der ersten Sonde und das 5'-
Ende der zweiten Sonde markieren und dadurch direkt nebeneinander liegen (vgl. Abbildung
2-5).

Anchor probe I x Detection probe

5 ACAIGCCTCCCAGCTCAGCGATTCAGCC T‘CCTACATCTGTGTGGTGA%C GACAGAGIGCTC 3’
Va24 » ‘ 4 Va18

N-Region
(0-20 bp)

Abbildung 2-5: Schematische Darstellung der Position von "Anchor" und "Detection probe"

Quelle: In Anlehnung an Prell C et al. (2003), S. 6

Der FITC-markierte ,Primer, die ,Anchor probe“, wird mittels einer Laserquelle zur Fluores-
zenz (530 nm) angeregt. Die emittierte Energie wird auf das zunachst nicht fluoreszierende
LC-Red-Molekul Ubertragen, das nun ein eigenes Fluoreszenzsignal (640 nm) emittiert.

Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) bezeichnet.



2 Methoden 38

Die Energielbertragung kann nur stattfinden, wenn sich die beiden Sonden in direkt raumli-
cher Nahe befinden (vgl. Abbildung 2-6).

"W

#—¥
Vaz24 Anchor probe Detection probe Ja18
Va24 Va18
N-Region

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der FRET-Analyse

Quelle: In Anlehnung an Prell C et al. (2003), S. 6

Bei abweichenden Sequenzen mit Insertionen von nur einem Nukleotid im Bereich der N-
Region bindet die ,Detection probe“ mit verminderter Affinitat und fuhren dadurch zu einer
Veranderung des Fluoreszenzsignals. Bei mehreren eingefugten Nukleotiden und somit
grolkeren Missmatches kann die detektierende Sonde nicht mehr binden, so dass die Ener-
gietbertragung auf Grund raumlicher Trennung der beiden Sonden schwacher wird; dies
kann soweit gehen, dass das zweite Fluoreszenzsignal verschwindet. Bei Proben ohne N-
Region war die 100%ige Komplementaritat von der Detection probe und der AV24 AJ18
Uberlappenden Region gegeben, was eine hohe Affinitdt bedeutet und somit eine, relativ

gesehen, hohen Schmelzpunkt.

Um die Schmelzkurve graphisch besser abzubilden, wurden die Daten konvertiert. Die Ande-
rung der Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Temperatur (dargestellt als negative 1. Ablei-
tung der Fluoreszenz zur Temperatur —dF/dT) wird gegen die Temperatur aufgetragen. Es

entsteht eine Spitze bei einer fir jedes Produkt spezifischen Temperatur, der Schmelzpunkt.
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Die Abbildung 2-7 zeigt Schmelzkurventemperatur-Analysen von zwei Klonen mit AV24-
AJ18 Regionen. In grau dargestellt die Kurve eines Klons mit AV24-AJ18 Rearrangement
ohne N-Region (starke Bindungskrafte zwischen Detection probe und AV24-AJ18 und somit
hoher Schmelzpunkt); der zur schwarzen Schmelzkurve gehoérige Bakterienklon besitzt eine
N-Region, d. h. inserierte Nukleotide zwischen AV24 und AJ 18 und somit einen niedrigeren
Schmelzpunkt wegen geringerer Bindungskrafte zwischen Detection probe und der AV24-
AJ18.

050~ i
!
ae- ;o
;o
0.20- / \

Fluorescence -d{F 2)/dT

oqu=

0.00 - —— e —

-0.10=
| |
52.0 56.0 &0.0 640 gg.0 FZ0 TE.O 200

Temperature (*C)

Abbildung 2-7: Schmelzkurven-Analyse von zwei Klonen. In schwarz mit N-Region, in grau

ohne N-Region.

Die reduzierte Schmelztemperatur ermdglicht es jedoch nicht, zu unterscheiden, ob es sich
um ein eingefligtes Nukleotid innerhalb der N-Region handelt oder ein Polymorphismus
innerhalb des AV24- bzw. AJ18-Gens.
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Fir PCR und Schmelzkurvenanalyse wurde das folgende Protokoll verwendet:

Denaturierung

Annealing und Amplifizierung

Hitzedena-turierung Annealing Extension

Anzahl der Zyklen 1 30
Zieltemperatur 95°C 95°C 56°C 72°C
Inkubationszeit 10’ 27 10” 10”
Tempera-
turdnderung/Zeit 20°Cls 20°Cls

Kiihlung Schmelzkurvenanalyse
Anzahl der Zyklen 1 1
Zieltemperatur 40°C 95°C 51°C 95°C
Inkubationszeit 30” 0” 60” 0”
Tempera- 20°C/s 20°C/s 20°C/s 0,1°C/s

turdnderung/Zeit

Tabelle 2-4: Light Cycler Protokoll

2.13 Sequenzierung

Gereinigte DNA, bei denen die FRET-Analyse im Light Cycler darauf hinwies, dass inserierte

Nukleotide vorliegen, wurde zur Sequenzierung zur Firma medigenomix GmbH, Fraunho-
ferstr. 22, 82152 Martinsried geschickt.
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2.14 Statistik

Fur die Gruppenvergleiche zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern bezlglich der Haufigkeit
von AV24-AJ18 Transkripten, dem prozentualen Anteil AV24-AJ18 positiver Zellen mit N-
Region an AV24-AJ18 positiven Zellen wurden die erhobenen Daten auf Normalverteilung
Uberprift. Je nachdem, ob diese vorlag oder nicht, wurden parametrische Testverfahren (-
Test) beziehungsweise nicht-parametrische (Mann-Whitney-U-Test) eingesetzt. Alle Tests
wurden zweiseitig durchgeflhrt. Statistische Signifikanz wurde angenommen, wenn die

Nullhypothese mit einem a-Fehler von 0,05 verworfen werden konnte.

Zusatzlich wurden eventuelle Korrelationen zwischen dem Atopiestatus der Eltern bezie-
hungsweise erhdéhten IgE-Serumspiegeln und der Haufigkeit von AV24-AJ18 Transkripten
beziehungsweise dem prozentualem Anteil AV24-AJ18 positiver Zellen mit N-Region an
AV24-AJ18 positiven Zellen Uberprift.

Die statistischen Auswertungen wurden mit SPSS und R programming language vorgenom-

men.
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3 Material

3.1 Gerate

Autoclav
Eismaschine

Elektrophoresekammern/-zubehor

Easy-Cast

Gefrierschrank —20 °C
Gefrierschrank —80 °C
Gel-Gie3kammern Multi Casting Chamber
Kamera (UV) fir DNA-Gele
Magnetrihrer

Mikroskop

Mikrowellenherd

Mischgerat Vortex-Genie
Mulitpette 4780
Neubauer-improved® Zahlkammer
PCR-Gerat Thermocycler Uno I

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

Spannungsgerat Power Pac 2000

Roche LightCycler®
Roche LightCycler Software, Version 3.3

Schiittler

Taq Man ABI 7700 Sequence

Detection System®

Temperaturzyklusautomat UNO Il

Webco (Bad Schwartau)
Scotsman (Mailand, Italien)

Peglab (Erlangen)

Bosch (Gerlingen-Schillerhdhe)
Kendro (Langenselbold)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA
Dunco (Berlin)

Kika Labortechnik (Staufen)

Leica (Wetzlar)

Moulinex (Radolfzell)
Scientific-Industries, Inc (Bohemia, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Planoptik (Elsoff)

Biometra (Gottingen)

Eppendorf (Hamburg)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

Roche Diagnostics (Mannheim)

Eppendorf (Hamburg)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Biometra (Gottingen)
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Tischzentrifuge 5415
Ultrazentrifuge

UV Transilluminator

Vortex Genie 2

Waage Feinwaage 1265 MP
Wasserbad

Tabelle 3-1: Gerate

3.2 Verbrauchsmaterialien

Anti CD-4/-14 Microbeads

FACS Glasrohrchen
MS-Magnetsaulen

PCR-GefaRe (0,2 ml)
Pipettenspitzen (blau, gelb, mit Filter)
Falcon Tubes (15 ml/50 ml)
Reaktionsgefafe (1,5 mil/2 ml)
Roche LightCycler® Glaskapillaren

Tabelle 3-2: Verbrauchsmaterialien

3.3 Chemikalien

5xPuffer

Anchor probe (FITC)
Aceton

Ampicillin

Aqua ad iniectabilia
Aqua bidestilata
Aqua distilata

Bromphenolblau Na*-Salz

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus (Osterode)

Bachofer (Reutlingen)

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Sartorius (Gottingen)

Eppendorf (Hamburg)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)
Becton Dickenson (Heidelberg)
Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Becton Dickenson (Heidelberg)
Eppendorf (Hamburg)

Boehringer (Mannheim)

Sigma (Minchen)

Tib MolBiol (Berlin)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
B. Braun Melsungen AG (Melsungen)
Gibco BRL (Eggenstein)

Gibco BRL (Eggenstein)

Merck (Darmstadt)
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Diethylpyrocarbonat (DEPC)0,1%
Detection probe (LC-Red 640 nm)
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Di-Natrium-Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)

Di-Natriumhydrogenphosphat
Dithiotreitol (DTT)

Eisessig (Essigsaure 100%)
Ethanol 100%
Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FCS)
Ficoll Hypaque

Glycerin

Glycogen

Hefeextrakt

Hexanukleotide
Isomylalkohol (3-Methyl-1-Butanol)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
n-Laurylsarcosin
B-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumacetat 2m pH 4
Natriumacetatrihydrat
Natriumchlorid

di-Natrium-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Tib MolBiol (Berlin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Miinchen)

Carl Roth GmbH&Co (Karlsruhe)

Fa. Gibco BRL (Eggersheim)

Sigma (Miinchen)

Carl Roth GmbH&Co (Karlsruhe)

Life Technologies (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Life Technologies (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Carl Roth GmbH&Co (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH&Co (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Merck (Darmstadt)
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Natriumhydrogenphosphatmonohydrat

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Natriumdisulfit

Natriumcitrat

Oligonukleotide
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs)
Paraformaldehyd

PBS

Phenol

Phenol / Choroform (49:1)

2- Propanol

Reverse Transkriptase (Superscript |)
Ribonuklease Inhibitor (RNAsin)
Roche LightCycler FastStart Master
Roche RNA-Isolation Kit

RPMI Medium

Salzsaure

SDS

TRIS

Trypton

Ultra pure DEPC treated water

X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-
Galaktosid)

Wasserstoffperoxid

Tabelle 3-3: Chemikalien

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Life Technologies (Karlsruhe)

Life Technologies (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Life Technologies (Paisley, Scotland)
Carl Roth GmbH&Co (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH&Co (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH&Co (Karlsruhe)

Life Technologies (Karlsruhe)

Promega (Mannheim)

Boehringer (Mannheim)

Boehringer (Mannheim)

Gibco (Munchen)

Life Technologies (Paisley, Scotland)
Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Invitrogen (Paisley, UK)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)



3 Material

46

3.4 Losungen und Puffer

Agarose-Gel-Basisldsung 100 ml
1,59

7 ul

BP-Loading Buffer 1 ml
5ml
2ml
2ml

10 mg

GT-Puffer 236,3 g
259
3,79
3,5ml

ad 500 ml

LB-Medium 1049
59
109

950 ml

10xTAE
Agarose

Ethidiumbromid

SD1 1%

Glycerin

EDTA 0,5%, pH 8
Aqua dest.

Bromphenolblau (BP)

Guanidinthiocyanat
N-Lauroylsarcosin
Trisodiumcitrat
2-Mercaptoethanol

Aqua dest., pH 7

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

deionisiertes Wasser, pH 7

Autoklavieren und evtl. Antibiotikumzugabe

LB-Platten siehe LB Medium

15 g/l

Agar vor dem Autoklavieren

Autoklavieren und evtl. Antibiotikumzugabe

Platten gie3en, umdrehen und bei 4 °C lagern



3 Material

47

10x Ligationspuffer

Nukleotidldsung

10x PBS

SOC Medium

10x TAE

60 mM Tris-HCI pH 7,5

60mM MgCl,

50mM NaCl

1 mg/ml  bovines Albuminserum
70 mM Mercaptoethanol
1mM ATP

20 mM Dithiothreitol

10 mM Spermidin

25mM  je d'NTP

80g NaCl
2049 KCI
11,59 Na,HPO, 2H,0

209 KH,PO,

ad 1l Aqua dest.,pH 7,4
20g Trypton

59 Hefeextrakt

0,59 NacCl

950 ml deionisiertes Wasser, pH 7
10 ml 250 mM KCI
10 ml 2 M Glucose

10 ml 1 M MgCl,

484 g TRIS
11,4 ml Eisessig
20 ml EDTA 0,5M pH 8

ad 200 ml Aqua dest.
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X-Gal Stock Ldésung 400 mg X-Gal

10 ml Dimethylformamid

3.5 Oligonukleotide

3.5.1 Molekulargewichtsmarker

100 bp ladder (Invitrogen, Paisley, UK)

3.5.2 Oligonukleotidprimer
Primer fur die praparative PCR (Schnittstellen)
Va24 xho 15’ — ATC CTC GAG GGA AAG AAC TGC ACT -3

TZRa spel 5 — GGT GAA TAG GCA GAC AGA CTAGTC ACT GGA -3

Primer fur die spezifische PCR und light cycler
Va24 5 —TCC AAA GTATAG CCT CCC CAG -3’

Ja18 5 -GAACTGCACTCTTCAATGC -3

3.6 Enzyme und Reagenzienkits

TA Cloning Kit Invitrogen (Paisley, UK)
Tag-Polymerase Pharmacia & Upjohn GmbH (Freiburg)
3.7 Zellen

TOP10F’ Genotyp

F’ [lac® Tn10 (Tet®)] mecrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str?) endA1 nupG
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4 Ergebnisse

4.1 Proben

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Blutproben von 57 Probanden bearbeitet (vgl.
Abbildung 4-1). Von den Probanden liegen Blutproben zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten
vor. Probenentnahmen erfolgte aus der Nabelschnur (NS = Nabelschnurblut), nach dem 4.

Lebensmonat (V2) und nach dem 12. Lebensmonat (V4).

Zeitpunkt NS (n = 57 Proben)

_ Rl Nicht-
Atopiestatus 0:"; er Atopiker

MN-Region @ @

Zeitpunkt
: Nicht- un-
Atopiestatus Atopiker bekannt
1
AV24-AJ18
N-Region
Zeitpunkt
. Nicht- un-
Atopiestatus Atopiker bekannt
0
AV24-AJ18
N-Region

Abbildung 4-1: Ubersicht der Anzahl bearbeiteter Proben zu drei Zeitpunkten (NS, V2, V4)
unter Angabe von Atopiestatus, AV24AJ18 Rearrangement und N-Region



4 Ergebnisse 50

Unter den 57 Probanden fanden sich 14 mit atopischen Erkrankungen, im Folgenden als
Atopiker bezeichnet. Von diesen 14 Atopikern konnten 14 Nabelschnurblutproben, elf Pro-
ben, die nach dem 4. Lebensmonat und 3 Proben, die nach dem zwodlften Lebensmonat

abgenommen wurden, untersucht werden.

AV24-AJ18 Transkripte waren bei 45 Nabelschnurblutproben, bei 28 Proben von Probanden
am Ende des 4. Lebensmonats und bei 18 Proben von Probanden am Ende des 12. Le-

bensmonats nachweisbar. (vgl. Tabelle 4-1).

NS V2 V4
Gesamt 45 28 18
Atopiker 14 8 1
Nicht-Atopiker 29 19 17
Atopiestatus
2 1 0
unbekannt

Tabelle 4-1: Anzahl mittels Real Time PCR analysierter Proben nach Zeitpunkt und Atopies-

tatus

Bei Probanden, bei denen AV24-AJ18 Transkripte nachweisbar waren, wurden FRET-
Analysen zum Nachweis von N-Regionen durchgefiihrt. Beim Nachweis einer N-Region
wurden die Proben sequenziert. Chronologisch gegliedert liegt folgende Anzahl von Einzel-

nukleotidanalysen vor (vgl. Tabelle 4-2, Anhang):

NS V2 V4 V8 Gesamt
Gesamt 33 18 13 2 66
Atopiker 10 3 0 0 13
Nicht-
23 15 13 2 53
Atopiker

Tabelle 4-2: Chronologische Gliederung auf Einzelnukleotidebene analysierter Proben
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Von 4 Probanden liegen longitudinale Serien analysierter Proben von Nabelschnurblut und
Proben im Alter von 4 und 12 oder 36 Monaten vor. Von 3 Probanden konnten Nabelschnur-
blutproben und Proben im Alter von 4 Monaten untersucht werden. Von 3 Probanden liegen
Ergebnisse von analysiertem peripherem Blut im Alter von 4 und 12 Monaten vor. Von 13
Probanden konnte ausschlief3lich Nabelschnurblut analysiert werden. Von einem Proband
liegt nur eine Probe analysierten peripheren Blutes im Alter von 4 Monaten und von 3 Pro-
banden liegen nur Proben analysierten peripheren Blutes im Alter von 12 Monaten vor (vgl.
Tabelle 4-3).

Zeitpunkte Anzahl Probanden
NS + V2 + V4 oder V8 4
NS + V2 3
V2 + V4 3
Nur NS 13
Nur V2 1
Nur V4 3
Gesamt 27

Tabelle 4-3: Anzahl auf Einzelnukleotidebene analysierter Proben nach Serien

Zusatzlich wurden alle molekularbiologischen Schritte an fliinf Erwachsenen vorgenommen.
Wie schon bei vorherigen Untersuchungen (Dellabonna P et al., 1994), konnten bei keinem
der finf erwachsenen Probanden AV24-AJ18 Transkripte mit N-Region nachgewiesen wer-

den. Die durchgeflhrten FACS-Analysen waren alle positiv fir NKT-Zell-spezifische Marker.
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4.2 Charakterisierung der Atopiker

Unter den Probanden, die bezliglich des Atopiestatus blind ausgewahlt wurden, fanden sich
14 Atopiker. Bei zwolf ist die Diagnose einer atopischen Dermatitis gestellt worden. Asthma

konnte in zwei Fallen diagnostiziert werden.

Da die Probanden alle aus einer Risikokohorte stammen, war mindestens ein Elternteil Ato-
piker; bei sechs Kindern waren beide Eltern Atopiker und bei acht Kindern nur jeweils ein
Elternteil.

Bei drei der 14 Kinder mit atopischer Erkrankung lag eine IgE-Sensibilisierung (spezifisches
IgE) vor; ein Mal gegenlber Nahrungsmitteln und zwei Mal in Form einer Pollenallergie. Die
Sensibilisierung gegenuber Nahrungsmitteln wurde im ersten Lebensjahr festgestellt, die

gegenuber Pollen im dritten Lebensjahr (vgl. Tabelle 4-4).

Atopiker gesamt 14
Diagnose Atopische Dermatitis innerhalb der ersten drei Lebensjahre 12
Diagnose Asthma bis zum 3. Lebensjahr 2
Atopiestatus Eltern: beide Eltern Atopiker 6
Atopiestatus Eltern: ein Elternteil Atopiker 8
IgE-Sensibilisierung gesamt 3
- Nahrungsmittelallergene 1
- Luftallergene 2

Tabelle 4-4: Charakterisierung der Atopiker
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4.3 Haufigkeit von AV24-AJ18 Transkripten in AV24"* Klonen bei

Atopikern und Nicht-Atopikern im ersten Lebensjahr

Atopiker zeigen im Vergleich zu Nicht-Atopikern im Nabelschnurblut und in peripheren Blut-
proben nach dem vierten Lebensmonat niedrigere Mittelwerte was die Anzahl an AV24-AJ18
Transkripten innerhalb der AV24 TZRa-Zellen anbelangt. Allerdings zeigt der Mann-Whitney
U Test hierflir keine statische Signifikanz (vgl. Tabelle 4-5).

NS n Mittelwert Minimum Maximum o]
Atopiker 14 5,71 1 17

0,794
Nicht-Atopiker 29 6,31 1 23
4. LM n Mittelwert Minimum Maximum
Atopiker 8 4,63 2 9

0,593
Nicht-Atopiker 19 5,05 1 10
12. LM n Mittelwert Minimum Maximum
Atopiker 1 n/a n/a n/a

0,202
Nicht-Atopiker 17 3,59 1 7

Tabelle 4-5: Anzahl von AV24-AJ18 Transkripten bei Atopikern und Nicht-Atopikern im ers-
ten Lebensjahr und Mann-Whitney U
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Auch der t-Test flr Mittelwertgleichheit zeigt zu keinem der betrachteten Zeitpunkte einen

statistisch signifikanten Unterschied der Haufigkeit von AV24-AJ18-Transkripten innerhalb
der AV24 TZRa-Zellen zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern (vgl. Tabelle 4-6).

Mittel- Standardab- Mini- Maxi-
NS n p Konfidenzintervall
wert weichung mum mum
Atopiker 14 5,71 4,48 1 17
0,713 -3,84 2,65
Nicht-Atopiker 29 6,31 5,14 1 23
Mittel- Standardab- Mini- Maxi-
4. LM n p Konfidenzintervall
wert weichung mum mum
Atopiker 8 4,63 2,62 2 9
0,704 -2,72 1,87
Nicht-Atopiker 19 5,05 2,66 1 10
Mittel- Standardab- Mini- Maxi-
12. LM n p Konfidenzintervall
wert weichung mum mum
Atopiker 1 n/a n/a n/a n/a
n/a n/a n/a
Nicht-Atopiker 17 3,59 1,70 1 7

Tabelle 4-6: AV24-AJ18 Transkripte bei Atopikern und Nicht-Atopikern (t-Test)

Sowohl bei gesunden, als auch bei erkrankten Kindern kommt es im Laufe der ersten vier

Lebensmonate zu einer Abnahme des Mittelwertes der AV24-AJ18 Transkripte (vgl. Tabelle

4-7). Fir Atopiker liegt nur eine Probe nach dem 12. Lebensmonat vor.

NS NS 4. LM 12. LM
Atopiker 5,71 4,63 n/a
Nicht-Atopiker 6,31 5,05 3,59

Tabelle 4-7: Mittelwerte der AV24-AJ18 Transkripte bei Atopikern und Nicht-Atopikern im

Nabelschnurblut, und Blutproben nach dem 4. und 12. Lebensmonat
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Der longitudinale Abfall der AV24-AJ18-Transkripte lasst sich durch die lineare Gleichung
y=7,08 +(-1,18) * x

beschreiben (Statistik Programm "R programming language, Version 2.5.0"). Da p < 0,05 (p
= 5,72*10®), kann der Abfall der Mittelwerte der AV24-AJ18 Transkripte sowohl bei Atopikern
und Nicht-Atopikern im ersten Lebensjahr als signifikant angesehen werden. Der Atopiesta-

tus ist hierbei keine signifikante Einflussgrofie (p = 0,727).

4.4 Haufigkeit von AV24-AJ18 Transkripten mit N-Region in AV24*
Klonen bei Atopikern und Nicht-Atopikern im ersten

Lebensjahr

Um zu Uberprifen, ob es einen Unterschied bezliglich des Vorhandenseins einer N-Region
zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern im ersten Lebensjahr gibt, wurden Bakterienklone,
die ein positives Ergebnis bei der Va24-Ja18 PCR hatten mittels FRET analysiert. Wahrend
der Mittelwert der AV24-AJ18 Transkripte mit N-Region bei Nicht-Atopikern im Nabelschnur-
blut mit 70,69% an allen AV24-AJ18 Transkripten Uber dem Mittelwert der Atopiker (54,73%)
lag, zeigte sich zu spateren Zeitpunkten ein umgekehrtes Ergebnis. Diese Unterschiede

waren jedoch nicht signifikant (vgl. Tabelle 4-8, Tabelle 4-9).

NS n Mittelwert Minimum Maximum P
Atopiker 12 54,73 0 100

0,12
Nicht-Atopiker 26 70,69 14,3 100
4. LM n Mittelwert Minimum Maximum
Atopiker 8 66,67 50 100

0,667
Nicht-Atopiker 19 61,46 20 100
12. LM n Mittelwert Minimum Maximum
Atopiker 1 100,00 100,00 100,00

0,201
Nicht-Atopiker 17 61,64 20 100

Tabelle 4-8: Prozentualer Anteil der AV24-AJ18-Transkripte mit N-Region an den AV24-
AJ18-Transkripten bei Atopikern und Nicht-Atopikern im ersten Lebensjahr und Mann-
Whitney U Test
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Mittel- Standardab- Mini- Maxi-
NS n p Konfidenzintervall
wert weichung mum mum
Atopiker 12 54,73 31,87 0 100
0,115 -35,99 4,07
Nicht-Atopiker 26 70,69 27,67 14,3 100
Mittel- Standardab- Mini- Maxi-
4. LM n p Konfidenzintervall
wert weichung mum mum
Atopiker 8 66,67 21,82 50 100
0,623 -16,33 26,75
Nicht-Atopiker 19 61,46 25,89 20 100
Mittel- Standardab- Mini- Maxi-
12. LM n p Konfidenzintervall
wert weichung mum mum
Atopiker 1 100,00 n/a 100 100
n/a n/a n/a
Nicht-Atopiker 17 61,64 25,94 20 100

Tabelle 4-9: AV24-AJ18 Transkripte mit N-Region bei Atopikern und Nicht-Atopikern (t-Test)

4.5 Zusammenhang zwischen Frequenz an AV24-AJ18
Transkripten, dem Anteil der AV24-AJ18 Transkripte mit N-
Region und dem elterlichen Atopiestatus

Im nachsten Schritt wurde Uberpruft, ob der Atopiestatus der Eltern einen Einfluss auf die

Anzahl der AV24-AJ18-Transkripte hat. Da die Probanden aus einem Hochrisikokollektiv

stammen, liegen nur Daten von Probanden vor, bei denen bei mindestens einem Elternteil

(1) eine Allergie vorlag. Zum Teil sind auch beide Elternteile (2) betroffen (vgl. Tabelle 4-10).

NS 4. LM 12. LM
n 43 27 18
Pearson Korrelations-
-0,99 0,473 0,400
koeffizient
p-Wert 0,530 0,013 0,100

Tabelle 4-10: Korrelation zwischen Atopiestatus der Eltern und Frequenz der AV24-AJ18

Transkripte im ersten Lebensjahr (Pearson Korrelation)
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Mit einem p-Wert von 0,013 zeigt sich ausschlief3lich im 4. Lebensmonat eine signifikante
Korrelation. Wenn beide Elternteile Atopiker sind, ist die Anzahl der AV24-AJ18 Transkripte
erhoht.

Eine Korrelation zwischen dem Atopiestatus der Eltern und dem prozentualen Anteil der
AV24-AJ18-Transkripte mit N-Region an der Gesamtzahl der AV24-AJ18-Transkripte konnte
zu keinem Zeitpunkt im ersten Lebensjahr gezeigt werden; zu allen Zeitpunkten ist der p-

Wert grofer als 0,05 (vgl. Tabelle 4-11).

NS 4. LM 12. LM
n 39 27 18
Pearson Korrelations-
-0,35 -0,197 -0,293
koeffizient
p-Wert 0,834 0,324 0,238

Tabelle 4-11: Korrelation zwischen Atopiestatus der Eltern und Anteil der AV24-AJ18 Trans-

kripte mit N-Region im ersten Lebensjahr (Pearson Korrelation)
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4.6 Zusammenhang zwischen der Frequenz an AV24-AJ18
Transkripten, dem Anteil der AV24-AJ18 Transkripte mit N-
Region und IgE-Serumspiegeln

Ein weiterer Bestandteil der GINI-Studie war die Erhebung von Sensibilisierung gegentber
Nahrungsmittel- und Aeroallergenen. Diese Informationen wurden genutzt, um etwaige As-

soziationen zwischen AV24-AJ18-Transkripte und IgE-Spiegeln herauszufinden.

Eine Korrelation konnte weder zwischen einem erhéhtem spezifischem IgE-Spiegel und der
Frequenz der AV24-AJ18-Transkripte (vgl. Tabelle 4-12), noch zwischen einem erhdhten
spezifischem IgE-Spiegel und dem prozentualen Anteil der AV24-AJ18-Transkripte mit N-
Region an der Gesamtzahl der AV24-AJ18-Transkripte (vgl. Tabelle 4-13) im ersten Lebens-

jahr nachgewiesen werden.

NS 4. LM 12. LM
n 42 26 18
Pearson Korrelations-
-0,203 0,219 -0,015
koeffizient
p-Wert 0,198 0,282 0,954

Tabelle 4-12: Korrelation zwischen erhdhtem spezifischem IgE-Spiegel und Frequenz der

AV24-AJ18 Transkripte im ersten Lebensjahr (Pearson Korrelation)

NS 4. LM 12. LM
n 39 26 18
Pearson Korrelations-
0,142 -0.113 -0,285
koeffizient
p-Wert 0,387 0,582 0,252

Tabelle 4-13: Korrelation zwischen erhdhtem spezifischem IgE-Spiegel und Anteil der AV24-

AJ18 Transkripte mit N-Region im ersten Lebensjahr (Pearson Korrelation)
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4.7 TZR-Sequenzanalysen

Insgesamt liegen Sequenzen von 66 AV24-AJ18 Transkripten von 27 Probanden vor. Eine
vollstandige Liste aller sequenzierten Klone findet sich im Anhang. Vier der 27 Probanden
sind Atopiker, 23 Probanden Nicht-Atopiker. Von den getesteten 66 AV24-AJ18+ Bakterien-

klonen sind 13 von Atopikern und 53 von Nicht-Atopikern (vgl. Tabelle 4-14).

Probanden Sequenzen

Gesamt 27 66
Atopiker 4 (14,8%) 13 (19,7%)
Nicht-Atopiker 23 (85,2%) 53 (80,3%)

Tabelle 4-14: Anzahl Analysen auf Einzelnukleotidebene nach Atopiestatus

Um die Zusammensetzung der durch die Triplets kodierten Aminosauren strukturiert wieder-
zugeben, wurde eine Einteilung der Aminosauren auf Grund ihrer Strukturen und ihrer bio-
chemischen Eigenschaften vorgenommen. Unterschieden wurden polare und unpolare Ami-

nosauren. Zur Gruppe der polaren Aminosauren gehdren ungeladene, saure und basische

Aminoséauren (vgl. Tabelle 4-15).

Ungeladene AS Saure AS Basische AS
Asparagin (Asn) Asparaginsaure (Asp) Histidin (His)
Glutamin (GIn) Glutaminsaure (Glu) Lysin (Lys)

Serin (Ser)

Arginin (Arg)

Threonin (Thr)

Tabelle 4-15: Gruppe polarer Aminosauren
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Zur Gruppe der unpolaren Aminosauren gehdren Aliphaten und Aromaten (vgl. Tabelle

4-16).

Aliphatische AS

Aromatische AS

Glycin (Gly)

Phenylalanin (Phe)

Alanin (Ala)

Tryptophan (Trp)

Isoleucin (lle)

Tyrosin (Tyr)

Leucin (Leu)

Valin (Val)

Methionin (Met)

Prolin (Pro)

Cystein (Cys)

Tabelle 4-16: Gruppe unpolarer Aminosauren

4.7.1 Unterschiede zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern

Der prozentuale Anteil an Codons, der flir polare Aminosauren kodiert, ist flir Atopiker und

Nicht-Atopiker nahezu gleich. Dies gilt auch fur den prozentualen Anteil an Codons, die fur
unpolare Aminosauren kodieren (vgl. Tabelle 4-17).

Anzahl der inserierten
Codons polarer Codons unpolarer
Codons

Gesamt
60 68 128

Atopiker
14 (46,7%) 16 (53,3%) 30

Nicht-

46 (46,9%) 52 (53,1%) 98

Atopiker

Tabelle 4-17: Anteil Codons polarer Aminosauren
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Auch die Aufschlisselung in Codons, die flr aliphatische, aromatische, ungeladene, saure

und basische Aminosauren kodieren, zeigt nur minimale Unterschiede zwischen Atopikern

und Nicht-Atopikern (vgl. Tabelle 4-18).

Aliphatisch Aromatisch Ungeladen Baisch Sauer Gesamt
Gesamt
63 5 32 21 7 128
Atopiker
15 (50,0%) 1(3,3%) 8 (26,7%) 5 (16,7%) 1(3,3%) 30
Nicht-
48 (49,0%) 4 (4,1%) 24 (24,5%) 16 (16,3%) 6 (6,1%) 98
Atopiker

Tabelle 4-18: Anteil Codons ungeladener, saurer und basischer Aminosauren

4.7.2 Aminosauremuster im longitudinalen Verlauf

Ziel der Arbeit war es herauszufinden, ob NKT-Zellklone mit einer bestimmten Primarstruktur

der N-Region positiv selektioniert werden, d. h. im longitudinalen Verlauf wiederholt auftre-

ten. Lediglich bei einem von 27 Probanden, einem Nicht-Atopiker, konnte ein NKT-Zellklon

mit derselben N-Region aus dem Nabelschnurblut und auch noch aus peripherem Blut nach

4 Monaten isoliert werden. Nach 12 Monaten war dieser Klon jedoch nicht mehr zu isolieren.
Die Sequenz der N-Region lautet CCC CCT CAC. Diese kodiert fir die Aminosaurefolge
Prolin — Prolin — Histidin (vgl. Tabelle 4-19).

AV24 AJ18
Probanden- Klon-
t N-Region Asp
Nr. Nr.
GTG | GTG | AGC GAC | AGA | GGC | TCA
1 NSB 25 | GTG | GTG AGA | GGC | TCA
1 4. LM | 92 GTG | GTG AGA | GGC | TCA

Tabelle 4-19: Konservierte Aminosauremuster im longitudinalen Verlauf (1)
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Bei weiteren Nicht-Atopikern finden sich N-Region bei denen die Polaritat der Aminosauren,
fur die die Codons kodieren, im Verlauf der Entwicklung gleich bleibend ist (vgl. Tabelle

4-20). Im longitudinalen Verlauf lassen sich bei Atopikern derartige Muster nicht feststellen.

AV24 AJ18
Probanden- Klon-
GTG | GTG | AGC GAC | AGA | GGC | TCA
Ala
1 NSB | 28 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Gly
1 12.LM| 72 | GTG | GTG AGC- GGC | TCA
Ser
5 4.LM| 63 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Thr
5 12.LM| 88 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala | Asn
84 NSB | 94 | GTG | GTG | AGC - AGA | GGC | TCA
Val Thr
84 4 LM| 46 | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA

Tabelle 4-20: Konservierte Aminosauremuster im longitudinalen Verlauf (11)
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5 Diskussion

Bei Patienten mit allergischen Erkrankungen ist das Th1-Th2-Gleichgewicht in Richtung Th2-
Immunantworten verschoben. Fur die Ausreifung und Differenzierung von Th2-Zellen wird IL-
4 bendtigt. Als Produzenten von IL-4 und somit als Mitverantwortliche fur die Verschiebung
des Th1-Th2-Gleichgewichts in Richtung Th2-Immunantwort kommen unter anderem NKT-
Zellen in Frage, da sie in kurzer Zeit groe Mengen an IL-4 produzieren. Auf Grund dieser
Tatsache wird vermutet, dass zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern Unterschiede bei
NKT-Zellen bestehen. Fragestellung der vorliegenden Arbeit war es, ob sich die Frequenzen
von AV24-AJ18 Transkripten mit und ohne N-Region zwischen Atopikern und Nicht-

Atopikern im ersten Lebensjahr unterscheiden.

Alle Probanden der Arbeit sind Teilnehmer der GINI-Studie aus Minchen und stellen eine
sehr gut definierte Probandengruppe mit strikten Diagnosekriterien flir atopische Erkrankun-
gen dar. Alle Proben wurden blind bezlglich des Atopiestatuses ausgewahlt und bearbeitet.
Soziodkonomischer Status, Anzahl von Geschwistern, Stillen, Haustiere, Impfungen und

Infektionskrankheiten in der Kindheit sowie zahlreiche weitere Parameter wurden erfasst.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Haufigkeit von AV24-AJ18 Transkripten bei Atopikern
und Nicht-Atopikern im Nabelschnurblut und in Blutproben, die nach dem 4. sowie 12. Le-
bensmonat abgenommen wurden, nicht unterscheidet. Auch die Haufigkeit von AV24-AJ18
Transkripten mit N-Region variiert zu verschiedenen Zeitpunkten im ersten Lebensjahr zwi-

schen Atopikern und Nicht-Atopikern nicht.

Jedoch kommt es im Verlauf des ersten Lebensjahres zu einer Abnahme der AV24-AJ18
Transkripte bei Atopikern sowie Nicht-Atopikern. Dies spricht daflir, dass NKT-Zellen bereits
im fetalen Leben eine wichtige immunoregulatorische Rolle spielen und erganzt Ergebnisse
von Prussin und Vliet, die zeigen konnten, dass sich NKT-Zellen ihren endgliltigen Phanotyp
bereits wahrend der fetalen Periode aneignen und, dass sie auch schon wahrend dieser
aktiviert wurden (Prussin C et al., 1997; Vliet HJ van der et al., 2000).

In einer friiheren Studie konnte bereits gezeigt werden, dass Va24 CD161" NKT-Zellen
zwischen erwachsenen Atopikern und Nicht-Atopikern auf zellularem und molekularem Ni-
veau im peripher-vendsen Blut keine signifikanten Unterschiede aufweisen (Prell C et al.,
2003). Im Gegensatz dazu deuteten Ergebnisse einer Pilotstudie mit 13 Kindern (sieben
Atopiker, flinf Nicht-Atopiker) darauf hin, dass gesunde Kinder im Nabelschnurblut mehr
AV24-AJ18 Transkripte haben, als Kinder, die bis zu ihrem 3. Lebensjahr eine atopische

Dermatitis entwickelten.
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Den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liegen exakt dieselben molekularbiologischen
Methoden wie der Pilotstudie zu Grunde und es wurden ebenfalls Blutproben von Teilneh-
mern der GINI-Studie verwendet. Bei einer gréReren Probandenzahl dieser Arbeit (57 Pro-
banden, darunter 14 Atopiker) lasst sich kein signifikanter Unterschied beziglich der Fre-
quenz der AV24-AJ18 Transkripte zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern nachweisen.
Allerdings wurde nach Entblindung das Verhaltnis von Probanden mit und ohne Atopie of-
fensichtlich: Unter den 57 Probanden fanden sich nur 14 Atopiker; auf Einzelnukleotidebene

liegen Analysen von vier Atopikern gegentber 23 Nicht-Atopikern vor.

In der Literatur liegen nur wenige Studien vor, die Unterschiede von NKT-Zellen zwischen
Atopikern und Nicht-Atopikern untersuchen. Die existierenden Untersuchungen zeigen teil-
weise widersprichliche Ergebnisse (Magnan A et al., 2000; Oishi Y et al., 2000; Takahashi T
et al., 2003; Prell C et al., 2003):

Magnan et al. untersuchten 70 erwachsene Probanden (30 Probanden mit atopischer Der-
matitis) und stellten eine vermehrte Anzahl von CD4" NKT-Zellen (Va24* VB11%) bei Atopi-
kern fest, was mit hdheren IL-4- und IgE-Spiegeln korrelierte. Die Gruppe der Atopiker war
jedoch unscharf definiert und die Atopiediagnose wurde lediglich Uber Hauttestung (Prick-

Test) gestellt.

Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Oishi zeigen bei drei Patienten mit atopischer Dermatitis
und sechs Patienten mit Asthma eine reduzierte Zahl von DN Va24 NKT-Zellen gegenlber
funf gesunden Probanden; die Zahl der CD4" Va24 NKT-Zellen war nicht verandert. Nach
Aktivierung der NKT-Zellen produzierten diese hauptsachlich IFN-y, aber kein IL-4.

In einer Studie mit 31 Atopikern und 71 gesunden Probanden von Takahashi war die Zahl
der DN Va24* VB11" NKT-Zellen bei Patienten mit atopischer Dermatitis reduziert und korre-

lierte negativ mit dem Quotienten aus Th1-Zellen/Th2-Zellen.

Dass NKT-Zellen friih eine Rolle in der Immunregulation spielen kénnten, zeigen Untersu-
chungen an Nabelschnurblut, bei denen ein Th2-Ubergewicht festgestellt wurde und die
AV24-AJ18 Transkripte in hoher Frequenz gefunden wurden (D'Andrea et al., 2000; Der Vliet
et al., 2000). Ergebnisse was die Frequenz AV24-AJ18 Transkripte im ersten Lebensjahr

anbelangt, sind bislang nicht publiziert.

Diese widersprichlichen Aussagen zwischen den einzelnen Studien lassen sich durch die
zum Teil geringen Fallzahlen der untersuchten Probanden, durch ungentigende Kriterien der
Probandenauswahl und fehlende strikte Diagnosekriterien sowie durch nicht adaquate statis-
tische Tests (parametrische Tests bei kleinen Fallzahlen) zumindest teilweise erklaren. Au-
Rerdem ist eine hohe interindividuelle Variabilitat bezlglich der Haufigkeit von Va24™ V11"
NKT-Zellen bekannt, weshalb kleine Fallzahlen zu einer fehlerhaften Interpretation der Er-

gebnisse fuhren kénnen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden nicht-parametrische und parametrische Tests durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse basieren auf einer deutlichen gréf3eren Anzahl an Probanden, die alle
aus einem sehr gut charakterisierten Kollektiv stammen. Eine atopische Erkrankung wurde
nur bei Vorliegen strikter, a priori definierter Kriterien diagnostiziert. In Ubereinstimmung mit
Magnan et al. und Takahashi et al. war eine Korrelation zwischen AV24-AJ18 Transkripten
und erhéhten IgE-Serumspiegeln nicht nachweisbar. Im Falle einer Atopiediagnose bei bei-
den Elternteilen war die Frequenz der AV24-AJ18 Transkripte im 4. Lebensmonat bei Atopi-
kern und Nicht-Atopikern reduziert (p = 0,013). Weder im Nabelschnurblut, noch in spateren
Proben zeigte sich ein solches Resultat. Ansonsten hatte die Tatsche, dass ein oder beide
Elternteile Atopiker waren, keinerlei Einfluss auf die Frequenz der AV24-AJ18 Transkripte
oder den Anteil der AV24-AJ18 Transkripte mit N-Region.

Um zu testen, ob sich AV24-AJ18 positive Zellen aus Blutproben aus dem ersten Lebensjahr
von AV24-AJ18 positive NKT-Zellen im peripheren Blut von Erwachsenen unterscheiden,
wurden AV24-AJ18 Transkripte aus Nabelschnurblut und aus Blutproben des 4. und 12.
Lebensmonats auf Einzelnukleotidebene untersucht. Kombiniert wurde hierzu die FRET
Technologie mit der Schmelzkurvenanalyse. Mit dieser Methode war es moglich eine grol3e
Anzahl von NKT-Zell-Klonen zu testen. Im peripheren Blut von Erwachsenen exprimieren
AV24-AJ18 positive NKT-Zellen einen invarianten TZR. Von seltenen Ausnahmefallen abge-
sehen (Dellabonna P et al.,, 1994; Exley M et al., 1997), enthalt die a-Kette des TZR bei
NKT-Zellen beim Erwachsenen keine inserierten Nukleotide (Dellabonna P et al., 1994; Han
M et al., 1999; Prell C et al., 2003). Das Ergebnis der Sequenzanalyse zeigte eine grol3e
Haufigkeit von AV24-AJ18 Transkripten mit N-Region bei den Probanden im ersten Lebens-
jahr. Diese Variante zeigte sich auch in peripheren Blutproben, die nach dem 4. und 12.
Lebensmonat abgenommen wurden. Bei Untersuchungen von Kontrollproben von Erwach-
senen (n = 5) mit denselben molekularbiologischen Methoden fanden sich keine N-
Regionen, was mit bisherigen Erkenntnissen Ubereinstimmt. Die Verteilung der Aminosau-
ren, fir die die Codons der N-Region kodieren, variierte zwischen Atopikern und Nicht-
Atopikern nur in geringem Male. Bei Nicht-Atopikern lag eine gréftere Anzahl an flr ver-
schiedene Aminosauren kodierenden Codons als bei Atopikern vor. Statistisch konnte jedoch
kein Unterschied zwischen der Verteilung der Codons bei Atopikern und Nicht-Atopikern
nachgewiesen werden (Chi-Quadrat-Test). Im longitudinalen Verlauf konservierte Aminosau-
remuster fanden sich nur bei einem gesunden Probanden. Bei Atopikern lieRen sich derarti-
ge Muster nicht feststellen. Insgesamt spricht dies eher gegen die Selektion von NKT-Zellen

mit bestimmter Primarstruktur der N-Region.

NKT-Zellen sind unter anderem Uber die Expression eines invarianten AV24-AJ18 TZR
definiert. Es ist moglich, dass die in dieser Arbeit untersuchten AV24-AJ18 positiven Klone

von NKT-Zellen stammen oder theoretisch auch von konventionellen T-Zellen. Allerdings ist
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der Anteil an AV24-AJ18 positiven T-Zellen in peripheren Blutproben sehr gering
(Dellabonna P et al., 1994; Han M et al., 1999; Prell C et al., 2003). Im Gegensatz zu NKT-
Zellen findet sich bei konventionellen T-Zellen Va24 nur bei 2-10 %; fast ausschlieRlich auf
DN T-Zellen; in nur 0,5 % der Falle auf CD4" T-Zellen und in nur 0,1 % der Falle auf CD8" T-
Zellen. Zum anderen wurde die Methodik der Arbeit an funf Erwachsenen Uberpriift. Die
FACS-Analysen bei Erwachsenen waren positiv fir NKT-Zell-spezifische Marker und in der

Sequenzanalyse der Proben zeigten sich AV24-AJ18 TZR ohne N-Region.

Da von den Probanden nur lysierte Blutproben zur Verfiigung standen, war es nicht méglich
NKT-Zellen direkt zu isolieren, um deren N-Region auf Einzelnukleotidebene zu analysieren.
Die Isolation von NKT-Zellen aus peripherem Blut mit anschlieRender Analyse der N-Region
ware eine Moglichkeit gewesen; der Atopiestatus der Kinder ware allerdings unbekannt
geblieben. Durch Verwendung von Proben der Probanden aus der GINI-Studie, die heute

Uber zehn Jahre alt sind, ist der Atopiestatus jedes Probanden bekannt.

Die Tatsache, dass keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auf AV24-AJ18
Transkript-Ebene gefunden werden konnten, konnte auch durch die Tatsache bedingt sein,
dass Vollblut-Proben verwendet wurden. In zuklnftigen Studien kdnnten mdoglicherweise
Unterschiede zwischen atopischen und nicht-atopischen Individuen entdeckt werden, wenn
isolierte Subpopulationen untersucht werden, die z. B CD4" oder DN-Zellen enthalten. Qishi
et al. fanden eine Verminderung im Anteil der AV24-AJ18 Rearrangements in der DN-

Subpopulation bei atopischen Probanden verglichen mit Gesunden.

Fur unsere Untersuchungen wurde Nabelschnurblut und peripheres Blut verwendet. Magli-
cherweise Uben NKT-Zellen im peripheren Blut keinen regulatorischen Einfluss auf Zellen
aus, die an der kranken Haut oder in der Lunge in situ ihre Funktion austiben. Wenn NKT-
Zellen in diesen Geweben direkt analysiert werden, kénnen eventuell Veranderungen der
Anzahl der NKT-Zellen bei erwachsenen atopischen Patienten gefunden werden. Tierexpe-
rimentelle Untersuchungen konnten zeigen, dass Phanotyp und Funktion von NKT-Zellen in
verschiedenen Organen variieren (Emoto et al., 2000; Hammond et al., 1999; Matsuura et
al., 2000) und auch innerhalb des gleichen Gewebes heterogen sind (Apostolou et al., 2000).
Doherty et al. fanden in Leberbiopsieproben, die aus Lebertransplantaten stammten, eben-
falls eine sehr heterogene Population von NKT-Zellen (Doherty et al., 1999). Peripheres Blut
mag daher weniger geeignet sein, Differenzen im Anteil und Phanotyp von NKT-Zellen zwi-
schen Atopikern und Nicht-Atopikern aufzudecken. Allerdings stoRen Untersuchungen an

Frischgewebe an ethische Grenzen.

Ein weiterer moglicher Untersuchungsansatz konnte sein, neben der Zahl der NKT-Zellen
funktionelle Studien bei Gesunden und Atopikern durchzufiihren, um ihre Rolle bei der Ato-

pie-Genese zu definieren. Trop und llan fanden in einem experimentellen Colitis-Modell bei
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Mausen unterschiedliche Zytokinproduktion der NKT-Zellen entsprechend der Immuntole-
ranz. Bei immuntoleranten Mausen konnte eine hohe IL-4 Sekretion aufrechterhalten wer-
den, wahrend nicht-tolerante Mause bei héherer Entziindungsreaktion mehr IFNy aufwiesen
(Trop and llan, 2002). Loza et al. beobachteten in humanen NKT-Zellen eine Veranderung in
Phanotyp und Zytokinproduktion im Verlauf des Reifungsprozesses (Loza et al., 2002). Aus
diesen beiden Untersuchungen geht hervor, dass moglicherweise bei Atopikern die Produk-
tion unterschiedlicher Zytokine eine groRere Rolle in der Entstehung des Th1/Th2-

Ungleichgewichtes spielt, als die Zahl der NKT-Zellen.
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Kurzfassung

Bei Patienten mit atopischen Erkrankungen ist das Th1-Th2-Gleichgewicht in Richtung Th2-
Immunantwort verschoben. Fir die Ausreifung und Differenzierung von Th2-Zellen wird IL-4
bendtigt. Es besteht die Hypothese, dass NKT-Zellen als Produzenten von IL-4 mitverantwort-

lich fur die Verschiebung des Th1-Th2-Gleichgewichts in Richtung Th2-Immunantwort sind.

Diese Arbeit untersucht molekulare Unterschiede von NKT-Zellen zwischen Atopikern und
Nicht-Atopikern im ersten Lebensjahr. Unter den 57 Probanden befanden sich 14 Atopiker; bei
zwolf von ihnen wurde innerhalb der ersten drei Lebensjahre eine atopische Dermatitis diag-
nostiziert, bei zwei Kindern lag allergisches Asthma bronchiale vor. Alle Probanden sind Teil-
nehmer der GINI-Studie aus Minchen und stellen eine sehr gut definierte Probandengruppe

mit strikten Diagnosekriterien flir atopische Erkrankungen dar.

Bestimmt wurde die Frequenz von AV24-AJ18 Transkripten im Nabelschnurblut und in Blut-
proben, die im 4. sowie 12. Lebensmonat enthnommen wurden. Hierbei wurden Unterschiede
zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern bezlglich des Vorhandenseins einer N-Region, d. h.
von inserierten, nicht-informativen Nukleotidsequenzen, untersucht. Aulerdem wurde Uber-

pruft, ob longitudinal konservierte Aminosauremuster der N-Region existieren.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Haufigkeit von AV24-AJ18 Transkripten bei Atopikern
und Nicht-Atopikern im Nabelschnurblut und in Blutproben, die nach dem 4. sowie 12. Le-
bensmonat abgenommen wurden, nicht unterscheidet. Jedoch kommt es im Verlauf des
ersten Lebensjahres zu einer Abnahme der AV24-AJ18 Transkripte bei Atopikern sowie Nicht-
Atopikern. Auch die Haufigkeit von AV24-AJ18 Transkripten mit N-Region bei Atopikern und
Nicht-Atopikern unterscheidet sich im ersten Lebensjahr nicht. Ein Zusammenhang zwischen
dem Atopiestatus der Eltern und der Frequenz der AV24-AJ18 Transkripte beziehungsweise
dem Vorhandensein von AV24-AJ18 Transkripten mit N-Region bei Kindern im ersten Le-

bensjahr konnte nicht festgestellt werden.

Nur bei einem gesunden Probanden konnte im ersten Lebensjahr eine konservierte Sequenz
der N-Region gezeigt werden. Die Sequenz der N-Region lautet CCC CCT CAC und kodiert

fur die Aminosaurefolge Prolin—Prolin—Histidin.

In zukiinftigen Studien konnten NKT-Zell-Subpopulationen von Atopikern und Nicht-Atopikern
untersucht werden. Auch funktionelle Studien von NKT-Zellen bei Atopikern und Nicht-
Analysen und Untersuchungen in verschiedenen Geweben bieten sich an, um den Einfluss

von NKT-Zellen bei atopischen Erkrankungen zu klaren.
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Schlagworter

NKT-Zellen
AV24-AJ18
N-Region
Atopie
Atopiker

Nicht-Atopiker
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Anhang
AV24 AJ18
Probanden- Klon-
GTG | GTG | AGC GAC | AGA | GGC | TCA
Pro Pro His
1 NSB | 25 | GTG | GTG _ AGA | GGC | TCA
Ala
1 NSB | 28 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala Gly
1 NSB | 71 | GTG | GTG | AGC - GAC | AGA | GGC | TCA
Pro Pro His
1 4. LM| 92 | GTG | GTG _ AGA | GGC | TCA
Asp lle
1 12.LM| 12 | GTG | GTG | AGC GAC- GAC | AGA | GGC | TCA
Gly
1 12.LM| 72 | GTG | GTG AGC- GGC | TCA
Arg Arg Gly
2 NSB | 63 | GTG | GTG _ TCA
Thr
2 4.LM| 4 GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala
2 4.LM| 85 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Gly
2 12.LM| 16 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Thr | GIn
2 12.LM| 73 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala Val Gly
3 NSB | 25 | GTG | GTG AGC_
Val Ser
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3 NSB 3 GTG - GGC | TCA
lle

3 4. LM| 14 | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Trp

3 36.LM| 18 | GTG TGG - GAC | AGA | GGC | TCA
Thr Pro

3 36.LM| 2 GTG | GTG - AGA | GGC | TCA
Ser

5 4.LM| 63 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Thr

5 12.LM| 88 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Gly | Leu

14 NSB | 40 | GTG | GTG | AGC - GAC | AGA | GGC | TCA
His

14 NSB | 78 | GTG | GTG | AGC - GAC | AGA | GGC | TCA
Val Ser

58 NSB | 25 | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Val Ala | Arg | Gin
lle

62 12.LM| 5 GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala Lys

62 12.LM| 78 | GTG | GTG | AGC - AGA | GGC | TCA
Ser | Ser

65 NSB | 25 | GTG | GTG | AGC - AGA | GGC | TCA
Trp

65 NSB | 33 | GTG | GTG | AGC | TGG GAC | AGA | GGC | TCA
Thr

67 NSB | 19 | GTG | GTG - AGA | GGC | TCA
Trp

69 NSB | 67 | GTG | GTG | AGC | TGG AGA | GGC | TCA
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Glu

72 4. LM| 23 | GTG | GTG | AGC | GAG AGA | GGC | TCA
Asn

m72 4. LM| 43 | GTG | GTG | AGC - AGA | GGC | TCA
Pro

72 12.LM| 2 GTG | GTG | AGC - GAC | AGA | GGC | TCA
Leu | Pro | Ser

73 NSB | 93 | GTG | GTG | AGC _ GGC | TCA
Gly

74 NSB | 34 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala | Asp | Gly

74 NSB | 79 | GTG | GTG - GAC - GAC | AGA | GGC | TCA
Thr

74 4. LM| 47 | GTG | GTG - AGA | GGC | TCA
Gly

76 NSB 6 GTG | GTG | AGC - GAC | AGA | GGC | TCA
Asn

78 4 LM| 38 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ser

78 4 LM| 83 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Asp | Arg

79 12.LM| 86 | GTG | GTG | AGC | GAC - GAC | AGA | GGC | TCA
Ser | GIn

81 12.LM| 42 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ser | Arg

81 12.LM| 45 | GTG | GTG - GGC | TCA
Ala Arg Ala Ala

82 NSB | 86 | GTG | GTG | AGC _ GGC | TCA
Pro

83 NSB | 60 | GTG | GTG | AGC GGC | TCA
Pro
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83 NSB | 64 | GTG | GTG | AGC - GGC | TCA
Tyr | Arg

83 4. LM| 21 | GTG | GTG | AGC | TAT - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala Ala Ala

83 4.LM| 79 | GTG | GTG | AGC _ AGA | GGC | TCA
Ala | Asn

84 NSB | 94 | GTG | GTG | AGC - AGA | GGC | TCA
Val Thr

84 4. LM| 46 | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Asn | Arg

85 NSB | 17 | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala Lys | Glu | Glu | Val

86 NSB | 39 | GTG | GTG | AGC GAG | GAG TCA
Arg Gly

88 4. LM| 11 | GTG | GTG - AGA | GGC | TCA
Ser | Ala Arg Val

88 4. LM| 40 | GTG | GTG _ AGA | GGC | TCA
Cys

88 12.LM| 84 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA

Tabelle: Ergebnisse Sequenz-Analyse Nicht-Atopiker
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AV24 AJ18
Probanden- Klon-
GTG | GTG | AGC GAC | AGA | GGC | TCA
Thr | Ser
11 NSB | 29 | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Lys
11 NSB | 35 | GTG | GTG - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala Arg Glu
11 NSB | 55 | GTG | GTG | AGC - GAA AGA | GGC | TCA
Pro
11 NSB | 82 | GTG | GTG | AGC - GAC | AGA | GGC | TCA
Ala | Asn | Arg
11 NSB | 92 | GTG | GTG AGC_ GGC
Pro Gly
12 NSB | 57 | GTG | GTG | AGC - AGA | GGC | TCA
Ala Ser Ser Gly
12 NSB | 58 | GTG | GTG | AGC _ GAC | AGA | GGC | TCA
Thr | Phe | Met | Ser
12 4 LM| 20 | GTG | GTG - TTT - AGA | GGC | TCA
Arg Gly Gly
12 4. LM| 24 | GTG | GTG AGC_ GGC | TCA
Lys | Gly
12 4. LM| 59 | GTG | GTG - AGA | GGC | TCA
Ala Ser
25 NSB | 68 | GTG | GTG | AGC - TCA
Ala Pro
37 NSB | 55 | GTG | GTG | AGC - GAC | AGA | GGC | TCA
lle
37 NSB | 58 | GTG | GTG - GGC | TCA

Tabelle: Ergebnisse Sequenz-Analyse Atopiker
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