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6 ZUSAMMENFASSUNG



Einleitung

1.1 Epidemiologie allergischer Erkrankungen

Die Pravalenz von Asthma, atopischer Dermatitis und allergischer Rhinitis ist in
den westlichen Industrienationen innerhalb der letzten Jahrzehnte stark
angestiegen. Inzwischen sind atopische Erkrankungen dort die haufigsten
chronischen Erkrankungen im Kindesalter geworden. So leiden beispielsweise
rund 10% der Jugendlichen unter Asthma. Allein in den USA sind 10-15
Millionen Menschen  Asthmatiker. Die  direkten und indirekten
Gesundheitskosten allein des Asthma bronchiale werden in Deutschland auf 3

Milliarden Euro pro Jahr geschatzt [1].

Die Pathogenese atopischer Erkrankungen wird von vielen Einflussfaktoren
bestimmt. Als umweltbedingte Risikofaktoren, die die Entstehung allergischer
Erkrankungen und deren Zunahme erklaren kénnten, kommen
Allergenexposition, Ernahrung und mangelnde Exposition mit Infektionserregern
in Betracht [2, 3, 4]. Andererseits weisen zahlreiche Studien —insbesondere der
Vergleich von mono- und dizygoten Zwillingspaaren— auf eine starke genetische

Komponente bei atopischen Erkrankungen hin [5].

1.2 Genetik

1.2.1 Komplexe genetische Merkmale

Asthma und Atopie sind komplexe genetische Merkmale. Charakteristisch fur
komplexe genetische Merkmale ist, dass diese nicht den klassischen
Mendel’'schen (rezessiven bzw. dominanten) Erbgangen folgen. Die genetische

Analyse komplexer Erbgange wird durch folgende Grundprobleme erschwert:
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Inkomplette Penetranz und Phéanokopie: Einige Individuen, die ein Gen

erben, das flir eine Krankheit pradisponiert, entwickeln diese nicht (inkomplette
Penetranz), wogegen andere, die dieses pradisponierende Allel nicht erben,
aufgrund von Umweltfaktoren trotzdem erkranken (Ph&nokopie). Daher kann
der Genotyp an einem bestimmten Lokus die Wahrscheinlichkeit des Auftretens
einer Krankheit beeinflussen, aber nicht vollstandig bestimmen. Die Penetranz,
also die Wahrscheinlichkeit der Erkrankung bei einem pradisponierenden
Genotyp, kann auch von nichtgenetischen Faktoren wie Alter und

Umwelteinflissen abhangen.

Genetische Heterogenitat: Mutationen in unterschiedlichen Genen kdnnen
identische Phanotypen zur Folge haben, wenn die Gene beispielsweise fur
einen gangigen biochemischen Stoffwechselweg oder eine haufige zellulare
Struktur kodieren. So kénnen ein und derselben Krankheit verschiedene

Gendefekte zu Grunde liegen.

Polygene Vererbung: Mutationen in mehreren verschiedenen Genen muissen

gleichzeitig vorliegen/vererbt werden, um die Krankheit auszulésen.

1.2.2 Methodik genetischer Untersuchungen
1.2.2.1 Zwillingsstudien

Zwillingsstudien bieten die Moglichkeit, die genetische Komponente einer
Krankheit relativ isoliert von den Umwelteinflissen zu bewerten. Eineiige
Zwillinge sind genetisch identisch und besitzen daher exakt die gleichen
Erbanlagen. Zweieiige Zwillinge stimmen in 50 % ihrer Gene Uberein. Sowohl
eineiige als auch zweieiige Zwillinge sind in der Regel den gleichen
Umwelteinflissen und dem gleichen Lebensstil innerhalb ihrer Familie
ausgesetzt. Der Vergleich von mono- und dizygoten Zwillingen hinsichtlich

komplexer Krankheitsbilder erlaubt daher die genetische Komponente eines
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Krankheitsbildes abzuschatzen. Ergebnisse von Zwillingsstudien lassen
den Schluss zu, dass eine starke genetische Komponente atopischen
Erkrankungen zu Grunde liegt [5]. So schatzt eine Studie mit 11.688 danischen
Zwillingspaaren den Anteil genetischer Faktoren hinsichtlich der Suszeptibilitat
fur Asthma bronchiale auf 73% [6].

1.2.2.2 Kopplungsstudien

Kopplungsstudien dienen der Lokalisation krankheitsverursachender Gene.
Hierfur werden sogenannte Mikrosatellitenmarker, STRP (short tandem repeat
polymorphisms) eingesetzt (sieche Abb. 1). Diese STRPs enthalten eine
unterschiedliche Anzahl von Di-, Tri- oder Tetranukleotid-Wiederholungen. Sie
sind in dichter Folge Uber das gesamte Genom verteilt und ihre Funktion ist bis

heute unbekannt.

@ \lo’wf \N"(‘d N -‘;\(\6%@\6’5 . \(_-\o"’ b‘:(;\(\“’

Vater 40 + 24 + 40 =104
= GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT ——  Allel A
CACACACACACACACACACACACA —— —~ 104 = —_—
= GTGTGTGTGTGTGTGTGT ®
CACACACACACACACACA =— AllelB 5,5, |
0 + 18  + 40 =98 g
§ 100
(=] — —
Mutter 40 . 10 + 40 =90 D 98 4 ==
= GTGTGTGTGT e
CACACACACA — Allel € % o
— GTGTGTGTGTGTGT 3
CACACACACACACA — Allel D ° 94 | —_— —
a.
0 + 14 + 40 = 94 ' o5 |
§ 92
90 + _— == == J—

Abb. 1: Links sind schematisch unterschiedlich lange polymorphe Bereiche (STRP)
in den Allelen der Eltern dargestellt. Die unterschiedliche Lange der PCR-Produkte
kommt ausschlieBlich durch die polymorphen Dinukleotid-Wiederholungen zustande.
Nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte (rechts) ergeben sich
individuelle Bandenmuster. Sind (zahlreiche) betroffene Geschwister (hier z.B. Kind 1
und 2) an diesem Locus genetisch identisch (,allele sharing®) spricht dies fir eine

Kopplung des Markers mit dem entsprechenden Krankheitsgen.



1.2.2.3 ,Allele-sharing” Methoden

LAllel-sharing“-Methoden testen, wie haufig Allele eines genetischen Markers
oder eines bestimmten chromosomalen Abschnittes mit verschiedenen
genetischen Varianten (Haplotypen) bei betroffenen (kranken) Verwandten
gemeinsam auftreten. Sind Verwandte haufiger als es die Zufallsverteilung
erwarten lieRe fur einen polymorphen Marker bzw. einen Haplotyp genetisch
identisch, ist dies ein Hinweis darauf, dass dieser Marker mit dem
krankheitsverursachenden Gen gekoppelt vererbt wird, d.h. in der Nahe des
Markers lokalisiert sein muss. Die Wahrscheinlichkeit einer gekoppelten
Vererbung verhalt sich umgekehrt proportional zu dem Abstand im Genom.
Stimmen zwei Verwandte in einem bestimmten Gen einer chromosomalen
Region Uberein, spricht man von identical-by-descent (IBD), das heilt, genau
dieses Gen wurde von einem gemeinsamen Vorfahren vererbt. Ist das
krankheitsverursachende Gen nicht bekannt, kann mit genetischen Markern
eine chromosomale Region untersucht werden. Dabei kann nur dartber eine
Aussage getroffen werden, ob Verwandte in flr diesen Marker Ubereinstimmen,
was identical-by-state (IBS) genannt wird. Je dichter die genetischen Marker

liegen, desto genauer ist es moglich, von IBS auf IBD zu schliefl3en.

Bei der Untersuchung komplexer genetischer Krankheitsbilder wird meist die
,Betroffene-Geschwisterpaar“-Analyse, eingesetzt, die einfachste Form der
IBD-Statistik. Geschwister sind zu 50% genetisch identisch, da sie je die Halfte
der Gene von Vater und Mutter erben. Bei der ,Betroffene-Geschwisterpaar®-
Analyse untersucht man nun Geschwister und analysiert, in welcher
chromosomalen Region Paare zu signifikant mehr als 50% genetisch identisch
sind. Beide Eltern werden ebenfalls genotypisiert, um einerseits die Vaterschaft
zu sichern und um andererseits zu testen, von welchem Elternteil die
chromosomalen Abschnitte vererbt wurden. Bei diesem Studientyp kann die
Abweichung von der zufalligen Vererbung mit einem einfachen xz—Test ermittelt

werden.
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Abb. 2: ,Betroffene Geschwisterpaar“-Studie: Mit Hilfe von Mikrosatellitenmarkern wird
getestet, inwieweit erkrankte Geschwister an bestimmten Genorten genetisch identisch sind
(identical-by-descent). Sind dies signifikant mehr als 50% der untersuchten Paare, deutet dies

auf eine Kopplung des eingesetzten Markers mit dem Krankheitsbild hin.

1.2.2.4 Der Transmissions-Disaquilibrium-Test (TDT)

Jedes vaterliche oder mutterliche Allel wird mit einer Wahrscheinlichkeit von
50% an Nachkommen vererbt. Der TDT untersucht, ob signifikante
Abweichungen von dieser Verteilung auftreten. Dazu werden betroffene
Individuen und beide Eltern (Trios) auf das Vorkommen polymorpher
genetischer Marker oder auch single nucleotide polymorphisms (SNPs)
analysiert. Vererben heterozygote Eltern einen bestimmten Marker/SNP
signifikant haufiger als 50% auf kranke Kinder, so weist dies auf eine Kopplung
und Assoziation des vermehrt transmittierten Allels mit dem Krankheitsgen bzw.
der Erkrankung hin. Positive Ergebnisse bei Anwendung des TDT sind jedoch
nur dann zu erwarten, wenn sich der eingesetzte Marker in unmittelbarer Nahe
des Krankheitsgens bzw. im Krankheitsgen selbst befindet. Betragt der Abstand
mehr als ein centiMorgan (cM), was etwa 10° Basenpaaren entspricht, kann

eine Kopplung/Assoziation durch den TDT kaum noch nachgewiesen werden.
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Abb. 3: Transmissions-Disaquilibrium-Test: Betroffene Kinder und deren Eltern
(unabhangig ob betroffen oder nicht) werden untersucht. Wird ein Allel von heterozygoten Eltern
signifikant haufiger als 50% an betroffene Kinder vererbt, deutet dies auf einen Zusammenhang

zwischen diesem Marker und der Krankheit hin.

1.2.2.5 Assoziationsstudien

Sind Polymorphismen in einem Kandidatengen bekannt, so kénnen Fall-
Kontroll-Studien eingesetzt werden. Dabei werden die Allelfrequenzen in
betroffenen versus nicht betroffenen Individuen verglichen. Bei komplexen
Krankheitsbildern bedarf es einer sorgfaltig ausgewahlten Kontrollpopulation,
die sich idealerweise nur in dem zu untersuchenden Merkmal von der

betroffenen Population unterscheidet.

g e Do
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Abb. 4: Assoziationsstudie: Betroffene Individuen werden mit nicht betroffenen Individuen
verglichen. Dieses Studiendesign bietet sich an, wenn Polymorphismen in Kandidatengenen
identifiziert wurden und diese auf eine mogliche Assoziation mit der Krankheit getestet werden

sollen.



1.2.3 Genomweite Suchen

Ist es unklar, wo sich krankheitsverursachende Gene im Genom befinden,
konnen STRPs in regelmaligen Abstanden Uber das gesamte Genom verteilt
eingesetzt werden. Meist werden betroffene Geschwisterpaare untersucht
(siehe auch 1.2.2.3). Chromosomale Regionen, die auf eine Kopplung mit dem
untersuchten  Krankheitsbild hinweisen, werden anschlieend beim
sogenannten .fine mapping“ mit enger beieinanderliegenden Markern genauer
untersucht. So wird eine Kandidatenregion, die mit der Krankheit in Verbindung

stehen koénnte, immer enger eingegrenzt (Positionelle Klonierung).

1.2.4 Kopplungsstudien in Kandidatengenregionen

Diese Studien widmen sich gezielt Regionen, in denen Gene lokalisiert sind, die
durch ihre biologische Funktion fur die Krankheitsentstehung oder -auspragung
von Bedeutung sein kdnnten. Im Gegensatz zu genomweiten Suchen ist also
eine a priori Hypothese erforderlich. Mehrere STRPs werden nach ihrer
Lokalisation in diesen Regionen ausgewahlt und auf Kopplung (meist in

.betroffenen Geschwisterpaaren® oder mittels TDT) untersucht.

Die Genotypisierung von SNPs in Kandidatengenen (siehe 1.2.5) kann
ebenfalls fur Kopplungsanalysen herangezogen werden, wobei diese

biallelischen Marker weit weniger informativ als hochpolymorphe STRPs sind.

Die standig steigende Zahl chromosomaler Regionen, die in genomweiten
Suchen und Analysen von Kandidatengenregionen in Zusammenhang mit
atopischen Erkrankungen gebracht werden, verdeutlicht die Komplexitat der
genetischen Grundlage. Folgende chromosomale Regionen zeigten in
mehreren Studien einen Hinweis auf Kopplung mit Atopie-assoziierten
Phanotypen: 5q23-33, 6921-23, 11913, 12q14-24 und 13q11-32 [7].



1.2.5 Kandidatengenstudien

An Kopplungsstudien schlieRen sich meist Kandidatengenanalysen an, d.h. die
Suche nach Varianten der DNA-Sequenz in Genen bzw. deren regulatorischen
Elemente. Allelfrequenzen werden dann in Populationen mit definierten
Phanotypen analysiert und mit nicht betroffenen Individuen verglichen. Mittels
genetischer Varianten lassen sich z.B. bei betroffenen Geschwisterpaaren auch

Kopplungsstudien durchfuhren.

1.2.6 Funktionelle Studien

Da SNPs haufig sind (ca. 1 SNP auf 1000 bp), ist es von Bedeutung,
funktionelle Unterschiede einer identifizierten genetischen Variante (zumindest

in vitro) nachzuweisen.

1.3 Immunologie der allergischen Reaktion

1.3.1 Die Rolle der T-Zellen

Die Entzindungsreaktion bei allergischem Asthma geht einher mit der
Einwanderung von hauptsachlich CD4-positiven aktivierten T-Lymphozyten in
den Entzindungsort. Sie Ubernehmen eine zentrale regulatorische Rolle im
allergischen Geschehen. Die Aufgabe der T-Zellen besteht in der
Unterscheidung zwischen harmlosen und gefahrlichen Antigenen. Jede
einzelne T-Zelle tragt ihren spezifischen T-Zellrezeptor. Bei allergischen
Erkrankungen reagieren die T-Zellen auf harmlose Umweltantigene wie
Tierhaare oder Pollen nicht mit Toleranz, sondern einer fehlgeleiteten T-

Zellantwort, woraus sich die typische Entzundungsreaktion ergibt.

1.3.1.1 T-Helferzellen vom Typ1 und Typ2 und deren Zytokine

Verschiedene Subpopulationen von T-Zellen, die sich Uber die von ihnen
sezernierten Zytokine definieren, Ubernehmen unterschiedliche Aufgaben bei

der Infektabwehr im Korper. T-Helferzellen vom Typ 2 (TH2) sezernieren
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hauptsachlich IL-4, IL-13, IL-5, IL-6, IL-9 und IL-10, wogegen TH1-Zellen

IL-2, INF-y und TNF-B ausschitten. Die TH1-Zellen vermitteln u.a. eine
zelluldre Immunantwort bei der Infektabwehr von Bakterien und Viren. TH2-
Zellen sind flr die Immunantwort im Rahmen parasitarer Erkrankungen

unabdingbar.

Eine ruhende T-Zelle wird durch eine Antigenprasentierende Zelle (APC), z.B.
einen Makrophagen, stimuliert (siehe auch Abb. 9). Erkennt eine APC ein
Antigen bzw. Allergen Uber seine oberflachenstandigen Immunglobuline, wird
dieses aufgenommen, prozessiert und ein allergenspezifisches Peptid an der
Oberflache der APC uber ein major histokompatibility complex (MHC)-Molekul
der Klasse 2 prasentiert. Zusatzlich schuttet die APC l6sliche Botenstoffe aus,
die die Polarisierung der naiven T-Zelle in Richtung TH1- oder TH2-
Effektorzelle steuern. Die verschiedenen T-Zell-Populationen inhibieren sich
gegenseitig. So bewirkt eine aktive TH1-Immunantwort eine Unterdrickung der
TH2-Immunitat und umgekehrt. Eine TH2-Polarisation am Ort der allergischen

Entzindung ist in vielen Studien nachgewiesen worden.

1.3.2 Funktionen der Zytokine IL-4 und IL-13

Bei der TH2-Immunantwort spielen die Interleukine IL-4 und IL-13 auf Grund

folgender Funktionen eine tragende Rolle:

e Vermehrte Expression von HLA-DR-Molekulen auf APC (Férderung der

Allergenprasentation) [8];
e Aktivierung von Mastzellen und Eosinophilen;

e Hochregulation der Dichte des niedrigaffinen IgE-Rezeptor (CD23) auf
aktivierten B-Lymphozyten. B-Lymphozyten konnen dann wiederum Uber
ihre  Oberflachenimmun-globuline Antigene und Allergene abfangen,

internalisieren und auf HLA-DR-Molekulen prasentieren [9];
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e Erhalt der TH2-Immunantwort und Unterdrickung der TH1-
Immunantwort durch Inhibition der Expression von proinflammatorischen

Genen wie IL1, TNF, IL6 durch Monozyten-Makrophagen [10];

e Stimulation des Immunglobulin-Klassenwechsels zu IgE-Produktion in B-
Zellen [9, 11];

e Induktion der Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen
(VCAM-1) [12];

e Produktion von Chemokinen [13].

Aspekte und Wirkungen des Zytokins IL-13 [10]:

keine intrazellulare Aktivierung der JAK-3 Kinase;

keine Forderung der Proliferation von aktivierten T-Zellen;

keine direkte Wirkung auf T-Zellen;

Unterdrackung der IL-12 Produktion in Monozyten.

1.3.3 Der Einfluss von IL-4 und IL-13 auf die IgE-Produktion

Neben der Interaktion der Membranmolekule CD40L bei der aktivierten T-Zelle
und CD40 bei der aktivierten B-Zelle, welche den Immunglobulin-
Klassenwechsel einleiten [11], ist die Prasenz von IL-4 und IL-13 wesentlich:
Beide Zytokine fordern die IgE-Produktion, wahrend IL-12 und Interferon-y
hemmend wirken. Die Dominanz der TH2-Zellen, deren Leitzytokin das IL-4 ist,
ist somit ein wichtiges Charakteristikum der Ausbildung einer Reaktion vom

Soforttyp.

IL-13 wird ebenfalls von TH2-Zellen gebildet und hat ahnliche Wirkungen wie
IL-4, allerdings tragen T-Zellen keinen IL-13 Rezeptor, so dass dieses Zytokin
hauptsachlich auf B-Zellen wirkt, wo IL-13 z.B. die IgE-Produktion anregt [9].
Beide Zytokine regulieren die Chemokinproduktion (Eotaxin) °, die Aktivierung
von Mastzellen und Eosinophilen sowie die Inhibition von proinflammatorischer

Genexpression (IL-1, Tumornekrosefaktor, I1L-6) ™.
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Diese Uberlappung der Funktionalitiat von IL-4 und IL-13 kann durch die
gemeinsame Nutzung einer Rezeptorkette ihres jeweiligen Rezeptorkomplexes

erklart werden [8].

1.3.4 Aufbau und Wirkungen des IL-4- bzw. des IL-13-Rezeptors

Der IL-4 Rezeptor (IL-4R), der hauptsachlich auf Zellen der Hamatopoiese
exprimiert wird, besteht aus einer y-Kette und einer a-Kette (IL-4Ra). Der IL-13
Rezeptor stellt ein Heterodimer aus der gleichen IL-4Ra-Kette und einer IL-
13Ra1 Kette dar. IL-4 kann an beide Rezeptortypen binden, wogegen IL-13 nur
am IL-13 Rezeptor wirken kann. Binden die Zytokine an diese Rezeptoren
werden intrazellular Januskinasen (JAK1 oder JAK3) aktiviert, die wiederum
das signal-transduction-and-transactivation-(STAT)-Molekul 6 phosphorylieren.
Die phosphorylierten STAT6 dimerisieren und binden im Kern der Lymphozyten
an spezifische Konsensussequenzen innerhalb der Promoterregionen von
Genen, die durch IL-4 und IL-13 reguliert werden. Die gemeinsame Nutzung der
IL-4Ro-Kette und des IL-13Ra1 Rezeptorkomplexes erklart viele der ahnlichen

Wirkungen dieser Zytokine.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der IL-4 und IL-13 Signalkaskade
Uber den IL-4 Rezeptor und den IL-13 Rezeptor. IL-4 bindet Uber die IL-
4Ro-Kette an beiden Rezeptoren, wogegen IL-13 nur an der IL-13Ra1-
Kette wirksam werden kann. Der IL-4 Rezeptor wird auf B- und T-Zellen
exprimiert, der IL-13-Rezeptor nur auf B-Zellen. Beide Rezeptortypen
aktivieren STAT6, das wiederum T-Helfer-Zellen befahigt, ihre TH2-
Eigenschaften zu bewahren und B-Zellen zur Ig-E-Produktion anregt (nach
[14]).

1.3.5 Die Gene IL4, IL13 und IL4RA
1.3.5.1 Kopplungsstudien

Genomweite Suchen als auch Analysen in Kandidatengenregionen ergaben
wiederholt Hinweise auf eine Kopplung von Asthma beziehungsweise Asthma-
assoziierter Merkmale (hohe Gesamt- und spezifische IgE-Konzentration, BHR,
Eosinophilen-Konzentration im Blut) mit Chromosom 5q31-33 [15, 16, 17, 18,
19]. Hier sind Gene lokalisiert, die fur Zytokine der TH2-Zellen kodieren (siehe
Abb. 6). Marsh et al. beschrieben 1994 erstmals eine Kopplung von

genetischen Markern auf Chromosom 5931 mit Gesamt-IgE Werten. Bei den
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untersuchten Pennsylvania Armish waren die signifikantesten Ergebnisse

fur einen Marker innerhalb des /L4-Gens zu beobachten. Interessanterweise
waren die Kopplungsergebnisse hinsichtlich des Gesamt-IgE bei Nicht-
Atopikern dieser homogenen Population am signifikantesten. Dies deutet darauf
hin, dass ein Gen bzw. eine genetische Variante in dieser chromosomalen
Region die unspezifische (,non-cognate®) IgE Regulation moduliert [19]. /L4 und
IL13 sind auf Grund der unter Absatz 1.3.2 aufgefihrten Funktionen

interessante Kandidatengene hinsichtlich der Serum-IgE Regulation.

Chromosom 5q31.1-q33

I .
— Distanz (kB)
— 3015 IL13
e o | 4
p — 150 | %II:S
I 100 e IRFI
I 250
Ljo [ — IL3
- === GMCSF
— >2000]
>2000
—
T = CD14
I 1000
q I
o m— R
— >1000
T memm== ADRB2
I

Abb. 6: Schematische Dar-stellung des Interleukin-Clusters auf Chromosom 5. Der lange
Arm wird mit g bezeichnet der kurze mit p. Die Zahlen entsprechen Banden, welche in der

Metaphasenfarbung sichtbar sind (nicht maf3stabsgetreu wiedergegeben).

Eine Kopplung wurde auch zwischen Atopie und Markern gefunden, die das
IL4RA-Gen auf Chromosom 16p12 flankieren [20].

1.3.5.2 Kandidatengenstudien

IL4: Finf genetische Varianten sind im Promotor des /L4-Gens bekannt, von
denen vier allerdings sehr selten auftreten [20]. Eine Assoziation eines Cytosin
zu Tyrosin Austausches an Position —590 mit hohen IgE-Werten wurde von

Rosenwasser beschrieben [21], konnte jedoch bisher nicht bestatigt werden.
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IL13:Graves et al. identifizierten 7 SNPs im IL13-Gen. (siehe Abb. 7). Die

Variante in Exon 4 (Arg130GIn) wurde zeitgleich von 2 weiteren Arbeitsgruppen
beschrieben [22, 23]. Diese Variante wurde in kaukasischen Populationen mit
Gesamt-IgE-Werten [22, 24] sowie Asthma [23] assoziiert. Graves et al.
beobachteten, ahnlich wie Marsh et al. zuvor, dass die Assoziation des Exon 4-

SNP bei Nicht-Atopikern am signifikantesten war.

Heinzmann et al. zeigten mittels computergestutzter molekularer
Modellanalysen, dass der Austausch an Position 130 die Konfiguration des
Rezeptors an der Ligandenbindungsstelle verandert. Dies impliziert eine
Funktionalitat des SNP.

Van der Pouw et al. wiesen in einer niederlandischen Population eine
signifikante Assoziation des /L 13-C-1055T-Promotor-SNP mit Asthma nach.

5’ UTR/Promotor 3’ UTR

e
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Polymorphismen innerhalb des /L73-Gens. Der
Promotor-SNP an der Position —1112 entspricht C-1055T, der SNP an der Position 2044

resultiert in dem Aminosaureaustausch Arg130GIn (nach Graves et al. 2000).

IL4RA:  Insgesamt sind sieben Polymorphismen im /IL4RA-Gen bekannt, die
mit einem Aminosaureaustausch einhergehen. Hershey et al. (1997)
beschrieben eine Assoziation des Arg551GIn-Polymorphismus mit Hyper-IgE-
Syndrom, atopischer Dermatitis und Atopie [25]. IL4RA-Haplotypanalysen in
Hutterites identifizierten diesen Genort als Suszeptibilitatslokus flir Asthma [16].

Diese Beobachtungen konnten jedoch bisher nicht bestatigt werden. Mitsuyasu
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et al. beschrieben eine signifikante Assoziation zwischen der 1le50 Variante

des Rezeptors und Asthma sowie hohen IgE-Werten.

Schwerpunkt dieser Dissertation war die Genotypisierung der 0.g. Varianten im
IL4- IL13- und IL4RA-Gen in einer grol3en deutschen Geburtskohorte, um den
Effekt dieser Varianten auf das Gesamt-IgE zu verschiedenen Zeitpunkten zu

untersuchen.

Tab. 1: Untersuchte Polymorphismen im /L4-, IL13- und IL4RA-Gen. Die unterschiedliche
Nomenklatur der SNPs ist u.a. durch verschiedene Genbank-Referenzen zu erklaren. Zur
pathophysiologischen Bedeutung dieser Gene siehe auch Abb. 9: Die Darstellung zeigt
schematisch den Pathomechanismus atopischer Krankheiten. Abkirzungen: CC16 Clara Cell
Protein 16, CD Cluster of Differentiation, FceR1-p FC-¢ Rezeptor 13 (IgE-Rezeptor), GSTP1
Glutathion-S-Transferase 1, HLA Human Leukocyte Antigen, IFN-y Interferon-y, IRF-1 Interferon
Regulatory Factor 1, 5-LO 5-Lipoxygenase, LT Lymphotoxin, LTC4 Leukotrien C4 Synthase,
PAF Platelet Activating Factor, STAT Signal Transducer and Activator of Transcription, TCR T-
Zell Rezeptor, TNF Tumor Nekrose Faktor (nach [7]).

Polymorphismen in Kandidatengenen

Position Gen Position Single Nucleotid Polymorphism
RS L4 Promotor identisch { Ce
C-589T
5q31-34 IL13 GIn110Arg
Exon 4 identisch Arg130GIn
G4257A
Promotor identisch { C-1055T
C-1112T
16p12-p11  IL4RA Exon 9 identisch { S503P
Ser478Pro
Exon 3 lle50Val
Exon 9 GIn551Arg

Wahrend /L4- und [/L13-Varianten aufgrund der aufgefuhrten Funktionen und
bisherigen Ergebnisse am ehesten bei der Regulation von Gesamt-IgE eine

Rolle spielen, sind andere Gene aufgrund ihrer Funktion und ihres
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Expressionsmusters eher fur allergische Atemwegserkrankungen von
Bedeutung. Varianten in zwei Genen, welche eine Suszeptibilitat fur Asthma
oder eine BHR bewirken kdnnten, wurden zusatzlich im Rahmen dieser Arbeit

untersucht.

1.3.6 Der Komplementfaktor C5a und sein Rezeptor C5aR
1.3.6.1 Biologische Funktion des Komplementfaktors C5a

Das Komplementsystem umfasst eine Reihe von Plasmaproteinen, die eine
Rolle bei Abwehr und Entzindung spielen. Durch Konvertasen wird der
Komplementfaktor C5 Uber den klassischen oder alternativen Weg durch
Abtrennen der Alpha-Kette in die Faktoren C5a und C5b zerlegt. Die
Reaktionen des Komplementsystems werden in der Regel von Molekulen auf

der Oberflache eines eingedrungenen Mikroorganismus ausgelost.

Klassischer Alternativer

Weg Weg

C1 C3

C4 B

C2 D

C3/C5-
Konvertase
oo l Membranangreifender
C4a C3b
& (C5 3 | wm Komplex aus (C5b, C6,
C5a C7,C8, C9)
Chemotaxis Lyse

Adhision
Permeabilitit

Abb. 8: Schematische Darstellung des klassischen und alternativen Weges der

Komplementaktivierung und die Wirkungen der Komplementkomponenten.

Die Faktoren C1 bis C9 sind Glieder des sogenannten klassischen Weges der
Komplementaktivierung, die Faktoren B und D bilden die reaktiven
Komponenten des alternativen Weges. Der klassische Weg wird ausgelost
durch die Bindung des Faktors C1 an mehrere IgG oder ein pentameres IgM

auf der Oberflache eines Mikroorganismus, der alternative Weg durch Bindung
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des Faktors B z.B. an ein bakterielles Lipopolysaccharid (Endotoxin). Das

Spaltprodukt C5a ist ein 11kD Glykopeptid, das im Verlauf einiger entzindlicher
Prozesse wie bakterieller Sepsis, Trauma, Bildung von Immunkomplexen und
akutem ,Respiratory-Distress-Syndrom® entsteht. C5a vermittelt folgende

Prozesse [26]:

o Chemotaxis und Aktivierung von Leukozyten,
° Adhasion von Neutrophilen an Endothelzellen,
o Induktion der Degranulation von Phagozyten,
o Erhohung der vaskularen Permeabilitiat,

o Kontraktion von glatten Muskelzellen.

1.3.6.2 Der Rezeptor des Komplementfaktors C5aR

Die entzundliche Reaktion des C5 wird durch einen spezifischen Rezeptor
(C5aR) vermittelt, der zur Familie der G-Protein gekoppelten 7-Helix-
Rezeptoren gehoért [27]. C5aR wird von Makrophagen, Neutrophilen,
Eosinophilen, Basophilen und Mastzellen [27, 28, 29], sowie glatten
Muskelzellen von Gefallen und Bronchien exprimiert [30, 31, 32]. Dieses
Expressionsmuster unterstreicht die funktionelle Bedeutung von C5aR bei der

Immunantwort und im Rahmen von Atemwegsentzindungen.

1.3.6.3 Hinweise auf immunmodulatorische Funktion des

Komplementfaktors C5a

Cb5a induziert die Produktion und Ausschittung von zahlreichen
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1 und IL-6. Jungste Studien
zeigten, dass Komplementkomponenten eine modulierende
Schlusselverbindung zwischen angeborenen (Komplementsystem) und
spezifischen Immunantworten (T-Zell-Antwort) darstellen kdnnten. Ein Beispiel
fur diesen Zusammenhang ist die zentrale Rolle, die C3 bei der Unterscheidung

zwischen harmlosen und gefahrlichen Antigenen spielt [33]. Krug et al.
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berichteten Uber erhdhte Produktion von Cba in der bronchoalveolaren
Lavage (BAL) von Asthmatikern 24 Stunden nach einer Allergenprovokation
[34]. Ein weiterer Hinweis auf die Rolle von Anaphylatoxinen bei allergischen
Erkrankungen ist die Beobachtung, dass Cb5a die IgE vermittelte
Histaminausschuttung aus Basophilen bei Patienten mit chronischer Urtikaria
verstarkt [35].

1.3.6.4 Bronchiale Hyperreagibilitat im Mausmodell und der

Komplementfaktor C5

Die Arbeitsgruppe um Karp konnte in einem Mausmodell Komplementfaktor 5
als Risikofaktor fir die Ausbildung von allergischem Asthma identifizieren [34].
Weiterhin verglich diese Arbeitsgruppe rekombinante Maus-Stamme mit jeweils
hoher bzw. niedriger bronchialer Hyperreagibilitdit gegenuber Metacholin
(C3H/Hed und A/J) und konnte unterschiedliche Expressionsmuster von C5 in
den Lungen nach der Provokation zeigen [36]. Bei Bindung an den Cba-
Rezeptor auf Makrophagen wurde eine verminderte I[L-12 Produktion
festgestellt. Da eine IL-12-Gabe die Ausbildung des experimentellen Asthmas in
Mausen verhindern konnte bzw. dessen Schweregrad verringern konnte, war
ein moglicher Mechanismus gefunden, wie der Komplementfaktor C5 die
Anfalligkeit fur Asthma beeinflusst. Ein SNP im C5 Gen flhrt zu funktionell
verandertem C5, was wiederum eine Dysregulation der IL-12 Produktion (des
Leitzytokins der TH1-Immunantwort) bewirkt. Verminderte IL-12 Produktion
aber pradisponiert zu einer TH2-Immunantwort, die der allergischen Reaktion

zu Grunde liegt.

Die mogliche Rolle von C5 innerhalb des Pathomechanismus von Asthma beim
Menschen wird auch durch die Tatsache wahrscheinlich, dass Patienten mit
allergischem Asthma eine verringerte 1L-12 Produktion sowohl in der Lunge als

auch systemisch aufweisen [37, 38].
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1.3.6.5 Zusammenhang zwischen einer C5aR-Variante und Asthma

Das Gen, das fur C5aR codiert, liegt in der Region 19913.3-q13.4 [39, 40],
einem Genort, der durch Kopplungsstudien mehrfach in Zusammenhang mit
Asthma gebracht wurde [41, 42, 43, 44]. Dieses Gen wurde daraufhin von uns
mittels Sequenzierung auf SNPs untersucht (Barnes, 2004). C5aR besteht aus
zwei Exons, die durch ein 1000 bp Intron getrennt liegen. Die Promotorregion
liegt rund 300 bp vor dem Exon 1 [39]. In dieser Arbeit wurde ein SNP in der
Promotorregion von CbaR untersucht (C-245T). Diese Variante wurde als Teil
dieser Dissertation in zwei Populationen (MAS- und Barbados-Population)
typisiert, um eine mogliche Assoziation mit Asthma bronchiale oder BHR

aufzudecken.
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1.3.7 Histamin-N-Methyltransferase (HNMT)
1.3.7.1 Biologische Funktion

Histamin ist ein wichtiger praformierter Mediator der allergischen Reaktion.
Ausgeschuttet von Mastzellen und Basophilen nach Kreuzvernetzung ihrer
oberflachenstandigen IgE-Antikorper durch Allergen, wirkt Histamin in der
menschlichen Lunge als potenter Bronchokonstriktor (siehe auch Abb. 9).
Histamin spielt des Weiteren eine Rolle bei der Regulation der
Magensauresekretion [45] und ist selbst Neurotransmitter im Gehirn [46]. Es
existieren zwei Abbauwege fur Histamin in unwirksame Metabolite: Die
oxidative Deaminierung durch die Diaminoxidase (EC 1.4.3.6) und die N-
Methylierung, katalysiert durch das zytosolische Enzym Histamin-N-Methyl-
Transferase  (HNMT, EC 2.1.1.8). Die N-Methylierung ist der

Hauptstoffwechselweg des Histamins in der Bronchialschleimhaut [47].

1.3.7.2 Funktioneller SNP im HNMT-Gen

Seit einiger Zeit ist eine funktionelle genetische Variante im Exon 4 des HNMT-
Gens (Chromosom 1p32) bekannt: Der Austausch von Cytosin an Position 314
durch Thymidin fuhrt im translatierten Enzym zu einem Aminosaureaustausch
von Threonin zu Isoleucin (an der Position 105 des Proteins). Daraus resultiert
eine Konformationsanderung, die wiederum eine signifikante
Aktivitatsminderung des Enzyms bewirkt [48]. Hohere Histaminkonzentrationen
in der Bronchialschleimhaut von Individuen mit diesem SNP konnten daher
deren Anfalligkeit fur Asthma bzw. das Ausmall der BHR steigern. Eine
Assoziation dieser Variante mit Asthma bronchiale wurde von Yan et al. in einer
kaukasischen Kohorte (n=192) beschrieben [49].
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1.4  Allergische Erkrankungen
1.4.1 Definition von Allergie und Atopie

Unter Allergie versteht man eine uberschie3ende, krankmachende spezifische
Immunantwort (Hyperergie) gegen exogene, in der Regel harmlose Substanzen
(Allergene). Bei einem ersten Kontakt mit einem potentiellen Allergen kann es
zur Sensibilisierung des Organismus kommen, zunachst jedoch noch nicht zu
klinischen Symptomen. Erst bei erneuter Allergenexposition tritt dann die
allergische Reaktion auf. Der Begriff Atopie steht flr eine vererbbare Neigung
Typ-I-Allergien gegen Inhalations- und Nahrungsmittelallergene zu entwickeln.
Atopie schliet die atopische Dermatitis, die allergische Rhinitis und das

Asthma bronchiale ein.

1.4.2 Asthma bronchiale und bronchiale Hyperreagibilitat
1.4.2.1 Epidemiologie

Die Pravalenz von Asthma ist, wie die aller allergischen Erkrankungen, in den
letzten Jahrzehnten dramatisch gestiegen. Atopische Erkrankungen sind zu den
haufigsten chronischen Erkrankungen im Kindesalter geworden. Bis zu 10% der
Jugendlichen und 5% der Erwachsenen entwickeln ein Asthma bronchiale, was
ungefahr 7% der bundesdeutschen Bevdlkerung entspricht. Rund 6 Millionen
Menschen sind in Deutschland und etwa 10-15 Millionen in den USA von der
Krankheit betroffen.

1.4.2.2 Klinik

Asthma ist durch die Symptomtrias
e Husten,

e Atemnot und

o pfeifende Atemgerausche

charakterisiert. Die Auspragung der Symptome kann von milden saisonalen



22

Beschwerden mit chronischem Husten oder Giemen bis zu schweren

Atemnotzustanden reichen. Gelegentlich kann ein persistierender, meist
trockener, oft nachtlicher Husten das einzige Symptom sein. Bei manchen
Kindern steht eine Uberblahung der Lunge mit vergroRertem Thorax-
Tiefendurchmesser und leisem Atemgerausch (silent lung) im Vordergrund. Die
Bronchokonstriktion ist meist reversibel, entweder spontan oder
pharmakologisch. Haufig kénnen auslésende Ursachen der Beschwerden
identifiziert werden (siehe unter 1.4.2.3). Die bronchiale Hyper- und Dyskrinie
fuhrt zu zah-glasigem Auswurf, der Charcot-Leyden-Kristalle (Proteinaggregate
aus eosinophilen Granulozyten) und Curschmann-Spiralen (Bronchialausgusse

aus peripheren Atemwegen) enthalten kann.

1.4.2.3 Bronchiale Hyperreagibilitat

Die variable Atemwegsobstruktion bei Asthma bronchiale beruht auf einer
Hyperreagibilitat der Bronchien. Sie ist definiert als vermehrte Bereitschaft des
Bronchialsystems, bereits auf unterschwellige Reize mit einer signifikanten

Bronchialobstruktion zu reagieren. Sie kann durch
e allergische Typ-I-Reaktionen,
e Dbestimmte Mediatoren (Platelet activating factor; PAF),
e Cholinergika, z.B. Metacholin,
¢ Reizstoffinhalation z.B. Zigarettenrauch, kalte, trockene Luft, Staube,
e Kkorperliche Aktivitat,
o Kaltereiz sowie
e bronchiale Infekte

erworben bzw. verstarkt werden und ist in der Regel bei Patienten mit Asthma
nachweisbar. Der Schweregrad des Asthma bronchiale wird Uber das klinische
Bild (Anfallshaufigkeit und Auspragung) sowie durch die

Lungenfunktionsanalyse beurteilt.
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1.4.2.3.1 Lungenfunktionstests: Unspezifische bronchiale Provokation

Es existieren mehrere Verfahren eine BHR zu testen.
1. Pharmakologische Provokation:

Am haufigsten werden pharmakologische Testverfahren mit
Parasympathomimetika wie Acetylcholin, Carbachol oder Metacholin
eingesetzt. Alternativ stehen Mediatoren wie Histamin oder PAF sowie hyper-
oder hypoosmolare Kochsalzlésungen als unspezifische Reizsubstanzen zur
Verfligung. Die Provokationssubstanz wird konsekutiv in steigender Dosis
aerosolisiert und vom Patienten inhaliert, bis entweder eine signifikante
Bronchialobstruktion anhand des Abfalls der forcierten Einsekundenkapazitat
um 20% nachgewiesen wird, oder die substanzspezifische Maximaldosis

erreicht ist.

2. Physikalische Provokation

Eine weitere Moglichkeit der unspezifischen bronchialen Provokation besteht in
der Applikation von Kaltereizen oder einer Hyperventilation. Korperliche
Belastung auf dem Fahrradergometer oder Laufband werden zum Nachweis

einer belastungsinduzierten asthmatischen Reaktion oder BHR genutzt.

Quantifizierung der Bronchialobstruktion
1. Ganzkorperplethysmographie

Bei dieser Untersuchung sitzt der Patient in einer luftdicht verschlossenen
Kammer von rund 1m® Rauminhalt, so dass seine Atemexkursionen zu
Druckschwankungen in der Kammer fihren. Gleichzeitig wird der Atemluftstrom
durch einen Pneumotachographen gemessen. Dabei atmet der Patient durch
ein Rohr mit definiertem Widerstand. Der Druckabfall an diesem Widerstand ist
dem Atemluftstrom direkt proportional. Aus Fluss- und Druckanderungen wird
ein Druck-Strdomungsdiagramm erstellt. Diese Untersuchung erlaubt die

Messung des Atemwegswiderstandes bei Ruheatmung.
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2. Spirometrie

Bei der Spirometrie wird mit einem Pneumotachograph das nach maximaler
Inspiration in der ersten Sekunde bei maximaler Anstrengung ausatembare
Volumen bestimmt. Dieser Wert, die sogenannte forcierte
Einsekundenkapazitat FEV4, ist um so geringer, je starker die
Bronchialobstruktion ist. Ein typisches positives Testergebnis beispielsweise
einer Histaminprovokation aulRert sich als Anstieg des
ganzkorperplethysmographisch gemessenen Atemwegswiderstandes und als
Abfall des spirometrisch gemessenen FEV;. Bestimmt wird meist die
Provokationskonzentration, bei der der FEV-Wert um 20% abfallt, PC,oFEV4.

1.4.2.4 Pathophysiologie

Die Symptome des allergischen Asthmas gehen auf eine chronische
Entzindung der Bronchien mit Zellinfiltrationen, vor allem eosinophiler
Granulozyten, Lymphozyten und Mastzellen zurick. Lymphozyten sind an der
Induktion dieser Entzindung mit der Sekretion proinflammatorisch wirkender
Signalstoffe, sogenannter Zytokine, beteiligt [50]. Mastzellen férdern durch die
Sekretion gespeicherter und neu synthetisierter Mediatoren [51] sowie
Zytokinen die entzundlichen Veranderungen. Aber auch Makrophagen,
Neutrophile, Fibroblasten und Epithelzellen scheinen eine Rolle bei der

Pathogenese des Asthma bronchiale zu spielen.

Der Atemfluss wird durch Bronchokonstriktion mit Hypertrophie der glatten
Muskulatur [52, 53], submukése 6dematdse Schwellung der Schleimhaut [54],
Hypersekretion der endobronchialen Drusen und einer Viskositatszunahme des
Schleims [55] beeintrachtigt. Die akute Bronchokonstriktion beim allergischen
Asthma wird durch Ausschittung von Histamin verursacht nach
Kreuzvernetzung von oberflachenstandigen IgE-Rezeptoren auf Mastzellen
nach Allergenkontakt und folgender Degranulation [56], wie in Abb. 9

schematisch gezeigt.
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Abb. 9: Die Darstellung zeigt schematisch den Pathomechanismus atopischer Krankheiten.
Abkirzungen: CC16 Clara Cell Protein 16, CD Cluster of Differentiation, FceR1- FC-¢ Rezeptor
1B (IgE-Rezeptor), GSTP1 Glutathion-S-Transferase 1, HLA Human Leukocyte Antigen, IFN-y
Interferon-y, IRF-1 Interferon Regulatory Factor 1, 5-LO 5-Lipoxygenase, LT Lymphotoxin, LTC4
Leukotrien C4 Synthase, PAF Platelet Activating Factor, STAT Signal Transducer and Activator
of Transcription, TCR T-Zell Rezeptor, TNF Tumor Nekrose Faktor (nach [7]).

1.4.3 Atopische Dermatitis
1.4.3.1 Definition

Die atopische Dermatitis (AD), auch atopisches Ekzem, endogenes Ekzem oder
Neurodermitis genannt, ist eine chronische bzw. chronisch-rezidivierende,
juckende, entzundliche Hauterkrankung. Es sind zwei Typen bekannt: Die
extrinsische Form, die 80% der Erkrankten betrifft und mit einer IgE-vermittelten
Sensibilisierung einhergeht, und die intrinsische Form, die 20% der Patienten
betrifft.



26

1.4.3.2 Epidemiologie

Die Pravalenz der atopischen Dermatitis hat in den letzten Jahrzehnten deutlich
zugenommen. 8-20% der Kinder unterschiedlicher Bevdlkerungsgruppen sind
inzwischen von der Krankheit betroffen [57, 58, 59]. So lag die Pravalenz bei
einer epidemiologischen Untersuchung an 1000 deutschen Vorschulkindern in

verschiedenen Teilen Deutschlands bei 12,9% [60].

Obwonhl die atopische Dermatitis in jedem Lebensalter auftreten kann, aul3ert
sich die Krankheit vorwiegend schon im Sauglings- und Kindesalter. 60% der
Patienten erkranken im ersten Lebensjahr, 85% bis zum flnften Lebensjahr.
Zwillingsstudien konnten eine genetische Disposition fur die atopische
Dermatitis zeigen. Die Konkordanz von monozygoten Zwillingen ist mit 75%
deutlich gegeniiber der von dizygoten Zwillingen (25-30%) erhoht [61]. Uber
40% der Kinder mit AD entwickeln spater Asthma oder eine BHR.

1.4.3.3 Klinik

Kennzeichnend flr die atopische Dermatits sind unscharf begrenzte, meist
infiltrierte Erytheme mit Schuppung, Papulovesikeln, nassenden, teils
verkrusteten Arealen sowie haufig punkt- und strichformige Exkoriationen. Bei
chronischem Verlauf findet sich eine deutliche Lichenifikation, insbesondere im
Bereich der Armbeugen und Kniekehlen. Meist besteht ein qualender Juckreiz.

Die Haut der betroffenen Kinder ist meist sehr trocken.
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Tab. 2: Klinische Merkmale der atopischen Dermatitis (nach [57]).

Major Kriterien Minor Kriterien

Juckreiz atopische Familienanamnese

Gesicht- und Streckseitenekzem bei Sduglingen Hautinfektionen

und Kindern

Beugeekzeme bei Erwachsenen nicht spezifische Dermatitis der Hande und
File

chronische oder chronisch-rezidivierende erhéhte Serum IgE-Werte

Dermatitis
Xerosis

positive Hautallergietests

frGher Beginn der Erkrankung

1.4.3.4 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der extrinsischen Form der atopischen Dermatits wird von

verschiedenen Faktoren bestimmt:

Immunantwort: Die meisten Patienten zeigen eine Eosinophilie im peripheren
Blut und erhdohte Serum-IgE-Werte. Es findet eine Verschiebung der T-
Zellantwort zu Zellen, die IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren, statt was den
Isotypen-Switch zu IgE fordert, die Expression von Adhasionsmolekilen wie
VCAM-1 begunstigt und damit die eosinophile Infiltration fordert sowie die TH1-
Antwort unterdrtckt [57].

Immunpathologie der Haut: Bei akuten ekzematdsen Hautlésionen findet sich
ein epidermales interzelluldres Odem mit antigenpasentierenden Zellen
(Langerhans-Zellen, dendritische epidermale Entzindungszellen,
Makrophagen), die IgE-Rezeptoren tragen [62] sowie eine starke Infiltration
durch aktivierte CD4-T-Zellen. Die Lasionen enthalten ebenso Eosinophile, die
wahrscheinlich durch Produktion von reaktiven Radikalen,
proinflammatorischen Zytokinen und toxischen Proteinen zur Entziindung und

Gewebsverletzung beitragen.
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Zytokine: Die nicht betroffene Haut von Patienten mit AD enthalt mehr

TH2-Zellen, die mRNA fur IL-4 und IL-13 produzieren [63]. In der akuten Lasion
finden sich nur wenige Zellen, die Interferon-y oder IL-12 bilden. In chronischen
Lasionen dagegen wird verstarkt IL-12, IL-4, GM-CSF, und Interferon-y gebildet,
so dass ein Ablauf der Immunantwort in zwei Phasen diskutiert wird [64].
Aktivierte T-Zellen induzieren ebenso die Apoptose von Keratozyten, was zur

spongidsen Umbildung bei der akuten AD fuhrt.

Antigenpésentierende Zellen: Die IgE-tragenden Langerhanszellen binden und
internalisieren Allergene und prasentieren sie T-Zellen. Aulerdem wandern sie
in die Lymphknoten und stimulieren naive T-Zellen, sich zu TH-2 Zellen zu
entwickeln. Die klinische Bedeutung der Langerhanszellen mit hochaffinem IgE-
Rezeptor wird durch die Beobachtung gestutzt, dass sich nur in ihrer
Anwesenheit bei AD ekzematdse Lasionen durch Applikation von

Aeroallergenen provozieren lassen [65].

Infiltration durch Entziindungszellen: IL-16, ein Lockstoff fir CD4-Zellen, CC-
Chemokine (RANTES), Monocyte Chemotactic Protein 4 (MCP4) und Eotaxin
sind bei AD verstarkt ausgeschuttet und fuhren wahrscheinlich zu der
Chemotaxis von Eosinophilen und TH2-Lymphozyten in der Haut. Ebenso
induzieren mechanische Traumen die Ausschittung von TNF-a und vieler

anderer proinflammatorischer Zytokine durch Keratozyten [66].
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1.4.4 Allergische Rhinokonjunktivitis (Heuschnupfen)
1.4.4.1 Definition

Die allergische Rhinitis ist eine heterogene Stérung, die in der Folge einer
allergischen Entzindung der oberen Atemwege nach einer Allergenexposition

entsteht und trotz hoher Pravalenz oft nicht diagnostiziert wird.

1.4.4.2 Epidemiologie

Die Pravalenzen in unterschiedlichen Landern variieren von 3% bis zu 30% [67]
% Man schatzt, dass etwa 20-40 Millionen US-Amerikaner an der Krankheit
leiden [68]. Die Haufigkeit der allergischen Rhinitis hat in den letzten
Jahrzehnten stark zugenommen. Eine Studie in einer padiatrischen Population
ermittelte bei 6-Jahrigen eine Pravalenz von 42% [69]. Eine finnische Studie

konnte eine Verdreifachung der Pravalenz von 1977 bis 1991 zeigen [70].

1.4.4.3 Klinik

Die allergische Rhinitis ist charakterisiert durch ein oder mehrere der folgenden

Symptome:

Niesen,

verstopfte Nase,

Pruritus und

Rhinorhoe.

Diese Symptome sind oft mit einer allergischen Reaktion der Augen kombiniert,
die mit konjunktivaler Injektion, Odem, Tranenfluss und Juckreiz reagieren. Man
unterscheidet eine saisonale Form wahrend des Pollenflugs, den
Heuschnupfen, und eine Dauerform, die mindestens wahrend neun Monaten

des Jahres auftritt. Die allergische Rhinitis ist mit vielen Komorbiditaten
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assoziiert wie Sinusitis, Otitis media und Asthma [67].

1.4.4.4 Pathophysiologie

Morphologisch handelt es sich um eine allergische Entzindung der
Nasenschleimhaut, die durch eine IgE-vermittelte Sofortreaktion auf
korperfremde Proteine ausgelost wird. Als Ausldser der saisonalen allergischen
Rhinitis stehen vor allem Pollenallergene von Erle, Hasel, Birke, Grasern,

Roggen, Beifuss und Wegerich im Vordergrund.

Auch bei der allergischen Rhinokonjunktivitis bestimmt die Tendenz zu TH2-
Immunantworten mit Expression von IL-4, IL-13 und IL-5 die Pathophysiologie
der Erkrankung. Die Mastzelldegranulation setzt Substanzen wie Histamin,
Tryptase, Chymase, Kininogenase, Heparin und andere Enzyme frei. Des
weiteren werden proinflammatorische Substanzen wie Prostaglandin D2 und
Leukotriene frei, die die Gefallpermeabilitdat erhdhen und die wassrige nasale
Hypersekretion verursachen. Diese Mediatoren stimulieren zusatzlich sensible
Nervenfasern, was zu Juckreiz fuhrt, die Nasenatmung durch Schwellung

behindert und den Niesreflex auslost (siehe auch Abb. 9).
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Fragestellung und Zielsetzung

IL4, IL13 und IL-4RA spielen eine zentrale Rolle bei der allergischen Reaktion
und Regulation der IgE-Produktion. In diesen Genen sind mehrere funktionelle
SNPs beschrieben.

Welche der SNPs bzw. welche Haplotypen sind bei der Regulation der IgE-

Produktion bei deutschen Kindern relevant?
Existieren Gen-Gen Interaktionen?

Lassen sich Gen-Umwelt-Interaktionen beobachten?

Ein funktioneller HNMT-(C314T)-Polymorphismus bewirkt eine

Funktionsminderung des histaminabbauenden Enzyms.

Findet sich eine Assoziation des SNP mit Asthma bzw. BHR bei deutschen

Kindern?

Beeinflusst diese Variante das Ausmal} der BHR bei asthmatischen Kindern?

Im Mausmodell wurde C5 als Suszeptibilitatslokus fur Asthma identifiziert und
scheint eine Schlisselverbindung zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem darzustellen. Andere Gruppen fanden eine Kopplung zwischen

dem Genort des C5a-Rezeptors und Asthma.

Findet sich eine Assoziation des Cb5aR-(C-245T)-Polymorphismus mit Asthma
oder Asthma-assoziierten Phanotypen bei deutschen Kindern und/oder bei

einer afro-karibischen Studienpopulation?
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Material und Methoden
3.1  Populationen

3.1.1 Multizentrische Allergie Studie (MAS-90)

Die deutsche Multizentrische Allergiestudie (MAS-90) wurde initiiert, um den
Voraussagewert verschiedener klinischer und immunologischer Parameter
sowie den Einfluss von Umweltfaktoren auf die Entwicklung von atopischen

Krankheiten in friher Kindheit zu untersuchen.

Funf deutsche Stadte (Berlin, Dusseldorf, Freiburg, Mainz und Muinchen) waren
das Einzugsgebiet fur die Rekrutierung von Neugeborenen fur diese
prospektive Studie. 1314 von 7609 Neugeborenen, die im Zeitraum zwischen
dem 1.1.1990 und dem 31.12.1990 geboren wurden, wurden in die
Geburtskohorte aufgenommen. 499 Kinder (38%) wurden als Patienten mit
einem hohen Risiko fur Atopie eingestuft. Sie hatten mindestens zwei atopische
Familienmitglieder und/oder wiesen eine IgE-Konzentration im Nabelschnurblut
groRer als 0,9 kU/I auf. Die Kinder der Kontrollgruppe (815 Kinder = 62%)
wurden unter den verbliebenen Neugeborenen zufallig ausgewanhlt. Sie hatten
entweder einen oder keinen Atopiker in der nahen Verwandtschaft und einen
Nabelschnurblut-lge-Wert kleiner als 0,9 kU/l. Eltern wurden als Atopiker
definiert, wenn sie Uber eines der folgenden Symptome beziehungsweise eine
der folgenden Krankheiten berichteten: Atopisches Ekzem, allergische Rhinitis,
Asthma, Nahrungsmittelunvertraglichkeit, Pollen-, Hausstaubmilben-,

Katzenhaar-, Hundehaar- oder Schimmelpilzallergie.
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Geburtskohorte (n=7609)
Kinder aus 6 Stadten, 1990 geboren

l Fragebogen iiber
elterliche Atopie

| 2053 Familien ausgewahlt |

l 64% bereit teilzunehmen

| 1314 Neugeborene in die Studie aufgenommen |

/ N\

499 mit hohem Risiko 815 Kontrollen
fiir Atopie

Freiburg Dusseldo Berlin
n=208 n=161 n=594

Abb. 10: Studiendesign und Auswahl der Neugeborenen in der

Multizentrischen Allergie Studie.

Die Kinder der Kohorte kamen regelmalig mit ihren Eltern zu
Nachuntersuchungen jeweils im Lebensalter von einem Monat, drei Monaten,
sechs Monaten, 12 Monaten, 18 Monaten, 24 Monaten und anschliel3end

einmal jahrlich. Die Untersuchungen beinhalteten:

Fragebogen und Interview: Die Eltern flllten einen Fragenkatalog aus und
antworteten auf gezielte Fragen zu Atopie-spezifischen Symptomen und
Erkrankungen seit der letzten Untersuchung. Aulerdem wurden Fragen zur
Erndhrung, Entwicklung des Kindes, zu Umweltfaktoren (Zigarettenrauch,
Haustiere), zur hauslichen Situation und zu psychologischen Problemen
gestellt. Die MAS-Fragebdgen und Interviews wurden auf der Grundlage der
ISAAC (International Study on Asthma and Atopy in Childhood)-Fragebdgen
entwickelt [71].

Korperliche Untersuchung: Bei jedem Termin wurde eine standardisierte
korperliche Untersuchung durchgefihrt. Dabei war ein Schwerpunkt die

standardisierte Dokumentation von Hautlasionen.
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Blutentnahme: Im Serum der Kinder wurden im Alter von 1, 2, 3, 5, 7 und

10 Jahren Gesamt-IgE- und spezifische IgE-AntikOrperkonzentrationen gegen
neun gangige Nahrungsmittel- und Inhalationallergene bestimmt. Die
spezifischen IgE-Antikérper gegen Huhnerei, Kuhmilch, Sojabohnen, Weizen,
Hausstaubmilben, Katzenhaare, Grasergemisch und Birkenpollen wurden mit
einem Radioallergosorbent Fluorenscence Immunoassay (CAP-RAST-FEIA,
Pharmacia and Upjohn, Freiburg) bestimmt. Die IgE-Werte wurden fur die
statistischen Analysen log-transformiert, um eine Gauss’sche Verteilung zu

erreichen.

Aus EDTA-Blut wurde die genomische DNA extrahiert. Insgesamt steht die
genomische DNA von 888 Kindern sowie 1231 Eltern zur Verfligung. Insgesamt

ergaben sich 382 komplette Trios (Mutter, Vater, Kind).

Lungenfunktionsuntersuchung: Lungenfunktionstests bei den Kindern
wurden an allen deutschen Zentren mit dem gleichen
Ganzkorperplethysmographen (Master-Lab, E Jager, Wirzburg) durchgefuhrt.
Bestimmt wurden das forcierte expiratorische Volumen der ersten Sekunde
(FEV+1) und die forcierte Vitalkapazitat (FVC).

Ein pharmakologischer Provokationstest wurde mit Histamin-dihydrochlorid in
aufsteigenden Dosen durchgefuhrt. Die Ausgangsdosis betrug 0,125 g/l
Histamindihydrochlorid, anschlieend wurden immer hohere Dosen (0,5 g/l;
2,0 g/l; 8,0 g/l) verabreicht, bis der Patient dies nicht mehr tolerierte oder die
FEV1 um mehr als 20% absank. Die Histaminkonzentration, die einen Abfall der
FEV1 von 20% bewirkte (PCxFEV,), wurde durch lineare Interpolation der
beiden letzten Messwerte berechnet. Wurde schon nach der
Anfangskonzentration ein Abfall von mindestens 20% verzeichnet, wie es bei
5% der Studienteilnehmer der Fall war, so wurde der Nullwert als erster
Datenpunkt verwendet. Wenn die Maximaldosis von 8,0 g/l nicht ausreichte, um
einen 20% Abfall zu bewirken, wurde diese Dosis fur die Berechnung

verwendet.
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Staubanalysen: Teppichstaubproben der hauslichen Umgebung wurden
im Alter von 6 und 18 Monaten, 3 Jahren, 4 Jahren, 5 Jahren auf die

wichtigsten Innenraumallergene Uberprift: Hausstaubmilben, Katzen- und

Hundehaar.

Alter Klinische Daten Staub Serum Andere Unters.
Fragebogen, Milben Gesamt IgE
Interview, Katze  Spez. IgE
korperl. Unters.  Hund

1 Monat +

3 Monate +

6 Monate + +

12 Monate + +

18 Monate + +

2 Jahre +

3 Jahre +

4 Jahre +

5 Jahre + + Pricktest

6 Jahre +

7 Jahre + Lungenfunktionstest

Histaminprovokation

Abb. 11: Untersuchungen von Geburt bis zum siebten Lebensjahr
bei den Kindern der MAS-Kohorte.

Bei der Untersuchung am siebten Geburtstag (+ sechs Wochen), nahmen noch
939 (71,5%) der Kinder teil. Die Phanotypen der allergischen Erkrankungen

wurden wie folgt definiert:

Als Asthmatiker galt ein Kind bei mindestens zwei aufgetretenen Episoden von

pfeifender Atmung mit Luftnot.

Das atopisches Ekzem wurde bei einer Kombination von mindestens drei

typischen Hautveranderungen an drei typischen Korperstellen diagnostiziert.

Allergische Rhinitis im Alter von 7 Jahren wurde definiert als Auftreten von
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Niesattacken und/oder einer laufenden, verstopften, juckenden Nase ohne
Erkaltung wahrend der letzten 12 Monate. Zusatzlich mussten spezifische IgE-

Antikorper (20,7 kU/l) gegen Gras- und/oder Birken-Pollen vorliegen.

Ein Kind galt als sensibilisiert, wenn der spezifische IgE-Wert bei mindestens
einem von neun Hauptallergenen (Milbe, Hund, Katze, Kuhmilch, Ei, Soja,
Weizen, Birke, Gras) 20,7 kU/I betrug.

Mutterliches Rauchen wurde als Tabakrauchexposition des Kindes gewertet,
da Mutter und Kind sich normalerweise in enger raumlicher Nahe zueinander
befinden. Pranatale Exposition wurde als mutterliches Rauchen wahrend der
Schwangerschaft definiert und von postnataler Exposition ausgegangen, wenn
die Mutter bei = 2 der ersten drei Nachfolgetermine angab zu rauchen oder zu
=4 Zeitpunkten der insgesamt 7 Untersuchungen. Uneindeutige Angaben

wurden als fehlend definiert.

3.1.2 Barbados-Population

K. Barnes rekrutierte zwischen 1993 bis 2002 783 Individuen auf Barbados
(Karibische Inseln). Die Population setzt sich aus Asthmatikern und deren
unmittelbaren Verwandten zusammen. 13-20% der gesamten Bevolkerung von
Barbados leiden unter Asthma. Der Anteil an Atopikern wird noch hoher
geschatzt. Barnes und andere haben bei der Bevolkerung von Barbados eine
extrem hohe mittlere Gesamt-IgE-Konzentration gefunden, die die hohe
Allergenexposititon in dieser tropischen Umgebung widerspiegelt. Das
Hauptallergen der Hausstaubmilbe  Dermatophagoides pteronyssinus
beispielsweise liegt mit 60 pg/g Hausstaub [72] rund 30 mal hoher als die
»Risikokonzentration“ in den USA bzw. Europa [73]. Die exzessive Exposition
erhdht die Wahrscheinlichkeit, dass genetisch pradisponierte Individuen
atopische Erkrankungen ausbilden. Es gibt keine parasitaren Erkrankungen auf
Barbados, die die hohen IgE-Werte erklaren konnten. 7% der Barbados
Population rauchen, unter den Asthmatikern sind nur 5% Raucher. Alle
Kernfamilien wurden Uber einen Asthma-Probanden ausgewahlt. Die

Asthmatiker wurden systematisch aus der Notaufnahme des Queen Elizabeth
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Hospitals oder aus Arztpraxen auf der Basis von folgenden

Einschlusskriterien ausgewahlt: Erstens sollten sie alter als sechs Jahre alt
sein, zweitens sollte eine arztliche Diagnose Asthma gestellt worden sein und
drittens sollten beide Elternteile verflgbar sein oder bei einem fehlenden
Elternteil verfugbare Geschwister, um den fehlenden Genotyp abzuleiten. Es
wurden alle Kernfamilienmitglieder eingeschlossen und wenn moglich, der

Stammbaum so weit wie moglich ausgedehnt.

3.1.3 Freiburger Asthma-Population

250 Kinder mit Verdacht auf Asthma im Alter von 5 bis 18 Jahren
(Mittelwert=10,8 Jahre) aus dem Einzugsgebiet von Freiburg wurden in der
Kinderklinik des Universitatsklinikums Freiburg untersucht. Es wurde eine
standardisierte Untersuchung durchgefiihrt, die Fragebégen zu klinischen
Symptomen und Medikation, die Bestimmung von totalem und spezifischem
IgE, Pricktests, Lungenfunktionstests, bronchiale Histaminprovokationen sowie
die Bestimmung des belastungsabhangigen Abfalls des FEV{-Wertes mittels
Laufbandbelastung beinhaltete. Die Teilnehmer wurden angewiesen, frihzeitig
die Asthma- bzw. Allergiemedikation vor der Untersuchung abzusetzen. Die
Probanden wurden mit Pricktests durch intrakutane Gaben von 17 haufigen
Allergenen (Hausstaubmilben, verschiedene Graser- und Baumpollen,
Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Hund,
Katze, Hase, Ente und Pferd) zusammen mit Positiv- (Histamin) und
Negativkontrollen getestet. Der Durchmesser der resultierenden Schwellung
wurde nach 15 Minuten bestimmt. Der Pricktest wurde als positiv gewertet,

wenn die Schwellung mindestens halb so grof3 wie die der Positivkontrolle war.

Spezifische IgE-Antikorperkonzentrationen wurden mit einem
enzymgekoppelten Immunosorbent Assay gegen zwei Mischungen von
Graserpollen, Milbenallergenen (Dermatophagoides pteronyssinus und
Dermatophagoides farinae), Katze, Hund, Haselnuss, und Birkenpollen

bestimmt (Magic Lite, Chiron Diagnostics, Fernwald). Ein Test galt bei =21,43ML
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Units als positiv. Die Gesamt-IgE-Konzentration wurde mit Hilfe eines
Enzym Allergosorbent Test (Phadezym, Pharmacia, Uppsala, Schweden)

gemessen.

Die Lungenfunktion und Histaminprovokation wurden nach einem dem der
MAS-Studie vergleichbaren Standardprotokoll durchgefuhrt. Um
belastungsinduzierte FEV;-Abfalle zu evaluieren, wurden die Probanden 6
Minuten lang standardisiert korperlich belastet (Laufband). Die erste
spirometrische Messung und Peak flow-Bestimmung wurden 2-3 Minuten und

die zweite Messung 5-6 Minuten nach der Belastung durchgefuhrt.

Die Diagnose eines Asthma bronchiale stutzte sich auf asthmatische
Symptome, den Gebrauch von antiasthmatischen Medikamenten sowie einer

nachgewiesenen BHR (Histaminprovokation und/oder Laufbandbelastung).

3.2 Materialien

3.21 Gerate

Wasserbad GFL 1086, Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel

Zentrifugen Varifuge RF, Heraeus Sepatech,
HanauCentrifuge 5415D, Eppendorf AG, Hamburg

Pipetten Eppendorf Multipette plus, Eppendorf AG, Hamburg
3,5ml Transferpipette, Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Eppendorf Research Pipetten 0,5-10ul;10-100ul; 100-1000ul, Eppendorf
AG, Hamburg
Multichannel Finnpipette 5-50ul, Thermo Labsystems, Egelsbach
Finnpipette 40-200ul Thermo Labsystems, Egelsbach

Photometer Biophotometer, Eppendorf AG, Hamburg

PCR-Maschinen Tpersonal, Biometra GmbH, Goéttingen

T3 Thermocycler, Biometra GmbH, Géttingen
Vacuumzentrifuge Speedvac SVC100, Savant, Framingdale, NY, U.S.A
Vortexer Minishaker MS1, IKA-Works Inc., Wilmington, NC, U.S.A.
Waage Mettler PE3000, Mettler Waagen GmbH, Giessen, Schweiz
Mikrowellenherd MW-715m 1200W, Clatronic GmbH, Kempen
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Ikamag Ret, IKA-Labortechnik, Staufen

Sub-Cell GT Mini / Wide Gel Electrophoresis System, Bio-Rad
Laboratories Inc., California, USA

PowerPac 300,. Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA

Tl 1, Biometra GmbH, Gdéttingen

Digital Grafic Printer UP-D860E, Sony Corp.,Tokio, Japan
MWG Biotech, Ann Arbor, MI, U.S.A

LightCycler Il, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

LC Carousel Centrifuge, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Version 3.5, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Vectra, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn

Deskjet 970CXI, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn

P1110, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn

3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Blutabnahmerohrchen EDTA Monovetten, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

DNA-Extraktionskit
Konische
Polystyrolréhrchen

Reaktionsgefalie

Pipettenspitzen

UV-Kivetten
Mikrotiterplatten

Handschuhe

PCR-

Reaktionsgefalie

Parafilm

Mikrotiterplatte

QlAamp DNA Midi Kit, Qiagen GmbH, Hilden

Falcon 15ml u. 50ml, Bexton Dickinson Labware, Meylan Cedex,
Frankreich

Safe-Lock Microcentrifuge Tubes 1,5ml, Eppendorf AG, Hamburg
Qiagen Collection Tubes 15ml, Qiagen GmbH, Hilden

Tubes 4ml 75x11,5mm, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Combitips plus 2,5ml u. 10ml, Eppendorf AG, Hamburg

Eurotips in Racks 100ul u. 1000ul , Eppendorf AG, Hamburg
10p, 100ul, 1000ul, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Kuvette 220-1600nm, Eppendorf AG, Hamburg

96-well Format, Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
SatinPlus Exam Gloves, Safeskin GmbH, Neufahrn

Nitrile Exam Gloves, Safeskin GmbH, Neufahrn

PCR Tubes ultradiinn 0,2ml Strips a 8 Tubes u. Caps, Biozym
Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf

PCR Softstrips 0,2ml Strips a 8 Tubes u. Caps, Biozym Diagnostik
GmbH, Hess. Oldendorf

Multiply-Pro Cap 0,2ml, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

American National Can, Menaska, WI, U.S.A

Nunc, Roskilde, Danemark

LightCycler Kapillaren Capillaries, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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3.2.3 Reagenzien und Chemikalien

Ethanol, absolut
(100%)

Steriles Wasser
Agarose
PCR-OI

Merck KgaA, Darmstadt

Aqua ad injectabile, Braun, Melsungen
Agarose Ultrapure, GibcoBRL, Paisley, Schottland
Bayol F, Serva, Heidelberg

3.2.4 Puffer und Losungen

TBE-Puffer

Probenauftragspuffer

Ethidiumbromid 1%

10x Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3 Merck KgaA, Darmstadt

10x DNA-Probenpuffer: 200mM EDTA (pH8,2), Sigma, Steinheim
50 Vol.% Glyzerin C3HgO3 (87%), Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
0,25% Bromphenolblau, Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe
0,25% Xylencyanol FF, Sigma Chemical Inc., Steinheim
Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe

3.2.5 Enzyme und zugehorige Puffer

Tag-Polymerase
PCR-Puffer
dNTPs
DNA-Leiter
BPU1102 (Celll)
BPU-Puffer

5U/ul, AmpliTaq Gold, Applied Biosystems, Roche, Mannheim

10x PCR buffer (+15mM MgCl,), Applied Biosystems, Roche, Mannheim
dNTPs, je 2,5mM, Applied Biosystems, Roche, Mannheim

100bp DNA-ladder, 0,1 ug/ul, Invitrogene GmbH, Karlsruhe

10u/pl, Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, England

20mM Tris-HCI (pH8,2), 10mM MgCl,, 60mM NaCl, 1mM DTT, 0,1%

BSA, Amersham, Pharmacia, Buckinghamshire, England

3.2.6 Primer und Sonden

PCR-Primer

Sonden

10uM, TIBMOLBIOL, Berlin
5uM, TIBMOLBIOL, Berlin
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3.3 Methoden

3.3.1 Gewinnung der Blutproben und Extraktion der genomischen DNA

Die durch Venenpunktion gewonnenen Blutproben wurden in EDTA-ROhrchen
abgenommen und bei —20°C gelagert. Zur Extraktion der genomischen DNA
aus Vollblut wurde der QlAamp DNA Midi Kit von QIAGEN nach dem
Arbeitsprotokoll des Herstellers verwendet: 2 ml EDTA-Blut wurden in ein
Reagenzrohrchen Gberfuhrt, mit 200 ul QIAGEN Proteaselésung und 3 ml
Puffer AL grindlich gemischt und fur 20 Minuten bei einer Temperatur von 70°C
in einem Wasserbad inkubiert. Nach dem Hinzufugen von 2 ml Ethanol (100%)
wurde das Gemisch Uber eineQlAamp Midi Saule flr 3 Minuten bei 3000 rpm
(~18509) in zwei Arbeitsschritten zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und
die Saule mit 2ml Puffer AW1 beladen und far 1 Minute bei 5000rpm
zentrifugiert. Entsprechend wurde die Saule mit Puffer AW2 beladen und fur
15 Minuten zentrifugiert. Mit 300ul Puffer AE wurde die an die Saule gebundene
DNA durch Zentrifugation fir 5 Minuten mit 5000 rpm eluiert und in
ReaktionsgefaRe  Uberfuhrt. Alle  Zentrifugationsschritte  fanden  bei

Raumtemperatur statt. Die Lagerung der DNA erfolgte bei —20°C und —80°C.

3.3.2 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration der aufgereinigten Proben wurde mittels UV-
Photometrie  bestimmt. Der Leerwert wurde mit dem gleichen
Mischungsverhaltnis wie die Probe, d.h. 5 pl AE-Puffer plus 75 ul H,O ermittelt.
Die DNA-LOsung wurde mit destilliertem Wasser 1:15 in Greiner 96-well Platten
verdunnt (5 pl DNA-LAsung, 75 ul Wasser).

3.3.3 Verdiinnung der Proben

Um eine definierte Ausgangskonzentration flur die folgenden Arbeitsschritte zu
erhalten, wurde aus den Ergebnissen der photometrischen Messung ein
Verdunnungsschema berechnet. Die Proben wurden mit einer 1:10-Verdinnung

des Elutionspuffers von QIAGEN auf eine einheitliche Konzentration von
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20 ng/ul gebracht.

3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion

Fir die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden folgende Primer benutzt:

HNMT-(C314T)-SNP
HNMT F: 5’-CAATTAAAATTGATGGTGTGTCA

HNMT R: S-TTTCTCCAACATTCTACTTTGGTA

Cb5aR-(C245T)-SNP
CbaR F: 5’-AAGAGATGGCCCCAAATA

CbaR R: 5-TTCGAGACTCACCATGTTC

IL4-C-(590T)-SNP
IL-04 A: 5-GGGGCTCCTTCTCTGCATAGA

IL-04 S: 5’-TGGGTAAGGACCTTATGGACCTG

IL13-(Arg130GIn)-SNP
IL13 130 S: 5-TTTGTAAAGGACCTGCTCTTACA

IL13 130 A: 5’-GCACAGGCTGAGGTCTAAGCTA

IL13-(C-1055T)-SNP
IL13 1055 S: 5-TGGGGGTTCTGGAGGACT

IL13 1055 A: 5’-AGCCTTAGTCCAGGTCAGAGAT

TS=52,7°C

TS=53,2°C

TS=51,2°C

TS=49,8°C

TS=58,7°C

TS=59,7°C

TS=54,7°C

1S5=57,8°C

TS=58,4°C

TS=55,3°C
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IL4RA-(Ser478Pro)- und IL4RA-(GIn551Arg)-SNP
IL4RA 478.551S:  5-CAGAGACGCCCCTCGTCAT
IL4RA 478.551 A:  5-CAGGCTTGAGAAGGCCTTGTAAC

Diese Primer schlief3en beide SNPs ein.

IL4RA-(lle50Val)-SNP
IL4ARA 50 B: 5’-CATGCTCGCTGGGCTTGAA

IL4RA 50 L: 5'-CCAGCCAGCCTACAGGTGA

TS=59,9°C

TS=60,5°C

TS=61,5°C

TS=59,1°C
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Tab. 3: Protokolle fiir die Single- bzw. Duplex-PCR-Anséatze. Bei allen PCR-Ansétzen

wurde mit der Annealingtemperatur = 52°C gearbeitet.

IL13-(GIn110Arg) IL4RA -(Ser478Pro) HNMT -(C314T) C5aR
IL13-(C-1055T) IL-4RA -(GIn551Arg) IL4-(C-590T)
H,0 18,40yl 18,90yl 17,90l 18,90l
Puffer (10x) 2,504l 2,504l 2,504l 2,504l
mit MgCl, (15mM) (1,5mM MgCl,) (1,5mM MgCly,) (1,5mM MgCl,) (1,5mM MgCl,)
dNTP (je 2,5mM) 1,00ul 1,004l 1,004l 1,004l
(0,170mM) (0,170mM) (0,170mM) (0,170mM)
Primer 1 (10 pM) 0,25ul 0,25ul 0,50ul 0,25ul
(0,1uM) (0,1uM) (0,20uM) (0,1uM)
Primer 2 (10 pM) 0,25ul 0,25ul 0,50ul 0,25ul
(0,1uM) (0,1uM) (0,20uM) (0,1uM)
Primer 3 (10 pM) 0,25ul 0,25ul
(0,1uM) (0,1uM)
Primer 4 (10 pM) 0,25ul 0,25ul
(0,1uM) (0,1uM)
Taq (5 U/pl) 0,10ul 0,10ul 0,10ul 0,10ul
(0,50 U) (0,50 L) (0,50 U) (0,50 U)
DNA (20ng/pl) 2,00ul 2,004l 2,00pl 2,00pl
Gesamtvolumen 25,00l 25,00ul 25,00ul 25,00pl

Die PCR lief unter folgenden Konditionen ab:

Initialer Denaturierungsschritt bei 95°C flr 10min

PCR-Zyklus:

Denaturierung 95°C 10sec
Annealing 52°C 30sec
Elongation 72°C 40sec

Es wurde mit 50 Zyklen gearbeitet und nach zweiminutiger Finalelongation auf
4°C abgekunhlt.

3.3.5 Restriktionsenzymatische Spaltung

Um den SNP des Kandidatengens C5aR nachzuweisen, wurde das PCR-
Produkt mit folgendem Reaktionsansatz bei 37°C fur 90 Minuten

restriktionsenzymatisch gespalten.
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PCR-Produkt 10,0l
Aqua 5,65l
BPU 1103 10u/pl 0,35ul
BSA 2,0ul
BPU-Puffer 2,0ul
20,0ul

Die Reaktion wurde mit 1,5ul Probenauftragspuffer gemischt und in Taschen
eines 3%-Agarosegels aufgetragen. Die Fragmente wurden
gelelektrophoretisch getrennt. Eine Lagerung der Proben zur spateren

Verarbeitung wurde bei —20°C vorgenommen.

CICCITCITTITTIT

Abb. 12: Genotypanalyse des C5aR-(C-245T)-SNP verschiedener Individuen mittels PCR-
Amplifikation und Restriktionsverdau mit BPU 1103. Das (T245)-Allel wird nicht verdaut. Es
resultiert eine Bandenlange von 301 bp (obere Bande). Liegt das (C245)-Wildtypallel vor,
ergeben sich Fragmente mit einer GréRe von 258 bp (untere Bande) und 43 bp (nicht zu

sehen). Das Enzym BPU 1103 schneidet die Sequenz folgendermalien:

GCTNAGC
CGANTCG

Wobei N fiir eine beliebige Base steht
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3.3.6 Gelelektrophorese (C5aR)

Jeweils 10 ul des PCR-Produktes beziehungsweise des Restriktionsansatzes
wurden auf einer Mikrotiterplatte mit 1 yl Proben-Auftragspuffer gemischt und in
die Taschen eines 3%-Agarosegels pipettiert und in TBE-Puffer
elektrophoretisch bei 90 V und 400 mA flr 60 min aufgetrennt. Als Marker
wurde eine 100 bp-DNA-Leiter verwendet. Die Farbung erfolgte in einer
Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) fur 10 Minuten, anschlieRend wurde in einem
Wasserbad fur 10 Minuten entfarbt. Unter einem UV-Transilluminator mit einer
Wellenlange von 312 nm konnten die aufgetrennten Banden durch Fluoreszenz

detektiert und photographiert werden.

3.3.7 LightCycler
3.3.7.1 Aufbau

Der LightCycler bestent aus zwei funktionellen Komponenten, der
Thermocycler-Einheit und der Fluoreszenz-MefReinheit. Das Gerat kann mit
Hilfe fluoreszenzmarkierter Oligonukleotidproben sequenzspezifische
Fluoreszenz messen. Die Reaktion findet in 32 Glaskapillaren statt, die
gleichzeitig als Kulvetten flir die Fluoreszenzmessung dienen. Eine
Hochleistungsleuchtdiode emittiert blaues Licht, das nach Passage eines Filters
und eines Kollimators eine Wellenlange von 470 nm hat und die Proben anregt.
Drei unabhangige Photoelemente kdnnen Licht der Wellenlangen 530 nm,

640 nm und 710 nm gleichzeitig detektieren.

3.3.7.2 Sonden

Um eine Punktmutation nachzuweisen, werden zwei Oligonukleotidsonden
eingesetzt. Die erste Sonde, der sogenannte ,Sensor”, bindet an den 5'-
Abschnitt der zu untersuchenden Region und ist an seinem eigenen 3’-Ende mit
dem Fluorophor Fluoreszin gekoppelt. Die zweite Sonde, der ,Anchor®, bindet

an den 3’-Abschnitt der spezifischen genomischen DNA und ist entweder mit
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dem Farbstoff LightCyclerRed-640 oder LightCyclerRed-705 an seinem

eigenen 5’-Ende gekoppelt. Binden nun beide Sonden an den Zielabschnitt der
genomischen DNA, dann liegen die Farbstoffe in unmittelbarer Nahe
zueinander. Wird der ,Sensor“-Farbstoff durch die Bestrahlung mit der
Leuchtdiode angeregt, kann er die aufgenommene Energie an den ,Anchor-
Farbstoff weitergeben, der seinerseits angeregt wird und Licht einer anderen
Frequenz emittiert, das vom LightCycler detektiert werden kann. Dieser
sogenannte Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) tritt nur auf,
wenn beide Sonden an ihre Zielsequenz binden und die Farbstoffe Kopf-an-

Kopf zu liegen kommen.

Nicht gemessene
ANREGUNG EMISSION

ﬁ ANREGUNG  FRET 3SSION

AMPLIKON > m

Annealing

O LC Red640/705 Akzeptor

Q Fluoreszindonor
Phosphat

Abb. 13: Prinzip des FRET bei Hybridisierung der Sonden mit der Zielsequenz und
Anregung (nach LightCycler-Manual, Roche).

Das Thermoelement kuhlt das Reaktionsgemisch nach einem initialen
Denaturierungsschritt bei 95°C auf 45°C ab. Anschliessend wird die Temperatur
schrittweise erhoht und zeitgleich die Fluoreszenz gemessen. So kann eine
Schmelzkurve aufgezeichnet werden, da die Intensitat der Fluoreszenz
proportional mit der Abloésung der Sonden von der untersuchten DNA abnimmt.
Eine einzige unterschiedliche Base in der untersuchten Zielsequenz
(Punktmutation) bewirkt eine schlechtere Hybridisierung mit der Sonde und so

eine um einige Grad Celsius verschobene Schmelzkurve.
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Abb. 14: Oben: Die Abbildung zeigt schematisch das Prinzip der
Mutationsanalyse mit einer Wildtyp-spezifischen Sonde. Unten: Die HNMT-
(C314T)-Genotypisierung zeigt beispielhaft wie das Hybrid aus Sonde und
untersuchtem Amplikon durch die ,fehlerhafte” Anlagerung nur einer Base
instabiler wird und seine Schmelztemperatur dadurch um einige Grad Celsius

niedriger liegt.
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Fir die Genotypisierung wurden folgende Oligonukleotid-Sonden

eingesetzt:

HNMT-(C314T)-SNP
Sensor:  5-AgCTTgTAgCCAAgACATCgAACC

Anchor:  5’LC-Red705-CgAgAACgTAAAQTTTgCTTggCAT p

IL4-C-(590T)-SNP
Sensor: 5-LC-Red640-gAACATTgCCCCCCAgTg p

Anchor: 5-CgACCTgTCCTTCTCAAAACACTAAACTTg

IL13-(Arg130GIn)-SNP
Sensor: 5-LC-Red640- TTTCAGTTGAACCGTCCCTCGC p

Anchor: 5-CAGGTCCTGTCTCTGCAAATAATGATGCTTTCGA

IL13-(C-1055T)-SNP
Sensor: 5-LC-Red705- CCTGCTCTTCCCTCATTTTCCTAG p

Anchor: 5-CCCCTGCAGCCATGTCGCCTT

IL4RA-(Serd478Pro)-SNP

Sensor: 5-CGCAGCTTCAGCAACCCCCT

Anchor: 5’-LC-Red705-GCCACTCACCGTGTCCCAGAGAGCT p

Ts=61,7°C

Ts=63,8°C

Ts=60,5°C

Ts=64,4°C

Ts=64,2°C

Ts=69,5°C

Ts=60,4°C

Ts=69,4°C

Ts=66,4°C

Ts=69,4°C
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IL4RA-(GIn551Arg)-SNP
Sensor: 5-LC-640-CCAGTGGCTATCAGGAGTTTGTA p Ts=56,5°C

Anchor: 5-TGCAGCCCCCGTCTCGGCCCCC Ts=78,2°C

IL4RA-(lle50Val)-SNP
Sensor: 5-LC-640-TCCGTTGTTCTCAGGGACACACGT p Ts=76,9°C

Anchor: 5-AGCAGGTGGCACACGCACCCCGC Ts=65,8°C

LightCycler Sondenansatz

Aqua ad inj. 7,1ul
Sensor 1 0,2yl
Anchor 1 0,25pl
Sensor 2 0,2yl
Anchor 2 0,25l

8,0pl

Zu je 8 yl des PCR-Produktes wurden 8 yl Sondenansatz gegeben, in der
Kapillare gemischt und fur 30 Sekunden bei 3000 rpm zentrifugiert.

3.3.8 Statistische Methoden

Populationsbasierte Assoziationsstudien

Die Allelfrequenzen fiir jeden SNP wurden errechnet. Der y* Test wurde
angewendet, um die Abweichung der Genotypfrequenzen vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht zu bestimmen. Der Expectation-Maximization-
Algorithmus des Programms Arlequin (Schneider S, Excoffier L. Arlequin
(Version 2.0), Genetics and Biometry Laboratory, 2000)) wurde angewandt, um
die Haplotypfrequenzen fir jedes SNP-Paar zu bestimmen. Die

Kopplungsungleichgewicht-(LD)-Statistik D’ wurde auf der Basis der so
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ermittelten Frequenzen errechnet [74]. Ein Wahrscheinlichkeitstest des
Programms Arlequin wurde durchgefuhrt, um die Signifikanz von Abweichungen

vom Kopplungsungleichgewicht zu untersuchen.

Das Grenzwerteffektmodell Generalized Estimation Equotations (GEE) wurde
angewendet, um die Assoziation zwischen Genotyp und den longitudinal
gemessenen IgE-Werten zu ermitteln. GEE sind statistische Methoden um

EinflussgréfRen auf korrelierte Daten mittels Regression zu untersuchen.

Um die Veranderung der IgE-Werte wahrend der sieben Jahre fur die
verschiedenen Genotypen zu testen, wurden Interaktionsterme zwischen Alter,

Alter?, Alter® und Genotyp in das Modell aufgenommen.

FiUr jeden SNP wurden je ein kodominantes Modell und das in friheren Studien
verwendete genetische Modell angewendet [75]. Gen-Gen- und Gen-
Umweltinteraktionen wurden durch Einfigen von Interaktionstermen in das
Regressionsmodell untersucht (z.B. mdutterliches Rauchen). P-Werte <0,05

wurden als statistisch signifikant gewertet.

Um den moglichen Einfluss von systematischen Selektionsfehlern auf die
Ergebnisse zu testen, wurde ein gewichtetes lineares Modell (weighted linear
model (WLM)) angewendet, um die beobachteten Daten bezuglich der
ursprunglichen Kohorte zu gewichten. Gewinnt man &hnliche statistische
Koeffizienten bzw. Aussagen mit Hilfe des gewichteten linearen Modells und
des Grenzwertmodells, ist ein systematischer  Selektionsfehler

unwahrscheinlich.

Fir die Gene mit mehr als zwei Varianten wurden Haplotypanalysen
durchgefuhrt. Die Drei-Lokus-Haplotypanalysen fir das IL4RA-Gens wurden mit
PHASE (Version 1.0) durchgefuhrt (Stephens M, 2001). Gewichtete lineare
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Regression wurde dann fur die IgE-Werte zu jedem Zeitpunkt getrennt
durchgefuhrt.

Familienbasierte Assoziationsstudie

Wie bei der populationsbasierten Assoziationsstudie wurde auch hier das
Grenzeffektmodell Generalized Estimation Equotations (GEE) verwendet. Es
wurde jedoch eine andere Kovariante definiert, die statt des Genotyps des

Kindes die Transmission des mutierten Allels von beiden Eltern bertcksichtigt.

3.3.8.1 Der modifizierte TDT fur quantitative Merkmale:

Der TDT-Test, der auf der Auswertung kompletter Trios (Vater, Mutter, Kind)
beruht, wurde im Abschnitt 1.2.2.4 bereits genauer beschrieben. Eine
Modifikation des TDT fur quantitative Merkmale wurde wie folgt vorgenommen
und jeweils auf die longitudinalen Daten der Kinder der MAS-Kohorte

angewandt [76]:

Der Grenzeffekt auf das arithmetische Mittel wird durch Kovarianten bestimmt
und wird wie folgt errechnet: Log (IgE)ij = Bo + B1xi1 + P2 (Geschlecht); +pB3
(Alter); +B4 (Alter?); +Bs (Alter®); + &;. Die Kovarianz wird definiert als: Corr
(eipeik) =Ri (o). Log (IgE); bedeutet der j. IgE-Wert des i. Kindes, und x1 ist eine
Kovariante, die die Transmission von Allel 1 beider Eltern eines Kindes darstellt.
Die Transmission nimmt Werte von xiy = HY (TM = %) + H" (T = %) an, wobei
HM und HF jeweils einen Wert von 1 oder 0 annehmen, abhangig davon, ob die
Mutter und der Vater des Kindes heterozygot fir Allel1 ist. Die
Transmissionsindikatoren T™ and T” werden Werte von 1 annehmen, wenn
Allel 1 von jeweils Mutter oder Vater auf das Kind transmittiert wurde und 0

wenn nicht.

Alle Analysen wurden mit dem statistischen Paket STATA (Version 7)
durchgefuhrt und die Analysen der Longitudinaldaten sowie die

familienbasierten Analysen mit SAS (Version 8.2).
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Ergebnisse
4.1 IL4-, IL13- und IL4RA-SNPs
4.1.1 Allel- und Genotypfrequenzen
Sechs Polymorphismen in 0.g. Genen wurden auf Assoziation mit Atopie-

relevanten Merkmalen in der MAS-Kohorte untersucht. Die Allelfrequenzen und

Genotypverteilungen der untersuchten SNPs sind in Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4: Allelfrequenzen und Genotypverteilung der SNPs, die Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht und Kopplungsungleichgewichts-Analysen (LD) bei 823 Kindern

der MAS-Population.

Interleukin-4-Rezeptor lle50Val Ser478Pro GIn551Arg
Genotypverteilung

P/P* 249 (31,0%) 17 (2,1%) 26 (3,2%)
W/P 395 (49,1%) 222 (27,4%) 256 (31,5%)
WIwW 160 (19,9%) 572 (70,5%) 530 (65,3%)

Allelfrequenz [Freq(P)] 11e50:55,5% Pro478:15,8%  Arg551:19,0%
Hardy-Weinberg Gleichgewicht (X*) 0,02(p=0,89) 0,72(p=0,40) 0,54(p=0,46)
LD Statistik (|D'| und p-Wert)#

IL4-(C-590T) 0,03 0,17 0,16
IL13-(C-1055T) 0,02 0,03 0,05
IL13-(Arg130Gin) 0,02 0,01 0,09
IL4R-(lle50Val) 0,37 0,28
IL4R-(Ser478Pro) <0,001 0,99
IL4R-(GIn551Arg) <0,001 <0,001

IL4-(C-590T)

IL13-(C-1055T)

IL13-(Arg130Gin)

Genotypverteilung

P/P* 28 (3,6%) 43 (5,3%) 43 (5,3%)
wip 221 (28,1%) 301 (37,1%) 266 (32,9%)
Wiw 537 (68,3%) 467 (57,6%) 499 (61,8%)
Allelfrequenz [Freq(P)] Allel T:17,6% Allel T:23,9% GIn130:21,8%
Hardy-Weinberg Gleichgewicht (X*) 0,78 (p=0,38) 0,38(p=0,54) 0,93(p=0,33)
LD Statistik (|D'| und p-Wert)

IL4-(C-590T) 0,19 0,33
IL13-(C-1055T) <0,001 0,58
IL13-(Arg130Gin) <0,001 <0,001

IL4R-(lle50Val) 0,70 0,73 0,72
IL4R-(Ser478Pro) 0,31 0,48 0,88
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IL4R-(GIn551Arg) 0,30 0,27 0,53

*P und W stehen fir Polymorphismus und Wildtyp.

Die Genotypverteilungen fur die sechs Polymorphismen wichen nicht vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ab  (p>0,05).  Statistisch  signifikante
Kopplungsungleichgewicht-Werte traten jeweils zwischen den Varianten
innerhalb des IL13-Gens und des IL4RA-Gens auf. Hochste paarweise D’-
Werte fanden sich zwischen Ser478Pro und GIn551Arg (ID’| =0,99) gefolgt von
C-1055T und Arg130Gin ( ID’| =0,58).

4.1.2 Phanotyp-Genotyp Assoziationen und Haplotypanalysen

Nicht-genetische Faktoren, wie mdutterliches Rauchen, Einzugsgebiet,
Geburtsmonat, Schulausbildung der Eltern, Anzahl der Schwangerschaften der
Mutter und Stillzeit, waren weder mit der Genotypverteilung der SNPs noch mit
den Gesamt-IgE-Konzentrationen assoziiert und wurden daher als Stérgrofien

in dieser Population ausgeschlossen.

Die populationsbasierte statistische Analyse der Longitudinaldaten ergab:
Homozygote und heterozygote Trager des (GIn130)-Allels von [IL13 hatten
signifikant hdhere IgE-Werte (p<0,0001 und p=0,0043) als homozygote Trager
des (Arg130)-Wildtypallels unter Verwendung des kodominanten Modells. Der
Genotyp TT im Promotor des /L13-Gens (Position —1055) war im rezessiven
Modell ebenfalls mit erhdohten IgE-Werten (0,29kU/l) assoziiert (p-Wert =
0,0002). Die angewandten Grenzwertmodelle ermitteln die statistischen
Unterschiede der IgE-Werte Uber den gesamten Zeitraum. Im Gegensatz dazu
zeigen die Abbildungen 15 und 16 deutlich die Unterschiede der mittleren IgE-
Werte (log-transformiert) zu jedem Zeitpunkt im Alter von 1 bis 7 Jahren sowohl

bei Jungen als auch bei Madchen.
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Abb. 15: Darstellung der mittleren Differenzen der Gesamt-IgE Serumkonzentrationen der
Kinder der MAS-Population fur die verschiedenen Genotypen des /L13-(Arg130GIn)-SNP in

Abhangigkeit vom Lebensalter. Oben fiir das mannliche, unten fiir das weibliche Geschlecht.



56

IL13-(C-1055T)
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Abb. 16: Darstellung der mittleren Differenzen der Gesamt-IgE Serumkonzentrationen der
Kinder der MAS-Population fiir die verschiedenen Genotypen des /L13-C-1055T-SNP in

Abhangigkeit vom Lebensalter. Oben fir das mannliche, unten fir das weibliche Geschlecht.
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Zwischen den anderen 4 SNPs und Gesamt-IgE-Werten konnte keine

Assoziation gefunden werden. Weder Zwei-Lokus (Ser478Pro-GIn551Arg),
noch Dreilokus-Haplotypanalysen (lle50Val-Ser478Pro-GIn551Arg) konnten
einen Hinweis auf Assoziation von IL4RA mit IgE-Werten geben. Es konnte
auch kein Einfluss eines SNP auf das Ausmal der IgE-Anderung festgestellt

werden (Daten nicht dargestellt).

Wie unter 1.3.5.2 beschrieben, waren Analysen von 5q31 Markern bzw. /L13-
SNPs insbesondere bei Nicht-Atopikern signifikant [19, 24]. Um diese
Beobachtung in der MAS-Kohorte zu Gberprufen, wurden zusatzlich Analysen in
331 atopischen Kindern und 165 nicht-atopischen Kindern getrennt
durchgefuhrt. Atopie wurde als hohes spezifisches IgE (>0,7 kU/L) gegen eines
der getesteten Allergene bzw. durch hohes Gesamt-IgE festgelegt. Nicht-
Atopiker waren Kinder, die keinerlei Sensibilisierung aufwiesen (spezifisches
IgE gegen jedes der getesteten Allergene <0,35kU/L zu mindestens 4

Messzeitpunkten und ohne Diagnose einer atopischen Dermatitis).

Trotz geringer Fallzahl konnte der Vergleich dieser beiden Gruppen die
Ergebnisse von Marsh et al. und Graves et al. fur die SNPs Arg130GIn und C-
1055T im IL13 Gen bestatigen. IL13-(C-1055T) und IL13-(Arg130GIn) standen
in starkem Kopplungsungleichgewicht, d.h. sie traten nicht unabhangig
voneinander auf. Deshalb kdnnte die Wirkung auf die Gesamt-IgE-Werte eines
SNP auf die fehlende Unabhangigkeit von dem anderen SNP zurlckgehen.
Zum Beispiel konnte die Assoziation zwischen dem TT-Genotyp des /IL13-(C-
1055T)-SNP und hohem Gesamt-IgE wegen des Kopplungsungleichgewicht

ebenso auf den genetischen Effekt des (GIn130)-Allels zurlckgehen.

Stratifizierte Analysen zwischen Nicht-TT-Tragern an der Position —1055

zeigten Hinweise auf einen Effekt des (Arg130Gin)-Lokus, wie Tab. 5 darstellt.
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Tab. 5: Einzelne und kombinierte genetische Effekte von C-1055T und Arg130Gin im
IL13-Gen nach Alter unter Berlcksichtigung des Geschlechts in der MAS-Population.

IL13-(C-1055T) |IL13-(Arg130Gin)
Arg/Arg GIn/Arg GIn/GIn
CC&CT Referenz 0,12(0,03-0,2) 0,27(0,13-0,42)
(n=482) (n= 251 p=0,0109) (n=25 p=0,0002)
TT 0,37(0,11-0,64) 0,33(0,06-0,60) 0,33(0,09-0,56)
(n=10 p=0,0055) (n=15 p=0,0157) (n=18 p=0,0067)

Als Referenzgenotyp wurde CC oder CT (Promotor) beziehungsweise Arg/Arg
(Exon 4) im IL13 Gen gewahlt. Im Vergleich zu dieser Referenzgruppe wiesen
MAS-Kinder mit dem Genotyp Arg/GIn und GIn/GIn um 0,12 log kU/I und 0,27
log kU/I erhdhte Serum-IgE-Werte auf. Dies lasst auf einen Effekt schlief3en,
den jeder der beiden Loci getrennt voneinander bewirkt, der also nicht nur auf

das Kopplungsungleichgewicht zurtickgeht.

4.1.3 Interaktionstests

4.1.3.1 Gen-Gen-Interaktionen

Um die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse zu minimieren wurden
zusatzlich familienbasierte Analysen mit dem Transmissions Disaqulibrium Test
fur quantitative Merkmale durchgefuhrt (siehe 3.3.8). Die Transmission des
(GIn130)-Allels und des Genotyps TT war mit hohem Gesamt-IgE assoziiert mit
geschatzten Effekten von 0,17 log (kU/L); p=0,04 und 0,24 log (kU/L); p=0,086
siehe. Die grenzwertig signifikante Assoziation des TT-Genotyps konnte auf die
geringe Anzahl auswertbarer Trios zuruckzufihren sein. Zwischen einer
spezifischen Alleltransmission und der Serum IgE-Konzentration konnte fur die

anderen SNPs keine Assoziation gefunden werden.
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Tab. 6: Transmissions Disaquilibrium Test (TDT) fur quantitative Merkmale fir Gesamt-
Serum-IgE-Werte und 6 SNPs in 382 kompletten Trios (Vater, Mutter, Kind) der MAS-
Population nach Alter, Alter®, Alter® und Geschlecht adjustiert.

B* 95%-Konfidenzintervall  p-Wert
IL4(C-590T) -0.02 [-0,27 0,23] 0,88
IL13(C-1055T) 0,25 [-0,02 0,53] 0,07
Arg130GIn 0,16 [0,01 0,31] 0,04
lle50Val 0,12 [-0,05 0,29] 0,18
Ser478Pro 0,14 [-0,03 0,30] 0,10
GIn551Arg 0,11 [-0,04 0,25] 0,16

*Der Wert 3 stammt aus dem gewichteten linearen Modell (WLM) siehe 3.3.8 und reflektiert die
statistische Signifikanz dieser zusatzlichen Analyse und ist hier den klassischen Ergebnissen

des TDT gegeniibergestellt.

4 .1.3.2 Gen-Umwelt-Interaktionen

Bei der Analyse des Einflusses mutterlichen Rauchens auf die beiden
funktionellen Polymorphismen in [IL13 wurde folgender Zusammenhang
festgestellt: Bei Kindern ohne Tabakrauchexposition zeigten der Genotyp
-1055 TT und 130 GIn/GIn signifikant hohere Gesamt-IgE Werte 0,27 log(kU/I)
bzw. um 0,25 log(kU/I) verglichen mit ihren Referenzgenotypen —1055 CC/CT
bzw. 130 Arg/Arg. Bei den Kinder, deren Mdutter rauchten, war dieser Effekt
noch wesentlich starker ausgepragt: lhre IgE-Werte waren auf 0,60 log(kU/I)
bzw. 0,65 log(kU/l) erhoht. Diese Unterschiede zwischen Kindern mit und ohne
Tabakrauchexposition waren im Grenzeffekt-Modell (siehe 3.3.8) statistisch
signifikant mit p-Werten<0,02. Pranatale Exposition zeigte ahnliche Effekte. Es
war jedoch nicht moglich zwischen pranataler und postnataler Exposition zu
unterscheiden, da nicht anzunehmen war, dass Mdutter, die wahrend der
Schwangerschaft rauchten, nach der Geburt das Rauchen aufgaben. Keine
statistisch signifikanten Hinweise auf Interaktionen brachte die Analyse der
Effekte zwischen IL13-(C-1055T, Arg130GlIn), /IL4-(C-590T) und den drei SNPs
im IL4RA-Gen. Die angewandten Grenzwertmodelle (siehe 3.3.8) ermitteln die
statistischen Unterschiede der IgE-Werte Uber den gesamten Zeitraum. Im

Gegensatz dazu zeigt die Abb. 17 deutlich die Unterschiede der mittleren IgE-
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Werte (log-transformiert) zu jedem Zeitpunkt im Alter von 1 bis 7 Jahren in

Abhangigkeit von Tabakrauchexposition und Genotyp.

Interaktion von miitterlichem Rauchen
und dem /IL13-(C-1055T)-SNP
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Abb. 17: Bei Kindern der MAS-Population ohne
Tabakrauchexposition (NR) zeigte der Genotyp —1055 TT signifikant
héhere Gesamt-IgE Werte verglichen mit ihren Referenzgenotypen —
1055 CC/CT. Mutterliches Rauchen (R) verstarkte diesen Effekt
signifikant in der Gruppe der Kinder, die homozygot firr das (T-1055)-

Allel waren.

4.2 Der HNMT-(C314T)-SNP
Der Polymorphismus C314T im HNMT-Gen wurde in der MAS-Kohorte und in

der Freiburger Asthmakohorte untersucht. Dabei ergaben sich folgende

Genotypfrequenzen:

Tab. 7: HNMT-Genotypverteilung und Allelfrequenzen in der MAS- Kohorte sowie

bei den Freiburger Kindern.

WW | WP | PP | Allelfreq
[%] | [%] | [%] | (P)

Nicht-atop. MAS-Kontrollen 211 75 24 1 0,13

Nicht-Asthmatiker (MAS) 515 75 24 1 0,13

Asthmatiker (MAS) 85 74 26 0 0,13
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Allergische Rhinitis (MAS) 81 77 22 1 0,12
Atopische Dermatitis (MAS) 181 81 19 0 0,10
Polysensibilisierung 7Jahre (MAS) 77 78 22 0 0,11
Polysensibilisierung 10 Jahre (MAS) | 86 79 20 1 0,11
Freiburger Asthmatiker 176 74 23 3 0,14
Sensibilisierte Freiburger

110 77 20 3 0,13
Asthmatiker
Milbensensibilisierte Freiburger

60 78 17 5 0,14
Asthmatiker

P und W stehen fiir Polymorphismus und Wildtyp, wobei P fir das (T314)-Allel des HNMT Gens
steht.

Die obige Tabelle zeigt die Allelfrequenzen und Genotypverteilungen in Atopie-
assoziierten Phanotypen in der MAS-Kohorte und in der Freiburger Asthma-
Population. Keine signifikanten Unterschiede konnten zwischen Kindern mit
Asthma, allergischer Rhinitis, atopischer Dermatitis oder Polysensibilisierung

gegenuber den nicht-atopischen Kontrollen festgestellt werden.

Besonderes Interesse galt der Hypothese, dass der Polymorphismus der HNMT
mit dem Ausmal} der bronchialen Reaktivitdt auf Histamin assoziiert sein
konnte. Weder in der Gruppe der Asthmatiker, noch in der Gruppe der Nicht-
Asthmatiker unterschied sich die PCyFEV: signifikant zwischen den
verschiedenen HNMT-Genotypen. Auch die Freiburger Asthmatiker zeigten
keine  statistisch relevante  Abhangigkeit vom Genotyp bei den

belastungsinduzierten Provokationstests oder der Histaminprovokation.
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Abb. 18: Darstellung der PCyFEV,-Werte in Abhangigkeit des HNMT-Genotyps in der MAS-
Kohorte, bei den MAS-Asthmatikern und den Freiburger Asthmatikern.

4.3 Der C5aR-(C-245T)-SNP

Der Promotorpolymorphismus im C5aR-Gen wurde in der MAS-Kohorte und der
Barbados Population untersucht. Dabei ergaben sich folgende Genotyp- und

Allelfrequenzen:

Tab. 8: C5aR-Genotypenverteilung und Allelfrequenzen in der MAS- Kohorte.

n ww | WP PP | Allelfreq
%] | [%] | [%] | (P)
Nicht-atop. MAS-Kontrollen 104 43 48 9 0,33
Asthmatiker (MAS) 83 53 37 10 0,29
Allergische Rhinitis (MAS) 76 47 44 9 0,31
Atopische Dermatitis (MAS) 177 46 42 12 0,33
Polysensibilisierung 7Jahre (MAS) 73 43 45 12 0,35
Polysensibilisierung 10 Jahre (MAS) | 85 49 40 11 0,31
hohes Gesamt-IgE 73 58 31 11 0,27
niedriges Gesamt-IgE 165 44 51 5 0,31

P und W stehen flir Polymorphismus und Wildtyp.
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Tab. 9: Allelfrequenzen des C5aR-(C-245T)-SNP in der MAS-Kohorte und der
Barbados-Population. Zum Vergleich zweier Populationen von untereinander nichtverwandten
Individuen wurden die (nichtverwandten) MAS-Kinder den (nichtverwandten) Eltern der

Barbados Population gegenubergestellt.

MAS-Kinder Barbados Eltern
Genotyp
TT 382/815 (46,9%) 30/149 (20,1%)
TC 353/815 (43,3%) 80/149 (53,7%)
ccC 80/815 (9,8%) 39/149 (26,2%)
Allelfrequenzen
T 0,69 0,47
C 0,31 0,53

Der Unterschied in der Allelfrequenz des C-Allels bei den kaukasischen MAS-
Kindern (31,5%) im Vergleich zu den afro-karibischen Individuen der

Barbadospopulation (53%) war hochsignifikant (p=0,0001).

Keine signifikanten Unterschiede konnten zwischen MAS-Kindern mit
atopischem Phanotyp, also Asthma, allergischer Rhinitis, atopischer Dermatitis
oder Polysensibilisierung gegeniber den nicht-atopischen Kontrollen
festgestellt werden. Die Genotypverteilung in MAS-Kindern mit hohem IgE-
Phanotyp unterschied sich nicht von der in MAS-Kindern mit niedrigem IgE-

Phanotyp.

Weder in der Gruppe der Asthmatiker noch in der Gruppe der Nicht-Asthmatiker
unterschied sich die PCyxFEV, signifikant zwischen den verschiedenen
Genotypen des CbaR. Auch in der Barbados-Population konnte keine

Assoziation mit Asthma-relevanten Phanotypen beobachtet werden.



64

Diskussion

Diese Arbeit untersuchte den Effekt von insgesamt acht potentiell funktionellen
Varianten in Kandidatengenen flr allergische Erkrankungen in einer grofden
deutschen Geburtskohorte (MAS-90), einer afro-karibischen (Barbados)-
Population sowie einer weiteren kaukasischen Population (Freiburger
Asthmatiker) auf Asthma und Atopie-assoziierte Merkmale. Erstmals wurden zu
diesem Zweck longitudinale IgE-Messungen Uber sieben Jahre auf eine
Assoziation mit verschiedenen Polymorphismen innerhalb des /IL13-, IL4- und
IL4RA-Gens untersucht.

In dieser Untersuchung konnte eine signifikante Assoziation zwischen zwei
SNPs im /L13-Gen und hohen IgE-Werten in einer groRen padiatrischen
Geburtskohorte nachgewiesen werden. Homozygote und heterozygote Trager
des /L13-(GIn130)-Allels (SNP im Exon 4) wiesen signifikant hohere IgE-Werte
als homozygote Trager des IL13-(Arg130)-Wildtypallels auf. Der Genotyp TT im
Promotor des IL13-Gens (Position —1055) war ebenfalls mit erhéhten IgE-
Werten assoziiert. Sehr konsistent waren die signifikanten Unterschiede der
mittleren  IgE-Werte  fur die  jeweiligen  Genotypen  Uber den

Beobachtungszeitraum von 7 Jahren zu sehen.

Epidemiologische und tierexperimentelle Studien deuten auf
Tabakrauchexposition als potentiellen Risikofaktor flr erhdhte Gesamt-IgE-
Antikorperkonzentrationen hin [77, 78, 79]. In dieser Arbeit konnte ein
Interaktionseffekt zwischen Tabakrauchexposition der untersuchten Kinder und
den beiden funktionellen SNPs des /L13-Gens auf die Gesamt-IgE Werte
beobachtet werden und damit eine mogliche Gen-Umwelt-Interaktion in dieser

Population aufgedeckt werden.

IL13 wird auf dem langen Arm des Chromosom 5 kodiert, einer Region die in
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mehreren Studien mit Gesamt-IgE-Konzentrationen und anderen Atopie-
assoziierten Phanotypen eine Kopplung aufwies [19, 80, 81, 82]. Die hier
aufgezeigten Daten unterstitzen die Beobachtungen von Graves at al. und
Marsh et al.. Im Gegensatz zu anderen Arbeiten fanden wir keine Assoziation
von IL4- bzw. IL4RA-SNPs oder Haplotypen hinsichtlich Gesamt-IgE-Werten.

5.1 Das Zytokin IL-13

Auf dem langen Arm des Chromosoms 5 (5q31-33) befinden sich die Gene, die
fur Zytokine der T-Helferzellen vom Typ2 kodieren. Von den TH2-Zytokinen
dieser chromosomalen Region wurde vor allem IL-4 intensiv erforscht wegen
der bekannten Rolle von IL-4 bei der Differenzierung von T-Zellen in TH2-
Zytokin produzierende Zellen. IL13 liegt nur 25 Kilobasen zentromerisch von /L4
und in der gleichen Orientierung, was zu der Spekulation fihrte, dass diese
Gene wahrend der Evolution durch Duplikation entstanden sein konnten.
Zusatzlich zu ihrer strukturellen Ahnlichkeit sind sie sich auch bemerkenswert

ahnlich in ihrer Funktion.

Trotz der recht ahnlichen biologischen Aktivitat von IL-13 und IL-4 zeigt IL-13
spezifische Effekte. Studien im Mausmodell haben IL-13 kirzlich als einen
entscheidenden  Mediator in der Effektorphase der allergischen
Atemwegsreaktion identifiziert [83, 84]. Einige Gruppen konnten zeigen, dass
die Blockade von endogenem IL-13 durch Iéslichen IL-13-Rezeptor, der
spezifisch [L-13 bindet, das Ausmall der BHR und der pulmonalen
Becherzellhyperplasie in sensibilisierten Mausen reduzieren kann, wogegen die
Neutralisation von IL-4 nicht diese Wirkung hat [85]. Weiterhin bilden Mause,
denen IL-13 als rekombinantes Zytokin zugefuhrt wird oder in den Lungen
uberexprimiert wird, einen dem menschlichen Asthma sehr ahnlichen Phanotyp

aus mit BHR, eosinophiler Entzindung und Becherzellhyperplasie.
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5.1.1 Die Rolle der IL13-(Arg130GIn)- und IL13-(C-1055T)-SNPs

Klrzlich zeigten Graves et al. eine Assoziation von Polymorphismen im
Promotor und der kodierenden Region von /L13 mit hohen IgE-Werten. Es
wurden insgesamt sieben Polymorphismen untersucht, von denen vier in
engem Kopplungsungleichgewicht mit einer Variante in der kodierenden Region
stehen, die einen Aminosaureaustausch im Exon 4 an der Position 130 bewirkt.
Dieser SNP /L13-(Arg130GIn) war in zwei Gruppen von deutschen Kindern [24,
86] und einer Gruppe US-amerikanischer Kinder [87] stark mit erhéhten Serum-
IgE-Konzentrationen assoziiert (P=0,000002). Insgesamt wurden 1399 Kinder
genotypisiert. Der Promotorpolymorphismus /L713-(C-1055T) war in geringerem
Malf mit /IL13-(Arg130GIn) gekoppelt und war weniger signifikant mit hohen IgE-

Konzentrationen assoziiert.

Unsere Arbeit konnte die Ergebnisse von Graves et al. in der MAS-90 Kohorte
bestatigen und dartber hinaus sehr anschaulich die signifikante Erhéhung der
Gesamt-IgE Werte Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von sieben

Jahren in beiden Geschlechtern nachweisen (siehe Abb. 15 und

Abb. 16). Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass jede der beiden Varianten
IL13-(Arg130GIn) und /L13-(C-1055T) einen getrennten Effekt auf die hohen
IgE-Konzentrationen zu haben scheint, unabhangig vom
Kopplungsungleichgewicht zwischen ihnen. In unseren Untersuchungen konnte
kein Zusammenhang zwischen den Polymorphismen von /L13 und Asthma
hergestellt werden. Aufgrund der geringen Anzahl von Asthmatikern in der
MAS-Kohorte und der recht milden Auspragung des asthmatischen Phanotyps

bei den meisten Kindern ist diese Beobachtung jedoch nicht aussagekraftig.

Zum gleichen Ergebnis fuhrte die familienbasierte Auswertung der
Transmission (TDT) mit den wiederholten IgE-Messungen als abhangige
Variable. Auch hier zeigte sich eine Assoziation mit den beiden /IL13-SNPs, was
bedeutet, dass diese beiden Varianten entweder direkt die Serum-IgE-

Konzentration beeinflussen oder andererseits in engem
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Kopplungsungleichgewicht mit dem eigentlich verantwortlichen Gen stehen

konnten.

Studien im Tiermodell gaben Hinweise darauf, dass IL-13 nicht nur fur die IgE-
Produktion wichtig ist, sondern auch eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung eines Asthma-ahnlichen, von IL-4 unabhangigen, Phanotyps ist
[83, 84, 88]. Mehrere epidemiologische Studien haben die Rolle von IL-13 bei

der Krankheitsentstehung von Asthma bronchiale beim Menschen untersucht.

Eine signifikante Assoziation zwischen /L1713 Vatianten und Asthma wurde in
britischen, japanischen und niederlandischen Populationen nachgewiesen [23,
89, 90], was die wichtige Rolle dieses Zytokins bei der Entwicklung von Asthma
untermauert. Allerdings wurde in keiner dieser Studien eine signifikante

Assoziation mit hohen IgE-Werten nachgewiesen.

Van der Pouw Draan et al. untersuchten den Effekt des (T-1055)-Allels auf
Gesamt-Serum-IgE-Werte ausschlieBlich in Asthmatikern. Problematisch
hierbei ist jedoch, dass die Variabilitdt dieses Merkmals zu niedrig war, um

kleine Unterschiede zwischen den Genotypen aufzudecken.

In einer Studie von Heinzmann et al. wurden die IgE-Konzentrationen in zwei
Klassen unterteilt: hoch und niedrig. Diese Vereinfachung birgt die Gefahr
erheblicher Fehleinordnungen und reduziert wahrscheinlich den messbaren
Effekt des (GIn130)-Allels auf IgE-Werte. Erschwerend kommt hinzu, dass
klinische Phanotypen, wie IgE-Werte, sich andernde Groflen sind, die sich
wahrend des episodenhaften Krankheitsverlaufs und wahrend des Lebens

eines Individuums stark verandern konnen.
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Denkbar ware auch, dass die beiden Varianten im IL13 Gen in britischen,

japanischen und niederlandischen Populationen unabhangig von der Ethnizitat
nur einen Effekt auf Asthma, nicht aber auf die Gesamt-IgE-Konzentrationen
haben. Die vier oben genannten Studien analysierten die Gesamt-IgE-Werte in
Individuen mit gesichertem Asthma. Dadurch kénnte der geschatzte genetische

Effekt durch diese nicht reprasentative Probenauswahl verfalscht worden sein.

5.2  Der IL4-(C-590T)-SNP

Aufgrund der pathophysiologischen Zusammenhange bei der allergischen
Immunreaktion, bei der IL-4 eine zentrale Rolle spielt, ist es naheliegend, nach
Polymorphismen im IL4-Gen, insbesondere in dessen Promoter zu suchen, da
hieraus Unterschiede in der Expression und/oder Funktionalitat von /L4

resultieren konnten.

Rosenwasser et al. fanden bei ihren Untersuchungen einen SNP im /L4-
Promoter an der Position —590, der zu einem Basenaustausch von Cytosin zu
Thymidin fahrt. In vitro Untersuchungen mit dieser Variante der IL4-Promoter-
Sequenz erbrachten eine hohere Luziferase-Aktivitat und zeigten im
Electrophoretic  Mobility Shift Assay eine vermehrte Bindung von
Transkriptionsfaktoren. Aullerdem war dieser SNP mit héheren IgE-Werten in
asthmatischen Familien, die im National Jewish Center in Denver, Colorado,

rekrutiert worden waren, assoziiert [21].

In einer japanischen Studie wurde ein signifikanter Zusammenhang des /L4-
(T-590)-Allels mit Asthma beschrieben: Unter Verwendung des TDT-Tests
wurde eine signifikant haufigere Vererbung des T-Allels an asthmatische Kinder
festgestellt [91]. Allerdings konnte kein Zusammenhang zu IgE-Werten im
Hinblick auf diesen /L4-Polymophismus beobachtet werden. In dhnlicher Weise
beschreibt Burchard et al. [92] eine Assoziation dieses IL4-SNP mit dem FEV1-

Wert bei weillen Asthmatikern, hingegen jedoch nicht mit erhéhten IgE-Werten.
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In einer weiteren Untersuchung von Walley et al. [93] wurde der IL4-(C-

590T)-SNP in 2 Populationen untersucht: Fur die britische Population ergab
sich keinerlei Assoziation mit Asthma oder anderen Atopie-relevanten
Phanotypen wie z.B. ein erhdhtes Gesamt-IgE; dies bestatigte sich bis auf die
Ausnahme einer schwachen Assoziation mit spezifischem IgE gegen

Hausstaubmilben auch in den australischen Individuen.

In der hier vorgelegten Arbeit wurden verschiedene Atopie-assoziierte
Phanotypen im Hinblick auf eine Assoziation mit dem /L4-(C-590T)-Promoter
Polymorphismus untersucht. Es konnte weder fur Asthma noch fur atopische
Dermatitis oder allergische Rhinitis noch fur spezifisches und Gesamt-IgE ein
signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Mdglicherweise steht der hier
untersuchte SNP im Kopplungsungleichgewicht mit einer anderen genetischen
Variante, die ursachlich fur die zuvor beschriebenen Assoziationen sein kdnnte,
oder es bestanden Unterschiede bei den verschiedenen Populationen

hinsichtlich Ethnizitat und/oder Umweltfaktoren.

Weiterhin konnte das [L4-(T-590)-Allel modifizierend wirken und den
Schweregrad der Krankheit mitbestimmen [92, 94], aber moglicherweise nur
unter bestimmten Bedingungen (Alter, Definition des Phanotyps) zum Tragen

kommen.

5.3 Die Rolle der genetischen Varianten im IL4RA-Gen

IL-4 bindet an den IL-4 Rezeptor und bewirkt damit seine intrazellulare Wirkung.
Insgesamt sind sieben Polymorphismen in der kodierenden Region des IL4RA

bekannt, die mit einem Aminosaureaustausch einhergehen [20, 25].

5.3.1 Die ILARA-(Ser478Pro)- und IL4RA-(GIn551Arg)-SNPs

Hershey et al. identifizierten erstmals im IL4RA ein SNP, bei dem Guanin durch

Adenosin  an der Nukleotidposition 1902 ersetzt ist, was einen
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Aminosaureaustausch von Glutamin nach Arginin in der zytoplasmatischen

Region des Rezeptors zur Folge hat [25]. Hershey und Mitarbeiter fanden eine
signifikante Assoziation des (Arg551GIn)-SNP mit Hyper-IgE-Syndrom,
atopischer Dermatitis und Atopie in 50 prospektiv rekrutierten Erwachsenen
(Mitarbeiter der Washington Universtity School of Medicine). Durch
Durchflusszytometrie wurde der Einfluss des Wildtyp- bzw. des polymorphen
IL4-Rezeptor-Allels in peripheren mononuklearen Blutzellen von Individuen
unterschiedlichen Genotyps untersucht. Eine erhdhte Expression des
niedrigaffinen IgE-Rezeptors (CD23) durch IL-4 um den Faktor 2,17 (+0,14)
wurde bei heterozygoten Tragern bzw. eine Verdreifachung (3,07 £0,62) bei
homozygoten Tragern des SNP beobachtet. In Bindungsassays war eine
veranderte Bindungsspezifitat fur SHP-1, eine Phosphotyrosin-Phosphatase,

die an der Signaltransduktion von IL-4 beteiligt ist, festzustellen.

Kruse et al. beschrieben eine Assoziation der (Pro478)- und (Arg551)-Allele mit
niedrigen Gesamt-IgE-Konzentrationen im Serum von 181 deutschen Kindern,
von denen 91% Atopiker waren (p=0,0008) [95]. Dieses Ergebnis wurde in US-
amerikanischen und niederlandischen Populationen bestatigt [96, 97]. In vivo-
Immunoassays mit humanen T-Zellen zeigten dass ausschlieRlich beim
Vorliegen beider Polymorphismen die Phosphorylierung von intrazellularen
Substraten (Insulin-Receptor-like Substrates 1 und 2) zunahm, also die

Signalkaskade beeinflusst wurde.

Unsere Daten weisen ahnliche Allelfequenzen fur diese SNPs in der MAS-
Kohorte nach, wie sie von Kruse et al. beschrieben wurden. Wir konnten aber
die Assoziation mit dem Gesamt-IgE in zwei vergleichbaren Subpopulationen
innerhalb der MAS-Kohorte nicht bestatigen: Weder bei den 138 MAS-Kindern
aus dem Raum Freiburg, der gleichen Stadt aus der Kruse et al. ihre Patienten
rekrutierten: [Pro478: -0,04 log (kU/L); Arg551: -0,06 log (kU/L)], noch bei den
331 Atopiker der insgesamt 823 Kindern.
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Selbst verschiedene Umwelteinflisse oder mdgliche Unterschiede in der
Zusammensetzung der Populationen der beiden Studien konnen diese
Diskrepanz nicht erklaren. [L4RA wurde als Asthma- und Atopie-
Suszeptibilitatslokus diskutiert, gestiutzt auf Ergebnisse von Haplotypanalysen
in Inzucht- und ,Nicht-Inzucht“-Populationen [16]. Unsere Haplotypanalysen
dagegen zeigten weder einen Hinweis auf synergistische Effekte der Varianten
Ser478Pro und GIn551Arg, noch einen anderen Haplotypeneffekt auf atopische
Erkrankungen und speziell auf das Gesamt-IgE.

5.3.2 Der IL4RA-(lle50Val)-SNP

Die einzige extrazellulare Variante des IL-4 Rezeptors, lle50Val, wurde von
Deichmann et al. [20] beschrieben und in zwei japanischen Populationen
untersucht [98, 99]. Mitsuyasu et al. beschrieben eine signifikante Assoziation
zwischen der lle/lle Variante des Rezeptors und Asthma, hohem Gesamt-IgE
und spezifischem IgE. Die intrazellulare Antwort der Rezeptorvariante lle/lle war
bei Untersuchungen in PBMC um das dreifache erhoht. Die Expression des
niedrigaffinen IgE-Rezeptors und die IgE-Synthese in transfizierten PBMC war
erhoht. Diese Gruppe transfizierte humane und Maus-B-Zellen mit cDNA, die
fur die um eine Aminosaure veranderten Rezeptoren kodierte und testete
mittels Luziferase- und Wachstumshormon-Aktivitat die intrazellulare Antwort
auf IL-4 Stimulation. In Bindungstudien konnten Mitsuyasu et al. andererseits
keine veranderte Bindungsaffiniat fir IL-4 durch den [L4-lle50Val

Polymorphismus nachweisen (mittleres Kp j1e50=52 pM, mittleres Kpvaiso = 56
pM).

Gao et al. konnten weder die Assoziation mit Atopie in verschiedenen
ethnischen Populationen zeigen noch strukturelle Veranderungen am Rezeptor

durch die Variante im Computermodell erklaren [100].
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Noguchi et al. [101], die eine japanische Population genotypisierten,

konnten die Ergebnisse von Mitsuyasu et al. nicht bestatigen. Weder eine TDT-
Analyse bei 86 Familien, noch eine Fall-Kontroll-Studie konnte einen
Zusammenhang zwischen dem lle50Val Polymorphismus und Asthma bzw.

Atopie-spezifischen Merkmalen wie hohen IgE-Werten feststellen.

In der vorliegenden Arbeit war die IL4-Rezeptorvariante lle/lle nicht mit Gesamt-
IgE oder anderen atopischen Merkmalen assoziiert, was sowohl mit den
Ergebnissen von Noguchi et al. als auch von Heinzmann et al. [23], der eine
japanische und eine britische Population auf Assoziationen untersuchte,
Ubereinstimmt. Unterschiedliche Umwelteinflisse oder ein falsch positives
Resultat konnten die Diskrepanz der Ergebnisse der japanischen Gruppen

erklaren.

5.3.3 Die Assoziation von Atopie mit IL4- und IL4RA-SNPs

Obwohl in unseren Daten keine Assoziation mit /L4 und den drei
Polymorphismen des /L4RA beobachtet wurde, bleibt die Moglichkeit eines
nicht detektierten genetischen Effekts bestehen. Der Probenumfang von 823
Kindern ist noch immer nicht gro® genug, um schwache individuelle und
interaktive genetischen Effekte zu bemerken. Bei Markerallelfrequenzen von
0,1-0,25 ist die kleinste mittlere detektierbare Differenz zwischen Mutanten- und
Wildtypuntergruppen 0,12-0,15 log (kU/L) (wenn Fehler der ersten Art bzw.
zweiten Art auf 0,05 bzw. 0,2 festgelegt werden). Zusatzlich wurden in der
vorliegenden Arbeit relativ wenige der denkbaren Gen-Gen- und Gen-Umwelt
Interaktionen, die zur Regulation von IgE beisteuern konnten, untersucht, und
keine Interaktionen hoherer Ordnung berlcksichtigt. Selbst mit mehr Wissen
uber alle Faktoren konnte ein Randeffekt eines jeden Einflussfaktors durch
andere Elemente des gesamten Netzwerks verdeckt werden, was das

Aufspuren kleiner Effekte einzelner Gene erschwert.
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5.4 Die Rolle des C5aR-(C-245T)-SNP

Komplementkomponenten wird in jungster Zeit eine modulierende
Schlusselverbindung zwischen angeborenen und spezifischen Immunantworten
zugeschrieben. Die Arbeitsgruppe um Karp konnte in einem Mausmodell
Komplementfaktor 5 als Risikofaktor fur die Ausbildung von allergischem
Asthma identifizieren. Mikroarrayanalysen von pulmonal exprimierten Genen
und SNP-Analysen identifizierten das Gen, das fur Komplementfaktor 5 kodiert,

als Suszeptibilitatslokus fur allergeninduzierte BHR[34].

Karp et al. beobachteten, dass die Variante des C5 zu einer Dysregulation und
damit zu einer verminderten IL-12 Produktion flhrte. Dies begtinstigt eine TH2-
Immunantwort, die fur atopische Erkrankungen typisch ist. Das Gen, das beim
Menschen flr CbaR kodiert, liegt in der Region 19913.3-q13.4 [39, 40], einem
Lokus, der durch Kopplungsstudien mehrfach in Zusammenhang mit Asthma
gebracht wurde [41, 42, 43, 44]. Dieses Gen wurde daraufhin von uns mittels

Sequenzierung auf Varianten untersucht (barnes, 2004).

In dieser Arbeit wurde der Promotorpolymorphismus C5aR-(C-245T) in zwei
Populationen untersucht. Keines der untersuchten Merkmale wie Asthma,
atopische  Dermatitis, allergische Rhinitis, hohe Gesamt-IgE-Werte,
Sensibilisierung und Polysensibilisierung variierte innerhalb  der
Genotypgruppen TT, CT, CC. Die PCyFEV -Werte zeigten keine Unterschiede
innerhalb der Genotyp-Gruppen.

Sehr deutlich waren dagegen die unterschiedlichen Allelfrequenzen bei den
(kaukasischen) MAS-Kindern und bei der (afro-karibischen) Barbodos-
Population. Die Allelfrequenz der Wildtyp-Variante (C-245) war signifikant hoher
in der Barbados-Population (53%) verglichen mit den deutschen Kindern
(31,5%). Unsere Daten aus diesen beiden Studienpopulationen legen den

Schluss nahe, dass Individuen mit dem (T-245)-Allel kein groReres Risiko
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tragen, Asthma oder eine BHR zu entwickeln.

5.5 Der HNMT-(C314T)-SNP

Die Histamin-N-Methyltransferase katalysiert den Hauptabbauweg des
Histamins in menschlicher Bronchialschleimhaut. Die Funktionalitat des HNMT-
(C314T)-Polymorphismus (lle105Thr) wurde von Preuss et al. In vitro und in
vivo gezeigt [48]. Es wurde in 127 humanen Nierenbiopsien die Enzymaktivitat
bestimmt. Gewebeproben mit der lle50 Enzymvariante zeigten signifikant
niedrigere Enzymaktivitaiten. Diese Beobachtungen wurden in transfizierten
COS-1 Zellen bestatigt. Das T-Allel ging mit einer signifikant gesenkten
Enzymaktivitat der HNMT einher, was mit einem verzogerten Abbau des

Histamins in der Lunge einhergehen konnte.

Da erhohte Histaminkonzentrationen im Bronchialepithel theoretisch zu einer
ausgepragten  Bronchokonstriktion  flhren, kdnnte der funktionelle
Polymorphismus eine hohere Suszeptibilitat fir Asthma zur Folge haben. Die
Gruppe um Yan fand eine signifikante Erhohung der Allelfrequenz (0,14) des
(T314)-Allells in einer Population kaukasischer Asthmatiker (n=192) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (0,08; OR=1,9; p<0,01).

Unsere Ergebnisse konnten diesen Zusammenhang zwischen HNMT-Genotyp
und Asthma nicht bestatigen. Keines der untersuchten Merkmale wie Asthma,
atopische  Dermatitis, allergische Rhinitis, hohe Gesamt-IgE-Werte,
Sensibilisierung und Polysensibilisierung variierte innerhalb  der
Genotypgruppen TT, CT, CC. Die PCxFEV -Werte unterschieden sich nicht
innerhalb der Genotypgruppen. Unsere Daten aus zwei deutschen
padiatrischen Studienpopulationen legen den Schluss nahe, dass Individuen mit
dem (T314)-Allel kein groleres Risiko tragen, Asthma oder eine BHR zu

entwickeln.
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5.6 Problematik genetischer Studien

5.6.1 Umweltfaktoren

Atopische Erkrankungen wie Asthma sind komplexe genetische Merkmale bei
denen Gen-Gen- und Gen-Umweltinteraktionen vermutlich eine wichtige Rolle
spielen. Populationen koénnen verschiedenen Umwelteinflissen unterliegen:
Allergenexposition, Geburtstermin, Kontakt mit Viren und bakteriellen Antigenen
sowie exogene Noxen wie Tabakrauch, Russ und Schwebestaub konnen die
Vergleichbarkeit der Populationen signifikant vermindern beziehungsweise

einen schwachen genetischen Effekt vollstandig Gberdecken.

5.6.2 Phanotyp

Die unterschiedliche Auspragung der atopischen Merkmale innerhalb einer
Population (z.B. nur milde Formen von Asthma in der MAS-Kohorte) konnte
ebenso unterschiedliche Resultate genetischer Studien erklaren. Zusatzlich gibt
es kein einheitliches Vorgehen zur Bestimmung eines atopischen Merkmals.
Diese fehlende Standardisierung bei der Erhebung des Phanotyps erschwert
die Vergleichbarkeit von Populationen oder Subpopulationen. Beispielsweise
existiert kein Goldstandard zur physiologisch sinnvollen Bestimmung der BHR.
Diese Problematik wird bei den Phanotypen der atopischen Dermatitis und
allergischen Rhinitis, flir die keine objektivierbaren physiologischen
MessgrofRRen existieren, auf deren Basis eine absolute Diagnose gestellt werden
konnte, noch deutlicher. Allein relativ subjektive Symptome wie beispielsweise
laufende, verstopfte oder juckende Nase missen als Kriterien herangezogen

werden.

5.6.3 Ethnizitat

Unsere Ergebnisse der CbaR-Genotypisierungen zeigen hochsignifikante
Unterschiede hinsichtlich der Allelfrequenz in unserer (kaukasischen)
Population im Vergleich zur (afro-karibischen) Barbados-Population auf. Diese

Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen anderer Studien, die Gene der
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entzindlichen Reaktion in unterschiedlichen Populationen untersuchten.
So treten viele SNPs in manchen ethnischen Gruppen in sehr unterschiedlicher
Verteilung oder gar nicht auf [43, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109].

Der Selektionsdruck durch Infektionen war im Laufe der Evolution auf den
einzelnen Kontinenten sehr verschieden. Die naturliche Selektion hat in den
letzten Jahrhunderten zu signifikanten ethnischen Unterschieden in den Genen
der Immunabwehrmechanismen und damit der allergischen Reaktion gefuhrt.
Diese ethnischen Verschiedenheiten in der Art und Verteilung der genetischen
Varianten mag auch teilweise die Inkonsistenz mancher Studienergebnisse
erklaren. Die signifikanten ethnischen Unterschiede bei der Verteilung der
-Entzindungsgen-Varianten (im Zusammenspiel mit den Umwelteinflissen)
konnten weiterhin die weltweit sehr unterschiedliche Pravalenz von Asthma,

allergischer Rhinitis und atopischer Dermatitis zumindest teilweise erklaren [58].

5.6.4 Kandidatengenstudien

Viele verschiedene Kandidatengene fur Asthma und Atopie wurden in
unterschiedlichsten  Studien  beschrieben und analysiert. Die oft
widerspruchlichen Ergebnisse mussen mit Vorsicht interpretiert werden, da
viele Genotypen oft auf Assoziation mit einer groRen Zahl von Atopie-
assoziierten (Sub-)Phanotypen getestet werden, so dass die urspringliche
Population oft in sehr kleine Unterguppen zerfallt und geringe Fallzahlen die
Aussagekraft der Untersuchung schmalern. Dies erhoht die Gefahr falsch
positiver Ergebnisse. Bei der Auswertung der Ergebnisse kommt ein grol3es
Spektrum an statistischen Methoden zum Einsatz, was die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse unterschiedlicher Studien weiterhin erschwert. Zusatzlich mag in
der Literatur auch die Tendenz eine Rolle spielen, positive Ergebnisse
bevorzugt zu veroffentlichen, so dass viele Negativbefunde keine Erwahnung

finden.
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5.6.5 Gen-Gen-Interaktionen und Haplotypanalysen

Die Funktionalitdt von Polymorphismen ist ein entscheidendes Kriterium fur die
Auswahl als potentielles Kandidatengen. Befinden sich mehrere SNPs in einer
regulatorischen Region eines Gens wie beispielsweise bei IL4 und IL13, ist es
wahrscheinlich, dass sie sich gegenseitig beeinflussen. Die individuelle Analyse
eines einzelnen SNPs muss deshalb nicht unbedingt die in vivo Genfunktion
reflektieren. Die in vitro ermittelten Unterschiede der Genexpression oder —
funktion mussen kritisch bewertet werden, wenn noch weitere Polymorphismen
im selben Gen die Funktionalitat in vitro und in vivo beeinflussen konnten. Die
Haplotypanalyse berucksichtigt dieses Gen-Gen Zusammenspiel von maglichen
Kandidaten in einer Region und verbessert die Aussagekraft Uber madgliche

Interaktionen oder deckt sie erst auf.
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Zusammenfassung

Atopische Erkrankungen wie Asthma, atopische Dermatitis und allergische
Rhinitis sind komplexe, multifaktorielle Erkrankungen. Diese Arbeit untersuchte
Gen-Gen- und Gen-Umweltinteraktionen von insgesamt acht Polymorphismen

in finf Kandidatengenen.

1. In einer grol3en deutschen Geburtskohorte (Multizentrische Allergie Studie,
MAS 90) mit longitudinalen klinischen und serologischen Daten wurde der
Effekt von Polymorphismen in Genen, die fur Interleukin-13, Interleukin-4 und
dessen gemeinsamer Rezeptoruntereinheit IL4R-o kodieren, auf Atopie-
assoziierte Merkmale untersucht. Zwei Polymorphismen im [L13-Gen
(Arg130GIn, C-1055T) zeigten Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
von sieben Jahren eine signifikante Assoziation mit erhohten Gesamt-IgE-
Werten. Weiterhin konnte diese Untersuchung zeigen, dass mdutterliches

Rauchen diesen Effekt auf die IgE-Werte noch verstarkt.

2. Ein  Polymorphismus des Komplementfaktor-C5-Rezeptors, der im
Mausmodell als Suszeptibilitatslokus fur Asthma identifiziert wurde, wurde in
der MAS-Kohorte wie auch in einer afro-karibischen Population auf
Assoziation mit Atopie-relevanten Merkmalen untersucht. Eine Assoziation
konnte zwar nicht gefunden werden, jedoch waren hochsignifikante
Unterschiede in der Allelfrequenz in den zwei ethnischen Gruppen auffallig;
ein  Phanomen, welches auch bei anderen genetischen Varianten in

proinflammatorischen Genen beobachtet wurde .

3. Ein funktioneller Polymorphismus des histaminabbauenden Enzyms
Histamin-N-Methyl-Transferase wurde auf eine Assoziation mit bronchialer
Hyperreagibilitat und Asthma in der MAS-Kohorte sowie in einer weiteren
kaukasischen Population von asthmatischen Kindern Uberpruft. Weder eine
Assoziation mit Asthma noch eine modulierende Wirkung auf den
Schweregrad der bronchialen  Hyperreagibilitdt konnte in den
Studienpopulationen gefunden werden. Im Gegensatz zu Untersuchungen
bei erwachsenen Asthmatikern scheint diese Variante bei kindlichem Asthma

keine entscheidende Rolle zu spielen.
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	Immunantwort: Die meisten Patienten zeigen eine E
	Immunpathologie der Haut: Bei akuten ekzematösen�
	Zytokine: Die nicht betroffene Haut von Patienten
	Antigenpäsentierende Zellen: Die IgE-tragenden L�
	Infiltration durch Entzündungszellen: IL-16, ein�
	
	Allergische Rhinokonjunktivitis (Heuschnupfen)
	Definition



	Die allergische Rhinitis ist eine heterogene Stö�
	
	
	Epidemiologie



	Die Prävalenzen in unterschiedlichen Ländern var
	
	
	Klinik



	Die allergische Rhinitis ist charakterisiert durch ein oder mehrere der folgenden Symptome:
	Niesen,
	verstopfte Nase,
	Pruritus und
	Rhinorhoe.
	Diese Symptome sind oft mit einer allergischen Re
	
	
	Pathophysiologie



	Morphologisch handelt es sich um eine allergische
	Auch bei der allergischen Rhinokonjunktivitis bestimmt die Tendenz zu TH2-Immunantworten mit Expression von IL-4, IL-13 und IL-5 die Pathophysiologie der Erkrankung. Die Mastzelldegranulation setzt Substanzen wie Histamin, Tryptase, Chymase, Kininogenase
	Fragestellung und Zielsetzung
	IL4, IL13 und IL-4RA spielen eine zentrale Rolle bei der allergischen Reaktion und Regulation der IgE-Produktion. In diesen Genen sind mehrere funktionelle SNPs beschrieben.
	Welche der SNPs bzw. welche Haplotypen sind bei der Regulation der IgE-Produktion bei deutschen Kindern relevant?
	Existieren Gen-Gen Interaktionen?
	Lassen sich Gen-Umwelt-Interaktionen beobachten?
	Ein funktioneller HNMT-(C314T)-Polymorphismus bewirkt eine Funktionsminderung des histaminabbauenden Enzyms.
	Findet sich eine Assoziation des SNP mit Asthma bzw. BHR bei deutschen Kindern?
	Beeinflusst diese Variante das Ausmaß der BHR be�
	Im Mausmodell wurde C5 als Suszeptibilitätslokus�
	Findet sich eine Assoziation des C5aR-\(C-245T\�
	Material und Methoden
	Populationen
	Multizentrische Allergie Studie (MAS-90)


	Die deutsche Multizentrische Allergiestudie \(MA
	Fünf deutsche Städte \(Berlin, Düsseldorf, Fre
	�
	Abb. 10: Studiendesign und Auswahl der Neugeborenen in der Multizentrischen Allergie Studie.
	Die Kinder der Kohorte kamen regelmäßig mit ihre
	Fragebogen und Interview: Die Eltern füllten ein�
	Körperliche Untersuchung: Bei jedem Termin wurde�
	Blutentnahme: Im Serum der Kinder wurden im Alter
	Aus EDTA-Blut wurde die genomische DNA extrahiert
	Lungenfunktionsuntersuchung: Lungenfunktionstests
	Ein pharmakologischer Provokationstest wurde mit 
	Staubanalysen: Teppichstaubproben der häuslichen�
	�
	Abb. 11: Untersuchungen von Geburt bis zum siebten Lebensjahr bei den Kindern der MAS-Kohorte.
	Bei der Untersuchung am siebten Geburtstag \(± �
	Als Asthmatiker galt ein Kind bei mindestens zwei aufgetretenen Episoden von pfeifender Atmung mit Luftnot.
	Das atopisches Ekzem wurde bei einer Kombination 
	Allergische Rhinitis im Alter von 7 Jahren wurde 
	Ein Kind galt als sensibilisiert, wenn der spezif
	Mütterliches Rauchen wurde als Tabakrauchexposit�
	
	Barbados-Population


	K. Barnes rekrutierte zwischen 1993 bis 2002 783 
	
	Freiburger Asthma-Population


	250 Kinder mit Verdacht auf Asthma im Alter von 5
	Spezifische IgE-Antikörperkonzentrationen wurden�
	Die Lungenfunktion und Histaminprovokation wurden
	Die Diagnose eines Asthma bronchiale stützte sic�
	Materialien
	Geräte


	Wasserbad
	GFL 1086, Gesellschaft für Labortechnik, Burgwed�
	Zentrifugen
	Varifuge RF, Heraeus Sepatech,
	HanauCentrifuge 5415D, Eppendorf AG, Hamburg
	Pipetten
	Eppendorf Multipette plus, Eppendorf AG, Hamburg
	3,5ml Transferpipette, Sarstedt AG & Co, Nümbrec�
	Eppendorf Research Pipetten 0,5-10µl;10-100µl; 1
	Multichannel Finnpipette 5-50µl, Thermo Labsyste�
	Finnpipette 40-200µl Thermo Labsystems, Egelsbac�
	Photometer
	Biophotometer, Eppendorf AG, Hamburg
	PCR-Maschinen
	Tpersonal, Biometra GmbH, Göttingen
	T3 Thermocycler, Biometra GmbH, Göttingen
	Vacuumzentrifuge
	Speedvac SVC100, Savant, Framingdale, NY, U.S.A
	Vortexer
	Minishaker MS1, IKA-Works Inc., Wilmington, NC, U.S.A.
	Waage
	Mettler PE3000, Mettler Waagen GmbH, Giessen, Schweiz
	Mikrowellenherd
	MW-715m 1200W, Clatronic GmbH, Kempen
	Magnetrührer
	Ikamag Ret, IKA-Labortechnik, Staufen
	Gelkammern
	Sub-Cell GT Mini / Wide Gel Electrophoresis System, Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA
	Spannungsquelle
	PowerPac 300,. Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA
	UV-Transilluminator
	TI 1, Biometra GmbH, Göttingen
	Drucker
	Digital Grafic Printer UP-D860E, Sony Corp.,Tokio, Japan
	Digitale Sofortbildkamera
	MWG Biotech, Ann Arbor, MI, U.S.A
	LightCycler
	LightCycler II, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	Kapillarzentrifuge
	LC Carousel Centrifuge, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	LightCycler Software
	Version 3.5, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	PC
	Vectra, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn
	Drucker
	Deskjet 970CXI, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn
	Bildschirm
	P1110, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn
	
	Verbrauchsmaterialien


	Blutabnahmeröhrchen
	EDTA Monovetten, Sarstedt AG & Co., Nümbrecht
	DNA-Extraktionskit
	QIAamp DNA Midi Kit, Qiagen GmbH, Hilden
	Konische Polystyrolröhrchen
	Falcon 15ml u. 50ml, Bexton Dickinson Labware, Meylan Cedex, Frankreich
	Reaktionsgefäße
	Safe-Lock Microcentrifuge Tubes 1,5ml, Eppendorf AG, Hamburg
	Qiagen Collection Tubes 15ml, Qiagen GmbH, Hilden
	Tubes 4ml 75x11,5mm, Sarstedt AG & Co., Nümbrech�
	Pipettenspitzen
	Combitips plus 2,5ml u. 10ml, Eppendorf AG, Hamburg
	Eurotips in Racks 100µl u. 1000µl , Eppendorf AG
	10µ, 100µl, 1000µl, Sarstedt AG & Co., Nümbrec�
	UV-Küvetten
	Kuvette 220-1600nm, Eppendorf AG, Hamburg
	Mikrotiterplatten
	96-well Format, Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
	Handschuhe
	SatinPlus Exam Gloves, Safeskin GmbH, Neufahrn
	Nitrile Exam Gloves, Safeskin GmbH, Neufahrn
	PCR-Reaktionsgefäße
	PCR Tubes ultradünn 0,2ml Strips a 8 Tubes u. Ca�
	PCR Softstrips 0,2ml Strips a 8 Tubes u. Caps, Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf
	Multiply-Pro Cap 0,2ml, Sarstedt AG & Co., Nümbr�
	Parafilm
	American National Can, Menaska, WI, U.S.A
	Mikrotiterplatte
	Nunc, Roskilde, Dänemark
	LightCycler Kapillaren
	Capillaries, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	
	Reagenzien und Chemikalien


	Ethanol, absolut (100%)
	Merck KgaA, Darmstadt
	Steriles Wasser
	Aqua ad injectabile, Braun, Melsungen
	Agarose
	Agarose Ultrapure, GibcoBRL, Paisley, Schottland
	PCR-Öl
	Bayol F, Serva, Heidelberg
	
	Puffer und Lösungen


	TBE-Puffer
	10x Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3 Merck KgaA, Darmstadt
	Probenauftragspuffer
	10x DNA-Probenpuffer: 200mM EDTA (pH8,2), Sigma, Steinheim
	50 Vol.% Glyzerin C3H8O3 (87%), Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
	0,25% Bromphenolblau, Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	0,25% Xylencyanol FF, Sigma Chemical Inc., Steinheim
	Ethidiumbromid 1%
	Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	
	Enzyme und zugehörige Puffer


	Taq-Polymerase
	5U/µl, AmpliTaq Gold, Applied Biosystems, Roche,�
	PCR-Puffer
	10x PCR buffer (+15mM MgCl2), Applied Biosystems, Roche, Mannheim
	dNTPs
	dNTPs, je 2,5mM, Applied Biosystems, Roche, Mannheim
	DNA-Leiter
	100bp DNA-ladder, 0,1 µg/µl, Invitrogene GmbH, K
	BPU1102 (CelII)
	10u/µl, Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, Eng�
	BPU-Puffer
	20mM Tris-HCl (pH8,2), 10mM MgCl2, 60mM NaCl, 1mM DTT, 0,1% BSA, Amersham, Pharmacia, Buckinghamshire, England
	
	Primer und Sonden


	PCR-Primer
	10µM, TIBMOLBIOL, Berlin
	Sonden
	5µM, TIBMOLBIOL, Berlin
	Methoden
	Gewinnung der Blutproben und Extraktion der genomischen DNA


	Die durch Venenpunktion gewonnenen Blutproben wur
	
	Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration


	Die DNA-Konzentration der aufgereinigten Proben w
	
	Verdünnung der Proben


	Um eine definierte Ausgangskonzentration für die�
	
	Polymerase-Kettenreaktion


	Für die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden folgen�
	HNMT-(C314T)-SNP
	HNMT F:
	5’-CAATTAAAATTGATGGTGTGTCA
	TS=52,7°C
	HNMT R:
	5’-TTTCTCCAACATTCTACTTTGGTA
	TS=53,2°C
	C5aR-(C245T)-SNP
	C5aR F:
	5’-AAGAGATGGCCCCAAATA
	TS=51,2°C
	C5aR R:
	5’-TTCGAGACTCACCATGTTC
	TS=49,8°C
	IL4-C-(590T)-SNP
	IL-04 A:
	5’-GGGGCTCCTTCTCTGCATAGA
	TS=58,7°C
	IL-04 S:
	5’-TGGGTAAGGACCTTATGGACCTG
	TS=59,7°C
	IL13-(Arg130Gln)-SNP
	IL13 130 S:
	5’-TTTGTAAAGGACCTGCTCTTACA
	TS=54,7°C
	IL13 130 A:
	5’-GCACAGGCTGAGGTCTAAGCTA
	TS=57,8°C
	IL13-(C-1055T)-SNP
	IL13 1055 S:
	5’-TGGGGGTTCTGGAGGACT
	TS=58,4°C
	IL13 1055 A:
	5’-AGCCTTAGTCCAGGTCAGAGAT
	TS=55,3°C
	IL4RA-(Ser478Pro)- und IL4RA-(Gln551Arg)-SNP
	IL4RA 478.551 S:
	5’-CAGAGACGCCCCTCGTCAT
	TS=59,9°C
	IL4RA 478.551 A:
	5’-CAGGCTTGAGAAGGCCTTGTAAC
	TS=60,5°C
	Diese Primer schließen beide SNPs ein.
	IL4RA-(Ile50Val)-SNP
	IL4RA 50 B:
	5’-CATGCTCGCTGGGCTTGAA
	TS=61,5°C
	IL4RA 50 L:
	5’-CCAGCCAGCCTACAGGTGA
	TS=59,1°C
	Tab. 3: Protokolle für die Single- bzw. Duplex-P�
	�
	Die PCR lief unter folgenden Konditionen ab:
	Initialer Denaturierungsschritt bei 95°C für 10m
	PCR-Zyklus:
	Denaturierung
	95°C
	10sec
	Annealing
	52°C
	30sec
	Elongation
	72°C
	40sec
	Es wurde mit 50 Zyklen gearbeitet und nach zweimi
	
	Restriktionsenzymatische Spaltung


	Um den SNP des Kandidatengens C5aR nachzuweisen, 
	PCR-Produkt
	10,0µl
	Aqua
	5,65µl
	BPU 1103 10u/µl
	0,35µl
	BSA
	2,0µl
	BPU-Puffer
	2,0µl
	20,0µl
	Die Reaktion wurde mit 1,5µl Probenauftragspuffe�
	C/C C/T C/T T/T T/T
	�
	Abb. 12: Genotypanalyse des C5aR-\(C-245T\)-SN�
	GCTNAGC
	CGANTCG
	Wobei N für eine beliebige Base steht
	
	Gelelektrophorese (C5aR)


	Jeweils 10 µl des PCR-Produktes beziehungsweise 
	
	LightCycler
	Aufbau



	Der LightCycler besteht aus zwei funktionellen Ko
	
	
	Sonden



	Um eine Punktmutation nachzuweisen, werden zwei O
	�
	Abb. 13: Prinzip des FRET bei Hybridisierung der Sonden mit der Zielsequenz und Anregung (nach LightCycler-Manual, Roche).
	Das Thermoelement kühlt das Reaktionsgemisch nac�
	��
	Abb. 14: Oben: Die Abbildung zeigt schematisch da
	Für die Genotypisierung wurden folgende Oligonuk�
	HNMT-(C314T)-SNP
	Sensor:
	5’-AgCTTgTAgCCAAgACATCgAACC
	TS=61,7°C
	Anchor:
	5’LC-Red705-CgAgAACgTAAAgTTTgCTTggCAT p
	TS=63,8°C
	IL4-C-(590T)-SNP
	Sensor:
	5’-LC-Red640-gAACATTgCCCCCCAgTg p
	TS=60,5°C
	Anchor:
	5’-CgACCTgTCCTTCTCAAAACACTAAACTTg
	TS=64,4°C
	IL13-(Arg130Gln)-SNP
	Sensor:
	5’-LC-Red640- TTTCAGTTGAACCGTCCCTCGC p
	TS=64,2°C
	Anchor:
	5’-CAGGTCCTGTCTCTGCAAATAATGATGCTTTCGA
	TS=69,5°C
	IL13-(C-1055T)-SNP
	Sensor:
	5’-LC-Red705- CCTGCTCTTCCCTCATTTTCCTAG p
	TS=60,4°C
	Anchor:
	5’-CCCCTGCAGCCATGTCGCCTT
	TS=69,4°C
	IL4RA-(Ser478Pro)-SNP
	Sensor:
	5’-CGCAGCTTCAGCAACCCCCT
	TS=66,4°C
	Anchor:
	5’-LC-Red705-GCCACTCACCGTGTCCCAGAGAGCT p
	TS=69,4°C
	IL4RA-(Gln551Arg)-SNP
	Sensor:
	5’-LC-640-CCAGTGGCTATCAGGAGTTTGTA p
	TS=56,5°C
	Anchor:
	5’-TGCAGCCCCCGTCTCGGCCCCC
	TS=78,2°C
	IL4RA-(Ile50Val)-SNP
	Sensor:
	5’-LC-640-TCCGTTGTTCTCAGGGACACACGT p
	TS=76,9°C
	Anchor:
	5’-AGCAGGTGGCACACGCACCCCGC
	TS=65,8°C
	LightCycler Sondenansatz
	Aqua ad inj.
	7,1µl
	Sensor 1
	0,2µl
	Anchor 1
	0,25µl
	Sensor 2
	0,2µl
	Anchor 2
	0,25µl
	8,0µl
	Zu je 8 µl des PCR-Produktes wurden 8 µl Sonde�
	
	Statistische Methoden


	Populationsbasierte Assoziationsstudien
	Die Allelfrequenzen für jeden SNP wurden errechn�
	Das Grenzwerteffektmodell Generalized Estimation 
	Um die Veränderung der IgE-Werte während der sie
	Für jeden SNP wurden je ein kodominantes Modell �
	Um den möglichen Einfluss von systematischen Sel�
	Für die Gene mit mehr als zwei Varianten wurden �
	Familienbasierte Assoziationsstudie
	Wie bei der populationsbasierten Assoziationsstudie wurde auch hier das Grenzeffektmodell Generalized Estimation Equotations (GEE) verwendet. Es wurde jedoch eine andere Kovariante definiert, die statt des Genotyps des Kindes die Transmission des mutie
	
	
	Der modifizierte TDT für quantitative Merkmale:



	Der TDT-Test, der auf der Auswertung kompletter T
	Der Grenzeffekt auf das arithmetische Mittel wird durch Kovarianten bestimmt und wird wie folgt errechnet: Log (IgE)ij = (0 + (1xi1 + (2 (Geschlecht)i +(3 (Alter)ij +(4 (Alter2)ij +(5 (Alter3)ij + (ij. Die Kovarianz wird definiert als: C
	Alle Analysen wurden mit dem statistischen Paket 
	Ergebnisse
	IL4-, IL13- und IL4RA-SNPs
	Allel- und Genotypfrequenzen


	Sechs Polymorphismen in o.g. Genen wurden auf Assoziation mit Atopie-relevanten Merkmalen in der MAS-Kohorte untersucht. Die Allelfrequenzen und Genotypverteilungen der untersuchten SNPs sind in Tab. 4 dargestellt.
	Tab. 4: Allelfrequenzen und Genotypverteilung der SNPs, die Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und Kopplungsungleichgewichts-Analysen (LD) bei 823 Kindern der MAS-Population.
	Interleukin-4-Rezeptor
	Ile50Val
	Ser478Pro
	Gln551Arg
	Genotypverteilung
	P/P*
	249 (31,0%)
	17 (2,1%)
	26 (3,2%)
	W/P
	395 (49,1%)
	222 (27,4%)
	256 (31,5%)
	W/W
	160 (19,9%)
	572 (70,5%)
	530 (65,3%)
	Allelfrequenz [Freq(P)]
	Ile50:55,5%
	Pro478:15,8%
	Arg551:19,0%
	Hardy-Weinberg Gleichgewicht (X2)
	0,02(p=0,89)
	0,72(p=0,40)
	0,54(p=0,46)
	LD Statistik (|D'| und p-Wert)#
	IL4-(C-590T)
	0,03
	0,17
	0,16
	IL13-(C-1055T)
	0,02
	0,03
	0,05
	IL13-(Arg130Gln)
	0,02
	0,01
	0,09
	IL4R-(Ile50Val)
	0,37
	0,28
	IL4R-(Ser478Pro)
	<0,001
	0,99
	IL4R-(Gln551Arg)
	<0,001
	<0,001
	IL4-(C-590T)
	IL13-(C-1055T)
	IL13-(Arg130Gln)
	Genotypverteilung
	P/P*
	28 (3,6%)
	43 (5,3%)
	43 (5,3%)
	W/P
	221 (28,1%)
	301 (37,1%)
	266 (32,9%)
	W/W
	537 (68,3%)
	467 (57,6%)
	499 (61,8%)
	Allelfrequenz [Freq(P)]
	Allel T:17,6%
	Allel T:23,9%
	Gln130:21,8%
	Hardy-Weinberg Gleichgewicht (X2)
	0,78 (p=0,38)
	0,38(p=0,54)
	0,93(p=0,33)
	LD Statistik (|D'| und p-Wert)
	IL4-(C-590T)
	0,19
	0,33
	IL13-(C-1055T)
	<0,001
	0,58
	IL13-(Arg130Gln)
	<0,001
	<0,001
	IL4R-(Ile50Val)
	0,70
	0,73
	0,72
	IL4R-(Ser478Pro)
	0,31
	0,48
	0,88
	IL4R-(Gln551Arg)
	0,30
	0,27
	0,53
	*P und W stehen für Polymorphismus und Wildtyp.
	Die Genotypverteilungen für die sechs Polymorphi�
	
	Phänotyp-Genotyp Assoziationen und Haplotypanaly�


	Nicht-genetische Faktoren, wie mütterliches Rauc�
	Die populationsbasierte statistische Analyse der 
	IL13-(Arg130Gln)
	��
	Abb. 15: Darstellung der mittleren Differenzen de
	IL13-(C-1055T)
	��
	Abb. 16: Darstellung der mittleren Differenzen de
	Zwischen den anderen 4 SNPs und Gesamt-IgE-Werten konnte keine Assoziation gefunden werden. Weder Zwei-Lokus (Ser478Pro-Gln551Arg), noch Dreilokus-Haplotypanalysen (Ile50Val-Ser478Pro-Gln551Arg) konnten einen Hinweis auf Assoziation von IL4RA mit IgE
	Wie unter 1.3.5.2 beschrieben, waren Analysen von
	Trotz geringer Fallzahl konnte der Vergleich dies
	Stratifizierte Analysen zwischen Nicht-TT-Träger�
	Tab. 5: Einzelne und kombinierte genetische Effek
	IL13-(C-1055T)
	IL13-(Arg130Gln)
	Arg/Arg
	Gln/Arg
	Gln/Gln
	CC & CT
	Referenz
	0,12(0,03-0,2)
	0,27(0,13-0,42)
	(n=482)
	(n= 251 p=0,0109)
	(n=25 p=0,0002)
	TT
	0,37(0,11-0,64)
	0,33(0,06-0,60)
	0,33(0,09-0,56)
	(n=10 p=0,0055)
	(n=15 p=0,0157)
	(n=18 p=0,0067)
	Als Referenzgenotyp wurde CC oder CT \(Promotor�
	
	Interaktionstests
	Gen-Gen-Interaktionen



	Um die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebn
	Tab. 6: Transmissions Disäquilibrium Test \(TDT�
	(*
	95%-Konfidenzintervall
	p-Wert
	IL4(C-590T)
	-0.02
	[-0,27  0,23]
	0,88
	IL13(C-1055T)
	0,25
	[-0,02  0,53]
	0,07
	Arg130Gln
	0,16
	[0,01  0,31]
	0,04
	Ile50Val
	0,12
	[-0,05  0,29]
	0,18
	Ser478Pro
	0,14
	[-0,03  0,30]
	0,10
	Gln551Arg
	0,11
	[-0,04  0,25]
	0,16
	*Der Wert \( stammt aus dem gewichteten linearen
	
	
	Gen-Umwelt-Interaktionen



	Bei der Analyse des Einflusses mütterlichen Rauc�
	�
	Abb. 17: Bei Kindern der MAS-Population ohne Taba
	Der HNMT-(C314T)-SNP

	Der Polymorphismus C314T im HNMT-Gen wurde in der MAS-Kohorte und in der Freiburger Asthmakohorte untersucht. Dabei ergaben sich folgende Genotypfrequenzen:
	Tab. 7: HNMT-Genotypverteilung und Allelfrequenzen in der MAS- Kohorte sowie bei den Freiburger Kindern.
	n
	WW
	[%]
	WP [%]
	PP [%]
	Allelfreq (P)
	Nicht-atop. MAS-Kontrollen
	211
	75
	24
	1
	0,13
	Nicht-Asthmatiker (MAS)
	515
	75
	24
	1
	0,13
	Asthmatiker (MAS)
	85
	74
	26
	0
	0,13
	Allergische Rhinitis (MAS)
	81
	77
	22
	1
	0,12
	Atopische Dermatitis (MAS)
	181
	81
	19
	0
	0,10
	Polysensibilisierung 7Jahre (MAS)
	77
	78
	22
	0
	0,11
	Polysensibilisierung 10 Jahre (MAS)
	86
	79
	20
	1
	0,11
	Freiburger Asthmatiker
	176
	74
	23
	3
	0,14
	Sensibilisierte Freiburger Asthmatiker
	110
	77
	20
	3
	0,13
	Milbensensibilisierte Freiburger Asthmatiker
	60
	78
	17
	5
	0,14
	P und W stehen für Polymorphismus und Wildtyp, w�
	Die obige Tabelle zeigt die Allelfrequenzen und G
	Besonderes Interesse galt der Hypothese, dass der
	�
	Abb. 18: Darstellung der PC20FEV1-Werte in Abhän�
	Der C5aR-(C-245T)-SNP

	Der Promotorpolymorphismus im C5aR-Gen wurde in der MAS-Kohorte und der Barbados Population untersucht. Dabei ergaben sich folgende Genotyp- und Allelfrequenzen:
	Tab. 8: C5aR-Genotypenverteilung und Allelfrequenzen in der MAS- Kohorte.
	n
	WW [%]
	WP [%]
	PP [%]
	Allelfreq (P)
	Nicht-atop. MAS-Kontrollen
	104
	43
	48
	9
	0,33
	Asthmatiker (MAS)
	83
	53
	37
	10
	0,29
	Allergische Rhinitis (MAS)
	76
	47
	44
	9
	0,31
	Atopische Dermatitis (MAS)
	177
	46
	42
	12
	0,33
	Polysensibilisierung 7Jahre (MAS)
	73
	43
	45
	12
	0,35
	Polysensibilisierung 10 Jahre (MAS)
	85
	49
	40
	11
	0,31
	hohes Gesamt-IgE
	73
	58
	31
	11
	0,27
	niedriges Gesamt-IgE
	165
	44
	51
	5
	0,31
	P und W stehen für Polymorphismus und Wildtyp.
	Tab. 9: Allelfrequenzen des C5aR-(C-245T)-SNP in der MAS-Kohorte und der Barbados-Population. Zum Vergleich zweier Populationen von untereinander nichtverwandten Individuen wurden die (nichtverwandten) MAS-Kinder den (nichtverwandten) Eltern der Ba
	MAS-Kinder
	Barbados Eltern
	Genotyp
	TT
	382/815 (46,9%)
	30/149 (20,1%)
	TC
	353/815 (43,3%)
	80/149 (53,7%)
	CC
	80/815 (9,8%)
	39/149 (26,2%)
	Allelfrequenzen
	T
	0,69
	0,47
	C
	0,31
	0,53
	Der Unterschied in der Allelfrequenz des C-Allels bei den kaukasischen MAS-Kindern (31,5%) im Vergleich zu den afro-karibischen Individuen der Barbadospopulation (53%) war hochsignifikant (p=0,0001).
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