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1. Abkirzungsverzeichnis

AA Asymptomatische Atopiker

APC Antigen-prasentierende Zellen

CD Cluster of differentiation

DC Dendritische Zellen

ELISA Enzyme-linked-immun-stimulated-Assay
FACS Flourescence Activated Cell Sorting
FceRI hoch affiner Rezeptor fur IgE

FSC forward light scatter

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
HLA Human leukocyte antigen

IgE Immunglobulin E

IL Interleukin

IRAK Interleucin-receptor associated kinase
IRF Interferon regulatory factor

ISS Immunstimulatorische Sequenz

LPS Lipopolysaccharid

LRR Leucine-rich repeats

MHC Major-Histocompatibility-Complex

NA Nicht-Atopiker

NF- ©B Nuclear-factor kappa B

P Psoriasis vulgaris

PAMP pathogen-associated molecular pattern
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell

PE Phycoerythrin

PGE2 Prostaglandin E2

PRR pattern-recognition receptor

RAST Radio-allergen-sorbent-test

RNA Ribo-Nucleotid-Acid

RT-PCR Real-Time-Polymerase-Chainreaction
SA Symptomatische Atopiker

SNP single nucleotid polymorphism



SR Scavanger Rezeptor

SSC sideward light scatter

Thl-Zellen T-Helferlymphozyten der Klasse 1
Th2-Zellen T-Helferlymphozyten der Klasse 2
TIRAP TIR-domain containing adaptor protein
TLR Toll-like-Rezeptor

TNF Tumor necrosis factor

TRAF TNF-receptor associated factor

TRAM TRIF-related adaptor molecule

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3
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2. Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Der menschliche Kérper kommt tber seine Umwelt standig in Kontakt mit Krankheits-
erregern und Korperfremdenmaterial. Um eine Unterscheidung zwischen Kdrpereignem
und Koérperfremdem vorzunehmen, hat sich das Immunsystem entwickelt. Neben der
Erkennung von schadlichem Material besteht seine Aufgabe aber auch in der Barriere
gegen Pathogene und Eliminierung derselben. Die gréfite Barriere bildet die Haut, aber
auch der Aerodigestiv- und Gastrointestinal-Trakt sind mit spezialisierter immunkom-
petenter Mukosa ausgekleidet. Hier verzahnen sich die zwei Hauptkomponenten der

Abwehr, das angeborene und das adaptive Immunsystem (Akira et al., 2006).

2.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist ein evolutionar konserviertes System, das die erste
Barriere gegen die Invasion von Pathogenen darstellt. Dies erfolgt durch die Aktivierung
von Phagozyten (unter anderem Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen und
Granulozyten) (Akira et al., 2006). Der Kontakt mit einem Erreger oder potentiellem
Antigen l6st eine Ausschuttung von Zytokinen aus, die zu einer lokalen inflammatorischen
Reaktion und Chemoattraktion weiterer Immunzellen fihrt. Zudem findet Uber
Antigenprésentation und Chemoattraktion eine Verzahnung mit dem adaptiven Immun-
system statt. Eine entscheidende Rolle spielen Toll-like-Rezeptoren (TLR) (s. Kap. 2.1.6),
die sowohl Uber eine Oberflachenexpression von mikrobiellen Produkten zur Reifung von
Dendritischen Zellen (DCs), als auch zur Auslésung einer effektiven, adaptiven
Immunantwort beitragen (Alexopoulou et al., 2001a). Bereits 1989 wurde von Janeway
postuliert, dass auch das angeborene Immunsystem pathogen-associated molecular
patterns (PAMPSs) Uber sogenannte pattern-recognition receptors (PRRs) erkennen und
von wirtseigenen Molekilen unterscheiden kann (Kawai und Akira, 2009). PRRs
erkennen mikrobielle Produkte, die essentiell fur das Uberleben des Mikroorganismus
sind und somit kaum einer Veradnderung unterliegen. AufRerdem werden PRRs
keimbahncodiert und sind unabhangig vom immunologischen Gedachtnis (Akira et al.,

2006). Die zugrundeliegenden Aktivierungswege werden im Abschnitt 2.1.6 erlautert.



11

2.1.2 Adaptives Immunsystem

Das adaptive Immunsystem wird in der deutschsprachigen Literatur auch als erworbenes
Immunsystem bezeichnet, da es fur die sehr spezifische und hocheffektive Immunantwort
verantwortlich ist. Es handelt sich hierbei um eine zellvermittelte Immunantwort, die durch
Lymphozyten, der Untergruppen T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, gepréagt ist. Diese
werden in weitere Subgruppen unterteilt und entsprechend ihrer Funktion benannt. Man
unterscheidet T-Helferzellen (Th), T-Killerzellen oder regulatorische T-Zellen (Treg),
welche eine wichtige Rolle in der zellvermittelten Zytotoxizitat, der Steuerung der
humoralen Immunantwort und einer allergischen Reaktion spielen (Janeway Jr.CA, 2001).
Die T-Lymphozyten lassen sich auf Grund ihrer Funktion und der Expression von
Korezeptoren (CD=Cluster of Differentiation) in 2 Typen einteilen: CD4+ T-Helferzellen
und CD8+ zytotoxische T-Helfer-zellen. Erstere erkennen Antigene auf MHC-Klasse-II
Molekulen (Major-Histocompatibility-Complex) und kénnen Makrophagen und B-Zellen
aktivieren (Abbas et al., 1996). Die zytotoxischen CD8+ T-Helferzellen erkennen von
MHC-Klasse-I prasentierte Antigene und kdnnen die so identifizierten Zellen z.B. tUber die
Ausschittung von Perforinen und Granenzymen direkt abtéten (Whitton und Zhang,
1995). Innerhalb der CD4- und CD8- Subpopulation kdnnen weitere Untergruppen
anhand der Zytokin-produktion eingeteilt werden. So produzieren sogenannte Thl-Zellen
vor allem Interferon-y, Interleukin (IL)-12, Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a), Perforine und
Granenzymes (Chodisetti et al., 2014), welche die zellulare Immunitat starken, wahrend
Th2-Zellen IL-4 und IL-5 freisetzen, die wesentliche Faktoren fur IgE-Produktion und
Eosinophilie sind (Lou et al., 2014).

Die B-Lymphozyten sind zum einen Trager der humoralen Immunantwort, in dem sie
durch klonale Selektion Antigen-spezifische Antikdrper produzieren. Diese markieren
Antigene fur die Phagozyten und tragen somit zur Erregerelimination bei. Zum anderen
differenzieren sie sich zu B-Gedéachtniszellen und machen eine lange, zum Teil lebens-

lange, Immunitat gegen erkannte Pathogene mdglich (Janeway Jr.CA, 2002).

2.1.3 Monozyten

Monozyten (MC) gehoren zu den phagozytierenden Zellen und sind somit Bestandteil des
angeborenen Immunsystems. Sie entwickeln sich aus pluripotenten hamatopoetischen
Zellen Uber myeloide Vorlauferzellen im Knochenmark, dem sogenannten retikulo-
endothelialem System, bevor sie flir wenige Stunden oder Tage im Blut zirkulieren

(Volkman und GOWANS, 1965). Von dort aus emigrieren sie in das Gewebe und
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entwickeln sich zu Makrophagen. Im Rahmen einer entziindlichen Reaktion werden u. a.
chemotaktische Molekiile gebildet, die die Einwanderung von zirkulierenden Monozyten
in das betroffene Gewebe induzieren (van Furth et al., 1973). Die nicht differenzierten,
zirkulierenden Monozyten entwickeln sich gewebeabhangig zu reifen Makrophagen mit
charakteristischen morphologischen und funktionellen Eigenschaften. Hierbei scheint die
Heterogenitat der Monozyten eine grof3e Rolle zu spielen, um eine Spezialisierung in
Abhangigkeit der anatomischen Lokalisation zu erreichen. Beispiele hierfur sind die
Fahigkeit von Osteoklasten Knochen abzubauen (Quinn und Gillespie, 2005) und die
Produktion von biologisch aktiven Substanzen, wie TNF, IL-1, Prostaglandin E2 (PGE2)
und Komplementfaktoren (Nathan, 1987), die immunologische Prozesse nachhaltig
beeinflussen. Ebenso sind Makrophagen in der Lage nach einer Inflammation den status
quo ante im Gewebe wiederherzustellen und Uber die Expression von PRRs oder
Scavanger Receptors (SR) ein Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem zu werden (Gordon und Taylor, 2005).

Die im Blut vorkommenden Monozyten zeigen eine morphologische Heterogenitét, z.B.
bezulglich ihrer Grol3e, der Granularitdt und der Zellkernmorphologie (Passlick et al.,
1989). Dies fuhrt zu der Frage, ob die verschiedenen Untergruppen auch zu einer unter-
schiedlichen Funktionalitat der Monozyten fiihren. Uber die unterschiedliche Expression
von CD14 und CD16 (FceRIll) lassen sich Monozyten in zwei Untergruppen einteilen: die
klassischen CD14+/CD16- und die CD14+/CD16+ (Passlick et al., 1989). Auch wenn die
CD14+/CD16+ Monozyten viele Gemeinsamkeiten mit den klassischen Monozyten (ca.
90 % im Blut) aufweisen, unterscheiden sie sich durch eine erhdhte Expression von
Klasse-lI-Antigen und FceRIl (CD 32), was zu einem funktionellen Unterschied fuhrt
(Ziegler-Heitbrock, 2007). Beide Untergruppen sind in der Lage sich in der Gegenwart von
GM-CSF und IL-4 zu DCs zu differenzieren (Sallusto und Lanzavecchia, 1994a), wobei
die CD14+/CD16+ Monozyten bevorzugt ins Gewebe migrieren und zu DCs differenzieren
(Randolph et al., 2002).

2.1.3.1 Differenzierung von Monozyten zu Dendritischen Zellen

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass sich zumindest ein Teil der Dendritischen
Zellen (DCs) aus Monozyten ableitet. Hierbei scheint die Oberflachenexpression von CD2
eine grofRe Rolle bei der Differenzierung zu spielen (Crawford et al., 1999; Yang et al.,
1999; Zhou und Tedder, 1996). Das Kulturmilieu der Monozyten beeinflusst ihre Reifung.
Inkubiert man Monozyten mit dem Makrophagen-Wachstumsfaktor (M-CSF),
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differenzieren sie sich zu Makrophagen (Hashimoto et al., 1997), inkubiert man sie
hingegen mit Granulozyten-Makrophagen-Wachstumsfaktor (GM-CSF) und IL-4
entwickeln sich DCs (Bender et al., 1996).

Dendritische
Zelle

Myeloische Vorlauferzelle

0))

h"

: Apoptose

Makrophage

NO Endothelzellen

Abb. 1: Differenzierung von Monozyten zu Dendritischen Zellen (Markert, 2006).
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass sich CD14+-Monozyten aus
myeloischen Vorlauferzellen entwickeln. Diese entwickeln sich dann unter dem Einfluss
von GM-CSF und Interleukin 4 zur Dendritischen Zellen oder im Milieu mit GM-CSF und
M-CSF zu Makrophagen. Wenn die CD14+-Monozyten keine Stimulation von
Interleukinen oder Wachstumsfaktoren erfahren, gehen die Zellen in die Apoptose Uber.
Auch Endothelzellen kdnnen sich aus den CD14+-Monozyten differenzieren und aus dem
Blut in das Gefalisystem migrieren.

GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-stimulating factor, M-CSF: Macrophage
colony-stimulating factor CD: Cluster of differentiation, NO: Stickstoff, Oz: Sauerstoff

2.1.4 Dendritische Zellen

Die 1973 erstmal von Steinman et al. beschriebenen Dendritischen Zellen (DCs) gehéren
zu den potentesten Antigen-prasentierenden Zellen (APC) des Immunsystems. DCs sind

spezialisiert durch Aufnahme von Antigenen im Gewebe, Migration zu lymphoidem
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Gewebe und Aktivierung von antigen-abhangigen T-Zellen eine Immunantwort zu modu-
lieren (Steinman et al., 1975; Steinman, 1991). DCs kommen im ganzen Kérper vor, wo
es zum Antigenkontakt kommt, vor allem in der Haut (Langerhans-Zellen), den lymphati-
schen Organen (Milz, Thymus, Lymphknoten) und in den Schleimh&auten. Der groi3te Teil
der DCs leitet sich von den myeloiden Vorlauferzellen ab, z. B. den Monozyten. Nur ein
kleiner Teil (die plasmazoiden DCs) hat lymphoide Herkunft. Mit Hilfe eines geeigneten
Zytokinmilieus ist es moglich, DCs aus Monozyten oder CD34+-Progenitorzellen in vitro
zu generieren (Sallusto und Lanzavecchia, 1994b; Romani et al., 1996). Préakursoren DCs
zirkulieren im Blut, sammeln die Antigene der Umwelt und exprimieren zu diesem
Zeitpunkt nur wenige kostimulatorische Molekile (CD80, CD83, CD86, MHC-II), weisen
jedoch eine starke Endozytosefahigkeit und Antigenverarbeitung auf. Nach der
Antigenaufnahme wandern die DCs in die regionaren Lymphknoten und differenzieren
sich zu reifen DCs, die eine verminderte Phagozytosefahigkeit und eine erhéhte Expres-
sion von MHC-I/1l und verschiedenen kostimulatorischen Molekilen aufweisen. Sie sind
damit zur Antigenprasentation und T-Zellaktivierung in der Lage (von Bubnoff et al., 2001).
Wahrend der Reifung der DCs findet man eine Expression von CD1a auf ihrer Oberflache,
ein Marker fur noch unreife Zellen. CD83 und CD208 (Lysosomen-assoziiertes Membran-
Glykoprotein) hingegen charakterisieren die reifen Formen (Ebner et al., 2002). Die
Migration und Reifung wird von bestimmten Signalen induziert, wie z.B. der Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine aus entzindlichem Gewebe oder virale DNS oder
bakterielle Lipopolysaccharide (LPS). Wahrend unreife DCs eine niedrige IL-10-
Produktion aufweisen, sezernieren DCs nach der Stimulation viel IL-10 (Corinti et al.,
2001). Entsprechend sezernieren reife DCs weniger IL-12 (Reider et al., 2002). Legge et
al. (Legge et al., 2002) teilte die DCs analog der Monozyteneinteilung in CD8 negative
(DC2) und CD8 positive (DC1) DCs ein und ordnete ihnen jeweils charakteristische
Zytokine, IL-10 und IL-12, zu. Nach Tanaka et al. (Tanaka et al., 2000) aktivieren DC1
(myeloide DCs) Th1-Zellen durch die Produktion von IL-12 und IFN-y und DC2 (lymphoide
DCs) Th2- Zellen durch Sekretion von IL-4, IL-5 und IL-10 (Leung, 2000; Maldonado-
Lopez et al., 1999; Rissoan et al., 1999). In einigen Studien hat sich ebenfalls gezeigt,
dass die Einteilung in DC1 und DC2 nicht unbedingt in einer Th1l- und Th2- Aktivierung
resultiert, sondern dass DC1 sowohl Thl- als auch Th2-Zellen aktivieren kénnen (von
Bubnoff et al., 2001).
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2.1.5 Die Rolle der T-Lymphozyten in der allergischen Atemwegsentzindung

Bei der Sensibilisierung gegen ein inhaliertes Allergen spielt das Atemwegsepithel eine
entscheidende Rolle (Lambrecht und Hammad, 2012b). Epithelzellen erkennen durch
pattern-recognition-receptors (PRR), wie TLRs, pathogenassoziierte molekulare Muster.
Lipopolysaccharide, die z.B. im Hausstaubmilbenextrakt enthalten sind, binden an TLR-4
und aktivieren durch den Nuclear-factor kappa B (NF-uB) viele proinflammatorische Gene
(Hammad et al., 2009). So produzierte Chemokine und Zytokine, wie GM-CSF, IL-25 und
IL-33 locken DCs an (Rank et al., 2009; Angkasekwinai et al., 2007), die das Allergen
aufnehmen, prozessieren und es in den drainierenden Lymphknoten gegeniber naiven
T-Zellen prasentieren. Je nach Zusammensetzung der von den DCs freigesetzten
Zytokinen, wird eine Polarisierung der T-Helferzellen induziert (Lambrecht und Hammad,
2012a). In den meisten Fallen resultiert eine Differenzierung zu Th2-Zellen, welche den
Isotypenwechsel zur IgE Produktion in B-Lymphozyten hervorrufen. Atopie wird
vermutlich durch ein Ungleichgewicht einer Thl- und Th2-Zellantwort hervorgerufen
(Gupta und Agrawal, 2010). Bei Inhalation von Allergenen werden Th2-Zellen in die
Atemwege gelockt, proliferieren und produzieren die Effektorzytokine IL-4, IL-5 und IL-13
(Cohn et al., 1997). Diese von Th2-Zellen sezernierten Zytokine regen die IgE-Synthese
durch B-Lymphozyten an. IL-4 fordert weiterhin die Proliferation der Th2-Zellen und
Homdoostase der Mastzellen. Das IL-13 verstarkt die Mukusproduktion und die
Atemwegshyperreagibilitdt (Taube et al., 2002). IL-5 induziert die Reifung von eosino-
philen Granulozyten im Knochenmark und fordert deren Rekrutierung (Foster et al., 1996).
Fiur die Differenzierung der Thl-Zellen sind das proinflammatorische IL-12 und der
Transkriptionsfaktor T-box 21 (T-bet) essentiell. Thl-Zellen kénnen durch die T-bet-
anhangige Induktion von Tumornekrose-Faktor y (TFN-y) die Genexpression von IL-4 und
somit die Differenzierung zu Th2-Zellen inhibieren (Boom et al., 1988; Djuretic et al.,
2007). Th2-Zellen kdnnen wiederum durch das regulatorische IL-10 die Thl-Antwort
unterdricken (Mosmann und Moore, 1991; Neurath et al., 2002). Durch diese gegen-
seitige Regulation wird angenommen, dass ein Gleichgewicht zwischen den Th1l-Zellen
und Th2-Zellen fir die Immunhomoostase entscheidend ist. Dieser Hypothese nach ist
eine Th2-vermittelte allergische Reaktion die Folge einer zu schwachen Gegenreaktion
der Thl-Zellen. Eine Starkung der Th1l-Antwort wirde die Balance wieder ausgleichen.

Jedoch ist diese Thl/Th2-Hypothese umstritten, da im Mausmodell gezeigt werden



konnte, dass Thl-Zellen zur Sensibilisierung und Atemwegshyperreagibilitat beitragen
kénnen (Randolph et al., 1999).

Naive T-Zellen i

|L-1|3L-1:Z -4 N\
IL-13

PGE,
IL-2 ':'L'i

IFN-y IL-13
TNF-B

\

TH4-
Antwort Antwort

Abb. 2: Thl und Th2 Immunantwort nach Mosmann 1989 (Markert, 2006).

Die Abbildung beschreibt die Differenzierung naiver T-Zellen nach Antigenprasentation
durch Antigen-Prasentierende Zellen (APC). Je nach Zusammensetzung der
freigesetzten Zytokinen, wird eine Polarisierung der T-Helferzellen induziert (Lambrecht
und Hammad, 2012a). So begunstigt das proinflammatorische IL-12 und IL-18 die
Differenzierung der naiven T-Zellen zu Thl-Zellen, wahrend IL-4, IL-13 und PGE: eine
Differenzierung zu Th2-Zellen bewirkt. Die Thl- und Th2-Zellen produzieren wiederum
ihrerseits spezifische Interleukine, die charakteristisch fur eine spezifische Immunantwort
sind. Charakteristische Interleukine der Th1- Antwort sind IL-2, IFN-y und TNF-§3, wahrend
die Th2-Antwort durch IL-4, IL-5, IL-13 gepragt ist.

APC: Antigen Prasentierende Zelle, IL: Interleukin, PGE2: Prostaglandin E2 IFN-y:
Interferon y, TNF-B: Tumor Nekrose Faktor 3, Th: T-Helferzelle
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2.1.6 Toll-Like-Rezeptor

Die so genannten "Toll-like-Rezeptoren” (TLR) sind ausschlaggebender Bestandteil einer
sehr urspriinglichen und konstanten Immunabwehr. Toll, der Ursprung der TLR-Familie,
galt zunéachst als wichtiger Faktor in der embryonalen Entwicklung der Drosophila Fliege
(Anderson et al., 1985), spater konnte gezeigt werden, dass er auch in der Abwehr gegen
Pilzinfektionen eine wichtige Rolle spielt (Lemaitre et al., 1996), und schlief3lich scheinen
TLRs eine bedeutsame Rolle in der Detektion von mikrobiellen Produkten und Initilerung
einer Immunantwort, sowohl in Drosophila als auch bei Saugern, zu spielen (Anderson,
2000). Bisher sind zwolf Mitglieder der TLR-Familie genauer charakterisiert (vgl. Tabelle
1). Sie bestehen aus glykoproteinreichen Transmembranproteinen und werden extra-
oder intrazellular exprimiert. Die intrazellularen TLR sind meist endosomal lokalisiert, was
bedeutet, dass Liganden, bzw. so genannte PAMPs zunéchst endosomal aufgenommen
werden mussen bevor eine Signaltransduktion méglich ist. Sie werden von verschiedenen
Zellen, darunter Makrophagen und Dendritischen Zellen, aber auch B-Zellen, Fibroblasten

und Epithelzellen exprimiert (Akira et al., 2006).

Tab. 1: Toll-like-Rezeptoren und ausgewahlte Liganden nach (Akira et al., 2006)

Rezeptor Ligand Lokalisation
TLR 1/2 Triacylierte Lipopeptide (Bakterien/Mykobakterien) Oberflache
TLR 2/6 Diacylierte Lipopeptide, Peptidoglykan, Hitze- Oberflache

schockproteine, Lipoteichonsaure,

Lipopolysaccharide (LPS)

TLR 3 Doppelstrang RNA (dsRNA) Endosome
TLR 4 LPS, Envelope Protein (Virus), Taxol, Fibrinogen  Oberflache
TLR 5 Flagellin Oberflache
TLR 7 Imidazoquinoline, Loxoribin, SSRNA Endosome
TLR 8 Einzelstrang RNA (ssRNA) Endosome
TLR 9 Unmethylierte CpG-DNA (Bakterien, Endosome
Mykobakterien), ssDNA (Viren)
TLR 10 kein spezifischer Ligand (Oosting et al., 2014) Oberflache
TLR 11 Uropathogene Bakterien, Profilin (Toxoplasma Oberflache

gondii)
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TLRs kénnen anhand ihrer Liganden oder der Lokalisation in Untergruppen zusammen-
gefasst werden. Wahrend TLR-1, TLR-2 und TLR-6 Fette erkennen, sind TLR-7, TLR-8
und TLR-9 auf die Erkennung von Nukleinsauren spezialisiert. Der TLR-4 hingegen weist
ein divergentes Ligandenspektrum auf, wie Lipopolysaccharide (LPS), Paclitaxel, das
Fusionsprotein des respiratory syncytial virus (RSV), Fibronectin und Hitzeschock-
proteine. TLR-1, -2, -4, -5, -6, -10, -11 sind auf der Zelloberflache exprimiert, wahrend
TLR-3, -7, -8, -9 fast ausschliellich in Endosomen lokalisiert sind, wo sie in Kontakt mit
ihren Liganden kommen. Die transmembranaren und membran-nahen Regionen sind
ausschlaggebend fur die Kompartimentierung (Akira et al., 2006). Der TLR-2 liegt als
Heterodimer entweder mit TLR-1 oder TLR-6 vor (Takeuchi et al., 2001; Takeuchi et al.,
2002). TLR-4 bildet Homodimere und liegt in Verbindung mit dem Lymphozyten Antigen
96 (MD-2) vor, welches essentiell fur die Reaktion auf LPS ist (Nagai et al., 2002; Shimazu
et al.,, 1999). Der Kontakt zu den jeweiligen Liganden fihrt zur Auslésung einer

intrazellularen Kaskade.

2.1.6.1 Informationsubertragung uber die Toll-like-Signalkaskade

Transmembranproteine verfiigen uber eine extrazellulare Doméane und eine zytoplasma-
tische Region, Uber die eine Signaltibertragung von der Aul3enseite der Zelle ins Innere
stattfindet. Bei den TLRs besteht die extrazellulare Doméne, wie beim Toll-Protein der
Drosophila, aus repetitiven Leucin-reichen Einheiten (leucine-rich repeats, LRR). Die
zytoplasmatische Region ist homolog zu der Signalibertragung des Interleukin-1-
Rezeptors und wird Toll/IL-1R-Homologie-Domane (TIR-Doméne) genannt (Bowie und
O'Neill, 2000).

Durch Stimulation der Zelle mit einem TLR-Liganden startet die Signaltransduktion
(Abb.3) durch die Bindung eines Adapterproteins, wie der myeloide Differenzierungs-
faktor 88 (MyD88), an die cytoplasmatische TIR-Doméane und triggert eine Signal-
kaskade, die zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen fuhrt
(Akira et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Reaktion auf LPS (Kawali
et al., 1999), als auch die Zellaktivierung durch TLR-2-Liganden von MyD88 abhangen
(Takeuchi et al., 2000b; Takeuchi et al., 2000a). Weitere Adapterproteine sind das TIR-
Domane enthaltende Adapterprotein (TIRAP) (Horng et al., 2001) und das Toll-Rezeptor
assoziierte Molekil (TRAM) (Yamamoto et al.,, 2003). Uber den TNF-Rezeptor

assoziierten Faktor 6 (TRAF6) (Lomaga et al., 1999) und verschiedene IL-Rezeptor
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assoziierte Kinasen (IRAK) wird das Signal intrazellular vermittelt, was zu der Trans-
lokation des Transkriptionsfaktors NF-uB in den Zellkern und der Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen fuhrt (Wang et al., 2001).

Abgesehen von TLR-3 vermitteln alle TLRs ihr Signal tber den MyD88-abhangigen Weg.
Ein weiterer Signalweg wurde bei MyD88-knock-out-Mausen durch doppelstrangige
Virus-RNA Uber TLR-3 und LPS tber TLR-4 initiiert (Doyle et al., 2002; Kawai et al., 2001).
Dieser Mechanismus ist MyD88 unabhéngig und verlauft tber TRAM und den TLR-
assoziierten Aktivator von Interferon (TRIF) (Takeda und Akira, 2004). Er fuhrt Gber IRF-
3 (Interferon regulatory factor) zur Aktivierung der NF-uB-Produktion (Alexopoulou et al.,
2001b).
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Abb. 3: Signalkaskade der Toll-like-Rezeptoren nach (Xiang et al., 2010).

Die Signaltransduktion startet durch die Bindung eines Adapterproteins an die TIR-
Doméne, wobei der myeloide Differenzierungsfaktor 88 (MyD88) ein zentrales
Adapterprotein ist. Weitere Adapterproteine sind das TIR-Doméane enthaltende
Adapterprotein (TIRAP) (Horng et al., 2001) und das Toll-Rezeptor assoziierte Molekdl
(TRAM) (Yamamoto et al., 2003). Uber den TNF-Rezeptor assoziierten Faktor 6 (TRAF6)
(Lomaga et al., 1999) und verschiedene IL-Rezeptor assoziierte Kinasen (IRAK) wird das
Signal intrazellular vermittelt, was zu der Translokation des Transkriptionsfaktors NF-uB
in den Zellkern und der Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen fihrt (Wang et
al., 2001). Abgesehen von TLR-3 vermitteln alle TLRs ihr Signal Uber den MyD88-
abhangigen Weg. Die Bindung von ds RNA an den TLR-3 ist MyD88 unabhangig und
verlauft tber TRAM und den TLR-assoziierten Aktivator von Interferon (TRIF) (Takeda
und Akira, 2004). Er fuhrt Gber IRF-3 (Interferon regulatory factor) zur Aktivierung der NF-
uB-Produktion (Alexopoulou et al., 2001b).
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2.1.6.2 Regulation der TLR-Expression

Studien konnten zeigen, dass die Stimulation von Immunzellen mit PAMPs eine
Veranderung der TLR-Expression bewirkt. So regulieren zum Beispiel humane
B-Lymphozyten und DCs nach Stimulation mit synthetischen Oligonukleotiden die
Expression von TLR-9 herunter und Mukosazellen nach Simulation mit LPS die
Expression von TLR-4 herauf (Tulic et al., 2004b; Hornung et al., 2002a). Es konnte eben-
falls gezeigt werden, dass Enterotoxin B und Peptidogylokan-Fragmente, durch eine fast
regelhafte Kolonisierung mit Staphyloccocus aureus, an TLR-2 auf Monozyten und DCs
binden und somit die Aktivierung von immunmodulatorischen und proinflammatorischen
Effektorzellen beeinflussen (Volz et al., 2010). Diese proinflammatorischen Zytokine
induzieren wiederum die Expression von TLR-2 (Matsuguchi et al., 2000; Mita et al.,
2001). Dies konnte ebenfalls anhand von Daten tber gesteigerte TLR-2-Level auf mMRNA-
und Proteinebene bei einer Infektion oder Sepsis durch Staphyloccocus aureus
nachgewiesen werden (Armstrong et al., 2004; Bode et al., 2014). Der TLR-4 scheint
bislang der starkste Vertreter in der Erkennung von gram-negativen Bakterien zu sein
(Mita et al., 2002). Aber nicht nur Liganden verandern das Expressionsmuster, sondern
auch das umgebende Zytokin-Milieu hat einen Einfluss. IL-2, ist ein von Thl-Zellen
produziertes Zytokin, das die Proliferation und Differenzierung von naiven T-Zellen zu
Effektorzellen auslost und zu einem Anstieg der TLR-4-Expression auf Monozyten fuhrt,
wahrend sich keine Expressionssteigerung auf B-Zellen nachweisen lasst (Mita et al.,
2002). IFN-y, von Th1-Zellen gebildet, induziert in Monozyten den Anstieg der Expression
der TLR-2 und -4 auf mRNA und Proteinniveau (Matsuguchi et al., 2000; Mita et al., 2001).
Im Gegensatz hierzu senkt IL-4 die TLR-4 Oberflachenexpression auf Monozyten, aber
steigert die TLR-4 Oberflachenexpression auf peripheren B-Zellen. Diese Resultate
verdeutlichen, dass Thl-Zytokine, wie IL-2, verantwortliche Rezeptoren fir eine
Immunantwort auf gramnegative Bakterien durch Monozyten steigert. Wohingegen
Th2-Zytokine, wie IL-4, die humorale B-Zell-Antwort auf gramnegative Bakterien steigert,
jedoch nicht durch Monozyten (Mita et al., 2002; Staege et al., 2000).

2.1.6.3 Dendritische Zellen als Bindeglied zwischen adaptiver und angeborener
Immunitat

Die Haut und die Schleimhaute haben standig Kontakt zu unterschiedlichen Mikroorga-
nismen. Adaptive und angeborene Immunitat schitzen den Organismus jedoch vor dem

Eindringen dieser Mikroorganismen. Spezialisierte ,Wachterzellen®, wie DCs, siedeln sich
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vorwiegend an Orten vermehrter Pathogenexposition an und beeinflussen mal3geblich
den weiteren Verlauf einer Infektion. DCs sind in der Lage, zwischen verschiedenen
Mikroorganismen zu unterscheiden und eine mafigeschneiderte antimikrobielle
Immunantwort zu initiieren. Auf der anderen Seite kdnnen Pathogene jedoch auch mit der
Funktion der DCs interferieren und damit ihre Elimination verzégern oder verhindern
(Kolb-Maurer A., 2004).

Die Signal-Ubertragenden PPR beinhalten die Familie der TLR. Die DCs exprimieren
sowohl TLR als auch endozytische Scavanger Rezeptoren (SR). Die angeborene
Immunitat vermittelt innerhalb weniger Stunden die Zerstérung und Phagozytose von
Zellen oder Zellbestandteilen tber den SR, wahrend TLR die Reifung von DCs durch die
Hochregulation von kostimulatorischen Molekulen, wie CD80/CD86, induziert. Durch die
Aktivierung des TLR durch z.B. Lipopolysacharide (LPS) wird die intrazellulare
Aktivierungskaskade angestof3en und Interleukine, wie IL-12, von den DCs freigesetzt.
Dies fordert die Rekrutierung von naiven CD4+ T-Zellen, die an den Major-Histo-
compatibility-Complex 1l (MHCII) binden und zur klonalen Expansion anregen (Antonio
Pezzutto et al., 2007). Gleichzeitig exprimieren aktivierte DCs costimulatorische Faktoren,
die eine Differenzierung der naiven CD4* T-Zellen in Thl-Zellen oder Th2-Zellen nach
sich zieht. Thl-Zellen produzieren Interferon-y (IFN-y) und steuern so die Beendigung
einer bakteriellen oder viralen Infektion. Hingegen Th2-Zellen produzieren IL-4 und IL-13,
die einen Isotypenwechsel von IgM zu IgE oder zu IgG steuern. So ist die Produktion von
IgE durch B-Lymphozyten charakteristisch bei der Immunabwehr von Infektionen mit
Parasiten, aber auch bei atopischen Erkrankungen (Akira et al., 2001). Die Stimulation
von TLRs fuhrt Gberwiegend zu einer Thl-Zell-, statt zu einer Th2-Zell-Differenzierung
(Akira et al., 2006).

2.2 Allergie und Atopie

Der Begriff ,Allergie® wurde 1906 durch den Wiener Kinderarzt Clemens von Pirquet
gepragt. Unter Allergie versteht man eine UberschieRende Abwehrreaktion des
Organismus gegenuber harmlosen Umweltstoffen, so genannten Allergenen (Clemens
von Pirquet, 1906). Haufige Allergene stellen Pollen, Hausstaubmilben, Schimmelpilz-
sporen, Tierhaare und Lebensmittel dar. Je nach Exposition kbnnen Symptome auf den
Schleimhauten, insbesondere der oberen Atemwege, Haut und Gastrointestinaltrakt
auftreten. Die Immunreaktion auf Allergene wurde 1963 von Coombs und Gell in vier
Kategorien mit Unterklassen eingeteilt. Die Typ-I- bis Typ-lll-Reaktionen werden durch
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Antikdrper vermittelt, wahrend die Typ-1V-Reaktion durch T-Zellen ausgeldst wird (Loffler
und Petrides, 2003).

Atopie beschreibt, in der Medizin, die allergische Reaktion der Typ-I-Reaktion vom Sofort-
typ nach dem Kontakt mit harmlosen Umweltsubstanzen. Der Begriff Atopie wird
informeller Weise héaufig synonym zu Allergie verwendet. Diese Arbeit fokussiert sich auf
die Typ-I-Reaktion vom Soforttyp. Die Soforttypreaktion ist IgE vermittelt und setzt einen
meist symptomlosen Erstkontakt zur Sensibilisierung voraus. Durch den Allergenkontakt
schitten Th2-Zellen den Botenstoff IL-4 und IL-13 aus, die B-Lymphozyten zur Produktion
spezifischer IgE-Antikdrper gegen das Allergen aktivieren. Die IgE-Antikdrper binden an
den hoch-affinen IgE-Rezeptor (FceRI) auf basophilen Granulozyten und Mastzellen und
werden zu zellstandigen Antikorpern. Ein erneuter Allergenkontakt fuhrt dann tber die
Bindung des Allergens an die zellstdndigen IgE-Antikdrper zu einer Degranulierung der
Zellen mit massiver Freisetzung diverser Entziindungsmediatoren, wie Prostaglandine,
Leukotriene und Histamin (Loffler und Petrides, 2003). Das Histamin erweitert die kleinen
Blutgefal3e, was zu einer Rotung und Flussigkeitsaustritt aus den BlutgefalRen mit einer
Schwellung fuhrt. Durch die freigesetzten Chemokine werden weitere Entziindungszellen,
wie Granulozyten und Makrophagen, rekrutiert und verstarken die allergische Reaktion,
die lokal zu Gewebeschaden fuhren kann. Atopie ist ein Beispiel fir eine Gen-Umwelt-
Interaktion. Individuen mit einem bestimmten Genotyp reagieren mit einer
UberschieRenden IgE-Produktion auf ein Umwelt-Allergen, wie Pollen, Hausstaubmilben,
Tierhaare oder Lebensmittel. Dass eine genetische Disposition vorliegen muss, lasst sich
anhand der familiaren Haufung von atopischen Erkrankungen mutmaf3en (Redecke et al.,
2004a) (Broide, 2009). Die Entwicklung einer Atopie zeigt sich schon haufig im
Sauglingsalter durch ein Ekzem, allgemein als Milchschorf bezeichnet. Es folgt der
sequenzielle Verlauf Uber die Entwicklung von Lebensmittelallergien bis hin zu
allergischen Rhinitis. Eine persistierende Provokation der Allergene auf die oberen
Atemwege kann zu einem sogenannten ,Etagenwechsel“ von einer allergischen Rhinitis

zum Asthma bronchiale fiihren (Holgate, 1999).

2.2.1 Epidemiologie

Atopische Krankheitsbilder reprasentieren ein weltweites Gesundheitsproblem. Eine
Vielzahl von Studien konnte die gesteigerte Pravalenz in Industrienationen und

Entwicklungs-landern fir Asthma bronchiale, allergische Rhinitis und atopische Dermatitis
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in den letzten vier Dekaden nachweisen (Baena-Cagnani, 2001; Pawankar et al., 2011;
Kamer et al., 2013).
Geschatzt leiden in Deutschland ca. 24 % der Bevolkerung unter allergischer Rhino-

konjunktivitis und ca. 5 % unter allergischem Asthma bronchiale (Ring et al., 2009).

2.2.2 Klinische Auspragung und Therapie

Zwischen dem Allergenkontakt und dem Auftreten erster Symptome liegen bei beste-
hender Sensibilisierung oft nur wenige Minuten. Die Art, Menge und individuelle Pradis-
positionen bestimmen die Symptomatik. Diese manifestiert sich vor allem an der Haut,
dem Respirationstrakt, dem Gastrointestinal Trakt, dem kardiovaskularen System und
dem Zentralen Nervensystem. Abhangig von der Schwere der anaphylaktischen Reaktion
werden 5 Stadien unterschieden, wobei Stadium O und 1 eine lokale Reaktion mit leichter
Allgemeinreaktion umfasst. Hierzu zahlen kutane Reaktionen, wie Urtikaria und Pruritus,
und Schleimhautreaktionen, wie Rhinorrhoe und Epiphora. Im Stadium 2 kommt es bereits
zu ausgepragten Allgemeinreaktionen, wie ausgedehnte Hautmanifestationen mit
Erythem und Urtikaria, begleitet durch kardiovaskulare Dysfunktionen (Hypotonie und
Tachykardie) und Dyspnoe. Stadium 3 und 4 umfassen das klinische Bild eines
anaphylaktischen Schocks mit schweren kardiovaskularen Dysregulationen und
Bewusstseinseintribung bis hin zum lebensbedrohlichen Organversagen (Grevers und
Roécken, 2008). Die Therapie der allergischen Reaktion richtet sich nach der Schwere der
Symptomatik.

Die Allergenkarenz steht an erster Stelle der Behandlungsstrategie, Antihistaminika
stehen fur die symptomatische Therapie bei Rhinokonjunktivitis und topische/ systemi-
sche Kortikosteroide wie auch Leukotrienrezeptorantagonisten bei allergischem Asthma
bronchiale zur Verfiigung. Im Falle einer Allgemeinreaktion werden systemische Glyko-
kortikoide und unter Umstanden Adrenalin zur Stabilisierung der Kreislaufreaktion verab-
reicht. Zusatzlich kénnen inhalative B2-Sympatomimetika einen Bronchospasmus redu-
zieren.

Die genannten Medikamente wirken symptomatisch und sind nicht kurativ. Aus diesem
Grund wurde die spezifische Immuntherapie (SIT) als krankheitsmodifizierende Behand-
lung etabliert. Noon beschrieb 1911 erstmalig die Mdglichkeit der subkutanen Impfung mit
Graserpollen, um spezifische Symptome wahrend der Pollensaison zu reduzieren (Noon,
1953). Die SIT ist eine kausale immunmodulierende Therapie mit dem Ziel der Reduktion

der Symptomlast, Verhinderung der Krankheitsprogression (Calderon et al., 2012,
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Jacobsen et al., 2007) und Reduktion der supportiven Medikation. Sie wirkt zum einen
durch die Aktivierung von neuen und Boosterung von bestehenden IgG-Antikérpern, die
die Bindung der IgE-Allergenkomplexe an die B-Zellen und DCs verhindern kdénnen. Ein
Zweiter Wirkmechanismus besteht in der Regulation der Effektorzell-Funktion durch
Aktivierung von T-regulatorischen Zellen (Tregs). Tregs haben die Fahigkeit Uber die
Sekretion von IL-10 und TGF-B eine Th2-Immunantwort herunter zu regulieren
(Hawrylowicz und O'Garra, 2005), eine durch Allergene ausgeldste Immun-antwort zu
blockieren und die Entziindungsreaktion im Gewebe zu dampfen. Zusatzlich tragt die
Freisetzung von IL-10 zur Verstarkung der oben beschriebenen Produktion von
blockierenden IgG-Antikdrpern bei und bremst die Rekrutierung von Th1- und Th2- Zellen.
Die lokal freigesetzten Zytokine dampfen aul3erdem die lokale Mastzellaktivitat und die
Aktivierung der anderen Efektorzellen, die zur allergischen Entziindung beitragen.
Abhangig von der Allergendosis entwickelt das Immunsystem durch Konfrontation mit
biologisch hohen Allergendosen und weiteren Proteinen, wie Glykoproteine und Lektine,

eine Toleranz (Pfaar et al., 2014).

2.3 Schuppenflechte (Psoriasis vulgaris)

Atopische Dermatitis und Psoriasis sind die zwei haufigsten auftretenden Dermatosen in
den westlichen Industrielandern. Von Psoriasis sind ca. 2-3 % der europaischen Bevol-
kerung betroffen. Damit ist die Psoriasis eine der haufigsten chronischen Entziindungs-
krankheiten. In etwa 40 % der Falle kommt die Psoriasis familiar gehauft vor, es findet
sich ein Bezug zu Merkmalen des HLA-Systems (HLA-Cw6 und -DR7). Diese Form wird
als Typ | bezeichnet und der Erkrankungsbeginn liegt in der zweiten bis dritten Lebens-
dekade. Bei dem Typ Il fehlen familidre Haufung und HLA-Assoziation und der Gipfel der
Erstmanifestation liegt in der funften bis sechsten Lebensdekade (Mrowietz und Reich,
2009). Zudem lassen sich genetische Faktoren an 8 Genloci (PSORS 1-8) festlegen. Als
wichtigster Genlocus wird PSORS 1 auf dem Chromosom 6p21 betrachtet (Allen et al.,
2005). Auch in der Promotorregion des Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) wurde eine
Assoziation mit Psoriasis und Psoriasis-Arthritis aufgedeckt (Reich et al.,, 2007).
Zytokinen, insbesondere IL-12 und IL-23, wird ebenfalls eine wichtige Rolle im
psoriatrischen Entziindungsprozess zugeschrieben (Cargill et al., 2007). Die genetischen
Faktoren kdnnen dazu fuhren, dass bei pradisponierten Patienten leichter immunologisch
vermittelte, chronische Entztindungen auftreten. Zu einem derartigen Modell passt, dass
Psoriasis haufig durch auslosende Faktoren, wie Infekte der oberen Atemwege durch
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Streptokokken, Medikamente (B-Blocker, ACE-Hemmer, Lithium, Interferon-q,
Chloroquin) und Stress, manifest wird oder sich verschlechtert (Mrowietz und Reich,
2009). Die Pathogenese der Psoriasis ist ein Zusammenspiel der angeborenen und
erworbenen Immunitat, tUber eine Aktivierung von DCs in der Epidermis und Dermis
(Schroder et al., 2006). Nachweislich spielen TLR-2 und TLR-4 hier eine einflussreiche
Rolle (Begon et al., 2007). Bei der Erstmanifestation und bei Krankheitsschiiben kommt
es zur Aktivierung von DCs in der Epidermis und Dermis, die durch die Produktion von
TNF-a und IL-23 die Entwicklung von Thl- und Th17-Zellen férdern (Sano et al., 2005).
Diese T-Zellen bilden ihrerseits wieder pro-inflammatorische Mediatoren (IFN-y, IL-6, IL-
8, IL-12, IL-17, IL-18) und unterdricken die Konzentration anti-inflammatorischer
Zytokine (IL-10 und IL-4), die zu einer vaskularen und epidermalen Barrierestérung
beitragen. Die Hautbefunde sind histologisch durch eine tberschiel3ende Proliferation und
gestorte Zellreifung der Hautzellen charakterisiert. Dies fuhrt zu einer Parakeratose als
Ausdruck der verkurzten Reifungszeit (3-4 Tage statt 28 Tage). Eine Ansammlung von
aktivierten Mastzellen, CD4+-T-Zellen, CD8+ zytotoxischen T-Zellen, Neutrophilen
Granulozyten und eine Neoangiogenese kann in dem betroffenen Hautareal, wie bei der

atopischen Dermatitis, beobachtet werden (Fritsch, 2003).

2.3.1 Klinische Auspragung und Therapie

Die typischen Hautveranderungen (Primareffloreszenz) sind scharf begrenzte eryth-
rosquamose Plaques, bei der eine Rotung und Schuppung (Hyperkeratose) zu sehen ist.
Die haufigste klinische Form ist mit 80 % die Psoriasis vulgaris. Bei ungefahr 20 % der
Patienten tritt im Verlauf eine entzindliche Erkrankung der Gelenke, die Psoriasis-
Arthritis, auf (Mrowietz und Reich, 2009).

Zur Klassifizierung des Schweregrades verwendet man den PASI-Index (Psoriasis Area
and Severity Index), der die Symptome Erythem, Infiltration und Schuppung, sowie das
Ausmal} des Befalls der vier Korperregionen erfasst. Laut Leitlinie ist PASI >10 das
Kriterium fur mittelschwer bis schwere Psoriasis (Mrowietz und Reich, 2009).

Eine haufige Begleiterkrankung ist die koronare Herzkrankheit mit gehauftem Auftreten
von Myokardinfarkt und Schlaganfall. Eine direkte Beteiligung, zum Beispiel durch eine
endotheliale Dysfunktion durch dauerhaft erhéhte Spiegel von Mediatoren, wie vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), fuhrt ohne das Vorliegen klassischer Risiko-

faktoren zu einer Atherosklerose (Ludwig et al., 2007).
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Eine alleinige Lokaltherapie mit topischen Kortikoiden kann bei leichter bis mittelschwerer
Psoriasis zu einem ausreichenden Therapieerfolg fuhren. Sehr erfolgreich und als first-
line Therapie wird ein Kombinationspraparat aus dem Vitamin D3-Analogon Calcipotriol
und einem mittelpotenten Kortikoid verwendet (Kragballe et al., 2006). Fur mittelschwere
Formen und erschwertem Ansprechen auf eine topische Therapie kommt ultraviolettes
Licht zur Induktion einer Remission zum Einsatz. Die systemische Therapie kommt vor
allem fur Patienten mit mittelschwerer und schwerer Psoriasis und bei Patienten mit
haufigen Rezidiven oder hoher Krankheitsaktivitdt in Betracht. In Deutschland sind
Fumarsaureester und Methotrexat die am haufigsten verwendeten systemischen
Medikamente. Eine Bereicherung des therapeutischen Repertoires sind die Biologika, die
ein gutes Nutzen-Risiko-Profil aufweisen. Dabei handelt es sich um Zytokine,
Fusionsproteine aus Oberflachenmolekiilen und dem konstanten Fragment von
Immunglobulinen oder Antikérpern, die das Ungleichgewicht des fehlregulierten

Immunsystems ausgleichen (Mrowietz und Reich, 2009).

2.4 Hygienehypothese

Die Inzidenz von Atopie in Industrienationen ist in den vergangenen vier Dekaden
gestiegen. Dies scheint auf die Reduktion von bakteriellen Infektionen aufgrund einer
sauberen Umgebung zurtick zu fuhren zu sein (Bach, 2002). Diese Theorie wurde in der
Hygienehypothese von Strachan 1989 erstmalig postuliert. Er beobachtete 17.414
Britische Kinder, die im Marz 1958 geboren wurden, Uber einen Zeitraum von 23 Jahren.
Es wurde dargelegt, dass die Familiengrof3e und die Position in der Geschwisterrangfolge
im Alter von 11 Jahren einen umgekehrten Zusammenhang zum Auftreten von
Heuschnupfen im Alter von 11 und 23 Jahren hatten. Ebenso scheinen die verbesserten
hygienischen Standards, sinkende Familiengré3en und eine damit verbundene sinkende
Anzahl von Infektionen im Kindesalter potentielle Ursachen fiur die steigende Pravalenz
atopischer Erkrankungen (Strachan, 1989) zu sein. Es wird diskutiert, dass die Exposition
gegenuber mikrobiellen Agenz den starksten Einfluss auf die postnatale Entwicklung des
Immunsystems, Ausbildung von APCs und regulatorischen T-Zellen habe. Mutmalflich
aktivieren mikrobielle Liganden PRRs, wie TLRs, und spielen eine zentrale Rolle in der
Pravention von Th2-vermittelten Erkrankungen, wie Atopie, oder Thl-vermittelten
Autoimmunerkrankungen (Prescott und Bjorksten, 2007). Eine Stimulation mit PAMPs
konnte die Immunantwort in Thl-Richtung lenken und so einen préaventiven Einfluss

gegenuber der Entwicklung von atopischen Erkrankungen haben. In mehreren Studien
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konnte dargelegt werden, dass ein umgekehrter Zusammenhang zwischen der Anzahl
der Geschwister und dem Auftreten von atopischen Erkrankungen besteht. In einer Studie
mit 812 Kindern aus landlichem Umfeld konnte eine Korrelation zwischen Endotoxin-
Exposition und verminderter Frequenz von Heuschnupfen und allergischem Asthma
beobachtet werden (Braun-Fahrlander et al., 2002a).

Man darf die Hygienehypothese nicht als strenges Postulat betrachten, vielmehr besteht
sie aus vier Dimensionen, die sich erganzen. Sie umfasst die unterschiedlichen Phano-
typen einer atopischen Erkrankung, den Zeitpunkt und Art des Kontakts mit den Umwelt-

pathogenen und den genetischen Hintergrund (von Bubnoff, 2007).
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3. Zielsetzung

Die Hygienehypothese postuliert einen Zusammenhang zwischen einem friihzeitigen
Kontakt zu mikrobiellen Partikeln in der Kindheit und der Risikoreduktion, eine atopische
Erkrankung, auf dem Boden einer genetischen Disposition fir Atopie, zu entwickeln.
Studien konnten zeigen, dass Kinder, die auf Bauernhdfen aufwachsen und dort gestei-
gerten Endotoxin-Leveln ausgesetzt sind, seltener an Heuschnupfen und allergischem
Asthma leiden (Braun-Fahrlander et al., 2002b). Eine bisher noch ungeklarte Pradisposi-
tion fuhrt zu einer anfanglich durch Th2-Zytokine dominierte Immunantwort. Der Patho-
mechanismus der Atopie wird hierbei oftmals in Zusammenhang zu Toll-like Rezeptoren
gesehen. Hierbei interessieren besonders die TLR-2 und TLR-4, die bekannt daftr sind
Bakterien LPS, Peptidoglykane und Lipoproteine zu erkennen, und Uber eine Signal-
kaskade innerhalb Dendritischer Zellen die Th2-Lymphozyten zu aktivieren.

Der Nachweis von allergen-spezifischem IgE im Blut spricht fur die Entwicklung einer
atopische Erkrankung wie allergische Konjunktivitis, allergische Rhinitis oder allergisches
Asthma bronchiale. Symptomatische Atopiker (SA) weisen erhohte Gesamt-IgE-Level
und spezifische IgE-Level gegen zum Beispiel Hausstaubmilben, aerogene Pollen,
Lebensmittel oder Tierhaare, bei nachweislicher positiver Familienanamnese, auf.
Trotzdem zeigen manche Individuen erhthte allergen-spezifische IgE-Level, erhdhte
Gesamt-IgE-Level oder haben eine positive Familienanamnese, ohne Symptome zu
entwickeln und werden daher als asymptomatische Atopiker (AA) bezeichnet (von Bubnoff
et al., 2004a). Eine Sensibilisierung durch Antigene scheint also nicht immer zu einer
klinischen Manifestation einer atopischen Erkrankung zur fihren. Hier kénnen Antigen-
prasentierende Zellen, wie Monozyten und DCs, genetische oder/und umweltgepragte
Variationen der Oberflachenproteine zeigen, die eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung von atopischen Erkrankungen spielen. Zum Beispiel ist die Oberfla-
chenexpression des hochaffinen Rezeptors fir IgE (FceRIl) auf APCs positiv mit dem
Vorliegen einer Atopie assoziiert (von Bubnoff et al., 2004b), fihrt aber nicht unweigerlich
zu der Auspragung von Symptomen. Polymorphismen des FceRI, Interaktionen zwischen
TLRs und FceRlI, eine Th1/Th2-Dysbalance, Unterschiede in der T-Zell-Regulation und
der Einfluss von mikrobiellen Antigenen scheinen zu einer Differenzierung in
symptomatische Atopiker (SA) und asymptomatische Atopiker (AA) zu fihren (Ozdemir
et al., 2010). Als Nicht-Atopiker (NA) werden die Probanden benannte, die weder klinische

Symptome einer atopischen Erkrankung noch erhdhte Serum IgE-Level aufweisen.
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Eine positive Familienanamnese darf vorliegen, wird aber entschieden seltener beo-
bachtet als bei Atopikern.

Die Toll-like Rezeptoren gehdren zu der Familie der PRRs. Diese PRRs beeinflussen tber
die intrazellulare Signalkaskade die Produktion von inflammatorischen Zytokinen,
Phagozytose, Bahnung von intrazellularen Antigenwegen und die Reifung von DCs, die
nachfolgend einen Einfluss auf die Entwicklung des adaptiven Immunsystem nehmen
(van Vliet et al., 2007). Auch wenn viele Regulationsmechanismen der TLR-vermittelten
Immunantwort beschrieben wurden, scheint die Hochregulation von TLR-2 und TLR-4 als
Antwort auf LPS und Anpassung des TLR-9 auf spezifische Liganden, der vielver-
sprechendste Regulationsmechanismus in der Entwicklung von Atopie zu sein (Majak et
al., 2009).

Der Pathomechanismus der Psoriasis vulgaris steht in engem Zusammenhang einer
UberschieRenden Aktivitat und Migration der Th1-Zellen in die Epidermis. Da die Psoriasis
ein klassischer Vertreter der Aktivierung von Thl-Zellen im Rahmen der Immunantwort
ist, wurden Psoriasis Patienten als eine von 2 Kontrollgruppen gegeniiber den Atopikern
ausgewahlt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es:

e Unterschiede im Expressionsmuster der TLR-2, -4, und -9 auf mRNA-Ebene in
Zellen des peripheren Blutes bei symptomatischen Atopikern (SA), asymptomati-
schen Atopikern (AA), Nicht-Atopikern (NA) und Psoriatikern (P) nachzuweisen

e Die Expressionskinetik der TLR-2, -4, und -9 bei der Entwicklung von Monozyten
zu Dendritischen Zellen darzustellen

e ein Verstandnis der TLR-Expression/-Expressionskinetik im direkten Vergleich
zwischen SA und AA zu erlangen und neue Wege der Therapie zu ermdglichen.



4. Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Gerate

Monovetten

Butterflys

Zentrifugen

Centrivac
Immulite 2000
Sterilbank
Abzug

Pipetten

Tubes

Pipettierhilfen

Neubauer Zahlkammer

Invertierendes Mikroskop

Sterile Einweg 12-er Kulturplatte
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(9 ml Volumen) mit EDTA oder Serum-Gel;
Sarstedt, Numbrecht

Safety-Multifly®, Sarstedt, NUmbrecht

Allegra 6R-und GP-Centrifuge; Beckmann
Coulter, Krefeld

Allegra X-15R; Beckmann Coulter, Krefeld
Allegra X-22; Beckmann Coulter, Krefeld
Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg

Heraeus (Kendro), Hanau

DPC Biermann, Bad Nauheim
HeraSafe; Heraeus (Kendro), Hanau
Hohenloher, Ohringen

P20, P100, P200, P1000; Gilson,
Middleton; Wisconsin, USA

5 ml, 10 ml, 25 ml Serological Pipet;
Falcon (BD), Heidelberg

15 ml, 50 ml Falcon Tubes; Falcon (BD),
Heidelberg

500 ul, 1 ml Eppendorf Tubes; Eppendorf,
Hamburg

pipetus-Akku; Hirschmann-Laborgerate,
Eberstadt

pipetus-Standart; Hirschmann-Labor-
gerate, Eberstadt

Optik Labor Frischknecht; Balgach,
Schweiz

IMT-2; Olympus, Hamburg

Falcon (BD), Heidelberg



Durchflusszytometer
FACS-Ro6hrchen
Inkubator

Eagle Eye ™II
Heizblocke
Photometer
Prazisionskuvette
Reinstwasseranlage

Kihlgerate

Bottle-Top-Filter

Waagen

Rotor Gene RG-3000

4.1.2 Chemikalien

Dextran 500

Nycoprep
Etylendiamintetraacetat (EDTA)
Natriumchlorid (NaCl)
Rinderserumalbumin (BSA)

Kaliumchlorid (KCI)

Dinatriumhydrogen-Phosphat (Na2zHPO4)
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FACS Calibur; BD, Heidelberg

Sarstedt, Nimbrecht

HeraCell; Heraeus, Hanau

Stratagene, Cedar Creek, Texas, USA
Thermomixer 5436; Eppendorf, Hamburg
Biochrom; Cambridge, England

Hellma, Millheim

Milipore; Schwalbach

OKO_Santo-Super;
Schweden
Liebherr; Ochsenhausen

Herafreeze, Heraeus (Kendro), Hanau

AEG, Stockholm,

NALGENE®; Nalge Nuc, Rochester, New
York, USA

diverse

Corbett Research

Sigma, Taufkirchen

AXIS-SHIELD PoC AS, Oslo, Norwegen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt



Kaliumdihydrogen-phosphat (KH2PO4)

Natriumdihydrogen-phosphat
(NaH2P0O4*2H20)

Natriumazid (NaNs)
Bromphenolblau

Ethanol

Glyzerin

Trizol

Isopropanol
Magnesiumchlorid (MgCl2)
Salzséaure

Tris-(hydroxymethyl)amino-methan,
(Trisma-Base)

DNA-Free ™-Kit
Glycogen

Chloroform
SuperScript™II-RT-Kit

HotstarTaq Master Mix-Kit

4.1.3 Medien

Roswell Park Memorial Institut (RPMI)
1640

Antiboitikum/Antimykotikum

Fotales Kalberserum(FKS) hitzeinaktiviert
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Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

LKB-Produkte AB, Bromma, Schweden
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

TRIzol-Reagenz; Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Ambion, Hamburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Biochrom AG, Berlin

Gibco (Invitrogen), Eggenstein

Sigma, Taufkirchen



Mausserum

4.1.4 Cytokine

rekombinantes IL-4

rekombinantes GM-CSF

4.1.5 Antikorper

Antikdrper Isotyp

7- (7TAAD-
Aminoactinomycin PE)
Maus-1gG2b

Maus-anti-CD 14  1gG1

Maus-anti-CD 1la 1gG1

4.1.6 LOsungen
PBS 10-fach (pH 7,4):

Monozyten-Waschpuffer

FACS-Puffer 10-fach

nein

PE

PE
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Dianova, Hamburg

Stratmann Biotech, Hannover

Leicomax; Novartis, Basel, Schweiz

Konjugation Verdinnung Kilon Herkunft
Sigma,
Taufkirchen
1:200 G155- BD,
178 Heidelberg
1:200 MP9 BD,
Heidelberg
1:200 T6RD1 Beckmann
Coulter,
Minchen
1,35 M NacCl
27 mM KCI

80 mM Na2HPO4*H20
15 mM KH2PO4

155 mM NaCl
4,5 mM EDTA
0,1 % (w/v) BSA

1,45 M NacCl

75 mM Na2HPO4
32,5 mM NaH2PO4
155 mM NaN3

10 % (w/v) FKS
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4.2 Methoden

4.2.1 Probanden

Fur diese Arbeit wurde nach Genehmigung der Ethikkommission der Universitat Bonn und
Aufklarung und Einwilligung der Probanden mit peripherem Blut von Probanden mit
symptomatischer Atopie, asymptomatischer Atopie, Psoriasis vulgaris und einer
gesunden Kontrollgruppe gearbeitet. Aus dem Blut wurden, wie unter 4.2.3 beschrieben,
Monozyten isoliert.

Die Probanden nahmen zum Zeitpunkt der Blutabnahme seit mindestens vier Wochen
keine systemischen Medikamente, die Einfluss auf das Immunsystem haben kdnnten
(z.B. Kortison, Immunsupressiva, Antihistaminika). Die Psoriasis-Probanden befanden
sich in einem akuten Schub der Erkrankung, wahrend die Atopiker weitestgehend keine
Symptome zeigten.

Die Zuordnung der Gruppen erfolgte anhand einer griindlichen, auf einem selbst erstellten
Fragebogen basierenden, Anamnese und dem im RAST-Verfahren ermittelten
spezifischem und Gesamt-Serum-IgE-Spiegel.

Um das Gesamt-IgE der Probanden zu bestimmen, wird eine Monovette mit Serum-Gel
abgenommen und uber die Klinik und Poliklinik fir Dermatologie durch den Immulite 2000
auf den Gesamtgehalt von IgE und spezifischem IgE untersucht. Die Ergebnisse der
Analyse werden in CAP-Klassen und absoluten Werten erfasst.

Einschlusskriterien fur die Gruppe der symptomatischen Atopiker ist (1.) das anamnesti-
sche Vorliegen von typischen Symptomen einer allergischen Rhinitis oder Konjunktivitis;
(2.) der Nachweis von spezifischem IgE (> 0,7 kU/l, CAP-Klasse 2) gegen ein oder
mehrere haufig vorkommende inhalative Allergene mit oder ohne Erh6hung des Gesamt-
IgE-Spiegels (>100 kU/l). Asymptomatische Atopiker werden eingeschlossen, wenn sie
(1.) keine typischen Symptome einer allergischen Erkrankung in den vergangenen 5
Jahren vor der Untersuchung zeigten und (2.) eine Erh6hung von spezifischem IgE (> 0,7
kU/l, CAP-Klasse 2) gegen ein oder mehrere haufig vorkommende inhalative Allergene
mit oder ohne Erh6hung des Gesamt-IgE-Spiegels (>100 kU/l) aufweisen. Nicht-Atopiker
weisen (1.) in der Anamnese keine Symptome einer allergischen Erkrankung auf und
zeigen (2.) keine spezifische IgE-Erhéhung (< 0,7 kU/l, <=CAP-Klasse 1) gegen haufig
vorkommende inhalative Allergene oder Erhéhung des Gesamt-IgE-Spiegels (< 100 kU/).
Psoriasis Patienten haben (1.) eine klinisch oder histologisch gesicherte Psoriasis ohne
Arthritis und weisen (2.) in der Anamnese keine Symptome einer allergischen Erkrankung
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auf. Zudem zeigen sie (3.) keine spezifische IgE-Erhdhung (< 0,7 kU/I, <=CAP-Klasse 1)
gegen haufig vorkommende inhalative Allergene oder Erhéhung des Gesamt-IgE-
Spiegels (< 100 kU/I).

Tab. 2: Probandenauswertung aufgeschlisselt fir die Gruppen der symptomatischen
Atopiker (SA), asymptomatischen Atopiker (AA), Nicht-Atopiker (NA) und Psoriasis
Patienten (P). [m= mannlich, w= weiblich, MW= Mittelwert, SD= Standartabweichung]

Probandengruppe SA (n=12) AA (n=11) NA (n=14) P (n=13)

Geschlecht m=8/ w=4 m=3/ w=8 m=4/ w=10 m=7/ w=6

Alter (in Jahren) 30+12 23+ 3 22 1 44 + 19
Gesamt-IgE (in kU/) 173,74 121,32 + 18,55 + 48,10 +
MW und SD 180,23 131,52 28,75 60,77
Atopie in der Kindheit 83,3 % 27,3% 0% 7,7 %
Positive Familien- 91,6 % 63,6 % 35,7 % 38,5 %
Anamnese fir Atopie
Einzel- oder Doppel- 16,4 % 81,8 % 0% 0%
Sensibilisierung
Mehrfach- 83,3 % 18,2 % 0 % 0%

Sensibilisierung

4.2.2 Radio-Allergo-Sorbens-Test (RAST)

RAST st ein Labortestverfahren, das bei Verdacht auf eine Allergie vom Soforttyp
durchgefuhrt wird, um allergenspezifische Antikdrper der Immunglobulinklasse E (IgE) im
Blutserum des Patienten zu quantifizieren. Es wird der spezifische IgE-Gehalt gegen
folgende Allergene bestimmt: Dermatophyt pteronyssinus, Dermatophyt farinae, Katzen-
haare, Roggen, Lieschgras, Erle, Birke, Hasel, Beiful3. Das Allergen-Konjugat wird mit
dem Blutserum des Patienten versetzt und das IgE, das fur das Allergen spezifisch ist,
bindet sich an das Allergen-Konjugat. Anschlie3end wird ein radioaktiv markierter Anti-
koérper hinzugegeben, der das gebundene IgE erkennt und an dieses bindet. Durch
Messung der Radioaktivitat lasst sich dann die Menge an IgE bestimmen, die an das
Allergen-Konjugat gebunden hat.

4.2.3 Isolation von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

Die Isolation von mononukleédren Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood Mono-

nuclear Cells, PBMC) erfolgt aus 90 ml EDTA-stabilisiertem Vollblut der Probanden mittels
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modifiziertem Protokoll der Dichtegradzentrifugation (Novak et al., 2001). Da Monozyten
gegenuber Lymphozyten eine hohere osmotische Resistenz aufweisen, konnen Sie durch
die Zugabe von Dextran getrennt werden. Hierzu wird dem Blut im Verhaltnis 1/10 8 %-
iges Dextran 500 (gelost in einer 155 mM NaCl-Losung) zugegeben und nach
vorsichtigem Mischen und Abwarten einer Inkubationszeit von ca. 45-60 min bei
Raumtemperatur, bildet sich ein Sediment aus Erythrozyten und Lymphozyten. Das
Plasma kann nun abgenommen werden und im Volumenverhdltnis 2:1 tGber Nykoprep
(Dichte 1,0068 g/cm?) der Firma AXIS SHIELD PoC AS geschichtet werden. Um den
Gradienten zu erzeugen, wird die Blut-Nykoprep-Schichtung fur 20 min bei 670xG zentri-
fugiert. Es bildet sich eine weil3e monozytenhaltige Interphase, die abgenommen und drei
Mal mit einem Wasch-Puffer gewaschen wird (Zentrifugation: 10 min, 140xG).
AnschlieBend wird das Sediment in Medium fir Monozyten (RPMI-1640, very low
endotoxine) aufgenommen. Dem Medium wurde vor dem Gebrauch 10 % Fotales Kalber-
serum (FKS) und 1 % Antibiotikum/ Antimykotikum zugefugt.

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mittels Neubauer Zahlkammer. Es werden 2x108 Mono-
zyten als Dry Pellet zur spateren RNA-Isolation in 1 ml TRIzol Reagent® bei -80 Grad C

eingefroren.

4.2.4 Durchflusszytometrische Messung von Oberflachenantigenen  auf
Monozyten

Die Durchflusszytometrie (Flourescence Activated Cell Sorting, FACS) ermdglicht die
guantitative Bestimmung von Oberflachenmolekilen durch Messung der Floureszens-
Intensitat. Hierzu kommen floureszenzgekoppelte spezifische Antikérper gegen Zellober-
flachenantigene zum Einsatz, die Licht einer bestimmten Wellenlange absorbieren und
daraufhin Licht einer h6heren Wellenl&ange emittieren. Die Zellen, der zu untersuchenden
Zellsuspension, werden in einer Tragerflissigkeit mit Uberdruck vereinzelt an einem
Laserstrahl (Argonlaser 488 nm) vorbeigeleitet, der die Elektronen des gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffs anregt, die absorbierte Energie in Form von Licht einer héheren
Wellenlange abzugeben. Das auftreffende Licht wird durch die Einzelzellen gestreut. Der
grof3te Teil des Lichtes wird in geringem Winkel vorwarts gestreut (forward light scatter,
FSC) und korreliert mit der GroRRe der Zellen, wahrend das im 90°-Winkel gestreute
Seitwartsstreulicht (sideward light scatter) mit der Granularitat der Zellen korreliert (Vgl.
Prinzip der FACS-Analyse und Streuungsverhalten verschiedener Immunzellen (Antonio

Pezzutto et al., 2007) )
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Zur Analyse der Oberflachenexpression von CD 14 auf Monozyten werden pro Féarbe-
ansatz 30.000 Zellen verwendet. Diese werden fir 20 min mit dem Phycoerythrin (PE)
markierten Antikdrper gegen humanes CD 14 und der IgG2b-Isotypenkontrolle bei 4 Grad
C fur 2 min inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit werden die Zellen einmal mit PBS
(250xG/10 min) gewaschen, um ungebundene Antikérper auszuwaschen. Die Messung
erfolgt in einem FACS-Durchflusszytometer der Firma Becton Dickinson (BD Biosciences,
Heidelberg) und die Daten werden mit dem Programm Cell Quest (BD Biosciences,
Heidelberg) ausgewertet.

Die Reinheit der, zur Kultivierung der Dendritischen Zellen, verwendeten Monozyten liegt
bei >90 %.

4.2.5 Kultivierung von Dendritischen Zellen

Die isolierten Monozyten werden in RPMI-Medium aufgenommen, sodass 1x10° Zellen
pro Milliliter vorliegen. Jeweils 1 ml Zellsuspension wird je Loch in einer sterilen 12-Loch
Falcon Kulturplatte bei 37 Grad C und 5 % CO2 kultiviert. Zur Generierung von DCs
werden IL-4, GM-CSF und RPMI-Kulturmedium nach folgender Tabelle verwendet:

Tab. 3: Kultivierung von DCs aus Monozyten unter Zugabe von Interleukin 4 (IL),
Wachstumsfaktor GM-CSF und Kulturmedium an den Tagen 0, 2 und 4

Tag O Tag 2 Tag 4
+2ullIL-4 + 1 plIL-4 +2ulIL-4
+ 3,6 ul GM-CSF + 1,8 ul GM-CSF + 3,6 ul GM-CSF
+ 50 pl RPMI Medium + 500 pl RPMI Medium im
Austausch

Am 6.Tag der Kultivierung werden die Zellen, nach optischer Kontrolle unter dem
Inversionsmikroskop, in Suspension gebracht und mit Hilfe der Neubauer Z&hlkammer
die Zellzahl bestimmt. Nach durchflusszytometrischer Reinheitskontrolle unter Analyse
der Oberflachenexpression von CD la gegenuber der IgG2b-Isotypenkontrolle, werden
die gereiften DCs als Dry Pellet zur spateren RNA-Isolation in 1 ml TRIzol Reagent® bei

-80 Grad C eingefroren.

4.2.6 RNA Extraktion aus Monozyten und gereiften DCs

Die RNA-Isolation ermdglicht eine Momentaufnahme der Zelltatigkeit, da nur die Gene,

die zum Zeitpunkt der Isolation in der Zelle transkribiert werden, als RNA vorliegen. Alle



39

Methoden der RNA-Isolation beruhen darauf, die Zellen in einer chemischen Umgebung
zu lysieren, RNasen zu denaturieren und zellulare Bestandteile abzutrennen.

Wir machen uns die sogenannte single-step Methode nach Chomczynski und Sacchi
unter Anwendung von TRIzol Reagent® der Firma Invitrogen zu nutzen (Chomczynski und
Sacchin, 1987). Die Schritte der RNA-Extraktion erfolgen auf Eis unter einem Abzug.
Trizol enthédlt Guanidinthiocyanat, das die Zellen lysiert und gleichzeitig RNasen und
andere Enzyme deaktiviert. Zusatzlich enthélt das Reagenz Phenol, in dem sich die
vorhandene RNA |6st. Durch Zugabe von 200 pl Chloroform und Zentrifugation
(13.000xG, 15 min, 4 Grad C) erfolgte die Phasentrennung. Es bildeten sich 3 Phasen,
wobei die obere wassrige Phase (ca. 400 pl) RNA enthalt, die abpipettiert und mit der
gleichen Menge Isopropanol prazipitiert wird. Die Interphase enthalt DNA und die untere
Chloroformphase Proteine. Der préazipitierten RNA wird zum Schutz bei den weiteren
Waschschritten 0,5 pl Glycogen fir eine Ruhezeit von 2 Stunden bei -80 Grad C zugefugt.
Nach Zentrifugation (15.600xG, 15 min, 4 Grad C) liegt die RNA als Pellet vor, das mit 75
prozentigem Ethanol gewaschen (15.600xG, 15 min, 4 Grad C) und in 50 pl Ampu-Wasser
aufgenommen wird. Um sicher Reste genomischer DNA aus den RNA-Proben zu
entfernen, wird vor der cDNA-Synthese ein DNase-Verdau mit Hilfe des DNA-Free ™-Kit
(Firma Ambion, Hamburg), durchgefuhrt. 50 ul RNA-Probe werden mit 5 pl 10xDNase
Buffer und 1 pl rDNase vermischt und bei 37 Grad C fur 20 min inkubiert. Durch
anschlielende Zugabe von 5 pl DNase Inactivation Reagenz wird die DNase inaktiviert
und nach Zentrifugation (10.000xG fur 1,5 min) als Pellet gebunden. Der RNA-haltige
Uberstand kann nun zur Reversen Transkription verwendet werden. Um gleiche Mengen
von RNA zur Reversen Transkription zu verwenden, kann mittels Photometerkontrolle die
RNA-Menge/ml errechnet werden. Fiur die Reverse Transkription wird jeweils 1 pg RNA
je Probe verwendet.

4.2.7 Reverse Transkription

Die extrahierte Gesamt-RNA besteht aus ribosomaler RNA (rRNA), Transfer-RNA (tRNA)
und nur zu 1-3 % messenger RNA (mRNA), die in dieser Arbeit Uber das Expressions-
muster von TLRs auf mMRNA-Ebene interessiert. Hierzu muss diese in komplementare
DNA (cDNA) fir die Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion  (real-time-PCR)
umgeschrieben werden.

Um RNA-Sekundarstrukturen aufzuschmelzen wird 1 pg RNA (in 15 pl H20) fir 3 min bei
65 Grad C inkubiert. Auf Eis wird der Reverse Transkription-Reaktion-Mix bestehend aus,
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0,5 ul RNase-Inhibitor, 2 pl Random Primer, 16 pl dNTP (1,25 mM), 10 ul
5xReaktionspuffer und 5 pl DTT (0,1 M) zugegeben. Nach 2 min bei 37 Grad C wird 1 pl
SuperScript™-Reverse-Transkriptase in den Ansatz pipettiert und dieser weitere 60 min
bei 37 Grad C inkubiert. In einem abschlieRenden 3-minltigen Inkubationsschritt bei
95 Grad C wird die Reverse Transkriptase deaktiviert und 50 pl H20 zugefugt. Alle
verwendeten Komponenten sind im SuperScript™/I-RT-Kit enthalten.

Zur Kontrolle, dass die Proben cDNA enthalten, wird eine PCR durchgefihrt. Mit der PCR
konnen kleinste DNA-Mengen in-vitro vervielfaltigt werden. Zu der Probe werden zwei
Oligonukleotide mit definierter Sequenz (Primerpaar), Nukleotide, Puffer und eine
thermostabile Polymerase gegeben. Es erfolgen nun mehrfach wiederholte Zyklen aus
drei Einzelschritten: Denaturierung, Anlagerung und Verlangerung. Hierfur wird 5 pl
cDNA-Probe mit 5 pl 10xPCR-Buffer, 1,5 pl MgCl2 (50 mM), 8 ul dNTP (1,25 mM), jeweils
0,5 pl Sense- und Antisens-Primer und 0,25 pl Tag-Polymerase angesetzt und 26 Cyclen
im PCR-Cycler durchlaufen lassen. Fiur 50 min wird an 15 pl der Probe + 2 ul
Bromphenolblau, sowie einem Leiter und einer negativ Kontrolle 100 V Spannung in
einem 2 prozentigen Aggarosegel angelegt. Die visuelle Auswertung erfolgt mit der Eagle

Eye ™Il-Kamera.

4.2.8 Real-Time Amplifikation mittels TagMan™-PCR-Technologie

Die Real-Time PCR stellt ein schnelles Verfahren zur in-vitro Vervielfaltigung und Quanti-
fizierung der zu untersuchenden Genexpression auf mRNA-Ebene dar. In einem Schritt
findet kombiniert die Amplifikation, PCR-Produkt-Detektion und —Quantifizierung statt. Die
Methode erlaubt die direkte Detektion der PCR-Produkt-Akkumulation tber eine
Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sonde, wobei die Intensitat des Signals mit der Menge des
PCR-Produkts in Echtzeit (Real-time) korreliert.

Bei der TagMan™-PCR-Technologie wird zusatzlich zu den beiden Primern einer
klassischen PCR, eine sequenz-spezifische Oligonukleotid-Sonde, die mit zwei Farb-
stoffen markiert ist, verwendet. Die Sonde wird so gewahlt, dass sie zwischen den beiden
Primern hybridisiert und am 3-Ende mit einer Phosphatgruppe blockiert ist, um zu
verhindern, dass sie durch die Polymerase verlangert wird. Das 5-Ende der TagMan-
Sonde ist mit einem Reporterfarbstoff (6-Carboxyfluorescein, FAM) und das 3‘-Ende mit
einem sogenannten Quencher (BHQ-1) gekoppelt (Livak et al., 1995). An die gesuchte
DNA-Sequenz binden sowohl die spezifischen Primer (siehe Tabelle 4) als auch die

Sonde, und die Polymerase beginnt die Primer zu verlangern. Hierbei stof3t sie auf die



41

ebenfalls gebundene fluoreszenzmarkierte Sonde. Da die Tag-Polymerase neben der
5'-3-DNA-Polymeraseaktivitat auch Uber eine 5°-3‘-Exonukleaseaktivitat verfugt, wird die
Sonde hydrolysiert und die Reporter-Fluoreszenz steigt, dies kann durch die optische
Detektionseinheit des PCR-Gerates gemessen werden. Das Fluoreszenzprodukt steigt
wahrend der PRC proportional zur Menge des Amplifikationsproduktes an (Hugget et al.
2005 und Nolan et al. 2006).

Fur den Reaktionsansatz werden 2 pl der cDNA-Proben verwendet und die PCR-
Reaktionsabfolge besteht aus 15 min bei 95 Grad C, gefolgt von 45 Zyklen von 15 sec bei
94 Grad C, 20 sec bei 58 Grad C und 20 sec bei 72 Grad C.

Tab. 4: Forward und reverse Primer der Real-time PCR

Forward Primer Reverse Primer
B-actin 5 GAT GAG ATT GGC ATGGCT TTA 3 5 AACCGACTGCTGTCACCTTCJ
TLR2 5 GGG TTG AAG CACTGG ACAAT 3 5 CTGCCCTTG CAGATACCATT 3
TLR4 5 CGT GAG ACC AGAAAGCTG G ¥ 5 AGG TGG CTT AGG CTC TGATAT G 3

TLR4 Tagman probe: 5° (FAM) CCT GCG TGG AGG TGG TTC CTA A (BHQ-1) 3’

TLR9 5 AAATGG CCT TTG ACT CAT GG 3 5" ACA GCA GCT ACA GGG AAG GA 3’

4.2.9 Statistische Auswertung

Die Bestimmung der Fallzahl erfolgte vor Beginn der Versuche in Absprache mit dem
Institut fir Medizinische Biometrie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn.
Die in dieser Arbeit durchgefuhrten statistischen Tests wurden in Rucksprache auf ihre
Eignung und Anwendung mit dem Institut fir medizinische Biometrie verwendet.

Zur Auswertung wird das Programm Excel 2000 von Microsoft und das Statistikprogramm
SPSS 12.0 (Version 2.12.1, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria,
2010) verwendet.

Die Auswertung des Fragebogens erfolgte mittels SPSS. Es wurden Mittelwerte und
Standartabweichung fur die stetigen Werten, wie Alter, Gesamt-IgE, spezifisches IgE und
MRNA-Kopienzahlen der TLRs gebildet und die kategorialen Werte wurden als relative
Haufigkeiten erfasst.

Zur graphischen Verdeutlichung von Haufigkeiten wurden Balkendiagramme ausgewahlt

und der Vergleich der mRNA Expression der TLRs wurde in Box Plotts verdeutlicht.
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Die Auswertung des Gesamt-IgE wurde mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse tber
alle Gruppen mit anschlieendem post-hoc T-Test durchgefiihrt. Die p-Werte des post-
hoc-Test sind nach Dunnett korrigiert und der Typ SA als Referenz angenommen.

Die Auswertung des spezifischen IgE wurde mittels T-Test fir unabhangige Stichproben
ermittelt, da hier lediglich der Vergleich der Probandengruppen AA und SA von Interesse
war. Die Kontrollgruppen NA und P durften definitionsgemaf keine relevanten spezifische
IgE Werte aufweisen.

Der Vergleich der mRNA Expression von TLR auf Monozyten und Dendritischen Zellen
erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit post-hoc T-Test Uber alle Gruppen. Hier
wurde die Signifikanz mittels zweiseitigen T-Tests fir unabhangige Stichproben erhoben.
Die Kinetik der mRNA Expression von TLRs auf Monozyten zu Dendritschen Zellen
innerhalb der Probandengruppen wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit
Messwiederholung und post-hoc T-Test fiur gepaarte Stichproben mit korrigierten p-
Werten nach Bonferroni erfasst.

Eine Korrelation zwischen Gesamt-IgE und mRNA Expression wurde mittels Spearman-

Rank-Test erfasst.

4.3 Patienten und Kontrollgruppen

Das in die Untersuchung aufgenommene Probandenkollektiv umfasste 50 Probanden im
Alter von 19-68 Jahren. Der Altersdurchschnitt lag in der Gruppe der Psoriasis Patienten
mit 44 Jahren am héchsten, in der Gruppe der SA lag er bei 30 Jahren, bei den AA bei 23
Jahren und bei den NA bei 22 Jahren. Das mittlere Alter der Psoriasis Patienten war
gegenuber den anderen 3 Probandengruppen signifikant héher. Zwischen den zu unter-
suchenden Gruppen der AA und SA zeigte sich kein signifikanter Unterschied beziiglich
des Alters (p=0,093). Es waren 28 Probanden weiblich und 22 Probanden méannlich.
Atopisch gepréagte Probanden konnten anhand des erhthten Gesamt-IgE-Spiegels im
Serum, der spezifischen IgE Erh6hung fir géngige aerogene Allergene und der positiven
Familienanamnese klar von den Nicht-Atopikern und Psoriasis Patienten getrennt
werden. Fur die Einteilung in asymptomatische Atopiker und symptomatische Atopiker
war das Auftreten von Symptomen in den vergangenen 5 Jahren wichtig. Es beschrieben
27,3 % der AA eine klinische Auspragung der Atopie in der Kindheit, die im
Erwachsenenalter nicht mehr bestand. Auch 7,7 % der Psoriasis Patienten erinnerten sich

an atopie-spezifische Symptome in der Kindheit. Wéahrend fur SA eine mehrfache
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Sensibilisierung gegen Allergene charakteristisch war (83,3 %), wiesen 81,8 % der AA

lediglich eine Sensibilisierung gegen ein oder zwei Allergene auf.

Tab. 5: Probandenauswertung aufgeschlisselt fur die Gruppen der symptomatischen
Atopiker (SA), asymptomatischen Atopiker (AA), Nicht-Atopiker (NA) und Psoriasis
Patienten (P). [m= mannlich, w= weiblich, MW= Mittelwert, SD= Standartabweichung]

Probandengruppe  SA (n=12) AA (n=11) NA (n=14) P (n=13)
Geschlecht m=8/ w=4 m=3/ w=8 m=4/ w=10 m=7/ w=6
Alter (Jahre) 30+12 23+3 22+1 44 + 19
Total IgE (kU/I) 173,74 + 121,32+ 18,55+ 28,75 48,10 + 60,77
MD und SD 180,23 131,52
Atopie in der Kindheit 83,3 % 27,3 % 0% 7,7 %
Positive Familien- 91,6 % 63,6 % 35,7 % 38,50 %
Anamnese fir atopische
Einzel- oder Doppel- 16,4 % 81,8 % 0% 0%
Sensibilisierung
Mehrfach- 83,3 % 18,2 % 0% 0%

Sensibilisierung

4.3.1 Auswertung des Fragebogens

Die Probanden haben vor der Blutentnahme eine Probandeninformation und Einverstand-
niserklarung Uber die Untersuchung erhalten. Es wurde ein selbsterstellter Fragebogen
(siehe Anhang) zur Erfassung der Beschwerden, der Eigen- und Familienanamnese
ausgefullt.

In dem Fragebogen wurden Daten zum Manifestationsalter, der Beschwerdestéarke, dem
Auftreten von Beschwerden in ortlich und saisonalem Zusammenhang, Beschwerden in
der Kindheit, Therapieformen, Lokalisation und Provokationsfaktoren von Hautldsionen
im Rahmen einer Psoriasis und die Familienanamnese abgefragt. Die Probanden der
Gruppe der NA und AA waren fur bestimmte Fragestellungen bei der Auswertung des
Fragebogens zu vernachlassigen, da die Gruppen durch fehlende Beschwerdesymp-
tomatik charakterisiert wurde.

Das mittlere Manifestationsalter lag fur die Gruppe der SA bei 13 Jahren und fur die
Psoriasis Patienten bei 29,4 Jahren, hier lag die Spannbreite der Werte allerdings
zwischen dem 2. und dem 60. Lebensjahr. In der nachsten Frage sollten die Probanden

ihre subjektive Beschwerdestarke auf einer Skala von 1 bis 10, wobei 1 sehr schwach und
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10 sehr stark ist, bewerten. Unter Beschwerden wurden korperliche Symptom, wie
Juckreiz, Niesreiz, Rhinorrhoe und Augenbrennen subsummiert. Insgesamt fiel auf, dass
die Psoriasis Patienten Beschwerden, wie Juckreiz, deutlich starker empfanden als die
symptomatischen Atopiker. Der Mittelwert der subjektiven Beschwerdenstéarke lag bei 5,3
bei den SA und bei 6,4 bei den P. Die einzelnen Haufigkeiten sind in dem folgenden
Diagramm (Abb. 8) dargestelit.

So empfanden 23,1 % der Psoriasis Patienten ihre Beschwerden bei Stufe 8, wahrend
dies nur 8,3 % der SA ebenso einschatzten. 23,1 % der befragten Psoriasis Patienten
stuften ihre Beschwerden sogar starker als Stufe 8 ein. Eine mdgliche Erklarung, dieser
subjektiven Wahrnehmung, ware das dauerhafte Auftreten von Beschwerden, wéahrend
die Atopiker meist saisonal Beschwerden empfanden.

Wahrend nur 16,7 % der SA dauerhafte Symptome angaben, waren dies in der Gruppe
der P 53,8 %. Die meisten, ca. 58,4 % der symptomatischen Atopiker, bemerkten nur in
bestimmten Monaten oder mit saisonalen Pausen Anzeichen einer allergischen Rhino-
Konjunktivitis. Ebenso sahen 84,6 % der Psoriasis Patienten keine Abhangigkeit der
Beschwerden vom Aufenthaltsort, wahrend dieses nur 33,3 % der SA angaben. Hier
traten die Aufenthaltsorte im Freien mit 58,3 % und in Kontakt mit Tieren mit 66,7 % in

den Vordergrund (Mehrfachantwort mdglich).
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Histogramm Histogramm
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Haufigkeit

Beschwerdegrad Beschwerden

Abb. 4: Haufigkeitsverteilung des subjektiven Beschwerdegrades flir Symptome, wie
Juckreiz, Niesreiz, Rhinorrhoe und Augenbrennen auf einer Skala von 1-10 von
Symptomatischen Atopikern (links) und Juckreiz, Roétung, Schuppung flr Psoriasis
Patienten (rechts). Der mittlere Beschwerdegrad wurde von den Symptomatischen
Atopikern auf einer subjektiven Messskala bei 5 angegeben, wéahrend die Psoriasis
Patienten im Mittel einen Beschwerdegrad von 6 angaben. Zwei Psoriasis
Patienten schétzen ihren Beschwerdegrad bei 10, wahrend die Symptomatischen
Atopiker maximal einen Wert von 8 angaben.
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Balkendiagramm
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Abb. 5: Haufigkeitsverteilung des Auftretens der Hauptbeschwerden

Die Probanden der Gruppen symptomatische Atopiker (SA), asymptomatische Atopiker
(AA) und Psoriasis Patienten (P) wurden hinsichtlich der Dauer ihrer Hauptbeschwerden
befragt. Hierbei konnte unterschieden werden zwischen dauerhaften Beschwerden,
unregelmafigem und phasenartigem Auftreten und kurzen Pausen. Die Beschwerden der
symptomatischen Atopiker waren tberwiegend durch Unterbrechungen (kurze Pausen)
gekennzeichnet, wahrend die Psoriasis Patienten dauerhafte Beschwerden angaben.

Hinsichtlich der Eigen- und Fremdanamnese wurde nach atopie-spezifischen
Beschwerden in der Kindheit und bei Familienangehotrigen gefragt. Es zeigte sich der
eindeutige Trend, dass Atopiker bereits aus Familien stammten, wo mindestens ein
Familienmitglied ebenfalls an einer Atopie litt. Die symptomatischen Atopiker gaben zu
91,6 % und die asymptomatischen Atopiker zu 63,6 % eine positive Familienanamnese
an. Von den Psoriasis Patienten gaben immerhin 38,5 % eine positive Familienanamnese
hinsichtlich einer Atopie an, wahrend es in der Gruppe der NA 35,7 % der Befragten
waren. Ebenso bemerkten 83,3 % der SA bereits Symptome in der Kindheit. 27,3 % der
AA hatten ebenfalls Symptome in der Kindheit bemerkt, die im Zeitraum von mehreren
Jahren vor der Untersuchung nicht mehr auftraten. Auch 7 % der Psoriasis Patienten

hatten in der Kindheit Symptome einer Atopie bemerkt, aber keine Atopie entwickelt.
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Vollstandigkeitshalber wurden die Psoriasis Patienten hinsichtlich der Expositions-
lokalisation von Hautveranderungen (Plaques) und auslésenden Faktoren befragt und

untersucht. Bei der Auswertung waren Mehrfachantworten moglich (siehe Tab. 6).

Tab. 6: Expositionslokalisation in %

Die Psoriasis Patienten wurden zur Expositionslokalisation der Plaques befragt. Hierbei
waren auch Mehrfachantworten moglich, da jeden Patienten mehrere
Expositionslokalisation betreffen konnten. Es fiel eine deutliche Betonung der
Extremitaten auf.

Antworten Prozent der
H Prozent Falle
Expositionslokalisation Exposition_Arm 11 28,9 % 84,6 %
Exposition_Bein 10 26,3 % 76,9 %
Exposition_Kopf 8 21,1 % 61,5 %
Exposition_Stamm 9 23,7 % 69,2 %
Gesamtsumme 38| 100,0 % 292,3 %

Als Hauptausloser mit 46,7 % wurde Stress von den Patienten benannt. Der Ausloser
Hitze wird von 4 Patienten (also 26,7 %) benannt, wahrend 5 Patienten gar keinen Aus-

I6ser benennen konnten.

4.4 Gesamt-IgE und spezifisches IgE

Neben dem Untersuchungsschwerpunkt dieser Arbeit, der mRNA Expressionsanalyse
der Toll-like-Rezeptoren-2, -4, -9, wurden fur die Probandenuntergruppen Gesamt-IgE
und spezifisches IgE im Serum bestimmt (Tab. 7). Der Mittelwert des Gesamt-IgE-Serum-
spiegels war in der SA-Gruppe mit 173,7 kU/l am hochsten. Der Mittelwert des Gesamt-
IgE in der AA-Gruppe war mit 121,3 kU/I nicht signifikant (p=0,563) niedriger.
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Tab. 7: Probandentbersicht Gesamt-IgE im Serum in kU/I

In der Tabelle sind die Gesamt-IgE Werte jedes Probanden nach Gruppen sortiert
aufgefiihrt Zusammenfassend wurden der Mittelwert und die Standartabweichung fir jede
Probandengruppe bestimmt.

Gesamt-IgE SA Gesamt-IgE AA Gesamt-IggE NA  Gesamt-IgE P Probandennr.

129 41 1 20,4 1
114 16,4 56,3 9,5 2
48,4 68,6 4,04 26 3
71,1 290 79,4 119 4
334 41,8 1,36 1,41 5
169 30,1 75,2 197 6
52,3 67,6 6,08 5,62 7
29,2 112 5,94 2,33 8
30,3 27 5,48 52,2 9
412 223 13,7 26,7 10
599 417 1 68,9 11
96,6 11,1 12

0 13

1,09 14

173,742 121,318 18,692 48,096 MW
180,227 131,518 28,652 60,770 SD

SA = symptomatische Atopiker

AA = asymptomatische Atopiker (AA)
NA = Nicht-Atopiker

P = Psoriasis Patienten

IgE = Immunglobulin des Typ E

MW = Mittelwert

SD = Standartabweichung
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Mittelwert des Serum IgE in kU/I

180,000

160,000

140,000

120,000

100,000

80,000
60,000
40,000
20,000

0,000

B Gesamt IgE SA Gesamt IgE AA Gesamt IgE NA Gesamt IgE Pso

Abb. 6: Graphische Darstellung der Mittelwerte des Gesamt Serum IgE in kU/I
aufgeteilt nach den einzelnen Probandengruppen der symptomatischen Atopiker (SA),
asymptomatischen Atopiker (AA), Nicht-Atopikern (NA) und Psoriasis Patienten (Pso).
Um darzustellen, ob die Mittelwerte der Gruppen einen signifikanten Unterschied
zueinander aufweisen, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit einem
angeschlossenen post-hoc T-Test durchgefuhrt. Die p-Werte des post-hoc Tests wurden
nach Dunnett korrigiert und die Probandengruppe SA als Referenz ausgewahlt.

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des Gesamt-IgE zwischen den Gruppen SA
und NA, sowie zwischen SA und P. Zwischen den Atopikern besteht kein signifikanter
Unterschied im Gesamt Serum IgE.

Neben den anamnestischen Angaben bezlglich des klinischen Vorliegens einer  Typl-
Sensibilisierung, wurde das spezifische IgE gegen acht der am haufigsten vorkommenden
inhalativen Allergene (Dermatophyten, Katzenhaare, Roggen, Lieschgras, Erle, Birke,
Hasel und Beiful3) mittels RAST im Serum bestimmt. Fir Probanden der Kontrollgruppen
(NA und P) war die Angabe einer klinischen Manifestation einer Typ-1 Sensibilisierung
oder Nachweis von spezifischem IgE >0,35 kU/I (> CAP-Klasse 0) ein Ausschluss-
kriterium. Der Vergleich, ob die Mittelwerte der spezifischen IgE Level unterscheiden,
wurde daher nur zwischen den beiden Atopiker-Gruppen gefiihrt. Das spezifische IgE
zeigte in beiden Atopiker-Gruppen die hochsten Einzel- und Mittelwerte fur die
Dermatophyten Untergruppe pteronyssinus. Der Mittelwert in der Gruppe der SA
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(Mittelwert: 24,29 kU/l) war 8-fach hoher als in der Gruppe der AA (Mittelwert: 3,67 kU/I)
und erreichte damit einen signifikanten Unterschied (p=0,043). Auch die Mittelwerte (vgl.
Tab. 8) der spezifischen IgE-Werte flr Roggen, Lieschgras, Erle, Birke und Hasel lagen
in der Gruppe der SA im Mittel um ein vielfaches hoher als in der Gruppe der AA. Hier
zeigten sich signifikante Unterschiede im Vergleich von SA und AA bei den Frihblihern
(Birke: p=0,02, Erle: p=0,048, Hasel p=0,048). Auch die Sensibilisierung gegen Katzen-
haare wies einen signifikanten Unterschied zwischen SA und AA auf, da
interessanterweise in der Gruppe der AA keine Sensibilisierung fiur Katzenhaare und

Beifuld nachzuweisen war.

Tab. 8: Mittelwerte des Spezifischen IgE Level (kU/l) im Vergleich von
Symptomatischen Atopikern (SA), Asymptomatischen Atopikern (AA), Nicht-Atopikern
(NA) und Psoriasis (P) Probanden. Die aufgefihrten Werte sind als Mittelwerte mit
Standartabweichung angegeben.

Der T-Test ermittelt die Signifikanz zwischen den Probandengruppen SA und AA. Es wird
ein zweiseitiger T-Test flr unabhangige Stichproben durchgefihrt. Die Nullhypothese
lautet, dass es keinen Unterschied in den Mittelwerten der spezifischen IgE Level
zwischen den SA und AA gibt. Der P-Wert gibt an, dass die Nullhypothese unterhalb der
5 %-Grenze p< 0,05, abgelehnt werden kann. * bedeutet, dass ein signifikanter Unter-
schied der Mittelwerte fir die Probandengruppen SA und AA bei p< 0,05 vorliegt.

Allergen SA (n=] AA (n=11) | NA (n=|P (n=|P-Wert
12) 14) 13)

Derm. p. 24,29+33,14 | 3,67+6,3 | 0,02+0,08 |0 0,043*
Derm. f. 22,09+30,48 | 4,8+8,25 0,02+0,06 | O 0,081
Katzenhaare 25,17+32,63 |0 0 0 0,000*
Birke 34,5+43,2 1,55+4.8 0 0 0,02 *
Erle 14,42+22,1 0,35+1,13 | O 0 0,048 *
Hasel 4,26+6,58 0,09+0,2 0 0 0,048 *
Roggen 11,55+21,18 | 0,4+0,81 |0 0 0,096
Lieschgras 14,46+25,19 | 0,44+0,83 | O 0 0,08

Beiful3 0,81+2,29 0 0 0 0,000*
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4.5 Reinheit der Zellen

Nach der Isolation der mononukleédren Zellen aus peripherem Blut, wurde stets eine
FACS-Analyse durchgefuhrt, um die Reinheit der Zellpopulation zu tberprifen. Dazu
wurden Antikérper gegen humanes CD 14, 7-AAD und der IgG2b-Isotypenkontrolle
verwendet (Abb.7). Entsprechend wurde die Reinheit der kultivierten DCs anhand der
Antikorper gegen CD1a, 7-AAD und der IgG1-Isotopenkontrolle tberpruft (Abb.8).  Die
lebenden und CD14 positiven Monozyten wurden durch eine Kombination aus forward
und side scatter (FSC/SSC) morphologisch aus CD14/7-AAD gruppiert. Die Fluoreszenz-
Intensitat der verwendeten Antikérper wurde aus dem relativen Fluoreszenz-Index (rFl)
bestimmt. Die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) der einzelnen AntikGrper wurde

anhand der Auswertungsgraphen abgelesen.

rFl= [MFI (Antigen)-MFI (Isotopenkontrolle)]: MFI (Isotopenkontrolle)

Abbildung 7 zeigt die Auswertung anhand einer exemplarischen FACS-Analyse der
isolierten Monozyten. Im Tube 1 werden zunachst die Monozyten anhand ihrer morpho-
logischen Struktur (Grof3e und Streuungsverhalten) eingegrenzt. Dann wird anhand des
Antikorpers gegen 7-AAD (7-amino-actinomycin D), der von lebenden Zellen nicht auf-
genommen wird, zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden. Die Isotopen-
kontrolle 1gG2b lasst sich im Tube 1 nachweisen. Die zu beobachtende Population P1
wird so eingegrenzt, dass maximal 1 % der IgG2b positiven Zellen im Messfenster liegen.
Tube 2 enthalt den PE-gekoppelten-Antikorper gegen CD 14, der an CD 14+ Monozyten
bindet. Anhand der FACS-Analyse kann die Anzahl der CD 14+ Monzyten auf der Y-
Achse je Fluoreszenzintensitat auf der X-Achse gemessen werden. In der unten
abgebildeten Analyse sind 88,7 % der gemessenen Monozyten CD14+ und lebend. Sie
weisen eine mittlere Fluoreszenz von 2.577 FU auf. In dem Tube 3 wird eine ungeféarbte
Kontrolle mitgefihrt.

Die FACS-Analyse zeigte eine durchschnittliche Reinheit von 90,4 % fiur die CD 14+
Monozyten und von 79,8 % flur die CD1a+ Dendritischen Zellen. Zwischen den einzelnen
Probandengruppen gab es keinen signifikanten Unterschied in der Reinheit fir CD14+
Monozyten und CD1la+ DCs.
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Abb. 7: Auswertung der Zellreinheit anhand einer exemplarischen fluorescence-activated
cell sorting (FACS)-Analyse der isolierten Monozyten. Es werden 3 Tubes mit ca 100.000
Monozyten in FACS- Puffer beflllt. Dem 1. Tube werden die Antikbrper 7-AAD und die
Isotopenkontrolle IgG2b zugefligt, um nachzuweisen, dass es sich bei den eingegrenzten
Zellen um Monozyten handelt. Dem 2. Tube wird der Antikdrper gegen CD14 zugefugt,
um nachzuweisen, dass es sich um CD 14+ Monozyten handelt. In dem 3. Tube wird eine
ungefarbte Kontrolle mitgefihrt.
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Abb. 8: Auswertung der Zellreinheit anhand einer exemplarischen fluorescence-activated
cell sorting (FACS)-Analyse der kultivierten DCs an Tag 6. Es werden 3 Tubes mit ca
100.000 DCs in FACS- Puffer befillt. Dem 1. Tube werden die Antikdrper 7-AAD und die
Isotopenkontrolle 1IgG1 und IgG2b zugefiigt, um nachzuweisen, dass es sich bei den
eingegrenzten Zellen um DCs handelt. Dem 2. Tube wird der Antikorper gegen CDla
zugefigt, um nachzuweisen, dass es sich um CD 1a DCs handelt.
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4.6 Expressionsmuster von TLR-2, -4, -9

Die quantitative Real-Time-PCR wurde durchgefuhrt, um die Rezeptorexpression auf
MRNA-Ebene zu erheben. Eine detaillierte Beschreibung der Untersuchungsmethode ist
unter Kapitel 4.2.7 aufgefihrt. Es wurden forward und reverse Primer fir die charakter-
istischen Nukleotidabfolgen der TLRs hergestellt, diese sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die
Monozyten und DCs wurden, wie oben beschrieben, isoliert und kultiviert und die

Rezeptorexpression wurde ohne vorangegangene Stimulation gemessen.
4.6.1 Toll-like-Rezeptor-2

4.6.1.1 Expression von TLR-2 (mMRNA) in Monozyten des peripheren Blutes

Eine hohe TLR-2-Expression ist charakteristisch fir Monozyten (Hornung et al., 2002b).
Die TLR-2 Expression wurde bei AA=9, SA=12, NA=14 und P=13 untersucht. Die mRNA
Expression von TLR-2 war stark und gleichm&Rig in allen vier Probandengruppen
nachweisbar. Bei der relativen Quantifizierung wurde die Expression des Zielgens (TLR-

2) zunéachst auf ein konstant exprimiertes Referenzgen (B-Actin) normalisiert. 4

Tab. 90 mRNA Kopienzahlen von TLR-2 und seinem Referenzgen B-Actin in
Monozyten (MW = Mittelwert, SD= Standartabweichung)

Die mRNA Kopienzahl von TLR-2 wurde mittels RT-PCR ermittelt und auf das konstant
exprimierte Referenzgen B-Actin normalisiert.

Typ MW + SD der MW + SD der MW = SD der TLR2-
Kopienzahl B-Actin Kopienzahl TLR2 Kopien/Actinkopien*1E6

AA 6.012.778+2.817.877  156.144+113.506 26.401+10.951
SA 6.157.455+5.437.666  174.808+137.807 31.421+11.383
NA 5.871.429+3.265.427 179.864+95.326 31.315+6.365
P 6.911.000+2.869.290 211.866+123.690 32.056+9.523

Die TLR-2 mRNA Expression in Monozyten war in allen vier Gruppen gegenuber der
MRNA Expression in DCs erhoht, allerdings zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Gruppen. Auch die Streuung zwischen den Gruppen war

homogen.
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Vergleich der mRNA Expression von TLR-2 in
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Abb. 9: Diagramm zum Vergleich der mRNA Expression von TLR-2 in Monozyten
und DCs normalisiert auf das Referenzgen B-Actin. Die Abbildung zeigt die TLR-2
Expression zwischen Monozyten (oben) und DCs (unten). Dargestellt sind die Mittelwerte
mit den 25 %- (hellblau) und 75 % Quantilen (blau). Die Fehlerindikatoren markieren die
Ausreil3er im Bereich Minimum und Maximum. Nach einfaktorieller Varianzanalyse mit
post-hoc T-Test Uber alle Gruppen, wurde die Signifikanz mittels zweiseitigen T-Tests flur
unabhangige Stichproben erhoben Der P-Wert gibt an, dass die Nullhypothese unterhalb
der 5 %-Grenze p< 0,05, abgelehnt werden kann. * bedeutet signifikanter Unterschied der
Mittelwerte fur die verglichenen Probandengruppen.
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Abbildung 9 zeigt die Expression von TLR-2 auf mMRNA Ebene in Monozyten (oben) und
DCs (unten) von asymptomatischen Atopikern (AA), Nicht-Atopikern (NA), Psoriasis
Patienten (P) und symptomatischen Atopikern (SA). Die mRNA Expression wurde mittels
Real-Time-PCR ermittelt. Die Kopienanzahl wurde gegentber dem Referenzgen (B-Actin)
1x10° relativiert. Im Vergleich der mRNA Expression in Monozyten zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Probandengruppen. Im Vergleich der mRNA
Expression in DCs ist der Mittelwert der Kopienzahl fur NA und SA signifikant geringer
gegenuber dem Mittelwert, den die AA erzielten.

4.6.1.2 Expression von TLR-2 (mRNA) in Dendritischen Zellen

Bei den in dieser Arbeit getesteten Toll-like-Rezeptoren zeigte sich der grof3te Unter-
schied der mRNA Expressionslevel fir TLR-2 auf DCs. Die Daten sind in der Abb. 12
dargestellt.

Die mittlere TLR-2 mRNA Expression war fur AA und P am hochsten, wahrend sowohl
die Gruppe der SA und NA ahnlich niedrige Expressionslevel aufwiesen. Die mittlere
MRNA Kopienzabhl lag fir die Gruppe der AA bei 10.206,8 Kopien/1xE® Actinkopien und
die der Psoriasis Patienten bei 10.351,9 Kopien/1xE® Actinkopien. Im Vergleich dazu
waren die mittleren mRNA Kopienzahlen fir TLR-2 in der Gruppe der SA und NA um
ca. 50 % niedriger. Die mittlere mMRNA Expression von TLR-2 lag in der Gruppe der SA
bei 4.756,2 Kopien/1xE® Actinkopien, wahrend sie in der Gruppe der NA mit 4.974,9
Kopien/1xE® Actinkopien etwas hoher verzeichnet war. Die mittlere mRNA Expression von
TLR-2 wies in DCs also signifikant niedrigere Level zwischen AA und NA (p=0,0387),
sowie AA und SA (p=0,041) auf. Die zugrundeliegenden Daten verdeutlichten, dass auch
auf mRNA Ebene eine Unterscheidung zwischen den Probandengruppen madglich war.
Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der zweiseitige T-Tests fir unabhangige
Stichproben herangezogen, womit die mittlere mRNA Expression von TLR-2 verglichen
wurde. Einzelne Ausreil3er in der Gruppe der SA und NA erreichten zwar hdhere mRNA
TLR-2-Expressionslevel, erreichten aber nicht, bzw. kaum das mittlere Expressionslevel
der Vergleichsgruppen der AA und P. Denn auch das mittlere TLR-2-Expressionslevel in
DCs von Psoriasis Patienten war deutlich gegentiber dem mittlere TLR-2-
Expressionslevel der SA und NA erhéht, erreichte allerdings keine signifikanten Werte
(p=0,099 im Vergleich zu SA und p=0,094 im Vergleich zu NA).
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4.6.2 Toll-like Rezeptor-4
4.6.2.1 Expression von TLR-4 (mMRNA) in Monozyten des peripheren Blutes

Vergleich der mRNA Expression von TLR-4 in
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Abb. 10: Diagramm zum Vergleich der mRNA Expression von TLR-4 in Monozyten
und DCs normalisiert auf das Referenzgen B-Actin. Die Abbildung vergleicht die
Expression und Kinetik der mRNA von TLR-4 in den Probandengruppen
asymptomatischen Atopikern (AA), Nicht-Atopikern (NA), Psoriasis Patienten (P) und
symptomatischen Atopikern (SA). Dargestellt sind die Mittelwerte mit den 25 %- (hellblau)
und 75 % Quantilen (blau). Die Fehlerindikatoren markieren die Ausreil3er im Bereich
Minimum und Maximum.
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Die TLR-4 mRNA Expression wurde bei AA=9, SA=12, NA=14 und P=12 bestimmt. Die
MRNA Expression war gleichmafiig verteilt und zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Probandengruppen. Der Mittelwert der mRNA Expression in Monozyten lag
in der Gruppe der NA mit 1.235,39 Kopien/1xE® Actinkopien am hochsten. Es folgten die
Gruppe der Psoriasis Patienten mit 1.126,61 Kopien/1xE® Actinkopien, die Gruppe der AA
mit 1.067,6 Kopien/1xE® Actinkopien und die SA mit 999,06 Kopien/1xE® Actinkopien. Die
mittlere MRNA Expression von TLR-4 wies im direkten Vergleich zwischen den einzelnen
Probandengruppen keine signifikanten Expressionsunterschiede auf.

4.6.2.2 Expression von TLR-4 (mRNA) in Dendritischen Zellen

Unerwarteter Weise zeigte sich bei dem Toll-like-Rezeptor-4, der charakteristischerweise
durch bakterielles LPS stimuliert wird, kein signifikanter Unterschied in der mittleren
MRNA Expression fur TLR-4 in DCs. Jedoch war hier die Varianz zwischen den einzelnen
Probanden grof3. Innerhalb der einzelnen Probandengruppen fiel eine grof3e Spannweite
zwischen der minimalen und maximalen mMRNA Kopienzahl auf. In jeder
Probandengruppe lieRen sich Probanden mit mMRNA Kopienzahlen unter 100 Kopien/1E®
Actinkopien verzeichnen, wahrend die maximalen Kopienzahlen bei 1000 - 2000
Kopien/1E® Actinkopien lagen.

Der Mittelwert war in der Gruppe der Psoriasis Patienten mit 789,14 Kopien/1xE® Actin-
kopien am hdéchsten. Es folgten die Gruppe der AA mit 637,0 Kopien/1xE® Actinkopien,
die NA mit 529,87 Kopien/1xE® Actinkopien und schlieRlich die SA mit 555,58 Kopien/1xE®
Actinkopien im Mittel.

4.6.3 Toll-like Rezeptor-9

4.6.3.1 Expression von TLR-9 (MRNA) in Monozyten und Dendritischen Zellen des
peripheren Blutes

Die TLR-9 mRNA Expression wurde bei AA=5, SA=6, NA=6 und P=7 bestimmt. Im
Gegensatz zu den Daten Uber TLR-2 und TLR-4 war die mRNA Expression von TLR-9 in
allen untersuchten Gruppen niedrig und unterschied sich nicht signifikant zwischen
Monozyten und DCs (Abb. 14).

Der Mittelwert der mRNA Expression in Monozyten lag in der Gruppe der Psoriasis
Patienten mit 21,82 Kopien/1xE® Actinkopien am héchsten. Es folgten die Gruppe der NA
mit 16,29 Kopien/1xE® Actinkopien, die Gruppe der AA mit 15,33 Kopien/1xE® Actinkopien
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und die SA mit 14,75 Kopien/1xE® Actinkopien. Einen signifikanten Unterschied im
Vergleich der mMRNA Expressionsmittelwerte zwischen den einzelnen Gruppen konnte mit
dem zweiseitigen T-Test flur unabhéangige Stichproben nicht nachgewiesen werden.
Ebenso verhielten sich die Ergebnisse fur die mRNA Expression von TLR-9 in DCs, wobei
hier die Expression mit 9,14 Kopien/1xE® Actinkopien in der Gruppe der SA am hochsten
war. Es folgten die Gruppe der AA mit 8,15 Kopien/1xE® Actinkopien, die NA mit 5,92
Kopien/1xE® Actinkopien und schlieRlich die P mit 4,26 Kopien/1xE® Actinkopien.

Auch wahrend der Entwicklung von Monozyten zu DCs kam es zu keiner signifikanten

Reduktion der mRNA Kopienzahlen.
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Abb. 11: Diagramm zum Vergleich der mRNA Expression von TLR-9 in Monozyten
und DCs normalisiert auf das Referenzgen B-Actin. Die Abbildung vergleicht die
Expression und Kinetik der mRNA von TLR-9 in den Probandengruppen
asymptomatischen Atopikern (AA), Nicht-Atopikern (NA), Psoriasis Patienten (P) und
symptomatischen Atopikern (SA). Dargestellt sind die Mittelwerte mit den 25 %- (hellblau)
und 75 % Quantilen (blau). Die Fehlerindikatoren markieren die Ausrei3er im Bereich
Minimum und Maximum.
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4.6.4 Verdnderung der TLR-Expressionsmuster wahrend der Differenzierung zu
Dendritischen Zellen

Anhand der Daten zum Vergleich der m RNA Expression der TLR-2, -4 und -9 zwischen
AA, SA, NA und Psoriasis Patienten, lasst sich zunachst allgemein eine Aussage zur
MRNA Expression der untersuchten Rezeptoren auf Monozyten und DCs treffen. So war
die mRNA Kopienzahl im Mittel fur die untersuchten TLRs in allen vier Probandengruppen
auf Monozyten hoher als auf DCs. Bei der Reifung der Zellen wurde also die
Rezeptorexpression der untersuchten TLRs herunter reguliert, wobei die Herabregulation
der Rezeptorexpression fur TLR-2 in den Gruppen der SA, NA und P signifikante Werte
erreicht. Die geringste Herabregulation konnte man fir die Gesamtgruppe der AA
beobachten, wobei es hier individuelle Ausnahmen gab, die im Folgenden erlautert
werden.

Das hochste mRNA Expressionsmuster wurde fur TLR-2 in Monozyten registriert, wobei
es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Probandengruppen gab. Bei der
Differenzierung zu DCs blieb das Expressionslevel von TLR-2 in der Gruppe der AA und
P deutlich erhéht, wahrend sie in den Vergleichsgruppen der NA und SA abfielen. Es
konnte beobachtet werden, dass die Herabregulation der TLR-2 mRNAEXxpression
wahrend der Differenzierung in den Probandengruppen von SA, NA und P signifikant war.
In der Gruppe der AA gab es zwei Individuen, die sogar eine Expressionssteigerung bei
der Differenzierung von Monozyten zur DCs aufwiesen. Wéahrend die mRNA Kopienzahl
fir TLR-2 in den untersuchten Monozyten bei 5.825 Kopien/1xE® Actinkopien, bzw. 9.662
Kopien/1xE® Actinkopien lag, wurde diese bei der Differenzierung zu DCs auf 22.549
Kopien/1xE® Actinkopien, bzw. 22.511 Kopien/1xE® Actinkopien im Schnitt etwa
verdreifacht. Die anderen beobachteten Probanden der Gruppe AA zeigten eine deutlich
mildere  Herabregulation der TLR-2 mMRNA Expression gegentber den
Vergleichsgruppen, sodass hier im Mittel kein signifikanter Wert mehr erreicht wurde
(p=0,167).

Die Expression von mRNA des TLR-4 in Monozyten war in den Probandengruppen
gleichmé&Rig verteilt. Bei der Reifung zu DCs wurde die mittlere mRNA Expression
leichtgradig reduziert, wobei einzelne Ausreil3er durch eine deutliche Reduktion der
MRNA Kopien auffielen. Im Mittel wurde nur bei der Gruppe der NA eine signifikante

Reduktion der mRNA Kopien fir TLR-4 wahrend der Entwicklung zu DCs gemessen.



62
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Abb. 12: Diagramm zum Vergleich der mRNA Expression von TLR-2 in Monozyten
und DCs. Die Abbildung zeigt die Kinetik der TLR-2 Expression zwischen Monozyten (M)
und DCs (DC). Dargestellt sind die Mittelwerte mit den 25 %- (hellblau) und 75 %
Quantilen (blau). Die Fehlerindikatoren markieren die Ausreif3er im Bereich Minimum und
Maximum. Die Signifikanz wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit
Messwiederholung und post-hoc T-Test fur gepaarte Stichproben mit Kkorrigierten p-
Werten nach Bonferroni erfasst. Die Nullhypothese lautet, dass es keinen Unterschied in
der Expressionsregulation fir die Probandengruppen gibt. Der p-Wert gibt an, dass die
Nullhypothese unterhalb der 5%-Grenze p< 0,05, abgelehnt werden kann.

*  bedeutet signifikanter Unterschied der Mittelwerte flir die verglichenen
Probandengruppen. Im Vergleich zeigt sich eine signifikante Herabregulation der Kopien
fur die Probandengruppe der NA, SA und P, wahrend die Gruppen der AA keine
signifikante Veranderung in der Kinetik zeigt.

Die Mittelwerte der mRNA Kopien in Monozyten der einzelnen Gruppen waren hoher als
der Mittelwert der mRNA Kopien in DCs. Vergleicht man nun die Differenz der mittleren
TLR-4 mRNA Expression zwischen Monozyten und DCs, so zeigte sich die grof3te
Abweichung in der Gruppe der Nicht- Atopiker. Die mRNA Expression des TLR-4
reduzierte sich auf mehr als die Halfte in den DCs (1.235,39 Kopien/1xE® Actinkopien
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gegeniiber 529,87 Kopien/1xE® Actinkopien). Unter Anwendung der einfaktoriellen
Varianzanalyse mit Messwiederholung entsprach das einer signifikanten Reduktion von
p=0,006. Ebenfalls reduzierte sich der Mittelwert der mRNA Expression von TLR-4 in der
Gruppe der SA von 999,06 Kopien/1xE®Actinkopien um etwas weniger als die Halfte auf
555,58 Kopien/1xE®Actinkopien, wobei hier gerade keine Signifikanz mit p=0,077
verzeichnet werden konnte. Auch der Expressionsunterscheid zwischen Monozyten und
DCs war fur die Psoriasis Patienten mit p=0,132 und der AA mit p=0,285 konnte keinen

signifikanten Unterschied in der mRNA Expression erreichten.

Vergleich der mRNA Expression von TLR-4 in
Monozyten und DCs
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Abb. 13: Diagramm zum Vergleich der mRNA Expression von TLR-4 in Monozyten
und DCs normalisiert auf das Referenzgen B-Actin. Die Abbildung zeigt die Kinetik der
TLR-4 Expression zwischen Monozyten (M) und DCs (DC). Dargestellt sind die Mittel-
werte mit den 25 %- (hellblau) und 75 % Quantilen (blau). Die Fehlerindikatoren markieren
die Ausreif3er im Bereich Minimum und Maximum.

Die Signifikanz wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung und
post-hoc T-Test fir gepaarte Stichproben mit korrigierten p-Werten nach Bonferroni
erfasst. Die Nullhypothese lautet, dass es keinen Unterschied in der
Expressionsregulation fir die Probandengruppen gibt. Der p-Wert gibt an, dass die
Nullhypothese unterhalb der 5%-Grenze p< 0,05, abgelehnt werden kann.

* bedeutet signifikanter Unterschied der Mittelwerte fur die verglichenen
Probandengruppen. Im Vergleich zeigt sich nur eine signifikante Herabregulation der
Kopien fur die Probandengruppe der NA.
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Die Kinetik der TLR-9 Expression zeigte in keiner der untersuchten Probandengruppen
eine signifikante Veranderung der mRNA Kopien bei der Differenzierung von Monozyten
zu Dendritischen Zellen. Alle untersuchten Probanden zeigten eine geringgradige Herab-

regulation.

4.7 Korrelation des Gesamt-IgE-Levels im Serum und der TLR Expression

Gesamt-IgE Um einen Vergleich zwischen der TLR mRNA Expression in Monozyten, bzw.
DCs und atopiespezifischen Faktoren, wie das Gesamt-IgE, spezifisches IgE oder Grad
der Beschwerden, herzustellen, wurde eine Spearman-Rank-Korrelationsanalyse
durchgefuhrt. Die Erh6hung des Gesamt-IgE bringt zum Ausdruck, dass eine Disposition
fur atopische Erkrankungen vorliegen konnte. Probanden, die keine Erhohung des
Gesamt-lgE und keine anamnestischen, atopiespezifischen Symptome aufwiesen,
wurden als Nicht-Atopiker (NA) eingestuft. Die Probanden mit einer Erhéhung des
Gesamt-IgE und Symptomen als symptomatische Atopiker (SA.). Die Gruppe der SA wies
das hochste mittlere Gesamt-IgE-Level mit 173,74 kU/I auf, wahrend die Gruppe der NA
mit 18,55 kU/I durch das geringste Level gekennzeichnet war. Die mittlere mRNA
Kopienzahl fir TLR-2 in Monozyten, DCs und fir TLR-4 in DCs war in den beiden Gruppen
nahezu gleich hoch. Im Vergleich zwischen den Gruppen der SA und AA war das Gesamt-
IgE- Level mit 121,32 kU/I nicht signifikant niedriger, wahrend sich zwischen der mittleren
TLR-2 Expression auf DCs ein signifikanter Unterschied zwischen AA und SA (p=0,042)
darstellen lie3. Es bestand eine starke Korrelation des Gesamt-IgE-Wertes mit der mMRNA
Expression von TLR-2 in DCs (rs=0,683; p=0,042) und der TLR-4 Expression in DCs (rs=
0,7; p=0,036) fur SA. Fiur die Gruppe der AA konnte keine Korrelation zwischen den
Gesamt-Ige-Werten und der mRNA TLR-Expression verzeichnet werden. Ebenso
bestand keine Korrelation zwischen der mRNA TLR-Expression von TLR-9 in Monozyten

und der TLR-9 Expression in DCs mit dem Gesamt-IgE-Level der vier Probandengruppen.
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Tab. 10: Korrelation zwischen Gesamt-IgE (in kU/I) und der TLR-2 Expression in
Dendritischen Zellen (DC) bei symptomatischen Atopikern. Um herauszufinden, ob es
einen Zusammenhang zwischen der TLR-2 Expression auf Monozyten oder DCs mit
atopie-typischen Symptomen gibt wurde eine Korrelation der mRNA Expression mit dem
Gesamt IgE Level mittels Spearman-Rank-Test erfasst. Es zeigte sich eine Korrelation
des Gesamt IgE Level und der TLR-2 Expression auf DCs bei SA mit rs=0,683; p=0,042
in der oberen Tabelle und zwischen TLR-4 Expression auf DCs bei SA mit rs=0,7; p=0,036
in der unteren Tabelle.

DCTLR2copies_Actin
Gesamt-IgE copies
Spear Gesamt Korrelationskoeffizient 1,000 0,683"
man-Rho IgE Sig. (2-seitig) 0,042
N 12 9
DCTLR2 Korrelationskoeffizient 0,683" 1,000
Copies/ Sig. (2-seiti
Actincopies o Y 0.042
N 9 9
DCTLR4copies_Actin
Gesamt-IgE copies
Spear  Gesamt Korrelationskoeffizient 1,000 0,700"
man- IgE Sig. (2-seitig) : 0,036
Rho N 12 9
DCTLR4  Kaorrelationskoeffizient 0,700 1,000
Copies/  Sig. (2-seitig) 0,036 .
Actincopie 9 9

Auch die spezifischen IgE-Werte von Lieschgras, Hausstaubmilben, Birke und Katzen-
haare korrelierten nicht mit der TLR-Expression der unterschiedlichen Probanden-
gruppen.

Ebenso wenig zeigte sich eine Korrelation zwischen dem Gesamt-IgE-Level und der

subjektiv  empfundenen Beschwerdestarke der saisonalen Symptome der

symptomatischen Atopiker.
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5. Diskussion

Die Rolle des angeborenen Immunsystems ist weit mehr als die Kontrolle der Pathogene
bis das adaptive Immunsystem eingreift. Und diese Funktion ist unweigerlich mit dem
Zusammenspiel von TLRs und DCs verbunden (Heine und Lien, 2003). DCs erkennen
Uber die exprimierten TLRs die eingedrungenen Pathogene (Clark et al., 2000),
durchlaufen einen Aktivierungs- und Reifungsprozess, der durch die Expression von MHC
und den co-stimulierenden Molekilen CD80 und CD86 gepragt ist (Banchereau und
Steinman, 1998). Sie migrieren in die drainierenden Lymphknoten, wo eine Aktivierung
antigen-spezifischer naiver T-Lymphozyten erfolgt. Ihr immunmodulierendes Potential
wird Uber die Produktion von Zytokinen, wie IL-12, die eine Immunantwort vom Th1-Typ
induzieren, erzeugt. Wahrend das Zytokin IL-4 zu einer Differenzierung zu Th2-Zellen
fuhrt, die wiederum IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 produzieren und genau das Zytokin-Milieu
schaffen (Mosmann und Coffman, 1989), das fur die Entwicklung einer allergischen
Erkrankung verantwortlich ist. Diese wird ausgelost durch die Induktion einer antigen-
spezifischen IgE-Produktion, einer Akkumulation von eosinophilen Granulozyten und der
Aktivierung von Mastzellen (Anderson und Coyle, 1994; Corry und Kheradmand, 1999).
Entsprechend der Hygienehypothese wird angenommen, dass eine bakterielle Infektion
zu einer Aktivierung verschiedener TLRs filhrt und somit eine antigen-spezifische Thl-
Antwort in die Wege leitet. Ergdnzend hierzu passt, dass MyD88-defiziente Mause, nicht
in der Lage sind antigenspezifische Thl-Zellen zu aktivieren, wahrend eine Th2-Antwort
moglich ist (Schnare et al., 2001). Bei Erkrankungen des atopischen Formenkreises
dominieren Th2-Zytokine die Immunantwort, erst im Verlauf tragen Thl-Zellen zur
Chronifizierung der Erkrankung bei (Grewe et al., 1998). Allerdings kann auch die TLR-
abhéangige Signalkaskade, die zu einem Th1/Th2-Shift fihrt, von der Menge der TLR-
Stimuli abhangig sein (Heine und Lien, 2003).

Eine weitere Hypothese basiert auf der Entdeckung, dass mikrobielle Pathogene (TLR-
Liganden) eine Th1l-Antwort hervorrufen, wahrend die Eliminierung von eukaryotischen
Pathogenen, wie Parasiten oder Wirmern, einer Th2-Antwort bedirfen. Diese Patho-
gene, ahnlich wie Allergene, weisen maoglicherweise keine TLR-Liganden auf, die einen
Shift von Th2- zu Thl-Antwort bewirken kdnnen. Parasitare Wirmer gehen sogar noch
einen Schritt dartber hinaus und dampfen, durch hochaktive entzindungshemmende

Molekile, bei chronischen Infektionen die Th2- (wie auch Thl-) Immunantwort. Sie
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besitzen somit trotz ihrer Fahigkeit zur Th2-Induktion und IgE-Produktion eine anti-
allergische, bzw. antiinflammatorische Wirksamkeit, um sich und lhren Wirt nicht zu
schadigen (Schramm und Haas, 2010).

Die Entdeckung, dass eine TLR-Signalwirkung entscheidend fur eine Th1/Th2-Antwort ist,
eroffnet neue Strategien fir die Entwicklung von Therapiekonzepten gegen allergische
Erkrankungen, wie Asthma bronchiale (Zuany-Amorim et al., 2002).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist zu untersuchen, inwiefern sich die TLR-Expression auf
Monozyten und DCs zwischen symptomatischen und asymptomatischen Atopikern
unterscheiden, um einen Aufschluss Uber kompensatorische Strategien zu gewinnen. Als
Kontrollgruppen dienen Nicht-Atopiker und Psoriasis Patienten, um die Gemeinsamkeit
der Atopiker gegenuber gesunden Probanden und Patienten mit Hauterkrankungen
anderer Genese herauszustellen.

Im Folgenden sollen die Methodik und die Ergebnisse der Arbeit anhand von relevanter

Literatur diskutiert werden.
5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Real-Time PCR-System zur Untersuchung der Expression der Toll-like-

Rezeptoren

Die Real-Time PCR ist eine spezifische Methode zur Quantifizierung von Nukleinsauren.
Nur wenn das Probenmaterial die Zielsequenz aufweist, kann die Sonde hybridisiert
werden und ein entsprechendes Fluoreszenzsignal erhalten werden. Die Daten der RT-
PCR koénnen als absolute oder relative Werte ausgewertet werden. Die absolute
Quantifizierung schliel3t die Generierung einer Standardkurve ein, die auf eine bekannte
Kopienzahl zuriickgreift. Dagegen wird bei der relativen Analyse, die Veranderung im
Expressionsniveau relativ zu einer experimentellen Kontrolle, dem Referenzgen,
bestimmt (Winer et al., 1999). Fur die meisten Forschungsanwendungen ist die relative
Quantifizierung vorteilhafter, da die experimentellen Proben direkt mit der Kontrolle
verglichen werden konnen (Peirson et al., 2003). Die Methode der relativen
Quantifizierung beruht auf der Annahme der Verdopplung der Produkte in jedem Zyklus,
was die Berechnung eines Faktors fur die Expressionsunterschiede nach der
sogenannten 2*4¢-Methode erlaubt (Livak und Schmittgen, 2001). Jedoch zeigt sich im

Verlauf der PCR eine Anderung der Amplifikationseffiziens (nachlassende Effiziens der
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spateren Zyklen), da die Amplifikationsprodukte um eine DNA-Polymerase-Bindungs-

stelle konkurrieren (Kainz, 2000).

5.1.2 Eignung des ausgewahlten Referenzgens

Anstelle des deutschen Ausdrucks des Referenzgens, wird gerne der in der englischen
Literatur genutzte Ausdruck des Housekeeping Gens verwendet. Sie gehoren zu einer
Gruppe von Genen, die ubiquitdr vorkommen und fur die Aufrechterhaltung verschiedener
Zellfunktionen notwendig sind. Im Idealfall wird das Referenzgen konstant exprimiert und
unterliegt keiner internen oder externen Regulation. Mit Hilfe dieser endogenen
Kontrollgene kdnnen in Genexpressionsstudien relative Quantifizierungen von Kklinisch
interessanten Zielgenen vorgenommen werden. B-Actin und Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) sind die zwei haufigsten verwendeten Referenzgene. Dies ist
eher ihrer historischen Bedeutung, als der zuverlassigen Expression geschuldet (Gilliland
et al., 1990). Das - Actin ist ein Strukturprotein des Zytoskeletts, das mit Aufgaben fir
die Zellbewegung behaftet ist. Es wird auf dem Gen-Locus 7p15-p12 lokalisiert (Blatti et
al., 1988). Glare et al. konnte zeigen, dass die Transkriptionsrate durch mehrere Faktoren
beeinflusst werden kann. Sowohl B-Actin-, als auch GAPDH-mRNA Level variieren mit
der Zellproliferation. Die Level steigen als Antwort auf epidermale Wachstumsfaktoren
und TGF-B (Glare et al., 2002). Trotz kritischer Studienergebnisse werden -Actin und
GAPDH weiterhin als Referenzgene verwendet. Die Auswahl des Referenzgens, fiur die
hier durchgefuihrte Untersuchung, orientiert sich an der in der Literatur allgemein Ublichen

Vorgehensweise.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Betrachtet man die vorliegenden Daten und Angaben in der Eigenanamnese bestatigt
sich, Ubereinstimmend mit anderen Studien, dass die Gruppe der AA niedrigere Gesamt-
IgE-Spiegel und spezifische IgE-Spiegel im Serum gegeniuber den gangigen inhalativen
Aeroallergenen aufweisen als SA (Kerkhof et al., 2000). Obwohl es keinen absoluten
IgE-Schwellenwert gibt, der das Vorliegen einer allergischen Erkrankung bestimmt,
scheint ein Zusammenhang zwischen der Hohe des Gesamt-IgE und dem Auftreten von
Symptomen zu bestehen. Dariliber hinaus scheinen die niedrigeren Gesamt-IgE-Spiegel
der AA fur eine erfolgreiche Regulation der Immunantwort auf Allergene in der Vergangen-

heit zu sprechen. Eine positive Famillienanamnese ist nicht zwangslaufig mit der
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Entwicklung einer allergischen Erkrankung verbunden, jedoch weisen ca. 64 % der
untersuchten AA eine positive Familienanamnese auf. Dies ist ein weiterer Punkt, der fur
die Entwicklung eines Regulationsmechanismus gegen das Auftreten von spezifischen
Symptomen spricht.

5.21 Immunmodulierendes Potential der TLR

TLRs beeinflussen die Entwicklung des adaptiven Immunssystems vermutlich tber die
Aktivierung von antigen-prasentierenden Zellen. Die meisten Studien fokussieren sich
hierbei auf die Signalkaskade, die die Thl-Immunantwort steuert, den Einsatz von
Liganden als Adjuvants bei Impfungen oder die Pravention einer Th2 dominierten Immun-
antwort, wie sie bei Atopie beobachtet wird (Dabbagh und Lewis, 2003). Schmidt et al.
konnte beispielsweise eine Abnahme der IgE-Produktion und einen Sekretionsanstieg der
Thl-Zytokine (IL-2, IL-6, IL-12 und INF-y) nach Stimulation von humanen PBMC mit
synthetischen Oligodesoxynukleotiden (CpG-ODN) nachweisen (Schmidt et al., 2006).
Daher ware anzunehmen, dass Patienten mit einer Th2-dominierten Erkrankung, wie
Atopie, eine geringere TLR-Expression aufweisen. Fir den TLR-2 kann dies in dieser
Arbeit bestatigt werden. Wahrend die Expressionslevel fir TLR-2 auf mRNA-Ebene in
Monozyten zwischen den Probandengruppen &hnlich hoch sind, fallen sie mit der
Differenzierung zu DCs in der Gruppe der SA ab. Hingegen zeigt sich keine signifikante
Herabregulation der mRNA Kopienzahl fir TLR-2 und TLR-4 in der Gruppe der AA, was
einen Kompensationsmechanismus mit Shift zu einer Th1-Antwort annehmen liel3e. Auch
in der Gruppe der Psoriasis Patienten, als Vertreter einer inflammatorischen Haut-
erkrankung mit Th1-Zell-Dominanz, lag das TLR-2 Expressionslevel auf DCs hoher als in
der Gruppe der SA und NA, was fur die Aufrechterhaltung einer Th1-Antwort spricht. Der
Verlauf einer atopischen Erkrankung scheint jedoch nicht nur durch eine reine Th2-Zell
vermittelte Inflammationsreaktion charakterisiert zu sein. Vielmehr handelt es sich um
eine komplexe Immunantwort, in die sowohl Th2-typische Zytokine wie IL-4 und IL-5 als
auch Thil-typische Zytokine wie INF-y involviert sind (Akira et al., 2001). Dies konnte
besonders bei der Chronifizierung von Erkrankungen gezeigt werden. In akuten
Hautlasionen von atopischen Dermatitis Patienten lassen sich vermehrt Th2-Zellen und
erhohte Konzentrationen von IL-4, IL-5 und IL-13 nachweisen. Wahrend in chronischen

Lasionen das Auftreten von IFN-y produzierenden Thl-Zellen beobachtet wird. Dieser



70

Wandel ist auf den Einfluss von immigrierten eosinophilen Granulozyten, aktivierten
Monozyten und IL-12 produzierenden DCs zuriickzufhren (Bieber, 2010; Grewe et al.,
1998). Uber die Aktivierung von TLR-2 werden antigenprasentierende Zellen dazu
angeregt Zytokine wie IL-12 zu produzieren und eine Thl-Immunantwort zu induzieren
(Akira et al., 2001). Die Monozyten des peripheren Blutes kénnen wiederum unter dem
Einfluss von INF-y die Expression von TLR-2 (und TLR-4) heraufregulieren (Mita et al.,
2001) und somit zu einer Aufrechterhaltung des pro-inflammatorischen Mileus in Richtung
einer Th1-Antwort fihren.

5.2.2 TLR Expressionsmuster

5.2.2.1 TLR-2 Expressionsrate und die Hygienehypothese

Die Hygienehypothese wird gerne zur Erklarung fur die gesteigerte Pravalenz von
allergischen Erkrankungen herangezogen. In verschiedenen europaischen und nord-
amerikanischen Studien wird angedeutet, dass die Exposition gegenuber mikrobiellen
Produkten die kindliche Immunantwort gegen die Entwicklung einer allergischen
Erkrankung starkt (Garn und Renz, 2007) und die Einfihrung von Impfungen zu einem
Anstieg des Erkrankungsrisikos bis in das Schulalter fuhrt. Die Verordnung von Antibiotika
wird ebenfalls als Risikofaktor fur die Entwicklung von Asthma bei Kindern betrachtet,
jedoch wird auch weiterhin in vielen Landern ein kindliches Asthma mit Antibiotika
behandelt, sodass die Korrelation falsch positiv sein kdnnte (Celedon et al., 2002).

Die Erkennung von bakteriellen Endotoxinen wird hauptsachlich durch TLRs vermittelt.
TLR-2 bindet Lipoteichonsdure, Peptidoglykane und Lipopolysaccharide, die Zellbe-
standteile gram-positiver Bakterien sind, denen Kinder wahrend ihrer Entwicklung
ausgesetzt sind (Durando et al., 2010). Wie die bakteriellen Endotoxine die Immunantwort
beeinflussen, ist weiterhin von grol3em Forschungsinteresse. Es ist vorstellbar, dass die
gesteigerte Bindung und Stimulation von PAMPs an TLR-2 in der Kindheit, zu einer
erhohten Rezeptorexpression in der Gruppe der asymptomatischen Atopiker und Nicht-
Atopiker fihren. Eine européische Studie Uber Kinder, die auf einem Bauernhof
aufgewachsen sind, konnte eine deutlich gesteigerte TLR-2-Expression in PBMC
gegenuber einer Kontrollgruppe feststellen (Lauener et al., 2002a). Es ist davon auszu-
gehen, dass die gesteigerte TLR-2-Expression bei Bauernkinder Uber die TLR-Signal-

kaskade vornehmlich zu einer Th1-Antwort fihrt und protektiv gegeniber der Entwicklung
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einer Th2-dominierten atopischen Erkrankung wirkt. Die untersuchten Kinder kdnnten
also ebenfalls in die Gruppe der asymptomatischen Atopiker fallen. Da zum Zeitpunkt der
0.g. Studie diese Gruppe nicht untersucht wurde, ist an dieser Stelle nur Spekulation
maoglich. Auf Monozyten lasst sich in dieser Arbeit keine signifikante Steigerung der
Expression zwischen den untersuchten Gruppen erheben. Die Probandengruppe der AA
weist jedoch eine signifikant erhéhte Expression der TLR-2 mRNA in DCs gegentiber NA
und SA auf. Das erwartete Ergebnis, dass die Gruppe der NA, &hnlich wie die Gruppe der
AA, eine erhohte mRNA-Expression aufweist und somit eine Erklarung flr das nicht
auftreten von Symptomen bietet, l&sst sich nicht bestatigen. Dies lasst die Vermutung zu,
dass nicht nur die Hygienehypothese eine wichtige Rolle spielt, sondern auch genetische
Pradispositionen. Im Fall der Nicht-Atopiker fehlt eine genetische Disposition, denn nur
36 % der befragten Nicht-Atopiker bestétigte eine positive Familienanamnese flr
atopische Erkrankungen. Im Gegensatz zu den Atopikern, die zu 78,3 % eine positive
Familienanamnese aufweisen, ist eine Regulation Gber TLRs nachrangig anzusehen.
Die Psoriasis vulgaris, als Vertreter einer chronischen Hauterkrankung, ist durch eine
UberschieRende Proliferation der Keratinozyten und eine bislang unerklarte Infiltration der
befallenen Hautregionen durch T-Lymphozyten und Neutrophile-Granulozyten
gekennzeichnet (Terhorst et al., 2010). Nicht Uberraschend ist die Erkenntnis, dass auch
TLRs eine Rolle in der Pathogenese der Psoriasis spielen. Es gibt Studien, die belegen,
dass die Expression von TLR-1 und TLR-2 in den Keratinozyten der akuten Hautlasionen
erhoht ist. Dies lasst sich durch die gehaufte Co-Besiedelung der Hautbereiche mit
Staphylococcus aureus erklaren (Baker et al., 2003). Eine weitere Studiengruppe konnte
eine erhohte TLR-2 Expression auf DCs von Patienten mit einer psoriatrischen Arthritis
nachweisen, wahrend sich bei den untersuchten Monozyten oder der TLR-4 Expression
kein signifikanter Unterschied zu einer gesunden Kontrollgruppe nachweisen liel3 (Candia
et al., 2007). Diese Ergebnisse bestatigen sich auch in der vorliegenden Untersuchung,
wo eine erhohte TLR-2 Expression auf DCs in der Gruppe der Psoriasis Patienten auffallt,
wahrend sich kein signifikanter Unterschied in der TLR-4 und TLR-9 Expression oder auf
Monozyten zeigt.
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5.2.2.2 Zeitpunkt der Exposition und Stimulation von TLR

Schon die Studiengruppe um Strachan interessierte sich fir das Auftreten von
allergischen Symptomen zu unterschiedlichen Alterstufen in der kindlichen Entwicklung.
Er nahm an, dass eine frihzeitige oder gar intrauterine Exposition bereits Auswirkungen
auf die Entwicklung einer Atopie haben kann. Die Daten der Studiengruppe um Lauener
zeigen, dass auch neben dem Zeitpunkt der Exposition die HOhe der mikrobiellen
Belastung zu einer héheren TLR-2-Expression bei Kindern fihren kann (Lauener et al.,
2002b). Die Daten der hier vorliegenden Arbeit wurden an Erwachsenen erhoben und
zeigen, dass in der Gruppe der AA bei 27 % der Untersuchten in der Kindheit Symptome
einer Atopie auftraten, die im Erwachsenenalter nicht mehr bestehen. Diese drei
Probanden werden nochmals genauer betrachtet und es zeigt sich, dass zwei der drei
Probanden uberdurchschnittlich hohe Messwerte aufweisen. So liegt der Mittelwert des
Gesamt-IgE in der Gruppe der AA bei 121,32 kU/I, jedoch wurde bei den betrachteten
Probanden Werte von 223 kU/I, bzw. 417 kU/l gemessen. Diese IgE Level sind somit
teilweise hoher als bei den symptomatischen Atopikern, wo der Mittelwert 173,74 kU/I
betragt. Es ist anzunehmen, dass in der Kindheit pradisponierende Faktoren vorlagen, die
das Auftreten einer atopischen Erkrankung wahrscheinlich machten. Erganzend zeigt sich
bei diesen beiden Probanden ebenfalls Giberdurchschnittlich Héhe Kopienzahlen fir TLR-
2 und TLR-4 auf DCs. Dies verstarkt die Annahme, dass eine friihzeitige Stimulation durch
bakterielle Pathogene die TLR-Expression steigert und protektiv gegeniber der
Manifestation einer atopischen Erkrankung wirkt.

In der Kindheit und Jugend ist das Immunsystem in einer Entwicklungs- und Reifungs-
phase, wo es sehr empfanglich fur auf3ere Einfliisse ist. Dies scheint der Zeitpunkt zu
sein, wo der Kontakt mit der Umwelt die tiefgreifensten Effekte aufweisen. Ebenfalls
scheint bereits der pranatale Kontakt eine signifikante Rolle zu spielen. Sei es durch

direkte Einwirkung in utero oder epigenetische Modulation (von Bubnoff, 2007).
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Abb. 14: Einfluss von Bakterien und Viren auf die Entwicklung einer Atopie

Im Mutterleib dominieren wahrend der Schwangerschaft und in der frihen Kindheit
Immunantworten vom Th2-Typ. Durch die Reduktion des Thl-pragenden Einflusses, der
durch bakterielle und virale Infektionen vermittelt wird, kommt es in der Kindheit zu einer
Manifestation der Th2-Dominanz im Immunsystem dieser Kinder. Dies beginstigt das
Fortschreiten atopischer Erkrankungen, die in bestimmten Lebensphasen als atopische
Dermatitis, allergische Rhinitis und Asthma auftreten konnen. (Novak und Bieber, 2004)

5.2.2.3 Kinetik der TLR bei der Differenzierung zu DCs
Bei dem Vergleich der mRNA-Expression von TLR-2,-4, und-9 in Monozyten und DCs,

konnte beobachtet werden, dass AA eine signifikant erhéhte Expression fir TLR-2 in DCs
gegenuber NA und SA besitzen. Entsprechend der bereits erwdhnten Theorien, scheint
ein frihzeitiger und anhaltender Stimulus mit Endotoxinen zu erhdhten TLR-Leveln bei
der Pragung des Immunsystems zu fihren. Wahrend der Differenzierung von peripheren
Monozyten zur DCs, zeigt sich bei fehlender Stimulation eine Abnahme der TLR-
Expression, wobei diese in der Gruppe der AA keine signifikante Reduktion erfahrt. Im
Vergleich weisen SA, NA und P eine signifikante Reduktion der TLR-2 Expression bei der
Differenzierung von Monozyten zu DCs auf. Die Signalqualitat des Stimulus und der
Signaltransduktion scheinen also eine funktionelle Bedeutung fur die Entwicklung oder

Vorbeugung einer allergischen Entzindungsreaktion zu haben. Dies konnte auch durch
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andere Arbeitsgruppen bestatigt werden. Wahrend die meisten in vitro und in vivo
Versuche ein proinflammatorisches Signal nach Bindung von bakteriellem Lipoprotein
(Pamp3Cys) oder Lipoteichonsaure an TLR-2 nachweisen (Redecke et al., 2004b),
bestatigen Patel et al. die Manifestation einer allergischen Entziindungsreaktion der
oberen Atemwege nach Bindung des TLR-2 Agonisten Pamp3CysK4 (Patel et al., 2005).
Diese Beobachtung kénnte durch eine dosisabhangige Immunantwort erklarbar zu sein.
Es konnte gezeigt werden, dass abh&ngig von der inhalierten LPS-Konzentration die
Immunantwort in eine Th1l- oder Th2- Antwort mindet. Die Inhalation hoher LPS-Mengen
bewirkt die Induktion einer Th1-Antwort mit IL-12 Produktion. Dem gegeniber induziert
die Inhalation niedriger LPS-Mengen keine Thl- aber eine Th2-Immunantwort (Eisenbarth
et al., 2002). Daruberhinaus spielt auch MyD88 eine Rolle. So kénnen MyD88-defizit
Mé&use keine Aktivierung von antigenspezifischen Th1-Zellen hervorrufen, wohl aber eine
Th2-Immunantwort. Dies lasst die Vermutung zu, dass die unterschiedlichen
Signaltransduktionswege einen Einfluss auf den eingeschlagene Aktivierungsweg des

adaptiven Immunsystem nehmen konnen (Schnare et al., 2001).

5.2.2.4 Expressionsmuster des TLR-4

Im Rahmen dieser Arbeit kann kein signifikanter Unterschied in den Expressionsprofilen
fur TLR-4 zwischen symptomatischen und asymptomatischen Atopikern und den Kontroll-
gruppen festgestellt werden. Sowohl in Monozyten als auch bei DCs weisen alle Gruppen
auf mMRNA-Ebene vergleichbare Expressionsmuster auf. Die Ergebnisse decken sich mit
einer Studie, in der die Expression von TLR-4 in Mukosazellen der Nase bei Personen mit
und ohne eine atopischen Erkrankung untersucht wurden. In dieser Studie konnten zwar
Unterschiede in der Expression zwischen Kindern und Erwachsenen festgestellt werden,
aber es waren keine signifikanten Unterschiede innerhalb der gleichen Altersgruppen
nachweisbar (Tulic et al., 2004b). Auch bei anderen dermatologischen und systemischen
Erkrankungen scheint die Expression von TLR-4 beziglich der Quantitat unbeeinflusst zu
bleiben. Die TLR-4 Expression der Psoriasis Patienten ist in dieser Arbeit nicht signifikant
gegeniber der Kontrollgruppe verandert. Dabei steht bei der Psoriasis eine Thl-Zell
dominierte Entziindungsreaktion mit gesteigerter Expression von INF-Y und Suppression
von IL-4 im Vordergrund. Demnach ware eine Steigerung der TLR-4-Expression auf

Monozyten zu erwarten gewesen. Moéglicherweise spiegeln sich Unterschiede nicht in der
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Quantitat, sondern in einer veranderten Funktionalitat wieder. Eine mogliche Ursache flr
eine gestorte Funktionalitat von Rezeptor-vermittelten-Signaltransduktionswegen sind
Mutationen einzelner Nukleotide, sogenannte single nucleotide polymorphisms (SNP).
Polymorphismen in der extrazellularen Doméne des TLR-4, wie die Asp299Gly- und Thr-
399lle-SNPs sind mit einer abgeschwachten Reaktion auf LPS assoziiert. Durch die
gestorte Signalkaskade kommt es auf3erdem zu einer verminderten Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen (Okayama et al., 2002). Auch die Arbeitsgruppe um
Prefontaine konnte eine Beeintrdchtigung des TLR-4 Signalweges in Monozyten bei

Kindern mit einer atopischen Krankengeschichte nachweisen (Prefontaine et al., 2010).

5.2.2.5 Expressionsmuster des TLR-9

Toll-like-Rezeptoren scheinen, durch einen gezielten Kontakt mit bakteriellen Antigenen,
in der Immunmodulation atopischer Erkrankungen eine entscheidende Rolle zu spielen.
Die Expression des TLR-9 lasst sich zu einem in Epithelzellen des oberen und unteren
Atemwegssystems (Takeda et al., 2003; Platz et al.,, 2004), sowie in Monozyten,
B-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und DCs (Saikh et al., 2004) nachweisen.
B-Lymphozyten sind neben den Dendritischen Zellen, als stark TLR-9-exprimierende Zell-
population beschrieben (Hornung et al., 2002b). Erstaunlich ist daher, dass in der vor-
liegenden Arbeit die Monozyten in allen untersuchten Probandengruppen starker TLR-9
exprimieren als die untersuchten DCs. Ein Vergleich zu B-Lymphozyten wurde nicht
erhoben. Die TLR-9 Expression zeigt ebenfalls eine Abhangigkeit von der Lokalisation der
Immunzellen. So ist die Expression im Knochenmark und in der Nasenschleimhaut hher
als im peripheren Blut. Untersucht wurde lediglich die Expression von TLR-9 in Monozyten
des peripheren Blutes, was die niedrigen Expressionslevel erklaren kénnte. Die erhdhten
TLR-9 Level in der Nasenschleimhaut lassen sich zum einen durch eine favorisierte
Rekrutierung von Neutrophilen mit hoher TLR-9 Expression oder durch eine
Expressionssteigerung bei Migration in das Gewebe, erklaren (Fransson et al., 2005). Im
Gegensatz dazu lasst sich keine Veranderung der TLR-9 Expression nach dem Kontakt
mit inhalativen Allergenen verzeichnen. Die generell erhdhte TLR-9 Expression im Nasen-
epithel und in den Lymphozyten der Nasenschleimhaut scheint also eher einer
dauerhaften Exposition gegeniber bakteriellen und viralen Antigenen geschuldet zu sein

(Fransson et al., 2007). Die spezifischen Liganden fir TLR-9 sind unmethylierte
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CpG-DNA (Bakterien, Mykobakterien) und ssDNA (Viren). So bindet CpG-DNA mit einer
hohen Spezifitdt an den in DCs exprimierten TLR-9 und fuhrt zu einer Aktivierung des
intrazellularen Signaltransduktionswegs mit folgender Expression von IFN-a, IFN-3, IL-
10, 1I-12 und Co-stimulatorischen Molekulen, wie CD 40 und B7. Dies kann die adaptive
Immunantwort gegentuber Allergenen weg von einer pro-allergischen Th2-Immunantwort
mit hohen IL-4 und IL-5 Leveln fuhren (Horner et al., 2004). Dieser Effekt wird in ersten
Studien fur die Optimierung der spezifischen Immuntherapie Uberprift. So kann durch die
Konjugation des Allergens mit CpG-DNA die Th2-Antwort und die saisonalen rhino-
kunjunktivalen Symptome reduziert werden (Tighe et al., 2000). Seit Jahren wird an der
Weiterentwicklung von sicheren und effizienten Adjuvantien fur die Immuntherapie
gearbeitet (Aryan et al., 2013). Eine vielversprechende Moglichkeit scheint die Ver-
wendung von TLR-Agonisten als Adjuvanz zu sein (Aryan et al., 2014). Die 1018 immun-
stimulatorische Sequenz (ISS) ist ein synthetisches Oligonucleotid mit CpG-Motiven, das
die TLR-9 Kaskade aktiviert. In den Studien von Tulic et al. (Tulic et al., 2004a) und
Creticos et al.(Creticos et al., 2006) konnte gezeigt werden, dass 1018 ISS gemeinsam
mit einem Gréaserpollenallergen (Amb al) die Immunantwort in Richtung einer Thl- und
Treg-Antwort verschiebt. Dartiber hinaus wird die Antikérperproduktion von IgE in

Richtung blockierender IgG-Antikdrper verandert (Tulic et al., 2004a).

5.2.3 Korrelation von spezifischem IgE und TLR-2 Expression

Die TLR-2 Expression in Monozyten korreliert nicht mit dem Gesamt-IgE-Level der vier
Probandengruppen. Eine Korrelation der TLR-2 Expression in DCs mit dem Gesamt-IgE
Level konnte lediglich fur die Probandengruppe der SA nachgewiesen werden. So weisen
sowohl SA als auch AA erhdhte Gesamt-IgE-Level auf, wohingegen die TLR-2 Expression
bei der Differenzierung von Monozyten zu DCs in der Gruppe der SA signifikant
herabreguliert wird, wahrend die TLR-2 Expression in DCs in der Gruppe der AA keine
signifikante Regulation erfahrt. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass Unterschiede in
der TLR-2 Regulation fiir den Unterschied der Atopie-Manifestation verantwortlich sein
kbnnen, sodass zwischen symptomatischen und asymptomatischen Atopikern
unterschieden werden kann.

Schmidt et al. konnte beispielsweise eine Abnahme der IgE-Produktion und einen

Sekretionsanstieg der Thl-Zytokine (IL-2 und INF-y) nach Stimulation von humanen
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PBMC mit synthetischen Oligodesoxynukleotiden (CpG-ODN) nachweisen (Schmidt et
al., 2006). Unter der Annahme, dass AA eine hohere Expression von TLR-2 auf DCs
ausweist, kommt es uber eine erhdhte TLR-Stimulation zu erhdhten Th1-Zytokin-Leveln
und somit einer geringeren IgE-Produktion, die eine Manifestation von atopiespezifischen
Symptomen hervorrufen wirde. Die Gesamt-IgE-Level der AA sind zwar nicht signifikant
niedriger als in der Gruppe der SA, aber konnten durch verénderte Bindungs-
eigenschaften an den IgE-Rezeptor zu einer veranderten klinischen Auspragung der
Atopie fuhren.

Ein wichtiger Rezeptor fur die Manifestation einer symptomatischen Atopie ist der FceRl,
ein hochaffiner IgE-Rezeptor, der in die Antigenerkennung involviert ist. Dieser
Transmembranrezeptor besitzt die Fahigkeit IgE-Antikdrper unterschiedlicher Spezifitat
zu binden und tber eine Quervernetzung mit bestimmten Allergenen einen intrazellularen
Signalweg, ahnlich den TLRs, mit Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen zu
starten (Blank und Rivera, 2004). Die Expression des hochaffinen IgE-Rezeptors FceRl
wurde auf Dendritischen Zellen der Haut, den epidermalen Langerhans Zellen (Bieber et
al., 1992) auf dermalen Dendritischen Zellen (Osterhoff et al., 1994) und auf im peripheren
Blut zirkulierenden Dendritischen Zellen nachgewiesen (Maurer et al., 1996). Es scheint,
dass besonders FceRI exprimierende DCs in der Lage sind, die spezifische IgE-Synthese
und Aktivierung von Th2-Zellen zu steuern (Bieber, 1997). Eine Interaktion von TLR und
FceRI bei der Regulation der IgE-Synthese von B-Zellen ist méglich und kénnte zu einem
veranderten Aktivierungsmuster und Zytokinmilieu der Effektorzellen fihren (Novak et al.,
2010). Ein weiterer wichtiger gemeinsamer Angriffspunkt scheinen Mastzellen zu sein.
Uber eine IgE-Bindung am FceRI wird die Synthese und Freisetzung von Histamin
gesteuert. Darliber hinaus konnte von McCurdy et al. gezeigt werden, dass Mastzellen
auch TLR-2 exprimieren (McCurdy et al., 2003). Lipoteichonsaure, als Ligand des TLR-
2/TLR-6-Komplex, fuhrt dosisabhangig zu der Herabregulation von FceRI-Expression auf
Mastzellen und verhindert eine Degranulation. So scheinen TLR-2 Liganden einen
protektiven Effekt gegeniiber der Aktivierung und Degranulation von Mastzellen zu
erwirken (Yoshioka et al., 2007). In dieser Arbeit wurde jedoch die TLR-2 Expression

auf Mastzellen nicht untersucht.
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6. Zusammenfassung

Atopie ist durch eine Uberhthte IgE-Antikdperproduktion nach dem Kontakt mit einem
Umweltallergen charakterisiert. Dartuber hinaus existiert eine genetische Pradisposition in
Atopiker-Familien eine atopische Erkrankung, wie Rhinokonjunktivitis, Asthma bronchiale
oder ein atopisches Ekzem, zu entwickeln (Bieber, 1997). Es kommt also auf eine
Interaktion zwischen genetischer Disposition und Umwelteinflissen an, die zur
Auspragung einer symptomatischen Atopie fihrt. Dendritische Zellen sitzen an den
Eintrittspforten fur Umwelteinflisse und spielen Uber ihre Expression von Toll-like-
Rezeptoren eine entscheidende Rolle in der Erkennung von Pathogen-assoziierten
molekularen Mustern. Sie stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen der angeborenen und
adaptiven Immunantwort dar. Das immunmodulatorische Potential von TLRs kann durch
die Produktion von Zytokinen die Immunantwort lenken und Erkrankungen, die durch eine
Th1/Th2-Dysbalance gekennzeichnet sind, beeinflussen. Sie haben somit eine
Schlusselstellung im Voranschreiten einer atopischen Disposition zu einem atopischen
Krankheitshild. Die Hygienehypothese bestarkt die Annahme, dass die gesteigerte
Bindung und Stimulation von PAMPs an TLR-2 in der Kindheit, zu einer erhdhten
Rezeptorexpression fihren. Eine erhdhte Rezeptorexpression lasst sich auch in dieser
Arbeit fur den TLR-2 auf Dendritischen Zellen nachweisen. Hier weisen asymptomatische
Atopiker und Psoriasis Patienten signifikant héhere Expressionslevel als symptomatische
Atopiker auf. Eine europaische Studie Uber Kinder, die auf einem Bauernhof
aufgewachsen sind, konnte ebenfalls eine deutlich gesteigerte TLR-2-Expression in
PBMCs gegenuber einer Kontrollgruppe feststellen (Lauener et al., 2002a). Diese
Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass die steigende Pravalenz atopischer
Erkrankungen durch verbesserte hygienische Bedingungen, medizinische Versorgung
und eine damit verbundene Abnahme der mikrobiellen Stimulation im Kindesalter bedingt
sein konnen (Strachan, 2000).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der immunmodulatorische Einfluss der TLR-
4 und TLR-9 auf die Entwicklung einer atopischen Erkrankung, sich nicht ausschlief3lich
auf quantitative Unterschiede zwischen den Probandengruppen beschrankt. Die Daten
lassen Spielraum, dass dariiber hinaus Signalmodifikationen, Polymorphismen und
Interaktionen mit anderen Oberflachenmolekllen eine wichtige Rolle spielen. Eine

intensive Interaktion zwischen den TLRs und weiteren Oberflachenrezeptoren ist eine
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bemerkenswerte Eigenschaft der TLRs (Krieg, 2006) und es lassen sich mehrere
Kreuzungspunkte der intrazellularen Signaltransduktionswege von FceRI und TLRs, wie
den NF- xB -Signalweg, nachweisen (Kraft und Kinet, 2007). Ein weiterer
Untersuchungsansatz zum Verstandnis und Entwicklung von therapeutischen Konse-
guenzen konnte bei den FceRIl-exprimierenden, antigenprasentierenden Zellen liegen.
Ihnen kommt eine wichtige Bedeutung bei der IgE-vermittelten Hypersensitivitats-
reaktionen vom verzogerten Typ im Rahmen von atopischen Krankheiten zu (Kraft et al.,
2002) (Novak und Bieber, 2005). Es kann bestatigt werden, dass die FceRI-Expression
auf APCs durch das Umfeld der Zelle verandert werden kann (Wollenberg et al.,

1995).Warum also nicht durch Interaktion mit den TLRs?

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Zunahme allergischer Erkrankungen
eine evidenzbasierte Pravention notwendig macht. Die gegenwartigen Therapiestrategien
fokussieren sich auf die Allergenkarenz als Primarpravention und die spezifische
Immuntherapie (Hyposensibilisierung) als Sekundarpravention. Ausloser einer
allergischen Reaktion der oberen Atemwege, wie Umwelt-Allergene und Luftver-
schmutzung wirken modulatorisch auf die Expression und Funktion von TLR.
Insbesondere Graserpollen (Rachmilewitz et al., 2004) und Hausstaubmilben (Ryu et al.,
2013) teilen ahnliche Stukturelemente mit Endotoxinen und single-stranded RNAs, die
eine Entziindungsreaktion der Atemwege Uber TLR-4 und TLR-9 auslésen (Golebski et
al.,, 2014). Daher kann die Anwendung von TLR Agonisten fir die Immuntherapie
synergistische Effekte erzielen (Gauvreau et al., 2006). In der Folge sind die wissen-
schaftlichen Bestrebungen einen therapeutischen Nutzen aus einer gezielten Exposition,

gegenuber definierten bakteriellen oder viralen Antigenen zu ziehen, hoch.



80

7. Anhang, Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

7.1 Anhang

Fragebogen zur Studie: Expressionsmuster von Toll-like-
Rezeptoren bei Atopikern

Mannlich O Alter: ...
Weiblich O

ausgefullt am:

A. EIGENANAMNESE

1) Leiden Sie an: allergischem Asthma bronchiale
Atopische Rhinitis  (allergischer Schnupfen)
Atopische Dermatitis (Neurodermitis)
Psoriasis (Schuppenflechte)
Nichts der oben genannten

Ooo0oo0ooao

2) In welchem Alter sind die ersten Beschwerden aufgetreten?

101 S Jahren

3) Wie stark wirden Sie personlich lhre Beschwerden auf einer Skala von 1-10
(1= sehr schwach, 10= sehr stark) bewerten?

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4) Wann treten die Hauptbeschwerden auf?

o Dauerbeschwerden im ganzen Jahr

o unregelmaBige Abstande lber das ganze Jahr verteilt

o im phasenartigen Verlauf

o wahrend des ganzen Jahres, aber in best. Monaten schlimmer
o ausschlielich im (Monat/e)

5) Treten die Beschwerden zu bestimmten Tageszeiten auf

O nein

o ja, zu folgenden Tageszeiten:
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6) Treten die Beschwerden an bestimmten Orten auf?

o ortsunabhangig
o in der Wohnung
o am Arbeitsplatz
o bei Tierkontakt, bei folgenden Tieren;

o im Freien
o bei kdrperliche Anstrengung

7) Besteht zeitweilig eine vollige Beschwerdefreiheit?

o nein, es besteht nie eine Beschwerdefreiheit
o ja, o im Urlaub

o bei Regen

o im Sommer

o im Winter

o sonstige:

8) Bekannte Allergieausloser:

9) Ist bereits ein Allergietest durchgefiihrt worden?

o nein
oja,imJahr................

O ja, aber bei der Testung fanden sich keine Hinweise auf eine Allergie

10) Bestehen oder bestanden friiher folgende Krankheitserscheinungen?

Monat Jahr Jahr

o Bronchitis als Kind seit: bis:
o Krupphusten seit: bis:
o Sauglingsekzem, Milchschorf seit: bis:

Lokalisation:
o allergisches Asthma seit: bis:

Anfallshaufigkeit: mal/Jahr
o Reizhusten seit: bis:
o Heuschnupfen seit: bis:
o Niesanfalle (mehr als 5x nacheinander) seit: bis:
o Nasenpolypen seit: bis:
o Augentranen, Augenjucken, geschwollene Lider seit: bis:
o Hautquaddeln, Nesselsucht seit: bis:
o Ekzem, Neurodermitis seit: bis:
o Psoriasis (Schuppenflechte) seit: bis:
o Migrane seit: bis:
o Haufige fieberhafte Erkaltungskrankheiten seit: bis:
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11) Ist eine Hyposensibilisierung durchgefihrt worden?

o nein
oja, seit: bis:
o mit gutem Erfolg
o ohne wesentlichen Erfolg
o abgebrochen ( warum?: )

12) Welche Behandlungsverfahren sind sonst durchgefuhrt worden?

o Akupunktur

o Atemtherapie

o Autogenes Training
o sonstige:

13) Sind bereits Operationen wegen der Erkrankung durchgefiihrt worden?

O nein
oja, o Nasenpolypen
o Rachenmandeln (Adenotomie)
o Gaumenmandeln ( Tonsillektomie)
o Nasenscheidewand
o sonstige:

14) Welche Expositionsstellen zeigen sich bei Neurodermitis oder Psoriasis (Schuppenflechte) ?

o Arme
o Beine
o Kopf

o Stamm (Rucken)
O sonstige:

15) Existieren bestimmte Provokationsfaktoren fur Psoriasis (Schuppenflechte)?

o Druck o Stress

o Hitze o Genussmittel
o chem. Substanzen o Infekte

o sonstige:

16) Beschreibung der Psoriasis-/ Neurodermitis- Herde!

Grolie: cm

Form: o Ortlich begrenzt

o flachig

o mehrere verteilte Herde
Schuppung: oja

o nein
Ro6tung oja

o nein

PASI-Index
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17) Welche Medikamente und Salben verwenden Sie regelmanig?

18) Welche weiteren bekannten Erkrankungen bestehen bei Ihnen?

2. FAMILIENANAMNESE

1) Leidet oder litt einer Ihrer nahen Verwandten an Atem- oder Hautbeschwerden?

o nein, nicht bekannt
o ja, ich weild von:

allerg.Asthma Heuschnupfen Neurodermitis Psoriasis
Vater | O | o
Mutter o O | o
Bruder o ] o o
Schwester o ] o o
Tochter o ] o o
Sohn o ] o o
O O O O
O O O O

Ich erklare meine persénlichen Daten hiermit zu Studienzwecken freigegeben.

Datum, Unterschrift
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