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Kapitel 1 Einleitung

1 Sepsis

1.1  Sepsis

1.1.1 Definition und Einfiihrung des Begriffs Sepsis

Bereits in der Antike wurde der Begriff ,,Sepsis, der sich vom griechischen Wort
onNmw ableitet, das libersetzt ,,faul machen* bedeutet und daher lange Zeit als Bezeichnung
fiir Wundfédule gewihlt wurde, von Hippokrates (ca. 460-370 v. Chr.) eingefiihrt.

Die im weiteren Verlauf der Zeit von verschiedenen Wissenschaftlern aufgestellten
pathophysiologischen Theorien fiihrten zu einem Verstindniswandel von Sepsis als Faulnis
zu Sepsis als einer bakteriellen Erkrankung. Vorangehend gab Schottmiiller 1914 (1) eine
moderne Sepsisdefinition, die besagt: ,,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des
Korpers ein Herd gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den
Blutkreislauf gelangen und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgelost werden.” Eine genauere Definition der Sepsis lieferte
Roger C. Bone als die Invasion von Mikroorganismen und/ oder ihrer Toxine in den
Blutstrom zusammen mit der Reaktion des Organismus auf diese Invasion (2). Im Rahmen
des Krankheitsbildes lassen sich die Begriffe Infektion, Bakteridmie, SIRS (systemic
inflammatory response syndrome), Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock und MODS
(multiple organ dysfunction syndrome) als verschiedene Phasen der Sepsis einordnen. Um die
Verwirrung in Bezug auf die Termini einzuschrinken, wurden diese auf einer
Konsensuskonferenz des American College of Chest Physicians (ACCP) zusammen mit der
Society of Critical Care Medicine (SCCM) einheitlich definiert (2;3). Die Definitionen der
verschiedenen Phasen der Sepsis sind in Tabelle 1 aufgefiihrt, wéhrend Tabelle 2 Vorschldge

zur Erweiterung der klinischen Definitionen darstellt.
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Tabelle 1 Definitionen der verschiedenen Phasen der Sepsis nach Bone et al.
).
Terminologie Definition
Inflammatorische Reaktion auf vorhandene Mikroorganismen
Infektion ) ) ) ) o )
oder auf die Invasion dieser Organismen in keimfreies Gewebe
Bakteriimie Vorkommen lebensfédhiger Bakterien im Blut

Systemisch entziindliche Reaktion verschiedener Ursachen
(Infektion, Trauma, Verbrennung) mit mindestens zwei der
folgenden Symptome:
1. Korpertemperatur >38 °C oder <36 °C
Systemisch entziindliche ) )
2. Tachykardie (Herzfrequenz >90/ min)
Reaktion (systemic inflammatory '
3. Tachypnoe (Atemfrequenz>24/ min) oder PaCO, <32
response syndrome, SIRS)
mm Hg
4. Leukozytose (>12x10°/1 Leukozyten) oder Leukopenie
(<4x10°/1 Leukozyten) oder >10% unreife neutrophile

Granulozyten

Sensi Gleiche Kriterien wie die systemisch entziindliche Reaktion,
epsis
jedoch auf der Grundlage einer Infektion

Sepsis + Organversagen:

Zeichen einer Organfunktionsstorung, Hypoperfusion oder
Schwere Sepsis ) ) ) ] _
Hypotension. Die Hypoperfusion kann sich als Hypoxdmie,

Oligurie, Laktazidose oder Verwirrtheit zeigen.

Schwere Sepsis mit anhaltender arterieller Hypotension. Eine

Hypotension ist definiert als systolischer Blutdruck <90 mm Hg

Septischer Schock
oder Abfall des systolischen Blutdrucks >40 mm Hg des
Ausgangswertes
Multiples Verénderte Organfunktionen bei akut erkrankten Personen,
Organfunktionsstorungs Aufrechterhalten der Homoostase ist ohne Intervention nicht
Syndrom (multiple organ moglich

dysfunction syndrome, MODS)
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Tabelle 2 Mogliche Erweiterung der Sepsisdefinitionen nach Bone et al. (4)
Terminologie Definition
Kompensatorisch anti-entziindliche HLA-DR auf Monozyten<30% verminderte

Reaktion (compensatory anti-inflammatory |Fihigkeit der Monozyten, inflammatorische

response syndrome, CARS) Zytokine wie TNF-a zu produzieren

Gemischte antagonistische Reaktion (mixed | Eigenschaften von SIRS bei einem Patienten

antagonists response syndrome, MARS) mit CARS

Sepsis und ihre Folgeerscheinungen septischer Schock und septisches Organversagen bilden
weltweit die filhrenden Todesursachen in der nicht-kardiologischen Intensivmedizin (4) mit
einer Mortalititsrate von 35% - 45% (5). Die Inzidenz der Sepsis hat in den letzten 20 Jahren
kontinuierlich zugenommen (5) — mit weiter steigender Tendenz (6). Ein Grund fiir den
Zuwachs liegt darin, dass vermehrt invasivere Methoden zur Behandlung von
Grunderkrankungen eingesetzt werden und dass die Anzahl an immunsupprimierten Personen
stetig zunimmt (6). Trotz Antibiotikatherapie und Verbesserung der intensivmedizinischen

Betreuung weist die Sepsis eine hohe Sterblichkeit auf.

1.1.2 Pathophysiologie der Sepsis

Die Sepsis beschreibt ein komplexes Krankheitsbild, das nach der Konsensuskonferenz von
1992 (3) definiert wird als eine systemische Entziindungsreaktion, die durch eine Infektion
verursacht wird. Fiir das Verstdndnis der pathogenen Mechanismen wurden Fortschritte
sowohl in Bezug auf den Prozess der Sepsis als auch auf die Interaktionen zwischen Mikrobe
und Wirt erreicht.

Zu Beginn der Wirt-Mikrobe Interaktion kommt es zu einer Aktivierung des angeborenen
Immunsystems mit dem Ziel, eine Abwehrreaktion unter Einbezug des adaptiven

Immunsystems, das humorale und zelluldre Komponenten enthélt, zu koordinieren (7).

Die Entziindungskaskade wird zundchst mit dem Eindringen von Mikroorganismen erdffnet,
deren  mikrobielle Komponenten als Pathogen-assoziierte  molekulare = Muster
(pathogen-associated molecular patterns) von geeigneten Erkennungsrezeptoren (pattern

recognition receptors) wie z.B. Adapter-Protein— und Toll-like-Rezeptoren, die sich auf

12
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Antigen-priasentierenden-Zellen (antigen presenting cells, APC) befinden, erkannt werden
(8;9). Zu den mikrobiellen Komponenten, die vom angeborenen Immunsystem erkannt
werden und es aktivieren, gehoren das Lipopolysaccharid (Endotoxin) und das Peptidoglykan
gramnegativer Bakterien (8), die Lipoteichonsdure und das Peptidoglykan grampositiver
Bakterien (7), das Lipoarabinomannan der Mycobakterien (8), andere Zellwandbestandteile
von Bakterien oder Pilzen sowie unmethylierte CpG-Sequenzen bakterieller und viraler DNA
(7). Grampositive Zellen sind des weiteren in der Lage Exotoxine als Superantigene zu
produzieren, von denen das Toxische Schock Syndrom Toxin-1 (TSST-1) des
Bakterienstamms Staphylococcus aureus aber auch pyrogene Exotoxine von Streptococcus
pyogenes im Zusammenhang mit dem septischen Schock von Bedeutung sind (7).

Nachdem APCs wie z.B. Makrophagen und dendritische Zellen Antigene prozessiert und als
MHC Klasse II-Antigen-Peptid-Komplexe den naiven CD4 -Lymphozyten (Th0) prisentiert
haben, setzen sie Zytokine wie IL-12, IL-4, IFNy und andere frei, um CD4 -Lymphozyten zu
aktivieren. Die Entscheidung iiber eine Differenzierung der naiven CD4'-Lymphozyten in
Thl- und Th2-Lymphozyten nach einer Antigenstimulation ist von verschiedenen Faktoren
abhédngig wie z.B. Antigendosis, Zytokinmilieu und Typ der APCs (10;11). IL-12, welches
nach dem Kontakt von Antigen-priasentierenden-Zellen mit mikrobiellen Komponenten
produziert wird, ist das bedeutendste Thl-induzierende Zytokin (12), wihrend IL-4 das
wichtigste Th2-induzierende Zytokin ist (13;14). Th1-Lymphozyten aktivieren nach Sekretion
der Zytokine IL-2, TNFa, LTa und IFNy zytotoxische und phagozytische Funktionen von
Makrophagen und NK-Zellen und bewirken dadurch eine zellvermittelte Immunantwort,
wihrend TH2-Lymphozyten IL-4, IL-5, IL-13 und IL-10 freisetzen und B-Lymphozyten
aktivieren, die durch Produktion spezifischer Antikdrper die humorale Antwort ausldsen
(15;16). Die folgende Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der Thl/Th2-

Differenzierung.
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der Th1/Th2-Differenzierung (17)
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Bei der frilhen Antwort des Organismus auf eine Verletzung oder Infektion kommt es
zundchst zu einer ausgedehnten Aktivierung des angeborenen Immunsystems mit dem Ziel,
eine Abwehrreaktion zu koordinieren (7;18). Die beginnende inflammatorische Reaktion ist
durch die Synthese proinflammatorischer Mediatoren charakterisiert (9), die von
antiinflammatorischen Zytokinen in Schach gehalten werden (4). Wenn die Homoostase
zwischen pro-und antiinflammatorischen Mediatoren nicht wiederhergestellt wird, kann sich
eine massive proinflammatorische Reaktion ergeben, die definiert ist als eine systemisch

entziindliche Reaktion (SIRS) (4;18). Dabei werden als Prototypen der proinflammatorischen
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Phase IL-1 und TNF-a und des weiteren IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 und andere ausgeschiittet
(7). Neben Zytokinen werden auch andere Mediatoren freigesetzt wie z.B. C-reaktives
Protein, Serum Amyloid A, Procalcitonin, C3-Komplement und Haptoglobin (18).

Bei einigen Patienten kann sich nach einer anfinglichen SIRS eine i{ibermiflige anti-
inflammatorische Antwort entwickeln, die als kompensatorische, anti- entziindliche Reaktion
(CARS) definiert (4;18) wird. CARS wird assoziiert mit einer erhohten Produktion der anti-
inflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-4, sowie mit der Entwicklung einer
Immunsuppression (18). Ferner werden die anti-inflammatorischen Mediatoren 16slicher TNF
Rezeptor, IL-1 Rezeptor Antagonist, IL-1 Rezeptor vom Typ II und Inaktivatoren der
Komplement Kaskade (7) gebildet.

In der Vergangenheit wurde SIRS auf Reaktionen des angeborenen Immunsystems und CARS
auf eine Fehlsteuerung des adaptiven Immunsystems zuriickgefiihrt, jedoch konnte fiir die
Induktion beider Sepsisphasen gezeigt werden, dass Interaktionen zwischen dem angeborenen
und dem adaptiven Immunsystem von Bedeutung sind (19). Die bedeutende Rolle der
adaptiven Immunantwort bei der Kontrolle der angeborenen Immunantwort nach einer
schweren Verletzung konnte in verschiedenen Tiermodellen dargestellt werden. Am Beispiel
von Miusen, denen das Rekombinase-aktivierende Gen 1 (Ragl) und somit das adaptive
Immunsystem fehlt, wurde eine erhohte TNF-a und IL-6 Produktion nach Stimulation mit
LPS im Vergleich zu Kontrollmdusen beobachtet (18). Das weist auf eine Verstirkung des
inflammatorischen Phinotyps in Abwesenheit des adaptiven Immunsystems hin (18).

Frithe Untersuchungen tiber die Auswirkung einer Verletzung auf die adaptive Immunantwort
bedienten sich der spezifischen Immunreaktion vom verzogerten Typ (delayed-type
hypersensitivity, DTH). Die Ergebnisse der Studien zeigten bei schwerverletzten Patienten
einen transienten Verlust der DTH Reaktionsfidhigkeit nach Konfrontation mit
standardisierten Antigenen (recall antigens) (20). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass
eine verminderte DTH Reaktion mit einer Abnahme der Zellzahl von PBMCs einhergeht, die
von einer verminderten IL-2 und IFN-y Produktion und einer erhdhten Produktion der anti-
inflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 begleitet wird (18;19). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass Verletzungen einen phinotypischen Wechsel von der proinflammatorischen
Thl Zytokin Produktion zu einer Produktion inhibitorischer Th2 Zytokine induzieren (21).
Weitere Tierexperimente zum Phenotyp-Shift (Phidnotyp-Wechsel) zeigten eine verminderte

Produktion des Thl-abhdngigen Antikdrper-Isotyps IgGsa bei gleichbleibender Produktion
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des Th2-abhingigen Antikorper-Isotyp IgG; (19). Die Infektanfilligkeit wird dadurch erhoht

und begiinstigt opportunistische Infektionen, die eine zweite SIRS hervorrufen kénnen.

Die fithrende Todesursache bei schwerverletzten Patienten ist jedoch nicht SIRS oder CARS,
sondern das multiple Organversagen (multiple organ dysfunction failure, MODS), das im
Falle eines Versagens von 4 oder 5 Organen eine Mortalitét von iiber 90% aufweist (7). Die
Entwicklung des MODS geschieht {iber eine massive inflammatorische Reaktion des Wirtes
auf eine Infektion, wie sie bei einem ersten oder zweiten SIRS auftritt (18;19). Bakterien und
deren Komponenten wie z.B. LPS haben eine schidigende Wirkung auf das Endothel. Dabei
wird die Expression des Tissue Faktors auf Monozyten, neutrophilen Granulozyten und
Endothelzellen induziert, was konsekutiv eine Gerinnungskaskade zusammen mit einer
Beschleunigung der Thrombinproduktion (7;22) auslost. Des weiteren produzieren aktivierte
Monozyten den plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), wodurch es zu einer Hemmung
der Fibrinolyse kommt. Fiir die Gegenregulation werden Proteine, die anti-koagulative
Eigenschaften aufweisen, wie z.B. Antithrombin III, ProteinC/ Protein S System und der
tissue factor pathway inhibitor verbraucht. Um eine ausreichende Konzentration an Protein C
zu gewidhrleisten aktivieren das endotheliale Protein Thrombomodulin (nach Bindung von
Thrombin) und der endotheliale Protein C Rezeptor (EPCR) das Protein C, das durch
Hemmung des PAI-1 die Fibrinolyse fordert. Jedoch ist aufgrund der Endothelschidigung
wihrend der Sepsis die Expression von Thrombomodulin und EPCR beeintrichtigt (7).
Gleichzeitig verstdarkt die Endothelschidigung die Aktivierung von inflammatorischen
Zytokinen und begiinstigt die vaskuldre Endotheldysfunktion. Die Kaskade der Aktivierung
proinflammatorischer Zytokine, des Gerinnungssystems sowie der Aktivierung und
Hemmung der Fibrinolyse fiihrt zu Mikrozirkulationsstdrungen und einer sich verstirkenden

Hypoxie, die in einer Organdysfunktion und letztendlich im Tod endet (7).

Die folgende Abbildung stellt die Beziehung zwischen der angeborenen und der adaptiven

Immunantwort nach einer Verletzung dar.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung der immunologischen und klinischen Folgen nach

einer schweren Verletzung [modifiziert nach (18)]
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1.1.3 Sepsiskandidatengene

Epidemiologische Studien belegten bereits friih eine hereditire Pradisposition fiir
Infektionserkrankungen (23). 1988 fiihrten Sorensen et al. eine retrospektive Studie an
Adoptivkindern (n= 960) durch, die kurz nach der Geburt fern von ihren biologischen Eltern
aufwuchsen. Die Studie konnte zeigen, dass der vorzeitige Tod eines biologischen Elternteils
signifikant assoziiert ist mit dem vorzeitigen Tod des Adoptivkindes. Die genauere
Untersuchung der Todesursachen ergab insbesondere die hereditire Pradisposition fiir
Infektionserkrankungen (23) bzw. in der Antwort des Wirtes auf Infektionserkrankungen wie
z.B. Sepsis (24). Hervorzuheben ist die klinische Beobachtung, dass Polytraumapatienten mit
zundchst gleichem Verletzungsmuster unterschiedliche Krankheitsverldufe zeigen. Wahrend
einige Patienten eine unkontrollierte, systemische Entziindungsreaktion entwickeln, die zur

Sepsis, Multiorganversagen und letztlich zum Tod fiihren, findet bei anderen Patienten eine
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Rekonstitution statt. Fiir diese unterschiedlichen Krankheitsverlaufe werden vor allem
Varianten an Genen des Immunsystems verantwortlich gemacht. In den letzten Jahren wurden
zahlreiche = Assoziationsstudien  zur  Identifikation = von  Kandidatengenen  bei
Infektionserkrankungen (25) speziell bei Sepsis (26) durchgefiihrt. Unter der Annahme, dass
unterschiedliche Auspriagungen (Allele) eines Kandidatengens die Synthese und Freisetzung
der entsprechenden Proteine und folglich einzelne Krankheitsverldufe beeinflussen, war die
Assoziation von Allelen mit verschiedenen Phidnotypen in diesen Studien von Interesse. So
beobachteten Menges et al. die Assoziation des Plasminogen-activator-inhibitor-1 (PAI-1)
Genotyps PAIl1-675 4G/4G mit erhohten PAI-1 Plasmaspiegeln, einer geringen
fibrinolytischen Aktivitit und einer schlechten Prognose bei polytraumatisierten Patienten

(27;28).

1.2  TNF und Sepsis

Der Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-0) ist ein pleiotropes Zytokin, das eine entscheidende
Bedeutung in der natiirlichen Immunabwehr aufweist. Besonders hervorzuheben ist seine
Rolle als essentieller Mediator bei Entziindungs-, Autoimmun-, und Infektionserkrankungen
(29), insbesondere als wesentlicher Trigger der unkontrollierten systemischen
Entziindungsreaktion (SIRS). Seine Bedeutung fiir das Sepsis-Syndrom bleibt kontrovers.
Priklinische Studien am Tiermodell zeigten, dass eine Neutralisation von TNF-0 zum einen
vor dem Tod nach einem Endotoxin-Schock schiitzt (30) und zum anderen wéhrend einer
Bakteridmie vor einem septischen Schock schiitzt (31). Die Verabreichung von rekombinatem
TNF-a 16ste klinische Manifestationen des Sepsis Syndroms und des septischen Schocks wie
z.B. Hypotension, Aktivierung des Gerinnungssystems sowie Multiorgandysfunktion aus [fiir
eine Ubersicht siehe (32)]. Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse im Tiermodell
wurden mehrere klinische Studien mit monoklonalen Antikdrpern zur Neutralisation von
TNF-a unternommen, mit dem Ziel dem Multiorganversagen bei Sepsispatienten
vorzubeugen. Bisher konnte aber keine dieser Studien die Uberlebensrate von Patienten mit
Sepsis oder septischen Schock verbessern (33).

Die diskrepanten Ergebnisse der préklinischen und klinische Interventionsstudien beziiglich
des Sepsis Syndroms liegen unter anderem darin begriindet, dass die meisten Patienten zu
Beginn der Studien bereits fortgeschrittene Krankheitsverldufe zeigten und moglicherweise

eine effektive anti-TNF-0 Therapie zu spét einsetzte. Hinzu kommt die Tatsache, dass
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Patienten ungeachtet ihres Grundleidens in Studien einbezogen wurden und dass dadurch der
tatsdchliche Effekt einer anti-TNF-a Therapie maskiert wurde.

Widerspriichliche Ergebnisse wurden auch in klinischen Beobachtungsstudien, vor allem bei
genetisch-epidemiologischen Fall-Kontroll-Studien beobachtet, die den Einfluss von TNF-a
und von TNF Genvarianten auf das Sepsis-Syndrom untersucht haben. Wihrend in einigen
Studien die Assoziation von TNF und Lymphotoxin-a (LTA) Genvarianten mit der Inzidenz
von Sepsis, septischem Schock und fataler Prognose berichtet wurde (34-44) konnte in
anderen Studien keine Assoziation nachgewiesen werden (37;39;42;45-47). Ein mdglicher
Grund besteht darin, dass auch in den klinischen Beobachtungsstudien Patienten mit einer
bereits entwickelten Sepsis, schweren Sepsis oder septischen Schock unabhéngig von einer
Grunderkrankung einbezogen wurden (34;38;40;42;43;45-48). Dabei ist eine prospektive
Feststellung von Suszeptibilitdtsfaktoren zur Entstehung von Sepsis vom Studiendesign her

nicht moglich.

1.2.1 TNF-a Aufbau und Funktion

Im Jahr 1975 wurde in Méausen nach Infektion mit Calmette-Guérin Bakterien (BCG) ein
Endotoxin-induzierter Faktor isoliert, der die Fahigkeit hatte, in bestimmten Tumoren in vivo
Nekrose zu induzieren (49). Aufgrund dieser Eigenschaft wurde der Faktor als Tumor-
Nekrose-Faktor bezeichnet (49).

Neun Jahre spater erfolgte die Isolierung und Analyse der zugehdrigen cDNA aus aktivierten
Makrophagen (50). Die Freisetzung von TNF-a erfolgt neben Makrophagen aus einer
Vielzahl an hidmatopoetischen und nicht-himatopoetischen Zellen wie CD4'und CD8"
T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK (natural killer) Zellen, Endothelzellen, Astrozyten und
anderen (50) als Antwort auf Entziindung, Verletzung und Infektion (51).

Neben TNF-a enthélt die TNF-Ligandenfamilie weitere Typ-II-Transmembranproteine wie
z.B. LT-B, Fas-L, CD40-L, LIGHT sowie das Glycoprotein Lymphotoxin alpha (LT-a) (52).
Der TNF Genlocus ist innerhalb des Haupthistokompatibilititskomplexes (major
histocompatibility complex, MHC) der Klasse III auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 im
Bereich der Bande 21.3 in 3’ Region zum LTA Gen lokalisiert. (53;54). Die cDNA (2,7 kb)
kodiert fiir das aus 233 Aminoséuren (AS) zusammengesetzte TNF-a Protein und hat 4 Exons
unterbrochen von 3 Introns (50;54). Das membranstindige TNF-a (26 kD) kann durch
Metalloproteinasen zum 16slichen Zytokin von 157 AS (17 kD) gespalten werden (55). TNF-
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o sowie LT-a vermitteln ihre Wirkung, indem sie mit zwei Membranrezeptoren (TNF-RI mit
einem MG von 55-60 kD und TNF-RII mit einem MG von 75-80 kD) interagieren (52).

Sequenzanalysen des TNF Genlocus (TNF und LTA) deuten darauf hin, dass diese Genregion
hoch polymorph ist. Die Beobachtung von interindividuellen Schwankungen in der TNF-a
Produktion (high and low producer phenotype) weist auf die Existenz funktionell
verschiedener TNF Allele hin, die fiir die Regulation der Transkription und Produktion
(29;56;57), sowie potentiell bei der Pathogenese verschiedener Infektions-und

Autoimmunerkrankungen von Bedeutung sind (53).

1.2.2 Genetische Varianten des TNF Gens

Durch Mutations-Screenings konnten bisher 22 SNPs im TNF Gen identifiziert werden, von
denen dreizehn SNPs in der Promotorregion lokalisiert sind (58;59). Ferner wurden im LTA
Gen 8 SNPs und ein fandem repeat Polymorphismus entdeckt (58). Die folgende Tabelle
zeigt die beschriebenen Polymorphismen im TNF und LTA Gen mit einer Frequenz von

mindestens 1% des seltenen Allels in der kaukasischen Bevolkerung.

Tabelle 3 Polymorphismen im TNF Genlocus
TNF SNP Frequenz des LTA SNP Frequenz des
seltenen Allels (%)* seltenen Allels (%)”
-238G>A 6 -294C>T 15,4
-308G>A 17,3 -293G>A 42,3
-376G>A 2,2 +10G>A 26,9
-857C>T 9 +80C>A 46,1
-863C>A 15,4 +252A>G 26,9
-1031T>C 23,1 +368G>C 46,1
+69G>C 0,6 +438(TC,) 26,9
+70(C Insertion) 2 +495T>C 26,9
+489G>A 5 +723C>A 26,9
+691(G Deletion) 4,7
+851A>G 8

"Die Frequenzen sind den Studien von Knight et al. und Simmonds et al. entnommen (58;59).
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In der folgenden Abbildung wird schematisch der TNF Genlocus mit den héufigsten
Polymorphismen innerhalb des Haupthistokompatibilitdtskomplexes der Klasse 111 dargestellt.

Abbildung 3  Vereinfachte Darstellung des TNF Genlocus innerhalb der MHC —Region auf
Chromosom 6q21.

Die Abbildung zeigt die Genorganisation von LTA und TNF mit den identifizierten SNPs mit einer
Frequenz von >5% des seltenen Allels. Kodierende Exons (E= Exon) sind als farbige Balken
dargestellt, wahrend die 5’ und die 3’ untranslatierte Region (UTR= untranslated region) als weille

Balken présentiert werden.
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1.3  Interleukin-4 und Sepsis

Interleukin-4 ist ein zentraler Mediator der adaptiven Immunantwort und hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Pathogenese von Erkrankungen mit einer Dysregulation der
Immunantwort (kompensatorisch nicht-entziindliche Reaktionen, Allergien, Asthma,
Autoimmunerkrankungen) (9;60;61). Zu Beginn der Antwort des Organismus nach einer
Infektion, einem Trauma, Schock oder einer Verbrennung kann es zu einer unkontrollierten
Immunreaktion kommen, an der sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem
beteiligt sind. Zundchst kommt es zur Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren,
deren Wirkung durch anti-inflammatorische Zytokine wie IL-4 und IL-10 kompensiert wird
(9). Herrscht ein Uberangebot an proinflammatorischen Zytokinen, kann die Reaktion von
anti-inflammatorische Zytokinen nicht ausreichend kompensiert werden. Folglich entsteht ein
SIRS, das sich anschlieBend durch ein Uberangebot an anti-inflammatorischen Zytokinen (IL-
4, IL-10) in ein CARS entwickelt (18). Eine Besonderheit der CARS Antwort auf eine
Verletzung stellt folglich der Th1/Th2-switch dar, an dem insbesondere 1L-4 beteiligt ist (4).
Als Schliisselzytokin der IgE-Synthese wird die Bedeutung des IL-4 beim Sepsis-Syndrom
durch die Beobachtung erhohter Serum-IgE Spiegel bei Patienten nach Mehrfachverletzung
verstarkt (62).

1.3.1 Aufbau und Funktion von IL-4

1982 erfolgte die Identifizierung des Interleukin-4 (IL-4) Proteins (13), das aufgrund seiner
Bedeutung bei der B-Lymphozytenproliferation und Differenzierung als B cell growth
factor-1 bezeichnet wurde (63). Das humane IL-4 Gen, bestehend aus vier Exons und drei
Introns ist auf dem langen Arm von Chromosom 5 (q23-31) lokalisiert (13). Die zugehdrige
cDNA (614 bp) des IL-4 Gens kodiert fiir das aus 153 Aminosduren bestehende Protein (13).
Das pleiotrope Zytokin IL-4 wird von aktivierten T-Lymphozyten (ThO und Th2, jedoch nicht
Thl), Mastzellen und Basophilen produziert. IL-4 reguliert eine grofe Anzahl von
Zellfunktionen in B- und T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und anderen
hdmatopoetischen und nicht hdmatopoetischen Zellen (13). Eine zentrale Rolle dieses
Zytokins ist die Steuerung der Differenzierung und Proliferation von aktivierten CD4" T-

Lymphozyten (61), insbesondere die Forderung der Th2-Lymphozyten Differenzierung und
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Hemmung der Differenzierung von IFN-y produzierenden CD4" T-Lymphozyten (64). IL-4
reguliert zudem den Immunglobulin Klassenwechsel nach IgE (65) und IgG4 (64) und steigert
die Expression von MHC Klasse II Molekiilen (66), CD23 (67) und des IL-4 Rezeptors (68)
auf B-Lymphozyten. Zusammen mit TNF stimuliert 1L-4 die Expression von VCAM-1
(vascular  cell adhesion molecule-1) auf Endothelzellen und beeinflusst so

Adhésionsmechanismen von Leukozyten bei Entziindungen (69).

1.4  Interleukin-4 Rezeptor Komplex

IL-4 {ibt seine biologische Aktivitit aus, indem es mit hoher Affinitit an den Interleukin-4
Rezeptor (IL-4R) Komplex (Kd= 20-300 pM) bindet, der in geringer Zahl (100-5000) von
verschiedenen hématopoetischen und nicht hématopoetischen Zellen, wie T-und
B-Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, Fibroblasten, Epithel-und Endothelzellen,
exprimiert wird (70;71).

Der Interleukin-4 Rezeptor ist ein Heterodimer bestehend aus zwei verschiedenen Proteinen,
einer IL-4Ra Kette (CD124) von 140 kDa, die IL-4 mit hoher Spezifitit bindet und fiir die
Signaltransduktion notwendig ist, und einer 65 kDa schweren common yKette (CD132), die
eine essentielle Komponente verschiedener Rezeptorkomplexe fiir IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 und
IL-21 bildet (70). Die common y Kette ist allein nicht zur Signaltransduktion féhig, jedoch
verstérkt sie die Signale der a-Kette (72), indem sie in lymphoiden Zellen die Affinitét der
IL-4Ra Kette zum IL-4 um das 2-3fache erhoht (73).

Die Beobachtung, dass IL-4 Effekte auf Zellen ausiibt, die die IL-4Ra Kette, jedoch nicht die
common vy Kette exprimieren, fiihrte zu dem Schluss, dass zwei Klassen von IL-4
Rezeptorkomplexen existieren (70). Wahrend der Typ I Komplex aus der IL-4Ra Kette und
der common vy Kette besteht, setzt sich der Typ II Komplex, der auf nicht-hdmatopoetischen
Zellen exprimiert wird, aus der IL-4Ra Kette und einem niedrig affinen IL-13 bindenden
Protein (IL-13Ral) zusammen (74;75). Mit dieser Kombination kann der Typ II Komplex
sowohl IL-4 als auch IL-13 binden (60).

Neben der membrangebundenen Form der IL-4Ra Kette existieren noch 16sliche
Rezeptorformen (shIL-4Ra), die entweder durch limitierte Proteolyse (76) oder durch
alternatives Spleiflen des Exons 8 (77) entstehen. Die funktionelle Bedeutung von sIL-4R ist
noch nicht genau geklart. Moglicherweise verstérkt sIL-4R die IL-4 Bioaktivitdt oder inhibiert

23



Kapitel 1 Einleitung

die Interaktion von IL-4 mit dem membrangebunden IL-4R und fiihren dadurch zu einer

Abnahme der Aktivitét (70;78).

1.4.1 Interleukin-4 Rezeptor a Kette (IL-4Ra)

Das zentrale Element des IL-4R Komplexes stellt die IL-4Ra Kette dar, die fir die
Signaltransduktion von IL-4 und IL-13 ausschlaggebend ist. Strukturell ldsst sich der IL-4R
Komplex den Klasse I-Zytokin-Rezeptoren zuordnen, die durch zwei hochkonservierte
extrazelluldre und aminoterminal gelegene Cystein-Paare und ein tryptophan-und serinreiches
WSxWS-Motiv (W= Tryptophan, S= Serin, x= variabel) gekennzeichnet sind (13). Beide
Merkmale scheinen fiir die Konformation des Rezeptors von Bedeutung zu sein (79).

1990 gelang die Klonierung der cDNA, die fiir das humane IL4R Gen kodiert (72;80). Das
humane IL4R Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 16 im Bereich der Bande 12.1
lokalisiert. Die 3.6 kb cDNA kodiert fiir das IL-4Ra Protein, das sich aus 825 Aminosduren
(AS) bzw. als reifes Protein aus 800 AS zusammensetzt. Es besteht aus einer extrazelluldren
Domine von 207 AS, die iiber eine kurze Transmembranregion von 24 AS mit der
intrazelluldren Region, bestehend aus 569 AS, verbunden ist (72). Charakteristisch fiir die
zytoplasmatische Region des IL-4R sind einige Motive, die sich in verschiedenen Studien als
essentiell fiir die IL-4 induzierte Signaltransduktion erwiesen haben. Dazu gehort das Box1
Motiv, ein kurzes prolinreiches Motiv, das im Bereich der Aminosduren 262-267 lokalisiert
ist. Ungefdhr 100 AS carboxyterminal befindet sich eine glutaminsdurereiche Region, die ID-
1 Region. Ein distal zur Membran gelegenes Motiv ist das Insulin-Interleukin-4-Rezeptor
(I4R) Motiv, dessen Nukleinsduresequenz eine hohe Homologie mit einem Motiv der
Rezeptoren fiir Insulin und den insulindhnlichen Wachstumsfaktor-1 (insulin-like growth
factor 1, 1GF-1) zeigt (81). Es enthilt einen Tyrosinrest Y1 an Position 497. In der weiteren
distalen Region der IL-4Ra Kette befinden sich noch Tyrosinreste an Position 575, 603, 631
und 713 (Y2, Y3, Y4, Y5). Diese und wahrscheinlich noch andere bisher nicht identifizierte
Regionen nehmen in der Ubermittlung des IL-4 Signals durch den IL-4R einen bedeutenden

Platz ein.
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1.5 Signalwege

Das Auslosen der Signalkaskade erfolgt nach Bindung des Liganden an den IL-4R Komplex
mit anschlieBender Dimerisation des Komplexes. Dies resultiert in der Aktivierung von
Proteinkinasen, die intrazelluldre Substrate phosphorylieren und dadurch eine Signalkaskade
initiieren.

Im folgenden Abschnitt werden die beiden bekanntesten Signaltransduktionswege des 1L-4,

die bis zur Genexpression und Zellproliferation fithren, vereinfacht vorgestellt.

1.5.1 JAK-STAT-Signaltransduktionsweg

Ein wichtiger Signaltransduktionsweg, der durch Zytokine induziert wird und der direkt
Signale von der Zellmembran zum Zellkern transferiert, ist der JAK (Janus Kinase) —STAT

(signal transducer and activator of transcription ) —Weg (siehe review (34) und (41)).

Die Tyrosin-Kinasen der Janus-Familie sind entscheidend fiir den Beginn der Signalkaskade
bei hidmatopoetischen und nicht hidmatopoetischen Rezeptoren. Die Familie der daran
beteiligten JAK-Kinasen besteht aus den Mitgliedern JAK1, JAK2, JAK3 und Tyk2. Diese
sind bekannte Tyrosin-Kinasen, die nach einer IL-4 abhingigen Stimulierung des IL-4R im
Bereich der Box1 phosphoryliert und somit aktiviert werden (82). Die Aktivierung von JAK1
und JAK3 kommt in verschiedenen hdmatopoetischen Zelltypen wie B- und T-Lymphozyten
sowie Monozyten vor (83), wihrend in nicht hamatopoetischen Zellen die Bindung von IL-4
zur Phosphorylierung und Aktivierung von JAK1 und Tyk2 fiihrt (82). Eine JAK2

Aktivierung ist lediglich in humanen Kolonkarzinomzellen beschrieben worden (70).

Die Aktivierung der JAK-Kinasen resultiert in der Phosphorylierung von spezifischen
Tyrosinresten in der zytoplasmatischen Domine der IL-4Ra Kette mit nachfolgender
Rekrutierung sowie Aktivierung der Zytoplasmaproteine STAT-6 (70). STAT-6, dessen Gen
beim Menschen auf dem langen Arm des Chromosoms 12 im Bereich der Bande 13-14
lokalisiert ist (84), bindet iiber eine Src homologe SH2-Domine an die phosphorylierten
Tyrosin-Reste Y2, Y3 und Y4 (Y575, Y603, Y631) (64;65). Die aktivierten Kinasen
ermoglichen dann die Phosphorylierung des STAT-6 am C-terminalen Tyrosin-Rest (85).
Nach der Phosphorylierung 16st sich STAT-6 von der IL-4Ra Kette und bildet Homodimere

durch die Interaktion seiner SH2-Doméine mit dem C-terminalen Phosphotyrosin-Rest eines
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zweiten STAT-6 Molekiils. Der dimerisierte STAT-6 Komplex gelangt zum Zellkern, wo er
dort an spezifische DNA Bindungsstellen (GAS-like sequences) mit der Sequenz TTC-Ny-
GAA in der Promoter Region von IL-4 induzierbaren Genen (CD23, MHC II, IL4R) bindet
und so die Transkription dieser Gene aktiviert (86).

1.5.2 IRS-1/IRS-2- Signaltransduktionsweg

Wihrend die STAT-6 Aktivierung notwendig fiir die Expression von IL-4 induzierten Genen
ist, spielt das Insulin-Rezeptor-Substrat Molekiil (IRS) eine wichtige Rolle bei der IL-4 und
IL-13 induzierten Zellproliferation (64). IL-4 induziert eine Tyrosinphosphorylierung
verschiedener Proteine unter anderem eines 170 kDa Proteins, das zuerst als 4PS
(4-phosphotyrosine substrate) oder pl70 bezeichnet wurde (82). Da das Protein 4PS
strukturell groBe Ahnlichkeiten mit dem Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (IRS-1) aufwies, wurde
es als IRS-2 benannt (64). In peripheren humanen T-Lymphozyten werden sowohl IRS-1 als
auch IRS-2 Molekiile nach IL-4 Stimulation exprimiert. Indessen stellt das IRS-2 in
hiamatopoetischen T- und B- Lymphozyten das Hauptsubstrat dar, das von IL-4 aktiviert wird
(60).

Fir die Aktivierung der IRS-1/2 Proteine werden diese zunédchst an den ersten
zytoplasmatischen Tyrosinrest Y1 (Y497) der IL-4Ra Kette rekrutiert. Durch eine
vorangehende Interaktion von JAK1 mit der Membran-proximalen Doméne der IL-4Ra Kette
ist der Tyrosinrest Y1, der in der funktionellen Domine des Insulin IL-4 Rezeptor Motivs
(I4R) liegt, bereits phosphoryliert. Die IRS-1/2 Proteine binden anschlieend iiber ihre
charakteristischen PTB (phosphotyrosine —binding domain) — Doménen an den
Phosphotyrosinrest Y1 und werden dadurch selbst phosphoryliert und aktiviert (60;82).
Aktivierte IRS-1/2 Proteine fungieren liber SH2-Domédnen als Ankerproteine fiir andere
Signalmolekiile, wodurch die Signaltransduktion weitergeleitet wird. Zu diesen Molekiilen
gehort eine Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase und das Adaptermolekiil Grb-2.
Interaktionen mit diesen Molekiilen fiihren zu der Aktivierung des PI-3-Kinase
(Phosphatidylinositol 3-Kinase) - und des Ras/MAPK (mitogen activated protein kinase) —
Signalweges (87).
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Abbildung 4 Aktivierung der Signaltransduktionswege iiber den IL4R

Nach Aktivierung der Januskinasen kommt es zur Phosphorylierung der Tyrosinreste der
alpha-Kette des IL-4R. An dem phosphorylierten Tyrosinrest Y1 im 14R Motiv kann IRS-1/2
binden, das anschlieBend nach Phosphorylierung durch die Januskinasen andere
Signalmolekiile binden kann und iiber bisher noch ungeklérte Mechanismen zur Proliferation
der Zelle fiihrt. Die durch Januskinasen phosphorylierten Tyrosinreste im C-terminalen
Bereich des IL-4R bilden Bindungsstellen fiir STAT6, das nach einer Phosphorylierung mit
einem weiteren STAT6 Molekiil dimerisiert und als Homodimer zum Zellkern transloziert.
Dort bindet es an spezifische Bindungsstellen der Promotoren von IL-4 induzierbaren Genen

und aktiviert die Genexpression.
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CD22, MHCII, IL{R

Um eine ungehemmte Stimulation des IL4R Komplexes zu verhindern, gibt es einige nur
wenig bekannte Gegenregulatoren zur Inaktivierung der Signaltransduktionswege wie z.B.

die Tyrosinphosphatase SHP-1 (SH2 domain-containing tyrosine phosphatase 1), die
Phosphatase SHIP(SH-2 containing inositol-5-phospatase) (88) und die SOCS (suppressor of
cytokine signalling) — Proteine (82).
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1.5.3 Funktionelle Regionen des IL-4 Rezeptors

Die hier dargestellten Signaltransduktionswege, die entweder durch die Aktivierung der
IRS-1/2 Molekiile zur Proliferation der Zelle oder durch die Aktivierung von STAT6 zur
Expression verschiedener Gene fiihren, geben nur die bisher bekanntesten Abldufe und
wahrscheinlich auch nur einen kleinen Teil der Signaltransduktion wieder. Zahlreiche Studien
(61;65;89-96), die funktionell die Vorgidnge der IL-4 induzierten Zellproliferation und
Genexpression untersucht haben, zeigen widerspriichliche Ergebnisse (siche Kapitel 4).

Dennoch zeigten sich in vielen Untersuchungen iibereinstimmend essentielle Regionen der
IL-4Ra Kette und Signalmolekiile fiir die IL-4 induzierte Signaltransduktion. Die zwei
nachfolgenden Tabellen fassen die wichtigsten Regionen der zytoplasmatischen IL-4Ra Kette

mitsamt den Signalmolekiilen und ihren Funktionen zusammen.

Tabelle 4 Zusammenfassung bedeutender Regionen der IL-4Ra Kette [in Anlehnung an
OD1

Region AS-Bereich Funktion

Box 1 262-267 Aktivierung von JAK1 und JAK3

ID-1 328-368 Zellproliferation, Aktivierung von STAT-6

4R 437-557 Aktivierung von JAK3 und STAT-6,
Tyrosinphosphorylierung von IRS-1/2,
Zellproliferation

Y497 497 Zellproliferation, Tyrosinphosphorylierung
von IRS-1/2

Y575,Y603, Y631 575, 603, 631 STAT-6 Aktivierung, Genexpression
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Tabelle 5 Signalmolekiile der IL-4 Signaltransduktion und ihre Funktion
[in Anlehnung an (97)]

Signalmolekiil Zellfunktion

JAK1, JAK3, Beginn der Signaltransduktion durch Auslésen der

Phosphorylierung der Signalmolekiile

STAT-6 Aktivierung der Transkription

IRS-1/2 Zellproliferation, Adaptermolekiil fiir Signalmolekiile

PI-3-Kinase Regulation der Bildung von Phosphoinositiden

1.6 Genetische Varianten des IL4R Gens

Da IL-4 seinen immunregulatorischen Einfluss iiber den IL-4R vermittelt, stellt das IL4R Gen
ein wichtiges Kandidatengen filir Erkrankungen dar, die mit einer Dysregulation der
Immunantwort einhergehen.

Nach einem Mutationsscreening im kodierenden Teil des Gens wurden fiinfzehn
Punktmutationen (single-nucleotide polymorphisms, SNPs) identifiziert, von denen neun zu
einem Aminosdurenaustausch fiihren (91;98;99). Elf dieser SNPs befinden sich im Exon 9,
das fiir mehr als zwei Drittel des reifen Proteins kodiert. Die folgende Tabelle zeigt die bisher

beschriebenen Polymorphismen im IL4R Gen.
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Tabelle 6 Punktmutationen im kodierenden Bereich des humanen IL4R Gens.

Die cDNA-Positionen korrespondieren mit der cDNA Sequenz von Idzerda (72).

cDNA- Frequenz des seltenen
Position Wildtyp Mutation AS-Polymorphismus Allels (%)°
398 ATC GTC 150V 43,99
676 AAC AAT N142N
997 CTC CTG L249L
1114 TTT TTC F288F
1373 GAG GCG E375A 10,76
1417 CTG CTT L389L n
1466 TGC CGC C406R 10,76
1468 TGC TGT C406C
1474 CTT CTC L408L
1481 TCG TTG S411L 2,53
1682 TCC CCC S478P 15,51
1901 CAG CGG Q551R 17,1
1904 GTA ATA V5541
2429 TCC GCC S727A
2531 TCA CCA S761P

? Die Frequenzen sind einer Studie von Hackstein et al. entnommen (100).

In der folgenden Abbildung wird schematisch die Genorganisation des IL4R Gens mit den
dazugehorigen SNPs gezeigt. Das Signalpeptid wird von zwei Exons kodiert (E1, E2), die
extrazelluldre Region des IL4R wird von drei Exons kodiert (E 3-5), die Transmembranregion

(TM) von einem Exon (Exon 6) sowie die intrazelluldre Region von drei Exons (Exon 7-9).
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der Organisation des humanen IL4R Gens

E: Exon, I: Intron, UTR: untranslated region
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1.7 Zielsetzung

1988 konnte die Arbeitsgruppe Sorensen et al. in epidemiologischen Studien eine hereditére
Pradisposition fiir Infektionserkrankungen belegen. In einer retrospektiven Studie an
Adoptivkindern, die nach der Geburt fern von ihren biologischen Eltern aufwuchsen, konnten
sie zeigen, dass ein vorzeitiger Tod eines biologischen Elternteils signifikant assoziiert ist mit
dem vorzeitigen Tod des Adoptivkindes (23). Eine genaue Untersuchung der Todesursachen
ergab insbesondere die hereditdre Pradisposition fiir Infektionserkrankungen. Dieses erkléart
moglicherweise die klinische Beobachtung, dass Patienten mit zundchst gleicher
Verletzungsschwere nach einem Polytrauma unterschiedliche Krankheitsverldufe zeigen.

Wihrend einige Patienten eine unkontrollierte, systemische Entziindungsreaktion entwickeln,
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die zu einem Multiorganversagen und zum Tod fiihrt, findet bei anderen Patienten eine
Rekonstitution statt. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung und Identifikation genetischer
Varianten, die auf die Regulation der Immunantwort Einfluss haben .

Zur Untersuchung der Common Variant- Common Disease Hypothese wurde als ein
Schliisselgen der adaptiven Immunantwort das IL4R Gen gewéhlt. Dabei sollte untersucht
werden, welche Auswirkung natiirlich vorkommende IL4R Genvarianten, die durch den
Austausch einer Aminosidure zu einer Anderung des Rezeptorproteins fiihren, auf die
Weiterleitung des Signals in die Zelle haben.

Hierzu sollten stabil transfizierte T und B-Zelllinien, die den Wildtyp der IL-4Ra Kette oder
eine Genvariante (S478P, IS0V+Q551R) exprimieren, hergestellt werden und anschlieend
durch Bestimmung der intermedidren Phanotypen Zellproliferation und IL-4 induzierte CD23
Expression auf ihre Funktion in der Signalweiterleitung untersucht werden. Des weiteren
sollte fiir alle bekannten kodierenden IL4R Varianten die Assoziation mit dem proximalen
Phénotyp Serum-IgE Spiegel in vivo gepriift werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte liberpriift werden, ob genetische Varianten am
TNF Promotor mit der Entstehung eines Sepsis-Syndroms assoziiert sind. In einer
prospektiven Kohortenstudie, die nach den Kriterien der modernen genetisch-
epidemiologischen Methodik durchgefiihrt wird, sollte festgestellt werden, welche
Auswirkungen nicht kodierende TNF Genvarianten auf den klinischen Verlauf nach einem

Polytrauma haben. Dabei stehen drei Fragen im Mittelpunkt dieser Untersuchung:

1. Besteht ein Zusammenhang zwischen einem TNF-Genotyp und dem TNF-a
Plasmaspiegel?

2. Besteht eine Assoziation zwischen einem TNF-Genotyp und der Entstehung
einer Sepsis?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen einem TNF-Genotyp und der Prognose

nach einem Polytrauma?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Kleinmaterial

Blue-cap-tubes 15 ml
Blue-cap-tubes 50 ml
Einfrierampullen cryo tubes

MeBkiivette

Neubauer Zahlkammer
Pasteurpipette 3 ml
PCR-Mikrotiterplatten

Petrischale 5 ml

Pipettenspitzen

Polaroidfilm

Racks Potilabo-Reaktionsgefaf3stdnder
Reaktionsgefiae 1,7 ml
Serologische Pipetten 1/2/5/10/25 ml
Spritzen 5/ 25 ml

Sterilfilter Minisart
Zellkulturflaschen 40 ml
Zellkulturplatten 96/24/6-Loch

21.2 Reagenzien

Aqua dest.

Agarose

Amplitaq® Gold Polymerase
BSA

Bromphenolblau
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Fa. Falcon, Heidelberg

Fa. Falcon, Heidelberg

Fa. Nunc Intermed, Dianemark
Helma Mikro Typ 105, Fa. Kalensee,
Giessen

Fa. Kalensee, Giessen

Fa. Falcon, Heidelberg

Fa. Applied Biosystems, Darmstadt
Fa. Falcon, Heidelberg

Starlab GmbH, Ahrensburg
Sofortbildfilm I, p667, Fa. Polaroid
Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
Fa. Braun, Melsungen

Fa. Sartorius, Gottingen

Fa. Falcon, Heidelberg

Fa. Greiner, Niirtingen

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Gibco/BRL, Eggenstein

Fa. Perkin Elmer, New Jersey, USA
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Fa. Sigma, Deisenhofen
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CellFix

Cellwash

Desoxynukleotide

DMEM
DNA-Molekulargewichtsstandard
Essigsdure

Ethanol 70%

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FBS

FCS

Genomic DNA Purification Kit

G418

L-Glutamin

Interleukin-4

Interleukin-2

Isopropanol
Oligonukleotide

PBS
Penicillin/Streptomycin
Polybren

RPMI 1640

Saccharose

TagMan® Oligonukleotide
TagMan® Sonden
TagMan®Universal PCR Master Mix
Taq-Puffer 10 x
Trypanblau
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Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Fa. Boehringer Mannheim, Mannheim
Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Fa. New England Biolabs

Fa. Roth, Karlsruhe

Riedel-de Haen®, Seelze

Fa. Dianova, Hamburg

Fa. Pharmacia, Freiburg

PAN Systems GmbH, Aidenbach

Fa. PAA Laboratories, Linz, Austria
Puregene® Gentra Systems, Minnesota,
USA

Fa. PAA Laboratories, Linz, Austria
Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Fa. PromoCell, Heidelberg

Fa. Boehringer Mannheim, Mannheim
Riedel-de Haen®, Seelze

MWG Biotech, Ebersbach

Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Fa. PAA Laboratories, Linz, Austria
Fa. Sigma, Deisenhofen

Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Fa. Merck, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt

Fa. Perkin Elmer, USA

Fa. PAA Laboratories, Linz, Austria



Kapitel 2 Material und Methoden

213 Antikorper

Primére Antikorper, die in den einzelnen Versuchen eingesetzt wurden, sind in Tabelle 7 und

8 erfasst. Die eingesetzten Konzentrationen der Antikorper sind in den

Versuchsbeschreibungen angegeben.

Tabelle 7 Monoklonale Antikorper gegen humane Zelloberflichenproteine
Antikorper Markierung Klon Wirtsspezies Isotyp Hersteller  Referenz
CD19 PE J4.119 Maus Maus IgG; Immunotech® (101)
CD23 FITC 9P25 Maus Maus IgG, Immunotech® (102)
CD124 PE S4-56C9 Maus Maus IgG; Immunotech® (72)
mmunotech (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
Tabelle 8 Monoklonale Antikorper gegen murine Zelloberfliichenproteine
Antikorper Markierung Klon  Wirtsspezies Isotyp Hersteller Referenz
CD 23 PE B3B4 Ratte Ratte 1gG2a Caltag” (103)
CD 45R
(B220) FITC RA3-6B2 Ratte Ratte IgG2a Caltag” (104)

* Caltag Laboratories (Hamburg, Deutschland)

214 Zelllinien

Die murine A20 Zelllinie ist eine BALB/c B- Lymphomlinie, die ihren Ursprung im Stamm
BALB/cAnN hat (105). Die Kultivierung der A20 Zellen erfolgte im Rosewell Park Memorial
Institute Medium (RPMI) 1640 (Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Deutschland), ergédnzt
durch die Zugabe von 2mM L-Glutamin (Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
und fetalem Kilberserum (FCS, 10%) (PAA Laboratories, Linz, Austria). Bei den CTLL-2

Zellen handelt es sich um murine Zellen, die von cytotoxischen T-Lymphozyten einer

C57BL/6 Maus stammen (105). CTLL-2 Zellen werden in RPMI 1640, dem 2mM der

essentiellen Aminosdure L-Glutamin, 10-20 [U/ml murines rekombinantes Interleukin 2 (IL-
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2) (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) und 10% fetales Rinderserum (FBS)
(PAN Systems GmbH, Aidenbach, Deutschland) zugesetzt wurden, kultiviert. Eine weitere
eingesetzte Zelllinie ist die ecotrope Verpackungszelllinie Phoenix, die zur Herstellung
ecotroper Retroviren genutzt wird. Sie hat ihren Ursprung in der 293 T-Zelllinie, einer
humanen embryonalen Nierenzelllinie, die mit dem Adenovirus Ela transformiert wurde
(106). Phoenix Zellen werden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Life
Technologies GmbH, Karlsruhe, Deutschland), das mit FCS (10%), Penicillin-Streptomycin
(1%) (PAA Laboratories, Linz, Austria) und L-Glutamin (1%) angereichert wurde, kultiviert.
Die ecotrope Verpackungszelllinie Phoenix wurde freundlicherweise von Dr. Slany, Lehrstuhl
fiir Genetik der Naturwissenschaftlichen Fakultdt (Universitdt Erlangen), zur Verfiigung

gestellt.

21.5 Humane IL4R Konstrukte

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen IL4R Konstrukte wurden im Rahmen meiner
Diplomarbeit erstellt. Die Diplomarbeit mit dem Titel ,,Klonierung und Mutagenese des
humanen Interleukin-4 Rezeptor- Gens* wurde im Studiengang Erndhrungswissenschaften am
Institut fiir Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin, Giessen, angefertigt.

Bei den IL4R Konstrukten handelt es sich um folgende:

1. IL4R Wildtyp
2. IL4R Variante S478P
3. IL4R Variante I50V + Q551R

Alle Konstrukte liegen im Expressionsvektor pMS5neo (107), der freundlicherweise von Prof.
Dr. Dr. Gessner aus dem Institut fiir Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der

Universitét Erlangen, zur Verfligung gestellt wurde.
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2.2 Methoden

2.21 Nomenklatur

In der vorliegenden Arbeit wird die Empfehlung der Gene Nomenclature Working Group
verwendet (108-110). Die hier beschriebenen Nummern der IL-4Ra Ketten single nucleotide
polymorphisms (SNPs) korrespondieren mit dem reifen IL-4Ra Protein (CD124), wie es bei
Idzerda et al. (72) beschrieben ist. Die fiir die IL-4Ra Kette kodierende Sequenz von Idzerda
et al. (72) wurde als Wildtyp definiert und Abweichungen als Mutation bezeichnet. Die
Sequenzdaten des humanen IL4R und des humanen TNF, die fiir die vorliegende Arbeit
verwendet wurden, wurden der Datenbank GenBank am National Center for Biotechnology
Information (NCBI) unter den Zugangsnummern AC004525 (IL4R), AY214167 (TNF) und
AY216498 (LTA) entnommen. Die Bezeichnung Haplotyp wurde verwendet, um bestimmte
Kombinationen von SNPs, die gemeinsam an demselben Chromosom auftreten, zu

beschreiben.

2.2.2 Transfektion

2.2.2.1 Transfektion von CTLL-2 Zellen

Fiir die Transfektion wurden murine zytotoxische T-Zellen der Zelllinie CTLL-2 verwendet.
CTLL-2 Zellen exprimieren die murine common Y Kette, die mit der o Kette des humanen
IL-4R heterodimerisieren kann (72;89;111;112).

Mittels Elektroporation wurden CTLL-2 Zellen mit zwei der IL4R Konstrukte transfiziert. Bei

den IL4R Konstrukten handelt es sich um folgende:

1. IL4R Wildtyp
2. IL4R Variante S478P
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2.2.2.2 Elektroporation

Bei der Elektroporation wird durch einen kurzen elektrischen Impuls die Zellmembran der
CTLL-2 Zellen kurzfristig permeabilisiert. Dadurch kann die Plasmid DNA aus der Losung in
die Zelle gelangen. Fiir die Transfektion wurden 1x10” CTLL-2 Zellen in einer Kiivette bei

0 °C und einer Feldstirke von 2 kV/ cm mit 20 pg Plasmid DNA der IL4R Konstrukte
elektroporiert. Anschlieend erfolgte die Kultivierung der Zellen im nichtselektiven Medium
bestehend aus RPMI 1640, 10% FBS und 50 U/ml IL-2 (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Deutschland). Nach 24 h wurden die Zellen auf ein selektives Medium umgestellt, in dem nur
Zellen tiberleben, die DNA aufgenommen haben. Von ihnen iiberlebten die nédchsten Wochen
nur diejenigen, die transfizierte DNA ins Genom integriert hatten und dessen Gene

exprimierten. Diese Zellen konnten dann geerntet und weiterverarbeitet werden.

2.2.2.3 Stabile Transfektion

Bei einer stabilen Transfektion wird die DNA in das Genom der Zelle integriert und ist dort
vor dem Abbau geschiitzt. Wenn das DNA-Konstrukt einen Selektionsmarker enthélt, ist es
moglich, auf stabil transfizierte Zellen zu selektionieren. Die Selektion stabil transfizierter
Zellen erfolgt prinzipiell auf zwei Wegen: durch Komplementation oder durch dominante
Marker. Hier wurde die Selektion {iber dominante Marker angewendet. Dabei werden die
Zellen mit einem dominanten Reportergen, meist einem Resistenzgen, kotransfiziert. Die
selektiven Bedingungen erhdlt man durch Zugabe einer zytotoxischen Substanz in das

Medium, die durch das Produkt des Resistenzgens abgebaut wird.

2.2.2.4 Selektion der CTLL-2 Zellen

Die Plasmide, mit denen die CTLL-2 Zellen transfiziert wurden, beinhalten auller einem
Ampicillin-Resistenzgen noch das Neomycinresistenzgen, das fiir die Aminglykosid-
Phosphotransferase (APH, neo; Neomycin/G418 Resistenz) kodiert. Daher wurde dem
Selektionsmedium zusdtzlich zu den Komponenten des Vollmediums noch 1 mg/ml G418

(PAA Laboratories, Linz, Austria) zugesetzt.
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2.2.3 Zellproliferation

2.2.3.1 Proliferationstest durch Einbau von [3 H]-Thymidin

Als MaB fiir die Proliferation von Zellen diente der Einbau von Tritium [*H]- markiertem
Thymidin in neu synthetisierte DNA. CTLL-2 Zellen wurden nach Waschen mit saurem
Medium zu jeweils 1x10* Zellen pro well in 96-well Flachboden-Mikrotiterplatten (Fa.
Greiner, Niirtingen ) ausgesit. AnschlieBend wurde rekombinantes humanes IL-4 (Titration
40 ng/ml bis 0.15 ng/ml in 2er Verdiinnungsstufen, PromoCell, Heidelberg) sowie
rekombinantes murines IL-2 als Positivkontrolle und Medium ohne Wachstumsfaktoren als
Negativkontrolle in Triplikaten in einem Gesamtvolumen von 200 pl pro well zugegeben.
Nach 48 h Proliferation im Brutschrank wurden die Zellen fiir weitere 24 h mit [*H]J-
Thymidin (finale Konzentration 0.5uCi/ well in 50 pl Medium) inkubiert. Mit Hilfe eines
Zellerntegerites (PHD Cell Harvester, Dunn Labortechnik, Asbach, Deutschland) wurden die
Zellen auf Filterplattchen transferiert und ihre Radioaktivitdt mit einem [-Counter (LS 1801
Szintillationszdhler, Beckmann, Miinchen, Deutschland) gemessen. Als Mal} fiir die

Proliferation gelten die gezdhlten Ereignisse pro Minute (counts per minute, cpm).

224 Retroviraler Gentransfer mit 293-Phoenix (E) Zellen

2.2.4.1 Produktion von Retroviren

Die Produktion von Retroviren erfordert zwei Komponenten, zum einen eine
Verpackungszellinie und zum anderen einen retroviralen Vektor (Abb. 6). Der retrovirale
Vektor kodiert nicht fiir retrovirale Proteine, sondern verfiigt nur liber das Verpackungssignal
W und die retroviralen 5°- und 3’ long terminal repeats (LTR), die eine Insertionsstelle fiir das
zu libertragende Gen, in diesem Fall das IL4R Gen, sowie einen Selektionsmarker flankieren.
Die Verpackungszellinie stellt die retroviralen Proteine zur Verfiigung, die flir die
Verpackung der Vektor-RNA und somit fiir die Erzeugung retroviraler Partikel notwendig
sind. In der vorliegenden Arbeit wurden zur Generierung viraler Uberstinde ecotrope 293-
Phoenix (E) Verpackungszellen verwendet, die transient mit dem retroviralen Vektor

pM5neo, einem Plasmid, kotransfiziert wurden. Der pMSneo Vektor hat seinen Ursprung im
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myeloproliferativen Sarkoma Virus (MPSV), einem Abkommling des Moloney-Maus-
Leukédmie Virus (107). Er enthdlt 3000 Basenpaare (bp) und besitzt als Selektionsmarker das
Neomycinresistenzgen (neo®), das eine Selektion mit G418 erlaubt (107).

Zum Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen, die in der Zellkultur gehalten
werden, existieren unterschiedliche Methoden. In der vorliegenden Arbeit wurden {iber eine
Standard Calcium-Phosphat Transfektion ecotrope 293-Phoenix (E) Verpackungszellen zum
einen mit dem IL4R Konstrukt 150+Q551 (Wildtyp) und zum anderen mit dem IL4R
Konstrukt V50+R551 (Variante) transfiziert. Bei der Transfektion des pM5neo Vektors,
welcher das gewiinschte IL4R Konstrukt enthélt, in die Zelle wird die ungespleiite mRNA
des retroviralen Vektors als virale mRNA verpackt. Auf diese Weise entstehen infektiose
virale Partikel, die in den Zelliiberstand abgegeben werden (Abb. 6). Das verwendete
Protokoll fiir die Retrovirusproduktion ist in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9 Versuchsablauf zur Gewinnung retroviraler Uberstinde
Tag 1 Aussaat von 1x10° 293-Phoenix (E) Zellen in 10 ml
Medium in eine 10 cm Kulturschale
Tag 2 Mediumwechsel
nach 1 h Standard Calcium-Phosphat-Transfektion mit den

IL4R Konstrukten im Vektor pM5neo nach Angaben
von Schreiner et al. ((113))

nach 6-10 h Mediumwechsel

Tag 3 nach 16-18 h Mediumwechsel mit 5 ml frischem Medium

Tag 4 nach 24 h Ernte des Retrovirusiiberstandes, Mediumwechsel mit

5 ml frischem Medium

Tag 5 nach 24 h Erneutes Ernten des Retrovirusiiberstandes

2.2.4.2 Gewinnung retroviraler Uberstiinde

Zur weiteren Verwendung werden die retroviralen Uberstinde, die am Tag 4 und Tag 5
gewonnen wurden, in einem 50 ml blue cap (Becton Dickinson Labware Europe, Meylan

Cedex, France)vereinigt. AnschlieBend werden virusproduzierende Zellen und Zellreste durch
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Zentrifugation bei 1200 x g fiir 5 min entfernt. Der Uberstand wurde direkt fiir eine

Transduktion verwendet oder kryokonserviert.

2.2.4.3 Kryokonservierung retroviraler Uberstiinde

Fiir eine spitere Verwendung wurden retrovirale Uberstéinde bei —70 °C kryokonserviert. Die
zentrifugierten Uberstinde wurden in einem Volumen von 1,8 ml in cryotubes (Fa.Nunc

Intermed, Danemark) aliquotiert und sofort bei —70 °C gelagert.

2.2.4.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zdhlkammer (Kalensee, Giessen,
Deutschland). Zur Einstellung der Zellzahl wurde ein Aliquot einer Zellsuspension mit
Trypanblau (Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 1:10 verdiinnt und in der
Neubauer Zahlkammer gezihlt. Da Trypanblau ein Vitalfarbstoff ist und nur von toten Zellen
aufgenommen wird, war es mdglich lebende Zellen von toten zu unterscheiden. Zur
Zellzahlbestimmung pro ml wurden alle vier Quadranten ausgezdhlt, anschlieBend der

Mittelwert gebildet und mit dem Faktor 10* und der Verdiinnung multipliziert.

2.2.4.5 Infektion von A20 Zellen mit Retroviren

1,8 ml des gewiinschten Virusiiberstandes (IL4R Konstrukt I50+Q551 oder IL4R Konstrukt
V50+R551), 0,5 x 10° A20 Zellen und 2 pl Polybren (Stockldsung 4 mg/ml, Sigma Aldrich,
Deutschland) werden zusammen in einem 15 ml blue cap (Becton Dickinson Labware
Europe, Meylan Cedex, France) bei 2500 x g und 37 °C fiir 3,5 h zentrifugiert. Polybren ist
ein langkettiges Polykation, das sowohl an Virus als auch an Zellproteinen haftet und dadurch
eine Infektion erleichtert. Nach Infektion wurde das Zellpellet in 20 ml RPMI 1640 Medium,
erginzt durch die Zugabe von 10% FCS, aufgenommen. Nach 24 h erfolgte die Selektion mit
Img/ml G418 fiir 12-21 Tage. AnschlieBend wurden stabile Transfektanten selektiert und die

Expression des humanen IL4R durchflusszytometrisch nachgewiesen (Abb. 6).
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Abbildung 6 Schematische Darstellung des retroviralen Gentransfers mit 293-Phoenix (E)
Zellen
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2.2.5 DurchfluBzytometrische Analyse der Genexpression

2.2.5.1 Prinzip der Durchfluflzytometrie

Die Grundlagen fiir die DurchfluBzytometrie wurden 1949 von Wallace Coulter gelegt. Er
beantragte ein Patent zur Zdhlung von gelosten Partikeln und erleichterte damit die
Leukozytenzéhlung bei der Blutanalyse.

Heute besteht die hdufigste Anwendung der fluoreszenzaktivierten Zellanalyse [FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting)-Analyse] darin, bestimmte Eigenschaften von Zellen,
wie z.B. die Expression von Oberflichenmolekiilen und intrazelluldren Proteinen, auf
Einzelzellebene zu untersuchen. Als Grundlage dient die Antigen-Antikorper-Reaktion, die
mit fluoreszierenden Antikorpern, welche gegen spezifische Oberflichenmarker (CD, cluster
of differentiation) gerichtet sind, durchgefiihrt wird. Die gefarbten Zellen, die in einer
Suspension vorliegen, werden in einem Fliissigkeitsstrom durch hydrodynamische
Fokussierung an einem Laserstrahl vorbeigeleitet. Dabei werden zum einen geeignete
Fluorochrome zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt und zum anderen streuen die
Zellen, abhéngig von Grofle und Granularitidt das auftreffende Licht. Das DurchfluBzytometer

kann dann simultan mehrere Parameter fiir jede einzelne Zelle messen:

1. Die Vorwirtsstreuung (forward scatter) ist proportional zur Zelloberflache (Zellgrofe)
und wird entlang der Achse des einfallenden Lichts gemessen.

2. Das 90°- Streulicht (side scatter) ist proportional zur Zellgranularitit und wird im 90°
Winkel zum einfallenden Licht gemessen.

3. Die Fluoreszenzen sind proportional zur Zahl der gebundenen Fluorochrommolekiile

und werden im 90° Winkel zum einfallenden Licht gemessen.

Die durchflulzytometrische Analyse wurde im FACSCalibur™ (Becton Dickinson)
durchgefiihrt. Das Gerit ist mit einem Argonlaser (488 nm) ausgestattet und ermdglicht die
gleichzeitige Analyse von 3 Farben. Als Fluorochrome wurden Fluoreszein, das in seiner
reaktiven Form als Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) bezeichnet wird, und Phycoerythrin (PE)
verwendet. Bei der Analyse wurden meist Daten von 10000 Zellen pro Probe aufgenommen.
AnschlieBend erfolgte die Auswertung mit Hilfe der Cellquest Research Software (Becton
Dickinson) und zur weiteren Bearbeitung mit der frei zugénglichen Software WinMDI

Version 2.8. Die Daten wurden als eindimensionale Histogramme und zweidimensionale
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Dot-Plots dargestellt. Mit Hilfe von Analysenfenstern konnten Zellpopulationen selektiv

analysiert werden.

2.2.5.2 Durchflufizytometrische Analyse der CD124 Expression in transfizierten
T-Zelllinien

Zum Nachweis der erfolgreichen Transfektion der humanen IL4R Konstrukte (Wildtyp,
S478P) in die murine T-Zelllinie CTLL-2, wurden stabile Transfektanten auf ihre CD124
(humaner IL-4R) Expression mittels FACS untersucht.

Es wurden je Transfektant 1x10° Zellen und als Kontrolle untransfizierte CTLL-2 Zellen fiir 5
min bei 522 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet resuspendiert und
zweimal mit PBS (PAA Laboratories, Linz, Austria) gewaschen (1. 10 min bei 103 x g; 2. 5
min bei 522 x g). AnschlieBend wurden die Zellen in 200 ul Cellwash (Becton Dickinson
Heidelberg), das 0,5% bovines Serumalbumin (BSA, Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland) enthielt, aufgenommen. Danach wurden die Zellen mit
monoklonalen, fluoreszenzmarkierten Antikdrpern 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Als
Fluoreszenzfarbstoff diente Phycoerythrin (PE). Zur spezifischen Farbung wurden jeweils

15 pl des PE-konjugierten monoklonalen anti-human IL-4Ra-Antikérper (anti-CD124,
Immunotech, Krefeld, Deutschland) und als Isotypkontrollantikérper anti-Maus IgG1-PE
verwendet. Nach der Inkubation wurden {iberschiissige Antikorper durch zweimaliges
Waschen mit PBS bei 522 x g fiir 5 min entfernt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Zellen in 400 pl CellFix (Becton Dickinson, 1:10 verdiinnt) aufgenommen und konnten

anschlieend im DurchfluBzytometer gemessen und analysiert werden.

2.2.5.3 Durchflufizytometrische Analyse der CD124 Expression in transfizierten
B-Zelllinien

Der Nachweis der Transfektion der IL4R Konstrukte (IS0 + Q551, V50 + R551) in die murine
B-Zelllinie A20 entsprach der obengenannten Vorgehensweise (siehe 2.2.5.2). Als Kontrolle

dienten zusétzlich zu den Isotypkontrollen nicht transfizierte A20 Zellen.
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2.2.5.4 IL-4 induzierte Expression von CD23 in hulL-4R transfizierten murinen

B-Zelllinien

Um standardisierte Kulturbedingungen zu gewihrleisten, wurden transfizierte A20 Zellen auf
1x10° Zellen pro ml RPMI Medium komplett eingestellt. AnschlieBend wurden 1x10° Zellen
pro well in einer 24-well-Flachbodenplatte mit 6 unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 ng;
0,6 ng; 1 ng; 5 ng, 10 ng, 50 ng) an rekombinantem, humanen IL-4 fiir 48 h kultiviert. Danach
wurden die transfizierten Zellen mit monoklonalen, fluoreszenzmarkierten Antikdrpern

30 min auf Eis inkubiert. Zur Firbung der transfizierten A20 Zellen wurde ein
Antikorpergemisch von jeweils 15 ul PE-konjugiertem anti-Maus CD23 (FceRII) und 15 pl
FITC-konjugiertem anti-Maus CD45R (beide Caltag Laboratories, Hamburg, Deutschland)
eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden die entsprechenden Isotypkontrollantikorper,
anti-Maus IgG2a (Caltag Laboratories, Hamburg, Deutschland), verwendet. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Zellen durchflulzytometrisch analysiert. Dabei wurden zundchst
CD45R positive Zellen eingegrenzt und diese dann hinsichtlich der CD23 Expression

analysiert.

2.2.6 Genetische Untersuchungsmethoden

2.2.6.1 Probanden

In diese Studie wurden 689 zufillig ausgesuchte, gesunde Blutspender aus der Region
Giessen eingeschlossen, nachdem sie ihre Einwilligung gegeben hatten. Die Durchfithrung
der Studie wurde von der lokalen Ethikkommission genehmigt.

Fiir genetische und laborchemische Untersuchungen wurde den Probanden 10 ml EDTA- Blut
entnommen und zur Anonymisierung mit einer Nummer versehen. Fiir eine spitere
IgE-Bestimmung wurde das Plasma abpipettiert und in cryotubes (Fa.Nunc Intermed,
Dénemark) bei —20°C eingefroren. Das restliche Blut diente zur Gewinnung genomischer

DNA.
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2.2.6.2 DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

Die DNA-Isolierung aus EDTA-Blut erfolgte mit dem Genomic DNA Purification Kit
(Puregene®, Gentra Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) gemif den Herstellerangaben.
Die Blutproben wurden zunichst bei 800 x g fiir 10 min zentrifugiert. Zwischen der oberen
Plasma Schicht und der unteren Erythrozyten Schicht lag eine diinne Schicht (buffy coat), die
kernhaltige Leukozyten enthielt und zur Gewinnung von DNA verwendet wurde.

Zur Entfernung noch vorhandener Erythrozyten wurden zunichst 3 ml buffy coat mit 9 ml
RBC Lysis Solution gemischt und bei RT fiir 10 min inkubiert. Wéhrend der Inkubationszeit
wurde das blue cap (Becton Dickinson Labware Europe, Meylan Cedex, France) regelmifig
gewendet. Die Losung wurde bei 2000 x g 10 min zentrifugiert und danach der Uberstand bis
auf 100 pl verworfen. Das verbliebene weile Leukozyten Pellet wurde vorsichtig
resuspendiert und mit 3 ml Cell Lysis Solution versetzt. Um die Zelllyse zu unterstiitzen
wurde die Losung mehrmals mit einer Pipette resuspendiert. Zusitzlich erfolgte die Zugabe
von 15 pl RNase A Solution. Nachdem die Probe gemischt wurde, folgte eine Inkubationszeit
von 15 min bei 37 °C.

Fiir die darauf folgende Proteinprazipitation wurde die Probe auf RT abgekiihlt und dann mit
1 ml Protein Precipitation Solution versehen. Anschliefend wurde die Probe mit Hilfe eines
Vortexers (VF 2, Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland) homogenisiert und erneut bei 2000
x g fiir 10 min zentrifugiert. Fiir die DNA-Prizipitation wurde der Uberstand langsam in ein
neues blue cap, das mit 3 ml kaltem Isopropanol (Riedel-de Haen®, Seelze, Deutschland)
gefiillt war, dazugegeben mehrmals geschwenkt. Nun wurde die DNA bei einem
Zentrifugationsschritt von 3min bei 2000 x g gefillt, danach der Uberstand verworfen und das
blue cap zum Trocknen kurz auf Saugpapier gestellt. Zum Waschen der DNA wurden 3 ml
70% Ethanol (Riedel-de Haen®, Seelze, Deutschland) zugegeben und das blue cap mehrmals
gewendet. Nach einer Zentrifugation von 1 min bei 2000 x g wurde der Alkohol quantitativ
verworfen und das blue cap wieder kurz auf Saugpapier gestellt. Zum vollstindigen
Verdunsten des Ethanols wurde das blue cap fiir 15 min bei RT stehen gelassen.

Fiir die darauf folgende DNA-Hydratation wurde die getrocknete DNA mit 250 pl DNA
Hydratation Solution versetzt. AnschlieBend sollte die geloste DNA in ein 1,5 ml
Reaktionsgefa3 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) iiberfiihrt werden und danach iiber Nacht
bei RT rehydrieren.
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Die isolierte genomische DNA wurde bei 4 °C aufbewahrt oder fiir eine spitere Verwendung

bei —70 °C eingefroren.

2.2.6.3 Photometrische Bestimmung der DNA- Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte liber die Messung der optischen Dichte (OD) mit
einem Photometer (Spekol UV VIS, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei einer Wellenldnge
von 260 nm. Eine Extinktion von 1 bei einer Schichtdicke der MeBkiivette (Helma Mikro Typ
105, Kalensee, Giessen, Deutschland) von 1 cm entsprach einem Gehalt von 50 pg/ ml
doppelstringiger DNA. Das MaB fiir die Proteinverunreinigungen ergab sich aus dem
Quotienten der ODygonm zu der ODyg nm. Bei einer reinen DNA- Losung liegt der Quotient der
beiden Extinktionen = ODj6onm/OD2sonm  bei 1.8, Geringere Werte weisen auf

Proteinkontaminationen hin.

2.2.6.4 Polymerase-Kettenreaktion ( polymerase chain reaction, PCR)

Mit Hilfe der PCR-Methode, die 1985 von Mullis et al und Saiki et al. entdeckt wurde
(114;115), wird die selektive Vervielfiltigung beliebiger DNA-Abschnitte in vitro ermoglicht.
Vorraussetzung fiir den Start einer PCR ist, dass die Sequenzen am 5’- und am 3°-Ende des zu
amplifizierenden DNA-Abschnitts bekannt sind, da wihrend des Reaktionszyklus zwei
Oligonucleotide mit dem DNA-Abschnitt hybridisieren miissen. Diese Oligonucleotide dienen
als Primer fiir die DNA-Synthesereaktion und begrenzen den vervielfiltigten Abschnitt.

Das PCR-Prinzip beruht auf drei Schritten:

Denaturierung, Annealing (Anlagerung) und Elongation (Verlangerung).
Im ersten Schritt trennen sich die beiden DNA-Stringe, um fiir den nichsten Schritt
als Matrize zu dienen. Im zweiten Schritt wird die Temperatur abgesenkt, um den Primern
Gelegenheit zu geben, an die DNA zu hybridisieren (annealing). Die Annealingtemperatur
hiangt unter anderem von der Lange und der Nucleotidabfolge der verwendeten Primer ab und
muss daher fiir jeden Primer neu bestimmt werden. Im Elongationsschritt wird die
Temperatur auf die optimale Temperatur der DNA-Polymerase, die bei 72 °C liegt, erhoht,
um eine Zweistrangsynthese zu ermoglichen. Nach jedem Zyklus von Denaturierung,
Annealing und Synthese wird der gewiinschte DNA-Abschnitt verdoppelt.

Der Reaktionsansatz enthdlt neben einer geringen Menge DNA und zwei synthetisch
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hergestellten Oligonucleotidprimern (Vorwirts-und Riickwirtsprimer) die
Desoxyribonuclesidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP und dTTP) und eine stabile
DNA-Polymerase. Fiir die meisten Experimente wurde die Amplitaq® Gold Polymerase
(Perkin Elmer, New Jersey, USA), die aus dem hitzestabilen Bakterienstamm Thermus
aquaticus isoliert wurde, verwendet. Des weiteren ist im Reaktionsansatz Magnesium
enthalten. Mg*-Ionen beeinflussen unter anderem das Primerannealing, Trennung der
Stringe bei der Denaturierung, und sie aktivieren die DNA-Polymerase. Der Zyklus aus

Denaturieren, Hybridisieren und Synthese wird in der Regel 25- bis 30mal wiederholt.

Fiir den PCR-Ansatz werden die einzelnen Komponenten in der optimalen Konzentration in
einem Puffer zusammengefiigt. Die Reaktion wird anschlieBend in einem Thermocycler
gestartet. Allgemein wird zundchst die Denaturierung fiir 1 min bei 94 °C initiiert. Nach
25-30 Zyklen wird die Temperatur 10 min auf 72 °C gehalten, um iiberhingende Enden
aufzufiillen und anschlieBend auf 4 °C abgekiihlt. Kurzfristig werden die PCR-Produkte bei

4 °C gelagert, wihrend bei einer lingeren Lagerung eine Temperatur von —20 °C notwendig

ist.

2.2.6.5 Sequenzspezifische PCR (SSP-PCR)

Die Genotypisierung der IL4R Sequenzvarianten E375A, C406R, S411L und S478P erfolgte
anhand eines publizierten SSP-PCR Protokolls mit kleinen Modifikationen (100). Das Prinzip
der SSP-PCR Analyse beruht darauf, dass eine Amplifikationsreaktion nur dann stattfindet,
wenn das 3’-Ende eines PCR Primers komplementér zu der DNA-Matrize ist. Dies liegt in der
fehlenden 3’-5’-Exonukleaseaktivitit begriindet, so dass ein Basen-Mismatch zwischen dem
3’-Ende des PCR Primers und der DNA-Matrize die Primerverlingerung durch die
Tag-Polymerase verhindert. Die Unterscheidung der einzelnen Allele (wild, mutiert)
geschieht somit iiber die Bildung Allel-spezifischer PCR-Produkte. Auf diese Weise kann mit
zwei PCR-Reaktionen pro SNP jeder der drei moglichen Genotypen (homozygot wild,
heterozygot, homozygot mutiert) festgestellt werden. In den PCR-Reaktionen kommen
verschiedene Primer zur Anwendung: ein Primer fiir das wild Allel, dessen 3’-Ende an der
Stelle der Mutation liegt und zum Nachweis flir das mutierte Allel ein Primer, dessen 3’ Base
komplementér zu der Mutation ist. In beiden PCR-Reaktionen werden common Primer, die an
die konservierte Sequenz binden, bendtigt. Zum Ausschluss von falsch negativen Ergebnissen

werden interne Kontroll-Primer (CRP) fiir ein konserviertes Gen verwendet, die in jedem
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PCR-Ansatz ein DNA-Fragment erzeugen, dessen Linge (440 bp) sich von den spezifischen
Fragmenten (139 bp-248 bp) unterscheidet und dann umso stirker erscheint, wenn die
sequenzspezifischen Primer aufgrund fehlender Ubereinstimmung nicht an die DNA binden
kann. Zusédtzlich werden zu jedem PCR-Ansatz eine durch Sequenzierung getestete positive
und negative Kontrolle und zum Ausschluss von Kontaminationen eine Wasserkontrolle
dazugegeben. In Tabelle 10 und 11 sind die Reaktionssdtze und die Reaktionsbedingungen
der Genotypisierung der obengenannten IL4R Sequenzvarianten dargestellt. Die in der

sequenzspezifischen PCR eingesetzten Primer sind in Tabelle 24 im Anhang dargestellt.

Tabelle 10 Reaktionsansatz der SSP-PCR zur Genotypisierung der IL4R
Sequenzvarianten E375A, C406R, S411L und S478P

Reagenz Ansatz Endkonzentration
10 x Taq buffer 1,5 pl -
dNTPs 0,04 ul x4 |0,2 mmol/l je ANTP
CRP up 0,3 ul 10 pmol/ul
CRP down 0,3 ul 10 pmol/ul
Primer (wild/mutiert) |1 pl 10 pmol/ul
Primer (common) 1 ul 10 pmol/ul
MgCl, 2 ul 1,5 mmol/l
H,O 3,74 ul -
1 x Taq buffer 4,84 ul -
Ampli-Taq Gold 0,16 pul 0,5U
DNA Sul 10 ng/ul
Endvolumen 20 pl -
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Tabelle 11 Reaktionsbedingungen fiir die SSP-PCR zur Genotypisierung der IL4R
Varianten

IL4R
Sequenzvarianten E375A C406 R406 S411L S478P
Vorlauf 95 °C 10 min
Denaturierung 95°C30s
Annealing 65 °C 60 s 10
Denaturierung 95°C30s 95°C30s 95°C30s
Annealing 61°C50s 22 x 63°C40s 23x |61°C50s 22 x
Polymerisation 72°C40s 72°C45s 72°C40s
Nachlauf 20 o

Die Analyse der PCR- Produkte erfolgte in einem 1,5 % igem Agarose Gel bei einer
angelegten Spannung von 90 Volt.

2.2.6.6 Agarosegel-Elektrophorese

Bei der Agarosegel-Elektrophorese handelt es sich um ein biochemisches Trennverfahren, bei
dem DNA- Fragmente aufgrund ihrer Grofe und negativen Ladung in einem elektrischen Feld
getrennt und identifiziert werden.

Agarose wirkt aufgrund ihrer Proteinstruktur wie ein Molekularsieb, wobei die PorengrofB3e
durch die Konzentration der Agarose bestimmt wird. Je hoher die Konzentration der Agarose
ist, desto kleiner sind die Poren und desto langsamer wandern die DNA- Fragmente durch das
Gel. Mit Agarosekonzentrationen von 2 %- 0,5 % erreicht man eine gute Fragmenttrennung
zwischen 100 und 30000 Basen-Paaren (bp) Liange, wobei die optimale Agarosekonzentration
von der Grofe der aufzutrennenden Fragmente abhéngt.

Fiir analytische Gele wurde ultra pure Agarose (Gibco/ BRL, Eggenstein) eingesetzt. Die
Agarose wurde in 1x TAE-(Tris-Acetat-EDTA) Puffer (40 mM Tris, 0,12 % Essigsdure,
1 mM EDTA) als Elektrophoresepuffer durch Erhitzen in einem Mikrowellen-Gerét (Fa.
Sharp) gelost. Kurz vor der Polymerisation wurde Ethidiumbromid (0,1 pg/ml) (Dianova,
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Hamburg) zugesetzt, um die DNA- Fragmente spdter unter UV- Licht zu visualisieren.
Anschlieend wurde ein Gel mit der gewiinschten Anzahl an Geltaschen in einen Schlitten
(10 x 16 cm) gegossen, welches man nach Erkalten in die mit 1 x TAE-Puffer gefiillte
Elektrophoresekammer gibt. Vor dem Auftragen der DNA Proben in die Geltaschen wurden
9ul des PCR- Produkts mit je 1 ul Probenpuffer (6 x; 0.25 % Bromphenolblau, 40 %
Saccharose und 50 mM EDTA) versetzt. Der Probenpuffer erhoht die Dichte der DNA Probe,
so dass die Losung besser in die Geltasche sinken kann. Um den Verlauf der Elektrophorese
zu kontrollieren wurde dem Probenpuffer Bromphenolblau zugesetzt. Zur Identifizierung der
GroBe und Bestimmung der Konzentration der einzelnen DNA- Fragmente wurde der
Molekulargewichtsstandards (MG) 100 bp verwendet. Die Molekulargewichtsstandards

stellen ein Gemisch aus DNA- Fragmenten definierter Langen dar.

MG 100 bp (New England Biolabs): 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200, 100 bp

1 pl Molekulargewichtsstandard wurde mit 1 pl Probenpuffer und 8 pl a. dest. verdiinnt. Die
vorbereiteten Proben und der jeweilige Standard wurden in die Geltaschen pipettiert und nach
ca. 30 min bei einer angelegten Spannung zwischen 80 und 120 Volt mit Hilfe des
Transillluminators (Model UVT 400-M, IBI, New Haven, Connecticut, USA) unter UV- Licht
(312 nm) betrachtet und mittels Sofortbildkamera (IBI, New Haven, Connecticut, USA)

fotografiert.

2.2.6.7 Genotypisierung mit der TagMan®PCR

Die Genotypisierung der IL4R Sequenzvarianten 150V und QS551R wurden nach dem
Verfahren der allelischen Diskriminierung mit der TagMan®PCR durchgefiihrt. Je
Sequenzvariante werden ein Primerpaar, das den Sequenzabschnitt mit der Variante
amplifiziert, und zwei Sonden, die am 5’- Ende mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert sind (VIC® und FAM®) und spezifisch fiir eine der beiden Allelvarianten waren,
bendtigt (Abb. 3). Am 3’-Ende jeder Sonde sind minor groove binders (MGB) gebunden, die
die Bindung zwischen der Sonde wund ihrer komplementiren Sequenz durch
Schmelztemperaturerhohung stabilisiert (Abb. 3). Dies ermoglicht die Diskriminierung
aufgrund der Differenz der Schmelzpunkttemperaturen der exakt komplementiren und nicht
komplementidren Sonde. Vor den MGBs sind quencher (nicht-fluoreszierender quencher,

NFQ) gebunden, welche die Fluoreszenz des gebundenen Farbstoffes durch Forster-Typ
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Energie (116) schwicht. Wenn die Sonde exakt komplementér zu der Sequenz ist, wird der
Fluoreszenzfarbstoff durch die 5°-3” Nuklease-Aktivitit der Polymerase vom quencher
freigesetzt und kann quantifiziert werden (ABI PRISM 7000 Sequence Detection System,
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Bei einer nicht exakt komplementire Sonde
wird kein Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt.

Das bedeutet, dass die Untersuchung von DNA bei zwei Wildtyp-Allelen die Fluoreszenz
eines Farbstoffs zeigt, wihrend bei einer Untersuchung der DNA mit zwei mutierten Allelen
die Fluoreszenz des anderen Farbstoffs anzeigt. Heterozygote Personen tragen beide
Fluoreszenzmuster (Abb. 8). Als Kontrollen wurden zu jedem PCR-Ansatz durch
Sequenzierung getestete Proben von jedem Genotyp mitgefiihrt, sowie zum Ausschluss von

Kontaminationen eine Wasserkontrolle.

Abbildung 7 Schematische Darstellung der Struktur der TagMan® MGB Sonden
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Abbildung 8 Fluoreszenzmuster einer Genotypisierung mit der TagqMan® PCR
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Der Reaktionsansatz fiir die TagMan®PCR hat fiir jede Probe ein Endvolumen von 15 pl,
bestehend aus 7,5 ul MasterMix Puffer (Puffer + dNTPs + AmpliTaq Gold® Polymerase,
TagMan®Universal PCR MasterMix, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland), 0,25 ul
Test-Kit (Sonden und Primer, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland), 5,25 ul a. dest.
und 2 pl DNA (10 ng/pl). In Tabelle 12 sind die Reaktionsbedingungen fiir die
Genotypisierung der obengenannten IL4R Sequenzvarianten IS0V und Q551R dargestellt.

Die Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden sind in Tabelle 25 und 26 im Anhang

(Kapitel 7) abgebildet.

Tabelle 12 Reaktionsbedingungen fiir die TaqMan® PCR
Temperatur | Dauer |Zyklen
Kontaminationsabbau 50 °C 2 min
Vorlauf 95°C 10 min
Absolute Quantitation 95 °C 15s
60 °C 1 min 40
Allelische Diskriminierung |60 °C 1 min

2.2.6.8 Immunnephelometrische Bestimmung der Serum IgE-Spiegel

Die Bestimmung der Serum IgE-Spiegel der 689 Blutspender erfolgte immunnephelometrisch
im Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie der Justus-Liebig-Universitdt Giessen.
Der Immunnephelometrie liegt das Prinzip der Lichtstreuung von
Antigen-Antikdrper-Komplexen zugrunde. Die Konzentration des Antigens, welches hier das
IgE darstellt, wird im Bereich des Antkdrperiiberschusses, das heilt in einem Bereich, in dem
Antigen-Antikorper-Komplexe noch in geringer Konzentration vorliegen, bestimmt. Dabei
wird das Antigen mit einer konstanten Menge an Antikérpern in einer Kiivette inkubiert.
AnschlieBend wird ein Lichtstrahl eines Helium-Neon-Lasers durch die Kiivette geschickt
und das AusmalBl der Lichtstreuung mit Hilfe eines Detektors (Behring Nephelometer
Analyzer II, Behring Diagnostics Inc. Westwood, MA, USA) bestimmt. Die Ermittlung der
Antigenkonzentration erfolgt mittels einer Eichkurve, die durch Messung der Lichtstreuung in
Antigen-Losungen bekannter Konzentrationen aufgestellt wurde. Die Referenzwerte bei
dieser Methode liegen fiir Erwachsene bei < 100 IU/ml, ab 100 IU/ml werden die Werte als
erhoht betrachtet.
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2.2.7 Zusammenhang zwischen TNF Polymorphismen und dem

klinischen Verlauf nach einem Polytrauma

2.2.7.1 Studiendesign

Die Studie wurde unter Einhaltung moralischer, ethischer und wissenschaftlicher Grundsétze,
wie sie in der Deklaration des Weltdrztebundes von Helsinki und den
ICH-GCP-Empfehlungen dargelegt sind, nach Genehmigung durch die lokale
Ethikkommission durchgefiihrt. In die Studie wurden in einem Zeitraum vom 1. Mérz 1997
bis 28. Juni 2004 159 polytraumatisierte Patienten einbezogen (27). Die einbezogenen
Patienten wurden wéhrend ihrer Behandlung und dariiber hinaus bis zu 28 Tage nach dem
Unfall in der Abteilung fiir Anésthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie des
Universitétsklinikums Giessen untersucht. Die Erfassung der Vitalparameter erfolgte ebenso
in der Abteilung fiir Anisthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie mit Hilfe des

EDV-gestiitzten Patienten-Daten-Management-Systems ICU-Data (27).

Folgende Einschlusskriterien wurden festgelegt:
I. Vorliegen einer Einverstindniserkldrung
II. Diagnose Polytrauma
[I. PTS-Wert >30 und/oder ISS-Wert > 10
IV. Alter > 18 Jahre und < 65 Jahre
V. Aufnahme des Patienten auf die Operative Intensivstation < 12 Stunden nach dem
Trauma
Als Ausschlusskriterien galten:
I. Schwere Einzelverletzungen wie Wirbelsidulenverletzungen und Beckenverletzungen
(Barytraumen)
II. Patienten mit anzunehmendem Hirntod und funktionierendem Kreislauf
III. Massive ZNS-Schiddigung (Patienten mit im Vordergrund stehendem operativ zu
versorgendem Schidel-Hirn-Trauma, SHT II°-111°)
IV. Reanimation nach Herzstillstand oder schwerer kardiogener Schock
V. Verabreichung steroidaler und nicht steroidaler Antiphlogistika

VI. Schwangere Frauen und Frauen in der Stillzeit
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VII. Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen Studie
VIII. Patienten mit Verbrennungen aller Stadien
IX. Versterben des Patienten innerhalb der ersten drei Tage auf der Operativen
Intensivstation
X. Patienten mit vorbestehenden malignen, himatologischen oder einer anderen, das

Immunsystem schwer verdndernden Grunderkrankung

2.2.7.2 Messung der TNF-a Plasmaspiegel

Die Plasmaspiegel des Zytokins TNFa wurden mit Hilfe des
Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assays (ELISA) 24-stiindlich gemessen. Die
Untersuchungen wurden in der Abteilung fiir Anésthesiologie, Intensivmedizin und

Schmerztherapie des Universitdtsklinikums Giessen durchgefiihrt (27).

2.2.7.3 SSP-PCR zur Genotypisierung der TNF Sequenzvarianten —862C>A und
-856C>T

Die Genotypisierung der TNF Sequenzvarianten —862C>A und —856C>T erfolgte anhand der
sequenzspezifischen PCR (SSP-PCR). Das Prinzip der SSP-PCR und die Reaktionsansétze
sind in Kapitel 2.2.6.5 beschrieben. In Tabelle 13 sind die Reaktionsbedingungen, die zur
Genotypisierung der Varianten —862C>A und —856C>T notwendig sind, dargestellt. Die in
der SSP-PCR eingesetzten Primer sind in Tabelle 27 im Anhang (Kapitel 7) aufgefiihrt.
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Tabelle 13 Reaktionsbedingungen zur Genotypisierung der TNF Sequenzvarianten —
862C>A und -856C>T

TNF
-862C>A -856C>T
Sequenzvarianten
Vorlauf 95 °C 10 min
Denaturierung 95°C30s 95°C30s
10 x 10 x
Annealing 61°C30s 61,5°C30s
Denaturierung 95°C30s 95°C30s
Annealing 59°C35s 25x 59,5°C35s 25x
Polymerisation 72°C40s 72°C40s
Nachlauf 20 °C oo

Die Analyse der PCR- Produkte erfolgte in einem 1,5 % igen Agarose Gel bei einer
angelegten Spannung von 90 Volt.

2.2.7.4 Genotypisierung der TNF und LTA Sequenzvarianten mit TagMan®PCR

Die Genotypisierung der TNF Sequenzvarianten —1031T>C, -308G>A, -237G>A, +491G>A,
+859A>G und der LTA Sequenzvarianten +80C>A und +252A>G wurden nach dem
Verfahren der allelischen Diskriminierung mit der TagMan®PCR durchgefiihrt. Das Prinzip
ist in Kapitel 2.2.6.7 beschrieben. Die Reaktionsansitze und Reaktionsbedingungen

entsprechen den in Kapitel 2.2.6.7 dargestellten Tabellen 10 und 11.

2.2.7.5 Genotypisierung der IL6 und IL10 Sequenzvarianten mit TagMan®PCR

Die Genotypisierung der IL6 Sequenzvariante —174C>G und der IL10 Sequenzvariante —
1082G>A wurde ebenso nach dem Verfahren der allelischen Diskriminierung mit der
TagMan®PCR  durchgefiihrt. Das Prinzip ist in Kapitel 2.2.6.7 beschrieben. Die
Reaktionsansétze und Reaktionsbedingungen entsprechen den in Kapitel 2.2.6.7 dargestellten

Tabellen 10 und 11.

58



Kapitel 2 Material und Methoden

2.2.8 Statistische Methoden

2.2.8.1 IL4R Polymorphismen

Um eine Abweichung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts bewerten zu konnen, wurden in
dem Kollektiv von 689 Blutspendern iiber einen Monte-Carlo Simulationen basierten
Anpassungstest (Goodness-of-fit-test) beobachtete und erwartete Genotypfrequenzen
verglichen. Zudem wurden die Serum IgE-Spiegel dichotomisiert (IgE>100 und IgE< 100),
um mogliche Assoziationen zwischen Genotyp- und Haplotypfrequenzen zu untersuchen.
Zum Vergleich der Genotypfrequenzen wurde der Cochrane-Armitage —Trend-Test
verwendet, bei dem angenommen wird, dass das Risiko von einem homozygoten Genotyp
iiber den heterozygoten Genotyp zum anderen homozygoten Genotyp ansteigt (117). Zur
Berechnung der Haplotypfrequenzen wurde der Expectation-Maximization Algorithmus
herangezogen (118), anschlieBend wurden der Effekt der geschitzten Haplotypen (estimated
haplotypes) in einem Score Test mit simulierten P-Werten von 10° Replikationen auf den
Phénotyp Serum IgE-Spiegel analysiert. Fiir die Beurteilung der Stirke der Assoziation
zwischen dem Phénotyp Serum IgE-Spiegel und einer bestimmten genetischen Variante
wurde das Risiko (odds ratio, OR) berechnet. Ein Risiko von >1 deutet auf eine positive
Assoziation hin (je groBer die Zahl, umso vielfacher das Risiko), wihrend ein Risiko<1 eine
negative Assoziation zeigt. Bei einer OR=1 liegt keine Assoziation vor. Die Ergebnisse der
funktionellen Studien am IL-4R wurden mittels Mann-Whitney-U-test analysiert. Dieser priift
bei nicht normalverteilten Werten Unterschiede zwischen zwei Stichproben. Fiir alle
zweiseitigen (two-tailed) Tests wurde das Konfidenzintervall (CI) von 95 % berechnet. Die
Berechnungen des Mann-Whitney-U-test und des Konfidenzintervalls erfolgten mit der

SPSS® Software Version 11.0.

2.2.8.2 TNF Polymorphismen

Ebenso wurden in dem Kollektiv von 159 polytraumatisierten Patienten beobachtete und
erwartete Genotypfrequenzen {liber einen Monte-Carlo Simulationen basierten Anpassungstest
(Goodness-of-fit-test) verglichen. Des weiteren wurde ein Expectation-Maximization
Algorithmus zur Berechnung der Haplotypfrequenzen herangezogen (118).

Der Einfluss einer TNF Mutation auf den TNF-a Plasma Spiegel, die Entwicklung einer

Sepsis oder auf die Mortalitdt wurde mittels Fisher’s exact Test und Mann-Whitney-U-test
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untersucht (Univariate Analyse). Der Effekt der geschitzten Haplotypen (estimated
haplotypes) wurde in einem Score Test mit simulierten P-Werten von 10° Replikationen auf
den Phianotyp TNF- o Plasma Spiegel analysiert. Um den Einfluss moglicher confounding
factors auf den TNF-a Plasma Spiegel, die Entwicklung einer Sepsis und auf die Mortalitét
zu kontrollieren, wurde die Methode der logistischen Regression angewendet (Multivariate
Analyse). Dabei wurden als konstante (continuous) Kovariate Alter, Kdrpergewicht, Schwere
des Traumas und der TNF-a Plasma Spiegel einbezogen, wihrend als kategorische
(categorical) Kovariate das Geschlecht und Sepsis betrachtet wurden. Fiir die Analyse der
Assoziation zwischen einer konstanten Kovariaten und der abhidngigen Variable wurde das

Modell der fraktionellen Polynome (fractional polynomials) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Einfluss von IL4R Genpolymorphismen auf die IL-4

induzierte Signaltransduktion

3.1.1 Herstellung verschiedener IL4R Genkonstrukte durch Einfugen von

Punktmutationen mittels site-directed Mutagenese

Um den Einfluss von IL4R Sequenzvarianten, die zu einem Aminosiureaustausch flihren, auf
die Signaltransduktion durch den IL-4R Komplex zu untersuchen, wurden aus dem IL4R
Wildtyp-Konstrukt durch Einfiigen von Punktmutationen zwei mutierte IL4R Konstrukte
hergestellt (119). Im ersten Ansatz wurde das Ausgangsplasmid (Wildtyp) an Position 1682
der cDNA des IL4R Gens von Thymidin nach Cytidin mutiert, folglich wird an AS Position
478 Prolin anstatt Serin kodiert. In einem weiteren Ansatz wurde das IL4R
Wildtyp-Konstrukt an cDNA Position 398 und 1902 von Adenin nach Guanin mutiert. Somit
entstand ein Konstrukt, dass an AS Position 50 Valin statt Isoleucin und an AS Position 551
Arginin anstatt Glutamin kodiert. Die erfolgreiche Mutagenese wurde durch
DNA-Sequenzierung bestdtigt. Die entstandenen IL4R Konstrukte sind in Abbildung 9
dargestellt.
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Abbildung 9 Schematische Darstellung der IL-4R alpha Kette und der hergestellten IL4R
Konstrukte

Die waagerechten Linien in der extrazelluldren (EC) und intrazelluldren (IC) Doméne zeigen die

Aminosdureaustausche im Vergleich zum Wildtyp (WT). Die gepunktete Linie zwischen der

extrazelluldren und der intrazelluldren Doméne symbolisiert die Plasmamembran (PM).

L 4R dpradsin

P478

3.1.2 Herstellung stabil transfizierter B Zelllinien, die den Wildtyp der
IL-4Ra Kette oder die Variante I150V+Q551R exprimieren

Fiir die Untersuchung der kombinierten Aminosduresubstitutionen an Aminosdure Position 50
und Position 551 der IL-4Ra Kette auf die IL-4 induzierte Signaltransduktion wurden das
IL4R Wildtyp-Konstrukt und das Konstrukt [SOV+Q551R in die murine B Zelllinie A20
transfiziert. Die Transfektion der Konstrukte in die A20 Zelllinie erfolgte mit den retroviralen
Uberstéinden der IL4R Konstrukte (Wildytyp, I50V+Q551R). Nach erfolgreicher Transfektion
wurde der Expressionsnachweis der rekombinanten IL-4R Proteine durchfluBzytometrisch
durchgefiihrt. Zum Expressionsnachweis wurden monoklonale PE-konjugierte anti-humane
CD124 (IL-4R) Antikorper verwendet. Die erfolgreiche Expression der rekombinanten IL-4R
Proteine ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10 Stabile Expression der humanen IL-4Ra Kette in transfizierten B Zelllinien

Murine A20 Zellen wurden mit IL4R Wildtyp-Konstrukt IS0+Q551 (A) oder mit dem IL4R Konstrukt,
das fiir die Aminosduresubstitution V50 in Kombination mit der Aminosduresubstitution R551
(V50+R551) kodiert, transfiziert. Nach Selektion der stabilen Klone wurde der Expressionsnachweis
der IL-4Ra Kette durchflulzytometrisch mit PE-konjugierten anti-humanen CD124 Antikdrpern

bestimmt. Als Kontrolle dienten zusétzlich zu den Isotypkontrollen untransfizierte A20 Zellen.
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3.1.3 Die Aminosauresubstitution 150V in Kombination mit der
Aminosauresubstitution Q551R fiihrt zu keiner Erhohung der IL-4

induzierten CD23 Expression

Transfizierte B Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen (0,1 ng; 0,6 ng; 1 ng; 5 ng,
10 ng, 50 ng) an rekombinantem, humanen IL-4 fiir 48 h kultiviert. Anschlieend wurde die
murine CD23 Expression durchfluBzytometrisch bestimmt. Als Kontrolle dienten nicht
transfizierte A20 Zellen, da sie nicht in der Lage sind, auf humanes IL-4 anzusprechen. Jede
Messung der CD23 Expression wurde dreimal durchgefiihrt und das geometrische Mittel der
Fluoreszenzintensitdt berechnet. AnschlieBend wurde der Mittelwert und das 95 %
Konfidenzintervall fiir jedes Experiment bestimmt.

Nach 48 h Inkubation mit humanen IL-4 zeigten sowohl Zellen, die den Wildtyp der humanen
IL-4Ra Kette (I5S0+Q551) als auch Zellen, welche die Variante der IL-4Ra Kette
(V50+R551) exprimierten, einen dosisabhidngigen Anstieg der CD23 Expression. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden transfizierten Zelllinien konnte in Bezug auf
die IL-4 induzierte CD23 Expression nicht gezeigt werden (p= 0,26; Mann-Whitney-U-Test)
(Abb.11).
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Abbildung 11 Die kombinierte Aminosiduresubstitution an Position 50 und 551 (V50+R551) der
humanen IL-4R0 Kette fiihrt zu keiner Erhéhung der CD23 Expression in

transfizierten Zellen nach IL-4 Stimulation

Transfizierte A20 Zellen, die entweder den Wildtyp der humanen IL-4Ra Kette (I50+Q551) oder die
Variante (V50+R551) exprimierten, wurden mit zunehmenden Dosen an humanem IL-4 fiir 48 h
inkubiert. AnschlieBend wurde mittels Durchflulzytometrie die Expression des murinen CD23
bestimmt. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen an humanem IL-4 angegeben, wihrend die
Ordinate den Mittelwert als geometrisches Mittel der Fluoreszenzintensitit und das 95 %

Konfidenzintervall von je drei Experimenten darstellt.
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3.1.4 Herstellung stabil transfizierter T Zellinien, die entweder den
Wildtyp der humanen IL-4Ra Kette oder die Variante S478P

exprimieren

Fiir die Untersuchung der Proliferation von stabil transfizierten T Zelllinien nach IL-4
Stimulation wurden humane IL4R cDNA Konstrukte, die entweder fiir den Wildtyp (S478)
oder die Variante (P478) der humanen IL-4Ra Kette kodieren, in die murine T Zelllinie

CTLL-2 transfiziert (Kapitel 2.2.2.1). Der Nachweis einer erfolgreichen Transfektion wurde
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durchfluBzytometrisch mit PE-konjugierten anti-humanen CD124 (IL-4R) Antikérpern
durchgefiihrt. Abbildung 12 zeigt die erfolgreiche Expression der unterschiedlichen

rekombinanten IL-4R Proteine.

Abbildung 12 Stabile Expression der humanen IL-4Ra Kette in transfizierten T Zelllinien

Murine CTLL-2 Zellen wurden mit dem IL4R Wildtyp Konstrukt S478 oder mit dem IL4R Konstrukt
P478 transfiziert. Nach der Selektion stabiler Transfektanten wurde die Expression der IL-4Ra Kette
mit PE-konjugierten anti-humanen CD124 Antikérpern durchfluBzytometrisch nachgewiesen.

Zusitzlich zu den Isotypkontrollen dienten nicht transfizierte murine CTLL-2 Zellen als Kontrollen.
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3.1.5 Die Aminosauresubstitution S478P fiihrt nach Stimulation mit

humanem IL-4 zu keiner erhohten IL-4 induzierten Zellproliferation

Stabile murine CTLL-2 Zellen, die den Wildtyp der IL-4Ra Kette (S478) oder die Variante
(P478) exprimierten, wurden mit steigenden Konzentrationen an rekombinantem humanen
IL-4 (0 ng/ml IL-4 bis 40 ng/ml) fiir 48 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Proliferation der
CTLL-2 Zellen durch die Messung des eingebauten Tritium [*H]- markierten Thymidins
bestimmt. Nicht transfizierte murine CTLL-2 Zellen wurden als Negativkontrolle eingesetzt,
da sie nicht auf humanes IL-4 ansprechen (72;89). Die Messergebnisse zeigten sowohl in
Zellen, die den Wildtyp der IL-4Ra Kette exprimierten als auch in Zellen mit der Expression
der mutierten Variante (P478), eine dosisabhingige Zellproliferation als Antwort auf humanes
IL-4. Ein Unterschied in der Zellproliferation konnte zwischen Zellen mit der IL-4Ra Ketten
Aminoséuresubstitution S478P und Zellen, die den Wildtyp der IL-4Ra Kette exprimierten,
nicht beobachtet werden (p= 0,28; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 13).
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Abbildung 13 Die Aminosiuresubstitution an Position 478 (S478P) der humanen IL-4Ra Kette

fithrt zu keiner Erhohung der Zellproliferation nach IL-4 Stimulation

Als Kontrolle dienten nicht transfizierte CTLL-2 Zellen. Transfizierte CTLL-2 Zellen, die den
Wildtyp der IL-4Ra Kette (S478) oder die Variante (P478) exprimierten, wurden 48 h mit
unterschiedlichen IL-4 Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurde der Einbau von Tritium [*H]-
markiertem Thymidin gemessen. Die Ergebnisse von drei Experimenten je Konzentration sind als

logarithmischer Mittelwert der counts per minute mit dem 95 % Konfidenzintervall dargestellt.
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3.2 Genetische Assoziationsstudien

3.2.1 Genvarianten in der kodierenden Region des humanen IL4R sind

nicht assoziiert mit Serum-IgE Spiegeln

Die Genotypisierung der insgesamt sechs kodierenden IL4R Genpolymorphismen in einem
Kollektiv von 300 gesunden Blutspendern erfolgte zum einen mit der SSP-PCR (E375A,
C406R, S411L, S478P) und zum anderen mit der TagMan® PCR (I50V, Q551R). Abbildung
10 stellt exemplarisch ein Gel der SSP-PCR-Analyse dar.

Abbildung 14 SSP-PCR Genotypisierung der IL4R Variante C406R

Spur zwolf (rechts im Bild) stellt den Molekulargewichtsstandard 100 bp dar. Links daneben befinden
sich die Typisierungsergebnisse einiger Probanden. Die Ergebnisse der Ansitze fiir das Wildtyp-Allel
sind mit “pos” oder “neg” bezeichnet (Spur 5-11). Wenn keine spezifische IL4R Bande zu sehen war,

musste als Interne Kontrolle die Bande fiir das CRP Gen (440 bp) sichtbar sein.

1 234 567 8 9101112

Zur Untersuchung der Populationshomogenitit wurde das Hardy —Weinberg-Gleichgewicht
bestimmt, das fiir alle IL4R SNPs bestitigt werden konnte. Tabelle 14 =zeigt die

Allelfrequenzen in einem Kollektiv von 300 kaukasischen Blutspendern.
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Tabelle 14 Allelfrequenzen der untersuchten IL4R SNPs
IL4R SNP Allelfrequenz in %
seltenes Allel

150V 45
E375A 11,02
C406R 10,8
S411L 3,2
S478P 16,2
Q551IR 19,0

AnschlieSend wurde das Risiko (odds ratio) der ILAR SNP Genotypen und dem quantitativen
Phéinotyp Serum-IgE Spiegel bestimmt. Keine statistisch signifikante Assoziation konnte
zwischen den unterschiedlichen Genotypen und Serum-IgE Spiegeln entdeckt werden (Abb.

15).

Abbildung 15 Bestimmung des Risikos (odds ratio) der IL4R SNP Genotypen mit dem
Serum-IgE Spiegel

Die Genotypisierung von sechs IL4R SNPs (I50V, E375A, C406R, S411L, S478P,

Q551R) erfolgte in einem Kollektiv von 300 gesunden Blutspendern. Fiir die Untersuchung der
Assoziation der IL4R SNP Genotypfrequenzen mit dem Serum IgE Spiegel wurde das Risisko (odds
ratio) und das 95 % Konfidenzintervall kalkuliert.
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C406R (CC) [ 1
S411L (GA) [
S411L (AA) [
S478P (TC) |
S478P (CC) [ i
Q551R (AG) | —
Q551R (GG) [ — &
. . . . . . .
0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8

Odds Ratio and 95% confidence intervals
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3.2.2 Haplotypen, die fiir die kodierende Region des humanen IL4R

Gens geschatzt wurden, sind nicht mit dem Serum-IgE Spiegel assoziiert

Zur Untersuchung der Assoziation von IL4R Haplotypen mit dem Phénotyp Serum-IgE
Spiegel wurden Haplotypen mittels Expectation-Maximization-Algorithm aus den sechs
kodierenden IL4R SNPs geschitzt. Haplotypen mit einer Frequenz von mindestens 1%
wurden beriicksichtigt. AnschlieBend wurden die Haplotypen mit dem quantitativen
Serum-IgE Spiegel mit Hilfe des Score-Test, in dem simulierte p-Werte von 10°
Replikationen einbezogen wurden, verglichen. Zur Veranschaulichung sind Daten von
geschitzten IL4R Haplotypen mit einer Frequenz von mindestens 1% in Tabelle 15
dargestellt. Die Analyse zeigte keine Assoziation zwischen den geschétzten Haplotypen und
dem Phinotyp Serum-IgE Spiegel. Eine Subanalyse zur geschlechtsspezifischen Assoziation

zeigte erneut keine Assoziation der IL4R Haplotypen mit dem Phénotyp Serum-IgE.

Tabelle 15 Geschiitzte sechs locus 1L4R Haplotypen bei Blutspendern (n=300)

Haplotyp 150V E375A° C406R° S411L° S478P° Q551R® Hap-Freq (%)" Hap-Score  Sim p-val®

IL4R*01 1 1 1 1 1 1 38.22 0.37 0.71
IL4R*02 2 1 1 1 1 1 26.79 0.41 0.70
IL4R*03 2 2 2 1 2 2 5.56 -0.97 0.34
IL4R*04 1 2 2 1 2 2 4,75 -1,14 0,23
IL4R*05 1 2 2 1 1 1 4,34 -0,28 0,79
IL4R*06 2 1 2 1 1 1 3,86 0,16 0,87
IL4R*07 2 2 2 1 1 1 3,47 -0,98 0,33
IL4R*08 1 1 2 1 1 1 3,40 -0,29 0,79
IL4R*09 2 1 1 2 2 2 1,77 -0,72 0,50
IL4R*10 1 1 1 1 1 2 1,46 -0,58 0,60
IL4R*11 2 1 1 1 2 2 1,22 0,46 0,68
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* Die Haplotyp —Frequenzen wurden mit dem Expectation-Maximization-Algorithm geschitzt.
® Mit Hilfe des Score-Tests, der simulierte p-Werte von 10° Replikationen einbezieht, wurden
die Serum-IgE Spiegel mit den geschétzten Haplotypen verglichen.

C 66199

korrespondiert mit dem Allel aus der Referenzsequenz des humanen Chromosom 16

BAC Klons CIT987SK-58J2 und das Allel “2” ist definiert als Sequenzvariation.

3.2.3 Bestatigung der Ergebnisse der Assoziationsstudie in einer

zweiten Kohorte

Zunichst wurde eine Linkage-Disequilibrium Analyse der sechs kodierenden IL4R Varianten
durchgefiihrt und dabei die informativsten kodierenden SNPs des humanen IL4R Gens
identifiziert. Anschlieend wurden die SNPs IS0V, C406R und Q551R in einem zweiten
Kollektiv von weiteren 689 Blutspendern genotypisiert und die haufigsten Haplotypen
berechnet. Erneut konnte eine Assoziation zwischen den geschdtzten Haplotypen und dem
Phénotyp Serum-IgE Spiegel nicht festgestellt werden (Tab. 16). Auch geschlechtsspezifische
Analysen konnten keine Assoziation der IL4R Haplotypen mit dem Phinotyp Serum-IgE
Spiegel detektieren.

Tabelle 16 Geschiitzte drei locus IL4R Haplotypen in einem erweiterten Kollektiv von

Blutspendern (n=689)

Haplotyp 150V® C406R° Q551R° Hap-Freq (%)" Hap-Score Sim p-val’
IL4R*01 1 1 1 38.22 0.37 0.71
IL4R*02 2 1 1 26.79 0.41 0.70
IL4R*03 2 2 2 5.56 -0.97 0.34

*Die Haplotyp —Frequenzen wurden mit dem Expectation-Maximization-Algorithm geschitzt.
® Mit Hilfe des Score-Tests, der simulierte p-Werte von 10° Replikationen einbezieht, wurden
Serum-IgE Spiegel mit den geschétzten Haplotypen verglichen.

C < 1 bR

korrespondiert mit dem Allel aus der Referenzsequenz des humanen Chromosom 16

BAC Klons CIT987SK-58J2 und das Allel “2” ist definiert als Sequenzvariation.
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3.2.4 Der IL4R Haplotyp V50+R551 ist nicht mit dem Phanotyp

Serum-IgE Spiegel assoziiert

Nachdem Risma et al. die Assoziation des IL4R Haplotyps V50+R551 mit atopischen
Phénotypen gezeigt hatten (94), wurden die Frequenzen des Haplotyps ISOV+QS551R in dem
erweiterten Kollektiv von 689 Blutspendern berechnet und mit dem Serum-IgE Spiegel
mittels Score-Test verglichen. Das Ergebnis zeigte erneut keine Assoziation zwischen den
vier geschitzten Haplotypen und dem Phénotyp Serum-IgE (Tab. 17). Die Beobachtung von

Risma et al. konnte somit nicht bestatigt werden.

Tabelle 17 Geschitzte zwei locus IL4R Haplotypen in einem Kollektiv von Blutspendern
(n=689)

Haplotyp I50V¢  QS55IR° Hap-Freq (%)" Hap-Score sim p-val®

IL4R*01 1 1 44.11 -0.24 0.82
IL4R*02 1 2 9.81 -0.38 0.82
IL4R*03 2 1 36.30 -0.01 0.99
IL4R*04 2 2 9.78 0.88 0.38

*Die Haplotyp —Frequenzen wurden mit dem Expectation-Maximization-Algorithm geschitzt.
® Mit Hilfe des Score-Tests, der simulierte p-Werte von 10° Replikationen einbezieht, wurden
der Serum-IgE Spiegel mit den geschédtzten Haplotypen verglichen.

C 6619’

korrespondiert mit dem Allel aus der Referenzsequenz des humanen Chromosom 16

BAC Klons CIT987SK-58J2 und das Allel “2” ist definiert als Sequenzvariation.
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3.3 Genetische Assoziationsstudien an polytraumatisierten

Patienten

3.3.1 Eigenschaften der eingeschlossenen Patienten

Die Eigenschaften der 159 eingeschlossenen schwerverletzten Patienten sind in Tabelle 18
dargestellt. 72 Patienten (45,3 %) erfiillten die Kriterien einer Sepsis 5 Tage (median, Bereich
zwischen 3-9 Tage) nach dem schweren Trauma. Sowohl in der Gruppe der Patienten mit
Sepsis als auch ohne Sepsis zeigte sich eine Uberreprisentation des ménnlichen Geschlechts,
was auf eine hdufigere Beteiligung von Ménnern an Autounfillen zuriickzufiihren ist. Die
Mortalitdt betrug bei Patienten mit Sepsis 39 % (28 von 72) und bei Patienten, die keine
Sepsis entwickelten 5 % (4 von 87) (P<0,0001, Fisher’s exact Test, zweiseitig).

Tabelle 18 Eigenschaften der Polytraumapatienten mit und ohne Sepsis
Charakteristika Sepsis
nein (n=87) ja (n=72)

Alter in Jahren

Median 35 35

Bereich 18-80 18-76
Mainner (%) 59,8 65,3
Korpergewicht (kg)

Median 77 80

Bereich 50-130 50-120
Injury severity score(1SS)

Median 17 18

Bereich 5-56 7-63
APACHE II score

Median 9 11

Bereich 4-28 1-20
Tod innerhalb 20 Tage 4 28
nach einer schweren
Verletzung
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Alle bekannten SNPs der untranslatierten 5’ Region und des Intron 1 des TNF Gens, die eine
Allelfrequenz von iiber 5 % des seltenen Allels in der kaukasischen Bevolkerung aufwiesen
(TNF -1032A>G, TNF —-863C>A, TNF —857C>T, TNF -308G>A, TNF-238G>A, TNF
488C>T, TNF 857A>G (120), wurden in einem Kollektiv von 159 Patienten mit Hilfe der
TagMan® PCR und der SSP-PCR genotypisiert. Zusétzlich erfolgte die Genotypisierung von
zwei weiteren SNPs (LTA 80C>A, LTA 252A>G), die in der 5° Region und im Intron 1 des
benachbarten Gens LTA (Lymphotoxin alpha) lokalisiert sind. Die genomische Anordnung
der untersuchten SNPs ist in Abbildung 16 dargestellt.

Die Rate der homozygoten und heterozygoten Allelkombinationen war im Einklang mit dem
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Somit war eine Populationshomogenitit des untersuchten
Kollektivs gewihrleistet.

AnschlieBend wurde eine Linkage-Disequilibrium Analyse durchgefiihrt, die wie erwartet
zeigte, dass die komplette genetische Region einen Haplotyp Block bildet. Abbildung 16 zeigt

die geschitzten Frequenzen aller Haplotypen mit einer Frequenz von mindestens 1 %.

Abbildung 16 Struktur des TNF Gens, untersuchte SNPs und geschétzte Haplotypfrequenzen
%
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3.3.2 Ein einzelner TNF Haplotyp ist signifikant assoziiert mit erhohtem

TNF-a Plasmaspiegel nach einem Polytrauma

Nach Patienteneinschluss wurden in den ersten 14 Tagen tiglich die TNF-a Plasmaspiegel
mittels ELISA bestimmt. Zunichst wurde der Einfluss einer TNF Genvariante auf den TNF-a
Plasmaspiegel am Tag 1 untersucht. Die Analyse zeigte in Anwesenheit von ein oder zwei
Kopien des TNF -308A Allels erhohte TNF-a Spiegel im Plasma schwer verletzter Patienten
(Tag 1: Genotyp GA/AA, median TNF-a Spiegel 92,40 pg/ml; Genotyp GG, median TNF-a
Spiegel 26,09 pg/ml) mit einem Signifikanzniveau von P<0,0001 (Mann-Whitney U-test,
zweiseitig). Die Ergebnisse der TNF-o Plasmaspiegel an den weiteren Tagen sind in
Abhingigkeit des TNF Genotyps an Position —308 in Abbildung 17 dargestellt.

Weitere Analysen in der untersuchten Population fanden signifikant erhohte TNF-a
Plasmaspiegel am Tag 1 bei heterozygoten und homozygoten Trigern des

LTA 252G Allels im Vergleich zu Patienten mit dem Genotyp AA (Tag 1: Genotyp AG/GG,
median TNF-o Spiegel 64,60 pg/ml; Genotyp AA, median TNF-a Spiegel 25,90 pg/ml;
P=0,0005, Mann-Whitney U-test, zweiseitig). Eine signifikante Assoziation zwischen den
anderen TNF Genpolymorphismen und dem TNF-a Plasmaspiegel konnte nicht beobachtet
werden.

Mittel logistischer Regressionsanalysen wurde der Einfluss anderer Variablen (confounding
factors) wie Alter, Geschlecht , Korpergewicht und ISS auf den TNF-a Plasmaspiegel an Tag
1 gepriift. Die Analyse ergab keine signifikanten Ergebnisse.
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Abbildung 17 TNF-alpha Plasmaspiegel bei Polytraumapatienten im Verlauf der
Zeit.

Die Abbildung zeigt TNF-a Plasmaspiegel von Patienten der Allelausprigung TNF-308AA und
TNF-308AG (weille Balken) im Vergleich zu Patienten mit der Allelausprigung TNF-308GG
(schwarze Balken). Die Balken stellen die Mittelwerte der gemessenen TNF-o Plasmaspiegel mit

Quartilabstdnden. *p<0.0001, Mann-Whitney U-test, zweiseitig.
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Tage nach einem Polytrauma

Des weiteren wurden alle TNF-LTA Haplotypen mit einer Mindestfrequenz von 1% geschétzt
und anschlieBend mit Hilfe des Score-Test mit dem quantitativen TNF-a Plasmaspiegel von
Tagl verglichen. Ein LTA-TNF Haplotyp (Haplotyp 5) mit einer Allelfrequenz von 13 %
zeigte eine positive Assoziation mit dem TNF-a Plasmaspiegel (P= 0,015, Monte Carlo, Tab.
19).

77



Kapitel 3 Ergebnisse

Tabelle 19 Assoziation geschitzter TNF Haplotypen (Frequenz>1%) mit dem
quantitativen Phiinotyp TNF-a Plasmaspiegel an Tag 1.

Haplotyp®  Hap-Score P

LTA-TNF*01  -1,301 0,204
LTA-TNF*02 0,171 0,859
LTA-TNF*03 -0,132 0,892
LTA-TNF*04 -1,334 0,178
LTA-TNF*05 2,464 0,015
LTA-TNF*06 1,234 0,221
LTA-TNF*07 0,102 0,846

*Die Haplotypen sind in Abbildung 1 genau dargestellt.
® Mit Hilfe des Score-Tests, der simulierte P-Werte von 10° Replikationen
einbezieht, wurden die TNF-a Plasmaspiegel mit den geschétzten

Haplotypen verglichen.

3.3.3 Ein TNF Haplotyp ist signifikant assoziiert mit der Inzidenz des

Sepsis Syndroms nach einem Polytrauma

Die Analyse der verschiedenen TNF und LTA Genotypen zeigte eine signifikante Assoziation
mit der Inzidenz von Sepsis in Anwesenheit der TNF-308A und der LTA 252G Allele nach
einem Polytrauma. Auf Basis der Genotypisierungsergebnisse lie3 sich ein Risiko (odds ratio)
fiir die Entwicklung einer Sepsis bei heterozygoten und homozygoten Tragern des TNF-308A
Allels verglichen mit homozygoten Trégern des Allels TNF-308G von 7,14 berechnen (95 %
CI, 3,10 bis 16,45; P<0,0001). Bezogen auf die Variante LTA+252A<G betrug das Risiko
(odds ratio) 1,96 (95 % Cl, 1,02 bis 3,78; P<0,042). Ein dhnliches Risiko fiir die Entwicklung
des Sepsis Syndroms zeigten homozygote und heterozygote Triager des LTA+80A Allels
(OR=0,48; 95 % CI, 0,23 bis 1,00; P=0,0391).

Ein statistisch signifikanter Einfluss anderer Variablen (confounding factors) wie Alter,
Geschlecht, ISS oder Korpergewicht auf die Entwicklung von Sepsis konnte ausgeschlossen
werden. Hinsichtlich des Risikos eine Sepsis zu entwickeln, fand sich ein signifikanter
Unterschied bei der Patientengruppe, die bereits am ersten Tag nach Einschluss in die Studie

hohe TNF-a Plasmaspiegelwerte lieferte, verglichen mit der Gruppe, die zum gleichen
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Zeitpunkt niedrige TNF-a Spiegel im Plasma aufwiesen (P<0,0001). Auch nach Korrektur
dieser Variable iiber eine multivariate logistische Regressionsanalyse blieb die Assoziation

der TNF Polymorphismen mit Sepsis erhalten (Tab. 20).

Tabelle 20 Verteilung der TNF Genvarianten bei schwer verletzten Patienten mit und

ohne Sepsis.

Statistik: Risiko (OR) mit dem 95 % Konfidenzintervall (95 % Cl); Fisher’s exact Test, zweiseitig; zur

Korrektur der Variable TNF-a Plasmaspiegel an Tag 1 wurde eine logistische Regressionsanalyse

durchgefiihrt.
. R Multivariate
P Genotyp Sepsis Univariate Analyse Analyse
nein ja OR 95% ClI P Wert P Wert
n % n %
LTA 80 CC 21 253 29 414
CA/AA 62 747 41 58.6 0479  0.227-1.005 0.0391 0.0015
LTA 252 AA 42 506 24 343
AG/ GG 41 494 46 657 1963 1.020-3.779 0,0416 0,0027
TNF -1032 AA 53  63.1 48 67.6
AG/ GG 31 36.9 23 324 0819 0.421-1.594 0,6135
TNF -863 CC 62 738 54 771
CA/AA 22 26.2 16 229 0835 0.398-1.750 0,7089
TNF -857 CC 60 741 52 732
CT/TT 21 25.9 19 268 1.044 0.507-2.152 1,0000
TNF -308 CC 74 892 38 535
CT/TT 9 10.8 33 46,5 7.140 3.100-16.447 <0.0001 <0.0001
TNF -238 GG 74  88.1 62 873
GA/AA 10 11.9 9 127 1.074 0.411-2.811  1,0000
TNF 488 CC 63 750 52 732
CT/TT 21 25.0 19 26.8 1.096 0.533-2.255 0,8549
TNF 857  AA 72 868 58 817
AG/ GG 11 13.2 13 18.3 1467 0.612-3.517 0,5045

Um eine mdgliche Assoziation der TNF Haplotypen mit dem Phénotyp Sepsis Syndrom

aufzudecken, wurden unter einem linearen Regressionsmodel die Variablen TNF-a
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Plasmaspiegel an Tag 1, Alter, Geschlecht, ISS, Korpergewicht und Interaktionen
beriicksichtigt. Allein der TNF-a Plasmaspiegel erscheint als wichtiger Faktor. Die genetische
Untersuchung der Inzidenz des Sepsis Syndroms nach einem Polytrauma ergab ebenso eine
signifikante Assoziation des LTA-TNF Haplotyps 5 (s.0.) mit dem Sepsis Syndrom,
unabhidngig vom TNF-a Plasmaspiegel an Tag 1 (Monte Carlo P= 0,0019, Daten nicht
abgebildet).

3.3.4 Ein TNF Haplotyp ist signifikant assoziiert mit der Prognose

(outcome) nach einem Polytrauma

In der untersuchten Population von 159 schwer verletzten Patienten wurde die Assoziation
von TNF und LTA Polymorphismen mit der Prognose (outcome) untersucht. Die
Untersuchung des Risikos (odds ratio) beziiglich des Todeseintritts bei Patienten mit dem
Genotyp TNF-308A/A oder TNF-308A/G im Vergleich zu Patienten des Genotyps
TNF-308G/G, ergab einen Wert von 7,65 (95 % CI, 3,27 bis 17,93; P<0,0001). Bezogen auf
die LTA 252A<G Variante wurde ein Risiko von 5,58 (95 % CI, 2,02 bis15,44; P<0,0002) bei
Tragern einer oder zwei Kopien des LTA 252G Allels verglichen mit Nichttrdgern dieser
Allelkombinationen festgestellt. Um den Einfluss der Variablen Alter, Geschlecht,
Korpergewicht, Sepsis, ISS, TNF-a Plasmaspiegel von Tag 1 und Interaktionen zu
untersuchen, wurde eine multivariate Analyse durchgefiihrt mit dem Ergebnis, dass der
TNF-a Plasmaspiegel an Tag 1 und die Entwicklung einer Sepsis einen signifikanten Einfluss
haben. Das bedeutet, dass bei Patienten mit einen hohen TNF-a Plasmaspiegel an Tag 1 und
einer Sepsis ein hoheres Sterberisiko vorliegt. Auch nach Beriicksichtigung dieser Variablen
in der multivariaten Analyse blieb die Assoziation der TNF-308A und LTA 252G Allele mit
der Prognose bei Polytraumapatienten bestehen (Tab. 21).
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Tabelle 21 Verteilung der TNF Genvarianten bei Patienten in Abhéingigkeit der

Prognose.

Statistik: Risiko (OR) mit dem 95 % Konfidenzintervall (95 % Cl); Fisher’s exact Test, zweiseitig;

multivariate Analyse der Variablen Alter, Geschlecht, Korpergewicht, TNF-a Plasmaspiegel an Tag 1,

ISS, Sepsis und Interaktionen. Uber eine logistische Regressionsanalyse wurden die Variablen TNF-a

Plasmaspiegel an Tag 1 und Sepsis korrigiert.

SNP Genotyp Uberleben Univariate Analyse Mxltlvarlate
nalyse
nein ja OR 95% ClI P Wert P Wert
n % n %
LTA 80 CC 14 452 37  30.1
CA/AA 17 548 8 699 0522 0.217-1.279 0.1358
LTA252 AA 5 156 62 50.8
AG /GG 27 844 60 49.2 5580 2.016-15.445 0,0002 0,0075
TNF 1032 AA 21 656 80 645
AG/ GG 11 344 44 355 0.952 0.421-2.156 1,0000
TNF -863 CC 24 774 92 742
CA/AA 7 226 32 258 0839 0.330-2.132 0,8195
TNF -857 CC 24 75.0 89 736
CT/TT 8 25.0 32 264 0927 0.378-2.272 1,0000
TNF -308 CC 12 375 101 82.1
CT/TT 20 625 22 179 7.652 3.266-17.926 <0.0001 0,0097
TNF -238 GG 28 875 109 87.9
GA/AA 4 125 15 121 1.038 0.320-3.374  1,0000
TNF 488 CC 24 75.0 92 742
CT/TT 8 25.0 32 258 0.958 0.391-2.347 1,0000
TNF 857 AA 27 844 104 846
AG/ GG 5 156 19 154 1.014 0.347-2.962 1,0000

Zur Detektion einer Assoziation zwischen einem LTA-TNF Haplotyp und der Prognose nach

einem Polytrauma, wurde erneut eine lineare Regressionsanalyse unter Einbezug der oben

genannten Variablen durchgefiihrt. Auch hier zeigte die Analyse, dass der LTA-TNF

Haplotyp 5 signifikant assoziiert ist mit einer fatalen Prognose unabhingig vom TNF-a

Plasmaspiegel an Tag 1 und Sepsis.
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4 Diskussion

Seit langem wird versucht, die pathophysiologischen Zusammenhinge der Folgen von
Infektionen wie z.B. Sepsis und septischem Schock zu ergriinden, um effektive kausale
Therapiemoglichkeiten anwenden zu konnen. Der Nachweis einer hereditéren Pradisposition
fiir Infektionserkrankungen (23) und die Beobachtung unterschiedlicher Krankheitsverldufe
bei Patienten nach zunéchst gleicher Verletzungsschwere erhdhten das Interesse, genetische
Varianten in Genen pro— und antiinflammatorischer Mediatoren zu ermitteln. Eine Reihe
bisher publizierter genetischer Assoziationsstudien komplexer Erkrankungen wie
Atopie/Asthma, Sepsis und Diabetes mellitus zeigen widerspriichliche Ergebnisse.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde an einem Schliisselgen des adaptiven
Immunsystems beispielhaft die Common Variant — Common Disease (CV-CD) Hypothese
untersucht. Die CV-CD Hypothese postuliert, dass hdufige Genvarianten (Frequenz >1%), die
gewoOhnlich in einer gesunden Population allein keine schiadlichen Effekte oder klinischen
Symptome hervorrufen, in der Lage sind, durch genetische Interaktionen und Umweltfaktoren
ein Krankheitsbild auszuldsen bzw. die Schwere einer Erkrankung zu beeinflussen (121;122).
Zur Uberpriifung der Hypothese wurde als Modell das IL4R Gen gewihlt. Am Beispiel des
IL4R Gens war es moglich, den Einfluss genetischer Varianten der kodierenden Region des
IL4R auf intermedidre Phdnotypen wie z.B. Proliferation von CTLL-2 Zellen und CD23-
Expression auf A20 Zellen in vitro , sowie auf proximale Phinotypen wie IgE-Spiegel in vivo
Zu untersuchen.

Im zweiten Teil der Arbeit stand am Beispiel des TNF Gens die Replikation von
Assoziationsstudien iiber den Einfluss nicht-kodierender genetischer Varianten auf den
TNF-a Serum Spiegel, die Entstehung einer Sepsis und Prognose nach einem Polytrauma im
Vordergrund. Zur Untersuchung der Fragestellungen wurden sowohl Einzel-SNP-Analysen
als auch Haplotypanalysen in funktionellen und genetisch-epidemiologischen Studien

einbezogen.

4.1 Variabilitdt im menschlichen Genom

In den letzten Jahrzehnten wurden eine Reihe von Anstrengungen unternommen,
krankheitsrelevante Gene zu identifizieren und ihre DNA-Sequenzen mit ihren Varianten zu

entschliisseln. Eine wesentliche Grundlage zur systematischen Identifizierung von
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krankheitsrelevanten Genen bildete das 1990 begonnene internationale Human-Genom-
Projekt (HGP), das 2001 mit dem konkurrierenden Projekt der Celera Genomics Corporation
nahezu alle DNA-Bausteine des menschlichen Genoms vollstdndig sequenziert hatte. Durch
den Vergleich der Genome zwei beliebiger Individuen wurde die genetische Variabilitit
(123), die sich in zwei Klassen einteilen ldsst, genomweit beschrieben: Insertionen und
Deletionen (inserts, deletions) und Basenaustausche (single nucleotide polymorphisms, SNP).
Polymorphismen bestehen zu einem Teil aus tandemartig wiederholten Sequenzen, den
sogenannten STRs (short tandem repeats), mit einer Linge von 12-500 Basenpaaren (5).
Diese liegen in der Regel in nicht-kodierenden Abschnitten des Genoms (5) und wirken sich
in der Regel phinotypisch nicht aus (124). Zum anderen Teil gibt es auch einfache
Basenaustausche (single nucleotide polymorphisms, SNP), von denen nach Schitzungen der
International SNP Map Working Group ungefahr 11 Millionen existieren und deren seltenes
Allel eine Frequenz von mindestens 1% in der Population aufweist (125). 10 Millionen dieser
SNPs sind bereits bekannt (126).

Wihrend der grofite Teil der SNPs wahrscheinlich keine phénotypischen Auswirkungen hat,
wirkt sich ein kleiner Teil im Hinblick auf Krankheitsdispositionen phinotypisch aus. SNPs,
die in der kodierenden Genregion lokalisiert sind und eine Anderung der Aminosiuresequenz
hervorrufen (missense SNP) (108), sind in der Lage, die Struktur und damit die Funktion des
kodierten Proteins zu verindern. Die Anderung der Proteinfunktion stellt eine wichtige
Ursache rezessiv oder dominant erblicher monogener Erkrankungen dar (124). Fiir die
Atiologie komplexer Erkrankungen ist die Identifizierung von kausalen genetischen Varianten
komplizierter. Die meisten SNPs liegen in der nicht-kodierenden Region des Genoms, und
haben sehr wahrscheinlich keinen Einfluss auf den Phénotyp.

Aufgrund der groBen Anzahl der vorhandenen SNPs, ist es auBerordentlich schwierig,
diejenigen SNPs zu entschliisseln, die ursidchlich bestimmte Erkrankungen begiinstigen (26).
Zudem besteht der Hinweis, dass sowohl bekannte SNPs als auch seltene Varianten (rare
variants) Einfluss auf Phénotypen haben (126). In einer kiirzlich durchgefiihrten Studie
identifizierten Hinds et al. innerhalb verschiedener Populationen einen Satz von 1,58
Millionen SNPs, die fiir genomweite Assoziationsstudien von hohem Informationswert sind
(126). Als Kopplungsungleichgewicht wird das iiberzufdllig hiufig gemeinsame Auftreten
von Allelen an einem genetischen Marker (SNP) und einem Krankheitsgenort, wenn sie eng

miteinander verbunden sind (127).
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4.2 Funktionelle Studien am IL4R Gen

Ausgehend von der Entdeckung zahlreicher SNPs in der kodierenden Region des humanen
IL4R Gens, die zu einem Aminosdureaustausch fithren (91;98;99), wurden insbesondere drei
der identifizierten IL4R Varianten (I50V, S478P, Q551R) in zahlreichen in vitro Studien auf
ihre Féahigkeit untersucht, die IL-4 induzierte Signaltransduktion und folglich Proliferation
und Genexpression zu beeinflussen. Fiir die zum Teil widerspriichlichen Ergebnisse tiber die
funktionellen Auswirkungen dieser Polymorphismen wurden bisher keine zufriedenstellenden
Erklarungen gefunden.

In dieser Arbeit wurden die funktionellen Auswirkungen der kodierenden IL4R Varianten
S478P allein und Q551R in Kombination mit IS0V auf die Phidnotypen IL-4 induzierte
Proliferation und CD23-Expression vorgenommen. Die Ergebnisse werden im Folgenden

diskutiert.

4.2.1 Funktionelle Untersuchung der kodierenden IL4R Variante S478P

Die kodierende IL4R Variante S478P ist innerhalb des 14R Motivs lokalisiert, dem ein
Einfluss auf die IL-4 induzierte Signaltransduktion zugeschrieben wird (87;128;129). Das
Motiv enthilt einen Tyrosinrest an Position 472 (Y1), der fiir die direkte Phosphorylierung
von IRS-1/2 verantwortlich ist und folglich iiber die PI-3-Kinase oder MAP-Kinase
Signalwege die IL-4 abhingige Zellproliferation initiiert (79). In Studien konnte gezeigt
werden, dass bei Transfektanten, in denen das I4R Motiv deletiert ist oder aufgrund des
Aminoséureaustausches an Position 472 von Tyrosin nach Phenylalanin (Y472F) inaktiviert
ist, keine Proliferation mehr méglich war (87;88;97).

In einer Kkiirzlich durchgefiihrten Studie konnte eine auBler Kraft gesetzte IRS-
Phosphorylierung mit verminderter Proliferation von CD4 T-Lymphozyten bei Mausen, die
eine Aminoséduresubstitution von Tyrosin nach Phenylalanin an Position 500 (Y1 des murinen
IL-4R) aufwiesen, beobachtet werden (65). Zudem konnte in vivo bei transgenen murinen
Tridgern der Variante YS500F, eine erhohte Allergen-induzierte IgE-Produktion festgestellt
werden (65). Die Studien lassen vermuten, dass die humane Variante S478P, die nur sechs
Aminosduren vom Tyrosinrest Y1 entfernt ist, moglicherweise ebenfalls die Funktion des [4R
Motivs beeinflusst und zu erhohten IgE-Spiegeln filihrt (130).

Fiir die IL4R Variante S478P wurde bereits eine Beeinflussung der Signaltransduktion

aufgrund von Konformationséinderungen von Kruse et al. postuliert (92). Die Substitution von

84



Kapitel 4 Diskussion

Serin durch Prolin, welches planar vorliegt, fithrt moglicherweise zu einer Einschrankung der
Drehung der Proteinkette und beeinflusst auf diese Weise die Konformation des IL-4R,

wodurch Signalmolekiile an ihre Bindungsstellen nicht mehr andocken kdnnen.

Um den Einfluss der IL4R Variante S478P auf die IL-4 induzierte Zellproliferation zu
untersuchen, wurde als Zellsystem die murine cytotoxische T Zelllinie CTLL-2 gewdhlt und
mit humanen IL4R cDNA Konstrukten, die entweder fiir den Wildtyp (S478) oder die
Variante (P478) kodieren, transfiziert. Die humane IL-4Ra Kette ist in der Lage, mit der
common 7y Kette des murine IL-4R einen funktionellen Komplex zu bilden und dadurch
humanes IL-4, dass fiir den humanen Rezeptorkomplex spezifisch ist, zu binden
(72;89;112;131).

Nach IL-4 Stimulation wurde die Proliferation der transfizierten CTLL-2 Zellen mittels
Messung des eingebauten Tritium [*H]-markierten Thymidins bestimmt. In den
durchgefiihrten Proliferationsstudien zeigten Zelllinien, die den Wildtyp der IL-4Ra Kette
exprimieren, ebenso wie Zellen mit der IL-4Ra Kette Aminosduresubstitution, eine
dosisabhingige IL-4 induzierte Proliferation, die sich im Vergleich beider Zelllinien nicht
unterschied. Die Beobachtung ldsst vermuten, dass der Einfluss der Variante S478P auf die
IL-4 induzierte Zellproliferation allein keine Bedeutung zu haben scheint.

Dafiir spricht auch das Ergebnis des Alignment der humanen IL-4Ra Ketten
Aminoséduresequenz um den Tyrosinrest Y1 im [4R Motiv mit sechs weiteren

Spezies (Abb. 18). Einige Aminosduren, die in unmittelbarer Ndhe zum Tyrosinrest Y1
liegen, bilden eine konservierte Kernsequenz im 4R Motiv. Die Aminosédure an Position 478
der humanen IL-4Ra Kette liegt jedoch auBerhalb der konservierten 14R Kernsequenz, eine

funktionelle Rolle dieser Variante ist demnach sehr fraglich.
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Abbildung 18 Alignment der 14R Region der humanen IL-4Ra Kette mit Rezeptoren sechs

weiterer Spezies

Tyrosinrest Y1 im S478P
I4R-Mptiv
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Eine funktionelle Relevanz der 4R Region fiir die IL-4 induzierte Zellproliferation wurde
bereits in anderen Studien in Frage gestellt (89;90;129). Es ist mdglich, dass fiir die
Initiierung der Proliferation IRS-2 Proteine und die damit verbundene Aktivierung des PI-3-
Kinase Signalweges nicht notwendig sind (129), sondern dass vielmehr das

Proliferationssignal {iber andere Proteine wie das Adaptorprotein Sh2 vermittelt wird (60).

4.2.2 Funktionelle Untersuchung der kodierenden IL4R Variante Q551R

in Kombination mit 150V

Kontroverse Diskussionen bestehen auch iiber den biologisch-funktionellen Einfluss der IL4R
Variante QS551R auf die IL-4 induzierte Genexpression. Fiir die Untersuchung der
kombinierten Aminosduresubstitutionen an Aminosdureposition 50 und 551 der humanen
IL-4Ra Kette auf die IL-4 induzierte Expression von CD23 wurde als Zellsystem die murine
B Zelllinie A20 ausgewéhlt. Die humanen IL4R ¢cDNA Konstrukte, die entweder fiir den
Wildtyp (IS0 + Q551) oder die Variante (V50 + R551) kodieren, wurden in die Zelllinien
transfiziert und mit verschiedenen Konzentrationen an humanem IL-4 stimuliert. Bei beiden
Zelllinien konnte eine dosisabhdngige CD23 Expression beobachtet werden, jedoch konnte
eine erhdhte IL-4 induzierte CD23 Expression in Zelllinien mit der doppelt mutierten IL-4Ra
Kette (V50 + R551) im Vergleich zu Zelllinien, die den Wildtyp (I50 + Q551) exprimierten,

nicht gezeigt werden.
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Die intrazelluldre IL4R Variante Q551R befindet sich in unmittelbarer Ndhe zum Tyrosinrest
Y2 (Y550), der einen der drei konservierten Tyrosinreste Y2, Y3, Y4 (Y550, Y578 und
Y606) bildet und die zusammen Komponenten einer Genaktivierungsdoméne darstellen
(64;132). Diese Region scheint als Bindungsstelle fiir die SH2-Doméne des
Transkriptionsfaktors STAT6 sowie fiir die Phosphorylierung von SHP-1 und SHP-2 von
Bedeutung zu sein. Nach Aktivierung von STAT6 translozieren dimerisierte STAT6
Komplexe in den Zellkern, wo sie iiber Bindung an Promotoren von IL-4 induzierbaren
Genen deren Transkription ausldsen.

Der Einfluss der humanen IL4R Variante Q551R auf die Aktivierung von STAT6 wurde
bereits mehrfach untersucht. Hershey et al. beschrieben eine verminderte Bindungsfahigkeit
der inhibitorisch wirkenden Phophatase SHP-1 in Anwesenheit des Allels R551 verglichen
mit dem IL4R Wildtyp Q551. Demzufolge wurde bei Tragern des R551 Allels im Vergleich
zu Triagern des Wildtypallels Q551 eine erhohte CD23 Expression auf B Zellen beobachtet
(91). Dieses Ergebnis konnte in weiteren Studien, in denen eine Aminosduresubstitution von
Glutamin nach Arginin an Position 551 der humanen IL-4Ra Kette durchgefiihrt wurde, nicht
bestitigt werden (93;96;133).

In transfizierten murinen B Zelllinien zeigten Risma et al. kiirzlich, dass die Variante Q551R
allein keinen Einfluss auf die IL-4 induzierte CD23 Expression besitzt, jedoch in
Kombination mit der extrazelluliren Aminosduresubstitution 150V der humanen IL-4Ra
Kette zu einer erhohten Expression von CD23 fiihrt (94). Den Einfluss des Allels 150 auf eine
erhohte IL-4 induzierte CD23 Expression stellten bereits Mitsuyasu et al. dar (93). In einer
Studie am murinen IL-4R fiihrte das I50 Allel bei Stimulationen mit IL-4 Konzentration unter
1 ng/ml unabhingig von der Allelkombination an Aminosdureposition 551 zu einer
gesteigerten STAT6 abhingige Transkriptionsaktivitit (95). Bei einer gesittigten IL-4
Konzentration waren Unterschiede beziiglich des Einflusses auf die STAT6 Induktion nicht
feststellbar (95).

Die funktionelle Relevanz der kodierenden IL4R Variante Q551R in Kombination mit der
extrazelluliren Variante IS0V konnten wir fiir die IL-4 induzierte CD23 Expression nicht
feststellen. Eine mogliche Erkldrung liegt in der redundanten Kapazitit der IL-4R
Tyrosinreste Y2, Y3 und Y4, als Bindungsstellen fiir STAT6 zu dienen und folglich fiir die
STAT6 Aktivierung bzw. fiir die Expression von CD23 bedeutsam zu sein (132).

Das bedeutet, dass Mutationen an einem oder zwei Tyrosinresten keinen Effekt auf die I1L-4
induzierte CD23 Expression aufweisen, nur im Falle von Mutationen an allen drei

Tyrosinresten ist eine 1L-4 induzierte CD23 Expression nicht mehr moglich (132). Andere
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Autoren konnten in Transfektionsstudien zeigen, dass sogar IL-4Ra Proteine, denen alle drei
Tyrosinreste fehlten, in der Lage waren, STAT6 zu aktivieren und Genexpression zu
induzieren (134). Bei Fehlen der Tyrosinreste wird moglicherweise eine ausreichende STAT6
Aktivierung gewihrleistet, indem iiber eine Aktivierung des extracellular signal-regulated
kinase (ERK) mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalweges die mutierten IL-4
Rezeptoren so umprogrammiert werden, dass nukledres phosphoryliertes STAT6 mobilisiert
wird (61). Neben der Aktivierung des ERK MAPK Signalweges ist fiir eine erfolgreiche
STAT6 Aktivierung eine intakte ID-1 Region, die charakterisiert ist durch eine

Glutaminséure- und Serinreiche Sequenz, notwendig (61).

4.3 Assoziationsstudien

4.3.1 Assoziation zwischen genetischen IL4R Varianten und dem

Phanotyp Serum-IgE Spiegel

Erhohte IgE-Spiegel und die Anwesenheit spezifischer IgE-Antikorper nach einer Exposition
mit Allergenen stellen charakteristische Merkmale atopischer Erkrankungen dar. Mit Hilfe
von genomweiten Kopplungsanalysen wurde eine Genregion auf Chromosom 16p12 entdeckt,
die mit dem atopischen Phdnotyp Serum-IgE-Spiegel in Zusammenhang steht (99;135). In
vielen anderen Untersuchungen konnte diese Kopplung nicht repliziert werden (136-138),
siehe auch die Ubersicht von Wills-Karp et al. (139). Ein Kandidaten-Gen innerhalb dieser
Region stellt das IL4R Gen dar, das fiir die alpha Kette des heterodimeren IL-4R Komplexes
kodiert. Hershey et al. beschrieben 1997 in der amerikanischen Population eine signifikante
Assoziation des R551 Allels mit dem Hyper-Ig-Syndrom (91). Basierend auf diesem
Ergebnis wurden in den letzten Jahren zahlreiche Studien {iber die genetische Assoziation von
kodierenden IL4R Varianten mit verschiedenen atopischen Phédnotypen wie z.B. dem
Serum-IgE Spiegel publiziert, die diskrepante Befunde darboten. Die meisten der
Assoziationsstudien wurden mit einzelnen IL4R Varianten, insbesondere mit den IL4R
Varianten Q551R und 150V, durchgefiihrt. Der Gegenstand aktueller Assoziationsstudien sind
neben Einzel-SNP-Analysen auch Analysen von IL4R-Haplotypen.
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Aufgrund der Feststellung fritherer Arbeiten, dass ein Zusammenhang zwischen einer
positiven Atopieanamnese und erhohten Serum-IgE Spiegeln vorliegt (100;140), wurde ein
Serum-IgE Spiegel > 100 kU/1 in der vorliegenden Arbeit als atopischer Phinotyp definiert.
Die Ergebnisse dieser Arbeit, in der alle bekannten kodierenden IL4R Varianten (IS0V,
E375A, C406R, S411L, S478P und Q551R) in einem Kollektiv von Blutspendern untersucht
wurden, lassen keine signifikante Assoziation der IL4R Varianten mit dem quantitativen
Phénotyp Serum-IgE Spiegel erkennen. Auch unter Verwendung von IL4R Haplotypen, die
aus den sechs kodierenden IL4R SNPs fiiber einen Expectation-Maximization Algorithmus
geschitzt wurden, ergab sich keine signifikante Assoziation mit dem quantitativen Phénotyp
Serum-IgE Spiegel.

Basierend auf dem Postulat des gain-of-function Allels R551 (91) untersuchten Risma et al.
eine mogliche Assoziation der Variante Q551R in Kombination mit der extrazelluldren IL4R
Variante 150V mit atopischen Phdnotypen. Dabei konnte die Gruppe zeigen, dass die
Kombination der Allele V50+R551 zu einer signifikanten Assoziation mit allergischem
Asthma (p= 0,015) fiihrt (94). Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Analyse der IL4R
Haplotypen der Varianten 150V+Q551R brachte das Ergebnis, dass keiner der moglichen
IL4R Haplotypen mit dem Phénotyp Serum-IgE Spiegel assoziiert war. Die Moglichkeit, dass
es sich in der durchgefiihrten Studie um ein falsch negatives Ergebnis handelt, bleibt sehr
gering. Unter Verwendung der publizierten Ergebnisse von Hackstein et al., die in einem
vergleichbaren Kollektiv eine signifikante Assoziation zwischen den IL4R Varianten E375A,
C406R und S478P und niedrigen Serum-IgE Spiegel nachgewiesen haben (100), wurde die
power der Studie kalkuliert, die die berichteten Unterschiede beziiglich des Serum-IgE
Spiegels zu entdecken vermag. Ausgehend von einem Signifikanzniveau von 0,001 lag die
power in der vorliegenden Studie bei liber 90%, um Effekte hinsichtlich des Serum-IgE
Spiegels auffinden zu konnen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Ergebnisse der durchgefiihrten in vitro
Untersuchungen an den kodierenden IL4R Varianten IS0V und Q551R mit den Resultaten der
genetischen Assoziationsstudie libereinstimmen.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurden eine Reihe von Assoziationsstudien
verdffentlicht, die {iber eine Assoziation von kodierenden IL4R Varianten mit dem Phinotyp
Serum-IgE Spiegel berichtet haben (siehe Tab. 22). Einen Einfluss der IL4R Variante Q551R
auf den atopischen Phénotyp Serum-IgE Spiegel konnte in vielen Studien verschiedener
Populationen nicht bestétigt werden (93;100;137;138;141-148). Widerspriichliche Ergebnisse

wurden auch bei Studien, die eine positive Assoziation der Variante Q551R mit dem Serum-
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IgE Spiegel zeigen konnten, beobachtet. Wahrend Hershey et al. eine Assoziation des R551
Allels mit erhohten IgE Spiegeln postulierten (91), konnten Kruse et al. eine Assoziation des
Allels mit erniedrigten IgE Spiegeln beobachten, insbesondere beim Auftreten der Variante in
Kombination mit der Variante S478P (92).

Uneinheitliche Ergebnisse werden auch {iber die weiteren kodierenden Polymorphismen der
IL-4Ra Kette beschrieben (Tab.22). In der folgenden Tabelle ist eine Ubersicht der Studien
dargestellt, die einzelne IL4R Varianten, aber auch IL4R Haplotypen zur genetischen

Assoziation mit dem Phénotyp Serum-IgE Spiegel untersucht haben.
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Tabelle 22 Genetische Assoziationsstudien von kodierenden IL4R Varianten mit dem

Phiinotyp Serum-IgE Spiegel

Polymorphismus | Population | Probanden | Assoziation |p-Wert |Autor
Q551 Briten 525 ja 0,018 |(149)
I50V, S478P, . . (141)
Q551R Briten 300 nein
I50V/S478P . . 0,01 |(141)
[50V/Q551R | Driten 300 ja 0.05
R551 Chinesen 416 ja <0,05 [(150)
Q551R Franzosen 225 nein (142)
Q551R Amerikaner 45 nein (143)
IL4R Gen Dénen 424 nein (144)
E375A, C406R, . 0,017; 1 (100)
S478P Deutsche 158 ja 0,017;

0,033
R551 Amerikaner 3 ja (91)

0,02; |(130)
5235 > €406, Holtinder 200 |ja 0.01;

0,0007
C406R Finnen 682 ja 0,010 |(151)
P478, R551 . 0,003; 1(92)
PAT/R551 Deutsche 181 ja 0,002;

0,0008
R551 Italiener 851 nein (145)
150V, E375A, (146)
C406R, S478P, . :
Q551R: ILAR Italiener 823 nein
Haplotyp
R551 nein (93)
150 Japaner 480 ia 0,0001
Q551R Japaner 361 nein (137)
Q551R Italiener 851 nein (147)
V50/R551 Amerikaner 265 ja 0,015 |(94)
R551 Polen 44 ja 0,05 |[(152)
150 ja (148)
R551 Japaner 200 nein 0,044
V50 Inder 241 ja 0,05 |(153)
I50V, E375A, (138)
C406R, S478P, ]S):}?\Sgg:n 415  |nein
Q551R

Mogliche Ursachen fiir die Diskrepanz der publizierten Assoziationsstudien liegen zum einen
in der Durchfiihrung der Studien und ihrer statistischen Bewertung. Die wesentlichen
Kritikpunkte werden in Kapitel 4.3.3 diskutiert.

Da bisher eine allgemeingiiltige Assoziation zwischen den kodierenden IL4R Varianten und

dem Phinotyp Serum-IgE Spiegel nicht nachgewiesen werden kann, ist es moglich, dass IL4R
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Varianten der kodierende Region weder fiir die Funktion des IL-4R noch fiir die Assoziation
von IL4R mit Atopie bedeutsam sind.

Basierend auf Ergebnissen von Kopplungsanalysen nahmen Ober et al. an, dass Varianten in
der nicht-kodierenden Region des IL4R Gens, wie z.B. der 5’Promotorregion oder der 3°
untranslatierten Region fiir die Gentranskription und Pridisposition von Erkrankungen
verantwortlich seien kénnten (99;154;155). So konnten Hackstein et al. zeigen, dass die
Variante -3223C>T, die in der Promotorregion des IL4R lokalisiert ist, auch nach Bonferroni-
Korrektur signifikant assoziiert ist mit niedrigen Spiegeln an loslichem IL4R (154). Da diese
Variante im Kopplungsungleichgewicht mit der extrazelluldren IL4R Variante IS0V liegt,
konnte die Kombination beider Varianten fiir atopische Phédnotypen von Bedeutung sein
(154). Auch Hosomi et al. haben Untersuchungen an der IL4R Promotorregion durchgefiihrt.
Sie konnten weitere IL4R Promotorvarianten entdecken, von denen alle bis auf eine
(-184A>Q@) signifikant assoziiert waren mit dem Phénotyp atopische Dermatitis (155).

Die Annahme, dass die relevanten Varianten auBlerhalb der kodierenden Region lokalisiert
sind, fiihren folglich zu dem Schluss, dass Assoziationsstudien auch falsch negative
Ergebnisse erbringen, da die funktionell wichtigen Varianten nicht beriicksichtigt werden

(156).

Wir verwerfen die Common Variant-Common Disease Hypothese in Bezug auf natiirlich
vorkommende kodierende Varianten des IL4R Gens. Eine alternative Hypothese stellt die
Rare Variant-Common Disease Hypothese dar, die davon ausgeht, dass seltene Mutationen an
der Prédisposition einer Erkrankung mitwirken (157). Die Gruppe um Bruce Beutler
entdeckte bei 200 Patienten, die an einer schweren Meningokokken Ekrankung litten, mehrere
seltene Mutationen im 7o/l like receptor (TLR) 4 Gen, jedoch nur eine Mutation in einer
ethnisch abgestimmten Kontrollpopulation (158). Eine Untersuchung haufiger, kodierender
Varianten des TLR4 Gens ergab keinen Unterschied zwischen der Gruppe der Erkrankten und
der Kontrollgruppe (158). Eine allgemeine Giiltigkeit dieses Befunds wiirde die
Sequenzierung des gesamten IL4R Gens bei mehreren hundert Atopikern und Kontrollen
erforderlich machen, um die Rolle seltener Varianten dieses Gens fiir die Atopie-Pathogenese

zuverléssig zu verwerfen oder zu belegen.
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4.3.2 Studien zur genetischen Assoziation von TNF Varianten mit Sepsis

zugehorigen Phanotypen

In den letzten Jahren sind zahlreiche Studien iiber die genetische Assoziation der TNF
Varianten TNF-308G>A (34;38-40)und LTA 252A>G (35-37;40-44) mit dem Auftreten von
Sepsis, septischem Schock oder Tod bei Intensivpatienten publiziert worden. Im Widerspruch
dazu stehen Studien, die keine signifikante Assoziation der beiden TNF Varianten mit
Phénotypen, die mit dem Sepsis Syndrom in Beziehung stehen, zeigen konnten (37;39;42;45-
48;159;160). Die Ursachen fiir die kontroversen Ergebnisse konnten darin begriindet sein,
dass zum einen die Anzahl der einbezogenen Studienteilnehmer sehr gering war oder dass
zum anderen Variablen (confounding factors) die wahren Effekte der TNF Varianten auf
Sepsis relevante Phénotypen maskiert haben. In Tabelle 23 sind die wichtigsten Studien {iber

die Assoziation zwischen TNF-Genvarianten und Sepsis- Phanotypen dargestellt.
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Tabelle 23 Ubersicht der wichtigsten TNF Assoziationsstudien iiber Sepsis assoziierte
Phiinotypen
SNP Einschlusskriterium |Probanden |Phinotyp Assoziation | Autor
TNF-308A |schwere Sepsis R0/153 schwere Sepsis nein (42)
TNFB2 Uberleben ja
TNFcl schwere postoperative 122/138 schwere Sepsis ja (161)
TNFclc2 | Sepsis Prognose ja
TNFB2 schwere Sepsis 40 Prognose ja (43)
TNF-a Spiegel ja
TNF-308A |septischer Schock R0/37 septischer Schock |ja (38)
Prognose ja
TNFB2 schweres stumpfes 110 schwere Sepsis ja (36)
Trauma TNF-a Spiegel ja
TNFB2 schwere Sepsis 93 Uberleben ja (162)
TNF-308A |SIRS 112 septischer Schock |ja/nein (48)
TNF-a Spiegel ja/nein
TNF-308A | CAP 230 septischer Schock |ja/nein (160)
LTA 250A
TNF-308A | septischer Schock Mortalitét ja (34)
37 . .
TNF-a Spiegel ja
TNF-308 |MODS 28/303 MODS ja (40)
TNFBI1 MODS ja
TNFB1/B1 |schweres stumpfes schwere Sepsis ja (37)
TNFB2/B2 | Trauma 70 schwere Sepsis ja
TNF-308A schwere Sepsis nein
TNF-308A |ISS> 16 schwere Sepsis ja (39)
152 .
Tod nein
LTA250A |CAP 343 septischer Schock |ja (44)
TNF-308 | Neugeborene mit 33/35 Sepsis nein (47)
Geburtsgew. <1501 g
TNFB2 grofle abdominale 172 Komplikationen |ja (41)
Operation
TNF-308A |SIRS 44 Sepsis, septischer |nein (45)
TNFB2 Schock, Mortalitit
TNF-308 | Neugeborene mit Sepsis nein (159)
niedrigem 173 Mortalitét ja
Geburtsgew.
TNFB2 grof3e gastrointestinale Mortalitit ja (35)
Operation 160 aufgrund einer
Sepsis
LTA250A |postoperative Sepsis 25 schwere Sepsis, nein (46)

Schock, Tod

In der vorliegenden Arbeit wurden alle bekannten SNPs des TNF Gens, die eine Frequenz des

seltenen Allels von iiber 5% aufwiesen, und zwei SNPs des LTA Gens (LTA 80C>A, LTA
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252A>G) in einem Kollektiv von 159 polytraumatisierten Patienten genotypisiert und
anschlieend einer univariaten und mittels logistischer Regression multivariaten Analyse in
Bezug auf Sepsis-relevante Phanotypen unterzogen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Promotorvariante TNF-308G>A und die LTA
Variante LTA 252A>G mit der Entwicklung einer Sepsis assoziiert sind. Verschiedene
Studien konnten keine Assoziation zwischen den TNF Varianten und dem Phénotyp schwere
Sepsis nachweisen (36;37;42;45;46). Die Arbeitsgruppe Majetschak et al. konnte in einem
Kollektiv von traumatisierten Patienten keine Assoziation zwischen der TNF Variante —
308G>A und der Entwicklung einer schweren Sepsis finden (37). Eine Beziehung der LTA
252A>G Variante mit dem Phinotyp schwere Sepsis konnte dagegen bereits in einer fritheren
Studie der Arbeitsgruppe gezeigt werden (36). In einer folgenden Studie wurden jedoch
widerspriichliche Ergebnisse publiziert. So wurde sowohl eine Assoziation zwischen dem
LTA 252A Allel als auch dem LTA 252 G Allel und der Entwicklung einer schweren Sepsis
festgestellt (37). Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten (n=14), die einer schwere Sepsis
entwickelten, sind diese Ergebnisse kritisch zu bewerten. Ebenso konnte in anderen Studien
eine signifikante Assoziation zwischen der Variante TNF-308G>A und schwerer Sepsis oder
Tod aufgrund schwerer Sepsis nicht nachgewiesen werden (42;45). Auch Assoziationen
zwischen der Variante LTA 252G>A und der Entwicklung einer schweren Sepsis sind nicht
festgestellt worden (45;46). Die Ergebnisse konnten ebenfalls dadurch erkldart werden, dass

alle Studien in ihren Untersuchungen nur eine geringe Fallzahl P (n=44; n=80; n=85) hatten.

Die vorliegende Arbeit zeigt nicht nur eine Assoziation der Varianten TNF-308G>A und LTA
252A>G mit der Entwicklung einer schweren Sepsis, sondern auch mit dem Eintritt des Todes
als Folge der schweren Sepsis. Die Arbeitsgruppe O’Keefe et al. untersuchten in einer Studie
an 152 Patienten, die einen Injury Severity Score von mehr als 16 aufwiesen, den
Zusammenhang zwischen der Variante TNF-308G>A und dem Risiko eine schwere Sepsis
bis hin zum Tod zu entwickeln (39). Die Daten der prospektiven Studie stellten in Einklang
mit den Ergebnissen dieser Studie eine signifikante Assoziation zwischen Tragern des TNF-
308A Allels und dem Risiko eine schwere Sepsis zu entwickeln fest. Keine Assoziation der
Variante TNF-308G>A zeigte sich mit dem Eintritt des Todes (39). Moglicherweise liegt der
Grund fiir die nicht signifikante Assoziation des TNF-308A Allels mit Tod (p=0,25) in der
geringen Anzahl an verstorbenen Patienten. Ein Effekt der TNF Varianten auf Sepsis
bezogene Phénotypen ist auch in weiteren Studien nachweisbar. So berichteten Mira et al.,

dass Trager des A Allels an Position —308 des TNFa Gens ein erhdhtes Risiko haben, einen
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septischen Schock zu erleiden (38). Nachdem die TNFa Promotorregion bei 89 Patienten mit
septischen Schock und 87 gesunde Kontrollen sequenziert wurde, konnte festgestellt werden,
dass insbesondere Triger des -308A Allels einen hohe Suszeptibilitit fiir septischen Schock
und Tod hatten (p=0,008) (38). Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen
von Appoloni et al.,, die auch eine Assoziation zwischen dem —308A Allel und der
Suszeptibilitét fiir den Tod nach septischem Schock (p=0,02) zeigen konnten (34). Tang et al.
dagegen berichteten, dass das —308A Allel nicht assoziiert ist mit septischen Schock, jedoch
mit dem Tod bei Patienten, die einen septischen Schock bereits entwickelt hatten (p<0.05)
(48). Eine Assoziation zwischen der Variante LTA 252A>G und einer schlechten Prognose
oder dem Tod nach einer schweren Sepsis konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen

werden (35;43;162).

In der vorliegenden Arbeit wurde bei der genotypischen Analyse der TNF Genregion
nachgewiesen, dass Triager des TNF-308A Allels sowie Triager des LTA 252G Allels
signifikant erhdhte Werte (p<0,0001; p=0,0005) fiir den Plasma TNF-a Spiegel sowohl einen
Tag nach der Aufnahme als auch wiahrend der folgenden 14 Tage zeigten. Erhohte TNF-a
Spiegel wurden, bereits bevor die Diagnose Sepsis gestellt wurde, bei Tragern der Allele
TNF-308A und LTA 252G beobachtet. Es ist anzunehmen, dass die Freisetzung groBer
Mengen an TNF-a nach einem Trauma zur Entwicklung einer hyperinflammatorischen
Antwort des Organismus fiihrt, die letztendlich die Entstehung einer Sepsis bei Trigern der
beiden hier untersuchten Varianten begiinstigt.

Von diesen Ergebnissen abweichende Daten liegen in anderen Studien hinsichtlich des
Plasma TNF-a Spiegels vor. Erhohte TNF-a Spiegel konnten Tang et al. nur bei Trigern des
—308A Allels, die bereits einen septischen Schock entwickelt hatten, beobachten (48). Dieser
Befund steht in Einklang mit den Daten von Appoloni et al.. Die Gruppe konnte bei Patienten,
die zuvor mit septischen Schock aufgenommen wurden und den Genotyp TNF-308A trugen,
in den ersten 24 Stunden nach Aufnahme erhohte TNF-a Spiegel nachweisen (34). Im
Widerspruch zu den vorangehenden Daten steht die Untersuchung von Majetschak et al. zur
Assoziation der Variante TNF-308G>A mit dem Plasma TNF-a Spiegel. Einen Tag nach dem
Trauma wurde bei Patienten eine Assoziation des TNF-308G Allels mit erhohten Plasma

TNF-a Spiegeln festgestellt (37).

Die Assoziation unterschiedlich hoher TNF-a Spiegel bei Patienten (high and low producer)

weist darauf hin, dass genetische Variationen eine bedeutende Auswirkung auf die Regulation
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der TNF Synthese und daher auch auf die Prognose der Erkrankung haben (163). Die
funktionelle Variante, die sich ursidchlich auf die Regulation der TNF Synthese auswirkt, ist
nicht bekannt. Die Analyse der geschitzten TNF Haplotypen in dieser Arbeit zeigte, dass die
Promotorvariante TNF-308GG>A immer mit Variante LTA 252A>G gekoppelt ist. Aufgrund
der fehlenden Rekombination der beiden Marker ist es in dieser Population nicht moglich, die
kausale Variante innerhalb des Haplotyps zu bestimmen. In zahlreichen diskrepanten
funktionellen Studien wurde untersucht, inwieweit die Promotorvariante TNF-308G>A die
TNF Transkription in vitro moduliert und folglich die Regulation der TNF-a Produktion
beeinflusst (29;57;164-166). Wilson et al. fanden heraus, dass in humanen B Zelllinien das
TNF-308A Allel die Transkription des Gens im Vergleich zum Wildallel TNF-308G erhoht
(166), wihrend die Arbeitsgruppe Knight et al. in kiirzlich durchgefiihrten in vitro
Experimenten zeigten, dass die Variante TNF-308G>A in humanen B Zelllinien keinen Effekt
auf die Transkription des TNF Gens ausiibt (165). Einen moglichen Erklarungsansatz fiir die
widerspriichlichen Ergebnisse der in vitro Experimente lieferte die Arbeitsgruppe Kroeger et
al., die iiberzeugend darstellen konnten, dass der Einfluss des TNF-308G>A Polymorphismus
auf die Transkription des TNF Gens abhingig ist vom Zelltyp und der Zelldifferenzierung
(57). Untersuchungen am LTA Gen indessen zeigten, dass eine genetische Variation innerhalb
dieses Gens die Transkription beeinflusst (165).

Die in dieser Studie bei Traumapatienten gezeigte Assoziation des Haplotyps TNF-308A,
LTA 252G mit erhohten TNF-a Plasma Spiegel lisst die Hypothese zu, dass die
VarianteTNF-308A die Transkription des TNF Gens in einem bisher noch nicht identifizierten

Zelltyp beeinflussen konnte.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte genetische TNF-Assoziationsstudie
unterscheidet sich in einigen wesentlichen Punkten von den meisten klinischen
Beobachtungsstudien, die eine genetische Pradisposition in Bezug auf das Sepsis Syndrom
untersuchen. Eine mogliche Grundlage fiir nicht tibereinstimmende Ergebnisse der klinischen
Beobachtungsstudien liefern unterschiedliche Einschlusskriterien in den jeweiligen Studien.
In dieser Arbeit wurden in einer prospektiven Studie 159 Patienten mit dem Phénotyp
schweres lebensbedrohliches Trauma aus der Region Giessen rekrutiert. Als
Einschlusskriterien galten schwere Verletzungen in mindestens zwei Korperregionen oder
drei grof3e Frakturen, Alter zwischen 18 und 65 Jahren, zum Erfassen der Verletzungsschwere
ein geschétzter Injury-Severity-Score (ISS) von 12 Punkten oder mehr und des weiteren eine

Zeitspanne von weniger als 12 Stunden zwischen Unfall und Aufnahme. Es ist
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herauszustellen, dass im Gegensatz zu den meisten klinischen Studien, die Patienten mit einer
bereits entwickelten Sepsis, schweren Sepsis oder septischen Schock unabhidngig von einer
Grunderkrankung einbinden (retrospektive Studien), in der vorliegenden Studie, Patienten vor
Manifestation einer Sepsis rekrutiert wurden (prospektive Studie). Die Entstehung einer
Sepsis wurde prospektiv am Krankenbett erhoben und mit der allgemeingiiltigen
Sepsisdefinition verglichen (3).

Rauchschwalbe et al. untersuchten Effekte der TNF-Genvarianten in einer Gruppe von
Patienten (n=85), die nach einer gastrointestinalen Perforation oder arteriellen
Verschlusskrankheit postoperativ eine Sepsis entwickelten. Unter diesem Gesichtspunkt
besteht die Moglichkeit, dass aufgrund des Grundleidens andere Variablen (confounding
factors) die Entwicklung einer Sepsis begiinstigen und demzufolge die wahren Effekte der
TNF-Genvarianten maskiert werden. Folglich lésst sich die Annahme, dass Genvarianten der
TNF-Promotorregion fiir die Entwicklung einer Sepsis nach einem schweren Trauma

préadiktiv sind, in retrospektiven Studien moglicherweise nicht nachweisen.

4.3.3 Kritische Betrachtung von genetischen Assoziationsstudien

Gegenstand aktueller wissenschaftlicher und klinischer Untersuchungen ist die Erfassung
genetischer Grundlagen hédufiger komplexer Erkrankungen. Im Mittelpunkt steht dabei die
Identifikation von Genen und Genvarianten, die an der Auspragung einer Krankheit involviert
sind. Zur Bearbeitung dieser Fragestellungen werden derzeit zwei Ansétze verfolgt, zum
einen die Untersuchung von Kopplung (Segregationsstudien) und zum anderen die
Untersuchung von Assoziation (121), die in der vorliegenden Arbeit verfolgt wurde.
Genetische Assoziationsstudien vergleichen iiblicherweise eine Gruppe von Individuen, die
eine bestimmte Erkrankung vorweisen, mit einer gesunden Gruppe in der Art einer
klassischen Fall-Kontrollstudie (127). Das Ziel liegt darin, herauszuarbeiten, ob eine spezielle
genetische Variante iiberzufillig hiufig in der Gruppe der betroffenen Individuen auftritt im
Vergleich zu der Kontrollgruppe (121;127). Neben den Fall-Kontrollstudien werden auch
prospektive Kohortenstudien durchgefiihrt. Diese vergleichen die Haufigkeit einer
Erkrankung bei Trdgern einer genetischen Variante versus Nichttragern der genetischen

Variante (167).
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Den hiufigsten Assoziationsstudien liegt die Common Variant — Common Disease (CV-CD)
Hypothese zugrunde. Die CV-CD Hypothese besagt, dass hiufige Allele (Frequenz >1%), die
gewdhnlich in einer gesunden Population allein keine schidlichen Effekte oder klinischen
Symptome hervorrufen, in der Lage sind, durch genetische Interaktionen und Umweltfaktoren
ein Krankheitsbild auszuldsen bzw. die Schwere einer Erkrankung zu beeinflussen (121;122).
Trotz erfolgreicher Anwendungen werden klassische Assoziationsstudien kritisiert.
Abweichende Ergebnisse, die in einer Vielzahl von verdffentlichten Assoziationsstudien
beobachtet wurden, erfordern eine kritische Analyse (168). Die Griinde fiir eine falsch-
positive Assoziation liegen zum einen in einer Heterogenitit der untersuchten Bevolkerung
(population heterogeneity), was durch eine unebenméfige Verteilung von Alllelfrequenzen in
Subgruppen (population stratification) zu einer Scheinassoziation fithren kann (122;127).
Daneben muss eine gefundene Assoziation nicht darauf beruhen, dass die genetische Variante
einen Risikofaktor fiir die Erkrankung darstellt, sondern kann durch Variablen (confounding
factors) wie z.B. Rauchen, Korpergewicht usw. entstehen. Cardon et al. liefern weitere
allgemein verbreitete Fehler bei der Durchfiihrung von Assoziationsstudien wie z.B. fehlende
Replikation einer Studie, kleine Untersuchungsgrofle, schlecht ausgewihlte Kontrollen,
Uberinterpretation von Ergebnissen usw. (168). Um eine kausale Assoziation zwischen einer
genetischen Variante und einer Erkrankung anzuerkennen sind daher Richtlinien fiir die
Durchfithrung von Assoziationsstudien notwendig (45;168). Zunéchst sollte eine biologische
Beziehung zwischen dem kodierten Protein und der Pathogenese der Erkrankung vorliegen.
Fiir die biologische Relevanz sollte in funktionellen Studien das potentiell krankmachende
Allel durch Verdnderung des Proteins Effekte zeigen (169). Des weiteren sollte die in der
Assoziationsstudie untersuchte Gruppe homogen sein und eine ethnische Zugehorigkeit
aufweisen. Idealerweise wird eine Assoziation sowohl in Familien- als auch in
Populationsstudien untersucht und in einer unabhéngigen Studie repliziert. Zusétzlich sollte
eine Untersuchung des Kopplungsungleichgewichtes (linkage disequilibrium) einbezogen
werden, da eine Assoziation auch dann vorliegen kann, wenn eine genetische Variante im
Kopplungsungleichgewicht mit dem eigentlich krankheitsbeitragenden Allel steht (168).
Ferner sollte das Risiko (odds ratio) hoch und der Signifikanzwert P klein sein (168).

Um die Reproduzierbarkeit einer Assoziationsstudie zu gewihrleisten, sind neben dem
Studiendesign strikte Kriterien zur statistischen Auswertung erforderlich (170-173). Die
mangelnde Reproduzierbarkeit von Assoziationsstudien ist oft auch auf mangelnde
statistische Methoden zurlickzufiihren. Ein fiir das Scheitern einer Replikation hochst

wahrscheinlicher Grund liegt im Auftreten des Fehler Typ I (¢ype I error) (170). Bei der
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Fehlentscheidung Typ I wird die Null-Hypothese H, trotz Richtigkeit verworfen. Das
bedeutet, dass ein Unterschied durch Zufall in der untersuchten Stichprobe nachgewiesen
wurde, obwohl dieser in der Population tatsdchlich nicht besteht. Zudem hat sich
herausgestellt, dass eine Kontrolle des Fehler Typ I bei konventionellen Signifikanzniveaus
(P < 0,05) nicht ohne weiteres die false positive report probability (FPRP) oder die posterior
error rate (PER) kontrolliert und dementsprechend nicht vor falsch positiven Ergebnissen bei
offensichtlich positiven Ergebnissen schiitzt (172-174). Um eine geringe Fehlerrate (PER) zu
gewihrleisten, ist ein Signifikanzwert P in der GroBenordnung von 10~ notwendig (170-173).
Diese Notwendigkeit liegt ebenfalls in der Beobachtung begriindet, dass signifikante P Werte
hdufig nach einer Bonferroni-Korrektur keine Signifikanz mehr aufwiesen wie z. B. in der
Studie von Risma et al. (94) beobachtet. Zusétzlich zu einem niedrigen P Wert ist eine

ausreichende statistische power erforderlich.

Im Mittelpunkt des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit stand die Replikation von
genetischen Assoziationsstudien am Beispiel des TNF Gens. Um eine kausale Assoziation
zwischen einer genetischen Variante und dem Sepsis-Syndrom zu replizieren, wurden die
Auswirkungen von nicht kodierenden TNF-Genvarianten in Hinblick auf den TNF-a
Plasmaspiegel, die Entstehung einer Sepsis und die Prognose untersucht. Aufgrund hiufiger
Kritikpunkte an genetischen Assoziationsstudien wurde die vorliegende Studie nach Kriterien
der heutigen genetischen Epidemiologie konzipiert und durchgefiihrt. Grundlage fiir diese
Studie bildete die Tatsache, dass eine biologische Beziehung zwischen dem TNF Protein und
der Pathogenese verschiedener Infektions-und Autoimmunerkrankungen mehrfach publiziert
wurde (53;59). Zudem wurde in zahlreichen in vitro Studien untersucht, inwieweit genetische
TNF-Varianten funktionelle Auswirkungen auf die Regulation der TNF Transkription zur
Konsequenz haben. So konnten in vitro Untersuchungen am TNF-308A Allel Hinweise fiir
eine Modulation der TNF Transkription liefern (57;166). Die vorgestellte Studie, die mit dem
Ziel durchgefiihrt wurde, eine genetische Pradispostion fiir Sepsis zu replizieren, erforderte
ein Kollektiv, in dem septische Patienten mit nicht septischen addquat vergleichbar waren.
Daher erschien eine prospektive Kohortenstudie, in der innerhalb des Kollektivs an
Polytraumapatienten die Haufigkeit der Entwicklung von Sepsis verbunden mit der Prognose
bei Tragern einer genetischen Variante versus Nichttrigern verglichen wurden, als geeignet.
Zu diesem Zeitpunkt umfasste die Studie mit 159 Polytraumapatienten, die nach Anwendung
des Hardy-Weinberg-Gesetzes eine homogene Gruppe darstellte, die bisher groite Population,

an der prospektiv eine Assoziation zwischen TNF-Genvarianten und dem Sepsis-Syndrom mit
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den dazu relevanten Phinotypen untersucht worden war. Bei der Untersuchung der
Einzelnukleotidpolymorphismen fand sich eine signifikante Assoziation der TNF Varianten
TNF-308Aund LTA+252G mit dem TNF-a Plasmaspiegel, der Entwicklung einer Sepsis und
der Prognose (p<107). In der Untersuchung des Kopplungsungleichgewichts zeigte sich, dass
diese beiden Varianten aneinander gekoppelt sind und folglich ein Haplotyp fiir die
obengenannte Assoziation verantwortlich ist. Die weitere Analyse, bei der andere
beeinflussende Variablen (confounding factors) wie 1SS, Alter und Geschlecht
ausgeschlossen wurden, lieferte bei Trigern des Haplotyps TNF-308A/LTA+252G hohe
Werte mit Signifikanzniveaus von p=10"* fiir das Risiko (OR) eine Sepsis zu entwickeln.
Unter Beriicksichtigung dieser Kriterien kann eine Assoziation des Haplotyps TNF-308
LTA+252 mit dem TNF-a Plasmaspiegel, der Entwicklung einer Sepsis und der Prognose

eindeutig belegt werden.
Genetische Assoziationsstudien sollten daher heute nur unter Beachtung der modernen

genetisch-epidemiologischen Methodik (170-173) geplant, durchgefiihrt und publiziert

werden.
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5 Zusammenfassung

Der Krankheitsverlauf nach einem Polytrauma wird wesentlich von einer unkontrollierten
Entziindungsreaktion des Organismus bestimmt, an dem sowohl Reaktionen des angeborenen
als auch adaptiven Immunsystems beteiligt sind. Die Beobachtung, dass Patienten mit
gleichem Verletzungsmuster unterschiedlich auf ein Polytrauma reagieren (Sepsis-Syndrom
vs. non- Sepsis- Syndrom, ldsst genetische Unterschiede vermuten, die folglich zu einem
ungleichen Verhéltnis von pro-und anti-inflammatorischen Zytokinen fiihren. Im Mittelpunkt
dieser Arbeit stand das proinflammatorische TNF Gen, das einen wesentlichen Trigger der
systemischen Entziindungsreaktion (SIRS) nach einem Polytrauma darstellt, sowie das anti-
inflammatorische IL-4, das fir den Th1/Th2 Wechsel wéhrend des Sepsis-Syndroms
bedeutend ist. Die Wirkungen des IL-4 wurden am Beispiel seines Bindungspartners, dem
IL-4R Komplex mit der IL-4Ra Kette als Hauptkomponente untersucht. Der Einfluss
einzelner genetischer Varianten auf das Sepsis Syndrom wurde bisher in zahlreichen
genetischen Assoziationsstudien untersucht, die diskrepante Ergebnisse lieferten. Mdgliche

Ursachen liegen in der Planung und Durchfiihrung von Studien.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden am Beispiel der hoch polymorphen IL-4Ra
Kette natiirlich vorkommende kodierende IL4R Genvarianten, die 2zu einem
Aminosdureaustausch am Rezeptorprotein flihren, auf die Common Variant- Common
Disease (CV-CD) Hypothese untersucht. Uber Mutagenese und Transfektion der erstellten
IL4R Konstrukte wurde in funktionellen Studien der Einfluss der verschiedenen IL4R
Genvarianten auf die intermedidren Phénotypen Zellproliferation und CD23 Expression
untersucht. Ein Unterschied zwischen Zellen, die eine Aminosduresubstitution exprimierten
und Zellen, die den Wildtyp exprimierten, konnte in Bezug auf die beiden Phinotypen
Zellproliferation und CD23 Expression nicht festgestellt werden. Im Anschluss bei der
genetisch-epidemiologischen Analyse der bekannten IL4R Polymorphismen zeigte sich
ebenso, dass weder ein IL4R Polymorphismus noch ein IL4R Haplotyp signifikant assoziiert
war mit dem quantitativen Phdnotyp Serum-IgE Spiegel. Folglich wurde die CD-CV

Hypothese fiir die natiirlich vorkommenden kodierenden IL4R Varianten verworfen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Assoziationsstudien bei einem Sepsis-
Syndrom nach einem Polytrauma nach Kriterien der modernen genetisch-epidemiologischen

Methodik repliziert. In einer prospektiven Kohortenstudie, die 159 Patienten mit einer
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Mehrfachverletzung einschloss, wurde der Einfluss nicht kodierender TNF Genvarianten auf
den TNF-a Plasmaspiegel, auf die Entstehung einer Sepsis sowie auf die Prognose untersucht.
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen wurden die TNF-a Plasmaspiegel der Patienten téiglich
erfasst. Zusitzlich wurde bei den Patienten eine Genotypisierung der wichtigsten TNF und
LTA Polymorphismen vorgenommen. Bei der Analyse der Polymorphismen der
TNF-Genregion wurde festgestellt, dass das TNF-308A Allel sowie das LTA+252G Allel
signifikant assoziiert sind mit dem TNF-a Plasmaspiegel, mit der Entstehung von Sepsis und
der Prognose nach einem Polytrauma (p<0,0001). Die Assoziation geschitzter Haplotypen
zeigt, dass insbesondere der Haplotyp TNF-308A/LTA+252G signifikant assoziiert ist mit
den oben genannten Phénotypen. Die TNF Genotypisierung bietet daher kiinftig die
Moglichkeit, Hochrisikopatienten zu erfassen und diesen eine gezielte praventive Therapie

zukommen zu lassen.

5.1 Summary

The disease process in severely injured patients is basically determined by an unregulated
inflammatory response of the host, which are often contributed to both, the innate and the
adaptive immune system. Patients encountering similar injuries react in a different manner
after a trauma (sepsis-syndrome vs. non-sepsis-syndrome). This may be due to genetic
variation leading to imbalance of pro- and anti- inflammatory cytokines.

The signature cytokines of this thesis are the proinflammatory TNF gene, which is a pivotal
trigger of the systemic inflammatory response syndrome (SIRS) after severe injury as well as
the anti-inflammatory IL-4 gene, which promotes the Thl/ Th2 switch in sepsis syndrome.
The effects of IL-4 were assessed on its binding partner, the IL4R complex with the IL-4Ra
chain as the main component. The impact of single gene variants on sepsis syndrome was
examined in several association studies, which have led to controversial findings. The

disparate results of these studies may be due to differences in undertaking association studies.

In the first part of this thesis we studied the Common Variant- Common Disease (CV-CD)
hypothesis regarding common IL4R coding SNPs, which led to amino acid substitutions at the
receptor protein. After mutagenesis and transfection of different IL-4R constructs we
analyzed the functional impact of the IL-4R amino acid substitutions on the intermediate

phenotypes, IL-4 induced cell proliferation and CD23 expression. However, the analysis of
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responsiveness to IL-4 of transfectants carrying either the variant IL-4Ra chain or the wild
type IL-4Ra chain did not reveal any difference in IL-4 induced cell proliferation and CD23
expression. Furthermore, the analysis of all known coding IL4R variants and common
haplotypes in blood donors did not indicate a significant association with the phenotype total
serum IgE level. Therefore, we rejected the CV-CD hypothesis regarding common coding

variants of the IL4R gene.

The second part of the thesis comprised the replication of association studies on the role of
TNF-a and TNF gene variants in sepsis syndrome including modern genetic epidemiological
methods. After inclusion of 159 severely injured patients in a prospective cohort study, the
association of non coding TNF gene variants with TNF-a production, the development of
sepsis syndrome and the predictive value of these markers for outcome were assessed.

For this reason we genotyped most of all TNF and LTA gene variants. A significant
association for the incidence of sepsis after multiple trauma was observed for the TNF-308A
allele and the completely linked LTA+252G allele (p<0.0001). Additionally, both alleles
showed significant association with elevated TNF-0 plasma levels and death after severe
injury.

In conclusion, the presence of one or two copies of the TNF-308 A/ LTA+252G haplotype is
strongly predictive for the above mentioned phenotypes. Clinically, genotyping of TNF gene
variants may help to identify patients, who are at risk to develop sepsis syndrome and to

permit the initiation of preemptive anti-inflammatory therapy to reduce mortality.
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7 Anhang

7.1 IL4R Primer und Sonden
7.1.1 IL4R Primer fur die SSP-PCR

Tabelle 24 IL4R Primersequenzen mit der Basenpaarlinge der amplifizierten Produkte

IL4R SNP* Primer” Sequenz 5°-3’ Pr(‘;)‘:)‘;kt

E375A E375V ACTTCCAGGAGGGAAGGGA 176
A375V ACTTCCAGGAGGGAAGGGC

375-common CCCTGCACTTGGGAACTCAT

C406R C406 V CAGGACATGGGGGAGTCAT 177
R406 V AGGACATGGGGGAGTCAC
406-common AGTCAGGTTGTCTGGACTCTG

S411L S411 R TGAGCACTCGTACTTCCCG 248
L411 R TGAGCACTCGTACTTCCCA
411-common CGATGTGTGGAGTTGTTTGAG

S478P S478V TTACCGCAGCTTCAGCAACT 163
P478 V TACCGCAGCTTCAGCAACC 162
478-common CCAGGTTTCTGGCTCAGGTT

C-reaktives CRPV CCAGCCTCTCTCATGCTTTTGGCCAGACA 240
Protein G
CRP R GGGTCGAGGACAGTTCCGTGTAGAAGTG
GA

*Diesen SNPs sind folgende NCBI Zugangsnummern zugewiesen: rs 1805011 (E375A),
rs 1805012 (C406R), rs 1805013 (S411L) und rs 1805015 (S478P).

®V = Vorwirtsprimer, R = Riickwirtsprimer
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7.1.2 IL4R Primer und Sonden fiir die TagMan®PCR

Tabelle 25 Primer fiir die Genotypisierung der IL4R SNPs IS0V und Q551R
IL4R SNP Orientierung Sequenz (5°-3")

I50V vorwarts CGCGCCTCCGTTGTTC

I50V riickwirts ACCCAGCCCCTGTGTCT
Q551R vorwarts TGCTCCACCGCATGTACAA
Q551R rickwirts GCCGAAATGTCCTCCAGCAT
Tabelle 26 Sonden fiir die Genotypisierung der IL4R SNPs I50V und Q551R
NCBI SNP Cluster ID* SNP Sonden

rs1805010 IL4AR I50V VIC ACACGTGTATCCCTG
rs1805010 IL4AR IS0V FAM CACGTGTGTCCCTG
rs1801275 IL4R Q551R VIC CAGTGGCTATCAGGAGT
rs1801275 IL4R Q551R FAM CAGTGGCTATCGGGAGT

"Diesen SNPs sind folgende Zugangsnummern zugewiesen: rs1805010 (I50V),
rs1801275 (Q551R).
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7.2 TNF Primer und Sonden

7.2.1 TNF Primer fir die SSP-PCR

Tabelle 27 TNF Primersequenzen mit der Basenpaarlinge der amplifizierten Produkte.

TNF SNP*  Primer® Sequenz 5°-3’ Pr((:)(:;;kt

-862C>A -862C R GGCCCTGTCTTCGTTAAGG 153
-862A R TGGCCCTGTCTTCGTTAAGT

-862-common  AGGGAGCTCCTGGGAGATA

-856C>T -856C R CTACATGGCCCTGTCTTCG 157
-856T R TCTACATGGCCCTGTCTTCA
-856-common GGAGCTCCTGGGAGATATG

C-reaktives CRPV CCAGCCTCTCTCATGCTTTTGGCCAGACA 240
Protein G
CRPR GGGTCGAGGACAGTTCCGTGTAGAAGTG
GA

*Diesen SNPs sind folgende NCBI Zugangsnummern zugewiesen: rs 1800630 (-862C>A)
und rs 1799724 (-856C>T).

by = Vorwirtsprimer, R = Riickwartsprimer
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7.2.2 TNF Primer und Sonden fiir die TagMan®PCR

Tabelle 28 Primer fiir die Genotypisierung der TNF SNPs

TNF SNP Orientierung Sequenz (5°-3")

-1031T>C vorwarts GTGAGGCCGCCAGACT

-1031T>C rickwirts GCCCCTCCAGACCCTGA

-308G>A vorwarts GTAGGACCCTGGAGGCTGAAC
-308G>A rickwirts GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAG
-237G>A vorwarts CAGTCAGTGGCCCAGAAGAC
-237G>A riickwirts CCCTCACACTCCCCATCCT
+491G>A vorwarts CTGATAGGGAGGGATGGAGAGAA
+491G>A rickwirts TCTTGCCACATCTCTTTCTGCAT
+859A>G vorwarts AAGAGCTGTTGAATGCCTGGAA

+859A>G riickwiérts CTGAGGTGTCTGGTTTTCTCTCT
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Tabelle 29 Sonden fiir die Genotypisierung der TNF SNPs

NCBI SNP Cluster ID* SNP Sonden

151799964 -1031T>C VIC CTTTTCCTTCATCTTCTC
rs1799964 -1031T>C FAM TTTTCCTTCGTCTTCTC
rs1800629 -308G>A VIC CCGTCCCCATGCC
rs1800629 -308G>A FAM CCGTCCTCATGCC
1s361525 -237G>A VIC CTCGGAATCGGAGCAG
rs361525 -237G>A FAM CTCGGAATCAGAGCAG
rs1800610 +491G>A VIC TCTTTCTCCACGTTTTT
rs1800610 +491G>A FAM TCTTTCTCCATGTTTTT
rs3093662 +859A>G VIC TGAATACACAGATGAATG
1s3093662 +859A>G FAM AATACACGGATGAATG

*Diesen SNPs sind folgende Zugangsnummern zugewiesen: rs1799964 (-1031T>C),
rs1800629 (-308G>A), rs361525 (-237G>A), rs1800610 (+491G>A) und
1s3093662(+859A>QG).
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7.2.3 LTA Primer und Sonden fiir die TagMan®PCR

Tabelle 30 Primer und Sonden fiir die Genotypisierungdes SNPS LTA +252A>G
Polymorphismus® Sequenz 5°-3’
LTA +80A>C Primer +80A>C vorwirts CGTGCTTCGTGCTTTGGACTA

+80A>C riickwirts GAGGCCCAGGCAGAGG

Sonde  +80A>C VIC CCGCCCCGCAGTGT
+80A>C FAM CCGCCCAGCAGTGT

LTA +252A>G Primer  +252A>G vorwirts CAGTCTCATTGTCTCTGTCACACAT
+252A>G riickwirts AGAGAGAGACAGGAAGGGAACAG

Sonde  +252A>G VIC CTGCCATGATTCCT
+252A>G FAM CTGCCATGGTTCCT

"Diesen SNPs sind folgende Zugangsnummern zugeordnet: 1s2239704 (LTA+80A>C) und
rs909253 (LTA+252A>G).

7.3  Abkiirzungen

APACHE Acute physiology, age and chronic health evaluation
APC antigen presenting cells

CARS compensatory anti-inflammatory response syndrome
CD cluster of differentiation

CI Konfidenzintervall

CTLL cytotoxische T-Lymphozyten

CV-CD common variant-common disease

DTH delayed type hypersensitivity

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ERK extracellular signal regulated kinase

FBS fetale bovine serum

FITC Fluoreszeinisothiocyanat
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FPRP
GCP
ICH
ICU
IL

IRS
ISS
[4R
JAK
LD
LPS
LTA
LTR
MAPK
MARS
MG
MGB
MODS
NK
OR
PAI-1
PCR
PE
PER
PI-3-Kinase
4PS
PTB
PTS
Rag 1
RPMI
RT
SHIP
SHP-1
SHT

false positive report probability

Good clinical practice

International Conference on Harmonisation
Intensive Care Unit

Interleukin

Insulin-Rezeptor-Substrat

Injury Severity Score
Insulin-Interleukin-4-Rezeptor

Janus kinase

Linkage disequilibrium
Lipopolysaccharide
Lymphotoxin-alpha

long terminal repeats

mitogen activated protein kinase
mixed antagonists response syndrome
Molekulargewicht

minor groove binder

multiple organ dysfunction syndrome
natural killer

odds ratio

Plasminogen activator inhibitor-1
polymerase chain reaction
Phycoerythrin

posterior error rate
Phosphatidylinositol-3-kinase
4-Phosphotyrosin-Substrat
phosphotyrosine-binding-domain
Polytraumaschliissel
Rekombinase-aktivierendes Gen 1
Rosewell Park Memorial Institute Medium
Raumtemperatur

SH2 containing inositol-5-phosphatase
SH2 domain-containing tyrosine phosphatase 1

Schadel-Hirn-Trauma
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SIRS systemic inflammatory response syndrome
SNP single nucleotide polymorphism

SOCS suppressor of cytokine signalling

SPSS Scientific package for the social sciences
STAT signal transducer and activator of transcription
TLR Toll like receptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TSST-1 Toxisches Schock-Syndrom Toxin-1

UTR untranslated region

VNTRs variable number tandem repeats

ZNS Zentralnervensystem
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Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind
als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwahnten Untersuchungen habe ich die Grundsétze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie
in der ,,Satzung der Justus-Liebig-Universitdt Gieen zur Sicherung guter wissenschaftlicher

Praxis* niedergelegt sind, eingehalten.*
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