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1. Zusammenfassung Seitel

1 Zusammenfassung

Atopische Erkrankungen, zu denen die atopische B#tisy die allergische
Rhinokonjunktivitis und das Asthma bronchiale zahleind sowohl umweltbedingt als auch
genetisch préadisponiert. Ziel dieser Studie war ddsntifizieren von Genen bzw.
Chromosomenabschnitten, die mit atopischen Phaantgssoziiert sind. In dieser Arbeit
wurde dafur ein Tiermodell der allergischen Entaimgl gewahlt, bei dem M&ause nach
Immunisierung mit Birkenpollen eine der Birkenpolbidlergie des Menschen identische
Immunreaktion entwickelten. Es wurden die allergescSofortreaktion vom Typ 1 nach
Coombs und Gell (Gell et al., 1975) und 8iegkenpollenspezifischen IgE-, Ig6und 1gGs+
Antikorpertiter sowie Gesamt-IgE gemessen und zimeuchtmausstamme identifiziert, die
diesbezuglich unterschiedlich starke allergischéoi®@aktionen der Haut entwickelten. Diese
beiden Tierstamme wurden miteinander verpaart imédchkommen def¥;-, F-intercross und
der F-backcross-Generationen auf je einen der Parefmatsé auf die allergische
Sofortreaktion und die allergenspezifischen unda@#dgE Immunglobulintiter untersucht.
Aus der Verteilung der Phénotypen bei den Nachkommerde auf das Vorliegen eines
codominanten polygenen Erbganges geschlossen6BiMarker in einem mittleren Abstand
von 10,4 cM (1,4-25cM) wurden Linkageanalysen nah dmmunglobulintiter-Ph&notypen
durchgefuhrt. 2 Bereiche auf dem langen Arm vono@tosom 17 (bei 11,7 und 40 cM)
sowie ein Bereich auf 19q zeigten eine wahrschaingignifikante Linkage (suggestive
linkage) zu dem Phanotyp birkenpollenspezifisclygs;.| Fir diese wahrscheinliche Linkage
mit einem Bereich des Mauschromosoms 17 sind arst@néVIHC-11-Gene verantwortlich.
In mehreren Studien zur bronchialen Hyperreag#tilist zu diesen Genbereichen ebenfalls
signifikante Linkage gefunden worden, die mit deihd zu den MHC-II-Genen erklart
werden konnte (De-Sanctis et al., 1995; Zhang .et1809; Prows et al., 1997). Weiterhin
sind die an der Signalibertragung in Lymphozytenteibgten intrazellularen
Adaptermolekile Vav, Sos und Alk interessante Kdat#ingene in dieser Genregion. In dem
vergleichbaren, syntenen Bereich des humanen Gegpik-24 wurden bei genomweiten
Linkageanalysen mehrfach signifikante Zusammenhdmggchrieben (Ober et al., 1998;
Yokouchi et al., 2000; Anonymous, 1997; Wist ef 4099). Diese Untersuchung hat damit
vorhandene Studien bestétigt. Weitere Untersuchudge gefundenen Kandidatengene sind
jedoch notwendig, um die Vererbung der Birkenpdalngie in diesem Mausmodell

aufzuklaren.
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2 Einleitung

Die Haufigkeit allergischer Erkrankungen wie Asthrieuschnupfen und des allergischen
Ekzems hat in den letzten Jahrzehnten vor alledemhochindustrialisierten Landern stetig
zugenommen. So gibt es auf der Welt zur Zeit ca. M8lionen Asthmatiker (Moffatt and
Cookson, 1999). Davon lebt der grol3te Teil in dewuktrielandern Europas und
Nordamerikas. Jahrlich kommen 180 000 Neuerkrankmndpinzu. Der Anstieg der
Neuerkrankungen variiert zwischen 0,5-1% pro Jahdan letzten 10 Jahren (Downs et al.,
2001), und hat eine steigende Tendenz. In Westautopd in den hochentwickelten
Industrielandern hat sich die Pravalenz fir Astlimaen letzten 10 Jahren nahezu verdoppelt
(Downs et al., 2001). Die meisten Allergiker undtheatiker pro Kopf der Bevdlkerung
werden aus England, Australien, Neuseeland undndrlgemeldet. Die niedrigsten
Erkrankungszahlen fir Industrielander gibt es imnMat noch in den kurzlich der EU
beigetretenen Industrielandern Osteuropas. Nacakebdéam Studien sind bis zu 30% der unter
18-jahrigen und bis zu 15% der Gesamtbevoélkerungdén Industrienationen von
Erkrankungen des atopischen Formenkreises betrdfigmallergische Erkrankungen werden
sowohl Umweltfaktoren als Ausloser und Ursacheaalsh eine genetische Pradisposition
diskutiert. Die Angaben Uber den Anteil der geroften Pradisposition variieren in Studien
zwischen 35 und 70%.

2.1 Atopie - Fehlregulationen des Immunsystems

Das Immunsystem hoéherer Organismen hat sich ime_algr Evolution entwickelt, um
vielzelligen Lebewesen Schutz gegen Bakterien,rViRarasiten, korperfremde Eiweil3e und
Fremdkoérper zu geben. Jeder Organismus kommt dsgote Aktivitat mit Erregern und
Agenzien in Beruhrung, die dem Organismus potdrdgeiaden konnten. Daher ist ein gut
trainiertes, komplex organisiertes und regulietrd vielfaltig differenziertes korpereigenes
Abwehrsystem notwendig, um den Kérper zu schitbea.hier untersuchte Typ-1 Allergie
ist ein Beispiel fur eine Fehlregulation des kogmgenen Abwehrsystems, bei der es zu einer
Uberschiessenden Immunreaktion gegen korpereigeveeli kommt, ausgeldst durch an
sich harmlose Substanzen, wie z.B. Birkenpollen. deser Immunreaktion werden hohe
Titer von spezifischen IgE-Antikdrpern gebildet.eBe filhren bei Reexposition mit dem
allergieauslésenden Agens zur Ausbildung von Urnigkaind eines allergischen Ekzems.
Ohne Behandlung durch eine immunmodulatorische afher kann die Uberschiessende
Immunantwort zunehmen und sich Gber einen Heusdanupum allergischen Asthma

entwickeln. Um einem solchen ,allergischen Paradsaté (Abb. 1), also der typischen
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Weiterentwicklung der allergischen Erkrankung voer dDermatitis bis zum Asthma
vorzubeugen und neue, bessere Therapien entwidkelkdnnen, ist die Aufklarung der

Mechanismen der Allergieentstehung und der Gemgtiger Erkrankungen notwendig.

2.2 Epidemiologie allergischer Erkrankungen und Umweeinflliisse

Viele Stoffe wurden im Bezug auf ihre Wirkung aafsdmmunsystem untersucht. Der Weg
der Beeinflussung des Immunsystems ist fur die texeidieser Substanzen jedoch noch nicht
eindeutig geklart. Luftverunreinigungen durch Ozdachwefeldioxid, Stickoxide und
Ruf3partikel aus Industrie- und Dieselabgasen, Etgamrauch, Infektionserkrankungen, die
in der Kindheit durchgemacht wurden - insbesondigiektionen des Respirationstraktes, die
Umgebung in der die Kindheit, verbracht wurde, lamgfen und viele andere Faktoren haben
einen Einfluss auf die Entstehung, Haufigkeit unartdlitat allergischer Erkrankungen.
Ebenso beeinflussen diese Faktoren auch die Haifigkund Dauer der
Krankenhausaufenthalte bei Asthma bronchiale, dizahl der Arztbesuche und die Schwere

der asthmatischen Erkrankung@mab. 1).

Nach der Wiedervereinigung Deutschlands waren tieaBkungszahlen in den beigetretenen
neuen Bundeslandern auf dem Niveau der 2004 debdéigktretenen Lander Osteuropas.
Innerhalb weniger Jahre hat sich jedoch die Zapiather Erkrankungen in Ostdeutschland
nahezu verdoppelt (Mutius et al, 1994). Fur diesdreme Zunahme allergischer
Erkrankungen in  nur wenigen Jahren werden viele athsn diskutiert. Die
Umweltverschmutzung erschien in diesem Zusammenasngje wahrscheinlichste Ursache,
da Kinder, die in Gro3stadten aufwachsen, haufigeer Allergien und Asthma leiden, als
Kinder, die in weniger ozon- und schadstoffbelastefindlichen Gegenden aufwachsen.
Gegen diese Schadstofftheorie als Krankheitsursagneht jedoch, dass in den neuen
Bundeslandern Deutschlands in den Jahren nach éed&Vdie Luftverschmutzung immer
mehr abgenommen hat. Gleichzeitig hat die Haufigkatopischer Erkrankungen
zugenommen. Weiterhin spricht dagegen, dass in wlestlichen Industrielandern mit
geringerer Luftverunreinigung die Inzidenz alleaier Erkrankungen hdher ist, als in den
Industrielandern Osteuropas mit héherer Luftveragaomg (Committee of Environmental
and Occupational Health Assembly of the Americani&y, 1996)(Tab. 1). Inwieweit sich
diese Pravalenz durch den Beitritt mehrerer Lar@@gteuropas zur EU &ndert, wird daher
eine interessante Frage in den nachsten Jahren B@&n Studien, die in den neuen
Bundeslandern nach der Wende gemacht wurden (Matias., 1994), kbnnen eventuell in

diesen Landern wiederholt und verifiziert werden.
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Tab. 1: Umweltfaktoren, die atopische Erkrankungenbeeinflussen(Committee of the

Environmental and Occupational Health Assemblyhef American Thoracic Society, 1996;
Tager, 1998; Britton and Weiss, 1997; Papadopoalo$ Johnston, 1998; Lewis, 1998;
Farooqgi and Hopkin, 1998; Holt et al., 1997; Bjdeks 1999; Bjorksten et al., 1999; Warner,

2004)

Risikofaktor ist verantwortlich fur erhdhtes Atopierisiko, da

Luftverunreinigung - Zunahme respiratorischer Symptome,
(0,,50,, NO, und RuB ) der BHR,

von Krankenhausaufenthalten,

von Asthmaanfallen,

der Sterblichkeit nach Exposition

Zigarettenrauch

aktiv - tendenziell hohere IgE-Spiegel
- erhohtes Sensibilisierungsrisiko
- erhohtes Risiko fiir BHR

passiv - kein erhdhtes Sensibilisierungsrisiko
aber erhdhtes Auftreten resp. Sympt.
bei Kindern von Rauchern
(nichtatopische Bronchitis)

Virusinfektionen - Verschlechterung bestehenden Asthmas
des Respirationstraktes - erhthte BHR bei Allergikern
- erhohtes Auftreten respiratorischer Symptome bei
Kindern mit bestehender atopischer Erkrankung

Frihkindliche
Infektionen

Darmflora/ - Endotoxinlevel in Fruchtwasser + Muttermilch
Endotoxinkontak

Antibiotikaeinsatz - mit atop. Erkr. assoziiert

ist eher kein Grund firr erhdhtes Atopierisiko, da

- Unterschied Stadt-/Landbevdlkerung nicht konsistent
- Pravalenz allergischer Erkrankungen hoher in weniger
luftschadstoffbelasteten alten Bundeslandern
- Pravalenz atop. Erkrankungen steigt in den neuen

Bundeslandern, obwohl Luftverschmutzung sinkt

- COPD
- Exazerbation einer vorhandenen Asthmaerkrankung
- Rauchen ist Konfounder bei Phenotypdefinition

- Kinder rauchender Eltern haben schwerere Asthma-
erkrankungen als Kinder von Nichtrauchern

- Rauchen verstarkt bestehende Erkrankungen aber
verandert nicht Pradisposition fur Neuerkrankung

- geringeres Allergierisiko in groBen Familien insbes.
bei Zweitgeborenen mit &lteren Geschwistern

- geringeres Allergierisiko bei starker BCG-Impfreaktion
wegen friiherem Kontakt mit dem Erreger

- haufige respiratorische Infektionen im Kindesalter
vermindern Risiko fir Entw. allerg. Erkrankungen

- Besiedlung durch Laktobacillen positiv ?

Ozon, das in den Sommermonaten in grof3en Balluags& erhoht zu finden ist, und
Bestandteile des Zigarettenrauches stehen mit destédhung allergischer Erkrankungen in
einem engen Zusammenhang. Kinder in hoch ozonk&tasinnenstadten leiden haufiger
unter asthmatischen Beschwerden als Kinder, dieStadtrand oder auf dem Land leben.
Raucher entwickeln hohere Serum-IgE-Titer, habeneehdhtes Risiko fur eine allergische
Sensibilisierung und ein hoheres Risiko fur die vicklung einer bronchialen
Hyperreaktivitat (Tager, 1998; Britton and Weis891).

Weitere, die Inzidenz und Auspragung von Allergibeeinflussende Faktoren sind
Impfungen und Infektionskrankheiten, die Grof3e Bamilien, die Anzahl der Geschwister,
der frihzeitige Besuch einer Kindertagesstatte derdKontakt zu anderen Kindern. Durch
starker hygieneorientierte, bessere und sauberegberisbedingungen, systematische

Impfungen und den Fortschritt der Medizin wurdendémien vergangener Jahrhunderte
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vermindert und zurtickgedrangt und banale Infekiomer Atemwege und des Magen-Darm-
Traktes seltener und wegen verbesserter Behandhigiiehkeiten durch Einsatz von
Antibiotika kurzer. Das Immunsystem wird somit wger gefordert und trainiert und reagiert
schon bei Kontakt mit an sich harmlosen Substari2es.Bekampfen banaler Infektionen im
Laufe des Lebens ist also als Training fur das Imsgatems notwendig (Herz et al., 2000b;
Herz et al., 1999). Der Einsatz von Antibiotika bdekten der oberen Luftwege ist in einigen
Studien negativ korreliert mit der Pravalenz atopés Erkrankungen (Faroogi and Hopkin,
1998), wogegen andere Studien keinen Zusammenharsghen Antibiotikaeinsatz und
atopischen Erkrankungen finden konnten (Celedah. e2002).

Seit der Wiedervereinigung Deutschlands ist diden DDR obligate Tuberkulose-Impfung
in den neuen Bundeslandern keine Pflichtimpfung mhr Zeit werden nur Kinder aus
Risikofamilien mit Erkrankten und damit sehr wenigmder geimpft. Diese Impfung pragt
das Immunsystem in RichtungyI-Reaktion und kénnte daher einen praventiven &ssfauf
die Ausbildung atopischer Erkrankungen haben (ldé@d., 1998). Im Zuge des Anstiegs der
Tuberkulose-Neuerkrankungen durch den Zuzug vonléddern aus Osteuropa und
vermehrte Impfungen in dieser Bevdlkerungsgruppe eimie erneute Beurteilung der

Tuberkulose-Impfung und deren Zusammenhang zwatdren Erkrankungen moglich.

Mit der Schmuddel- oder Infektionstheorie lasshgiler Anstieg allergischer Erkrankungen
bei Kindern und Jugendlichen nach der Wiedervegaimy Deutschlands ebenfalls erklaren.
Seit 1990 besuchten in den neuen Bundeslandernnnageehmender Arbeitslosigkeit der
Eltern und wegen weniger zur Verflgung stehendeitzéh in Kindertagesstatten im
Beitrittsgebiet weniger Kinder eine Kinderkrippenen Kindergarten oder den Hort. Durch
die soziale Unsicherheit ist die Geburtenrate sgekunken. Die Anzahl der Kinder pro
Familie hat ab- und die Anzahl an Einzelkindern engmmen. Kinder in allen
hochentwickelten, westlichen Industrielandern dinddifiger Einzelkinder, bleiben mit ihren
Mattern am Anfang ihres Lebens langer zu Hause kommmen spater und seltener mit
Altersgefahrten in Kontakt, als dies z.B. in deemlaligen DDR der Fall war. Sie infizieren
sich dadurch seltener mit Erregern banaler Infekkoankheiten und ,trainieren® ihr
Immunsystem weniger. Kinder mit alteren Geschwisteind Kinder, die vom ersten
Lebensjahr an eine Krippe besucht haben, bekomneamnger Allergien, als Kinder ohne
altere Geschwister und Kinder, die erst spater ageeine Kindertagesstéatte besucht haben
(Nicolai et al., 1997).
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Auch die Darmflora ist am standigen Training desnkmsystems beteiligt und hat einen
Einfluss auf die Pravalenz allergischer Erkrankumg8ie wird unter anderem durch die
Erndhrung und den Einsatz von Antibiotika veranddttn vermehrter Genuss von

Laktobazillen enthaltenden Milchprodukten und dadas vermehrte Vorhandensein dieser
Bazillen im Verdauungstrakt hat eine protektive kMg auf die Allergieentstehung (Alm et

al., 1999; Holt et al., 1997; Bjorksten et al., 209

Der Anstieg allergischer Erkrankungen zeigte siedogh nicht nur bei Kindern und
Jugendlichen, die nach der Wiedervereinigung gebavarden und aufgewachsen sind,
sondern auch bei Erwachsenen. Da bei diesen dasrisystem schon voll entwickelt war,
ist in dieser Bevolkerungsgruppe der Anstieg derudMierankungsrate nur durch die
Anderung von Ernahrungsgewohnheiten und die Anpassles Lebensstandards an den
westlichen zu erklaren. Mit dem Einsatz von moderiieizungen, Klimaanlagen, dichter
schlieBenden Fenstern und der haufigen Verwendwry Meppichen im Wohnbereich
verbessern sich die Raumklimabedingungen fiur Haubstilben. Dies fuhrt durch deren
Vermehrung zu einer erhthten Allergendichte in &aumluft. Durch die Verwendung
moderner, dicht schlieBender Fenster steigt di¢gfewdhtigkeit und fuhrt zu einem besseren
milbenfreundlicheren Raumklima. Textile Bodenbelagschaffen ,Nischen* fir
Hausstaubmilben in der Wohnung. Ful3bodenheizungeibessern die Luftzirkulation und
fuhren daher zu einer besseren Verteilung des lauss vom Boden in der Raumluft und
somit ebenfalls zu einer hoheren Allergendichte.it¥vlein dinsten aus neuen Mobeln
Losungsmittel und andere chemische Substanzen wiBe Eormalin aus, die das
Immunsystems beeinflussen. Zunehmende Erkrankudgemllergischen Formenkreises und
die zunehmende Haufigkeit von Autoimmunkrankheisgmd damit eventuell der Preis fur
einen hoheren Lebensstandard und die westlichenselmse (Renz, 2002; Dold et al., 1992;
Mutius et al., 1994).

Die Inzidenz atopischer Erkrankungen ist aul3erddihdiagig vom sozialen Stand der
Familien sowie vom Bildungsstand und Einkommen Bé&ern. Kinder finanziell besser
gestellter Familien besuchen spater oder nie eimadftagesstatte, wohnen in baulich
moderneren Wohnraumen und ernahren sich anders (emekre Bioladenprodukte, haufiger
vegetarische Ernahrung). Sie werden jedoch gesutsdbeusster erzogen und achten daher

sensibler auf ihren Kérper und gehen eher zum Hausa
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Trotz des beschriebenen starken Einflusses dehEmgsgewohnheiten, von Erkrankungen
und Impfungen, der Wohnumgebung und des sozialerieldes findet sich auch eine
familiare Haufung allergischer Erkrankungen undeeftbhangigkeit des Allergierisikos von
der Anzahl Verwandter 1. Grades mit allergischekrdrkungen. In Geschwister- und
Zwillingsstudien konnte gezeigt werden, dass eyeedwillinge eine hohere Konkordanzrate
fur allergische und atopische Erkrankungen habsrzakieiige Zwillinge, und dass somit
atopische Erkrankungen genetisch pradisponiert. sitsl besteht daher Grund zu der
Annahme, dass es krankheitspradisponierende odératapiepraventive Gene gibt, die den
Beginn, das Ausmald und den Verlauf atopischer adderer autoimmuner Erkrankungen

beeinflussen.

Allergische Erkrankungen sind keine neuen Erkragkm) sondern seit Beginn der
Industrialisierung in Europa und Amerika lediglidfaufiger zu beobachten. Die erste
allergische Reaktion wurde bereits im Jahre 290CGH. in Agypten dokumentiert, als der
Pharao Menes infolge eines Insektenstiches versiéidgen der extremen Zunahme im
letzten Jahrhundert zahlen diese Erkrankungen muZdalisationskrankheiten. Sie werden
durch die Lebens- und Ernahrungsweise stark besstflund sind bei jedem Individuum
anders ausgepragt (Mutius et al., 1994; Wiesch..e1299; Meyers et al., 1991; Huang and
Marsh, 1993; Marsh and Bias, 1988; Meyers et 8B2).

Bei atopisch pradisponierten Individuen, die alsshrere Verwandte ersten Grades besitzen,
ist die Starke der Erkrankung und die Weiterentiicl der atopischen Erkrankung von
vielen Faktoren abhangig - unter anderem vom Zekpudes ersten Kontaktes mit
potentiellen Allergenen, von Impfungen, Infektionemd der Ernahrung. Neugeborene
reagieren in den ersten Lebensmonaten aufgrundndemalen Reifungsprozesses des
Immunsystems oder aufgrund einer physiologischemeifén vorwiegend mit einer JR-
Reaktion. Die Produktion von IgG-Antikorpern komrei ihnen gerade erst in Gang.
Neugeborene atopischer Miutter kbnnen jedoch schioebkche Mengen IgE produzieren.
Sie sollten deshalb so lange wie mdoglich gestifid wWamit Gber die Muttermilch mit
schitzenden IgG-Antikorpern und Zytokinen versongirden. So kommt der kindliche
Organismus erst spater mit Fremdantigenen aus ddrruNg in Berlhrung und das

Immunsystem muss sich erst spater mit diesen Fratigdaen auseinandersetzen (Tab. 2).
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2.2.1 Allergikerkarriere

Die typische Entwicklung einer atopischen Erkrarkumeginnt mit der Dermatitis der
Sauglinge im ersten Lebensjahr, die sich durch einfache, lokale Behandlung beherrschen
lasst. Sobald die Kinder mit Kuhmilch ernahrt werdeder mit anderem Eiweild in der
Nahrung in Kontakt kommen, lassen sich spezifiséimtikbrper gegen diese Proteine
nachweisen. In diesem 2. Stadium der Erkrankungefassich die Symptome durch
Allergenkarrenz noch gut in den Griff bekommen. Worschulalter entwickelt sich bei
pradisponierten Kindern mit der typischen Allerghaariere daraus oft jedoch eine saisonale
Rhinitis (Heuschnupfen). In diesem Stadium ist diepische Erkrankung meist gegen
Birken-, Hasel- und Graserpollen oder gegen Tieghaaler Hausstaubmilben gerichtet.
Durch eine spezifische Immuntherapie kann versuektden, das Fortschreiten der
Erkrankung aufzuhalten. Bei den haufigsten Allenggegen Pollen, Hausstaubmilben und
Tierhaarbestandteile fuhrt eine spezifische Immeratpie jedoch nur selten zum Erfolg. Nur
Insektengiftallergien lassen sich mit dieser spezilen Immuntherapie mit sehr gutem Erfolg
behandeln. Die Symptome der Erkrankung missendsedi Stadium der Erkrankung bei
akuten Schiben mit Antihistaminika behandelt werdds zum frihen Jugendalter schreitet

die Erkrankung typischerweise bis zum Vollbild dethma bronchiale weiter fort.

lokale Behandlung
Zeit %

Saugling Atopische Dermatitis
l «Allergenkarrenz
Kleinkind Nahrungsmittelallergie

ll‘— SIT, Antihistaminika

Saisonale Rhinitis

Antihistaminika,
I‘ Spasmolytika,
« Glucocorticoide

Asthma bronchiale

Vorschulalter

10 Jahre

Abb. 1: Die ,Allergikerkarriere”
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Dieses Asthma bronchiale lasst sich nur durch eisindige medikamentose
Kombinationstherapie mit Antihistaminika und Bronspasmolytika mildern. In den Spitzen
oder spéater auch als Dauertherapie muss die Balrapdiun durch Glucocorticoide erganzt
werden. Um diese typische Entwicklung einer ,Alikegkarriere* frihzeitig aufhalten zu

konnen sind neue Therapien mit DNA-Vakzinen, einerbésserung der spezifischen

Immuntherapie oder andere immunmodulatorische PiemanotwendigAbb. 1).

Die Faktoren, die die Erkrankung pradisponiertatiiiduen beeinflussen, sind prinzipiell
dieselben, die auch zur Entstehung dieser Erkrapkwgitragen(Tab. 2). Dazu zahlen
zunachst genetisch bedingte hohere oder niedrigea&tivitat der Zellen des Immunsystems,
die verschiedenen Zytokinspiegel, Infektionen unghfungen sowie die Darmflora. Da die
Immunantwort Neugeborener in den ersten Lebensraonairwiegend J§2-gerichtet ist, ist
bei zu frihem Kontakt mit potentiellen Allergeneie &efahr der Entstehung einer Allergie

erhoht und sollte bei familiarer Disposition veroea werden.

Tab. 2: Faktoren, die die IgE-Produktion atopischerund fur Atopie, Allergien und
Asthma genetisch pradisponierte Individuen beeinflasen

Intrinsiche Faktoren, die die Atopiepradisposition

und die T41/ T2 Balance beeinflussen IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IFNy

baterielle und virale Infektionen, Impfungen Respiratory Syncitial Virus, TBC- und Masernimpfung
Darmflora norm. Darmflora, Laktobazillen, Durchfallerreger, Pilze
friher Kontakt mit Allergenen + Immunantwort Neugeborener vorw. T2 gerichtet

frihe Erndhrung mit potentiellen Allergenen zu kurze Stillperiode
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2.3 Immunologische Grundlagen allergischer Erkrankungen

2.3.1 Die Allergische Sensibilisierung und J2-Reaktionen

Allergien wurden von Pirquet als verdnderte Reaktionsfalitigkes Organismus auf eine
Substanz definiert, die dieser durch vorherigentkinerworben hat (allos= anders, ergeia =
Reaktion). Coca und Groove haben diese Definittopiacher Erkrankungen 1904 um einen
entscheidenden Punkt erweitert. Sie forderten ftop#® neben dem Vorhandensein von
Heuschnupfen, Asthma und/ oder Ekzemen die Anwe&serbn reaginen Antikdrpern, die
fur die passive Ubertragung der Erkrankung mit d®erum verantwortlich sind. Diese
Reagine wurden 1967 von Johansson und Ishizakgmlglentifiziert. Darauf aufbauend ist
die Entwicklung atopischer Erkrankungen heute meindim folgenden beschriebenen

Mechanismus erklarbar.

Beim ersten Kontakt eines Organismus mit einem potentiellen Allergamint es zur
Sensibilisierung gegen dieses sonst ungefahrlidensg. Die an sich harmlose Substanz wird
von antigenprasentierenden Zellen (APC) wie Makag@m, B-Zellen und dendritischen
Zellen aufgenommen, internalisiert und in LysosonmeReptide aufgespalten. Diese werden,
an MHC-II Molekule gebunden, auf der Zelloberflactez=xprimiert und dort von CD4+
positiven T-Helfer Zellen erkanr{fdbb. 2). Bei der Erkennung eines MHC-II gebundenen
Peptids durch eine CD4+ T-Helferzelle kommt es mem Zell-Zell-Kontakt und zur
Ausbildung einer immunologischen Synapse zwischemaatigenprasentierenden Zelle und
der T-Zelle (Abb. 3). Von beiden beteiligten Zellen werden losliche é&stoffe in die
Synapse und die Umgebung sezerniert, die Signaggtraben und weitere Leukozyten
rekrutieren und aktiviere(Abb. 2). In der immunologischen Synapse interagieren nmehre
Rezeptor-Liganden-Paare miteinander, geben Sigmale die beteiligten Zellen oder
stabilisieren einfach nur die Bindung. Nach dermolgreichen Kontakt einer T-Zelle mit einer
antigenprasentierenden Zelle interagiert die TeZalit B-Zellen und schittet Zytokine, die
B-Zell-Wachstumsfaktoren sind, aus. B-Lymphozyterden so aktiviert und zur Produktion
spezifischer Antikorper angeregt. Diese Antikorpprelen bei jedem spateren Kontakt mit
dem Antigen eine entscheidende Rolle. B-Zellen kdnverschiedene Antikorper bilden, die
unterschiedliche Funktionen im Immunsystem uberreshnDie Entscheidung dartber, in
welche Richtung die Immunreaktion gelenkt wird umeiche Immunglobulinklasse von B-
Zellen daher produziert wird, hangt von dem prédeeen Antigen selbst, von der
antigenprasentierenden Zelle und von dem umgebeAgwkinmileu ab, in dem sich die
Reaktion abspielt, sowie von Signalen anderer Cpasitiver und regulatorischer T-Zellen.
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In Abh&ngigkeit von dem prasentierten Antigen stutie antigenprésentierende Zelle
Zytokine aus, die di&ichtung der Immunreaktion schicksalhaft beeinflusseii\bb. 3).
Hauptsachlich wird IL-2 und IL-12 (beiqL-Reaktion) bzw. IL-2 zusammen mit IL-4 und IL-
5 (bei T42-Reaktion) ausgeschittet. Reife CD4+ T-Helfer&telsind zunachstyD-Zellen.
Sie konnen sich nach Antigenkontakt zylT oder T2- Zellen entwickeln. Eine dritte
Gruppe von CD4+ T-Helfer-Zellen ist ebenfalls flie dRichtung bzw. das ,Schicksal* der

Immunreaktion verantwortlich: die Suppressorzebew. die regulatorischen T-Zellen£J.

Regulatorische T-Zellenkdnnen durch direkten Zell-Zell-Kontakt oder duiohibitorische
Zytokine die Aktivitat anderer T-Zellen bremsen. dilst mehrere Klassen regulatorischer T-
Zellen. Ca. 5-10% der CD4+ T-Zellen in der Periphesind nattrlich vorkommenden
regulatorischen T-Zellen. Diese sind CD4+CD25+Faxp8sitiv und entwickeln sich wie
alle anderen T-Zellen auch im Thymus. Weiterhimackeln sich in der Peripherie aus CD4+
TwO Zellen nach Aktivierung und unter dem Einflus1va-10 die Trl-regulatorischen T-
Zellen und unter dem Einfluss von T@Fdie Ty3-regulatorischen T-Zellen. Die beiden
letztgenannten Gruppen konnen genauso wie die lichativorkommenden regulatorischen
Zellen die Entstehung eineryT oder TF2-Reaktion durch Ausschittung inhibitorischer
Zytokine IL-10 und TGH3 oder durch direkte Inhibition mittels Zell-Zell-Ktakt abwenden.
Aul3er diesen gibt es noch weitere regulatorischéellen, die jedoch fur J1 und T2-

Reaktionen weniger bedeutsam sfmdb. 3).

Tab. 3: Populationen regulatorischer T-Zellen

Treg - Zellen Suppressormechanismus Ref.

(Piccirillo and Shevach, 2004,

CD4+CD25+Foxp3+ Teg |IL-10, TGF-3, CTLA-4, PD-1 Thompson and Powrie, 2004)

CD8+CD25+CD28- Teqg ? (Gurunathan et al., 2000)

(Thompson and Powrie, 2004;
Cottrez et al., 2000; Akdis et al.,

Trl (IL-10 abh.) IL-10, TGF-B, PD-1 | 5000. Akdis et al., 2004: Blaser
and Akdis, 2004)
Tw3 (TGF-R-abh.) TGF-R IL-4, IL-10 (Taylor et al., 2004)
CD4-CD8-Tieq direkte Apoptoseinduktion (Zhang et al., 2000)

TCR-v8 Treg IL-10, TGF-R (Ke et al., 1997)
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Bei einerTyl-Immunantwort sezernieren J1-Helfer-Zellen die Zytokine IL-2, I1L-12, IL-
18, IFNo und IFNy und hemmen damit die Differenzierung vopOiZellen zu T,2-Zellen
und fordern die Differenzierung weiteregOFZellen zu T[1-Zellen. Die von T1-Zellen
stimulierten B-Zellen werden zur klonalen Expansipur Differenzierung zu Plasmazellen
und zur Produktion der Immunglobuline Ig@Gnd 19Ga, stimuliert.(Abb. 2). Neben den J1-
Effektorzellen entwickeln sich Gedachtniszelleplfem und Bnem die sich bei erneutem
Antigenkontakt klonal vermehren und schneller reegi konnen oder schneller IgG

produzieren kénnen (Bn).

Die Ty2- Immunantwort ist gepréagt durch Produktion der Zytokine IL-4;3Lund IL-13.
TnO-Zellen werden durch diese Zytokine in Richtung Gepragt. B-Zellen vollziehen unter
dem Einfluss dieser Zytokine einen Antikorperklasgechsel von IgM oder Igzu IgE oder
IgGap, vermehren sich klonal und differenzieren zu Pisgiien(Abb. 2). Auch bei der T,2-
Reaktion gibt es d2mnem Und Brem Gedéachtniszellen mit der Fahigkeit zur spaterdmeiten
klonalen Expansion und Produktion von IgE-Antikrpenach erneutem Antigenkontakt
(Bmem). AuRRerdem wird bei eineryR-Reaktion die klonale Vermehrung von eosinophilen

Granulozyten iniziert.

Da Tyl und T42 Zellen selbst Zytokine produzieren, die weiter® Zellen in die gleiche
Entwicklungsrichtung lenken, entsteht esich selbst aktivierender Kreislauf der von
regulatorischen T-Zellen gebremst wird. Fir dietiiBiung dieses Circulus vitiosus in
Richtung 2 ist ein entscheidendes Signal in Form von IL-d8vendig. Von welchen Zellen
das erste entscheidende IL-4 produziert wird, asthnnicht klar. Die antigenprasentierenden
Zellen selbst, regulatorische T-Zellen, CD4K1.1"-NK-T-Zellen oder auch Makrophagen
sind mogliche Kandidaten dafur (Daser et al., 1998bb. 2).
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Alleraen IL2, IL6, IL-4, IL-12

Ag-Présentatior f‘ IL -2

MHC-II-_
Ag-Prozessierung O

THx1/T,2-Differenzierung

IL-2, IL-12, IFN y ﬂ <4— initiales IL-4 (T mem, NKT1.1,
Mastzellen, Eos

IL4 IL-5, IL-13, GM-CSF
.«@ / \ @*‘

TNFa IL-2 IL -4, IL-5,
GM CSF IFNy IL-13

¥ A X
IL-10, /V\

\ﬂ'—' TGF
g klonale B-Zell-
, T w . Expansion
¢ BPlasma

Bplasma lg-Klassenwechsel
:g(EBl YYY AK-Produktion
< IL -4,
Zelltod YYY Y i
Inga, IgG3
== entwickelt sich zu
<4— sezemiert o'V,
& renmt ° .o
<4— aktiviert, forder Histamin, Serotonin, Leukotriene +

andere Entzindungsmediatoren

Abb. 2: TH1 und TH2 Immunreaktionen, Zytokine und Einfluss der Zellen aufeinander
(Janeway-CA and Travers, 1996; Robertson and Laerel©96; Gould et al., 2003; Liew,
2002)
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Die von Plasmazellen produziertégE-Antikorper werden mittels der RezeptoreneR¢
(high affinity IgE receptor) und ERII (low affinity IgE receptor) auf der Oberflaclren den
Effektorzellen der allergischen Immunantwort wie d¥=llen, B-Zellen, basophilen und
eosinophilen Granulozyten gebunden. Bei erneutemmtddd des Organismus mit dem
Allergen, wird das Allergen von an Effektorzelleebgindenen Antikdrpern erkannt und
kreuzvernetzt mehrere Rezeptormolekile. Die Effleiben werden dadurch aktiviert und
zur Freisetzung von Granula angeregt. Diese eethalEntziindungsmediatoren,
Vasodillatatoren, Enzyme und Interleukine. Dazu dgeh unter anderem: Histamin,
Serotonin (nur bei Mausen und Ratten), Heparin,ptage, Chymase, Prostaglandine,
Leukotriene, Chemokine und Interleukine (NCF -Nephilen Chemotaktischer Faktor,
Eotaxin, RANTES, TNk, GM-CSF, MIP-4, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 und
PAF-Plattchen aktivierender Faktor) (Janeway-CA dnavers, 1996; Gould et al., 2003).
Diese Substanzen fiihren sofort zu einer lokaleziEatungsreaktion mit Schleimhautédem,
Kontraktion der glatten Muskulatur der Bronchiolesowie zu Vasodillatation der
versorgenden Arteriolen, erhdhter GefaBpermeatbilitermehrter Leukozytenadhéasion,
Leukozytenaktivierung und Leukozytenchemotaxis Nicet al., 1999). Infolgedessen treten
|6sliche Blutbestandteile und Entzindungszellen die GefalRintima aus. Durch die
vasoaktiven Substanzen und die dadurch bedingteelete Vaskularisierung entsteht eine
Schwellung und Rétung der Haut und Schleimhaut es@wickreiz. In Schleimhauten kommt
es aullerdem zu einer gesteigerten Mukusprodukiina. ausgeschuitteten Botenstoffe
modulieren auch die Immunantwort gegen alle andémigene im Organismus zu diesem
Zeitpunkt, so dass auch gegen diese Antigene dinkche Immunantwort entstehen kann.
Durch vermehrte Antikdrperproduktion nach erneutéitergenkontakt kommt es zur
Chronifizierung der Erkrankung und zur Zunahme$gnptomeAbb. 1, 2).

Durch die Aktivitatregulatorischer T-Zellen werden alle Interaktionen zwischen Zellen des
Immunsystems durch direkte Zell-Zell-Interaktion eoddurch die antiinflammatorisch
wirkenden Zytokine 1L-10 und TGB-gehemmt. 1 und T42 Zellen proliferieren daraufhin
nicht weiter, vermindern ihre Aktivitaten und densstol3 proinflammatorischer Zytokine. B-
Zellen werden zu einem Antikorperklassenwechsel ighh, 1gG1, 19G,, oder IgE zu IgG
stimuliert. Blockierende Antikorper vom Typ IgG etghen z.B. im Rahmen einer
spezifischen Immuntherapie und kdnnen die Wirkuog WE mindern, da die Antigene
bereits vor dem Kontakt mit IgE von in wesentlictbf@erer Menge vorhandenem IgG im

Korper abgefangen werden.
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Die Entwicklung einer tberschie3endep2iReaktion auf ein Protein gehért zum Vollbild
einer allergischen Reaktion und ist eine fehlgeeitd) krankhafte Immunantwort. Ausléser
fur eine solche fehlerhafte Immunantwort konnent&edteile von Pflanzen, Tieren oder
Pilzen sein. Allergene sind typischerweise Protemi denen der menschliche Organismus
selten und nur in geringen Dosen in Kontakt komBie Immunabwehr gegen solche
Proteine sollte normalerweise unproblematisch skinTeilen des Korpers, in denen das
Immunsystem mit besonders vielen FremdantigeneiKdntakt kommt, wie z.B. in der

Darmmukosa, werden viele Immunreaktionen durch bitdrische Signale von

regulatorischen T-Zellen (dort den lamina proprisLymphozyten) verhindert. Einige

Individuen reagieren jedoch mit einer UberschieBandnd fehlgeleiteten Immunantwort
gegen Nahrungsmittelbestandteile oder ProteineemAdemluft und auf der Haut. Haufige

Aeroallergene sind Pollen, Verdauungsenzyme vonsstaubmilben oder Speicheldrisen-
sekretbestandteile von Haustieren wie Hunden unddtadie beim Putzen des Felles mit der
Zunge im Fell kleben bleiben, dort antrocknen, Béfiaund Bestandteil des Hausstaubes
werden. Die in dieser Arbeit untersuchten Birkefgolals Allergieausléser sind neben

Hausstaubmilben die Hauptaeroallergene in Deutsdhiad Skandinavien

Bei Kontakt mit groReren Mengen eines Allergengedihsich die Immunantwort in Richtung
Thl-Reaktion durch Produktion von inhibitorischen lgGder IgG-Antikdrpern. Die
allergischen Symptome sind nach einer solchen Bgpazen Immuntherapie abgeschwacht
und kdnnen sogar ganz verschwinden, obwohl nocBegiengen an IgE gebildet werden
und vorhanden sind. Mit despezifischen Immuntherapiewird versucht, die Produktion
solcher blockierender Antikorper anzufachen. Dienlyke des Allergens, das Zytokinmilieu
am Ort der Entziindung, die generelle Abwehrsitmaties Organismus oder das Priming in
Richtung |1 oder T2 entscheiden dabei Uber den Erfolg der Behandiurdy tber die
Richtung der Immunantwort. Die von uns verwendedlsrgendosen zur Immunisierung
wurden daher so titriert, dass wir eine maximal@k®en der Tiere im Hauttest sehen und
gleichzeitig einen moglichst grofRen Unterschied sewwen zwei mit der gleichen
Allergendosis behandelten und getesteten Tierstanfinden konnten (siehe Material und
Methodenteil). AuBerdem wurde in dem in dieser Arbergestellten Modell mit einem
Adjuvans zur Provokation eines lokalen Entzindueg$ts gearbeitet, welches eing2T
Reaktion provoziert. Die zur gleichen Zeit injizesm Birkenpollen erzeugten daher

vorwiegend oder grof3tenteils eingZFReaktionen bei den Versuchtieren.
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2.3.2 Die Immunologische Synapse

Fur die Entstehung von Allergien sind auf molekefaEbene viele Interaktionen zwischen
Molekilen auf T-Zellen, antigenprasentierenden efell B-Zellen und Effektorzellen
notwendig. Durch eine Abschwachung oder Verstarkuteg Signalkaskade bei der
Aktivierung der T-Zellen und der daraufhin initien Signale an andere Zellen kdnnen
Anderungen der Immunantwort erreicht werden. DakeH in diesem Kapitel die
Signalibertragung von der antigenpréasentierenddie zss zur Proteinneusynthese im

Zellkern der T-Zelle kurz behandelt werden.

Neben der Interaktion des T-Zell-Rezeptors (TCR) dem antigenpréasentierenden MHC-
Komplex interagieren weitere Rezeptoren und Korexep der T-Zellen mit Rezeptoren und
Liganden auf antigenprasentierenden Zellen. Ubesediverden bei einem Zell-Zell-Kontakt
Signale in beiden Zellen ausgeldst, verstarkt adgyreschwacht, die die Richtung, Intensitat
und Lange der Zell-Zell-Interaktion und damit auder Immunantwort regulieren.
Gleichzeitig sind einige der Interaktionen fur @bilisierung der Bindung und Aktivierung

von intrazellularen Signalkaskaden notwendig.

Nach Bindung des T-Zell-Rezeptors an den Peptid-M&dGiplex bindet CD4 als
Korezeptor an eine konstante Domane des MHC-Il ermkugt so ein costimulatorisches
Signal fir die T-ZelldAbb. 3). Da der T-Zell-Rezeptor auch ohne MHC-Préasentd®eptide
locker binden kann, wird Gber diese Bindung von GID4deinen konstanten Teil des MHC-II
Komplexes das T-Zell-Rezeptor Signal verstarkt, nveder T-Zell-Rezeptor richtig
prasentiertes Peptid erkannt hat. Somit wird ein&ithe oder ungewollte Aktivierung der T-

Zelle nicht verstarkt.

Gleichzeitig bindetCD28 an CD80 oder CD86 auf antigenprasentierenden rZelied
verstarkt das Signal, welches die T-Zelle Uber dedell-Rezeptor erhalt. Das T-Zell-
Rezeptor-Signal kann daher auch bei schwachereraktion zwischen Rezeptor und Peptid-
MHC Komplex utber eine notwendige Schwelle verstandrden, so dass die T-Zelle
trotzdem aktiviert wird. Innerhalb von Stunden BiFagen wird inhibitorisches CTLA-4 auf
der Oberflache hochreguliert, welches um die Bimgdwon CD28 an CD80 und CD86
konkurriert (nicht gezeigt). Durch ein Ungleichgeht zugunsten von CD28 bei der
Aktivierung und zugunsten von CTLA-4 nach StundenTagen fuhrt das Signal von CD80
und CD86 daher zunéchst zur Costimulation und stark Aktivierung der Zelle und spater
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zur Deaktivierung. Diese Deaktivierung ist notwendium eine UberschieRende

Immunantwort oder eine tumordse Entartung der eten Zellen zu verhindern.

Leicht differierende Expressionsmuster von Rezeptauf dendritischen Zellen lassen die
Annahme zu, dass geringe Unterschiede z.B. beickhiedenen Mausstammen in der
Expression von costimulatorischen Molekilen aufdigischen Zellen bzw. von Rezeptoren
auf T-Zellen zur Ausschittung unterschiedlicher Nem von Zytokinen in die
immunologische Synapse fiihren. Diese Zytokine éeigen Uber die Adaptermolekile die
aktiviert werden und Uber die Richtung der weiter&ignale. IL-12 von der
antigenprasentierenden Zelle fuhrt bei T-Zellen &utivierung von Signal transducer and
activator of transcription 4 (STAT 4) und STAT1 undur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors T-bet, der fugI-Zellen spezifisch ist und daher die T-Zelle speah
die Zytokine IL-2, IFN-gamma und TNé&-ausschitten lasst. Diese Zytokine leiten die
Immunantwort anderer Zellen wie oben beschriebereiime Ty1-Richtung. Schittet die
antigenprasentierende Zelle dagegen in einem atieem Aktivierungsweg IL-4 aus, wird
die T-Zelle zur Aktivierung von STAT6 und GATA3 stuliert und startet die Transskription
der Zytokine IL-4, IL-5, IL-13, die die Immunantwdsenachbarter T-Zellen und B-Zellen in
Tw2-Richtung treiberfAbb. 3).

Molekdle die fur die Anheftung der T-Zellen an Egilzellen oder fir die Stabilisierung der
immunologischen Synapse verantwortlich sind, bindisnRing am Rand der Synapse. Dazu
zahlt die Interaktion zwischen CXCL12 (SDF-1) anfigenprasentierenden Zellen und LFA-
1 (CD11a) auf T-Zellen. Durch die Bindung dieserlékdile werden die Zellmembranen der
Aktionspartner auf einem grof3en Areal eng zusametealten und viele andere Interaktionen
erst ermdglicht. Durch die enge Bindung der Memérarin der Synapse wird die
inhibitorische Phosphathase CD45, die 90% der Giuéré der T-Zelle bedeckt, wegen ihrer
GrolRe aus der Synapse gedrangt und ermoglicht kligidrung und Phosphorylierung von
sich selbst aktivierenden Src-Kinasen. Diese sindden T-Zell-Rezeptor gebunden und
aktivieren diesen nach Aktivierung. So kann das dWol Zap-70 (TCR zeta associated
protein of 70 kD) an den aktivierten T-Zell-Rezepbinden, wird ebenfalls von den Src-
Kinasen aktiviert und erméglicht die Bindung von TAlinker for activated T-cells) an den
T-Zell-Rezeptor. Durch Bindung weiterer Adapternkdlie bildet sich ein grolRer
Aktivierungskomplex mit den Molekilen Gads (Grbfated adapter downstream of Shc),
SLP-76 (SH2-domain-containing leukocyte protein7&f kD), Vav, Grb2 (growth factor

receptor-bound protein) und Sos (son of sevenlestptztendlich werden
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Transcriptionsfaktoren aktiviert, die in den Zehkediffundieren und zur Produktion von
MRNA fihren(Abb. 3). So werden neue Rezeptoren und Botenstoffe predueixprimiert
und sezerniert. Das Zentrum der Zytoskelettorgéinisawird in die Nahe der Synapse
verlegt. Dies ermdglicht einen schnelleren Transpon neusynthetisierten Proteinen in den
synaptischen Spalt und die Internalisierung undzé&ssierung und Erneuerung des Peptid-
gebundenen T-Zell-Rezeptors. Die Wechselwirkungseiven Rezeptoren oder Adaptern
kann das Signal in der T-Zelle abschwachen odesténdeen. Daher ist eine Beeinflussung der
Immunantwort durch Mutation von Molekilen und Vewterung, Abschwachung oder
Verstarkung eines Signals fur die Zelle méglich.

Abb. 3: APC-T-Zell-Interaktion bei T 41 und Ty2-Reaktion
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2.4 Genetik polygener Erkrankungen

Durch Aufklarung der Ursachen genetischer Erkragkm konnen Signalwege im

Immunsystem und bei Immunreaktionen schneller éhisselt und neue Ansatzpunkte und
Strategien fur die Therapie polygen vererbter Hrkumgen entwickelt werden. Erste

Untersuchungen, die von Mendel 1865 zur Vererbun@edich sichtbarer Phanotypen bei
Pflanzen durchgefiihrt wurden, beruhten auf Merkmalér deren Auspragung jeweils nur

ein Gen bei den Pflanzen verantwortlich war. Feigegestufte und von mehreren Genen
regulierte Merkmale sind als ,Quantitative Traitsfstmals in der durch den englischen
Mathematiker Hardy und den Stuttgarter Arzt Weigbem Jahr 1908 begrindeten

Populationsgenetik untersucht worden. Um 1920 lemktaldane, Fisher und Wright zeigen,
dass die Vererbung quantitativer Merkmale prinipgeich den von Mendel postulierten

Gesetzen der Vererbung unterliegt. Sie begrinddgenit die Theorie der quantitativen

Genetik. Mehrere, jeweils nach den Regeln von Mewveerbte Gene bestimmen danach im
Verbund die Auspragung eines Merkmals. Diese palygeerbten Eigenschaften segregieren
selbst jedoch nicht nach den von Mendel, fir monegérbgange beschriebenen
Verhaltnissen. Es finden sich stattdessen zahkadddtinkte Phanotypen, die durch Mischung
mehrerer sich gegenseitig beeinflussender Genedebets Die Merkmalsverteilung der

distinkten Ph&notypen eines solchen restriktiverd Womplexen Merkmals zeigt eine

Haufigkeitsverteilung, die sich einer Normalveeijskurve nahefAbb. 4).
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Abb. 4: Merkmalshaufigkeit eines monogen, rezessivererbten Merkmals (links) und
eines polygenen von mehreren Genen beeinflussten Mmnals (rechts). Die Verteilung
der Merkmale nahert sich mit steigender Zahl beteibter Gene einer Normalverteilung.
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Daher teilen sich die Merkmale z.B. bei einem comamten Erbgang wie folgt auf:
1:1:2:2:4:2:2:1:1.  Mithilfe komplexer ~Matrixberechnungen ist es mnich)

Chromosombereiche mit krankheitsrelevanten Genener eipolygenen Erkrankung
(Quantitative Trait Loci, QTL) zu finden. Dies @stich mdglich, wenn relativ wenig tUber den

Mechanismus der genetisch pradisponierten Erkramkekannt ist.

Allergien, Asthma und Atopie singolygene Erkrankungen, bei denen mindestens 2 oder
mehr Gene an der Auspragung beteiligt sind (Loal.etl999; Los et al., 1999; Palmer and
Cookson, 2000). Da Erkrankungen des atopischen éitkraises sehr vielfaltig in
Erscheinung treten, wird die Definition des Phéapseterschwert. Die Autoren zahlreicher
Studien haben quantitative Phanotypen fur die g#lehe Entzindung in der
Bronchialschleimhaut, fir das allergische Asthmal whe bronchiale Hyperreagilibilitat

sowie fur Immunglobulintiter definiert und dieselimkageanalysen benutzt (Kapitel 2.4.2).

genetische Disposition inkomplette Penetranz
\ I Phéinotyp /
Umwelt additive Effekte mehrerer Gene
(Zigarettenrauch, Allergenexposition,
Impfungen, Infektionen, Luftverschmutzung,
Kontakt mit gleichaltrigen Kindern, etc.)

Abb. 5: Der Phanotyp eines komplexen Merkmals ist icht nur abhangig von
Umweltfaktoren und der genetischen Disposition.

Da genetisch identische Individuen (eineiige Zwidk), die unter gleichen
Umweltbedingungen, d.h. im gleichen Elternhaus acfwgen, nicht 100% konkordant
atopische Erkrankungen bei einer genetischen Disposausbilden, ist anzunehmen, dass
inkomplette Penetranz bei diesen Erkrankungen Rioke spielt. Weiterhin sind additive
Effekte mehrerer Gene bei der Auspragung atopisEnlerankungen denkbar. Die Vielfalt
der Auspragung der Krankheit erschwert die Suclol malevanten Genen ebenso, wie die
vielen zu bertcksichtigenden Umweltfaktoren. Beitddsuchungen beim Menschen kommt
erschwerend die genetische Heterogenitat der waiatesn Individuen hinz(Abb. 5).
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2.4.1 Strategien zur Suche nach krankheitsrelevanteGenen

Fur die Identifizierung krankheitsrelevanter Geribt g¢s unterschiedliche Verfahren. Die
Wahl des zu untersuchenden Kollektivs hat einensobeidenden Einfluss auf die
Aussagekraft der Studie und die Ubertragbarkeidaaf Menschen. Der Vorteil des humanen
Systems ist, dass bei Patienten gut definierte siner diagnostizierbare Krankheiten
untersucht werden kdnnen und die Diagnosekritedegiir durch jahrelange Anpassung und
Optimierung festgelegt sind. Nachteilig wirken sioshhumanen System die bereits erwéhnte
genetische Heterogenitat und Umweltfaktoren albtreza standardisierende Storgréf3en aus.
In Tiermodellen fur atopische Erkrankungen gibinegien der Moglichkeit der Verwendung
ingezichteter Stamme kein Verwischen des Phanatypsh genetische Vielfalt. Jedoch ist
die Definition eines klaren Phanotyps oft schwierigMéause werden flr genetische
Untersuchungen bereits seit den 20-iger Jahreretlden Jahrhunderts ingeztichtet. Es sind
heute viele ingeziichtete Mausstdmme erhaltlich. siehen daher unbeschrankt viele,
genetisch identische Individuen fir die Untersuchumterschiedlicher Phanotypen zur
Verfigung. Dies ermdglicht die Untersuchung von pen von Tieren mit der gleichen
Behandlung und die Wiederholung von Experimentetngemetisch gleichen Individuen. Die
Bedingungen, unter denen die Tiere aufwachsen whdiltgn werden, lassen sich leicht
konstant halten. Da Mause keine Allergien von sigh entwickeln, muss eine Allergie durch

Injektion eines Allergens provoziert werden.

Verfahren zur Suche nach krankheitsrelevanten Gerferdern einen unterschiedlich hohen
Arbeits- und Zeitaufwand. Die folgenden Verfahremd btrategien zur Gensuche sind daher
maglich:

1. Zwillingsstudien: Vergleich der Konkordanz der Erkrankungen bei igee
Zwillingen mit der Konkordanz bei zweieiigen Zwilien und der Konkordanz der
Erkrankung bei normalen Geschwistern zur Abschéjzles Erbganges.

Bietet sich im humanen System an, Arbeitsaufwandinge bei monogenen
Erkrankungen, eignet sich jedoch nicht zur Suchehnaenen polygener
Erkrankungen.

2. Fall-Kontroll-Studien: Vergleich der H&aufigkeit von Allelen bei Betrofiem und
Nichtbetroffenen (Kandidatengenanalyse oder Genan)sc
Arbeitsaufwand mafig gro3, Fehlerquellen sind Kantter, die die Krankheit und
die Gruppenwahl beeinflussen sowie die genetisciadfalf und Heterogenitat der

Individuen.
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3. Linkageanalyse:Analyse mdglichst grof3er Familien mit bekannterf@de oder von
Nachkommen aus Inzuchtkreuzungen oder nichtvereanderkrankter und
nichterkrankter Individuen auf einen Phanotyp. Suchach tberzufallig haufigem und
gleichzeitigem Auftreten einer Erkrankung und chosomaler Markern
(Kandidatengenanalyse oder Genomscan).

Arbeitsaufwand bei Inzuchttieren grof3, jedoch grdf& genetisch nicht heterogenen
Individuen (Mensch).

4. Zufallige Spontanmutation durch mutagene Substazen im Tiermodell:
Schrotschussmethode, die das ,Problem von hintéréamnt“. Durch den Einsatz
mutagener  Substanzen in  Tiermodellen und  Provakatiozufalliger
Spontanmutationen, Auszichtung interessanter Py@ewtin Inzuchtstammen und
anschlieBende Analyse der Mutationsorte, lasserh sielleicht interessante
regulatorische Gene finden.

Der Arbeitsaufwand ist wegen der Blindschusstechnii8. Eine gezielte Planung und
Vorhersage der mit den Tieren durchzufihrenden ysea ist nicht moglich
(Alessandrini et al., 2001; Keats et al., 2004)b. 6).

Zwillingsstudien eignen sich zur Abschatzung des Erbganges monogertk polygener
Erkrankungen. Dabei werden die Haufigkeiten der rédrtkungen bei eineiigen und
zweieiigen Zwillingen sowie bei Geschwistern unaiNverwandten miteinander verglichen.
Die Haufigkeit an Zwillingen ist limitierend fir eése Studien (nur 7% aller Zwillinge sind
eineiig, jede 80. Geburt ist eine Zwillingsgebubgr Aufwand zum Finden der Probanden ist
entsprechend groR3. Fur allergische Erkrankungeneveine Konkordanzrate vagy,=3,5 bis

5 gefunden. Diese Konkordanzrate ist niedrig imgach zu den Konkordanzraten anderer
genetisch bedingter, polygener Erkrankung€ibiadetes melid1lS, Amuttiple Skierose20,
Azsiiakie=60). Die Konkordanzrate einer monogen vererbtemaa#ung ist im Vergleich dazu
Acystische Fibrosg200. Somit spricht die niedrige Konkordanzrate edper Erkrankungen fur
einen relativ geringen genetischen Effekt und fiiee starken Einfluss von Umweltfaktoren
auf die Auspragung der Erkrankung. Zwillingsstudiwaren bei Asthma und atopischen
Erkrankungen hilfreich, um die Vererbung dieser r&nkungen nachzuweisen und

Abschatzungen uber die Anzahl verantwortlicher Ganenachen (Los et al., 2001).

In Fall-Kontroll-Studien wird eine Assoziation des Auftretens einer Erkramk und das
gleichzeitige Vorhandensein bestimmter Allele pt&dler Kandidatengene oder ganzer
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Bereiche des Genoms bei nicht verwandten, nichtaekten und erkrankten Individuen

untersucht. Das Auffinden von Genen, die polygenieakungen verursachen, ist mit dieser
Methode im humanen System mit mafdig groRem Aufwaidlich. Wegen der genetischen
Heterogenitdt muss die Probandenzahl entsprechefdd ggwahlt werden. Fur die Analyse
monogener Erkrankungen sind die ersten zwei Metihgdé geeignet, erfordern einen relativ
geringen Arbeitsaufwand und fiihren zu einem Geret. polygenen Erkrankungen ist der
Arbeitsaufwand entsprechend gréRRer, lasst sichcfedoirch die Beschréankung auf ein oder

mehrere Kandidatengene einschréanken.

Linkageanalysensind eine Erweiterung des Fall-Kontroll-Ansatzegeun Applikation von
Methoden der modernen Molekularbiologie. Zur Vefathung der Untersuchung und
Verkleinerung der notwendigen UntersuchungskoNektbieten sich Grol3familien oder
Lebensgemeinschaften an, die durch jahrhundertelés@ation in einigen Merkmalen und
Allelvarianten eine geringere genetische Vielfadbbén. Ebenso kénnen auch Generationen
von Inzuchttierkreuzungen untersucht werden. Diglsthode eignet sich zum Auffinden
krankheitsrelevanter Gene oder Chromosomenregicagch) wenn relativ wenig tber den
Vererbungsmodus und den Mechanismus einer Krankieé@nnt ist. Im humanen System
gibt es Lebensgemeinschaften mit verminderter ggatetr Heterogenitat aufgrund religioser
oder geographischer Isolation z.B. bei den Hutteréen Amish-people oder den Siedlern im
finnischen Binnenland. Diese Lebensgemeinschafterhéufigen Verwandten-Ehen haben
nur eine kleine Anzahl an Ahnen, den Grinder dedi8rgemeinschaften. Ebenso kdnnen
gezielt gekreuzte Inzuchttiere fur diese Studienweadet werden. Hierbei sind geringere
GruppengrofRen von Individuen mdoglich, da gezielfeimiichtete Tiere mit mehr als 97,5%
homologen Genen untersucht und fir die Kreuzungsiebe benutzt werden kdnnen. In
dieser Arbeit wurde mit dieser Methode nach mdéglicisenorten fur allergieverursachende
Gene gesucht.

Die zuféllige Mutagenese des gesamten GenonzsB. mit n-Ethyl-n-Nitro-Harnstoff, kann
zum Auffinden von Regulatoren der Immunantwort oalederer Funktionen des Organismus
benutzt werden. Bei Fruchtfliegen konnte Nussleaiihard (Nusslein-Vollhard and
Wischaus, 1980) mit dieser Methode mehrere fur Hiebryonalentwicklung wichtige
Schlisselgene entdecken. Auch bei Mausen, die denséhen entwicklungsgenetisch naher
stehen, wurde diese Methode angewendet (Alessaed@h, 2001; Keats et al., 2001). Dazu
wurden die Nachkommen der 3. Generation nach cloberis Spermien-Mutagenese
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untersucht. Durch die Keimbahnmutagenese bei nérenli Tieren werden pro Spermium ca.
100-200 Mutationen in kodierenden Bereichen deso@smgesetzt.

Die Tiere der P-Generation sind heterozygot fur t@0-200 Mutationen. Um einige
homozygote Mutationen zu erhalten, werden sie mikdip-Weibchen verpaart und 3
Monate spater noch einmal mit den ersten Nachkomrden F1-Generation. Die
Nachkommen der F2-Generation kénnen ca. 8-9 Mamath Spermienmutagenese auf einen
Phanotyp hin untersucht werdéibb. 6). Um grdl3ere Zahlen an untersuchbaren Individuen
zu erhalten, kénnen die Nachkommen der 2. Generatich ingeztichtet und somit Gruppen
genetisch gleicher Individuen erzeugt werden. Dgistisch zichterische Aufwand ist bei
dieser Methode grol3 und die Chance, Mutationen ichtwen Regulatorproteinen zu
erhalten, gering. Zur Erhéhung der Wahrscheinlighikeeressanter Mutationen kénnen fur
Ruckkreuzungen auch transgene Tiere oder Tieredd®een kurze Bereiche des Genoms
fehlen oder mutiert sind, benutzt werden. Die Nachinen der F1 Generation zeigen dann
bei Mutationen in dieser Region sicher einen Phignala dieser Genabschnitt nur in einer
Kopie bei den Nachkommen vorliegt. Wenn nun auclesali eine Kopie des
Chromosomenstranges eine Mutation tragt, konnerornsctie Nachkommen der F1-
Generation auf einen Phanotyp untersucht werden.dAs Finden eines interessanten
Phanotyps schlief3t sich in jedem Fall die Suchenrdem mutierten Gen mit Hilfe von
MRNA-Arrays oder Ausziichtung des Phanotyps unddgelanalyse an.

Generation O: -~ ) X Wildtyp-2
zufallige Keimbahnmutagenese =9 ‘ /
3P X Wildtyp- ¢

ca. 100-200 heterozigote Mutationen

YFL X P@D

ca. 50-100 heterozygote Mutationen

¥

F2
ca. 25-50 heterozygote Mutationen und
ca. 6-12 homozygote Mutationen, die einen Phanotygrursachen kénnten

Abb. 6: Auszlchtung interessanter Mutationen nach lzemischer Keimbahnmutagenese
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2.4.2 Linkageanalysen

In Linkageanalysen wird ein Zusammenhang zwischeene Phanotyp und genetischen
Markern gesucht. Eine Kopplung, d.h. Linkage bdstieimn, wenn das untersuchte Merkmal
Uberzufallig haufig genau dann auftritt, wenn eestimmter Marker vererbt wurde. Dazu
konnen genetische Marker in Form vomo” ruclear tandemepeats (SNP/ SNTP) oder
simple ®quence dngth _mlymorphisms (SSLP) gewahlt werden, die in untaesiifcher
Lange bei den verwendeten Inzuchtstdmmen vorkomm@&se Marker mussen nicht in
kodierenden Genabschnitten liegen. Linkage zu eide®ser Marker ist ein Hinweis dafir,
dass ein, in der Nahe dieses Markers liegendesfBedie Auspragung des untersuchten
Merkmals mitverantwortlich sein kdnnte. Eine soldk&soziation zu finden, ist Ziel dieser
Studie. Nach Aufsplren eines relevanten Genortdte sich in jedem Fall eine gezielte

Untersuchung der in der N&he des Markers liegefg#re anschliel3en.

Zur Auswertung von Linkageanalysen wird der LODsscoherangezogen (LOD =
Logarithmic_Qids Dfferenz). Der LOD-score ist der negative dekadestbgarithmus -log
des Quotienten aus der Wahrscheinlichkeit des \falbaseins einer wahren Assoziation
zwischen einem Marker und dem Merkmal (Alternatppihese) und der Wahrscheinlichkeit

einer zufalligen Assoziation (Nullhypothese) (Zuramd Herschbach, 2000).

Nullhypothese (keine Kopplung)
LOD-score = -logy (1)
Alternativhypothese (Kopplung)

Ein LOD-score von 3 entspricht einer 1000x-fachdrén Wahrscheinlichkeit des Vorliegens
von Linkage. Bei der Untersuchung von den auf eifgternstamm zurtickgekreuzten
Nachkommen der F1-Generation einer Verpaarung zweruchttierstdmme (backcross)
liegt ab einem LOD-scoree 2.95 signifikant Linkage vor. Das heil3t, es besteim
signifikanter Zusammenhang zwischen dem untersochiterkmal und dem gerade
untersuchten Marker §0,001). Bei einem LOD-score 2.0 kann man bei einer solchen
Ruckkreuzung (backcross) einen signifikanten Zusanirang annehmen (suggestive
linkage) (Lander and Kruglyak, 1995). Haufig witdts des LOD-scores die LRSikelihood
Ratio Satistic) oder der p-Wert der Wahrscheinlichkeinegi zufalligen Assoziation
angegeben. Die LRS kann in einen LOD-score durchisDn durch 4,61 umgerechnet
werden (= 2 x In 10). Der LOD-score, die LRS oder p-Wert eines Markers wird dann mit

dem entsprechenden Wert benachbarter Marker veeglic
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Der Abstand der Marker voneinander auf dem Genom bied Linkageanalysen einen
entscheidenden Einfluss auf die Genauigkeit derekdnthung. Umso grol3er der Abstand
zweier Marker ist, desto hoher ist auch die Walesdithkeit, dass bei der letzten oder einer
vorherigen Meiose ein crossing over, d.h. eine Rékoation der beiden Markerallele
stattgefunden hat. Bei einer optimalen Linkageas®lgollte in jedem so entstandenen
Bruchstiick des Genoms mindestens ein Marker liddenso dichter also die Marker liegen,
um so hoher ist die Wahrscheinlichkeit, eine idelilekageanalyse durchzufiihren. Bei
Linkageanalysen kann aus dem Verhaltnis gemeinsaPagentalallele zwischen zwei
Markern bei allen untersuchten Individuen der Abdtaler Marker zueinander abgeschatzt
werden. Mit den Ergebnissen dieser Abstandsschg¢rukonnen Genkarten erstellt und die

Genomgroél3e abgeschatzt werden.

Im Rahmen des Human Genom Projektes und des Moasen® Projektes ist das ganze
Genom des Menschen und der Maus analysiert worldeim Vergleich der physischen
Genkarten, aus den Daten der Genom-Projekte, mit besher vorhandenen aus
Rekombinationsfrequenzen errechneten Genkarten giely dass die Karten in bestimmten
Bereichen gut Ubereinstimmen, in anderen aber @beth nicht. Die aus
Rekombinationsfrequenzen berechneten Genomkarteengeon gleichmafiger Haufigkeit
der Rekombination in allen Bereichen des Genoms &aher sind solche Karten in
Bereichen, in denen die Rekombinationsfrequenz Wdittelwert abweicht, nicht mit
physischen Genkarten identisch. Weil die beiden dBw#arten nicht miteinander
Ubereinstimmen, muss es im Genom der Maus und aéesdien Bereiche geben, in denen
vermehrt crossing-over Ereignisse stattfinden (fodts) und Bereiche, in denen solche
Ereignisse seltener sind (cold spots). Fiur die Agskihigkeit von Linkageanalysen ist diese
Inhomogenitat der crossing over Ereignisse im Gejgatoch nicht von Bedeutung.

2.4.3 Linkageanalysen zu Atopie, Allergie und Asthia beim Menschen

Die erste Linkageanalyse zur Genetik eines atoprsdRhé&notyps wie z.B. ges. IgE hat
signifikante Linkage zu 5 Markern im Cytokingendkrsauf Chromosom 5 in der Néhe von
5931 gefunden (Marsh et al.,, 1994). Diese Studiedewubei Amish people, einer
europaischstammigen Siedlergemeinschaft ehemals @bsrdsterreich mit  haufigen

Verwandtenehen, in Dakota gemacht. Die Untersuchumrdjergenspezifischer

Immunglobulintiter fUhrte in dieser Studie jedoal keinem Ergebnis. Zwei weitere in der
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Studie von Marsh nahezu signifikante Genorte wuideziner anderen Studie im selben Jahr

bei niederlandischen Familien mit Asthmakrankerdffentlicht (Meyers et al., 1994).

Die dritte Studie fand 1996 mehrere signifikantes@immenhange mit einem qualitativen
(Atopie) und 4 quantitative Phanotypen (Gesamt-lgHuttest, Eosinophilenzahl und
Atemwegshyperreagibilitat gegentber Methacholinjar(ils et al., 1996). Signifikante
Linkage wurde zu Markern auf den Chromosomen 4, &1 und 16 gefunden. Somit wurden
neue Genregionen entdeckt, die mit atopischen Ekkwagen in Verbindung stehen konnten.
In dieser 3. Studie stand das in den ersten 2 &tudefundene Cytokingencluster auf

Chromosom 5 nicht in einem signifikanten Zusammaeghait einem atopischen Phanotyp.

In weiteren Studien wurden immer neue Genorte gkfan die signifikant mit Atopie,
Asthma und Allergien assoziiert sind. Da die Unietaingsmethoden, die Definition der
Phénotypen und die untersuchten Bevolkerungsgrugpeablich voneinander abweichen,
wurden mehrere Studien in grol3 angelegten Multegstudien zusammengefasst, bei denen
Menschen mehrerer Rassen auf unterschiedlicheninémén untersucht wurden. Eine
solche multiethnische und kontinentumspannende i&tigl die Collaborative study on
Genetics of Asthma (CSGA) oder die auf nationaleerte organisierte Multicenter Atopy
Study (MAS) in Deutschland. In diesen Studien wardeele verschiedene Genloci mit
signifikanter Assoziation gefunden (Hizawa et #898c; Hizawa et al., 1998c; Hizawa et al.,
1998a; Blumenthal et al., 1998; Anonymous, 199th@sl et al., 2003; Liu et al., 2000). Das
Ergebnis solcher Gberdimensional grofR3en, kontirmartjireifenden und bei mehreren Rassen
durchgefiihrten Studien ist jedoch nicht so Ubererdgwie es erwartet wurde. In
Teilgruppen wurde signifikante Linkage zu Markeraefunden, die sich nach Einschluss
weiterer Rassen nicht bestatigte. Die Schlussfalggemehrerer Autoren multinationaler und
kontinentiibergreifender Untersuchungen ist dahass dStudien in durch ihre Lebensweise
isolierten  Bevolkerungsgruppen wegen geringerer ekdgenitat und  kleinerer
Untersuchungsgruppen sinnvoller und weniger aufigensind. Kontinentliergreifende
Studien und Metaanalysen, die fir kleine Genombkesimehrere genomweiten Studien
auswerten, sind aufwendiger und konnten signifialBtgebnisse kleinerer Studien nicht

mehr bestatigen (Palmer et al., 2001).

In Tabelle 4sind alle signifikanten und wahrscheinlich sigrafiten Ergebnisse genomweiter
Studien zusammengefasst. Eine ,Haufung von Treffeumd somit eine erhohte
Wahrscheinlichkeit flir einen engen Zusammenhangteesich fir Genregionen in den
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humanen Chromosombereichen 5q31, 6p21, 11q, 122143, 14q und 16q. In dem in
mehreren Studien gefundenen Bereich auf Chromos@@bbr et al., 2000; Cookson et al.,
20010; Ober et al., 1998; Marsh et al., 1994; Mewtral., 1994; Xu et al., 2001a; Yokouchi
et al., 2000) liegt unter anderem das schon ened@gtokingencluster mit Genen fur die mit
einer T42-Reaktion assoziierten Cytokine IL-4, IL-5 und 1B-sowie mit dem Gen fur IL-9,
den B,-adrenergen Muscarinrezeptor und CD14. Dies siedTdR-Zytokine. Zusatzlich ist
CD14 ein hochaffiner Ligand fir von Bakterien pradutes LPS ebenso bedeutend fur die
Immunregulation. In dem Chromosomenbereich auf @losom 6 (Wjst et al., 1999; Daniels
et al.,, 1996; Yokouchi et al., 2000; Xu et al., 28D codieren MHC-Gene, die die
Prasentation von Allergenen vermitteln, und sonmt Beginn der Signalkaskade stehen
(Donfack et al., 2000). Auf Chromosom 11 befindehsdas Gen fir den hochaffinengFc
Rezeptor B, der mit Atopie (Hill et al., 1995), Asthma (Shieava et al., 1996), BHR
(Trabetti et al., 1998) und der atopischen Dermsaifox et al., 1998) assoziiert ist.

Auf Chromosom 12q befinden sich Gene fir dep2-Transscriptionsfactor Signal
Transducer and Activator of Transcription 6 (STAT@hterferon y (IFNy), die am
Prostaglandinstoffwechsel beteiligte Hydrolase rden Oxid Synthetase 1 (NOS1),
Leukotriene 4 Hydrolase (LTA4H) sowie die Activatiolnduced Cytidin Deaminase
(AICDA) und das Gen fiur die Stammzell-Wachstumsfaéth MC-GF/ SCF. Die Studien von
Barnes (Nickel et al., 1997; Wilkinson et al., 19%8zawa et al., 1998c; Hizawa et al.,
1998a; Barnes et al., 2001; Liu et al., 2000; Nigkeal., 1999; Nickel et al., 1997; Barnes et
al.,, 1999; Barnes et al., 1996; Shao et al., 2004, Linkage zu dieser Region von
Chromosom 12 zeigten, wurden durch Kandidatengdysaera bestétigt (Nickel et al., 1997;
Wilkinson et al., 1999; Hizawa et al., 1998c; Hizaet al., 1998a; Barnes et al., 2001; Liu et
al., 2000; Nickel et al., 1999; Nickel et al., 198arnes et al., 1999; Barnes et al., 1996; Shao
et al., 2004).

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dassdewus/ielzahl gefundener Genorte
anzunehmen ist, dass atopische Erkrankungen nichdurch einige wenige, sondern durch
viele Gene vererbt werden. In den meisten Stud@mte eine Assoziation zu flulT und
Tw2-Immunreaktionen wichtigen Proteinen geknupft werdIn den jeweils auf einige
hundert bis tausend Individuen beschrankten Studmrss durch die Auswahl und
Beschrankung auf ein Untersuchungskollektiv sowiauf aeine oder mehrere
Untersuchungsmethoden eine Selektion der veramd@&gaorte und Phanotypen erfolgt sein,

was diese unterschiedlichen Ergebnisse erklarttéapéelUntersuchungen sind notwendig, um
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eine Aussage Uber Gene und Genvarianten als ,Atapieer* machen zu konngitab. 4).

Interessant ist, dass nur in einer Studie eine Aas8on zum X-Chromosom hergestellt

wurde. Dies stimmt mit der Beobachtung Uberein,sdampische Erkrankungen nahezu

gleichverteilt bei M&nnern und Frauen vorkommen.

Tab. 4: Signifikante und wahrscheinlich signifikane Linkageanalysen mit atopischen

Phanotypen im humanen System (Genom-Scans mit p<€Q,

~

Chrom.- potentielle . . .
Region Kandidatengene Phéanotyp Population P Autor, Jahr, Lit.
1pter ? ges. IgE Kaukasier (D + S) .009¢ (Wijst.etl899)
CSF3R, IL12Rb2, . ]
1p36 PLA2G2A Asthma Kaukasier (DK) <.0001 | (Haagerup et al., 2004
CSF3R, IL12Rb2, . . 9
1p33 PLA2G2A ges. IgE Kaukasier (D + S) .0045 (Wijst et al., 1999
1p32 CSF3R, IL12Rb2 BHR Amerikaner spanischer (Xu et al., 2001a)
Abstammung
1p31 CSF3R, IL12Rb2 A?Bﬁgf?a Kaukasier (F) .000016 (Dizier et al., 2005
1931 CSF3R, IL12RDb2 Asthma Européer (F) .005 (Dizied.©2000)
1921 ? AD Kaukasier (GB) .0005 (Cookson et al., 200
1925-q31| Cathepsin E, PLA2G4 Ges. IgE Asiaten (Ching| .001 (Xu et al., 2001b)
.0073;
2pter IL-1 BHR, Asthma, gey . \asier D +S) | .0074: | (Wist et al., 1999)
IgE, spez. IgE 0032; .004D
2pl2 ? Der p Sensib. Kaukasier (D) (Kurz et al., 2005
2p ? Asthma Asiaten (China) .0000% (Xu et al., 20014
2021-2923 ? Der p spez. IgE Kaukasier 0,0033 (Hizawa et al., 1998H
AR, Asthma . .
7 L
2932 : (BHR+) Kaukasier (F) .000016 (Dizier et al., 2005
2032 ? ges. IgE Kaukasier (D + S) .0014 (Wjst et18199)
2933 ? Asthma Spanisch-Amerikangr .0005 CSGA %gg;ymous,
3p24-p14 IL5Ra AR, Asthma Kaukasier (F) 0001 |  (Dizier et al., 2005
(BHR+)
3g21-22 IL5Ra ges. IgE Kaukasier (DK) <.0001 | (Haagerup et al., 2003
3921 IL5Ra AD Kaukasier (D) .0009 (Lee et al., 2000)
3921 IL5Ra Der p Sensib. Kaukasier (D) ? (Kurz et al., 2005
4q ? BHR Australier <0.001 (Daniels et al., 199
4924 ? +SPT Asiaten (China) .0003 (Xu et al., 20014
Der. farinae . .
?
4935 ’ assoziiertes Asthma Asiaten (J) .0002 (Yokouchi et al., 200
5p ? Asthma Kaukasier (Huttere 33(9611 (Ober et al., 2000)
5p15 ? Asthma Afro-Amerikaner .0008 CSGA %8?; ymous,

10)

~

0)
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IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 — | Asthma, BHR Kaukasier (Hutterer)|.0007, 0,00 (Ober et al., 2000)
5q Cytokinegencluster ges. IgE Kaukasier (GB) .0004 | (Cookson et al., 20010)
CD14, ges. IgE Kaukasier (NL) < 0,0002 (Xu et al., 2000)
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, .
5g923-q31 CD14,p,-adren. Rez. Asthma Kaukasier (Hutterer .00091 (Ober et algg)9
i . (Marsh et al., 1994),
5031.1 IL-4 ges. IgE Amish people (Meyers et al., 1994)
. Amerikaner afrikan.,
5931 IL-4, IL-5, IL=9, IL-13, | BHR, conditional europaischer und .0002 (Xu et al., 2001a)
CD14,p,-adren. Rez. Linkage test ;
spanischer Abstammung
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, ! . ]
5031 CD14,p,-adren. Rez. Asthma + ges. IgE  Kaukasier (DK) <.0001 | (Haagerup et al., 2002)
5031-933 IL-1B, LTC4S Df-Asthma Asiaten (J) 1,3x20| (Yokouchi et al., 2000
Asthma, ges. IgE . .0081; .@2; .
6p21.3 HLA-I, TNFe,, TNFj spez. IgE. Eos. Kaukasier (D + S) 10011: .0015 (Wijst et al., 1999)
6p HLA-I, TNFo, TNF3 Eos Australier < 0,001 (Daniels et al., 1995)
6p22-p21.3 HLA-II, TNFa, TNF3 Df-Asthma Asiaten (J) .0009 (Yokouchi et al., 2P0
Amerikaner
6p21 HLA-II, TNFo, TNF3 BHR europaischer 0,003 (Xu et al., 2001a)
Abstammung
6p22.3 HLA-II, TNFa, TNF3 ges. IgE Kaukasier (D + S) .0012 (Wijst et al.,9)99
6p24 | HLA-II, TNFo, TNFB ASth”;f‘(;FﬂZS' 198} Kaukasier (DK) | <.0001 | (Haagerup et al., 2002)
7 TCR -chain BHR Australier < 0,0005 | (Daniels et al., 1996)
q ges. IgE Kaukasier (NL) < 0,00002 (Xu et al., 2000)
8p ? Asthma Kaukasier (Huttere) .0009; .039(Ober et al., 2000)
8p23-8g21 ? Der p spez. IgE Afro-Amerikaner 0,0011 (HizawaletE998b)
. Amerikaner afrikan.,
8p23 ? BHR' conditional europdischer und <.0002 (Xu et al., 2001a)
Linkage test X
spanischer Abstammupg
9p22+ ” AR, Asthma . .0001 -
9p22-34 . (BHR+) Kaukasier (F) 0007 (Dizier et al., 2005)
Asthma, .0073;
9q ? ges. IgE, Kaukasier (D + S) .0098; (Wijst et al., 1999)
spez. IgE .0025
10p GATA3, IL-2R0, IL-15Ra FEV, Asiaten (China) .0009 (Xu et al., 2001b)
11p15 ? Asthma Afro-Amerikaner .0089 CSGA %gg; ymous,
Atopie . .002 i
11p13 FeR1p, CC16, CC10 ges. IgE Europaer (F) 006 (Dizier et al., 2000)
Amerikaner afrikan.,
11q " +SpT @ europaischer und 004 (Blumenthal et al.,
109cM . 2004a)
spanischer Abstammupg
11913 FeR1B, CC16, CC10 +SPT Australier (Daniels et al., 1996)
11921 FeR1p BHR Afro-Amerikaner .002 (Xu et al., 2001a)
11921 FeR1p ges. IgE Afro-Amerikaner <.01 (Mathias et al., 2p01
11925 FeR1B Eos Kaukasier (D + S) .0084 (Wijst et al., 1999)
11q erp) Amerikaner span. (Blumenthal et al.,
D11S1984 FeRIp +SPT Abstammung 0007 2004b)
11q FeR1B +SPTY Amerikaner afrikan.,| .0004 (Blumenthal et al.,
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D11S1986- européaischer und 2004a)
D11S1998 spanischer Abstammuhpg
IFNy, IGF1, SCF, LTA4H Asthma Kaukasier (D + S) .01 (Wjst et al., 1999)
12q NFYB, NO-Syntethase
LTA4H ges. IgE Kaukasier (NL) < 0,00002 (Xu et al., 2000)
i IFNy, MC-GF, LTA4H, Kaukasier, .0042 CSGA (Anonymous,
12q14-24.2 NO-Syntethase, STATS Asthma Spanisch-Amerikane .026 1997)
Kaukasier (Hutterer)
toa15.041 1PN, MCGF, LTA4H, Asthma 0025 1 oper et al., 1998)
q | NO-Syntethase, STATE Afro-Caribbean (Barnes et al., 1996)
Asthma, ges. IgE . )
Amish (Kaukasier)
IFNy, IGF1, SCF, LTA4H
12921-g23| NFYB, NO-Syntethase Df-Asthma Asiaten (J) .001 (Yokouchi et al., 2000)
LTA4H
IFNy, IGF1, SCF, LTA4H BHR. conditional Amerikaner afrikan.,
12922 NFYB, NO-Syntethase Lir;ka e test europaischer und .02 (Xu et al., 2001a)
LTA4H 9 spanischer Abstammuhpg
Atopie .0008
12924 IF:\\II?:'Ylé; Fl\} Osg i,tle_t-lr—gst Asthma Europaer (F) .0005 (Dizier et al., 2000)
' y +SPT .0003
12 Der p) Amerikaner afrikan. (Blumenthal et al.,
?
D12S373 ' +SPT Abstammung 001 2004b)
13q ? ges. IgE, Spez. IgE Australier <.001 (Daniels et al., 199€)
13q11 IL5R0, ALOX5AP Df-Asthma Asiaten (J) .0004 (Yokouchi et al., 2000)
1::;(&4;' CysLT2R Df-Asthma Asiaten (J) .001 (Yokouchi et al., 2000)
} Kaukasier (GB) CSGA (Anonymous,
13921.3qg-ter ? Asthma Hutterer .0014 1997)
13g31 ? Eos Européer (F) .0001 (Dizier et al., 200Q)
13 Der p) Amerikaner span. (Blumenthal et al.,
?
D135787 ' +SPT Abstammung 001 2004b)
14q ? Asthma Kaukasier (Hutteref) .019; .0p01(Ober et al., 2000)
14q11.2-13|  TCRw, TCRy, BLT Asthma Kaukasier (GB) 0062 | CSGA %g‘;g‘ymous'
14q24 AS1 Asthma Kaukasier (IS) .000009 (Hakogggsz‘;” etal,
Afro-Amerikaner,
1432 2 BHR Amerikaner 017 (Xu et al., 2001a)
européaischer und
spanischer Abstammuhpg
15922 ? ges. IgE Kaukasier (D + S .0027 (Wijst.etl899)
. Amerikaner afrikan.,
1513 ? BHR’ conditional européaischer und <.0002 (Xu et al., 2001a)
Linkage test X
spanischer Abstammuhpg
16p13-pl2 IL-4-R FvC Asiaten (China) .0006 (Xu et al., 2001b)
16q ? * SPTA(Q‘SS" Claf Kaukasier (Hutterer)| .0008; .029 (Ober et al., 2000)
16p21 2 Der p Kaukasier (D) (Kurz et al., 2005)
' Sensibilisierung "
16g22-g24 ? ges. IgE Australier (Daniels et &96)
16qg-ter ? ges. IgE Kaukasier (GB) .0007 (Cookson et al., 20010)
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17p11.1- 5 i . CSGA (Anonymous,
011.2 : Asthma Afro-Amerikaner .0015 1997)
17q912-21 ? Atopie Europaer (F) .0001 (Dizier et2000)
17925 ? AD Kaukasier (GB) .0004 (Cookson et al., 200[L0)
3221121' BCL3, CD22 BHR (MCh) Asiaten (China) 002 (Xu et al., 2001b)
19913 BCL3, CD22 Asthma Kaukasier (Hutterer .01 (Ober et al., 1998)
19913 BCL3, CD22 Asthma Kaukasier 0013 | CSCA Ygg‘;;‘ymous'
Amerikaner afrikan.
19 Der p) ! (Blumenthal et al.,
?
D19S591 : +SPT egropalscher und .00008 2004b)
spanischer Abstammung
20p ADAM33 AD, Asthma Kaukasier (GB) .0005 (Cookson et al., 2001
Amerikaner afrikan., (Blumenthal et al
20p ADAM33 +SPTY @ européischer und .004 K
X 2004a)
spanischer Abstammuhpg
Amerikaner afrikan.
20 Der p) ' (Blumenthal et al.,
520S473/604 ADAM33 +SPT europaischer und .001 2004b)
spanischer Abstammung
20 Der p) Amerikaner spanischer (Blumenthal et al.,
D20S470 ADAMS3 +SPT Abstammung 0005 2004b)
ADAMS33, IL-1B, Gnas, : .04 -
20p13 Acra, Asthma, BHR Kaukasier (GB+USA 000003 (Eerdewegh et al., 200R)
Asthma , .008 o
2
2192 ’ +SPT Europaer (F) 008 (Dizier et al., 2000)
22913 ? FEY Asiaten (China) .002 (Xu et al., 2001b)
21921 ? Asthma Kaukasier (Hutteref) .033 (Obet.e1898)
21921 ? Asthma Spanisch-Amerikaner .004 CSGA %gg; ymous,
21931 ? +SPT Europaer (F) .002 (Dizier et al., 200Q)
Xg25 ? ges. IgE Kaukasier (D + S) .0096 (Wijst et al., 1999

Da in den letzten Jahren sehr viele Studien zueNseing von Atopie, Allergien und Asthma durchgefttihr
wurden, beschréankt sich diese Tabelle auf genorev@itdien in denen signifikante oder wahrscheinlich

signifikante Zusammenhé&nge gefunden wurden.

@ Pricktest mit den Allergenen: Cladosporum herbaraspergillus fumigatus, Alternaria tenis,

Poa pratensis, Ambrosia artemisifolia, Artemisialgaus,

Betula nigra, Quercus alba,

Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoideméa Felis domesticus, Canis familians,
Gistlia germana, Periplaneta americana
@ Amerikaner spanischer Abstammung wurden zusétaticlien Allergenen von Bermuda
Grass, der russischen Distel und der Berg-Zedestgst



34 2. Einleitung

2.4.4 Linkageanalysen zu Atopie, Allergie und Asthiamim Mausmodell

Da bei Mausen die Definition und Untersuchung eglésgischen Phanotyps schwieriger ist
als beim Menschen, wurden die meisten Studien beiuddn zur bronchialen
Hyperreagibilitat nach Provokation mit Methacholixgetylcholin oder Ozon durchgefiihrt.
Wie sich schon bei Studien im humanen System gefeg ist auch bei verschiedenen
Mausstammen mit unterschiedlich definierten Phverty das Spektrum der
Chromosomenbereiche mit signifikanten Zusammenhémgel3. Im Bezug auf atopische
oder allergische Phénotypen fallt jedoch auf, dasge der Mausinzuchtstdmme immer als
high responder (A/J, AKR und DBA/2) oder low resgen (C3H, SJL und C57BL/6)
reagieren. Dies spricht fur das Vorhandensein gsotetr Faktoren (Levitt and Mitzner,
1989; Shinagawa and Kojima, 2003; Zhang et al.,7198iyabara et al., 1998; Sadakane et
al.,, 2002; Whitehead et al., 2003; De-Sanctis gt1895; Kannan and Deshpande, 2003;
Takeda et al.,, 2001). Die Genregionen, die sigaifte Zusammenhange zeigen, sind im
Mausgenom in zum humanen Genom homologen (synteReg)onen lokalisiert. Diese
codieren daher fur identische Gene (z.B. langer Aes Mauschromosom 17 = synten zu
hum. Chromosombereich 6p21, Mauschromosom 7 und Symten zu 11921-11q923,
Mauschromosom 11 = synten zu dem Cytokingenclustér5931). Wegen der Fulle an
Studien, die wahrscheinlich signifikante Zusammegesd gefunden haben, sind in der
nachfolgendenTabelle 5 nur genomweite Studien mit Kreuzungen von verstdnen

Inzuchtmausen mit einem signifikanten Ergebnis alidtet.

In mehreren Linkageanalysen wurde ein Genort gefander fur einen Teil der atopischen
Phanotypen bei Mausen verantwortlich ist. In deRTiégta-Kette und in dem Gen ADAM33
wurden mehrere Polymorphismen entdeckt, die dietedeng der Phanotypen erklaren
(Cheng et al., 2004; Eerdewegh et al., 2002).
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Tab. 5: Signifikante QTL s aus Total-Genom-Scans inMausmodel

Maus- oM/ Homologe Phéanotyp
Genregion be Kandidatengene Mausstammnle (Stimulans) Autor, Jahr, Lit.
Chromosom Marker .
Homo sapieng LOD-score
74 2914 IL-1B, Gnas, Acra ) .
2 (BHR1) 20p13 ADAM33 A/J, C57BL/6 | BHR (MCh) (De-Sanctis et al., 1995)
BHR (Ova,
2 0-10 10p15-pter GATA3, IL-2& IL-15Ra A/J, C3H MCh, ACh) (Ewart et al., 2000)
_ BHR (Ova,
2 18-23 9033-934.1 C5, Prostaglandin E-Synthpse Qg8 MCh, ACh) (Ewart et al., 2000)
3 3,9 8021 IL-7 A/J, C57BL/{ BHR (Prows et al., 1997)
5 33 4p15-p16 ? A/J, C57BL/$ BHR {0 (Prows et al., 1999)
5 69 12q24 IFN AlJ, C57BL/6 BHR (Q (Prows et al., 1999)
6 40,2 3pl4 IL5R AlJ, C57BL/6 BHR (Q (Prows et al., 1999)
6 (B5|3§55) 3q21-22 IL5R. A3, C3H | BHR (MCh) (De-Sancitis et al., 1999)
2p11-p13
3p26-p24 )
6 53 7022-qter IL-5R A/J, C3H BHR (ACh) (Ewart et al., 1996)
12p11-p13
7 11,0 19913 BCL3, CD22 AlJ, C57BL/B BHRJO (Prows et al., 1997)
7 (Bﬁg N Kallikrein A/J,C3H | BHR (Mch) (De-Sanctis et 4899)
Atopische
7 42,6 11913 IL-16 NOA/ DBA2| Dermatitis, (Watanabe et al., 2001)
(ges. IgE)
9 ca. 18 11923 IL-10R Balb/C, BP2 BHR (Oval (Zhang et18199)
Atopische
15,0 Thy1, Cd3d, Cd3e, Cd3g, IL ”
9 (Derm1) 11g22.2-23.3 10ra, IL-18, Csk, NC/Nga Dermatitis, (Kohara et al., 2001)
(ges. IgE)
10 ca. 44 12922-q24 IRN Balb/C, BP2 BHR (Ova) (Zhang et al., 1999)
11 ca. 7 5031 IL-4 Cytokingencluster Balb/C, BH2 Eos(g\c/)g?me (zhang et al., 1999)
Prows et al., 1997)
55,6-56 Thet AlJ, C57BL/6 BHR (O) ( . ]
11 (Ali 1) 17921-22 MPO, iNOS2, (Prows et al.1,9199§)7, Prows et
ca. 52 Cytokingencluster, NGFR | Balb/C, BP2 BHR (Ova) (Zhang et al., 1999)
Atopische
13 51 sqi3  |P'K3R1 (p85 regulatory subul \hp/ ppp2 | Dermatiis, (Watanabe et al., 2001)
(Ali 2) der PI3-Kinase)
(ges. IgE)
8021 NOA, C57BL/6] Atopische
14 25-42,5 13 p12_14 TCRa 1QI, C3H, Dermatitis, (Natori et al., 1999)
q DBA/2, Balb/C| (ges. IgE)
15 (B“H7|'?12) 22913 | IL-2rb, IL-3rb1, IL-3rb2, Pdgfb A/J, C57BL/6 | BHR (MCh) (De-Sanctis et al., 1995)
ca. 10 Balb/C, BP2 | BHR (Ova)
Zhang et al., 1999
17 (BHR3) 6p21 MHC, TNFe, Mcpt6 + 7 (D(e-Sangctis ot al 19235)
14 AlJ, C57BL/6 | BHR (MCh) !
17 322 16;;113 MHC, TNFo (bei ca. 25cM) | A/J, C57BL/d  BHR @ (Prows et al., 1999)
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2.5 Relevanz des Tiermodells

Genetische Analysen komplexer Merkmale sind sowahl Inzucht- als auch in
Auszuchtpopulationen mdglich. In Auszuchtpopulatiorist die Untersuchung genetischer
Ursachen allergischer Erkrankungen wegen nichtdstaisierbarer Umweltfaktoren und der
hohen genetischen Heterogenitdt weniger erfolgvectiend. Faktoren wie Pollenflug,
Hausstaub und Infektionserreger, die Ernahrungsidebte Infektionen, Impfungen und die
individuelle Wohnumgebung sowie die Allergen- undrrel§erbelastung in der
Kindertagesstatte sind praktisch nicht zu vereitibben. Studien im humanen System, die
trotz hoher genetischer Varianz durchgefiuihrt wurdsmotigen eine entsprechend héhere
Zahl an Probanden. Die Suche nach genetischen thénsaoon Krankheiten kann bei der
Wahl zu heterogener oder zu kleiner Versuchsgruppenfalsch positiven oder falsch

negativen Ergebnissen fihren.

Da fur genetische Untersuchungen der Fellfarbe emehlvlausstamme bereits seit 80 Jahren
uber 20-50 Generationen ingezichtet wurden, bisitem diese Inzuchtmausstamme fur die
Untersuchung der genetischen Ursachen komplexeakkngen an. Diese Inzuchttiere sind
einfach zu erhalten, haben eine kurze Generatidns3:4 Monate/ Generation ) und eine
groRe Nachkommenanzahl. Die Umweltbedingungen &ied der Haltung dieser Tiere
einfach zu standardisieren. Viele dieser Mausstammugden bereits in genetischen
Untersuchungen genutzt. Daher sind bei vielen diesgichtmauslinien genetische Marker
zur Unterscheidung der verschiedenen Inzuchtstampe&annt. Bei der Kreuzung zweier
Mausstdmme lasst sich mit Hilfe dieser Marker dexkdnft eines Genomabschnittes einem
der Parentalmausstamme zuordnen. Diese Inzuchtieten sich daher fur die geplante
Untersuchung genetischer Ursachen allergischeaBkkingen an (De-Sanctis et al., 2001).

In verschiedenen Tiermodellen wurden zu Krankhedles Menschen gute Korrelate mit
gleicher oder ahnlicher Symptomatik und Uberlappen®iagnostikkriterien beschrieben.
Asthma, bronchiale Hyperreaktivitat, inflammatohednfiltrate in Haut und Lunge, erhghte
Schleimproduktion, allergische Sofortreaktionen ddaut, spezifische IgE-Erhéhung,
Gesamt-IgE-Erhéhung und viele Autoimmunkrankheieumrden bereits in Mausmodellen
untersucht (Herz et al., 1996b; De-Sanctis and &ra¥997; Drazen et al., 1999).
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Um in einem Tiermodell genetische UntersuchungeRdrmm von Linkageanalysen machen
zu konnen, ist ein Test notwendig, mit dem sichdestiens 2 Tierstamme mdglichst klar
voneinander unterscheiden lassen. Die UntersucdendNachkommen aus einer Kreuzung
dieser beiden Tierstamme gibt Aufschluss Uber eiBeriluss bestimmter Abschnitte des
Genoms auf diesen Phanotyp.

2.6 Die allergische Sensibilisierung und der Intraltantest

Bei der Immunisierung mit Proteinen kdnnen diedbsseschon eine Entziindungsreaktion
verursachen. So reichen bei Verwendung von Ovalbumereits 20 bis 50 pg Protein in
physiologischer Kochsalzldsung und mehrmals tb&@A\¥echen intraperitoneal injiziert aus,
um eine gute F2-Immunantwort zu erzeugen (Ergebnisse eigenerarsuche). Bei anderen
Proteinen ist dies haufig nicht der Fall, oder iesl sehr viel héhere Dosen notwendig. Ob
diese Reaktion jedoch wirklich auf Ovalbumin zurfigkihren ist, ist umstritten, da in
einigen Ovalbuminchargen, die vor Jahren fiur Vemsugenommen wurden, Endotoxin
nachgewiesen wurde (Epstein, 2004). Da andere iReoptallein verabreicht, keine Allergie
provozieren, ist zur Triggerung der allergischemsHalisierung die Verwendung eines
Adjuvans notwendig. Aluminiumhydroxid induziert alédjuvans eine starke .B-
Immunantwort, die sich in einem fir eine solche mantwort typischen Zytokinmuster und
hohen allergenspezifischen und Gesamt-IgE und ;-I§i@&rn wiederspiegelt. Gleichzeitig
bewirkt die Bindung des Allergens an Kristalle dd§OH)3 eine verzdgerte und langsame
Freisetzung des Proteins und somit einen langeremtakt des Immunsystems der
untersuchten Tiere mit diesem Protein. Daher wied diner solchen Immunisierung mit
einem Proteingemisch (Birkenpollenextrakt) und Adjus eine lokale Entziindung provoziert
und die Immunreaktion gleichzeitig ingZ-Richtung gelenkt. Damit wird jedoch nie eine
reine Ty2-Reaktion erreicht und es ist daher sowohl mieetrhéhung von J1-Zytokinen
IL-2, IL-12, IFN-y und von Immunglobulin Ig& wie auch von denR-Zytokinen IL-4, IL-

5, IL-13 und den Immunglobulinen Ig@nd IgE zu rechnen.
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2.7 Ziele dieser Arbeit

In dieser Arbeit soll die Vererbung von Allergieaher untersucht werden. Dafur soll wie im
folgenden geschildert vorgegangen werden:

1. Durch die Immunisierung mit einem Modellallergail eine, einer Allergie des Menschen
ahnliche, Erkrankung im Mausmodell etabliert werdddabei soll die allergische
Sofortreaktion mit einem Hauttest getestet und @&mduktion von spezifischen
Immunglobulinen als Malf3 fur die Starke der allesgen Reaktion gemessen werden. Es
sollen moglichst 2 Inzuchttierstamme gefunden werdée sich maximal in der Reaktion
auf das ausgesuchte Modellallergen mit den geplantintersuchungsmethoden
unterscheiden.

Diese 2 Tierstamme sollen miteinander verpaartdiadNachkommen auf ihre Reaktion
auf das Modellallergen untersucht werden. Aus dertaflung der Allergie bei den
Nachkommen der F1, F2-intercross und den F2-baskdgBenerationen auf jeweils einen
Elternstamm soll die Vererbung im Mausmodell abbasa werden.

2. Mit den Ergebnissen der Allergietests und Dates der Analyse genetischer Marker der
untersuchten Tiere sollen Linkageanalysen durchgeftiverden. Dazu sollen die
allergenspezifischen Immunglobulintiter als quativier Phanotyp herangezogen werden.

3. Die in den durchgefuhrten Linkageanalysen gesued Genombereiche im Mausgenom
sollen mit den Ergebnissen von anderen Linkageaaalym Mausgenom und mit Studien
im humanen Genom, die in syntenen Bereichen Linkgefinden haben, verglichen
werden. Dabei sollen Schlussfolgerungen fir weitdrgersuchungen gezogen und die
Ergebnisse in den derzeitigen Wissensstand zur tReadlergischer Erkrankungen
eingeordnet werden. Letztlich soll auch Gber mégli€ehlerquellen nachgedacht und die
Ursache fir die vielfaltigen Ergebnisse von Linkaggysen mit atopischen Phanotypen

gefunden werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Tiermodell der allergischen Sofortreaktion deHaut

verwendete Tiere:

weibliche Mause, A/J und C57BL/6, 6-8 Wochen alt arlein & Winkelmann, Deutschland
weibliche und mannliche Mause [B6xA/J]F1 Jackkahs, USA
eigene Nachzucht von (A/JxB6)F1 und ((B6xA/J)xB6)Rvie ((B6xA/J)xA)N2 backcross-Tieren

Die Tiere wurden in der tierexperimentellen Eintioclg des Rudolf-Virchow-Klinikums in
Raumen der Sicherheitsstufe S1 gehalten und gegtiicilegen der in der Tierhaltung
verwendeten Luftfilter ist das Risiko einer Beeis$ung der Versuche durch jahreszeitlich
bedingten Pollenflug gering gehalten worden. In @@arhaltungsrdumen wurde das ganze Jahr
Uber der gleiche Tag/ Nacht — Rhythmus simulierd wie Temperatur und Luftfeuchtigkeit
konstant bei 21°C bzw. 65% Sattigung gehalten.di€ilmmunisierungen einer Experimentserie
wurde Birkenpollen einer Charge benuf2te Tiere erhielten im Versuchszeitraum das gleiche
Futter, waren alle im gleichen Raum untergebracit waren bei Versuchsbeginn zwischen
6-10 Wochen alt. Alle Immunisierungen wurden vomsidben Untersuchern mit einer

Birkenpollencharge durchgefhrt.

3.1.1 Immunisierung

Material:

Birkenpollenextrakt ALK-Abello, Hagrsholm, Damerk
Aluminiumhydroxid Pierce, IL, USA

PBS-Dulbeco (steril) Seromed/Biochrom, Deuitsath
Kandilen (0,4x20 mm) Terumo, Belgien

1ml Spritzen Becton Dicinson, Deutschland
0,2 um Sterilfilter Pierce, IL, USA

Dreiwegehahn Becton Dicinson, Deutschland

Allergenaufbereitung:

Das lyophilisierte Birkenpollenextrakt aus Pollesr tHangebirkéBetula verrucosa) wurde in
phosphatgepufferter NaCl-Loésung geldst, durch eid@num Filter sterilfiltriert, aliquotiert
und bei —20°C bis zur Verwendung eingefroren. Deh@h an Majorallergen Bet-v | der von
uns verwendeten Charge war 12,3 upg/ml bei 100.0Q0mE Fir den intracutanen
Hyperreaktivitatstest und die allergenspezifischéfLISA’s wurde rekombinanter
Birkenpollen verwendet, der genauso wie das Birk#iepextrakt geldst, aliquotiert und bei —

20°C gelagert wurde.
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Immunisierungsprotokoll:

Die Mause erhielten an den Tagen 1, 14 und 21rje @itraperitoneale Bet v- Injektion
(Abb.7). Je Maus wurden 20 mg Bet v, absorbiert an AlQH)5 mg/ml), geldst in 150 pl
PBS, injiziert. Jeweils 2 Tiere der Parentalstan®hkund C57BL/6 wurden als Kontrollen
pro Versuchsgruppe (20-40 Tiere) mitimmunisiert.r Mder Immunisierung wurde das
Birkenpollenextrakt mit Hilfe von zwei, Uber ein@Wegehahn verbundenen Spritzen 15
min lang mit AI(OH} gemischt.

\ I.p. Injektion von 20ug Bet v + AL(OH); in 150ul PBS

s
Tag 1 14 21 28 ICHS
Gewebe z. DNA-Extraktion
Betv f f f Serumgewinnung
Abb. 7: Immunisierung und Versuchsprotokoll
3.1.2 Serumgewinnung
Material:
1ml Spritzen Becton Dicinson, Deutschland
Kanulen (0,4x20 mm) Terumo, Belgien

Fur die Messung der Immunglobulintiter wurde deer&n unmittelbar nach Tétung durch
cervikale Dislokation und Praparation des Bauckgeletwa 0,3 bis 0,5 ml Blut durch
intrakardiale Punktion entnommen. Nach Gerinnung B& und Zentrifugation des
Vollblutes (10 min bei 1200 g) wurde das Serum abganen und bei —20°C bis zur Immun-

globulinmessung eingefroren.

3.1.3 Intracutaner Hypersensibilitatstest (ICHS-Teg

Material:

Evans blue 0,5% (No. E2129) Sigma-Aldrich, Bebtand

1ml Spritzen Becton Dicinson, Deutschland
Kanulen, 24G (0,4 mm &, 20 mm) Terumo, Belgien

Compound 48/80 (N-methyl-p-metoxy-phenethylamin) igng&-Aldrich, Deutschland
Rotlichtlampe 100W Philips, Deutschland

Rasierer fur Kleintiere Philips, Deutschland

Allergenlésungen mit rekombinantem Bet v:
PBS-Dulbeco (steril) Seromed/Biochrom, Deutsoth
Bet v 1, rekombinantes Birkenpollenhauptallergen iontay, Osterreich
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Zur Testung der IgE-vermittelten Hypersensitivitéktion Typ 1 nach Coombs und Gell
wurde das Bauchfell der Tiere rasiert um intracetemektionen sicher setzen zu kénnen. Die
Tiere erhielten jeweils 100 ul einer 0,5%-igen E/étue Losung i.v. in eine Schwanzvene.
Zur Erleichterung der Injektion wurden die Hautvemirch Erwarmung der Tiere unter einer
100 W Rotlichtlampe fir 5-10 min. im Abstand von @@ dillatiert. Dann wurden mit 24G
Kanulen je 6 intracutane Quaddeln zu je 50 pl e ausreichenden Abstand voneinander
in die Bauchhaut gesetzt. Es wurde eine Positivkdat mit dem Mastzelldegranulator
Compound 48/80 (1ug/ml) sowie eine Negativkontrotiét PBS zur Kontrolle einer
erfolgreichen Farbstoffinjektion und der Injektibeshnik gesetzt. Die ubrigen 4 Quaddeln
enthielten unterschiedliche Konzentrationen de®mdknanten Birkenpollenhauptallergens
Bet v I, gelost in PBS. 15 Minuten nach Setzen Qemaddeln wurden die Tiere durch
cervikale Dislokation getétet, die Bauchhaut préggrauf Styropor aufgespannt und in den
nachsten 15 Minuten von 3 Begutachtern bewéftieb. 8).

Compound
48/80
O Punkte
Bet v
500 ng
Bet v
750 nc 2 Punkte
3 Punkte
Bet v
B 250 ng
’
1 Punkt
O Punkte

Abb. 8: Dermis einer Maus zum Zeitpunkt des Ablesemdes ICHS, aufgespannt und von
der Subkutanseite betrachtet. Das Injektionsschemand die Bewertungen die fur diese

Quaddeln vergeben wurden, sind in dem Schema rechtgu finden. Die Bewertung

erfolgte direkt nach der Praparation und Fixation auf der Unterlage. Auf Fotos war die

Bewertung leider nicht immer nachvollziehbar. Die Baufarbung hob sich manchmal

nur recht schwach vom dunklen Hintergrund ab (bei dinklem Fell schlechter zu

beurteilen, da der dreidimensionale Eindruck fehlt) Die Blauverfarbung ist bei diesem
Tier auf dem Foto wegen der hellen Fellfarbe jedochut nachvollziehbar.
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In Vorversuchen haben wir die Konzentrationen dautitéstiésungen so titriert, dass wir bei
2 Mausstammen high und low responder definieremi@n Die Vorversuche haben auch
gezeigt, dass bei Verwendung hoéherer Birkenpoller&otrationen fiur die

Intrakutaninjektionen auch bei den von uns gefurdetow responder Tieren starkere

Reaktionen zu beobachten sind (Daser et al., 1998a)

3.1.4.1 ICHS-Bewertung

Bewertet wurde die Flache des blau gefarbten Healsr Die Positivkontrollen mit dem

Mastzelldegranulator Compound 48/80 erhielten legi Bewertung immer den Wert 3, die
Negativkontrollen (PBS-Injektionen) immer den Wéxt Falls die Positivkontrolle nicht

ausreichend reagiert hat, d.h. sich nicht eine tigeif Blaufarbung zeigte oder die
Negativkontrolle nicht sicher negativ war, weil gi®. auch eine leichte Blaufarbung zeigte,
wurde das entsprechende Tier aus der Wertung geeomnDie Quaddeln mit

Birkenpollentestlosung wurden mit diesen beiden tkallen verglichen und wie folgt

bewertet: Quaddeln, die gleich grof3 aussahen, iwi€dsitivkontrolle, erhielten wie diese 3
Punkte. Quaddeln, die wie die Negativkontrolle olBiauverfarbung waren, erhielten wie
diese auch 0 Punkte. Quaddeln, die kleiner, al®dstivkontrolle waren, erhielten 2 Punkte.
Quaddeln, die deutlich kleiner als die Positivkolér waren und sich gleichzeitig von der
Negativkontrolle unterschieden, erhielten 1 Pubké Bewertungen der Quaddeln, die durch
Allergenprovokation mit steigender Allergenkonzatibn entstanden sind, wurden addiert.
Bei 4 Allergentestquaddeln erhielten wir so Werteiszhen 0 und 12 Punkten. Die so
erhaltenen Bewertungen stellen eine gut quantifzieAussage Uuber die allergische

Sofortreaktion der untersuchten Tiere dar (Dasat.e1998a).

3.1.4.2 Boniturmethode

In Vorversuchen hat sich gezeigt, dass der Hauttester durch Messung der Grol3e oder
Dicke der Quaddeln noch durch Fotografie und spafauswertung aller Fotos objektiv

skalierbar und auswertbar ist. Daher haben wir B@iturmethode zur Auswertung

herangezogen. Dabei wurden die Hautteste wie hebehr parallel immer von denselben 3 in
der Auswertung getbten Untersuchern bewertet. BigaBtung jedes einzelnen Untersuchers
ist dabei als subjektiv zu betrachten. Durch dieahivdingige Begutachtung mehrerer
Untersucher und die anschlieBende statistischerélmivurde die Bewertung der Hautteste

objektiv quantifizierbar. Die Bewertungen der 3 &hsticher wurden dazu gemittelt. Zur
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Kontrolle der Gultigkeit der Bewertungen wurde dgendall-Konkordanzkoeffizient
(Kendall-W) berechnet (Lienert, 1967).

3.2 Immunglobulinmessung mittels ELISA (Enzym Linkel Immuno
Sorbent Assay)

Material:

96-well Rundbodenplatten Nunc, Deutschland
Coating-Puffer: (100 mM Natriumbikarbonat NaHE@H 8,2) Sigma-Aldrich, Deutschland
Waschpuffer: PBS (100 mM NdPQy; pH 7,4; 0,05 % Tween 20)

Dinatriumhydrogenphosphat p#PO, Sigma-Aldrich, Deutschland

Tween 20, Polyoxyethylensorbitanmonolaureat Sigdamich, Deutschland
Blocking-Puffer und Verdinnungspuffer: PBS (10 mebiNPOy; pH 7,4; 3 % BSA)

Bovine Serum Albumin, BSA Sigma-Aldrich, Deutkuid
Gallatti-Puffer:

Zitronensaure-Monohydrat200mM Merck, Deutsctlan

4 M Kaliumhydroxidlésung KOH Merck, Deutschland

0,1%0 Wasserstoffperoxyd D, Merck, Deutschland
TMB, 3,3',5",5’ Tetramethylbenzidin (100mM) FlukBeutschland
Dimethylsulfoxid, DMSO Sigma-Aldrich, Deutschih
Streptavidinperoxidase Calbiochem, Deutschland
Schwefelsaure, 2 M Merck, Deutschland

Primére Antikorper/ Antigen:

Anti-Maus 1gG, monoklonal, #02001D Pharmingen (BD), Deutsotila
Anti-Maus lgG2a, monoklonal, #02011D Pharmingeb), Deutschland
Schaf-anti-Maus IgE, polyklonal #5118-6504 BindBi¢e, England
Bet v 1, rekombinantes Birkenpollenhauptallergen LKAADbello, Harsholm, Danemark
Sekundére Antikorper:
Biotin-anti-Maus 1gG1, monoklonal, #02002D Phargdn (BD), Deutschland
Biotin-anti-Maus 1gG2a, monoklonal, #02012 D Phiangen (BD), Deutschland
Biotin-anti-Maus IgE, monoklonal, 02132 D PharmengBD), Deutschland
Standards:
Purified Maus-lgG, #03001D Pharmingen (BD), Deutschland
Purified Maus-lgG2a, #03021D Pharmingen (BD)ut3ehland
Purified Maus-IgE, #03121D Pharmingen (BD), Behtand

ELISA-Reader DYNAX 9000, zugehdorige Auswertesoftevar

Durchfihrung:

Die 96-well Mikrotiterplatten wurden mit dem prinegr AntikGrper gegen IgE oder mit
rekombinantem Birkenpollen, gel6st in Coating-PuffeE00ul/well, 4°C .N.), inkubiert und
nach zweimaligem Waschen zur Pravention unspekdisdBindungen 2h bei RT mit
Blocking-Puffer inkubiert. Nach einem weiteren Waschritt wurden die Proben und die
Standardverdinnungsreine in  Doppelbestimmungen, diwet in  Blocking-Puffer,

aufgetragen (100ul/well, Inkubation fir 2h auf d&uohittler bei RT). Nicht gebundene

Probenreste wurden durch dreimaliges Waschen eériond der biotinylierte, sekundare
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Antikorper aufgetragen (verdinnt in Blocking-Puff@;5ug/ml, 100ul/well, Inkubation 2h
auf einem Schuttler bei RT). Nach achtmaligem Wasdlter Platten wurde zur spezifischen
Markierung der gebundenen biotinylierten Antikérpger Enzymkomplex Strepavidin-
Peroxidase aufgetragen (1pg/ml, 100ul/well, Inkidmaruhend %2h im Dunkeln bei RT).
Nach 6-fachem Waschen wurde das Substrat 3,5Tefsdmethylbenzathidin (verdinnt in
Gallatti-Puffer, 100 mM, 150ul/well) zugegeben uid Platten im Dunkeln ruhen gelassen.
Die Oxydationsreaktion wurde nach deutlich sicréb&@iauverfarbung der Standardreihe (ca.
15-30 Minuten) durch Zugabe von 50ul 2M Schwefalsd@estoppt. Nach dem Farbumschlag
von blau nach gelb wurde die Extinktion (Testfil&30nm, Referenzfilter 490nm) des von
der Peroxydase umgesetzten Substrates gemessen mmd Hilfe der
Standardverdinnungsreihe die Konzentration der Ingialouline in den Proben berechnet.

Fur die Bet v-spezifischen IgE, 1gG1l und IgG2a EAI®urde ein Standardserum aus
immunisierten A/J-Mausen generiert. Die Tiere wardach dem Immunisierungsschema mit
50 pg Bet v pro Tier und pro Injektion immunisiezur Serumgewinnung wurde den Tieren
mehrmals im Abstand von einer Woche Blut aus eB@wanzvene abgenommen. Das Blut
wurde bis zur vollstdndigen Gerinnung bei RT gefggeentrifugiert, Serum abgenommen
und eingefroren. Fur die Herstellung der Standaesrseurden so gewonnene Seren von stark
immunisierten Tieren miteinander vermischt und wditert bei —20°C bis zur Verwendung
gelagert. Die Konzentration des zuerst generieutererdiinnten Standardserums wurde auf
2000 LU/mI festgelegt. Weitere Standarserumchangerden mit dem zuerst generierten
Standardserum abgeglichen und entsprechend verdidtiet Seren wurden im ELISA

mindestens 1:2 oder hoher verdinnt eingesetzt.

3.3 DNA-Praparation, Markerselektion und PCR

3.3.1 Praparation der DNA

Die Praparation der DNA aus den Gewebeproben, d®vahl der Marker sowie die PCR
und deren Auswertung wurden in unserem Labor deftingt. Diese Daten sind in der
Promotionsarbeit von K. Kotz veroffentlicht (Koet2p002). Die verwendeten Methoden
werden deshalb hier nur kurz erlautert. Die Praparader genomischen DNA erfolgte mit
Hilfe des QIAamp Tissue Kit aus nativem Lebergew@AGEN, Hilden, Deutschland)Die
Konzentration und Reinheit der extrahierten DNA @audurch Messung der optischen Dichte
bei 260 gegen 280 nm Wellenlange mit einem Spglticabmeter $pectrophotometer DU 640,

Beckmann, USAkontrolliert.
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3.3.2. PCR, Markerselektion, PCR-Produktanalyse

Gerate:
Tetrad Cyler MJ Reasearch, Watertown, MA, USA
ABI 377XL DNA-sequenzer PE Biosystems, Weitalst®eutschland

Die backcross-Tiere wurden auf die Allelitat vorO1dikrosatellitenmarkern und damit auf
die Vererbung der Genabschnitte von einem Eltdrote diese Marker, untersucht. Die
Markerdichte variiert zwischen 5 und 25 cM und lag Mittel bei 10,4 cM. Die Marker

lieBen eine Differenzierung zwischen den untersrchinzuchtmausstammen A/J und
C57BI/6 zu. Der reverse Primer jedes Markerpaaras mit einer Fluoreszenzfarbe am 5°'-
Ende markiert. Auf Chromosom 6 wurden wegen det tor bronchiale Hyperreaktivitat

gefundenen QTL (Prows et al., 1999; Ewart et &961 De-Sanctis et al., 1999) zusatzliche

Marker untersucht. Die verwendeten Marker sind @& (Daser et al., 2000) publiziert.

Die PCR’s wurden mit einem Tetrad Cyler durchgdfiipenaturationszeit 20 sec, Primer-
Anlagerung 20 sec, je nach Primer unterschiedli€emperatur, Extension 20 sec). Die
Proben wurden auf einem ABI 377XL DNA-Sequenzer aeit Software Genescan, Version

3.0 und Genotyper, Version 2.0 der Firma PE Biasystdurchgefihrt.

Der grofte Teil der DNA-Proben wurde mit einem Rgyautomaten verarbeitet und
analysiert. Fur 23 Marker wurden die PCR-Ansatagh von K. Koetz und H. Schulz
pipettiert und analysiert. Die bei PCR-Analysen moeisch bedingte Ungenauigkeit
zwischen den zwei verwendeten Messmethoden betBi§rdzent bei Analyse der gleichen
Marker mit der automatisierten als auch mit derr, pand” -Methode. Diese Fehlerquote
liegt im erwarteten Bereich (bis zu 3%) und ist aUihgenauigkeiten bei der

Langenbestimmung der Amplifikate, Ablesefehler oeeentuell auch auf Pipetierfehler bei
der ,per Hand“-Methode zuriickzufihren. Fir die istsiche Auswertung mit Hilfe von

Linkageanalysen ist jedoch ein Fehler bis zu 5 %eptabel, ohne die Berechnung von

Linkage malf3geblich zu beeinflussen (Manly et &Q1d).
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3.4 Statistische Auswertung und Linkageanalyse

Fur die Auswertung und die graphische Darstellungie flr die statistische Verarbeitung der
Daten wurden das Microsoft-2000-Programmpaket,g@sghdere EXCEL 2000, sowie Graph Pad
Prism 3.1 und SPSS 10.07 benutzt. Fir die Linkegjgaen wurde das Programmpaket Map
Manager QTX in der Version bl2 _ (www.linkage.rockieieedu/soft/list.html oder
mapmagr.roswellpark.org/mmQTX.htm{l.ander and Botstein, 1989; Lander et al., 198hder
and Schork, 1994; Manly et al., 2001a) verwendet.

Von den 160 Markern wurden 5 Marker in der Berecdignaer Linkageanalysen nicht
berticksichtigt, da diese 5 Marker zu nah an beratdh Markern lagen. Wegen der Nahe
der Marker zueinander hat kein crossing over zvasctiesen Markern stattgefunden und
diese Marker sind daher nicht informativ. Nur rekonrerte Marker sind interessant fur
Linkageanalysen. Zu nah beieinanderliegende Maid@inen einen grél3eren Abstand
zueinander vortauschen. Da dies je nach verwenddsgping-Funktion zu mehr oder
weniger starken Fehlern fuhrt, wurden nicht infotireMarker ausgeschlossen (Manly et al.,
2001b).

Bei den Linkageanalysen wurde die Kosambi-Mappingkion verwendet, da diese

Interferenz zwischen zwei crossing over Ereignidseniicksichtigt, d.h. auch die Méglichkeit

unterstitzt, dass zwei crossing over gleichzeitifeanem Gen bei einer Meiose stattfinden
oder kein solches Ereignis auf einem Chromosortfistiat (Manly et al., 2001b).
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4. Ergebnisse

4.1 Immunisierung und intrakutaner Hypersensibilitatstest

Um die Varianz der Umweltfaktoren und die genetsdlariabilitat mdoglichst gering zu
halten, wurde das Modell der birkenpollenallergigie Maus gewahlt. Als Test fur die
allergische Sofortreaktion (Typ | nach Coombs une@ll)Gwurde ein intrakutaner

Hypersensibilitatstest etabliert.

In Vorexperimenten wurden die Mausstamme A/J, AKBA/2, C57BL/6 und Balb/C auf
die Hypersensibilitatsreaktion nach Immunisierungunterschiedlichen Allergenen getestet.
Zur Immunisierung wurden verschiedene Konzentratiorvon Huhnereiweil3 (Ova),
Hausstaubmilbenextrakt (Der p) oder Birkenpollerakit (Bet v) verwendet. Die Allergene
wurden durch Mischung der Allergenlésungen mit Allioomhydroxydlosung an Al(OH)
Molekile absorbiert und mehrfach nach dem erwdhni@emmunisierungsschema
intraperitoneal injiziert. Die Allergie der Tiereuwnde nach 28 Tagen mit dem Hauttest
getestet. Auch fir diesen Test wurde die Konzeptrah der Allergeninjektionslésungen
variiert und so angepasst, dass sich ein maxinuaiégrschied in der Reaktion auf eines der
verwendeten Allergene bei zwei Mausstammen zeljie.Mausstamme A/J und C57BL/6
reagierten bei Verwendung von 20 pg Birkenpollerskttpro Immunisierung als high und
low responder und zeigten somit einen maximaleretdohied/Abb. 9). Daher haben wir fur
weitere Untersuchungen zur genetischen Disposiien Birkenpollenallergie diese beiden
Tierstamme gekreuzt und die Nachkommen der F1FEZntercross und der F2-backcross-

Generationen auf die Parentalstdmme untersucht.

Insgesamt wurden im Hauttest 39 A/J, 32 C57BL/6,Nathkommen der F1-Generation
(AxB)F1, 18 Nachkommen der F2-intercross-GeneratidB6F1 x ABG6F1)F2, 58
Nachkommen der F2-backcross-Generation (B6AF1 x2Agblie 156 Nachkommen der F2-
backcross-Generation (B6AF1 x B)N2 untersucht. diégrMessung der Immunglobulintiter
standen Seren der Parentalstamme A/J und C57BR/G&ePen der F1-Generation (AXB)F1,
18 Seren der F2-Generation (AB6F1xAB6F1)F2, 58 i5eler F2-backcross-Generation auf
den low responder Stamm A/J (B6AF1xA)N2 sowie 56eBaler backcross-Generation auf
den high responder Stamm C57BL/6 (B6AF1xB)N2 zurfifgung. Da nur die im ICHS
extremen Tiere genotypisiert wurden, standen fle diinkageanalyse mit den

Immunglobulintitern nur 35 Tiere zur Verfigung.
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Bei der Bewertung des ICHS wurden 2 Tiere nichteygst. Bei diesen Tieren war entweder
die Positivkotrolle mit dem Mastzelldegranulatorn@mund 48/80 nicht zu beurteilen, da ein
Hautgefald getroffen war oder es war keine Blauvieuidg der Positivkontrolle festzustellen
(Injektion des Farbstoffs nicht geglickt). Tiere rden auch ausgeschlossen, wenn die
Negativkontrolle eine Farbreaktion zeigte, die \Rasur- oder Injektionsfehlern bzw. von
verletzten HautgefaBen herrihren konnte. Die Erngebn des Hauttests sowie die
Immunglobulintiter sind inAbbildung 9 dargestellt. Als Kontrollen fir die Immunisierung
und den Phanotyp haben wir bei jedem Experimentudd C57BL/6 — Tiere mitgetestet.
Diese reagierten an allen Experimenttagen wie ¢etvan Hauttest sehr stark (A/J = high)
bzw. sehr schwach (C57BL/6 = low). Der definiertedRotyp hat sich damit mehrfach
bestétigt und war Gber den gesamten Versuchszeitstabil.

Intracutaner Hypersensibilitatstest
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Abb. 9: Ergebnis des Hauttests. Gezeigt sind einra Tiere und Mittelwerte (Balken).
Verwendete Abkirzungen:

A = Parentalstamm A/B = Parentalstamm C57BL/6

(AxB)F1 = F1-Generation, reagiert einheitlich als highpre=ler;

(AXB)F2 = F2-intercross—Generation, Phéanotyp breit aufgiésp— dom. Erbgang;
(BXA)F1xA = backcross-Generation auf den high respondenidseamm A/J;

(BXA)F1xB = backcross-Generation auf den low responder Rdsésimm C57BL/6
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In der F1-Generation zeigten nahezu alle Tiere ligle response. Da diese Generation durch
einfache Kreuzung zweier fur alle Chromosomen homoter (da ingezichteter) Eltern
entstanden ist, sollten diese Tiere fur alle Gep&erbzygot sein und nach dem ersten
Mendelschen Gesetz ,uniform” reagieren. Die Reaktiieser einheitlich heterozygoten
Tiere ist als high response zu werten. Daraus kisht schlussfolgern, dass der definierte
Phanotyp einem dominanten Erbgang unterliegt. DaAbergien, Atopie und Asthma von
einem polygenen Erbgang ausgegangen werden muis, gsesen Phanotyp ein durch mehr

als ein dominantes Allel gepragter Erbgang anzumehm@am ehesten ein codominanter.

Aus der Varianz des Phanotyps innerhalb der F1-aéona kann auf inkomplette Penetranz
des Phanotyps oder auf die Unsicherheit der Bestimgndes Phé&notyps geschlossen werden.
Unter den genetisch uniformen, heterozygoten Tiéaden sich sowohl high responder (22
Tiere = 81% mit> 9 ICHS-Punkten), low responder (3 Tiere = 11% @nRunkten) sowie
intermediate responder (2 Tiere = 7% mit 5 und 6kigen). Dies lasst die Annahme zu, dass
der Einfluss anderer Faktoren auf den untersuchiminotyp trotz konstanter
Umweltbedingungen grof3 ist und gleichzeitig einaf3gr Varianz des Ph&notyps besteht.

In der F2-Generation zeigte sich wie erwartet diretere Auffacherung des Phanotyps uber
das gesamte Spektrum der mdglichen PunktzahleneklVeégr starken Varianz des Phanotyps
und der vorhandenen inkompletten Penetranz ist exa&te Beurteilung der Aufteilung der
Nachkommen der F2-Generation mit dieser noch genngierzahl leider nicht mdglich.
Nach dem zweiten Mendelschen Gesetz teilt sichelb&m monogenen Erbgang in der F2-
Generation der Genotyp im Verhdltnis2:1 auf. Der Phanotyp teilt sich bei einem
monogenen, dominanten ErbgaBdl, bei einem monogenen, rezessiven Erbghr8) auf.
Bei einem polygenen codominanten Erbgang teilt dmhGenotydl:1:2:2:4:2:2:1:1 und
der Phéanotyp entsprechefd3:3:1 auf(Abb. 10).

Ein solches Verteilungsmuster 9:3:3:1 lasst siathinfinden. Es kann daher von einem
polygenen Erbgang mit mehr als zwei dominantenlé&il@usgegangen werden. Andererseits
kann eine solche gleichm&Rige Verteilung der Plygpeot in der F2-Generation auch durch
einen additiven Effekt der beiden dominanten Allgrgetduscht werden. Ein additiver

Effekt wirde bewirken, dass der Phanotyp nur daoh &usgepragt ist, wenn beide

dominanten Allele gleichzeitig vererbt wurden. Weirdur eines der beiden dominanten
Allele vererbt, so wird nur eine intermediate resgerreicht.
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P: AABB X aa bb
F1: AaBb
F2: AB Ab aB Ab
AB1 AABB | AABb | AaBB | AaBb
AaBb Ab AAB b AADbb AaBb Aabb
aB A-BB AaBo aaBB AaBb
ab AaBb Aabb aaBb Aabb
Abb. 10: Segregation des Genotyps bei einem codoraiten Erbgang

1:1:2:2:4:2:2:1:1 und des Phanotyp9:3:3:1

In den backcross-Generationen zeigt sich wie sdhoder F2-intercross-Generation eine
breite Aufteilung des Phanotyps lber das ganze t&pek Die backcross-Tiere, die durch
Kreuzung der F1-Generation (AxB) auf den high resgoStamm A/J entstanden sind, zeigen
jedoch eine starkere Reaktion als die Tiere, diedmn low response Stamm C57BL/6

zuriickgekreuzt wurden. Dies spricht wieder fur piderch 2 oder mehr Gene verursachten
dominanten Erbgang.
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4.2 Die Immunglobulintiter

Da die Parentaltierstamme fur die Genanalyse melh der Hohe der Immunglobulintiter
sondern nach ihrer Reaktion im Hauttest ausgesmatden, sind die Unterschiede zwischen
den Parentalstammen in der Hohe der Immunglobtidmtnicht so grol3, wie erhofft.
Trotzdem lassen sich Unterschiede zwischen demsuttiaten Tierstdmmen finden. Auch die
Immunglobulintiter zeigen, dass die A/J-Tiere higisponder sind. Die Titer waren fur alle
untersuchten Immunglobuline bei diesen Tieren armohsi@n. Bei der Untersuchung auf
andere immunologische Phanotypen fallen A/J-Tiegelmaliig als high responder auf und
entwickeln die starkstenyP-Reaktionen. Dies zeigt sich unter anderem inre@meOhten
bei

inflammatorischen Infiltraten in Lungenschnitteri Bawendung der gleichen Stimulanzien

Atemwegsreaktivitat Stimulation mit Ozon odercefylcholin, in vermehrten
und in der Hohe der Immunglobulintiter bei Immuarsing mit verschiedenen Allergenen
(De-Sanctis et al., 1999; Ewart et al., 1996; Dae8a et al., 1995; Prows et al., 1997; Prows
et al.,, 1999). Diese Hyperreaktivitat konnten win iHauttest und in der Produktion
spezifischer Immunglobuline wiederfinden. Neben d&fl-Tieren finden sich weitere
Mausstamme, die eher hyperreaktiv reagieren. Serddalb/C, AKR, und DBA/2 ebenfalls
starkere F2-Antworten. Dagegen sind die Mausstamme C3H, C3Bind SJL eher 2-
low responder und reagieren mit einer starkerghtReaktion (Nicolaides et al., 1997; Levitt
and Mitzner, 1988). Diese Unterschiede in der &amd Richtung von inflammatorischen
Reaktionen konnten auf generelle Unterschiede hsiscden Mausstammen in der
Prozessierung von Fremdprotein in antigenprasemiitsn Zellen, in der Prasentation der
Antigene, in einer unterschiedliche Rezeptordiatte signaliibertragenden Molekile auf T-
und B-Zellen, in einer unterschiedlichen AnzahisdieZellen und in einer unterschiedlichen

Zahl und Reaktivitat regulatorischer T-Zellen begtét sein.

Tab. 6: Ergebnisse unserer Immunglobulinmessungen - Mittelwerte und

Standardabweichungen aller Immunglobulintiter nachiImmunisierung (MW #* Stdabw)
A B (AxB)F1 (AxB)F2 |(AxB)F1xA |(AxB)F1xB

n=5 n=>5 n=22 n=18 n=58 n=56

ges. IgE [ng/ml] | 1615Q 4724 | 9971+ 3433 | 9841+ 3553 | 8180+ 4443 | 14571+ 4897 | 6712+ 6590
Betv-IgG; [LU/mI] | 5538+ 1778 | 566+182 | 4382+3294 | 2447+2974 | 3760+ 2155 | 2261+ 2452
Bet v -IgGy[LU/mI] | 13427+ 3824 | 7125+ 1540 | 4469+ 6579 | 2599+ 5968 | 2414+ 2714 | 1402+ 1864
Bet v —IgE [LU/mI] | 13950+ 1069 | 6690+ 942 | 2963+ 1554 | 1594+ 1206 | 5021+ 3227 | 8032+ 8366
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4.2.1 Gesamt-IgE

Die Unterschiede im Hauttest der Parentalstamnsziasich genauso wie oben beschrieben
auch an der Hohe der Gesamt-IgE Titer nachvollnieef Grund der geringen Tierzahlen
der Parentalstamme und groRer Standardabweichuitgenschneiden sich bereits die 25%
und 75% Quantile dieser Tiergruppdbb. 12A). Die Aufteilung der Gesamt-IgE
Immunglobulintiter in der F1, F2-intercross und B&:kcross-Generation entspricht nicht
dem Muster, wie es von uns im Hauttest beobachtetiev Die fir alle Allele heterozygote
F1-Generation reagierte nicht als high responderdarn als low responder. Somit folgt die
Vererbung der Gesamt-lgE-Spiegel nicht einem donmerasondern eher einem rezessiven
Erbgang. Die F2-Generation misste sich bei der Ameaeines monogenen rezessiven
Erbganges nach den oben beschriebenen Regeln pp&rwaufspalten. Diese Aufspaltung
konnten wir nicht finden. Der Mittelwert der GesagE-Titer der F2-Generation lag
Uberraschenderweise sogar niedriger als der Migtelvder Gesamt-IgE-Titer der F1-
Generation. Dies spricht fur einen additiven Eisflumehrerer Gene auf die Hohe der
Gesamt-IgE-Titer. Die IgE-Produktion stellt das &vwgis von Zell-Zell-Interaktionen,
intrazellularer Signaltransduktion, Produktion Materleukinen und Chemokinen dar und ist
die Endstrecke der pR-Immunantwort. Daher ist eine Beeinflussung durciele
regulatorische Proteine und Gene anzunehmen. Oxgahg der Gesamt-IgE-Spiegel kann
nur durch die Uberlagerung zahlreicher dominanter nezessiver Gene erklart werden.

Die backcross-Generation auf den high respondeznastamm zeigte eine high response.
Dies bestatigt die Annahme, dass das untersuchté&ndé dominant vererbt wird. Der
Mittelwert der IgE-Titer erreicht bereits bei Anveeeit von nur 75% der high responder
Gene das high responder Niveau. Die-bkckcross-Tiere auf den low responder
Parentalstamm zeigten entsprechend niedrigere GagknTiter. Obwohl diese Tiere noch
25% der Gene des high responder Parentalstammes,hadgt der Mittelwert sogar unter
dem Mittelwert des low responder Parentalstammeslefs gesehen spricht dies fir einen
starken additiven Einfluss von 2 oder mehr Allelanf den untersuchten allergischen
Phanotyp. Bei Diskriminierung der backcross-Genmanah mit einem Wert von 11000 ng
IgE/ml liegen 81% der backcross-Tiere auf den higgponder Parentalstamm (11 von 58)
uber und nur 21% der backcross-Tiere auf den Iepaeder Parentalstamm (12 von 57) tber
dieser Marke. Diese Verteilung lasst sich sehrrgiitdem Anteil der elterlichen Gene in

diesen beiden Tiergruppen erklaren. Demnach soll&&n der backcross-Tiere auf den high
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responder Stamm (mit 75% high responder Alleler) mur 25% der backcross-Tiere auf den
low responder Stamm (mit 25% high responder Alletegh responder seii\bb. 11).

Po C57BL/6
Fi-intercross: (AXB) Flgq, A AB=1:1 50%B
je 25% A
+25% B
F2-backcross : (AXB)F1 x A (AxB)F1 x B
75% A, 25 % B 25% A, 75 % B

Abb. 11: Verteilung des Genpools der Parentalstammauf die Nachkommen in der k-
und F,-Generation

Insgesamt lasst die Analyse der Gesamt-IgE-Titier dliergruppen auf einen dominanten,
polygenen Erbgang mit mehr als 2 Genen schliel3abeDliegt ein starker additiver Effekt
mehrerer dominanter Gene vor. Ein monogener Erbdgang mit den vorliegenden Daten

genauso wie ein rezessiver Erbgang ausgeschlosseeny

Abb. 12: auf der folgenden Doppelseiteimmunglobulintiter aller untersuchten Tiefa)
Gesamt-IgEB) Bet v spez. Ig&(C) Bet v spez. IgE un(D) Bet v spez. Igg. Dargestellt
sind alle einzelnen Tiere und geometrische Mitteleie Signifikante Unterschiede sind
gekennzeichnet. Die eingezeichneten gestricheliarer wurden zur Diskriminierung der
Tiere in high und low responder genutzt. (sieh@ddrungen im Text)

A=A/,

B = C57BL/6,

(AxB)F1 = F1-Generation aus der Verpaarung vonAidit C57BL/G7,

(AXB)F2 = F2-Intercrosstiere aus der Verpaarung von (AxBJiten untereinander,
(BXA)F1xA = Nachkommen aus der Verpaarung von (BxA)Fit A/J3

(BxA)F1xB = Nachkommen aus der Verpaarung von (BxA)Fiit C57BL/63
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4.2.2 Bet v - spezifisches IgG

IgG; wird vorwiegend bei §2-Immunantworten gebildet und ist genauso wie digsehies
IgE ein Mal3 fur die allergische SensibilisierungicA bei den birkenpollenspezifischen lgG
Immunglobulintitern zeigt sich, dass der high resper und am starksten iny2-Richtung
reagierende Parentalstamm A/J die hochsten-Tgter produziert.(Abb. 12 B) In der F1-
Generation ist dieses Merkmal breit Uber den Bharawischen high response (> 4000
LU/ml) und low response (< 2000 LU/ml) verteilt. D& Tiere in der F1-Generation fur alle
Allele heterozygot sind, ist bei einem monogener auch bei einem polygenen Erbgang
eine homogene Reaktion zu erwarten. Da die Immundjiatiter trotzdem breit gestreut sind,
lasst sich auf eine starke Varianz des PhanotyplseBen. Dieser Phanotyp ist daher eher
ungeeignet, um Uber quantitive Methoden erfolgr&amanalysen durchzufihren. Aufgrund
der Streubreite des Merkmals ist es nicht mogl@hyppen von Individuen mit einer starken

oder schwachen Reaktion zu definieren.

Von der F2-intercross-Generation erwartet man line dominanten Erbgang durch 2 oder
mehr Gene eine Aufspaltung in Gruppen. Diese Aliispg des Phanotyps in der F2-
intercross Generation konnten wir nicht finden. Ditelwert der Titer ist im Vergleich mit
der F1-Generation in Richtung low response verseholbies spricht fur einen starken
additiven Effekt mehrerer dominanter Gene.

Die auf den high response Stamm zurlickgekreuztemidieé bestatigen den dominanten
Erbgang. Der Mittelwert der backcross-Tiere (BxAJRliegt hoher als der Mittelwert der

auf den low response Stamm gekreuzten Tiere (Bx®FDa diese, auf den high response
Stamm zurickgekreuzten, Tiere (BXA)F1XA 75% higbpander Gene besitzen, stimmt die

Beobachtung einer high response mit der Erwarthigh (response) tberein.

Die F2-backcross-Generation auf den low responserenRdstamm reagierte
erwartungsgemal niedriger als die backcross-Genreratif den high response Stamm. Bei
diesen Tieren finden sich nur 25% der high respdbsee. Es fallt eine Haufung niedriger
Immunglobulintiter in dieser Gruppe auf, so dassh stine Gruppe von Tieren mit sehr
niedrigen 1gG-Titern von dem Rest der Tiere abgrenzen lasst@@10J/ml, 20 von 56 =
35%). Nur wenige Tiere (9 von 56 = 17%) erreiché&trem hohe Titer (>5000 LU/ml).
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Abb. 13: Bet v Spezifisches IgE zu Bet v spezifiseim IgG1l der backcross-Tiere
(AxB)F1xB auf den low responder Stamm C57/BL6

Da sowohl spezifisches 1gGund spezifisches IgE fur die yZ-Antwort spezifische
Immunglobuline sind, ist eine positive Korrelatiater Immunglobulintiter zu erwarten.

Dieser Zusammenhang hat sich auch in unseren Expetén gezeigtAbb. 13).

Auch der Vergleich der spezifischen lgGter mit den Gesamt-IgE-Titern zeigt eine postiv
Korrelation (nicht gezeigt). Daraus lasst sich abfe dass Tiere, die starkeIFspezifische
Reaktionen zeigen, auch hohe Gesamtimmunglobelinbtiden. Von der Verteilung der
IgG;-Titer bei allen untersuchten Tieren kann auf eideminanten, polygenen Erbgang mit
einem starken additiven Effekt mehrerer Gene gesskh werden. Ein monogener Erbgang

und ein rezessiver Erbgang kdnnen ausgeschlosseenve



58 4. Ergebnisse

4.2.3 Bet v-spezifisches IgE

Allergenspezifisches IgE wird im Rahmen einef2dmmunantwort von B-Zellen bzw.
Plasmazellen produziert und ist daher wie g Marker fir eine J2-Imunantwort. Die
Titer bei den Parentalstammen sind high (AJ) unehgtniedriger bei C57BL/6-Tieren. Da
letztere jedoch im Hauttest nicht bzw. nur gerieggiert haben und trotzdem fast gleich hohe
spezifische IgE-Titer besitzen, liegen die Unteisgé in der Reaktion auf das intrakutan
injizierte Birkenpollenextrakt zwischen den beidbtausstdmmen eventuell nicht in der
Produktion von allergenspezifischem IgE, sonderden Bildung von allergenspezifischem
IgG,, in der Stabilitat der Mastzellmembranen, der Rexelichte der high und low affinity
IgE Rezeptoren BRI und FeRIl auf Mastzellen und basophilen Granulozyten, der
Bindungskinetik von IgE-Molekilen an diese Rezegmoroder an der gleichzeitigen
Produktion von blockierenden IgG-Antikérpern gegelas Allergen. Da in beiden
Inzuchtmausstammen spezifisches IgE mit ahnlichehoffitern gefunden wurde, ist
anzunehmen, dass die Mastzellen und die basop@itanulozyten in der Haut dieses IgE
auch gebunden und exprimiert haben. Eventuell gidoldiese Bindung aber mit
unterschiedlicher Affinitdt der Rezeptoren oderlas eine unterschiedliche Rezeptordichte
der IgE-Rezeptoren bei diesen Tieren vor. Aul3erllann eine unterschiedliche Reaktivitat
der Mastzellen den Unterschied im Hauttest der M&r&laren. Andere Faktoren, wie die
Zahl regulatorischer T-Zellen, von eosinophilen @&lazyten und von T- und Mastzellen

sowie Unterschiede in deren Reaktivitdt kdnntenUherschiede ebenso erklaren.

In der F1-Generation zeigt sich eine breitere \lewtg der Werte als in den
Parentalstammen. 95% der Tiere der F1-Generatibnd@ 22) haben geringere Titer, als die
Tiere des low responder Parentalstammes C57BL/6.dEliF1-Generation lassen sich die
niedrigeren Titer wieder mit einem additiven Effekklaren. Die Titer der F2-Generation
liegen interessanterweise noch niedriger, obwath siie F2-Generation erwartungsgemar
breit Uber das ganze Spektrum verteilen sollte.t Efi® auf einen Parentalstamm
zuruckgekreuzten Tiere haben hohere Titer, sowadl Riickkreuzungen auf den high
response Stamm, als auch die Rickkreuzungen auf lden response Stamm.
Erstaunlicherweise haben die auf den low responamr8 zurtickgekreuzten Tiere sogar
noch héhere Titer als die, auf den high responam®t zurtiickgekreuzten Tie(Abb. 12C).
Nur 25% der Tiere der backcross-Generation auf ligh response Parentalstamm haben

hohere spezifische IgE Titer als der low resporaeiialstamm C57BL/6. Da diese Tiere
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gleichzeitig 75% der Gene von dem high responseraistamm besitzen, ist auch hier ein
starker additiver Effekt zweier oder mehrerer Gemeermuten. Diese Ergebnisse sind, wenn
sie nicht im Wiederspruch zu den im Hauttest geémash Resultaten stehen sollen, nur durch
Unterschiede in der Mastzellbeschaffenheit, -gramiélt; -reaktivitat etc. bei gleicher oder

ahnlich starker IgE-Bildung zu erklaren.

Aus den spezifischen IgE-Titern lasst sich keinlisgdiges Vererbungsmodell ableiten. Ein
monogener Erbgang kann ausgeschlossen werden.riBahfne eines polygenen Erbganges
(dominant oder rezessiv) lasst sich ein starkestafgscher Effekt ableiten. Dieser epistatische
Effekt zeigt sich in einer starken Unterdriickung dpezifischen IgE-Phanotyps. Eine starke
Wechselwirkung zwischen mehreren Genen sowie emlistandige Auspragung des

Genotyps bei Vorliegen inkompletter Penetranz kémines erklaren.

Zwischen der Produktion spezifischer IgE-Antikérperd den Gesamt-IgE-Titern besteht
erwartungsgemal eine positive Korrelatighbb. 14). Der Korellationskoeffizient nach
Pearson ist r=0,4078 und signifikant ungleich (p#0,0001).

20000+

15000+

Bet v - spez. IgE

100001

5000 )
__________ 95% Konfidenzinterval und
g 95% Prediktionsinterval
r2=0,4078
p < 0,0001

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
gesamt-IgE

Abb. 14: Gesamt-lgE gegen Bet v spezifisches IgE daross-Tiere auf C57BL/6
(AxB)F1xB
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In der Arbeit von Daser (Daser et al., 2000) konaite Zusammenhang zwischen der
spezifischen IgE-Antikoérperproduktion und der Reakim Hauttest gezeigt werden. Daher
ist ein Zusammenhang zwischen den spezifischen damd Gesamt-IgE Titern sowie der

Reaktion im Hauttest und damit mit der Starke d¢t-Reaktion anzunehmen.

4.2.4. Bet v spezifisches 1g6

1gG,a ist spezifisch fur 1-Reaktionen und sollte entgegengesetzt zu den remde
gemessenen Immunglobulinen reagieren. Im Gegemsatiieser Erwartung haben die high
responder Parentaltiere hohere JgGrliter produziert als alle anderen untersuchten
Tiergruppen(Abb. 12D).

In der F1-Generation bildeten 22 Tiere mittlere bahe spezifische Ig&Titer. 4 Tiere

(=18%) erreichten das Niveau des high respondeenastammes. Eine weitere Aufteilung
der birkenpollenspezifischen Ig&Titer ist, wie erwartet, in der F2-Generation zodén.

Hier lassen sich Tiere mit hohen Ig&itern (Uber 1500 LU/mI, 5/18 Tieren = 28%) von
Tieren mit niedrigen Werten (unter 500 LU/ml, 5/Ikren = 28%) sowie von Tieren mit
mittelmafRig hohen Titern (zwischen 500 und 1500rlJ/8/18 Tieren = 44%) abgrenzen.
Dies entspricht ungefahr einem Verhaltnis von 1:2vie wir dies bei einem klassischen
Mendelschen Erbgang erwartet hatten. Die backdBeseeration auf den high responder
Parentalstamm zeigt hohe Immunglobulintiter, dieckibeoss-Generation auf den low

responder Parentalstamm niedrigere Reaktionen.

Da wir fur die 1gGgTiter ein zu den §2-Immunglobulinen inverses Muster erwartet haben
und dies nicht finden konnten, lasst sich schlugsfo, dass der héhere Immunglobulintiter
produzierende Inzuchtmausstamm A/J generell s@#rkemunantworten entwickelt, sowohl
bei T4l als auch bei J2 Reaktionen. A/J-Tiere sind also hyperreaktiv iez&g auf viele
Fremdproteine, reagieren jedoch vorzugsweise mérel;2-Reaktion auf Birkenpollen und
Adjuvans. Auch im Bezug auf die Atemwegshyperredtiéi nach Exposition gegenuber
Acetylcholin, 5-Hydroxytryptophan, Methacholinstitation und Ozon zeigten A/J-Tiere
Hyperreaktivitat nach (Levitt and Mitzner, 1989; &aand Hirshman, 2004).

Aus der Analyse der spezifischen 1gG2a-Titer I&ssh daher ein monogener Erbgang mit
Sicherheit ausschlieRen. Es liegt sehr wahrscleginlvie sich auch bei der Analyse de2T

Immunglobulintiter gezeigt hat, ein dominanter mgager Erbgang mit inkompletter
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Penetranz vor. Da die Tiere der F1l-Generationen haddh responder reagierten, ist

anzunehmen, dass dieser polygene Erbgang von realdeminanten Genen reguliert wird.

4.3 Linkageanalysen mit den Immunglobulintitern alsPh&notyp

Linkageanalysen mit stetigen, d.h. qualitativen Rieslen konnen entweder direkt mit
statistischen Methoden fir qualitative Merkmalerasech Einteilung in mehrere Klassen mit
guantitativen Methoden durchgefiihrt werden. Bei Bdrtgenannten Methode wird ein
stetiges, qualitatives Merkmal durch Gruppierungimquantitatives Merkmal umgewandelt.
Da sich eine Klassifizierung der von uns gemessémanunglobulintiter in high und low
responder wegen nicht sicher abzugrenzender Grugpeifieren eher als schwierig erwies,
haben wir uns fur die direkte Methode entschiedew eine statistische Analyse fir
gualitative Merkmale benutzt. Die Ergebnisse denkhpeanalysen fiur Gesamt-IgE,
spezifisches IgE und Ig&ind inAbbildung 15 gezeigt. Da bei der Analyse der spezifischen
lgG2a-Titer kein LOD-score uber 1 errechnet wusied die IgG,Daten nicht gezeigt. Bei
der Analyse des Zusammenhanges zwischen einemedesgenen Immunglobulintiter und
der Allelverteilung der Marker bei den untersuchtdachkommen konnten wir keinen
statistisch signifikanten Zusammenhang finden. Waben jedoch mehrere wahrscheinlich
signifikante Zusammenhénge gefunden. Diese sif@ielle 7zusammengefasst.

Fur den MarkerD17Mit185 auf Chromosom 17 habemir im Zusammenhang mit dem
spezifischen IgGTiter als Phanotyp einen LOD-score von 2,76 eemalDieser Wert liegt
nicht weit entfernt von der Grenze, ab der vonmirs¢atistisch signifikanten Zusammenhang
ausgegangen werden kann. (Die p-Werte gelten bekageanalysen aufgrund der
mathematischen Assoziationen erst ab einem Werp¥0/9001 als signifikant!) Eine interne
Bestatigung fur diese Assoziation ist, dass wirdéin MarkeiD17Mit185 mit einem weiteren
Phanotyp ebenfalls einen wahrscheinlich statistsghifikanten Zusammenhang errechnen
konnten und dass dieser 2. untersuchte Phé&notypfadiseauf einem §2-Immunglobulin
basiert. Eventuell war also fir einen signifikanarsammenhang einfach die Tierzahl nicht
hoch genug oder die Anzahl an analysierten Marki@rmliesen Phanotyp nicht ausreichend.
Da diese Zusammenhdnge nicht wirklich signifikamds muss die Mdglichkeit eines
zufalligen Zusammentreffens von Ereignissen in &#it gezogen werden, die durch die
Auswahl der Marker und Tiere oder andere Konfourmggvorgerufen wurden.
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Abb. 15 auf der vorhergehenden Doppelseite: Linkagsalysen fur die Phanotypen
Gesamt-IgE (grun), Bet v spezifisches IgE (blay)und Bet v spezifisches 1gG1 (rot).

Marker mit statistisch signifikanten LOD-scores & 1,95) sind fett hervorgehoben.

Fur diese gefundene Assoziation der 2 ImmunglopbBmotypen mit Markern auf
Chromosom 17 kbénnen mehrere immunologisch wicHeigeeine verantwortlich sein, die in
der Néahe der Marker mit den hochsten LOD-scoresMitll85 und D17Mit219 codieren. Zu
den immunologisch interessanten Genen in dieseioReghlen: Sosl (1,3cM entfernt), IL25
(2,5 cM entfernt) und der Komplementfaktog (5cM entfernt). Etwas weiter entfernt von
diesem Genort finden sich auRerdem Gene fur MHCeklde, fur die Chemokinrezeptoren
far IL-1 bis -8 und -11, -13, -15, -16, und -GMCSfe AP1-Transcriptionsfaktor assozierte
gamma Untereinheit, sowie IL-6 Signal Transducetedrin alpha (CD103), mehrere MAP-
Kinasen, den BRCA1-Rezeptor, Pla3; PKGi, RAS, eine SH3-Domane der Grb2-ahnlichen
Pseudogene 1 und 2, ein Quantitative Trait Locu&@ipus Erythemathodus, das Gen fir den
TNF-Rezeptor sowie Gene fir STAT3, STAT5A, STATABd FK506-Binding Protein 1.
Anhand dieser Daten und im Zusammenhang mit deratgirggen Phénotyp der Tiere lasst
sich feststellen,dass in unserem Modell fiir eine Allergie bei Maude#i zwei haufig
untersuchten  Inzuchtstiammen  unterschiedliche Rwakti auf das  verwendete
Birkenpollenallergen sowohl im Hauttest als auchd@r Immunglobulintiterbildung vorhanden
sind. Deshalb wurden diese zwei Mausstamme flreneNersuche ausgewahlt, gekreuzt und die
Nachkommen in der F1- Generation untersucht. Dergiche Phanotyp dieser Generation war
einheitlich. Es fanden sich ausschlielich stark die Immunisierung mit Birkenpollen
reagierende Tiere mit positivem Hauttest und holggiSpiegeln (gesamt und spezifisch). Da
anzunehmen ist, dass Allergien nicht nur durchGen vererbt werden und es sich somit um eine
polygene Vererbung handelt, war eine Ruckkreuzurigdan stark reagierenden Parentalstamm
notwendig. Hierbei erhielten wir eine AufspaltungrdPhanotypen. Dass heildt, die durch
Ruckkreuzung auf die Parentalstimme entstanden&seR2rationen zeigten schwache, mittelere

und starke Immunantworten.
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Tab. 7: Ergebnis der Linkageanalyse der PhénotypelgE, spez. IgE und spez. IgG

ges. IgE spez. IgE spez. IgG

vergleichbare
Chr. Marker cM Pos Region, LOD|% Var.| p<= |LOD|% Var.| p<= |LOD|% Var.| p<=
humanes Genom

5 D5Mit10 54 4013-21 1,65 18 0,00571
7 D7Mit227 16 19q12 1,61 17 0,00669
15 D15Mit270 28,4 8924 1,63 17 0,00610
15 D15Mit14 56,8 12q13-14 1,57 16  0,00741]
15 D15Mit217 57,8 12912-13 1,93 21  0,00279
17 D17Mit133 10,4 16p13 1,85 20 0,003471
17 D17Mit26 11,7 16p13 2,02 22 0,00226
17 | D17Mitl85 40,6 18%?5;:?)1]/“2 1,80 23 0,00393 2,76 30 0,0003%
17 | D17Mit219 45,3 2p23-22 1,46 16 0,00984 2,33 25 0,00106
18 D18Mit122 31 5031.2-q34| 1,61 17 0,00646
19 D19Mit88 34 10g21-24 196 21  0,00276

In dieser Tabelle sind nur Marker mit einebn©D-score > 1 zusammengefasflie
genetischen Marker, fur die eine Signifikanz angemen werden kanrs@ggestive linkage,
LOD > 1,95 (Lander and Kruglyak, 1995)) sind hervorgehobeiir §pezifisches IgG2a
wurde kein LOD-score >1 gefunden. % Var = Variams dPhanotyps, die sich durch die
Varianz des Genotyps an diesem Genort erklaren lass

Bei der weiteren Analyse des Genoms in der Nahavideker mit Hinweis auf einen moglichen
Zusammenhang aus dieser Untersuchung, d.h. derr@@eran denen ein wahrscheinlicher
Zusammenhang (LOD-score zwischen 1,95 und 2.95h¢sgheinlich signifikant, LOD-score ab
2.95 statistisch signifikant) mit dem Phanotyp gefen wurde, lieRen sich in unmittelbarer Nahe
der gewahlten Marker mehrere relevante Gene findenaufgrund der derzeitigen Kenntnisse
mit der Entstehung von Allergien zusammenhdngen. itede Untersuchungen und
Markeranalysen sind notwendig, um gefundenen Zusarhénge zu bestatigen und einen

sicheren Zusammenhang der gefundenen GenbereitiAdlengien aufzuzeigen.
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Tab. 8: Kandidatengene in unmittelbarer Nachbarsch& von Markern mit LOD>1.

Wahrscheinliche Linkage = fett.

Verglgch_bare Kandidatengene, die an der Immunregulation beiistbpn
Marker Region im e O
Erkrankungen beteiligt sind
humanen Genom
D5Mit10 4913-21 CXCL-1, -2, -6, -9, -10, -15, ARFRGF
D7Mit227 19g12 BHR6, EAE12, SLE3
D15Mit270 80924 ?
D15Mit14 12q13-14 BHR2, Integripi7, Integrina5, NFE2
D15Mit217 12912-13 BHR2, Integripi/, Integrina5, NFE2
D17Mit133 16p13 Mitogen-activated protein kinase 8 interacting piot3, Mast cell
protease 6+7
D17Mit26 16p13 Mitogen-activated protein kinase 8 interacting piot3, Mast cell
protease 6+7
D17Mit185 2p22-21 ] MHC-II-Komplex, Vavl, SOS1, ALK, SCC4
18p-ter-p11.2
D17Mit219 2p23-22 MHC-II-Komplex, Vavl, SOS1, ALK,SCC4
D18Mit122 5031-q34 IL4-Cytokine Gencluster, PD&F
D19Mit88 10g21-24 EAE19, PTEN, JAK2

In dieser Tabelle sind die méglichen Kandidatengémalie gefundenen quantitative trait -
Genorte zusammengestellt. Marker, fur die eine sdieinliche Linkage gefunden wurde
(suggestive linkage, LOD > 1,9%Lander and Kruglyak, 1995)) sind hervorgehoben.
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5. Diskussion

Die Hauptergebnisse dieser Arbeit:

1.

Es wurde ein Modell fiir eine Birkepollenallergia M&usen entwickelt. Als Mal3 fur die
Starke der allergische Reaktion wurde ein Tesdfé@rallergische Sofortreaktion in der
Haut etabliert und die birkenpollenspezifischen-|ggG:- und IgGaAntikorpern sowie
Gesamt-IgE gemessen. Bei der Immunisierung mit eipollen fand sich der
Inzuchtstamm A/J als high responder und der StarBi#BC/6 als low responder.

Aus der Analyse der birkenpollenspezifischen Amiigi- und der Gesamt-IgE-Titer
lasst sich am ehesten auf einen polygenen Erbgaing oder mehr beteiligten Genen
schlie3en.

Eine Linkageanalyse mit den Immunglobulintitern gisgntitative Phanotypen und 160
Markern in einem mittleren Abstand von 10,4 cM E&el1) hat keine signifikanten
Zusammenhange gefunden. Der Phéanotyp birkenpoleifigches IgG zeigte
wabhrscheinlich signifikante Linkage zu 2 Regione @hromosomen 17qg und zu einer
Region auf 19q.

In dem gefundenen Chromosomenbereich auf Chromdsbsind am ehesten die dort
codierenden MHC-II Gene fur die Vererbung der Bmpellenallergie verantwortlich.
Linkage zu diesen Genregionen wurde auch in andsigien zur Vererbung atopischer
Phanotypen gefunden (De-Sanctis et al., 1995; Zlerg., 1999). In dem genannten
Chromosombereich auf Chromosom 17 liegt aul3erdem vegiterer mit Atopie
assoziierter QTL (BHR3). Studien im humanen Syshbastatigen die Assoziation von
Atopie und Allergie zu syntenen, die HLA-II Genetledtenden Bereichen im humanen
Genom (Yokouchi et al., 2000; Xu et al., 2001a; Wjsal., 1999; Haagerup et al., 2002).

5.1 Vergleich der allergischen Reaktion bei Maus whMensch

Atopische Erkrankungen sind Krankheitsbilder, diecth viele Umweltfaktoren, aber auch

durch genetische Faktoren beeinflusst werden. Urpetie Faktoren ndher zu untersuchen,

ist eine Vereinheitlichung und ein Modell notwendig dem mdoglichst viele Faktoren, die

Ursache fur die starke Varianz der Allergieentstghsind, konstant gehalten werden. Mit

Allergenen immunisierte Mause zeigen ahnliche Imreaktionen, wie sie bei allergische

Erkrankungen des Menschen beobachtet wurden. Dieésee stehen dem Menschen

entwicklungsbiologisch naher und eignen sich dalteModelltiere (Herz et al., 1996b; Herz

et al., 1996a; Hamelmann et al., 1997; Kay, 19%6nBs, 2000). Mit dem von uns etablierten

Modell einer Birkenpollenallergie haben wir zwei zlthtstamme gefunden, die
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unterschiedlich stark auf eine Immunisierung mitkBnpollen reagieren. Die Immunisierung
fuhrte zur Produktion spezifischer IgE-, IgG1- ug., Antikdrper und zur Erh6hung des
Gesamt-IgE Titers. Das verwendete Adjuvans undgeienge Menge an Allergen fur die
Immunisierung fuhrten somit zur Induktion eingiZ¥gerichteten Immunantwort, wie sich

aus dem Verhaltnis des Anstiegs dgf Tind Ty2-Immunglobuline abschatzen lasst.

Mit dem von uns etablierten Hauttest konnten wirtddschiede in der Reaktion zweier
Mausstamme auf das verwendete Allergen zeigenMilise reagierten in diesem Modell
einer Birkenpollenallergie als high responder, CHBEMause als low responder.

Unterschiede in der Reagibilitat verschiedener ¢hamausstamme auf immunologische und
nervale Reize sind bekannt und wurden fir den Rianoronchiale Hyperreagibilitat auf

Stimulation mit Acetylcholin, 5-Hydroxytryptamin dn Ozon beschrieben (Levitt and

Mitzner, 1988; Levitt and Mitzner, 1989; De-Sandtsal., 1995; Ewart et al., 1996; Prows et
al., 1997; Prows et al., 1999). Bei diesen Untdraagen fielen A/J-M&ause ebenfalls als high
responder und C57BL/6-M&ause als intermediate anlerésponder auf und wurden daher fur
genetische Untersuchungen der bronchialen Hypehiétg herangezogen. Der gefundene
Phénotyp einer allergischen Sofortreaktion nach umsierung mit Birkenpollen steht mit

der bronchialen Hyperreagibilitat zwar in engem éumenhang, doch die Untersuchung
dieser beiden immunologischen Phénotypen mit Hida Genomscan und Linkageanalyse
bei den gleichen Inzuchtmausstammen kann zu vexdehen genetischen Markern fihren,
wie die Ergebnisse der vertffentlichten Linkagegsah im humanen und murinen Modell

bei immunologischen Phanotypen zeig€&ab. 4 und 5)

5.2 Abschéatzung des Erbganges der Birkenpollenmodallergie

Nicht aus jeder Kombination der Antikorpertiter bden Nachkommen liel3 sich ein
sinnvoller, einheitlicher Vererbungsmodus ableiteDie meisten der betrachteten
Antikorpertiter der Nachkommen von A/J und C57Bl#ssen jedoch vermuten, dass die
untersuchte Birkenpollenallergie einem codominaidrgang mit mindestens 2 oder mehr
verantwortlichen Genen folgt (gezeigt bei Gesarii-lmd spez. IlgGund 1gG,). Aus der
gleichen Verteilung der Phanotypen bei den Nachkemtasst sich auf3erdem ableiten, dass
sich der Effekt mehrerer dominant vererbter Gerdiestiund so zu einer Verstarkung des
Allergiephanotyps bei gleichzeitiger Vererbung tifgezeigt bei ges. IgE und spez. 1gG1l
und spez. IgE). Eine Wechselwirkung zwischen memé&enen kdnnte genauso gut durch

Inhibition eines Geneffektes zum Verschwinden eiRb&notyps fuhren (gefunden bei der
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Betrachtung der spez. IgE und spez. dgGter). Mit Sicherheit lasst sich jedoch aus allen
betrachteten Vererbungsmodi ein monogener ErbgassrhlieRen.

5.3 Linkageanalysen mit ges. IgE und spez. 1gGlgG,, und IgE-Titern

Bei unseren Linkageanalysen haben wir keinen 8sais signifikanten Zusammenhang
finden kdnnen. Fir 2 Regionen auf dem langen Arm®@bromosom 17 und eine Region auf
dem langen Arm von Chromosom 19 konnten wir jedeiden wahrscheinliche signifikanten
Zusammenhang zu birkenpollenspezifischem jlgénden. Damit wurde in dieser
Untersuchung eine Assoziation zwischen spezifisdnenunglobulintitern und Markern in
der Genregion, in der Gene fur den MHC-II-Kompleadieren, gefunden. Eine solche
Assoziation ist im humanen System mehrfach gefundsaen (Yokouchi et al., 2000; Xu et
al., 2001a; Wijst et al., 1999; Haagerup et al.,220Buch bei der Analyse des Hauttests fiel
diese Region auf Chromosom 17 mit h6heren, jedadit signifikanten LOD-scores auf. Die
wahrscheinlich signifikant assoziierten Marker @liromosom 17 liegen bei ca. 12 cM und
40 cM vom p-terminalen Ende des Chromosoms. Linkage zentromernahen Bereich auf
Chromosom 17 wurde von De-Sanctis zur bronchialerypefeaktivitat nach
Methacholinstimmulation bei A/J- und C57BL/6-Mé&usend von Zhang bei Balb/C und
Biozzi-Mausen zur bronchialen Hyperreaktivitat n&ara-Immunisierung der Tiere gefunden
(De-Sanctis et al., 1995; Zhang et al., 1999). Q&L fir bronchiale Hyperreaktivitat BHR3
wurde in diesen Studien bei ca. 14 cM lokalisi&ie von uns gefundene wahrscheinliche
Linkage im zentromernahen Bereich von Chromosomnlielgt somit fast genau an diesem
QTL und gibt einen Hinweis, das trotz der nur wahesnlichen Signifikanz in unseren
Untersuchungen in diesem Bereich von Chromosomniiunologisch interessante Gene
liegen, die eine Allergieentstehung beeinflusseiir #ie in diesen Studien gefundenen
Assoziationen wurden ebenfalls Gene des MHC-II-Klexgs diskutiert. Der MHC-II-
Komplex liegt bei ca. 25 cM und somit genau in bigte zwischen den von uns gefundenen
Markern mit den hdchsten LOD-scores und nur 11 ciifeent von BHR3. Da MHC-II
Proteine bei der Immunantwort auf Fremdproteine @iichtige Rolle spielen und auf allen
antigenprasentierenden Zellen exprimiert werden,eis Einfluss auf die Immunantwort
anzunehmen. Von mehreren Autoimmunkrankheiten desskhen ist eine Assoziation mit
bestimmten HLA-Subklassen bekannt. Somit entschesith eventuell bereits bei der
Antigenprasentation die Richtung der weiteren Imamiwort. Die MHC-Gene sind am

ehesten der Grund fur die gefundenen Assoziatiané@hromosom 17.
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Im zentromernahen Bereich von Chromosom 17 kodiexgberdem TNF-Gene und somit
Proteine, die an inflammatorischen Prozessen inp&dbeteiligt sind. Aul3erdem kodieren
dort das mit der MAP-Kinase8 assoziierte Protei umvei Mast-Zell-Proteasen. Diese
konnten an der Entstehung von Allergien beteiligins da sie auf fur die spezifische
Immunantwort wichtigen Zellen exprimiert und an d&ufbereitung der Fremdproteine
beteiligt sind. Im zentromerfernen Bereich von @hosom 17 kodieren mehrere Proteine,
die an der Signalibertragung in Lymphozyten begesind (Vav, Sos, Slp76, NOTCH4,
NF«B). Diese sind daher Kandidatengene fur die nahdrgersuchung auf einen
Zusammenhang mit Allergien. Letztendlich finderhsauif dem langen Arm von Chromosom
17 auch Bestandteile des Komplementsystems C2C&8,und C4b und eine anaplastische
Lymphoma-Kinase sowie ein QTL, der Linkage zu Kalonoren bei M&ausen aufweist.
Diese genannten Gene sollten daher bei der weiténégrsuchung der Genetik von Allergien

beriicksichtigt werden.

Fur den Bereich auf Chromosom 19, in dem wir eiatanscheinlich signifikante Assoziation
zu Bet v spezifischem Ig&efunden haben, wurde in genomweiten Linkageaealyssher

noch kein signifikanter Zusammenhang beschriebemlidsem Bereich liegt unter anderem
ein QTL fur Experimentelle _Aitoimmune _Bcephalitis EAE Nr. 19 und an der
Signalubertragung in Lymphozyten beteiligte Gen€ERTund JAK2. Diese Gene stellen
somit weitere interessante Kandidaten fir eine gema Analyse der Genetik der
Birkenpollenallergie im Mausmodell dar. Aufgrund sdévisher nur zu vermutenden
Zusammenhangs mit Immunglobulintitern sollten weit&tudien abgewartet werden, die

Linkage zu dieser Genomregion zeigen.

Die Genorte auf den Mauschromosomen 15, 5, 7 unflt8ie wir Lod-scores >1 gefunden
haben, konnten bei einer Verbesserung dieser Amalysch Einschluss gréRRerer Tierzahlen
eventuell noch signifikante Zusammenhange herverire lassen. In diesen
Chromosombereichen liegen mehrere immunologis@rassante Genorte, die bei Studien im
Mausmodell signifikante Zusammenhange mit immunisidgen Phanotypen gezeigt haben:
BHR2 und BHR6 — QTLoci fur bronchiale Hyperreaktti(De-Sanctis et al., 1995), das IL-
4-Cytokingencluster (Zhang et al., 1999) sowie EAE1 ein QTL fir _Eperimentelle
Autoimmune _Bcephalomyelitis und SLE3 — einen QTL fir die Auioiunerkrankung
Systemischer upus_Eythemathodes.
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5.4 Fehleranalyse

Linkageanalysen sind bei der Suche nach krankbtisanten Genen hilfreich, auch wenn
relativ wenig Uber den Pathomechanismus der zugtiggnden Erkrankung bekannt ist.
Aufgrund der Art der Analyse und aufgrund der Bettang von noch unbekannten, nicht
vollstandig geklarten Krankheitsmechanismen siedasich mit vielen Fehlerquellen behaftet.

Eine ausfuhrliche Betrachtung dieser Fehlerquediedaher notwendig.

Entscheidend fur den Erfolg von Linkageanalyserd giie Wahl der zu untersuchenden
Individuen und die Kriterien zur Festlegung und 8ieherheit des Phanotyps. Erst wenn in
mehreren unabhangigen Analysen, bei unterschiediichFounderpopulationen oder
unterschiedlichen Rassen im humanen System undurgerschiedlichen Modellen einer
Krankheit bei verschiedenen Inzuchttierstammen @&i@nort immer wieder mit einer
Krankheit assoziert gefunden wird, ist diese Asstiam als relevant fur diese Erkrankung zu
betrachten (Panhuysen et al., 1995; Altmuller et2001). Falsch-positive Ergebnisse sind
bei Linkageanalysen mdglich. Die Wahl der Wahrsaliehkeit entscheidet Uber den
Ausschluss zufalliger Assoziationen. Die Rechenou¢h des Vergleichs von
Wahrscheinlichkeiten, die bei Linkageanalysen aragelt/wird, fihrt zwangsweise zu falsch
positiven Ergebnissen. Die Haufigkeit falsch pesitiErgebnisse bei Linkageanalysen ist bei
p=0,001 ca. 0,5-1 pro Analyse und bei p=0,01 c@rd Analyse (Lander and Kruglyak,
1995). Dies beruht unter anderem auch auf zufaligder untersuchten Population
Uberexprimierten Allelen und zu kleinen untersuohfopulationen. Am besten sollten
verschiedene Rassen auf die gleiche Krankheit gdeschiedene Inzuchtmausstamme mit
dem gleichen Modell untersucht werden (Manly et 2001b; Lander and Kruglyak, 1995).
Somit hat Anzahl an untersuchten Individuen undgiwahlte Markerdichte einen Einfluss
auf die Power und die Aussagekraft einer LinkaglgaeaDa wir bei dem von uns gewéhlten
P= 0,001 keine signifikante sondern 2 wahrschdintignifikante Assoziationen gefunden

haben, kdnnten diese genauso gut auf den normalerartenden Fehlern beruhen.

In unseren Untersuchungen sind relativ wenige Tiéredie statistischen und genetischen
Untersuchungen herangezogen worden. Trotzdem haberauf Chromosom 17 zwei

Bereiche mit wahrscheinlich signifikanter Assoziatinden kénnen, die auch schon bei der
Analyse des Hauttests von den hier untersuchteriruadderen Studien signifikante Linkage

gezeigt haben. Es ist daher anzunehmen, dass debrits unserer Analyse in die richtige
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Richtung geht, und dass bei einer Erhdohung derzaidr die gleichen Bereiche mit

signifikanten Zusammenhéangen beobachtet werdenekinn

Bei der Analyse der allergischen Sofortreaktiommeder Haut wurde mit einem Teil der Tiere
ein wahrscheinlich signifikanter Zusammenhang (L&M0re=2,96) zu einem Genort in der
Nahe des IL-5 Rezeptor-Gens gefunden (Daser et 2000; Koetz, 2002). Ein
Polymorphismus im IL-5 Rezeptor konnte diesen weaemlich signifikanten
Zusammenhang erklaren. Bei der Linkageanalyse lberseMarkerdaten und Tiere mit
anderen Phanotypen (Immunglobulintiter statt HatiXtélihrten die Linkageanalysen zu
anderen wahrscheinlich signifikanten Zusammenhgngdie sich am ehesten durch
unterschiedliche MHC-II-Varianten der untersuchiégre erklaren lassen. Wéhrend der erste
Phéanotyp das Ergebnis der spezifischen Reaktion Bigkenpollen testet, ist die
Untersuchung der Immunglobulintiter eher ein Testder Mitte der Immunantwort. Die
genannten Unterschiede in den Ergebnissen der g#@akelysen derselben Tiere schliel3en
sich somit nicht gegenseitig aus. Die Unterschisioiel eventuell durch unterschiedliche
Affinitaten der Fe und Fg Rezeptoren, unterschiedliche Dichte der Rezeptauéden APC,
eine unterschiedliche Reaktivitat der Effektorzelder Differenzen in der Granularitat der
basophilen Granulozyten und Mastzellen zu erklaf@enerell sind bei unterschiedlichen
Phanotypen auch unterschiedliche dafir verantwbeliGene zu erwarten, auch wenn diese

in einem engen Zusammenhang stehen.

Im Unterschied zum humanen high affinity IgE RepepicRI bindet der murine ERI auch
IgG;. Deshalb spielt bei der Analyse der allergischefoi®reaktion bei Mausen auch die
Hohe des Ig@Titers eine Rolle. Aufgrund des gleichzeitigen #@gs von spezifischem IgE
und IgG oder 1gG-Antikorpern, besteht die Moglichkeit der Verfalscly der Ergebnisse
des Hauttests und der ELISA durch blockierende kngier. In Studien zur Bedeutung des
feto-maternalen Einflusses auf die Weitergabe eflergie bei Mausen wurde gezeigt, dass
bereits geringe Mengen maternaler, transplazeraasferrierter spezifischer Igntikérper
ausreichen, um eine positive Reaktion auf das @dlerhervorzurufen (Herz et al., 2000b;
Neuhaus-Steinmetz et al., 2000; Herz et al., 2000=tytendlich unterliegt die Messung der
spezifischen Immunglobulintiter mit einem ELISA dhr Konkurrenz der spezifischen
Immunglobuline untereinander an den bei der Messamgebotenen Allergenmolekilen
ebenfalls einer geringen Unsicherheit. So wird Messung von spezifischen IgE-Titern bei

extrem hohen spezifischen lg@Qund IgG, Titern niedriger ausfallen als bei weniger
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konkurrierenden Immunglobulinen. Verdlinnt eingesetSeren koénnen die geringe
Abweichung einschranken, aber nicht verhindern.

5.6 Fishing in the dark? - Schlussfolgerungen

Fur atopische Erkrankungen, Allergien, Asthma urmhbhiale Hyperreaktivitdt wurden auf
nahezu allen Chromosomen in verschiedenen Studereidhe beschrieben, die mit einer
Erkrankung aus dem allergischen Formenkreis assasdied (Tab. 1 und 2) In der Nahe
auffalliger Marker befinden sich viele Kandidatenggdie fir die spezifische Immunantwort
steuernde Proteine kodieren. Haufig auffallige Regn im humanen Genom in mehr als 2
Studien sind die Bereiche 5931-33, 6p21, 119131324, 13q12-31, 14911 und 14932. Zu
diesen Regionen syntene Bereiche wurden im Mausgene Linkageanalysen auch in
dieser Studie gefunden. Somit passt das ErgebesedBtudie in das Bild von der Regulation
komplexer Erkrankungen. AulRerdem konnen sich nbiggang unbekannte Gene, die die
spezifische Immunantwort steuern, in den beschnieb&enombereichen befinden.

Province hat Linkageanalysen als Fischfangexpeditiobezeichnet, bei denen Gene zu
fangende Fische sind (Province, 2001). Diese Fisuom& fir monogene Erkrankungen mit
Linkageanalysen einfach zu ,fangen” (Zystische &%le;, Diabetes Typ I). Polygen bedingte
Krankheiten wie Herzkrankheit, Hypertonus, Hyped#mnie, Tumoren, Fettsucht, Asthma
und Diabetes Typ Il sind schon allein aufgrund riffarbenvielfalt in der Auspragung am
Begin und im Verlauf der Erkrankung schwerer zuewsuchen. Die Schlussfolgerung von
Province ist daher, dass je mehr Fische im Wassemischwimmen und je mehr Fischer

darin herumfischen, desto mehr falsche FischeNetg gehen.

In den letzten Jahren sind im Bezug auf die mobakublogischen Methoden und den
Erkenntnisstand der Genetik und das Verstandnisudirsuchten polygenen Erkrankungen
durch die Genom Projekte zur Erforschung des méiokelm und murinen Genoms
erhebliche Fortschritte gemacht worden. Im BeréiehMethodik heil3t das, dass verbesserte
und schnellere Genotypisierungsmethoden die Beyu#lg immer groéf3erer Probenmengen
und somit immer feinere und genauere Untersuchung@miglichen. Bei gleichzeitig
verbesserten Untersuchungsmethoden zur Definitiwh Differenzierung der untersuchten
Phanotypen und verbesserten molekularbiologischethddlen rickt der Zeitpunkt der
Aufklarung genetischer Ursachen polygener Erkragkunin die nahe Zukunft. Dazu sind

jedoch viele weitere Studien notwendig.
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6.1 Abklrzungsverzeichnis

ACh Acetylcholin

ACRA Acetylcholin Rezeptor alpha

AFP alpha-Fetoprotein

ALK Anaplastische Lymphoma Kinase

ALOX5AP  Arachidonsaure-5-lipoxygenase aktivierenBestein

APC antigenpréasentierende Zelle (dendritische AeNéakrophagen, B-Zellen)

Betv Birkenpollenextrakt, die Birkenpollenhauptatiene Bet v I/ Il sind die
Hauptbestandteile des Gemisches

BHR bronchiale Hyperreaktivitat

BLT LTB,-receptor

CC16, CC10 Clara Cell Secretory Protein

cM centi Morgan,/;odes Abstandes zwischen zwei gleichzeitig stattfidiee
crossing over-Ereignissen bei der Meiose auf eiGémomosom, ca. 100 kBasen

COPD Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung/ chrafistructive pulmonary disease

CRHR corticotropin releasing hormon receptor

Crossing over Rekombination von 2 Allelen einesddinmsoms bei der Eizellbildung (Meiose)

CSFG = GCSF granulocyte colony stimulating factor

CSF3R colony-stimulating factor 3 receptor

CysLT2R CysLT-receptor

DNA Desoxyribonukleinsaure

EAE experimental autoimmune encephalitis

FGF fibroblast growth factor

GNAS GS Protein alpha

Heritabilitat genetischer Anteil an der phanotypese Variation eines Merkmals

HLA human Leucocyt Antigen, humanes Leukozytenaantig

I.p. intraperitoneal

IFN-y Interferony

IL-4, IL-5 Interleukin-4, Interleukin-5, etc.

IL12RB2 Gen der IL-12 Rezeptor Untereinheit B2

LTC4S LTC4synthase

LTA4H LTA s-hydrolase

LU laboratory unit,

MC-GF Mast Cell growth Factor, Stem Cell Factor

MCh Metacholin

MCPT6 + 7 Mast Zell Proteasen 6 und 7

MHC major histokompatibility complex, Haupantigemkplex auf Zellen bei Mausen

MPO Myeloperoxidase

NCF neutrophilic chemotactic factor, Chemotaktisdraktor von Neutrophilen,

NFE2 nuclear factor erytroid derived 2
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NGFR
PAF
PBS
PCR
PDGFB
PIK3R1
PLA2G4
PLA2G2A
QTL

RANTES
RT

SCC4

SNP, SNTP
Sos

SSLP

STAT6
Th-1, Th-2
TMB

TxA-

U.N.

nerve growth factor receptor, Nervenwachstakisfrezeptor
Plattchen aktivierender Faktor
phosphate buffered saline, physiologische Kalzlisung
polymerase chain reaction, Polymerasekettetineak
platelet derived growth factor (B-chain)
phosphoinositide-3-kinase regulatory subpalipeptide 1 [p8&]
Phospholipase A2
Phospholipase A2 type IIA
guantitative trait locus, Genort, flr den eAssoziation mit einem Merkmal
beschrieben wurde
‘Regulated on Ativation, Normal T cell Expressed ande®reted, ein Zytokin
Raumtemperatur
QTL fur Kolontumoren, Susceptible Colon Carker
single nuclear (tandem) repeat
“®n o Sevenless
_3mple Squence Bnght Blymorphism — Mikrosatellitenpolymorphismus,
bestehend aus 10-50 Kopien von Folgen aus 1-6 Paaesn. Als genetischer
Marker geeignet sind solche SSLP, deren AnzahlaseBwiederholungen in

einer Population hoch polymorph ist. Solche Matkssen sich im Abstand von

30 kb im Genom auf3erhalb oder auch innerhalb vam&wder Introns finden.
Signal Transducer and &ivator of Transcription 6

T-Helfer-Zellen vom Typ1/2 bzw. Immunawott mit den entsprechenden Zellen

3,3,5,5'-Tetramethylbenzidin
Thromboxan A
Uuber Nacht
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