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Zusammenfassung

Durch Immunregulation und -modulation sorgt das Immunsystem dafur,
dal von aulen in den Organismus gelangende Agentien nicht zu
dauerhaften Schaden fuhren. Wesentliche Funktionen des Immunsystems
stitzen sich dabei auf die zellulare Immunitat. Gerat dieses komplizierte
Regelwerk aus dem Gleichgewicht, konnen schwere Erkrankungen
autoimmuner oder atopischer Genese resultieren.

Der erste Teil der Arbeit befalit sich mit zwei Aspekten der zellularen
Immunantwort. Allergische Immunantworten sind durch die Typ 2 T
Zellantwort charakterisiert. Fur die Induktion einer Typ 2 Antwort wird
Interleukin-4 bendtigt, dessen Herkunft nicht geklart ist. NK1.1 positive T
Zellen als Quelle des initialen IL-4 konnten durch in vivo und in vitro
Messung von allergie-spezifischen Parametern ausgeschlossen werden.
Der MHC-Komplex prasentiert T Zellen Antigene in Form von Peptiden.
Pathologische T Zellantworten kdnnen durch fortwahrende Antigenprasentation
unterhalten werden. Durch Untersuchungen zur molekularen Charakteristik der
MHC - Peptid Interaktion lieRen sich Bindungsmotive so verfeinern, dald Peptide
mit sehr starker Bindung an den MHC ohne gleichzeitige
Erkennungssequenz fur den T Zellrezeptor entwickelt werden konnten.
Peptide dieser Art konnten zur Blockierung einer pathologischen T

Zellantwort genutzt werden.

Fur viele immunologische Erkrankungen ist die Beteiligung genetischer
Faktoren beschrieben worden. Der zweite Teil der Arbeit befa3t sich mit der
Bedeutung genetischer Disposition bei Allergien im Mausmodell.
Homozygote Inzuchtstamme konnten als High- und Low-Responder fir den

Phéanotyp "allergische Soforttypreaktion der Haut" gegenuber



Birkenpollenextrakt definiert werden. Die Phanotypisierung der F1
Generation wies auf dominante Vererbung hin, die informative
Ruckkreuzung auf die Beteiligung von mindestens zwei Genen fur die
Auspragung des Merkmals. Wie die Analyse MHC congener Mause
zeigte, entspricht einer dieser Loci dem MHC Komplex. Durch eine
genomweite Kartierung mit Mikrosatelliten wurde als weiterer Kandidat
der IL-5 Rezeptor identifiziert. Die detaillierte Analyse des Gens in High-
und Low-Respondern weist auf eine Anzahl funktionell bedeutsamer
Polymorphismen hin. Dabei imponiert das Low-Responder Allel als
Suszeptibilitatsallel. Die  Unterschiede haben  Auswirkung auf
Transkription/Translation und SpleiRvorgdnge, die zu quantitativer
Differenz der Genprodukte fuhrt. Die Daten weisen damit auf einen
regulatorischen Mechanismus hin, da die Proteinstruktur des Rezeptors

bei High- und Low-Respondern identisch ist.



. Aspekte der Regulation und Dysregulation zellularer

Immunitat

1. Einleitung

[siehe beiliegende Publikation Nr. 1]

Wesentliche Funktionen des Immunsystems stitzen sich auf die zellulare
Immunitat. CD4+ und CD8+ T Zellen werden nach Antigenkontakt aktiviert
und wirken im Falle der CD8+ T Zellen direkt auf die zu zerstérenden Zellen
ein - die sogenannte cytotoxische Immunantwort - oder bahnen und
dirigieren die Effektorfunktionen durch Interaktion mit anderen
Immunzellen Uber Zellkontakte und l6sliche Faktoren, die Zytokine. Diese
sehr komplexe Immunregulation wird wesentlich mitbestimmt von CD4+ T
Zellen, den sogennanten T Helferzellen. Diese lassen sich nochmals
unterteilen in zwei Subsysteme: T Helfer 1 (Thl) und T Helfer 2 (Th2) Zellen
(Mosmann et al, 1986; zusammengefaldt in Daser et al, 1995, Abbas et al, 1996,
O'Garra et al, 1998). Die wichtigsten Partner dieser Interaktion und Reaktion
sollen im folgenden kurz beschrieben und in Abb. 1 schematisch
dargestellt werden:

Wenn ein  Antigen in den Organismus gelangt, wird es von
antigenprasentierenden Zellen (APC) aufgenommen, prozessiert und in
Fragmentform zusammen mit MHC der Klasse | oder Il auf der
Zelloberflache préasentiert. T Zellen erkennen diese Antigenfragmente, die
sogenannten Epitope mit Hilfe des T Zellrezeptors (TCR); hierbei bildet sich
ein trimolekularer Komplex aus MHC, Epitop und TCR aus, wobei CD8+ T
Zellen nur mit MHC Klassel, CD4+ T Zellen nur mit MHC Klasse Il
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interagieren konnen. Durch diese Kontakte und weitere kostimulatorische
Zell-Zell-Interaktionen und Zytokine werden die T Zellen aktiviert - es

entstehen reife T Zellen, die nun ihre Effektorfunktionen ausfuhren.

Abbildung 1.Induktion und Funktion der Th Immunantworten. Durch
Erstantigenkontakt werden naive T Zellen aktiviert und sezernieren IL-2.
Durch das sie umgebende Zytokinmilieu entwickeln sie sich dann weiter in
Thl oder Th2 Effektorzellen, die die Qualitat der resultierenden
Immunantwort bestimmen. Die Zytokine der jeweiligen Th Subpopulation
wirken inhibierend auf die andere Subpopulation, d.h. IFN-  wirkt
inhibierend auf die Proliferation von Th2 Zellen und IL-4 inhibierend auf
Thl Zellen.

Dabei konnen prinzipiell zwei Wege eingeschlagen werden: Thl und Th2
Antwort, die sich funktionell unterscheiden. Bestimmt wird die Richtung
dieser Antwort durch mehrere Faktoren; ein Hauptfaktor ist das
Zytokinmilieu, in dem diese Zellinteraktion stattfindet. Findet sich zu
diesem Zeitpunkt Interleukin (IL-) 12 in der Umgebung der
antigenstimulierten T Zellen, entwickelt sich eine Thl Antwort; in
Gegenwart von IL-4 wird die Richtung einer Th2 Antwort eingeschlagen. Die
funktionellen Unterschiede von Thl und Th2 sind wie folgt:

Th1 Zellen sind hauptsachlich verantwortlich fur die zelluldre Immunitéat
mit der Eliminierung mikrobieller Pathogene. Effektorzytokine der Thl
Zellen sind IFN-y und IL-2. Im Falle einer Dysregulation kommt es zur
Autoimmunitat mit schweren Krankheitsbildern wie systemischem Lupus
Erythematodes (SLE), Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises
und juvenilem Diabetes. Eine Th2 Immunantwort steuert die humorale
Immunitat; physiologischerweise wird sie beispielsweise in Gang gesetzt bei
Wurminfektionen. Effektorzytokine sind IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, die

aktivierend auf Mastzellen, Eosinophile, Basophile und B Zellen wirken. Bei



Dysregulation in Richtung Th2 kommt es ebenfalls zu gravierenden

Storungen - Allergien, Atopie und atopisches Asthma.

Entsprechend ist es wichtig, sowohl die genaue Regulation in der
Entstehungsphase zu kennen als auch Zielmoleklle therapeutischer
Intervention zu definieren. Im folgenden werden eigene Arbeiten zu diesen

beiden Aspekten zusammengefalit.



2. NK1.1 T Zellen sind nicht die Quelle des initialen IL-4

[siehe beiliegende Publikation Nr. 2]

Bei der Polarisierung in die Thl Richtung sezernieren aktivierte APC IL-12,
das wiederum IFN-y in naiven T Zellen induziert. Im Gegensatz dazu ist bei
der Entstehung der Th2 Antwort ein wichtiger Zytokinproduzent noch
unbekannt: fur die Th2 Entwicklung wird IL-4 benétigt, das von bereits
differenzierten Th2 Zellen und anderen immunkompetenten Zellen dann
produziert wird, wenn sie von Th2 Zellen aktiviert wurden. Die Quelle des
initialen IL-4 ist also unbekannt.

Von einer Zellpopulation, den NK1.1 T Zellen, weil3 man, dal} sie sehr frah in
der Immunkaskade IL-4 produzieren. Die mogliche Rolle dieser Zellen fur
die Bereitstellung von initialem IL-4 143t sich in NK1.1 defizienten Mausen
stringent untersuchen. Zunachst beschrieben Yoshimoto et al. 1995, dal3 bei
Fehlen dieser Population nach einem polyclonalen T oder B Zellstimulus
weder frihes IL-4 detektierbar war noch das von IL-4 und Th2 abhangige
Immunglobulin IgE. Diese Ergebnisse machten NK1.1 T Zellen zu sehr
interessanten Kandidaten fur die Initiation einer Th2 Antwort. Entsprechend
wurden physiologischere Stimuli als anti-T-Zell- und anti-B-Zell-Antikorper
eingesetzt, um die Rolle der NK1.1 T Zellen zu Uberprufen. Die Infektion mit
Parasiten oder das Verabreichen bestimmter Proteinantigene, die in
Wildtypmausen mit funktionierenden NK1.1 Zellen zu einer Th2 Antwort
fahrt, induzierte auch in den defizienten Mausen die adaequate Th2 Antwort
mit IL-4 und IgE Produktion (Brown et al, 1996, von der Weid et al, 1996,
Zhang et al 1996, Daser et al. 1998). Um zu untersuchen, ob dennoch
quantitative Differenzen in den Effektorfunktionen entstehen, wenn diese

IL-4 Quelle fehlt, wurde als empfindlicher Parameter die IgE abhangige



Sofortreaktion der Haut nach lokaler Allergenexposition quantifiziert - auch
hier ergaben sich keinerlei Differenzen zwischen Wildtypmausen und
defizienten Mausen (Daser et al. 1998). Welche Zellen also das Th2
induzierende IL-4 Milieu bereitstellen bleibt nach wie vor unklar, als
Kandidaten gelten weiterhin T Zellen, Mastzellen, basophile und

eosinophile Granulozyten.



3. Durch Intervention im trimolekularen MHC - Peptid - TCR -
Komplex sollte eine pathologische Immunantwort blockiert

werden kdnnen

[siehe beiliegende Publikationen Nr. 3 - 7]

HLA B27 ist ein MHC Klasse | Molekul, das stark mit einem chronisch
entzundlichen Krankheitsbild autoimmuner Genese assoziiert ist - der
ankylosierenden Spondylitis (M. Bechterew). Auch eine zweite Gruppe
chronisch entzindlicher Krankheiten ist mit HLA-B27 assoziiert: die
reaktiven Arthritiden (ReA) nach bakteriellen Infektionen. Wahrend im
ersten Falle das Pathogen bzw. Autoantigen unbekannt ist, ist im zweiten
Falle der auslésende Organismus bekannt und kann damit als ein Modell far
die Untersuchung immunpathologischer Mechanismen und maoglicher

Therapieansatze benutzt werden (zusammengefalit in Burmester et al, 1995).

Zu Beginn der 90er Jahre war es technisch moglich geworden, Epitope aus
ihren MHC Molekulen herauszuldsen und zu analysieren (Falk et al, 1991,
1994; Jardetzky et al, 1991). AulRerdem war es gelungen, mehrere MHC
Klasse | Molekule zu Kkristallisieren und Uber Rodntgenstrukturanalysen die
MHC - Epitopbeziehung zu analysieren (Bjorkman et al, 1987a,b; Madden et al,
1992). Das hieraus resultierende Bild ist wie folgt: MHC Klasse | hat eine genau
definierte Bindungsfurche mit festgelegten Ankerpositionen fur das Epitop;
dieses Epitop ist ein Peptid von etwa 9 Aminosauren. Die Anforderungen der
MHC Klasse Il Molekule sind geringer, da sowohl Ankerpositionen als auch
Peptidlange variabler sind. Diese Daten erlaubten auch die Entwicklung eines
Modelles Uber die rdaumlichen Beziehungen des trimolekularen Komplexes

MHC - Peptid - TCR. Damit kann man u.a. die Regionen des Peptids



bestimmen, die dem TCR zugewandt sind und die Antigenerkennung durch
die T Zelle ermoéglichen. Fur ein MHC Klasse | Molekul - HLA B27 ist dies in

Abbildung 2 schematisch dargestellt (Scapozza et al., 1995).

Abbildung 2. Schematische Darstellung eines Nonamerpeptides (P1 -
P9) in der Bindungsgrube von MHC Kilasse I, exemplifiziert an HLA-B27.
HLA-B27 enthalt 6 Bindungstaschen A - F, in die mehr oder weniger
restringierte Ankerseitenketten des Peptids hineinragen. Hauptanker sind
die Taschen B und F mit den Seitenketten 2 und 9, weitere Ankerpositionen
mit etwas grolRerer Flexibiltat sind die Seitenketten P1, 3, 5 und 7. Kontakte
zum TCR sind angedeutet durch senkrechte Linien nach oben, d.h. die
Positionen P1, 3, 4, 5, 6, 7 und 8, wéhrend P2 und P9 so tief in der Grube
liegen, dal sie nicht an der Interaktion teilnehmen. Besonders zuganglich fur
den TCR ist der mittlere Teil des Peptids, der sich entsprechend fur
Modifikationen anbietet.

Ein therapeutischer Ansatz zur Unterdrickung einer pathologischen T
Zellreaktion ist die Modifizierung der T Zellerkennungssequenz bei
gleichzeitiger Bindung und damit Blockierung des korrespondierenden MHC
Molekuls. Durch genauere Peptidbindungsstudien immundominanter
Proteine von Chlamydia trachomatis und Yersinia enterocolitica, relativ
haufiger Erreger von ReA, lieBen sich die Regeln fur Peptidbindung
prazisieren und erlaubten die Vorhersage mdoglicher T Zellepitope (Daser et

al, 1994, Mertz et al 1994); durch Computersimulation kénnen dartberhinaus
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nicht in der Natur vorkommende Liganden entworfen werden (Rognan et
al. 1994), die einerseits stark mit den Taschen des MHC Molekuls
interagieren, andererseits keinerlei Bindungsmotiv fur den TCR bieten
(Rognan et al. 1995). Mit dieser Vorgehensweise lassen sich Peptidomimetika
entwerfen und testen, die pharmakologisch den echten Peptiden
Uberlegen sind und gleichzeitig mit einer pathologischen HLA-B27
restringierten T Zellantwort kompetieren, damit also grol3es therapeutisches
Potential haben (Krebs et al, 1998). Des weiteren ist vielfach experimentell
gezeigt worden, dalR durch Anderung der Bindungsaffinitat zwischen
MHC und Peptid eine Modulation hin zur protektiven Immunantwort
induziert werden kann (zur Ubersicht s. Constant und Bottomly, 1997).
Eine Anderung der Bindungaffinitat  zwischen MHC  und
Peptidomimetikum hatte damit auch die Perspektive des langfristigen

therapeutischen Erfolgs.
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Il.  Genetik immunologischer Erkrankungen

1. Einleitung

Sowohl fur Autoimmunerkrankungen als auch Allergien bzw. Atopie ist
bekannt, dall es sich hierbei um multifaktorielle, polygenetische
Erkrankungen handelt. In Zeiten der klassischen Genetik wurde vor allem
der MHC als der immundominante Locus beschrieben, mit dem diverse
immunpathologische Phanotypen assoziiert sind. Durch Nutzung
molekularbiologischer Methoden konnte man Polymorphismen in
einzelnen Kandidatengenen mit Krankheitsphanotypen korrelieren. Die
Beschrankung dieser Vorgehensweise liegt allerdings auf der Hand: der
jeweilige Kenntnisstand bestimmt die Qualitat der Kandidatenwahl. Durch
Weiterentwicklung der Methode verschaffte man sich Zugang zum
gesamten Genom (Botstein et al 1980); aber erst die Entdeckung der
Mikrosatelliten und ihrer Beziehung zu Genen erlaubte eine zlgige
Kartierung verschiedener Genome (N.N. 1992, Dietrich et al 1994).
Mikrosatelliten kénnen als chromosomale Marker aufgefaldt werden; es sind
repetitive Sequenzen, die bei Mensch und anderen Spezies relativ
gleichmaiig Uber das gesamte Genom verteilt sind. Die Mikrosatelliten
dienen also als Sonden, um chromosomale Regionen aufzuspuren, die bei
positiver Kopplungsanalyse einer genauen genetischen Untersuchung
unterzogen werden mussen. Durch die Aktivitaten des Human Genome
Project und des Mouse Genome Project (Deloukas et al 1998, Collins 1999,
Nusbaum et al 1999, Van Etten et al 1999), werden in den ndchsten Jahren die

Genome dieser beiden Spezies kartiert und sequenziert; es wird damit immer

12



wahrscheinlicher, tatsachlich auch ein relevantes Gen zu finden, das sich in

der Nahe eines Mikrosatellitenpolymorphismus befindet.
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2. Die allergische Sofortreaktion gegen Birkenpollen in der
Maus: Definition zweier Mausinzuchtstamme als High- und
Low-Responder und Phanotypisierung informativer

Nachkommen

[siehe beiliegende Publikation Nr. 8, Manuskript Nr. 11]

Die genaue Definition des zu untersuchenden Phanotyps ist eine wesentliche
Voraussetzung und gleichzeitig prinzipielle Schwierigkeit far die
erfolgreiche Durchfihrung jedes Genomscreenings oder Genomscans. Im
humanen System ist dies besonders schwierig, weil uneinheitliche
diagnostische Kriterien, unterschiedlicher Beginn der Erkrankung,
unterschiedliche auliere Einflisse und Zugehorigkeit zu unterschiedlichen
Populationen zu uneinheitlichen Phanotypen und zu héaufig nicht
reproduzierbaren Genotypen fuhren. Des weiteren erfordert die enorme
Allelheterogenitat der genetisch hochvariablen Spezies Mensch extrem grol3e
Untersuchungsgruppen, um signifikante  Ergebnisse zu erhalten
(zusammengefaldt in Lander und Schork 1994).

Im Tiermodell lassen sich diese Probleme umgehen: es gibt viele
verschiedene homozygote Inzuchtstimme, es lassen sich der Phanotyp und
die aulleren Faktoren genau festlegen und modifizieren und es lassen sich
genetisch informative Nachkommen zuchten. Bedingung fur die sinnvolle
Anwendung eines Tiermodelles sind die prinzipielle Ahnlichkeit des zu
untersuchenden Systems, in diesem Falle also des Immunsystems und eine
groRtmogliche Ahnlichkeit des zu untersuchenden Phanotyps. Der hier
geschilderte Phanotyp erfiullt beide Bedingungen: Immunsystem von
Mensch und Maus sind sehr ahnlich; und die Ig abhangige Sofortreaktion

der Haut lalt sich bei Mausen durch Immunisierung mit allergenen
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Proteinen induzieren, ein Phanotyp also, der alle Kritierien der allergischen
Sofortreaktion erfullt.

Fur genetische Analysen gunstig sind qualitativ oder quantitativ gut zu
diskriminierende Merkmale. Es wurden deshalb mehrere
Mausinzuchtstamme mit Birkenpollenextrakt immunisiert: A/J), AKR,
BALB/c, C57BL/6 und DBA/2. Dabei erwiesen sich A/J als High-Responder,
C57BL/6 (B6) als Low-Responder (Daser et al 1998), wahrend die anderen drei
Stamme eine intermedidre Hautreaktion zeigten (unpubliziert). Abbildung 3
zeigt die Reaktion, die im weiteren als ICHS = Immediate Cutaneous

Hypersensitivity bezeichnet wird.
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Abbildung 3. Immediate Cutaneous Hypersensitivity Scores von 39 A/J

und 32 B6 Mausen. Der Score ist die Summe der Hautreaktionen nach
Injektion von vier verschiedenen Konzentrationen von Birkenpollenextrakt
und ist auf der y Achse aufgetragen. Auf der x Achse ist die Anzahl der
Mause angegeben.

Die aus der Kreuzung von A/J und B6 Elterntieren resultierenden F1
Hybride reagieren ebenso wie A/J als High-Responder, allerdings waren 3
von 27 Mausen Low-Responder. Der Phanotyp imponiert also als

dominantes Mendel'sches Merkmal mit inkompletter Penetranz. Um die
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Segregation verantwortlicher Gene flur die Expression des Phanotyps
untersuchen zu kdnnen, ist die informativste Kreuzung eine Ruckkreuzung
auf den rezessiven Elternteil, also auf B6. Entsprechend wurden F1 Hybride
mit B6 Tieren gekreuzt, die resultierenden 152 Backcrosstiere (N2bB6)

ebenfalls phénotypisiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4

zusammengefal3t:
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Abbildung 4. ICHS von 27 F1 Hybriden und 152 Backcross Mausen.

Zusatzlich zu High- und Low-Respondern findet sich eine dritte Gruppe mit
intermediarer Reaktion, die Aufteilung ist etwa im Verhaltnis 1 : 2 : 1 wie bei
einem Erbgang mit mindestens zwei beteiligten Genen. Entsprechend liegt
diesem Phanotyp ein Erbgang mit mehreren beteiligten Genen zugrunde -
das Modell eignet sich also gut fur eine Genotypanalyse eines komplexen
immunologischen Merkmals.

Die Rolle von MHC- und Nicht-MHC-Genen wurde in zwei verschiedenen
Ansatzen untersucht: der MHC in daftr speziell gezichteten Mausen, alle

weiteren moglichen Gene durch einen Genomscan.
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3. Der MHC ist auf homozygotem Hintergrund

iImmundominant.

[unpubliziert; Dissertation von Nina Batjer]

Vor den Zeiten molekularbiologischer Genmanipulation hat man durch
systematische Kreuzungen Mauslinien und -stdamme gezuchtet, die ebenso
wie transgene Mause informativ sind fur die Bedeutung einzelner Genloci
auf ausgewahlten genetischen Hintergrinden; sie werden als congene und
recombinante Inzuchtstamme bezeichnet (Snell 1978). Eine wichtige solche
Zuchtlinie zur Analyse des Einflusses des MHC (bei Mausen als H-2 Locus
bezeichnet) auf die verschiedensten immunologischen Phanotypen sind
congene Stamme, bei denen auf den homozygoten Hintergrund des einen
Stammes der homozygote H-2 Locus eines anderen Stammes eingekreuzt ist.
Far die parentalen Stamme A/J und C57BL existiert ein solcher Stamm, die
sogenannten B10A Mause, wobei B10 fur C57BL/10 steht und A fur den
eingekreuzten H-2 Haplotyp von A/ZJ. Im Verlauf jahrzehntelanger Zucht
haben sich verschiedene Mausstamme in Untergruppen aufgespalten, so
auch C57BL in B6 und B10 - die genetische Entfernung zwischen den
Stammen 1403t sich u. a. durch Mikrosatellitenanalysen relativ gut abschatzen
(Schalkwyk et al 1999) und ist sehr gering. Unter der Voraussetzung, daf3 B10
Méause ebenso Low-Responder sind wie B6 Mause konnen die congenen
B10A zeigen, in welchem Ausmall der MHC bei homozygotem Genom die
Expression der allergischen Hautreaktion beeinflu3t. In Tabelle 1 sind die
Haplotypen der 4 Stamme mit dazugehoériger Immunreaktion aufgelistet:
B10 sind wie B6 Low-Responder, also geeignet fur diese Fragestellung. B10A
reagieren in gleicher Weise wie A/J) Mause als High-Responder. Der H-2

Haplotyp von A/]J alleine ist also ausreichend, um einen Low-Responder in

17



einen High-Responder zu konvertieren. Das impliziert zum einen, dal} der
MHC homozygot dominant die Expression dieses immunologischen
Phanotyps bestimmt; zum zweiten, dall der C57BL/6 - bzw. C57BL/10
Hintergrund im homozygoten Zustand ein High-Responder Background ist
und bei Anwesenheit des adaequaten H-2 Haplotyps eine Maximalreaktion
erlaubt. Weiterhin zeigt es, dal} der H-2b Haplotyp des B6 Stammes, wie
auch in anderen Systemen gezeigt (Silver und Lane 1975, Mitchison et al

1999), suppressiv wirken kann.

Tabelle 1

H-2 Locus ICHS

K Ag Ag Eg Eq D
Stamm
A/l k k k k k d high response
B6 b b b b b b low response
B10 b b b b b b low response
B10A k k k k k d high response

Allelzusammensetzung verschiedener H-2 Haplotypen. Die Loci K und D sind
Klasse I Loci, A und E Klasse Il Loci.

18



4, Der Genomscan weist auf ein Kandidatengen auf

Chromosom 6 hin

[siehe beiliegende Publikation Nr. 9, Manuskript Nr. 11]

Die F1 Generation zweier homozygoter Inzuchtstimme ist genetisch vollig
homogen, dennoch waren bei der Phanotypisierung 3 von 27 F1 Tieren (11%)
Low-Responder. Scheidet aufgrund entsprechender Kontrollen ein
technischer Fehler aus, lal3t sich dieses Phdnomen mit dem Vorliegen
inkompletter Penetranz erkldren. Dies bedeutet, dall der Phanotyp den
zugrunde liegenden Genotyp nicht volilstandig abbildet, dal} also die
Segregationsanalyse des zu untersuchenden Genotyps nicht, wie bei
vollstandiger Penetranz, durch den Phanotyp eindeutig ist. Damit ist auch
der Informationsgehalt der verschiedenen Responder-Gruppen des B6
Backcrosses unterschiedlich: die Gruppe der High-Responder hat im
Verhaltnis zu Low- und intermedidren Respondern die grof3te statistische
Aussagekraft.

Entsprechend wurde die DNA aller High-Responder und einer Auswahl
intermediarer und Low-Responder einer Mikrosatellitenanalyse unterzogen.
Die Vorgehensweise war wie schon kurz angedeutet die eines Genomscans,
d. h. auf allen Autosomen und dem X Chromosom wurden Mikrosatelliten
in regelmaligem Abstand analysiert. Die Mikrosatelliten wurden aus der
MIT Datenbank (Dietrich et al 1996) so ausgewahlt, dal} die Marker
informativ waren fur die hier zu untersuchenden A/J und B6 Stamme und
neun weitere sehr haufig untersuchte Inzuchtstamme (Schalkwyk et al 1999).

Abbildung 5 zeigt die Verteilung der Marker ftr alle Chromosomen.
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Abbildung 5.Verteilung der Mikrosatelliten

Chromosom X, die informativ sind fur folgende Mausstamme: A/J), AKR
BALB/c, C3H, C57BL/6, C57BL/10, DBA/2, SIL, 129/], JF1 und PWB.
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Der Genomscan wurde mit der DNA von 89 Backcross-Mausen und jeweils
120 Mikrosatelliten durchgefuhrt. Die Kopplungsanalyse mit Mapmaker QTL
(Lander et al 1987) erbrachte fur den Microsatellitenlocus D6MIit105 bei 45 cM
auf Chromosom 6 einen lod score von 2,4. Bei einer Backcross Analyse liegt
ein signifikantes Ergebnis entsprechend den Kriterien von Lander und
Kruglyak (1995) bei einem lod score > 3,3. Wahrscheinliche Kopplung
(suggestive linkage) wird bei einem lod score > 1,9 angenommen und sollte
weiterverfolgt werden. Obwohl also die Kopplungsanalyse mit 2,4 kein
Signifikanzniveau erreichte, ist das Ergebnis interessant: (i) die statistische
Aussagekraft und die Zahl der informativen Tiere ist bei Annahme von
inkompletter Penetranz relativ gering. In einem solchen Falle ist ein lod
score von 2,4 ein auffalliges Ergebnis. (ii) Der Verlauf der Signifikanzen fur
die Mikrosatelliten auf Chromosom 6 ist sehr distinkt und damit plausibel
(Abb. 6). (iii) Ganz in der Nahe von D6MIitl05 ist das Gen flur einen
plausiblen Kandidaten lokalisiert: der IL-5 Rezeptor (IL-5R).

Die préaferentielle Transmission des B6 Allels in Low-Respondern wurde
durch eine Kosegregationsanalyse auf Chromosom 6 untersucht. Das
Ergebnis ist in Abbildung 6 dargestellt.

Uberraschenderweise waren nur 19% der Low-Responder homozygot fiir
D6MIt105. Umgekehrt sind 81% der Low-Responder heterozygot, tragen also
auch das Allel des High-Responderstammes A/J. Das heil3t, dal3 es fur eine
Low-Response guenstiger ist, nur ein B6 Allel zu haben - das B6 Allel ist ein
Suszeptibilitatsallel, dessen Wirkung bei homozygotem B6 Background
durch Wechselwirkung mit anderen Genen unterdrickt wird, bei einer
Genmixtur wie bei einer Backcross-Generation aber eine High-Response stark

begunstigt. FUr die High-Responder ist die Anwesenheit des High-Response-
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Abbildung 6.Kosegregationsanalyse von 24 High-Respondern und 21 Low-
Respondern aus der Backcross Generation. Auf der x-Achse ist die biologische
Lokalisation der Mikrosatelliten auf Chromosom 6 in Centimorgan (cM)
angegeben, auf der y-Achse die Anzahl der Tiere in %, die homozygot sind fur
den jeweiligen Mikrosatelliten.

Allels im homozygoten Zustand weniger stringent, denn 35% der High-
Responder sind heterozygot. Das heil3t also, dald das B6 Allel nicht
notwendige Bedingung fur eine High-Response ist, dall aber die Wirkung
des B6 Allels homozygot auf gemischtem Background nur schwer durch
andere Genprodukte zu kompensieren ist und entsprechend die
Uberwiegende Zahl der Low-Responder nur ein B6 Allel tragen, also
heterozygot sind. Ob tatsachlich das B6 Allel ein Suszeptibilitatsallel oder das
A/J Allel ein protektives Allel ist, kann endgultig nur durch funktionelle
Untersuchungen desjenigen Gens entschieden werden, das ebenso wie der

Marker D6MIit105 mit dem Phanotyp gekoppelt ist.
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Das Allelverteilungsmuster des MHC bei D6Mitl05 heterozygoten Low-
Respondern und High-Respondern ergibt folgendes Bild: die Abwesenheit
eines Suszeptibilitatsallels ist ausreichend, den Einflul des MHC zu
neutralisieren, denn die heterozygoten Low-Responder zeigen eine etwa
gleiche Verteilung von Homozygotie und Heterozygotie fur den MHC.
Dagegen interagiert der MHC bei heterozygoten High-Respondern: das
Fehlen eines Suszeptibilitatsallels kann kompensiert werden durch die
Anwesenheit des A/)J MHC, denn 78% der High-Responder sind auch

heterozygot auf dem MHC Locus.
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5. Das Interleukin-5 Rezeptor Gen ist polymorph mit

funktioneller Implikation fur High- und Low-Response

[Manuskript Nr. 11]

IL-5 wird vor allem von aktivierten T Zellen, Mastzellen und Eosinophilen
produziert; wichtigste Funktionen sind Differenzierung und funktionelle
Reifung von Eosinophilen- und Basophilen- Vorlauferzellen und
Aktivierung dieser Zellen (vgl. Abb. 1). 1I-5 kann entweder alleine oder in
Verbindung mit IL-3 und GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor) die Differenzierung und Reifung der Vorlauferzellen
stimulieren; an reifen Eosinophilen bewirkt IL-5 Zellmigration in die

entsprechenden Gewebe und Freisetzung der granularen Proteine.

Der IL-5R st ein Heterodimer mit IL-5 spezifischer a-Kette und
unspezifischer (B-Kette, die auch an die spezifischen a-Ketten von IL-3R und
GM-CSF-R bindet. Die Bindung der [3-Kette erhoht die Bindungsaffinitat fur
IL-5 (Takaki et al 1990, Tavernier et al 1991), die Signaltransduktion erfolgt
Uber a- und (3-Kette (Takaki et al 1993, Ogata et al 1998). Wéahrend IL-3 und
GM-CSF pleiotrope Aktivitat haben, ist die Wirkung von IL-5 auf wenige
Zelllinien beschrankt: beim Menschen auf Eosinophile und Basophile, bei
der Maus zusatzlich noch auf B Zellen (zusammengefaldt in Takatsu 1998).
Diese Linienspezifitdt wird im wesentlichen Uber die spezifische Expression
der IL-5Ra Kette geregelt (Takagi et al 1995), allerdings gibt es Hinweise auf
weitere, noch nicht ndher charakterisierte Faktoren (Pierce et al 1998). (Im

folgenden wird fur die IL-5Ra Kette die Abkirzung IL-5R benutzt).
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Die Genstruktur und Exonsequenz des IL-5R ist fur Mensch und Maus
publiziert (Takaki et al 1990, Murata et al 1992, Tuypens et al 1992, Imamura
et al 1994). In beiden Spezies besteht das IL-5R Gen aus 11 Exons und 10
Introns. Promotoren und andere regulatorische Sequenzen sind oberhalb
von Exon 1 lokalisiert. Der extrazellulare Bereich des IL-5R Proteins weist
drei Fibronektin Typ Il &hnliche Doméanen auf; damit gehort der Rezeptor in
die Hamatopoetin-Cytokin-Rezeptor Superfamilie. Diese Struktur ist hoch
konserviert und geht auf ein gemeinsames Vorgangermolekil mit
primitiver Zelladhasionsfunktion zuruck. Wie beim Menschen gibt es auch
in der Maus drei Isoformen des IL-5R: eine membrangebundene und 2
I6sliche Isoformen, die durch alternatives SpleiRen entstehen. In vitro
antagonisieren die l6slichen Isoformen die IL-5 Wirkung durch Bindung
und damit Verhinderung der Bindung an die membrangebundene Form
(Tavernier et al 1991, Kikuchi et al 1994). Ob dieser Effekt auch in vivo
relevant ist, um beispielsweise Uber einen solchen negativen Feed Back
Mechanismus lokale Entziindung zu reduzieren oder zirkulierendes IL-5 zu
entfernen, ist nicht geklart. Abbildung 7 zeigt Exon-Intron-Organisation des

murinen IL-5R und alternative Spleil3stellen der l6slichen Isoformen.

Handelt es sich bei dem funktionell relevanten Lokus, der durch die
Mikrosatellitenkopplung von D6MIit105 angezeigt wurde, um den IL-5R, so
mufl auch er genetisch unterschiedlich sein zwischen A/J und B6 Mausen.
Deshalb wurde in den parentalen Stammen nach solchen Polymorphismen
gesucht und zwar zundchst auf cDNA Ebene: durch Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) wurden Abschnitte der revers transkribierten mRNA
amplifiziert und sequenziert. Sowohl in der codierenden als auch in den 5'
und 3' untranslatierten Regionen (UTR) fanden sich Anderungen der
Sequenz von B6 gegenuber A/J und der publizierten Sequenz von

BALB/c, in einem Falle umgekehrt von A/J gegentiber B6 und BALB/c. Die
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Basenaustausche in der codierenden Region fuhren nicht zur Verdnderung
der Aminosauresequenz, entsprechend sind die IL-5R Proteine von High-
und Low-Respondern identisch. Die Basenaustausche und Insertionen in der
3" UTR haben nach heutigem Kenntnisstand ebenfalls keine Konsequenz,
wobei einschrdnkend angemerkt werden soll, daR 5 und 3 UTR
moglicherweise weitere, noch unbekannte Sequenzen mit regulatorischer

Funktion enthalten.

Exon
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
7 2 VAV A N N
{HH N -
RZ 7NN R/ NN
sIL-5R1 sIL-5R2
Cytoplasmic
| | | Extracellular Region IIRegion
5UTR | | 3UTR
Signal Sequence Transmembrane Region
Abb. 7. Genetische Organisation des murinen IL-5R. Jede Box

reprasentiert ein Exon. Exon 1 und 12 Nukleotide von Exon 2 bilden die 5'
untranslatierte Region (UTR). Die verschiedenen Grauttne sollen die
verschiedenen translatierten Bereiche des Rezeptors verdeutlichen:
Signalpeptid, extrazellulare Region, Transmembranregion und
cytoplasmatische Region, die in Exon 11 endet und gefolgt wird von der 3'
UTR. Die gestrichelten Linien veranschaulichen das alternative Spleif3en mit
den resultierenden beiden Isoformen (sIL-5R1, sIL-5R2) des l6slichen IL-5R.

Die Analyse der 5" UTR gestaltete sich sehr komplex: die PCR Amplifikation

zwischen potentiellen Exons dieser Region ergab immer mehrere Produkte,

die sich zwischen B6 gegenuber A/J) und BALB/c unterschieden. Die
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Sequenzierung der verschiedenen Produkte erbrachte noch nicht publizierte
Sequenzen von insgesamt 216 Basenpaaren; daridberhinaus erwiesen sich die
einzelnen Produkte als unterschiedliche SpleiBvarianten, die sich in ihrer
Zusammensetzung zwischen High- und Low-Respondern unterschieden.
Wahrend sich von A/ cDNA  samtliche maoglichen
Pseudoexonkombinationen amplifizieren lieRen, waren in B6 cDNA in den
verschiedenen Kombinationen 2 Pseudoexons nie enthalten: Exon ¢1 und
¢4. Die Amplifizierung und Sequenzierung der entsprechenden Region von
genomischer B6 DNA ergab, dal} diese beiden Pseudoexons in genomischer
DNA existieren, offensichtlich aber im Falle von B6 immer herausgespleilst
werden. Welche Faktoren dieses differentielle Spleilen steuern ist unklar,
ausgeschlossen wurde durch Sequenzierung der Exon-Intron-Uberginge ein
Unterschied von Spleilddonor- und -acceptor Sites zwischen A/J und B6. Die

5" UTR ist wie in Abbildung 8 dargestellt organisiert:

ATG
Exon 1 Exon2 —
¢l 92 @3 ¢4
r
L
Abbildung 8. Genomische Organisation der 5' untranslatierten Region.

Im Intron 1 liegen die vier Pseudoexons ¢1 (94 Nukleotide), ¢$2 (122
Nukleotide), $3 (62 Nukleotide) und ¢4 (37 Nukleotide). Da ¢2 eine
SpleiRacceptor- und Branch Site enthalt, wird es in A/J und B6 alternativ
gespleildt.

Zwei wesentliche Implikationen dieses Ergebnisses sind: (i) obwohl sich A/J

und B6 in der genomischen Struktur der 5 UTR nicht unterscheiden,
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kommt es durch alternatives SpleiRen zu stammspezifischen Unterschieden
auf mRNA Ebene; (ii) die Langenvariation der verschiedenen
SpleiBprodukte impliziert unterschiedliche Sekundarstrukturen mit
moglicher Konsequenz fur Stabilitat oder Translationseffiziens der einzelnen
RNAs.

Ein Weg zur Messung unterschiedlicher Translationseffizienz in Folge
unterschiedlicher Sekundarstruktur ist das Luziferase-Reportersystem: in
einen geeigneten Vektor ist ein Luziferasegen kloniert; setzt man vor
dieses Gen die zu untersuchende Sequenz vor den Translationsstart und
bringt dieses Konstrukt in eine geeignete Zelllinie ein, so wird je nach Art
dieser Sequenz das Luziferasegen mehr oder weniger stark translatiert.
Mit einem Enzymassay lalit sich die Menge der entstandenen Luziferase
messen. DNA mit A/J-Sequenzen der folgenden Spleildvarianten wurden vor

das Luziferasegen kloniert:

Exonl - $2¢3 - ¢4 - Exon2 (12 bp-ATG) - Luziferase

Exonl - $2¢3 - Exon2 (12 bp-ATG) - Luziferase

Exonl - Exon2 (12 bp-ATG) - Luziferase

Zusatzlich wurde auch ein Konstrukt mit der kleinsten SpleiBvariante von B6
hergestellt, da an Position 1 von Exon 2 ein Basenaustausch von T nach C
stattgefunden hat. Die Konstrukte wurden in eine murine B Zelllinie
transfiziert, die naturlicherweise den IL-5R exprimiert. Das Ergebnis fiel
Uberraschend aus: bei den A/J Varianten mit unterschiedlichem Ausmal3 von
sehr stabilen Hairpinloops mit freier Energie von > -50 kcal/mol waren
keine Unterschiede der Luziferaseaktivitat messbar. Auf der anderen Seite
war die Luziferaseaktivitat des B6 Konstrukts doppelt so hoch wie die des

gleich grofRen A/J Konstrukts. In Abbildung 9 ist das Resultat dargestellt. Ob
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die Differenz auf transkriptioneller oder posttranskriptioneller Ebene
entsteht, ist noch ungeklart, ist aber fur die Menge des entstehenden

Produktes unerheblich.

Durch einen Sequenzvergleich von 699 eukaryontischen mRNAs hat
Marilyn Kozak schon 1987 eine Art Konsensussequenz oberhalb des
Translationsstarts héherer Eukaryonten beschrieben. Zwo6lf Nukleotide vor
dem ATG Startcodon wird C in 35% der Falle, T hingegen nur in 19% der
Falle vorgefunden. Moglicherweise bietet die Sequenz von B6 mit C einen
gunstigeren Kontext fur den Translationsstart als A/J mit T an dieser Stelle.
Reflektiert das Ergebnis dieser Messung die Situation in vivo, so heil3t das,
daR B6 Mause deutlich mehr IL-5R synthetisieren als die High-Responder
Mause A/J. Die Segregationsanalyse hatte das B6 Allel als
Suszeptibilitatsallel nahegelegt (vgl. Abb. 6) - die Messung der in vitro
Translationseffizienz unterstreicht diese Annahme.

Ein weiteres experimentelles Ergebnis deutet in dieselbe Richtung: bei der
Amplifikation der 3 Isoformen des IL-5R war von der B6 cDNA nie die
kleinste Isoform des alternativen Spleil3produktes Exon 9 - Exon 11 zu
erhalten. Aus den Amplifikatmengen ergibt sich, daf3 alle Isoformen in
vergleichbarem Malstab synthetisiert werden, d.h. es gibt bei A/J] die
membrangebundene Isoform im Verhéltnis 1 : 2 zu den l6slichen Isoformen,
dagegen ist bei B6 das Verhdltnis 1 : 1, eine Verschiebung hin also zum
membranstandigen Rezeptor und damit wieder in die Richtung erhdhten
proallergischen Rezeptors auf Effektorzellen. In vivo Untersuchungen zu
diesem Punkt liegen nicht vor - es ist aber hervorzuheben, dal} die Analyse
des Rezeptorgens und seiner Produkte und die Genomanalyse in die gleiche

Richtung weisen.
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Abbildung 9. Luziferaseaktivitat der Exonl - Exon2 Konstrukte von A/J
und B6. B6 enthalt einen Basenaustausch T -> C an Position 12 vor dem ATG
Start. Die Konstrukte wurden in murine A20 Zellen transfiziert; zur
Normalisierung der Transfektionseffiziens wurde ein pB-Galaktosidase
plasmid cotransfiziert. Der Quotient aus beiden Aktivitaten ist auf der y-
Achse aufgetragen.

Die Gruppe von Kyoshi Takatsu hat durch gezielte Unterbrechung des Genes
den IL-5R in B6 Mausen funktionell zerstort (Yoshida et al 1996). Der
Phanotyp dieser sogenannten knock out Mause ist relativ diskret: neben der
Abnahme von einzelnen B Zellpopulationen und gesteigerter Anfalligkeit
gegenuber Angiostrongylus cantonensis kommt es zu einer Abnahme von
IgA in der Darmmukosa und der Nasenschleimhaut (Hiroi et al 1999). Aus
diesen Ergebnissen auf die Bedeutung des IL-5R fur die Regulation einer
allergischen Immunantwort zu schlieRen scheint nicht sinnvoll, da die
untersuchten Tiere einer homozygoten Inzuchtlinie angehdren, bei denen
Interaktion verschiedener Gene oder das Ausmald der Wirkung einzelner
Gene nicht wirklich zu beurteilen ist. Ein Beispiel ist in dieser Arbeit

gegeben: der MHC in congenen Mausen allein ist ausreichend fur die
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Konvertierung eines Low-Responders in einen High-Responder. Kreuzt man
lediglich diese beiden Stamme, mischt also noch nicht einmal weitere Allele
hinzu, ist der MHC nicht mehr immundominant, sondern

immunmodulierend.
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6. Strukturelle und regulatorische Varianz sind an der

Expression des allergischen Phanotyps beteiligt

[siehe beiliegende Publikation Nr. 10; Manuskript Nr. 11]

Durch die Analyse ganzer Genome verschiedener Spezies wird die Sicht auf
Mechanismen, die qualitative oder quantitative Merkmalsdifferenzen
kontrollieren, immer differenzierter. Gene, die solche Merkmale
beeinflussen, kbnnen auf zweierlei Art unterschiedlich sein: zum einen in
der codierenden Region des Gens, dem Bereich also, der die Struktur des
Produktes bestimmt; Polymorphismen in diesem Bereich fuhren zu
struktureller Varianz. Im Immunsystem ist sie vor allem bei Genprodukten
anzutreffen, die iIin direkter Weise mit Antigenen zu tun haben -
Immunglobuline, T Zellrezeptoren, in geringerem Mal3e auch Proteasom
und Peptidtransporter. Ein typisches Beispiel fur strukturellen
Polymorphismus ist der MHC: die Aminosauresequenz der MHC
Bindungsfurche bestimmt die Aminosauresequenz der darin bindenden
Epitope (vgl. auch I. 3). Mdglichst gro3e Varianz in dieser Struktur in einer
Spezies fuhrt dazu, dal dem Immunsystem einer Population moglichst viele
Epitope prasentiert werden; dies mag als ein Grund gelten, warum der MHC
Haplotyp aus so vielen polymorphen Loci besteht.

Auch in dieser Arbeit ist der MHC ein Faktor fur die Expression eines
bestimmten Phéanotyps: die MHC congenen Mause konvertieren von Low-

Respondern zu High-Respondern.

Das zweite Prinzip ist das der regultorischen Variabilitdt. Nicht in der

resultierenden Proteinstruktur liegt die Varianz, sondern in Bereichen, die
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die Menge des Produktes entwicklungs-, gewebe- und / oder
aktivitatsspezifisch regulieren kénnen.

Auch dieses Prinzip findet sich in der genetischen Struktur des IL-5R wieder:
Durch die Punktmutation in Position -12 vor dem Translationsstart
veréandert sich vermutlich der Kontext fur die ribosomale Unterheit in einer
Weise, dal die Translationseffizienz zunimmt. Zusatzlich wird von B6
bevorzugt das kleinste Spleilprodukt der 5' UTR hergestellt, wahrend bei A/]
keine Praferenz einer Spleilvariante zu erkennen ist. Damit erhoéht sich der
Effekt dieser Differenz mit dem Ergebnis deutlich mehr proallergischen

Produkts bei B6.

Eine zweite Ebene regulatorischer Varianz wird durch unterschiedliches
alternatives SpleiRen bei High- und Low-Respondern bestimmt. Ob die
Grundlage fur dieses differentielle alternative SpleiRen ein struktureller oder
regulatorischer Polymorphismus (oder moéglicherweise beides) ist, ist noch
nicht klar. Bei der Sequenzierung der Spleidonor und -acceptor Stellen und
der am weitesten 3' gelegenen "Branch Sites" wurden keine Mutationen
aufgefunden. Entweder liegen (i) Mutationen in den noch nicht
sequenzierten Bereichen der teilweise sehr groRen Introns, oder (ii)
strukturelle Polymorphismen in Genen transagierender Faktoren, oder (iii)
Polymorphismen in regulatorischen Sequenzen dieser Gene.

Das stammspezifische alternative Spleil3en betrifft sowohl einen codierenden
wie einen nicht codierenden Bereich des Rezeptors:

0] in RT PCR Produkten von A/J finden sich Matrizen fur beide
Isoformen des I6slichen IL-5R, bei B6 nur eine; damit stehen fur A/ZJ mehr
Molekdule fur einen etwaigen negativen Feed Back durch Bindung von I1I-5
zur Verfugung als fur B6.

(i)  wie im vorausgegangenen Kapitel beschrieben fallt die 5'UTR durch eine

unerwartete Vielzahl alternativer SpleiBprodukte auf. Dabei sind zwei
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SpleiBvarianten mit besonderer Sekundarstruktur aus der cDNA von B6
Mausen nie amplifizierbar. Hypothetische Funktion ware unterschiedliche

Proteinmenge je nach Sekundarstruktur der jeweiligen Spleil3variante.

Solche charakteristischen Sekundarstrukturen sind fur andere regulatorische
Proteine, die im Zusammenhang stehen mit Embryonalentwicklung,
Differenzierung, Wachstum, Tumorentstehung und Stress beschrieben und
teilweise untersucht worden (Macejak und Sarnow 1991, Vagner et al 1995,
Teerink et al 19995, Bernstein et al 1997, Nanbru et al 1997, Stein et al 1998,
Vagner et al 1996). Eine Reihe von ihnen bedient sich eines alternativen
Weges der Translationsinitiation. Obwohl auch hier die Mechanismen nicht
geklart sind, ist das verbindende Prinzip klar: posttranskriptionale
Regulation, d.h. die Aktivitdt der 5UTR bestimmt spezifisch die
Translationseffizienz. Da diese Form der Aktivitat auch fur die 5’'UTR des IL-

5R relevant sein kann, im folgenden ein kurzer Exkurs:

Exkurs: 2 Modelle, wie die Translation von eukaryontischer

MRNA initiiert werden kann.

Die Scanning Methode ist von Marilyn Kozak im wesentlichen entworfen
und experimentell Gberpriuft worden (Kozak 1989). Sie ist die haufigste Form
des Translationsstarts und setzt Methylierung des 1. Nukleotids eines Genes
(Cap) voraus; eine Untereinheit des Ribosoms scanned dann abhéangig von
dieser Cap Struktur die Sequenz bis zum funktionellen AUG, das in einem
adaequaten Kontext von bis zu 12 Nukleotiden oberhalb und einem
Nukleotid unterhalb des AUG stehen sollte (Kozak 1987). Wichtig ist, dal? die
RNA keine zu stabilen Sekundarstrukturen ausbildet, da der Scanning

Mechanismus kein Aufschmelzen von Strukturen mit hoher Enerlgie erlaubt
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(Pelletier und Sonenberg 1985). Des weiteren wird er erheblich behindert

durch nicht funktionelle AUGs (UAUG) oberhalb des Initiatorcodons.

Das zweite Modell veranschaulicht, wie Translation trotz ausgepragter
Sekundarstruktur und uAUGs stattfinden kann (Pelletier und Sonenberg
1988, Macejak und Sarnow 1991; zur Ubersicht s. Van der Velden und
Thomas 1999). Die 5'UTR enthalt eine noch nicht naher charakterisierte
Sequenz, die sogenannte "internal ribosomal entry site" (IRES); die kleinste
bekannte Sequenz ist 55 Nukleotide lang, sie kann durchaus aber auch
mehrere hundert Nukleotide lang sein. IRES ist am 3' Ende der 5'UTR
lokalisiert und ermdglicht durch die Ausbildung eines Komplexes aus
mehreren Faktoren die Initiation und damit den Beginn der
Proteinbiosynthese. Diese zweite Form des Translationsstarts findet sich
vorzugsweise bei regulatorischen Proteinen wie z. B. Proto-Onkogene (c-
myc), Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren (human fibroblast growth
factor, insulin like growth factor, platelet derived growth factor) oder
Transkriptionsfaktoren (zur Ubersicht s. Tabelle 1 in Van der Velden und
Thomas, 1999). Ermoglicht wird damit eine posttranskriptionale Regulation,
deren Mechanismen allerdings noch unklar sind. Als generelles Prinzip
kann bei gleichbleibender globaler Proteinsynthese die differentielle

Regulation bestimmter Proteine Uber diese 5'UTRs gesteuert werden.

Fur das IL-5R Gen gilt ahnliches wie fur die anderen hier aufgefihrten Gene:
es sorgt fur eine linienspezifische Expression des Rezeptors auf Eosinophilen
und Basophilen (und B Zellen in der Maus); je nach Aktivierungszustand
der jeweiligen Zellen ist die Menge an Rezeptor hoch- und runterreguliert;
ein solcher Regulationsvorgang erfolgt sehr schnell innerhalb einer Stunde
(Takagi et al 1995). mit praformierten stabilen mRNAs unterschiedlicher

Sekundarstruktur sind solch schnelle Vorgange gut vereinbar. Auch fur den
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humanen IL5-R sind alternatives Spleilen und uAUGs in der 5'UTR

beschrieben (Tuypens et al 1994).

Es wird also interessant sein zu sehen, ob und auf welche Weise die
unterschiedlichen Qualitaten der 5'UTR des IL-5R die Quantitat des codierten
Proteins regulieren. Uberraschend ist in jedem Fall das AusmaR an
Verschiedenheit und damit an potentieller Flexibilitdt sowohl innerhalb

eines Mausstammes als auch zwischen den beiden Mausstammen.
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7. Genomanalysen zeigen Cluster und spezifische Loci bei

unterschiedlichen immunologischen Erkrankungen

Durch Genomanalysen mit Mikrosatelliten wurde u.a. in den Spezies
Mensch, Ratte und Maus die genetische Pradisposition sehr verschiedener
immunologischer Erkrankungen untersucht: Autoimmunerkrankungen
wie Rheumatoide Arthritis (RA), Multiple Sklerose (MS), Systemischer
Lupus Erythematodes (SLE) oder Typ | Diabetes; Allergie, atopisches
Asthma und andere chronisch entziindliche Erkrankungen (zur Ubersicht
siehe Vyse and Todd 1996, Becker et al 1998, Becker 1999). Ein
bemerkenswertes Ergebnis ist die enorme Uberlappung gekoppelter oder
assoziierter Loci mit den verschiedenen Erkrankungen und zwar innerhalb
einer Spezies und Spezies Ubergreifend. Die folgenden Beispiele
veranschaulichen dies:

In den Tiermodellen flr autoimmunen Diabetes und SLE sind 3 SLE Loci mit
Diabetes Loci colokalisiert (Vyse and Todd 1996). Beim Menschen finden sich
identische Marker bei Multipler Sklerose und Rheumatoider Arthritis; oder
Diabetes und M. Bechterew. Spezies-ubergreifend finden sich neben dem
MHC kolokalisierte Marker bei induzierter Arthritis bei der Ratte und M.
Crohn und Multipler Sklerose beim Menschen (Becker et al 1998). Gleiches
wird fur das experimentelle Modell fur MS in der Maus und MS und
Diabetes beim Menschen beobachtet (Butterfield et al 1998). Die
naheliegende Schlul3folgerung daraus ist, dal} Gene fur zentrale biologische
Regelkreise an diesen Orten lokalisiert sind.

Neben diesen generellen immunregulatorischen Loci gibt es
krankheitsspezifische Loci, die moéglicherweise die genaue Phanomenologie

des jeweiligen Krankheitbildes durch Immunmodulation festlegen. So
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konnte man fur MS, Diabetes, M. Crohn und Asthma auf verschiedenen
Chromosomen solche Genorte identifizieren.

Ein groRRes Problem ist allerdings zur Zeit noch, dal3 fur nur sehr wenige
chromosomale Regionen die dazugehdrigen Gene identifiziert sind. Dies
liegt an den grollen Abstéanden, in die die biologischen Genomkarten
eingeteilt sind. So kdnnen zwischen zwei benachbarten Mikrosatelliten
zwischen 10 und 100 Gene liegen, die zu einem grol3en Teil noch nicht
einmal bekannt sind. Da die internationalen Genomprojekte gute
Fortschritte machen, wird sich dieser Zustand im Verlauf der nachsten finf

bis zehn Jahre deutlich verbessern.

Die Identifizierung dieser Gene ware ein signifikanter Fortschritt in
verschiedener Hinsicht. Zum einen lieBe sich die Pathogenese
immunologischer Krankheiten genauer nachvollziehen und damit
entsprechend differenzierter lieRe sich therapeutisch intervenieren.
Weiterhin konnten diagnostische Kriterien prazisiert und
PraventionsmalRnahmen gezielter ergriffen werden. Letztlich kdnnten die
Grundlagen immunbiologischer und pathologischer Prozesse gezielter

untersucht werden.

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse aus verschiedenen Genomanalysen fur das
Chromosom 6 zusammengefal3t. Unter der Perspektive der gemeinsamen
immunregulatorischen und differentiellen immunmodulatorischen Gene
ergibt sich eine Uberlappung von zwei Phanotypen und einem Locus. Bei 57
cM ist ein Suszeptibilitatslocus gegenuber infektiosen Agentien (Bordetella
pertussis Toxin (Meeker et al 1999) und Coccidioides immitis (Fierer et al
1999)). Moglicherweise handelt es sich hierbei um ein und dasselbe Gen. Als

Kandidatengen wird Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 benannt.
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Alle anderen Phanotypen sind vermutlich chromosomal distinkt; oder mit
nur moglicher Uberlappung - ein Feinmapping der entsprechenden

Region ist zur Bestatigung dieses Schlusses jedoch erforderlich.

Tabelle 2
Mikro- chrom. Phanotyp Maus- Ref.
satellit Region stamm
Cia6 20.2 ctM CIA B10Q, DBA/1 (1)
Cia3 23.8¢cM CIA DBA/1, SWR )
D6Mit5 36.0 cM AK Biozzi (3)
D6MIt105 45.5cM ICHS A/J, B6 4)
D6MiIt10 48.7 cM BHR A/J, C3H (5)
Bphs 57.0cM BPHS C3H, CBA, SIL (6)
57.0cM Susc ClI B6, DBA/2 @)
D6MiIt25 65.5 cM Diabetes NOD, PWK (8)
Idd6 70.0cM Diabetes NOD, NON €)]

Ergebnisse von neun Mikrosatellitenanalysen von Chromosom 6. Hinter den
Abkurzungen verbergen sich die folgenden Phanotypen: CIA Collagen
induzierte  Arthritis, AK  Antikoérperkonzentration, ICHS allergische
Soforttypreaktion der Haut, BHR bronchiale Hyperreagibilitait, BPHS
Bordetella pertussis Toxin Hypersensitivitat, Susc CIl Suszeptibilitat
Coccidioides immitis. (1) Yang et al 1999, (2) McIndoe et al 1999, (3) Puel et al
1995, (4) Daser et al, 1999, unpublished, (5) Ewart et al 1996, (6) Meeker et al
1999, (7) Fierer et al 1999, (8) Melanitou et al 1998, (9) Todd et al 1996.

39



Aus der in dieser Arbeit vorgestellten Genomanalyse auf Grundlage des
Phanotyps "allergische Soforttypreaktion der Haut" konnte ein plausibles
Kandidatengen postuliert werden. Die anschlielende Untersuchung des
Gens erbrachte eine unerwartet grofe Anzahl von Polymorphismen, die
teilweise funktionelle Implikationen hatten. Diese konnten teilweise
experimentell verifiziert werden; aulerdem spricht das Ergebnis der
Segregationsanalyse fur die biologische Relevanz dieser Befunde. Das
bedeutet einen der (noch) sehr seltenen Falle, wo nicht nur ein
chromosomaler Ort mit einem bestimmten immunologischen Phéanotyp in
Zusammenhang gebracht werden konnte, sondern dieser Zusammenhang
bis hin zu funktioneller, biologisch plausibler Differenz zwischen High- und

Low-Respondern verfolgt werden konnte.
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