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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie allergischer Erkrankungen.

Die Pravalenzen von Asthma, allergischer Rhinokonjunktivitis (ARK) und atopischer
Dermatitis sind im Laufe der letzten Jahrzehnte dramatisch gestiegen. Allergische
Erkrankungen stellen inzwischen die héufigsten chronischen Erkrankungen im
Kindesalter in westlichen Industrienationen dar. So leiden tliber 10% der 13-14-Jahrigen
in Deutschland unter Asthma und bis zu 15% unter einer ARK [1].

Da erste Symptome allergischer Erkrankungen oft bereits im Sduglingsalter auftreten,
sind mehrere prospektive Geburtskohorten-Studien weltweit initiiert worden, um den
natiirlichen Krankheitsverlauf zu beschreiben sowie frilhe Risikofaktoren und
Pradiktoren fiir allergische Erkrankungen zu evaluieren [2, 3, 4, 5, 6, 7].

Die typische ,,Atopikerkarriere® beginnt mit einer atopischen Dermatitis im Sduglings-
oder friihen Kindesalter gefolgt von ARK und Asthma bronchiale im Kleinkind- und
Schulalter. Immunologisch ist eine - meist transiente - Sensibilisierung gegen
Nahrungsmittelallergene (insbesondere Ei und Milch) in den ersten zwei bis drei
Lebensjahren bei allergisch pradisponierten Individuen nachweisbar, wihrend mit
zunehmendem Alter eine Sensibilisierung gegen inhalative Allergene stattfindet [8].

Im Erwachsenenalter sind pathophysiologisch signifikante Gemeinsamkeiten bei
Asthma bronchiale und ARK bekannt, so dal} bereits viele Autoren obere und untere
Atemwege hinsichtlich allergischer Erkrankungen als ,,united airways* bezeichnen. Bis
zu 78% der Asthmatiker leiden unter einer ARK, umgekehrt haben Patienten mit ARK
in 38% auch asthmatische Beschwerden. Selbst bei nicht-asthmatischen Individuen mit
ARK 146t sich meist eine bronchiale Hyperreagibilitdt nachweisen [9].

Mehrere epidemiologische Studien haben Risikofaktoren evaluiert, die die stetige
Zunahme der Atopie erkldren konnten. So gibt es deutliche Hinweise darauf, daf frither
Kontakt mit bakteriellen Antigenen (z.b. Endotoxin) sowie frithkindliche virale Infekte
vor einer spateren Erkrankung an Asthma schiitzen (sog. Hygienetheorie; [10, 11, 12,

13, 14, 15]).



1.2 Genetik allergischer Erkrankungen

Obwohl Verdnderungen im Lebensstil sicherlich zur Entstehung allergischer
Erkrankungen beitragen, spielt die Vererbung ebenfalls eine entscheidende Rolle, was
durch mehrere Zwillings- und Familienstudien belegt wurde (s. a. [16]). So schitzte
eine Studie an 11.688 dédnischen Zwillingspaaren den Anteil genetischer Faktoren bei
Asthma bronchiale auf 73% [17]. Atopie-assoziierte Erkrankungen folgen jedoch nicht
den klassischen Mendelschen Erbgéngen (z.b. autosomal dominant oder rezessiv),
sondern stellen komplexe genetische Merkmale dar. Phidnokopie, inkomplette Penetranz
und genetische Heterogenitit erschwert die Analyse der genetischen Grundlage [18].
Die genetische Komplexitidt des Asthma bronchiale und der Atopie wird reflektiert
durch die stidndig steigende Zahl gekoppelter chromosomaler Regionen, sowie durch
zahlreiche  assoziierte =~ Polymorphismen in  proinflammatorischen = Genen
(zusammengefallt in Ref. [19]).

Zur Lokalisation von "Asthma- und Atopiegenen® wurden zahlreiche Kopplungsstudien
(sowohl genomweit als auch in Kandidatengenregionen) durchgefiihrt.

Bei genomweiten Suchen nach krankheitsverursachenden Genen werden 300 bis 500
polymorphe genetische Marker in regelméfigen Abstinden (ca. 10 cM, entsprechend
10" Basenpaaren [bp]) iiber das gesamte Genom verteilt eingesetzt. Meist werden
betroffene Geschwisterpaare untersucht. Chromosomale Regionen, die hierbei auf eine
Kopplung mit dem untersuchten Krankheitsbild hinweisen, werden anschlieBend mit
weiteren enger beieinander liegenden Markern untersucht, um die Regionen, welche
potentielle Krankheitsgene beinhalten, einzuengen (sog. “dense mapping”). Mehrere
genomweite Suchen nach Asthma-Genen sind publiziert (zusammengefal3t in Ref. [19]).
Die Ergebnisse dieser Studien sind jedoch dufBerst widerspriichlich. Bemerkenswert ist
jedoch die bisher groBite genomweite Kopplungsstudie aus England, welche eine
hochsignifikante Kopplung von Asthma und bronchialer Hyperreagibilitdt (BHR) in 460
britischen Familien aufzeigte. AnschlieBend gelang erstmalig im Rahmen einer
genomweiten Suche nach Asthma-Genen durch positionelles Klonieren die
Identifikation eines Suszeptibilitits-Gens auf Chromosom 20p13, ADAM 33 [20].
ADAM Proteine sind Metalloproteinasen mit multiplen Funktionen, unter anderem
tragen sie zum ,,Shedding® von Oberflachenproteinen in den Atemwegen (Zytokine,

Zytokin-Rezeptoren) bei.



Bei Kopplungsstudien in Kandidatengenregionen werden gezielt chromosomale
Regionen untersucht, in denen Gene lokalisiert sind, welche aufgrund ihrer biologischen
Funktion zur Krankheitsentstehung beitragen konnten. Im Gegensatz zu genomweiten
Suchen ist eine a priori Hypothese erforderlich. Mehrere genetische Marker werden
nach ihrer Lokalisation in diesen Regionen ausgewdhlt und auf Kopplung (meist in
betroffenen Geschwisterpaaren oder mittels Transmissions Disdquilibrium Tests [TDT])
untersucht.

Insbesondere Chromosom 5q ist aufgrund zahlreicher potentieller Kandidatengene (IL4,
IL13, IL3, IL5, GMCSF, CDI14, SPINKS5, sowie den pharmakogenetischen
Kandidatengenen [,-adrenerger Rezeptor [ADRB2] und Glukokortikoidrezeptor [GR])
intensiv untersucht worden.

Wihrend Kopplungsstudien nur auf die Lokalisation von krankheitsverursachenden
Genen hinweisen, haben Kandidatengenanalysen das Ziel einen kausalen
Zusammenhang zwischen einer funktionellen genetischen Variante und einem
Krankheitsbild herzustellen. Die allergische Entziindung ist schematisch und stark
vereinfacht in Abb. 1 dargestellt. Alle hier skizzierten Molekiile wurden auf genetische
Varianten untersucht. Weit iiber 100 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in
diesen Kandidatengenen sind identifiziert und mit diversen Atopie-assoziierten
Phanotypen in Verbindung gebracht worden (zusammengefalit in Ref. [19].). Wenige
dieser Assoziationen konnten jedoch in unabhdngig analysierten Studienpopulationen
bestdtigt werden.

Betrachtet man kritisch die bisher durchgefiihrten genetischen Studien, so wiesen
folgende chromosomale Regionen wiederholt Kopplung mit Asthma und assoziierten
Phanotypen in unabhéngig rekrutierten Studienpopulationen auf: Chromosom 5q23-33,
6921-23, 11ql3, 12q14-24 und 13q11-32. Diese chromosomalen Regionen enthalten
zahlreiche Gene, welche an der allergischen Entziindung beteiligt sind (s. Tabelle 1). In
der Region 5q31-33 sind IL4 und IL13 als Th2 Zytokin-Gene interessante
Kandidatengene fiir Atopie und Asthma. SNPs in beiden Genen sowie deren
gemeinsamer Rezeptoruntereinheit IL4RA (IL-4Ra-Kette) auf Chromosom 16p sind
mit Atopie-assoziierten Merkmalen in Verbindung gebracht worden [21, 22, 23, 24].



CD14, ein weiteres Kandidatengen auf Chromosom 5q31-33, fungiert als LPS-
Rezeptor. Ein CD14 Promotor SNP wurde von zwei Arbeitsgruppen mit IgE-Spiegeln
assoziiert [25, 26].

Auf Chromosom 11ql3 sind neben der B-Kette des niedrig-affinen Fce-Rezeptors
(FCER1B) das antiinflammatorische Protein CC16 und die Glutathion-S-Transferase P1
kodiert. Polymorphismen in beiden Genen wurden mit Asthma bzw. dem Schweregrad
der Erkrankung assoziiert [27, 28, 29].

Asthma, ARK und atopische Dermatitis sind chronisch-entziindliche Erkrankungen mit
einer multifaktoriellen Genese. Dies trifft auch fiir andere hiufige Krankheitsbilder zu:
Entziindliche Darmerkrankungen (M. Crohn, Colitis ulcerosa), Psoriasis, Erkrankungen
aus dem rheumatischen Formenkreis, im weiteren Sinne auch Multiple Sklerose und
Typ I Diabetes. Becker et al. verglichen in einer bemerkenswerten Publikation die
Ergebnisse genomweiter Studien dieser Krankheitsbilder: Es konnte gezeigt werden,
dall Suszeptibilitdtsloci dieser Krankheitsbilder in 18 chromosomalen Regionen
geclustert sind, d.h. dal vermutlich gemeinsame genetische Faktoren zur Pathogenese
chronisch-entziindlicher Erkrankungen beitragen [30]. Diese Hypothese wurde durch
zwel genomweite Suchen nach AD-Suszeptibilitistloci untermauert: Lee et al. (2000)
identifizierten in einer europdischen Population einen singuléren hochsignifikanten
Locus auf Chromosom 3qg21 [31]. In dieser Region liegen unter anderem die Gene fiir
die beiden kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86. Cookson et al. (2001)
konnten in einer britischen Population diese Ergebnisse nicht bestitigen, jedoch wurden
in dieser Studie AD-Suszeptibilitits-Loci auf Chromosom 1g21 und 17g25 beschrieben
[32]. Diese Regionen zeigten bisher keine signifikante Kopplung mit Asthma oder
anderen Atopie-assoziierten Merkmalen. Cookson et al. wiesen darauf hin, da3 die in
beiden genomweiten Studien identifizierten ,AD-Loci’, ebenso in Kopplungs-Studien
der familidren Psoriasis Signifikanzen aufwiesen. Es liegt daher nahe, dafl gemeinsame
—organspezifische-  genetische Determinanten  unterschiedlichen entziindlichen

Hauterkrankungen zugrunde liegen.



Tabelle 1: Chromosomale Regionen mit Hinweis auf Kopplung mit Atopie-

assoziierten Phanotypen in > 3 unabhangigen Studienpopulationen*.

Chromosomale Region

Kandidatengene

Phanotyp

5q23-33

6p21-23

11q13

12q14-24

13q11-32

IL4, IL13, IL3, IL5, IL9,
GMCSF, CD14, SPINKS,
ADRB2, GR

HLAIL TNFA

FCERIB, GSTP1, CCl16

IFNG, MMP19, 1122, 1L.26,
BTL1, KIT-ligand, LTA4
Hydrolase, NFYB, IGF1,
PLA2

HMGP1

HRF

Asthma, BHR, Atopie,
Gesamt- und spezifisches
IgE, AD, Eosinophilie
Spezifisches IgE, Gesamt-
IgE, Asthma, allergisches
Asthma

Asthma, BHR, Atopie,
Gesamt- und spezifisches
IgE, AD

Gesamt-IgE, Asthma, BHR,
Atopie, Eosinophilen-

Konzentration

Asthma, allergisches
Asthma, Atopie, AD,
spezisches IgE,

Eosinophilen-Konzentration

* Referenzen siche bei Sengler et al. 2002 ([19])



1.3 Die Multizentrische Allergiestudie (MAS-90)

Sowohl die epidemiologischen Arbeiten als auch die genetischen Untersuchungen,
welche im Folgenden kurz zusammengefallt werden, basieren auf Daten der
Multizentrischen Allergiestudie (MAS), welche deshalb zunéchst beschrieben werden
soll (sieche auch: Nickel et al. 2003 [33]).

Ziel der prospektiven MAS-Studie war und ist es, Risikofaktoren fiir allergische
Erkrankungen im Kindesalter zu identifizieren sowie den natiirlichen Verlauf
allergischer Erkrankungen zu beschreiben. Hierfir wurden 1990 1314 gesunde
Neugeborene in fliinf deutschen Stidten rekrutiert. 499 Kinder (38%) wurden als
Hochrisiko-Probanden eingestuft: Diese hatten mindestens zwei erstgradige atopische
Familienmitglieder und/oder wiesen eine IgE-Konzentration im Nabelschnurblut >
0.9kU/1 auf. Die Kinder der Kontrollgruppe (815 Kinder=62%) wurden unter den
verbliebenen Neugeborenen zufillig ausgewihlt. Hier war maximal ein Atopiker in der
Kernfamilie und der Nabelschnurblut-IgE-Wert betrug < 0.9kU/I.  Follow-up
Untersuchungen fanden im Lebensalter von 1, 3, 6, 12, 18, 24 Monaten und
anschlieBend einmal jahrlich statt. Die Untersuchungen (s. Abb.1) beinhalteten unter
anderem standardisierte Interviews, Fragebodgen, eine korperliche Untersuchung,
Blutentnahmen zur Bestimmung von Gesamt- und spezifischem IgE gegen
Nahrungsmittel- und inhalative Allergene (sieben Zeitpunkte), Lungenfunktionstests
und Histaminprovokation (im Alter von sieben Jahren). DNA Proben wurden von 888
Kindern und 1231 Eltern gewonnen.

Eltern gaben ihr schriftliches Einverstindnis. Die Studie wurde von der Ethik-

Kommission der Charité genehmigt.
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2 Fragestellung und Ziel

Schwerpunkt meine wissenschaftlichen Arbeit ist die Evaluierung von Risikofaktoren
und Pridiktoren fiir allergische Erkrankungen mit dem Ziel a) frithzeitig primér und
sekunddr praventive Massnahmen einzuleiten und b) Risikopatienten fiir

Interventionsstudien zu identifizieren.
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3 Eigene Arbeiten

3.1 Epidemiologische Studien

Sensitization to hen's egg at the age of twelve months is predictive for allergic
sensitization to common indoor and outdoor allergens at the age of three years.
Nickel R, Kulig M, Forster J, Bergmann R, Bauer CP, Lau S, Guggenmoos-Holzmann
I, Wahn U. ion to common indoor and outdoor allergens at the age of three years.

J Allergy Clin Immunol. 1997;99:613-7.

Die Voraussetzung fiir prdventive Mallnahmen und Préventionsstudien hinsichtlich
allergischer Erkrankungen ist die Identifizierung von spezifischen Pradiktoren fiir z.b.
eine frithe Sensibilisierung gegen inhalative Allergene.

Wir untersuchten daher Kinder der MAS-Kohorte, bei welchen im Alter von 12 und 36
Gesamt- und spezifisches IgE gegen Nahrungsmittel- und inhalative Allergene im
Serum bestimmt wurde. Folgende Risikofaktoren fiir eine allergische Sensibilisierung
gegen inhalative Allergene im Alter von 36 Monaten konnten beschrieben werden:

1. Eine positive atopische Familienanamnese;
2. Nachweis von IgE gegen Hiihnerei im Alter von 12 Monaten;
3. Ein erhohtes Gesamt-IgE im Alter von 12 Monaten.

Die hochste pradiktive Wertigkeit (positiv pradiktiver Wert 78%, Spezifitit 99%) wurde
beobachtet, wenn IgE gegen Ei > 2 kU/I in Kombination mit einer positiven atopischen
Familienanamnese auftraten.

Diese Ergebnisse wurden inzwischen in einer groBen Kohorte von europdischen
Kindern mit AD (ETAC) bestitigt, in dieser Studie konnte eine Sensibilisierung gegen
Ei innerhalb der ersten 24 Lebensmonate auch als Risikofaktor fiir Asthma beschrieben

werden [34].
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The pattern of atopic sensitization is associated with the development of asthma in
childhood.

Ili S, von Mutius E, Lau S, Nickel R, Niggemann B, Sommerfeld C, Wahn U;
Multicenter Allergy Study Group. J Allergy Clin Immunol. 2001. 108:709-14

Eine allergische Sensibilisierung ist zwar deutlich mit kindlichem Asthma bronchiale
assoziiert, Asthma tritt jedoch nur bei einem Drittel der atopischen Kinder auf. Wir
untersuchten daher, ob ein spezifisches Sensibilisierungsmuster im Sduglings- und
Kleinkindesalter dem Asthma bronchiale vorausgeht. Hierflir wurden erneut Daten der
MAS-Studie analysiert. Es zeigte sich, 1. da} bei atopischen Kindern, welche im Alter
von 7 Jahren an Asthma litten, eine Sensibilisierung (gegen Nahrungsmittelallergene)
signifikant friiher auftrat als bei atopischen Kindern ohne Asthma; 2. daB eine friihe
Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelallergene nur dann ein erhohtes Risiko fiir
Asthma darstellt, wenn eine Sensibilisierung gegen inhalative Allergene folgt und
gleichzeitig eine positive atopische Familienanamnese vorliegt. Diese Ergebnisse
ermOglichen es, Kinder mit einem hohen Risiko an Asthma bronchiale zu erkranken,

frithzeitig zu identifizieren.

Comparison of bronchial responsiveness to histamine in asthma, allergic rhinitis
and allergic sensitization at the age of 7 years.

Nickel R, Lau S, Niggemann B, Sommerfeld C, Wahn U; German Multicenter Allergy
Study Group. Clin Exp Allergy. 2002;32:1274-7.

Bei erwachsenen Patienten mit ARK findet sich in einem hohen Prozentsatz eine
bronchiale Hyperreagibilitit (BHR), auch wenn kein Asthma bronchiale besteht. Wir
untersuchten, ob bei nicht asthmatischen Kindern mit einer -im Vergleich zu
Erwachsenen- kurzen ARK-Anamnese ebenfalls eine hohere bronchiale Reagibilitit als
bei Nicht-Atopikern besteht. Wir verglichen hierfiir PC,0FEV; Werte im Alter von 7
Jahren bei Kindern der MAS-Kohorte mit Asthma, ARK, nicht-symptomatischer
allergischer Sensibilisierung und nicht-atopischen Kontrollen. Wir beobachteten die
niedrigsten PC,0FEV; Werte bei allergischen Asthmatikern, unabhéngig ob die Kinder
ebenfalls an einer ARK litten oder nicht. Uberraschenderweise zeigte sich kein

Unterschied in der bronchialen Reaktivitit auf Histamin bei Kindern mit ARK,
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allergischer Sensibilisierung oder Kontrollen. Diese Beobachtung impliziert, dal} eine
BHR als erster Hinweis auf einen ,,Etagenwechsel nicht zeitgleich mit allergischen
Symptomen der ARK auftritt und moglicherweise durch friihzeitige konsequente

antiinflammatorische Therapie und/oder Immunotherapie verhindert werden kann.

Transient suppression of atopy in early childhood is associated with high
vaccination coverage.

Griiber C, Illi S, Lau S, Nickel R, Forster J, Kamin W, Bauer CP, Wahn V, Wahn U;
MAS-90 Study Group. Pediatrics. 2003;111:282-8.

Ein Zusammenhang zwischen Impfungen und allergischen Erkrankungen wurde
vielfach diskutiert. Wir untersuchten daher in der MAS-Kohorte, inwieweit die Anzahl
der Impfungen innerhalb der ersten fiinf Lebensjahre mit der Prdvalenz von AD,
Asthma und allergischer Sensibilisierung korreliert. Hierfiir wurden Kinder anhand der
kumulativen Impfdosen in Perzentilen gruppiert (<10%, 0-11 Dosen; 10%-50%, 12-14
Dosen; 51%-90%, 15-20 Dosen; >90%, 21-27 Dosen). Wir beobachteten eine inverse
Korrelation zwischen Impfdosen und der Privalenz der AD im Alter von 6 Monaten, 2,
3, und 5 Jahren, der Priavalenz des Asthma bronchiale im Alter von 3, 4, und 5 Jahren
und der allergischen Sensibilisierungsrate.

Im Gegensatz zu Vermutungen, da3 Impfungen im Kindesalter zum Prédvalenzanstieg
allergischer Erkrankungen beitragen, konnten wir einen protektiven Effekt innerhalb der

ersten fiinf Lebensjahre beobachten.
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3.2 Genetische Studien
3.2.1 Kopplungsstudien/TDT-Analysen

Fiir die ersten genetischen Studien wurden die frithkindliche Manifestationen der Atopie
- erhohtes Gesamt-IgE sowie atopische Dermatitis ausgewéhlt. Betroffene Kinder und
deren Eltern wurden fiir Microsatellitenmarker in Kandidatengenregionen genotypisiert,
anschlieBend wurde in TDT-Analysen ermittelt, ob eine signifikant héiufigere
Transmission parentaler Allele auf eine Kopplung/Assoziation mit dem entsprechenden

Phanotyp hinweist.

Evidence for linkage of chromosome 12g15-g24.1 markers to high total serum IgE
concentrations in children of the German Multicenter Allergy Study.

Nickel R, Wahn U, Hizawa N, Maestri N, Duffy DL, Barnes KC, Beyer K, Forster J,
Bergmann R, Zepp F, Wahn V, Marsh DG. Genomics. 1997;46:159-62.

Eine Kopplung von Mikrosatellitenmarkern auf Chromosom 12q15-q24 mit hohen
Gesamt-IgE Spiegeln und Asthma war kurz zuvor von Barnes et al. (1996) beschrieben
worden. Um diese Region weiter hinsichtlich der Gesamt-IgE Regulation zu
untersuchen, genotypisierten wir 52 Kinder der MAS-Kohorte mit persistierenden
hohen IgE Werten sowie deren Eltern. Wir definierten einen hohen IgE Phénotyp in der
MAS-Kohorte, wenn Kinder zu mindestens zwei Zeitpunkten ein Gesamt-IgE iiber der
85. Perzentile der Gesamt-Kohorte hatten. Neun polymorphe Mikrosatellitenmarker auf
Chromosom 12q15-q24.1 wurden genotypisiert und mittels TDT auf Kopplung und
Assoziation mit hohen IgE-Werten evaluiert. Vier der neun Marker zeigten signifikante
Ergebnisse. Die Marker mit der hochsten Signifikanz waren interessanterweise identisch
mit denen, die in zuvor in zwei unabhédngigen Populationen ebenfalls die stirksten
Hinweise auf Kopplung mit Gesamt-IgE Werten zeigten. Diese Studie demonstriert, wie
wertvoll die Auswahl extremer Phénotypen bei der Analyse komplexer genetischer

Merkmale ist
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A genome-wide search for linkage to asthma. German Asthma Genetics Group.

Wjst M, Fischer G, Immervoll T, Jung M, Saar K, Rueschendorf F, Reis A, Ulbrecht M,
Gomolka M, Weiss EH, Jaeger L, Nickel R, Richter K, Kjellman NI, Griese M, von
Berg A, Gappa M, Riedel F, Boehle M, van Koningsbruggen S, Schoberth P,
Szczepanski R, Dorsch W, Silbermann M, Wichmann HE. Genomics. 1999;58:1-8.

Eine genomweite Suche nach Suszeptibilitits-Loci fiir Asthma bronchiale wurde in 97
deutschen Familien mit 156 betroffenen Geschwisterpaaren durchgefiihrt. 351
polymorphe Marker wurden genotypisiert. Vier chromosomale Regionen (auf
Chromosom 2, 6, 9 und 12) wiesen auf eine Kopplung mit Asthma hin. Die Region auf
Chromosom 12 war identisch mit der Region, die zuvor von Barnes et al. und Nickel et

al. evaluiert wurde ([35, 36], s.0.).

Dense mapping of chromosome 12g13.12-g23.3 and linkage to asthma and atopy.
Barnes KC, Freidhoff LR, Nickel R, Chiu YF, Juo SH, Hizawa N, Naidu RP, Ehrlich E,
Dufty DL, Schou C, Levett PN, Marsh DG, Beaty TH.

J Allergy Clin Immunol. 1999;104:485-91.

Um Suszeptibilititsgene fiir Asthma und Atopie auf Chromosom 12q genauer zu
lokalisieren, wurden 33 GrofBfamilien (528 Individuen) aus Barbados fiir insgesamt 22
Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 12q genotypisiert. Kopplungsstudien fiir
Asthma und allergische Rhinitis zeigten Signifikanzen fiir Marker im 1. Intron des
IFNG Gens bzw. in unmittelbarer Nachbarschaft des IFNG Gens sowie fiir die Region
um die Marker D12S326 und D12S51052.

Obwohl diese Studie deutlich zeigt, dal ein Suszeptibilititsgen fiir allergische
Atemwegserkrankungen in unmittelbarer Ndhe zu IFNG lokalisiert ist, ist es bisher

nicht gelungen, dieses Gen zu identifizieren.
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Association and linkage of atopic dermatitis with chromosome 13q12-14 and 5g31-
33 markers.

Beyer K, Nickel R, Freidhoff L, Bjorksten B, Huang SK, Barnes KC, MacDonald S,
Forster J, Zepp F, Wahn V, Beaty TH, Marsh DG, Wahn U. J Invest Dermatol.
2000;115:906-8.

Wir genotypisierten zwei pédiatrische Studienpopulationen mit atopischer Dermatitis
fiir Mikrosatellitenmarker in folgenden Kandidatengenregionen: 5q31-33, 6p21.3,
12q15-24.1, 13q12-31, and 14q11.2/14q32.1-32.3. Es wurden a) 192 Kinder der MAS-
Kohorte (sowie beide Eltern von 77 dieser Kinder) und 59 nicht-atopische Kontrollen
und b) 40 Schwedische Familien mit > einem Familienmitglied mit atopischer
Dermatitis untersucht (International Study of Asthma and Allergy in Children).
Assoziationstests und TDT-Analysen zeigten signifikante Ergebnisse fiir beide
Populationen auf Chromosom 13q12-14 und Chromosom 5q31-33. Beide Regionen
wurden ebenfalls in anderen Populationen mit atopischen Merkmalen in Verbindung

gebracht.

3.2.2 Kandidatengenstudien

An 1L13 coding region variant is associated with a high total serum IgE level and
atopic dermatitis in the German multicenter atopy study (MAS-90).

Liu X, Nickel R, Beyer K, Wahn U, Ehrlich E, Freidhoff LR, Bjorksten B, Beaty TH,
Huang SK. J Allergy Clin Immunol. 2000;106:167-70.

Auf Chromosom 5q31-33 sind insbesondere die Th2-Zytokin-Gene IL13 und IL4
hinsichtlich der IgE Regulation von besonderem Interesse. Wir fiihrten Single Strand
Confirmation Polymorphism (SSCP) Analysen und DNA Sequenzierungen durch, um
Varianten im IL13 Gen zu identifizieren. Wir fanden eine genetische Variante im 4.
Exon von IL13 (G4257A), welche zu einem Aminosdureaustausch (Argl30GIn) in der
Liganden-bindenden Region fiihrt. Diese Variante wurde zeitgleich unabhingig von
zwel weiteren Arbeitsgruppen beschrieben [21, 23]. Eine Funktionalitit dieses SNPs
wurde durch Heinzmann et al. (2000) beschrieben [21]. Wir konnten sowohl in der

MAS-Kohorte als auch in einer schwedischen pidiatrischen Population (ISAAC)
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zeigen, dal Trager dieses SNPs ein erhohtes Risiko fiir hohe Gesamt-IgE Werte hatten,

in der MAS-Kohorte konnten wir auch eine Assoziation mit AD aufzeigen.

Associations between total serum IgE levels and the 6 potentially functional
variants within the genes IL4, IL13, and IL4RA in German children: the German
Multicenter Atopy Study.

Liu X, Beaty TH, Deindl P, Huang SK, Lau S, Sommerfeld C, Fallin MD, Kao WH,
Wahn U, Nickel R. J Allergy Clin Immunol. 2003;112:382-8.

Mehrere SNPs sind in den Genen, welche die Th2-Zytokine Il-4, I1-13 und die
gemeinsame Rezeptoruntereinheit I1-4RA  kodieren sind beschrieben worden.
Assoziationsstudien, welche meist nur einzelne dieser SNPs untersuchten, ergaben
jedoch widerspriichliche Ergebnisse. Wir genotypisierten daher sechs (potentiell)
funktionell wirksame Polymorphismen in MAS-Kindern und Eltern. Anschlieend
filhrten wir Haplotyp- sowie Gen-Gen und Gen-Umweltinteraktionsanalysen durch.
Beide untersuchte Varianten im IL13-Gen (Argl130GIn und C-1055T) zeigten deutliche
Assoziationen mit Gesamt-IgE-Spiegeln zu allen untersuchten Zeitpunkten. Dieser
Effekt wurde durch Tabakrauchexposition der Kinder weiter modifiziert. Keine

Assoziationen fanden sich fiir die Varianten im IL4- und IL4RA-Gen.

Evaluation of the CD14 C-159 T polymorphism in the German Multicenter Allergy
Study cohort.

Sengler C, Haider A, Sommerfeld C, Lau S, Baldini M, Martinez F, Wahn U, Nickel R;
German Multicenter Allergy Study Group. Clin Exp Allergy. 2003;33:166-9.

Ein weiteres Kandidatengen in der Region 5q31-33 ist CD14. CD14 fungiert als
Rezeptor fiir Lipopolysaccharide (LPS). Ein funktioneller Polymorphismus im
Promotor des CD14 Gens (C-159T) wurde von Baldini et al. (1999) identifiziert und mit
Gesamt-IgE Spiegeln korreliert. Koppelmann et al. (2001) beobachteten bei
homozygoten Tragern des —159C Allels ebenfalls hohere Gesamt-IgE Werte sowie eine
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hohere Zahl von positiven Hauttests als bei Individuen mit dem —159T Allel. Wir
genotypisierten iiber 800 Kinder der MAS-Kohorte fiir diesen SNP. Wir konnten zu
keinem der 7 Untersuchungszeitpunkte Unterschiede der Gesamt-IgE Werte bei den 3
Genotypen finden, auch die Anzahl der Sensibilisierungen gegen Nahrungsmittel- und

inhalative Allergene war zu keinem Zeitpunkt signifikant unterschiedlich.

Atopic dermatitis is associated with a functional mutation in the promoter of the
C-C chemokine RANTES.

Nickel RG, Casolaro V, Wahn U, Beyer K, Barnes KC, Plunkett BS, Freidhoff LR,
Sengler C, Plitt JR, Schleimer RP, Caraballo L, Naidu RP, Levett PN, Beaty TH, Huang
SK.

J Immunol. 2000;164:1612-6.

Neben Th2-Zytokinen spielen auch CC-Chemokine bei der allergischen Entziindung
eine ausschlaggebende Rolle. Im Promotor des RANTES-Gen identifizierten wir mittels
SSCP und Sequenzierung einen G zu A Austausch an Position —401, welcher zu einer
neuen Konsensus-Bindungsstelle fiir GATA-Proteine flihrt. Transfektionsassays zeigten
eine bis zu 8-fach erhohte Aktivitit des mutierten Promotors im Vergleich zum
Wildtyp. Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) zeigten deutliche Unterschiede
hinsichtlich der Bindung nukleérer Proteine an die Wildtyp- und die mutierte Promotor-
Sequenz. Wir genotypisierten 5 grof3e Populationen (afro-amerikanisch, afro-karibisch,
kolumbisch, US-kaukasisch, deutsch) und beobachteten hochsignifikante Unterschiede
in der Allelfrequenz. Die Promotorvariante war deutlich hiufiger in Populationen mit
afrikanischem als mit europdischem Ursprung. Eine schwache Assoziation fanden wir
fiir atopische Dermatitis in der MAS-Kohorte (keine der anderen Populationen war
hinsichtlich atopischer Dermatitis phénotypisiert), eine Assoziation mit Asthma fand

sich in keiner der Populationen.
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Clara cell protein 16 (CC16) gene polymorphism influences the degree of airway
responsiveness in asthmatic children.

Sengler C, Heinzmann A, Jerkic SP, Haider A, Sommerfeld C, Niggemann B, Lau S,
Forster J, Schuster A, Kamin W, Bauer C, Laing I, LeSouef P, Wahn U, Deichmann K,
Nickel R.

J Allergy Clin Immunol. 2003;111:515-9.

CC16 wird von Clara Zellen im Bronchialepithel exprimiert und hat multiple anti-
inflammatorische Funktionen. Ein SNP im CC16 Gen (A38G) wurde von Laing et al.
mit niedrigeren CC16 Serum-Konzentrationen und Asthma in einer australischen
Population assoziiert. Wir genotypisierten diesen SNP in 872 Kindern der MAS-
Kohorte sowie 112 Freiburger Kindern mit allergischem Asthma bronchiale. Eine
Assoziation dieser Variante mit Asthma konnten wir nicht zeigen. Interessanterweise
beobachteten wir jedoch bei asthmatischen Kindern der MAS-Kohorte signifikante
Unterschiede der PCFEV; zwischen den drei Genotypen: Individuen, welche
homozygot fiir das 38 A Allel (n = 3) hatten signifikant niedrigere PC»0FEV; Werte als
heterozygote Kinder oder homozygote fiir das 38G Allel. Diese Ergebnisse konnten in
der Freiburger Asthma-Population bestdtigt werden: Nach korperlicher Belastung
(Laufband) hatten homozygote (CC1638AA) asthmatische Kinder den hochsten FEV,
Abfall im Vergleich zu den beiden anderen Genotypen. Diese Studie legt nahe, dal3 der
CC16 Polymorphismus nicht zu Asthma pridisponiert, bei bestehendem Asthma jedoch
den Schweregrad beeinfluf3t.
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4 Diskussion

4.1 Epidemiologische Studien

International sind mehrere Kohortenstudien —darunter auch die deutsche MAS-Studie-
durchgefiihrt worden, um friihkindliche Risikofaktoren fiir allergische Erkrankungen zu
identifizieren [2, 3, 4, 5, 6, 7]. Trotz des erheblichen zeitlichen und finanziellen
Aufwands  haben  sich  diese  Kohortenstudien @ im  Vergleich  zu
Querschnittsuntersuchungen bewihrt. Insbesondere kann die Bedeutung von
Expositionsfaktoren (wie z.B. Hausstaubmilbenallergen, Tabakrauch) hinsichtlich
Beginn, Dauer und Quantitdt nur in longitudinalen, prospektiven Studien abgeschitzt
werden (s.a.[33]).

So konnten in den letzten 10 Jahren neue Erkenntisse iiber den natiirlichen
Krankheitsverlauf sowie Risikofaktoren fiir allergische Erkrankungen gewonnen
werden. Analysen der MAS-Kohorte zeigten unter anderem, daBl eine friihe
Sensibilisierung gegen Hiihnerei (insbesondere in Kombination mit einer positiven
atopischen Familienanamnese) ein sehr spezifischer Pradiktor fiir spétere
Sensibilisierung gegen inhalative Allergene darstellt [37]. Diese Untersuchungen
wurden in anderen Kohorten bestitigt [34] und ermdglichen es, Risikokinder fiir
sekunddr praventive  Mallnahmen bzw. Interventionsstudien auszuwihlen.
Weiterfiihrende Analysen in der MAS-Kohorte konnten ein frithkindliches
Sensibilisierungsmuster definieren, welches dem allergischem Asthma bronchiale
vorausgeht [38]. Diese und andere Beobachtungen in der MAS-Kohorte bilden die
Grundlage im klinischen Alltag fiir Aufklarungsgespriche mit Eltern hinsichtlich des
Atopie- und Asthma-Risikos ihres Kindes. Die Analyse von Impfungen und
allergischen Erkrankungen in der MAS-Kohorte [39] ist in der Pédiatrie von
ausserordentlicher Relevanz, da die These, dal Impfungen zu einem erhohtem Atopie-
Risiko beitragen [40] widerlegt werden konnte.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Geburtskohorten ist, dass klinische Parameter, die bei
erwachsenen allergischen/asthmatischen Patienten bekannt sind hinsichtlich des
Beginns und des zeitlichen Verlaufs iiberpriift werden konnen. So ist vielfach
beschrieben, dass eine ARK auch bei Nicht- Asthmatikern im Erwachsenenalter mit
einer BHR einhergeht [9], ob dies jedoch bereits bei Erkrankungsbeginn (ARK) der Fall

ist, kann in Erwachsenenkollektiven nicht gepriift werden. In der MAS-Kohorte konnten
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wir dagegen deutlich zeigen, dass nicht-asthmatische Kinder mit ARK im Alter von 7
Jahren keine hohere bronchiale Reagibilitit als nicht-atopische Kinder hatten [41]. Das
bedeutet, dafl eine BHR nicht zeitgleich mit ersten Symptomen einer ARK (,,united
airways®) einhergeht, sondern vermutlich erst nach mehreren Episoden einer
allergischen ntziindung der oberen Atemwege manifest wird. Dies legt den frithzeitigen
Einsatz priaventiver Malnahmen bei Kindern mit ARK nahe, um einem

»Etagenwechsel* vorzubeugen.

4.2 Genetische Studien

Allergische Erkrankungen sind multifaktoriell bedingt. Neben Umwelteinfliissen
spielen genetische Faktoren bei der Krankheitsentstehung eine mafigebliche Rolle. Die
Identifizierung von Genen, welche die Suszeptibilitét fiir Asthma, ARK oder atopischer

Dermatitis erhéhen hat sich jedoch als duBerst komplex herausgestellt (s.a. [19]).

Auch wenn die genetischen Analysen in der Geburtskohorte MAS nur einen kleinen
Baustein in der Allergiegenetik darstellen, zeichnen sie sich durch folgende
Besonderheiten aus:

1. Die Phénotypen (z.B. hohes Gesamt-IgE) wurden sehr strikt definiert. Mehrere
Untersuchungszeitpunkte wurden berticksichtigt, so daB3 eine falsch positive
Klassifizierung unwahrscheinlich war. Hierdurch konnten wir z.b. trotz relativ
niedriger Fallzahl hochsignifikante Ergebnisse in TDT-Analysen auf
Chromosom 12q aufzeigen [36].

2. Die sorgfiltige longitudinale Charakterisierung aller Kinder ermoglicht die
Auswahl einer validen Kontrollgruppe fiir verschiedene Atopie-assoziierte
Merkmale.

3. Durch die Genotypisierung von MAS-Kindern als auch der Eltern koénnen
sowohl Fall-Kontroll- als auch TDT-Analysen durchgefiihrt werden.

Signifikante Ergebnisse in einer Fall-Kontrollstudie koénnen so durch TDT-
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Analysen validiert werden. Dies wurde bei Markeranalysen auf Chromosom 5q
und 13q hinsichtlich atopischer Dermatitis erfolgreich demonstriert [42].

4. Weiterhin konnten Assoziationen von genetischen Varianten (z.b. IL13) mit
Gesamt-IgE Werten longitudinal mehrfach (an sechs Zeitpunkten) iiberpriift
werden: So hatten Kinder mit einem IL13 110GIn/GIn und/oder IL13-1055TT
Genotyp zu jedem Untersuchungszeitpunkt signifikant hohere Gesamt IgE
Werte als Kinder mit einem oder zwei Wildtyp-Allelen ([43], s. Abb 1 in
beigefiigter Publikation). Eine Korrelation mit Gesamt-IgE Werten fiir diese
IL13-Varianten wurde auch von Graves et al. in drei unabhidngigen kaukasischen
Populationen beschrieben [23], so daB3 hier -eine Raritdt in der Atopie-Genetik-
ohne Zweifel ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Phénotyp und Genotyp
besteht.

5. Positive Ergebnisse konnten meist in mindestens einer weiteren
Studienpopulation bestétigt werden. Insbesondere bei signifikanten Ergebnissen
mit kleinen Fallzahlen halten wir die Uberpriifung der Resultate in einer zweiten
Population fiir unabdingbar. So konnten wir eine Assoziation von CCI16
Genotypen mit dem Ausmall der BHR bei asthmatischen Kindern der MAS
Kohorte in einer unabhingig rekrutierten Asthma-Population aus Freiburg
bestdtigen [44]. Auch in zukiinftigen Studien werden sowohl negative als auch
positive Daten zu allen Untersuchungszeitpunkten bzw. in mindestens einer
unabhéngigen Studienpopulation iberpriift. Nationale und internationale

Kooperation werden hierfiir in Anspruch genommen.

Auch wenn unsere Untersuchungen dazu beigetragen haben, valide Loci bzw.

Kandidatengenvarianten zu identifizieren, konnten positive Ergebnisse der meisten
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anderen publizierten Kopplungs- und Assoziationsstudien nicht -zumindest nicht fiir die

gleichen Phéanotypen- bestétigt werden.

Folgende Faktoren konnten zu diesen kontroversen Ergebnissen beitragen:

Niedrige Fallzahlen;

Falsch positive Ergebnisse: Oft wurden mehrere genetische Varianten in relativ
kleinen Studienpopulationen auf eine Assoziation mit multiplen atopie-
assoziierten Phinotypen getestet ohne fiir multiple Tests zu korrigieren.
Hierdurch erhoht sich das Risiko falsch positiver Ergebnisse;

Fehlende Haplotypanalysen: Einzelne SNPs in Kandidatengenen wurden auf
eine Assoziation mit Atopie untersucht sowie in vitro auf funktionelle
Auswirkungen getestet. Polymorphe Gene konnen jedoch mehr als eine
funktionelle Variante exprimieren (z.B. ADRB2, IL4RA). Je polymorpher ein
Gen ist, desto schwieriger ist es, die biologische Relevanz hinsichtlich
Interaktionen dieser Polymorphismen in vitro zu testen. Die Analyse einzelner
SNPs spiegelt daher nicht immer die Funktion des Gens wider, wie kiirzlich
Untersuchungen des ADRB2 zeigten: Deutliche Unterschiede hinsichtlich des
Ansprechens auf B-Mimetika wurden bei Trigern bestimmter Haplotypen (d.h.
einer Kombination unterschiedlicher SNPs), jedoch nicht einzelner SNPs
beobachtet [45]. Sind mehrere SNPs innerhalb eines Gens bekannt sollten daher
bevorzugt Haplotypanalysen durchgefiihrt werden.

Gen-Gen-Interaktionen: Sind Polymorphismen in Genen mit dhnlicher Funktion
sowie deren Rezeptoren (z.b. IL4, IL13, IL4ARA) bekannt, ist es naheliegend, daf3
nicht einzelne SNPs, sondern das Zusammenspiel verschiedener Varianten einen
EinfluB auf den Phinotyp (z.b. IgE-Synthese) haben. Gen-Gen
Interaktionsstudien, wie von unserer Arbeitgruppe beschrieben [43] werden
daher eine grofle Bedeutung beigemessen.

Gen-Umwelt-Interaktionen: Genetische Faktoren konnen nicht den dramatischen
Anstieg der Priavalenz allergischer Erkrankungen iiber die letzten Jahrzehnte
erkldren. Es wird vermutet, daB die Anderung von Umweltfaktoren (Ernihrung,
Kontakt mit viralen und bakteriellen Antigenen etc.) in Zusammenspiel mit
»genetischen Risikofaktoren die Entstehung allergischer Erkrankungen

begiinstigt. Daher ist die Untersuchung von Gen-Umweltinteraktionen von



24

groBem Interesse. Diese Interaktionen stellen analytisch eine Herausforderung
dar, da Quantifizierung und Charakterisierung von umweltbezogenen
Risikofaktoren fiir Atopie (einschlieBlich Beginn und Dauer der Exposition)
duBerst komplex und aufwendig sind. Es bedarf einer groen Anzahl moglichst
longitudinal und sorgfiltig charakterisierter Individuen, um Interaktionen
zwischen genetischen und Umwelt-Einfliissen untersuchen zu konnen. Erste
Gen-Umweltanalysen sind erfolgreich in der MAS-Kohorte durchgefiihrt
worden: So beobachteten wir einen modifizierenden Effekt von
Tabakrauchexposition auf die Gesamt-IgE Konzentration bei Trigern der IL13-

Varianten C-1055T und Argl30GIn [43].

Auch ethnische Faktoren miissen bei dem Vergleich verschiedener Kopplungs- und
Assoziationsstudien beriicksichtigt werden. Vergleicht man die Héufigkeit
genetischer Varianten in inflammatorischen Genen (die mdglicherweise sowohl bei
parasitiren als auch allergischen Erkrankungen eine Rolle spielen), finden sich
meist hochsignifikante Unterschiede in Allel- und Genotypfrequenzen. So konnten
wir hochsignifikante Unterschiede in der Frequenz eines funktionellen
Polymorphismus im Promotor des Chemokin-Gen RANTES beschreiben: Die
Variante war bei Populationen mit afrikanischem Ursprung hochsignifikant hiufiger
als bei europiischen Populationen [46]. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei einer
kiirzlich identifizierten Variante im C5AR (Komplement Faktor 5 Rezeptor)
Promotor: Erneut fanden wir die funktionelle Variante hochsignifikant haufiger bei
afrikanischen Individuen als bei Europdern (Barnes et al. in press). Weitere
Beispiele wurden von LeSouef et al. zusammengetalit [47].
Diese Differenzen konnten durch verschiedene Selektionsmechanismen (durch
kontinentale Unterschiede im bakteriellen und parasitiren Erregerspektrum), welche
Abwehr und Uberleben von Infektionskrankheiten verbesserten, entstanden sein.
Folgende Studien deuten tatsidchlich darauf hin, dal genetische Faktoren, die Resistenz
gegen parasitire Erreger vermitteln, ebenfalls die Suszeptibilitit fiir allergische

Erkrankungen erhéhen.



25

Sowohl die Resistenz gegen Schistosoma mansoni [48] als auch die
Parasitendichte von Plasmodium falciparum im Blut [49] ist mit Chromosom
5q31-33 Markern gekoppelt. Diese Region beinhaltet den Th2 Zytokin-Cluster
und wurde mehrfach mit Asthma, AD und Atopie in Verbindung gebracht (s.
0.).

SNPs im FceRI-B Gen sind mit IgE Konzentration in Parasiten-infizierten
Australischen  Aborigines korreliert. Diese SNPs zeigten ebenfalls
Assoziationen mit Asthma, BHR, AD und Atopie. FceRI-p ist auf Chromosom
11q13 lokalisiert, eine Region die in mehreren Studien eine Kopplung mit
Asthma und anderen Atopie-assoziierten Merkmalen zeigte (s.0.).

Ein Polymorphismus im [B;AR-kodierenden Gen (Argl6) der mit Asthma
assoziiert wurde, wurde ebenso mit einer hoheren Parasitendichte in infizierten

Individuen assoziiert [50].

Ethnische Unterschiede in der Héufigkeit proinflammatorischer genetischer

Varianten tragen moglicherweise auch zu den hochsignifikanten Unterschieden

hinsichtlich der Privalenz allergischer Erkrankungen weltweit bei [1].
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5 Zusammenfassung und Schluf3folgerung.

Asthma, ARK und atopische Dermatitis sind komplexe, multifaktoriell bedingte
Krankheitsbilder. Man vermutet, dal genetische Faktoren, welche evolutionér
(Uberleben von Infektionskrankheiten) selektiert wurden, bei mangelndem Kontakt mit
viralen, bakteriellen oder parasitdren Antigenen die Entstehung von atopischen
Merkmalen begiinstigen.

Kopplungs- und Kandidatengenstudien deuten auf gemeinsame als auch Krankheits-
(bzw. Organ-) spezifische genetische Determinanten hin, wobei zahlreiche
chromosomale  Regionen = und  Kandidatengene  mit  Atopie-assoziierten
Krankheitsbildern in Verbindung gebracht wurden. Internationale Zusammenarbeiten
und Metaanalysen erscheinen notwendig, um die relevanten chromosomalen Regionen
und Kandidatengene zu identifizieren. Haplotyp-, Gen-Gen- und Gen-
Umweltinteraktionsstudien sind ebenfalls von hoher Relevanz, um genetische
Risikofaktoren fiir allergische Erkrankungen zu evaluieren. Studienpopulationen wie die
MAS-90 Geburtskohorte sind fiir derartige Analysen ideal, da seit Geburt longitudinal
sowohl Exposition von verschiedenen Umwelteinfliissen dokumentiert wurden als auch

Atopie-assoziierte Phianotypen mehrfach standardisiert erfafit wurden.
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