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Kapitel 1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allergie

Der Begriff ,Allergie” wurde 1906 vorvon Pirgquet eingefiihrt. Nach Coombs und Gell
(Tab. 1) gibt es vier Typen der immunologischen fébwfindlichkeit, wobei man heute
den Typ 1, bei dem praformierte Immunglobulin EEQ)lgAntikérper die Immunantwort
vermitteln, und den Typ 4, bei dem spezifisch dshsierte T-Lymphozyten durch
Lymphokinfreisetzung Makrophagen aktivieren, alkeAjie bezeichnet.

Bei dem Typ 1 kommt es nach dem ersten Kontakem#&m Antigen zur Internalisierung
und Prozessierung des Antigens und zur Prasentatibrantigenprasentierenden Zellen
mit Hilfe von HLA-Klasse-ll-Molekiillen. Uber den Tell-Rezeptor werden
antigenspezifische T-Helferzellen aktiviert, egyfallie Freisetzung von Interleukin 4 und
13. Dies fuhrt bei B-Lymphozyten zum Klassenwecheel Immunglobulin M (IgM) nach
IgE [1] und damit zur Bildung von spezifischen I&&tikérpern, die sich an den
hochaffinen Fe-Rezeptor auf Mastzellen und basophilen Granuloelgteden.

Der Zweitkontakt mit dem Antigen I6st durch das Meren der auf der Mastzelle
gebundenen IgE-Antikdrper eine Degranulation destigidlen unter Ausschittung von
Histamin und verschiedenen anderen Mediatorenliese fihren je nach Expositionsort
unter anderem zu einer Kontraktion der glatten Miegtkir in Darm, Bronchien und
groReren Gefal3en, zu einer Dilatation von kleinef@efalen mit Hautr6tung und
Quaddelbildung und am Herzen zu einer Tachykardie.

Bei dem Typ 4 werden die Allergene von LangerhaelieA aufgenommen und T-
Lymphozyten prasentiert. Es bilden sich Zellklonat rantigenspezifischem T-Zell-
Rezeptor.

Nach einer Sensibilisierungsphase von mindestehageén kann ein weiterer Kontakt mit
dem Allergen zu einem Erythem, Odem, zu Papuloeésiknd zu ndssenden Erosionen
fuhren. Im histologischen Bild finden sich durch nhokinfreisetzung angezogene
Makrophagen und mononukleéren Zellen.

Allergien spielen heute eine wichtige Rolle. In Bmhland betrug die Pravalenz fur
Asthma bei Kindern 7% (Lebenszeitpravalenz bis A8nlLebensjahr), bei Erwachsenen
zwischen 20 und 44 Jahren 4,5% (Jahrespravaleraf)eilzeigt sich ein ansteigender
Trend international wie national [2]. Allein duré&sthmaerkrankungen gingen 1993 etwa
2,6 Mio. Arbeitstage durch Arbeitsunfahigkeit vedn. 1994 betrugen die Kosten flr
Asthmapatienten 2,1 Mrd. DM. Dabei handelt es sicter anderem um Ausgaben fur die

ambulante und stationdre Behandlung, Arzneimittel Rehabilitation [3].
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Tab. 1; die vier Typen der Uberempfindlichkeit nach Cosnind Gell [4]
Typ Mechanismus Reaktionszeit Klinisches Bild
(Beispiele)
Frihtyp
Typ | unter Vermittlung zellstdndiger Sekunden bis allerg. Asthma, allerg.
(Soforttyp) IgE-Antikérper kommt es zur ~ Minuten; evtl. Konjunktivitis, Rhinitis
Freisetzung von verschiedenen zweite Reaktion  allergica, allerg.
Mediatoren aus Basophilen und nach 4 bis 6 Urtikaria,
Mastzellen Stunden anaphylaktischer Schock
Typ Il Bindung von Antikdrpern vom  Minuten bis hamolytische Anamien,
(zytotoxischer Typ) IgG- evtl. auch IgM-Typ an Stunden Thrombopenie,
zellmembranstandige Antigene; Transfusions-
durch Aktivierung von zwischenfalle
Komplement oder zytotoxischen
Killerzellen kommt es zur
Zytolyse kérpereigener Zellen
Typ I Bildung gewebestandiger oder 6 bis 12 Serumkrankheit, allerg.

(Immunkomplextyp)

zirkulierender Immunkomplexe Stunden
aus prazipitierten Antikérpern

(IgG, IgM) und Antigenen;

Aktivierung von

Komplementfaktoren fuhrt zur
Phagozytose der

Immunkomplexe durch

Granulozyten unter Freisetzung
gewebeschadigender Enzyme

Vaskulitis, exogen-
allerg. Alveolitis

Spattyp
Typ IV Freisetzung von Lymphokinen 12 bis 72 Stunden  allerg. Kontaktekzem,
(verzogerter Typ) aus spezifisch sensibilisierten T- Tuberkulinreaktion,

Lymphozyten bei erneutem
Kontakt mit Antigenen, die zur
Aktivierung bzw. Proliferation
von Makrophagen und
mononukledren Zellen sowie
deren Wanderung an den Ort der
Antigenexposition beitragen

Arzneimittel-exantheme,
Transplantatabstof3ung,
persistierende

granulomatdse Reaktion

Daher ist es wichtig, die Pathogenese von Allergiesser verstehen zu lernen und
auslosende Faktoren zu identifizieren, um durclvgarive Mal3nahmen bei geféahrdeten
Personen friihzeitig ein Auftreten von Krankheitspiamen zu verhindern oder diese

abzumildern.

1.2 Atopie

Die genetische Pradisposition, auf eine Vielzahl Yamtigenen mit einer Uberschiel3ender
T-Helfer-2-Antwort mit konsekutiver Synthese vorElgntikdrpern zu reagieren, nennt
man Atopie. Zu den atopieassoziierten Erkrankungaéhlen das allergische Asthma

bronchiale, die Neurodermitis und die Rhinoconjuvitt$ allergica.
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Ein Hinweis auf ein hoheres Risiko fur Atopie ligfeine positive Familienanamnese. In
der Literatur ist das Atopierisiko fur ein Kind gesler Eltern mit 5-15% beschrieben.
Wenn ein Elternteil Atopiker ist, liegt das Risikmei 20-40%, bei einem betroffenen
Geschwisterkind bei 25-35%. Sind beide Eltern Atepiliegt das Risiko bei 60-80% [5].

Ein weiteres Kriterium flr ein erhdhtes Risiko kémnn Zukunft auch eine genetische
Analyse von atopieassoziierten Genen werden. Im ez 2zu monogenen
Krankheitsbildern wie zum Beispiel zystischer Fagooder Chorea Huntington (Chorea
major), bei denen eine Mutation an einem Gen zuragkung fuhrt, werden atopische
Erkrankungen polygenetisch vererbt. Nicht eine Geiante allein ist verantwortlich,

sondern das Auftreten von Mutationen in verschiede@Genen, die im Fall der Atopie zu
einer Fehlsteuerung der physiologischen Immunantwoit einem Ungleichgewicht

zwischen Th-1- und Th2-Antwort fihren.

1.2.1 Atopie-assoziierte Erkrankungen

1.2.1.1 Asthma bronchiale

Asthma bronchiale ist eine der haufigsten chromadirkrankungen. Sie betrifft ca. 4-5 %

der Bevolkerung und ist gekennzeichnet durch ddallsweise Auftreten von Atemnot

infolge zunachst reversibler Bronchiokonstriktiamreh Entziindung und Hyperreagilibitat

der Schleimhaut der Atemwege, Schleimhautschwellurd) Dyskrinie. Spéter bildet sich

infolge von UmbauvorgangeRémodelling) eine irreversible Bronchokonstriktion aus.

Man unterscheidet verschiedene Formen des Asthmas:

Beim allergischen, exogenen Asthma bronchiale fithet Inhalation des auslésenden

Allergens zu einer typischerweise zweizeitigen Rieak

* IgE-vermittelte Sofortreaktion und Degranulatiomudastzellen,

o Spatreaktion durch protrahiert verlaufende Entzimgdreaktion mit eosinophilen
Granulozyten und Lymphozyten.

Wichtige Allergene sind Hausstaubmilben (Dermatgpides pteronyssinus,

Dermatophagoides farinae), Pollen von Gréasern, e@etr Baumen und Strauchern,

Pilzsporen (insbesondere von Alternia tenuis uratd@sporium herbarum) und Tierhaare

von Katzen, Hunden, Pferden und Nagetieren.

Beim endogenen Asthma bronchiale kommen als ausiéséaktoren virale Infekte,

Zigarettenrauch, korperliche Anstrengung und Medligate (z.B. Acetylsalicylsaure) in

Frage. Es finden sich auch Mischformen aus exogenew endogenem Asthma

bronchiale.
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1.2.1.2 Neurodermitis (allergisches Ekzem, atogdebrmatitis)

Circa 1-3% aller Erwachsenen und 5-10% aller Kirldeten unter Neurodermitis, wobei
die Zahl der Erkrankten in den letzten Jahren zogenen hat.

Neurodermitis &ufRert sich abhéngig vom Lebensaftarschiedlich:

Das atopische Sauglingsekzem beginnt meist mit 8lebebensmonat. Es hat einen stark
exsudativen Charakter und geht einher mit den 2eickiner akuten Dermatitis mit
Erythem, Mikrovesikeln, Erosionen und Krusten- un8chuppenbildung. Die
Effloreszenzen beginnen an Wangen oder Scheitéthened bilden dort den sogenannten
Milchschorf, der sich auch Gber den Rumpf und dirdmitaten ausbreiten kann.

Im Kindesalter finden sich die Lasionen vorzugseem Gesicht, am Hals und im oberen
Brustbereich, besonders ausgepragt auch in derm®8ugen. Der exsudative Charakter
steht nicht mehr im Vordergrund, sondern entzuheliGewebsinfiltrationen mit starkem
Juckreiz.

Das Ekzem im Erwachsenenalter ist an der Stirn, ¢#hais und den Beugeseiten der
Extremitaten lokalisiert und neigt zu Lichenifikarti

Das Vorhandensein von Symptomen wie weif3em Derrpbgaus oder starkem Juckreiz
wird Uber veranderte Reaktivitat deadrenergen und cholinergen Nervenfasern und durch

eine Uberschiel3ende neuropeptidinduzierte Medraieettzung erklart.

1.2.1.3 Rhinoconjuctivitis allergica

Die Rhinokonjunktivitis allergica ist der Ausdruckiner IgE-vermittelten Typ-I-
Sofortreaktion an den Konjunktiven der Augen und $iehleimhaut im Nasenrachenraum.
Die Pravalenz im Jugend- und frihen Erwachsenenadteagt in Mitteleuropa etwa 15-20
% [6].

Man unterscheidet zwei Formen der Rhinokonjunksvit

» die saisonale allergische Rhinokonjunktivitis oBeflinose und

» die perenniale allergische Rhinokonjunktivitis.

Haufigste Ausloser der ersten Form sind Pollen wastiubender Pflanzen, deren
jahreszeitlich abhangiger Pollenflug das Krankiddisbestimmt (Tab. 2).

Die zweite Form entsteht durch ganzjadhrigen Allakgmtakt mit Hausstaubmilben,

Schimmelpilzen oder Tierepithelien (Tab. 2).
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Tab. 2, haufigste Allergene der allergischen Rhinokonfiwitks [6]

Saisonale allergische Rhinokonjunktivitis

Frahjahr: Januar- Februar Hasel, Erle
Mérz- April Birke, Esche
Frihsommer: Mai- Juli Roggen, Knauelgras, Lieschgras, Wiesen-

rispengras, Lolch

Spatsommer: Juli- September Beiful3

Perenniale allergische Rhinokonjunktivitis

ganzjahrig: Hausstaubmilben, Vorratsmilben, Schimmelpilze (Algeia alternata,
Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus, Pi#itim notatum, Mucor
racemosus), Tierepithelien (Katze, Hund, Meerscheletn, Ratte, Maus)

Unabhangig vom Ausloser aul3ert sich die allergisthiaitis als wassrige Nasensekretion,
behinderte Nasenatmung, Nasenjucken und Niesattafkazu kommen die Symptome

einer Konjunktivitis in Form von Rétung, JuckreizduTranenfluss der Augen.

1.2.2 Pathophysiologie

Die Immunantwort lasst sich unterteilen in angeber@ind erworbene Immunitat. Die
angeborene Immunitat beinhaltet die unspezifischenunitat durch physikalische und
biologische Schutzmechanismen (z.B. SauremantelHdeit, sezernierte antimikrobiell

wirksame Substanzen auf Schleimhéuten) und die-lbefhunitdt durch diaplazentar
Ubertragene Immunglobuline. Die erworbene Immunitéterteilt sich in eine humorale,
durch spezifische Antikorper gewahrleistete, undeetellvermittelte, durch spezifisch
sensibilisierte T-Lymphozyten, Makrophagen und aadémmunkompetente Zellen

hervorgerufene Immunitat.

Am Anfang steht die Antigen-prasentierende Zetles ein Antigen internalisiert und

prozessiert hat. Auf MHC-Klasse-lI-Molekillen werdeReptidantigene CD4+-T-

Lymphozyten tber den T-Zell-Rezeptor (TCR) pragghtikommt es zu einer Bindung
von TCR und MHC-Peptid-Komplex, werden die T-Lympiien aktiviert. Diese kbnnen

durch Freisetzung von Zytokinen B-Lymphozyten zuffddenzierung in Plasmazellen
anregen. Je nach Differenzierung der T-Lymphozyted die Immunantwort auch als T-
Helfer-2- oder T-Helfer-1-Antwort bezeichnet. Thdrd Th2-Zellen differenzieren sich
aus naiven CD4+ T-Lymphozyten, Thl-Zellen durchmBtation mit Interleukin 12 aus

aktivierten Makrophagen, Th2-Zellen durch IL-4. Auandere Zytokine beeinflussen die
Differenzierung in Thl- und Th2-Zellen: IFi-IL-10 und TGFB hemmen die Bildung

von Th2-Zellen, IL-4, IL-10 und TGEB-die Bildung von Thl-Zellen (Abb. 1). Am Ende
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der Th1l-Antwort stehen aktivierte Th1l-Zellen unig bei der Th2-Antwort Mastzellen,

eosinophile Granulozyten, IgE und 1gG4 (b45).

Bei gesunden Personen stellt sich ein Gleichgewdahschen Thl- und Th2-Zellen ein.
Dieses Gleichgewicht ist bei Atopikern gestort. N&antigen-Kontakt kommt es zu einer
Uberwiegenden Stimulation der Th2-Antwort, entwedierch eine hohere Produktion der
verstarkenden Faktoren (z.B. Interleukin-4) odeneeireduzierte Produktion der
hemmenden Faktoren (z.B. IRN<(Abb. 1). Fur Patienten mit atopischer Dermatitrel
allergischem Asthma fanden sich unterschiedlichekdgprofile: Die atopische Dermatitis
war mit einer neutralen IL-4-Produktion und eineerminderten IFNyv-Produktion
assoziiert, wahrend Asthmapatienten verstarkt lhrdduzierten und der IFMSpiegel

keine Anderung aufwies [7].

Interlewlan-4 [Interleukjn-llil und TGF-3 ] ( Interleulan-12

Interleulan-18

Abb. 1, Mediatoren, die die Immunantwort in Richtung Tdder Th2 beeinflussen.
Mit rot sind hemmende Effekte gekennzeichnet, mingtimulierende [8].

Nicht nur genetische Faktoren bestimmen die Entiwiak einer Atopie. Auch die Umwelt

des Patienten beeinflusst das Entstehen und AuderaBrkrankung (Hygienehypothese).
Durch Studien, die nach der Wiedervereinigung itr @sd Westdeutschland durchgefthrt
wurden, konnte gezeigt werden, dass die PravalemaenrAsthma und Heuschnupfen in
Westdeutschland vor der Wiedervereinigung signifikedher waren als in Ostdeutschland
(5,9% versus 3,9%; OR = 1,5, p < 0,0001 und 8,6%u&e2,7%; OR = 3,4 p < 0,0001),

nach der Wiedervereinigung die Pravalenzen in @ssdbland sich denen in

6
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Westdeutschland anglichen [9]. Diesen Unterschimduwnd den Anstieg der Pravalenzen
nach der Wiedervereinigung in den genetisch vesighairen Populationen erklart man sich
durch die Ubernahme des westlichen Lebensstils Qitbevilkerung und dem damit
einhergehenden geringeren Kontakt mit Antigenea,iider Neonatelperiode Thl-Zellen
stimulieren (Abb. 2).

Geringe Geschwisterzahlen sind mit einer hoherekraBkungswahrscheinlichkeit
assoziiert: Die Kinder haben wahrend der erstenehsjahre weniger Kontakt zu
Gleichaltrigen; virale Infektionen werden wenigeiufig tUbertragen. Kramer et al. [10]
konnte nachweisen, dass ein frihzeitiger Kontakt wemderen Kindern, z.B. in
Kinderkrippen, die Pravalenz der Atopie senkt.

Auch der frihe Kontakt mit Tieren scheint sich pkaiv auf die Pravalenz von atopischen
Erkrankungen auszuwirken. Kinder, die in Familiert tandwirtschaftlichen Betrieben
aufwuchsen, zeigten geringere Pravalenzen von Astieuschnupfen und Atopie [11]
als Stadtkinder. In Familien mit Haustieren, besyadHunden, kamen seltener Patienten
mit atopischer Dermatitis vor als bei Familien ohfaustiere [12]. Remes et al. [13]
konnte in einer finnischen Studie und von Linstawak fur junge déanische Erwachsene

[14] diese Ergebnisse reproduzieren.

Umwelteinflisse
_ Allergensensibilisierung
Genetische geringe Geschwisterzahl
Faktoren — — ubermatige Hygiene
Einnahme von Antibiotika
innerhalb der ersten 2 L)
Impfung
W 5
[ Atopie ]
Defekte in Zielorganen Trigger
Bronchialepithel b |g— virale Infekiionen
Haut Allergenexposition
Darm il Zigarettenrauch, Schadsicife

Th2-vermittelte allergische
Entziindung

Abb. 2, beeinflussende Faktoren auf die Entwicklung votopfe und Th2-vermittelter
allergischer Entziindung [8]
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1.2.3 IgE-Antikorper

IgE-Antikorper sind die Effektormolekiile der Typdberempfindlichkeitsreaktion nach
Coombs und Gell. Sie bestehen aus zwei leichteteKek oderk) und zwei schweren
Ketten ) (Abb. 3) mit jeweils einer konstanten und einariablen Region. Die Ketten
sind untereinander Uber Disulfidbriicken verbundear Serumspiegel liegt bei einem

gesunden Erwachsenen bei < 100 kUI/I. |E|E

Der Fetus beginnt mit der Produktion vt
IgE ab der 11. Gestationswoche [15]. C
Spiegel liegen am Anfang bei ca. 0,22 kl
[16] und steigen in den nachsten 10 bis
Jahren. Dort findet sich der Maximalwel
wéahrend im weiteren Leben die IgE-Spie(
wieder sinken [17]. Der IgE-Wert in
Nabelschnurblut zeigte in mehreren Stud
einen positiven Zusammenhang zwisck
erhohten Werten und der Entwicklur
atopischer Erkrankungen [18, 19, 20]. E
80,2% der Kinder mit erhdhten IgE-Spiege

€ €
(> 0,9 kU/l) zeigten sich vor dem sechst Abb. 3; Immunglobulin E, blau: konstante
Region, rot: variable Region, grin:
Kohlenhydratseitenketten

Lebensjahr die Symptome einer Atopie [19].
Ungebunden haben IgE-Antikérper im Serum
eine Halbwertszeit von zwei bis drei Tagen, zeligeten wesentlich langer.

Initial bilden B-Lymphozyten nach Kontakt mit argigprasentierenden Zellen IgM-
Antikorper. Nach einer weiteren Stimulierung deZ@&len kdonnen diese den Isotyp der
Antikdrper unter Beibehaltung seiner Spezifitdt eémnd Es kommt zur Umlagerung und
Splicen der DNA und damit zum Klassenwechsel. IleFdes IgE werden zwei Signale
bendtigt: Interleukin-4 (IL-4) und die Aktivierungon CD40. Diese Signale kommen von
CD4-positiven T-Lymphozyten, die sich nach Antigentakt und in Gegenwart von IL-4
zu Typ2-Helferzellen (Th2-Zellen) entwickeln [1].

IgE-Antikorper binden mit einer Doméane der konstanRegion an den hochaffinend-c
Rezeptor (FeRI) auf Mastzellen und basophilen Granulozyten. Bentakt mit dem
Antigen 16st eine Degranulation der Mastzellen @§ibb. 4). AuRerdem existiert ein
niedrig affiner Rezeptor (ERIl oder CD23) auf B-Lymphozyten und Eosinophil@i]]

der bei der B-Lymphozyten-Differenzierung und degE-vermittelten Immunitat als
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Kapitel 1 Einleitung

Regulator eine Rolle spielt [22, 23]. Die Aktivieiy dieses Rezeptors durch IgE-
Immunkomplexe fuhrt zur Ausschittung von Entzindungdiatoren wie z.B. Histamin,

Leukotrienen, Platelet-Activating-Factor und TuniNekrose-Faktor [24, 25, 26].

rubiende Mastzelle aktivie-,_r'te r:.-jlgstzelle

rubende Mastzelle mit Granula, multtivalentes Artigen vernetzt
die Hiztamin und andere gebundene IGE-Artikérper; dadurch wird
Entziindungsvermittier enthalten der Inhatt der Granula freigesetzt

Abb. 4, oben links: ruhende Mastzelle, elektronenmikrgésches Bild; oben rechts:
aktivierte Mastzelle, elektronenmikroskopischesiBilnten: schematische
Darstellung [35]

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dagsstarke Assoziation von spezifischen
IgE-Antikoérpern oder des Gesamt-IgEs im Serum nsith#na vorliegt [27, 28, 29, 30, 31].
Das bedeutet, dass man den IgE-Spiegel nicht suMalker einer Atopie, sondern auch
als Marker fir Asthma verwenden kann. Im Gegenskizu konnte fur die Rhinitis
allergica keine Assoziation mit dem IgE-Spiegeltdestellt werden, jedoch mit der
Hautreaktion auf haufige Aeroallergene [27].

Es zeigt sich, dass Manner im gesamten Lebenszeitvan 6 bis 75 Jahren einen hdoheren
IgE-Spiegel aufweisen als Frauen [32]. Neben derscldecht haben auch die Rasse,

Erkrankungen, Umweltfaktoren und das Alter Einflas$ die Hohe des IgE-Spiegels.

9



Kapitel 1 Einleitung

In einer Studie mit Kindern filipinischer und kawskscher Eltern mit gleichen
Umweltbedingungen [33] hatten die filipinischen Heér einen dreifach hdheren IgE-
Spiegel. Auch fur atopische Erkrankungen konnteRhsse als predisponierender Faktor
bestatigt werden.

Fur die Rheumatoide Arthritis konnte eine Tendenzmiedrigten IgE-Spiegeln gezeigt
werden [34]. Hohere IgE-Werte finden sich dagegenififektionen mit Parasiten, wobei
in diesem Fall die IgE-Antikérper zur physiologischinfektabwehr gehdren.

Die Umweltfaktoren sind im Rahmen der Hygienehypsth zur Entstehung atopischer
Erkrankungen schon beschreiben worden. Diese zeaigdgmn nur auf die Pravalenz von
Atopie einen Einfluss, sondern auch auf die HOhe Ig&-Spiegels. Ein Beispiel ist das

Rauchen, dass mit hoheren IgE-Werten assoziiert ist

1.3 Kandidatengene

Das Ziel dieser Studie war es, genetische Susi@ptdpenorte fur Atopie zu
identifizieren. Dabei ist es wichtig, schrittwesazugehen [36, 37]: Der zu untersuchende
Phanotyp muss definiert werden. Genomweite Kopanglysen geben einen Hinweis
auf eine Genregion. Weiter erfolgt eine Feinkautigy dieser Genregion mit Identifizierung
der dort kartierten Gene. Die Struktur moglichen#lidatengene wird identifiziert und auf
Mutationen hin untersucht. Assoziationsanalysegereeinen staistischen Zusammenhang
von Genotyp und Phanotyp.

Bei den untersuchten Varianten handelt es sichtnuens Basenaustausche, sogenannte
Sngle Nucleotide Polymorphisms (SNPs). Sind diese in der 5 -Region oder im Promot
lokalisiert, kdnnen sie zu einem veranderten Bigdwerhalten von Transkriptionsfaktoren
fuhren. Auch fur Varianten in den Introns konnt& @&influss auf die Genexpression
festgestellt werden [38, 39]. Fur SNPs in der 3giBe konnte ein Zusammenhang mit der
Stabilitat der mRNA gefunden werden [40]. Polymaspien in den Exons kénnen zu
einem Tausch einer Aminosaure fuhren. Durch dieenBminosaurenreihenfolge des
Proteins kann es durch Potentialverschiebungen anfiggurationsanderungen kommen,
die bei Zytokinen das Bindungsverhalten an Rezeptand bei Rezeptoren den Ablauf der
Signalkaskade andern kénnen.

Neben SNPs gibt es noch andere Genvarianten, zigpi&dnsertionen oder Deletion von
Basen. Ein Sonderfall sinfBepeats. Hierbei handelt es sich um eine Abfolge von Basen
die in dieser Kombination in variabler Lange vaygk@ konnen. In einer Studie zum

Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor [41] konnte denfldss eines DinukleotitRepeats

10
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auf die Trankriptionsaktivitat und die Expressioonvpre-mRNA in Abhangigkeit der
Lange desRepeats gezeigt werden. Daneben funktionierte ein E&peat im humanen
Herz-NdC&*-Exchanger-Gen (NCX1) alsplicing-Stimulator und war so in die
Regulation der Expression dieses Gens einbezo@gn [4

Lassen sich Assoziationen zu einem Phentotyp findemicht damit gesagt, dass genau
diese Variante auch biologisch Ursache sein mugsubtersuchte Variante kann mit dem

biologisch relevanten Polymorphismus gekoppelt.sein

1.3.1 Genomweite Kopplungsanalysen

Genomweite Kopplungsanalysen dienen dazu, Kopphwigchen genetischen Markern
und Phanotypen, z.B. einer Asthmaerkrankung, festlan. Dabei Gberpruft man, ob der
genetische Marker tberzuféllig haufig in Familieit diesem Phanotyp co-segregiert. Je
naher der Marker an der eigentlichen, den Phanotyporrufenden DNA-Sequenz liegt,
desto kleiner ist die Wahrscheinlichkeit der Trempwlurch Rekombination wéhrend der
Meiose [43]. Man sollte beachten, dass der geretistarker nicht weiter als 1cM (centi-
Morgan: Einheit fur den Kartierungsabstand; ent$preiner Crossoverhaufigkeit von 1%
oder ca. 750 kb) von dem Krankheitsgenort entfeegft, da bei groRerem Abstand die
Wabhrscheinlichkeit der Trennung durch Crossoveiimort. Genloci, die mehr als 50 cM
auseinander liegen, kombinieren frei [43].

In mehreren genomweiten Untersuchungen zu atopid-asthmarelevanten Genen [44 -
63] und Untersuchungen am Mausmodell [64] wurdeterumnderem bei folgenden
Genorten Kopplung beobachtet:

Zhang et al. (1999) [64] untersuchten die zweit@dsation einer Kreuzung von BALB/c-
Mausen mit BP2-Mausen. BP2-Mause zeigen auf besBmReize das Bild eines
menschlichen allergischen Asthmas mit Entzindung ldeftwege, Infiltration mit
eosinophilen Leukozyten und eine unspezifischedhiahe Konstriktion auf Histamin oder
Methacholin. Als messbare Phéanotypen dienten deemiegswiderstand im
Plethysmographen und die Anzahl der EosinophiledemLunge.

Es fanden sich funf chromosomale Regionen, dieemér erhdhten Eosinophilenzahl oder
mit einem erhdhten Atemwegswiederstand gekoppeknvelab. 3).

Der erste humane genomweite Kopplungsanalyse ftllimmassuszeptible Genregionen
wurde 1996 durchgefuhrt. Daniels et al. [46] unielde 80 australische Familien mit
insgesamt 203 Kindern. Als Phanotypen dienten gierSpiegel, die Reaktion im Hauttest

auf Hausstaub und Graspollen, die Anzahl eosinephgukozyten im peripheren Blut und
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die bronchiale Reaktion auf Methacholin, gemessemctd die FEV1 (forciertes
exspiratorische Volumen nach einer Sekunde). S&#wegionen wurden identifiziert:
4935, 6p21.1-p23, 7p15.2, 11913, 13g14.3-qter Wok2.1-q11.2.

Tab. 3, Ergebnisse einer Mausmodell-Studie: Maus-Chromosgekoppelter Phanotyp, lod score und
menschliche homologe Region mit Kandidatengenen

Maus-Chromosom Phéanotyp lod score menschliche haaol Region:
Kandidatengene

9 Atemwegswiderstand 2,5 Chromosom 11g23: IL10R

10 Atemwegswiderstand 3,8 Chromosom 12q22-g24: IFNG

11 Eosinophile 3,4 Chromosom 5q31: IL4

Atemwegswiderstand 3,65 Chromosom 17g12-g22: iNOS,

Eotaxin

17 Atemwegswiderstand 2,1 Chromosom 6p21: MHC, TNF

Die ,Collaborative Study on the Genetics of Asthn{@€SGA; 1997) [45] flhrte einen
Vergleich ethnisch verschiedener Populationen dushnahmen 43 afro-amerikanische
Familien, 79 caucasische und 48 hispaniolischendted. FEV1, IgE-Spiegel und die
Reaktion im Hauttest dienten als Phanotypen.

Fur Afro-Amerikaner fanden sich zwei Genregioneplfy 17p11.1-q11.2), fur Caucasier
sieben (5q23-31, 6p21.3-23, 11pl5, 12q14-24.2, 1.3g4ter, 19913) und fur Hispanier
drei (2933, 12q14-24.2, 21g21). In weiteren Studiennte Kopplung mit erhdhten IgE-
Spiegeln bei Marker D4S1627 fur Caucasier gefunderden, fur Afro-Amerikaner bei
Marker D4S2431, D2S1270 und 11921 und fir HispaberD1S2134, D14S611 und
1p32 [50, 51]. 2004 [53] kamen die Regionen 10p 20yl hinzu.

Bei Berilicksichtigung der Belastung mit Zigaretteisia wurden drei Regionen
identifiziert: 1p bei 97 cM, 59 bei 135 cM und 9@ihl06 cM [52]; Kopplung zu
Hausstauballergie zeigte sich fir die Chromosome352409), 11 (D11S1984), 12
(D12S373), 13 (D13S787), 18 (ATA82B02), 19 (D19S5%d D19S1037) und 20
(D20S470), jedoch fur die verschiedenen ethniscbramppen in unterschiedlichem Malie
[54].

Die genomweite Kopplungsanalyse der Hutterer, eitgritschstammigen Sekte in South
Dakota mit einer geringen Anzahl von Vorfahren [4&igab asthma-assoziierte Genloci
auf Chromosom 3 (3p24.2-p22), 5 (5023-q31), 12 152qR4.1), 19 (19913) und 21
(21921). In weiteren Studien mit einer grol3eren dhz/on Studienteilnehmern [49, 55]
konnten die Ergebnisse bestatigt werden, aulReraggiezsich bei vier weiteren Genloci
(5p, 8p, 14q und 16qg) Kopplung mit Asthma und begi dsenregionen (1, 6 und 16)

Kopplung mit positiven Hauttests auf Pollen.
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Wist et al (1999) [48] untersuchte 97 cauasischmilken (83 deutsche, 5 schwedische und

9 Familien mit anderen Nationalitaten) mit mindestezwei an Asthma erkrankten
Kindern. Das Ergebnis findet sich in Tab. 4: Egtam sich vier Genloci mit Kopplung zu
bronchialer Hyperreaktion (BHR, bronchial hyperteaty), Asthma, erhdhten IgE-
Spiegeln, erhdhten Spiegel von spezifischen IgE SRAoder einer erhdhten Anzahl

eosinophiler Leukozyten.

Tab.4, Wist et al. (1999); gekoppelte Genloci, Marked yiwWerte fiir bronchiale Hyperreaktivitat (BHR),
Asthma, erhdhte Spiegel von Geamt-IgE (IgE), spetien IgE (RAST) und Eosinophilen (EOS)

p-Werte
Chromosom  Marker BHR Asthma IgE RAST EOS
2pter D2S2298 0,0073 0,0074 0,0032 0,0009
6p21.3 D6S291 0,0081 0,0020 0,0011 0,0015
9g31 D9S1784 0,0073 0,0098 0,0025

12913 D12S351 0,0103

In einer franzdsischen Studie (2000) [44] mit 1C&Hien, in denen mindestens zwei
Kindern an Asthma erkrankt waren, wurden siebenr@ganen identifiziert: 1p31, 11913,
11p13, 12924, 13931 und 19913, entweder gekoppeknmhten IgE-Spiegeln, erhéhten
Eosinophilenzahlen, bronchialer Uberreaktion odér Asthma, in einer spateren Studie
[56] auRerdem 8p23 und 12q14-g21.

Fur ein finnisches Kollektiv [57] und ein islandm&s Kollektiv [58], die sich aus Familien
mit mindestens einem Asthmatiker zusammensetztenntkn 7p14-p1l5 und 14924
identifiziert werden. Fur Danen zeigten die Germagh 1p36, 3921-922, 5931 und 6p24-
p22 Kopplung mit Atopie und dem IgE-Serum-Spiegé&9][ fur Hollander die
Genregionen 2q, 6p, 7g und 13g mit dem IgE-Serurageph spezifischem IgE gegen
Milben und Pollen und Eosinophilenzahlen.

Untersuchungen mit Probanden asiatischer Herkugében fur Chinesen Kopplung der
Chromosomen 1 (D1S518), 2 (D2S1780), 4 (D4S1647jP10S1435), 16 (D16S412), 19
(D19S433) und 22 (D22S685) mit dem IgE-Serum-Spjegger FEV1 und
Eosinophilenzahlen [63], fur Japaner bei 4935, 5q@&3, 6p22-p21, 12g21-g23, 131l
und 13g14 mit Asthma [61], 1p36, 4913 und 9g34gaisonaler allergischer Rhinitis [62]
und 3p24, 5933, 12p13 und 12924 mit dem IgE-Serpragel [62].

In Studien, die sich nur mit einer Genregion beftén, zeigten unter anderem die
Genregionen 5q31 [65, 66], 12913-g23 [67] und 16§43 Kopplung mit dem IgE-
Spiegel oder Asthma und Atopie.
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Ausfuhrliche Zusammenfassungen der Kopplungsregiorimden sich bei Wijst
(http://cooke.gsf.de/asthmagen/main.cfm, Asth&aAllergy Gene Database), [69] und
[70]. In Tab. 5 sind die in dieser Studie relevantegionen und die dazugehdrigen

Literaturhinweise aufgezeigt.

Tab 5, Relevante Genregionen mit Literaturhinweisen

Genlocus Studie
5023-g31 [45, 47, 59, 61, 64, 65, 66]
9931 [48]
12q14-q24 [44, 45, 47, 48, 56, 61, 62, 64, 67]
16g22.1-q11.2 [46, 68]

1.3.2 Assoziationsstudien

Assoziationsstudien sind ein weiterer Schritt begi ldentifizierung von Kandidatengenen.
Assoziation liegt vor, wenn ein spezifischer Marlkenes Gens in einer Population
haufiger bei erkrankten als bei gesunden Personekommt [43]. Assoziationsstudien
werden dazu genutzt, um die bei den genomweitenplkiogsanalysen gefunden
Kopplungen in Genregionen einem oder mehreren Gemewmordnen.

In den oben genannten Regionen sind unter andanemdie Gene wichtiger Botenstoffe
und deren Rezeptoren gelegen, die in die Regulagwrnimmunantwort in Richtung Thl
oder Th2 eingreifen, z. B. Interleukin-4 (ll-4) urdterferony (IFN-y), oder in dem
nachgeschalteten Ablauf eine Rolle spielen wie Baispiel diep-Kette des hochaffinen
IgE-Rezeptors FaR. Weitere Kandidatengene und deren Funktion smdlabelle 6

aufgezanhlt.

Tab. 6, Kandidatengene fur Atopie und Asthma und ihrekiion

Genort Kandidatengen Funktion

5931 IL4 Differenzierung von naiven T-Lymphozytan®h2-Zellen, Induktion
der IgG4- und IgE-Synthese in B-Lymphozyten

5031 IL13 Induktion der 1IgG4- und IgE-Synthese whBnphozyten

5931 IRF1 Interferon Regulatory Factor 1, Trandkipsaktivator von Interferon-
3, Induktion von Apoptose

5032 CDh14 Rezeptor fur LPS und bakterielle Endaiexi

6p21 HLA-DRB1 Histokompatibilitatsantigen auf B-Lpmozyten, Monozyten,
Makrophagen

11913 FCGR1B B-Kette des hochaffinen IgE-Rezeptors auf Mastzellen

12q13.3- STAT6 signal transducer and activator of transip6, Teil des Signalweges

gl4.1 von IL-4 und IL-13

12q14 IFNG antivirale, antiproliferative, immunmdatorische Wirkung tiber
Genaktivierung und Induktion spezifischer Proteine

16pl2 IL4AR a-Kette des Rezeptors fiur Interleukin-4
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Zu den verschiedenen Kandidatengenen wurden in \dengangenheit zahlreiche
Assoziationsstudien durchgefiihrt. Insgesamt waren Ergebnisse nicht einheitlich:
Assoziationen konnten teilweise in Replikationstsuehungen nicht reproduziert werden.
Interleukin-4:

Rosenwasser et al. [71] konnte eine AssoziatioereMutation im Promotor von IL4
(C-590T) mit erhéhten IgE-Serum-Spiegeln feststeli@=0.003). Diese Assoziation
konnte in einer australischen Studie [72] fur Hémspfen und in einer japanischen Studie
mit asthmatischen Kindern [73] reproduziert werdéwul3erdem zeigte das T-Allel
Assoziation mit einer verminderten FEW4] und Neurodermitis in japanischen Familien
[75]. He et al. [76] zeigte fur Haplotypen von C839und dem IL13-Polymorphismus
R130Q Assoziation mit Atopie (p = 0,009) und Neuwnaditis (p = 0,006).

Jedoch nicht bei allen Studien zeigte sich fur ehe®olymorphismus Assoziation mit
Asthma, Atopie oder erhdhten IgE-Spiegeln [77,743,

Ein DinukleotidRepeat im zweiten Intron konnte fur eine caukasische Famn mit
erhohten IgE-Spiegeln [65] und flr eine japanisBlogulation mit erhéhten IgE-Spiegeln
und Asthma [66] in Verbindung gebracht werden.

Interleukin-13:

Fur eine IL13-Promotormutation an Position -1112D][&eigte sich Assoziation mit
allergischem Asthma. In britischen und japanisch¢ollektiven [81] konnte eine
Assoziation mit Asthma, jedoch nicht mit erhohtgk{Spiegeln, fur eine Mutation mit
Basentausch (R130Q) in Exon 4 festgestellt wer@@aves et al. [82] wie auch Wang et
al. [83] und Liu et al. [79] fanden fur diese Mudat eine Assoziation mit dem Serum-IgE-
Spiegel, He et al. [76] mit Atopie. Hakonarson lef 28] stellte jedoch keine Assoziation
fur R130Q fest. Eine niederlandische Studie [84hrke die Ergebnisse fur C-1112T
reproduzieren (Asthma: p = 0,005; bronchialer Udktion: p = 0,003). Howard et al.
[85] fand eine Gen-Gen-Interaktion fur die IL13-FPratormutation -1112 mit einer
Mutation im IL4-Rezeptor (S478P), die mit erhohtdRisiko fur die Entstehung von
Asthma einherging.

IRF1:

Fur ein GTRepeat in Intron 7 konnte Nakao et al. [86] eine Assammatmit Asthma
aufzeigen. Besonders deutlich war es fur Patierdiengdenen die Erkrankung vor dem 3.

Lebensjahr aufgetreten war (p = 0,0058).
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CD14:

Dubin et al. [87] fand in der bronchioalveolarenvhge von Asthmapatienten erhohte
Spiegel von léslichem CD14 (sCD14). In einer Stud8], die die Auswirkungen von
genetischen Varianten von CD14 auf die Thl-Th2-Bada untersuchte, wurde ein
Basentausch von C zu T an Stelle -159 bp gefunden.

Dabei zeigte sich eine Assoziation des T-Allels enitiedrigten IgE-Serum-Spiegeln, eine
positive Korrelation von sCD14 mit IFMund eine negative mit IL-4.

Eine Japanische Studie [89], die ein japanischelsaim britisches Kollektiv untersuchte,
konnte weder fir Asthma noch fur Atopie eine Asaban mit dem Polymorphismus
finden, nur in einer Untergruppe des britischenl&dlvs konnte ein Effekt des T-Allels
auf den IgE-Spiegel gesehen werden. Auch in eirgtémdischen Kollektiv [78] konnten
die Ergebnisse nicht bestatigt werden.

Bei niederlandischen Asthmapatienten [90] zeigteh sfir CC-Homozygote eine
Assoziation mit einem gehauften Auftreten von pesit Hauttests und erhdhten IgE-
Serum-Spiegeln.

HLA:

Studien zum HLA-DRB1-Lokus zeigen Assoziation vohAHDR3 mit spezifischen
Antikorpern gegerBlomia tropicalis, einer tropischen Milbenart [91]. In Untersuchumge
der CSGA [92] wurden flur spezifisch gegeermatphagoides pteronyssinus 1 wirksame
IgE-Antikorper Kopplung in der HLA-D-Region gefundeln weiterfihrenden Studien
[93] wurden zwei Allele identifiziert, die mit eingpezifischen IgE-Antwort einhergingen.
FCER1B:

Zwei Polymorphismen waren von besonderem Interd$841l in Exon 6 und E237G in
Exon 7. Fur llel81Leu zeigte sich in verschiedefmdien Assoziationen mit Atopie [94]
und bronchialer Hyperreagibilitat [95]. Da im aadischen Kollektiv [94] dieser
Polymorphismus nicht sehr haufig war, suchte dieupe um Hill weitere
Polymorphismen und fand in Exon 7 E237G, welcher @mem erhéhten Risiko fur
Asthma (2,3; p = 0,005) einherging [96]. Das Ergslkonnte fur ein sudafrikanisches
Kollektiv [97] reproduziert werden, jedoch nichtfimigenden Studien fir diesen und auch
fur andere Polymorphismen iméR13-Gen [78, 98, 99, 100, 101].

STATG:

Heinzman et al. [102] konnte in der kodierenden useq keine Polymorphismen
identifizieren. Jedoch zeigte sich fir ein G®peat in Exon 1 fur das Allel mit 1Repeats

eine hohere Allelfrequenz bei Kindern mit allergien Krankheiten wie Asthma,
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Neurodermitis oder Nahrungsmittelallergien [103f diir das Allel mit 16Repeats einen
Anstieg der Eosinophilenzahl [104]. Weitere Polyptosmen in der nichtkodierenden
Sequenz zeigten Assoziation mit erhéhten IgE-Sned®4].

INFG:

Hayden et al. [105] sah in IFNG ein mdgliches Kaatiengen fir Asthma. Er sequenzierte
die Exons und die 5-Region, konnte jedoch keindatlon entdecken. In einer anderen
Studie erwies sich ein CRepeat im ersten Intron, von dem berichtet wurde, das die
in-vitro-Produktion von IFNy damit assoziiert sei [106], als Marker mit dem ttielisten
Hinweis von Kopplung mit Asthma (p = 0,002) [6@dpch zeigte kein Allel Assoziation
mit Asthma oder allergischer Rhinitis. Im Gegens#dzu konnte Nieters et al. [107] fur
Personen, die homozygot flir 13 (¥peats waren, ein erhdhtes Risiko fur Allergien
(odds ratio: 4,1), insbesondere fur Heuschnupfeligaatio: 5,6), feststellen. Auch bei
Nakao et al. [86] zeigte sich eine Assoziation Asthma: Das Allel mit 16 CARepeats
war weniger haufig bei Patienten mit allergischestidna (p = 0.0069), wahrend das Allel
mit 18 Repeats haufiger in dieser Gruppe auftrat (p = 0,034).

IL4AR:

Als erste Arbeitsgruppe fand Hershey et al. [108]eine Mutation im Gen der-Kette des
Interleukin-4 Rezeptors (Q551R) eine Assoziatiom Atopie. Diese Ergebnisse konnten
von Rosa-Rosa et al. [109] bestatigt werden. Aufsardiel3 sich eine Assoziation des
R551-Allels mit der Schwere einer bestehenden Aadtkrankung [109] erkennen.
Dagegen zeigte sich bei Kruse et al. [110] eineo&ssion des R551-Allels mit
erniedrigten IgE-Spiegeln, besonders bei gleiclgaitExistenz des P478-Allels (S478P).
Von anderen Gruppen konnte kein Zusammenhang mitldE-Spiegel oder mit Asthma
reproduziert werden [78, 107, 111, 112, 113, 114].

FUr eine weitere Mutation (150V) fand eine japahisrbeitsgruppe [113] fur das 150-
Allel eine verstarkte Synthese von IgE, wogegeeiirer chinesischen, einer malaiischen
und einer indischen Population dies nicht bestétggden konnte [115].

Bei einer Haplotyp-Analyse [116], die die siebenfigsten Polymorphismen im ILARA-
Gen einschloss (I150V, E375A, C406R, S411L, S478P51R, S761P) fand sich kein
Anhalt fur Assoziation mit Atopie, jedoch ein Treddr mutierten Allele zu erniedrigten
IgE-Spiegeln. Eine andere Haplotyp-Analyse [117hike zwar einen Einfluss auf die
Asthma- und Atopiehaufigkeit feststellen, aber dgirkste Assoziation fur die jeweils
untersuchten Kollektive (Hutterer, Europaer, Afraaikaner, Hispanier) fand sich bei

unterschiedlichen Haplotypen. Der Trend zu erngtdn IgE-Spiegeln flirSngle
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Nucleotide Polymor phisms (SNPs) konnte fir E375A, C406R und S478P bei Hdweaal.
[85] reproduziert werden (p: 0,0007- 0,02). Wie mibeschrieben fand die Arbeitsgruppe
aullerdem eine Gen-Gen-Interaktion des ILARA-S478lsALind einer Mutation im 1L13-

Promotor, die mit einem erhdhten Risiko fur diedkslhung von Asthma einherging (OR:
4,87, p= 0,004).

1.4 Interleukin-4 und sein Rezeptor
1.4.1 Interleukin-4 (IL-4)

IL-4 ist Protein, bestehend aus 153 Aminosauren.igEsauf dem langen Arm von
Chromosom 5 (5q31) kodiert und wird hauptsachlicbn vaktivierten CD4+ T-
Lymphozyten, und zwar von einer Untergruppe, der2-Zéllen, produziert. Weitere
Produzenten von IL-4 sind unter anderem basophin@ozyten und Mastzellen, die
durch Quervernetzung ihrer&and Fg- Rezeptoren aktiviert wurden.

Die Effekte von IL-4 auf andere Zellen sind vieligl[118, 119]: Das Wachstum von
B-Lymphozyten wird angeregt. Auf3erdem kommt es mereExpression von MHC-
Klasse-Il Molekllen, CD23 und CD40. CD40 spielt ammsnen mit seinem Liganden auf
aktivierten T-Lymphozyten eine wichtige Rolle bardProliferation und Differenzierung
von B-Lymphozyten und der Produktion von IgE un@4gals Antwort auf IL-4.

IL-4 ist verantwortlich fur die Differenzierung vamaiven T-Lymphozyten zu Th2-Zellen,
die die Produzenten von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-$Bd. Dagegen wird das Auftreten von
IFN-y-produzierenden T-Lymphozyten und auch die Produktvon IFNy durch
T-Lymphozyten von IL-4 unterdriickt. Au3erdem wiiig dpontane und die LPS-induzierte
Produktion von verschiedenen Zytokinen, unter asmeil-1, IL-6, IL-8, IL-12 und
TNF-a, in Monozyten, blockiert.

Auf Fibroblasten wirkt IL-4 als chemotaktischer Eak auf Mastzellen und Endothelzellen
als Proliferationsanreiz. Die Expression des-Rezeptors auf Mastzellen wird induziert,
bei Vernetzung der Rezeptoren durch ein Antigenrkbms unter IL-4-Wirkung zu einer
verstarkten Ausschuittung von Histamin.

Die bekannteste Variante im Gen von IL-4 ist eis@dausch in der 5-Region (C-590T).
Rosenwasser et al. [120] kam zu dem Ergebnis, Tassskriptionsfaktoren durch diese
Mutation eine hohere Bindungsaffinitat besitzen esdleshalb zu einer gesteigerten IL-4-

Aktivitat und einem erhohten IgE-Spiegel kommit.
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In einigen Assoziationsstudien wurde versucht, reidasammenhang mit Erkrankungen
wie akuter HerztransplantatabstoBung [121], COP[R22],1 Systemischem Lupus
Erythematodes [123], juveniler idiopathischer Aitier[124] und schwereRespiratory-
Syncytial-Virus(RSV)-Infektion [125] zu finden, was aber nbei der RSV-Infektion
gelang.

Daneben findet sich im zweiten Intron von IL-4 einukleotidRepeat, fir das
Assoziationen in verschiedenen Populationen zu heeind IgE-Spiegeln [65, 66] und

Asthma [66] gefunden werden konnten.

1.4.2 Der Interleukin-4 Rezeptor

Seine Wirkung vermittelt IL-4 durch den InterleuldrRezeptor (IL-4R), einem Dimer aus
einer 140 kDa schwerem-Kette (IL-4Rx) und der 65 kDa schwerezsommon-gamma-
Kette {/c), die auch anderen Zytokinrezeptoren, z. B. damrleukin-2-Rezeptor [119], als
Komponente dient. Der IL-4R wird mit einer Kopiehz&on 100 bis 5000 pro Zelle auf
vielen Zellen exprimiert, darunter auch auf ha&mapoken Zellen, Epithelzellen,
Muskelzellen, Fibroblasten, Hepatozyten und Hirngjesv

Die IL-4Ra-Kette, auch Teil des IL-13-Rezeptors, gehort zu Geiperfamilie der
Hamatopoetin-Rezeptoren, zu denen auch die Rerepfor IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-9, IL-15, IL-21, Prolaktin, Wachstumshormon, HErgopoetin, GM-CSF und G-CSF
gehdren (Abb 5) [126, 127]. Charakteristisch fie ektrazellulare Doméane dieser Familie
sind mehrere, meistens jedoch vier konserviertegByfesiduen, ein Trp-Ser-X-Trp-Ser-
Motiv, das sich kurz oberhalb der transmembranRegion befindet und eine Domane mit
einer Ahnlichkeit mit Fibronektin Typ Il [126].

Bindung von IL-4 |6st eine Signalkaskade unter aewhe Uber Mitglieder der Janus-
Kinase-Familie (Jak-1, Jak-2 und Jak-3) und InsRl@zeptor-Substrat-1 und -2 oder tber
STAT-Molekiile gignal transducers and activators of transcription) aus [119].

Das Gen fur die IL-4R-Kette befindet sich an der Position 16p12 und éuddiir ein
Glykoprotein mit 825 Aminosauren, wobei 25 Aminasiuein Signalpeptid bilden, 207
Aminosauren zur extrazellularen Domane gehoOren, AMinosduren transmembranar
liegen und 569 Aminosauren die intrazellulare Rediidden.

Das Gen wurde in zahlreichen Studien untersucig,[129, 130]. Dabei wurden mehrere
haufige Genvarianten gefunden, die zu einem Amun@si@ustausch fuhrten (Anmerkung:
Die Bezeichnung der in der Literatur vorbeschrigmeRolymorphismen unterscheidet sich

je nach Arbeitsgruppe durch die Aminosauren desdhigptids.). Einige davon wurden in
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Assoziation mit verschiedenen Krankheiten gebrablgben atopischen Erkrankungen

[108 - 117, 131] (s.0.) gehdrten unter anderemiStudu Multiple Sklerose [132] und zu

systemischem Lupus erythematodes [123] dazu, jswéirankheitsbilder, deren
Pathogenese auf eine Fehlregulation des Immunsygstanickgefihrt und die wie Atopie
mit verandertem Th1-Th2-Gleichgewicht in Verbindgapracht werden.

Zur Uberlebenszeit von Transplantatnieren existierewei Studien, jedoch mit
unterschiedlichem Ergebnis: Wahrend Hackstein.gtl8B] fur Patienten mit dem R551-
Allel eine verminderte Uberlebenszeit des Trangplarfeststellen konnte, zeigte sich bei
Hahn et al. [134] kein Effekt fur Q551R, jedoch &ine Promotormutation im Gen fur
Tumor Necrosis Factar-(TNF-).

Auf3er den schon beschriebenen Mutationen, die reeneiBasenaustausch fuhren, ist die
Promotormutation C-3223T bekannt, wobei das T-32R& mit einem signifikant
niedrigerem loslichen IL-4-Rezeptor-Spiegel assoriist [131]. Vom l6slichen IL-4R ist
bekannt, dass er die IL-4-induzierte Proliferatiormurinen T-Zellen und die Produktion

von IgG1 und IgE inhibiert [126].

Abb. 5, Zytokin-Rezeptor-Familie mit d&€ommon-y-Kette {) [127]
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1.5 Conserved-Noncoding-Sequence-1 (CNS-1)

Als Conserved-Noncoding-Sequences werden Sequenzen klassifiziert, die sich durcle ein
hochgradige Konservierung unter S&dugetieren auszenc Bei einem Vergleich von
humanen Sequenzen auf Chromosom 5g31, auf dene elargwichtigsten Zytokine (IL-4,
IL-13, IL-5) kodiert sind, und korrespondierendeeg8enzen auf dem Mauschromosom

11, wurden mehrere dieser hochkonservierten Seguegefunden [135].
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Die langste Sequenz mit 401 bp, CNS-1, liegt inakrtder 13 kb messenden Region
zwischen den Genen fir IL-4 und IL-13, und zwarZ&b von IL-13 und 10 kb von IL-4
entfernt. Die Ubereinstimmung der Sequenzen voschéedenen Saugetierarten mit der
humanen Sequenz liegt bei 80% (Bos domesticus: &B8mjs familiaris: 80%, Lepus
europaeus: 72%, Rattus rattus: 75%, Mus muscu@is).7

In der Sequenz von CNS-1 konnten einige Bindungsmadiir Transkritionsfaktoren
identifiziert werden [136]: fur NFAT, c-Myb, AP-JActivation Transcription Factor und
Ikaros. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass zwel-ZEll-spezifische DNase |
hypersensitive Motive, HSS1 und HSS2 [137], innkrla@s murinen CNS-1 liegen.

CNS-1 steht im Verdacht, zu dencus Control Regions (LCRsS) zu gehoéren, die auf weite
Entfernung auf der Basis von ChromatinumgestaliegExpression von Genen steuern
konnen [138, 139, 140]. Neben einer artibergregané&onservierung der der LCR
angrenzenden Sequenzen zeichnen sich LCRs durdViodasndensein DNase | sensitiver
Motive aus [138], wie es bei CNS-1 der Fall ist.

Fur einige Gene sind LCRs charakterisiert wordeaziDgehoren diBeta-Like Globin-
Gene mit der beta-Kette des Hamoglobins [141] uied Gene fur die alpha-Kette des
Hamoglobins [142]. Agarwal et al. [140] wie auchhao vorher Dolganov et al. [143]
halten fur die Genregion um IL-4, IL-13 und IL-5heigemeinsame Steuerung wegen der
physikalischen und funktionellen Verbindung derakyhe fir moglich.

Diese Vermutungen konnten tierexperimentell belegrden. Kelly [144] konnte die
Koregulation von IL-4, IL-13 und IL-5 in T-Zell-Kieen nachweisen. Bei Versuchen mit
CNS-1-negativen Th2-Zellen von transgenen Maus&b][keigte sich eine geringere
Produktion von IL-4, IL-13 und IL-5 im Vergleich mMICNS-1-positiven Zellen. Dies
konnte von Mohrs et al. [145] bestatigt werden. Aulte IgE-Konzentration zeigte eine
Abhangigkeit von CNS-1. Bei CNSftMause fanden sich sechs Wochen nach Infektion
mit Leishmania major im Gegensatz zu CNS-Mausen deutlich reduzierte IgE-Spiegel
[145].

CNS-1 ist hochkonserviert: zwei Studien konntemé&eWiutationen in der humanen CNS-
1-Region entdecken [146, 147].

1.6 Interleukin-13

IL-13 wurde 1993 von Minty et al. [148] entdeckta®Gen befindet sich auf Chromosom

50931 in direkter Nahe zu IL-4, mit dem es einigeklfhgen gemeinsam hat.

21



Kapitel 1 Einleitung

So stimuliert IL-13 wie IL-4 die Synthese von Ig@Ad IgE und induziert die Expression
von MHC-Klasse-Il Molekllen und CD23 (niedrig-a#inRezeptor fiur IgE (ERIl)) [149,
150].

In experimentellen Asthmastudien mit Mausen kondtech Gabe von IL-13 der
Asthmaphéantotyp mit Atemwegshyperreagibilitdt, Boghilenzahlerhhung und
Uberproduktion von Schleim durch Becherzellen inedzwerden [151], und zwar
unabhangig von IgE und eosinophilen Leukozyten [1b®Buse ohne das Gen fur IL-13
(IL-137) zeigen eine reduzierte Produktion von IL-4, Iufd IgE [153], wahrend bei
Uberexpression von IL-13 der IgE-Spiegel gegenilbemalen Mausen um 10 bis 100 mal
erhoht war [154].

AuRerdem zeigten ILI3Mause nach Allergenapplikation keine Atemwegshyper
reagibilitat [155]. Auch die Schleimproduktion waermindert. Diesen Effekt konnte man
durch Blockade von IL-13 durch Antikdrper reprodaren [156]. Die exogene Zufuhr von
IL-13 erzielte das gegenteilige Ergebnis.

Auch bei der Abwehr von parasitaren Infektionergtai sich IL13-Mause benachteiligt.
Die Tiere versagten bei der effektiven Beseitiguwgn N. brasliensis; die
Becherzellhyperplasie, die normalerweise bei Wufekitionen auftrat, blieb aus [157].
IL-13 wird von aktivierten Th2-Zellen, Mastzellemdl basophilen Leukozyten produziert
[158]. Der Ausloser fir die Sekretion besteht in Aktivierung des hochaffinen Rezeptors
fur IgE-Antikorper, die durch die Vernetzung diesan dem Rezeptor gebundenen
Antikdrper durch ein Antigen ausgeldst wird. Der zBgtor besteht aus zwei
Komponenten: der IL-4&Kette des IL-4-Rezeptors und der IL-18RKette [158, 159].
Eine IL-13Ru2-Kette, an die sich IL-13 mit einer hoheren Affiti bindet, scheint kein
Signal weiterzuleiten [158]. Rezeptoren fur IL-18rden neben B-Lymphozyten auch auf
Bronchialepithel und glatten Muskelzellen bei As#patienten gefunden [81]. Die
Signaltransduktion l&uft unter anderem Uber STAT®5| 158], JAK1 und Tyrosin-Kinase
2 (TYK2) [159].

Fur die beiden oben genannten Varianten, C-1112[TR#80Q, zeigte sich kein Anhalt flr
Assoziation mit M. Basedow in einer polnischen $Jd60]. Jedoch konnte Heinzmann
et al. [161] aufzeigen, dass das Q130-Allel sehene Patienten mit juveniler
idiopathischer Arthritis auftrat als in Patientert iisthma. Fir das T-1112-Allel wurde
eine Assoziation mit COPD gefunden [122].
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1.7 Interferon-regulierender Faktor 1 (IRFHiterferon-regulatory-factor-1)

Der Interferon-regulierende Faktor 1 wurde 1988 udien zur Regulation von
Interferonf [162] entdeckt. Im Laufe der Zeit konnten weitete IRF-Familie gehtrende
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. ZuriZemfasst sie neun Faktoren: IRF-1,
IRF-2, IRF-3, IRF-4, IRF-5, IRF-6, IRF-7, IFbBbnsensus-sequence-binding Protein
(ICSBP oder IRF-8) und p48 (oder IRF-9) [163]. Bi@ktoren zeichnen sich durch einen
Tryptophan-Cluster in der DNA-bindenden Domaéne attefhinalen Ende aus [164].

Die Induktion der IRFs erfolgt Gber IFd- IFN-B und IFNy, wobei IFNy besonders
IRF-1, IRF-2, ICSBP und p48 [164, 165] stimuliEs konnte aul3erdem gezeigt werden,
dass IRF-1 [162] und IRF-2 [166] direkt durch Viramuzierbar sind, wie auch IRF-1
durch andere Zytokine wie TNé-IL-1 und IL-6 [167].

Zwischen IRF-1 und IRF-2 besteht ein enger Zusanmawey Beide Faktoren binden durch
die hohe Strukturgleichheit der Aminosduren 1-1@i8&s die DNA-Bindungsdoméne
darstellen [162], an die selb&is-Elemente in den Promotoren von IEN{FN-3 [168]
und vielen durch IFN-induzierbaren Genen [169].

Jedoch wirken die Faktoren dort in verschiedene htdigen, IRF-1 als
Transkriptionsaktivator und IRF-2 als Transkripsogpressor [170], auch untereinander,
da jeweils beide Gene in ihren Promotorregionend@ngsstellen fur IRF-1 und IRF-2
besitzen. IRF-1 induziert die Expression des eigddepressors IRF-2 [167].

IRF-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Abwehr v@&athogenen: erstens durch die
autokrine Stimulation der Synthese von IEN:d IFN z.B. bei Virusinfektionen [169],
zweitens als Mediator der IFMinduzierten Abwehr Uber INOS, 2-5A Synthetase,
aktivierte Proteinkinase (PKR, siehe 1.9) oder GBRanylat-bindendes Protein) [164,
165, 171].

In Studien mit IRF-1-defizienten Mausen konnte eine Minderproduktiom W§OS und
GBP [171] nachgewiesen werden. Aul3erdem waren diiésese anfalliger fur Infektionen
mit Brucella abortus, einem fakultativ intrazelida Bakterium [164], Mycobabterium
bovis [172], Leishmania major [173] und Toxoplasgandii [174]. Bei 5g-assoziierten
Leukamien war die PKR reduziert [175].

Jedoch nicht fir alle Viren wird IRF-1 zur Immunaddw bendtigt. Z.B. bei Newcastle-
Desease-Virus-infizierten embryonalen Fibroblasten IRF-1"-defizienten und Wildtyp-
Mausen konnte kein Unterschied in der mRNA-Kopiéhz#ir IFN-a und IFN$
festgestellt werden [166].
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IRF-1 ist der Mediator der Interferonwirkung aufsdZellwachstum und die Induktion
maligner Tumoren. IFNs werden als negative Zellwgaamsfaktoren [166] angesehen. Mit
IRF-1-defizienten und Wildtyp-Mausen konnte die Mdimg von IRF-1 auf Apoptose
gezeigt werden: wahrend die embryonalen Fibrohtasies Wildtyps nach Aktivierung
eines Onkogens und DNA-Schadigung Apoptose begeteggen IRF-1-defiziente Zellen
eine Transformation [176].

Auch in dieser Funktion besteht ein Antagonismusaken IRF-1 und IRF-2: IRF-1 wirkt
auf Zellen antionkogenetisch, IRF-2 zeigt onkogmscae Aktivitdten [167]. Dabei scheint
das Verhéltnis von IRF-1 zu IRF-2 der ausschlagga@be-aktor zu sein. Wéahrend der
G1-Phase des Zellzyklus erreicht die IRF-1-mRNAegriiH6hepunkt und fallt bei Beginn
der DNA-Synthese ab, die IRF-2-mRNA bleibt den Zgtlus tUber weitgehend konstant
[166].

Bei akuter myeloische Leukdmie fand sich ein emggels IRF-1/IRF-2-Verhaltnis [177].
Auch bei Myelodysplastischen Syndromen zeigt dienrégion von IRF-1, 5931,
Veranderungen, zum Teil durch Deletion [166], alaeich durch alternativeplice-
Vorgénge, die zu einem funktionslosen Produkt fiihiE78]. In einem Fall von einem
Magenkarzinom fand man eine Punktmutation im Expmli2 zu einem Aminosauren-
Austausch und zu einem inaktiven Protein fuhrt&]17

Das Gen fiur IRF-1 liegt auf Chromosom 531 in Narkbhaft zu IL4, IL13, IL5 und IL3.
Es besteht aus 10 Exons und kodiert fur ein ProtgirB25 Aminosauren. Die Genregion
zeigt unter anderem Kopplung mit M. Crohn [180]emlauch mit dem IgE-Spiegel
(p=0,0007) [65] und Asthma (p=0,0002) [181]. Einardnte in der 3"-Region zeigte
Assoziation mit juveniler idiopathischer Arthritig=0,002) [124], jedoch nicht mit
Zoliakie [182]. Fur ein GTRepeat in Intron 7 konnte fur Multiple Sklerose keine

Assoziation nachgewiesen werden [183].

1.8 Toll-like-Rezeptor-4 (TLR-4)

Die Familie der Toll-like-Rezeptoren zeigt eine Huogie mit dem Toll-Protein von

Drosophila (Taufliegen), einem transmembranaren eptez, der fur die korrekte

Langsausrichtung des Achsenskeletts der Embryogetieser Fliegenart verantwortlich
ist [184] und im adulten Tier in die Abwehr vonz#ifektionen einbezogen ist [185].

Der Toll-like-Rezeptor-4 wurde auf der Suche naeimdRezeptor, der die Antwort auf
Lipopolysaccharid (LPS) gram-negativer Bakteriewlim Zelle Ubertragt, gefunden. Einige

Mausstamme zeigten eine genetische Resistenz §&gnnd waren damit héchst anfallig
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fur gram-negative Infektionen [186]. Es konnte ggizeverden, dass diese Mause eine
Mutation im Gen fur TIr-4 oder eine Deletion des@®mten Gens hatten, welche fur die
Resistenz verantwortlich waren.

Im Saugetier-Genom wurden 10 homologe Sequenzamdeh. Der TLR-4, ein 841
aminosaurenlanges Protein, weist die charaktesistis Toll-Motive auf. eine
extrazellulare Leucin-reiche Domane und eine z@smplatische Homologie mit dem
Interleukin-1-Rezeptor, einem weiteren Vertretar deR-Familie [186].

Der TLR-4 ist eine Untereinheit des Lipopolysacdfrazeptorkomplexes.
Lipopolysaccharid (LPS) oder auch Endotoxin, Membestandteil gram-negativer
Bakterien, bindet zusammen mit dem LPS-bindendentelr an CD14, einem
glykosylphosphatidylinositol-verankerten Proteinf ader Oberfliche von Monozyten,
Makrophagen und polymorphkernigen Neutrophilen [9Buisammen bilden sie den
Liganden fir TLR-4 [187]. Uber Einbeziehung des paproteins MyD88 und der Serin-
Kinase IRAK (IL-1R-assoziierte Kinase) kommt es zuAktivierung von
Transkriptionsfaktoren, NkB (nuklearer FaktokB) und AP-1 (Aktivator-Protein 1) [188,
189], die die Zytokinproduktion von TNF, IL-1, IL€euern und deren Ausschuittung [186,
189] veranlassen (Abb. 6). Jedoch konnte gezeigtleme dass auch andere Gene in der
LPS-Antwort eine Rolle spielen [190] und das TLRwkh flr andere Liganden, wie z.B.
Lipoteichonséaure gram-postiver Bakterien und Pnetales Respiratory Syncytial Virus
(RSV), als Rezeptor fungiert [191].

Genort des TLR-4 ist der lange Arm von ChromosofadB32-q33) [192]. Das Gen besteht
aus drei Exons [185]; ein zusatzliches Exon zwisclxon 1 und 2, das zu einer
Verkirzung des Proteins fuhrt, wurde beschriebed2][1Exprimiert wird TLR-4 auf
Makrophagen, Kardiomyozyten, Atemwegsepithel, glatMuskelzellen und in geringer
Anzahl auf den meisten Geweben [191].

Es sind einige Genvarianten, auch mit Aminosaurstaaisch, beschrieben [193].
Hauptsachlich befinden sie sich im dritten Exors fia die extrazellulare Doméne kodiert.
Fiar zwei der Varianten, D299G und T399I, konnteeefssoziation mit Endotoxin-
Hyporesponsibilitdat nach LPS-Inhalation gezeigt deer [194]. In Transfektionsstudien
konnten diese Ergebnisse fir D299G in Atemwegselzigien und Alveolarmakrophagen
[194] und flr Monozyten [195] bestatigt werden. I&el mit T3991 zeigten eine
intermediare Antwort auf LPS [194]. Weiter fandereéhl et al. [191] fur Atherosklerose
und Lorenz et al. [196] und Agnese et al. [197] Si@ptischem Schock Assoziationen mit
dem G299-Allels. Jedoch fur Asthma oder Atopie [1B@nte kein Zusammenhang mit
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D299G und T399I festgestellt werden, wie auch flulthdle Sklerose [199] und Sepsis

[200]. Smirnova et al. [201] fanden eine Assoziatinit Meningokokkensepsis, jedoch

nicht mit den haufigeren Varianten D299G und T388hdern mit seltenen Mutationen.

Abb. 6,

Der TLR4-Rezeptor-Komplex  be-
stehend aus TLR4, LPS und LPS-
bindendem Protein (LBP)

MD-2 ist ein sezerniertes Protein, da
die extrazellulare Domane von TL
bindet und  wichtig fur di
Signaltransduktion ist [188].

1.9 Interferony (IFN-y)

Interferone (IFN) wurden erstmals entdeckt duraie iéantivirale Aktivitat. Es lassen sich
zwei Familien abgrenzen: Typ | Interferone mit dértretern IFNet und IFN und Typ

[l Interferon mit IFNy, wobei Typ Il Interferone von tber 20 Genen kodvegrden, IFNy
jedoch nur von einem [202].

IFN-y ist ein Glykoprotein aus 146 Aminosauren, das Kktivar Form als Homodimer
vorliegt [165]. Das Gen ist auf Chromosom 12ql4alahert und besteht aus vier Exons
und drei Introns.

Gebildet wird IFNy von aktivierten CD4+ T-Lymphozyten, und zwar Thal&n, die
unter Einfluss von Interleukin-12 (IL-12) aus naivE-Lymphozyten hervorgegangen sind,
und Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen). In T-Lynmpzyten spielt als Ausloser der IFN-
Freisetzung die Quervernetzung des T-Zell-Rezemiors Rolle [203], in NK-Zellen sind
es Zytokine, ausgeschuttet von Makrophagen, wie BNB=-0 und IL-12 [204]. Aul3erdem
wird die IFNy-Produktion in NK-Zellen von IFNrautokrin stimuliert [205].
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IFN-y spielt eine wichtige Rolle in der Immunmodulatiend in der Regulation von tber
200 Genen. Signaltbermittler ist ein auf allen kaitigen Zellen vorkommender Rezeptor
[206], bestehend aus zwei Untereinheiten: einiette und einep-Kette. Uber JAK- und
STAT-Aktivierung setzt sich das Signal in die Zeftgt. Es kommt zur Bildung eines
STATla-Homodimers, auclGamma-Interferon-Activation-Factor (GAF) [207] genannt,
der als Transkriptionsfaktor @éamma-Activation-Stes (GAS) bindet, und unter anderem
die Transkription der primaren Antwort wie den Migglern derlnterferon-Regulatory-
Factor-Familie (IRF), IRF-1, IRF-2, p48 und ICSBP, induziert. Bae spielen eine
komplexe Rolle als Regulatoren der sekundaren Amjvwdem sie an Promotoren mit
IRSE-Motiven binden und dort als sekundéare Trapskmsfaktoren wirken.

Wie in Abb. 1 zu sehen ist, wirkt IFiM-auf Th2-Zellen hemmend, und zwar auf das
Wachstum [208] und die Zelldifferenzierung [209].

Auf B-Lymphozyten wirkt IFNy als Differenzierungsfaktor, auRerdem wird die lg@&d
die 1gG3-Synthese gefordert und die IgE-Syntheskemgent. In Mausen mit einem
genetisch verdnderten IFNRezeptor, der nur noch aus der extrazellularen &am
bestand, konnte gezeigt werden, dass die IgG2-1g@@&-Spiegel im Serum reduziert
waren [210]. Die Expression von MHC-Klasse-I-Mol&kii auf allen Zellen wird durch
IFN-y gesteigert [211], wie auch die Expression von $&da-Molekule auf B-
Lymphozyten, dentritischen Zellen und aktivierteakvbphagen [165].

Antiviral wirkt IFN-y durch Induktion verschiedener Proteine: einer lduDoppelstrang-
RNA (dsRNA) aktivierte Proteinkinase (PKR), einér®2-Oligoadenylat-Synthetase (2-
5A-Synthetase) und einer dsRNA spezifischen AdenDgiaminase (dsRAD) [165], die
Uber unterschiedliche Mechanismen die Virusreplkahemmen.

Auch der Oxidative Burst” zur Abwehr von phagozytierten Pathogenen in rogltilen
Leukozyten und Makrophagen wird durch IgNbeeinflusst. Es kommt zu einer Induktion
der Transkription der induzierbaren Stickoxid-Sytése (INOS) [212] tber IRF-1 und
Komponenten der © produzierenden NADPH-Oxidase [213].

Im Gen fur IFNy sind einige Genvarianten bekannt, wobei jedoch ldidierenden
Sequenzen und die 5-Region hochkonserviert ensehe{105, 214, 215]. Der am
bestuntersuchteste Polymorphismus ist ein Répeat im ersten Intron. Er wurde unter
anderem mit Erkrankungen wie Multipler Skleroseg2216], insulinabhé&ngigem Diabetes
mellitus (IDDM) [217 - 219], Rheumatoider Arthriti&RA) [220], juveniler chronische
Arthritis (jcA) [124] und systemischem Lupus erytietodes (SLE) [221] in Verbindung

gebracht. Fur Multiple Sklerose und jcA lieRen dieline Assoziationen finden. Zwei der
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Studien zu IDDM [217, 219] hatten ein positives ébygis, auch fir SLE und RA zeigten

sich Unterschiede in der Schwere der Erkrankungen.

Fur IFN+y fand sich bein vitro-Versuchen fur das CRepeat ein Anhalt flr Effekte auf
die Expression des Proteins: Die Produktion von-yRMar erhdht bei Probanden mit 12
Repeats [106]. Auch bei Lee et al. [221] zeigten Persordta,homozygot fur das Allel mit

12 CA-Repeats waren, hohere IFN-Spiegel als Personen mit zwei Allelen mit 13 CA-
Repeats [221]. Doch weitere Studien [216, 222] konnten sdieErgebnisse nicht
reproduzieren

Fur eine direkt vor dem CRepeat gelegene Genvariante [223] konnte, entgegen den
Ergebnissen fur das CRepeat selbst [224], keine Assoziation mit der Uberlelzeitsvon

Transplantatnieren festgestellt werden [134].
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2 Fragestellung

Das Ziel dieser Untersuchung war es, Genvarianteidentifizieren, die eine Assoziation
mit Phanotypen der Allergie zeigen. Grundlage fig dntersuchung war dieommon
variant/common disease-Hypothese [225]. Die Hypothese postuliert, dasss da
Zusammentreffen von haufig vorkommenden Genvanmnte einer Population unter
bestimmten Umweltbedingungen zu héaufigen, polygertertkrankungen wie z.B.

Schizophrenie, Multiple Sklerose oder allergisckekrankungen fuhrt.

Die Wahl der untersuchten Kandidatengene erfolgtéhrverschiedenen Kriterien, die alle

erfullt sein sollten:

1. Das Gen liegt in einer der bekannten Kopplurgisren.

2. In bisher publizierten Studien gibt es fir dasnGHinweise auf Assoziation mit
Phanotypen der Allergie.

3. Das Genprodukt reguliert die Immunantwort zugemseiner Thl- oder Th2-

Differenzierung.

Im Rahmen einer genetischen AssoziationsstudieOéneBivachsenen Probanden wurden
folgende Gene in dieser Arbeit untersucht: IL4, AN&13, IRF1, TLR4, IFNG und
IL4R. IL4, CNS1, IL13 und IRF1 liegen auf Chromosd&@mn der Region 5qg31, die in
mehreren genomweiten Studien Kopplung mit allefggsc Phanotypen zeigte. Distale
Allergie-Phanotypen wurden durch eine Anamneseemigm standardisierten Fragebogen
festgestellt. Als intermediarer, quantitativer Ade-Phanotyp wurde der Serum-IgE-

Spiegel herangezogen.

Um die mdgliche Beeinflussung des intermediarennBty@ps Serum-IgE-Spiegel durch
Umwelteinflisse weitgehend auszuschlie3en, wurdeemedem Kollektiv erwachsener
Probanden auch ein Kollektiv von Neugeborenen asaadt. Die Hypothese war, dass der
Serum-IgE-Spiegel von Neugeborenen im wesentligferetisch bedingt ist und weniger

durch die extrauterine Umwelt beeinflusst wird.

Die untersuchten Gene wurden gegebenenfalls seguenmd auf Polymorphismen
untersucht. Neue und bereits bekannte Varianterdewmurgenotypisiert. Anschliel3end

erfolgte die Auswertung mit genetisch-epidemioloen Verfahren.
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Folgende Fragen sollten beantwortet werden:
1. Gibt es Varianten im untersuchten Genabschnitt?

2. Gibt es Assoziation zwischen den untersuchtemv@&é&nten und den Allergie-

Phanotypen?
3. Trifft die cmmon variant/common disease-Hypothese fur die untersuchten

Genvarianten zu?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geréte, Kleinmaterial und Reagenzien

3.1.1.1 Gerate

Analysewaage:
Brutschrank:

Digital video documentation for gels:

Elektrophoresekammer:
Feinwaage:
8-Kanal-Pipette - 1Q:
8-Kanal Pipette - 2Ql:
Magnetruhrer:
Photometer:

Pipette 0,5- 1(ul:

Pipette 10- 10@Qul:
Pipette 100- 100Ql:
Sequenziergerat:

Sofortbildkamera:
Spannungsquelle:
Thermoblock:
Thermocycler:

UV-Schirm:

Vakuumpumpe VacuGene Pump:

Vortex:
Zentrifugen:

3.1.1.2 Kleinmaterial

AutoSeq96 Platten:
Blue caps (15 ml und 50 ml):

EDTA-Monovette:
Einfrierampullen (1,8 ml):
Glaswaren:

Parafilm:

PCR-Tubes:
Pipettenspitzen:

Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau

Intas, Gottingen

Keutz, Reiskirchen

Mettler AE 100, Giessen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

lkamag RET, Janke & Kunkel, Staufen
Spekol UV VIS, Zeiss, Oberkochen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

ABI-PRISM™310 Genetic Analyser, Perkin
Elmer

IBI, New Haven, Conneticut, USA

Consort E863, E 835, E452, Keutz, Reiskirchen
TRIO-Thermoblock, Biometra, Gottingen
Gene Amp PCR System 2400 und 9600, Perkin
Elmer

IBI Kodak

Pharmacia LKB Biotechnology, Heidelberg
Heidolph REAX 2000, Deutschland
Biofuge A, Heraeus, Hanau

ROTIXA/A, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Mikro 20, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
LaboFug&", Heraeus Christ, Hanau

Amersham Pharmacia biotech, Freiberg
Becton Dickinson Labware Europe, Meylan
Cedax, France

Sarstedt, Numbrecht

Fa.Nunc Intermed, Danemark

Braun, Melsungen

American Can, Grennwich, USA
Strip-ease-8, 0,2 ml; Robbins Scientific, USA
Roth, Karlsruhe

Filtertips 10ul, 200ul, 2000ul, ART Molecular
BIO-Products INC., San Diego, USA
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Reaktionsgefalde:

Screen Mates (96):
Sequenziergefalde:

Serumréhrchen:
Skalpelle:
Thermopapier:

3.1.1.3 Reagenzien

Agarose:

Anti IgE FEIA ImmunoCAP neonatal:

Aqua dest.:
Bromphenolblau:

CAP RAST RIA/FEIA, Standards:

CAP IgE FEIA, Fluoro-Immuno-

Reagenz:

100 bp DNA-Leiter:
EDTA:

Ethanol absolut:
Ethidiumbromid:
ExoSap-IT":
Formamid:
Genescan-350 ROX:
Isopropanol:
Natrium-Acetat:
Nukleotide:

Performance Optimized Polymer 4:
Performance Optimized Polymer 6:

Polymerase:

SeaKem GTG Agarose:
Template Suppression Reagent:

TRIS-(hydroxymethyl)-aminomethan:

3.1.2 Kits
DNA-Isolationskit:

Gelextraktionskit:
Sequenzierungskit:

Safe Seal Microcentrifuge Tubes 0,65 und 1,7 ml,
Bioscience, Salt Lake City, Utah USA

Matrix Technologies Corp., Hudson, NH, USA
0,5 ml; ABI PRISM, Genetic Analyser, Perkin
Elmer, Langen

Greiner, Frickenhausen

steril, pfm, Kéln, Deutschland

Mitsubishi K61B-ce

Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Sweden

Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala,
Schweden

Braun, Melsungen

Sigma, Deishofen

Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala,
Schweden

Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala,
Schweden

New England BioLabs Inc., Frankfurt

Merck, Darmstadt

Riedelde Haen, Seelze

Dianova, Hamburg

USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA
Gibco/BRL, Eggenstein

Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt
Riedelde Haen, Seelze

Merck, Darmstadt

dNTP Set, Amersham Pharmacia Biotech
Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt
Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt
AmpliTaq Gold™, Perkin EImer, Vaterstetten,
Deutschland

FMC Bioproducts, Rockland, Maine, USA
Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt

Roth, Karlsruhe

Puregene DNA isolation kit, Gentra Systems,
Minneapolis, Minn., USA

QIAquick Gel Extaction Kit, Qiagen,
Deutschland

ABI Prism® BigDyeé™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit; Perkin Elmer,
Langen
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3.1.3 Computerprogramme

Arlequin 2.000 (http://Igb.unige.ch/arlequin)
310 Genetic Analyzer, Data Collection
Genscan 2.1

Oligo 4.0

Sequencing Analysis 3.0

SPSS 9.0

3.2 Methoden
3.2.1 Probanden

Die Probanden dieser Studie setzten sich aus 30&@@ndern zusammen. Nach einer
mundlichen Aufklarung lUber das Ziel der Studie veudin Teilnehmern ein Fragebogen
Uber das Auftreten von Heuschnupfen, Pollenallemiergisches Asthma bronchiale und
Neurodermitis, und Uber die Ergebnisse eines midgheeise friher durchgeflhrten
Allergietests und eine Einverstandniserklarung naem Votum der Ethikkomission
ausgehandigt (Abb. 7, 8, Anhang), die sie ausdafiil unterschrieben zuriickgaben.

FUr die genetischen und laborchemischen Untersggmmvurden den Probanden zwei
Rohrchen Blut, ein 10 ml EDTA-R6hrchen und ein $®@hrchen, abgenommen und zur
Anonymisierung mit einer Nummer versehen. Das EBIA-wurde spatestens nach drei
Tagen Lagerung bei 4°C der DNA-Isolierung zugefitie Serumréhrchen wurden sofort
zentrifugiert, das Serum abpipettiert, in Kryordten Uberfihrt und bei -20°C eingefroren.
AulRerdem wurde ein Kollektiv von 113 Neugeborenstersucht, die in einem Zeitraum
vom 13.03.01 bis zum 21.05.01 in der Klinik fir Giologie und Geburtshilfe im
Klinikum der Justus-Liebig-Universitat zur Welt ggkmen waren. Das Material bestand
aus anonymisierten Resten des zur Blutgruppendsiigno abgenommenen
Nabelschnurbluts. Plasma wurde fir die IgE-Bestimgn{siehe 3.2.9) in Kryoréhrchen bei

-20°C eingefroren, das restliche Blut zur Gewinnuog DNA verwendet.

3.2.2 DNA-Isolierung

Fur die DNA-Isolierung wurden die peripheren Bluwgtkozyten verwendet. Die kernlosen
Erythrozyten wurden lysiert und als Uberstand naehtrifugation dekantiert. Ubrig blieb

ein Pellet der festen Bestandteile, darunter aiehelikozyten

RNA und Proteine wurden nach Lyse der Leukozytercldugabe von RNasen und

Proteinasen und anschlieRender Salzféallung entf®i@ gewonnene DNA wurde mit
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Isopropanol und Ethanol gefallt, danach getrockmet zuletzt mit einer Pufferlésung mit

DNA-Stabilisatoren rehydriert.

3.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung am Photometer

Die DNA-Konzentrationsbestimmung am Photometer dsasauf Absorption von Licht

einer bestimmten Wellenldange, bei der die zu uotdrsnde Substanz ihr

Absorptionsmaximum hat. Die Konzentration wird dabhé dem Lambert- Beer-Gesetz:
E=c¢-c-d

berechnet, wobei die gemessene Extinktion E prap@it zu dem bekannten molaren

Extinktionskoeffizientere, der Konzentration ¢ und der Schichtdicke d ist.

Das Absorptionsmaximum fur DNA lag bei 260 nm. Audéen wurde die Extinktion beli

280 nm zur Konzentrationsbestimmung der in der hgsenthalteneroteine gemessen,

jeweils zu einem Leerwert aus,®. Der Quotient der Extinktion bei 260 nm dividiert

durch den Quotienten bei 280 nm war ein Mal3 furRignheit der gemessenen DNA-

Probe. Er sollte 1,6 - 2,0 betragen.

Nachdem fur alle DNA-Proben die Konzentration besii worden war, wurde eine

Arbeitslésung mit 10 ngd hergestellt und die DNA-Stocklosung bei -20°Cgsiftoren.

3.2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur exponentieliarvitro Vervielfaltigung bestimmter DNA-
Abschnitte. Der Reaktionsansatz enthalt neben zwgnthetisch hergestellten
Oligonukleotiden (derupstream und dendownstream Primern), die die Grenzen des zu
vervielfaltigenden DNA-Abschnitts flankieren, eimedem BakteriumThermus aquaticus
gefundene, heute gentechnisch hergestellte theabitesst DNA-Polymerase, freie
Desoxynukleotid-Triphosphate (dNTPs) und Reaktiaffsp. Eine Denaturierungsphase,
eine Primer-Anlagerungs-Phas@nfealing) und eine Elongationsphase bilden einen
Zyklus, der je nach DNA-Ausgangskonzentration unidhBr-Bedingungen bis zu 40 mal
wiederholt wird.

Die Denaturierung wurde durch Erhitzen auf 95°Ceieht. Dabei wurde der
doppelstrangige DNA-Strang in Einzelstrdnge aufgltep. In Abhéangigkeit ihres
mittleren Schmelzwertes T -Wert) banden die im Reaktionsansatz enthaltenen
Oligonukleotide an die jeweils komplementédre Sequeles zu kopierenden DNA-

Einzelstrangs und waren der Ausgangspunkt fur id{Synthese. In der Elongatiosphase
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setzte die hitzestabile Polymerase bei 72°C frerapdementéare Nukleotide an die Primer

in 5”- 3"-Richtung an.

Nach jedem Durchlauf dieser drei Schritte wurde ejigsv eine Kopie der zu

vervielfaltigenden DNA hergestellt, nach 30 bis Z4fklen konnte die Kopienzahl bei bis
zu 10- 10"*Kopien liegen. Die hergestellten Amplifikate kormteun mit Hilfe einer Gel-

Elektrophorese aufgetrennt und unter UV-Licht delntgemacht werden.

3.2.4.1 Genotypisierung mit sequenzspezifischemén (SSP-PCR)

Fur die Typisierung von Sngle Nucleotide Polymorphisms (SNPs) wurden
sequenzspezifische Primer (Tab. 7, Anhang) verwendiesgesamt kamen vier
verschiedene Primer zur Anwendung: ein Wildtyp-Rrimdessen 3-Ende an dem
nachzuweisenden Basenaustausch lagt. Der zweiteePunterschied sich vom ersten nur
an der Stelle des Basenaustauschs. Die Lange dpsfikats wurde durch de@ommon-
Primer bestimmt. Sie sollte etwa 200 bp betragemm Ausschluss von falsch-negativen
Ergebnissen wurden Kontroll-Primer (CRP) verwendet,eine hochkonservierte Sequenz
im humanen Genom amplifizierten und dessen Prodigkt in der Lange von dem der
sequenzspezifischen Primer deutlich unterschied.

Fur jeden SNP wurden zwei Reaktionen durchgefubimen PCR-Ansatz mit dem
Wildtyp-Primer, der bei einer spezifischen Bands Warliegen eines oder zweier Allele
mit der Wildtyp-Sequenz anzeigte, und einen PCRafmanit dem Primer fur den
mutierten Typ, bei dem das Vorliegen einer spezien Bande auf ein oder zwei Allele
mit der mutierten Sequenz deutet. Waren in beideskfonen sequenzspezifische Banden
vorhanden, besald der Proband beide mdglichen Alliele heil3t, er war heterozygot fur
diese Mutation.

Kontaminationen mit DNA-Fragmenten aus vorangegaegeVersuchen wurden durch
strikte Trennung von Pra-PCR- und Post-PCR-Raunmmsh @Gerdten ausgeschlossen,
aulerdem wurde durch das Mitfuhren einer Wasseadtetin der PCR das saubere
Arbeiten dokumentiert. Positiv- und Negativkonteoll von sequenzierten DNA-Proben
stellten die Richtigkeit des Versuches dar.

Die Typisierung der verschiedenen Polymorphisméoigie mit einem Reaktionsgemisch
aus 50 ng genomischer DNA, 1x Taq Puffer, je 0,2oMimon dATP, dGTP, dTTP und
dCTP, 0,4 - 0,9umol/l interne Kontroll-Primer (CRP), 0,1 - O@nol/l sequenzspezifische
Primer (Tab. 8) und 0,5 IU AmpliTag GJli Das Raktionsgemisch wurde bis zu einem

Gesamtvolumen von 2@ mit Aqua dest. aufgefullt.
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Die verschiedenen PCR-Protokolle finden sich im @wdn(Tab. 9).

Tab. 8, Eingesetztes Volumen fur die interne Kontrollel e spezifische Primer fir jeden Polymorphismus

Polymorphismus interne Kontrolle sequenzspezifische Primer
(CRP; inpmol/l') (in pmol/l)
IL4RA 150V 0,4 0,2
ILARA S411L 0,4 0,1
IL4ARA S478P 0,6 0,2
ILARA Q551R 0,9 0,1
IL4RA G-3323A 0,3 0,2
IFNG T-1615C 0,5 0,1
IFNG T874A 0,4 0,2
IFNG A5171G 0,5 1,0
IL4 C-590T 0,4 1,0
CNS1 0,4 2,0
IL13 C-1112T 0,4 1,0
TLR4 D299G 0,6 1,0
TLR4 T399I 0,6 1,0

3.2.4.2 Gel-Elektrophorese

Die Elektrophorese ist ein Verfahren, bei dem Mdlek z.B. PCR-Produkte, in einem
elektrischen Feld bei angelegter Gleichspannunf @a6éRRe und Ladung getrennt werden.
Als Trager dient Agarose, ein langkettiges Galaigpatymer. Je nach Konzentration der
Agarose bilden sich unterschiedlich grof3e Porehbjeer die Konzentration, desto kleiner
werden sie und desto langsamer wandern die DNArReate im elektrischen Feld.

Bei einer durchschnittlichen Lange der Fragmente wa. 200 Basenpaaren wurde ein
2%iges Agarose-Gel benutzt. Die Agarose wurde % TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM
Essigsadure und 2 mM EDTA) geldst, unter standigdinr@ zum Kochen gebracht und
nach kurzer Abkihlung mit einem Anteil von 0,01%iHiumbromid versetzt, bevor die
Mischung in den Gelschlitten gegossen wurde.

Im Anschluf3 an die Polymerisation des Agarose-@eislen 10ul eines Gemisches aus
20 pl PCR-Produkt und Jul Probenpuffer (4 g Saccharose und 25 mg Bromphénol
geldst in 9 ml Aqua dest., 190 0,5M EDTA pH 8 pro 90Qul Aqua dest.) auf das Gel
aufgetragen. Der Probenpuffer erhdhte die Dichte Rtebe, so dass sie besser in die
Geltaschen sinken konnte. AulRerdem wurde dazu &iA-Molekulargewichtsstandard,
bestehend aus il DNA mit Fragmenten der Lange 100, 200, 300, 4@), 517, 600,
700, 800, 900, 1000, 1200 und 1517 bl Probenpuffer und 8l Aqua dest., in einer
Spur pro Gel mitgefthrt.
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Die gel-elektrophoretische Auftrennung erfolgte giiter Spannung von 100- 120 Volt fur
30 min. Die DNA-Banden wurden mittels UV-Licht d&/ellenlange 322 nm sichtbar

gemacht und fotografiert, das Foto zur Dokumentatiof Thermopapier ausgedruckt.

3.2.4.3 Genotypisierung mit déagMan-Technologie

Bei der Genotypisierung mit defagMan-Technologie werden SNPs mit Hilfe von
Fluoreszenzmessungen untersucht. In einem ersterttSgird eine Sequenz durch ein
Primerpaar amplifiziert, die den Polymorphismusseiief3t. Zwei Sonden werden dem
Reaktionsgemisch beigefligt. Sie unterscheiden isictler Basenabfolge durch den zu
untersuchenden  Basenaustausch und sind aul3erdem  watschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Sie hybridisieaan die Sequenz, wobei die Bindung
einer Sonde mit dem Wildtyp an einer Sequenz mitMatation schwacher ist als die
Bindung an der Wildtypsequenz.

Bei Ubereinstimmung der Sonde und der DNA-Sequeirdl wie Sonde durch eine
Polymerase mit 5°-3"-Exonukleaseaktivitat in Fotlgg starkeren Bindung in Nukleotide
zerlegt und der Fluoreszenzfarbstoff freigesetair M ungebundenem Zustand ist der
Farbstoff fluoreszierend und einer Messung zugéahglEin sogenannter ,Quencher”
unterdrickt die Fluoreszenz, durch die Polymeraserkt es zu einer Trennung von
Fluoreszenzfarbstoff und Quencher. Bei Nichtibeteimmen ist die Bindung zwischen
Sonde und Sequenz zu schwach. Die Sonde diffunidigritaktem Zustand ab, es wird
keine Fluoreszenz freigesetzt.

Eine Person mit zwei Wildtyp-Allelen wird nur Fleszenz des einen Farbstoffes zeigen,
eine Person mit zwei mutierten Allelen Fluoreszdag zweiten Farbstoffs. Heterozygote
Personen haben beide Fluoreszenzmuster (Abb. 9).

Der Reaktionsansatz beinhaltete | Master MixPuffer, bestehend aus Puffer, dNTPs und
AmpliTaq Gold® Polymerase, 0,2fl Test-Kit (Sonden und Primer-Stammlésung), 5,25
Aqua dest. und I DNA (10nghil). Die Sequenzen der Primer und Sonden befindgn si
in Tab. 10. Die PCR-Bedingungen setzten sich awsneiZyklus mit 50°C fir 2 min und
95°C fur 10 min zusammen. Anschlie3end folgten yikleh mit 95°C fir 50 sec und 60°C

fur 1 min. Die Fluoreszenzmessung erfolgte bei 60°C
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Abb. 9, Ergebnisdarstellung der Genotypisierung mitThEMan-Technologie;
X-Achse: arbitre Fluoreszenz-Intensitat VIC;
Y-Achse: arbitare Fluoreszenz-Intensitat FAM;
* homozygot Wildtyp
¢ homozygot mutiert
A heterozygot
B Kontrolle (Wasser)

Tab. 10, Primer und Sonden fiir die Typisierung der Polywh@amen in der IRF-1-Sequenz

Polymorphismus Sequenz 5- 3’

A-415C/G-410A Primer IRF1-5up GGA GAG GGC GGC AAGT
IRF1-5down GGC CATCTTTTC ACCCTCCTG
Sonde AG-Allel VIC-ATC ACC TCG CCT GCG
CA-Allel FAM-TCC CCT CAC CTG CG
T4379C Primer IRF1-16up GCA AAC TAA GAAAGC ACACARCT T
IRF1-16down ACA GCA CAT GGC GAC AGT
Sonde T-Allel VIC-CTT CTG CTG TTC CCC AG
C-Allel FAM-CTT CTG CTG TCC CCC AG
G7311A Primer IRF1-3up AAG CCA GTG AAT GTG AAG GAAC
IRF1-3down AAA GCA GGG AGC AGG GTAGA
Sonde G-Allel VIC-AGC ATT GCC CCG AAG
A-Allel FAM-AGC ATC GCC CCG AA

3.2.5 Mikrosatelliten-Analyse

Die Grundlage der Langenmessung eines DRépeats, bei dem eine Basenabfolge in
einer variablen Anzahl von Wiederholungen vorliegann, basiert auf dem Vergleich der
Lange eines zuvor mit fluoreszierenden Primern dinigirten PCR-Produkts mit der eines
ebenfalls fluoreszierenden internen Standards (&&are350 ROX).
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Die verwendeten Primer finden sich in Tabelle 1&sReaktionsgemisch bestand aus 20
ng genomischer DNA, 1x Taq Puffer, 0,2 mmol/l jeTdN 0,1umol/l je Primer aufgefullt
auf ein Gesamtvolumen von pOmit Aqua dest..

Das PCR-Protokoll beinhaltete einen Aktivierungsstikion 95°C fur 10 min, gefolgt von
28 Zyklen mit einer Denaturierungsphase (95°C,eH),iner Anlagerungsphase (59°C, 1
min) und einer Synthesesphase (72°C, 1 min). Belax Reaktionsgemisch auf 4°C
abgekuhlt wurde, folgte ein Schritt mit 60°C fur dn, um mdglichst alle PCR-Produkte
in vollstandiger Lange zu gewinnen.

1,0 ul des PCR-Produkts, 2448 Formamid und Jul GeneScan 350 ROX wurden fir die
Untersuchung in ein Reaktionsgefald pipettiert. Bragmentlange wurde nach einer
Denaturierung in zwei Schritten (95°C fur 3 minCOfur 5 min) im Sequenziergerat mit

der Kapillarelektrophorese gemessen und das Ergahbiti der Genescan Software 2.1

analysiert.

Tab. 11, Primernamen und -sequenzen fur die Rebeatlingenmessung
Primer Sequenz 5°- 3 Produktlange
IFNG-CA FAM up FAM -AGA CAT TCACAATTG ATT TTATTCTTAC bei 12 @-Repeats:
IFNG-CA do CCT TCC TGT AGG GTATTATTATACG 126 bp

3.2.6 Sequenzierung

Zur DNA-Sequenzierung wurde die Methode des enzgetadn Ketten-Abbruchs nach
Sanger (ABI Prisfii BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, Perkin
Elmer, Langen) eingesetzt. Diese Methode beruhtdeunfi Prinzip des Kettenabbruchs
durch fluoreszensmarkierte Didesoxynukleotidtriphetie (ddNTPs). Durch den Einbau
von ddNTPs wird das Kettenwachstum beendet, deekizgien 3 -OH-Gruppen fir die
Polymerisation vorhanden sind. Der Abbruch erfofgatistisch an jeder beliebigen
Position. Die ddNTPs liegen in einer geringeren Xenmtration vor als die fur die
Polymerisation bendtigten dNTPs, so dass auch tarigiagmente amplifiziert werden.

Die unterschiedlich langen, an ihrer letzten Baseit nbasenspezifischen
Fluoreszensfarbstoffen markierten Fragmente koneih in einer mit Polymer gefillten
Kapillare des Sequenziergerats (ABI Prism 3100)geiuénnt werden. Die graphische
Darstellung der Sequenz erfolgt mit Hilfe des Seqiergerats und defBequencing
Analysis Software.
Vor der eigentlichen Sequenzierung waren einigben@itende Schritte notwendig:

a) eine PCR zur Vervielfaltigung der zu sequenniées DNA,

b) die Aufarbeitung und Reinigung der PCR-Produkte,
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c) ein Schatzgel, um die Konzentration des PCR-iad zu bestimmen,

d) eine Sequenzier-PCR (siehe oben) und

e) eine DNA-Fallung.
Der PCR-Ansatz enthielt 50 ng genomische DNA, |0p2ol/l je dNTP, 0,1umol/l der
Sequnzier-Primer (Tab. 12) in 20 Aqua dest. fur alle durchgefihrten Sequenzierange

Die verschiedenen PCR-Protokolle finden sich in.Tlab

Tab. 12, Sequenzen und Produktlange der Sequenzier-PiimBtNG-CA, CNS1, TLR4,
IFNG T-1615C, IFNG A5171G

Genort Primer 5°- 3 Produktlange

IFNG CA-Repeat  up: ACT GGG ATT TTG GAA GAA T 313 bp
down: CAT CTACTG TGC CTT CCT G

CNS-1 up: AGG GAG TTG TGG ACT GTG TG 560 bp
down: CCT ATC TGG CCT TTC TAG GG

TLR-4 D299G/ up: TCT AGA GGG CCT GTG CAATT 496 bp

T399I down: TGA AAA CTC ACT CAT TTG TTTAA

IFNG T-1615C up: CAAACCCACTTT GCATTT CTA 248 bp
down: CAA CTG AAG CAT GGA AGA AGA

IFNG A5171G up: AAT TCA GAG GTT CTG CTATGG 277 bp

down: TTC TTT TTC AGA CAATAAAGC TG

Tab. 13, PCR-Protokolle fur die Sequenzierung von IFNG-G2NS1, TLR4, IFNG T-1615C, IFNG

A5171G
Genort Denaturierung 34 Zyklen mit
IFNG-CA 95°C fur 10 min 95°C fiir 30 sec, 56°C fil& dec und 72°C fir 40 sec
CNS-1 95°C fuir 10 min 95°C fiir 30 sec, 61°C flurs&® und 72°C fir 40 sec
TLR-4 95°C fur 10 min 95°C fiir 30 sec, 56°C flurgke und 72°C fir 40 sec
IFNG T-1615C  95°C fir 10 min 95°C flir 30 sec, 6X8€45 sec und 72°C fir 40 sec
IFNG A5171G 95°C fir 10 min 95°C fiir 30 sec, 61UC 45 sec und 72°C fir 40 sec

3.2.6.1 Gel-Extraktion

Die Gel-Extraktion ist eine Methode zur Aufarbedgumnd Reinigung von PCR-Produkten
von freien dNTP und unspezifischen Produkten. Vede¢ wurde das Qiaquicksel
Extraction Kit.

Dabei wurde das PCR-Produkt mitd Probenpuffer versetzt und auf ein 1,5%iges
Seakem-Gel aufgetragen und im Gelschlitten aufgetre Die unter UV-Licht
ausgeschnittenen Banden wurden gewogen und milrdéachen Menge QG Puffer fur 10
min in einem 50 °C-warmen Wasserbad inkubiert,diché die Gelstiicke vollstandig im
Puffer geldst hatten.

Danach wurde die Mischung mit einem Gel-Volumerpispanol versetzt und danach auf
die Filter in die Saulen der Vakuumpumpe pipettilent Anschluss wurden die in der Saule
festgehaltenen PCR-Produkte in zwei Schritten diznetpabe von 50Qu1 QG-Puffer und
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750 ul PE-Puffer unter Vakuum von den letzten Agaroseiten gereinigt. Durch

Zentrifugation der Filtersdulen mit 13000 U/min flimin wurde der restliche PE-Puffer
entfernt.

Um die gereinigten PCR-Produkte aus dem Filtelbzen, wurden nun 3@ Aqua dest. in
die Saulen pipettiert, 1 min inkubiert und unten#Zgugation mit 13000 U/min fir 1 min

in einem Reaktionsgefald aufgefangen.

3.2.6.2 Schatzung der Konzentration mit einem Gel

Um die richtige Menge an PCR-Produkt fir die wéitlerenden Arbeiten zu kennen,
wurde anschlieRend eine Schatzung der DNA-Konzemtramit Hilfe eines DNA-
Langenstandards, bei dem Fragmentlangen und desligevKonzentration bekannt waren,
vorgenommen.

Dabei wurde ein Mix aus [l Standard-DNA, 1ul Probenpuffer und %ul Aqua dest.
gegen Ul PCR-Produkt, Jul Probenpuffer und 8l Aqua dest. auf ein 2 %iges Agarose-
Gel aufgetragen. Nach der gelelektrophoretischeftrénnung wurde die Intensitat der
Banden der Proben mit denen des Standards venglicimel auf diese Weise die

Konzentration abgeschatzt.

3.2.6.3 Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Pteduk

20 pl Reaktionsgemisch fur die Sequenzier-PCR setatdnasis 30 ng PCR-Produkt jd
Ready Reaction Mix, 1 pl Primer und der fehlenden Menge Aqua dest. zusamie
Bedingungen fir die PCR beinhalten 25 Zyklen mitgis 96°C fiir 10 sec, 50°C fur 5 sec
und 60°C fur 4 min.

3.2.6.4 DNA-Fallung

Die Produkte aus der Sequenzier-PCR wurde durehFgiung in mehreren Schritten mit
Natriumacetat und Ethanol aufgereinigt:

» Vorlegen von 8Qul H,O und 25Qul Ethanol in Reaktionsgefalie

« Zugabe von 10ul Natriumacetat zu den PCR-Produkten und Uberfidprdes

Volumens in die Reaktionsgefalie

« Zentrifugation bei 1300 U/min fiir 25 min, danachsabgen des Uberstands

e Zugabe von 25@1 70% Ethanol

 Zentrifugation bei 1300 U/min fir 10 min, danachsabgen des Uberstands
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» Trocknen des Pellets in der Speed Vac
e Zugabe von 25 TSR-Puffer
Bevor der Ansatz zur Analyse in das Sequenzierggedtellt wurde, erfolgte eine

Denaturierung mit 90°C fur 2 min und 0°C fir 5 min.

3.2.7 Statistische Methoden

Die Auswertung des Fragebogens erfolgte mityfeAnalyse nach Pearson, dem Mann-
Whitney-Test oder einem zweiseitigen T-Test mit fédider SPSS® Software 9.0.
Abweichung der einzelnen Polymorphismen vom HardgifWerg-Equilibrium wurden
mit derx?Analyse nach Pearson unter http://ihg.gsf.de theretc auRerdem erfolgte nach
Dichitomisierung des IgE-Spiegels (IgE< oderl00 kU/I) unter der oben angegebenen
Internet-Adresse die Assoziationsanalysen mit dgiSpiegel und der Atopieanamnese
mit Angabe der Odds Ratio und des 95%-Konfidenpalés.

3.2.8 Messung der IgE-Serum-Spiegel bei Erwachsenen

Zur Messung des IgE-Serum-Spiegels wurde ein Bgiiephelometer-System benutzt.
Das Prinzip der Methode basiert auf der Messung laiemsitat von Streulicht. Das
Streulicht entsteht dadurch, dass ein Primarsaahtinen Immunkomplex, bestehend aus
mit spezifischen Antikdrpern gegen Human-IgE betashePolystyrol-Partikeln und den in
der zu messenden Serumprobe befindlichen IgE-Argéd, trifft und abgelenkt wird. Die
Intensitat ist dabei innerhalb eines Konzentratensichs proportional zu der Zahl der
Teilchen.

Die IgE-Konzentration der Proben wurde mit Hilfewderdiinnungen eines Standards mit
bekannter IgE-Konzentration ermittelt.

Die Referenzwerte bei dieser Methode liegen furdetvgene definitionsgemal bei < 100
IU/ml, ab 100 IU/ml diirfen die Werte als erh6htrbehtet werden.

3.2.9 Messung der IgE-Serum-Spiegel bei Neugebaorene

Da die Referenzwerte fir IgE-Konzentrationen bei ugdborenen unter der
Nachweisgrenze des oben beschriebenen Verfahrea8)(3egen, wurde ein spezieller
Test (Sandwich-ELISA) zur Bestimmung von IgE verdein

Dabei binden die IgE-Antikorper in den Seren deuddborenen an gegen IgE-gerichtete

Antikorper, die kovalent an ein spezielles Realggefald mmunoCAP) gebunden sind.
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Nach einer Waschung werden Enzym-markierte Anti&brgegen IgE hinzugefigt und

inkubiert. Danach wird ungebundenes Enzym-Anti-kjifjewaschen und der gebundene
Komplex aus IgE wund Enzym-Anti-IgE mit einer EntWlimngslosung (4-
Methylumbelliferyl-3-D-Galactoside) inkubiert. Nader Inkubation wird die Entwicklung
mit Stoplésung (Natriumkarbonat) beendet und diaofdszenz im FluoroCount 96
gemessen.

Je hoher der Fluoreszenz-Wert, desto hoher ighdier Probe vorhandene Konzentration
von IgE. Um das Testergebnis auszuwerten, wird Flimreszenz der Probe mit den
parallel gemessenen Standards verglichen. Die Naisgvenze liegt hierbei bei 0,35
[U/ml.

3.2.10 Messung der IgA-Serum-Spiegel bei Neugeleoren

Um Kontamination mit maternalem Blut auszuschlie3garde zur Kontrolle der IgA-
Spiegel in den Neugeborenenseren gemessen.

Dabei wurde die Serumprobe zuerst mit Puffer vets&ie Reaktion startete mit der
Zugabe von Anti-Human-IgA-Antikdrpern von der Zie@@ese bildeten mit den im Serum
vorhandenen IgA-Antikdrper einen Antigen-Antikorgéomplex, deren Extinktion nach
Agglutination turbidimetrisch (Turbidimetrie: Tribgsmessung; Form der Photometrie)

gemessen und anhand einer Standardkurve berectra.w
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4 Ergebnisse
4.1 Erwachsene

4.1.1 Pravalenz von Heuschnupfen oder Pollenalergiausstauballergie, Asthma und

Neurodermitis bei Blutspendern

Insgesamt wurden 306 Personen in die Untersuchiunggsehlossen. Dabei handelte es
sich bei den ersten 160 Probanden um ein bereteysuchtes Kollektiv, 146 Personen
wurden neu rekrutiert. Insgesamt waren es 140 Rrédfe8%) und 166 Manner (54,2%).
Das Durchschnittsalter lag bei 32,3 Jahren, wolbdh sur geringfligige Unterschiede

zwischen Mannern und Frauen zeigten (Tab. 14).

Tab. 14, Geschlechts- und Altersverteilung des Blutspermkaktivs

Geschlecht Anzahl Alter (Jahre)
mannlich 166 33,12
weiblich 140 31,38
gesamt 306 32,32

Die Auswertung des Fragebogens (Abb. 7), den 304o0Ren ausflillten, ergab, dass 72
Personen (23,7%) die Frage nach Heuschnupfen oddlenBlergie mit ja“
beantworteten, fir Hausstauballergie waren es 3%%), fur Asthma 16 (5,3%) und far
Neurodermitis 21 Personen (6,9%). Von den 21 Persanit Neurodermitis waren 16
(76,2%) Frauen (p = 0,00Zhi-Quadrat nach Pearson), fur die anderen Erkiragmu
konnte kein Geschlechtsunterschied festgestelld@e(p> 0,207).

Insgesamt antworteten 94 Personen auf eine odereneelieser vier Fragen mit ,ja“.
Diese 94 Personen wurden in die Gruppe (,positit@peanamnese”) zusammengefasst.

Eine genaue Aufstellung dieser Daten finden sichab. 15 und 16.

Tab. 15, Aufschlisselung der in der Gruppe ,positive Aegiamnese” zusammengefassten Personen nach
Geschlecht und Anzahl der mit ,ja“ beantworteteadem

Anzahl der Fragen mit ,ja“ gesamt Manner Frauen p-Wert
1 61 36 25
2 19 10 9
3 11 7 4
4 3 0 3 0,291

& chi-Quadrat-Analyse nach Pearson
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Tab. 16, Signifikanter Unterschied in der Préavalenz vorufdelermitis bei Mannern und Frauen

gesamt Manner Frauen p-Wert
(N=304) (N=165) (N=139)
Heuschnupfen ja 72 45 27 0,207
oder nein 222 116 106
Pollenallergie weild nicht 10 4 6
Hausstauballergie ja 35 19 16 0,997
nein 254 138 116
weild nicht 15 8 7
Asthma ja 16 8 8 0,812
nein 284 155 129
weild nicht 4 2 2
Neurodermitis ja 21 5 16 0,002
nein 270 156 114
weil nicht 13 4 9
positive Atopie- ja 94 53 41 0,622
anamnese” nein 212 113 99

& zweiseitige chi-Quadrat-Analyse nach Pearson
® Mann-Whitney-Test (>33% der Zellen hatten eineagtete Haufigkeit < 5 in der chi-Quadrat-Analysema
Pearson)

136 Personen bejahten die Frage nach einem in @egakgenheit durchgefihrten
Allergietest. Bei einem positiven Testergebnis hidcdie Spanne der Substanzen von
Birken-, Haselnuss-, Graserpollen, Tierhaaren ublwusstaub, Schimmelpilze und
Penicillin. Viele Personen waren nicht nur gegareebubstanz allergisch, Aufzahlungen
wie zum Beispiel ,Birke, Haselnuss, Graser, Haugstavaren haufig. 45,1% der Atopiker
gaben an, gegen ihre Allergie Medikamente einzumghoder eingenommen zu haben.
Bei 112 der befragten Probanden (37,0%) gab eseinFdmilie (leibliche Eltern und
Geschwister) ein Familienmitglied, bei dem eine roaeehrere der unter 1-4 im
Fragebogen angegebenen Erkrankungen bekannt whei batten Probanden mit einer
positiven Atopieanamnese in 47,9% eine positive ik@manamnese, in der Gruppe der
Nicht-Atopiker waren es nur 32,1% (p = 0.009, chia@rat-Analyse nach Pearson) (Tab.
17).

Tab. 17, Eine positive Atopieanamnese ist mit einer pesitiFamilienanamnese assoziiert

positive Familien-  negative Familien- nicht bekannt  p-Wert
anamnese (N=112) anamnese (N=162) (N=29)

positive 47,9% 40,4% 11,7% 0,069
Atopieanamnese

(N=94)

negative 32,1% 59,3% 8,6%
Atopieanamnese

(N=209)

gesamt (N=303) 37,0% 53,5% 9,6%

& chi-Quadrat-Analyse nach Pearson
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Auf die Frage nach den Rauchgewohnheiten gabenPEddonen (34,2%) an, dass sie
rauchen, 36 (11,8%), dass sie friher geraucht habwh 164 (54,0%), dass sie
Nichtraucher seien. Es lassen sich keine signifd@@usammenhénge zwischen Rauchen

und einer Atopieanamnese feststellen (Tab. 18).

Tab. 18, Unterteilung der Raucher, Exraucher, Nichtraudhestopiker und Nicht-Atopiker

Atopie Raucher Exraucher Nichtraucher gesamt
ja 24 (25,5%) 13 (13,8%) 57 (60,6%) 94
nein 80 (38,1%) 23 (11,0%) 107 (51,0%) 209
gesamt 104 (34,2%) 36 (11,8%) 164 (53,9%) 304

4.1.2 Der IgE-Serum-Spiegel ist mit einer positivdnopieanamnese assoziiert

79 Personen hatten einen Wertl00 kU/l, davon waren 43 (45,7%) Atopiker und 36
(17,1%) Nicht-Atopiker. Aus Tab. 19 lasst sich &ée® dass der Phanotyp ,positive
Atopieanamnese” signifikant mit erhdhten IgE-Wertassoziiert ist (p < 0,001; chi-

Quadrat-Analyse nach Pearson). Die Rauchgewohmnheééde Probanden hatten in diesem
Kollektiv keinen Einfluss auf den IgE-Spiegel: 2&0der Raucher hatten einen IgE-
Spiegel= 100 kU/I, bei den Nichtrauchern waren es 25,0% (2 789; chi-Quadrat nach

Pearson).

Die Messung des IgE-Spiegels bei den 304 Blutspeanelgab einen Minimalwert von 2,0

kU/Il, einem Maximalwert von 1672,0 kU/I und eineredlan von 39,7 kU/I, wobei sich

ein deutlicher Unterschied zwischen Mannern undiémazeigte (Median Manner: 45,2
kU/l, Frauen: 32,3 kU/I (p = 0,021; Mann-Whitneystpg.

Tab. 19, Der IgE-Serum-Spiegel ist mit einer positiven pitanamnese assoziiert

positive Atopieanamnese

gesamt ja nein p-Wert
(N=304) (N=94) (N=210)
% erhohter IgE-Werte>(100 kU/1) 26,0 45,7 17,1 < 0,001
Median Serum-IgE (in kU/l) 39,7 83,15 31,6 < 0,001
geometrischer Mittelwert loglgE 1,7008 1,9402 1693 <0,001°

& zweiseitige chi-Quadrat-Analyse nach Pearson
® Mann-Whitney-Test
¢ zweiseitiger T-Test
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4.1.3 Die IL4AR-SNPs 150V, S411L, S487P und Q551Rd anicht mit einem Atopie-

Phanotyp assoziiert

Die Untersuchung bei 146 Personen war eine Repikedtudie zu [116] (Abb. 10,
Anhang). Die Genotypfrequenzen und die Allelfreqeanfir das Vergleichskollektiv K1
(Blutspender 161-306), das Kollektiv K2 (Blutspendel60, [116]) und beide zusammen
finden sich in Tab. 20. Die Kollektive unterscheidgch in der Verteilung der Genotyp-

und Allelfrequenzen nicht voneinanderXf®,084; chi-Quadrat nach Pearson).

Tab. 20, Genotyp- und Allelfrequenzen fur die PolymorphésnL4R 150V, S411L, S487P und Q551R

Polymorphismus Haufigkeit (%) Allele Allelfrequenz (%)
K1 K2 gesamt K1 K2 gesamt

150V Il 33,6 30,6 32,0 I-Allel 53,4 56,3 54,9
\Y) 39,7 51,3 45,8  V-Allel 46,6 43,8 45,1
\AY 26,7 18,1 22,2

S411L SS 92,5 95,6 94,1 S-Allel 96,2 97,5 96,9
SL 7,5 3.8 5,6 L-Allel 3,8 2,5 3.1
LL 0,0 0,6 0,3

S478P SS 67,1 71,3 69,3 S-Allel 82,9 84,7 83,8
SP 31,5 26,9 29,1  P-Allel 17,1 15,3 16,2
PP 1,4 19 1,6

Q551R QQ 60,3 69,4 65,0 Q-Allel 78,8 83,1 81,0
QR 37,0 27,5 32,0 R-Allel 21,2 16,9 19,0
RR 2,7 3,1 2,9

K1: Blutspender-Kollektiv 1 (161-306)
K2: Blutspender-Kollektiv 2 (1-160; [116])

Vergleich K1~ K2: 150V p = 0,084 (chi-Quadrat nach Pearson)
S411L p = 0,227 (chi-Quadrat nach Pearson)
S478P p = 0,647 (chi-Quadrat nach Pearson)
Q551R p = 0,206 (chi-Quadrat nach Pearson)

Die nach dem Hardy-Weinberg-Equilibrium berechné®eozente fir Genotypfrequenzen
stimmten fir 150V, S411L, S487P und Q551R mit defugdenen Ergebnissen Uberein
(p = 0,15; chi-Quadrat nach Pearson).

Assoziationen zwischen bestimmten Allelen oder ®grem und erhdhten IgE-Spiegeln
(= 100 kU/l) oder zu einer positiven Atopieanamnesenriten auf das gesamte
Vergleichskollektiv bezogen fur keine der vier Midaen gefunden werden (Tab. 21 und
22). In [116] war eine Assoziation bei S478P mihiedrigten IgE-Spiegeln gesehen
worden, die sich jedoch fur K1 und das GesamtkblleRicht reproduzieren liel3 (p

0,101, Daten nicht gezeigt).
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Tab. 21, ILAR 150V, S411L, S487P und Q551R im VergleicHiddiv K1 sind nicht mit einer positiven

Atopieanamnese assoziiert

Atopie

negative

Atopieanamnese Atopieanamnese

positive

N % N % OR 95% K p-Wert

150V [ 33 34,7 16 31,4

\Y 42 44,2 16 31,4 0,79  0,34-1,80 0,57

wW 20 21,1 19 37,3 1,96  0,82-4,66 0,13
S411L SS 89 93,7 46 90,2

SL 6 6,3 5 9,8 1,61  0,47-557 0,47

LL - - - - - - -
S478P SS 63 66,3 35 68,6

SP 30 31,6 16 31,4 0,96  0,46-2,00 0,91

PP 2 2,1 - - 0,36  0,02-7,66 0,29
Q551R QQ 57 60,0 31 60,8

QR 35 36,8 19 37,3 1,00  0,49-2,03 1,00

RR 3 3,2 1 2,0 061  0,06-6,14 0,67
150V [ 33 34,7 16 31,4

\YERVY; 62 65,3 35 68,6 1,16  0,56-2,41 0,68
S411L SS 89 93,7 46 90,2

SL+LL 6 6,3 5 9,8 1,61  0,47-5,57 0,45
S478P SS 63 66,3 35 68,6

SP + PP 32 33,7 16 31,4 0,9, 0,43-1,87 0,78
Q551R QQ 57 60,0 31 60,8

OR +RR 38 40,0 20 39,2 0,97  0,48-1,94 0,93
150V I+ 1V 75 78,9 32 62,7

wW 20 21,1 19 37,3 223 1,05-4,72 0,03
S411L SS + SL 95  100,0 51  100,0

LL - - - - - - -
S478P SS + SP 93 97,9 51  100,0

PP 2 2,1 - - 0,36  0,02-7,71 0,30
Q551R QQ + QR 92 96,8 50 98,0

RR 3 3,2 1 2,0 061  0,06-6,05 0,67

Tab. 22, IL4R 150V, S411L, S487P und Q551R im VergleicHiKdiv K1 sind nicht mit dem IgE-Spiegel

assoziiert
IgE
< 100 kU/I > 100 kUl
N % N % OR 95% KI p-Wert
150V 1 34 30,9 15 41,7
v 48 43,6 10 27,8 0,47 0,19-1,18 0,10
\AY 28 25,5 11 30,6 0,89 0,35-2,25 0,81
S411L SS 103 93,6 32 88,9
SL 7 6,4 4 11,1 1,84 0,51-6,69 0,35
LL - - - - - - -
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Tab. 22, Fortsetzung

S478P SS 74 67,3 24 66,7

SP 34 30,9 12 33,3 1,09  0,49-2,43 0,84

PP 2 1,8 - - 061  0,0313,11 0,42
Q551R QQ 68 61,8 20 55,6

QR 38 34,5 16 44,4 1,43  0,66-3,09 0,36

RR 4 3,6 - - 0,37  0,02-7,19 0,28
150V [ 34 30,9 15 41,7

IV + VWV 76 69,1 21 58,3 0,63  0,29-1,36 0,24
S411L SS 103 93,6 32 88,9

SL+LL 7 6,4 4 11,1 1,84  0,51-6,69 0,35
S478P SS 74 67,3 24 66,7

SP + PP 36 32,7 12 33,3 1,03  0,46-2,29 0,95
Q551R QQ 68 61,8 20 55,6

OR +RR 42 38,2 16 44,4 1,30  0,61-2,77 0,51
150V I+ 1V 82 74,5 25 69,4

Y 28 25,5 11 30,6 1,29  0,56-2,95 0,55
S411L SS + SL 110  100,0 36  100,0

LL - - - - - - -
S478P SS + SP 108 98,2 36 100,0

PP 2 1,8 - - 0,60 0,03-12,67 0,42
Q551R QQ+QR 106 96,4 36  100,0

RR 4 3,6 - - 0,32  0,02-6,17 0,25

4.1.4 1L4 C-590T ist nicht mit einem Atopie-Pharmgssoziiert

Die Typisierung eines in der 5-Region von IL4 geleen Polymorphismus (Austausch
eines C zu T an Position 582, M23442), 590 Baseppaab -Richtung vom ersten Exon
entfernt, ergab fur das C-Allel eine Allelfrequeman 86,3% und fiir das T-Allel von
13,8% (Tab. 23). Die Homozygoten- und Heterozygatiem stimmten mit dem Hardy-
Weinberg-Equilibrium tberein (p = 0,99; chi-Quadnath Pearson).

Die Variante war nicht mit einer positiven Atopieamese und dem dichotomisierten IgE-
Spiegel & 100 kU/I) assoziiert (Atopie: p = 0,11; IgE-Spied®&44; Tab. 24 und 25). Die
geschlechtsgetrennte Untersuchung zeigte kein esd&rgebnis (Manner: Atopie:
p = 0,48; IgE-Spiegel: p = 0,77; Frauen: Atopie: 9,10; IgE-Spiegel: p = 0,38). Ebenfalls
keine Assoziation zeigte sich zwischen dem SNP @-%90T und dem quantitativen
Phanotyp Serum-IgE-Spiegel (Daten nicht gezeigt).

Tab. 23, Genotyp- und Allelfrequenzen fur den Polymorphisni4 C-590T

Polymorphismus  Genotyp Haufigkeit (%) Allele Alledfjuenz (%)
C-590T CcC 74,4 C-Allel 86,3
CT 23,8 T-Allel 13,8
TT 1,9
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Tab. 24, 1L4 C-590T ist nicht mit einer positiven Atopigannese assoziiert
Atopie
negative positive
Atopieanamnese Atopieanamnese
N % N % OR 95% K p-Wert
C-590T cC 82 71,3 36 83,7
CT 30 26,1 7 16,3 0,53 0,21-1,32 0,17
TT 3 2,6 0,32 0,02-6,41 0,25
C-590T cC 82 71,3 36 83,7
CT+TT 33 28,7 7 16,3 0,48 0,20-1,19 0,11
C-590T CC+CT 112 97,4 43 100,0
TT 3 2,6 0,37 0,02-7,30 0,28
Tab. 25, 1L4 C-590T ist nicht mit dem IgE-Spiegel (< uadl00 kU/I) assoziiert
IgE
<100 ku/l > 100 ku/l
N % N % OR 95% KiI p-Wert
C-590T CcC 84 73,0 34 79,1
CT 28 24,3 9 20,9 0,79 0,34-1,86 0,59
TT 3 2,6 - 0,35 0,02-6,96 0,27
C-590T CcC 84 73,0 34 79,1
CT+TT 31 27,0 9 20,9 0,72 0,31-1,67 0,44
C-590T CC+CT 112 97,4 43 100,0
TT 3 2,6 0,37 0,02-7,30 0,28

4.1.5 CNS-1 ist mit einer positiven Atopieanamnessoziiert

Bei der Sequenzierung eines 560 bp langen Absshnitelches die Sequenz der

Conserved-Noncoding-Sequence-1 (CNS-1) einschliel3t, fand sich bei vier Persomen

insgesamt 32 sequenzierten Proben ein Basenaustansider Position 42333 (Accession

number: AC004039, CNS-1 von Position 42292 bis 824®n C nach G (Abb. 11b,

Anhang).

Die nachfolgende SSP-PCR ergab, dass 293 Persameoziigot CC und 14 Personen

heterozygot CG waren (Abb. 11a, Anhang). Die Ateruenzen betrugen fur das C-Allel
97,7% und fur das G-Allel 2,3% (Tab. 26). Die Howygaten- und Heterozygotenraten

stimmten mit dem Hardy-Weinberg-Equilibrium Uberdm = 0,68; chi-Quadrat nach

Pearson).

Das CNS-1 G-Allel war assoziert mit einer positiveiopieanamnese (OR 3,16, 95% KI

1,07-9,39, p = 0,03. Dagegen zeigte sich kein Zasanmang zwischen dem SNP und dem

dichotomisierten IgE-Spiegel (Tab. 28). Auch im §leich mit dem quantitativen IgE-

Spiegel fand sich keine Assoziation mit dem SNPéDaicht gezeigt).
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Tab. 26, Genotyp- und Allelfrequenzen fur den Polymorphisni©NS-1

Polymorphismus  Genotyp Haufigkeit (%) Allele Alledfiuenz (%)
CNS-1 CcC 95,4 C-Allel 97,7
CG 4,6 G-Allel 2,3
GG 0,0

Tab. 27, CNS-1 ist mit einer positiven Atopieanamnese zigst

Atopie
negative positive
Atopieanamnese Atopieanamnese
N % N % OR 95% KiI p-Wert
CNS-1 CcC 204 97,1 86 91,5
CG 6 2,9 8 8,5 3,16 1,07-9,39 0,03
GG - - - - - - -
CNS-1 CcC 204 97,1 86 91,5
CG + GG 6 2,9 8 8,5 3,16 1,07-9,39 0,03

Tab. 28, CNS-1 ist nicht mit dem IgE-Spiegel (< urd.00 kU/Il) assoziiert

IgE
< 100 kul/l > 100 ku/l
N % N % OR 95% Ki p-Wert
CNS-1 CcC 217 96,4 73 92,4
CG 8 3,6 6 7,6 2,23 0,75-6,64 0,14
GG - - - - - - -
CNS-1 CcC 217 96,4 73 92,4
CG + GG 8 3,6 6 7,6 2,23 0,75-6,64 0,14

4.1.6 IL13 C-1112T ist nicht mit einem Atopie-Ph&moassoziiert

Die untersuchte Variante befindet sich im IL13-Poben (Austausch eines C zu T an
Position 31, AF172149), 1112 Basenpaare in 5 -Riujpt vom Anfang des
Transkriptionsstarts entfernt. Die Typisierung érgime Allelfrequenz fur das C-Allel von
78,1% und fur das T-Allel von 21,9% (Tab. 29). Didomozygoten- und
Heterozygotenraten stimmten mit dem Hardy-Weinlsyg#ibrium tberein (p = 0,87,
chi-Quadrat nach Pearson).

Tab. 30 und Tab. 31 zeigen die Darstellung von €2T] aufgegliedert nach negativer und
positiver Atopieanamnese und dem dichotomisiertger3piegel. Es zeigen sich keine

Assoziationen.
Tab. 29, Genotyp- und Allelfrequenzen fur den Polymorphisnil3 C-1112T

Polymorphismus  Genotyp Haufigkeit (%) Allele Alledfjuenz (%)
C-1112T CcC 61,3 C-Allel 78,1
CT 33,8 T-Allel 21,9
TT 5,0
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Tab. 30, IL13 C-1112T ist nicht mit einer positiven Atopigamnese assoziiert

Atopie
gesamt negative positive
Atopieanamnese Atopieanamnese
N % N % OR 95% KiI p-Wert

C-1112T CcC 66 57,4 31 72,1

CT 41 35,7 12 27,9 0,62 0,29-1,35 0,23

TT 8 7,0 - - 0,12 0,01-2,22 0,06
C-1112T CcC 66 57,4 31 72,1

CT+TT 49 42,6 12 27,9 0,52 0,24-1,12 0,09
C-1112T CC+CT 107 93,0 43 100,0

TT 8 7,0 - - 0,15 0,01-2,57 0,08

Tab. 31, IL13 C-1112T ist nicht mit dem IgE-Spiegel (< und 00 kU/I) assoziiert

IgE
<100 ku/l = 100 ku/l
N % N % OR 95% KiI p-Wert
C-1112T CcC 71 61,7 26 60,5
CT 37 32,2 16 37,2 1,18 0,56-2,47 0,66
TT 7 6,1 1 2,3 0,39 0,05-3,33 0,37
C-1112T CC 71 61,7 26 60,5
CT+TT 44 38,3 17 39,5 1,06 0,52-2,16 0,88
C-1112T CC+CT 108 93,9 42 97,7
TT 7 6,1 1 2,3 0,37 0,04-3,08 0,34

4.1.7 Die IRF-1-Varianten A-415C/G-410A, T4379C uBd311A sind nicht mit einem

Atopie-Phé&notyp assoziiert

Die Typisierung von drei Varianten in der Sequear IRF-1 ergab fur die Variante in der
5-Region (A-415C/G-410A; gekoppelter Basenaustaugan AcctcG nach CcctcA an
Position 81 und 86, X53095) Allelfrequenzen von086.fir das AG-Allel und 34,0% fur
das CA-Allel, fur die Variante im sechsten Intrd®879C; Basenaustausch von T nach C
an Position 4379, L05072) Allelfrequenzen von 66 #fodas T-Allel und 33,6% flur das
C-Allel und fur die Variante in der 3’-Region (G723, Basenaustausch von G nach A an
Position 7311, L05072) Allelfrequenzen von 66,6% dias G-Allel und 33,3% fir das
A-Allel (Tab. 32).Dabei befinden sich die Variantem Hardy-Weinberg-Equilibrium (g
0,42; chi-Quadrat nach Pearson).

Assoziationen mit einer positiven Atopieanamneser dgE-Serum-Werten tber 100 kU/I
lieRen sich nicht finden. So war das allgemeinékRifir Atopie fur das CcctcA-Allel von
A-415C/G-410A OR = 1,11 (p = 0,72), fur das C-ANein T4379C OR = 1,11 (p = 0,74)
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und fir das A-Allel von G7311A OR = 1,07 (p = 0,83)ab.33 und 34 zeigen die

ausfuhrliche Darstellung der Assoziationen.

Tab. 32, Genotyp- und Allelfrequenzen fur die PolymorphésnA-415C/G-410A, T4379C und G7311A

Polymorphismus Genotyp Haufigkeit (%) Allele Alledfiuenz (%)

A-415C/G-410A AG/AG 44,2 AG-Allel 66,0
AG/CA 43,5 CA-Allel 34,0
CAICA 12,2

T4379C TT 45,1 T-Allel 66,4
TC 42,8 C-Allel 33,6
CcC 12,2

G7311A GG 45,5 G-Allel 66,6
GA 42,2 A-Allel 33,3
AA 12,2

Tab. 33, A-415C/G-410A, T4379C und G7311A sind nicht niitez positiven Atopieanamnese assoziiert

Atopie
negative positive
Atopieanamnese Atopieanamnese
N % N % OR 95% KI p-Wert

A-415C/ AG/AG 91 44,6 40 45,5
G-410A AG/CA 91 44,6 35 39,8 0,88 0,51-1,50 0,63

CAICA 22 10,8 13 14,8 1,34 0,62-2,93 0,46
T4379C TT 93 445 43 46,2

TC 94 45,0 36 38,7 0,83 0,49-1,40 0,48

CcC 22 10,5 14 151 1,38 0,57-1,52 0,78
G7311A GG 95 45,5 43 46,7

GA 91 43,5 36 39,1 0,87 0,52-1,48 0,62

AA 23 11,0 13 141 1,25 0,58-2,70 0,57
A-415C/ AG/AG 91 44,6 40 45,5
G-410A AG/CA+ 113 554 48 54,5 0,97 0,59-1,60 0,89

CAICA
T4379C TT 93 445 43 46,2

TC+CC 116 55,5 50 53,8 0,93 0,57-1,52 0,78
G7311A GG 95 45,5 43 46,7

GA+AA 114 54,5 49 53,3 0,95 0,58-1,55 0,84
A-415C/ AG/AG + 182 89,2 75 85,2
G-410A AG/CA

CAICA 22 10,8 13 14,8 1,43 0,69-3,00 0,34
T4379C TT+TC 187 89,5 79 84,9

CcC 22 10,5 14 15,1 1,51 0,73-3,09 0,26
G7311A GG + GA 186 89,0 79 85,9

AA 23 11,0 13 14,1 1,33 0,64-2,76 0,44
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Tab. 34, A-415C/G-410A, T4379C und G7311A sind nicht ménd IgE-Spiegel (< und 100 kU/I)

assoziiert
IgE
< 100 kUu/l > 100 kU/l
N % N % OR 95% KiI p-Wert

A-415C/ AG/AG 100 459 31 41,9
G-410A AG/CA 93 42,7 33 44,6 1,15 0,65-2,02 0,64

CA/CA 25 11,5 10 13,5 1,29 0,56-2,98 0,55
T4379C TT 104 46,4 32 41,0

TC 95 42,4 35 449 1,20 0,69-2,08 0,52

CcC 25 11,2 11 14,1 1,43 0,64-3,22 0,39
G7311A GG 105 46,9 33 42,9

GA 94 42,0 33 42,9 1,12 0,64-1,95 0,70

AA 25 11,2 11 14,3 1,40 0,62-3,15 0,41
A-415C/ AG/AG 100 45,9 31 41,9
G-410A AG/CA+ 118 54,1 43 58,1 1,18 0,69-2,00 0,55

CA/CA
T4379C TT 104 46,4 32 41,0

TC+CC 120 53,6 46 59,0 1,25 0,74-2,10 0,41
G7311A GG 105 46,9 33 42,9

GA+ AA 119 53,1 44 57,1 1,18 0,70-1,98 0,54
A-415C/ AG/AG + 193 88,5 64 86,5
G-410A AG/CA

CA/CA 25 11,5 10 13,5 1,21 0,55-2,65 0,64
T4379C TT+TC 199 88,8 67 85,9

CcC 25 11,2 11 14,1 1,31 0,61-2,80 0,49
G7311A GG + GA 199 88,8 66 85,7

AA 25 11,2 11 14,3 1,33 0,62-2,84 0,47

4.1.8 TLR-4 D299G und T399I sind nicht mit einenogie-Phanotyp assoziiert

Die Typisierung der bekannten, im dritten Exon geteen Mutationen D299G und T399I
[194], bei denen eine Punktmutation von A nach GPasition 2326 und von C nach T an
Position 2626 (Accession number: AF172171) zu eideratausch von Aminosauren in
der extrazellularen Region des Proteins flhrt,leejae zu 100 Prozent Gbereinstimmende
Kopplung der beiden Polymorphismen (Tab. 38).

Dabei waren 285 Personen (92,8%) homozygot DD (ZU)Personen (6,5%) heterozygot
DG (Tl) und 2 Personen (0,7%) homozygot GG (ll) {T&85). Die Ergebnisse der
Typisierung wurden durch Sequenzierung von 40 Persanit verschiedenen Genotypen
Uberpriift und zeigten eine 100% Ubereinstimmung b(Ald2, Anhang). Beide
Polymorphismen befanden sich im Hardy-Weinberg-Hzum (p=0,07; Exakt-Test nach
Fisher).
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Es lie3 sich keine Assoziation mit dem IgE-Spieg#ér einer positiven Atopieanamnese

finden, auch nicht bei der getrennten UntersuchwamgMannern und Frauen (Tab. 36 und

Tab. 37).
Tab. 35, Genotyp- und Allelfrequenzen fur die PolymorphésnD299G und T399I

Polymorphismus Genotyp Haufigkeit (%) Allele Allejuenz (%)
D299G DD 92,8 D-Allel 96,1
DG 6,5 G-Allel 3,9
GG 0,7
T399I TT 92,8 T-Allel 96,1
Tl 6,5 I-Allel 3,9
Il 0,7
Tab. 36, D299G und T399I sind nicht mit einer positiveropieanamnese assoziiert
Atopie
negative positive
Atopieanamnese Atopieanamnese
N % N % OR 95% KiI p-Wert
D299G DD 195 92,9 87 92,6
DG 14 6,7 6 6,4 0,96 0,36-2,58 0,94
GG 1 0,5 1 1,1 2,24 0,14-36,25 0,56
T399I TT 195 92,9 87 92,6
TI 14 6,7 6 6,4 0,96 0,36-2,58 0,94
Il 1 0,5 1 1,1 2,24 0,14-36,25 0,56
D299G DD 195 92,9 87 92,6
DG + GG 15 7,1 7 7,4 1,05 0,41-2,66 0,92
T399I TT 195 92,9 87 92,6
TI+ 1 15 7,1 7 7,4 1,05 0,41-2,66 0,92
D299G DD + DG 209 99,5 93 98,9
GG 1 0,5 1 1,1 2,25 0,14-36,32 0,56
T399I TT+TI 209 99,5 93 98,9
Il 1 0,5 1 1,1 2,25 0,14-36,32 0,56
Tab. 37, D299G und T399I sind nicht mit dem IgE-Spiegeld= 100 kU/Il) assoziiert
IgE
< 100 kull =100 ku/l
N % N % OR 95% KI p-Wert
D299G DD 210 93,3 72 91,1
DG 14 6,2 6 7,6 1,25 0,46-3,38 0,66
GG 1 0,4 1 1,3 2,92 0,18-47,24 0,43
T399I TT 210 93,3 72 91,1
Tl 14 6,2 6 7,6 1,25 0,46-3,38 0,66
Il 1 0,4 1 1,3 2,92 0,18-47,24 0,43
D299G DD 210 93,3 72 91,1
DG + GG 15 6,7 7 8,9 1,36 0,53-3,47 0,52
T399I TT 210 93,3 72 91,1
T+ 1 15 6,7 7 8,9 1,36 0,53-3,47 0,52
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Tab. 37, Fortsetzung

D299G DD + DG 224 99,6 78 98,7
GG 1 0,4 1 1,3 2,87 0,18-46,47 0,44
T399I TT + Tl 224 99,6 78 98,7
Il 1 0,4 1 1,3 2,87 0,18-46,47 0,44
Tab. 38, Die TLR-4-Polymorphismen D299G und T399I sindlo®0% gekoppelt
D299G
DD DG GG gesamt
T399I TT 285 285
TI 20 20
Il 2 2
gesamt 285 20 2 307
4.1.9 IFNG

4.1.9.1 Das IFNG-CARepeat ist nicht mit einem Atopie-Phanotyp assoziiert

Im ersten Intron der Sequenz von IFNG befindet aretPosition 2568 (Accession number:
AF375790) ein CARepeat mit einer variablen Lange von 11 bis 18 Wiederhgkn von
CAs. Tab. 39 (Anhang) gibt eine Aufstellung von eMl und Genotypfrequnzen von
Blutspendern, Neugeborenen und in der Literatur, [BB6, 107] gefundenen Werten
wieder, Abb. 13 (Anhang) zeigt eine Auswahl mogichGenotypen, die durch
Sequenzierung bestatigt wurden. Die Verteilung Alllkombinationen des CARepeats
befindet sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium (p 98; Exakt-Test).

Es zeigte sich kein Unterschied bei PositivitaesiAlles mit dem IgE-Spiegel oder einer
positiven Atopieanamnese (Atopie=>p0,33; Fisher’'s Exakt-Test; IgE < oder00 kU/I:
p=0,21; Fisher’'s Exakt-Test).

Tab. 40, Das CARepeat ist nicht mit einer positiven Atopieanamnese asezi

Atopie
Anzahl der CA- negative positive
Repeats Atopieanamnese Atopieanamnese
(Allelpositivitat) N (%) N (%) N (%) p-Wert
12 203  (66,8) 143 (68,1) 60 (63,8) 051
13 229  (75,3) 158 (75,2) 71 (75,5) 1900
14 35  (11,5) 27 (12,9) 8 (8,5) 0,33
15 22 (7,2) 13 (6,2) 9 (9,6) 0,34
gesamt 304 210 94

2 Fisher’s Exakt-Test
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Tab. 41, Das CARepeat ist nicht mit dem IgE-Spiegel (< ure100 kU/I) assoziiert

Anzahl der CA- IgE-Spiegel
Repeats <100 kul/l =100 ku/l
(Allelpositivitat) N (%) N (%) N (%) p-Wert
12 203  (66,8) 150 (66,7) 53 (67,1) 190
13 229  (75,3) 165 (73,3) 64 (81,0) 022
14 35  (11,5) 29 (12,9) 6 (7.6) 0,30
15 22 (7,2) 19 (8,4) 3 (3,8) 0,1
gesamt 304 225 79

2 Fisher’s Exakt-Test

4.1.9.2 Die IFNG-SNPs T-1615C, T874A und A5171Gdsmicht mit einem Atopie-

Phanotyp assoziiert

In der Sequenz von IFNG sind mehrere Polymorphistinekannt. Dabei waren die
Punktmutationen in der 5 -Region an Position 7&(TC), im ersten Intron an Position
2567 (T zu A) [223] und in der 3"-Region an Posit@864 (A zu G) (Accession number:
AF375790) bei dieser Untersuchung von besonderdarelsse. Abb.14 (Anhang) zeigt
Beispiele fur alle gefundenen Genotypen.

Genotyp- und Allelfrequenzen der drei Polymorphisnfeaden sich in Tab. 42. Alle
Varianten befinden sich im Hardy-Weinberg-Equilim (p = 0,07; Chi-Quadrat nach

Pearson).

Tab. 42, Genotyp- und Allelfrequenzen fur die PolymorphésmiFNG T-1615C, T874A und A5171G

Polymorphismus Genotyp Haufigkeit (%) Allele Alledfiuenz (%)
T-1615C TT 37,7 T-Allel 63,25
TC 51,0 C-Allel 36,75
CcC 11,3
T874A TT 16,3 T-Allel 42,18
TA 51,8 A-Allel 57,82
AA 31,9
A5171G AA 36,3 A-Allel 60,3
AG 47,9 G-Allel 39,7
GG 15,8

Bei der Analyse der Varianten zeigt sich kein Anffiat Assoziation mit dem IgE-Spiegel
(< oder= 100 kU/l) wie auch mit der Atopieanamnese (TabuA8 Tab. 44). Auch in der
getrennten Untersuchung zeigt sich weder fur Frawgem fir Manner ein Unterschied in
der Verteilung von Homozygoten und Heterozygoten.

Die in der Literatur [223] beschriebene 100%ige plopg des T-Allels von T874A mit 12
CA-Repeats konnte nicht bestatigt werden: Bei sechs Probariti®©b%) war das T-Allel
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mit anderen Allelen gekoppelt (siehe auch 4.2.4[3g Einzelfalle sind in Tab. 45

dargestellt.

Tab. 43, T-1615C, T874A und A5171G sind nicht mit einesjpwen Atopieanamnese assoziiert

Atopie
negative positive
Atopieanamnese Atopieanamnese
N % N % OR 95% KiI p-Wert

T-1615C TT 76 36,7 37 40,2

TC 113 54,6 40 43,5 0,73 0,43-1,24 0,24

CcC 18 8,7 15 16,3 1,71 0,78-3,77 0,18
T874A TT 33 15,7 17 18,1

TA 115 54,8 43 45,7 0,73 0,37-1,44 0,36

AA 62 29,5 34 36,2 1,07 0,52-2,19 0,86
A5171G AA 42 38,2 21 36,8

AG 53 48,2 25 43,9 0,94 0,47-1,91 0,87

GG 15 13,6 11 19,3 1,47 0,57-3,75 0,42
T-1615C TT 76 36,7 37 40,2

TC+CC 131 63,3 55 59,8 0,86 0,52-1,43 0,56
T874A TT 33 15,7 17 18,1

TA + AA 177 84,3 77 81,9 0,84 0,44-1,61 0,60
A5171G AA 42 38,2 21 36,8

AG + GG 68 61,8 36 63,2 1,06 0,55-2,05 0,87
T-1615C TT+TC 189 91,3 77 83,7

CcC 18 8,7 15 16,3 2,05 0,98-4,26 0,05
T874A TT + TA 148 70,5 60 63,8

AA 62 29,5 34 36,2 1,35 0,81-2,26 0,25
A5171G AA + AG 95 86,4 46 80,7

GG 15 13,6 11 19,3 151 0,65-3,56 0,34

Tab. 44, T-1615C, T874A und A5171G sind nicht mit dem I§giegel (< und 100 kU/I) assoziiert

IgE
<100 ku/l = 100 ku/l
N % N % OR 95% KiI p-Wert
T-1615C TT 87 39,5 26 32,9
TC 106 48,2 47 59,5 1,48 0,85-2,59 0,16
CcC 27 12,3 6 7,6 0,74 0,28-2,00 0,56
T874A TT 38 16,9 12 15,2
TA 114 50,7 44 55,7 1,22 0,59-2,55 0,59
AA 73 32,4 23 29,1 1,00 0,45-2,22 1,00
A5171G AA 47 37,9 16 37,2
AG 58 46,8 20 46,5 1,01 0,47-2,17 0,97
GG 19 15,3 7 16,3 1,08 0,38-3,05 0,88
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Tab. 44, Fortsetzung

T-1615C TT 87 39,5 26 32,9

TC+CC 133 60,5 53 67,1 1,33 0,78-2,29 0,30
T874A TT 38 16,9 12 15,2

TA + AA 187 83,1 67 84,8 1,14 0,56-2,30 0,73
A5171G AA a7 37,9 16 37,2

AG + GG 77 62,1 27 62,8 1,03 0,50-2,11 0,94
T-1615C TT+TC 193 87,7 73 92,4

cC 27 12,3 6 7,6 0,59 0,23-1,48 0,26
T874A TT +TA 152 67,6 56 70,9

AA 73 32,4 23 29,1 0,86 0,49-1,50 0,58
A5171G AA + AG 105 84,7 36 83,7

GG 19 15,3 7 16,3 1,08 0,42-2,77 0,88

Tab. 45, Ausnahmen der Kopplung zwischen IFNG T874A undAteahl der CARepeats bei Blutspendern

Anzahl der CARepeats Typisierung T874A Anzahl der Falle
(CA)1A(CA)13 TIT 1
(CA)1/(CA)13 TIA 4
(CA)1d(CA)14 T/A 1

4.2 Neugeborene

Das Kollektiv wurde unter der Annahme untersuclassdbei Neugeborenen durch den
weitgehenden Ausschluss von Einwirkungen extraugerUmweltfaktoren die Hohe des
IgE-Spiegels wesentlich durch genetische Faktoesmiflusst sein musste.

Von den insgesamt 113 untersuchten Nabelschnurbh#p mussten vier ausgeschlossen
werden, da es sich um Zwillingsgeburten handele.viger weiteren Proben lag der IgA-
Wert, der zum Ausschluss einer Kontamination mitterlichem Blut gemessen wurde,
Uber der zulassigen Grenze. Bei funf weiteren Rrolar die DNA-Konzentrationen so
gering, dass damit keine Ergebnisse zu erzielemrwaBomit wurden 100 Neugeborene
eingeschlossen.

Von diesen 100 Neugeboren waren 28 (28,0%) manni2h(32,0%) weiblich, bei 40
(40,0%) war das Geschlecht nicht bekannt.

4.2.1 6% der Neugeborenen zeigten erhdhte IgE-SSpiegel

Bei der Messung des IgE-Spiegels lagen 79% dereéMearter der Nachweisgrenze von
0,35 kU/l. Der Maximalwert betrug 4,48 kU/l. Ubererd in der Literatur als
Ausgangspunkt fur erhdhte IgE-Spiegel bei Neugetmreangegeben Wert von 0,9 kU/I
[15, 19, 226] wurden sechs Proben gemessen (6 %).
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4.2.2 ILAR G-3223A und S478P sind nicht mit dem-Bjiegel assoziiert

Beide IL4R-Polymorphismen befanden sich im HardywWerg-Equilibrium (S487P:
p = 0,38; G-3323A: p = 0,47; chi-Quadrat nach Regts

Assoziationen mit dem IgE-Spiegel lie3en sich wddeS487P noch fiur G-3223A zeigen
(Tab. 46). Auch die getrennte Untersuchung nachcldesht erbrachte kein anderes

Ergebnis.

Tab. 46, S478P und G-3223A sind nicht mit dem IgE-SpielgE kleiner oder gro3er 0,9 kU/l) bei
Neugeborenen assoziiert

IgE
< 0,9 kul/l = 0,9 kul/l
N % N % OR 95% KiI p-Wert
S478P SS 62 66,7 4 66,7
SP 28 30,1 1 16,7 0,55 0,06-5,18 0,60
PP 3 3,2 1 16,7 5,17 0,43-61,62 0,15
G-3223A GG 34 41,0 1 20,0
GA 35 42,2 3 60,0 2,91 0,29-29,41 0,34
AA 14 16,9 1 20,0 2,43 0,14-41,60 0,53
S478P SS 62 66,7 4 66,7
SP + PP 31 33,3 2 33,3 1,00 0,17-5,76 1,00
G-3223A GG 34 41,0 1 20,0
GA + AA 49 59,0 4 80,0 2,78 0,30-25,93 0,35
S478P SS + SP 90 96,8 5 83,7
PP 3 3,2 1 16,7 6,00 0,53-68,55 0,11
G-3223A GG+ GA 69 83,1 4 80,0
AA 14 16,9 1 20,0 1,23 0,13-11,87 0,86

4.2.3 IFNG
4.2.3.1 Das IFNG CARepeat bei Neugeborenen ist nicht mit dem IgE-Spiegsbasert

Die Allel- und Genotypfrequenzen befinden sich mbT39 im Anhang. Dabei bestehen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Bleslern, den Neugeborenen, [106]
und [107] bis auf das Auftreten des bis dahin niikannten Allels mit 18 CA/&Repeatsim
Neugeborenenkollektiv. Die Verteilung der Allelkométionen des CARepeats befindet
sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium (p = 0,15; Exakest).

Es zeigte sich keine Assoziation eines Allels neindgE-Spiegel (IgE kleiner oder grol3er

0,9 kU/I; p= 0,40; Fisher’'s Exakt-Test; Tab. 47).
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Tab. 47, Das IFNG-CARepeat ist nicht mit dem IgE-Spiegel (IgE kleiner oderd@er 0,9 kU/I) bei
Neugeborenen assoziiert

Anzahl der CA- IgE-Spiegel
Repeats < 0,9 kU/ > 0,9 kU/l
(Allelpositivitat) N (%) N (%) N (%) p-Wert
11 1 (1,0 1 (1,1) 0 (0,0 1,60
12 74 (74,0) 70 (74,5) 4 (66,7) 0,85
13 70 (70,0 66 (70,2) 4 (66,7) 1,00
14 8 (8,0) 7 (7,4) 1 (16,5) 0,40
15 7 (7,0 7 (7,4) 0 (0,0 1,60
18 1 (1,0) 1 (1,1) 0 (0,0) 1,60
gesamt 100 94 6

2 Fisher’s Exakt-Test

4.2.3.2 IFNG T874A ist nicht mit dem IgE-Spiegel Neugeborenen assoziiert

Die Typisierung der Punktmutation, die sich direkr dem oben beschriebenen CA-
Repeat befindet, ergab eine Allelfrequenz fir das T-Alleh T874A von 46,8%, fur A874
von 53,2%. Die Variante befand sich auch bei dengdborenen im Hardy-Weinberg-
Equilibrium (p = 0,51; chi-Quadrat-Analyse nach iBea).

Auch bei den Neugeborenen konnte die in der Lier§223] beschriebene 100%ige
Kopplung des T-Allels mit 12 C/ARepeats nicht bestatigt werden: Bei vier Neugeborenen
(4,0%) stimmte das Ergebnis der Typisierung niclttdar Anzahl derRepeats Uberein.
Die genaue Aufstellung ist in Tab. 48 dargestellt.

Auch hier lasst sich kein Zusammenhang zwischerSpiegel und der Variante T874A
herstellen (Tab. 49). Auch die getrennte Untersnghnach Geschlecht erbrachte kein

anderes Ergebnis.

Tab. 48, Ausnahmen der Kopplung zwischen T874A und deraishder CARepeats bei Neugeborenen

Anzahl der CARepeats T/IA Anzahl der Félle
(CA)1(CA)12 T/A 1
(CA)12/(CA)13 T/A 1
(CA)12/(CA)13 TIT 1
(CA)14(CA)13 A/A 1
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Tab. 49, T874A ist nicht mit dem IgE-Spiegel (IgE kleiraer gréRer 0,9 kU/I) bei Neugeborenen assoziiert

IgE
< 0,9 kul/l = 0,9 kul/l
N % N % OR 95% KiI p-Wert
T874A TT 18 20,2 1 20,0
TA 46 51,7 3 60,0 1,17 0,11-12,04 0,89
AA 25 28,1 1 20,0 0,72 0,04-12,29 0,82
T874A TT 18 20,2 1 20,0
TA + AA 71 79,8 4 80,0 1,01 0,11-9,64 0,99
T874A TT+TA 64 71,9 4 80,0
AA 25 28,1 1 20,0 0,64 0,07-6,01 0,69
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5 Diskussion
5.1 Der IgE-Spiegel als intermediérer Atopie-Phgpot

Der IgE-Serum-Spiegel wurde als ein Marker fur A¢operangezogen. In Tab. 19 ist zu
sehen, dass sich der IgE-Spiegel bei den Probaguakenls Indikator fur Atopie eignet.
Eine positive Atopie-Anamnese ist signifikant mrh@&hten IgE-Werten assoziiert (p <
0,001; chi-Quadrat nach Pearson).

Die Auswertung des Fragebogens ergab neben detiveosiAssoziation von eigener
Atopieanamnese und Familienanamnese einen héherteil »on Frauen bei Personen mit
Neurodermitis (p = 0,002; chi-Quadrat nach PearsBnjdien zeigen, dass im Alter von 6
bis 12 Jahren Jungen h&ufiger von Neurodermitisoffeh sind, wahrend in der Gruppe
der 16jahrigen Madchen starker vertreten sind [2238]. In wie weit sich diese Ergebnisse
auf Erwachsene Ubertragen lassen, ist unklar. Matal. [229] konnte flr japanische
Erwachse keinen Geschlechtsunterschied in der Irizvaon Neurodermitis- feststellen.
Weiter zeigt sich, dass Manner htéhere IgE-Spiegéleisen als Frauen ( p = 0,021;
Mann-Whitney-Test). Auch bei Marsh et al. [65] fatdsich diese Beobachtung, bei
Kimpen et al. [230] auch fur IgE-Spiegel aus Natlehrblut. In dem hier vorliegenden
Neugeborenenkollektiv lagen 79% der Werte fur dek-$piegel unterhalb der
Nachweisgrenze, weswegen hierzu keine Aussageffgetnwerden konnte. Es zeigte sich,
dass Manner im gesamten Lebenszeitraum von 6 bigf¥en einen héheren IgE-Spiegel
aufweisen als Frauen [32].

Rauchen als Umweltfaktor war in anderen Studienemithten IgE-Werten assoziiert. Bei
den Probanden der vorliegenden Studie konnte Rauchls Kofaktor jedoch
ausgeschlossen werden. Bei Rauchern und Nichtrau¢aeden sich keine signifikanten
Unterschiede (p = 0,789; chi-Quadrat nach Pearson).

Der IgE-Wert im Nabelschnurblut zeigte in mehrer&tudien einen positiven
Zusammenhang zwischen erhdhten Werten und der &dtmg atopischer Erkrankungen
[18, 19, 20]. Bei 80,2% der Kinder mit erh6hten4g8giegeln (> 0,9 kU/I) zeigten sich vor
dem sechsten Lebensjahr die Symptome einer Atdfie In dieser Studie hatten 6,0% der
Neugeborenen einen IgE-Spiegel Uber 0,9 kU/I. Inldeeratur finden sich Werte von
9,0% [231] und 12,6% [19].

Die vorliegenden Daten lassen den Schluss zu, dessIgE-Spiegel einen geeigneten

intermediaren Phanotyp fur Atopie darstellt.
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5.2 Das Gen flr dia-Kette des Interleukin-4-Rezeptors

Zahlreiche Studien zur Assoziation von Genvariangan I[L4R-Gen mit Atopie-
Phanotypen sind mit widerspruchlichen Ergebnisgribliziert worden. Bei Kruse et al.
[110] fand sich eine Assoziation fir die IL4AR-Genaate Q551R mit erniedrigten IgE-
Spiegeln, bei Hershey et al. [108] und Rosa-Rosal.€gt109] wiederum war das R551-
Allel mit Atopie und Asthma assoziiert.

Auch fir den IL4AR-SNP 150V sind die Ergebnisse wsgelchlich. Ober et al. [117]
konnte fur das Allel V50 eine Assoziation mit Ategierstellen. Bei Mitsuyasu et al. [113]
fand sich fur das 150-Allel Assoziation mit erhamtigE-Spiegeln und Asthma. Dagegen
sind die Ergebnisse fir S478P einheitlicher: dreid®en [85, 110, 116] zeigen fur das
P478-Allel eine Assoziation mit verminderten Iggiyeln.

In dieser Studie zeigten sich keine Unterschiedscven dem urspriinglich untersuchtem
Kollektiv [116] und dem Replikationskollektiv in dé&/erteilung der Homozygoten und
Heterozygoten. Die Assoziation der untersuchtenRHSNPs mit IgE-Spiegeln bei
Nichtatopikern, die in [116] gefunden wurde, ligBhsweder fur das Vergleichskollektiv
noch fir das Gesamtkollektiv fir keinen der vielyRmrphismen reproduzieren @@
0,101).

Es ist unwahrscheinlich, dass die bekannten Vamawkes Interleukin-4-Rezeptors eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der Atopie spieluch in vielen anderen Studien
[111] [78, 107, 112, 114] konnte in jungerer Zewirk Zusammenhang einer IL4R-

Genvariante mit einem Atopie-Phanotyp gefunden werd

5.3 Interleukin-4

Das Gen fur IL-4 liegt in der Region 5931, die mgthma und Atopie gekoppelt ist. Ein
DinukleotidRepeat im zweiten Intron war in verschiedenen Populatiomeit erhdhten
IgE-Spiegeln [65, 66] und Asthma [66] assoziiert.

Rosenwasser et al. [71] konnte fur eine Varianteder 5-Region (C-590T) eine
Assoziation mit erhdhten IgE-Serum-Spiegeln feBeste(p=0.003). In spateren Studien
[120] konnte er zeigen, dass es durch den Basenmest zu einer hoheren
Bindungsaffinitat von Transkriptionsfaktoren, eirg@steigerten IL-4-Aktivitdt und einem
erhohten IgE-Spiegel kommt. Aul3erdem fanden sicdoAiationen zu Heuschnupfen [72],
Asthma [73], Neurodermitis [75, 76] und Atopie [7i8] australischen, kanadischen und

japanischen Studien.
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In dieser Studie jedoch zeigte sich keine Assamativeder mit erhéhten IgE-Spiegeln,
noch mit Atopie oder Heuschnupfen, Asthma und Neemmitis. Auch Dizier et al. [77],

Hakonarson et al. [78] und Liu et al. [79] konntBesen Zusammenhang nicht bestatigen.

5.4 CNS-1

Die Conserved-Noncoding-Sequence-1 liegt zwischen den Genen fiir IL4 und IL13 in der
asthma- und atopiegekoppelten Region 5q31. Es diedMdglichkeit diskutiert, dass
CNS1 zu den sogenanntkacus Control Regions gehdrt. Fur transgene Mause konnte ein
Einfluss der Sequenz auf die Konzentration von,|Ll-413 und IL-5 gezeigt werden [144].
Fur den hier erstmals beschriebenen Polymorphisreigs sich eine Assoziation mit dem
untersuchten Phanotyp positive Atopieanamnese cledoorisieren wir die Moglichkeit,
dass es sich hier um ein falsch positives Ergebarglelt, da sich keine Assoziation der

Variante mit dem IgE-Spiegel fand .

5.5 Interleukin-13

Das IL13-Gen liegt zusammen mit IL4 und IL5 auf @hosom 5g31. In
tierexperimentellen Studien konnte nachgewieserdeverdass sich durch Anderung des
IL-13-Spiegels ein Asthmaphanotyp mit Atemwegshigegibilitat, Erhéhung der
eosinophilen Leukozyten im Bronchialgewebe und eii®erproduktion von Schleim
induzieren lie3 [151]. Auch zeigte der IgE-Spiegiele Abhangigkeit von IL-13 [153, 154,
156]: In Mausmodellen kam es auch unter Abwesentwitll-4 zu einer Expression von
IgE nach Stimulation mit 1I-13.

In der Literatur finden sich Assoziationen des T-2-RAllels mit Asthma [80, 84] und
bronchialer Uberreaktion [84]. AuRerdem stellte wlm Pouw Kraan et al. [80] bei TT-
Homozygoten eine veranderte Regulation der IL-1&dRktion und eine erhéhte Bindung
von Transkriptionsfaktoren fest. Er kam zu dem Brgg dass das T-Allel mit einer
Pradisposition zu allergischem Asthma assoziiért is

Im Gegensatz zu diesem Ergebnis zeigte die IL-13avite C-1112T in dieser Studie
keine Assoziation mit einem Atopie-Phanotyp. Dietewschiedlichen Ergebnisse sind
wahrscheinlich nicht auf genetisch verschiedenaiRgipnen zurtickzufiihren. Die Studien
[80] und [84] wurden mit niederlandischen Probanddurchgefiihrt. Auch in den
Genotypfrequenzen findet sich kein Unterschied (6%4%, CT: 32,1%, TT: 4,5%, [84]).

Es existieren weitere Studien, die keinen Zusammuagplzwischen dieser Variante und
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einem Atopie-Phanotyp feststellen konnten. Hakaramst al. [78] gelang es nicht, eine
Assoziation mit Asthma nachzuweisen. Somit ist\Mehrscheinlichkeit gering, dass der
untersuchte IL-13-Polymorphismus fur die Kopplungr dsenregion 5931 mit Atopie

verantwortlich ist.

5.6 Interferon-regulierender-Faktor-1

IRF1 gehort ebenfalls zu den Genen, die in der dte@iq31 lokalisiert sind. In der

Literatur fand sich Kopplung von IRF-1-Markern mt Crohn [84], IgE-Spiegel [65] und

Asthma [181].

Assoziation mit juveniler idiopathischer Arthrit{dlA) zeigte eine Variante in der 3'-
Region (G7311A) von IRF-1 [124]. Dabei waren dien@gpfrequenzen fur 7311AA-

Homozygote in der Gruppe der Patienten geringeinalen Kontrollen (p = 0,0002). Geht
man von einer verstarkten Thl-Antwort bei der JIA pathophysiologische Grundlage
aus, so sollte bei Vorliegen einer Homozygotie fias 7311A-Allel und somit einer

verstarkten Th2-Antwort erhdhte IgE-Konzentrationemd erhohte Atopie-Pravalenzen
finden lassen.

Bei keinem der untersuchten Atopie-Phanotypen zaigh in dieser Studie eine

Assoziation mit einer IRF1-Genvariante. Damit sauth die untersuchten IRF-1-SNPs

als Ursache fur die beobachtete Kopplung in der&pon wenig wahrscheinlich.

5.7 Toll-like-Rezeptor-4

TLR-4 bildet gemeinsam mit CD14 den Rezeptor fUSLP87] und ist somit ein wichtiges
Glied in der Kette der Th1-Antwort.

Beim Menschen zeigten zwei Varianten in der exthalZzeen Doméane, D299G und T399I,
eine Hyporesponsibilitat auf LPS nach LPS-Inhata{ib94]. Im Gegensatz zu [194] und
[199] waren hier beide Polymorphismen zu 100% méeder gekoppelt, wie auch bei
[197].

Die Hygienehypothese geht von einem protektivenuchkor Atopie bei einem friihen

Kontakt mit LPS aus. Da fur die Allelvarianten G299d 1399 eine verminderte Reaktion
auf LPS gefunden wurde, mussten Personen mit dMsgationen eine verstarkte Neigung
zu Atopie zeigen. In dieser Studie konnte kein Aus&nhang zwischen G299 und 1399
mit der Atopieanamnese oder dem IgE-Spiegel gefuneerden. Auch Raby et al. [198]

konnte fur Varianten im Gen fiur TLR4, darunter aubB99G und T399I, keine
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Assoziation mit Atopie herzustellen, wie auch Réwtdal. [199] fur Multiple Skleose und

Feterowski et al. [200] fur Sepsis.

5.8 Interferony

IFN-y ist eines der wichtigsten Zykokine, die die ThltAort steuern. Die kodierenden
Abschnitte des Gens sind hochgradig konservierei Brbeitsgruppen [105, 214, 215]
konnten keine Mutationen im kodierenden Abschrégithweisen. In den Introns dagegen
sind eine Vielzahl von Varianten bekannt, unteresach ein CARepeat im ersten Intron.

In der Literatur wurden Assoziationen des 12-CAeAImit hbheren IFN-Spiegel als bei
Allelen mit 13, 14 oder 15 CAMRepeats [106, 221] beschrieben. Daher wurde die
Hypothese aufgestellt, dass Personen mit 12R8geats ein geringeres Risiko fiir Atopie
und erhohte IgE-Spiegel besitzen. Andersherumesolfthl-gepragte Erkrankungen wie
z.B. Rheumatoide Arthritis (RA) oder Insulin-abhéygy Diabetes mellitus (IDDM)
gehauft auftreten. Bei Studien zu IDDM wurde dagelAinit 12 CA-Repeats mit einer
erhohten IDDM-Pravalenz in Verbindung gebracht [218 einer anderen Studie [107]
hatten Personen mit zwei 13-(Repeat-Allelen ein erhéhtes Risiko fir Heuschnupfen.
Die Ergebnisse einer japanische Studie [86], eirssoaiation des Allels mit 16 CA-
Repeats zu einem erniedrigten Risiko und das Allels mit(&8-Repeat zu einem erhdhten
Risiko fur Asthma, lassen sich wahrscheinlich niaht Personen européaischer Herkunft
Ubertragen. Wahrend in europdischen Studien dasl Alit 12 CARepeats eines der
haufigsten war (41,2-48,0%), hatten nur 9,2% dpadar dieses Allel.

In der vorliegenden Studie fanden sich keine Hisediir die Hypothese, dass Personen
mit 12 CA-Repeats niedrigere IgE-Spiegel haben. Auch die Ausssagesdhen mit dem
Allel mit 14 Repeats wirden eine geringere Pravalenz von Atopie au@veigonnte nicht
belegt werden. Auch konnten Cartwright et al. [288Y Dai et al. [216] die Assoziation
zwischen IFNG-CARepeat-Allelen mit erhdhten IFN-Spiegeln nicht reproduzieren.

Die Ergebnisse der Genotypisierung der IFNG-SNR$T5C, T874A und A5171G geben
keine Hinweise darauf, dass Varianten im Gen fidGFnit Atopie-Phanotypen assoziiert

sind.

5.9 Untersuchungen an Neugeborenen

Der Hintergrund fur die Untersuchung von Neugeberenwar, eine genetische

Assoziationsstudie  durchzufuhren, die unabhangign v@&Jmweltfaktoren war.
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Umweltfaktoren, die sonst auf das Individuum eiteir und die auch die Auspragung von
Atopie und die Hohe des IgE-Spiegels beeinflusssatifen bei der Untersuchung von
Neugeborenen weitgehend ausgeschaltet werden.rBiilRion von IgE-Antikdrpern, die
mit der 11. Gestationswoche beginnt [15], solltexrdadealerweise vorwiegend von
genetischen Faktoren abhangen.

Die Hohe des IgE-Spiegels von Neugeborenen zeigtahreren Studien eine Korrelation
zwischen erhéhten Werten und der spateren Entwigkktopischer Erkrankungen [18]
[19, 20]. Bei 80,2% der Kinder mit erh6hten IgE-&mIn (> 0,9 kU/I) zeigten sich vor
dem sechsten Lebensjahr die Symptome einer Atapie [

Der Prozentsatz der Kinder mit erhdhten IgE-Spiegeér in dieser Studie jedoch zu
gering, um Aussagen Uber Assoziationen des IgEg8[sienit den Varianten in den Genen
von IL-4 und IFNy zu machen. Nur 6% lagen lber dem in der Literangegebenen

Grenzwert fur erhdhte IgE-Spiegel.

5.10 Zusammenfassung

Die Genregionen 531, 9931, 12914 und 16pl2 wurdemehreren genomweiten
Kopplungsanalysen als Genorte fur allergische Hiwagen identifiziert. In diesen
Regionen liegen unter anderem die in dieser Studiersuchten Gene IL4, CNS1, IL13,
IRF1, TLR4, IFNG und IL4R. Fir einige dieser Generaen von anderen Autoren
Assoziationen zwischen Polymorphismen und AlleRfginotypen festgestellt. Die
Ergebnisse der publizierten Assoziationsstudied gdoch widersprtchlich.

In dieser Studie war keine der untersuchten Geamntan mit einem intermediaren oder
distalem Allergie-Phanotyp assoziiert.

Die in der Literatur zuvor beschriebenen Assozraio konnten alle in mindestens einer
weiteren Studie nicht repliziert werden, oder digdgken kamen zu einem gegensatzlichen
Ergebnis. Der wichtigste Grund fur widerspruchlichErgebnisse genetischer
Assoziationsstudien ist das zuféllige Auftreterséatpositiver Ergebnisse (Typ | Fehler).
Ein weiterer wichtiger Grund ist die posteriori Untersuchung von Subgruppen ohne die

notwendige Bonferroni-Korrektur fir multiples Tas{@32, 233].
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Als Ergebnis dieser Untersuchung zeigt sich, dasls die common variant/common
disease-Hypothese fur die untersuchten Gene nicht bestétigasst. Ob die
Gegenhypotheseare mutation/common disease” [201] zutrifft, miUsste in weiteren, jedoch
sehr aufwendigen Studien untersucht werden, die Resequenzierung der implizierten
Genabschnitte bei den Probanden einschlief3t.

Abschliel3end lasst sich feststellen:

1. Es konnten in dieser Studie keine Hinweise daj@funden werden, dass die
untersuchten Genvarianten mit einem Allergie-Phgm@issoziiert sind. Dieocmon
variant/common disease-Hypothese liel3 sich nicht bestatigen.

2. Viele Assoziationsstudien zur genetischen Gramell der Allergie und anderer
polygener Erkrankungen sind mit falsch-positivegdbmissen (Typ | Fehler) publiziert
worden.

3. Kiunftig sollten genetische Assoziationsstudiear rpubliziert werden, wenn die
Ergebnisse durch Replikation der Untersuchung arereunabhéngigen Kohorte

bestétigt worden sind.

5.11 Summary

The gene regions 5g31, 9931, 12914 und 16pl2 vdengtified in many genome wide
studies as gene regions in linkage with allergienatypes. In these regions the genes for
IL4, CNS1, IL13, IRF1, TLR4, IFNG, and IL4R are &ed which were analysed in this
study. Some authors described association betwagmprphisms and allergic phenotypes
but the results were contradictory to each other.

In this study no association was found betweenaih@ysed gene polymorphisms and
intermediate or a distant allergic phenotypes.

Previously described associations were not repexiuc at least one further study, or
contrasting results were obtained. The most impoffiactor for non-replication are false
positive results by chance (type 1 error). Anothmeportant reason is that analysis of
subgroups are performead posteriori without Bonferroni correction for multiple testing
[232, 233].

In conclusion, we did not confirm tle®mmon variant / common disease hypothesis for the
analysed genes. Further studies might prove ridr@ mutation / common disease
hypothesis [201]. Prove of this hypothesis willugq extensive resequencing of patients

and controls.
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The final conclusion is:
1. We did not find association of the analysed gear@ants and allergic phenotypes. The

common variant / common disease hypothesis must be rejected.
2. Previously published association studies for dbeetic basics of allergic phenotypes

were not replicated (type 1 error).
3. Genetic association studies should only be phbd after validation in an external

replication sample.
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Anhang

Standardfragebogen Atopie

Name und Vorname:

Geburtsdatum:

Bestehen oder bestanden in der Vergangenheit bei Ihnen eine oder mehrere
der unten aufgefuhrten Gesundheitsstérungen ?

1. Heuschnupfen oder Pollenallergie ? [1ja [0 nein [ weifs nicht
2. Hausstauballergie ? [1ja [1 nein [] weifd nicht
3. Allergisches Asthma bronchiale ? [1ja [0 nein [ weifs nicht

4. Allergisches Hautekzem oder Neurodermitis? [1 ja [ nein [] weifs nicht

5. Ist bei Ihnen in der Vergangenheit ein
Allergietest durchgefiihrt worden ? 1ja [ nein [J weifd nicht

a) Falls der Allergietest positiv ausgefallen ist — gegen welche Substanzen
reagieren Sie allergisch ?

6. MUssen oder mussten Sie wegen einer der oben aufgefuhrten allergischen
Erkrankungen gelegentlich oder regelméfig Medikamente einnehmen (z.B.
Augentropfen, Nasensprays, Dosieraerosole fiur die Lunge, Tabletten, Salben) ?

1ja [0 nein [J weifs nicht

7. Sind bei lhren leiblichen Eltern oder bei Ihren leiblichen Geschwistern eine oder
mehrere der unter 1-4 aufgefuihrten allergischen Erkrankungen bekannt ?

[1ja [l nein [] weifs nicht

8. Sind Sie Raucher(-in), Exraucher(-in) oder Nichtraucher(-in) ?
1 Raucher(-in) [ Exraucher(-in) [] Nichtraucher(-in)

Vielen Dank fur Ihre Mitarbeit !

Abb. 7, Fragebogen mit Fragen nach Heuschnupfen, Pdikegi&, Hausstauballergie, allergisches Asthma
bronchiale, allergisches Hautekzem und Neurodesniiter Fragebogen wurde von den Teilnehmern
der Studie ausgefullt zuriickgegeben.
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Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie:
Die Haufigkeit und Rolle von Interleukin-4-Rezeptor-Mutationen bei
Blutspendern

NaM . e Aufkleber

Ich bin einverstanden, dass mir im Rahmen o0.g. Studie 20 ml Blut enthommen
werden. Ich habe keine weiteren Fragen mehr und willige hiermit in die o.g.
Untersuchung ein.

Giessen, deN....ve e,
Unterschrift des TeINENMEIS. .. e

Unterschrift des aufklarenden
ArZEES [ DOKIOr AN N e

Abb. 8, Einverstandniserklarung fir die Teilnahme aneli€tudie.

Tab. 7, Primernamen, Primersequenzen und Produktlangegieelnen untersuchten Polymorphismen

Polymorphismus Primer Sequenz 5- 3’ Produkt
IL4AR

150V lle50-up CTG CAG AGC CCACACGTGTA 150 bp
Val50-up TGC AGA GCC CACACG TGT G 149 bp
50-common-do CTG GGC TTG AAG GAG CCC TTC

S411L Ser411-do TGAGCACTC GTACTT CCC G 248 bp
Leud411-do TGAGCACTCGTACTT CCCA 248 bp
411-commom-up CGATGT GTG GAG TTG TTT GAG

S478P Ser478-up TTA CCG CAG CTT CAG CAACT 163 bp
Pro478-up TAC CGC AGC TTC AGC AACC 162 bp
478-common-do CCAGGTTTCTGG CTCAGGTT

Q551R GIn551-lo CAC CGC ATG TAC AAACTCCT 143 bp
Arg551-lo CAC CGC ATG TAC AAACTC CC 143 bp
551-common-up AGC TCT CTG AGC CAACCAC

G-3223A 2Pro 887 wild CTT TAT CTG TGACTG CTC CG abp
2Pro 887 mut ACT TTATCT GTG ACT GCT CCA 151 bp
3Pro 887 com AGG GAT GTATGG GAACTCTC
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Tab. 7 (Fortsetzung), Primernamen, Primersequenzen umluRtldngen der einzelnen untersuchten
Polymorphismen

Polymorphismus Primer Sequenz 5°- 3’ Produkt
IFNG
T874A IFN 874-T TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA 262 bp
TCT
IFN 874-A TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA 262 bp
TCA
IFN 874-com TCA ACAAAG CTG ATACTC CA
T-1615C 3IFNG 5wild ATC TAG CTA TAT GAT TGT GAG 200 bp
TTAG
3IFNG 5mut ATC TAG CTA TAT GAT TGT GAG 200 bp
TTAA
3IFNG 5com AAT GTG CAA AAATAATAATAAAC
A5171G IFNG 3a CCTTCCTATTTCCTCCTT CA 284 bp
IFNG 3g CCTTCCTATTTCCTCCTT CG 284 bp
IFNG 3com AGG CAT GTA GTAGGT ACT CCA
CNS-1
CNS-wild GGG GAAATG GTG TCC AGC 192 bp
CNS-mut GGG GAA ATG GTG TCC AGG 192 bp
CNS-com CCTTTT CTT GGG GAA AGT GA
TLR4
TLR4 299 2TLR4 299 wild CTT AGA CTACTA CCT CGATGA 191 bp
2TLR4 299 mut CTT AGA CTACTACCT CGATGG 191 bp
TLR4 com GCC TTT TGA GAG ATT TGA GT
TLR4 399 2TLR4 399 wild TCA AAG TGATTT TGG GAC AAC 204 bp
2TLR4 399 mut TCAAAG TGATTT TGG GAC AAT 204 bp
TLR4 399 com CTG GTG TGA GTA TGA GAA ATG
IL-4
IL-4C-590T C-590T wild AAA CTT GGG AGAACATTG TC 21 bp
C-590T mutiert AAACTT GGG AGAACATTGTT 211 bp
C-590T com TTG TAATGC AGT CCT CCT GG
IL-13
IL-13C-1112T C-1112T wild TGG AGG ACT TCT AGG AAAG 194 bp
C-1112T wild TGG AGG ACT TCT AGG AAA AT 194 bp
C-1112T wild TAAGTG TTCCTAGTG CCACTG G
interne Kontrolle
CRP CRP 1 CCAGCCTCTCTCATGCTTTTG GCC 440 bp
AGA CAG
CRP 2 GGG TCG AGG ACA GTT CCG TGT

AGA AGT GGA
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Tab. 9, PCR-Protokolle der verschiedenen Polymorphismen

ILAR-Polymorphismen 150V, S411L, S478P, Q551R, G3%®
Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
1. Lauf 95°C 30sec
65°C 1 min 10 x
2. Lauf 95°C 30 sec
61°C 50 sec 23 x
72°C 40 sec
Stop 4°C 8
IFNG-Polymorphismus T-1615C
Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
1. Lauf 95°C 20 sec
60°C 40 sec 10 x
72°C 30 sec
2.Lauf 95°C 20 sec
57°C 40 sec 22 x
72°C 30 sec
Stop 4°C 8
IFNG-Polymorphismus T874A
Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
1. Lauf 95°C 20 sec
60°C 50 sec 10 x
72°C 40 sec
2.Lauf 95°C 20 sec
56°C 50 sec 23 x
72°C 50 sec
Stop 4°C 8
IFNG-Polymorphismus A5171G
Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
1. Lauf 95°C 20 sec
61°C 40 sec 10 x
72°C 30 sec
2.Lauf 95°C 20 sec
58°C 40 sec 22 x
72°C 30 sec
Stop 4°C 8
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Tab. 9 (Fortsetzung), PCR-Protokolle der verschiedendynRarphismen

Polymorphismus CNS-1
Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
1. Lauf 95°C 30 sec
63°C 1 min 10 x
2. Lauf 95°C 30 sec
59°C 50 sec 23 x
72°C 40 sec
Stop 4°C 8
Polymorphismus IL-4
Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
1. Lauf 95°C 20 sec
60°C 50 sec 10 x
72°C 40 sec
2.Lauf 95°C 20 sec
58°C 40 sec 23 x
72°C 40 sec
Stop 4°C 8
Polymorphismus IL-13
Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
1. Lauf 95°C 20 sec
60°C 50 sec 10 x
72°C 40 sec
2.Lauf 95°C 20 sec
58°C 50 sec 23 x
72°C 40 sec
Stop 4°C 8
Polymorphismus TLR4 299, TLR4 399
Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 min
1. Lauf 95°C 20 sec
61°C 50 sec 10 x
72°C 40 sec
2.Lauf 95°C 20 sec
57°C 50 sec 23 x
72°C 40 sec
Stop 4°C 8
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ILARO -

—

ds3s 1 2 1 2 12 3

~ CRP-

~IL4Ra -

~CRP

~IL4Ra

w W w m m m

Abb. 10, Ergebnisse der SSP-PCR fir alle moglichen Geeotyger IL-4Ri-Polymorphismen 150\
S411L, S478P, Q551R und3223T. In der mit 1 bezeichneten Bahn ist jeweds &rgebni
fur das Primerpaar des Wild-Tyjllels, in Bahn 2 das fur das Primerpaar des migiieAllels
gezeigt. In Bahn 3 befindet sich eine 100bp Leitex. bedeutet Homozytogie fir das Wild-
Typ-Allel, wm Heterozytogie und mm Homozytogie fir dastierten Allel. a) 150V, b) S411
c) S478P, d) Q551R und e) C-3223T
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b)
CAGC CC CAGNCC
ww wm
~CRP

W W w m

Abb. 11, CNS-1 a) Ergebnis der Typisierung mit SBER. In der mit 1 bezeichneten Bahn ist jeweils
Ergebnis fur das Primerpaar des Wild-TAdtels, in Bahn 2 das fir das Primerpaar des mietr
Allels gezeigt. In Bahn 3 befindet sich eine 10Qaiter. ww bedeutet Homozytogie fir das Wild-
Typ-Allel, wm Heterozytogie. b) Ergebnis der Seagierung

AT GNTA AT GGTA

wm

d)
CTGGTT CTGNT T CTGATT

~CRP ww

Abb. 12, TLR4 Ergebnis der Typisierung 1
~TLR4 SSPPCR. In der mit 1 bezeichne
399 Bahn ist jewes das Ergebnis fur d
Primerpaar des Wild-Tygdlels, in

Bahn 2 das fur das Primerpaar
wow wom m m mutierten Allels gezeigt. In Bahn 3

befindet sich eine 100bp Leiter. ww bedeutet Homozytogie fur Wékl-Typ-Allel, wm Heterozytogie, mi
Homozytogie fir das mutierte Allel. a) TLR4298F5PCR,b) TLR4299 Sequenzierung, c) TLR43S$EP-
PCR, d) TLR4399 Sequenzierung
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Tab. 39, Allel- und Genotypfrequenzen von Blutspendern@éborenen und Text 1 [106], Text 2 [107] und
Text 3 [86]

Allele Blutspender Neugeborene Text1[106] Text2[107] Text3[86]
n=307"% (M=1000% (=164)% (n=111)% (n=218)%

11 0,0 0,5 0 0,0 0,0
12 41,2 46,5 48 41,4 9,2
13 49,4 42,5 43 45,9 57,6
14 5,9 5,5 4 7,2 11
15 3,6 4,5 5 4.5 26,6
16 0,0 0,0 0,0 4,8
17 0,0 0,0 0 0,0 0,0
18 0,0 0,5 0 0,0 0,7

Allelkombi-

nationen
11/12 0,0 0,0 0,1 0,0 -
11/13 0,0 1,0 0,0 0,0 -
12/12 16,0 20,0 20,3 18,0 -
12/13 43,0 45,0 47,8 36,9 -
12/14 4,2 5,0 4,2 7,2 -
12/15 3,2 3,0 2,7 2,7 -
13/13 23,1 16,0 15,4 21,6 -
13/14 6,2 2,0 5,0 7,2 -
13/15 3,3 4,0 3,5 6,3 -
13/18 0,0 1,0 0,0 0,0 -
14/14 0,3 1,0 0,4 0,0 -
14/15 0,7 2,0 0,2 0,0 -
15/15 0,0 0,0 0,4 0,0 -
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o 16120 12t iz 116 120 124 128
Aj\ (CA)1/(CA)15 f \J\—[\\ (CA)1/(CA)14
st = el e s
.kp (CA)19(CA)14 l‘—}\/\—‘ ﬂ (CA)19(CA)15
___/\J . . .
f\ (CA)(CA)s2 JJ\\ (CAL/(CA)
D) e TCACACACACACACACACACACACACTC
‘ (CA)1/(CA)12
) jﬁ.
TCNCACACACACACACACAL ACACACAL NCNC
(CA)1/(CA)15

il

TEACACACACACACACACACACACACACAC TL

|

| Ju&‘l \ ‘\M m“: *. L“i 8 1-_ $

Abb. 13, IFNG-CA-Repeat

a) Ergebnis der STR-Langenmessung fir (@8GA)1s, (CA)1/(CA)14, (CA)1/(CA)14
(CA)1/(CA)15, (CANA(CA)12 und (CAYS(CA)1s,
b) Ergebnis der Sequenzierung fur (GAJCA)12, (CA)12/(CA)1z und (CA)o/(CA)13
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Abb. 14, Ergebnisse der Typisierung der IFNG-SNPs T-
1615C, T874A und A5171G. In der mi
bezeichneten Bahn ist jeweils das Erge
fur das Primerpaar des Wild-Tyilels, in
Bahn 2 das fiir das Primerpaar des muti
Allels gezeigt. In Bahn 3 befindet sicine
100bp Leiter. ww bedeutet Homozytogie
das Wild-TypAllel, wm Heterozytogie ur
mm Homozytogie fiir das mutierten Allel.
—CRP a) SSP-PCR T-1615C, b) Sequenzierung T-
1615C, c) SSP-PCR T874A, d) Sequen-
- T-1615C  zierung T874A, e) SSPCR A5171G, |
Sequenzierung A5171G

a 3 1 2 1 2 1 2 3

~ A5171G
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