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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Allergische Erkrankungen gehéren zu den haufigsten chronischen Erkrankungen im Kindesalter. In
den letzten Jahrzehnten kam es zu einem deutlichen Anstieg der atopischen Erkrankungen im Kindes-
und Erwachsenenalter (38, 40, 67, 119). Die von atopischen Erkrankungen verursachten
wirtschaftlichen Kosten sind betrachtlich — sowohl hinsichtlich der direkten Kosten der medizinischen
Versorgung als auch bezuglich der indirekten Kosten wie verlorener Arbeitszeit und vorzeitigem Tod
(2, 14, 40). Die Art der Manifestation und der Schweregrad der Erkrankung hangen von multiplen

Genen und Umweltfaktoren ab.

Mit dem gegenwartigen Wissen ist eine Vorhersage Uber das individuelle Atopierisiko oder den
Krankheitsverlauf kaum moglich (15, 38, 40, 114). Genetische Marker, die eine Aussage Uber das
individuelle Erkrankungsrisiko oder den Verlauf der allergischen Erkrankung zuliel3en, wéren von
groBem Nutzen fir die primare Pravention von Allergien sowie fir individuelle

Therapieentscheidungen.

Wie entscheidend genetische Faktoren an der Allergieentstehung beteiligt sind, zeigt die Tatsache,
dass eine positive atopische Familienanamnese einer der bedeutendsten Risikofaktoren ist (15, 16,
38, 65, 108, 109, 114). In den letzten Jahren wurden viele Gene in verschiedenen Populationen als
Suszeptibilitatsorte fiir atopische Pradisposition identifiziert. Bei der Suche nach genetischen Markern
wurde zum Beispiel wiederholt gezeigt, dass ein Polymorphismus im Filaggrin-Gen mit der

Entwicklung von atopischer Dermatitis und allergischem Asthma bronchiale assoziiert ist (88, 96, 99).

Auch andere chromosomale Regionen wurden identifiziert, die mit der Entstehung von Atopie
assoziiert sind (10, 16, 34, 65, 83, 93, 97, 102, 109, 114, 121). Fur die Region 2q33-34, in der die
Gene des Inducible costimulator (ICOS), CD28 und CTLA4 lokalisiert sind (11, 25, 77) wurde eine
Assoziation mit atopischen Erkrankungen beschrieben (17, 27, 43, 52, 89, 103, 122). Diese Molekile
sind kostimulatorische T—Zell-Oberflachenmolekile. Sie haben wesentlichen Einfluss auf den Verlauf
von T—Zell-dominierten Immunantworten (13, 23, 26, 59, 61, 62, 80). Bei Erwachsenen wurde bereits
eine Assoziation von zwei Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) im ICOS-Gen mit allergischer
Sensibilisierung gegen Inhalationsallergene und hohem Gesamt-Immunglobulin (Ig)E beschrieben
(103).

Das Ziel dieser Arbeit ist es nun, in einem kandidatengen-orientierten Ansatz zu untersuchen, ob sich
die beiden zuvor beschriebenen und weitere SNPs im ICOS-Gen als prognostische oder

diagnostische Marker fur atopische Erkrankungen bei Kindern eignen.
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1.2 Atopische Erkrankungen

Die Pravalenz atopischer Erkrankungen variiert weltweit sehr stark (57) bei stetigem Anstieg der
Erkrankungshaufigkeit in vielen westlichen Landern (38, 40, 67, 81, 119). In Deutschland wird die
Lebenszeitpravalenz von mindestens einer atopischen Erkrankung bei Kindern im Alter von 0-17
Jahren laut dem Kinder- und Jugendgesundheitssurvey von 2003-2006 auf insgesamt 22,9 %
geschatzt, dabei betrug der Anteil der atopischen Dermatitis 13,2 %, der allergischen
Rhinokonjunktivitis 10,7 % und des allergischen Asthma bronchiale 4,7 % (101).

Die allergische Rhinokonjunktivitis ist eine Immunglobulin (Ig) E-vermittelte Entziindungsreaktion der
nasalen Schleimh&aute und der Konjunktiven. Saisonal ist sie gekennzeichnet durch Juckreiz, Niesen
und verstarkte nasale Schleimproduktion, des Weiteren ist oft eine Konjunktivitis mit Rétung,
Fremdkdrpergefiihl und Tranenfluss vorherrschend. Im weiteren Verlauf tritt insbesondere bei der
perennialen Form eine nasale Obstruktion mit erschwerter Nasenatmung auf, die zu Schlafstérungen,

Midigkeit und beeintrachtigter Lebensqualitat fiihrt (74).

Das allergische Asthma bronchiale ist gekennzeichnet durch eine reversible Atemwegsobstruktion,
unspezifische und spezifische Atemwegshyperreagibilitdt und chronische Atemwegsentziindung.
Pathologisch  beruht diese auf einer IgE-vermittelten chronischen Entzindung der
Bronchialschleimhaut, insbesondere im Bereich der kleinen Atemwege, mit der Folge von Hyper- und
Dyskrinie, Bronchospasmus und Schleimhautédem mit einer erhéhten Empfindlichkeit der Atemwege

gegeniber verschiedenartigen endogenen und exogenen Reizen (74).

Die atopische Dermatitis ist eine chronisch-rezidivierende entziindliche Dermatose, die mit Pruritus
und gerdtetem, schuppendem Ekzem in typischer altersabhangiger Lokalisation einhergeht. Kinder mit
atopischer Dermatitis haben ein erhéhtes Risiko fur die Entwicklung weiterer atopischer Erkrankungen

wie allergische Rhinokonjunktivitis und allergisches Asthma bronchiale (74).

Die zeitliche Abfolge atopischer Krankheitsmanifestationen sowie der Zusammenhang zwischen
allergischer Sensibilisierung und der Entstehung, beziehungsweise Persistenz, von allergischem
Asthma bronchiale wurde prospektiv in der Multicenter Allergy Study (MAS) untersucht. Hierbei
wurden 1314 Kinder aus der deutschen MAS-Kohorte mit positiver atopischer Familienanamnese tber
einen Zeitraum von der Geburt bis zum dreizehnten Lebensjahr untersucht (56). So konnte gezeigt
werden, dass im natirlichen zeitlichen Verlauf der atopischen Krankheitsmanifestationen die
atopische Dermatitis im Sauglingsalter an erster Stelle steht, gefolgt von den Nahrungsmittelallergien,
der allergischen Rhinokonjunktivitis und dem allergischen Asthma bronchiale (42). Fruhzeitig
auftretende spezifische Sensibilisierungen gegen alimentare und inhalative Allergene zusammen mit
einer positiven atopischen Familienanamnese sind Pradiktoren fur die Entwicklung weiterer atopischer
Erkrankungen (15, 55, 67, 73, 85, 90, 124).
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1.3 Die Bedeutung von ICOS bei der allergischen Inflammation

Der allergischen Immunantwort geht eine spezifische Sensibilisierung voraus. Die Sensibilisierung
gegen ein Antigen verlauft symptomlos, so dass der Zeitpunkt des Erstkontakts auf3er unter
experimentellen Bedingungen nicht bestimmbar ist. T- und B-Zellen erkennen unabhéangig
voneinander das betreffende Antigen. Den T-Zellen wird das Allergen durch Antigenprasentierende
Zellen (APZ) présentiert. Die Prasentation der Allergenepitope an die T-Lymphozyten geschieht durch
APZ uUber den Major Histokompatibility Complex (MHC) der Klasse 1l (62, 83, Abb.1l). Fur die
vollstandige Aktivierung der T-Lymphozyten sind jedoch weitere Signale notwendig, die das T-

Zellrezeptor (TZR)-Signal positiv oder negativ verstarken (13, 14, 26, 59, 61):
- Positiv regulatorische Molekile sind: ICOS, CD28, CD27, CD30, HVEM, OX40, 4-1BB, SLAM.
- Negativ regulatorische Molekiile sind: CTLA4, PD-1, BTLA, TIM-3.

Der Aktivierungsgrad und die Funktion von T-Zellen ist wesentlich vom Einfluss dieser

kostimulatorischen Molekile abhangig.

Aufgrund der zentralen Rolle von T-Zellen fur die Initiation und Unterhaltung der allergischen
Immunantwort (Abb.1) sind diese regulatorisch wirksamen Molekule fur die Allergieforschung als
therapeutische Targets interessant (14, 23, 59, 61, 62, 80). So ist es denkbar, dass Mutationen, die
sich auf die Expression oder Funktionsweise kostimulatorischer Molekile auswirken, den Verlauf

allergischer Entziindungen beeinflussen.
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Abb.1: Die zentrale Rolle der T-Zellen bei der allergischen Inflammation
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Abbildungsbeschreibung

Die spezifische T-Zelle bringt die B-Zelle dazu spezifisches IgE zu produzieren. Durch ihre Zytokine

fordert die aktivierte T-Zelle die Infiltration von Mastzellen und Eosinophilen in die Atemwege.

Zudem ist sie bei lange anhaltender wiederholter Allergenexposition in Folge ihrer freigesetzten
Zytokine an einen chronischen Entzindungsprozess in der Lunge beteiligt, der einen irreversiblen

Gewebeumbau, das sogenannte Atemwegsremodelling triggern kann.

Wie in der Abbildung 1 dargestellt, haben ICOS positive T-Zellen in Folge der Aufrechterhaltung der
Th2-Immunantwort und der Beeinflussung der T-Gedachtniszell-APZ-Interaktion grof3en Einfluss auf
nahezu alle Kaskaden im Zuge der allergischen Frih- und Spétreaktion sowie der chronischen
allergischen Entziindung. Es ist nahe liegend, dass die Expression von ICOS auf T-Ged&chtniszellen
fur die rasche Reaktivierung allergenspezifischer T-Gedachtniszellen bei Allergenreexposition
verantwortlich ist. AuRerdem spielt ICOS eine wichtige Rolle fir die Aufrechterhaltung des B-
Gedachtniszellpools (41). Durch den Einfluss von ICOS auf IL-10 produzierende Treg spielt das
Molektl zudem eine kritische Rolle in der Immunregulation wie zum Beispiel der Induktion

respiratorischer Toleranz mit Begrenzung der allergischen Entziindung (1, 23, 26, 80, 106).

ICOS ist ein positiver Regulator der T-Zell-Aktivierung wie CD28, der jedoch im Gegensatz zu CD28
erst nach Aktivierung auf der Zelloberflache exprimiert wird (25, 53, 86, 123).

Mehrere Studien am Mausmodell (12, 25, 35, 39, 79, 86, 112, 113, 118) und auch erste
Patientendaten (17, 103) lassen eine Beteiligung von ICOS bei der Entwicklung der allergischen

Atemwegsentziindung vermuten.

ICOS-positive Th produzieren vor allem Th2-Effektorzytokine (11, 25, 35, 39, 86, 113). CD4+ T-Zellen,
die die Atemwege von Patienten mit allergischem Asthma bronchiale infiltrieren, produzieren
vorzugsweise Th2-Zytokine IL (Interleukin)-4, IL-5 und IL-13 (62, 83, 97). Diese Th2-Zytokine
rekrutieren und aktivieren weitere Effektorzellen wie zum Beispiel Mastzellen, B-Zellen und
Eosinophile in die Atemwege und triggern den Prozess der allergischen Friih- und Spéatreaktion (62,
83, 97, 119). Nach der Sensibilisierung kommt es zur Bildung von allergenspezifischem IgE durch die
B-Zellen, das an IgE-Rezeptoren von Mastzellen bindet (83, 97). Hierflr bendtigen antigenspezifische
B-Zellen die Hilfe von antigenspezifischen T-Zellen (97). ICOS knock-out Mause produzieren nur
wenig 1gG1, 1gG2 und kein IgE (35, 86, 112). Auch ICOS-defiziente Patienten produzieren kein IgE

und haben einen deutlich reduzierten B-Gedachtniszellpool (41).

AuBerdem sind ICOS-positive T-Zellen fir die allergeninduzierte lokale B-Zellinfiltration und
antigenspezifische IgE-Produktion im Lungengewebe erforderlich (12). Als ein friher und spéater T-
Zell-Aktivierungsmarker vorkommend auf nahezu allen T-Effektorzellen und langlebigen T-
Gedachtniszellen (11, 12, 23, 26, 53, 61, 79, 80, 104, 106) scheint das ICOS-Molekul frih und

langandauernd die Richtung der allergischen Immunreaktion zu steuern. Bei Erwachsenen einer
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Hutterer-Population wurden zwei SNPs im ICOS-Gen beschrieben, die mit verstarkter Th2-

Zytokinbildung und erhéhtem Serum-Gesamt-IgE assoziiert waren (103).

1.4 Polymorphismen im ICOS-Gen

Die Gene von ICOS und CD28 sowie CTLA4 sind gekoppelt auf dem Chromosomen 2g33 lokalisiert
(77), einer Region, die in mehreren genomweiten Suchen mit allergischen Phanotypen assoziiert war
(17, 27, 43, 52, 89, 122).

Abb. 2: Lokalisation von ICOS auf dem Chromosom 2g33

Chromosom 233 (1cos: 25 kb, 5 Exone und 4 Introne)

CD28 CTLA4 ICOS
38 kb 6 kb 25 kb

==~ I

Das fur ICOS kodierende Gen umspannt mehr als 20 (Kilobasen) kb und wird in finf Exons und vier
Introns unterteilt (54). Im ICOS-Gen gibt es eine Vielzahl von Polymorphismen. Bisher wurde nur ein
Polymorphismus in der kodierenden Region des ICOS-Gens beschrieben, wahrend mehrere SNPs in
der Promotorregion und den Intronregionen liegen (41, 44, 46, 54, 103). In der Promotorregion, etwa
3.500 Basenpaare aufwarts des ICOS-Gens, gibt es verschiedene Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren, jedoch ist keine TATA- oder CCAAT-Box oder ein anderes Initiatorelement
vorhanden (44). Dies legt nahe, dass die Expression von ICOS durch Transkriptionsfaktoren reguliert

wird und dass sich SNPs an diesen Positionen méglicherweise auf die ICOS-Expression auswirken.

Shilling et al. berichteten Uber zwei im Kopplungsungleichgewicht stehende SNPs in der ICOS-
Promotorregion, g.1-1413 G>A und g.1-693 G>A, die mit einer Sensibilisierung gegen Aeroallergene,
erhdhter Th2-Zytokinproduktion von IL-4, IL-5, IL-13 und erhéhter Gesamt-IgE-Produktion in einer
Hutterer-Population assoziiert waren. Der ICOS-Polymorphismus ¢.1-1413 G>A war an einer
funktionellen Nuclear factor kappa B (NFkappaB)-Bindungsstelle lokalisiert (103). In vorliegender
Arbeit soll nun untersucht werden, ob diese bei erwachsenen Hutterern gefundene Assoziation auch

bei européischen Kindern eine Rolle spielt.
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Des Weiteren sollen andere zuvor beschriebene SNPs (44), die an putativen Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren lokalisiert sind, auf eine Assoziation mit atopischen Erkrankungen evaluiert
werden. Zwei dieser SNPs sind in der Promotorregion von ICOS lokalisiert. Bei einem handelt es sich
ebenfalls um eine Bindungsstelle fir NFkappaB, g.1-2144 C>T (rs11889031), bei dem anderen um
eine putative Bindungsstelle fir Spl, g.1-2419 T>C. Zwei weitere SNPs sind lokalisiert an putativen
regulatorischen Stellen von Intron 3 und 4, g.20065 C>G (IVS3 + 126) und g.22126 G>T (IVS4-620).
Als putativ gelten diese Bindungsstellen infolge ihrer Sequenz entsprechend einer NFkappaB-
beziehungsweise Spl-Bindungsstelle, anders als die bereits funktionell nachgewiesene NFkappaB-
Bindungsstelle des ICOS-SNPs ¢.1-1413 G>A. Transkriptionsfaktoren sind Proteine die
Promotorregionen der Gene binden und aktivieren. NFkappaB ist ein Transkriptionsaktivator fiir die
Regulation vieler Immunantworten (9). Bei dem Transkriptionsfaktor Sp1 handelt es sich um ein DNS-
Bindungsprotein, welches fir die Genregulation speziell der selektiven Transkriptionsaktivierung der

Promotorregion verantwortlich ist (60).

Tabelle 1: Untersuchte Polymorphismen im ICOS-Gen

Position SNP SNP-Referenznummer | Bereits untersuchte Assoziationen mit

Atopie beim Menschen

Promotor 0.1-1413 G>A |rs11883722 103

Promotor g.1-693 G >A 103

NFkappaB 0.1-2144C>T |rs11889031

Spl 0.1-2419T>C
Intron3 g.20065 C > G IVS3+126
Intron4 g.22126 G>T IVS4-620

Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur beginnt mit der Nukleotidnummer, gefolgt von dem

Nukleotidaustausch (5).
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1.5 Kohorten
MAS-Kohorte

Fur die prospektive, multizentrische, longitudinale Geburtskohortenstudie MAS wurden 1.314 von
7.609 Neugeborenen aus den funf deutschen Stadten Berlin, Disseldorf, Freiburg, Mainz, Miinchen
wahrend des Jahres 1990 rekrutiert. Unter diesen gab es 499 potentielle Hochrisikokinder mit einem
Nabelschnur-IgE-Spiegel von = 0,9 kU/lI und/oder mehr als zwei atopischen Familienangehérigen
sowie 815 randomisierte selektierte Kontrollen (55, 72). Mehr als 800 Kinder wurden von der Geburt
bis zum 13. Lebensjahr untersucht. Alle Kinder der Kohorte wurden im Alter von 1, 3, 6, 12, 18 und 24

Monaten sowie im weiteren Verlauf jahrlich zu Nachuntersuchungen einbestellt.

Fur die vorliegende Arbeit wird Desoxyribonukleinsaure (DNS) von mehr als 820 Kindern dieser Studie

genutzt.

ETAC-Kohorte

Als zweite Kohorte wurde die Early Treatment of the Allergic Child Study (ETAC) flr die vorliegende
Arbeit hinzugezogen, um die in der MAS-Kohorte bei einigen wenigen Kindern gefundene Assoziation
der SNPs mit einer Frihsensibilisierung gegen Graserpollen zu verifizieren, da in der ETAC-Kohorte

gehéuft Kinder mit Friihsensibilisierung gegen Aeroallergene zu finden waren.

Von dieser Studie stand die DNS von mehr als 460 Kindern mit atopischer Dermatitis in den ersten

zwei Lebensjahren fur vorliegende Arbeit zur Verfligung.

Dies ergibt eine Zahl von Uber tausend Kindern aus zwei Kohorten an denen untersucht werden soll,

ob sich Mutationen im ICOS-Gen als pradiktive Marker fur Atopiedisposition eignen.
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2 Fragestellung

Anhand von zwei grofRen europdischen padiatrischen Kohorten, der MAS- und ETAC-Kohorte, soll
untersucht werden, ob sich die zwei zuvor in einer Hutterer-Population beschriebenen und vier weitere
SNPs im ICOS-Gen als pradiktive Marker fir atopische Erkrankungen bei europaischen Kindern
eignen. Zur Genotypisierung der Population bezuglich der ICOS-Polymorphismen wurde eine
Schmelzkurvenanalyse mit dem LightCycler® durchgefihrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Studienpopulationen

Fur die Fragestellung dieser Arbeit standen DNS-Proben und Daten von mehr als 820 MAS-Kindern

bis zum 13. Lebensjahr zur Verfigung.

Gesamt- und spezifische IgE-Antikbrper gegen  herkdmmliche  Nahrungsmittel- und
Inhalationsallergene (Kuhmilch, Hihnerei, Soja, Weizen, Gréaser, Birke, Hunde- und Katzenhaare,
Hausstaubmilben) wurden im Alter von 1, 2, 3, 5, 6, 7 und 10 Jahren mittels CAP-Radioallergosorbent
(RAST)-Test FEIA (Pharmacia & Uppjohn, Freiburg, Deutschland) analysiert (55).

Lungenfunktionsuntersuchungen wurden im Alter von sieben, zehn und dreizehn Jahren bei 800, 638
und 680 Kindern mit dem Ganzkdrperplethysmographen (Master-Lab, E Jaeger, Wiurzburg,
Deutschland) durchgefiihrt. Histaminprovokationen wurden bei 647 Kindern im Alter von sieben
Jahren durchgefuhrt. Die bronchiale Hyperreagibilitdét wurde basierend auf der 90. Perzentile einer
gesunden Kontrollgruppe definiert nach dem Uberschreiten einer Histaminkonzentration von 0,85
mg/ml, die einen 20 % Abfall des forcierten exspiratorischen Volumens in 1 s (FEV1) bewirkte (56, 72,
91).

Folgende Phéanotypen wurden fir die MAS-Kohorte definiert:

Eine allergische Sensibilisierung lag bei einem spezifischen IgE-Antikdrper = 0,35 kU/I gegen

mindestens eines der neun Nahrungsmittel- und Aeroallergene vor. Es wurden zum Beispiel Kinder
mit mindestens einer spezifischen Sensibilisierung der CAP-Klasse 1 jeweils im Alter von 7 und 10
Jahren mit den Kontrollen verglichen sowie den Kindern ohne Sensibilisierung gegenibergestellt. Das
CAP-System ist international definiert und dient als Immunoassay zur Quantifizierung der IgE-Werte
(Tabelle 2a).

Als hohes Gesamt-IgE wurden Werte > 85. Kohortenperzentile zu mindestens zwei Zeitpunkten

definiert. In der MAS-Kohorte konnten bevdlkerungsbezogene Werte abgeleitet werden und
altersbezogene Perzentilen fiur Kinder hinsichtlich der Gesamt-lgE-Werte im Serum erstellt werden
(Tabelle 2b).



Tabelle 2a: Quantifizierung der CAP-

Klassen (3)

Klassen | CAP kU/I

0 <0,35

I 0,35-0,69

Il 0,70-3,49

1" 3,50-17,49
v 17,50-52,49
\% 52,50-99,99
Vi >100
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Tabelle 2b: Perzentilen fir Gesamt-IgE-
Werte (94)

Perzentilen

25.
50.
75.
85.
90.
95.

©U| U| U T T

Gesamt-Serum-IgE (kU/I)

1
Jahr

2
5
13
26
40
78

2 3 5 6
Jahre Jahre |Jahre |Jahre

5 8 14 16
15 20 34 42
40 58 85 95
75 111 150 170
107 155 212 259
226 | 261 | 372 | 428

Die atopische Dermatitis wurde definiert als eine Kombination aus trockener Haut und mindestens drei

von neun klassischen Merkmalen (Juckreiz, Erythem, rote Papeln, Blasen, Rhagaden, Exkoriationen,

Schuppen, Lichenifikation, perifollikuldare Akzentuierung) an mindestens drei Hautarealen. Es wurden

Kinder mit atopischer Dermatitis bis zu einem Alter von 2 Jahren und bis zu einem Alter von 7 Jahren

jeweils den

Kontrollen sowie den Kindern ohne atopische Dermatitis

in diesem Alter

gegeniibergestellt. Desweiteren wurde im Zuge der ,International Study on Asthma and Atopy in

Childhood” (ISAAC)-Definition die atopische Dermatitis jeweils im Alter von 7 und 10 Jahren mit den

Kindern ohne atopische Dermatitis in den jeweiligen Altersgruppen verglichen.
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Die folgenden sieben Fragen gehdrten zu dem Kernfragebogen fur Eltern von 6-7 jahrigen Kindern zu
atopischem Ekzem im Zuge der ISAAC (117):

1. Hatte Ihr Kind irgendwann einmal einen juckenden Hautausschlag, der stéarker oder schwéacher

Uber mindestens 6 Monate auftrat?
2. Trat dieser juckende Hautauschlag bei lhrem Kind auch in den letzten 12 Monaten auf?

3. Trat dieser juckende Hautausschlag irgendwann einmal an einer der folgenden Korperstellen auf:

In den Ellenbeugen oder Kniekehlen, an den Hand- oder FuRgelenken, im Gesicht, am Hals?

4. In welchem Alter trat bei lhrem Kind dieser juckende Hautausschlag zum ersten Mal auf (vor dem

2. Lebensjahr, im 2.-4. Lebensjahr, nach dem 4. Lebensjahr) ?

5. Ist dieser juckende Hautausschlag bei Ihrem Kind in den letzten 12 Monaten jemals vollstandig

verschwunden?

6. Wie oft ist lhr Kind im Durchschnitt in den letzten 12 Monaten wegen dieses juckenden
Hautausschlages nachts aufgewacht (nie in den letzten 12 Monaten, weniger als eine Nacht pro
Woche, eine Nacht und mehr pro Woche) ?

7. Hatte Ihr Kind irgendwann einmal Neurodermitits (Atopisches Ekzem, Endogenes Ekzem) ?

Die allergische Rhinitis wurde anhand der Symptome Niesen, laufende Nase ohne eine Erkaltung,

behinderte Nasenatmung, nasaler Juckreiz definiert, welche zwdélf Monate vor dem siebenten
Lebensjahr auftraten bei zuséatzlichem Nachweis von spezifischen IgE-Antikdrpern 20,7 kU/I gegen
Graser und/oder Birkenpollen. Kinder mit allergischer Rhinitis und Pollensensibilisierung wurden
jeweils im Alter von 7 und 10 Jahren untersucht und den Kontrollen sowie den Kindern ohne

Heuschnupfensymptome gegeniibergestelit.

Gegenwartiges Asthma bronchiale wurde als Arztdiagnose Asthma und eine oder mehr Episoden von

Giemen in den vorangegangenen zwolf Monaten im Alter von 7 Jahren definiert. Kinder mit Asthma
bronchiale wurden jeweils im Alter von 7 und 10 Jahren mit den Kontrollen verglichen. Desweiteren
wurden Kinder mit Asthma bronchiale insgesamt im Alter von 7 und 10 Jahren mit den Kindern ohne

Asthma-Symptome jeweils im Alter von 7 und 10 Jahren verglichen.

Die Definition der Kontrollen basierte auf einer fehlenden Sensibilisierung im Alter von sieben und
zehn Jahren. Ebenso durfte weder Giemen im Alter von zehn Jahren, eine laufende Nase ohne eine
Erkaltung im Alter von zehn Jahre noch eine gegenwartige atopische Dermatitis im Alter von sieben
Jahren bestehen.

Die Studie wurde von der lokalen Ethikkommission genehmigt. Die Eltern gaben ihr Einversténdnis.
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Die ETAC-Studie untersuchte randomisiert, doppelblind-placebokontrolliert den Effekt einer Cetirizin-
Behandlung zur priméren Asthmapravention. Das Antihistaminikum Cetirizin senkte das Asthmarisiko
in der Gruppe der mit Graserpollen und Hausstaubmilben sensibilisierten Kinder (37, 116). Dabei
erreichten 795 der 830 gescreenten Kinder mit friiher atopischer Dermatitis in den ersten zwei
Lebensjahren aus zwolf europaischen Landern und Kanada die Intention-To-Treat-Population (33,
116). Die Cetirizingruppe nahm zwei Mal taglich Cetirizin 0,25 mg/kg ein, in der Kontrollgruppe
erhielten 40 % der Probanden im Alter von 12—24 Monaten fiir 18 Monate ein Placebo.

Zu den Einschlusskriterien gehorte das Vorliegen einer bereits manifesten atopischen Dermatitis seit
mindestens einem Monat sowie eine positive Familienanamnese fur allergische Erkrankungen. Zu den
Ausschlusskriterien gehoérten Asthmasymptome wie giemende Episoden, persistierend nachtlicher

Husten oder andere schwere Erkrankungen.

Die Diagnose atopische Dermatitis basierte auf standardisierten Kriterien wie typische ekzematdse
oder lichenifizierte Dermatitis mit Juckreiz im Gesicht, in den Beugen oder an beiden Arealen. Der

Schweregrad der atopischen Dermatitis wurde mittels SCORAD-Scores bewertet.

Als primérer Endpunkt galt Asthma bronchiale, definiert als drei von mindestens sieben Tagen
getrennten Episoden von erstens nachtlichem Husten in mindestens drei aufeinander folgenden
Néachten mit Schlafstérung; zweitens drei giemenden Episoden oder eine Kombination der beiden
Symptome (116).

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den sogenannten ,EC guidelines on Good Clinical Practice

and Declaration of Helsinki* geleitet (33).

Klinische Untersuchungen fanden bei EinschluR in die Studie statt sowie nach einem und drei
Monaten und anschlieBend alle drei Monate wahrend des 18-monatigen Behandlungszeitraums,
danach halbjéhrig fur weitere 18 Monate (33, 116).

Blutproben wurden 0, 3, 12, 18, 24 und 36 Monate nach der Therapie gesammelt.

Gesamt- und spezifische IgE- Antikbrper gegen Huhnerei, Kuhmilch, Hausstaub, Graser und
Katzenhaare wurden mittels CAP-Systems (Pharmacia, Uppsala, Sweden) gemessen. Spezifische

IgE-Spiegel von 0,35 kU/I und mehr wurden als erhéht betrachtet.

Von der ETAC-Kohorte standen DNS-Proben von mehr als 460 Kindern zur Bearbeitung der

Fragestellung dieser Arbeit zur Verfiigung.
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3.2 Material

Tabelle 3: Gerateliste

Geréatename Herkunft

LightCycler Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
PCR-Gerate

Tpersonal Biometra GmbH, Géttingen

T3 Thermocycler

Biometra GmbH, Géttingen

Pipetten

Eppendorf Research Pipetten
Eppendorf Multipette plus
Multichannel Finnpipette
Transferpipette

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Thermo Labsystems, Egelsbach
Sarstedt AG &Co, Numbrecht

Vortexer
Minishaker MS1

IKA-Works Inc., Wilmington, NC. USA

Zentrifugen
LC-Carousel-Centrifuge, Kapillarzentrifuge
Zentrifuge 5417C

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Eppendorf AG, Hamburg

Tabelle 4: Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien und Chemikalien

Herkunft

PCR Ol
Steriles Wasser

Bayol F, Serva, Heidelberg
Braun, Melsungen

Enzyme und Puffer

PCR-Puffer mit MgClI2
Taq DNS Polymerase
(AmpliTaq Gold)
GeneAmp dNTPs

Applied Biosystems, Roche, Mannheim
Applied Biosystems, Roche, Mannheim

Applied Biosystems, Roche, Mannheim

Primer und Sonden

Primer

Sonden

TIBMOLBIOL, Berlin
TIBMOLBIOL, Berlin
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Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Herkunft

LightCycler Kapillaren Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Mikrotiterplatte, 96-well Nunc, Ddnemark

Falconrohrchen Bexton Dickinson, Labware, Meylan Cedex, Frankreich
Microcentrifuge Tubes Eppendorf AG, Hamburg

PCR Tubes ultradiinn Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf (Hessen)
Pipettenspitzen

Eurotips Eppendorf AG, Hamburg

Combitips plus Eppendorf AG, Hamburg

Finntips Helsinki, Finnland

EDTA-Ro6hrchen Sarstedt AG & Co, Niimbrecht
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3.3 Methoden

Die Genotypisierung erfolgte durch Schmelzkurvenanalyse mit dem LightCycler. Untersucht wurden
die folgenden SNPs in der ICOS-Genregion: g.1-1413 G > A und ¢.1-693 G > A (103) sowie g.1-
2144 C>T,g.1-2419T > C, g.20065 C > G und g.22126 G > T (44).

Die verwendete Nomenklatur entspricht der der Nomenclature Working Group (5).

3.3.1 Extraktion der Desoxyribonukleinsaure

Von den Probanden der MAS- und ETAC-Kohorte wurde Vollblut in EDTA-R8hrchen abgenommen.
Die DNS lag fur vorliegende Arbeit bereits extrahiert vor. Als DNS-Aufreinigungskit wurde bei den
MAS-Kindern der QlAamp DNS Mini Kit und bei den ETAC-Kindern der QIAamp DNS Midi Kit
(Quiagen GmbH, Hilden) verwendet. Danach wurde die DNS durch ihre Ladung an eine
Anionenaustauschmembran pH-abhdngig gebunden und von anderen Blutbestandteilen gereinigt.
AnschlieBend wurde die DNS-Konzentration photometrisch bestimmt. Nach einheitlicher Verdiinnung

der DNS-Proben auf 20 ng/ul wurden die so gewonnenen Proben in Pellets eingefroren.

3.3.2 Polymerasekettenreaktion

Die DNS wurde durch Polymerasekettenreaktion (PCR) enzymatisch vervielfaltigt. Jeweils 2,5 pl DNS
wurden mit einer Multipette in die 96-well-Platte Uberfiihrt. Die Pufferplatte enthielt in einem
Gesamtvolumen von 25 pl neben der DNS 16,9 pl Aqua dest., 10 x 2,5 pl Reaktionspuffer, 1,5 pl
MgCl, 25mM, 1,0 yl dNTPs, 0,25 pl Primer F, 0,25 pl Primer R, 0,1 pl AmpliTaq Gold Polymerase 5

U/ul. AnschlieBend wurde das Puffersystem mit einem Tropfen Mineral6l Uberschichtet.

Die PCR wurde unter den folgenden Temperaturbedingungen auf einem Biometra T3-Thermocylcler
durchgefuhrt:

- Die initiale Denaturierung erfolgte bei 95°C fiir 12 min.

- Die Denaturierung erfolgte mit 40 Zyklen bei 95°C fir je 20 s.

- Die Anlagerung erfolgte bei der entsprechenden spezifischen Temperatur fur 40 s (Tabelle 6).

- Die Elongation erfolgte bei 72°C fur 90 s. Die Finalelongation erfolgte bei 72°C fur 2 min.

Temperaturabhéngig wurde die DNS wiederholt denaturiert und mit Hilfe der sich anlagernden Primer

entlang der DNS-Matrize verlangert.



3.3.2.1 Die Primer wurden von TIBMOLBIOL mit den in der Tabelle 6 aufgelisteten

Nukleotidsequenzen hergestellt.

Tabelle 6: Primer fur die PCR
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Region von Interesse Primer Schmelz-
temperatur

ICOS-Promotor forward: 5'-GGAACCAGGGATTCCTCACC-3' 60°C

(9.1-693 G>A, 9.1 -1413 G>A) | rgyerse: 5-CTGAGACCCAGGAGCCC-3'

ICOS-Promotor forward: 5'-GCACTTCCTGTGAGGTGAATGG-3’ 56°C

(9.1-2144 C>T, 9.1-2419 T>C) | royerse: 5-CCAGACAGTGAAACTCTGGATTCC-3'

ICOS-Intron 3 forward: 5-TGCCCACTTACTGGATTTCATGAC-3’ 56°C

(9.20065 C>G) reverse:5-GTAACTCTCTGTAAGCCATCAAGTC-3’

ICOS-Intron 4 forward: 5-CCACCCCTCAGTGGCTACAG-3’ 52°C

(9.22126 G>T)

reverse: 5-CATCTGTACACTTCTCAGAGGTCC-3

3.3.3 Genotypisierung durch Schmelzkurvenanalyse

Nach der PCR-Amplifikation wurde dem PCR-Produkt ein Fluorescence Resonance Energy Transfer

(FRET) Sondenpaar zugefugt und unter Verwendung des LightCyclers (Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland) analysiert. Die SNPs des entsprechenden Gens wurden mit Hilfe der

Schmelzkurvenanalyse im LightCycler 480 (Roche Diagnostics) nachgewiesen.

Zu 4yl PCR-Produkt wurden 1,5 pl Sondenansatz hinzupipettiert. AnschlieBend erfolgte die

Zentrifugation in den Kapillaren fir 30 Sekunden bei 3000rpm.

Tabelle 7 zeigt die verwendeten Sonden. Die Proben wurden von Olfert Landt (TIBMOLBIOL, Berlin)

hergestellt.
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Tabelle 7: Sonden zur Schmelzkurvenanalyse

SNP Anchor Sensor

0.1-693 LC640-GCAGGCTTTTAAACATTCTTGGTCTC-ph GCAGGGATAGGGAGACCAC-FL
G>A

g.1-1413 | LC705-CCCTGCAGGATCAGCCTCCTC-ph AGCTTCAGCAGCTAGGAGG-FL
G>A

0.1-2144 | GGTCTCCTATTTTCATGGTGGAAGGATACT-FL LC640-AGGTCCTAGAAG

C>T AAATTCCAAGATAAT-ph
0.1-2419 | TTTTATGTCAAAGTCCTGTTTCAATGATCC-FL LC640-

T>C TCCCATGCCTCACCTTCTCA-ph
g.20065 GTAATTTGACCAACAGGGAGACAATTCC-FL LC640-

C>G TCCCCCCAAGACATACCTAC-ph
0.22126 LC640-CCCCTTCTTCCTGGGATCACCTCC-ph TCACTCTCCCTGCCCCCTC-FL
G>T

Die Donorproben waren komplementar zur Mutante oder zur Wildtypsequenz (Abb. 3).




Abb. 3: Nukleotidsequenzen der Primer und Sonden der untersuchten ICOS-Polymorphismen

Auszug aus dem ICOS-Gen auf Chromosomen 2q33-34

36181 ctcaccccag gcgtctgcat acacaaatca aaaccatctt aagtcatgga atgaaaaaaa

PR-FA attaaaagca aactaaaal: s laeediiael Clileieecicliee aaatttttge ccagttaatt
E]Ii e G e RERGR e v B edasslaatat tttaaaccac aagtacttgt attcttgacc
g.1-2419 T>C (Sp1)

36361 aagatttttg agaaggtgag gcatgggaag gatcattgaa acaggacttt gacataaaac
36541 gaactaaagc tgaatttaac cataacttgt gcaacttttc tccccttgag gtaaacatta
36601 ccctccaatt gaccaggcat ctttttttga ttcaaattat cttggaattt cctctaggac
PR-R EERTT I PIEMPYigaggata agtgtgtgag tgtggtlLLREET AT E I aR3 ggaatccal
attt gaacaggctc cgttgctcat cagctctgtg actccgggca

37321 cacccactgc tgagacccag gagccctaca gaaggtagct aggggaagct tcagcagcta
37981 ttttacattt tgcattaaga tatattattt catataaaac atttaagtac atatacatat
38041 aattatctat gtaattatta ttgttattgt tgttattgtc tactttacct ccctgcaggg
1261 tcaaaagtac acatggctct tgtcagagta atttgaccaa cagggagaca attccttccec
1321 cccaagacat acctactaat taaactaatc acttggaaca gaaatttatg tatttgtttt
3301 ctggctgttt ggatccccac aagcagaacc tgacataagg acttgggtgc aagtagttta

g.22126 G>T

3361 tttgggaggt gatcccagga agaaggggtg agggggcagg gagagtgaga cagccaacaa

E 3421 ggagaagcaa atgaagggcg cattattatc aajssireseciol cnaciclilae-l Jdlgaggcctg

5761 tgtttgcagg tttctgtgtg tggg//
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Im LightCycler werden die Proben von einer Hochleistungsleuchtdiode angeregt. Diese emittiert
blaues Licht und hat nach Passage eines Filters und Kollimators eine Wellenlange von 470 nm. Nach
dem initialen Denaturierungsschritt bei 95°C wird das Reaktionsgemisch durch das
Thermometerelement von 95°C auf 45°C abgekuhlt. Dann wird die Temperatur schrittweise erhoht

und parallel die Fluoreszenz gemessen.

Danach wird eine Schmelzkurve erstellt. Das 3-Kanal-Fluorimeter kann gleichzeitig Licht der
Wellenlange 530 nm, 640 nm und 720 nm von drei unabhangigen Photoelementen detektieren.

Anhand der Schmelzwerte und des Kurvenverlaufs kann die Genotypisierung erfolgen (Abb. 4).

Abb. 4: Genotypisierung der SNPs durch Schmelzkurvenanalyse

Ist die Sonde komplementar zum Wildtyp, liegt eine Mutation vor, wenn der Schmelzpunkt niedriger
ist.
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= HateraZygots Vanants: Seeigipflig bei redusierer Peakhdhe
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3.4 Statistische Methoden

Die Berechnung der Allelfrequenzen fiir die einzelnen SNPs wurde wie folgt vorgenommen:

2x Anzahl der Polymorphismen + 1x Anzahl der Heterozygoten

2x Anzahl aller Genotypisierten

Die Abweichungen der Genotypverteilungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden mit dem Chi-

Quadrat-Test bestimmt.

Zur Berechnung des Kopplungsungleichgewichts, Linkage Disequilibriums (LD), wurde als Maf? der
LD der LD-Koeffizient R2 gewahlt (32):

(P12 - p1p2)
plpZqlg2

R? =

R2 misst die Differenz des beobachteten und erwarteten gemeinsamen Auftretens zweier Allele. A
steht fur Lokus A, B steht fur Lokus B. Die Berechnung der Frequenzen p und q ergeben sich aus den

Frequenzen des jeweiligen Allels von A und B.

Haplotypfrequenz Allelfrequenz
AlB1 P11 pl=P11+P12
Al1B2 P12 p2=P21+P22
A2B1 P21 gl=P11+P21
A2B2 P22 q2=P12+P22

Bl B2 Summe

Al P11 | P12 | pl1

A2 P21 | P22 | p2

Summe | q1 | g2 1
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Je nadher der LD-Koeffizient an 1 ist, desto hoéher ist das LD. Ein Wert von 1 bedeutet komplettes LD
und Abhangigkeit zwischen SNPs, ein Wert von 0 bedeutet Abwesenheit von LD und Unabhangigkeit
der SNPs. Ein Grund fiir ein hohes Kopplungsungleichgewicht zwischen SNPs kann dessen
gekoppelte Vererbung sein (32).

In den beiden untersuchten Studienkohorten wurde zum Vergleich der Pravalenzen zwischen den

Gruppen der Chi-Quadrat-Test angewendet.

Das dominante Modell wurde angewendet, um Probanden bei denen homozygot der Polymorphismus
oder Heterozygotie vorlag mit dem Wildtyp zu vergleichen. Das rezessive Modell wurde angewendet,

um homozygote Polymorphismustrager dem Wildtyp oder Heterozygoten gegeniiberzustellen.

Der Exakte Fisher-Test wurde bei kleinen Fallzahlen eingesetzt, sowie der Mantel-Haenszel-Test
(MH) fur Trends.

Die Anwendung des nonparametrischen Wilcoxon-Tests erfolgte zum Vergleich kontinuierlicher
Variablen zwischen zwei Gruppen, zur Uberprifung, dass die Grundgesamtheit fiir kleine

Stichprobenumféange symmetrisch zu 0 verteilt ist.

Mit dem Kruskal-Wallis-Test wurde verglichen, ob sich verschiedene Gruppen hinsichtlich des

Mittelwertes unterscheiden.

Unterschiede wurden als statistisch signifikant bewertet, wenn p < 0,05 war.

Die Daten wurden mit der LightCycler Software (Version 3.5), dem statistischen Programm SAS sowie

Microsoft Excel analysiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der risikotragenden ICOS-SNPs g.1-693 G>A und g.1-1413 G>A der
Hutterer-Population bei européaischen Kindern

Fur die beiden Polymorphismen im ICOS-Gen, g.1-693 G>A und ¢.1-1413 G>A, wurde bei
Erwachsenen einer Hutterer-Population eine Assoziationen mit atopischen Phanotypen gezeigt (103).
Um diese Polymorphismen bei europdischen Kindern in der MAS- und ETAC-Kohorte auf
Assoziationen mit atopischen Phénotypen zu untersuchen, erfolgte die Genotypisierung der Kohorten
bezlglich dieser SNPs per LightCycler. Die Schmelzkurven sind auszugsweise fiir den SNP g.1-693
G>A fir einige Probanden der MAS- Kohorte dargestellt (Abb. 5).

Die Sonden waren fir den Polymorphismus spezifisch. In Folge liegt der Schmelzpunkt fur den
homozygoten Wildtyp (GG) bei 55,8°C und der Schmelzpunkt fir den homozygoten Polymorphismus
liegt bei 62,5°C.

Abb. 5: Reprasentative Schmelzkurven des ¢g.1-693 G > A-Polymorphismus
in der MAS-Kohorte.
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4.1.1 Allelfrequenzen und Genotypverteilungen der SNPs g.1-693 G>A und g.1-1413 G>A in
den Kohorten

In Tabelle 8 sind die Allelfrequenzen der ICOS-SNPs ¢.1-1413 G>A und g.1-693 G>A in der MAS-
und ETAC-Kohorte dargestellt.

Tabelle 8: Allelfrequenzen der ausgewahlten ICOS-Varianten in der MAS- und ETAC-Kohorte

Position Regulatorisches MAS- ETAC-
Element Kohorte Kohorte
g.1-693 G>A unbekannt G0.78| A0.22 | G0,82 | A0,18

0.1-1413 G>A | funktionelle NFkappaB-Bindungsstelle | G 0.78 | A0.22 | G 0,82 | A0,18

Die Allelfrequenzen unterschieden sich kaum in den beiden Kohorten (Tabelle 8).

In Tabelle 9 ist die Kopplungsungleichgewichts-Analyse fiir die MAS- und ETAC-Kohorte dargestellt.

Tabelle 9: Rz als MalR des Kopplungsungleichgewichts in den Kohorten

Polymorphismenpaare Kohorten R2

0.1-693 G>A versus g.1-1413 G>A | MAS-Kohorte | 0,999993599

ETAC-Kohorte | 0,999982178

Der Wert des LD-Koeffizienten R? ist gleich 1 (Tabelle 9). Das weist auf eine starke Abhangigkeit und
ein hohes Kopplungsungleichgewicht zwischen den beiden SNPs hin. Wie schon in der Hutterer-
Population beschrieben (103), standen auch in vorliegender Untersuchung die beiden ICOS-Varianten
g.1-1413 G>A und g.1-693 G>A im Kopplungsungleichgewicht, die Ergebnisse waren identisch. Daher
werden im Folgenden nur noch die Daten fiir den SNP ¢.1-693 G>A gezeigt.

Die Genotypverteilung des untersuchten ICOS-SNPs ¢.1-693 G>A ist in der Tabelle 10 in der MAS-
und ETAC-Kohorte dargestellt. Um die Ergebnisse hinsichtlich einer idealen Population zu tiberpriifen,

wurden die Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mittels Chi-Quadrat-Test berechnet.
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Tabelle 10: Genotypverteilung des SNPs ¢.1-693 G>A bei Kindern der MAS- und
ETAC-Kohorte mit Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

ICOS-SNP
MAS-Kohorte||[ETAC-Kohorte

g.1-693 G>A
Gesamtzahl n=861 n=478
Wildtyp (GG) 61% 65%
Heterozygote (GA) 35% 30%

Polymorphismus (AA) 4% 5%

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht [p (Chi?)] 0,214 0,159

Der untersuchte Polymorphismus stand im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Die berechneten

Abweichungen mit dem Chi-Quadrat-Test erreichten keine statistische Signifikanz (Tabelle 10).

4.1.2 Assoziationen des SNPs g.1-693 G>A mit atopischen Phanotypen in der MAS-Kohorte

Die folgenden Tabellen zeigen die Ergebnisse der Untersuchung des SNPs g-1-693 G>A auf
Assoziationen mit allergischen Phanotypen in der MAS-Kohorte. In Tabelle 11 ist die
Genotypverteilung homozygot Wildtyp versus homozygot Polymorphismus fiir den SNP ¢.1-693 G>A

zwischen atopischen Phanotypen und nicht-atopischen Kontrollen dargestellt.



34

Tabelle 11: Assoziationen des ICOS-SNPs ¢.1-693 G>A mit atopischen Erkrankungen

gegenuber den nicht-atopischen Kontrollen in der MAS-Kohorte.

Phanotypen n | Genotypverteilung | p (Chi?) | p (Fisher)
GG AA

127 | 0.95 0.05 0,6794 | 0,7558
atopische Dermatitis im Alter von 2 Jahren
atopische Dermatitis im Alter von 7 Jahren | 73 | 0,96 0,04 0,5886 | 0,7241
allergische Rhinitis im Alter von 7 Jahren 55 | 0.96 0.04 05314 | 0.7024
allergische Rhinitis im Alter von 10 Jahren 59 | 096 0.04 04749 | 0,6995
Polysensibilisierung im Alter von 7 Jahren 142 | 0,96 0.04 0546 0,5394
Polysensibilisierung im Alter von 10 Jahren 140 | 0,96 0.04 05623 | 0,543
Asthma im Alter von 7Jahren 58 | 0.96 0.04 0,4884 | 0,7
Asthma im Alter von 10 Jahren 38 |1,00 0.00 0,1223 | 0,3438
nicht-atopische Kontrollen 83 | 0,95 0.06

Bei dem SNP g.1-693 G>A konnten keine statistischen signifikanten Unterschiede zwischen den
Kindern mit Atopie gegentber den nicht-atopischen Kontrollen festgestellt werden (Tabelle 11). Des
Weiteren zeigte sich weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine statistische
signifikante Assoziation des SNPs bei Kindern mit atopischen Phanotypen gegeniiber den Kindern,

die den jeweiligen Phanotyp in der entsprechenden Altersklasse nicht aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

Die Untersuchung des SNPs g.1-693 G>A auf eine Assoziation mit erniedrigter FEV1 im Alter von
sieben Jahren ergab in der MAS-Kohorte keine statistische signifikante Assoziation zwischen den

verschiedenen Genotypen (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren erfolgte eine Analyse des SNPs @.1-693 G>A hinsichtlich Assoziationen mit
spezifischen Sensibilisierungen gegen herkdmmliche Allergene in verschiedenen Altersstufen

zwischen ein und zehn Jahren.

Die Tabellen 12-14 stellen die Genotypverteilungen des SNPs g.1-693 G>A mit hoher spezifischer
Sensibilisierung gegen Graserpollen gegeniber niedriger spezifischer Sensibilisierung gegen
Graserpollen im Alter von einem Jahr dar. Atopie wurde einerseits als hohes spezifisches IgE
>0,35kU/I und andererseits als hohes spezifisches IgE 20,7kU/l gegen die getesteten Allergene

definiert.
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Tabelle 12: Assoziation des ICOS-SNPs g.1-693 G>A mit spezifischer Sensibilisierung gegen
Graserpollen bei einem cut-off-Wert des spezifischen IgE <0,35 versus 20,35 in der MAS-
Kohorte im Alter von 1 Jahr. ,1" steht fir homozygot Wildtyp, ,2“ steht fur heterozygot und ,, 3*

steht fur homozygot Polymorphismus.

a: zwischen 1 versus 2 versus 3 b: zwischen (1 oder 2) versus 3
Spezifisches | <0,35 20,35 | n-gesamt
IgE gegen
Graserpollen

Spezifisches | <0,35 20,35 | n-gesamt
1 99,21% | 0,79% | 380

IgE gegen

Graserpollen
2 98,15% | 1,85% | 216 1 oder 2 98,83% | 1,17% | 596
3 91,30% | 8,70% | 23 3 91,30% | 8,70% | 23
n-gesamt 610 9 619 n-gesamt 610 9 619
p(Chi?)=0,0073, p(MH)=0.0127 p(Chi?)=0,0031,p(Fisher)=0.0406
c: zwischen 1 versus (2 oder 3) d: zwischen 1 versus 3
Spezifisches | <0,35 20,35 | n-gesamt Spezifisches | <0,35 20,35 | n-gesamt
IgE gegen IgE gegen
Gréaserpollen Gréaserpollen
1 99,21% | 0,79% | 380 1 99,21% | 0,79% | 380
2 oder 3 97,49% | 2,51% | 239 3 91,30% | 8,70% | 23
n-gesamt 610 9 619 n-gesamt 398 5 403

p(Chi2)=0,0816, p(Fisher)=0.0950 p(Chi?)=0,0009, p(Fisher)=0.0281
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Tabelle 13: Assoziation des ICOS-SNPs g.1-693 G>A mit spezifischer Sensibilisierung gegen

Graserpollen bei einem cut-off-Wert des spezifischen IgE <0,7 versus 20,7 in der MAS-Kohorte

im Alter von 1 Jahr

a: zwischen 1 versus 2 versus 3

b: zwischen (1 oder 2) versus 3

Spezifisches | <0,7 20,7 n-gesamt Spezifisches | <0,7 20,7 n-gesamt

IgE gegen IgE gegen

Gréaserpollen Gréaserpollen

1 99,74% | 0,26% | 380 1 oder 2 99,83% | 0,17% | 596

2 100,00% | 0,00% | 216 3 100,00% | 0,00% | 23

3 100,00% | 0,00% | 23 n-gesamt 618 1 619
p(Chi?)=0.8441, p(Fisher)=1.0000

n-gesamt 618 1 619

p(Chi2)=0.7298, p(MH)=0.4532

c: zwischen 1 versus (2 oder 3) d: zwischen 1 versus 3

Spezifisches | <0,7 20,7 n-gesamt Spezifisches | <0,7 20,7 n-gesamt

IgE gegen IgE gegen

Graserpollen Gréaserpollen

1 99,74% | 0,26% | 380 1 99,74% | 0,26% | 380

2 oder 3 100,00% | 0,00% | 239 3 100,00% | 0,00% | 23

n-gesamt 618 1 619 n-gesamt 402 1 403

p(Chi?)=0.4274, p(Fisher)=1.0000

p(Chi2)=0.8054, p(Fisher)=1,0000
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Tabelle 14: Assoziation des ICOS-SNPs g.1-693 G>A mit spezifischer Sensibilisierung gegen

Graserpollen bei einem cut-off-Wert des spezifischen IgE <0,35 versus 20,7 in der MAS-Kohorte

im Alter von 1 Jahr

a: zwischen 1 versus 2 versus 3

b: zwischen (1 oder 2) versus 3

Spezifisches | <0,35 20,70 | n-gesamt Spezifisches | <0,35 20,70 | n-gesamt

IgE gegen IgE gegen

Graserpollen Gréaserpollen

1 99,74% | 0,26% | 378 1 oder 2 99,83% | 0,17% | 590

2 100,00% | 0,00% | 212 3 100,00% | 0,00% | 21

3 100,00% | 0,00% | 21 n-gesamt 610 1 611
p(Chi2)=0.8502, p(Fisher)=1,0000

n-gesamt 610 1 611

p(Chi?)=0.7344, p(MH)=0.4565

c: zwischen 1 versus (2 oder 3) d: zwischen 1 versus 3

Spezifisches | <0,35 20,70 | n-gesamt Spezifisches | <0,35 20,70 | Gesamt

IgE gegen IgE gegen

Graserpollen Graserpollen

1 99,74% | 0,26% | 378 1 99,74% | 0,26% | 378

2 oder 3 100,00% | 0,00% | 233 3 100,00% | 0,00% | 21

n-gesamt 610 1 611 n-gesamt 398 1 399

p(Chi2)=0.4320, p(Fisher)=1,0000

p(Chi2)=0.8134, p(Fisher)=1,0000
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Die Tabelle 15a zeigt die Genotypverteilung des SNPs g.1-693 G>A mit hohem spezifischem IgE gegen

Graserpollen in bestimmten Altersstufen bei MAS-Kindern.

Tabelle 15a: Assoziation des SNPs g.1-693 G>A mit hohem spezifischem IgE gegen Graserpollen

in bestimmten Altersstufen. Spezifisches IgE als stetige Variable in kU/I.

p-Gesamt“ ist der p-Wert des Kruskal-Wallis-Tests. ,Mean“ bedeutet Mittelwert, ,St.Dev.“ bedeutet Standardabweichung, ,Min“

bedeutet Minimum, Q" bedeutet Quartil, ,Med" bedeutet Median, ,Max" bedeutet Maximum, ,vs* bedeutet versus.

Alter | g.1-693 G>A Mean | St.Dev | Min 1.Q Med 3.Q Max [p-Werte (Wilcoxon / Kruskal-Wallis))
I]nahre gesamt 12vs 3 1vs 23 1vs3
1 GG 61% 0.00 [0.06 0.00 {0.00 |0.00 0.00 |1.09 0.00744 0.00319 | 0.08146 | 0.00093
1 n=380
GA 35% 0.01 |0.07 0.00 {0.00 | 0.00 0.00 |0.57
2 n=216
AA 4% 0.05 [0.16 0.00 {0.00 | 0.00 0.00 [0.69
3 n=23
2 GG 62% 0.31 |4.41 0.00 |0.00 |0.00 0.00 | 82.90 0.39976 0.77426 | 0.17619 | 0.61088
1 n=356
GA 34% 0.09 | 0.45 0.00 | 0.00 |0.00 0.00 | 5.43
2 n=199
AA 4% 0.04 |0.14 0.00 {0.00 |0.00 0.00 | 0.53
3 n=21
3 GG 61% 0.66 [4.49 0.00 |0.00 |0.00 0.00 | 52.70 0.72502 0.42341 | 0.83602 | 0.42889
1 n=333
GA 35% 0.76 |5.73 0.00 {0.00 |0.00 0.00 | 59.20
2 n=189
AA 4% 0.01 |0.07 0.00 {0.00 | 0.00 0.00 | 0.35
3 n=24
5 GG 61% 3.93 [15.98 |0.00 [0.00 |0.00 0.00 | 99.00 0.92092 0.93908 | 0.71473 | 0.98380
1 n=382
GA 35% 3.95 [15.79 |0.00 [0.00 |0.00 0.00 | 99.00
2 n=220
AA 4% 0.84 | 3.05 0.00 {0.00 |0.00 0.00 | 15.20
3 n=25
6 GG 61% 3.36 |{14.27 |0.00 [0.00 |0.00 0.00 | 99.00 0.86815 0.59712 | 0.85453 | 0.58765
1 n=312
GA 35% 5.31 |18.33 |0.00 |0.00 |0.00 0.00 | 99.00
2 n=178
AA 4% 0.41 [1.36 0.00 |0.00 |0.00 0.00 |6.19
3 n=21
7 GG 61% 5.61 |18.60 |0.00 |0.00 |0.00 0.00 | 100.00 |0.53361 0.37311 | 0.66018 | 0.42170
1 n=409
GA 35% 6.95 |22.37 |0.00 |0.00 |0.00 0.47 | 100.00
2 n=231
AA 4% 1.33 |5.11 0.00 {0.00 | 0.00 0.00 | 24.90
3 n=24
10 GG 62% 7.09 |[21.74 |0.00 [0.00 |0.00 0.77 | 100.00 ]0.68833 0.44543 | 0.84040 | 0.47009
1 n=350
GA 34% 8.87 | 23.70 |0.00 [0.00 |0.00 1.62 | 100.00
2 n=190
AA 4% 4.99 |12.28 |0.00 [0.00 |0.00 0.00 | 42.30
3 n=20
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Das A-Allel des SNPs an Position g.1-693 G>A zeigte im Alter von einem Jahr eine statistische
signifikante Assoziation mit hohem spezifischem IgE gegen Graserpollen. In den anderen Altersstufen
von zwei bis zehn Jahren konnte diese statistische signifikante Assoziation nicht mehr nachgewiesen

werden (Tabelle 15a).

Die Tabelle 15b stellt die statistischen Daten hinsichtlich der Genotypverteilung des SNPs g.1-693 G>A
mit hohem spezifischem IgE gegen Graserpollen gegeniber niedrigem spezifischem IgE gegen
Graserpollen zusammenfassend fiir das Alter von ein bis zehn Jahren dar. OR bedeutet Odds Ratio, CI

bedeutet Konfidenzintervall.

Tabelle 15b: Assoziation des SNPs g.1-693 G>A mit spezifischer Sensibilisierung gegen

Gréaserpollen im Alter von 1-10 Jahren

spezifisches IgE | Genotypverteilung OR 95%-Cl p-gesamt
gegen Graserpollen des ICOS-SNPs
in kU/ g.1-693 G>A
<0,35 versus 20,35 1 1.00 - -
2 1.03 0.77-1.38  0.8426
3 0.83 0.39-1.76  0.6205
<0,70 versus 20,70 1 1.00 - -
2 1,02 0.74-1.40  0.9117
3 0.75 0.31-1.82  0.5300
<0,35 versus 20,70 1 1.00 - -
2 1.01 0.74-1.39  0.9351
3 0.75 0.31-1.83  0.5295
<0,35 versus 20,35 (1 oder 2) versus 3 0.82 0.39-1.73  0.5974
<0,70 versus 20,70 (1 oder 2) versus 3 0.75 0.31-1.79 0.5164
<0,35 versus 20,70 (1 oder 2) versus 3 0.75 0.31-1.81  0.5187
<0,35 versus 20,35 1 versus (2 oder 3) 1.01 0.76-1.34  0.9496
<0,70 versus 20,70 1 versus (2 oder 3) 0.99 0.73-1.35 0.9531
<0,35 versus 20,70 1 versus (2 oder 3) 0.99 0.72-1.34  0.9263
<0,35 versus 20,35 1 versus 3 0.82 0.38-1.77 0.6136
<0,70 versus 20,70 1 versus 3 0.76 0.31-1.83  0.5355
<0,35 versus 20,70 1 versus 3 0.75 0.31-1.85 0.5347

Insgesamt konnte in den Altersstufen von ein bis zehn Jahren keine statistische signifikante Assoziation
des A-Allels an Position g.1-693 G>A mit hohem spezifischem IgE gegen Graserpollen gefunden werden
(Tabelle 15b).

Die atopischen Phanotypen Sensibilisierungen gegen Innen- und Aul3enallergene, Aeroallergene,
Birkenpollen, Hausstaubmilben, Katze und Hund waren nicht mit der Genotypverteilung des untersuchten

SNPs im Alter von 1, 2, 3, 5, 6, 7 und 10 Jahren assoziiert (Daten nicht gezeigt).
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Die Tabelle 16 zeigt die Assoziation des SNPs g.1-693 G>A mit hohem Gesamt-IgE in verschiedenen
Altersstufen. Das Gesamt-IgE ist als stetige Variable in kU/I dargestellt. ,p-Gesamt" ist der p-Wert des
Kruskal-Wallis-Tests. ,Mean“ bedeutet Mittelwert, ,St.Dev.” bedeutet Standardabweichung, ,Min“

bedeutet Minimum, ,Qua.” bedeutet Quartil, ,Max" bedeutet Maximum, ,vs" bedeutet versus.

Tabelle 16: Assoziation des SNPs g.1-693 G>A mit hohem Gesamt-IgE in bestimmten Altersstufen.
Gesamt-IgE als stetige Variable in kU/I.

Gesamt-IgE 0.1-693 Mean | St.Dev. | Min | 1.Qua. | Median | 3.Qua. | Max lp-Werte (Wilcoxon / Kruskal-Walli))
im Alter von: G>A
gesamt |12vs3 |1vs23 |1vs3
1Jahr GG | 61% |22.40 |47.03 |0.00]|2.50 6.85 2155 |545.00 |0.42704 | 0.34997 | 0.26685 | 0.29475
1 n=384
GA |35% |16.06 |26.20 |0.00|2.80 5.90 15.80 |186.00
2 n=221
AA | 4% 14.41 |20.98 |0.00|2.00 4.40 17.80 | 70.60
3 n=23
2Jahren GG | 62% |62.44 |139.00 |0.00|6.05i |17.30 |53.40 |1631.00 | 0.18777 | 0.06752 |0.63671 | 0.06334
1 n=356
GA | 34% |48.47 |83.12 |0.00]|5.50 19.90 |53.90 |725.00
2 n=199
AA | 4% 2486 |35.84 |2.00]2.70 9.00 25.40 |134.00
3 n=21
3Jahren GG | 61% |95.14 |227.71 |0.00|10.00 |25.70 |78.20 |1881.00 | 0.08436 | 0.11159 | 0.05436 | 0.07478
1 n=335
GA [35% |71.90 |181.01 |0.00|7.60 20.80 |61.55 |2000.00
2 n=188
AA | 4% 69.60 | 133.15 | 0.00 | 3.90 12.10 |57.50 |556.00
3 n=24
5Jahren GG | 61% | 146.70 | 412.44 | 0.00 | 15.60 |45.40 |111.00 | 6020.00 | 0.26618 | 0.19071 | 0.20529 | 0.15750
1 n=383
GA | 35% | 145.10| 748.31 | 0.00 | 15.50 |37.80 |100.00 | 10870.0
2 n=221
AA | 4% 90.70 |172.61 | 0.00 | 8.00 20.80 |83.50 |807.00
3 n=25
6Jahren GG | 61% |170.14 | 499.30 | 0.00 | 17.05i | 45.05 |122.00 | 6900.00 | 0.48970 | 0.23882 | 0.90804 | 0.26300
1 n=312
GA | 35% |173.83|635.08 |0.00|21.30 |47.70 |123.00|7870.00
2 n=178
AA | 4% 65.04 |79.60 |0.00|14.00 |35.80 |89.40 |289.00
3 n=21
7Jahren GG | 61% |178.14 | 486.96 | 0.00 | 19.60 |50.45 |152.00 | 7730.00 | 0.83731 | 0.60248 | 0.68387 | 0.58230
1 n=410
GA | 35% |161.71|463.58 |0.00|20.75 |48.40 |132.50 |5690.00
2 n=232
AA | 4% 105.01 | 148.71 | 0.00 | 14.55 |53.10 |137.00 | 650.00
3 n=24
10Jahren GG | 62% |217.75|572.09 | 2.00|27.60 |65.05 |223.00 |8825.00|0.81107 | 0.56915 | 0.66186 | 0.56455
1 n=350
GA | 34% |171.22|290.29 |2.06 |23.80 |64.55 |180.00 |2230.00
2 n=192
AA | 4% 220.58 | 337.70 | 2.53 | 14.10 | 66.80 |229.00 | 1095.00
3 n=20
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In der Gruppe der Kinder mit hohem Gesamt-IgE im Alter von drei Jahren zeigte das A-Allel an Position
g.1-693 G>A bei der Berechnung von homozygot Wildtyp gegeniiber Heterozygote und homozygot
Polymorphismus eine statistische signifikante Assoziation mit hohem Gesamt-IgE (Tabelle 16). Im
Gegensatz dazu konnten keine weiteren Unterschiede in der Genotypverteilung des SNPs mit hohem

Gesamt-IgE zu anderen Zeitpunkten im Alter von ein bis zehn Jahren gefunden werden.

In der Tabelle 17 ist die Genotypverteilung des SNPs g.1-693 G>A mit hohem Gesamt-IgE tber der 85.
Kohortenperzentile gegeniber niedrigem Gesamt-IgE unter der 15. Kohortenperzentile im Alter von

sieben und zehn Jahren bei Kindern der MAS-Kohorte dargestellt.

Tabelle 17: Assoziation des SNPs g.1-693 G>A mit hohem Gesamt-IgE tber der 85.
Kohortenperzentile (P) gegentuiber unter der 15. Kohortenperzentile bei Kindern der MAS-Kohorte

im Alter von 7 und 10 Jahren.

SNPs g.1-693 G>A

Alter Gesamt-IgE|| GG | AA p (Chi?) p (Fisher)
>85.P 94% | 6% |70

7Jahre 0,4660 | 0,5259
<15.P 91% | 9% |67
>85.P 93% | 3% ||54

10Jahre 0,4075 | 0,5306
<15.P 88% |12%,|58
>85.P 94% | 6% |35

7 und 10Jahre 0,1413 | 0,2296
<15.P 83% (17%|29

Die Genotypverteilung des SNPs g.1-693 G>A bei der Betrachtung der Kindern mit hohem gegeniber
niedrigem Gesamt-IgE im Alter von sieben und zehn Jahren erbrachte keine statistischen signifikanten

Unterschiede (Tabelle 17).
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In der Tabelle 18 ist die Genotypverteilung des SNPs g.1-693 G>A bei Kindern der MAS-Kohorte mit
hohem Gesamt-IgE (Uber der 85. Kohortenperzentile) gegeniiber den Kindern mit niedrigem Gesamt-IgE
(unter der 15. Kohortenperzentile) zusammenfasssend flr die jungen Altersklassen (1, 2, 3 oder 5 Jahre)

und alteren Altersklassen (5, 7 oder 10 Jahre) dargestellt.

Tabelle 18: Genotypverteilung des ICOS-SNPs g.1-693 G>A bei Betrachtung der Gesamt-IgE-Werte

in der MAS-Kohorte in verschiedenen Altersstufen.

Atopische Phéanotypen n | Genotypverteilung

GG | GA AA

Gesamt-IgE < 15.Perzentile zu zwei oder mehr Untersuchungszeitpunkten im
Alter von 1, 2, 3 oder 5 Jahren

97 1 0.54 | 0.38 | 0.08

Gesamt-IgE >85.Perzentile zu zwei oder mehr Untersuchungszeitpunkten im
Alter von 1, 2, 3 oder 5 Jahren

87 | 0.67 | 0.30 | 0.03

Gesamt-IgE < 15.Perzentile zu zwei oder mehr Untersuchungszeitpunkten im
Alter von 5, 7 oder 10 Jahren

77| 0.61 | 0.32 | 0.06

Gesamt-IgE >85.Perzentile zu zwei oder mehr Untersuchungszeitpunkten im | 82 | 0.67 | 0.29 | 0.04

Alter von 5, 7 oder 10 Jahren

Die Genotypverteilungen des SNPs ¢.1-693 G>A unterschieden sich weder im Alter von ein bis flnf
Jahren noch im Alter von funf bis zehn Jahren statistisch signifikant bei den Kindern mit hohem Gesamt-
IgE Uber der 85. Kohortenperzentile gegentiber den Kindern mit niedrigem Gesamt-IgE unter der 15.

Kohortenperzentile (Tabelle 18).




43

4.1.3 Uberpriifung der Assoziationen des SNPs ¢.1-693 G>A mit atopischen Phanotypen in der
ETAC-Kohorte

Der Polymorphismus g.1-693 G>A wurde auch in der ETAC-Kohorte auf Assoziationen mit atopischen

Phanotypen untersucht.

In der Tabelle 19 ist die Genotypverteilung des SNPs bei der Betrachtung der Kinder mit allergischem
Asthma bronchiale gegentiiber den Kindern ohne allergisches Asthma bronchiale im Alter von vier bis funf
Jahren dargestellt. Im dominanten Modell sind die Polymorphismen mit den Heterozygoten

zusammengefasst, im rezessiven Modell werden die Polymorphismen einzeln betrachtet.

Tabelle 19: Assoziation des SNPs g.1-693 G>A mit Asthma gegeniiber den ETAC-Kindern ohne
Asthma. AB steht fir Asthma bronchiale.

g.1-693 G>A |Phanotyp| GG GA E n ||p (dominant) p (rezessiv)
ETAC-Kinder|/AB 65% 29% @ 275
. 0,3717 0,9181
Insgesamt |\ ein AB  [65%  31% ﬂ 200

In der ETAC-Kohorte konnte keine statistische signifikante Assoziation des Polymorphismus g.1-693 G>A
mit allergischem Asthma bronchiale gegentiber den ETAC-Kindern ohne allergisches Asthma bronchiale

gefunden werden (Tabelle 19).

Untersuchungen des SNPs auf Assoziationen mit der Frihsensibilisierung gegen Gréaserpollen und
hohem Gesamt-IgE im Serum zeigten in der ETAC-Kohorte keine statistische Signifikanz (Daten nicht

gezeigt).

4.2 Untersuchung weiterer ICOS-SNPs an putativen Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren

Weiterhin wurden vier zuvor beschriebene SNPs an potentiell regulatorischen Stellen in der ICOS-
Promotorregion und im ICOS-Gen (44) anhand der MAS- und ETAC-Kohorte erstmals auf Assoziationen

mit atopischen Erkrankungen untersucht.
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4.2.1 Allelfrequenzen und Genotypverteilungen der ICOS-SNPs g.1-2144 C>T, g.1-2419 T>C,
0.20065 C>G, g.22126 G>T in den Kohorten

In Tabelle 20 sind die Allelfrequenzen der untersuchten SNPs in der MAS- und ETAC-Kohorte dargestellt.

Tabelle 20: Allelfrequenzen ausgewahlter ICOS-Varianten in der MAS-und ETAC-Kohorte

Position Regulatorisches Element MAS-Kohorte | ETAC-Kohorte

g.1-2144 C>T | potentielle NFkappaB-Bindungsstelle | C0.93 | T0.07 | C0.93 | T 0.07

0.1-2419 T>C potentielle Sp1-Bindungsstelle T0.77 | C0.23 | T0.78 | C0.22

g.20065 C>G Intron-2-Verstarker C0.87 | G0.13 | C0.85 | G0.15

0.22126 G>T potentielle Sp1-Bindungsstelle G0.92 | T0.08 nd nd

Die Allelfrequenzen in der MAS- und ETAC-Kohorte waren vergleichbar. Die Allelfrequenzen der
untersuchten SNPs g.1-2144 C>T, g.1-2419 T>C, ¢g.20065 C>G und g.22126 G>T untereinander waren

verschieden (Tabelle 20).

Die Kopplungsungleichgewichts-Analyse der untersuchten ICOS-SNPs ist in Tabelle 21a fur die MAS-
Kohorte und in Tabelle 21b fiir die ETAC-Kohorte dargestellt.

Tabelle 21: R? als Mal3 des Kopplungsungleichgewichts

a: in der MAS-Kohorte b: in der ETAC-Kohorte

Polymorphismenpaare R2

g.1-2144 C>T versus g.1-2419 T>C | 0,1020

0.1-2144 C>T versus g.20065 C>G | 0,3635

g.20065 C>G versus ¢.1-2419 T>C | 0,2807 Polymorphismenpaare R2

0.22126 G>T versus g.1-2144 C>T | 0,0156 0.1-2144 C>T versus 9.1-2419 T>C | 0,1797
g.22126 G>T versus ¢.1-2419 T>C | 0,1035 g.1-2144 C>T versus g.20065 C>G | 0,3220
g.22126 G>T versus g.20065 C>G | 0,3685 g.20065 C>G versus g.1-2419 T>C | 0,5581

Zwischen den Polymorphismenpaaren lag der LD-Koeffizient R2 ndher an 0 (Tabelle 21), so dass ein
Kopplungsungleichgewicht kaum feststellbar war. Ein Wert von 0 weist auf Unabhangigkeit zwischen den

Loki hin. Die SNPs waren nicht gekoppelt und wurden daher individuell betrachtet.
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In Tabelle 22a sind die Genotypverteilungen der untersuchten SNPs in der MAS-Kohorte und in Tabelle

22b in der ETAC-Kohorte dargestellt.

Tabelle 22a: Genotypverteilungen der ausgewéhlten ICOS-SNPs bei Kindern der MAS-Kohorte mit
Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

ICOS-SNPs g.1-2144 C>T||g.1-2419 T>C||g.20065 C>G||g.22126 G>T
Gesamtzahl n=823 n=826 n=826 n=833
Homozygot Wildtyp 87% 59% 76% 85%
Heterozygote 12% 35% 22% 14%
Homozygot Polymorphismus 1% 6% 2% 1%
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht [p(Chi?)] 0,211 0,781 0,547 0,348

Tabelle 22b: Genotypverteilungen der ausgewahlten ICOS-SNPs in der ETAC-Kohorte mit

Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

ICOS-SNPs g.1-2144 C>T||g.1-2419 T>C||g.20065 C>G
Gesamtzahl n=466 n=464 n=469
homozygot Wildtyp 86% 63% 73%
Heterozygote 13% 32% 24%
homozygot Polymorphismus 1% 5% 3%
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht [p(Chi?)] 0,654 0,313 0,079

Die untersuchten Polymorphismen wichen in der Genotypverteilung nicht vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht ab (Tabelle 22a+b).

4.2.2 Assoziationen der SNPs mit atopischen Phanotypen in der MAS-Kohorte

Die folgenden Tabellen zeigen die Ergebnisse der Untersuchung der Polymorphismen g.1-2144 C>T,
g.1-2419 T>C, ¢.20065 C>G und g.22126 G>T der ICOS-Genregion 2qg33 auf Assoziationen mit
allergischen Phanotypen in der MAS-Kohorte.
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Tabelle 23a: Assoziationen des ICOS-SNPs g.1-2144 C>T mit atopischen Erkrankungen gegenuber

den nicht-atopischen Kontrollen in der MAS-Kohorte.

Phanotypen n Genotypverteilung | p (Chi?) | p (Fisher)
CcC TT

149 | 0,99 0,01 0,3749 | 0,5721
atopische Dermatitis im Alter von 2 Jahren
atopische Dermatitis im Alter von 7 Jahren | 90 | 0,99 0,01 0,6594 |1
allergische Rhinitis im Alter von 7 Jahren 72 | 0.99 0,01 08001 |1
allergische Rhinitis im Alter von 10 Jahren 76 | 0,99 0,01 07654 | 1
Polysensibilisierung im Alter von 7 Jahren 183 | 0,99 0.01 05777 | 0,6259
Polysensibilisierung im Alter von 10 Jahren 63 | 099 0.01 02859 | 05574
Asthma im Alter von 7Jahren 75 |1 0 0,2316 | 0,512
Asthma im Alter von 10 Jahren 49 |1 0 0,3332 | 1
nicht-atopische Kontrollen 106 | 0,98 0.02

Bei dem SNP @.1-2144 C>T konnten keine statistischen signifikanten Unterschiede zwischen den
Kindern mit Atopie gegenuber den nicht-atopischen Kontrollen festgestellt werden (Tabelle 23a). Des
Weiteren zeigte sich weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine statistische
signifikante Assoziation des SNPs bei Kindern mit atopischen Phanotypen gegeniiber den Kindern, die

den jeweiligen Phanotyp in der entsprechenden Altersklasse nicht aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

Der SNP @.1-2144 C>T zeigte weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine
statistische signifikante Assoziation in der Untergruppe der Asthmatiker mit spezifischer Sensibilisierung
gegen Inhalationsallergene oder Hausstaubmilben im Alter von sieben Jahren (Daten nicht gezeigt). Eine
statistische signifikante Assoziation konnte fur das T-Allel an Position g.1-2144 mit allergischer
Polysensibilisierung (= zwei Sensibilisierungen) gegentber Monosensibilisierung (eine Sensibilisierung)
in der CAP-Klasse | im Alter von sieben Jahren im Chi-Quadrat-Test gezeigt werden (p=0.0497). Diese
statistische signifikante Assoziation war weder in der CAP-Klasse Il noch im Alter von zehn Jahren
nachweisbar. Auch im Exakten Test nach Fisher zeigte sich keine statistische signifikante Assoziation

des SNPs zwischen allergischer Polysensibilisierung und Monosensibilisierung (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 23b: Assoziation des ICOS-SNPs g.1-2419 T>C mit atopischen Ph&notypen gegentuber den

nicht-atopischen Kontrollen in der MAS-Kohorte.

Phanotypen n Genotypverteilung | p (Chi?) | p (Fisher)
TT cC

117 | 0,95 0,05 0,1178 | 0,1708
atopische Dermatitis im Alter von 2 Jahren
atopische Dermatitis im Alter von 7 Jahren | 69 | 0,93 0,07 0,4174 | 0,5753
allergische Rhinitis im Alter von 7 Jahren 52 | 096 0.04 01377 | 0,2003
allergische Rhinitis im Alter von 10 Jahren 54 | 096 0.04 01233 | 0,1988
Polysensibilisierung im Alter von 7 Jahren 134 | 0,94 0,06 01759 | 0,1982
Polysensibilisierung im Alter von 10 Jahren 130 | 0,95 0.05 01265 | 0.1799
Asthma im Alter von 7Jahren 58 | 0,95 0,05 0,219 0,359
Asthma im Alter von 10 Jahren 36 |1 0 0,0374 | 0,0553
nicht-atopische Kontrollen 81 | 0,89 011

Das C-Allel an Position ¢g.1-2419 T>C zeigte im Alter von zehn Jahren eine statistische signifikante
Assoziation mit der Entwicklung von allergischem Asthma bronchiale gegeniiber den nicht-atopischen
Kontrollen (Tabelle 23b). Diese statistische signifikante Assoziation des SNPs konnte auch zwischen
Kindern mit Asthma bronchiale im Alter von zehn Jahren (n=36) und Kindern ohne Asthma bronchiale im
Alter von zehn Jahren (n=388) belegt werden [p (Chi?)=0,0491]. Mit dem Exakten Test nach Fisher ergab
sich keine statistische Signifikanz [p (Fisher)=0,0606]. In der Untergruppe der Asthmatiker mit
spezifischer Sensibilisierung gegen Inhalationsallergene oder Hausstaubmilben zeigte der SNP g.1-2419
T>C weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine statistische signifikante
Assoziation im Alter von sieben Jahren (Daten nicht gezeigt). Der SNP g.1-2419 T>C zeigte weder im
Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine statistische signifikante Assoziation mit
allergischer Polysensibilisierung gegeniiber Monosensibilisierung bei der Betrachtung der CAP-Klasse |

und Il im Alter von sieben und zehn Jahren in der MAS-Kohorte (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 23c: Assoziation des ICOS-SNP ¢.20065 C>G mit atopischen Phénotypen gegenuber den

nicht-atopischen Kontrollen in der MAS-Kohorte.

Phanotypen n Genotypverteilung | p (Chi?) | p (Fisher)
CcC GG

136 | 0,98 0,02 0,5959 | 0,6831
atopische Dermatitis im Alter von 2 Jahren
atopische Dermatitis im Alter von 7 Jahren | 79 | 0,97 0,03 0,7494 | 1
allergische Rhinitis im Alter von 7 Jahren 62 | 097 0.03 09609 | 1
allergische Rhinitis im Alter von 10 Jahren 68 | 0,96 0,04 0736 1
Polysensibilisierung im Alter von 7 Jahren 166 | 0,99 0.01 02344 | 0,3462
Polysensibilisierung im Alter von 10 Jahren 158 | 0,97 0.03 07028 | 0,7049
Asthma im Alter von 7Jahren 61 |1 0 0,1475 | 0,2713
Asthma im Alter von 10 Jahren 4 |1 0 0,218 0,5505
nicht-atopische Kontrollen 89 | 097 0.03

Bei dem SNP g.20065 C>G konnten keine statistischen signifikanten Unterschiede zwischen den Kindern
mit Atopie gegenuber den nicht-atopischen Kontrollen festgestellt werden (Tabelle 23c). Des Weiteren
zeigte sich weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine statistische signifikante
Assoziation des SNPs bei Kindern mit atopischen Phénotypen gegenuber den Kindern, die den jeweiligen
Phéanotyp in der entsprechenden Altersklasse nicht aufwiesen (Daten nicht gezeigt). In der Untergruppe
der Asthmatiker mit spezifischer Sensibilisierung gegen Inhalationsallergene oder Hausstaubmilben
zeigte der SNP g.20065 C>G weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine
statistische signifikante Assoziation im Alter von sieben Jahren (Daten nicht gezeigt). Der SNP g.20065
C>G zeigte weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine statistische signifikante
Assoziation mit allergischer Polysensibilisierung gegeniiber Monosensibilisierung bei der Betrachtung der

CAP-Klasse | und Il im Alter von sieben und zehn Jahren in der MAS-Kohorte (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 23d: Assoziation des ICOS-SNP ¢g.22126 G>T mit atopischen Phanotypen gegentber den

nicht-atopischen Kontrollen in der MAS-Kohorte.

Phanotypen n Genotypverteilung | p (Chi?) | p (Fisher)
GG TT

147 | 0,99 0,01 03971 |1
atopische Dermatitis im Alter von 2 Jahren
atopische Dermatitis im Alter von 7 Jahren | 89 | 0,97 0,03 0,058 0,0948
allergische Rhinitis im Alter von 7 Jahren 68 | 098 0.02 02127 | 03931
allergische Rhinitis im Alter von 10 Jahren 80 | 0.99 0,01 02507 | 0,4324
Polysensibilisierung im Alter von 7 Jahren 190 | 0,98 0.02 01956 | 0.5549
Polysensibilisierung im Alter von 10 Jahren 188 | 0,99 0.01 04541 |1
Asthma im Alter von 7Jahren 69 | 0,98 0,02 0,216 0,3966
Asthma im Alter von 10 Jahren 51 | 0,98 0,02 0,15 0,3269
nicht-atopische Kontrollen 105 | 0 1

Bei dem SNP g.22126 G>T konnten keine statistischen signifikanten Unterschiede zwischen den Kindern
mit Atopie gegenuber den nicht-atopischen Kontrollen festgestellt werden (Tabelle 23d). In der
Untergruppe der Asthmatiker mit spezifischer Sensibilisierung gegen Inhalationsallergene oder
Hausstaubmilben zeigte der SNP g.22126 G>T weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach
Fisher eine statistische signifikante Assoziation im Alter von sieben Jahren (Daten nicht gezeigt). Der
SNP ¢.22126 G>T zeigte weder im Chi-Quadrat-Test noch im Exakten Test nach Fisher eine statistische
signifikante Assoziation mit allergischer Polysensibilisierung gegeniiber Monosensibilisierung bei der
Betrachtung der CAP-Klasse | und Il im Alter von sieben und zehn Jahren in der MAS-Kohorte (Daten

nicht gezeigt).
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Jedoch zeigte der ICOS-SNPs ¢.22126 G>T bei MAS-Kindern mit atopischer Dermatitis (AD) gegentber
den MAS-Kindern ohne atopische Dermatitis im Alter von sieben Jahren eine statistische signifikante

Assoziation (Tabelle 23e).

Zusatzlich erfolgten die entsprechenden statistischen Berechnungen auch nach den ISAAC-Kriterien. In
dieser Studie basierte die Definition von atopischer Dermatitis auf der Aussage der Eltern Uber eine

vorangegangene arztliche Diagnose der Erkrankung (Tabelle 23e).

Tabelle 23e: Assoziation des ICOS-SNPs ¢.22126 G>T bei MAS-Kindern mit atopischer Dermatitis

(AD) gegenuber den MAS-Kindern ohne atopische Dermatitis im Alter von 7 und 10 Jahren.

7 Jahre 10Jahre
9.22126 G>T _ ISAAC ISAAC ISAAC ISAAC
AD  Keine AD| “pp keine AD AD keine AD

GG 97% | 99% 98% 99% 97% 99%

T 3% 1% 2% 1% 3% 1%

n 89 564 43 636 40 541
p (Chi2) 0,0091 0,2965 0,3415
p (Fisher) 0,036 0,3257 0,3494

Das T-Allel an Position g.22126 (G>T) zeigte eine statistische signifikante Assoziation bei Kindern mit
atopischer Dermatitis gegentiber den Kindern ohne atopische Dermatitis im Alter von sieben Jahren
(Tabelle 23e). Unter Verwendung der ISAAC-Definition zeigte der SNP weder im Alter von sieben Jahren
noch im Alter von zehn Jahren eine statistische signifikante Assoziation bei Kindern mit atopischer

Dermatitis im Vergleich zu den Kindern ohne atopische Dermatitis (Tabelle 23e).
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In der Tabelle 24 ist die Assoziation der ausgewahlten ICOS-SNPs mit dem Ausmald der bronchialen

Reaktivitat auf Histamin dargestellt.

Tabelle 24: Assoziation der ausgewahlten ICOS-SNPs mit erniedrigter FEV1 im Alter von 7 Jahren
in der MAS-Kohorte

PC20FEV1 SNP 1versus 3
p(Chi?) | p(Fisher) | p (Wilcoxon)

alle Kinder: g.1-2144 C>T| 0.3190 | 1.000 0,0975
nur Kinder mit 0.3655| 1.000 0,2557
Aeroallergensensibilisierung

alle Kinder: g.1-2419 T>C | 0.3922 | 0.5970 0,0541
nur Kinder mit 0.7298 | 1.000 0,8567
Aeroallergensensibilisierung

alle Kinder: g.20065 C>G | 0.1460 | 0.2264 0,0944
nur Kinder mit 0.2976 | 0.5670 0,0688
Aeroallergensensibilisierung

alle Kinder: g.22126 G>T | 0.4443 | 1.000 0,2047
nur Kinder mit 0.5331| 1.000 0,2364
Aeroallergensensibilisierung

Das C-Allel an Position g.1-2419 (T>C) war im Wilcoxon-Test bei der Betrachtung aller Kinder im Alter
von sieben Jahren mit einer Einschrédnkung der Lungenfunktion assoziiert. Die anderen SNPs zeigten
keine statistische signifikante Assoziation bei der Provokationskonzentration von Histamin mit 20%-igem
FEV1-Abfall. Die PC20FEV1 unterschied sich auch nicht statistisch signifikant zwischen den Genotypen

der SNPs in der Untergruppe der Kinder mit Sensibilisierung gegen Inhalationsallergene (Tabelle 24).
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Die vier ICOS-SNPs wurden des Weiteren hinsichtlich Assoziationen mit spezifischen Sensibilisierungen

gegen herkémmliche Allergene und mit hohem Gesamt-IgE untersucht.

Die Tabelle 25 zeigt die Untersuchung der ICOS-SNPs auf Assoziationen mit spezifischer
Sensibilisierung gegen Gréaserpollen in verschiedenen Altersstufen. Atopie wurde als hohes spezifisches

IgE=0,35kU/I gegen Graserpollen festgelegt.

Tabelle 25: Assoziation der ICOS-SNPs mit hohem spezifischem IgE gegen Graserpollen

gegenuber niedrigem spezifischen IgE gegen Graserpollen

Alter SNP p-Wert
homocygot Wildtyp versus homozygot Polymorphismus
p(Chi?) p(Fisher) p (Wilcoxon)

1 Jahr g.1-2144 C>T | 0.0002 0.0648 0,0002

7 Jahre 0.8345 1.0000 0,9233
10 Jahre 0.8575 1.0000 0,9926

1 Jahr g.1-2419 T>C | 0.0003 0.0096 0,0003

7 Jahre 0.4608 0.5295 0,3859
10 Jahre 0.1639 0.2003 0,2262

1 Jahr g.20065 C>G | 0.0184 0.1313 0,0179

7 Jahre 0.4586 0.7427 0,4921
10 Jahre 0.6933 1.0000 0,7421

1 Jahr 0.22126 G>T | 0.7572 1.0000 0,7623

7 Jahre 0.9899 1.0000 1

10 Jahre 0.5362 0.5104 0,5303

Es zeigten sich statistische signifikante Assoziationen der drei SNPs ¢.1-2144 C>T, g.1-2419 T>C und
0.20065 C>G mit einer Sensibilisierung gegen Graserpollen (Tabelle 25). Die Assoziationen bestanden
jedoch nur im Alter von einem Jahr und konnten nicht mehr im Alter von sieben und zehn Jahren

beobachtet werden.
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Das T-Allel an Position g.1-2144 C>T zeigte eine statistische signifikante Assoziation mit einer
Sensibilisierung gegen Gréaserpollen im ersten Lebensjahr in der MAS-Kohorte (Tabelle 25). Die
grassspezifischen IgE-Werte waren bei den homozygoten Trégern des T-Allels mit 0,14 kU/I héher als bei
den homozygoten Tragern des C-Wildtypallels und bei den heterozygoten Tragern (0,01 kU/I) (Abb. 6).

Abb. 6: Grasspezifische IgE-Serumkonzentration bei Kindern der MAS-Kohorte im Alter von 1 Jahr

fur die verschiedenen Genotypen im Promotor des ICOS-Gens an Position g.1-2144 C>T
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Das ebenfalls mit einer Frihsensibilisierung gegen Graserpollen assoziierte C-Allel an Position g.1-2419
T>C (Tabelle 25) zeigte im Alter von zehn Jahren eine statistische signifikante Assoziation mit der
Entwicklung von allergischem Asthma bronchiale bei Kindern der MAS-Kohorte verglichen mit den nicht-
atopischen Kontrollen (Tabelle 23b). Die grassspezifischen IgE-Werte waren bei den homozygoten
Tragern des C-Allels mit 0,04 kU/I hoher als bei den homozygoten Tragern des T-Wildtypallels und bei
den heterozygoten Tragern (0,01 kU/I) (Abb. 7).

Abb. 7: Grasspezifische IgE-Serumkonzentration bei Kindern der MAS-Kohorte im Alter von 1 Jahr

fur die verschiedenen Genotypen im Promotor des ICOS-Gens an Position g.1-2419 T>C
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Auch der Genotyp GG an Position g.20065 C>G (IVS3+126) zeigte eine statistische signifikante
Assoziation mit einer Fruhsensibilisierung gegen Graserpollen in der MAS-Kohorte (Tabelle 25). Die
grassspezifischen IgE-Werte der Kinder im ersten Lebensjahr waren bei den homozygoten Tragern des
mutierten G-Allels mit 0,06 kU/l héher als bei den homozygoten Tragern des C-Wildtypallels und den
heterozygoten Tragern (0,01 kU/l) (Abb. 8).

Abb. 8: Grasspezifische IgE-Serumkonzentration bei Kindern der MAS-Kohorte im Alter von 1 Jahr

fir die verschiedenen Genotypen des ICOS-Gens an Position g.20065 C>G
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Ein weiterer evaluierter SNP g.22126 G>T zeigte in der MAS-Kohorte keine statistische signifikante

Assoziation mit einer Friihsensibilisierung gegen Graserpollen (Tabelle 25).

Interessanterweise zeigte der bereits mit atopischer Dermatitis im Alter von sieben Jahren assoziierte TT-
Genotyp an Position g.22126 G>T (Tabelle 23e) auch eine statistische signifikante Assoziation mit
spezifischer Sensibilisierung gegen Kuhmilch im Alter von sieben Jahren (p=0,0236, p ist der p-Wert des
Wilcoxon-Test bei der Betrachtung der Genotypen 1 versus 3). Zwischen den anderen drei SNPs und
spezifischen IgE-Werten gegen Kuhmilch konnte keine statistische signifikante Assoziation gefunden

werden (Daten nicht gezeigt).

Weitere Untersuchungen der ICOS-SNPs auf Assoziationen mit spezifischen Sensibilisierungen gegen

Hausstaubmilben, Innenallergenen, AuRenallergenen, Inhalationsallergenen, Birke, Katze, Hund,



Huhnerei, Soja und Weizen waren nicht mit einem der untersuchten Genotypen assoziiert (Daten nicht

gezeigt).

In der Tabelle 26a ist die Assoziation der ausgewahlten ICOS-SNPs mit hohem Gesamt-IgE iber der 85.
Kohortenperzentile gegentiber niedrigem Gesamt-IgE unter der 15. Kohortenperzentile bei Kindern der

MAS-Kohorte im Alter von sieben und zehn Jahren dargestellt.

Tabelle 26a: Assoziation der ICOS-SNPs mit hohem Gesamt-IgE tUber der 85. Kohortenperzentile

(P) gegeniiber niedrigem Gesamt-IgE unter der 15. Kohortenperzentile bei Kindern der MAS-

Kohorte im Alter von 7 und 10 Jahren.

ISC,\?PSS Alter |Phanotyp HC\)/{/Ti]l?thi//got Polg?nn;?;z?s%ius p (Chi?) |p (Fisher)
lg.1-2144] [IgE>85.P | 100% 0% 83|

(C>T) [IgE<15P  98% 2% 87| 01647 0,473
lg.1-2419| [IgE>85.P | 92% 8% 65|

(T>C) [IgE<15P = 89% 11% 67| 05819 0.7638
g.20065| roahre [IgE>85.P | 99% 1% 69|

(C>G) lIgE<15P  97% 3% 72| 05847 1,000
|9.22126 [IgE>85.P | 99% 1% 80| 02084 | 04810
| (G>T) | [IgE<15.P  100% 0% lss| '
l9.1-2144] [IgE>85.P = 100% 0% 64| 0182 | 04s8e

(C>T) [IgE<15P  97% 3% [ '
lg.1-2419| [IgE>85.P | 90% 10% |9 02797 | 04031

(T>C) lIgE<15P  83% 17% 57 '
9.20065 | todare [IgE>85.P | 96% 4% 51|

(C>G) lIgE<15.P  98% 2% I57] 04939 0.6013
|g.22126 |IgE>85.P  98% 2% l67]
| (G>T) | [IgE<15P  100% 0% 72| 02982 0.4820
lg.1-2144] [IgE>85.P | 100% 0% 36| 01398 | 09523

(C>T) [IgE<15P  94% 6% 34 '
lg.1-2419| [IgE>85.P | 90% 10% 31

(T>C) |7 und 10| IgE<15.P = 80% 20% 30| 0:2557 | 10,3008
[g.20065| Jahre |[1gE>85.P | 96% 4% 27|

(C>G) [IgE<15.P  100% 0% 23| 035121 1,000
|g.22126| |IgE>85.P | 97% 3% 39| 03471 | 10000
| (G>T) | [IgE<15P  100% 0% 34 '
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Die Genotypverteilungen der SNPs mit hohem Gesamt-IgE Uber der 85. Kohortenperzentile und
niedrigem Gesamt-IgE unter der 15. Kohortenperzentile zeigten keine statistischen signifikanten
Unterschiede zu den Untersuchungszeitpunkten im Alter von sieben und zehn Jahren (Tabelle 26a).

Die Tabelle 26b zeigt die Genotypverteilung des SNPs ¢.1-2419 T>C mit hohem Gesamt-IgE in

verschiedenen Altersstufen exemplarisch fir die vier untersuchten ICOS-SNPs.

Tabelle 26b: Assoziation des SNPs g.1-2419 T>C mit hohem Gesamt-IgE in verschiedenen
Altersstufen in der MAS-Kohorte. P-gesamt ist der p-Wert des Kruskal-Wallis-Test.

Alter TT TC CC | p-gesamt p-Wert
1 2 3 Wilcoxon 12 vs 3 | Wilcoxon 1 vs 23 | Wilcoxon 1 vs 3
1J 59% 36% 5% 0.1913 0.2506 0.0932 0.1580

n=357 | n=218 | n=33

2] 60% 35% 5% 0.1218 0.0706 0.1477 0.0490
n=334 | n=193 | n=29

3J 59% 35% 6% 0.0665 0.1034 0.0377 0.0596
n=308 | n=186 | n=32

5] 58% 36% 6% 0.1151 0.0725 0.1266 0.0507
n=352 | n=217 | n=35

6J 59% 35% 6% 0.1926 0.0710 0.7206 0.0845
n=293 | n=173 | n=27

7] 60% 35% 5% 0.6182 0.5318 0.3658 0.4556
n=385 | n=221 | n=34

10J 60% 35% 6% 0.5332 0.2880 0.5122 0.2859
n=323 | n=187 | n=30

Das C-Allel an Position g.1-2419 T>C war statistisch signifikant mit hohem Gesamt-IgE in der MAS-
Kohorte im Alter von zwei bis funf Jahren assoziiert (Tabelle 26b). Diese statistische signifikante
Assoziation zeigte sich jedoch beim Vergleich der homozygoten Mutante mit dem homozygoten Wildtyp
nur im Alter von zwei und finf Jahren sowie bei der Betrachtung von homozygot Wildtyp versus
Heterozygote oder homozygot Polymorphismus nur im Alter von drei Jahren (Tabelle 26b). Bei den
anderen drei SNPs konnten keine statistischen signifikanten Assoziationen mit hohem Gesamt-IgE

gefunden werden (Daten nicht gezeigt).
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Evaluation der SNPs in der ETAC-Kohorte

Aufgrund der in der MAS-Kohorte beobachteten statistischen signifikanten Assoziation der drei ICOS-
SNPs mit einer Frihsensibilisierung gegen Gréaserpollen bei einer relativ geringen Zahl von Kindern
wurde die ETAC-Kohorte hinzugezogen, da hier gehauft Kinder mit Frihsensibilisierung gegen
Aeroallergene eingeschlossen wurden. In der ETAC-Kohorte war der Genotyp GG an Position g.20065
C>G im Chi-Quadrat-Test (p=0,001848) und im Exakten Test nach Fisher (p=0,0097) statistisch
signifikant mit einer Frihsensibilisierung gegen Graserpollen assoziiert. Das C-Allel an Position g.1-2419
T>C zeigte des Weiteren eine statistische signifikante Assoziation mit hohem spezifischem IgE gegen
Graserpollen [p (Chi?)=0,032412] und hohem Gesamt-IgE im Serum im Alter von zwei bis drei Jahren in
der ETAC-Kohorte [p (Chi2)=0,051480].

Wie in Tabelle 27 dargestellt, wurden die drei in der MAS-Kohorte mit einer Frihsensibilisierung gegen
Graserpollen assoziierten ICOS-Polymorphismen auch auf Assoziationen mit allergischem Asthma
bronchiale in der ETAC-Kohorte untersucht. Im dominanten Modell sind die Polymorphismen mit den

Heterozygoten zusammengefasst, im rezessiven Modell werden die Polymorphismen einzeln betrachtet.

Tabelle 27: Assoziation der ICOS-SNPs mit Asthma gegentber den ETAC-Kindern ohne Asthma im
Alter von 4-5 Jahren.

ICOS- | phanot Homozygot | i erozygot o oat n P P
SNPs YP I wildtyp Y9 morz(r)mli}sl,-mus (dominant) | (rezessiv)
Lo1as Asthma 86% 13% 1% 273
g9-% cein 0,9797 0,8049
C>T Asthima 86% 13% 1% 193
o410 Asthma 62% 32% 6% 271
9. cein 0,9418 0,4574
T>C Asthima 62% 33% 5% 193
Asthma 70% 26% 4% 274
20065
g cein 0,1908 0,3161
C>G Asthima 76% 22% 2% 195

Weder im dominanten noch im rezessiven Modell konnte eine statistische signifikante Assoziation der
ICOS-SNPs mit allergischem Asthma bronchiale im Vergleich zu den ETAC-Kindern ohne allergisches

Asthma bronchiale festgestellt werden (Tabelle 27).
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5 Diskussion

Angesichts des Anstiegs allergischer Erkrankungen mit individuell eingeschrankter Lebensqualitat und
hoher soziotkonomischer Belastung wére es von grof3em Nutzen, frih praventive MaRnahmen ergreifen
zu kénnen. Derzeit grofdter Risikofaktor fur die Manifestation allergischer Erkrankungen ist die positive
atopische Familienanamnese. Spezifische molekulargenetische Marker dagegen fehlen bisher. Ziel
dieser Arbeit war es, in einem kandidatengenorientierten Ansatz neue pradiktive Marker fur eine
allergische Pradisposition zu finden. Hierzu wurden sechs SNPs im ICOS-Gen auf ihre Assoziation mit
der Entwicklung allergischer Erkrankungen bei Kindern europaischen Ursprungs untersucht. Das
kostimulatorische Molekil ICOS spielt eine wichtige Rolle bei der Frih- und Spéatreaktion der allergischen
Immunantwort im Mausmodell (12, 25, 35, 39, 79, 80, 86, 112, 113, 118). Auch beim Menschen konnte
an ICOS-defizienten Patienten der Einfluss von ICOS auf die T-zellabhangige Antikdrper-Antwort und
insbesondere auch auf die IgE-Produktion gezeigt werden (41). Daruber hinaus wurde die Assoziation
zweier 1ICOS-Polymorphismen mit allergischer Sensibilisierung gegen Aeroallergene in einer Hutterer-
Population beschrieben (103). Einer dieser SNPs liegt an einer funktionellen NFkappaB-Bindungsstelle
(103). In vorliegender Arbeit wurden diese beiden SNPs und vier weitere SNPs, die an potentiell
regulatorischen Stellen der ICOS-Promotorregion und des ICOS-Gens liegen (44), in zwei grof3en

europaischen padiatrischen Kohorten untersucht.

5.1 Diskussion der Studien-Kohorten und Methoden

Die MAS-Kohorte ist mit 1.314 Neugeborenen eine sehr geeignete Geburtskohorte hinsichtlich der
Untersuchung genetischer Marker zu Assoziationen mit atopischen Phanotypen. Die hohe Fallzahl erhdht
die Aussagekraft, erleichtert es, Assoziationen aufzudecken, und reduziert falsch positive Ergebnisse. Die
standardisierte und longitudinale Charakterisierung der Kinder hinsichtlich atopischer Phanotypen uber
mehr als zehn Jahre minimiert sowohl falsch positive als auch falsch negative Befunde. Dies ist von
Vorteil fur die objektive Definition der atopischen Phanotypen und Kontrollen. Dazu tréagt zudem die hohe
Teilnehmerzahl und die geforderte Arztdiagnose bei sowie die Tatsache, dass von allen Neugeborenen
von den Eltern ausgefiillte standardisierte Fragebtgen zur anamnestischen Erhebung des familiaren
Atopierisikos vorlagen (72). Kenntnisse Uber den Expositionsstatus umfassten unter anderem
Atemwegsinfekte, Rauchen, Haustierhaltung und Stillen (42, 55, 56, 67, 72, 73).

Bei den MAS-Kindern im Alter von sieben, zehn und 13 Jahren erfolgten in allen Zentren die Messungen
hinsichtlich der Lungenfunktion einheitlich mit einem Bodyplethysmographen der Firma Master-Lab, E.
Jaeger, Wirzburg, Deutschland (91). Eine zusatzliche Objektivierung konnte mittels einheitlicher
paraklinischer Messtechniken bei der Bestimmung der spezifischen IgE- und Gesamt-lgE-Werte im

Serum (CAP-RAST-FEIA, Pharmacia, Freiburg, Deutschland) gewahrleistet werden.
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Falsch positive Klassifizierungen sind dennoch nicht auszuschlieBen, da der Anteil der Teilnehmer an
Blutabnahmen relativ niedrig war. Insgesamt konnte von 81% aller teilnehmenden MAS-Kinder zumindest

eine Blutprobe gewonnen werden (55).

Bei den komplexen genetischen Erkrankungen, wie es die allergischen Erkrankungen sind, ist die
Uberpriifung positiver und negativer Daten in mindestens einer unabhangigen Population erforderlich, um
die statistische Aussagekraft zu erhdhen. So wurde als zweite Kohorte die ETAC-Kohorte herangezogen,
eine ebenfalls padiatrische standardisierte Longitudinalstudie mit weif3em ethnischem Hintergrund.
Vergleicht man die verschiedenen Studienzentren dieser beiden Multicenterstudien kdnnen
Selektionsbias durch unterschiedliche Umweltbedingungen angenommen werden. Die MAS-Kohorte
kénnte wegen der Verteilung auf nur sechs deutschen Zentren, davon zwei in Berlin (45 %) und jeweils
eines in Freiburg, Mainz, Disseldorf und Minchen (42, 55) homogener als die ETAC-Kohorte mit 56

Zentren in zwolf europdischen Landern und Kanada sein (33).

In Anbetracht der nahezu identischen Allelfrequenzen zwischen den beiden Kohorten (Tabelle 29) dirfte
es sich jedoch um nicht relevante Umweltbedingungen mit nur geringem Selektionsdruck auf den
Genpool handeln, sodass die beiden Kohorten hinsichtlich der genetischen Analyse recht valide
Aussagen fur europaische Kinder liefern durften. Wie in der MAS- lagen auch in der ETAC-Kohorte
Aussagen zu Umweltfaktoren wie Exposition gegeniber Haustiere und Tabakrauch vor (33). Kritisch
anzumerken ist, dass die ETAC-Kohorte eine durchweg sehr junge Atopikerpopulation darstellt, denn alle
817 Kinder im Alter von zwolf bis 24 Monaten hatten eine positive atopische Familienanamnese und litten
selbst unter einer atopischen Dermatitis (37). In der Folge haben alle ETAC-Kinder ein hohes
genetisches Risiko fiir Atopie. Hingegen handelt es sich in der MAS-Kohorte um eine zu einem Drittel

angereicherte Risikopopulation hinsichtlich Atopiepradisposition.

Wahrend 10% der ETAC-Kinder aus der sogenannten Intention-To-Treat Population mit einem
Durchschnittsalter von siebenzehn Monaten eine erhohte spezifische Sensibilisierung gegeniber
Graserpollen aufwiesen (33), waren es 6,2 % der MAS-Kinder in den ersten beiden Lebensjahren (55).
Im Vergleich zur MAS-Kohorte war also in der ETAC-Kohorte von einer noch héheren Pravalenz fir

allergische Erkrankungen, speziell mit hohem Risiko friiher allergischer Sensibilisierungen, zu rechnen.

Wie in der MAS- war auch in der ETAC-Kohorte der Verlust durch Drop-out geringer als erwartet. Eine
relativ starke Verringerung des Gesamtkollektivs in der Nachbehandlungsphase ging auf den Ausschluss
von Zentren zuriick, die weniger als zehn Patienten rekrutierten (116). In diese Richtung kénnten die
Studienergebnisse verzerrt worden sein. Der prozentuale Verlust zwischen den einzelnen
Teilnehmergruppen der Behandelten und Nichtbehandelten war nahezu vergleichbar. Zum Ende der
Behandlungsphase hin sank die Teilnehmerzahl in der Placebogruppe von 87 % nach 18 Monaten auf
69 % nach 36 Monaten sowie in der Ceterizingruppe entsprechend von 89 % auf 69 %. Die Kinder, die
bis zum Ende in der Studie verblieben, unterschieden sich hinsichtlich der biologischen Marker Alter,
Geschlecht, positive atopische Familienanamnese und SCORAD-Score kaum von jenen, die vorzeitig
ausschieden (116). Die verringerte Teilnehmerzahl bringt einen Nachteil fir die statistische Auswertung

mit sich, denn daraus konnten falsch positive Befunde resultieren.
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Auch falsch negative Befunde missen beachtet werden, da der Asthmastatus in der ETAC-Kohorte
bereits sehr frih, nach einem Beobachtungszeitraum von nur drei Jahren, erhoben wurde. In der MAS-
Kohorte war der spate Gipfel einer Haufung von Asthma bereits mit 10,3 % im flnften Lebensjahr erreicht

(42). In Deutschland zeichnete sich folgendes Bild ab:

Tabelle 28a: Lebenszeitpravalenz von Tabelle 28b: Pravalenz von Asthma in den
Asthma (101) letzten 12 Monaten (101)
Gesamt | Madchen | Jungen Gesamt | Madchen | Jungen
0-17 Jahre | 4,7 3,9 5,5 0-17 Jahre | 3 2,5 3,4
0-2 Jahre 0,5 0,3 0,8 0-2 Jahre 0,5 0,3 0,7
3-6 Jahre 2,7 1,8 3,6 3-6 Jahre 2,0 1,3 2,7
7-10 Jahre | 4,7 3,7 5,6 7-10 Jahre | 3,2 2,5 3.8
11-13 Jahre | 7,0 5,4 8,6 11-13 Jahre | 4,4 3,1 55
14-17 Jahre | 7,0 6,7 7,2 14-17 Jahre | 3,9 4,2 3,7

Angaben in %

Eine Einschrankung der Vergleichbarkeit der Studienergebnisse durfte gering sein, da viele objektive
Parameter — wie die longitudinalen standardisierten Fragebtgen und Untersuchungen, einschlief3lich

einer geforderten Arztdiagnose — beachtet worden sind.

Fur die Bestimmung der Gesamt- und spezifischen IgE-Werte wurde in der ETAC-Kohorte die gleiche
Messtechnik angewandt wie in der MAS-Kohorte (CAP-RAST-System). Die hier angewandte einheitliche
serologische IgE-Bestimmung lasst eine gute Vergleichbarkeit der beiden Studienkohorten zu.

Fur die vorliegende Arbeit stand DNS aus EDTA-Blut von 62 % der MAS-Kinder im Alter von vier Jahren
(820 von 1314) und 58 % der ETAC-Kinder in den ersten zwei Lebensjahren (460 von 795) zur
Verfugung. Der relativ hohe Drop-out aus der Grundgesamtheit beruht auf dem fehlenden Einverstandnis
der Eltern fur genetische Untersuchungen. Die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse sinkt
allerdings durch die Wahl von zwei unabhéangigen Kohorten. Mit dem LightCycler PCR-Analysesystem
steht ein im Vergleich zur konventionellen PCR &uRerst schnelles und flexibles Real-Time-PCR-System
zur Verfigung (78, 82). Die kurzen PCR-Zeiten sind bedingt durch die schnellen Temperaturanderungen
aufgrund der Luftzirkulation und der Glaskapillaren. Die gemeinsame Reaktionskammer fir alle 32
Kapillaren gewéhrt eine sehr gute Reproduzierbarkeit und Quantifizierung der Ergebnisse und birgt den
Vorteil des kleinen Probenvolumens. Das hohe Kontaminationsrisiko, welches am Ende einer
konventionellen PCR gegeben war, entféllt (78, 82). Mit dem LightCycler-Nachweisverfahren erhalt man
sofort eine qualitative Aussage, da man in Echtzeit die Fluoreszenzsignalveranderungen der einzelnen

Proben am Bildschirm noch wahrend der Amplifikation verfolgen kann.



62

5.2 Unterschiede in den Allelfrequenzen der untersuchten ICOS-SNPs

Shilling und Mitarbeiter untersuchten insgesamt elf SNPs im ICOS-Gen hinsichtlich einer Assoziation mit
positivem Hautpricktest auf Allergene, bronchiale Hyperreagibilitdst bei Metacholin-Provokation und
Gesamt-IgE. Die Untersuchung umfasste 750 Individuen einer erwachsenen Hutterer-Population. Die
Autoren identifizierten eine funktionelle NFkappaB-Bindungsstelle in der ICOS-Promotorregion an
Position g.1-1413 G>A und zeigten, dass diese bei G>A-Alleltransition funktionslos war. Bei Austausch
der Base G-gegen A kam es nicht zur NFkappaB-Bindung. Des Weiteren erwies sich, dass das A-Allel
des SNPs g.1-1413 mit dem A-Allel des SNPs g.1-693 im Kopplungsungleichgewicht war. Beide SNPs
waren signifikant mit erhéhtem Gesamt-lgE im Serum, Th2-Zytokinproduktion und allergischer
Sensibilisierung gegen Aeroallergene assoziiert (103). In einer danischen Studie wurden diese beiden
SNPs zuerst erwahnt (44). Etwas spater wurde der ICOS-SNP -693 G>A in einer finnischen Studie an
106 Familien mit Zoliakie analysiert (47). Bislang liegt allerdings noch keine Studie vor, in welcher die

Ergebnisse von Shilling et al. hinsichtlich der Assoziation mit Atopie repliziert wurden.

In vorliegender Arbeit wird nun erstmals untersucht, ob sich diese SNPs als pradiktive Marker fur
atopische Erkrankungen bei européaischen Kindern eignen. Zusatzlich wurden vier weitere von Haaning
beschriebene SNPs an putativen regulatorischen Stellen im ICOS-Gen untersucht. Davon ist der SNP
0.1-2144 C>T (rs11889031) ebenfalls an einer potentiellen NFkappaB-Bindungsstelle lokalisiert, der SNP
g.1-2419 T>C an einer potentiellen Spl-Bindungsstelle. Die beiden anderen ICOS-SNPs sind an
potentiell regulatorischen Stellen des Intron 3 und 4 lokalisiert. Der SNP ¢.20065 C>G (IVS3+126) ist ein
Intron-2-Verstarker. Er wurde als ein Verstarker im Intron 2 des Apolipoprotein B beschrieben. Der SNP
0.22126 G>T (IVS4-620) ist an einer potentiellen Spl-Bindungsstelle im Intron 4 lokalisiert (44). Die
Allelfrequenzen in der MAS- und ETAC-Kohorte entsprechen bei allen untersuchten SNPs denen der
initial beschriebenen in der danischen Kohorte (44), wahrend die SNPs in der Hutterer-Population (103)

angereichert zu sein scheinen (Tabelle 29).
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Tabelle 29: Vergleich der Allelfrequenzen der ausgewéahlten ICOS-Varianten g.1-693 G>A, ¢g.1-1413
G>A, g.1-2144 C>T, g.1-2419 T>C, g.20065 C>G, g.22126 G>T in verschiedenen europdischen

Kohorten.

Allelfrequenzen

Position

MAS-
Kohorte

ETAC-
Kohorte

danische
Kohorte (44)

Hutterer-
Population (103)

finnische
Kohorte (47)

9.1-693

G 0,78 A0,22

G 0,82 AO0,18

G 0,78 A0,22

G0,61 AO0,39

G 0,78 A0,22

g.1-1413

G 0,78 A0,22

G 0,82 AO0,18

G 0,78 A0,22

G0,61 AO0,39

nd nd

g.1-2144

C 0,93 T0,07

C0,93 T0,07

C0,92 T0,08

g.1-2419

T0,77 CO0,23

T0,79 CO0,21

T0,78 CO0,22

9.20065

co0,87 GO0,13

Cc0,85 GO0,15

Cc0,85 GO0,15

9.22126

G 0,92 T0,08

nd nd

G085 T0,15

nd

Obwohl die Hutterer ebenfalls europaischen Ursprungs sind, war die Allelfrequenz der SNPs in der

Hutterer-Population im Vergleich zu den anderen europaischen Kohorten doppelt so hoch. Das spricht fir

eine Anreicherung dieser SNPs durch Inzucht in dieser Population.
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5.3 Risikotragende SNPs der Hutterer-Population waren nicht in beiden padiatrischen Kohorten

mit allergischen Ph&notypen bei européischen Kindern assoziiert

Im Gegensatz zu der Untersuchung von Shilling et al. an einer erwachsenen Hutterer-Population (103)
konnten bei der Untersuchung an européischen Kindern keine reproduzierbaren Assoziationen der
risikotragenden Genvarianten g.1-1413 A und g.1-693 A mit atopischen Phanotypen in beiden Kohorten

gefunden werden.

So besteht die Mdoglichkeit, dass diese Genotypen in der Hutterer-Population durch die Inzucht mit
weiteren Genotypen assoziert sind, die das Atopierisiko zusétzlich verstarken, oder dass Umweltfaktoren
zusatzlich eine Rolle spielen. Die Verteilung der Allergene wird durch klimatische Faktoren in
unterschiedlicher geographischer Lage beeinflusst (107). So kdnnte fur die fehlende Reproduzierbarkeit
der Assoziation der ICOS-SNPs mit allergischen Erkrankungen in verschiedenen Populationen die
spezifische Allergenexposition verantwortlich sein. Die Umweltbedingungen sind in den untersuchten

Kohorten jedenfalls verschieden:
In der Hutterer-Population ist als spezifisches Allergen die Kiichenschabe vorherrschend (93, 103).

Es ist seit Langerem bekannt, dass die allergische Reaktivitat dieses Allergens ethnisch variiert (22, 76).
Graserpollen-, Birkenpollen- und Hausstaubmilbenallergene spielen hingegen in Deutschland eine
dominante Rolle bei der Entwicklung allergischer Erkrankungen (45, 107). Signifikante Differenzen
zwischen den Kontinenten lassen sich als Evolutionsdruck hinsichtlich Infektionserreger deuten (10, 102).
Eine Reihe an Studien verweist im Zuge der Hygienehypothese darauf, dass eine verminderte
Auseinandersetzung mit bakteriellen, viralen und parasitaren Pathogenen allergische Erkrankungen
begunstigt (8, 10, 30, 49, 50, 83, 101, 102, 108, 119). Kinder, die auf einem Bauernhof mit hoher
Endotoxin-Exposition aufwachsen, haben eine niedrige Inzidenz fur allergische Erkrankungen (98). Da
Hutterer zumeist Bauern sind bzw. in sehr landlichem Umfeld leben (93), kann von einer hohen
Endotoxin-Exposition in dieser Population ausgegangen werden. Wiederholte Infekte der unteren

Atemwege stellten in der MAS-Kohorte ein Risiko fir Asthma im Alter von sieben Jahren dar (42).

Nicht nur die Allergen- und Endotoxin-Exposition gehdren zu wichtigen Umweltfaktoren fur allergische
Erkrankungen, sondern auch die Luftverschmutzung (8, 10) und vermutlich Lebensgewohnheiten (114).
Asthmatiker unterschiedlicher Ethnizitdt zeigen ein unterschiedliches Verhalten bei der Anpassung an
Umwelteinflisse, wie Dbeispielsweise hinsichtlich der Haustierhaltung und der Verwendung von
Matrazenuberziigen; zudem sind die Rauchgewohnheiten unterschiedlich (100). So sind die Hutterer
prinzipiell Nichtraucher (93). In der MAS-Kohorte ergab eine pra- und postnatale Tabakrauchexposition

der Mutter ein erhdhtes Risiko fur nutritive Sensibilisierungen (42).

Umweltfaktoren kénnten also durchaus die Abweichungen zwischen der Hutterer-Population und anderen

Populationen erklaren.
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Die Hutterer-Population zeichnet sich durch einen eher milden Asthma-Phanotyp, ein niedriges
Atopierisiko von nur 50 % statt 80 % der Asthmatiker im Vergleich zu anderen weien Populationen aus
(93). Dies bekraftigt, dass es einen populationsspezifischen Selektionsdruck gegeben haben kdnnte.
Selektion ist die natirliche Auslese durch die Umwelt. Die hier diskutierte Selektion kann, wie
beschrieben, auf das Infektionserregerspektrum oder andere Umwelteinflisse zuriickgehen. Ethnische
Einflisse in Kombination mit Umweltfaktoren stellen relevante Faktoren bei der Selektion genetischer
Varianten dar (10, 102). Eine These fur die Aufrechterhaltung bestimmter Allelfrequenzvarianten in
unterschiedlichen Populationen verschiedener Kontinente verweist also auf den zielgerichteten, am
Phanotyp ansetzenden natirlichen Selektionsdruck durch die beschriebenen Umweltfaktoren. Die
beobachtete Akkumulation des risikotragenden A-Allels in der Hutterer-Population kdnnte diverse
Selektionsmechanismen widerspiegeln. Hutterer sind Immigranten mit vorwiegend deutschen Vorfahren,
die um 1870, also vor ungeféahr 240 Jahren, aus Russland nach Amerika einwanderten. Hutterer gehéren
zu einer sehr religivsen Bevolkerungsgemeinschaft, die abgeschottet von ihrer Umwelt lebt (93). Infolge
dieser geographischen Isolation mag es in der Hutterer-Population unter veranderten
Selektionsbedingungen in neuer Umgebung zur Entstehung einer Teilpopulation mit spezifischem
Genbestand gekommen sein. Denkbar ware also eine Anhaufung des hier untersuchten SNPs durch

positive Selektion.

So lieRRe sich auch die Diskrepanz zwischen den Kohorten erklaren. Der evolutiondre Selektionsdruck
durch Ethnie und Umwelt konnte die variierenden Allelfrequenzunterschiede genetischer

Polymorphismen nachvollziehbar machen.

Eine dritte Erklarung fir die Abweichungen in der Allelfrequenz und die Aufrechterhaltung bestimmter
Allelfregenzvarianten verschiedener Populationen beruht auf genetischen Aspekten (10, 76, 102).
Demnach gibt es im Evolutionsgeschehen nicht nur die oben genannte zielgerichtete Selektion durch die
Umwelt, sondern noch die zufélligen genetisch bedingten Evolutionsfaktoren. Dazu zahlen die am
Genotyp ansetzende Mutation, Rekombination und Gendrift, die als Zufallsereignisse den Genpool
verandern. In kleinen Populationen wie in jener der Hutterer hat die genetische Drift, die zuféllige
Genotypfrequenzveranderung, eine gréRere evolutiondre Bedeutung als in individuenreichen
Populationen. In kleinen Populationen ist infolge einer Zunahme von Inzuchtpaarungen ein durch
Mutation entstandenes Gen haufiger homozygot. Damit steigt die Wabhrscheinlichkeit, dass in
Heterozygoten verborgene rezessive nachteilige Allele miteinander kombiniert werden, in der Folge
verringert sich die Individuenanzahl. Mit dem Verlust von Individuen, den Trégern von Allelen, ist
wiederum ein Rickgang der genetischen Variabilitaét durch diese Inzuchtdepression verbunden. Bei
Inzuchtlinien, die in Bezug auf moglichst viele Allele homozygot mit nahezu identischem Erbgut sind, ist
die Wahrscheinlichkeit des Verlustes bestimmter Allelkombinationen groR3, auch treten einzelne Allele
haufiger auf. Demnach héatte es auch bei den Hutterern zu statistischen Verschiebungen bei den
Haufigkeiten von Allelen kommen kdnnen. Die hohe Frequenz des risikotragenden Gens im Gegensatz
zu unseren Kohorten ist darauf zuriickzufiihren, dass die Hutterer-Population eine stark selektierte
Inzucht-Population ist. Die Hutterer bilden ein Uberwiegend geschlossenes genetisches System; die

Isolation unterbindet den Austausch genetischen Materials.
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Genetische Faktoren interagieren im Zuge von evolutiondrem Druck mit sich &ndernden Umweltfaktoren
(10, 76, 102). Solche Gen-Umwelt-Interaktionen koénnen ebenso eine Ursache fur die
Nichtlibereinstimmung der Ergebnisse in der Hutterer-Population einerseits und unserer Kohorten

andererseits sein.

Es besteht viertens die Mdéglichkeit, dass weitere Gen-Gen-Interaktionen die Unterschiede zwischen den
Populationen erklaren kénnen. Fir die Uberlegung, dass mehrere Gene gemeinsam Einfliisse ausiiben,
sprechen die Befunde des starken Kopplungsungleichgewichts zwischen den ICOS-SNPs g.1-1413 G>A
und g.1-693 G>A. Wie bereits in der Hutterer-Population beschrieben (103), standen auch in
vorliegenden Kohorten die beiden ICOS-Polymorphismen g.1-1413 G>A und ¢.1-693 G>A in einem
starken Kopplungsungleichgewicht. Dies lasst einen gemeinsamen Abstammungszweig und fehlende
Trennung durch Rekombination aufgrund begrenzten Selektionsdrucks der SNPs vermuten. In einer
finnischen Studie konnte bemerkenswertes Kopplungsungleichgewicht der 2g33-Genregion insbesondere
zwischen intragenetischen SNPs der Einzelgene CD28, CTLA4 und ICOS beobachtet werden. Marker im
Bereich des CD28-, CTLA4-Gens, der telomeric-flanking Regionen D2S72 und des in vorliegender Arbeit
untersuchten SNPs ICOS-693 G/A waren stark miteinander assoziiert (47).

Die hier untersuchten SNPs koénnten durch die enge Nachbarschaft von hohem
Kopplungsungleichgewicht gepragt sein. Es ist denkbar, dass das g.1-1413 A-Allel mit weiteren entfernter
liegenden ICOS- oder anderen genetischen Varianten dieser Chromosomenregion interagiert und somit

fur die beschriebene Atopieassoziation in der Hutterer-Population verantwortlich sein kdnnte.

Diese Uberlegung wird gestiitzt durch die in verschiedenen Populationen publizierten Daten mehrerer
ICOS-Varianten in dem hier untersuchten polymorphen Kandidatengen (44, 46, 54, 77). Bei Japanern
wurden zwei SNPs (T)n und (GT)n im Intron 4 des ICOS-Gens identifiziert (54). Bei Danen fanden sich
diese beiden und drei weitere SNPs im Intron 4 sowie flinf SNPs im Intron 3 und sechs SNPs im Bereich
von 3-UTR (44). Bei finnischen Probanden wurden neben zwei anderen SNPs ebenfalls fiinf dieser SNPs
im 3-UTR-Bereich gefunden sowie ein SNP im Intron1 (46). Ihara et al. konnten einerseits
Kopplungsungleichgewicht zwischen den neu entdeckten Mikrosatelitten-SNPs im ICOS-Gen (T)n und
(GT)n finden, jedoch konnte kein Kopplungsungleichgewicht zwischen den SNPs im CTLA4- und ICOS-
Gen nachgewiesen werden (54). Auch Haaning et al. zeigten bei drei ICOS-SNPs ein starkes
Kopplungsungleichgewicht auf. Im Rahmen der Haplotypanalyse konnte bei mehr als 100 gesunden
Dénen auch ein nur schwaches oder gar kein Kopplungsungleichgewicht bei ICOS-SNPs nachgewiesen
werden (44). Haimila et al. konnten bei ICOS-SNPs ein starkes Kopplungsungleichgewicht innerhalb des
genomischen Segments ~1,3kb nachweisen. Ein statistisches signifikantes Kopplungsungleichgewicht
wurde fur einen SNP am 3'-Ende der cDNS zwischen zwei weiteren ICOS-SNPs beobachtet. Kein
Kopplungsungleichgewicht wurde zwischen dem Intron1-SNP und weiteren SNPs im letzten Exon des
ICOS-Gens gefunden (46).

Fiir die Uberlegung, dass die diskrepanten Ergebnisse der SNPs auch auf weiteren, noch unbekannten

Interaktionen mit benachbarten Genen oder Genvarianten in verschiedenen Populationen beruhen
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kénnten, spricht des Weiteren die enge Nachbarschaft von ICOS zu den kostimulatorischen Molekilen
CD28 und CTLA4, die aus einer Genduplikation hervorgegangen sind (11, 25, 77).

Ergebnisse einer in vitro Studie an menschlichen CD4+T-Zellen unterstitzen die Vermutung, dass ein
Effekt nicht nur durch einzelne genetische Varianten in der hier untersuchten Chromosomenregion 2q33
bedingt ist; so regulieren zwei genetische Varianten im ICOS-Gen sowohl die Expression von ICOS als
auch jene von CTLA4 (63).

Viele Studien konnten bei einer Reihe an Autoimmunerkrankungen genetische Assoziationen mit CTLA4-
SNPs und Marker nahe dem CTLA4-Gen aufdecken (10, 54, 66). Ling et al. vermuten sogar, dass
genetische Assoziationen von Autoimmunerkrankungen mit 2q33 eher durch ICOS-SNPs als durch
CD28- oder CTLA4-SNPs entstehen (77). Weitere in diversen Populationen durchgefiihrte
Haplotypanalysen in der Chromosomenregion 2g33 hinsichtlich rheumatoider Arthritis (64, 115), SLE (28)
und Zoliakie (4, 19, 47) bekraftigen die Vermutung, es handele sich um eine genetische Interaktion in den

Genen dieser kostimulatorischen Molekiile.

Die Einzel- und Multilokusanalyse von 24 kostimulatorischen Genen bei >3.000 holléndischen Kindern im
Alter von ein bis zwei und sechs bis acht Jahren aus drei Geburtskohorten zeigte, dass das Serum-IgE
durch multiple Gen-Gen-Interaktionen im kostimulatorischen Signalweg reguliert wird. Multiple

signifikante statistische Assoziationen traten u. a. in den Genen fur CTLA4, CD28 und ICOS auf (17).

Analog zu den in der Literatur publizierten Daten, die in der Chromosomenregion 2933 starke Gen-Gen-
Interaktionen vermuten lassen, kann davon ausgegangen werden, dass es auch bei den hier
untersuchten ICOS-SNPs einen gemeinsamen Vererbungseffekt mit anderen SNPs wie den

kostimulatorischen Molekiilen der CD28/B7-Familie gibt.

Nach heutigem Verstandnis sind die widersprichlichen Resultate des SNPs ¢.1-1413 G>A und ¢.1-693
G>A bei Hutterer und europaischen Kindern evtl. mit dem in verschiedenen Studien beschriebenem
Modell von Gen- Gen- und SNP-SNP-Interaktionen zu erklaren (48, 102, 109). Wird der Ansatz diverser
genetischer Interaktionen populationsspezifisch angewandt, so ertffnet sich zumindest eine interessante
Erklarungsméglichkeit fur die Diskrepanz zwischen den Kohorten. Die Annahme, dass multiple Gen-Gen-
und SNP-SNP-Interaktionen die Auspragung atopischer Phanotypen beeinflussen, misste jedoch mit
weiteren Analysen gezielt gepriuft und bestatigt werden. Es erscheint sogar die Erwagung anderer noch

unbekannter SNPs und deren Interaktionen erfolgversprechend zu sein.

Unterstitzt werden diese Hypothesen der Gen-Gen-Interaktionen dadurch, dass das ICOS-Molekil nie
alleine agiert, sondern neben anderen positiven und negativen kostimulatorischen Molekilen exprimiert
wird (13, 14, 26, 59). Schlieflich ist zu betonen, dass die Beteiligung vieler kostimulatorischer Molekile
an sehr komplexen Immunantworten auf multiple allergene Reize divergente Auswirkungen auf die
Initiierung und Regulation der allergischen Entziindung sowie die Entwicklung allergischer Phanotypen
haben konnte. lhre Hoch- und Herunterregulation wird beeinflusst von einer Vielzahl an
Transkriptionsfaktoren (9). Diese genetische und immunologische Komplexitat atopischer Erkrankungen
kann zu uneinheitlichen Ergebnissen genetischer Assoziationsstudien beitragen. Genetik, Umwelt und

Ethnie erschweren in der Interaktion den Vergleich und ziehen kontroverse Studienergebnisse nach sich.
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Mechanismen adulter Sensibilisierung, wie sie in der Hutterer-Population beobachtet werden konnten,
kénnten ebenfalls von der Sensibilisierung bei Kindern abweichen. Moéglicherweise spielt die NFkappaB-
Bindungsstelle des SNPs erst im fortgeschrittenen Alter eine Rolle. Die diskrepanten Ergebnisse kénnten
mithin, so die flinfte Hypothese, auf Altersunterschiede zwischen den Populationen zurtickgehen.
Wahrend Erwachsene relativ fixierte Sensibilisierungen haben und oft ihre allergische Erkrankung
beibehalten, ist bei Kindern ein rapider Wechsel mit der Ausbildung neuer Sensibilisierungen zu

verzeichnen (24, 85).

Es ist bekannt, dass es viele Asthmaphanotypen sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen gibt (20,
36, 42, 49, 56, 65, 69, 70, 81, 95, 114). Diese Asthmaphéanotypen kénnten mit verschiedenen Genotypen

assoziiert sein.

Ereignisse, die frih im Leben stattfinden, sind durchaus entscheidend fir die Manifestation atopischer
Erkrankungen und kdnnen auch erst spater Einfluss nehmen (20, 50, 55, 56, 95). Was die Pradisposition
zu allergischen Erkrankungen betrifft, kdnnte die Umweltexposition gerade in jungen Jahren zum Beispiel
die Abwesenheit mikrobieller Stimuli wahrend der Reifung des kindlichen Immunsystems und sogar
schon wéahrend der Préagungsphase in utero Einfluss nehmen, darauf deuten Studien der letzten Jahre
hin (8, 20, 49, 50, 69, 71, 119).

Hypothetisch kdnnte eine friihe Exposition gegeniber spezifischen Umweltfaktoren und eine
Beeinflussung der zeitlich festgelegten genetischen Programmierung durch ICOS-Varianten die spatere
Manifestation atopischer Erkrankungen begtinstigen. Shilling demonstrierte die Bedeutung des SNPs g.1-
1413 G>A hinsichtlich einer funktionellen NFkappaB-Bindungsstelle, wobei die Variante in der Bindung
des Transkriptionsfaktors versagte (103). Von Relevanz konnte ein Ereignis mit Einfluss auf ICOS-SNPs
in einem wichtigen frihen Zeitfenster, zum Beispiel wéahrend der Induktion der allergischen
Sensibilisierung, sein, infolge dessen die Entwicklung von atopischen Erkrankungen in spéteren
Lebensjahren beeinflusst werden kdnnte. Das wiirde bedeuten, dass zu dem friihen Zeitpunkt die ICOS-
SNPs g.1-1413 G>A und g.1-693 G>A bei den europaischen Kindern noch keine Rolle fiir allergische

Erkrankungen spielen, sondern erst im spateren Leben, wie bei den erwachsenen Hutterern.

Insofern konnten die heterogenen Ergebnisse der Studien auf einen zeitlichen Einfluss genetischer
Varianten im Rahmen der Manifestation atopischer Erkrankungen hinweisen. Folglich wéren fir moglichst

friihzeitige Pradiktion genetische Marker unerlasslich.

Die ICOS-SNPs, die bei erwachsenen Hutterern mit atopischen Phanotypen assoziiert waren, bergen bei
europaischen Kindern kein erhthtes Atopie-Risiko. Zu den kontroversen Studienergebnissen mdgen also
ethnische und Umwelteinflisse sowie Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen beigetragen haben.
Folglich ist ein Einfluss dieser genetischen Varianten bei européischen Kindern unwahrscheinlich,
wenngleich bei Erwachsenen nicht ausgeschlossen. Ob die Negativergebnisse der SNPs als Pradiktoren
fir die Manifestation atopischer Erkrankungen in der padiatrischen Kohorte zu Positivergebnissen im
Erwachsenenalter werden, misste in Folgestudien in Erwachsenenkollektiven der MAS-Kinder weiter

verfolgt werden. Andererseits gilt es auch die bereits bekannte Manifestation atopischer Phanotypen bei



69

den erwachsenen Hutterern hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs in eigenen Geburtskohorten zu

Uberprifen. Nur so lieBen sich frithzeitig PraventionsmaBnahmen einleiten.

Die Daten belegen, dass diese beiden ICOS-SNPs sich nicht als pradiktive Marker fur die Entwicklung
von Atopie bei européischen Kindern eignen. Unklar ist aber noch, ob sie vielleicht eine Rolle fir einen
adulten Phanotyp spielen. SchlieRBlich zeigte das A-Allel an Position ¢.1-693 G>A eine transiente
statistische signifikante Assoziation mit hohem spezifischem IgE gegen Gréserpollen bei MAS-Kindern im
Alter von einem Jahr, diese konnte allerdings weder zu einem spateren Zeitpunkt noch in der ETAC-

Kohorte verifiziert werden.
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5.4 Suche nach Assoziationen zwischen weiteren ICOS-SNPs an putativen Bindungsstellen fir

Transkriptionsfaktoren und atopischen Erkrankungen

Bei den vier an putativen regulatorischen Bindungsstellen flur Transkriptionsfaktoren lokalisierten 1COS-

Varianten zeigten sich in beiden péadiatrischen Kohorten Assoziationen mit atopischen Phéanotypen.

Bei den drei ICOS-Varianten g.1-2144 C>T, ¢.1-2419 T>C und ¢.20065 C>G konnten statistische
signifikante Assoziationen mit einer Frihsensibilisierung gegen Graserpollen in der MAS-Kohorte
nachgewiesen werden. Bemerkenswert ist, dass das C-Allel an Position g.1-2419 T>C auch statistisch
signifikant mit hohem Gesamt-IgE, erniedrigter FEV1 und Asthma bronchiale in der MAS-Kohorte
assoziiert war. In der ETAC-Kohorte konnte fir diesen SNP eine statistische signifikante Assoziation mit
hohem spezifischem IgE gegen Graserpollen und hohem Gesamt-IgE im Serum im Alter von 2-3 Jahren
gezeigt werden. Zudem konnte in der ETAC-Kohorte fur das C-Allel an Position g.20065 C>G die

Assoziation mit einer Friihsensibilisierung gegen Graserpollen reproduziert werden.

Wichtigstes Ergebnis der Evaluation der an putativen Regulationsstellen gelegenen ICOS-SNPs war der
Nachweis signifikanter Assoziationen mit einer Frihsensibilisierung gegen Gréaserpollen bei drei SNPs in
der MAS-Kohorte. Bei dem zunéchst untersuchten ICOS-Promotor-Polymorphismus g.1-2144 T zeigte
sich eine statistische signifikante Assoziation mit einer Sensibilisierung gegen Graserpollen im ersten
Lebensjahr sowohl im Chi2-Test als auch im Wilcoxon-Test. Ahnliche Ergebnisse der Friihsensibilisierung
gegen Graserpollen wurden in der MAS-Kohorte fir die SNPs g.1-2419 C und ¢g.20065 G ermittelt. Bei
dem zweiten untersuchten SNP g.1-2419 C wurde die Assoziation gegen Graserpollen im ersten
Lebensjahr im Chi2-Test, im Fishers exaktem Test und im Wilcoxon-Test nachgewiesen. Bezogen auf
den dritten SNP ¢.20065 G erwies sich ebenfalls eine Assoziation mit Graserpollensensibilisierung im

ersten Lebensjahr im Chi2- und Wilcoxon-Test.

Das Risiko fir eine frihzeitige spezifische Sensibilisierung ist genetisch bedingt (36, 90, 111). Mutterliche
und vaterliche Sensibilisierung gegen Graserpollen ging mit einem signifikant erhdhten Risiko der
Sensibilisierung gegen Gréaserpollen auch bei den Nachkommen einher (87). Wie wichtig genetische
Marker hinsichtlich spezifischer allergischer Sensibilisierung gegeniber Aeroallergene fur die Pradiktion
sind, zeigen mehrere Studien: Die Aeroallergensensibilisierung gehért nachweislich zu den
Hauptrisikofaktoren fir Asthma (18, 55, 56, 58, 70, 84, 85, 95, 110). Aeroallergensensibilisierung ist
jedoch nicht nur mit Asthma bronchiale, sondern auch mit atopischer Dermatitis und/ oder mit
Heuschnupfen assoziiert (18, 85, 105). Hader et al. konstatierten im Zuge der Uberpriifung zehn wichtiger
Aeroallergene bei deutschen Schulkindern im Alter von sieben bis sechzehn Jahren die hohe Prévalenz
der Aeroallergensensibilisierung als wichtigen Risikofaktor fur allergische Erkrankungen im Kindesalter
(45).
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Die Betrachtung der ETAC-Kohorte stellt die erste Studie dar, die auch Graserpollen als Préadiktor fur
Asthma einbezieht (31, 37, 116). Zuvor bekannt war eine starke Assoziation der
Graserpollensensibilisierung mit Heuschnupfen in einer adulten europdischen Population von 3.985
Individuen (6). In einer Geburtskohorte, die mehr als 1.000 Kinder im Alter von einem, zwei und vier
Jahren in GrofRbritannien einschloss und mittels Hautpricktest untersuchte, zeigten die 77 gegen
Graserpollen sensibilisierten Kinder eine starke Assoziation mit der Pravalenz allergischer Erkrankungen:
65 % hatten eine allergische Erkrankung; 42 % hatten Asthma bronchiale, 25 % Heuschnupfen und 39 %

atopische Dermatitis (7).

Entscheidend scheint gerade die friihe Sensibilisierung zu sein. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse hinsichtlich der aufgezeigten Assoziation einer Frithsensibilisierung gegen Graserpollen bei
ICOS-Varianten unterstreicht die Moglichkeit, schon sehr frih MalRnahmen zur Priméarpravention bei
Hochrisikokindern einleiten zu kdnnen. Mehrere Autoren betonen, dass die ersten Lebensjahre wahrend
der Entwicklung des Immunsystems entscheidend fir die spatere Alllergikerkarriere seien (8, 50, 55, 56,
70). In einer longitudinalen Studie wurde zum Beispiel bei Giber 1.000 deutschen Kindern spezifisches IgE
mit zwolf Monaten und im weiteren Verlauf bis sechs Jahre bestimmt. Die Kinder mit Frihsensibilisierung
gegen Aeroallergene im ersten Lebensjahr hatten das hdchste Risiko fir die Entwicklung atopischer
Erkrankungen wie atopische Dermatitis, Heuschnupfen und Asthma (18). Die Relevanz der friihen
allergischen Sensibilisierung als Pradiktor fir Giemen im Alter von dreizehn Jahren nimmt mit
zunehmendem Manifestationsalter von Giemen ab (84). Viele vorangegangene Untersuchungen
verweisen darauf, dass ein frihkindliches Sensibilisierungsmuster dem Asthma vorausgeht und demnach
einen hohen pradiktiven Wert fur die spéatere Entwicklung allergischer Erkrankungen hat (18, 29, 55, 56,
85, 116). Dass gerade pradiktive Marker hinsichtlich des frih erhohten spezifischen IgE gegen
Graserpollen entscheidend sind, konnte, wie gesagt, in der ETAC-Kohorte eindrucksvoll aufgezeigt
werden. So senkte das Antihistaminikum Cetirizin bei Hochrisikokindern mit positiver atopischer
Familienanamnese und atopischer Dermatitis die Asthmainzidenz auf die Halfte in der Subgruppe der

Kinder mit friher Graserpollensensibilisierung (31, 37, 116).

Gemal vorliegender Arbeit scheint die Assoziation der ICOS-SNPs mit einer Frihsensibilisierung gegen
Graserpollen als pradiktive Marker gerade wegen des hohen Asthmarisikos sehr relevant zu sein.
Entscheidend ware demzufolge der frilhe Zeitpunkt der Einleitung von Praventionsmal3nahmen wie zum

Beispiel die Einnahme von Cetirizin bei risikotragenden Individuen.

Interessant ist, dass der SNP g.1-2419 C weitere Assoziationen mit anderen atopischen Ph&notypen
aufweist, Die Bedeutung des mit einer Friihsensibilisierung gegen Gréaserpollen und hohem Gesamt-IgE
im Alter von zwei bis funf Jahren assoziierten ICOS-SNPs g.1-2419 C koénnte angesichts weiterer
Assoziationen mit reduzierter FEV1 im Alter von sieben Jahren und Asthma bronchiale im Alter von zehn
Jahren in der Ausbildung eines zwar seltenen, aber klinisch relevanten schweren Asthma-Phanotyps
liegen. Kinder, die homozygot fir das C-Allel waren, hatten signifikant niedrigere PC20FEV1-Werte als

heterozygote oder homozygote Kinder fur das T-Allel.
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Demnach sind genetische Determinanten fir eine reduzierte Ruhelungenfunktion dieses SNPs
anzunehmen. Eine niedrige Lungenfunktion in friher Kindheit beeinflusst den Verlauf von Asthma
bronchiale im jungen Erwachsenenalter; eine reduzierte Lungenfunktion und die bronchiale
Hyperreagibilitat sind Schlisselkomponenten fur Asthma (20, 91, 95, 107, 110). Dies scheint — im
Gegensatz zu den anderen beiden SNPs, bei denen zwar auch eine Assoziation mit einer
Frihsensibilisierung gegen Graserpollen, nicht aber eine statistische Signifikanz hinsichtlich veranderter
Lungenfunktion und Asthma gefunden werden konnte — fir einen speziellen Asthma-Phanotyp bei der

Variante g.1-2419 C mit differentem klinischem Verlauf zu sprechen.

Im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung einer friihzeitigen Programmierung allergischer Er-
krankungen konnte speziell der hier untersuchte ICOS-SNP @.1-2419 C dank der Madglichkeit,

PraventionsmafRnahmen einzuleiten, die Weichen flr atopische Erkrankungen im spateren Leben stellen.

Um die Assoziationen der drei SNPs mit einer Frihsensibilisierung gegen Graserpollen zu verifizieren,
wurde die ETAC-Kohorte hinzugezogen, die noch mehr Kinder mit einem hohen Risiko der
Frihsensibilisierung gegen Inhalationsallergene einschloss. In der ETAC-Kohorte hatten 9,8 % der 566
Patienten, die in der Nachbeobachtungsphase waren, ein erhéhtes spezifisches IgE gegen Graserpollen
(8,7 % in der Placebogruppe und 10,8 % in der Cetirizingruppe) (116). Entsprechend waren es 10,7 %
der 795 Patienten aus der Intention-To-Treat-Population (10,4 % in der Placebogruppe und 10,9 % in der
Cetirizingruppe) (33). Die Assoziation der SNPs mit einer transienten Frihsensibilisierung gegen
Graserpollen in der MAS-Kohorte, die bei einem SNP dem Asthma bronchiale vorausging, bestatigte sich
in der ETAC-Kohorte fiir den SNP g.1-2419 C.

Ubereinstimmend zur MAS-Kohorte war das C-Allel an Position g.1-2419 T>C auch mit hohen Gesamt-
IgE-Werten assoziiert. Es kann hier davon ausgegangen werden, dass ein Zusammenhang der
Frihsensibilisierung gegen Graserpollen mit der Genotypverteilung insbesondere hinsichtlich des SNPs
g.1-2419 C mit klinischer Relevanz wahrscheinlich ist, da diese ICOS-Variante auch spater mit niedriger

Lungenfunktion und Asthma in der MAS-Kohorte assoziiert war.

Daher kann die These aufgestellt werden, dass sich der zu einem erhohten Risiko einer
Frihsensibilisierung gegen Graserpollen auf die Entwicklung eines persistierenden Asthmas im spéateren
Leben auswirkende SNP ¢.1-2419 C als Marker fir Atopiepradisposition bei europdischen Kindern

eignet.
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5.5 Assoziation des ICOS-SNPs ¢g.22126 G>T mit atopischer Dermatitis und spezifischer

Sensibilisierung gegen Kuhmilch

Interessanterweise konnte bei der vierten ICOS-Variante g.22126 G>T eine Assoziation mit atopischer
Dermatitis und Kuhmilchsensibilisierung bei Kindern im Alter von sieben Jahren in der MAS-Kohorte
gefunden werden. Nahrungsmittelsensibilisierungen sind bei Kindern mit atopischem Ekzem haufig. Ein
Drittel aller Kinder mit schwerer atopischer Dermatitis leidet unter einer Nahrungsmittelallergie (75). Es
gibt eine Assoziation von schwerer atopischer Dermatitis mit Kuhmilchsensibilisierung fur das Outcome,
die Persistenz und die Erkrankungsschwere (120). Weitere Studien verweisen darauf, dass sowohl| das
atopische Ekzem (21, 69) als auch Nahrungsmittelsensibilisierungen (18, 69, 73, 90, 105, 124) mit
anderen atopischen Erkrankungen einhergehen kénnen. Entsprechend sind fir beide Erkrankungen

genetische Marker als Pradiktoren wichtig.

Des Weiteren besteht bei Ekzem und Nahrungsmittelallergie ein signifikanter Zusammenhang mit einem
frihen Ausbruch von persistierendem Giemen (69). Die Wichtigkeit genetischer Marker fiir atopische
Dermatitis zeigt sich mithin nicht zuletzt darin, dass die Manifestation schon sehr friih im Leben einsetzt.
Bei 71,8 % entwickelt sich die atopische Dermatitis bereits in den ersten sechs Lebensmonaten (71). In
der MAS-Kohorte lag der Inzidenzgipfel im ersten Lebensjahr (12,9 %), die héchste Periodenpravalenz im
dritten Lebensjahr (13,6 %) (42).

Im natlrlichen Verlauf der allergischen Sensibilisierung gegen nutritive Allergene ist das friihe Kindesalter
ebenso von mafRgeblicher Bedeutung (7, 42, 90, 114). Sensibilisierungen gegeniiber Kuhmilch gehéren
zu den frihesten IgE-Antworten (51, 55, 68, 71).

Gegen eine klinische Relevanz des hier untersuchten SNPs mit atopischer Dermatitis und
Kuhmilchsensibilisierung kénnte die spate Assoziation im siebten Lebensjahr sprechen. Mehrere Studien
verweisen auf den hohen pradiktiven Wert der Frihsensibilisierung (29, 73, 85, 90). Die
Frihsensibilisierung gegen Nahrungsmittel im ersten Lebensjahr ist ein Pradiktor fir die Entwicklung
atopischer Erkrankungen mit sechs Jahren bei Kindern mit positiver atopischer Familienanamnese (18).
Die frihe Identifizierung von Kindern mit atopischem Ekzem und oder Nahrungsmittelallergien kdnnte

Praventionsmaflnahmen hinsichtlich der Entwicklung des ,allergischen Marsches" bereitstellen (51).

Die in vorliegender Untersuchung erst spat, im Alter von sieben Jahren, aufgetretene genetische
Assoziation des ICOS-SNPs mit atopischer Dermatitis und einer Nahrungsmittelsensibilisierung lasst

Zweifel an der klinischen Relevanz aufkommen.
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Zahlreiche Kandidatengenstudien haben multiple genetische Varianten mit Assoziationen zu allergischen
Erkrankungen aufgedeckt (10, 16, 83, 93, 102, 109). Allerdings konnten nur wenige der Studien
konsistente Ergebnisse mit demselben atopischen Phanotyp in mehr als einer Population reproduzieren.

Generell geht die kontroverse Datenlage von mit Atopie assoziierten Kandidatengenstudien auch auf die
fehlende Korrektur des Fehlerniveaus zuriick (48, 102). Beziglich der hier untersuchten
Chromosomenregion konnte nach Korrektur fur multiples Testen die Assoziation des zuvor assoziierten
SNPs g.20065 G mit einer Frihsensibilisierung gegeniber Gréserpollen weder in der MAS-Kohorte noch
in der ETAC-Kohorte nachgewiesen werden (MAS p=0,107; ETAC p=0,058).

Durch Annahme einer zu geringen Zahl sich in Wechselwirkung befindlicher Genvarianten und
Allelkombinationen kann es zur Minderung der Aussagekraft kommen. In diesem Zusammenhang ist die
Wichtigkeit groRer Fallzahlen zu betonen, um auch kleine genetische Unterschiede nicht zu tbersehen
(20).

Die genetische Heterogenitat pragt das Bild der klinisch stark variablen phanotypischen Auspragung
allergischer Erkrankungen nicht allein. Atopische Erkrankungen sind komplexe genetische Erkrankungen
mit vielen ursachlichen Genvarianten, die nicht zwingend den mendelschen Vererbungsregeln folgen und
zudem starke Abhéangigkeit von Umwelteinflissen unterliegen (83, 102, 109). Umwelteinflisse bedingen
die geringe Reproduzierbarkeit genetischer Studien, wie auch unsere Ergebnisse hinsichtlich der
unterschiedlichen Allelfrequenzen der ICOS-SNPs bei Hutterer und europdischen Kindern vermuten
lassen. Hierbei wird die Bedeutung standardisierter Umweltfaktoren nachvollziehbar, was kaum
realisierbar ist. Dazu gehort die differenzierte Betrachtung von Expositionsfaktoren aus der belebten und
unbelebten Natur, wie Umweltschadstoffe, unterschiedliche allergene Potenz und eine Kombination noch
nicht bekannter Umweltfaktoren. Die Identifizierung solcher Umwelteinflisse ist allerdings aufwendig. Zu
beachten ist zudem der natirliche Selektionsdruck unter verschiedenen Umwelteinflissen wie der
mikrobiellen Exposition durch Viren, Bakterien und Parasiten. Der Genotyp gibt einen mehr oder weniger
begrenzten Rahmen fiur die Reaktionen auf Umwelteinflisse bei der Merkmalsauspragung vor. Durch
eine entsprechende Modifikabilitdt kann sich der Organismus an die herrschenden Umweltbedingungen
anpassen. Der Phéanotyp eines Organismus entsteht erst aus dem Zusammenspiel von Genotyp und
Umwelteinflissen. In der Folge kdnnen sich Organismen unter variierenden Umweltbedingungen trotz
gleicher genetischer Information erheblich voneinander unterscheiden. Umwelteinflisse kdnnen
beispielsweise eine inkomplette Penetranz bewirken, sodass trotz Pradisposition keine Erkrankung
resultiert. Da im Sinne der Polyphénie bzw. Pleiotropie mehrere Merkmale auf die Auspragung nur einer

Erbanlage zurtickzufihren sind, spielt der Umwelteinfluss eine umso gréf3ere Rolle.
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Mehrere Gene in Kombination mit Umweltfaktoren bedeuten eine komplexe gegenseitige Einflussnahme.
Dieser Genotyp-Phanotyp-Zusammenhang durch Gen-Umwelt-Interaktionen (8, 10, 16, 20, 27, 76, 83,
89, 95, 102, 108, 109), der die Heterogenitat allergischer Erkrankungen verstarkt, muss bei genetischen
Analysen beachtet werden. Speziell bei Allergien ist eine eingeschrénkte Standardisierung in Folge der
multifaktoriellen Genese zu berlicksichtigen. Nichtsdestotrotz kann eine einzige Mutation eine klinisch

manifeste Erkrankung nach sich ziehen.

Die Arbeit zeigt, dass der in der Promotorregion des ICOS-Gens lokalisierte SNP g.1-2419 C signifikant
mit der Entwicklung allergischer Phanotypen in den beiden prospektiven péadiatrischen Kohorten
assoziiert war. Vorliegende Untersuchung konstatiert zudem ein interessantes Ergebnis beziglich der
ICOS-Variante ¢.22126 T als Marker flr spate atopische Dermatitis und Kuhmilchsensibilisierung bei
MAS-Kindern, was auf einen persistierenden Krankheitsverlauf hinweisen kénnte. Die Ergebnisse legen
nahe, dass sich die ICOS-Varianten g.1-2419 C und ¢g.22126 T als diagnostische Marker fiir Atopie bei
europédischen Kindern eignen. Weitere Studien mussten angeschlossen werden, um die Kklinische
Tauglichkeit der beiden Polymorphismen im ICOS-Gen zu verifizieren. Zur vertiefenden Evaluation
moglicher SNP-SNP-Interaktionen wirden es Gen-Array Analysen mdglich machen, viele Gene auf

einmal zu untersuchen.



76

6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden sechs Varianten im ICOS-Gen auf eine Assoziation mit atopischen

Phénotypen in zwei grof3en europdischen péadiatrischen prospektiven Kohorten untersucht.

Die Genotypisierung der Polymorphismen erfolgte mit Hilfe eines PCR-basierten Verfahrens am

LightCycler durch Schmelzkurvenanalyse der DNS.

Die zuvor in einer Hutterer-Population beschriebenen Assoziationen der ICOS-Polymorphismen g.1-1413
A und g.1-693 A mit erhdhtem Gesamt-lgE und spezifischer Sensibilisierung gegen Aeroallergene
konnten in den beiden padiatrischen Populationen nicht bestatigt werden. Von vier weiteren untersuchten
Polymorphismen an potentiellen Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren zeigten drei signifikante
Assoziationen mit der Fruhsensibilisierung gegen Gréaserpollen in der MAS-Kohorte, der Polymorphismus
g.1-2419 C war zuséatzlich mit Asthma bronchiale, hohem Gesamt-IgE und bronchialer Hyperreagibilitat
assoziiert, was in einer zweiten Kohorte hinsichtlich erhéhtem spezifischem IgE gegen Graserpollen und
hohem Gesamt-IgE im Serum verifiziert werden konnte. Der vierte Polymorphismus, g.22126 T, war mit
atopischer Dermatitis und Kuhmilchsensibilisierung in der MAS-Kohorte assoziiert. Nicht alle
Assoziationen der ICOS-Polymorphismen mit atopischen Phéanotypen in der MAS-Kohorte lieRen sich in

der ETAC-Kohorte verifizieren.

Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass genetische Varianten von kostimulatorischen Molekilen
wegen der herausragenden Bedeutung der T-Zellaktivierung bei der Ausbildung der allergischen
Immunreaktion eine besondere Rolle spielen konnen. Aufgrund des seltenen Vorkommens der
untersuchten Polymorphismen in den beiden Kohorten ist es jedoch schwierig, eine eindeutige Aussage
Uber die Bedeutung dieser Polymorphismen bei der Entwicklung atopischer Phanotypen auszusprechen.
Offen bleibt auch die Frage, ob die genetischen Verdnderungen in der ICOS-Genregion zu einer erhdhten
Suszeptibilitdt gegenuiber allergischen Erkrankungen bei Erwachsenen filhren. Weitere Studien bei
erwachsenen Atopikern sollten angeschlossen werden, um in groen Populationen speziell die ICOS-

Polymorphismen g.1-2419 C und g.22126 T zu untersuchen.
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