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1. Einleitung

1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt einen evolutiattién Teil des Abwehrmechanismus
eines Organismus dar. Einige molekulare Struktdieshangeborenen Immunsystems kénnen
sowohl in Pflanzen als auch in Tieren gefunden emravas darauf schliel3en lasst, dass diese
bereits bestanden, bevor die evolutionare Teilues) Bflanzen- und Tierreiches stattféihd
Das angeborene Immunsystem fungiert als vorderstet Fles Abwehrsysterits Es erkennt
eindringende Mikroorganismen und eliminiert Pathegén gesunden Individuen innerhalb

von Minuten bis Stunden, wodurch ein Ausbruch elfrrankung verhindert wird.

Der Kontakt mit Mikroben erfolgt im respiratorisech@rakt aerogen, im gastrointestinalen
Trakt durch Nahrungskontaminationen und mit derniflara, durch Penetration der Haut
nach Insektenbissen oder Wunden oder durch direlsiexuellen Kontakt tber den

Reproduktionstrakt. Als erster Schutzfaktor spielehier die physikalischen

Schutzmechanismen eine tragende Rolle. Zu dieskdrge epitheliale Oberflachen, da sie
mit ihrem Zell-zu-Zell-Gefliige wie das der Tight-giions eine Barriere als Schutz vor
Mikroorganismen aufbauen. An mukdsen EpitheliendearSekrete produziert, welche die
Adhasion von Mikroorganismen an der Epithelwanchirefern sollen. Im Respirationstrakt
wird durch epitheliale Zilien der Schleim samt Mikrganismen abtransportiert und kann
dann abgehustet werden. Im gastrointestinalen Tvakilen Pathogene und Mikroorganismen
durch die Peristaltik ausgeschieden. Im Urogemnaidtwirkt der Harnstrom als schiitzender

Faktor mit®.

Der zweite Schutzfaktor fur den Organismus besiteltumoralen Schutzmechanismen. In
den Mukosazellen werden verschiedene antimikrabi@lbstanzen gebildet — beispielsweise
a-Defensin im Gastrointestinaltrakt, Lysozym in Speil- und Tréanenflissigkeit oder das
Defensin im Respirations- und Urogenitaltrakt. Dairfactant Proteine A und D im

Respirationstrakt nehmen eine wichtige Rolle eindem sie die Phagozytose der
Mikroorganismen durch Makrophagen férd&rt. Komplementfaktoren wie der Faktor C3

kbnnen eine alternative Aktivierung des Komplemgstisms initiieren, ebenso das Mannose-

Bindungsprotein. Dieses fuhrt dann zu einer Aktwigy des Immunsystems durch



Opsonisierung mit nachfolgender Phagozytose, Reeieg von Entziindungsmediatoren und

Lyse von pathogenen Zelf&n

Zellulare Schutzmechanismen stellen den dritten u@&kktor dar. Durchdringen die
pathogenen Keime die epitheliale Barriere, werdenven mononukledren Phagozyten wie
den Makrophagen erkannt. Makrophagen stammen vamokAden ab, die nach Bildung im
Knochenmark ein bis zwei Tage im Blut zirkuliereghe sie in verschiedene Organe
einwandern und sich dort gewebetypisch differeerieEine weitere wichtige Gruppe der
Phagozyten sind die polymorphonukledren neutrophileeukozyten. Diese sind
normalerweise nicht im gesunden Gewebe vorhanaeloch werden sie im Rahmen eines
inflammatorischen Prozesses dorthin rekrutiert.gBhgten kbnnen, indem sie oberflachliche
Strukturen fremder und eigener Zellen unterscheigathogene Mikroorganismen mit ihren
Oberflachenrezeptoren erkennen. Zu diesen Obedtaekeptoren gehdren unter anderem
der Makrophagen-Mannose-Rezeptor, die ScavengesgReen, das membrangebundene
CD14 (mCD14) und die Toll-like Rezeptoren (TR Durch die Bindung von Pathogenen
an die Oberflachenrezeptoren der Phagozyten konmamtue Phagozytose, Bildung von

Entztindungsmediatoren und Antigen-Prasentation.

Bei der Phagozytose werden die Pathogene in Phaxgmsand nach Fusion mit Lysosomen
in Phagolysosomen innerhalb der Phagozyten einlpssan, in denen sie anschliel3end durch
verschiedene Mechanismen wie Saurebildung, Lysozymefensine, Proteasen und

hochreaktive Sauerstoffradikale abgetotet werden.

Bei der Antigenprasentation wirken neben den Mahkagen mal3geblich auch die
dendritischen Zellen (DZ) mit. DZ gehdren mit demkvbphagen und den B-Zellen zu den
sogenannten antigenprasentierenden Zellen (APZheiwDZ als einzige APZ in der Lage
sind, primare Immunantworten zu generieren. Somsiinmen DZ eine Zwischenstellung
zwischen angeborenem und adaptivem ImmunsystemsD&inwandern in ihrer unreifen
Form ins Gewebe, wo sie durch Phagozytose und Ndakwaytose Pathogene aufnehmen.
Dies bewirkt ihre Ausreifung und anschlielende Mlign in Lymphknoten. Dort
prasentieren sie das Antigen Gber MHC-Molekile aiven T-Zellen, die fur dieses Antigen
den spezifischen T-Zellrezeptor besitzen, undreste die adaptive Immunantwort &n
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Bei der Erkennung von Pathogenen mit anschlieRefddivierung der Zellen des

angeborenen Immunsystems spielen die Toll-like Rezen eine tragende Rolle. Kirzlich
wurden Studien ver6ffentlicht, die eine Expressitamn TLR auch auf Zellen des adaptiven
Immunsystems zeigen. Somit kénnten TLR auch diraelkt Prozessen des adaptiven

Immunsystems beteiligt séfh
1.2 Rezeptoren des angeborenen Immunsystems — Tidtle Rezeptoren und CD14

Der erste Toll-like Rezeptor (TLR) wurde in der émtfliege Drosophila melanogaster
entdeckt, wo er vor allem in der antifungalen Abweton Bedeutung it"*® 1997
entdeckten Medzhitov et al einen homologen Rezeaptdvlenschen, der durch Bildung von
inflammatorischen Zytokinen das adaptive Immunsystktivieren konnte. Poltorak et al
fanden eine Resistenz in einer bestimmten Mausrytal€3H/HeJ, gegen das
Lipopolysaccharid (LPS), einem Bestandteil der Wgremnegativer Bakterien. Genetische
Untersuchungen zeigten in diesem Mausstamm einktfautation im Gen fur den Rezeptor,
der an der Erkennung des LPS beteiligt ist - halseTLR4 bekanrit®® Insgesamt sind
bislang zehn aktive humane TLR beschrieben. Siedevervon diversen Zellen des
angeborenen Immunsystems exprimiert, beispielswaxseDZ, Makrophagen, Mastzellen,
NK-Zellen, Neutrophilen und Endothelzelféi® aber auch von B- und T-Zellen des
adaptiven Immunsysterif€* TLR erkennen eine Vielzahl an Pathogenen anhéaner i
sogenannten Pathogen-assoziierten molekularen MuUustdMP - pathogen-associated
molecular pattern), wobei jeder TLR fiir ihn speszifie PAMP erkenft TLR1, 2, 4, 5 und 6
werden an der Zelloberflache exprimiert und habmh sor allem auf die Erkennung
bakterieller Pathogene spezialisiert. TLR3, 7, & i sind intrazellular lokalisiert und
detektieren vor allem virale Pathogé&heEinige TLR sind sowohl intrazellular wie auch an
der Zelloberflache vorhanden, beispielsweise TPRATLR3' oder TLRZ®. TLR sind
transmembrandse Rezeptoren, deren cytoplasmatiséhteil dem des Interleukin 1-
Rezeptors sehr ahnelt, weshalb dieser auch Tolll Rezeptor-Domane (TIR) genannt wird.
Der extrazellulare Anteil der Rezeptoren bestehtancin-reichen Wiederholungen. Tabelle
1.1 und Abb. 1.1 fassen eine Zuordnung einigeredi€athogene fir die einzelnen TLR

Zusammen.
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Tab. 1.1 Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden $Aahl)

Rezeptoren Ligand

TLR2 mit TLR1 oder TLR6 Der f, LPS von Porphyromonas gingivalis, Helicoleagtylori
Grampositive Bakterien: Lipoprotein /-peptid, Pdpglykan, Lipoteichonsaure

TLR3 doppelstrangige (ds)RNA und Viren

TLR4 Lipopolysaccharid, Der p, Taxol, Hitzeschoaiggine 60 und 70, RS-Virus
TLR5 Flagellin

TLR7 einstrangige RNA von Viren (z.B. HIV, Influea¥/iren), Imiquimod

TLR8 einstrangige RNA von Viren (z.B. HIV, Influea/iren), Imiquimod

TLR9 Unmethyliertes CpG-Motive von Bakterien undéfi (z.B. Cytomegalievirus)
TLR10 noch nicht sicher bekannt

TLR11 Uropathogene Bakterien

Abb. 1.1 Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden §ahl)

Extrazellulare Pathogene

Proteoglykane
Lipoproteine (Gram+)
Lipoarabinomannan LPS (Gram-) Flagellin ? Uropatho_gene
(Mycob.) Zymosan Bakterien
(Hefe)

= = —
= =
= T —
= — =
— - —
- - =
- —
=
= = =
= — =
= m= =
=] - =

TLR2/TLR1 TLR2/TLR6 MDé/TLR4 TLRS5 TLR10 TLR11
Intrazellulare Pathogene

dsRNA SSRNA CpG DNA

TLRBD TLR7E TLRS D TLR9

Darstellung von Liganden der TLR. In der oberenhBesind extrazellulare, in der unteren Reihe istfalére

Liganden aufgezeigt.

Fur die intrazellulare Signaltbertragung bilden TDiRnere. TLR2 bildet mit TLR1 oder
TLR6 Heterodimere, wahrend TLR4 sich typischerweis¢diomodimeren zusammenfiigén
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Uber Adaptermolekiile, wie der Myeloid-Differenziags-Faktor 88 (MyD88) oder das TIR-
Domane enthaltende Adapterprotein (TIRAP), und BErgydie auch vom Signalweg des IL-
1-Rezeptors benitzt werden wie die IL-1-Rezeptespagerte Kinase 4 (IRAK4), kommt es
letztendlich zur Aktivierung des Transkriptionsfalg Nukledrer Faktor (NFRB. Diese
bewirkt eine gesteigerte Transkription proinflamaneicher Zytokine wie IL-12 oder Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF.

TLR4 bendtigt neben der Anlagerung eines weiterdcR4FMolekils noch weitere
Membranproteine, CD14 und MD-2. Neben dem obenhredmenen Signalweg tber MyD88
kann TLR4 auch einen alternativen Signalweg UberT#l-Rezeptor assoziierten Aktivator
von Interferon (TRIF) oder das Toll-Rezeptor asgotg Molekll (TRAM) induzieren, was
zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors Interfereegulierender Faktor (IRF3) mit Bildung
von Typ | Interferonen (INF, INFR) fiihr:. In Abhangigkeit von der TLR-exprimierenden
Zelle, dem Gewebe, dem Pathogen, der Dosis desdtath und der Affinitat der beteiligten
Rezeptoren zu dem Pathogen differiert der aktieieBignalwed®> Ein Uberblick der

Signalwege der TLR ist in Abbildung 1.2 dargestellt
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Abb. 1.2 Uberblick der Toll-like Rezeptoren-Signatye Quelle: Martin et al 2005

CpG DNA

Flagellin Diacyl lipoprotein LPS  ds RNA sequences

Triacyl lipoprotein

TLR1/6

Cas0 Bl NF-xB
| cornplex
% \
+
,,;_ NF «B hinding region WR{FL%

CD14 kommt membrangebunden auf Zellen (mCD14) sawgeldster Form im Blutplasma
(sCD14) vor und ist an der Erkennung von baktemmellLipopolysaccharid sowie anderen
bakteriellen Bestandteilen und dem RS-Virus bet Da CD14 auch in seiner
membrangebundenen Form keinen intrazellularen RAnbasitzt, benétigt es einen
zusatzlichen Rezeptor zu intrazellularen Signadiaktion. Sowohl das mCD14 als auch das
sCD14 binden dafur zusammen mit MD-2 an TLR4. CB&Heint vor allem bei niedrigen
Konzentrationen von Pathogenen eine wichtige RiéileTLR2 und TLR4 zu spieléh Die
|6sliche Form sCD14 unterstitzt zudem die Aktiviegwon Zellen, die CD14 nicht an ihrer

Oberflache exprimieren, wie zum Beispiel dendrhis@ellen oder Epithelzell&h
1.3  Toll-like Rezeptoren und die Aktivierung des adptiven Immunsystems

Fir die Aktivierung des adaptiven Immunsystems géger einem Neo-Antigen mit
konsekutiver Reifung und Differenzierung der Lympyten sind professionelle APZ wie DZ
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notwendig. Nach Erkennung der Pathogene durch TaRnkt es zur Internalisierung der
Pathogene, bei der TLR zwar eine wichtige Rolleslepi, aber nicht die aufnehmenden
Rezeptoren selbst sind. Am Beispiel von Lipopolgsacid und TLR4 wurde vielmehr
gezeigt, dass es sich bei den internalisierendaefi@eren eher um den Co-Rezeptor CD14
handeln  konnfe  Uber TLR-abhangige Signalwege werden  verschiedene
Transkriptionsfaktoren wie NkB und IRF3 aktiviert, was letztendlich die Ausreifuder
DZ bewirkt. Dabei wandern DZ in die lokalen Lymplatan, um dort naive T-Helferzellen zu
aktivieren. Hierfur wandeln sie pathogenabhangigenhationen in ein Signal um, das aus
drei Komponenten besteht: 1) Dauer und Affinitatr dAntigenprasentation, 2)
Kostimulierende Molekiile wie CD80 und CD86, die & exprimiert werden, und ihrer
Interaktion mit Liganden auf T-Zellen und 3) Zytoki Kommt es zur Prasentation mit hoher
Affinitat und zur Bildung von IL-12 und INF; fuhrt dies vorwiegend zu einer
Differenzierung zu 1-Lymphozyten. Umgekehrt bevorzugt die Prasentatminniedriger
Affinitat und Bildung von IL-4 und IL-5 eine J2-Lymphozytendifferenzieruny Zumeist
resultiert das Zusammenspiel der Pathogene und al& in einer Differenzierung zu
proinflammatorischen J1-Lymphozyted*®>"™* Durch nachfolgende Aktivierung von B-
Lymphozyten kommt es zur Bildung von vorwiegend 14@tikérpern'®. Allerdings kénnen
sich die T-Lymphozyten nach Aktivierung der TLR-&#dwege auch zujR-Lymphozyten

ﬁ4;65;74

differenziere mit nachfolgender Bildung von IgE-Antikdrpern ugdgebenenfalls mit

Entstehung atopischer Erkrankuntfen

1.4  Die Hygiene-Hypothese — Pathogene und die Entklung von atopischen

Erkrankungen

In den letzten zwei bis drei Dekaden wurde in dedtustrienationen eine erhohte Pravalenz
fur atopische Erkrankungen wie das atopische Ekadimallergische Rhinokonjunktivitis
oder das allergische Asthma bronchiale beobdtht&t® Atopische Erkrankungen sind
charakterisiert durch eine Verschiebung der Immtwart mit bevorzugter Differenzierung
von Ty2-Lymphozyten begleitet von einer erhéhten Bildung IL-4, IL-5 und IL-13. Dieses
wiederum fuhrt zu einer erhéhten Sekretion von Imgiobulinenen IgE im Blutserum und
zu einer Eosinophil°®° Ein Erklarungsmodell fir die erhdhte Pravalenapischer
Erkrankungen liefert die ,Hygiene-Hypothese®: 198&®ellte Strachan eine niedrigere
Haufigkeit allergischer Rhinokonjunktivitiden undtopischen Ekzemen bei jlingeren

Geschwistern aus grof3en Familien fest. Es wurdenwet, dass jingere Geschwister durch
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Kontakt zu den alteren Geschwistern bereits ingiiegn Alter Infektionen durchmachen, und
somit vor Allergien geschiitzt siffd Umweltfaktoren dieserart scheinen eine wichtigdleR

in der Entwicklung des Immunsystems spidleMit zunehmendem Wohistand in den
Industrienationen und dem wachsenden Hygienebesaissnimmt die Exposition des
Immunsystems zu mikrobiellen Pathogenen ab. Diesengerte Exposition zu Mikroben in
der Kindheit'*?%26°8hzw. bereitsin utero®'%!%2%7 st nach der Hygiene-Hypothese ein

malf3geblicher Grund fur die Entstehung von atopis&r&rankungen.

Die Immunantwort des Neugeborenen ist im Vergleitu é&lteren Kindern
physiologischerweise {R-lastid’*® Bei Kindern, die spater eine Allergie entwickalte
wurde eine verzégerte Ausreifung deglArms der Immunantwort gezeidt Mikroben

rufen in der Regel eine yI-Immunantwort hervor. Frihkindlicher oder sogdar utero

stattfindender Kontakt zu Mikroben kénnte daher Aigsreifung der T1-Immunantwort
fordern®*”. Mehrere Studien zeigen den Zusammenhang zwisttiobiellen Pathogenen
und der Entwicklung von atopischen Erkrankurige
angenommen, dass manifeste fruhkindliche Infektiongir die Entwicklung des
Immunsystems notwendig seien, um der Entwicklungopiather Erkrankungen
vorzubeugeff. Neuere Studien lassen vermuten, dass hierfliEgsition zu Mikroben
auch ohne manifeste Infektion ausreichen k&ffn

Kinder, die auf Bauernhofen aufgewachsen sind, iekelen seltener atopische
Erkrankungen als Kinder, die nicht auf landwirtdtighen Betrieben aufwuchs&h*8°
Aber auch Kinder, die zwar nicht auf einer Farmgawlachsen sind, aber regelmaRigen
Kontakt zu Stallvieh hatten, wiesen ein niedrigeRésiko auf, eine atopische Erkrankung zu
entwickelr?’. Moglicherweise basiert der protektive Effekt, derdiesen Studien gezeigt
wurde, auf der Vielzahl und den hohen Konzentraiiowon mikrobiellen Pathogenen. Eine
Assoziation der Entwicklung atopischer Erkrankungemder Symptomen solcher
Erkrankungen konnte mit Endotoxinnive&’s?®®*und Allergenen der Hausstaubmilbe wie
Der pl und Der f¥ beobachtet werden. So konnten Braun-Fahrlandet eine negative
Assoziation zwischen Endotoxingehalt in Matratzanbt und antigenspezifischem IgE,
allergischer Rhinokonjunktivitis und atopischem st zeigeh'. Gehring et al beobachteten
zwar ebenfalls eine negative Assoziation zwischaddioxingehalt in Ful3bodenstaub und
antigenspezifischem IgE, jedoch erreichte der Zwmsanthang zwischen Endotoxin und

atopischen Symptomen keine statistische Signififar@chram-Bijkerk et al fanden eine
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glockenférmige Assoziation zwischen Allergenniveam Hausstaubmilben, Der p1 und Der
f1, und antigenspezifischem IgE — bei niedriger totier Konzentration der Allergene war
das gemessene IgE niedriger als bei mittlerer gdiekonzentratidli. Neben ihrer Rolle als
Pathogene misst man Allergenen und Endotoxineneheirte wichtige Bedeutung als
Immunmodulatoren in der Kindh&it, wahrscheinlich aber auch bereits in der Fetalzeit

Ebenso scheint der Zeitpunkt der Exposition einBgealiche Rolle zu spiel&H°
1.5 Pathogene, Toll-like Rezeptoren und atopischelgankungen

Wie im Kapitel 1.3 bereits beschrieben, werden &g¢he unter anderem von Toll-like
Rezeptoren erkannt. Je nach Pathogen und Pathasgendwoiiert die Signaltbertragung. So
aktivieren niedrige LPS-Konzentrationen den MyD8&dhangigen Signalweg, der zu einer
Tnu2-gewichteten Immunantwort fihrt, wahrend hohe KR®zentrationen den MyD88-
abhangigen Signalweg mit nachfolgendgf Immunantwort induzieréi*:. Die Erkennung
von LPS Uber den TLR4-Komplex scheint allerdingerabegend eine MyD88-abhéngige
Signalisierung mit anschlieBender Bildung von pitammatorischen Zytokinen wie IL-12
und einer fi1-gewichteten Immunantwort zu bevorzugen - verdghithn Studierin vitro'®°

undin vivo**,

TLR2 erkennt, wie in Tab. 1.1 verdeutlicht, eineeiahl an Pathogenen. Der Einfluss von
TLR2 auf die Differenzierung naiver T-Lymphozytest umstritten. So zeigten Re etial
vitro, dass die Aktivierung von dendritischen Zellenatiuverschiedene TLR2-Liganden wie
Peptidoglykan (Ppg) von Staphylococci aurei, Zymosad das Lipopeptid Pam3Cys von
Escherichia coli zu einer Bildung von IL-10, dasneeseits die IL-12-Produktion hemmte
und somit eine 2-gewichtete Immunantwort auslo®t€’. Auch Agrawal et al, Dillon et al
und Redecke et al beschrieben eing-gewichtete Immunantwort nach Stimulation von
dendritischen Zellen mit dem TLR2-Liganden R&ys in vitro® und in vivo**"® wahrend
Patel et al eine J1-gewichtete Immunantwort nach Injektion des Ligaops PargCSK4 in
Méausen beobachtet®n Schaub et al stellten eine dosis- und zeitablggnfieaktion nach
Stimulation von mononukleéren Zellen in Nabelschnund peripheren Blut mit dem TLR2-
Liganden Ppg fest, wobei die mononuklearen Zelleiremer mittelhohen Dosis und nach 72
Stunden der Stimulation die hochsten Konzentratismvohl von IL-13 (;2) als auch INF-

v (Tyl) sezernierten. Die Autoren untersuchten aul3emiensSekretion der beiden Zytokine
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nach Stimulation der mononuklearen Zellen mit delnR4-Liganden Lipid A (LpA). Hier

ergab sich keine Abhéngigkeit von Dosis und Peit

Aufgrund der Beobachtung, dass TLR die Fahigkeitimumunomudolation besitzen, und der
Annahme, dass atopische Erkrankungen aufgrund eingkeichgewichts der Immunantwort
durch T41- / Ty2-Lymphozyten entstehen, wurde eine Assoziationdiér Pravalenz von
atopischen Erkrankungen mit den Toll-like Rezeptovermutet. An Tiermodellen konnte
sowohl nach Gabe von TLR4-Ligand&f’#** als auch von TLR2-Ligand&h'**! eine
Besserung der allergischen Reaktionen beobachteleweRodriguez et al zeigten, dass die
suppressive Wirkung der TLR4-Liganden auf die girhe Reaktion unabhangig von der
Bildung proinflammatorischer Zytokine warUmgekehrt berichteten Redecke et al ebenfalls
an einem Tiermodell, dass die Stimulation von TLRKArch PargCys asthmatische

Reaktionen verstark{®

In grol3en europaweiten Studien wurden signifikaittdie mMRNA-Expressionsniveaus von
CD14, TLRZ* und zusatzlich TLR# in Blutproben von Kindern, die auf Bauernhéfen
aufgewachsen sind, gemessen. Bei diesen Studiemekanch gezeigt werden, dass diese
Kinder eine geringere Pravalenz fiir atopische E#wagen aufwieséff* Als protektive
Faktoren fur diese Kinder vermuteten die Autoren ¥erzehr von Kuhmilch, regelméfiigen
Kontakt zu Stalltieren und die Stalltatigkeit deuttér wahrend der SchwangerscHaftn
vitro-Studien konnten bei Allergikern durch Stimulatieon Abwehrzellen des angeborenen
Immunsystems einen antiallergischen Effekt von TLR® ihren Liganden feststelfén
wobei sich bei einer Studie gleichzeitig daglT Ty2-Verhaltnis von einer J2- zu einer
Thl-gewichteten Immunantwort wend&te Tulic et al stimulierten in-vitro
Nasenschleimhautbiopsien mit Allergenen und LPSheD&onnte bei allergischen Kindern
eine verminderte Produktion vonyd-Zytokinen und eine erhdhte Produktion voplT
Zytokinen nach Aktivierung von TLR4 gezeigt werffenFransson et al untersuchten
ebenfalls Nasenschleimhautproben von erwachsenérgiklern vor und nachin vivo-
Stimulation der Probanden mit Allergenen. Dabeibaebteten sie eine Hochregulierung von
TLR2 und TLR4 nach Allergenexposititn
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1.6  Einzelnukleotid-Polymorphismen — Interaktionenvon Genen und Umwelt

Mehrere Studien untersuchten sogenannte EinzelotiddBolymorphismen (SNP) im
Zusammenhang mit atopischen Erkrankungen. Bei SNBin einzelnes Nukleotid in einem
kodierenden Gen durch ein anderes Nukleotid erseta meist die Aminosauresequenz und
die Funktion des Proteins verandert. Bisher venilifshte Studien haben verschiedene SNP
untersucht und sie in Zusammenhang mit atopischikraiikungen gesetzt, jedoch sind die

Aussagen wie im folgenden dargestellt sehr widéiggich.

Studien uUber das CD14-Gen auf Chromosom 531 haignvor allem mit dem SNP im
Promotor des CD14-Gens an der Nukleotidposition ilhZusammenhang mit atopischen
Erkrankungen befasst. Baldini et al beobachtetdret@sCD14- und erniedrigte Serum-IgE-
Konzentrationen sowie weniger positive Prick-Tegimbei atopisch erkrankten Kindern mit
dem Genotypen TT im Vergleich zu den Genotypen @& @QT°. Dieses wurde in weiteren
Studien bestétigt, in denen der Genotyp CC mit tedtd IgE-Spiegeffi”® oder positiven
Prick-Testungeff assoziiert war. Es bestanden jedoch keine sigmifén Assoziationen mit
manifesten klinischen Symptomen atopischer Erkragkn. Das Risiko fur die Entwicklung
eines atopischen Ekzems und Serum-IgE-Konzentextioraren bei zweijahrigen Kindern in
einer Studie mit dem homozygoten Genotyp -159 A®t°. Eine longitudinale Studie in
Australien verfolgte die Entwicklung von Kindernrvdirem 8. bis zum 25. Lebensjahr. Auch
hier war der homozygote Genotyp -159 CC mit erhdHtgE-Konzentrationen, positiven
Prick-Testungen und erhohtem Risiko fur early-ogepie und bronchialer Hyperreaktivitat
assoziiert. Die Assoziation mit Atopie konnte bignez 18. jedoch nicht mehr im 25.
Lebensjahr festgestellt werd&nLeVan et al erkannten eine erhohte Transkripttigitat
des CD14-Gens, da durch das T-Allel an der Nukigaoisition 159 eine niedrigere Affinitat
der DNA zum Sp3-Protein vorliegt. Sp3 inhibiert clurBindung an Promotergene die
Gentranskriptioff. Vercelli et al beobachteten bei Homozygoten -89 -1359 TT und -
1145 AA die héchsten Serum-IgE- und die niedriggt€d14-Konzentrationen im Vergleich
zu den anderen GenotygénTan et al konnten bei der Untersuchung derse®&R die
negative Assoziation der sCD14-Konzentrationen Zenum-IgE allerdings nur fur den -
1359 TT-Genotyp darstell&h Woo et al stellten hingegen eine Assoziation des9TT-
Genotypen mit  vermehrtem  Auftreten von nichtatopgsec  Asthma  und
Nahrungsmittelallergien fe§t Andere Studien fanden keine Assoziationen zwisc®erum-

IgE, sCD14-Konzentrationen oder atopischen Erkragka mit Genotypen fur SNP in
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verschiedenen Nukleotidpositioféfi®> Eine kirzlich erschiene Studie im Rahmen des
Allergie-und-Endotoxin-Studienteams  (ALEX) zeigte end Zusammenhang von
Umweltfaktoren und Genotypen des SNP -159 bei KimdEine hohe Endotoxinexposition
war mit den Serum-IgE-Konzentrationen in den Gepety-159 CC / CT / TT assoziiert,
wobei die Konzentration des Serum-IgE in der Refiblge -159 CC > CT > TT abnahm. Die
Autoren fragten sich aul3erdem, ob eine Relatioietkontakten bestand. Es konnte keine
Assoziation zwischen Endotoxinexposition und Tietiakten mit Serum-IgE gefunden
werden. Jedoch zeigten Kinder mit Haustieren wigtleeine Abnahme der Serum-IgE-
Konzentrationen nach dem Muster -159 CC > CT >wWdhingegen der regelmafige Kontakt

zu Stalltieren umgekehrt assoziiert war mit denmuBelgE in der Reihenfolge -159 TT > CT
> CcCc".

Das Gen fur TLR2 ist auf Chromosom 4 lokalisierh Rahmen der ALEX-Studie zeigten
Eder et al bei Kindern von Bauernhdfen, dass Tragsr T-Allels in Position -16934 eine
niedrigere Pravalenz fir Asthma, allergische Rianihd atopische Sensibilisierung hatten als
homozygote -16934 AA-Genotyp€n Ahmad-Nejad et al beobachteten eine héhere
Pravalenz von atopischem Ekzem bei erwachsenerafdeh, die einen SNP im TLR2-Gen
mit nachfolgendem Aminosaurenaustausch Arg-#&8n aufweisef Eine weitere Studie
stellte bei japanischen Kindern hingegen keine Asgion zwischen SNP im TLR2-Gen und

atopischen Erkrankungen f&'st

TLR4 ist auf Chromosom 9 kodiert. Der SNP im TLRérGan Nukleotidposition 896 mit
Austausch in der Aminosaurensequenz von Asp-28% war mit einer Hyporeaktivitdund
einem geringeren Anstieg von Entziindungswerten iut®Bnach Stimulation mit LPS
assoziiert. Eine andere Studie mit LPS-Stimulatieabachtete in diesem Zusammenhang ein
erhohtes Risiko fiir atopisches Asthma bei erni¢eiriglL-12-Produktio”. Yang et al
konnten zwar fur denselben SNP keine Assoziatiom der Entstehung von Asthma
beobachten, jedoch waren die allergische Sensdriiisg und die Positivitat auf Prick-
Testungen bei Gly-Allel-Trager starker ausgepf8gtDazu steht eine andere Studie in
Widerspruch, die den Polymorphismus Asp-288ly haufiger bei Probanden mit mildem
atopischen Asthma fandenDagegen konnten bei einer groRen Studie an Kinded deren
Eltern aus Nordamerika keinerlei Assoziationenfiiinf verschiedene SNP des TLR4-Genes
mit atopischen Erkrankungen gezeigt wefledwei weitere Studien untersuchten TLR4-

Polymorphismen im Zusammenhang mit Endotoxinkomaéohen. Bei hoher
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Endotoxinexposition wiesen Kinder mit dem homozggoiGenotypen Gly / Gly in der
Aminosaurenposition 299 niedrigere antigenspetiiscSerum-IgE-Konzentrationen auf,
wahrend sich der Effekt bei niedriger Endotoxinesifion genau ins Gegenteil kehfteAuch
bei Erwachsenen erwiesen sich die TLR4-Polymorparsisp-299->Gly und Thr-399-lle
als protektive Faktoren in der Préavalenz fir Asthipe hohen Endotoxinkonzentrationen.
Umgekehrt war auch hier eine niedrigere Endotoxposkion ein Risikofaktor fur die
Entstehung von Asthma

1.7 Das Immunsystem des Neugeborenen, pranatale Egition und atopische

Erkrankungen

Das Immunsystem des Neugeborenen unterscheidetveithdem des Erwachsenen. Die
Immunantwort des Neugeborenen auf Pathogene ishdhen MalRe zugunsten depZF
Immunantwort ausgepragt. Durch Aktivierung mit L&&er bakteriellen Lipopeptiden bilden
mononukledre Zellen des neonatalen ImmunsystemsVargleich zum erwachsenen
Immunsystem deutlich geringere Mengen an proinflanonischen Zytokinen, wie TNE-
oder INFy. Jedoch fallt die monozytare Produktion vasRassoziierten Zytokinen wie IL-6,
IL-8 und IL-10 nahezu gleich aus. Die basale Exqims der Pathogen-erkennenden
Rezeptoren an Zelloberflachen wie mCD14 und TLR4beeits ahnlich hoch ausgebildet
wie die des Erwachsenen. Hingegen betragt das sGd/kéu bei Neugeborenen nur etwa
30 % des Erwachsen®nDie sCD14-Konzentrationen im Blut nehmen im erdtebensjahr
schnell zu. In einer Studie erreichten sie bergitsierten Lebensmonat die Konzentrationen
von Erwachsenéh Im Zusammenhang mit Polymorphismen des CD14-Géwesiten
LeVan et al bei Geburt noch keine Assoziation flie ¢CD14-Konzentrationen im
Nabelschnurblut mit SNP des CD14-Genes erkennelocle lag eine solche Assoziation
signifikant ab dem vierten Lebensmonat vor, wolsi lereits oben genannte homozygote
Genotype -159 CC mit erniedrigten sCD14-Konzerdregn einherging. Einerseits kdnnte
hierfir der Einfluss von postnatalen Umweltfaktorge die Exposition zu Mikroorganismen
auf die genetische Praposition des Neugeborenérhlish sein, andererseits kénnten auch
Einflissein utero eine Rolle spielefi. Dieses bestétigte die Beobachtung von Jones dieal
unabhangig von Polymorphismen keinen Unterschieds@®14-Konzentrationen zwischen
Kindern mit hohem und niedrigem Risiko fur atopisdfrkrankungen feststellten, wobei hier
auch im Verlauf bis zum flinften Lebensjahr kein é&¥athied gefunden wurde. Interessant

war allerdings, dass die sCD14-Konzentrationenan Aimnionfliissigkeit bei Kindern, die
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spater eine atopische Erkrankung entwickelten, riged waren. Die Autoren vermuteten
daher in der geringeren Exposition des Foetus 21dGiber den Gastrointestinaltrakt einen

moglichen pathogenetischen FaRfor

Eine Kkurzlich veroffentlichte Studie verdeutlichtdie pranatalen Einflisse auf das
Immunsystem, indem sie die mdutterliche Exposition Pathogenen wahrend der
Schwangerschaft mit der atopischen SensibilisiedegKindes in Beziehung setzte. Kinder,
deren Mutter wahrend der Schwangerschaft in Stakarbeitet haben, wiesen signifikant
hohere mMRNA-Expressionsniveaus von TLR2, TLR4 und1£ bei niedrigeren
antigenspezifischen IgE-Spiegeln im Blutserum dutdem konnten sie eine altersabhangige
Beziehung darstellen. Je friher im Leben der eksimtakt zu Stallvieh stattfand, desto
niedriger waren die antigenspezifschen IgE-WerteBiotserum mit den niedrigsten Werten
bei pranataler Expositich Eine weitere Studie, die einen Zusammenhang heisc
pranataler Exposition und den IgE-Spiegeln im Nsddeturblut aufzeigte, bestimmte die
Konzentration von Endotoxin und Allergenen in deatMtzen der schwangeren Mutter. Die
Endotoxinkonzentration war wiederum negativ assbzmit den Serum-IgE-Niveaus,
wahrend es zu erhdhten IgE-Spiegeln bei hohen Kiraetenen des Katzenfellallergens Fel
d1 und mittleren Konzentrationen der Milbenallerg@er p1 und Der f1 kafh Schénberger
et al beobachteten eine positive Assoziation deva@eé-IgE-Spiegel drei bis funf Tage alter
Neugeborener und den Konzentrationen des AllergiensHausstaubmilbe Der pl, die im
Staub von den FuRbéden und Matratzen der Mutteremé@ihder Schwangerschaft gemessen
wurderf*. An einem Tiermodell konnte gezeigt werden, dastknatale Exposition zu LPS
bei Mausen postnatal die allergische Sensibilisigruund Atemwegsentzindungen
verhindert’. Amnionflissigkeit enthalt auch ohne das Vorliegémer Amnionitis Pathogene
wie LPS?, was also nebst dem transplazentaren Weg einer@ditoglichkeit der Exposition

zu Mikroorganismenmn utero darstellen konnte.
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2. Zielsetzung

Die Hygiene-Hypothese stellt einen Versuch dar, gistiegene Pravalenz fur atopische
Erkrankungen in den Industrienationen Uber dietdetzDekaden zu erklaren. Seit der
Entdeckung der Toll-like Rezeptoren (TLR) und samtdihre Bedeutung in der Entwicklung
des Immunsystems sowie in der Immunregulation autivurde, misst man ihnen eine
wichtige Rolle in der Atiologie von atopischen Eakkungen bei. Es wird angenommen, dass
sie als Rezeptoren fir eine Vielzahl von Mikrooligaren das frihkindliche bzw. bereits das

fetale Immunsystem modulieren kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese asfgllt, dass Neugeborene von Mittern
mit Typ I-Allergien ein Expressionsniveau von TLRAR4 und CD14 aufweisen, das sich
von Neugeborenen nicht-allergischer Mitter unteg®idt. Ferner vermuteten wir, dass das
veranderte Immunsystem der Mutter auch die Entwigkldes Immunsystems ihrer Kinder

beeinflusst.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, untersuchten imvirRahmen einer europaischen
multizentrischen Studie, die sich mit dem Einflegser Fischdlsupplementation wahrend der
Schwangerschaft auf miutterliche und fetale Plasmawe®n Docosahexaensaure (DHA) und
Eicosapentaensaure (EPA) befasste, das Expressieasnvon TLR2, TLR4 und CD14 in
matterlichem Blut zum Entbindungszeitpunkt und Nstienurblut in einer randomisierten

Population schwangerer Frauen mit und ohne Tyddrgien.

Wir stellten folgende Fragen auf:

» Ist die mutterliche Allergie assoziiert mit ernigflen mRNA-Expressionsniveaus von
TLR2, TLR4 und CD14?

» Beeinflusst die miutterliche Allergie die mMRNA-Expston von TLR2, TLR4 und CD14
des Feten?

* Gibt es in diesem Zusammenhang Unterschiede je Matbnalitat?

e Gibt es in diesem Zusammenhang Unterschiede je raodlichem (Spanien),
intermediarem (Deutschland) oder stadtischem (UrygAfohnraum?

* Gibt es in diesem Zusammenhang Unterschiede diedRisthdlsupplementation?
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3. Probanden, Material und Methoden

3.1  Studiendesign und Probandinnen

Die vorliegende Arbeit wurde als eigenstandigesjeRtoinnerhalb der NUHEAL-Studie
(,Nutraceutical for aHealthier Life", EU FP5, CLK1-CT-1999-00888) duchgefuhrt. Bler
NUHEAL-Studie handelt es sich um eine doppelbliatidomisierte, placebokontrollierte,
multizentrische Studie, die den Einfluss einer 3eimentation von Fischol und Folséure
wahrend der Schwangerschaft auf mutterliche unalgd®lasmawerte von DHA und EPA

untersuchen sollte .

In die Studie wurden schwangere Frauen eingesdipssliie sich zur pranatalen
Routineuntersuchung in den Universitatskliniken ¥@manada (Spanien), Pecs (Ungarn) und
Minchen (Deutschland) vorstellten und sich zum ekt der Aufnahme in die Studie
zwischen der 12. und 20. Schwangerschaftswochendbefa Dabei sollte der Effekt einer
Fischol- und Folsauresupplementation gemessen werdeiner Gruppe, die sich habituell
von viel Fisch ernahrt, folglich vermehrt DHA und & aufnimmt (Granada, Spanien), einer
Gruppe, die eher selten Fisch, somit weniger DHA BERA zu sich nimmt (Pecs, Ungarn),
und einer mittleren Gruppe (Minchen, Deutschlan@gjtéve Einschlusskriterien waren, dass
die Frauen gesund waren, also keine chronischerafitiingen wie Diabetes, Hepatitis oder
chronische Darmerkrankungen vorlagen, dass dieshrdie Absicht hatten, in den jeweiligen
Kliniken zu entbinden, und keine Mehrlingsschwasgkaft vorlag. Es wurden Frauen in die
Studie aufgenommen, deren Korpergewicht zwischekdOnd 92 kg betrug und die sich
zwischen dem 18. und 42. Lebensjahr befanden. Fennelen Probandinnen ausgeschlossen,
die unabhéngig von dieser Studie nach der 16. Suiwvachaftswoche Fischolpraparate,
Folsdure- oder Vitamin B-Praparate als Nahrungsergdnzungsmittel einnahnise.
Probanden wurden durch eingewiesene Arzte somgfétier die Studie, ihren Inhalt und ihr
Ziel aufgeklart. Nach Einholung des Einwilligungsbeeids wurden die Probanden in die
Studie aufgenommen. Die Studie wurde von den jegvelistandigen Ethikkommissionen
genehmigt.

Die Hauptfragestellung der NUHEAL-Studie war, ob &iffekt durch die Supplementation
von Fischél und Folsaure wahrend der Schwangensehdfdie mutterlichen und fetalen
Plasmawerte von DHA und EPA zu beobachten ist. Nabkkriterien waren mdutterliche
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Gewichtszunahme, mit Schwangerschaft und Entbindusgmmenhangende Parameter wie
Proteinurie, Blutdruck, Eklampsie, Entbindungs&mtbindungskomplikationen, Blutverlust
und postnatale Depression bei Geburt und acht Woohaeh Geburt fur die Probandinnen.
Fur die Neugeborenen wurden als Nebenzielkriteden APGAR-Score, pH-Wert des
Nabelschnurblutes, Geburtslange und —gewicht drfa#ssierdem wurde das Risiko der
Kinder, an Allergien zu erkranken, untersucht, mddas Vorhandensein mutterlicher und

vaterlicher Allergien in die Analysen miteinbezogeurde.

Die Probandinnen wurden im Zeitraum von Novembe012®is Méarz 2003 rekrutiert.
Insgesamt wurden 311 schwangere Frauen in die &Saidgenommen und wurden in eine
von vier Gruppen randomisiert. Sie erhielten ab 22r Schwangerschaftswoche bis zur
Geburt taglich ein Nahrungserganzungsmittel firv&aigere (Blemil plus, Laboratorios
Ordesa, Barcelona, Spanien) verabreicht, welchesgh Zugehdorigkeit der Gruppe 500 mg
Docosahexaensdure (DHA) und 150 mg Eicosapentaeng&PA) (Pronova Biocare,
Lysacker, Norwegen), 40@y 5-Methyl-Tetrahydrofolsdure (5-MTHF) (BASF, Ludyshafen,
Deutschland), DHA und EPA mit 5- MTHF oder keinams#tz (Placebogruppe) enthielt.

Fur diese Studie eingewiesene Arzte filhrten beinAlime in die Studie und in der 30.
Schwangerschaftswoche standardisierte BefragungenPdbanden durch, wobei gezielt
nach Schwangerschaftsrisiken, Anzahl bisherigerd&in Vorliegen elterlicher atopischer
Erkrankungen, Nikotingenuss, Haustieren, sozio6kuacher Situation der Eltern sowie der
Wohngegend (stadtisch oder landlich) gefragt wuRis. zur und bei Entbindung wurden
regelmafig die Vitalparameter tberpruft, Schwargpafiskomplikationen dokumentiert und
Entbindungsart und -komplikationen festgehalten.teBades Neugeborenen umfassten
Geburtslange, Geburtsgewicht, Kopfumfang, APGARr8amd eine postnatale kdrperliche
Untersuchung. Im zweiten Lebensmonat fillten diebBndinnen einen standardisierten
Fragebogen aus mit Fragen zu postnatalen Erkraekungarztliche Diagnosen),

Kinderarztbesuchen und mitterlicher Depression rdehEdinburgh-Skala fur postnatale

Depressionen.
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3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung und Lagerung der Proben

Bei Entbindung wurden 2 ml Nabelschnurblut und 4 miltterliches Blut gewonnen. Die
Blutproben wurden in GefaRe mit 10 vol TRIZOL LS agent (Invitrogen, Life
Technologies) gegeben. Der Inhalt wurde kurz veshtisind anschlielRend bis zur mRNA-
Extraktion bei
-20°C aufbewabhrt.

Bei 42 deutschen Probandinnen wurden zusatzlichm®,Blabelschnurblut gewonnen. Das
Blut wurde mit EDTA antikoaguliert und binnen zw@&tunden fur die Durchflusszytometrie

(siehe Kap. 3.2.4) weiterverarbeitet.

3.2.2 Aufbereitung der Proben

3.2.2.1 mRNA-Extraktion

Die mRNA-Extraktion wurde wie vom Hersteller (Imagen, Life Technologies) angegeben
durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um eine maditie Methode der Ein-Schritt-RNA-

Extraktion mit Guanidium-Thiozyanat-Phenol-Chlonofo nach Chomczynski und Sacchi.
TRIZOL LS ist eine Monophase-L6sung mit Phenol @hdanidin-Isothiozyanat, die nach
Vermischung mit Blutproben oder anderen flussigesbn eine Zytolyse bewirkt ohne dabei
die RNA-Struktur zu veréandern. Nach Zugabe von @fitom und anschlieRender
Zentrifugation bilden sich eine organische und eilere Phase. Die RNA befindet sich
ausschlieflich in der klaren Phase und kann duréhifttation mit einem Isopropyl-Alkohol

gewonnen werden.

Durchfuihrung:

Die bei -20°C in TRIZOL LS aufbewahrten Blutprobsarden zunachst bei Raumtemperatur
aufgetaut. 3 ml der Proben wurden in ein 15 ml4#Kaihrchen (Falcon) umpipettiert und mit
weiteren 5 ml TRIZOL LS Reagent gemischt, sodassMischungsverhéltnis TRIZOL LS
Reagent zum Blut von 3:1 vorlag. Nach sorgféaltigeiischen mit dem Vortex-Gerat und
einer weiteren Inkubationszeit von 5-10 Minuten HRaumtemperatur wurden 2 ml

Chloroform hinzugegeben. Die Réhrchen wurden fessehlossen und fir 15 Sekunden mit
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der Hand geschuttelt. Darauf folgte eine weiterkulationszeit von 15-20 Minuten bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Proben4b€i und bei 12.000*g uber 25
Minuten zentrifugiert. Dabei entstanden folgendbi&den:

Abb. 3.1 Schichten nach Ultrazentrifuge
I

<«—— Kklare, durchsichtige Schicht mit mMRNA

<«—— weil3lich-tribe Interphase mit DNA, Proteinen
<«—— Phenol-Chloroform-Schicht

<«—— r06tliche Phase mit Zelldetritus

Die oberste, mRNA-haltige Schicht wurde vorsiclaigpipettiert und zu je 1.0Q0 auf Safe-
Lock Reaktionsgefal’e (2 ml) verteilt. Zumeist k@m®.000-4.00Qul abpipettiert werden,
folglich also mit 2-4 Reaktionsgefal3en pro zengidatem Rohrchen weitergearbeitet werden.
In jedes Safe-Lock Reaktionsgefal3 wurden weite@®QLul einer 100 %-igen Isopropyl-
Alkohollésung gegeben, mit dem Vortex-Genie 2 gutmgcht, 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und 15 Minuten bei 4°C @@d000*g zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation war am Boden, z.T. auch an der 8eitand, des Reaktionsgefal3es ein mRNA-
Pellet zu sehen.

Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und daRNA-Pellet mit 2 ml 75%-iger
Ethanolldsung gewaschen. Nach einer weiteren Zegétion (4°C, 7.500*g, 5 Minuten)
wurde die Flissigkeit abgekippt und das Pellet lanmzer Luft angetrocknet. Abschliel3end
wurden 20ul RNase-freies DEPC (DiethylpyrocarbonatyéHauf das Pellet gegeben und das
Pellet durch sorgfaltiges Mischen aufgeltst. Dienkentration von mRNA wurde Uber das

Ao Asgg-Verhaltnis im Photometer bestimmit:

C (g / ml) = Aggo/ 0,025

(C = RNA-Konzentration; As;=Absorptionsrate bei einer Wellenléange von 260 nm)

-27 -



Die RNA-Préperation galt als hoch gereinigt, weim &s0/A2sc-Verhaltnis von 1,9 - 2,0
vorlag. Pro Extraktion wurden 11§ RNA/ ml Blut gewonnen. Die Reaktionsgefal3e wurden
bis zur cDNA-Synthese auf Trockeneis gelegt oder-&@°C bis zur weiteren Verarbeitung

gelagert.

3.2.2.2 cDNA-Synthese

Die komplementare DNA (cDNA) ist die einzel- odevpgelstrangige Kopie eines RNA-
Molekdls, das durch reverse Transkription dieseg\RMlekiils gebildet wird. Im Gegensatz
zur genomischen DNA besteht die cDNA ausschlie3Bels Exons. Bei der reversen
Transkriptase wird mit einer RNA-abhangigen DNAy®Poérase (in der vorliegenden Arbeit
Superscript Il RT (Invitrogen, Life technologiesyit dem RNA-Molekil als Matritze initial
ein RNA/ DNA-Hybridmolekll hergestellt. Dabei beigit die DNA-Polymerase kurze,
doppelstrangige Nukleinsauresequenzen, welche dislth das zufallige Anbinden von
Hexanukleotiden an das RNA-Molekil bilden. Durcle diich anschlieBende Polymerase

Kettenreaktion entstehen aus den RNA/ DNA-Hybridgkélen cDNA-Doppelstrange.

Durchfiuhrung:
Der gesamte Ansatz zur cDNA-Synthese wurde auf diischgeflihrt. Zur reversen
Transkription von mRNA zur cDNA verwendeten wiruy mRNA. Das Gesamtvolumen

eines fertigen cDNA-Ansatzes betrug | gnd setzte sich wie folgt zusammen:

20l MRNA in DEPC-HO geldst
10l 5xBuffer

5ul DTT (0,1 M)

5 ul dNTP (10 mM)

5l randomisierte Hexamer-Primer
2 ul Superscript Il RT

2 ul RNase-freies kD

1l RNAsin

Abschliel3end wurden die fertig angesetzten Readtjet@f3e in das cDNA-Synthese-Gerat
eingefuhrt, um somit die cDNA-Synthese zu kompbeén.
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Anschlie3end wurden die cDNA-Proben bis zur Wegeavbeitung fur die Real-time RT-
PCR bei -20°C aufbewabhrt.

Um Kontaminationen mit genomischer DNA wahrend B&A-Extraktion auszuschliel3en,
fertigten wir Kontrollen bei der cDNA-Synthese an,die wir keine reverse Transkriptase

hinzugaben (RT-negativ-Kontrolle - s. Kap. 3.2.83)4.

3.2.3 Real-time reverse Transkription-Polymerase-Kigenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion ist emvitro-Verfahren, bei dem durch drei sich zyklisch
wiederholende Phasen doppelstrangige DNA-Abschnittevielfacht werden. Die PCR
beginnt mit der Denaturierungs-Phase, bei der Ahstéturch Erhitzen auf 90-95°C die DNA-
Doppelstrange in zwei komplementare Einzelstrangfgedrennt werden. Darauf folgt die
Annealing-Phase, bei der sich nach Abkuhlen auRi.80-60°C Primer an die Einzelstrange
binden kénnen. Bei der Extensions-Phase wird eamapkratur eingestellt, bei der die DNA-
Polymerase ihre hdchste Aktivitat aufweist (in derliegenden Arbeit Superscript || RT
(Invtrogen, Life technologies) — zwischen 37°C ub@°C) und somit die mit Primern
besetzten Stréange zu Doppelstrangen ergéanzen Ranch Wiederholung dieser Phasen wird

eine exponentielle Vervielfaltigung der AusgangsAMétreicht.

Der grundlegende Vorteil der Real-Time RT-PCR géden der konventionellen PCR ist die
Maglichkeit einer quantitativen Messung des PCRdBkbes, um somit Rickschlisse tber
die Ausgangsmenge der zu untersuchenden cDNA ziehédnnen. Dieses ist mdglich, da
der PCR-Vorgang und die Detektion des Amplifikatscthgehend ,on-line* aufgezeichnet
werden. In der vorliegenden Arbeit kam das Syst€gtler iQ (Biorad) zur Anwendung. Es
wurden die oben genannten PCR-Phasen (Denaturidin@3°C tUber 30 s, Annealing bei
55°C uber 30 s, Extension bei 72°C uber 45 s) dBeryklen im iCycler durchlaufen. Zur
Detektion des Amplifikats wurde in der vorliegend@rbeit mit dem SYBR Green 1Q
Supermix (Biorad) gearbeitet, welches auf der SY®&Men-I-Methode basiert. Dabei wird
das spezifische Fluoreszenzverhalten des SYBR Greemgenutzt, welches eine
Exzitationswellenlange von 490 nm und eine Emissimilenlange von 520 nm hat. Das
SYBR Green | ist ein DNA-interkalierender Farbstadessen Eigenfluoreszenz bei seiner
Bindung an doppelstrangige Nukleinsduren um eirlfa6bes ansteigt. Diese Verénderung
kann der iCycler nach jedem PCR-Zyklus detektieneth aufzeichnen. An jedem Zyklusende

wird hierfur eine Detektions-Phase angeschlossesi, der die Fluoreszenz in den
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Reaktionsansatzen gemessen wird. Beim iCycler iih&d auf einer 96-well-Platte (Biorad)

fur jeden der 96 Reaktionsansatze gleichzeitigbigier Fluoreszenzen detektiert werden.

3.2.3.1 Primer und das Haushaltsgen

Alle Primer und Sonden, die in der vorliegendenéiribenutzt worden sind, wurden mit der
Primer Premier 5-Software (PREMIER Biosoft Interoaal) entworfen. Dabei sollten
insbesondere Primer-Dimer, selbst-primende Sequenzd Fehlprimen vermieden werden.
Die Fertigstellung der Primer erfolgte durch TIB MBIOL. Die Primer waren ferner Intron-
Uberspannend bzw. banden sich spezifisch an dien-Exon-Grenzen, um die
Wahrscheinlichkeit einer Bindung von genomischerADiNoglichst gering zu halten. Fur die
Optimierung der Primer wurden Gradienten-Cycleddain iCycler durchgefuhrt, wobei
Annealing-Temperaturen von 50°C bis 65°C ausgdtesteden. Die optimale Annealing-
Temperatur wurde definiert als die Temperatur, dei das Amplifikat den Messpunkt; C
(threshold cycle) am schnellsten erreicht (furkliklarung Messpunkt . Kap. 3.2.3.3). Die
Sequenzen, ProduktgrofRen und die jeweiligen GCikentéer Primer sind in Tabelle 3.1
aufgefuhrt. GC-Anteile am 3’-Ende der Primer salltadglichst gering gehalten werden, da

sie sonst in der Annealing-Phase vermehrt an urfsgoée Produkte binden kénnen.

Tab.3.1 Verwendete Primer-Paare
Zielprotein  Oligonukleotidsequenz (F/R*) Produkt-  C@ntell
grofie (bp) in %
TLR2 F: TGTCTTGTGACCGCAATGGTA 242 48
R: GCTTGAACCAGGAAGACGAT 50
TLR4 F: GGAGCCCTGCGTGGAGA 299 71
R: TATGCCCCATCTTCAATTGTC 43
CD14 F: AACCTTGTGAGCTGGACGAT 160 50
R: AGCCTTGACCGTGTCAGC 61
GAPDH F: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 188 58
R: GAAGATGGTGATGGGATTTC 45

*F: forward primer, R: reverse prin

Um einzelne Proben direkt untereinander vergleichekonnen, miussten exakt die gleichen
Mengen an cDNA fur die Probenverarbeitung verwendetden, was nicht mdglich ist.
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Daher werden Referenzgene, sog. Haushaltsgeneendetv Haushaltsgene sind Gene, die
unabhangig von aul3eren Stimuli weitgehend kongtamiskribiert werden. Hierzu eignen
sich beispielsweise GAPDHj3-Actin, 2-Mikroglobulin und andere. In der vorliegenden
Arbeit wurde die GAPDH verwendet. Indem man die ¥esiner Probe auf den jeweiligen
GAPDH-Wert bezieht, kdnnen Unterschiede der Ausgarepge der cDNA und
Unterschiede der Effektivitat der PCR ausgegliciverden.

3.2.3.2 Durchfiihrung

Die Reaktionsansatze fir den iCycler wurden in @#-Wlatten pipettiert. Das

Gesamtvolumen eines Ansatzes betruglaihd setzte sich wie folgt zusammen:

10l SYBR Green 1Q Supermix

1l Vorwarts-Primer (5 pmolgl)
1l Ruckwarts-Primer (5 pmoljil)
1l cDNA

7 ul RNase-freies KD

Bei der Durchfihrung wurde zunéachst fir jedes PriRgar ein Mastermix angefertigt. Das
jeweilige Mastermix wurde dann auf die 96-well-Bdaverteilt und am Ende die cDNA
hinzupipettiert. Das verwendete SYBR Green I1Q Sumperenthielt dNTP (0,4 mM),
Pufferlosung, eine angepasste MgKobnzentration, SYBR Green |, Stabilisatoren und di
iTag-Polymerase (sog. ,Hot-start“ Taqg-Polymeraskg, sich erst nach 3-4 Minuten in der
ersten Denaturationsphase aktiviert. Dieses sdlike unspezifische Bildung von Primer-
Oligomeren bei niedrigen Temperaturen vor Beginn BIER weitgehend verhindern. Der
fertig gestellte Gesamtansatz wurde sofort in d&rcler eingesetzt. Die Real-time RT-PCR
wurde dann, wie oben unter Kap. 3.2.3 beschrietherchgefiihrt. Fur jeden Ansatz wurden
43 Zyklen durchlaufen. Die Abbildung 3.2 zeigt efgfzeichnung eines Real-time-RT-PCR-
Durchlaufes.
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Abb. 3.2 Amplifizierung am iCycler
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3.2.3.3 Auswertung

Die relative Quantifizierung der iCycler-Produktdotgte durch das jeweilige Verhaltnis zu
dem Haushaltsgen GAPDH. Um dieses Verhaltnis desteu konnen, wurde nach einem
iCycler-Durchlauf der Messpunkt C(threshold cycle) fur jede Probe und fir das
Haushaltsgen definiert. Diese wurde bestimmt, indigenvom iCycler aufgezeichnete Spur
der jeweiligen Probe als Gleichung dargestellt uad dieser die zweite Ableitung gebildet
wurde. Daraufhin wurde der Punkt mit der starkstmimmung, d.h. der Punkt des
maximalen Anstiegs der Fluoreszenz, gesucht undatsspunkt €definiert. Die relative
Quantifizierung der cDNA-Proben wurde mit der ,Relan Expressions Software
Tool* (REST) nach folgender Formel errectfiét

TN — AC - AC R
rat|0 - (Earge) Harget (control sampley (Eref) Pref (control-sample)

Etarger Stellt dabei die Real-time RT-PCR-Effizienz dewlst®, Er die des Referenzgens

GAPDH dar. Die Effizienz eines RT-PCR-Laufes wirthand verschiedener Ansatzmengen

von cDNA und des jeweils zugehorigep\WWertes bestimmt nach der Formel E =-¥gore!

errechnet. Der Effizienzwert einer PCR betragt E < 2. Bei optimaler und identischer

Amplifizierung des Referenzgens und der Probe solee Vorliegen optimaler PCR-

Bedingungen betragt der Wert fur die Effizienz EB2. in der vorliegenden Arbeit nicht mit
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verschiedenen cDNA-Anfangsmengen gearbeitet widg, das REST-Programm von einer
Effizienz von E=2 aus. DadACPaget War bei der vorliegenden Arbeit definiert als die
Differenz  zwischen dem ermittelten -Mittelwert aus den fur eine cDNA-Probe
durchgefuhrten beiden iCycler-Ansatzen und dedvi@elwertes beider iCycler-Ansatze
einer Kontroll-cDNA-Probe. AISACP¢s wurde die Differenz zwischen den ermitteltep C

Werten beider iCycler-Ansatze des Referenzgenstangss.

3.2.3.4 Produktkontrolle

3.2.3.4.1 Schmelzkurvenanalyse

Im Anschluss an die Real-time RT-PCR wurde einar@tbkurvenanalyse durchgefihrt, um
die Spezifitat des jeweiligen Produktes zu Ubegmiidind so eine eventuelle Kontamination
durch Nebenprodukte auszuschliel3en. Dabei wurdé&dsamtansatz noch einmal in 0,5°C-
Schritten bis 100°C erwéarmt. Je nach Sequenz, Lamgk GC-Anteil trennte sich der
Doppelstrang des Produktes bei einer spezifisclenpératur auf. Dieses resultierte in einer
Dissoziation des SYBR Green I-Molekuils aus der Bimgl mit dem DNA-Molekl, was zu
einem Abfall der Fluoreszenz fihrte. Eine solchkrselzkurvenanalyse ist in Abbildung 3.3
grafisch dargestellt.

Abb. 3.3 Schmelzkurvenanalyse
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Darstellung einer Schmelzkurvenanalyse
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Um die spezifische Schmelztemperatur eines Produgtafisch darzustellen, werden die
Daten konvertiert. Dabei wird die negative 1. Ahlag der Fluoreszenz zur Temperatur
ermittelt und gegen die Temperatur aufgetragensdgafische Darstellung wird at®lting-
peak-Darstellung bezeichnet. Kontaminationen durch wieschte Nebenprodukte wie
Pimer-Dimere wirde man in dieser Darstellung dugcien zweiten Gipfel sehen. In der
vorliegenden Arbeit wurden Uber die durchgefuhrégh RT-PCR-Zyklen in keinem der
Anséatze Primer-Dimere gefunden. Ein Beispiel did3arstellungsweise wird in Abbildung
3.4 gezeigt.

Abb. 3.4  melting-peak-Darstellung der Schmelzkurvenanalyse
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3.2.3.4.2 Gelelektrophorese

Als weitere Kontrolle der Produkte wurden im Ansdd an die Real-time RT-PCR die
Produktgrof3en in der Elektrophorese mit 2,5 %-ig&garosegel und dem Farbstoff
Ethidiumbromid kontrolliert. Bei der Gelelektroplese werden die elektrochemischen
Eigenschaften der Nukleinsduren genutzt. Nukleireséaind bei einem pH-Wert von 8,0-8,5
negativ geladen und wandern bei der Elektrophaseset zur Anode.

Durchfuihrung:
1 g einer 2,5 %-igen Agarose wurde in 100 ml 10xdBEfer durch Aufkochen gel6st. Beim
Abkuhlen wurde Ethidiumbromid hinzugegeben (Endlemmation 0,5pug/ ml), das als

interkalierender Farbstoff an die DNA bindet. Diesgmte Agaroseldésung wurde auf einen
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Geltrager gegossen. Nach Erstarren des Gels wigd8almasse in eine mit 10xTBE-Puffer
geflllte horizontale Elektrophoresekammer Ubertnaged der Kamm vorsichtig entfernt. Die
Produkte aus dem iCycler wurden ebenso wie ein DMNAekulargewicht-Standardmarker in
die Geltaschen pipettiert. AnschlielRend wurde diel@ktrophorese bei 100 Volt Gber etwa
eine Stunde durchgefuhrt. Das Ergebnis der Gelelghorese wurde unter UV-Licht

dokumentiert und ausgewertet.

3.2.3.4.3 Wasserkontrolle

Fur jede Probe und jedes Primer-Paar wurde im &y&ine Wasserkontrolle durchgefthrt.
Dabei wurde zu den jeweiligen Ansatzen Wasser arg#acDNA-Probe gegeben. So konnte
eine Kontamination durch Fremd-DNA sowie das Auétre von Primer-Dimeren und

weiteren unerwinschten Nebenprodukten kontroNiertden.

3.2.3.4.4 RT-negativ-Kontrolle

Wie in Kapitel 3.2.2.2 beschrieben wurde bei deNéESynthese flur jede Probe auch eine
RT-negativ-Kontrolle durchgefuhrt, indem der RNAcPe keine reverse Transkriptase
beigefligt wurde. Da keine doppelstrangigen Nukkinsn gebildet werden, sollte es bei
unkontaminierten Proben wahrend der PCR zu keinmplfkation kommen. Hierdurch
konnte eine Kontamination der Probe mit genomiscB&A bei der RNA-Extraktion
kontrolliert werden. Proben mit Hinweis auf eine iamination mit genomischer DNA

wurden von einer weiteren Analyse ausgeschlossen.
3.2.3.4.5 Intra-assay-Kontrolle
Jede cDNA-Probe wurde im iCycler in Duplikaten gesen, um die Reproduzierbarkeit der

Ergebnisse innerhalb eines Real-time RT-PCR-Laatediberprifen. Bei der Auswertung

wurden die Mittelwerte beider Ansatze verwendet.
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3.2.3.4.6 Sequenzierung der iCycler-Produkte

Die sicherste Kontrolle fir die Spezifitat einesRREroduktes stellt dessen Sequenzierung
dar. Dieses wurde in der vorliegenden Arbeit duviddigenomix (Martinsried, Deutschland)

durchgefuhrt.

3.2.4 Durchflusszytometrie

Fur die Durchflusszytometrie werden sogenannte FA@Sorescence activated cell sorter)
-Gerate benutzt. Dabei passieren hintereinandeecaidgete Zellen einen Laserstrahl. Der
Strahl wird dabei abhangig von physikalischen Patam der Zellen, wie Querschnittsflache,
Membranstruktur oder Granulationsgrad, unterscluledlabgelenkt. Die entstehende
unterschiedliche Streuung des Lichts nutzt man,Gnd3e und Granularitat der Zellen zu
messen. Dabei korreliert die Streuung des axionbte Zellen treffenden Lichtstrahls mit
der ZellgroRRe (,Forward Angle Light Scatter” — FS@d die Streuung des orthogonal auf die
Zellen treffenden Lichtstrahls mit der Zellgranitir (,Side Angle Light Scatter” — SSC).
Nach Farbung der Zellen mit Fluorochrommarkiertentilkorpern ist es zuséatzlich moglich,
Oberflachenantigene zu markieren. Dabei unterseheaithn die direkte und die indirekte
Fluoreszenzfarbung. Bei der direkten Farbung birdetfluoreszenzmarkierter Antikdrper
direkt an das Antigen. Bei der indirekten Fluoretarbung bindet zunachst ein Antikorper
an das Antigen. Ein zweiter fluoreszenzmarkiertetildrper bindet dann an den Antigen-
Antikdrper-Komplex. Die Fluorochrome haben ein jdsefir sie charakteristisches
Exzitations- und Emissionsspektrum. Sie werden mihem Laserstrahl auf ihrer
charakteristischen Exzitationswellenlange angei®@igt.hierdurch entstehende Emission wird
durch Photomultiplier detektiert. Die Auswertundoégt durch eine Auswertungssoftware,
wobei der Prozentsatz der markierten Zellen bestiminal.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Messung deobEen der Durchflusszytometer
FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) und Auswertung das Programm Cell Quest
3.1f (Becton Dickinson, Heidelberg) verwendet. Wiereits in Kapitel 3.2.1 beschrieben,
wurden die Nabelschnurblutproben mit EDTA antikdegti und innerhalb von zwdlf
Stunden fur die  Durchflusszytometrie  weiterbeadieit Die  Stabilitat  der
Oberflachenmolekile innerhalb dieses Zeitfenstanglerin Vorexperimenten untersucht und

sichergestellt. Fur die Fluoreszenzfarbung der Mgtem wurden folgende Antikorper
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verwendet: TLR2-PE IgG2a (Maus), TLR4-PE IgG2a (B)alCD14-FITC IgG2a (Maus)
(eBioscience, San Diego) und als Isotyp-Kontrolggs2a (Maus) (Becton Dickinson,
Heidelberg). Die Blutproben wurden Uber 30 Minutarit den Antikérpern inkubiert und
zweimal mit Phosphat-gebufferter Kochsalzlosung SPBewaschen. Anschlie3end wurde
Ammoniumchlorid-Puffer zur Erythrozytenlyse hinzggben. In der Durchflusszytometrie
wurde nach dem prozentualen Anteil der TLR2nd TLR4-Monozyten innerhalb der
Gesamtzellpopulation gesucht. Ferner wurde nachHierfigkeit von CD14Monozyten
gesucht, wobei das Verhaltnis zwischen der AnzanlMonozyten und der Lymphozyten
berticksichtigt wurde. Es wurden insgesamt tUberQ0Zkllen analysiert. Die prozentualen
Anteile der TLR2-, TLR4"- und CD14-Monozyten wurden bestimmt, nachdem ein cut-off-
Wert anhand der Isotypenkontrolle festgesetzt wordar.

Die Abgrenzung der Monozytenpopulationen im Nabweiseblut erfolgte aufgrund der
unterschiedlichen Morphologie der Leukozytensubpetppnen im FSC/SCC-Plot. Die
Leukozytensubpopulationen wurden dabei als Punkevotargestellt, wobei die Wolke A in
der Abbildung 4.5 durch Lymphozyten, die Wolke BrauMonozyten und die Wolke C
durch Granulozyten gebildet wurden (s. Abb. 4. Kap. 4.5).

Die Monozytenpopulation wurde eingegrenzt und figr Ainalyse der spezifischen Marker -
TLR2, TLR4 und CD14 - auf weitere Analysefensteeritagen. Um die Verteilung der
Oberflachenmarker zu beurteilen, wahlten wir einstegramm, das die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) (Abszisse - logarithchisder spezifischen Marker TLR2, TLR4
und CD14 (in den Abbildungen 4.6 - 4.8 violett deastgllt — s. Kap. 4.5) gegen die Zellzahl
(Ordinate - linear) auftragt. Die Fluoreszenzint&svar hierbei proportional zur Anzahl der
markierten Oberflachenmoleklle auf den Monozytem uhspezifische Bindungen bei der
Auswertung zu beriicksichtigen, benutzten wir Isktygrollen des Immunglobulins 1gG2 (in
den Abbildungen 4.6 - 4.8 gruin dargestellt — s..Kiap).

3.3  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gesamten Daterigéefan Zusammenarbeit mit der GSF —
Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit (Diddinrich). Fur die Errechnung der
Korrelationen wurde das SPSS-Programm, Version I8BSS Inc., Chicago, USA)
verwendet. Die multivariaten Analyse wurde mit d8#S-Programm fur Windows, Version
8 (SAS Institute, Cary, USA) durchgefuhrt. Die Hygsse wurden als geometrische

Mittelwerte mit einem Konfidenzintervall von 95 %mgegeben, da bei den mRNA-Daten
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keine Normalverteilung zu erwarten war. Um sigrafike Unterschiede zwischen den
Gruppen zu ermitteln, wurde eine Varianzanalysectyefihrt, ferner wurden beim
Vergleich zweier unabhangiger Stichproben der mpeltametrische  Wilcoxon-
Rangsummentest oder beim Vergleich von mehr als mwabhangigen Stichproben der
nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test verwendgtach logarithmischer Transformation
der Daten, um eine Normalverteilung zu erhalten,rdeueine multivariate lineare
Regressionsanalyse durchgefiihrt. Dabei wurden wf@gli EinflussgroRen  wie
Fischolsupplementation, das Geschlecht, die AndalKinder, landliche oder stadtische
Wohnverhaltnisse, Haustiere und sozio6konomisclikoFen berlcksichtigt. Die Ergebnisse
wurden in Mittelwerts-Verhaltnissen dargestelltisbelsweise zum Vergleich zwischen dem
geometrischen Mittelwert von Mittern mit bekannédlergischer Vorerkrankung und dem
geometrischen Mittelwert von Mittern ohne bekanrd#ergischer Vorerkrankung. Um
Korrelationen stetiger Variablen zu berechnen, wudér Spearman-Rho-Test angewandt.
Eine signifikante Korrelation wurde angenommen, nveler Korrelationskoeffizient r > 0,3

und das Signifikanzniveau p < 0,05 betrug.

3.4 Material

3.4.1 Chemikalien, Puffer und Primer

= TRIZOL LS Reagent Invitrogen, Life technologies
= Randomisierte Hexamer Primer Roche

= Superscript I| RT Invitrogen, Life technologies
= SYBR Green IQ Supermix Biorad

» Primer (TLR2, TLR4, CD14, GAPDH) TIB MOLBIOL

= DEPC Treated Water Invitrogen, Life technologies
=  Chloroform Sigma

= 100 %-ige Isopropyl-Alkohollésung Sigma

= 75 %-iges Ethanol Sigma

= DTT (Dithiothreitol) Invitrogen, Life technologies
= dNTP Invitrogen, Life technologies
= 5SxBuffer Invitrogen, Life technologies
= RNAsIn Invitrogen, Life technologies
= Seakem LE Agarose Biozym
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3.4.2

3.4.3

3.4.4

10xTBE-Puffer Serva

Glas- und Plastikmaterial

ReaktionsgefalRe (1,5ml) Eppendorf
PCR-Gefalde (0,2 ml) Eppendorf

Safe-Lock Reaktionsgefal3e (2ml) Eppendorf
Glasmesspipetten fur die Pipettierhilfe Eppendorf
Plastikspitzen fur Mikropipetten Eppendorf
Plastikréhrchen (15ml, 50ml) Falcon

96-well Platten fur den iCycler Biorad

Gerate

Ultrazentrifuge Varifuge 20 RS Heraeus Sepatech
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf
Temperaturzyklusautomat UNO I Biometra
Real-time-RT-PCR: iCycler 1Q Biorad

Photometer Eppendorf
Elektrophorese Power Pac 300 Biorad

Mischgerat Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Mikropipetten Eppendorf

(0,1-2,51; 0,5-1Qul; 2,0-2Qul; 10-10Qul; 50-20Qu; 100-100Qul; 500-500Qul)
Easypet Pipettierhilfe Eppendorf

Software

Reference Manager Version 10 Adept Scientific 3@,
SPSS 11.0 SPSS Inc., Chicago, USA
SAS for Windows V 8 SAS Institute, Cary, USA
Primer Premier 5 primer design software PREMIERsBfoInternational
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4. Ergebnisse

4.1  Probandengruppen

Die Studienpopulation umfasste nach Beendigung Rigkrutierungsphase insgesamt 315
Probandinnen, von denen vier die Einschlusskritemieht erfullten: Zwei Frauen lagen Gber
der Maximalgrenze von 92 kg Korpergewicht, von deneine Frau zusatzlich ein
kommerzielles Folsaurepraparat einnahm; zwei weilgauen nahmen ebenfalls regelmaliig
Folsaurepraparate zu sich. 311 Probandinnen wuetetiich in die Studie aufgenommen,
von denen 41 die Studie nicht beendeten (Ausfatigdd,18 %). Folglich vollendeten 270
Probandinnen die Studie. Blutproben konnten wir \&#8 Probandinnen und aus 239
plazentaren Nabelschnurvenen gewinnen. Bei derrbeitang dieser Proben wurden weitere
63 miutterliche Proben und 52 Nabelschnurproben darsWertung genommen. Grinde
hierfir waren zum Beispiel zu geringe mRNA-Konzattnen oder Kontaminationen mit
genomischer DNA nach der Verarbeitung der Probesgdsamt konnten wir 185 mitterliche
und 187 Nabelschnurproben fiir unsere Analysen vetem, davon 87 spanische, 50
ungarische und 48 deutsche Frauen sowie 91 spanisdhungarische und 45 deutsche
Neugeborene. Abbildung 4.1 zeigt den Verlauf dezam der Probandinnen. Fir unsere
Analysen Uber den direkten Einfluss von im Blut gesenen Parametern der Mtter auf ihre
Kinder bendétigten wir Mutter-Kind-Paare. Von den 518mitterlichen und 187

Nabelschnurproben konnten wir 166 Mutter-Kind-Paangnsere Analysen einschlief3en.
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Abb. 4.1

Studienpopulatior

Rekrutiert

Studie beendet

Proben:
Mutterl. Blut
Nabel schnur bl ut

Proben:
Mutterl. Blut
Nabel schnur blut

Spanien

n= 155 (100%)

Ungarn

Deutschland

n= 63 (100%)

n= 97 (100%)

Ausfélle

E

n= 147 (90%)

E

E

n= 55 (87%)

n= 68 (69%)

Keine Prden

erhaltlich

n= 134 (91%)
n= 131 (89%)

n= 53 (96%)
n= 53 (96%)

n= 61 (89%)
n= 55 (80%)

Aus Wertung
genommen

n= 87 (65%)
n= 91 (70%)

n= 50 (96%)
n= 51 (96%)

n= 48 (79%)
n= 45 (81%)

Verlauf der teiinehmenden Probanden. Proben, diddreBearbeitung zu wenig mRNA enthielten odedén

Schmelzkurve oder in der Gelelektrophorese eingdtaimation aufwiesen, wurden herausgenommen.

Einzelheiten Uber die Studienpopulation sind inTaelle 4.1 dargestellt. Es traten zwischen
den drei Studienzentren keine signifikanten Untaeste bei den Muttern auf bezlglich der
wichtigsten Basisdaten wie Anzahl der Kinder unti&ngerschaften. Ebenso ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede bei den Neugelmrdmnsichtlich ihrer Geburtsdaten wie

Geschlecht, Geburtsgewicht und APGAR-Score.
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Tab. 4.1 Merkmale der Studienpopulation
Mditter n/N %
n/N % Elterliche Ausbildung
Gesamtzahl 185/ 18pb 1Q Niedrig 60/ 183 33
Miitterliche Allergie Mittel 90/ 183 49
Ja 51/183 2§ Hoch 33/183 18
Nein 132 /183 72 Fischolsupplementation
Véaterliche Allergie Ja 95/185 51
Ja 38/181 21 Nein 90/ 185 49
Nein 143 /181 79 Entbindungsart
Land Spontan 111/185 60
Deutschland 48/ 185 26 Forceps 5/185 3
Ungarn 50/ 185 27 Vakuumextraktion 10/ 1472 6
Spanien 87/185% a4y Sectio caesarea 46 /|172 27
Wohngegend
Landlich 97 /183 53 | Neugeborene
Stadtisch 86 /183 ay Gesamtzahl 187 /187 [100
Alter Geschlecht
< 25 Jahre 21/181 12 Mannlich 97 /182 53
>25< 35 Jahre 129/181 7 Weiblich 85/182 47
> 35 Jahre 31/181 17 Land
Nikotinabusus Deutschland 45 /187 24
Ja 19/185 14 Ungarn 51/187 p7
Nein 166 /185 9( Spanien 91/ 187 49
Haustiere Atopische Familienanamnege
Ja 132 /185 71 Mitterlich
Nein 53/185 29 Ja 50/ 187 27
Anzahl bisheriger Kinder Nein 137 /187 73
Keine 92/182 51 Vaterlich
1 67 /182 37 Ja 35/186 19
>2 23/182 13 Nein 151/186 81

Atopische Erkrankungen waren bei den Eltern deitsidxen Neugeborenen am haufigsten
(Mutter 43,4 %, Vater 41,5 %), gefolgt von den umgzhen (Mtter 32 %, Vater 24 %) und
traten bei den Eltern der spanischen Neugeboremewenigsten auf (Mitter 16,8 %, Vater
8,3 %). Im Einzelnen wurden Asthma bei den Mittaird,4 % und bei den Vatern zu 3,2 %,

allergische Rhinitis zu 10,8 % bei den Mittern andl1,4 % bei den Vatern und Ekzeme bei

den Mittern zu 6,5 % und bei den Vétern zu 1,6 Yegaben. Andere Manifestationen der
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Allergien vom Typ | waren zu 11,4 % bei den Muitternd zu 10,8 % bei den Vatern
vorhanden. Drei Mutter und acht Vater hatten melsr éine Diagnose fiir atopische
Erkrankungen.

4.2  mRNA-Expressionsniveaus von CD14, TLR2 und TLR#n mutterlichen Blut

4.2.1 Bivariate Assoziationen bei den Miittern

Die Tabelle 4.2 zeigt die im Real-time RT-PCR geseeen mRNA-Expressionsniveaus der

matterlichen Blutproben fir CD14, TLR2 und TLR4 glestellt als geometrische Mittelwerte
(GM) und 95%-Konfidenzintervalle (95% KI).

Tab. 4.2 Geometrische Mittelwerte der mutterlich#RNA-Expressionsniveaus
CD14 TLR4 TLR2
Matter
GM (95% Ki) GM (95% Ki) GM (95% Ki)
Gesamtzahl 185 1,03(1,01-1,05) 0,82(0,79 — 0,84) 0,89(0,87 — 0,91)

Miitterliche Allergie
Ja

51

0,95(0,92 — 0,98)***

0,72(0,68 — 0,76)***

0,81(0,78 — 0,84)**

Nein 132 1,07(1,04 - 1,09) 0,86(0,83 — 0,89) 0,92(0,89 - 0,95)
Véaterliche Allergie

Ja 38 0,96(0,92-1,01)* 0,73(0,69 —0,78)** 0,82(0,78 — 0,86)***

Nein 143  1,05(1,03 -1,07) 0,84(0,81 - 0,87) 0,90(0,88 — 0,93)
Land

Spanien 87 1,11(1,08 — 1,14)** 0,96(0,93 — 0,99)***  0,98(0,95 — 1,01)***

Deutschland 48 0,94(0,91-0,98) 0,70(0,67 — 0,73) 0,82(0,79 - 0,85)

Ungarn 50 0,99(0,97 —1,03) 0,73(0,69 — 0,76) 0,81(0,78 — 0,83)
Wohngegend

Stéadtisch 86 1,00(0,98-1,03)*  0,79(0,75-0,82)**  0,86(0,84 — 0,89)**

Landlich 97 1,07(1,03 -1,10) 0,85(0,82 - 0,89) 0,92(0,88 — 0,95)
Alter

< 25 Jahre 21 1,10(1,03 —1,17)** 0,86(0,78 — 0,95)* 0,94(0,88 — 1,00)

>25< 35 Jahre 129 1,04(1,01 -1,06) 0,83(0,80 - 0,86) 0,88(0,86 — 0,91)

> 35 Jahre 31 0,97(0,92 -1,02) 0,75(0,70 — 0,81) 0,88(0,83 - 0,93)
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Nikotinabusus

Ja 19 1,09(1,02-1,17) 0,97(0,86 — 1,08)*** 0,94(0,86 — 1,02)

Nein 166  1,03(1,01-1,05) 0,80(0,78 — 0,83) 0,88(0,86 — 0,90)
Haustiere

Ja 132 1,03(1,01 -1,06) 0,82(0,79 - 0,86) 0,89(0,86 — 0,91)

Nein 53 1,04(0,99 — 1,08) 0,81(0,77 - 0,86) 0,89(0,86 — 0,93)
Anzahl bisheriger Kinder

Keine 92  1,03(1,01-1,07) 0,82(0,78 — 0,86) 0,89(0,87 — 0,92)

1 67 1,03(0,99 - 1,06) 0,81(0,77 — 0,86) 0,88(0,84 - 0,92)

>2 23 1,03(0,96 — 1,11) 0,82(0,74 — 0,90) 0,88(0,82 - 0,94)
Elterliche Ausbildung

Niedrig 60 1,07(1,02-1,12)* 0,91(0,86 —0,95)***  0,95(0,92 — 0,99)***

Mittel 90 1,02(0,99 — 1,05) 0,78(0,75 - 0,82) 0,86(0,84 — 0,89)

Hoch 33  0,99(0,94 - 1,03) 0,76(0,71 - 0,82) 0,83(0,79 - 0,87)
Fischolsupplementation

Ja 95  1,02(0,99 - 1,05) 0,80(0,76 — 0,83) 0,88(0,85 - 0,91)

Nein 90 1,04(1,01-1,07) 0,84(0,81 - 0,88) 0,89(0,87 — 0,92)
Entbindungsart

Spontan 111 1,04(1,01-1,07) 0,81(0,78 - 0,85) 0,88(0,85 - 0,91)

Forceps 5 0,99(0,88-1,12) 0,87(0,76 — 0,99) 0,88(0,81 - 0,95)

Vakuumextraktion 10 1,06(0,94 - 1,19) 0,88(0,75 - 1,03) 0,91(0,83 - 0,99)

Sectio caesarea 46 1,00(0,96 — 1,05) 0,81(0,75 - 0,86) 0,89(0,85 — 0,94)

Fett gedruckt sind die geometrischen Mittelwemea<iammern stehen die 95%-Konfidenzintervalle

Fur die Untersuchung der

Unterschiede

innerhalbereiGruppe wurde bei

zwei

Parametern der

nichtparametrische Wilcoxon-Test, bei mehr als zRefametern der nichtparametrische Kruskal-WalistT

angewendet.

p-Werte sind angeben fur den Vergleich der Paranretiner Gruppe — z.B. mitterliche Allergie jagin

*p<0,05;*p<0.01;**p< 0,001

Sowohl eine mitterliche als auch eine vaterlichergle waren assoziiert mit signifikant

erniedrigten geometrischen Mittelwerten der mRNAsEessionsniveaus von CD14, TLR4

und TLR2 im mutterlichen Blut gegenuber Blutprobsem Probandinnen, bei denen keine
allergische Erkrankung vorlag. Eine ahnliche Asatian wurde aul3erdem fir eine stadtische
Wohngegend beobachtet. Hingegen waren die spani$efi@inft (CD14, TLR4, TLR2), das
junge Alter der Probandinnen (CD14, TLR4), der Nikabusus (TLR4) und eine niedrige
elterliche Ausbildung (CD14, TLR4, TLR2) mit erhéht mRNA-Expressionsniveaus

assoziiert.
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4.2.2 Multivariate Regressionsanalysen bei den Mgtn

Nach Adjustierung der Daten mit multipler Regressiumter Beriicksichtigung der tbrigen
maoglichen Einflussfaktoren wie Wohngegend, Allerdgitaustiere, Anzahl der Kinder und
Bildung mit Ausnahme der Nationalitéat blieb die réftkante Assoziation zwischen den
erniedrigten geometrischen Mittelwerten der mRNAgEessionsniveaus im mutterlichen Blut
und der mutterlichen Allergie erhalten (CD14: p 09 ; TLR4 : p < 0,005 ; TLR2: p <
0,001). Die Tabelle 4.3 zeigt die nicht-adjustieri@aten und die adjustierten Daten der

MRNA-Expressionsniveaus im mutterlichen Blut fundgnfluss elterlicher Allergien.

Tab. 4.3 Adjustierte Daten fiir geometrische Mitietie der miitterlichen mRNA-Expressionsniveaus

Mutter CDh14 TLR4 TLR2
MR 95% KI MR 95% KI MR 95% KI

Allergie
(nicht-adjustiert)

Nein 1 - 1 - 1 -

Ja 0,89 [0,85;0,93]** 0,83 [0,78 ; 0,89]*** 0,88 [0,84; 0,92]***
Allergie
(adjustiert)

Nein 1 - 1 - 1 -

Ja 0,94 [0,90 ; 0,98]** 0,92 [0,87;0,97]** 0,93 0,89;0,97]**

Stratifizierte Werte fir das Vorhandensein und Miorhandensein von mutterlichen Allergien. Dargiissds
Verhdltnis der geometrischen Mittelwerte fir nieldfustierte (oben) Analysen und adjustierte Analyse
(unten) und multipler Regressionsanalyse fir méegli€influssfaktoren wie Land, Wohngegend, Haustiere
Anzahl der Kinder, elterliche Bildung, Entbindungs&lter, Nikotinabusus und Fischélsupplementation

MR = Verhaltnis der geometrischen Mittelwerte (meegatio)

95% KI = 95%-Konfidenzintervall

*pP<0,05;*p<0.01;**p<0,001
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4.3  mRNA-Expressionsniveaus von CD14, TLR2 und TLR#n Nabelschnurblut

4.3.1 Bivariate Assoziationen bei den Neugeborenen

Die Tabelle 4.4 zeigt die im Real-time RT-PCR geseeen mRNA-Expressionsniveaus der

Nabelschnurblutproben fur CD14, TLR2 und TLR4 datght als geometrische Mittelwerte
(GM) und 95%-Konfidenzintervalle (95% Ki).

Tab. 4.4 Geometrische Mittelwerte der neonataletNAHEXpressionsniveaus
CDh14 TLR4 TLR2
Neugeborene
GM (95% Ki) GM (95% Ki) GM (95% Ki)

Geschlecht

Mannlich 97  1,00(0,98 — 1,03) 0,82(0,78 — 0,85) 0,84(0,81 - 0,86)

Weiblich 85  1,00(0,97 — 1,03) 0,81(0,78 — 0,85) 0,83(0,80 - 0,86)
Land

Spanien 91 1,06(1,03-1,08)*** 0,94(0,91-0,96)*** 0,92(0,89 — 0,95)***

Deutschland

Ungarn

Atopische Familienanamnese

Mdatterlich
Ja
Nein
Vaterlich
Ja

Nein

45 0,93(0,90 — 0,95)
51  0,97(0,94 — 1,01)

50 0,94(0,92 — 0,96)*
137 1,03(1,00 — 1,05)

35 0,94(0,91 — 0,98)*
151  1,02(0,99 — 1,04)

0,71(0,68 — 0,73)
0,73(0,70 - 0,77)

0,72(0,68 — 0,75)**
0,86(0,83 — 0,88)

0,72(0,68 — 0,76)***
0,84(0,82 — 0,87)

0,73(0,70 — 0,75)
0,79(0,77 - 0,81)

0,75(0,72 — 0,77)**
0,87(0,85 — 0,89)

0,75(0,72 — 0,79)***
0,85(0,83 — 0,87)

Fett gedruckt sind die geometrischen Mittelwemneliammern stehen die 95% Konfidenzintervalle

Fur die Untersuchung der Unterschiede innerhaltere@ruppe wurden die Varianzanalyse und bei zwei

Parametern der nichtparametrische Wilcoxon-Test, ehr als zwei Parametern der nichtparametrische

Kruskal-Wallis-Test angewendet.

p-Werte sind angeben fur den Vergleich der Paranretiner Gruppe — z.B. mitterliche Allergie jagin
*p<0,05;**p<0.01;** p<0,001

Ahnlich wie schon bei miutterlichem Blut waren autdie mMRNA-Expressionsniveaus fur

CD14, TLR4 und TLR2 bei positiver atopischer Faenihnamnese sowohl mutterlicher- wie
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auch vaterlicherseits signifikant erniedrigt. Audér landerspezifische Unterschied verhielt
sich ahnlich mit signifikant erhhten mRNA-Expressniveaus fur CD14, TLR4 und TLR2
bei Nabelschnurproben aus Spanien gegentber D&aridaind Ungarn.

4.3.2 Multivariate Regressionsanalysen bei den Neelgorenen

Auch bei den Neugeborenen fuhrten wir eine muliatarAnalyse durch, um den Einfluss der
atopischen Familienanamnese auf die mRNA-Expressivaeaus im Nabelschnurblut durch
unter Berlcksichtigung madglicher EinflussfaktoreniewiLand, Haustiere, Anzahl der
Geschwister, elterlicher Bildung sowie EntbindumgsaAlter, Nikotinabusus und

Fischolsupplementation der Mutter zu untersuchere Assoziation zwischen atopischer
Familienanamnese mitterlicherseits und den ergtedri MRNA-Expressionsniveaus in
Nabelschnurblut blieb auch nach multipler Regressgignifikant. Hingegen war die

Assoziation zur véaterlichen Familienanamnese namhRereinigung der StorgréfRen nicht
mehr signifikant (Tab. 4.5).

Tab. 4.5 Angeglichene Daten fir geometrische Mittete der neonatalen mRNA-Expressionsniveaus
Neugeborene CD14 TLR4 TLR2
MR 95% KI MR 95% KI MR 95% KI

Miitterliche Allergie

(nicht-adjustiert)

Nein 1 - 1 - 1 -

Ja 0,92 [0,88 ; 0,95]*** 0,83 [0,79 ; 0,88]*** 0,86 [0,82; 0,90]***
(adjustiert)

Nein 1 - 1 - 1 -

Ja 0,95 [0,92;0,99]* 0,91 [0,86 ; 0,96]** 0,92 ,88 ; 0,97]**

Vaterliche Allergie

(nicht-adjustiert)

Nein 1 - 1 - 1 -

Ja 0,92 [0,88;0,97]** 0,85 [0,78 ; 0,91]*** 0,85 [0,81; 0,99]***
(adjustiert)

Nein 1 - 1 - 1 -

Ja 0,99 [0,94 ;1,03] 0,95 [0,89;1,01] 0,95 [0, 9000]
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Angepasste Werte fir das Vorhandensein und Nicharmatensein von elterlichen Allergien. Dargestelét a
Verhdltnis der geometrischen Mittelwerte fir unagighene (oben) Analysen und angeglichene Analysen
(unten) anhand multipler Regression fiir moglicheflEssfaktoren wie Land, Wohngegend, Haustiere,afthz
der Geschwister, elterliche Bildung, Entbindungsastie Alter, Nikotinabusus und Fischdlsupplemeatatier
Mutter

MR = Verhaltnis der geometrischen Mittelwerte (meegatio)

95% KI = 95%-Konfidenzintervall

*pP<0,05;*p<0.01;**p<0,001

Ahnlich wie bei den Muttern blieben bei den spamést Nabelschnurproben die mRNA-
Expressionsniveaus fir TLR4 und TLR2 signifikartiéiht im Vergleich zu den deutschen
und ungarischen Proben. Die mRNA-ExpressionsnivdausCD14 waren hingegen nur
gegenuber den deutschen weiterhin erhoht, nicluicfedegeniber den ungarischen Proben.
Hohe elterliche Bildung war mit niedrigen CD14-mRNEXpressionsniveaus in

Nabelschnurblut assoziiert.

4.4 Korrelationen zwischen mitterlichen und neonatien mRNA-Expressionsniveaus

Nachdem wir die Assoziationen der mRNA-Expressioreaus mit verschiedenen
Parametern in mtterlichem Blut und in Nabelschhurgetrennt von einander untersucht
hatten, stellten wir uns die Frage, ob die mRNA+Espionsniveaus in mutterlichem Blut
direkt mit mRNA-Expressionsniveaus in Nabelschrutrblassoziiert sind. Hierfur
untersuchten wir die Korrelation der mRNA-Expressiniveaus in den Proben der Mutter-
Kind-Paare. Die Gesamtheit der mutterlichen mRNAwEssionsniveaus korrelierte positiv
mit der Gesamtheit der neonatalen mRNA-Expressigaans unabhangig der atopischen
Familienanamnese (CD14 r = 0,43 ; TLR2 r = 0,55LRZ r = 0,59 ; r := Spearman
Korrelationskoeffizient). Nach Auftrennung der MartKind-Paare mit Beriicksichtung der
atopischen Familienanamnese (positiv gegen negagijen wir nur noch in der Gruppe mit
negativer Familienanamnese eine signifikant pasierrelation fest. Die Abbildungen 4.2 —
4.4 zeigen die mRNA-Expressionsniveaus von CD14(Ab2), TLR2 (Abb.4.3) und TLR4
(Abb.4.4).
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Abb. 4.2 CD14 - mRNA-Expressionsniveaus von Mitiemd Neugeborenen

CD14 - mRNA-Expressionsniveals
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Abb. 4.2 TLR2 - mRNA-Expressionsniveis von Mittern und Neugeborel

TLR2 — mRNA-Expressionsniveais

=0.55 ° -
O 12+ . *
ey *
) - °* ¢ v,
= *
o 104 * ot @ o o
< 30T g e oo r ® negative Familienanamnese (r = 0,5p)
[ Y e PR Y = Y %’ sks, o . - B
-y 8% g S TN . V  positive Familienanamnese (r = 0,22
= Ve ?‘oo’.‘d’ % s ®
() 7 e V. * . i
g [ ]
zZ » 7 v %
064 w o ¥
v
7
0.4 ; ; : ; : ;
0.8 0,7 08 02 10 1,1 1.2 1.3
Miatter

- 49 -



Abb. 4.¢ TLR4 - mRNA-Expressionsniveis von Muttern und Neugeboler

TLR4 — mRNA-Expressionsniveais
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Abb. 4.2 -4.4 Im linken oberen Eck der Diagrammaéinden sich die Korrelationen fur alle Mutter-Kind
Paare unabhangig von der Familienanamnese, im &dchur Rechten der Diagramme sind
die Korrelationen fir die einzelnen Gruppen ohrmpigthe Erkrankungen (schwarzer Kreis)

und mit atopischen Erkrankungen (weil3es DreieckleinFamilienanamnese aufgefihrt.

4.5 Rezeptorexpression auf Monozyten in Nabelschnilut

Da die Bildung von mRNA nicht zwingend zu einer teénoexpression der jeweils kodierten
Molekdule fuhrt, wurde mit dem Durchflusszytometée ©berflachenexpression von TLR2,
TLR4 und CD14 auf Monozyten in Nabelschnurblut imestt. Hierfir wurden 42 Proben aus
Nabelschnurblut, die wir bei der Entbindung aus Béarzentas der deutschen Probandinnen
gewonnen haben, mit der Durchflusszytometrie areatysum diese Ergebnisse dann im
nachsten Schritt  mit  den MRNA-Expressionsniveaus r dedazugehdrigen

Nabelschnurblutproben zu korrelieren (s. Kap. 4.6).

Die Abbildung 4.5 zeigt eine Darstellung der Lewtensubpopulationen im FSC/SCC-Plot.
Das Oval um Punktwolke B grenzt die Monozytensulitettpon ein (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5 Monozytenabgrenzung in Nabelschnurblut
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Monozytenabgrenzung in Nabelschnurblut der 42 Nabelurproben in der deutschen Subpopulation.
Abszisse: FSC ; Ordinate: SSC

Wolke A: Lymphozyten

Wolke B: Monozyten

Wolke C: Granulozyten

Die Abbildungen 4.6 — 4.8 zeigt die Verteilung @drerflachenmarker TLR2, TLR4 und
CD14 auf Monozyten. Auf der Abszisse ist die mil€luoreszenzintensitat (MFI)
logarithmisch, auf der Ordinate ist die Zellzahklar aufgetragen. Die violett ausgefullten
Kurven stellen dabei die Fluoreszenzintensitdt VbR2, TLR4 und CD14, die grin

umrandeten Kurven die der Isotypkontrollen dar (Abb — 4.8).
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Abb. 4.6 TLRZ-Expression auf Monozyten in Nabelschnurblut
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Abb. 4.7 TLR4-Expression auf Monozyten in Nabelschnurblut
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Abb. 4.8 CD14-Expression auf Monozyten in Nabelschnurblut
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Abszisse: Fluoreszenzintensitat von CD14-FITC ;idatd: Zellzahl

grun: Isotyp-Kontrolle ; violett: CD14-FITC

4.6 Korrelation von mRNA-Expressionsniveaus mit delRezeptorenexpression auf

Monozyten

Es ergab sich eine hohe Korrelation fir die mRNAxEssionsniveaus fir TLR2 und TLR4
in Nabelschnurblut mit dem prozentualen Anteil idrR2*- (r = 0,5 ; p < 0,01) und TLR4
(r=0,61; p <0,01) Monozyten. Fur CD14 wurdenleesignifikante Korrelation festgestellt

(Abb. 4.9 — 4.11).
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Abb. 4.9 Korrelation von TLR4 - mRNA-Expressionseaus und TLR4Monozyten in
Nabelschnurblut
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Abb. 4.10 Korrelation von TLR2- mRNA-Expressionszius und TLR2Monozyten in
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Abb. 4.11 Korrelation von CD14 - mRNA-Expressiongsus und CD14Monozyten in

Nabelschnurblut
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Abb. 4.9 -4.11 Korrelation von mRNA-Expressiongaius und Oberflachenexpression von Monozyten fir
TLR4, TLR2 und CD14 in Nabelschnurblut. Bei 42 Repbaus Deutschland wurde eine
Durchflusszytometrie durchgefuhrt und die Ergelmisst den Ergebnissen der zugehdrigen
MRNA-Proben korreliert.

r = Spearman Korrelationskoeffizent
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5. Diskussion

51 Studie und Probanden

Fur die Analysen standen der vorliegenden Arbeit5 1&dtterliche und 187
Nabelschnurblutproben, von denen 166 x 2 Blutprobtutter-Kind-Paare bildeten, zur
Verfigung. Zudem wurden 42 Nabelschnurblutproberhtilusszytometrisch untersucht. Es
wurden erniedrigte mRNA-Expressionsniveaus fur CDI4R2 und TLR4 in unstimulierten
peripheren Blutproben bei allergischen schwangefeauen, deren Manner ebenfalls
allergisch erkrankt waren, beobachtet. In unstiertén Nabelschnurproben wurden ebenfalls
erniedrigte mMRNA-Expressionsniveaus bei posititep&cher Familienanamnese festgestellt.
Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie fur dieN&belschnurblutproben bestatigten, dass
auch die Expression der TLR auch auf Proteinebenedrigt war. Die Korrelation der
Mutter-Kind-Paare bezuglich der mRNA-Expressionsaivs war ebenfalls positiv, weshalb
wir vermuten, dass die Einflisse wahrend der Schesschaft, die zur Expression dieser

Rezeptoren bei der Mutter fuhrten, auch eine Wigkauaf den Fetuis utero hatten.

Eine Verzerrung bei der Auswahl der Probandinnasibtintlich atopischer Variablen ist eher
unwahrscheinlich, da diese Studie primér daraufgewishtet war, den Einfluss von

Nahrungserganzungsmitteln (Folsaure und Fischohrevid der Schwangerschaft auf die
neuromentale Entwicklung des Kindes zu untersuchramunologische Parameter und die
Entwicklung von atopischen Erkrankungen des Kindesen sekundére Zielsetzungen der
Studie. Ferner sind Artefakte durch lokale Deviagio eher unwahrscheinlich durch die

multizentrische Rekrutierung der Probandinnen.

Allerdings hat die vorliegende Arbeit zwei wesestié Einschrankungen in Bezug auf die
Population und das Studiendesign. 1.) Aufgrund Stesliendesigns hatten wir kein Malf3 fur
die Exposition der Probandinnen zu Mikroorganisrirenler Umwelt, weshalb die mRNA-

Expressionsniveaus von CD14, TLR2 und TLR4 nichtdirekten Zusammenhang mit
Konzentrationen der Exposition zu beispielsweisaldioxin oder Allergenen gemessen
werden konnten. Wie eingangs erwahnt, scheint ddiuss von Mikroorganismen auf das
Immunsystem insbesondere auf die TLR-Expressioisaoisangig zu setfi*®? Jedoch war

in unserem Studienprotokoll die Beschreibung UlieMdohngegend — stadtisch oder landlich

- eingeschlossen. Fur landliche Gegenden ist eiieere Exposition gegenuber Mikroben
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anzunehmen. Dabei fiel auf, dass 63,5 % der sgamnsdrobandinnen in landlichen
Gegenden wohnten, gegeniber 43,8 % der deutscheer22i® der ungarischen Frauen.
Dieses konnte zumindest teilweise die erhohten miEXpressionsniveaus von CD14, TLR2
und TLR4 der spanischen gegenuber den deutschenuogdrischen Frauen erklaren.
AulRerdem waren die mRNA-Expressionsniveaus furettiesr Gene bei Probandinnen aus
stadtischen Wohngegenden erniedrigt. Unter der Amea dass erniedrigte mRNA-
Expressionsniveaus von TLR2, TLR4 und CD14 mit stpen Erkrankungen assoziiert sind,
stehen diese Beobachtungen im Einklang mit deri&tuon Alfvén et al. In dieser Studie
wurden Kinder, deren Eltern in der Landwirtschaftg waren oder einer anthroposophischen
Lebensweise folgten, auf atopische Erkrankungeersatht. Dabei stellten die Autoren unter
anderem fest, dass landliches Wohnen auch unalghéogilandwirtschaftlicher Tatigkeit mit
einer niedrigeren Pravalenz fir atopische Erkragkan gegeniber stadtischem oder

vorstadtischem Wohnen assoziiert War

2.) Die zweite Einschrankung der vorliegenden Arksg in der fehlenden Information Uber
landwirtschaftliche Tatigkeiten der Familien untéen Probandinnen, die in landlichen
Gegenden wohnten. In europaweiten Studien wurd€dsammenhang vom Aufwachsen in
landwirtschaftlichen Betrieben und erhthten mRNApEessionsniveaus fiir CD14, TLE2

und TLR4® bei gleichzeitig erniedrigter Préavalenz fiir atepis Erkrankungen innerhalb

derselben Population beschrieben

5.2 Quantitative Real-time RT-PCR

Die quantitative Real-time RT-PCR ist ein etabéertVerfahren, um mRNA-Molekile in
biologischen Proben zu messen. Der Vorteil diesedalirens gegeniber konventionellen
Messungsarten von mRNA liegt in der hohen Sengitivder Moglichkeit, viele Proben auf
einmal bearbeiten zu kdnnen, und einer besserentfrarbarkeit der Proben. Besonders
natzlich ist die Real-time-PCR bei Messungen von lddolen, die nur in Kkleinen

Konzentrationen vorliegen wie beispielsweise Cytek*

Die Real-time RT-PCR wird in der Forschung haufige@wvendet, um Veranderungen von
MRNA-Expressionsniveaus darzustellen. Dabei ertsgte Reihe von Problemen bei der
Bearbeitung von mRNA-Proben. Die mRNA wird in jeddmdividuum und in jeder

einzelnen Zelle unterschiedlich hoch exprimiertniée variieren haufig die Protokolle fur die
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RNA-Extraktion und fur die cDNA-Synthese und Kontaationen der Proben kdnnen

auftreteri®.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, mittetésschiedener Kontrollen das Problem der
interindividuellen Unterschiede in der mRNA-Expliesszu beheben. Die mRNA-Proben
wurden aus homogenen Probenmaterial, peripher-eem68lut und Nabelschnurblut,
gewonnen. Die mRNA-Extraktion fiihrten wir gemald delersteller-Protokoll durch, auch
unter Bericksichtigung der Empfehlungen der ,akémelProtokolle in der molekularen
Biologie* (current protocols in molecular biolog§) Die Konzentrationen der gewonnenen
MRNA-Proben wurden anschlieBend photometrisch ahltgs AsdAzse-Verhaltnisses (s.
Kap. 3.2.2.1) bestimmt. Bei der cDNA-Synthese seiztir nahezu gleiche Konzentrationen
der mRNA ein. Um interindividuelle und interzelltddUnterschiede der mRNA-Expression
auszugleichen, verglichen wir die Ergebnisse dealiRme RT-PCR als Verhéltnisse der
gesuchten mRNA-Expressionsniveaus und des ReferaggGAPDH. Durch verschiedene
Kontrollen, die im Methodenteil n&her beschriebemds versuchten wir ferner,
Kontaminationen der mRNA-Proben wund der Real-timel-AFCR-Produkte mit
Fremdprodukten wie zum Beispiel genomischer DNA uRdmer-Dimer moglichst
auszuschliel3en (s. Kap. 3.2.3.4.1 bis 3.2.3.4.6).

Ein Problem bei der Auswertung der Real-time RT-FEBebnisse besteht darin, dass die
MRNA-Expression nicht unbedingt mit der Proteinesggion der Molekile korrelieren muss.
Um dieses in der vorliegenden Arbeit zu Uberprifem,den die mRNA-Expressionsniveaus
von CD14, TLR2 und TLR4 in einer Subpopulation rdgén jeweiligen Expressionen
derselben Rezeptoren in der Durchflusszytometrigekert. Fir TLR2 und TLR4 zeigten

sich hohe Korrelationen. Fur CD14 beobachteterjedioch keine signifikante Korrelation.

5.3 Pathogene und die Hygiene-Hypothese

Die Hygiene-Hypothese vermutet einen Zusammenhawischen der angestiegenen
Pravalenz flr atopische Erkrankungen in den Indersdtionen Uber die letzten
Dekadefi**®1% und der reduzierten Exposition zu Mikroorganismém frilhen

Kindesaltef''12%%*8pzw. bereitsin utero®°%#37 Atopische Erkrankungen sind mit einer
Tu2-gewichteten Immunantwort mit anschlieRender Bilgluvon vorwiegend IgE-

Antikdrpern assoziiert. Pathogen-erkennende Repaptwvie CD14 und TLR kdnnen in
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Abhangigkeit von der Dosis der Pathogene und dempuiekt der Exposition zu diesen eine
Tnl-gewichtete Immunantwort mit nachfolgender Bildwag vornehmlich IgG-Antikdrpern
induzieren®3*%>"* Eine Vielzahl an Studien beobachtete den mogtigh®tektiven Effekt
die Entwicklung von atopischen Erkrankungen. IneeiStudie wurde beobachtet, dass die
Expression von TLR2 und TLR4 nach Exposition zu eAjenen in
Nasenschleimhautbiopsien von Allergikern signifikarunahr®. Verschiedene Studien
zeigten einen protektiven Effekt durch die Stimiolat von TLRZ"% und TLR#%
Europaweite Studien stellten eine Hochregulierumg @D14, TLR2* sowie TLR4® im Blut
von Kindern, die in landwirtschaftlichen Betriebemfgewachsen sind, bei gleichzeitig
erniedrigter Pravalenz fir atopische Erkrankungendieser Subpopulation fést®*4 In
Ubereinstimmung mit diesen Studien stellten wir eeisignifikant erniedrigte mRNA-
Expression von CD14, TLR2 und TLR4 in Probandert, fdge ein erhdhtes Risiko flur
atopische Erkrankungen hatten. Die erniedrigten dMNpressionsniveaus fur die in der
vorliegenden Arbeit gemessenen Pathogen-erkenndreeeptoren CD14, TLR2 und TLR4
in der Probandengruppe mit positiver atopischerik@manamnese weisen indirekt auf eine
maogliche Verschiebung desyT / Ty2-Gleichgewichtes zugunsten eineg2igewichteten

Immunstatus hin.

Zwar wird der Endotoxinexposition in der frihen Hheit Uberwiegend eine mogliche
protektive Rolle in der Entwicklung von atopisch&mnkrankungen beigemessen, jedoch
beschreiben einige Autoren eine symptomverstarkeffd&ung bei bereits manifestierten
atopischen Erkrankung&t’. Die proallergische Wirkung wurde vor allem in
Zusammenhang mit Berufskrankheiten bei regelmaRigentakt zu Baumwolle, Schweinen
und Gefliigel beobachté®®® In einigen Studien war die Endotoxinexpositiont mi
verschiedenen pathologischen Symptomen wie Gien@nnizhtatopischem Asthma in
Kindern verbunder®®®* Dieser Beobachtung stehen Studien gegeniiberiéenegative
Assoziation zwischen der Exposition zu TLR-Lingamdand einer Verbesserung der
Symptome wie Giemen feststelltéf’. In einer weiteren Studie kam es nach inhalativer
Stimulation mit LPS zur Erhéhung von Entziindungapeatern im peripheren Blut wie dem
C-reaktiven Protein, dem Lipopolysaccharid-bindenéeotein, dem endothelialen Selektin
und der Neutrophilie bei gleichzeitigem Abfall defin-Sekundenkapazitat in der
Lungenfunktion. Vor allem bei nichtatopischen Pruen kam es zu diesen Veranderurigen

Eine weitere Studie mit atopisch erkrankten Erwanks zeigte eine negative Assoziation
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zwischen der Intensitat der Endotoxinexposition weim Schweregrad der allergischen

Sensibilisierung, gemessen an antigen-spezifistespiegelA'.

Beim momentanen Stand der Studien kann aufgrundvakarsprichlichen Ergebnisse kein
eindeutiger Zusammenhang von Endotoxinkonzentrationnd atopischen Erkrankungen
festgestellt werden. Dieses liegt unter anderemeaivVerschiedenheit der Studiendesigns und
an der unterschiedlichen Angabe der Endotoxinkamagonen. Bei der Methodik
beschrankten sich viele Studien auf die Messung amtigen-spezifischem IgE, in alteren
Studien von Gesamt-IgE, oder die Auswertung vookPTiestungen als pradiktive Faktoren
fur die Beurteilung von atopischen Erkrankungenstah die manifesten Symptome zu
beobachten. In einer vergleichenden Studie vegiidie Spezifitat von IgE-Messungen in
Nabelschnurblut als préadiktiver Wert fir eine taldiche Manifestation atopischer
Erkrankungen zwischen 20 — 95 % bei einer sehrrigied Sensitivitat, sodass die Autoren
IgE-Messungen in Nabelschnurblut als alleinigen Wk die Definition atopischer
Erkrankungen fiir ungeeignet hielfeBei der Messung von Endotoxinkonzentrationen gabe
Autoren die Konzentration in verschiedenen Eintmeétr, einige in Endotoxin Units (EU) pro
Volumen Losungsmedium, andere in EU pro Gramm Steubwieder andere in EU pro m2
der gestaubsaugten Flaéhewobei die Konzentrationen innerhalb der Studiemeklliche
Unterschiede aufwiesen. Dies sei an einem BeigjgieBtudie von Gehring et al verdeutlicht,
in der die gemessene Konzentrationsspanne 14919.999 EU / m2 bzw. 203 — 1.661.491
EU / g betrug, gemessen im Bodenstaub aus Wohnzimmedeutschen Stadt€n Zudem
wird der direkte Vergleich der verschiedenen Studimtereinander erschwert durch die
Unterschiede der Konzentrationen. In einer verleacen Studie von Park et al, in der die
Endotoxinkonzentrationen im Bodenstaub aus Wohnamnin Boston gemessen wurden,
betrug die Konzentrationsspanne 2.000 — 713.000 BO. Vermutlich kommt es aufgrund
verschiedener Methoden bei der Probengewinnungerd@g und -bearbeitung sowie durch
unterschiedliche Standards der Laboranalysen aedRiskrepart?.

Wie weiter oben bereits erwahnt, wurden in deriggdnden Arbeit keine Konzentrationen
von Endotoxinen gemessen, aber es konnte der Zusahang zwischen landlichem oder
stadtischem Wohnen und der mRNA-Expressionsniveauslen Blutproben untersucht
werden. Dabei vermuteten wir, dass die erhohten AHEKpressionsniveaus fur CD14,
TLR2 und TLR4 in den Proben der spanischen Probrandedem hohen Anteil landlichen

Wohnens in dieser Subpopulation zusammenhing. EndBeobachtung in diesem
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Zusammenhang basiert auf der Annahme, dass laedlisNohnen mit einer hdheren
Exposition zu Mikroorganismen verbunden ist. Peoraski et al fihrten eine Studie in New
York City durch, in der sie die Assoziation von Brukinkonzentrationen mit atopischen
Erkrankungen untersuchten. Dabei schlussfolgeriigndsass sich die Konzentrationen von
Endotoxinen in Stadten gegeniber landlichen, dandwirtschaftlichen Wohngegenden nur
wenig unterscheidéh Endotoxinkonzentrationen hangen allerdings autkruanderem von
klimatischen Faktoren wie der relativen Luftfeugkgit al3®. Die klimatischen Bedingungen
in Spanien (warmes, sommertrockenes, subtropisles) unterscheiden sich von denen in
Deutschland und Ungarn (warmgemaligtes, wintertirafies, kontinentales Klima),
wodurch vermutlich auch die Mikroorganismusflorendufolglich die Einflisse auf das
Immunsystem differieren. Ferner erkennen die TLR das CD14 neben den Endotoxinen
eine Vielzahl anderer Mikroorganismen und Allergefséeehe Tab. 1.1, Kap. 1.2), die
ebenfalls eine Rolle in der Modulation des Immutays spielen, sodass die Messung von
Endotoxinkonzentrationen alleine den Einfluss dekrbbrganismen auf das Immunsystem

nicht darstellen kann.
5.4  Genetische Pradisposition und die Hygiene-Hypo¢se

In den letzten Jahren wurde der genetischen P@gliggn des Individuums eine zunehmend
groRere Bedeutung in der Entwicklung von atopiscBeirankungen beigemessen. Bislang
sind mehr als 20 Loci auf verschiedenen Chromosormekannt, die mit atopischen
Erkrankungen assoziiert sifid Die Anzahl der assoziierten Gen-Loci deutet hieraif die
Komplexitat der atopischen Erkrankungen hin. In deenforschung der atopischen
Erkrankungen gibt es viele Studien zu EinzelnukieBolymorphismen (SNP) von Genen fir
Pathogen-erkennende Rezeptoren. Wahrend einigéeBStathe Assoziation von atopischen
Erkrankungen oder atopischer Sensibilisierung nastimmten SNP fir die Gene von
CD1471738:40:45:49587586:93T) R2%16 nd TLR4*'P feststellen konnten, beobachteten andere
umgekehrte®® oder keind**"®%83 Assoziationen. Auch hier sind die Ergebnisse
widerspruchlich, wobei hierfir unter anderem Urtbrsde in den Probandenpopulationen
(Alter, Land, ethnische Zugehdorigkeit) ursachliagiinskonnten. Im Bezug auf das Alter
untersuchte eine longitudinale Studie aus Austradie Assoziationen zwischen den SNP im
Promotorgen von CD14 an der Nukleotidposition 1581 wie Pravalenz fir atopische
Erkrankungen bei Probanden zwischen dem 8. undetiensjahr. Der -159CC-Genotyp war

mit erhéhten antigen-spezifischen IgE-Werten, vémnpositiven Prick-Testungen, erh6htem
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Risiko fur early-onset-Atopien und bronchialer Hygaktivitat verbunden, jedoch nur bis
zum 18. Lebensjahr. Die Assoziationen konnten im Zbensjahr nicht mehr beobachtet
werdenri®, Eine andere mogliche Ursache fiir die widerspitiseh Ergebnisse besteht darin,
dass die wenigsten Studien den Zusammenhang dem8iNien Umwelteinflissen wie der
Endotoxinexposition untersucht haben. Eder et dl Werner et al konnten dosisabhangige
Effekte von Endotoxinen auf die Entwicklung von pmsechen Erkrankungen im
Zusammenhang mit SNP fiir die Gene von CDl4hd TLR4%% zeigen. Folglich kann
davon ausgegangen werden, dass in der Pathogeoesatapischen Erkrankungen das
Zusammenwirken von genetischer Pradisposition wrdZegtitpunkt und die Konzentration

der Exposition zu Mikroorganismen von grof3er Bedegtist.

In der vorliegenden Arbeit wurden keine genetischealysen durchgefuhrt. Als Anhalt fir
die genetische Pradisposition wurde der Einflusselterlicher Atopie auf das Immunsystem
der Probanden untersucht. In der Literatur wird algem die mutterliche Atopie als einer der
wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entwicklung vatopischen Erkrankungen gendfitit

5.5  Pranatale Einflisse und die Entwicklung von afoischen Erkrankungen

Fur den protektiven Effekt der Exposition zu Mikrganismen und Allergenen scheinen
neben anderen Faktoren Zeitpunkt und Dosis der $itipo ausschlaggebend zu S&it%1%2
Wahrend die Exposition zu Endotoxinen bei bereéstéhender atopischer Erkrankung die
Symptome verstarkéti® und bei Kindern bis zum 2. Lebensjahr haufigethpmigische
Atemgerédusche wie Giemen verursachen katin® scheint die frithkindliche Exposition
einen protektiven Effekt auf die Entwicklung atagier Erkrankungen in der spateren
Kindheit zu habet!8443387:90949  Ehanso  kann die pranatale Exposition zu
Mikroorganismen und Allergenen die Entwicklung voatopischen Erkrankungen
beeinflusset'#?*8! Bei den Untersuchungen zum pra- und perinatalerfluSs von
Allergenen gibt es widersprichliche Aussagen. Wiadhigllergene im Allgemeinen eher als
proatopische Faktoren betrachtet wurdéh®* %2 konnte in einer Studie keine Assoziationen
beispielsweise zu Asthma gefunden wefdeAndere Autoren wiederum berichteten, wenn
auch nicht préanatal, sondern in der Kindheit, vorem protektiven Effekt durch bestimmte
Allergene wie das Fel dl1 von KatZh Die Widerspriiche konnten aufgrund von

unterschiedlicher Art und Dosis der Allergenexposientstanden sein. Eine Studie beschrieb
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die zeitliche Abhangigkeit der Allergenexpositiodie in den ersten Lebensjahren mit

rekurrierendem Giemen assoziiert war, im spateriedésalter jedoch nicht mefir

Die pranatale Endotoxinexposition wurde mit eineenirggeren Risiko fur die Entwicklung
atopischer Erkrankungen assozii&tf?® Ege et al beobachteten erhdhte mRNA-
Expressionsniveaus fur CD14, TLR2 und TLR4 in Kimdandwirtschaftlicher Betriebe, die
gleichzeitig eine geringere atopische Sensibilisigr, gemessen an antigenspezifischen IgE ,
aufwiesen®. Diese Beobachtung stimmt tiberein mit den Ergslenisler vorliegenden Arbeit.
In den Blutproben der Probanden mit erhéhtem Ridiko die Entwicklung atopischer
Erkrankungen wurden erniedrigte mRNA-Konzentratonen CD14, TLR2 und TLR4
nachgewiesen. Ege et al untersuchten ferner deandusnhang vom ersten Kontakt zu
Farmtieren und der atopischen Sensibilisierung,evdle antigenspezifischen IgE-Niveaus
niedriger waren, je friher der Kontakt stattfand dem niedrigsten Niveau bei Kontakt
utero durch Stallarbeiten der Mutter wéhrend der Schwesthaft. Auch die mRNA-
Expressionsniveaus fir CD14, TLR2 und TLR4 wargmifikant hoher bei Kindern, deren
Mutter wahrend der Schwangerschaft im Stall tatiyem. Sie schlussfolgerten, dass die
pranatale Exposition zu Mikroorganismen einen gréfieEffekt hat als die in der frihen
Kindheit'®. In der vorliegenden Arbeit wurde eine umgeketissoziation fiir die mRNA-
Expressionen von CD14, TLR2 und TLR4 und der pesitiatopischen Familienanamnese
sowohl bei den Mittern wie auch bei den Neugeberebeobachtet. Als jedoch die
matterlichen mit den neonatalen mRNA-ExpressionsrAahalt fir den direkten Einflusa
utero im Zusammenhang mit der atopischen Familienanaenesersucht wurden, zeigte
sich eine signifikante Korrelation fur alle drei Mar nur bei negativer atopischer
Familienanamnese. Bei positiver Familienanamnesearekerten nur die mMRNA-

Expressionsniveaus fur TLR4 miteinander.

Ursachlich fur diese Beobachtungen hinsichtlich Kderrelationen bei Kindern mit positiver
atopischer Familienanamnese konnte ein von Wjstotingtisch beschriebener yT-
Maturationsdefekt sein. Wijst stellte die Hypothess#, dass die Entstehung asthmatischer
Erkrankungen einerseits von einemy1iMaturationsdefekt, andererseits von einegl-T
Triggerdefekt abh&ngen konnte. Er verdeutlicht@eséiypothese anhand einer Studie von
Celedon et al, bei der die Autoren den frihkindticlBesuch einer Tagesstétte — als Anhalt
einer erhohten Exposition zu Erregern von Atemwegaakungen — und eine miuitterliche

Asthmaerkrankung mit der Entwicklung des kindlichéxsthmas im 6. Lebensjahr
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assoziierten. Dabei war die Asthmapravalenz bed&in mit asthmatischen Miittern erhéht
(Thw1-Maturationsdefekt), hingegen bei Kindern nichitesdtischer Muttern erniedrigt (nicht-
Thl-Triggerdefekd®*”. Inwieweit der hypothetischejI-Maturationsdefekt in dieser Studie
durch beispielsweise Einzelnukleotid-Polymorphismweedingt war, kann nicht beurteilt
werden. Es kann jedoch sein, dass diesgr-Naturationsdefekt aufgrund eines direkten
Einflussesin utero durch den mdatterlichen Immunstatus auf das kihdlidmmunsystem
entstanden ist. Amoudruz et al beobachteten eigeifigiant erniedrigte Expression von
TLR2 und TLR4 auf Monozyten in Nabelschnurblut vidimdern im Vergleich zu ihren
allergischen Miuttern, allerdings nicht fur CD14elBxpression dieser Rezeptoren war in der
Vergleichsgruppe bei Kindern gegeniber ihren nl@rgschen Mittern nicht signifikant
verschieden In der vorliegenden Arbeit kénnte es demnach,sdass die Korrelation
zwischen neonatalen und mutterlichen mRNA-Expressiveaus von CD14, TLR2 und
TLR4, die wir in der vorliegenden Arbeit unabhangign der Familienanamnese und bei
negativer atopischer Familienanamnese beobachtetnhdei den Nabelschnurblutproben
von atopischen Muttern aufgrund vomutero-Einflissen durch den atopischen Immunstatus

der Mutter aufgehoben wurdeI-Maturationsdefekt).
5.6 Regulierung des Immunsystems — Eine erweitert¢ygiene-Hypothese?

Die Hygiene-Hypothese wird allgemein als ein plales Modell fur die erhdhte Pravalenz
atopischer Erkrankungen angesehen, gleichzeitig sig jedoch kontrovers diskuti&ft! "3

Ein Gegenargument begriindet sich durch die Beobaghtlass parallel zu den atopischen
Erkrankungen, die mit eineryZ-typischen Immunantwort assoziiert sind, auchRtiévalenz

fur Tyl-gewichtete Erkrankungen wie den Typ | - Diabetedlitus, die Multiple Sklerose,
den Morbus Crohn und anderen Autoimmunerkrankurgdpemfalls Gber die letzten Dekaden
angestiegen i§t2439929 gq wurde in Niedersachsen eine Verdoppelungrdgdénz fiir die
Multiple Sklerosis zwischen den Jahren 1969 und6188obachtet. Die Inzidenz fur den
Morbus Crohn verdreifachte sich in Nordeuropa ztwscden flnfziger und neunziger Jahren
des 20. JahrhundeftS. Ein solcher Anstieg scheint zwar wahr zu seidog muss dabei die
verbesserte Moglichkeit der Diagnostik beriicksigthtierderi*. Der Anstieg der Pravalenz
fur atopische Erkrankungen wurde vor allem in daimrdn 1964 bis 1983 gezeigt, wobei jetzt
ein Plateau erreicht worden zu sein schéitifin weiteres Gegenargument besteht aufgrund

von Studien, die eine erniedrigte Pravalenz fumpiathe Erkrankungen in endemischen
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Gebieten helminthischer Infektionen, die ebenfdilsch eine T2-typische Immunantwort
charakterisiert sind, feststell@@{®""°7

Diese Beobachtungen fir die parallel zu atopisdbemankungen gestiegene Pravalenz von
Autoimmunerkrankungen und fir den protektiven Hffeklminthischer Infektionen auf die
Entstehung atopischer Erkrankungen fiihrten zu degofie, dass nicht das veranderte
Twl/Ty2-Gleichgewicht des Immunsystems durch den fehlerfdeggereffekt bei geringerer
Exposition zu Mikroorganismen fur die Entwicklungorv atopischen Erkrankungen
verantwortlich ist. Vielmehr  wird angenommen, dassdie geringere
Mirkoorganismusexposition zu einem Verlust reguiatther Funktionen des Immunsystems
System ist sehr komplex, und die einzelnen Mechagrssind bislang noch nicht vollstandig
erforscht. Unter anderem besteht es aus dgpL¥mphozyten wie den CD4CD25 T-
Lymphozyten, den gl-Lymphoyten und den jB-Lymphozytef®’® Die Expression von
TLR wurde auch auf regulatorischen Zellen bescleri&b Durch die Erkennung von
Mikroorganismen durch die TLR kdnnen regulatorischreymphozyten entweder direkt
durch die exprimierten TLR oder indirekt durch semate Zytokine beispielsweise von
dendritischen  Zellen oder Makrophagen aktiviert idleangsweise inaktiviert
werde

kénnen sowohl i§1- als auch F2-Immunantworten supprimier&h

In diesem Zusammenhang beschrieben Schaub eteakdibhte Expression von IL-10 und
erhéhten mRNA-Expressionsniveaus vopgLymphozyten-assoziierten Markern (Foxp3,
CTLA4) im Nabelschnurblut von Kindern mit nichtateghen Muttern verglichen mit den
Nabelschnurblutproben von Kindern mit atopischertitbtia nach Stimulation der Monozyten
mit dem TLR2-Liganden PPy Tulic et al stimulierten Nasenschleimhautbiopsiemn
atopischen Kindern und Erwachsenen mit Allergened dem TLR4-Liganden LPS. Die
Aktivierung von TLR4 Uber die Exposition zu LPS ftéhbei den kindlichen Proben, nicht
jedoch bei den Erwachsenen zu einer Suppressiom@etypischen und zu einer Induktion
einer Tyl-gewichteten Immunantwort bei gleichzeitig erhdhteRNA-Expressionsniveaus
von IL-10. Durch die Zugabe von Antikérpern gedeflO und IL-12 wurde der Effekt auf
die Immunantwort aufgehoben, was auf einen synisgieen Effekt dieser Zytokine auf den
antiallergischen Effekt hinwef$t Dass der antiallergische Effekt in der Studie Vaiic et al

nur bei den atopischen Kindern und nicht bei demaéhsenen auftrat, lag vermutlich an der
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Empfanglichkeit des sich noch entwicklenden Immusteys der Kindéf. In einer weiteren
Studie zeigten Amoudruz et al eine verminderte &ekn von IL-6 bei Kindern mit
atopischen Muttern. Antigenprasentierende Zellennkd IL-6 sezernieren und dadurch die
Aktivitat von TegLymphozyten hemmeénSomit scheint auch das regulatorische System eine

Rolle bei der Entstehung von atopischen Erkranknrzgespielen.

Zusammenfassend kann man hypothetisieren, daskudilendliche bzw. bereitsn utero-
Exposition zu TLR-Liganden wie dem LPS der Entstghuatopischer Erkrankungen
vorbeugen kann, indem sie dagl¥/ Ty2-Gleichgewicht herstellt und / oder indem sie die

Entwicklung des regulatorischen Systems mig-ILymphozyten unterstutA
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6. Zusammenfassung

Der Kontakt mit Mikroorganismen im frilhen Kindegaltoder bereitsn utero kann die
Entwicklung des Immunsystems und folglich die Egtisihg von atopischen Erkrankungen
beeinflussen. Toll-like Rezeptoren (TLR) - wie dAsSR2 und TLR4 - und das Cluster of
Differentiation 14 (CD14) sind maRRgeblich an dekdemung von Mikroorganismen beteiligt.
Wir stellten die Hypothese auf, dass miutterlichderjien mit erniedrigten mRNA-
Expressionsniveaus fur TLR2, TLR4 und CD14 im Blat Mutter sowie im Nabelschnurblut

ihrer Kinder einhergehen.

Fur die vorliegende Arbeit konnten im Rahmen emgropaischen Multizentrum-Studie 185
gesunde schwangere Probandinnen aus Deutschlandi8 Ungarn (n = 50) und Spanien (n
= 87) untersucht werden. Bei Geburt wurde peripheBéut der Probandinnen sowie
Nabelschnurblut derer Kinder gewonnen. Nach RNAatsan und cDNA-Synthese wurde

mittels Real-Time RT-PCR die mRNA-Expression vorRR, TLR4 und CD14 quantifiziert.

Bei 42 Nabelschnurblutproben in der deutschen Suidption bestimmten wir auf3erdem den
Anteil der TLRZ-, TLR4-und CD14-Monozyten in der Durchflusszytometrie. Zur

Auswertung wurden bivariate und multivariate Regi@ssanalysen durchgefiuhrt.

Mutterliche  Allergien waren assoziiert mit signdikt erniedrigten mMRNA-
Expressionsniveaus fir TLR2, TLR4 und CD14 in nmiitleem sowie im Nabelschnurblut.
Ferner korrelierten die mRNA-Expressionsniveausitterlichem Blut signifikant mit denen
in fetalem Blut. Der durchflusszytometrisch untetsie Prozentsatz der TLR2TLR4 -und

CD14'-Monozyten korrelierte mit den dazugehdrigen mRN¥p#essionsniveaus fiir TLR2
(r=0,5;p<0,01) und TLR4 (r = 0,61 ; p < 0,0&doch nicht mit CD14 (r=0,1; p = 0,34).
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Schlussfolgerungen:

Die mRNA-Expressionsniveaus fur TLR2, TLR4 und CDAdren signifikant erniedrigt
in peripherem Blut von allergischen gegentiber desugden Probandinnen.

Die mRNA-Expressionsniveaus fur TLR2, TLR4 und CDh4Nabelschnurblut waren
signifikant erniedrigt, wenn eine positive eltenié Allergieanamnese bestand, wobei die
matterliche Allergie eine hohere Assoziation mitiedrigten mRNA-Expressionsniveaus
als die vaterliche Allergie zeigte.

Die mRNA-Expressionsniveaus fiur TLR2, TLR4 und CDIM miitterlichem Blut
korrelierten mit den Expressionsniveaus im Nabelsdblut. Eine signifikante
Korrelation war jedoch nur bei negativer atopisdh@milienanamnese zu beobachten. Bei
positiver atopischer Familienanamnese war nur dierrédation der mMRNA-
Expressionsniveaus fur TLR4 signifikant.

Die mRNA-Expressionsniveaus fir TLR2, TLR4 und CD/biierte in unserer Studie je
nach Nationalitat, wobei die spanischen Proberhdehsten mRNA-Expressionsniveaus
aufwiesen.

Die mRNA-Expressionsniveaus fur TLR2, TLR4 und CDAdren signifikant erniedrigt
bei Probandinnen, die aus stadtischen Wohngegestdermten, gegentuber denen, die in
landlichen Gegenden wohnten.

Eine Supplementation mit Fischélen in der Schwasa&ft hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die mMRNA-Expression von TLR2, TLR4 u@D14.

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kamgeaommen werden, dass die
matterliche Allergie einen wesentlichen EinflusS die Entwicklung von Allergien in
Kindern hat. Mdglicherweise sind bereits utero-Effekte tUber die Regulation der TLR
oder ihrer Signalwege ein bedeutendes Glied in @&athogenese allergischer
Erkrankungen. Es ware daher wichtig, weitere Studierchzufiihren, bei denen die
Konzentrationen von TLR-Liganden in der Umwelt weild der Schwangerschaft und die

genetischen Pradispositionen berucksichtigt werden.
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