. HELMHOLTZ

" | ZENTRUM FUR
UMWELTFORSCHUNG
UFZ

Dissertation 14/2008

. Zusammenhang zwischen T-Zell-Regulationsfaktoren und

allergischer Sensibilisierung bei 6-jahrigen Kindern der
LISAplus-Studie

~ Clarissa Dagelmann

fir Umweltforschung (UFZ)

i

ISSN 1860-0387




Zusammenhang zwischen T-Zell-Regulationsfaktoren und
allergischer Sensibilisierung bei 6-jidhrigen Kindern

der LISAplus-Studie

Von der Medizinischen Fakultit der Universitit Leipzig

genehmigte

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor rerum medicinae

(Dr. rer. med.)

vorgelegt von

Diplom-Biologin
Clarissa Digelmann (geb. Weil})
geboren am 20. Januar 1979 in Leipzig

Datum des Verleihungsbeschlusses: 18.11.2008



Bibliographische Beschreibung: ¥ =Qaate b [
ﬂ g’ é’ﬂ? )

Zusammenhang zwischen T-Zell-Regulationsfaktoren und allergischer Sensibilisierung

bei 6-jihrigen Kindern der LISAplus-Studie

Dégelmann, Clarissa

Universitét Leipzig, Dissertation
70 S., 142 Lit., 2 Anlagen
Referat

Die vorliegende Arbeit ist Teil einer umweltepidemiologischen Kohortenstudie (LISAplus),
in der der Einfluss von Umwelt- und Lebensbedingungen auf die Entwicklung von
Immunsystem und Allergien in der frithen Kindheit untersucht wird. Erstmals wurden im
Rahmen dieser Arbeit innerhalb einer Querschnittspopulation 6-jahriger Kinder,
molekularbiologische Untersuchungen zur Expression von Signalproteinen mit Bedeutung fiir
die T-Zell-Regulation durchgefiihrt, um die in vivo Relevanz dieser Signalmolekiile vor allem
auch im Hinblick auf die Entstehung einer allergischen Reaktionslage aufzuzeigen. Bei der
Untersuchung der Expression von suppressor of cytokine signalling- (SOCS) Molekiilen
wurde beobachtet, dass SOCSI1 mit einer Aufregulation der Th2-Differenzierungsmarker
GATA-3 und IL-4, sowie allergischen Sensibilisierungen im Zusammenhang steht. Im
Gegensatz dazu war der Thl-Transkriptionsfaktor Tbet erniedrigt und die Anzahl IFN-y
produzierender CD4" T-Zellen geringer in Kindern mit erhdhter SOCS1-Expression. SOCS]1
konnte demnach an der Entwicklung einer Th2-Immunantwort beteiligt sein. Die Expression
von SOCS3, SOCS5 und CIS korrelierte positiv mit Tbet und dem Transkriptionsfaktor fiir
regulatorische T-Zellen FOXP3, sowie (mit Ausnahme von CIS) negativ mit IL-4. Ein
Zusammenhang mit allergischen Sensibilisierungen wurde fiir diese Molekiile nicht
beobachtet. Kinder, die eine hohe Expression von GATA-3 und IL-4 aufwiesen, zeigten ein
erhohtes Risiko fiir eine Sensibilisierung gegen Hausstaubmilben. Dariiber hinaus wurden
niedrigere  Thet-Expressionslevel  bei  Kindern mit  Sensibilisierungen  gegen
Inhalationsallergene gefunden. Zusitzlich konnten Zusammenhénge zwischen der Thl/Th2-
Regulation, allergischer Sensibilisierung und Neuropeptidkonzentrationen im Blut aufgezeigt
werden. Hohe Konzentrationen von Somatostatin (SOM) waren assoziiert mit einer Th2-
Polarisierung (erhéhte GATA-3, SOCSI-Werte) und einer verminderten Expression von
FOXP3. Hohe Blutkonzentrationen des vasoaktiven Intestinalpeptids (VIP) zeigten eine
negative Korrelation mit Tbet und SOCS3. Beide Neuropeptide waren auch mit einem
erhohten Risiko fiir allergische Sensibilisierungen assoziiert. Diese Arbeit leistet einen

wichtigen Beitrag zur Aufklirung von Mechanismen die allergischen Erkrankungen zugrunde

liegen.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die LISA-Studie

Die vorliegende Arbeit ist Teil einer umweltepidemiologischen Kohortenstudie. Die LISA-
Studie (Einfluss von Lebensbedingungen und Verhaltensweisen auf die Entwicklung von
Immunsystem und Allergien im Ost-West-Vergleich) basiert auf der Hypothese, dass
bestimmte Lebensstil- und Umweltfaktoren in der friihen Kindheit einen Einfluss auf die
Reifung und Entwicklung des Immunsystems ausiiben. Es wird angenommen, dass derartige
Faktoren eine ausschlaggebende Bedeutung bei der Steuerung von Immunantworten besitzen,
welche entweder schiitzend oder unterstiitzend zur Entwicklung von Allergien beitragen.
Diese LISA-Studie wurde ins Leben gerufen, um Unterschiede im Auftreten von atopischen
Erkrankungen zwischen Ost- und Westdeutschland, wie sie sich in zahlreichen Studien
gezeigt hatten (Behrendt et al., 1993, Nowak et al., 1996, von Mutius et al., 1992, von Mutius
et al.,, 1994), niher zu beleuchten. Weiterhin sollte geklart werden, welche der Faktoren, dic
die Entwicklung des frithkindlichen Immunsystems priagen, Einfluss auf die Entstchung
atopischer Erkrankungen haben.

Im Rahmen der LISA-Studie werden sowohl Risikofaktoren fiir allergische Erkrankungen als
auch potentiell schiitzende Faktoren untersucht. Zu solchen Risikofaktoren gehéren z.B. die
[nnenraumexposition gegeniiber Allergenen und Luftschadstoffen (Diez et al., 2000, Duhme
et al, 1998, Lehmann et al., 2001, Miiller et al, 2002, Nickel et al., 2002), die
Erndhrungsweise (von Mutius et al, 1998) und AuBenluftverunreinigungen durch
Kraftfahrzeugabgase (Jang et al, 2005, Kramer et al., 2000, Wichmann, 1996).
Ausschliefiliches Stillen iiber 4 — 6 Monate, frithe Infektionen in der Kindheit, iltere
Geschwister, der zeitige Besuch von Kindertagesstitten und Aufwachsen in ldndlicher
Umgebung werden dagegen als schiitzende Faktoren vor allergischer Sensibilisierung
angesehen (Kilpi, 2002, Radon et al., 2004, Spiegl, 2003, Strachan, 1989, Becker, 2005).
Neben  Umweltfaktoren ~ werden  insbesondere  psychosoziale  Faktoren  (z.B.
zwischenmenschliche Konflikte, Verlust von Angehérigen) und soziotkonomische Faktoren
(z.B. Arbeitslosigkeit, Wohnumfeld) als Stressfaktoren mit einem potentiellen Einfluss auf
das Erkrankungsrisiko diskutiert. Es wird vermutet, dass soziale Stressfaktoren zu einer
Fehlregulation des Immunsystems filhren und bei der Entstehung von allergischen
Erkrankungen ebenfalls relevant sein kénnen. Dabei sind unter den neuronalen Botenstoffen

neben den klassischen Stressmediatoren (Glukocorticoide) die Neuropeptide besonders



1. Einleitung

erwihnenswert, da gezeigt wurde, dass diese unter Stress vermehrt ausgeschiittet werden
(Kimata, 2003a, Kimata, 2003b, Crozier et al., 1988).

Fiir LISA wurden zwischen Dezember 1997 und Januar 1999 insgesamt 3097 Neugeborene
aus Leipzig (976), Miinchen (1467) und dem Rheinland (654; Bad Honnef und Wesel) von
den Studienzentren der Universitéitsklinik und Poliklinik fiir Kinder und Jugendliche Leipzig
(Studienleiter: Dr. M. Borte) und des GSF-Forschungszentrums Neuherberg / Miinchen —
Institut fiir Epidemiologie (Studienleiter: Prof. Dr. Dr. H. E. Wichmann) rekrutiert. Um eine
méglichst homogene Studienpopulation zu erhalten, wurden Frilhgeborene, Kinder mit
postnatalen Erkrankungen, angeborenen Fehlbildungen oder chronischen Erkrankungen der
Mutter und auch Kinder nichtdeutscher Abstammung ausgeschlossen. Die Teilnahme an der
Studie war freiwillig. In den ersten beiden Jahren wurde die Studie vom Bundesministerium
fiir Bildung, Wissenschaft, Forschung und Technologie gefordert.

Es wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten zelluldre und humorale Immunparameter aus
dem Blut der Kinder bestimmt. Des Weiteren erfolgten zur Geburt und zum 6., 12., 18, 24.,
36., 48. und 72. Lebensmonat Fragebogenerhebungen zu atopischen Erkrankungen und
Infektionen, Allergierisikofaktoren und potentiellen Belastungsfaktoren.

Die vorliegende Arbeit basiert auf Untersuchungen von Blutproben 6-jdhriger LISA-
Probanden. Im sechsten Lebensjahr wurde die LISA-Studie vom Bundesministerium fiir
Umwelt gefordert und von folgenden Studienzentren koordiniert: Helmholtz-Zentrum fiir
Umweltforschung GmbH - UFZ, Leipzig, Department Epidemiologie und
Expositionsforschung / Department Umweltimmunologie (Studienleiter: Prof. Dr. O.
Herbarth / Stellvertreter: Dr. [. Lehmann); GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und
Gesundheit, Neuherberg — Institut fiir Epidemiologie (Studienleiter: Prof. Dr. Dr. H. E.
Wichmann) und [UF-Institut fiir umweltmedizinische Forschung, Diisseldorf, Arbeitsbereiche
Epidemiologie und Partikelforschung (Studienleiter: PD Dr. U. Kridmer). Zusitzlich wurden
Teilaufgaben im Rahmen der LISAplus-Studie durch weitere universitire und
auBeruniversitire Kooperationspartner iibernommen, welche im Anhang in der Beschreibung
der LISAplus-Studiengruppe einzeln aufgefiihrt sind. Im sechsten Lebensjahr der Kinder
wurde die LISA-Studie erweitert: ,LISAplus — Einfluss von Lebensbedingungen und
Verhaltensweisen auf die Entwicklung von Immunsystem und Allergien im Ost-West-
Vergleich plus Einfluss von Luftverunreinigungen und Genetik™. Neben den bisher
betrachteten Lebensstilfaktoren sowie Expositionen aus dem Innenraum wurden unter
Federfiihrung des Instituts fiir Umweltmedizinische Forschung (IUF) in Disseldorf nun auch

die Relevanz von Verkehrsbelastungen fiir die Gesundheit der Kinder stirker in das Projekt
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einbezogen. Dadurch war es moglich, zusitzlich zu den bisher betrachteten Fragestellungen
auch Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen Verkehrs- bzw. Partikelbelastung und
Immunreaktivitidt bzw. Krankheitsrisiko der Kinder durchzufiihren. Des Weiteren sollte nun
in der Studie unter Federfithrung des Instituts fiir Sozialmedizin in Liibeck zusitzlich die
Wirkung psychosozialer Parameter auf die Regulation des Immunsystems sowie daraus
resultierender Krankheitsrisiken untersucht werden. Die Eltern erhielten zwei Fragebdgen, in
denen allgemeine bzw. soziale Lebensumstidnde erfragt wurden und Passivraumluftsammler
zur Messung fliichtiger organischer Verbindungen im Wohn- und Kinderzimmer. Von
urspriinglich 976 in Leipzig rekrutierten Kindern nahmen im 6. Lebensjahr noch 565 an der
Studie teil. 324 Eltern bewilligten die Blutabnahme bei ihrem Kind, 321 davon auch
genetische Untersuchungen. Die vorliegende Arbeit bezieht sich auf diese 321 Leipziger
Kinder, mit Blutuntersuchungen im sechsten Lebensjahr.

Es gibt bisher eine ganze Reihe interessanter Ergebnisse aus der LISA-Studie, die belegen,
dass Lebensstilfaktoren und Umweltfaktoren tatsichlich einen Einfluss auf die Entwicklung
des Immunsystems und das Allergierisiko im frithen Kindesalter ausiiben kénnen. So konnte
gezeigt werden, dass ein vorwiegender Margarinekonsum in den ersten beiden Lebensjahren
positiv mit der Haufigkeit des Auftretens eines atopischen Ekzems und einer Sensibilisierung
gegeniiber Inhalationsallergenen korreliert war (Sausenthaler et al., 2006). Auch korrelierte
der verstirkte Konsum von pflanzlichen Olen und Margarine der Mutter in den letzten 4
Schwangerschaftswochen mit dem Vorkommen eines atopischen Ekzems im 2.Lebensjahr der
Nachkommen (Sausenthaler et al., 2007). Eine Exposition gegeniiber Katzenallergenen in der
frithen Kindheit (aber nicht bei Schulkindern) erhihte ebenfalls das Risiko fiir eine allergische
Sensibilisierung (Chen et al., 2007). Bockelbrink und Kollegen (2006) konnten zeigen, dass
die Scheidung oder Trennung der Eltern in den ersten beiden Lebensjahren mit einem
erhdhten Vorkommen von atopischen Ekzem bei den Kindern assoziiert ist. AuBerdem wurde
beobachtet, dass ecine Geburt per Kaiserschnitt ein Risikofaktor fiir eine allergische
Sensibilisierung darstellt (Negele et al., 2004). Des Weiteren wurde ein Zusammenhang
zwischen einer Passivrauchexposition und erhdhten Blut-Konzentrationen  der
Entziindungsmarker Interleukin-6 (IL-6), IL-8, IL-10, Monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) sowie der Entwicklung von allergischen Sensibilisierungen bei 6-jdhrigen Midchen
gefunden (Gubelt, 2007).

Eine Endotoxin-Exposition in den ersten Lebensmonaten wirkte als schiitzender Faktor auf
dic Ausbildung eines atopischen Ekzems (Gehring et al., 2001). AuBerdem konnte im

Rahmen der LISA-Studie gezeigt werden, dass der frithe Besuch einer Kindereinrichtung (vor
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dem 18. Lebensmonat) sowie hiufige Infekte der Atemwege im gleichen Lebenszeitraum
nachhaltig das Immunsystem, speziell die T-Helfer-Zellen vom Typ | (Thl-Zellen) von
Kleinkindern stimulieren und damit wahrscheinlich das Allergierisiko vermindern koénnen
(Spiegl, 2003).

Es wurden dariiber hinaus erstmals Hinweise dafiir gewonnen, dass Umweltfaktoren bereits
wihrend der Schwangerschaft die Entwicklung des kindlichen Immunsystems beeinflussen
kinnen. Bei Neugeborenen, deren Eltern in der Schwangerschaft renoviert hatten bzw. deren
Miitter erhohten Chemikalienkonzentrationen wihrend der Schwangerschaft ausgesetzt
waren, wurden im Nabelschnurblut verminderte Anteile Interferon-gamma- (IFN-y) und
Tumornekrosefaktor alpha- (TNF-a) produzierende T-Zellen gefunden (Lehmann et al,
2002a, Lehmann et al., 2002b). Die Kinder mit verminderten Anteilen von Thl-Zellen im
Nabelschnurblut wiesen auch ein erhéhtes Risiko fiir die Ausprigung eines atopischen
Ekzems in den ersten beiden Lebensjahren auf (Herberth et al., 2007a).

In der LISA-Studie wurden also bereits Lebensbedingungen und Umweltfaktoren, die fiir die
Allergicentstchung wichtig sein konnten, analysiert und beschrieben. Das erhohte
Vorkommen allergischer Erkrankungen wihrend der letzten Jahre erfordert aber auch die
weitere Aufkldrung von molekularen Mechanismen, die der Entstehung allergischer
Erkrankungen zugrunde liegen. Da allergische Erkrankungen auf einer Fehlregulation auf der
Ebene der T-Lymphozyten, insbesondere der Th-Zellen basieren, stehen besonders Parameter
der T-Zell-Immunitdt, vor' allem diec Thl/Th2-Regulation, im Zentrum des Interesses.
Aufgabe der vorliegenden Arbeit im Rahmen dieser Studie war deshalb die
molekularbiologische Untersuchung der Expression von Signalproteinen, die insbesondere im
Rahmen der T-Zell-Differenzierung cine Rolle spielen und damit potentiell auch fiir die
Entwicklung ciner allergischen Reaktionslage von Bedeutung sein konnten. Daher wurde in
dieser Arbeit der Transkriptionsfaktor fiir Th1-Zellen T-box expressed in T cells (engl. Tbet),
der Transkriptionsfaktor fiir Th2-Zellen GATA-Bindendes Protein 3 (GATA-3), sowie der
Marker fiir regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) forkhead box P3 (FOXP3) untersucht. Des
Weiteren wurde in bisherigen Verdffentlichungen gezeigt, dass eine Signalhemmung durch
suppressors of cytokine signalling (SOCS)-Molekiile fiir die Aufrechterhaltung der Balance
der Zytokine wichtig und somit entscheidend fiir Th1- und Th2-vermittelte Immunantworten
ist. Da bisher kaum in vive Daten und vor allem keine aus dem Humansystem zum
Zusammenhang zwischen diesen Faktoren und allergischen Manifestation verfligbar sind,

wurden auch ausgewihlte SOCS-Faktoren in dieser Arbeit untersucht. Im Folgenden wird die
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Bedeutung der untersuchten Parameter vor allem im Hinblick auf die T-Zell-Differenzierung

und Allergieentwicklung detailliert dargestellt.

1.2 T-Zell-Subpopulationen und deren Relevanz fiir die Allergieentstehung

Besondere Bedeutung fiir das Verstdndnis der Pathogenese der allergischen Immunantwort
hat die Entdeckung zweier sich in ihrem Zytokinsekretionsmuster unterscheidender Typen
von Th-Zellen durch Mosmann (1986). Th-Zellen des Typs 1 und 2 stellen zwei polarisicrte
Formen der CD4" Th-Zell-vermittelten spezifischen Immunantwort dar. Wenn eine
Immunantwort ausgel6st wird, sezernieren ThO-Zellen (naive T-Zellen) hauptsichlich IL-2,
das in autokriner Weise ihre Proliferation und Differenzierung steuert (Reiner, 2001). Naive
T-Zellen entwickeln sich, erstmalig stimuliert, in Gegenwart von IL-12 und IFN-y zu Thl-
Zellen, in Gegenwart von IL-4 und IL-6 zu Th2-Zellen. Die gebildeten Zytokine von Thl-
Zellen bzw. Th2-Zellen wirken wechselseitig inhibitorisch auf Proliferation, Differenzierung
und Effektorfunktion des jeweils anderen Zellphéinotyps und stimulieren notwendige
Wachstumsfaktoren des eigenen Zellphénotyps.

Thl-Zellen sind auf die Aktivierung zelluldrer Immunreaktionen spezialisiert. Durch die
Abgabe von IFN-y wird die Differenzierung und Proliferation von Natiirlichen Killerzellen
gefordert. Weiterhin wird durch sezerniertes IFN-y und IL-2 die Differenzierung von CD8" T-
Lymphozyten zu zytotoxischen Effektorzellen angeregt. In Kombination mit TNF-o induziert
IFN-y die Rekrutierung von Entziindungszellen zum Ort der Entziindung. IFN-y stimuliert
auch die Produktion opsonierender Immunglobulin G- (IgG) Subklassen, die wiederum durch
Bindung an zytotoxischen Effektorzellen und an Komplementfaktoren die Phagozytose und
Lyse der opsonierten Zellen herbeifiihren (Perussia et al., 1985). Thl-Zellen vermitteln die
Phagozyten- und zytotoxische Infektionsabwehr - insbesondere intrazellulirer Pathogene —
und eine Entziindungsreaktion, die oft mit Gewebsschiden verbunden ist.

Dagegen produzieren aktivierte Th2-Zellen eine Vielzahl von Zytokinen, die eine Bildung
von Antikérpern in B-Zellen auslosen (humorale Immunabwehr). Dazu gehéren 1L-4, IL-10,
IL-13 und IFN-o. (Cavaillon, 2001). Das Leitzytokin IL-4 fordert gemeinsam mit IL-13 in B-
Lymphozyten den Antikérper-Klassenwechsel zum IgE (Mosmann and Sad, 1996). Die Th2-
Zellen sind an der Parasiten-Abwehr, der Hemmung von Entziindungsreaktionen des
Gewebes und an der Pathogenese allergischer Reaktionen beteiligt (Abbas et al., 1996).

Die Entstechung einer Hypersensitivititsreaktion (allergische Reaktion) gegen ein spezifisches

Allergen basiert auf einer Serie von Interaktionen zwischen antigen-prisentierenden Zellen
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(APZ), T- und B-Lymphozyten. Beim ersten Kontakt mit dem Allergen prisentieren die APZ
den T-Zellen kleine Peptidfragmente in Verbindung mit dem major histocompatibility
complex (MHC) Klasse I1 Molekiilen. T-Lymphozyten, die einen passenden T-Zell-Rezeptor
(TZR) spezifisch fiir das Peptid und MHC Klasse II besitzen, binden an den Peptid-MHC
Komplex der APZ. Die Bindung zwischen Antigen-MHC-Komplex und TZR fiihrt aber nur
dann zu einer Aktivierung der T-Zelle, wenn dieselbe APZ gleichzeitig kostimulierende
Faktoren exprimiert. Dazu zdhlen neben loslichen Zytokinen auch direkte Rezeptor-Ligand-
Bezichungen zwischen T-Zelle und APZ. Beide sind wesentlich fiir die Entwicklung
spezifischer T-Zell-Populationen. So findet man auf der Oberfliche von APZ zwei strukturell
verwandte Glykoproteine, B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86). Deren Rezeptor auf der T-Zelle ist
CD28, dessen Bindung mit B7.1 eine Thl-Entwicklung férdert, wihrend eine Bindung mit
B7.2 zu einer Th2-Differenzierung fithrt (Freeman et al., 1995). Die T-Zellen interagieren mit
B-Zellen, die den passenden Antigenrezeptor tragen, und stimulieren diese allergenspezifische
IgEs zu produzieren. Die allergenspezifischen IgE binden dann an Oberflachenrezeptoren von
Mastzellen, Basophilen, Makrophagen und anderen APZ. Die Phase vom Antigen
(=Allergen)-Kontakt bis zur Produktion entsprechender Antikérper bzw. Proliferation
spezifisch reaktionsfihiger T-Effektorzellen nennt man Sensibilisierungsphase. Nach dieser
Phase ist der Betreffende allergisch sensibilisiert, aber noch nicht erkrankt. Bei erneutem
Kontakt des Sensibilisierten mit dem spezifischen Allergen werden die IgEs auf den
Mastzellen vernetzt und setzen unter anderem Histamin frei und es wird eine pathogene
Immunreaktion ausgeldst (Manifestationsphase).

Treg-Zellen reprisentieren eine weitere T-Zell-Subpopulation, welche aktiv die Funktionen
anderer Zellen kontrolliert und unterdriickt. Eine allergische Immunantwort beruht auf dem
Vorherrschen eines Th2-Phdnotypes. Bei der Aufrechterhaltung des Thl/Th2-
Gleichgewichtes spielen die Treg-Zellen eine entscheidende Rolle. Sind sie in ihrer Funktion
eingeschrinkt oder fehlen sie, kann sich das Gleichgewicht entweder in Richtung Th2 oder
Th1 verschieben. Es wurden vier Haupttypen der Treg-Zellen beschrieben: Th3-Zellen, Trl-
Zellen, natiirliche Killer T (NKT) Zellen und CD4°CD25" T-Zellen.

Th3-Zellen produzieren TGF-B und IL-10 und besitzen regulatorische oder suppressive
Eigenschaften (Chen et al., 1994). Trl-Zellen haben eine niedrige proliferative Kapazitit und
produzieren grofie Mengen an IL-10, aber wenig IL-2 und 1L-4 (Groux et al., 1997). NKT-
Zellen umfassen eine Population von T-Zellen, die Zelloberflichenmarker exprimieren, die
charakteristisch sind fiir NK-Zellen und fiir konventionelle T-Zellen. Wenn NKT-Zellen

aktiviert sind, produzieren sie rasch groBe Mengen an IL-4 und IFN-y (Wilson and Delovitch,
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2003). CD25'CD4 " T-Zellen im Menschen repriisentieren zwischen 1% und 3% der gesamten
CD4" T-Zellen. CD4'CD25" T-Zellen hemmen die Immunantworten durch direkten Zell-Zell-
Kontakt iiber ein CTLA-4- (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) Signal, sowie durch die
Sekretion von TGF-B (Jonuleit et al., 2002). Patienten ohne CD4'CD25" Treg-Zellen
entwickeln Ekzeme, verfligen iiber einen hiheren IgE-Level, haben eine erhéhte Anzahl von
Eosinophilen und leiden unter Nahrungsmittelallergien (Gambineri et al., 2003). Der zuletzt
erwihnte Zelltyp spielt demzufolge eine grofie Rolle bei der Kontrolle der Entwicklung von

Allergien.

1.3 Transkriptionsfaktoren fiir Th1-, Th2- und Treg-Zellen

Transkriptionsfaktoren  sind  Motoren der Genregulation, die am Ende von
Signaliibertragungsketten stehen. Diese Proteine, die spezifisch deoxyribonucleic acid-
(DNA-) Elemente in der Promotorregion eines Gens binden, steuern die Ubersetzung dieser
Gene in messenger ribonucleaic acid (mMRNA) und das gebildete Transkript wird dann in ein
neues Protein libersetzt. Transkriptionsfaktoren kénnen als Aktivatoren oder Repressoren
agieren. Die Folge ist cine differentielle Genaktivitit als Antwort z.B. auf Umweltreize.

Notwendige Transkriptionsfaktoren fiir die Th1-Differenzierung sind signal transducer and
activator of transcription (STAT)-4 und Tbet. Es wurde gezeigt, dass sie die Transkription
von IFN-y kontrollieren (Kaplan et al., 1996, Szabo et al.,, 2000). Die Tbet-Expression
korrelierte mit der [FN-y Expression in Th1-Zellen (Szabo et al., 2000). Auf Th2-festgelegte
Zellen konnten eine Neu-Spezialisierung in Richtung Thl erleben, induziert durch Tbet (Shier
et al., 2000). Die Bedeutung von Tbet in der Regulation der Thl-Differenzierung wurde
bestétigt in Ther/” Mausen. Die Thl-Antwort betreffend zeigten CD4" T-Zellen von Ther/
Miusen einen schwerwiegenden Defekt (Szabo et al., 2002). Dariiber hinaus entwickelten
Ther/” Miause spontane Atemwegserkrankungen, #hnlich wie Asthma beim Menschen
(Finotto et al., 2002). Die primir im Mausmodell beobachteten Ergebnisse wurden beim
Menschen bestitigt. Denn bei Asthmapatienten gab es eine Tendenz in Richtung Th2-
Polarisierung mit einer Uberproduktion der Th2-Zytokine. Des Weiteren waren die Tbet-
Level in Asthmapatienten ungewdhnlich niedrig, so kénnte ein Tbet-Mangel bei der Th2-
Polarisierung eine Schliisselrolle einnechmen (Finotto et al., 2002). Ob Tbet die Th2-Zytokine
direkt hemmt oder nicht, wurde kontrovers in der Literatur diskutiert (Afkarian et al., 2002,

Szabo et al., 2000).
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Dagegen wurde beobachtet, dass die Transkriptionsfaktoren STAT-6, avian
musculoaponeurotic fibrosarcoma (c-Maf) und GATA-3 die Th2-Differenzierung steuern,
indem sie die IL-4, IL-5 und IL-13 Transkription regeln (Rengarajan et al., 2000). GATA-3
ist in geringen Mengen in naiven CD4" T-Zellen vorhanden. Es wurde ein starker Anstieg der
GATA-3-Expression withrend der Th2-Differenzierung und eine Abnahme wahrend der Thl-
Differenzierung beschrieben (Lee et al., 1998, Zhang et al., 1997, Zheng and Flavell, 1997).
Wenn man mit retroviralen Vektoren GATA-3 in die Miuse einbrachte, wurde die Expression
aller Th2-Zytokingene gesteigert, sogar wenn die CD4" T-Zellen unter Thl- polarisierten
Bedingungen kultiviert wurden. Die Ergebnisse wurden mit transgenen Miusen bestitigt
(Ferber et al., 1999, Lee et al,, 2000, Ouyang et al.,, 1998, Zheng and Flavell, 1997).
Zusitzlich zur Stimulation der Th2-Zytokinantwort hemmte GATA-3 die IFN-y Produktion,
sowie die IL-12RB2 Expression in einer IL-4 unabhingigen Art und Weise (Ferber et al.,
1999, Ouyang et al., 1998). Beim Menschen und im Mausmodell wurde gezeigt, dass GATA-
3 bedeutend fiir dic Entstehung von atopischen Asthma ist. In den Atemwegen von Patienten
mit allergischen Asthma wurde, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe, eine erhéhte
GATA-3-Expression gefunden (Nakamura et al., 1999). In transgenen GATA-3 negativen
Méiusen wurde im Vergleich zu GATA-3-Wildtyp-Méusen eine Abnahme aller Th2-Zytokine
(IL-4, IL-5, und IL-13) festgestellt. Wichtige Schlisselfaktoren von Asthma, die
Eosinophilenanzahl, die Schleimproduktion, und die IgE-Bildung, waren ebenfalls bei
GATA-3-transgenen Méusen stark vermindert (Zhang et al., 1999).

CD4'CD25" Treg-Zellen sind gekennzeichnet durch die Expression von FOXP3 mRNA
(Groux et al., 1997). Das FOXP3 Gen ist ein Mitglied der forkhead/wingend Helix-Familie.
Eine erzwungene Expression des Foxp3 Gens in Miusen wandelte naive T-Zellen in
CD4'CD25" Treg-Zellen um (Hori et al., 2003). AuBerdem schiitzte eine Impfung von
Wildtyp Miusen mit CD4'CD25"  Treg-Zellen Foxp3-knockout —Miuse  vor
Autoimmunkrankheiten (Fontenot et al., 2003). Walker und Kollegen (2003) prisentierten im
Humansystem, dass FOXP3-exprimicrende CD4'CD25" Treg-Zellen im peripheren Blut die
Aktivierung und Entwicklung von anderen T-Zellen in vitro hemmen, wie es fiir Nagetiere
schon gezeigt wurde (Fontenot et al., 2003, Hori et al., 2003). Dartiber hinaus zeigten sie, dass
die Aktivierung von CD4'CD25 T-Zellen iiber die T-Zell-Rezeptor Stimulation die FOXP3-
Expression induziert. Diese FOXP3-exprimicrenden T-Zellen von CD4'CD25 T-Zellen
abstammend wiesen die gleichen unterdriickenden Eigenschaften, wie natiirliche CD4'CD25"

Treg-Zellen auf (Walker et al., 2003).
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Neben den hier erwidhnten Transkriptionsfaktoren, die Einfluss auf die Th1/Th2-Regulation
haben, gibt es weitere Faktoren, die auf einer anderen Ebene, insbesondere bei der Regulation

verschiedener Signaltransduktionswege, eine Rolle spielen.

1.4 Die Bedeutung von SOCS-Molekiilen fiir die T-Zell-Differenzierung

Es gibt einige Hinweise, dass die Expression von SOCS-Molekiilen bei der Entstehung von
allergischen Erkrankungen eine Rolle spielen konnte. Doch insbesondere im humanen System
gibt es noch Wissensliicken, welche weitere Untersuchungen erfordern.

Zur SOCS-Familie gehdren 8 Mitglieder das cytokine-inducible Src-homology 2 (SH2)
Domine enthaltende Protein (CIS) und SOCSI1-7 (Hilton et al., 1998). Gemeinsame
Merkmale sind eine zentrale SH2-Domiéne und eine konservierte C-terminale SOCS-Box.
Diese Familienmitglieder sind involviert in die negative Regulation verschiedener
Signaltransduktionswege, insbesondere dem Janus kinase and signal transducer and activator
of the transcription (JAK/STAT) Signalweg (Leonard and O'Shea, 1998). Aktivierte STATs
stimulieren die Transkription der SOCS-Gene. Die SOCS-Proteine wiederum binden
phoshorylierte JAKs und deren Rezeptoren und schalten den Signalweg aus. SOCS
schwichen die Zytokinsignaltransduktion ab, indem sie mit ihren SH2-Dominen an
phosporylierte Tyrosinreste von Signalvermittlern binden, dies fithrt z.B. zur Inaktivierung
von JAK. CIS dagegen blockiert den STAT-Transport zum Rezeptor. Bei allen SOCS-
Proteinen variiert die N-terminale Region in der Linge und Aminosiuresequenz. Nur SOCS1
und SOCS3 verfligen iiber eine kinase inhibitory region (KIR) unmittelbar oberhalb der
zentralen SH2-Domine. Diese fungiert wahrscheinlich als Pseudosubstrat, indem die
katalytische Doméne von JAKs inaktiviert und somit der Eingang vom eigentlichen Substrat
an der Aktivierungsregion blockiert wird. Durch die KIR-Region kommt es zu einer stirkeren
Inhibition der JAK-Aktivitdt (Fujimoto and Naka, 2003).

Wie schon ausgefiihrt, ist eine Signalhemmung durch SOCS-Mitglieder wichtig fiir die
Aufrechterhaltung der Balance der Zytokine, und diese ist wiederum entscheidend fiir Thi-
und Th2-vermittelte Immunantworten.

SOCS1 wird hauptsidchlich in Thl-Zellen exprimiert (Egwuagu et al., 2002) und ist wichtig
fiir die Drosselung einer IFN-y abhingigen T-Zell-Aktivierung (Song and Shuai, 1998, Starr
et al., 1998). Zusiitzlich reguliert SOCS1 IL-12 Antworten in vivo (Eyles et al., 2002).

SOCS3 wird selektiv in Th2-Zellen exprimiert (Egwuagu et al., 2002) und hat die Fihigkeit,
die IL-12 vermittelte STAT-4-Aktivierung zu hemmen, wodurch die Thl-Entwicklung
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blockiert wird (Seki et al., 2003 , Starr et al.,, 1998). SOCS3 hemmt ebenfalls [FN-y, aber
weniger stark als SOCSI (Federici et al., 2002, Song and Shuai, 1998).

SOCSS5 wird ebenfalls in Thl-Zellen exprimiert und hemmt IL-4 induzierte Signalwege und
damit die Th2-Differenzierung (Seki et al., 2002). Obwohl in vitro Studien vermuten lassen,
dass SOCS5 die T-Zell-Entwicklung in Richtung Thl-Zellen unterstiitzt, wurde kein Defekt
in der T-Zell-Differenzierung in SOCS5-Knockout-Mausen festgestellt (Brender et al., 2004).

CIS wird reichlich von aktivierten Thl- und Th2-Zellen exprimiert (Yu et al., 2003). Th-
Zellen von ClS-transgenen Mdusen differenzierten bevorzugt in Th2-Zellen (Matsumoto et
al., 1999).

Nur wenige Publikationen haben die Rolle der SOCS-Expression in Treg-Zellen untersucht.
Kiirzlich wurde gefunden, dass SOCS3 in unstimulierten Treg-Zellen fehlt, aber spiter
wichtig fiir die Regulierung der Funktion von Treg-Zellen ist. Pillemer und Kollegen (2007)
zeigten, dass durch einen Uberschuss an SOCS3 in Treg-Zellen die FOXP3-Expression und
die CTLA-4-Expression reduziert wird, gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme der Treg-
Zell-Proliferation und deren unterdriickender Funktion. Andere Verdffentlichen weisen darauf
hin, dass SOCS3 die Treg-Zell-Entwicklung tiber eine Modulierung der TGF-3 Abgabe von
dendritischen Zellen hemmt (Matsumura et al., 2007). Somit unterstiitzt eine Abschwichung
von SOCS3 den regulatorischen Phanotyp von T-Zellen. Dariiber hinaus wurde gezeigt das
FOXP3 als Transkriptionshemmer fiir SOCS3 fungiert. Dies kénnte ein Mechanismus sein,
iiber den T-Lymphozyten SOCS3-Mengen regulieren, um den Treg-Zell-Phinotyp
aufrechtzuerhalten (Muthukumarana et al., 2007). Dagegen wurde SOCS]1 stark in Treg-
Zellen exprimiert (Gavin et al., 2002, McHugh et al., 2002). Die unzureichende Expression
von SOCSI1 resultierte in einer beeintrichtigten Funktion der Treg-Zellen, was darauf
hinweist, dass SOCSI ein pathogener Faktor fiir systemische Autoimmunkrankheiten sein
konnte (Fujimoto et al., 2004). Folgernd scheint, dass SOCS1 wichtig fir die Treg-Zell-
Funktion ist, wohingegen SOCS3 in funktionellen Treg-Zellen herunter reguliert sein muss.
Derzeit gibt es keine Daten iiber den Zusammenhang anderer SOCS-Molekiile und Treg-
Zellen.

Da SOCS-Molekiile einen Einfluss auf die Th1/Th2-Differenzierung ausiiben, kénnten sie fiir
die Allergieentwicklung wichtig sein. Nur wenige Humanstudien haben die Expressionslevel
von bestimmten SOCS-Molekiilen in Allergiepatienten untersucht. Es wurde demonstriert,
dass erhéhte SOCS3-Expression in T-Zellen mit dem Auftreten von Asthma und atopischen
Ekzem korreliert (Seki et al., 2003). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass spezifische

Haplotypen des SOCS3-Gens signifikant mit dem allergischen Phinotyp assoziiert sind

10
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(Ekelund et al., 2006). Kiirzlich wurde eine signifikante Verbindung zwischen einem
Polymorphismus im SOCSI1-Promoter, welcher die SOCS1-Transkription erhéht, und dem
verstarkten Auftreten von Krankheitssymptomen bei Asthmatikern festgestellt (Harada et al.,
2007, Starr et al., 1998). Zur Bedeutung von CIS und SOCS5 im Hinblick auf allergische
Erkrankungen liegen im Humansystem bisher keine Daten vor.

Das Ziel dieser Arbeit war die weitere Aufklirung von Mechanismen die allergischen
Erkrankungen zugrunde liegen. Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit, die Expression
von Signalproteinen im Zusammenhang mit Th-Zell-Differenzierung und allergischer

Sensibilisierung analysiert.

11
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2. Zielstellung

Das erhohte Vorkommen allergischer Erkrankungen wiihrend der letzten Jahre erfordert die
weitere Aufklirung von molekularen Mechanismen und die Ermittlung von Faktoren, die zur
Entstehung allergischer Erkrankungen fithren. Da allergische Erkrankungen auf eciner
Fehlregulation auf der Ebene der T-Lymphozyten, speziell der Th-Zellen basieren, stehen
insbesondere Parameter der T-Zell-Immunitét, vor allem die Th1/Th2-Regulation im Zentrum
des Interesses.

Meine Aufgabe im Rahmen der LISA-Studie umfasste deshalb die molekularbiologische
Untersuchung der Expression von Signalproteinen, die insbesondere bei der T-Zell-
Differenzierung eine Rolle spielen und damit potentiell auch fiir die Entwicklung einer
allergischen  Reaktionslage = von  Bedeutung sein  konnten, innerhalb  einer
Querschnittspopulation 6-jéhriger Kinder.

Vor diesem Hintergrund war es Ziel dieser Arbeit,

- die mRNA-Expression von SOCS-Molekiilen (SOCS1, SOCS3, SOCSS5 und CIS) und
T-Zell-Transkriptionsfaktoren (Tbet, GATA-3, FOXP3) aus Vollblutproben 6-jihriger

LISA-Probanden zu analysieren sowie

- die Zusammenhinge zwischen den untersuchten Parametern untereinander, zur

Th1/Th2-Differenzierung und allergischen Sensibilisierungen zu untersuchen.

Insbesondere bei allergischen Erkrankungen besteht der Verdacht, dass Stressfaktoren bei der
Krankheitsentstehung eine wichtige Rolle spielen. Im Helmholtz-Zentrum  fiir
Umweltforschung (Department Umweltimmunologie) wurde im Serum 6-jdhriger Kinder die
Konzentrationen der stress- und immunregulatorisch- relevanten Neuropeptide vasoaktives
Intestinalpeptid (VIP), Somatostatin (SOM) und Substanz P (SP) bestimmt.

Ein weiteres Ziel der Studie war deshalb,

- die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Expression von den von mir

gemessenen Signalmolekiilen und Neuropeptiden.

Im Zusammenhang mit den schon erfolgten Untersuchungen im Rahmen der LISA-Studie
sollen die FErgebnisse dieser Arbeit dazu beitragen, den Kenntnisstand bisheriger

Studienergebnisse zu erweitern, indem molekulare Mechanismen aufgekldrt werden.

12
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Introduction

The cytokine-induced Sre-homology 2 protein (CIS) and
suppressors of cytokine signalling (SOCS) are members of’
a family of intracellular proteins that have emerged as key
physiological regulators of cytokine-mediated homeosta-
sis including innate and adaptive immunity. These pro-
teins are engaged in the negative regulation of cytokine
signalling, primarily signalling associated with the Janus
kinase — signal transducer and activator of transcription
[JAK - STAT) pathway, a mechanism to modulate cytokine
signalling to prevent a sustained and/or an excessive
action of cytokines and growth factors. So far, eight
different SOCS proteins have been described: CIS and
SOCS1-7 [1].

Signal down-regulation through SOCS members has
been shown to play an important role in the halance of
cytokines that determine the onset of T-helper type 1 (Th1)
and Th2-mediated immune responses.

Th1 and Th2 cells are two distinct T cell subsets, defined
by different functional abilities and cytokine profiles [2,
3]. IFN-y is the signature cytokine of Th1 cells and IL-4 is
the corresponding signature cytokine of Th2 cells. GATA-
binding protein 3 (GATA-3) is a Th2-specific transcription
factor and up-regulated during Th2 differentiation (4, 5].
The transcription factor T-box expressed in T cells (Tbet)
controls the expression of the hallmark Th1 eytokine [FN-y
[6]. Regulatory T cells (Treg) represent a further T cell
subset that actively controls or suppresses the function of
other cells. The CD4*CD25" Tregs express the forkhead
box P3 (FOXP3) transcription factor [7] and these cells are
more present in healthy individuals than in allergic
patients [8]. Moreover, as patients who specifically lack
CD25" Tregs develop severe eczema, elevated IgE levels,
cosinophilia and food allergy [9], a great deal more study
of Treg in allergy is warranted,

In particular, for CIS, SOCS1, SOCS3 and SOCSS, a role
in the regulation of T cell differentiation has been dis-
cussed. SOCS1, which is mainly expressed in Thl cells
[10], is supposed to be particularly important for limiting
[EN-y-dependent-T cell activation [11, 12]. In addition,
SOCS1 regulates responses to IL-12, in vive [13]. SOCS3 is

preferentially expressed in Th2 cells [10]. This SOCS
molecule also represses [FN-v signalling but less potently
than SOCS1 [11, 14]. Recent analyses indicated that
SOCS3 negatively regulates the IL-12 to STAT4 Th1 path-
way [12, 15]. SOCSS5, which was found to be expressed in
Th1 cells, plays a role as a specific negative regulator for
Th2 differentiation by repressing 1L-4-induced signalling
[16]. Although in wvitro studies suggest that SOCS5 in
T cells appeared to bias CD4" cells towards Thi, there is
no defect in Th differentiation in SOCS5-deficient mice
[17]. CIS is the most abundant SOCS member expressed in
activated T cells. Both Th1 and Th2 cells express high
levels of CIS [18]. In CIS transgenic mice, helper T cells
tend to differentiate into Th2 cells [19].

S0CS molecules might control the immune system func-
tion also via Treg. A down-regulation of SOCS3 supports a
regulatory phenotype of T cells [20-23] whereas insuffi-
cient expression of SOCS1 results in impaired function of
Treg [24-26].

Owing to their influence on Th1/Th2 differentiation, the
above-mentioned SOCS molecules might also be impor-
tant for allergy development. Few studies in humans have
investigated the expression levels of certain SOCS mole-
cules in allergic patients. For example, increased SOCS3
expression in T cells has been shown to correlate with the
severity of asthma and atopic dermatitis [15]. Further-
more, Ekelund et al. [27] have reported that SOCS3 is
consistently more highly expressed in skin from patients
with atopic dermatitis than in normal control skin. In
addition, specific haplotypes of the SOCS3 gene have been
shown to be significantly associated with the allergic
phenotype. Recently, a significant association has been
found between a polymorphism in the SOCS1 promoter,
which enhances the transcription of SOCS1, and the
occurrence of disease symptoms in asthmatic patients
[12, 28]. So far, no data are available concerning the
relevance of CIS and SOCSS in humans.

Although, there is some evidence that the expression of
SOCS molecules might in fact be important for the
development of an allergic reactivity, there is still a lack
of knowledge in particular regarding the functional rele-
vance of these regulatory molecules in the human system,
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which calls for further investigations. For the first time,
we have used a population-based approach to study the
association of SOCS molecules and the development of an
allergic reactivity. Within a children's cohort study, the
relationship between CIS, SOCS1, SOCS3 and SOCSS and
Th1/Th2 regulation as well as allergic sensitizations was
analysed.

Methods

Study design and subjects

The Lifestyle-lmmune System-Allergy (LISA) study was
designed to investigate the influence of lifestyle and
environmental factors on the maturation of the immune
system and the atopic risk in early childhood. Three
thousand ninety-seven newboms, born between Decem-
ber 1997 and January 1999 in the four German cities
Munich, Leipzig, Wesel and Bad Honnef, were included in
this population-based study. Only healthy term neonates
of German descent were included. Newbom children
whose mothers suffered from autoimmune disease or
infectious disorders during pregnancy were excluded.
The study design has been described in detail elsewhere
[29]. Children from this study were followed up regularly
from infancy to 6 years of age with clinical examinations
and blood sampling.

At the age of 6, a clinical investigation was performed
in a children’s hospital. Blood samples were taken for the
determination of IgE concentrations, and in the sub cohort
from the city of Leipzig for further analysis of immunolo-
gical parameters. Five hundred and sixty-five 6 year old
children from the city of Leipzig participated in the study.
Blood samples were accessible from 324 of these children.

Participation in the study was voluntary; informed
consent was obtained from the parents of all children.

The study was approved by the Ethics Committees of the

University of Leipzig.

RNA preparation

Heparinized blood was obtained by venipuncture and
RNA extraction was performed as described previously
[30]. Briefly, 1 mL of heparinized blood (1 mL) was incu-
bated with 1 mL of complete RPMI 1640 (containing 10%
heat-inactivated fetal bowvine serum, 0.01% penicillin,
0.0085% streptomycin, 2 mu 1-glutamine, 0.35% [-mer-
captoethanol) for 3h at 37 °C and 5% C0;. After red cell
lysis twice with hypotonic buffer (0.83% NH,CL 0.1%
KHCO;, 0.1 my EDTA, pH 7.2), leucocytes were lysed with
400 pL. of MagNAPure lysis buffer containing additional
1% DTT (Roche Applied Science, Mannheim, Germany)
and the sample was frozen at —80°C.

After thawing, RNA extraction was performed with an
automated standardized protocol for human whole blood

using the MagNA Pure LC system and the MagNA Pure LC
mRNA [solation Kit [ (Roche Applied Science). The elution
volume was set to 50pL. One aliquot of 8.2l was
reverse transcribed using AMV-RT and oligo-(dI} as
the primer (First Strand ¢DNA synthesis Kit; Roche
Applied Science) according to the manufacturer's protocol
in a thermocycler. After termination of the cDNA
synthesis, the reaction mix was stored at —20°C until
PCR analysis.

Real-time polymerase chain reaction

Reverse transcriptase products were amplified by a real-
time PCR with a LightCycler Fast Start DNA SYBR Green
Kit (Roche Applied Science). Reagent kits with primers
and standards for SOCS1, SOCS3, SOCS5, CIS, GATA-3,
Tbet, FOXP3 and B-Actin and the amplification protocols
were obtained from Search-LC (Heidelberg, Germany,
www.Search-LC.com). PCR reactions were performed ac-
cording to the manufacturer’s instruction. Primers for [L-4
were synthesized by MWG Biotech (Ebersberg, Germany).
The primer sequences for [L-4 were sense 5'-AGA AGA
CIC TGT CAC CGA TTGA-3' and antisense 5-CTC TCA
TGATCG TCT TTA GCC TIT-3". IL-4 standard was synthe-
sized by GenExpress (Berlin, Germany). The amplification
protocol used for IL-4 primers was 5°C, 1s; 68°C, 10s;
72°C, 165, with a lowered annealing temperature of 0.5 °C
percycle until reaching the final annealing temperature of
58°C at cycle 17. Data were obtained during the expo-
nential phase of the amplification and are therefore
quantitative. Quantification of transcript concentration
for the measured genes was performed by external stan-
dardization. To control the integrity of mRNA, the control
gene fl-actin was analysed in parallel. Data are presented
as the ratio between the copy number of the target gene
and the copy number of the housckeeping gene fi-actin.

Total and specific immunoglobulin E

To characterize the atopic status, IgE serum concentra-
tions were determined by the Pharmacia CAP System
(Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Germany). Sera were
screened for total IgE and for specific IgE against inhalant
(SX1) and food allergens (FX5) by two multi-allergen
panels. SX1 (CAP FEIA) includes house dust mite (HDM}
(Dermatophagoides pteronyssinus), cal, dog, timothy, rye,
birch and mugwort; FX5 (CAP FEIA) contains the food
allergens hen's egg, cow' milk, fish, wheat, peanut and
soy. Samples with specific [gE concentrations >0.35kU/L
were regarded as positive. Sera with positive results
in the multi-allergen panels were tested for the single
allergens.

For total IgE, the cut-off was set at 180kU/L as this
value was published as the 95% value of the cumulative
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frequency distribution of total IgE in the reference area
Borken, Germany |31, 32].

Intracellular cytokine staining

Flow-cytometric detection of intracellular cytokines was
performed as previously described [33]. Briefly, 100l
heparinized blood in 900 uL RPMI was stimulated with
10ngfmL of phorbel myristate acetate (Sigma Aldrich,
Deisenhofen, Germany) and 1w of ionomycin (Calbio-
chem, Bad Soden, Germany) in the presence of 2.5 pu of
monensin (Sigma Aldrich) for 5h at 37°C and 5% CO,.
Stimulated cells were fixed in 4% paraformaldehyde and
permeabilized with 0.1% saponin.

Cells were simultancously stained with fluorescence-
labelled monoclonal antibodies (MAbs) against the T cell
surface markers (CD3, CD4, CD8) and against the human
cytokines [FN-y and [L-4, all obtained from Beckman-
Coulter (Krefeld, Germany). Flourescence-labelled cells
were analysed in a flow cytometer (FACSCalibur, Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany} using Cellquest soft-
ware. In all samples, 10000 cells were collected. Results
are given as percentages of cytokine-producing cells of
the respective cell populations.

Statistical analysis

Owing to the fact that the functional relationship between
suppressors of cytokine signalling and allergic sensitiza-
tion is not yet clear, SOCS expressions were categorized
using quartiles (first, second, third, fourth) as cul-off
values and included in the models with the lowest quartile
as reference. Data for suppressors of cytokine signalling
are presented as median with 25-75 percentiles. Trend
tests were applied to detect dose-response relations.
Multiple logistic regression models were used to deter-
mine adjusted odds ratio (OR) with 95% confidence interval
(Cl) for the association between suppressors of cytokine
signalling expressions and allergic sensitization. OR were
adjusted for family atopy history (FAH), gender, parental
school education, pet keeping, exposure to environmental
tobacco smoke, breastfeeding and the presence of siblings.
In the same models, trend calculation was performed
basing on categorized SOCS expression variables. The
correlation between SOCS and T cell regulatory factors
was tested using the non-parametric Spearman’s rank
correlation test. The Jonckheere-Terpstra test was used
for trend calculation for the association between suppres-
sors of cytokine signalling expression and IFN-y CD4"-
producing T cells as well as with IL.-4 CD4*-producing T
cells. Statistical analysis was performed with STATISTICA
for Windows Version 7.0 (Statsoft Inc.) and StatXact
version 6.2 (Cytel Inc,, Cambridge, MA, USA).

@ 2007 The Authors

Results

Characteristics of the study subjects

From the initial 565 6 year old participants from Leipzig,
324 blood samples were obtained. Complete data for IgE,
mRNA, intracellular cytokine staining and all confound-
ing variahles were available from 248 children [120 girls
(48.4%) and 128 boys (51.6%)]. There was a reduction of
case numbers because the amount of blood was not
sufficient for all participants for all analyses or parents
did not give consent for genetic (DNA/RNA) analysis. The
basic characteristics of the subset of the population are
given in Table 1. Regarding the investigated parameter,
there was no difference between the analysed subcohort
(1 =248) and the remaining children from the LISA cohort
from Leipzig (n=317) (Table 1). Among the 248 investi-
gated children, 68 (27.4%) reacted against the inhalant
(SX1} and 31 (12.5%) against food allergens (Table 2).

Table 1. Characteristics of the analysed sub cohort (i = 248) and the
remaining children of the overall LISA cohort from Leipzig (due to
missing information for some characteristics, number of subjects varies
hetween 309 and 317)

Remaining
Analysed subjects of
subcohort LISA cohort
Variables nfN {00 nf NV (s) P-value
Breastleeding
Yes 114/248 (46.0) 1171312 {37.5) 0.223
Na 134/248 {54.0) 195/312 {62.59)
Gender
Male 128/248 (51.6) 146317 {46.1) 0.437
Female 120248 (48.4) 171317 (53.9)
Parental school education
High 5/248 (2.0 7/309(2.3) 0.987
Intermediate 102/248 (41.1) 128/308 {41.4)
Low 141248 (56.9) 1744309 {56.3)
Parental history of atopy
None 133/248 (52.6) 188317 (59.3) 0.349
Single pasitive a3/248 {31.5) 107317 (33.8)
Double positive 32248 (12.9] 22/317 (6.9)
Presence of siblings
None 591248 {21.6) 733102350 0310
One 147/248 {59.3) 163{310 (52.6)
Twa 37/248 (14.9) 51/210 (16.5)
Three or more /248 {2.0) 23{310 (7.4}
Pet keeping
Yes 112f248 (45.2) 144/314 (45.9] 0.921
Nao 136/248 {54.8) 170/314 (54.1}
Smoking in the dwelling
Daily 30/248 {12.1) 37/314 {11.8) 0.996
Once per week 3/248 (1.2) 5/314 {1.6)
Oceasionally 23/248 (9.3) 30/314 {9.6)

Newver 192/248 (77.4) 242]314 (77.1)

LISA, Lifestyle-Immune System-Allergy.
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Tahle 2. Frequency of allergic sensitizations

Tahle 4. Relation hetween suppressors of cytokine signalling and T cell
regulatory factars, correlation coefbeient from Spearman's correlation

Frequency
Variables nfN {t%) 50Cs1 SOCS3 50055 cis
Total IgE® 32f248 (12.9) IL-4 0.49" 0.16 ~0.17 - 004
Specific Ig" 79/248 (21.9) GATA-3 0.36 0.07 0.20 0.29
Food allergens 31/248 (12.5) Thet —0.22 0.34 0.48 0.30
Hen's egg 6/248 (3.0} FOXP2 .04 0.37 0.32 0.22
Cow' milk 16/248 (6.5
Peanut 9/248 (3.6 *Sigmificant correlation coefficients (P < 0.06) are marked bold.
Say 6/248 {2.4) Expression of T cell regulatory factors was analysed by quantitative
Fish 3248 (1.2) real-time PCR from cDNA/mRNA, samples prepared from heparinized
Wheat flour 7(248 {2.8) whole blood samples of the study participants without further
Inhalative allergens 6Bi248 (27.4) stimulation ex vivo,
Derp 1 411248 {16.5) GATA-3, GATA-binding protein 3; Thet. T-box expressed in T cells;
Cat 16/248 [7.3) FOXP3, forkhend box P3; SOCS1, suppressors of cytokine signalling: CIS,
Dog 10/248 (4.0) cytokine-induced Sre-homology 2 protein.
Thimoty 35/248 (14.1)
:ﬁih j;f::ﬁ;:l: S0OCS1 expression was positively correlated with
Mugwort 16/248 (6.5} GATA-3 and IL-4 cxpression and negatively correlated

*The total IgE were regarded as positive atvalues = 180kUfL,
'A child was considered sensitized to specific allergens at specific Igk
values > 0.35kU/L.

Table 3. Mean and standard deviation of maw and relative expression
levels of genes determined by real-time PCR from mRNA/CDNA sepa-
rated from whole blood samples without further ex vivo stimulation

Median (25-75 percentile]

Relative

Copy number{10 L

expression level®

p-actin 1228 500 {217 700-3 145 000)

S0CS] 6634 (3393-11 600} 5.245 (3,166~ 13.141)
S0Cs3 4159 {640-12 835) 3.371 {2.011-5.144)

50C55 256 {29-721) 0.213 {0.053-0.337)

as 640 {91-2095) 0.548 {0.209-0.897)

GATA-3 6274 {1783-15480) 5.607 {3.291-11.020)
Thet 175 {27-937) 0.189 {D.0B0-0.794)

FOXP3 463 {116-1749) 0.516 (0.255-0.991)

IL-4 9238 (3748-17953) 8,129 (3.814-21.398)

*Relative expression level = {copy number, e.g. SOCS 1 fcopy rumber house-
keeping gene f-acting < 1000,

S0CS1, suppressors of cytokine signalling; GATA-3, GATA-hinding
protein 3; Thet, T-box expressed in T cells; FOXP3, forkhead box P3; (IS,
cytokine-induced Sre-homology 2 protein.

Suppressors of cytokine signaliing and T cell
regulatory factors

The mean and standard deviation of raw and relative
expression levels of each gene determined by quantitative
real-time PCR are given in Table 3. For all analysed genes,
the expression levels were above the background.

with Thet. For SOCS3, reverse correlations were found as
compared with SOCS1 (Table 4). SOCS3 was positively
correlated with Thet and negatively with [L-4. GATA-3
showed no association with SOCS3. As for SOCS3 and also
for SOCS5, a positive correlation to Thet and a negative
correlation to IL-4 were found. CIS was positively corre-
lated with both the Th1 regulatory factor Thet and the Th2
regulation factor GATA-3. FOXP3, the marker for regula-
tory T cells, was not correlated with SOCS1 expression. In
contrast, SOCS3, SOCS5 and CIS were positively corre-
lated with FOXP3 (Table 4).

Suppressors of cytokine signalling and T-helper
populations

Children with a higher SOCS1 mRNA expression had
significantly lower amounts of PMA/ionomycin-stimu-
lated [FN-y-producing CD4" T cells (P for trend =0.03)
than children with less SOCS1 mRNA expression, [L-4-
producing T cells were not affected. Concerning SOCS3,
the amount of IFN-y or IL-4-producing T cells was not
correlated with a higher SOCS3 mRNA expression.
Amounts of [FN-y producing Thil cells tended to be
elevated in children with a higher SOCS5 mRNA expres-
sion (P for trend = 0.06). Again, IL-4-producing T cells
were not affected by SOCS5. In addition, there was a
slightly positive trend between the amount of IL-4 produ-
cing T cells and a higher CIS mRNA expression (P for
trend = 0.07). [FN-y-producing T cells had no relationship
with the level of CIS expression (Fig. 1).

Suppressors of cytokine signalling and
allergic sensitization

The results of the multiple regression analysis for the
association between SOCS1 and allergic sensitization

@ 2007 The Authors
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Fig. 1. Percentage of IFN-7 and (L4 producing €047 T cells regarding SOCSI SOCS3, SOUSS o
participants were stumnlated ex sive for 4h with PMA anc jonon; in the presence of mons
intrcellular cytokines med uralysed by Sow cyformetty, SOUST, SOUST, SOUSE and U18 expression: levels were defermines rom mINALCDNA separated
fram the same blopd samples by quartitatve real-time POR without further ex sivo stimulatior. SOCST, SOC5Y, SOCSS ané OT5 expression lovels were
etegorized by using gquisetiles, Box plots represent medians and interquartile singes of IEN=y or IL-4 productiaon in the respective guariles, whiskers
show the 10th and 9oth percentile o7 cytokive production. P for trend from the Jorckheers: Terpstra test is giver, SOUSE, suppressors of cytokine
signalling; CIS, cytokine-induced Sre-homology £ protein.

(detectable IgE antibodies) are presented in Table 5. 1.17-8.40; P for trend = 0.027). Among the single inhala-
Although the trend test applied gives evidence of a  tive allergens, SOCS1 correlated with a higher risk for
positive correlation between SOCS1 expression and total  allergic sensitization against HDM (Der p 1, ORq, 4.65,
1gE, the adjusted ORs did not show significance. However, ~ 95% CI 1.35-16.01; P for trend = 0.003) and rye (ORq,
there was a positive relationship between SOCS1 expres-  4.27, 95% CI 1.06-17.13). However, for rye the trend test
sion and the oceurrence of any specific IgE (ORgs 3.13,  was not significant (P for trend = 0.163). Sensitizations to
95% Cl 1.20-8.19; P for trend = 0.026) as well as the  timothy and birch were not significantly correlated with
detectable IgE antibodies against the food allergen mix  the SOCS1 expression.

Fx5 (ORgq 9.51, 95% CI 1.72-52.59; P [or trend = 0.006) S0CS5, SOCS3 and CIS were not associated with any
and the inhalative allergen mix Sx1 (ORg, 3.14, 950 CI  allergic sensitization {Tables 6-8). Owing to the low
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Table 5. Frequency [% (n/N)] and risk {adjusted” OR with 950% Cl) of detectable elevated serum

IgE concentrations according to SOCS! relative

expression
S0CS1
First quartile Second quartile Third quartile Fourth quartile
{0-3.2} {3.2-5.3) (5.3-13.1) (12.1-13272.7) Pfortrend
Total IgE >160kU/L 2790 {6/62) 8.1% (5/62) 14.5% (9/62) 19.4% (12/62) 0.042
1.00 1.00 (0.09-10.92) 1.55 (0.49-4.92) 2.85 (0.91-8.97)
Specific IgE 22.6% (14/62) 33.9% (21/62) 33.9% (21/62) 37.1% (23/62) 0.026
1.00 2.94 (1.13-7.66) 2.10 (0.89-4.97) 3.13 [1.20-8.19)
Food allergens 3.2% (2/62) 12.9% (8/62) 1 62) 17.7% {11/62) 0.006
100 7.96 (1.25-50.55) 7.5(1.43-39.77) 9.51 [1.72-52.59)
Inhalative allergens 19.4% (12/62) 29.1% (18/62] 27.4% (17/62] 33.9% (21/62) 0.027
1.00 3.06 (1.09-8.60) 1.81 (0.73-4.52) 3.14 [1.17-8.40)
Derp1 9.7% (6/62) 9.7% (6/62) 2109 (13/62) 25.8% {16/62) 0.003
1.00 1,30 (0.25-6.771 261 (0.87-7.82) 4.65 (1.35-16.01)
Timothy 2.7% (6/62) 16.1% (10/62) 12.79% (8/62) 17.7% (11/62) 0.135
1.00 2,50 {0.72-8.66) 1.20 (0.36-4.09) 3.20{0.93-10.97)
Rye B.1%% (5(62) 14,500 (9/62) 9,760 (6/62) 16.1% {10/62) 0.163
1.00 293 {0.76-11.27) 1.20 (0.34-4.25) 427 {1.06-17.13)
Birch 9.7% (6/62) B.1%0 {5/62) 12.9% (8/62) 9.74% {6/62) 0.567
1.00 1.15 {0.29-4.57) 1.50 (0.46-4.96) 1.31 {0.35-4.95)

SUKCST expression was analysed hy quantitative real-time PCR from cDNA/mRNA samples prepared from heparinized whaole blood samples without

Turther stimulation ex vive.

*Adjusted for; family atupy history, gender, siblings, parental school education. pet keeping, smoking in the dwelling and breastfeeding. Significant values

are marked hold.

OR, odds ratio; CI, confidence interval; SOCS1, suppressors of cytokine signalling.

Table 6. Frequency [% {n/M] and risk (acjusted® OR with 95% CI} of detectable elevated serum 1gh concentrations acconding to SOCSY relative

expression
S0CS3
First quartile Second quartile Third quartile Fourth quartile
{0-2.0) (4.0-3.4) {3.4-5.1) (5.1-315.8) P for trend
Total IgE = 180kLIL 11.3% {7/62) 11.3% {7/62) 11.3% {7/62) 17.7% (11/62) 0.247
1.00 1.03 {0.29-3.71) 109 {0.35-3.44) 3.01 (0.87-10.39)
Specific Igk 29.0%{18/62] 35,559 (22/62] 29.0% {18/62) 33.90 (21/62) 0730
100 1.40 {0.60-3.25) 0.98 {0.42-2.29) 1.30 (0.61-3.23}
Food allergens 12.9% {8/62) 14,58 {9/62} 12.9% (6/62) 9.8% (6/62) 0.609
1.00 1.06 {0.33-3.44) 1.20{0.36-4.03) 0.92 (0.21-3.57)
Inhalative allergens 24.2%{15/62) 29.0% (18/62) 22.6% {14/62) 33.9% (21/62) 0.261
Lo0 136 {0.56-3.23) 093 .{0.37-2.35) 1.97 (0.74-5.24)
Derpt 14.5% {9/62) 17.7% {11/62) 11,30 {7/62) 22.6%(14/62) 0.395
1.00 1.16 {0.39-3.36) 0.74 (0.24-2.31) 1.90 (0.64-5.62)
Timothy 14.50% {9/62) 16.1% {10/62) 9.7% {6/62) 16.1% (10/62) 0930
1.00 1.17 {0.40-3.47) 0.65{0.20-2.14) 1.33 (0.42-4.20)
Rye 14.500 {9f62) 11.30% {7/62) 9.7% {6/62} 12.90% (8621 0997
100 0.85 {0.27-2.71) 0.65{0.20-2.14) 1.08 {0.32-3.61}
Birch 14.5% {9/62) 4.8% (3/62} £.1% {5/62 12.9% (8/62) 0.881
100 0.28 {0.07-1.13) 0.59 {0.16-2.18) 1.19{0.35-4.04)

SOCS3 expression was analysed by quantitative real-time PCR from ¢DNA/mRNA samples prepared from heparinized whole blood samples without further

stimulation ex vive.

*Adjusted for; family atopy history, gender. siblings, parental school education. pet keeping. smoking in the dwelling and breastfeeding.
OR, odds ratio; CI, confidence interval; SOCS3, suppressors of cytokine signalling,
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Table 7. Frequency [% (n/M] and risk (adjusted® OR with 95% CI} of detectable elevated serum IgE concentrations according to SOCSS relative

expression
SOCSH
First quartile Second quartile Third quartile Fourth quartile
(0-0.05) {0.05-0.21} (0.21-0.33) {0.33-61.84) P fortrend
Total IgE >180kU/L 16.1% {10/62) 16.1% (10/62) 11.3% (7/62) B.140(5/62) 0.123
1.00 0.92 (0.32-2.62) 0.70 {0.23-2.14) 0.33 {0.09-1.21)
Specific IgE 33.9%(21/62) 37.10 (23/62) 29.005 {18/62) 27.4%{17/62) 0.206
1.00 0.82 (0.36-1.91) 0.81 {0.35- 1.67) 0.52{0.21-1.25)
Food allergens 14.5% (9/62) 14.5% (9/62) 8.1% (5/62) 12.9% {8/62) 0.658
1.00 0.76 (0.25-2.31) 0.57 {0.16-1.95} 0.77 {0.25-2.36)
Inhalative allergens 30.6% (19/62) 32.35% (20/62) 24.2% (15/62) 22.6% {14/62) 0.121
PRI 0.78 (0.32-1.91} 0.69 (0.28- 1.70) 0.48 (0.19-1.21)
Derp 1 21.09 (13/62) 12.9% (8/62) 16.1% (10/62) 16.1% {10/62) 0.430
1.00 0.34 (0.11-1.08} 0.67 (0.23-1.90) 0,52 {0.19- 1.46)
Timothy 12.9% (8/62) 21.0% (13/62) 9,70 (6/62) 1.6% {1/62) 0.442
100 1.70 (0.56-5.16] 0.79 (0.24-2.62) 0.96 {0.12-3.00)
Rye 12,99 (8/62) 17.7% {11/62) 6.5% (4/62) 11.3% (7/62) 0.351
1.00 1.68 {0.56-5.05) 0.92 (0.14- 1.95) 0.88 {0.27-2.86)
Birch 16.1% {10/62) 11.3% (7/62) 4B (3/62) 810 {5/62) 0.073
1.00 0.50{0.15-1.65) 0.28 (0.06-1.18) 0.40 (0.12-1.37)
SOCSS expression was analysed hy g ive real-time PCR from cDNA/mRNA samples prepared from heparinized whale hlood samples without further

stimulation ex vivo.

*Adjusted for: Tamily atopy history, gender. siblings, parental school education, pet keeping, smoking in the dwelling and breast-feeding,
OR. odds mtio; (1, confidence interval; SOCSS, suppressors of cytokine signalling.

Table 8. Frequency [% {w/M)] and risk {adjusted™ OR with 95% CI) of detectahle elavated serum IgE concentrations according to CIS relative expression

as
First quartile Second quartile Third quartile Fourth quartile
{0-0.21) {0.21-0.55) {0.55-0.90) {0.90-65.46) P for trend
Total IgE =180 kU/L 11.3% (7/62) B.1%0{5/62} 14.50h (9/62) 17.7% {11/62) 0.227
1.00 0.51 {0.12-2.23) 1.26 {0.40-3.98) 1.57 {0.52-4.68)
Specific IgE 25.8% {16/62) 38.7% (24/62) 30.6% {19/62) 32.3% (20/62) 0.B48
1.00 1.66 {0.72-7.80) 1.14{0.47-2.76) 115 {0.48-2.74)
Food allergens 9.7% {6/62) 17.7% {11/62) 9.7% {6/62) 12.9% (8/62) 0.938
1.00 2.15 (0.64-7.25) 0.93 {0.24-3.58) 1.32 (0.39-4.42)
Inhalative allergens 22.6% {14/62) 27.4% (17/62) 29.0% (18/62) 30.7% (19/62) 0.409
1.00 1.13 {0.45-2.83) 1.24 {0.49-3.15) 1.28 {0.52-3.14)
Derp1 16.1% {10/62) 12.9% (8/62) 16.1% {10/62} 21.00%(13/62) 0322
100 0.52 (0.16-1.67) 0.86 (0.20-2.55) 1.27 (0.47-3.41)
Timothy B.1%0 {5/62) 16.1% {10/62) 16.1%0{10/62) 16.14 (10/62) 0.269
100 2.37 (0.68-£.30) 2,43 (0.69-8.52) 2.37 {0.70-8.06)
Rye 8.100 (5/62] 14.5% (9/62) 12.9% (8/62) 12.9% {8/62) 0.480
1.00 1.98 (0.57-6.84) 1.90 (0.52-7.01) 1.79 {0.49-6.52)
Birch 11.3% (7/62) 9.7% (6/62) 6.5 (4/62) 12.9% {(8/62) 0.944
1.00 0,76 {0.21-2.76) 0.33 (0.07-1.63) 1.23 (0.36-3.92)

(IS expression was analysed by quantitative real-time PCR from cDNA/mRNA samples prepared from heparinized whole blood samples without further

stimulation ex vive.

*“Adjusted for: family atopy history, gender, siblings, parental school education, pet keeping, smoking in the dwelling and breastfeeding.

OR. odds ratio; C1, confidence interval; CIS. cytokine-induced Src-homology 2 protein.
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numbers of positive cases, associations between SOCS1,
$0CS3, SOCSS5 and CIS expression and sensitization to the
single food allergens hen's egg (3.0%), cow's milk (6.5%),
peanut (3.6%), fish (1.2%), wheat (2.8%), soy (2.4%) and to
the single inhalative allergens cat (7.3%), dog {4.0%) and
mugwort (6.5%) could not be calculated (Table 2). Thus,
these allergens are not included in the presentation of
the results.

Discussion

Among the investigated SOCS molecules, only SOCS!
showed a strong correlation to the development of allergic
sensitizations. This result is supported by the positive
association between SO0CS1 expression and the Th2
differentiation markers GATA-3 and IL-4. In addition,
we observed a negative correlation between SOCS1 and
Tbet, the key transcription factor for Thi cells, and a
failing association between S0CS1 and the Treg factor
FOXP3. For SOCS3, SOCS5 and CIS, a contradictory
picture was found. The expression of these SOCS
molecules was positively correlated with Thet and FOXP3
and (with the exception of CIS) negatively with IL-4.
S0CS3, SOCS5 and CIS were of no relevance for the
allergic status.

Although whole blood was used for the expression
analysis and the proportions of different cell types may
differ in different samples, we were able to observe
correlations between the expression of SOCS molecules
and T cell regulatory factors. Even if both SOCS and T cell
regulatory factors are not always co-expressed in the
same cell, there should be a functional association be-
tween these factors.

It has been speculated that Thl down-regulation by
S0CS1 may not only result in an accelerated Th2 response
but also in Th2-related diseases like allergy [34]. Our data
obtained in the human system support this hypothesis and
confirm the findings from mouse models. In association
with up-regulated SOCS1 expression, not only reduced
numbers of IFN-y-producing Th1 cells but alse higher
sensitization frequencies were found. In addition, we
found that a high expression of SOCS1 correlates with
high values of [L-4 and GATA-3 expression. We hypothe-
size that the elevated SOCS1 expression supports the
development of a Th2 phenotype and subsequently aller-
gic sensitization. But we eannot exclude the possibility
that the higher SOCS1 expression level occurs as a result
of Th2-polarized T cell reactivity.

Mouse studies showed a high expression of SOCS! in
regulatory T cells [25, 26]. In our study, SOCS1 was not
correlated to FOXP3 expression, the marker of regulatory
T cells. Because in this study SOCS1 expression was not
directly assessed in Treg and Treg, represents only a minor
subset of blood T cells, this result is not contradictory to
previously reported data.

Overexpression studies showed that SOCS1 and SOCS3
inhihit [L-4 and [L.-13 signalling [35]. These data appearte
be contradictory to the positive correlation observed
between SOCS1 and allergic sensitization. However, it
has been clearly shown that IL-4/STAT6 signalling is
repressed in SOCS1 expressing Th1 cells but not in Th2
cells that contain relatively low amounts of SOCS1 [10,
36). Thus, high SOCS1 expression levels may lead to Thi
inhibition but do not influence the Th2-mediated [1-4
signalling.

SOCS3 is expressed in Th1 as well as Th2 cell popula-
tions. However, cells destined to become Th2 cells produce
S0CS3 levels more than 20-fold higher than that pro-
duced by Th1 cells [10]. SOCS3 also represses [FN-y
signalling but less potently than SO0CS1 [11, 14]. It has
been postulated that SOCS3 regulates the onset and
maintenance of Th2-mediated allergic diseases [15].
S0CS3-transduced dendritic cells in mice are inducers of
Th2 cell differentiation. In addition, it has been shown
that the absence of SOCS3 in dendritic cells results in
the induction of FOXP3-positive Treg [37]. Moreover, in
in vitro experiments it has been demonstrated that FOXP3
acts as a transcriptional suppressor for SOCS3 and this
might be a mechanism by which T lymphocytes regulate
S0CS3 levels to perpetuate the Treg phenotype [22]. In our
study, we observed a positive correlation of SOCS3-
FOXP3. This seems to be contradictory to the in wvitro
found data. Again, it might be explicable by the fact that
SOCS3 is not only expressed in T cells but also in other
immune cells like dendritic cells, macrophages, neutro-
philes, epsinophiles and natural killer T cells.

SOCS3 mRNA expression in the blood of children was
negatively correlated with [L-4 mRNA expression and
positively correlated with Tbet. Although SOCS3 expression
levels have consistently been found to be higher in allergic
patients, we observed no correlation between SOCS3 ex-
pressions and serum [gE concentrations. The negative
correlation between -4 and SOCS3 and the positive
correlation between SOCS3 and Tbet may support the
failing association between SOCS3 and the allergic status
observed in our study population. Data from a further study
showing that SOCS3 is also expressed in normal unstimu-
lated peripheral blood cells [38] may help to explain these
obviously reverse results from our study compared with
previously reported data. Children have higher amounts of
naive unstimulated cells in their blood and lower levels of
Th2 cells. Thus, a higher SOCS3 expression in unstimulared
peripheral blood cells may overlay the probably higher
SOCS3 expression in a small Th2 population.

In contrast to SOCS3, the expression of SOCSS5 is limited
to Thl cells and is undetectable in Th2 cells [16]. There-
fore, SOCS5 has been suggested to be a marker of the Th1
phenotype. A cylokine environment that favours Thl
commitment may induce SOCS5 expression, leading to a
concurrent suppression of [L-4-induced STAT6 activation
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[16, 18]. Thus, it has been speculated that SOCSS5 exerts an
inhibitory function on Th2 polarization. This is consistent
with our SOCS5 expression data. We found that SOCS5
was negatively correlated with [L-4 mRNA and strong
positively correlated with Thet. However, although S0CS5
expression was negatively correlated with [L-4, there was
also a slightly positive correlation of SOCS5 with GATA-3.
Up to now, we cannot explain this contradictory result.
The in vive role of SOCS5 in T-helper cell differentiation,
thus, remains to be clarified.

In the present study, CIS was positively correlated with
GATA-3 as well as with Tbet; this supports previous
findings thal CIS is expressed in both Thl and Th2 cells
[12, 18]). Moreover, CIS expression was also correlated
with FOXP3, suggesting that CIS might also be expressed
in regulatory T cells. In mice, CIS has been shown to skew
T-helper cell development towards Th2 [18, 19]. Our
results cannot cenfirm these observations in the human
system.

However, one general remark has to be made concern-
ing the comparability of the data presented in this
study with earlier published data. It has been shown
that naive CD4 T cells express lower levels of SOCS as
well as Thbet, GATA-3 and FOXP3 compared with
primed Th1 or Th2 cells [10, 39, 40|. The expression
analyses in our study were carried out with whole-blood
samples containing a mixture of naive, effector and
memory T cell subsets. This is likely the main reason
why we have controversial results compared with pre-
vious data.

To the authors’ knowledge, this study analyses for the
first time the relationship between SOCS factors and
allergic sensitization against the background of a popula-
tion-based study. Besides the opportunity to study S0CS
expression in a healthy population, a further strength of
our study is the high number of study subjects included. In
addition, no data on SOCS regulation in children were
available so far, However, as usual, in population-based
studies we also have the limitation to define the cause-
effect relation in our observed associations. Another
limitation of this study is the low case number of children
sensitized for some specific allergens. The results ob-
tained, therefore, have to be interpreted with caution, but
nevertheless they provide orfentation and encourage for
further studies.

In summary, our data show that SOCS1 correlates
with Th2 development and a higher risk for allergic
sensitizations whereas SOCS3, SOCSS and CIS are asso-
ciated with an activation of Thl and Treg and thereby are
not relevant or even protective for allergy development.
Although the molecular bases of SOCS molecule activity
have been extensively investigated, there are still open
questions concerning the in wvivo relevance of theses
molecules in particular in the human system. It has been
suggested that the current cytokine environment may

®2007 The Authors

influence the expression profile of SOCS molecules. Thus,
in the in vive situation a different microenvironment
compared with the situation in experimental settings
may induce other SOCS profiles. Further investigations
are necessary to clarify the role of SOCS molecules in
in vive situations.
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Introduction

Increasing evidence suggests that mediators of the ner-
vous system play a role in the regulation of immune
system function and may influence the development of
immune system-related diseases. The neuro-immune
axis is a bidirectional pathway of intersystem commu-
nication: immune responses alter neural function and, in
turn, neural activity modifies immunologic function. It is
clear that exchange of information is facilitated by
the release of neuromediators and cytokines by either
of these systems and by the shared expression of
reciprocal receptors for (hese mediators. Besides the
well-known neurogenic factors, glucocorticoids and ca-
techolamines, which can modulate immune responses,
neuropepiides are also discussed for their immunological
effects. As an example, T lymphocyies and dendritic
cells express receptors for the neuropeptides substance
P (SP), somatostatin (SOM) and vasoaclive inteslinal
peptide (VIP).

Several in vitre studies and, moreover, in wvive
mouse models were able to demonstrate the immunomo-
dulatory effects of these neuropeptides. In general,
an immunosupressive, anti-inflammatory mode of action
is reported for VIP [1]. Thus, VIP is a suppressive
neuropeptide for T cell proliferation and for the pro-
duction of IL-2 and [EN-y, acting as an anti-inflamma-
tory mediator [2, 3]. Similarly, SOM is also inhibitory
for T cell proliferation and has an anti-inflammatory
capacity inhibiting [FN-y production from human
and murine T cells [4]. In contrast, SP has an immunos-
timulatory function with direct effects on T cell activa-
tion [5, 6].

In particular, the risk for the development of an
allergic hyperreactivity depends directly on the differ-
entiation of functional active T cell subpopulations.
Thus, it can be speculated that the presence of neuropep-
tides in the microenvironment of differentiating T cells
might have an influence on allergy risk. The aim of
the present study was to investigate whether the
concentration of neuropeptides in the serum of healthy
children is associated with Th1/Th2 balance and allergic
sensitizations. We analysed the concentration of the
neuropeptides SOM, VIP and SP in whole-blood samples
of 6-year-old children and correlated the neuropeptide
levels in blood with specific immuneparameters of rele-
vance for Th1/Th2 regulation: [FN-y as an indicator for
Th1 reactivity and IL-4, [L-5 and [L-9 as indicators for
Th2 reactivity. In addition, the expression of the T cell
transcription factors Tbet (expressed in Thi cells) GATA3
(expressed in Th2 cells), and FOXP3 (expressed in reg-
ulatory T cells), and the suppressors of cytokine signal-
ling (SOCS} SOCS1 and SOCS3 were analysed from
mRNA samples by quantitative polymerase chain reac-
tion (PCR).

@2006 The Authors

Methods

Study design and subjects

Whole-blood samples were drawn from 6-year-old chil-
dren from the LISAplus (Life style Immune System
Allergy) study. This study was designed to investigate the
influence of life style and environmental factors on the
maturation of the immune system and the atopic risk in
early childhood. Three thousand ninety-seven newborns,
born between December 1997 and January 1999 in the
four German cities Munich, Leipzig, Wesel and Bad
Honnef, were recruited for the LISA study. Only healthy-
term neonates of German descent were included. Newborn
children whose mothers suffered from autoimmune dis-
ease or infectious disorders during pregnancy were ex-
cluded. The design of LISA has been described in detail
elsewhere [7].

At the age of 6, a clinical investigation was performed in
a children’s hospital. Blood samples were taken for the
determination of specific IgE concentrations, and in the
subcohort from the city of Leipzig for further determina-
tions of immunological parameters and neuropeptides. For
the present analysis, we used only data from the city of
Leipzig cohert, as the measurement of neuropeptides and
T cell regulatory factors was performed only in this sub-
group. Five hundred sixty-five 6-year-old children from
the city of Leipzig participated in the study. For 324 of these
children, parents gave consent for with blood collection.

Participation in the study was voluntary and informed
consent was obtained from the parents of all children. The
study was approved by the Ethics Committees of the
University of Leipzig.

Bivod Sampling

Heparinized blood (7 mL) was obtained by venipuncture
and prepared within 4 h for further analysis, For neuro-
peptide ELISA, 500 L. of whole blood was diluted with
500 pl. of RPMI-1640 medium without supplements and
centrifugated at 800 g for 5min at 4 °C. Collected cell-free
supernatants were stored at —80°C until analysis. For
cytokine measurement, blood samples (1 mL heparinized
blood) were diluted 1 : 1 with RPMI-1640 medium without
supplements and incubated for 4 h at 37 °C to equilibrate.
After centrifugation, the supernatant was collected and
stored at — 80 °C until analysis. Blood samples for RNA
extraction (1 mL heparinized blood) were prepared with-
out stimulation according to a standardized protocol until
further handling [8].

RNA extraction and cDNA synthesis

RNA extraction was performed with an automated standar-
dized protocol for human whole blood using the MagNA
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Pure LC system and the MagNA Pure LC mRNA Isolation Kit
I (Roche Applied Science, Mannheim, Germany}.

Blood samples (1 mL) were diluted 1 : 1 with cell culture
medium (RPMI-1640 supplemented with 10% heat-
inactivated foetal bovine semum, 0.01% Penicillin,
0.0085% Streptomycin, 2 mM 1-glutamine, 0.35% [-mer-
captoethanol) and left to equilibrate for 3 h at 37 °C and
5% C0,. Lysis of erythrocytes was performed twice with
hypotonic buffer (0.83% NH,Cl, 0.1% KHCO;, 0,1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid, pH 7.2). Pelleted cells
were lysed with the guanidinium thiocyanate lysis buffer
from the isolation kit containing additional 1% dithio-
threitol and stored at — 80 °C.

¢DNA was synthesized using the First-Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche Applied Science).

Real-time polymerase chain reaction

Reverse transcriptase products were amplified by real-time
PCR with a LightCycler Fast Start DNA SYBR Green kit
according to the manufacturer's instructions (Roche Ap-
plied Science). Primers and standards for GATA3, Thet,
FOXP3, SOCS1, SOCS3 and f-actin and the amplification
protocol were obtained from Search-LC (Heidelberg, Ger-
many). Primers for IL-4 were synthesized by MWG Biotech
(Ebersberg, Germany). The primer sequences for IL-4 were
sense 5-AGA AGA CIC TGT CAC CGA TIGA-3' and
antisense 5’-CTC TCA TGA TCG TCT TTA GCC TTT-3". [L.-4
standard was synthesized by GenExpress (Berlin, Ger-
many). The amplification protocol used for IL-4 primers
was: 5°C, 1s; 68°C, 10s; 72°C, 16s, with a lowered
annealing temperature of 0.5°C per cycle until reaching
the final annealing temperature of 58°C at cycle 17.
Quantification of transcript concentration for the measured
genes was calculated by external standardization. Data are
presented as the ratio between the copy number of target
gene and copy number of the housekeeping gene f-actin.

Neuropeptide ELISA

The ELISA kits for VIP, SOM, and SP were purchased from
Phoenix Europe (Karlsruhe, Germany) and are based on the
principle of competitive enzyme immunoassay. All mea-
surements were performed in duplicate. The concentration
of neuropeptides has been determined with the EasyWin
kinetics 32 (TECAN, Crailsheim, Germany) software hy
extrapolation to the standard curve. To correct interassay
variation, a control sample has been included on each plate.
Neuropeptide concentrations were normalized by multi-
plication with the calculated factor for the control sample.
The detection limit for each neuropeptide was 7 pgfmlL.

Cytemetric bead array

Concentrations of the cytokines [FN-y, IL-4, [L-5 and [L-9
were measured by flow cytometry using the BD CBA

Human Soluble Flex Set system (Becton Dickinson, Hei-
delberg, Germany) according to the manufacturer's in-
structions,

In brief, cytokine-specific antibody-coated beads were
incubated for 1 h with 25 L of blood samples or standard
solution. Thereafter, samples were incubated with the
corresponding PE-labelled detection antibodies for 2 h.
After one washing step, samples were measured by flow
cytometry. Analysis of data and quantification of cyto-
kines were performed using FCAP Array™ software (Bec-
ton Dickinson) on the basis of corresponding standard
curves, Finally, the plasma dilution factor was determined.

The detection limits were 4 pg/mL for [FN-y and [L-9
and 3 pg/mL for [L-5 and I1.-4, respectively.

Specific IgE

Specific IgE was determined by the Pharmacia CAP
System (Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Germany). To
establish atopic status, sera were screened for specific [gE
against inhalant (SX1} and food allergens (Fx5) by two
multiallergen panels. SX1 (CAP FEIA) includes house dust
mite (Dermatophagoides pteronyssinus), cat. dog, timothy,
rye, birch, mugwort and Cladesperium herbarum; Fx5
CAP FEIA contains the food allergens hen's egg, cow'milk,
fish, wheat, peanut and soy. Samples with specific [gE
concentrations >035kU/L were regarded as positive.
Sera with positive results in the multiallergen panels were
tested for the single allergens.

Statistical analysis

Owing to the fact that the functional relationship between
neuropeptide levels, T cell regulatory factors and allergic
sensitization is not yet clear, neuropeptide concentrations
were categorized by using quartiles (Q1, 02, 03, 04) as
cut-off values and included in the models with the lowest
quartile as the reference. Data for T cell regulatory factors
are presented as median with 25th-75th percentiles.
Cytokine and neuropeptide concentrations below the limit
of detection were assigned a value of one half of the
detection limit and were taken into account for calcula-
tion. Trend tesis were applied to detect dose-response
relations. The Jonckheere-Terpstra test was used for trend
calculation for the association between neuropeptides and
T cell regulatory factors. Multiple logistic regression
models were used to determine adjusted OR with 95% CI
for the association between neuropeptide concentrations
and allergic sensitization. OR were adjusted for family
atopy history (FAH), gender, social economic status, pet
keeping, smoking during pregnancy, breastfeeding and
season of birth. The Cochran-Armitage test was used for
trend calculation for the association between neuropep-
tides and allergic sensitization. Correlation between T cell
regulatory factors (cytokines and transcription factors)

© 2008 The Authors.
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and specific [gE was analysed using the non-parametric
Mann-Whitney Rank sum test. A Bonferroni correction,
for multiple testing has been performed for all results.
After this correction the significant P-value for the
association of neuroptides and T cell regulatory factors
changed from 005 to P< 0005 and from 005 to
P < 0.004 for neuropetides and allergic sensitization.
Statistical analysis was performed with STATISTICA for
Windows Version 7.1 (Statsoft Inc.) and StatXact version
6.2 (Cytel Inc.. Cambridge, MA, USA).

Results

Characteristics af study subjects

From the initial 565 six-year-old participants from Leip-
zig, 324 blood samples were obtained, In cases where no
sufficient amount of blood was available, serum for IgE
measurements was collected with the highest priority,
followed by heparinized blood for neuropeptide analysis,
cytometric bead array and mRNA preparation. Therefore,
reduced case numbers resulted for some parameters.
Complete data for IgE, neuropeptides and cytokines were
available from 321 children [154 girls (47.9%) and 167
boys (52.0%])]. The subsample of children with mRNA
measurements was smaller (1 = 277) because the amount
of blood available was not sufficient or parents did not
give consent for genetic (DNA/RNA) analysis.

The plasma concentration of neuropeptides ranged
from 3.5 to 233.6 pg/mL for SOM, from 3.5 to 561.2 pg/
mL for VIP and from 3.5 to 1274.2 pg/ml for SP. Measured
cytokine concentrations varied between 2 and 152.4 pg/
mL [FN-y, 1.5 and 38.2 pg/mL [L-4, 1.5 and 4.3 pg/mL IL-5
and 2 and 102.2 pg/mlL IL-9.

Neuropeptides and T cell regulation

In Tables 1- 3, the relations between SOM, VIP and SP and
T cell regulatory factors are shown. Trend tests were

applied to detect dose-response relations. A positive
association was found between high SOM values and
GATA3, IL-4 (protein) and SOCS1 expression (P for trend:
0.0008, 0.001 and 0.003, respectively, Table 1). In contrast,
IFN-vy correlated negatively with SOM (P for trend: 0.001,
Table 1). After Bonferroni correction, only a tendency for
a negative correlation between FOXP3 and SOM has been
observed (P for trend: 0.007, Table 1). No correlation has
been found between SOM and transcription factor Thet
and the cytokine IL-9 (Table 1). VIP was negatively
correlated with SOCS3 mRNA expression (£ for trend:
0.003, Table 2) and showed a tendency for a negative
correlation lo the Th1 transcription factor Thet. Although
not significant, IL-4 and GATA mRNA expression in-
creased with higher VIP concentrations, whereas FOXP3
tended towards a reversed relationship (Table 2). SP
revealed a positive relationship with IFN-y concentration
(P for trend: 0.0005) and a negative relationship with
the Th2 transcription factor GATA3 and SOCS3 expression
(P for trend: 0.0009 and 0.001, respectively, Table 3).

Neuropeptides and allergic sensirization

Among the 321 investigated children, 92 (28.7%) reacted
against inhalant (SX1) and 41 (12.8%) against food (Fx5)
allergens, The results of the multiple regression analysis
for the association between neuropeptides and allergic
sensitization are presented in Tables 4 (SOM) and 5 (VIP).
Owing to low numbers of positive cases, associations
between neuropeptide levels and sensitization to the
single food allergens fish (1.5%). wheat (3.1%) and soy
(2.8%) and the inhalative allergen Cladosporium herbar-
um (1.9%), could not be calculated. Thus, these allergens
are nol included in the presentation of the results.

SP concentrations were not associated with any allergic
sensitization (data not shown). In contrast, there was a
positive relationship between SOM and VIP levels and

Tahle 1. Associations betweer: SOM concentrations and T cell regulatory factors

Ist quartile 2nd quartile Ird quartile 4th quartile

{3.50-21.50 pg/mL) (21.50-30.30 pg/ml) {30.30-42.80 pg/mL) (42.80-233.60 pg/rl) P
IL-4 mRNA 5.99 {2.52-18.47) 9.97 (5.18-34.97) 8.36 {4.79- 18.76} 6.54 (4.55-20.85] 0.06
1L-4 protein 1.50(1.50-7.40) 6.30(1.50-9.20) 6.64 (1.50-11.8) 6.30 (1.50-9.40) 0.001
IL-5 protein 1.50 (1.50-2.08) 1.50 {1.50-2.36) 2.08 (1.50-2.50) 2.00 {1.50-2.34} 0.02
IL-9 protein 6.74 (2.00-14.28) 11.22 {2.00-17.2) 9.60 (2.00-20.14) 8,74{2.00-15.76) 0.100
IFN-y protein 8,58 (2.00-15.18) 9.36 (2.00-13.66) 6.72 (2.00-14.41] 2.00 (2.00-12.86) 0.001
GATAZ mRNA 4.12(2.36-9.98) 5.10 {3.33-9.90} 6.07 (1.83-10.58) 7.12 [4.07-16.44) 0.0008
Thet mRNA 0.21 (0.06-0.46) 0,17 (0.04-0.38) 0.20 [0.10-0.35) 0.16 {0.08-0.29) 0.220
FOXP3 mRNA 0.51 (0.24-1.11) 0.58 {0.32-1.13} 0.52 (0.29-0.85) 0.37 {0.13-0.67) 0.007
SOCS] mRNA 4.00(2.13-13.37) 5.31(2.72-17.75) 5.62 (3.49-8.97} 6.00 {1.90-17.28) 0.003
SOCS3 mRNA 2.77 (1.81-1.78) 337 (2.15-5.67) 13.94 (3.04-6.13) 2.97 {(0.81-4.06) 0.224

Medians for SOM quartiles (25th — 75th percentile} and P for trend (P*) are shown. Significant P-values after Bonferroni's correction are highlighted.

SOM. somatostatin.

2008 The Authors.
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Table 2. Associations between VIP concentrations and T cell regulatory factors

Ist quartile 2nd quartile rd quartile 4th quartile

(3.50-141.20 pg/mlL} (141.20-196.7 pgfmL} (197.7-249.2 pg/ml} (249.2-561.2 pg/ml ) P
IL-4 mRNA 6.33 {3.19-21.54) 7.30 (3.91-15.25) 9.40 (4.11-23.4) 9.57 (5.63-27.13) 0.06
IL-4 protein 5.94 {1.50-10.08] 4.80 {1.50-9.56) 5.85 {1.50-8.45) 5.76 {1.50-9.40) 0.374
IL-5 protein 1.50{1.50-2.36) 1.50 {1.50-2.34) 1,12 {1.50-2.36) 1.50 {1.50-2.14) 0.463
IL-9 protein 9.60 {2.00-17.22) 9.90/{2.00-15.76) 9.17 (2.00-17.22) 7.80{2.00-15.76) 0.493
IFN-y protein 9,55 {2.00-15.68) 5.68 {2.00-10.77) 7.31 (2.00-13.07) 8.54 (2.00-13.88) 0.353
GATA? mRNA 4.69 {3.26-9.58) 6.55 {3.09-13.32) 6.82 {3.70-12.42) 5.69 {3.30-12.05) 0.09
Thet mRNA 0.22 {0.10-0.44) 0.21 {0.12-0.34) 0.12{0-0.29) 0.16 (0.07-0.30) 003
FOXP2 mRNA 0.53 {0.25-1.07) 0.52 {0.30-1.04} 0.47 {0.13-0.83) 0.43 {0.16-0.83) 0.06
SOCS1 mRNA 5.00 (2.28- 14.85) 4.89 {1.28-9.50) 5,60 {3.31-13.37) 596 (2.97-18.92) 0.185
SOCS? mRNA 4.00 {2.68-6.25) 3.26 {2.21-4.56) 2.68 {0.58-4.54) 3.17 (2.00-4.33) 0.003

Medians for VIP quartiles (25th — 75th percentile) and P for rend [P*] are shown. Significant P values after Bonferroni's comection are highlighted.

VIP, vasoactive intestinal peptide.

Table 3. Associations between SP concentrations and T cell regulatory factors

1st quartile Znd quartile ard quartile Ath quartile

(3.50-128.4 pg/ml) {128.1-193.0 pg/mL} {193.0-254.7 pg/mL) {254.7-1274.0 pg/mlL) P
IL-4 mRNA 8.56 {4.03-25.71) 7.90 (1.96-19.9) 7.79 (3.08-16.7) 8.62 {4.47-23.40) 0383
IL-4 protein 5.94 {1.50-11.46) 5.00 (1.5-7.68) 6.30{1.50-9.22) 5.80 {1.50-9.48) 0.492
IL-5 protein 2.16{1.50-2.50) 1.50 (1.50-2.16) 1.50 (1.50-2.34) 1.50 {1.50-2.14) 0.007
IL-9 pratein 9.60 (2.00-20.14) 6.82 (2.00-14.28) 9.60 {2.00-15.76) 9.60 {2.00-16.49) 031
IFN-y protein 5.68 {2,00- 116 7.32 (2.00-11.66) 7.36 {2.00-14.79] 10.36 (1.00-16.2) 0.0005
GATAI mRNA 6.71 {4.27-14.42) 7.57 (3.36-13.06) 4.12.(2.93-10.86) 4.64 (3.13-878) 0.0009
Thet mRNA 0.18 (0.11-0.40) 0.16 (0.05-0.40) 0.19{0.02-0.35) 0.21 (0.08-033) 0.230
FOXP3 mRNA 0.51{0.33-1.07) 0.56 (0.24-0.87) 0.39 {0.21-0:85) 0.48 {0.29-0.98) 0.176
SOCS1 mRNA 5.55 (3.34- 10,83} 5.60 (3.85-12.34) 5.07 (2.87-13.81) 4.17 {1.06-14.15) 0.238
50053 mRNA 4.00{2.69-6.14) 3.24 (0.99-5.38) 1.08 {1.52-5.62) 2.77 {1.88-4.08) 0.001

Medians for SP quartiles {25th — 75th Percentile) anc P for trend (P*] are shown. Significant F-values after Bonferroni's correction are highlighted.

SP, substance F.

sensitizations against the tested allergens. Multiple logis-
tic regression models confirmed that atopic sensitization
to the food allergen mix Fx5 (ORqs 4.71, 95% CIT
1.39-15.91 and ORqs 4.93, 95% CI 1.57-15.47; P for
trend = 0.001) and the single food allergen cow's milk
(ORy; 11.0, 95% CI 1.25-97.44 and ORg4 8.81, 95% CI
1.01-76.72; P for trend = 0.002) was influenced by SOM
concentration, Table 4. Also, for peanut, a higher allergy
risk (ORg, 16.0, 95% C1 1.67-154.5) was observed, but
after Bonferroni correction, the calculated trend failed to
be significant (P for trend = 0.008). Although a significant
association for SOM and the inhalative allergen mix was
not found, single inhalative allergens correlated with SOM
concentrations. The risk for allergic sensitization against
timothy-grass-pollen and rye increased in the third and
fourth quartile of SOM concentration (timothy: ORqs 4.58,
95% CI 1.47-14.28 and ORq4 4.13, 95% CI 1.33-12.85;
rye: ORgs 3.34, 95% CI 1.01-11.09 and ORq, 4.17, 95% CT
1.35-12.87). Similar to SOM, estimated risks of sensitiza-
tion to the food allergen mix Fx5 (ORgs 3.5, 95% CI

1.25-9.82; P for trend =0.004) were influenced by VIP
concentration, Table 5. For cow's milk, an increased
allergy risk was observed in children with the highest
VIP values compared with children with the lowest
values (ORgq 4.0, 95% CI 1.02-15.67). In addition, we
found a positive relationship between high VIP concen-
trations and rye-pollen sensitization (ORqas 3.22, 95% CI
1.12-9.29). Adjusted ORs differ in all cases only slightly
from the calculated crude ORs, indicating that the ob-
served effects were not confounded by FAH, gender, social
economic status, cat allergens, smoking during preg-
nancy, breastfeeding and season of birth.

T eell requlatory fuctors and allergic sensitization

As expected, T cell regulatory factors supporting a
Th2-driven immune response were positively correlated
with specific IgE levels. GATA3 mRNA expression corre-
lated with sensitization to the inhalative allergen Derpl
[P =0.03). The expression of IL-4 also correlated positively

(& 2006 The Authors.
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Table 4. Frequency [% (n}] and risk (adjusted* OR with 95% €1) of allergic sensitization {specific [gE) according to SOM concentrations

SOM
15t quartile 2nd quartile 3rd quartile 4th quartile
{3.5-21.5 pgfml) {21.5-30.3 pgiral) (30.2-42.8 pgfml) {42.8-233.6 pgfml) P for trend

Food allergens 6.25% (5] 7.400% {6) 16.450% (13) 20,980 (17} 0.001
1.00 145 {0.33-5.41) 4.71(1.39-15.91) 4.93 (1.57-15.47)

Hen's egg 2,500 (2) 1.23% {1) 6.23% {5) 4.29% (4 0.191
1.00 0.57 {0.04-8.08) 4.28 {0.67-27.40) 2.74 (0.43-17.34)

Cow's milk 1.25% (1) 2.46% (2} 10.12% (B) 11116 {9) 0.002
1,00 2.39{0.18-30.78) 1L.0{1.25-97.44] 8.81{1.01-76.72)

Peanut 1.250 (1) 1.23% (1) 1.79% {3} 8.64% {7) 0.008
100 1.54 (0.07-34.21) 6.28 {0.54-72.01) 16{1.67-154.5)

Inhalative allergens 22.5% (18) 25.9% (2] 35.4% (28) 30.9% {25) 0.127
1.00 1.30 (0.56-1.00) 2,48 (1.10-5.59) 199 (0.90-4.39)

Derpl 13.75% (11) 16.04% (13) 18.98% (15) 17.28% (14) 0.467
100 1.27{0.47-3.44) 202 (0.77-5.29) 1.48 (0.96-1.75)

Cat 1.2500 {1) 7.40% (6) 7.59% (6} B.64% (7) 0.064
1.00 7.29{0.79-66.62) 6.75 (0.67-67.56) 8.49 (0.93-77.24)

Dog 1.25% {1) 4.930% (4) 3.79% (3) 6.17% {4) 0.166
100 1.04 {0.29-31.50) 4.91 (0.41-58.35) 5.53 (0.59-51.29}

Timathy 6.25% (5) 11.11% {9) 21.5106 {17} 18,510 (16} 0.007
1.00 1.73 {0.50-6.11} 4.58 (1.47-14.28) 4.13 (1.33-12.85)

Rye 6.250 (5) 9.67% (B) 13.92% (11) 18.510% (15} 0.012
1.00 1.68 {0.47-6.03) 3.34 (1.01-11.09) 4.17 (1.35-12.87)

Birch 5.00% (4} 11.11% {9} 15.18% {12) 12.34% {10} 0.095
1.00 2.59 {0.71-9.46) 3.85{1.07-12.82) 1,25 {0.90-11.69)

Mugwaort 6.250% {5) 3.706% (3} 5.064% {4} 11,110 {9} 0.192,
1.00 0.58 (0.12-2.73) 1.04 {0.24-4.40} 2.52 (0.75-8.49)

Significant P-values after Bonferroni's correction are highlighted.

“Adjusted for family atopy history, gender, social economic status, pet keeping, smoking during pregrancy, hreastleeding and season of birth.

SOM, somatostatin; OR, odds ratio; C1, confidence interval.

with sensitization to Derp1 as well as with sensitization to
cow's milk allergen (P=0.02 and 0.04, respectively).
Furthermore, children with sensitizations to food or in-
halative allergens had higher SOCS! mRNA levels
(P=0.03 for food allergen mix and P=0.03 for inhalative
allergen mix). In contrast, lower [FN-y levels were ob-
served in children sensitized to food allergen mix
(P=0.01) and lower Thet mRNA levels in children sensi-
tized to inhalative allergen mix (P - 0.03).

Discussion

The present study provides the first epidemiologic survey
demonstrating an association of neuropeptides SOM, VIP
and SP with immune system regulation and allergic
sensitization in children. We were able to show that
individuals with high levels of SOM revealed a higher
expression of the Th2 transcription factor GATA3. The
influence of GATA3 for Th2 differentiation and allergic
sensitization is well documented in a number of in virre
and in vivo studies [9]. It was shown that up-regulation of
GATA3 expression in T cells is a hallmark of the early
phase of Th2 recall responses to specific antigens in

@ 2006 The Authors

atopic individuals [10]. This process is accompanied by
release of type 2 cytokines like [L-4 and IL-5 in allergen-
specific immune responses in atopics. Thus, factors like
SOM., which may up-regulate GATA3 expression, might
alter the Th1/Th2 balance and lead to allergic sensitiza-
tion in healthy individuals as well. Indeed, in our study,
subjects with high levels of GATA3 were characterized by
high IL-4 production (Spearman’s correlation: P < 0.001,
data not shown) and sensitization against inhalant aller-
gens, Moreover, a direct correlation between increased
SOM and IL-4 and a tendency towards increased IL-5
levels was observed. These data confirm results from
earlier in vitre studies referring to the induction of a
Th2-like pattern (IL-4, IL-10) of cytokine secretion by
SOM [11]. Furthermore, we detected a reduced [EN-v
production in children with high SOM levels and with
sensitization to food allergens. Reduced IFN-y is dis-
cussed as a further risk factor for the development of
IgE-mediated disorders in childhood [12, 13]. Thi-
suppressive capacity of SOM has also been demonstrated
in mouse studies where the authors could show that
SOM acts directly on T cells to inhibit T cell receptor
(TCR)-stimulated [FN-vy release [14].
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Table 5. Frequency |% (n]] and risk {adjusted® OR with 95% €1) of allergic sersitization {specific |gF) according to VIP concentrations

VIP
1st quartile 2nd quartile 3rd quartile 4th quartile Pfor
{3.5-141.2 pg/mL) {141.2-196.7 pg/mL) {197.7-249.2 pg/ml) {249.2-561.2 pg/mL} trend

Food allergens 7.40% (6} 8.86% {7) 12.5% (10} 22.22%{18) 0.0038
100 1.34 {0.40-4,48) 1.48 (0.48-4.55) .50 {1.25-9.82)

Hen's egg 37000 (3) 2.5300{2) 1,256 (1) 7.40% {6} 0.297
1.00 0.62 {0.09-4.30} 0.15 (0.01-2.03) 2.17 {0.46- 10.25)

Cow's milk 3.707% (3] 3.79%{3} 3.75% (3) 13.58% (11} 0.014
1.00 1.19(0.21-6.60) 0.88 (0.16-4.90} 4.00{1.02-15.67)

Peanut 1.23% {1} 3.79% {3} 6.25% (5) 3.70% (3} 0.297
1.00 1.1 {0.29-32.74) 4.67 (0.48-45.11) 2.94 {0.28-31.01)

Inhalative allergens 30.860% {25) 20.250 {16} 30.00% (24] 33.39% (27) 0.451
1.00 0.61 {0.27-1.35) 0.91 {0.42-1.97) 1.07 (0.52-2.21)

Derpt 18.519% (15) 13.929% {11) 16.25% {13) 17.28% {14} 0.937
1.00 0.81 {0.32-2.05) 0.81 (0.33-1.98) 0.8 (0.36-1.96)

Cat 8.64% {7} 2.52% {2) 5.00% (4) 8.64%(7) 0.842
1.00 0.37 (0.06-2.01) 0.75 {0.19-2.94) 1,09 {0.31-3.53)

Dog 4,930 (4) 2.5300(2) 3.7500 {3 ) 4.93% {4) 0.903
1.00 0.65 {0.10-4.15) 1.16 (0.21-6.16) 0.92 {0.20-4.03)

Timothy 12.34% (10} 8.86% (7] 13.75% {11) 22.22%(18) 0.048
1.00 0.82 (0.26-2.42) 1.41 {0.52-3.83) 2.32 {0.92-5.85)

Rye 7.40% {6) 7.590 (6] 13.75% (11) 19.75% (16) 0.008
1.00 1.12 (0.33-3.81) 223 (0.73-6.85) 3.22{1.12-9.29)

Birch 7.40% {6} 8.86%(7) 13.75% {11) 13.58% {11) 0.132
1.00 1.14 (0.35-3.73) 1.62 {0.53-4.95) 1.95 {0.67-5,98)

Mugwort 6.17% {5} 7.59% (6 ) 3.75% (3 ) 8.64% (7) 0.768
1.00 1.38 (0.38-4.96) 0.57 {0.12-2.72) 1.44 (0.41-5.08)

Significant P-values after Bonferroni's correction are highlighted.

'Adjus(ed for family atopy history, gender. social economic status, pet keeping. smoking during pregnancy, breastfeeding and season of hirth.

VIP. vasoactive intestinal peptide; OR, odds ratio; (1, confidence interval.

Several recent studies indicate that besides Th2 cells,
one other group of effector cells, the regulatory T cells,
plays a pivotal role in the development of allergic diseases
[15, 16). In human studies, a suppressive function of
regulatory T cells to allergen-driven T cell activation and
development of allergic disease is also evident [17, 18],
Here, we assessed the transcription factor FOXP3 as a
marker for regulatory T cells. Our data indicate that for
children with high SOM levels, there is a tendency for
reduced expression of FOXP3. Although this association is
not significant after Bonferroni correction of data
(P=0.007), one can speculate that even a weak relation-
ship may lead to a diminished control of Th2 cell activity
and, among the other factors, would contribute to the
observed allergic sensitization in association with ele-
vated SOM levels.

Among regulatory molecules, which can influence an
immune response, the SOCS family are key physiological
regulators of the immune response [19-21]. By targeting
signalling intermediates for degradation, these molecules
attenuate cytokine signal transduction in a classic feed-
back loop [22]. Thus, signal down-regulation through
SOCS members may have an important role in the balance

of cytokines that determine the onset of Thl- and Th2-
mediated immune responses, and their altered expression
may cause immune system-related diseases. Our data
show that increased amounts of SOCS1 mRNA occur in
individuals with elevated SOM levels, indicating that
expression of this factor can be influenced by SOM.
Furthermore, we found that high expression of SOCS1
correlates with high values of IL-4 and GATA3 expression
mRNA (Spearman's correlation: P < 0.001, data not
shown). In mouse models, it has been confirmed that
SOCS1 is a crucial inhibitor of [FN-v in wive [23]. How-
ever, we could not find any association of SOCS1 with
IFN-y expression. On the other hand, there is evidence
from TCR-transgenic T cell experiments that SOCS1 is
mainly expressed in Thl cells [24] and therefore nega-
tively regulates Th1 differentiation, inducing a Th2 re-
sponse [25].

In the current study, we also observed that the fre-
quency of food allergen sensitization increases in children
with higher SOM coneentrations (P for trend = 0.001) and
in children with the highest SOM concenirations an
increased allergy risk for single inhalative allergens
(timothy, rye) was observed (Table 4). Thus, taken together,
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our data demonstrate that SOM is associated with the
development of a Th2-driven T cell response. As IgE-
mediated allergic reactions are based on a Th2-driven
T cell response, SOM may also therefore be involved in
allergy development. In fact, in our study we were able to
demonstrate an association between SOM and allergy risk
in healthy individuals.

Similar to SOM, the neuropeptide VIP also revealed a
positive relationship for allergic sensitization with food
allergens (P for trend =0.004) and in addition children
with high VIP concentrations (fourth quartile) had an
increased allergy risk for the single inhalative allergen
rye (Table 5. Interestingly, VIP was negatively associated
with the suppressor of cytokine signalling member
SOCS3. This molecule is selectively expressed in Th2 cells
and has the ability to inhibit [L-12-mediated STAT4
activation, thereby blocking Th1 development [24] and is
involved in the maintenance of Th2-mediated allergic
response [26]. On the other hand, our results point to
direction that VIP is associated with low expression of the
Th1 transcription factor Thet and has a tendency to
increase [L-4 and GATA3 mRNA expression. which might
lead to the allergic risk. Low expressions of Thet at mRNA
level correlated with low levels of IFN-y in supernatants
from unstimulated blood cells and with sensitization to
inhalative allergens. One might speculate that inhibition
of Thet by VIP might overcome the ‘beneficial’ inhibition
of SOCS3, leading to an allergic sensitization. Recent
findings could show that VIP-generated dendritic cells
induce functional regulatory T cells in vitro and in vive
[27]. These regulatory T cells (CD4 as well as CD8 positive)
suppress primarily antigen-specific Thl-mediated re-
sponses [28]. Thus, in accordance with our data, the Thi-
suppressive capacity of VIP, although it can be beneficial
for the treatment of some autoimmune diseases, might be
responsible for Th2 bias and in this way may also
contribute to the allergic risk.

Somehow the resulls regarding the effect of VIP and
SOM on [gE production in vitre are contradictory. Early
studies from Kimata et al. (29, 30] showed that sponta-
neous Igk release from B cells is inhibited by VIP and SOM
and not by SP, but only in the presence of T cells and
monocytes. However, recent publications from the same
group demonsirated that stress enhances allergen-specific
IgE, with a concomitant increase of plasma levels of VIP
and SP in patients with atopic dermatitis [31, 32]. It has
also been reported by others that serum levels of VIP are
clevated in patients with atopic dermatitis and may
contribute to the pathology of this disease [33, 31]. These
findings indicate that the results from in vitro studies may
not reflect the in vive situation for IgE production.

While SOM and VIP were associated with allergic
sensitization, in our study SP had no effect on allergic
responses. This might result from secondary effects. We
showed that down-regulation of Th2 transcription factor

2006 The Authors

GATA3 is predominant in individuals with high SP levels.
Furthermore, our data show that these individuals are
characterized by high [FN-v levels and by a reduction of
S0OCS3 expression. These findings support the idea that
elevated [FN-y secretion, as well as the reduced SOCS3
expression, has a protective effect against Th2 develop-
ment, thereby diminishing the allergy risk. The fact that
other studies were able to show that SP evoke pro-
inflammatory responses, especially [FN-y production. and
may participate in development of inflammatory diseases,
is in accordance with our data [34-36). But, it is also
noteworthy that SP can induce mast cell degranulation
and thereby contributes to allergic inflammation [37, 38].
In summary, our data reveal an association between
neuropeptides, modulation of Th1/Th2 balance and, for
SOM and VIP, also a relation to allergic sensitization in
children. As mentioned, some reports could show that
neuropeptides are released after stress signals [31, 32].
Thus, future research on the influence of stress regarding
the risk of allergic sensitization has to focus on factors
influencing the level of neuropeptide expression.
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4. Diskussion

4. Diskussion

Wie schon ausgefiihrt erfolgten im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen zur Bedeutung
immunregulatorischer Faktoren fiir die Allergieentstechung im Kindesalter. Dabei lag der
Schwerpunkt auf der Korrelation von T-Zell-Regulationsfaktoren und Transkriptionsfaktoren
untereinander, sowie deren Zusammenhang zur Th1/Th2-Differenzierung und allergischen
Sensibilisierung. Da in der Literatur unter anderem auch, die Bedeutung von Stress als
Ausloser pathologischer Immunantworten und Risikofaktor bei der Ausbildung von Allergien
diskutiert wird (Crozier et al., 1988, Kimata, 2003a, Kimata, 2003b), erfolgten dariiber hinaus
auch  Untersuchungen zum Zusammenhang von T-Zell-Regulationsfaktoren und

Neuropeptiden (Stressproteine) sowie allergischer Sensibilisierung.

4.1 Zusammenhang zwischen SOCS-Molekiilen, Th1/Th2/Treg-Differenzierung und

allergischer Sensibilisierung

Wie aus mehreren Arbeiten hervorgeht, fiillt der SOCS-Familie eine Schliisselrolle, unter den
regulatorischen Molekiilen, welche die Immunantwort beeinflussen kénnen, zu (Alexander
and Hilton, 2004, Kubo et al., 2003, Yoshimura, 2005). Indem Signalvermittler abgebaut
werden, schwichen diese Molekile die Zytokinsignaltransduktion in einem klassischen
Riickkopplungsmechanismus  (Elliott and Johnston, 2004). Diese Hemmung der
Signaltransduktion durch SOCS-Mitglieder hat Auswirkungen auf das Zytokingleichgewicht,
welches die Differenzierung von Th-Subpopulationen reguliert.

Erstmals wurde in dieser Arbeit die Expression von SOCS-Molekiilen im Rahmen ciner
Populationsstudie untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass ausschlieBlich die Expression
von SOCSI1 mit allergischer Sensibilisierung korreliert. Dieses Ergebnis wurde unterstiitzt
durch die positive Assoziation zwischen der SOCSI-Expression und den Th2-
Differenzierungsmarkern GATA-3 und IL-4 und die negative Korrelation zwischen SOCSI
und dem Thl-Transkriptionsfaktor Tbet. Insgesamt deuten diese Beobachtungen darauthin,
dass eine erhdhte SOCSI-Expression mit der Entwicklung des Th2-Phinotyps sowie
allergischen Sensibilisierungen einhergeht. Dagegen war die Expression von SOCS3, SOCS5
und CIS ohne Relevanz fiir die allergische Sensibilisierung. Diese drei SOCS-Molekiile
korrelierten positiv mit Tbet und dem Transkriptionsfaktor fiir Treg-Zellen FOXP3, sowie
(mit Ausnahme von CIS) negativ mit IL-4, dem Leitzytokin fiir Th2-Zellen. SOCS3, SOCS5

33



4. Diskussion

und CIS sind also offensichtlich weder mit einer Th2-Differenzierung noch mit einer erhéhten
Neigung zu einer allergischen Reaktionstihigkeit assoziiert.

Unabhingig voneinander generierten 2 Arbeitsgruppen SOCSI1-Knockout-Miuse, die den
gleichen Phénotyp aufwiesen (Naka et al.,, 1998, Starr et al., 1998). Die Miuse zeigten
Wachstumsverzégerungen und starben mit 2-3 Wochen aufgrund von Verfettung und Nekrose
der Leber. Zusitzlich verfiigten die Miuse tliber eine verminderte Anzahl von Lymphozyten
im Thymus, in der Milz und im Knochenmark und eine Infiltration von Monozyten in die
Bauchspeicheldriise, das Herz und die Lungen. Die Nekrose der Leber von SOCS17/” Miusen
wurde zuriickgefiihrt auf eine IFN-y-Fehlregulation, da SOCSI/IFN-y/ Miuse bis ins
Erwachsenenalter gesund waren (Alexander et al., 1999, Marine et al., 1999b). Laut Literatur
schien die frithkindliche Symptomatik der SOCS17/” Méuse zum einen auf einem Anstieg der
IFN-y-Produktion von T-Zellen und Natiirlichen Killerzellen und zum anderen auf einer
erhéhten Signalantwort von IFN-y-sensitiven Zielgeweben zu beruhen (Alexander et al,
1999, Brysha et al., 2001, Marine et al., 1999b).

Eine Vielzahl vorangegangener Mausstudien (Alexander et al., 1999, Brysha et al.,, 2001,
Diehl et al., 2000, Marine et al., 1999b) und eine in vifro Arbeit mit HeLa-Zellen (Song and
Shuai, 1998) verweisen auf eine durch SOCS1 verursachte Hemmung der Thl-Antwort.
Daraufthin wurde von Elliott und Johnston (2004) vermutet, dass die Hemmung der Thl-
Antwort durch SOCSI nicht nur zu einer beschleunigten Th2-Antwort fithrt, sondern sich
auch auf eine Erhohung des Risikos an Th2-vermittelten Erkrankungen zu leiden auswirken
konnte. Unsere Daten aus dem Humansystem unterstiitzen diese aus Mausmodellen
abgeleitete Hypothese, fiir die es bisher keine belegbaren Hinweise gab. In Verbindung mit
einer Zunahme der SOCSI-Expression wurden in unserer Studie nicht nur eine verringerte
Anzahl IFN-y produzierender Thl-Zellen, sondern auch hohere Sensibilisierungsraten
vermerkt. Zusitzlich korrelierte eine erhéhte Expression von SOCS1 positiv mit der IL-4- und
GATA-3-Expression. Obwohl alle bisherigen Arbeiten darauf hinweisen, dass SOCS1 in Thl-
Zellen exprimiert wird, in diesen zu einer Hemmung der IFN-y-Synthese fiihrt und somit eine
erhohte SOCS1-Expression die Entwicklung des Th2-Phénotyps und folglich eine allergische
Sensibilisierung unterstiitzt, kann man die Moglichkeit nicht ausschlieBen, dass die hdheren
SOCS1-Expressions-Level als Ergebnis einer Th2-polarisierten T-Zell-Aktivitdt auftraten.
Das Studiendesign der LISAplus-Studie erlaubte es nicht, die Kausalitit der Ereignisse zu
iiberpriifen. Pro Kind stand nur eine Blutprobe zum 6. Geburtstag zur Verfiigung. Die
Abklirung der Kausalitit der SOCS1-Expressionslevel zur Th2-Differenzierung hatten

mehrere, zeitlich aufeinander folgende Blutuntersuchungen pro Kind erfordert, was im
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Rahmen der LISAplus-Studie nicht mdglich war. Zur Kldrung wiéren somit noch
weiterfiihrende experimentelle Untersuchungen notwendig.

In einer experimentellen Studie, in der SOCS1 und SOCS3 in vitro in verschiedenen Zellen
iiberexprimiert wurde, wurde eine Hemmung der 1L-4- und IL-13-Produktion gefunden. Diese
Hemmung korrelierte mit verringerten Mengen von aktiven STAT6 (Hebenstreit et al., 2005).
Innerhalb dieser Experimente fiihrte die Transfektion von SOCS1- und SOCS3-Expressions-
Vektoren in humane embryonale Nierenzellen (HEK293) zu einer Inhibition der 1L-4/IL-13
induzierten Abgabe von Eotaxin/CCL26. Im Reportergenassay wurden HEK293-Zellen
eingesetzt und transient mit dem Eotaxin-3/CCl26 Promotor transfiziert. So konnte gezeigt
werden, dass nach der Kotransfektion von SOCS1- und SOCS3-Expressionsvektoren, die 1L-
4 und IL-13 induzierte Luziferaseaktivitit stark reduziert war (Hebenstreit et al., 2005).

Diese Daten scheinen im Widerspruch mit der von uns beobachteten positiven Korrelation
zwischen SOCS]1 und allergischer Sensibilisierung zu stehen. Jedoch wurde klar gezeigt, dass
der IL-4/STAT6-Signalweg in SOCSl1-exprimierenden Thl-Zellen unterdriickt wird, aber
nicht in Th2-Zellen, welche nur geringe Mengen von SOCS! bilden (Dickensheets et al.,
2007, Egwuagu et al., 2002). Folglich kénnten hohe SOCS1-Expressionslevel zu einer Thl-
Hemmung fithren, wiirden aber nicht die Th2-vermittelte IL-4-Bildung hemmen.

In der Vergangenheit wurde berichtet, dass SOCS3 in Thl- und in Th2-Zellen exprimiert
wird, wobei die Expression in Th2-Zellen 20-mal héher war, verglichen mit Thl-Zellen
(Egwuagu et al., 2002). Viele Publikationen konnten zeigen, dass SOCS3 auch den IFN-
v Signalweg inhibiert, aber weniger stark als SOCS1 (Federici et al., 2002, Song and Shuai,
1998). Somit wurde postuliert, dass SOCS3 den Beginn und die Aufrechterhaltung Th2-
vermittelter allergischer Erkrankungen reguliert (Seki et al., 2003). Li et al. (2006) fanden,
dass SOCS3-transgene dendritische Zellen in Méusen eine Th2-Zelldifferenzierung
induzieren. Zusitzlich zeigten sie, dass das Fehlen von SOCS3 in dendritischen Zellen zu
einer Induktion FOXP3-positiver Treg-Zellen fiithrt. Die Beobachtungen unserer Studie
scheinen kontrovers zu bisherigen Forschungsergebnissen zu sein. Obwohl in anderen
Untersuchungen bestindig gefunden wurde, dass die SOCS3-Expressionslevel héher in
Allergiepatienten sind, sahen wir keine Korrelation zwischen der SOCS3-Expression und
allergischer Sensibilisierung. Allerdings unterstiitzt, die in unserer Studie gefundene negative
Korrelation zwischen IL-4 und SOCS3 und die positive Korrelation zwischen SOCS3 und
Tbet sowie FOXP3 die fehlende Assoziation zwischen SOCS3 und den spezifischen IgE-
Konzentrationen. Eine mogliche Erkldarung dieser offensichtlich entgegen gesetzten

Ergebnisse verglichen mit bisherigen Forschungsergebnissen kénnte darauf basieren, dass
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SOCS3 auch in unstimulierten peripheren Blutzellen exprimiert wird (Egwuagu et al., 2005).
Der Anteil naiver, unstimulierter Zellen im Blut von Kindern ist viel grdfier, als die Menge
ausgereifter Th2-Zellen. Somit kénnte eine hohe SOCS3-Expression der unstimulierten
peripheren Blutzellen die vielleicht hohere SOCS3-Expression der anteilig kleineren Th2-
Zellpopulation Giberlagern.

Im Gegensatz zu SOCS3 wurde die SOCS5-Expression nur in Thl-Zellen identifiziert und
war nicht nachweisbar in Th2-Zellen. Deshalb wurde SOCS5 als Thl-Phinotypmarker
vorgeschlagen (Seki et al., 2002). In mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
ein Zytokinmilieu, welches die Thl-Differenzierung begiinstigt eine SOCS5-Expression
hervorruft und dies zu einer gleichzeitigen Hemmung der IL-4 induzierten STAT-6-
Aktivierung fiihrt (Kubo et al., 1997, Yu et al., 2003). Folglich wurde spekuliert, dass SOCS5
eine hemmende Funktion auf die Th2-Polarisierung ausiibt. Experimentelle Untersuchungen,
die zeigten, dass T-Zellen von transgenen Mausen, die konstitutiv SOCS5 exprimierten, cine
verringerte IL-4 vermittelte Th2-Differenzierung aufwiesen, unterstiitzen die Hypothese, dass
SOCS5 ein spezifischer negativer Regulator des IL-4-Signalwegs ist und somit die Th2-
Differenzierung kontrolliert (Seki et al., 2002). Passend dazu fanden wir bei der hier
untersuchten Studienpopulation, dass SOCS5 negativ mit IL-4 und positiv mit Tbet korreliert
war. Des Weiteren korrelierte SOCS5 in unserer Studie auch nicht mit allergischer
Sensibilisierung. Bisher gab es keine Daten aus dem Humansystem, die die Relevanz von
SOCS5 im Hinblick auf die Allergieentwicklung betreffen. Unsere Daten verweisen erstmals
darauf, dass SOCS5 zumindest im Humansystem zu einer Hemmung der Th2- und Induktion
der Th1-Aktivitit fiihrt.

Mehrere Forschungsarbeiten zeigten, dass der Regulationsfaktor CIS in Thl- und Th2-Zellen
exprimiert wird (Starr et al, 1997, Yu et al., 2003). Die in der vorlicgenden Arbeit
beobachtete positive Korrelation der CIS-Expression mit GATA-3 sowie mit Tbet unterstiitzt
somit bisherige Veroffentlichungen. Im Hinblick auf die FOXP3-Expression wurde ebenfalls
eine positive Assoziation mit CIS festgestellt. Demzufolge konnte man spekulieren, dass CIS
auch in Treg-Zellen exprimiert wird. In weiteren Untersuchungen mit Mausmodellen konnte
ein Zusammenhang von CIS mit der Th-Differenzierung in Richtung Th2-Entwicklung
beobachtet werden (Matsumoto et al., 1999, Yu et al., 2003). In unserer Studie fanden wir
keine Korrelation zwischen CIS und allergischer Sensibilisierung. Unsere Ergebnisse aus dem
humanen System kénnen die vorangegangenen Betrachtungen aus Mausmodellen daher nicht
bestitigen. Marine und Mitarbeiter (1999a) zeigten, dass die T-Zellentwicklung in CIS-

Knockout-Miusen ungestdrt ist. Die genaue physiologische Rolle von CIS bleibt somit unklar
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und bedarf weiterer Aufklarung. Dariiber hinaus gab es auch noch keine Untersuchungen von
CIS im Zusammenhang mit dem Allergierisiko.

Obwohl die Expression der SOCS-Molekiile auf molekularer Ebene griindlich untersucht
wurde, gibt es immer noch offene Fragen, was die in vivo Bedeutung dieser Molekiile
insbesondere im humanen System angeht. Es ist anzunehmen, dass das jeweils gegenwiirtige
Zytokinmilieu das Expressionsprofil der SOCS-Molekiile beeinflusst. Somit ist die in vivo
Situation eine andere, verglichen mit den experimentellen in vitro Bedingungen, was sich in
anderen SOCS-Expressionsprofilen widerspiegelt. Weitere Untersuchungen miissen daher

dazu beitragen, die funktionelle Bedeutung der SOCS-Molekiile in vivo besser aufzuklaren.

4.2 Zusammenhang zwischen den Transkriptionsfaktoren (GATA-3, Thet, FOXP3),
Th1/Th2-Differenzierung und allergischer Sensibilisierung

In einer Reihe von in vitro und in vive Studien wurde der Einfluss von GATA-3 auf die Th2-
Differenzierung und allergische Sensibilisierung gut dokumentiert (Macaubas and Holt,
2001). Es wurde gezeigt, dass eine Induktion der GATA-3-Expression in T-Zellen ein
Kennzeichen der zeitigen Th2-Antwort gegeniiber spezifischen Antigenen in atopischen
Individuen ist (Macaubas et al., 2002). Dieser Prozess wird begleitet durch die Abgabe
typischer Th2-Zytokine wie IL-4 und IL-5 in allergenspezifischen Immunantworten bei
Atopikern.

In der Tat korrelierte bei Kindern aus unserer Studie, die Expression des Th2-
Transkriptionsfaktors GATA-3 positiv mit der Expression von IL-4 (Spearmansche R = 0,30).
Dariiber hinaus hatten die Kinder, die eine hohe Expression von GATA-3 aufwiesen, hiufiger
eine Sensibilisierung gegen die Hausstaubmilbe, im Vergleich zu Kindern mit einer
niedrigeren GATA-3-Expression (p=0,03). Dieses Ergebnis wurde auch nach Adjustierung
mit potenticllen Allergierisikofaktoren (Stillen, Geschlecht, sozialer Stand, atopische
Familienanamnese, Geschwister, Haustiere, Rauchen) bestitigt. Unter Beriicksichtigung
dieser Faktoren zeigten Kinder mit erhhten GATA-3-Expressionen (>75. Perzentile) im
Vergleich zu Kindern mit niedrigen GATA-3-Expressionen (<25. Perzentile) ein >4-fach
erhohtes Risiko (adjustiertes OR 4,52, 95% KI 1,26-16,23) an einer Sensibilisierung gegen
Hausstaubmilbe zu leiden. Die mRNA-Expression fiir das Th2-Zytokin IL-4 korrelierte in
unserer Studie ebenfalls mit einer Sensibilisierung gegen Hausstaubmilbe (adjustiertes OR
4,63, 95% KI 1,46-14,73) und zusitzlich mit einer Sensibilisiecrung gegen Milcheiweif3
(Herberth et al., 2006).
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Erwartungsgemil korrelierte die Expression des Thl-Transkriptionsfaktors Thet negativ mit
der Expression von IL-4 (Spearmansche R = -0,40) und positiv mit der IFN-y—Konzentration
in unstimulierten Blutproben. Ferner wurden niedrigere Tbet-Expressionslevel bei Kindern
mit Sensibilisierungen gegen Inhalationsallergene vermerkt (Herberth et al., 2006). Das
bedeutet, dass Kinder mit verminderter Thl-Reaktivitdt ein hoheres Risiko fur allergische
Sensibilisierungen zeigten. Liu und Kollegen (2004) untersuchten die Expression von Tbet in
Blutproben von atopischen Asthmapatienten. Sie fanden ebenfalls eine Korrelation der Tbet-
Expression auf mRNA-Level und IFN-y in Zelliberstinden und einen negativen
Zusammenhang zwischen der Tbet- mRNA und dem IL-4-Protein. Dariiber hinaus war die
Tbet-mRNA-Expression niedriger in der Patientengruppe mit atopischen Asthma, im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die in einer definierten Gruppe atopischer Patienten erhobenen
Ergebnisse konnten von uns in einer Querschnittspopulation 6-jéhriger Kinder bestétigt
werden. Dies zeigt einerseits, dass die von uns eingesetzten Methoden geeignet sind,
wesentliche Zusammenhinge korrekt wieder zu finden und andererseits, dass auch in einer
Populationsstudie wichtige Erkenntnisse im Hinblick auf zugrunde liegende molekulare
Mechanismen gewonnen werden konnen. In einer weiteren in vivo Studie waren die Tbet-
Level in T-Zellen aus den Atemwegen von Asthmapatienten ebenfalls erniedrigt im Vergleich
zu einer Kontrollgruppe ohne Asthma (Finotto et al., 2002). Eine verringerte Expression des
Transkriptionsfaktors Tbet, der die IFN-y-Expression stimuliert (Shier et al., 2000, Szabo et
al., 2000), kénnte somit als Risikofaktor bei der Entstehung von Allergien eine Rolle spielen.

Neuere Studien deuteten an, dass neben den Thl- und Th2-Zellen eine weitere Gruppe von
Effektorzellen, die Treg-Zellen, eine entscheidende Rolle in der Ausbildung von allergischen
Erkrankungen spielen (Akbari et al., 2003, Umetsu et al., 2003). Es konnte gezeigt werden,
dass die Anzahl der CD4'CD25" Treg-Zellen in der Bronchoalveolarfliissigkeit (BALF) von
Kindern mit Asthma im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe verringert war (Hartl et al.,
2007). In weiteren Humanstudien wurde eine unterdriickende Funktion der Treg-Zellen auf
dic allergenvermittelte T-Zell-Aktivierung und der Entwicklung allergischer Erkrankungen
beschrieben (Bellinghausen et al., 2003, Ling et al., 2004). Es werden deshalb Strategien
diskutiert, wie die Aktivitit der CD4'CD25" Treg-Zellen erhoht werden kénnte, um eine
Verbesserung der Allergietherapie bzw. ecinen Schutz vor der Ausprigung allergischer
Erkrankungen zu erreichen. Es konnte in zwei unabhéngigen Humanstudien gezeigt werden,
dass eine Glukokortikoid-Therapie zu einem Anstieg der FOXP3-mRNA-Expression flihrt
und die Anzahl der CD4"CD25" Treg-Zellen zunimmt (Hartl et al., 2007, Karagiannidis et

al., 2004). In einer anderen Studie wirkte sich die Bienengift-Immuntherapie positiv auf die
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Anzahl der CD4'CD25" Treg-Zellen in Allergie-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
aus. Zusitzlich stieg durch Therapie die FOXP3-Expression auf der mRNA-Ebene an
(Pereira-Santos et al., 2007). In der vorliegenden Studiec wurde ecbenfalls der
Transkriptionsfaktor FOXP3 als ein Marker fiir CD4'CD25" Treg-Zellen untersucht. Gegen
Birkenpollen sensibilisierte Kinder hatten eine signifikant niedrigere FOXP3-Expression, als
Kinder ohne diese Sensibilisierung (Mann-Withney U-Test p=0,04). Jartti und Kollegen
(2007) fanden eine negative Korrelation zwischen dem  Gesamt-IgE und
FOXP3/CD4'CD25"™ Treg-Zellen, wobei FOXP3 nach einer intrazelluliren Firbung in
isolierten CD4'CD25" Treg-Zellen mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen wurde. In den
anderen erwihnten Studien wurde FOXP3 ebenfalls direkt in isolierten CD4°CD25" Treg-
Zellen untersucht. Die FOXP3-Expressionsanalysen der vorliegenden Studie wurden dagegen
mit Proben aus Vollblut durchgefiihrt, was eher schwierig ist, da CD4'CD25" Treg-Zellen nur
eine kleine Untergruppe im Zellgemisch einnehmen. Dies ist sicherlich ein Grund dafiir, dass
z.B. kein Zusammenhang zwischen Gesamt-IgE und der FOXP3-Expression nachgewiesen

wurde.

4.3 Zusammenhang zwischen T-Zell-Regulationsfaktoren (Th1/Th2-Antwort) und

Stressregulation, sowie allergischer Sensibilisierung

Insbesondere bei allergischen Erkrankungen besteht der Verdacht, dass Stressfaktoren cine
wichtige Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen. Es ist bekannt, dass sich das Immun-
und Nervensystem gegenseitig beeinflussen. Diese Verbindung zwischen Immun- und
Nervensystem konnte die Zusammenhinge zwischen psychischen Faktoren (z.B. Stress) und
Erkrankungen erkliren. Neben sozioSkonomischen Faktoren werden insbesondere
psychosoziale Faktoren, wie =z.B. zwischenmenschliche Konflikte, der Verlust von
Angehorigen oder das Erleben von Ablehnung durch andere Menschen, als Ursache fiir
stressbedingte Lebenssituationen thematisiert.

Kimata (2003a) zeigte, dass das Spielen von Computerspielen in einer definierten Stressstudie
das Zytokingleichgewicht in Richtung Th2 verlagert, die IgE-Produktion steigert und die
Mastzelldegranulation  triggert. Diese Reaktionen waren auch mit erhéhten
Blutkonzentrationen von den Neuropeptiden Substanz P und VIP assoziiert. Auch eine andere
Publikationen weist darauf hin, dass Neuropeptide unter Stress (Handy klingeln) vermehrt
ausgeschiittet werden (Kimata, 2003b). Weiterhin wurde in einer klinischen Studie der

Zusammenhang zwischen prioperativen Stress und Stressmarkern untersucht. In dieser Studie
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wurde beobachtet, dass der VIP-Level gemeinsam mit den ,typischen Stresshormonen®
Cortisol und Katecholamin anstieg (Crozier et al., 1988).

Das am hiufigsten untersuchte Stresshormon ist Cortisol. Wobei Cortisol einer Periodizitit im
Tagesrhythmus unterliegt. Eine punktuelle Einzelmessung, wie sie im Rahmen des
Studiendesigns der LISAplus-Studie erfolgte, wiirde bei der Analyse von Cortisol als
Stressmarker eine groBe Variabilitit der Messdaten zur Folge haben. Eine Cortisolanalyse
hiitte Mehrfachmessungen in kurzen Zeitabstinden und die Aufhahme von Kinetiken
erfordert. Doch bei sensiblen Kindern kann die Blutentnahme bereits einen erheblichen
Stressor darstellen. Des Weiteren ist die Halbwertszeit von Cortisol im Blut sehr gering
(Dickerson and Kemeny, 2004). Im Gegensatz zum Cortisol gibt es bei den Neuropeptiden
VIP und SP keinen prignanten Tagesrhythmus (Cugini et al., 1991, Hofman et al., 1996,
Kerdelhue et al., 1981, Lackinger et al., 2004, Rolandi et al., 1990). Fiir SOM liegen keine
Hinweise auf einen Tagesrhythmus vor. Deshalb wurde im Rahmen der LISA-Studie
entschieden nicht eines der klassischen Stresshormone zu messen, sondern die Neuropeptide
SOM, VIP und SP im Blut mittels einem Enzym-Immunassay (ELISA) nachzuweisen.

In unserer Studie wurde zum ersten Mal anhand einer epidemiologischen Studie die
Verbindung zwischen der Immunsystemregulation, der Ausschiittung der Neuropeptide SOM,
VIP und SP und allergischer Sensibilisierung in Kindern aufgezeigt. Kinder mit hohen SOM-
Serumkonzentrationen im Blut zeigten eine Th2-Polarisierung und eine verminderte
Expression von FOXP3. Die VIP-Konzentrationen im Blut waren negativ mit Tbet und
SOCS3 korreliert. Dariiber hinaus waren Kinder mit erhohten SOM- und VIP-
Konzentrationen hiufiger allergisch sensibilisiert. Erhéhte Konzentrationen der Neuropeptide
SOM und VIP im Blut gehen demnach mit einer allergieférdernden, Th2-verschobenen
Immunreaktionslage und mit allergischer Sensibilisierung daher. Dagegen wurde keine
Korrelation zwischen SP und allergischer Sensibilisierung gefunden.

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Expression von SOCS1 und dem
Neuropeptid SOM erbrachten, dass erhdhte SOCS1-Expressionen bei Kindern mit erhohten
SOM-Plasmakonzentrationen vorhanden sind. Auflerdem wiesen Kinder mit erhdhten SOM-
Plasmakonzentrationen eine erhéhte Expression des Th2-Transkriptionsfaktors GATA-3 auf.
Dariiber hinaus wurde in dieser Arbeit eine positive Korrelation zwischen erh6hten SOM-
Plasmakonzentrationen und IL-4 beobachtet. Diese Daten bestitigen Ergebnisse von
bisherigen in vitro Studien, die auf eine Induktion der Th2-Differenzierung durch SOM
hinweisen (Levite, 1998, Krantic et al., 2004). Des Weiteren war in der vorliegenden Studie

die Haufigkeit von Nahrungsmittelsensibilisierungen grofer bei Kindern mit hohen SOM-
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Konzentrationen (p fir Trend = 0,001) und fiir Sensibilisierungen gegen die
Einzelinhalationsallergene Lieschgras und Roggen (p fiir Trend = 0,007 und 0,012). Erhshte
Blutkonzentrationen des Neuropeptids SOM sind also mit einer Th2-verschobenen
Reaktionslage und einem erhohten Risiko fiir allergische Sensibilisicrungen assoziiert.
Ebenso fanden wir eine abgeschwiichte IFN-y-Produktion bei Kindern mit hohen SOM-
Plasmakonzentrationen. Auch in Mausstudien wurde die Thl-unterdriickende Kapazitiit von
SOM demonstriert. Die Autoren konnten zeigen, dass SOM direkt an den T-Zellen angreift,
indem die TZR-stimulierte Abgabe von [FN-y inhibiert wird (Elliott et al., 1999).

Dem Neuropeptid VIP kommt eine bedeutende entziindungshemmende Rolle zu, die
verbunden ist mit einer Unterdriickung der T-Zell-Proliferation, wie Resultate aus mehreren
Arbeiten bestétigen (Nio et al., 1993, Groneberg et al., 2004, Leceta et al., 2000). Dabei
inhibierte VIP die Mediatorfreisetzung von Mastzellen und Makrophagen und die
entziindungsfoérdernden Effekte von Th-Lymphozyten (Groneberg et al., 2004). Leceta et al.
(2000) demonstrierten, dass VIP dic Produktion von IL-6, IL-12, TNF-a, und
Stickstoffmonoxid hemmt, und die IL-10-Produktion stimuliert. Interessanterweise wurde
dariiber hinaus gezeigt, dass VIP auch von Th2-Zellen produziert wird (Pozo and Delgado,
2004). Jingste Studien beschrieben, dass mit VIP ausgereifte dendritische Zellen funktionelle
Treg-Zellen in vitro und in vivo induzieren (Delgado et al., 2005). Diese Treg-Zellen
unterdriickten primér die antigenspezifische Thl-vermittelte Immunantwort (Gonzalez-Rey et
al., 2006). In der vorliegenden Studie korrelierte eine hohe VIP-Produktion mit einer
verringerten Expression des Thl-Transkriptionsfaktors Tbet. Dariiber hinaus gab es einen
Trend fiir eine erhohte IL-4- und GATA-3-Expression. Somit und im Einklang zu oben
genannten Studien von Delgado und Mitarbeitern (2005) und Gonzalez-Rey und Mitarbeitern
(2006) konnte die Thl-unterdriickende Wirkung von VIP fiir eine Th2-Ausrichtung
verantwortlich sein und so zu einem allergischen Risiko beitragen.

Ahnlich wie SOM, korrelierte das Neuropeptid VIP positiv mit einer Sensibilisierung gegen
Nahrungsmittelallergene (p fiir Trend = 0.004) und gegen das Inhalationsallergen Roggen (p
fir Trend = 0.008). Doch die Ergebnisse, die cine in vitro Wirkung von VIP und SOM auf die
IgE-Produktion betreffen, wurden widerspriichlich in der Literatur diskutiert. Studien von
Kimata und Mitarbeitern (2003a, 2003b) zeigten, dass die Abgabe von IgE von B-Zellen
durch VIP und SOM inhibiert wird, aber nur in Anwesenheit von T-Zellen und Monozyten.
Jedoch berichteten Verdffentlichungen der gleichen Gruppe, dass durch Stress
allergenspezifisches IgE erhoht wird, mit einem gleichzeitigen Anstieg der

Plasmakonzentration von VIP in Patienten mit atopischer Dermatitis (Kimata, 2003a, Kimata,
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2003b). Ubereinstimmend damit fand eine andere Gruppe, dass die Konzentrationen von VIP
im Serum von Patienten mit atopischer Dermatitis erhéht sind und dies zur Symptomatik
dieser Krankheit beitragen konnte (Umemoto et al., 2003). Diese Betrachtungen deuten an,
dass die Ergebnisse aus in vitro Studien nicht ausreichend die in vive IgE-Produktion
widerspiegeln.

Wihrend SOM und VIP mit allergischer Sensibilisierung assoziiert waren, hatte das
Neuropeptid SP in unserer Studie keinen Einfluss auf die allergische Sensibilisierung. Dies
konnte unterschiedliche Griinde haben. Wir zeigten, dass der Th2-Transkriptionsfaktor
GATA-3, sowie SOCS3 in Kindern mit hohen SP-Serumkonzentrationen vermindert
exprimiert wird. Zusitzlich zeigten Kinder mit hohen SP-Serumkonzentrationen auch erhdhte
IFN-y-Konzentrationen. Die Tatsache, dass in anderen Studien gezeigt werden konnte, dass
SP proinflammatorische Antworten hervorruft und somit an der Entwicklung entziindlicher
Erkrankungen beteiligt sein konnte, ist in Ubereinstimmung mit unseren Daten (Blum et al.,
2003, Joachim et al., 2003, Joos et al., 2001, Joos et al., 2000). SP fiihrt bei Th-Lymphozyten
zu einer Steigerung der IL-2- und IFN-y—Produktion und begiinstigt somit die Thl-
Entwicklung bei gleichzeitiger Inhibierung der Th2-Differenzierung (Lambrecht, 2001,
Rameshwar et al., 1993). Ferner aktivierte SP die antikdrperabhingige Zytotoxizitat (Murris-
Espin et al., 1995) und die Freisetzung von Superoxiden, sowie IL-1 und IL-12 durch
Makrophagen (Kincy-Cain and Bost, 1997).

Nachdem wir einen Zusammenhang zwischen der T-Zell-Regulation, Neuropeptiden und
allergischer Sensibilisierung bei Kindern aufzeigen konnten, wurde in einer weiteren
Promotionsarbeit innerhalb der LISAplus-Studie der Zusammenhang zwischen
psychosozialen Faktoren aus dem Lebensumfeld der Kinder und Neuropeptidkonzentrationen,
sowic Immunregulation untersucht (Weber, 2007). Modgliche Stressoren, wie
Scheidung/Trennung der Eltern, Arbeitslosigkeit der Eltern und Erkrankung/Tod eines
Familienmitgliedes wurden innerhalb eines Sozialfragebogens erfasst. Die 6-jahrigen Kinder
der vorliegenden LISAplus-Studie, deren Eltern sich trennten bzw. scheiden lieflen, wiesen
eine signifikant héhere Blutkonzentration von dem stress-relevanten Neuropeptid VIP (302
pg/ml) auf, verglichen mit Kindern ohne diesem Lebensereignis (188,6 pg/ml, p=0,005).
Weiterhin hatten die Trennungs/Scheidungs-Kinder eine hohere Blutkonzentration des Th2-
Zytokins IL-4 (p=0,02) (Herberth et al., 2007¢c, Weber, 2007). Daraus kdnnte ein erhohtes
Risiko dieser Kinder fiir eine potentielle Allergicentwicklung resultieren. Diese Daten
unterstiitzen die Ergebnisse einer fritheren Untersuchung innerhalb der LISA-Studie in der

Bockelbrink und Kollegen (2006) berichteten, dass die Scheidung oder Trennung der Eltern
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in den ersten beiden Lebensjahren der Kinder mit einem erhéhten Vorkommen von
atopischem Ekzem bis zum 4. Geburtstag der Kinder assoziiert ist.

Eine Trennung der Eltern ist fiir Kinder ein emotionales Trauma und kann bis ins
Erwachsenenalter zu Problemen fiihren. Denn zu dem Verlieren eines Elternteils treten
oftmals noch weitere Verdnderungen, etwa auch der Verlust des entsprechenden
GroBelternpaares, eine Verminderung des Einkommens oder der Umzug in eine kleinere
Wohnung (Huurre et al., 2006, Schor, 2003). In dem Fragenbogen unserer Studie wurde nicht
nach dem mit der Trennung der Eltern verbundenem, subjektiv empfundenem Stress der
Kinder gefragt. Aber es liegt nahe, dass die Trennung/Scheidung der Eltern ein sehr tief
greifendes Lebensereignis in der Kindheit darstellt. Es kann zur Abgabe von Stressmediatoren
kommen, welche dann einen Effekt auf die Immunregulation ausiiben. Somit bestinde die
Maoglichkeit, dass wihrend dieser Lebensphase, in der die T-Zell-Reaktivitit in Richtung
Th2-Antwort verschoben ist (vermittelt durch VIP), eine allergische Sensibilisierung mit einer
héheren Wahrscheinlichkeit stattfindet. Wenn ein Kind erst einmal sensibilisiert ist, kénnte
dies zu einem hoheren Risiko, unter einer allergischen Erkrankung im spiteren Leben zu
leiden, fiihren. Der dosisabhingige Zusammenhang zwischen der Konzentration von VIP und
dem Risiko einer allergischen Sensibilisierung, der bereits weiter vorn ausgefiihrt wurde,
unterstiitzt diese Hypothese.

Es ist seit langerer Zeit bekannt, dass, obwohl eine allergische Sensibilisierung nicht mit einer
allergischen Erkrankung gleichzusetzen ist, sie einen bedeutenden Risikofaktor fiir die
Manifestation dieser darstellt. So wurde z.B. in der Multizentrischen Allergie Studie (MAS-
Studie) belegt, dass Kinder, die in ihrer frithen Kindheit gegen Nahrungsmittel sensibilisiert
waren, spiter sehr viel hidufiger an allergischen Erkrankungen der Atemwege litten. Daher
wurde insbesondere eine linger nachweisbare Sensibilisierung als ein stark prognostischer
Faktor fiir die spitere Entwicklung einer atopischen Erkrankung beschrieben (Kulig et al.,
1998). Der Anteil allergisch sensibilisierter Kinder aus der LISAplus-Studie war unter den
Scheidungskindern mit deutlicher Tendenz erhéht. Dieser Trend steht im Einklang mit
bisherigen Studien, die fiir Kinder geschiedener Eltern, bzw. fiir Kinder aus Familien mit
gestorten innerfamilidren Beziehungen ein erhéhtes Risiko einer atopischen Erkrankung
feststellten (Bockelbrink et al., 2006, Slattery et al., 2002).

Neben der Bedeutung von Scheidung/Trennung als Stressfaktor wurde in der LISAplus-
Studie auch die Auslésung von Stress bei den Kindern durch einen Umzug untersucht. Ein
Umzug konnte fiir die Kinder mit einer Anderung des Wohnumfeldes und der Wohnung, mit

dem Verlust von Freunden, einer Verinderung der sozialen Aktivititen und einem Wechsel
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des Kindergartens oder der Schule verbunden gewesen sein. Zusitzlich kénnten die
Umstiinde, die zu einem Umzug fiihrten, beim Kind Stress ausgeldst haben, etwa eine
Scheidung oder neue Partnerschaft der Eltern, die Geburt eines weiteren Geschwisterkindes
oder eine neue Arbeitsstelle der Mutter oder des Vaters. Die Ergebnisse der vorliegenden
LISAplus-Studie zeigten, dass Kinder deren Eltern einen Umzug innerhalb des 6.
Lebensjahres angegeben hatten, signifikant erhohte Blutkonzentrationen (220.7 pg/ml) des
Neuropeptides VIP, verglichen mit Kindern die nicht umgezogen waren, aufwiesen (198.5
pg/ml, p=0.034) (Herberth et al., 2007b, Weber, 2007). Ergebnisse aus einer klinischen
Studie, in der Kinder, welche seit einem Jahr im Ausland lebten, haufiger allergisch
sensibilisiert waren als die Kontrollgruppe, unterstiitzen unsere Beobachtungen. Als mogliche
Ursache fiir die hdhere Sensibilisierungsrate wurde der verbundene Stress mit dem Verlust
des sozialen Umfeldes und dem Einleben in eine fremde Kultur angefiihrt (Anderzen et al.,
1997). Die Kinder der LISAplus-Studie sind innerhalb ihres Heimatlandes umgezogen, doch
auch dies wirkte bereits als Stressfaktor. Fiir die Neuropeptide SOM und SP wurden keine
Assoziationen mit dem Ereignis Umzug festgestellt. Da fiir VIP sowohl eine Verschiebung
des Thl/Th2-Gleichgewichts in Richtung Th2 als auch eine allergische Sensibilisierung
beschrieben wurde, bieten unsere Ergebnisse eine mogliche Erklarung fiir den Mechanismus
der Entstehung Immunsystem-bedingter Erkrankungen (vor allem Allergien) nach stressenden
Lebensereignissen.

Basierend auf Daten der vorliegenden Studie konnten wir eine Verbindung zwischen der
Modulation des Th1/Th2-Gleichgewichts und Neuropeptidkonzentrationen im Blut aufzeigen,
fiir SOM und VIP in Richtung allergischer Sensibilisierung bei Kindern. Es konnte in der
Studie auch Stressfaktoren beschrieben werden, die zur Freisetzung von Neuropeptiden
fiilhren. Durch die Untersuchungen im Rahmen der LISA-Studie wissen wir nun mehr
dariiber, wie Stressfaktoren auf das Immunsystem wirken und so z.B. das Allergierisiko

erhéhen kénnen.

4.4 Stiirken / Schwichen-Analyse

Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus dieser Studie mit vorher publizierten
Daten, muss im Folgenden eine generelle Anmerkung gemacht werden. Viele Autoren
berichteten, dass naive CD4" T-Zellen viel geringere Mengen an SOCS-Molekiilen, sowie
Tbet, GATA-3 und FOXP3 exprimieren, als ausdifferenzierte Thl- oder Th2-Zellen (Chakir
et al., 2003, Egwuagu et al,, 2002, Walker et al,, 2003). Die Expressionsanalysen der

vorliegenden Studie wurden aber mit Proben aus Vollblut durchgefiihrt. Vollblut enthélt eine
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Mischung aus naiven, Effektor- und Gedichtnis-T-Zellen. Dieses Zellgemisch diirfte der
Hauptgrund sein, warum unsere Ergebnisse teilweise von schon publizierten Daten
abweichen. Um Widerspriiche zu bisherigen Veroffentlichungen aufzukliren, wiirde es daher
weiterer Untersuchungen auf Einzelzellebene bediirfen.

Bei Populationsstudien ist es dariiber hinaus schwierig, die Ursache-Wirkungs-Beziehung der
beobachteten Korrelationen zu definieren. Eine weitere Einschrinkung dieser Studie ist die
niedrige Anzahl sensibilisierter Kinder fiir einige spezifische Allergene. Auflerdem sind
Schwankungen der Immunregulation und die Bedeutung von Einflussfaktoren (dies betrifft
tigliche, als auch kurzfristige Einflisse) mit nur einer Blutprobe pro Kind nur schwer
erfassbar. Bei gesunden Kindern wire jedoch eine mehrmalige Blutentnahme innerhalb eines
Lebensjahres ethisch nicht zu vertreten. Durch die grofe Fallzahl der untersuchten Probanden
hebt sich dieses Defizit im Querschnitt der Population jedoch wieder auf.

Nach unserem Wissen, analysiert diese Studie zum ersten Mal den Zusammenhang zwischen
SOCS-Faktoren und allergischer Sensibilisierung, sowie Neuropeptiden, auf der Grundlage
einer Populationsstudie. Daten zur SOCS-Regulation bei Kindern lagen bisher nicht vor. Eine
weitere Stirke der Studie ist die hohe Probandenzahl.

Die beobachteten Ergebnisse miissen sicherlich kritisch diskutiert werden, liefern aber
dennoch interessante Hinweise zur Aufklirung von Faktoren, die fiir die Entwicklung einer
allergischen Reaktionslage von Bedeutung sein kénnten und ermutigen fiir weitere

Untersuchungen.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit ist Teil einer umweltepidemiologischen Kohortenstudie. Die LISA-
Studie (Einfluss von Lebensbedingungen und Verhaltensweisen auf die Entwicklung von
Immunsystem und Allergien im Ost-West-Vergleich) basiert auf der Hypothese, dass
bestimmte Lebensstil- und Umweltfaktoren in der frithen Kindheit einen Einfluss auf die
Reifung und Entwicklung des Immunsystems ausiiben. Es wird angenommen, dass derartige
Faktoren eine ausschlaggebende Bedeutung bei der Steuerung von Immunantworten besitzen,
welche entweder schiitzend oder unterstiitzend zur Entwicklung von Allergien beitragen.
Aufgabe der vorliegenden Arbeit im Rahmen dieser Studie war die molekularbiologische
Untersuchung der Expression von Signalproteinen, die insbesondere im Rahmen der T-Zell-
Differenzierung eine Rolle spielen und damit potentiell auch fiir die Entwicklung einer
allergischen  Reaktionslage von  Bedeutung sein  kdnnten, innerhalb  einer
Querschnittspopulation 6-jihriger Kinder. Dabei lag der Schwerpunkt auf der Korrelation von
T-Zell-Regulationsfaktoren und Transkriptionsfaktoren untereinander, sowie deren
Zusammenhang zur Th1/Th2- (T-Helfer-Zellen vom Typ 1 und vom Typ 2) Differenzierung
und allergischer Sensibilisierung. Da in der Literatur, die Bedeutung von Stress als Ausldser
pathologischer Immunantworten und Risikofaktor bei der Ausbildung von Allergien diskutiert
wird, erfolgten dariiber hinaus auch Untersuchungen zum Zusammenhang von T-Zell-
Regulationsfaktoren  und  Neuropeptiden  (Stressproteinen),  sowie  allergischer
Sensibilisierung.

Die Untersuchung der Expression relevanter Signalmolekiile erfolgte {iber eine Priiparation
von mRNA aus Vollblutproben und eine nachfolgende quantitative Polymerasekettenreaktion

(PCR).

Erstmals wurde in dieser Arbeit die Expression von suppressor of cytokine signalling-
(SOCS) Molekiilen im Rahmen einer Populationsstudie untersucht.

- Gegen inhalative Allergene und/oder Nahrungsmittelallergene sensibilisierte Kinder
wiesen signifikant erhéhte SOCSI1-Expressionen auf. Dieses Ergebnis wurde
unterstiitzt durch die positive Assoziation zwischen der Expression von SOCSI1, dem
Th2-Differenzierungsmarker GATA-bindendes Protein 3 (GATA-3) und Interleukin-4
(IL-4). Im Gegensatz dazu war der Thl-Transkriptionsfaktor T-box expressed in T
cells (Tbet) erniedrigt und die Menge Interferon-gamma (IFN-y) produzierender CD4"

T-Zellen geringer in Kindern mit erhéhter SOCS1-Expression.
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5. Zusammenfassung

Die SOCS-Molekiile SOCS3, SOCS5 und das cytokine-inducible SH2 Domine
enthaltende Protein (CIS) korrelierten positiv mit Thet und dem Transkriptionsfaktor
fiir Treg-Zellen forkhead box P3 (FOXP3), sowie (mit Ausnahme von CIS) negativ
mit IL-4, dem Leitzytokin fiir Th2-Zellen und sie zeigten keine Relevanz fiir die

allergische Sensibilisierung.

Insgesamt deuten diese Beobachtungen darauthin, dass eine erhéhte SOCSI1-Expression mit

der Entwicklung des Th2-Phinotyps sowie allergischen Sensibilisierungen einhergeht,

wihrend SOCS3, SOCS5 und CIS mit einer Stimulation der Th1-Antwort und regulatorischen

T-Zellaktivitit korrelieren.

Bereits bekannte Ergebnisse, im Hinblick auf T-Zell-Regulationsfaktoren, Thl/Th2-

Regulation und allergischer Sensibilisierung konnten auf der Basis dieser Untersuchungen

bestitigt werden.

Die Expression des Th2-Transkriptionsfaktors GATA-3 war positiv korreliert mit der
Expression des Th2-Leitzytokins IL-4.

Kinder aus unserer Studie, die eine hohe Expression des Th2-Transkriptionsfaktors
GATA-3 aufwiesen, hatten hdufiger eine Sensibilisierung gegen die Hausstaumilbe,
im Vergleich zu Kindern mit einer niedrigeren GATA-3-Expression. Dic mRNA-
Expression fiir IL-4 korrelierte ebenfalls mit eciner Sensibilisierung gegen
Hausstaubmilbe. Dartiber hinaus wurden niedrigere Tbet-Expressionslevel bei
Kindern mit Sensibilisierungen gegen Inhalationsallergene vermerkt.

Die Expression des Thl-Transkriptionsfaktors Tbet war negativ korreliert mit der
Expression von IL-4 und positiv korreliert mit der IFN-y-Konzentration in

unstimulierten Blutproben.

Ebenfalls erstmalig im Rahmen einer Populationsstudie wurde die Verbindung zwischen der

T-Zell-Regulation, den Neuropeptiden Somatostatin (SOM), vasoaktives Intestinalpeptid

(VIP) und Substanz P (SP) und allergischer Sensibilisierung in Kindern aufgezeigt.

Hohe SOM-Konzentrationen im Blut der Kinder waren assoziiert mit einer Th2-
Polarisierung (erhdhte GATA-3, SOCS1-Werte) und einer verminderten Expression
von FOXP3.

Hohe VIP-Konzentrationen zeigten eine negative Korrelation mit Tbhet und SOCS3.
Dariiber hinaus besaflen Kinder mit erhéhten SOM- und VIP-Konzentrationen im Blut

ein hoheres Risiko fiir allergische Sensibilisierungen.
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5. Zusammenfassung

- Im Gegensatz dazu wurde fiir SP eine negative Korrelation zu GATA-3 gefunden.
Dieses Neuropeptid zeigte folgerichtig keinen Zusammenhang zu allergischen
Sensibilisierungen.

Erhohte Konzentrationen der Neuropeptide SOM und VIP im Blut gehen demnach mit einer
allergiefordernden, Th2-verschobenen Immunreaktionslage und daraus resultierend einem

erhohten Risiko fiir allergische Sensibilisierungen einher.

Generell liefert diese Arbeit erste Hinweise, die Entwicklung allergischer Manifestationen,
insbesondere im Kindesalter, besser zu verstehen. Es wurde gezeigt, dass eine erhdhte
SOCSI1-Expression mit der Entwicklung des Th2-Phinotyps, sowie allergischen
Sensibilisierungen einhergeht. Dariiber hinaus wurde eine Verbindung zwischen der
Modulation des Th1/Th2-Gleichgewichts und Neuropeptidkonzentrationen im Blut, sowie

allergischer Sensibilisierung bei Kindemn beobachtet.
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