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1. Einleitung

1.1 Die Rheumatoide Arthritis

Die Stitz- und Bewegungsorgane des Menschen bestimmen die menschliche Haltung, Form
und Fortbewegung. lhre enwandfreie und vor alem schmerzfreie Funktionserfillung haben
grolen Antell an unserer Lebensqualitdt, Leistungsfahigkeit und Selbstverstandnis. Eine
Krankheit, die diese Eigenschaften betraditlich einzuschrénken vermag, ist die Rheumatoide
Arthritis (RA).

Hierbei handelt es sch, um eine dronisch proliferative aim Teil systemische Entziindungsre-
aktion des Korpers mit hauptsadilicher Gelenkbetelligung. Sie hat eine weltweite Prévalenz
von ca 1-2% und betrifft zu 2/3 das weibliche Geschledt. Ihr Haufigkeitsgipfel liegt im 4.
Lebengahrzennt. Zur ihren Merkmalen zé&hlt die dronische Synovitis mit konsekutiver Hy-
perplasie der Gelenkschleimhaut, die a1 Gelenkreizungen und schliefdlich zu Knorpel- und
Knochendestruktion fihrt. Extraatikuldre Beteiligungen konnen, in Form chronischer Ané
mie, Rheumaknoten, Herz-, Lungen-, Augen- und Gefal3beteiligung etc. vorhanden sein. Des
Welteren existieren noch eine Vielzahl von Sonderformen beispielhaft selen das Felty-Syn-
drom und das Still-Syndrom besonders shwere Verlaufsformen des Erwadhsenen- beze-
hungsweise Kindesalters erwdhnt. Das Vorkommen autorestiver T-Lymphozyten, B-Lym-
phozyten, Monozyten, Phagozyten etc., sowie von Rheumafaktoren (Autoantikorper gegen
das F-Fragment des 1gG- Antikorpers) charakterisieren sie ds Autoimmunkrankheit. Uber
Ihre Atiologie ist bislang zahireich spekuliert worden, sie liegt aber noch immer im Dunkeln.
Es wird davon ausgegangen, dass wohl Umwelt als auch genetische Faktoren bal der Ent-
stehung bzw. Pradisposition eine Rolle spielen. Ihre familidre Haufigkeit, eine 33fach hbhere
Wahrscheinlichkeit unter eineligen Zwillingen, dass auch der bidang gesunde Zwilling er-
krankt, weisen auf die Relevanz genetischer Merkmale hin. Trotz dlem zegen die Zwil-
lingstudien auch die Bedeutung von Umweltfaktoren auf und mikrobielle Erreger erscheinen
als Audoser eine plausible Erklarung. Schatzungen zufolge soll sich der genetische Anteil auf
12-50% belaufen (1, 2).

1.2 Immunabwehr und Autoimmunitat

Der Mensch ist in seiner Umwelt einer Unzahl von feindlichen Organismen ausgesetzt, trotz-
dem erkrankt er vergleichsweise selten. Im Laufe der Evolution het der Mensch eine Reihe
von Medhanismen entwickelt, um sich vor diesen Erregern zu schiitzen. Zum Einem die un-
speafische Immunabwehr. Werden Zellen durch Viren, Bakterien oder andere Pathogene ar-
gegriffen oder zerstért, setzen sie Substanzen frel, die die Durchblutung des geschéadigten
Gewebes erhthen, die Gefd3wéande fir Plasmabestandteile durchldssger maden und de
Einwanderung immunkompetenter Zellen ermdglichen. Zu den Bedeutendsten der unspeafi-
schen Abwehr zéhlen die Monozyten, Granulozyten und Makrophagen, die korperfremdes
Material phagozytieren und eventuell sofort unschédlich madien kénnen. Des Weiteren sind
sie stark sekretorisch aktiv und kénnen dadurch weitere Immunzedlen aktivieren. Uberlebt der
Erreger den ersten Angriff der angeborenen Abwehr und verbreitet sich im Korper werden
Teile seiner Struktur von den befallenen Zellen aufbereitet und den speafischen Ty-Lympho-
zyten oder CD8 T-Lymphozyten prasentiert. Erstere &tivieren Uber Botenstoffe die antigen-
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présentierenden Makrophagen, die nun imstande sind de intrazdluléren Erreger abzuttten,
Letztere zestoren die befalenen Zellen direkt und ddmmen somit die weitere Ausbreitung der
Infektion ein. Lodliche sich im Blut vertellende Antigene werden von den B-Lymphozyten
erkannt. lhre auf der Zellmembran gebundenen Antikoérper binden die Antigene und bewirken
die intrazdluldre Aufnahme, wo deren Strukturen ebenfalls weiterverarbeitet und den Ty-
Lymphozyten prasentiert werden, die Uber Botenstoffe die Antikorpersekretion ausésen. Eine
der schwierigsten Aufgaben des Immunsystems ist es zwischen fremden und korpereigenen
Molekilen zu unterscheiden. Da das Immunsystem in der Lage sein mul3 zahlreiche verschie-
dene Strukturen auf feindlichen Organismen zu erkennen, ist es wahrscheinlich, dal3 bel der
Entwicklung der vielen speafischen Abwehrzdlen B- und T-Lymphozyten entstehen, die
auch auf korpereigene Strukturen reagieren konnen. Diese werden wahrend ihrer Entwicklung
im Knochenmark oder Thymus durch klonale Deletion vernichtet. Dies erfolgt meist nicht
immer hundertprozentig, trotzdem erkranken nur wenige Menschen an Autoimmunerkran-
kungen. Das liegt wahrscheinlich daran, dass fur diese Zellen entweder die aur Stimulation
erforderlichen Ty-Zellen fehlen und/oder durch T-Suppressorzdlen unterdriickt werden. Ei-
nige Theorien, wie es trotzdem zu Autoimmunkrankheiten kommen konnte, seien nadfol-
gend erwahnt:

1.Hormonelle Faktoren:

Viele Autoimmunkrankheiten sind bei Frauen haufiger als bei Mannern. Eine mogliche Erkla
rung hierfir mag sein, dass das weibliche Hormon Ostrogen die T-Suppresorzdlfunktion
vermindert, wohingegen das mannliche Testosteron deren Funktion steigert.

2.Molekulare Mimikry:

Manche Krankheitserreger versuchen einem Angriff durch das Immunsystem zu entgehen,
indem sie menschliche Oberfladhenmolekile nachahmen. Mindestens zwel Prozess bel de-
nen es im Rahmen molekularer Mimikry zu Autoimmunregktionen kommen kann sind denk-
bar. Erstens, dal’3 nachgeehmte Molekul entspricht nicht vollkommen genug dem korpereige-
nem und es werden Antikorper gegen die divergierenden Oberflachen gebildet, aber auch ge-
gen Oberflachen, die sowohl beim Menschen as auch beim Erreger vorkommen. Zweitens
die Molekularen-Mimikry-Molekile treten lokal in so hohen Konzentrationen auf, dal3 die
Unterdriickung durch die Suppressorzellen rnicht mehr greift.

3.Gesteigerte HLA-Expresson:

Gelangt ein Erreger in den menschlichen Korper werden Teile seiner Struktur vermehrt von
MHC-Molekilen prasentiert. Gelingt es nun dem Erreger Uber einen langeren Zeitraum zu
persistieren, kann dies zur Folge haben, dasses zur einer verstéarkten MHC (HLA)-Expression
kommt, deren starker Aktivierungsreiz zu einer Uberschieseenden Immunresktion fuhrt, die
die natirliche Toleranz durchbricht.

4.Polyklonale Stimulation:

Bestimmte Erreger besitzen Eigenschaften, die die spezfische Immunabwehr unabhéngig von
der Aktivierung duch Ty-Zellen polyklonal, dass heif3t Zellen unterschiedlicher
Antigenspezfitédt, aktivieren. Beispiele hierfir sind das Lipopolysacharid aus der Zellwand
gramnegativer Bakterien fur B-Lymphozyten und das Epstein-Barr-Virus, des Weiteren fir T-
Lymphozyten hohe Konzentrationen von IL-2 und IFNy. Ein anderer Weg der polyklonalen
Aktivierung, ist der Uber Superantigene. Superantigene sind Proteine, die in der Lage sind de
V3 Kette des T-Zell-Rezeptors mit der Proteinkette der MHC-Molekiile der Klasse Il zu ver-
binden, was eine Aktivierung der T-Zelle ohne Betelligung der antigenbindenden Strukturen
zur Folge hat. Die Bindungsfahigkeit des Superantigens ist spezfisch fur die jewellige VI3
Kette, so dasses genau genommen nicht zur einer polyklonalen, sondern oligoklonalen Akti-
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vierung kommt. Auf diese Weise konnen Zellen aktiviert werden, die normalerweise suppri-
miert wirden oder fur die keine Ty-Zellen vorhanden sind. Superantigene sind bekannt von
z.B. Staph. aureus, Mycoplasma arthritidis und Retroviren.

5.Aufdedkung normal unsichtbarer Strukturen

Kommt es durch Infektionen, UV-Licht oder andere aygressve Umwelteinflisse air Freiset-
zung von antigenen Strukturen, beispielsweise Zellkernmolekilen, mit denen das Immunsys-
tem noch ne in Kontakt war und folglich auch keine Toleranz entwickelt hat, kann es zur
I mmunsystemstimulation kommen.

1.3 Der Haupthistokompatibili tatskomplex (MHC)

Der Major Histocompatibility Complex (MHC) ist wesentlich an der Pathogenese von Auto-
immunerkrankungen betelligt, so auch an der RA und soll deshab an dieser Stelle genauer
beschrieben werden.

Entded<t wurde & in Rahmen von Untersuchungen, die die Ursache von Gewebetransplantati-
onsunvertraglichkeiten erklaren sollten. Daher auch seine Bezechnung. Der MHC beim Men-
schen befindet sich auf dem kurzem Arm des Chromosoms 6 und umfal3t eine Lénge von 2-3
Centimorgan. Insgesamt enthdlt er Gber 100 Gene, die grob in drel Klassen unterteilt werden.
Gene der Regionen MHC /Il kodieren fur Glykoproteine, die an der Zelloberflache expri-
miert werden und T-Lymphozyten Antigene présentieren. Unter MHC Ill wird eine An-
sammiung von Genen zusammengefaldt, die unter anderem fur die Tumornekrosefaktoren o
und 3 ( neuere Bezachnung Lymphotoxin o), sowie Komplementfaktoren kodieren. MHC
I/11-Molekile des Menschen werden als Hauptleukozytenantigene (HLA) bezachret.

Die MHC-Molekiile der Klasse | bestehen aus zwel verschiedenen Polypeptidketten. Einer im
MHC kodierten a-Kette und einer nicht MHC kodierten [3-Kette. Die o-Kette besitzt drei ext-
razdluldre Doméanen, wobel o1 und op miteinander interagieren und eine aitigenprasentie-
rende Furche bilden. Die MHC-I-Molekiile werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert,
présentieren in der Regel Antigene, die in den Kern oder das Zytosol aufgenommen wurden
und aktivieren zytotoxische CD8 postive T-Lymphozyten.

Die MHC-1l1-Molektle bestehen aus einer a- und einer [3-Kette mit jewells zwel extrazdlulé
ren Domanen. Die antigenbindende Struktur wird aus der oy und der [3; Doméne gebildet und
formt eine Furche, die im Vergleich zu den Klasse-1-Molekllen stérker gedffnet ist, was esihr
unter anderem ermdglicht langere Peptidketten zu binden. Exprimiert werden sie vor alem
von B-Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und epithelialen Zellen des Thy-
mus. Sie présentieren in der Regel CD4 positiven T-Lymphozyten Antigene aus Endosomen
der Zelle.

Das Immunsystem des Menschen mul3 auf eine Vielzahl mdglicher Pathogene reagieren kon-
nen. Um diese Forderung zu erfillen, besitzt er fir jede der MHC-Klasen mehrere verschie-
dene Genorte aif einem Chromosom, die gleichzeatig auf den Zellen exprimiert werden. Fur
die meisten dieser Genorte gibt bis zu tber 100 verschiedene Allele, z.B. fur den HLA-DRI3-
Locus 122 insgesamt so viele wie an keinem anderem bisher bekannten Genort. Da der
Mensch in der Regel heterozygot an diesen Loci ist und de Genprodukte fur die a- und (3-
Doménen auf den zwei Chromosomen miteinander kombiniert werden konnen, erhoht sich
das Spektrum der MHC-Molekile anes Individuums nochmals. Aul3erdem kann jede anti-
genbindende Struktur viele verschiedene Peptide prasentieren.

An alen Autoimmunregtionen sind T-Lymphozyten beteiligt und ihre Fahigkeit auf ein An-
tigen zu regjieren hangt von den vorhandenen MHC—-Komplexen ab. Zwel grundsétzliche
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Uberlegungen Uber die Beteiligung des MHC, die sich aber nicht zwingend gegenseitig aus-
schlief3en, werden erwogen. Erstens die Bedeutung der Qualitét bestimmter MHC-Moleklle
korpereigene Peptide au présentieren, zweitens das versaumte Absterben der T-Lymphozyten
wéahrend der Thymusdifferenzierung, die mit dem MHC as®ziierte Autopeptide ekennen
konnen, die mangels bisherigen Auftretens aber noch nicht dargestellt wurden.

Fest steht, dass bisher bereits fur mehrere Autoimmunkrankheiten HLA-As®ziationen be-
kannt sind.

1.4 HLA und RA

Erste Hinweise auf das Vorhandensein von sogenannten Suszeptibili tdtsgenen wurden Mitte
der adhtziger Jahre entdeckt. Stastny et al. (3) berichteten 1976 von einer Asziation der
Rheumatoiden Arthritis mit dem HLA-DR4-Locus. Einerseits bekraftigten anschlief3ende Stu-
dien seine Ergebnisse, andererseits zeigten sich auch Ungereimtheiten as in Populationsgu-
dien andere HLA-DR-Loci (HLA-DR1, HLA-DR10, HLA-DRw6) in As®ziation zur RA
standen oder HLA-DR4 hier nicht mit RA, aber mit anderen Autoimmunkrankheiten wie den
Pemphigus vulgaris asziiert schien. Eine Erklarung lieferte 1987 Gregersen et a. (4) mit der
sogenannten ,,shared epitope” Hypothese. Es fand sich, dassdie gefundenen Allele dle fur die
Aminosaurenfolgen QKRAA/QRRAA/RRRAA (shared epitope) in der dritten hypervariablen
Region der 3-Kette der MHC-Klass-11-Molekile kodieren, die die Aminosdurepositionen 70
bis 74 unfal3t und an der Antigenprésentation gegeniiber den T-Lymphozyten betelligt sind
(5-11). In der kaukasischen Bevolkerung exprimieren 80-90% der an RA Erkrankten die Al-
lele HLA-DRB1*04 oder *01 (12-13), was die Bedeutung der T-Zellerkennung zu unterstrei-
chen scheint. Trotzdem zeigten weitere Untersuchungen, dassdie rheumatoide Atiologie nicht
so einfach zu erkldren ist. McDaniel et al. (14) z.B. fanden bei 2/3 der von ihnen untersuchten
Afro-Amerikanern kein fur das ,rheumatoide Epitop” kodierendes Allel. Hinzu kommt, die
Tatsadhe, dass es Personen gibt die trotz dieser genetischen Pradisposition nicht an RA er-
kranken. Diese Unstimmigkeiten und de verschiedenen klinischen beobaditbaren Sonder-
formen der RA fuhrten zu den Schlul3 einer polygenan Beenflussing der RA.

1.5 Zytokine

Eine wesentliche Beteiligung von Zytokinen am Krankheitsbild der RA gilt as unbestritten.
Zytokine sind in der Regel kurzlebige Botenstoffe, die der Kommunikation der an Immun-
und Entziindungsredktionen beteiligten Zellen untereinander dienen. Aul3erdem beanflussen
se die Hamatopoese. Sie l6sen auf autokrinen und/oder parakrinen Weg vielfaltige Wirkun-
gen aus, die sich oft sogar Uberlappen. Viele verschiedene Zytokine konnten in den Gelenken
von RA-Patienten nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zur zdlarmen Synovialflissgkeit des Gesunden ist die des RA-Patienten mit
sehr vielen Zellen vor alem neutrophilen Granulozyten, aber auch Makrophagen und anderen
angereichert. Chemokine, eine niedermolekulare Untergruppe der Zytokine, sind in der Lage
diese Zellen aus der Zirkulation in die betroffenen Gelenkkompartimente anzulocken. Im
Mausmodel konnte bel Unterdriickung aquivalenter Chemokine an verzogerter Krankheits-
beginn kzw. ein vermindertes Beschwerdebild bel Kollageninduzierter Arthritis nachgewiesen
werden (15). Ebenso wie die Synoviadflissgkeit ist auch die Synovialmembran selbst stark
zdlulér infiltriert. Hier finden sich vor allem aktivierte Makrophagen und T-Lymphozyten,
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sowie &tivierte Fibroblasten, Plasmazdlen und dendritische Zellen. In Geféal3néhe konnten
sogar lymphfolli kel&hnliche Zellansammlungen beobaditet werden. Hauptsch&digungsort ist
die Grenze zvischen der stark proliferierten Synovialmembran genannt Pannus und dem
Knorpel bzw. Knochen. Als Hauptmediatoren der Knorpelzerstérung und der Knochenre-
sorbtion wurden Metalloproteinasen (MM P) wie Proteinase und Stromelysin ausgemadt, die
aus den aktivierten Makrophagen und Fibroblasten stammen (16-21). lhre Freisetzung steht
hauptsadlich unter der Kontrolle der Zytokine TNFo und Interleukin 1 (22) und/oder direkter
T-Zel Vermittlung (23). Auch die Synoviaproliferation an sich steht unter Zytokinbeanflus-
sung. Zu den Wadstumsgimulatoren der Fibroblasten werden die Zytokine PDGF, FGF und
TGFR gezdilt. Andere wiederum sollen die Knochenneubildung verhindern und eine ver-
mehrte Knochenresorption durch Osteoklastenaktivierung bewirken (13). Mehrere Zytokine
l6sten in Tierversuchen durch intraatikulére Injektion Arthritiden aus. Transgene Méause fur
den humanen TNFa entwickelten eine rheumatoide Arthritis, die durch TNFa, spezifische
Antikorper wieder supprimiert werden konnte. Interessant ist, dal3 trotz generell verstarkter
TNFa Expression vor allem die Gelenke empfindlich reagieren (24). Ein anderer wesentlicher
pathogener Faktor zur Aufrechterhaltung der Gelenkentziindung ist die massve Neovaskuli-
gerung in der Synovialis, zuma in Tierversuchen ein applizierter synthetischer Angiogene-
seblocker eine Arthritis vermindern konnte (25, 26). Widersprichliche Ergebnisse liegen zum
Teil fUr Zytokine vor, denen man zuerst einen protektiven Effekt zugesprochen hette. TGF3
beispielsweise 16ste in Tierversuchen bei lokaler intraatikularer Applizierung eine Arthritis
aus. Wurde TGF3 systemisch verabreicht, zeigte es entgegengesetzte Wirkungen (27-30).
Welterhin wurden fir TGF3 einerseits Monozyten anlockende Eigenschaften (31), anderer-
seits jedoch die Hemmung der fur die Gelenkschédigung so wichtigen MM P (32) und eine
Steigerung der Produktion ihrer nattrlichen Inbien (TIMP) nadhgewiesen.

1.5.1 Tiermodelle

Verschiedene Tiermodelle wurden hisher entwickelt um die Entziindungsprozess bel der RA
nadhzuahmen. Hierunter falen die antigeninduzierte Arthritis bel der das Antigen wiederholt
direkt in die Gelenke der bereits immunisierten Mause injiziert wird. Ein anderes Modell ist
die Kollagen-ll-induzierte Arthritis bel der fir die Entstehung einer Arthritis besonders emp-
findliche Méause mit einem fremden Kollagen Il immunisiert werden und der weitere Entzin-
dungsprozel? durch die Immunresktion gegen das korpereigene Kollagen Il aufredhterhalten
wird. Ein drittes Modell ist die Induktion von Immunkomplexen durch passve Immunisie-
rung und die Entwicklung von Entzindungsreaktionen durch direkte Injektion von Fremdkor-
pern aus Hefe und Bakterienbestandtellen. Keines dieser Modelle entspricht jedoch vollstan-
dig der menschlichen Arthritis.
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In Synovialfliissgkeit bei RA nachgewiesene Zytokine

Proinflammatorische Zytokine

Produzent

Beschriebene Wirkungen

G-CSF

Monozyten, Fibroblasten

Neoangiogenese

GM-CSF T-Zéellen, Fibroblasten, Chondro- | Freisetzung TNFa, ICAM-1 Ex-
zyten, Endothel zellen, Monozyten | presson, Monozyten-, Makropha-
genaktivierung, verstérkte MHC-
Klass-11-Molekiil-Expresson auf
Synovialzell en, verstérkte Knochen-
resorption, Neoangiogenese
IFNa Monozyten, Makrophagen Verstarkte MHC-Expresson, Akti-
vierung TH;-Zellen, B-Zéllen,
Makrophagen, Suppressor-T-Zdl -
Hemmung
IFNy T-Zellen, NK-Zéllen TNFa-, NO-Freisetzung, THy-Zéll-
Aktivierung, TH,-Zell-Hemmung,
Inhibierung der IL-10-, MM P-Frei-
setzung
IL-1 Monozyten, Makrophagen, Endo- | Freisetzung von TNFa, IL-6, IL-8,
thelzellen, Fibrobasten, Granulo- | MM P 1+3, MCP-1, Expresson von
zyten, glatte Muskel zellen, NK- ICAM-1, E-Selektin, VCAM-1,
Zdlen, lymphatische Zdllen Hemmung der Koll agensynthese
IL-12 T-Zellen TNFa-, IFNy-, IL-6-Aus<chiittung
IL-15 Makrophagen TNFa-, IFNy-, GM-CSFAus-
schittung, T-Zell-Anlockung, B-
Zell-Stimulierung
IL-17 T-Zellen TNFa-, IL-13, IL-6-, MM P-, NO-
Freisetzung
IL-18 Makrophagen, Chondrozyten, Oste- | IL-6-, NO-, MM P-, GM-CSF-,
oblasten IFNy-Fre setzung, TGFR3-, IL-113
Hemmung
IL-2 T-Zdlen T-Zdl-Aktivierung, IFNy-Aus-
schittung
IL-3 T-Zellen Osteoklastenbil dung
IL-6 Monozyten, Makrophagen, T-Zel- | Osteoklastenaktivierung, Synovia-
len, B-Zéllen, Fibroblasten, Endo- | zell proliferation, B-Zell -Stimulie-
thelzellen rung
IL-7 Stromazdllen des Knochenmarks, | T-Zell-Stimuli erung
des Thymus, der Milz
LIF Fibroblasten Ausghiittung von TNFa, IL-1R, IL-
8, Akut Phase Proteine,
Osteoporose,
Proteoglykanresorption, Hemmung
der Neoangiogenese
LTa (vormals TNFR) T-Zdlen, B-Zellen MM P-Freisetzung, Fibroblasten-,
Osteobl astenproliferation,
Lymphozytenaktivierung
M-CSF Monozyten, Fibroblasten, Makrophagenaktivierung
Endothel zell en
Oncostatin M T-Zellen, Makrophagen Freisetzung von MCP-1, MMP,
TIMP, Erniedrigung von IL-8,
RANTES, TNFq, IL-1R
TNFa Vorwiegend Monozyten, Freisetzung IL-1, IL-6, IL-8,IL-

Makrophagen, sowie T-Zellen, B-
Zdlen, NK-Zélen

18 VEGF, MCP-1, E-Selektin,
MMP-1, MMP-3, Gro a, MIP-1,
ENA-78, PGE,, Neoangiogenese
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I mmunregulatorische Zytokine

Produzent

Beschriebene Wirkungen

IFNR

Fibroblasten

Hemmung der TNFa-, IL-1(3, IL-6,
IL-12-, IFNy-, MM P-1-, TIMP-1-
Freisetzung, Hemmung von T-
Zdllen, vermehrte IL-1Ra-
Freisetzung

IL-10 T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, hemmt TNFa-, IL-1-, IL-6-, IL-8-,
Makrophagen IL-12-, GM-CSF, G-CSF, IFNa-,
MIP-1-Freisetzung, fordert STNFR-,
IL-1Ra, TIMP-Freisetzung
IL-11 Fibroblasten hemmt TNFo-, MM P 1+3-
Freisetzung
IL-13 T-Zellen hemmt TNFa-, IL-1(3, IL-8-, MCP-
1-, ENA-78-, PGE,-Freisetzung
IL-4 (nur sporadisch nachgewiesen) | T-Zellen hemmt TNFa-, IL-1-, PGE,-
Freisetzung
TGFR VideZelen hemmt TNFa-, IL-1-, IFNy-, MM P-
Freisetzung, fordert IL-1Ra-, TIMP-
Freisetzung; fordert
Neoangiogenese, VEGF,
Synoviazl proliferation,
Neutrophile
Chemokine Produzent Beschriebene Wirkungen
ENA-78 Fibroblasten, Makrophagen Neutrophil enanlockung,
Neoangiogenese
Groa Fibroblasten, Chondrozyten, Fibroblastenproliferation,
Neutrophil e, Monozyten Neutrophil enanlockung,
Neoangiogenese
1L-8 Monozyten, Makrophagen, Neutrophil enanlockung,
Granulozyten Neoangiogenese
MCP-1 Monozyten, Makrophagen, Monozytenanl ockung
Fibroblasten, Keratinozyten
MIP-1 Monozyten, Makrophagen, Monozytenanl ockung
Fibroblasten, Neutrophil e,
Endothel zell en
RANTES T-Zellen, Fibroblasten Monozytenanl ockung
Wachstumsstimulierende Produzent Beschriebene Wirkungen
Zytokine
FGF Fibroblasten Synoviali sfibroblastenproli feration,
Neoangiogenese, ICAM-1-
Expression
PDGF Makrophagen, Endothel zell en, Synoviali sfibroblastenproli feration,
Thrombaozyten Neoangiogenese, ICAM-1-
Expression
VEGF Makrophagen Neoangiogenese

Die unterstrichenen Zytokine wurden in deutli ch erhéhten Konzentrationen nachgewiesn

Abkiirzungen: ENA-78 (epithelia neutrophil activating protein 78, FGF (fibroblast growth factor), G-CSF (granulocyte
colony stimulating factor), GM-CSF (granul ocyte macrophage colony stimulating factor), gro-a (growth related gene product
alpha), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), IFN (interferon), IL (interleukin), IL-1Ra (interleukin-1 receptor
antagonist), LIF (leukaemia inhibitor factor), LT (lymphotoxin), MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), M-CSF
(macrophage colony stimulating factor), MIP-1 (macrophage inflammatory protein-1), MM P (matrix metall oproteinase), NO
(nitrogen oxide), PDGF (platelet derived growth factor), PGE, (prostaglandin E;), RANTES (regulated upon activation
normal T-cell expressed and secreted), STNFR (soluble tumor necrosis factor receptor), TGFR (transforming growth factor
beta), TIMP (tisaue inhibitor of metalloproteinase), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), VEGF (vascular

endothelial growth factor).
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1.6 Zidl der Arbeit

Viele Studien haben eine Asoziation von Allelen immunregulatorischer Gene mit der Rheu-
matoiden Arthritis (RA) nadhgewiesen. Es wurden jedoch auch gegenteilige Ergebnisse pub-
liziert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Suszeptibili tdtsgene ausgewahlt, von denen entweder
auf Grund ihrer Lage im Genom und/oder ihrer angenommenen biologischen Funktion eine
bedeutende Rolle an dem Pathomedanismus vermutet wird. Es wurden Genorte engeschlos-
sen, fur die von Gomolka & al. Assoziationen publiziert worden waren. Ziel der Arbeit war es
die verantwortlichen Allele zau identifizieren, um anschlieRend die krankmadende biologi-
sche Funktion zu untersuchen. Es wurden sowohl DNS-Marker as Einzebasenaustausche
(single nucleotide polymorphism, SNP) as auch Mikrosatellitenmarker ausgewahlt, die auf-
grund der groféen Allelzahl und -frequenz informativer sein kénnen. Die Mikrosatelli tenmar-
ker sollten as fluoreszenzmarkiertes Amplifikat auf einem Applied Biosystems 373 DNA
Sequencer analysiert werden. Sieben Marker wurden fir diese Studie ausgewdhlt. Sie liegen
in Genen, deren Produkte entweder direkt (IL-1, TNF, LTa) oder indirekt (CD40L) Entzun-
dungsre&ktionen fordern.
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2. Material

2.1 Patientenkoll ektiv und Kontrollen

Untersucht wurden 139 Patienten der Rheuma-Einheit der Medizinischen Poliklinik, Klini-
kum Innenstadt der Ludwigs-Maximilians-Universitdt Minchen. Alle Patienten erflillten die
1987 letztmals revidierten Klasgfikationskriterien fur RA der American Rheumatism
Assciation (33) und waren zudem alle Rheumafaktor positiv. Der Altersdurchschnitt betrug
(Stichtag 01.01.99) 59,3 Jahre, es handelte sich um 97 Frauen und 38 Mannern, von 4 Patien-
ten liegen mir keine Angaben Uber das Geschledht vor.

Die Kontrollgruppen fur die anzednen Polymorphismen waren tellweise bereits fur diese Loci
typisiert worden. Sie umfaldten DNS von gesunden Individuen, die in an der LMU studieren
oder arbeiten. Sie wurden zum Teil friheren Doktorarbeiten kzw. Publikationen am Institut
fur Humangenetik, Ludwigs-Maximilians-Universitdt Minchen, zum Teil der Literatur ent-
nommen. So fur den LTA (TNFB) Ncol-RFLP aus der Dissrtation von Dr. med. Gerad
Messr (34), fur den LTA (TNFB) AspHI-Polymorphismus aus einer frilheren Untersuchung
des Ingtituts, fur den TNFA (-308) SNP aus der Publikation von Brinkmann et al. (35), fur die
Mikrosatelliten TNFa und IL-1A aus der Disrtation von Dr. rer. nat. Maria Dorothea Go-
molka (36), fir den CD40L-Mikrosatelliten aus eigener Untersuchung. Die Daten der Kon-
trollgruppe fur den Mikrosatelliten TNFc wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med. E. D.
Albert, Labor fir Immungenretik, Kinderpoliklinik der LMU zur VerfiUgurng gestellt.

2.2 Geréte
Brutschranke * Be 500 Memmert, Schwabad, Deutschland
* Heraaus 6000
Elektrophoresekammer * Horizon 1114, Gibco BRL Life Tednologies,
Paidey, Scotland
Photoapparat * Polaroid MP - 4 Land Camera, Polaroid,
Cambridge, USA
Prazasionswaage * Sartorius, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Sequencer » Applied Biosystems 373DNA Sequencer
Spannungsgeréte * Holzd Tednk, Dorfen
» Power Supply 2197, LKB Bomma
» Power All, Serva Separation Tedchnology
Spektrophometer * CE 102Q Ceal Instruments, Cambridge, USA
Thermocycler * Gene Amp PCR System 960Q Perkin Elmer,
USA
* Omn-E Hybaid, MWG - Bioted, Ebersberg
» Tedchre Progene, Thermo-Dux, Wertheim
UV - Tranduminator » Bachhofer, Reutlingen, Deutschland

Vortex * VVortex-Genie 2, Scientific Industries, USA
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Wassrbader

Zentrifugen

2.3 Chemikalien
Acrylamid extra pure

Aquaadinjectbilia
Agarose

Alconox
APS

Bindesilan

Borsaure
Bromphenolblau
Chloroform
Dinatriumhydrogensulfat
Dithiothreitol
Dextransulphat

dNTP

EDTA

Harnstoff

Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Ficoll

Formamid

| sopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogencarbonat
Magnesiumchlorid

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Orange G

Phenol

Salzsaure
SDS

* GFL 1083 Gesellschaft fur Labortedhnik mbH,
Burgwedel

» Gyrotory Water bath shaker Moddl,

New Brunswick Scientific, Edison, USA

* MGW Lauda C20, Lauda GmbH, Germany

» Megafuge 10, Heraaus Sepatedh, Osterode,
Deutschland

» Megafuge 10R, Heraeaus Sepated, Osterode,
Deutschland

» Mikrozentrifugen, Badofer, Reutlingen,
Deutschland

* Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg,
Deutschland

*Pharmada GmbH, Erlangen, Deutschland
* Biozym Agarose, Biozym, Olgendorf

* NuSieve Agarose, FMC, Rockland, USA
* Alconox Inc New Y ork, USA

» Kodak Eastman Chemicd Company New
Haven, USA

 Pharmada Biotedh GmbH, Erlangen, Deutsch-
land

* Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
» Sigma, St. Louis, USA

* Riedel deHaén AG, Sedze, Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

» Sigma, St. Louis, USA

» Sigma, St. Louis, USA

» Promega Cooperations, Madison, USA

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

» Sigma, St. Louis, USA

» Sigma, St. Louis, USA

» Sigma, St. Louis, USA

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

» AGS Angewandte Gentedhnologie Systeme
GmbH, Heidelberg, Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

» Sigma, St. Louis, USA

* Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg,
Deutschland

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

* Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
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TEMED

Tris

Xylen Cyanol FF
Verwendete L 6sungen:

1x Laufpuffer fir Agarosegele:

1M TrisgHCI:
5M NaCl:
20% DS

(pH 7,2)
10xTBE - Puffer:

5xAuftragspuffer:

Molekulargewichtsdandard:
(200 ug/10 pl)

10x PCR - Puffer:
(Perkin Elmer)

10x Restriktionspuffer:
(NEBuffer 4)

10x Restriktionspuffer:

10x Restriktionspuffer:
(Puffer H, Boehringer)

Erythrozyten-Lyse-Puffer:

Kernlysepuffer:

* E. Merck AG, Darmstadt, Deutschland

* |CN BiochemicdsInc., Aurora, USA
* Serva, Heidelberg, Deutschland

200ml 10x TBE-Puffer
1800ml deionisiertes Wasser
30 pl Ethidiumbromid-Stammidsung (10 pg/pl)

60,57 g Trisrenst.

mit bidestilli erten Wasser auf 0,5 | aufgeftillt
2922 g NaCl

mit bidestilli erten Wasser auf 1 | aufgefullt
200g SDS

800 ml bidestilli ertes Wasser

90 mM Tris

90 mM Borat

20mM EDTA

10mM TrigHCI pH 7,5

2mM EDTA

20% Ficoll

Bromphenolblau, Xylen Cyanol FF oder
Orange G

15 pl Molekulargewichtsgandard-Stammidsung
(Gibco, 1 pg/ul)

200ul 6x Auftragspuffer

535ul bidestilli ertes Wassr

500mM KCl

100mM Tris/HCI, pH 8,3

0,1% (v/v) Gelatine

500mM K-Acetat

200mM Tris-Acetat

100mM Mg-Acetat

10 mM Dithiothreitol pH 7,9

100mM Trig/HCI pH 7,4

200mM KCl

80mM MgCl

100mM 2-Mercgptoethanol

50mM Tris/HCI

10mM MgCl

100mM NaCl

1 mM Dithioerythritol pH 7,5

155mM NH,CI

10 mM KHCO3

1 mM EDTA

bidestilli ertes Wasser

10 mM Trig/HCI pH 8,0

400mM NaCl
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10x dNTP-L8sung:

2.4 Enzyme

2.4.1 Restriktionsenzyme:

Ncol (10 U/)

AspHI (10 U/W)

BsHKA | (10000U/ml)

2.4.2 weitere verwendete Enzyme:

Ampli Tag Gold
Proteinase K > 30 U/mg

Tag-DNS-Polymerase

2.5 M olekular gr 6R3enstandard

5.090 bp
4.072 bp

3.054 bp

2.036 bp

1.636 bp

1.018 bp

Ry 506,517 bp

s 396 b
S /3% s

s 298 bp

10mM EDTA pH 8,0
bidestilli ertes Wasser
2mM dATP

2mM dCTP

2mM dTTP

2mM dGTP

New England Biolabs, New England, USA

Boehringer Mannheim GmbH, Mannhaim,
Deutschland

New England Biolabs, New England, USA

Perkin Elmer, USA

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Deutschland

AGS Angewandte Gentedhnologie Systeme
GmbH, Heidelberg, Deutschland

—— 220 bp
|—201 bp
154 bp
134 bp
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2.6 Oligonuklectide

2.6.1 Faustregel zur Bestimmung der Anlagerungstemperatur (nach Wallaceet al. 1979

Die Anlagerungstemperatur fir einen Primer berednet sich nac folgender Grundregel:

[ mx2°C+nx4°C] -5°C

m: Anzehl der dATP und der dTTP
n: Anzahl der dCTP und der dGTP

Die Anlagerungstemperatur entspricht maximal der niedrigeren der flr beide Primer beredh-
neten und kann je nadh verwendetem Primerpaa bzw. je nach verwendetem Thermocycler
schwanken.

2.6.2 Primer fir den Nachweis des TNRA-Promotor polymorphismus (-308)

Sequenz 5' -> 3 TNFA 5 AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT
Lange: 23 nt Anlagerungstemperatur: 63°C
TNFA 3 TCCTCCCITGCTCCGATTCCG
Lange: 20 nt Anlagerungstemperatur: 61°C

Durch den Mismatch (unterstrichen) wird in das Amplifikat des TNF-Allels
mit G in Position —308 eine Nco-1-Schnittstell e engeftihrt.

2.6.3 Primer fur den Nachweis der LTA-Polymorphismen

Sequenz 5'-> 3 TNFB 5" CCGTGCTTCGTGCTTTGGACTA
Lange: 22 nt Anlagerungstemperatur: 63°C
TNFB 3" AGAGCTGGTGGGEACATGTCTG

Lange: 22 nt Anlagerungstemperatur: 61°C
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2.6.4 Primer fur die Amplifikation der Mikrosatelliten

Mikrosatellit TNFa

Sequenz 5'-> 3 IR4 CTCTCTCCCCIGCAACACACA
Lange: 21nt Anlagerungstemperatur: 66°C
Markierung : Hex
IR2 CCTCTAGATTTCATCCAGCCAC
Lange: 22 nt Anlagerungstemperatur: 66°C

Mikrosatellit IL-1A

Sequenz 5'->3" IL1.5: CCTGCCTAGTGAGTGTGGAAG
Lange: 21nt Anlagerungstemperatur: 66°C
Markierung: 6-Fam
IL1.3: GTGTTGATGTAGATTGTGTGTGC
Lange: 23 nt Anlagerungstemperatur: 66°C

Mikrosatellit CD40L

Sequenz 5'->3" CDA40L5: CTCTTCCCTCCCCAAGTCTC
Lange: 20 nt Anlagerungstemperatur: 66°C
Markierung: 6-Fam
CD40L3 AAGAAGAGAACTGACTAGCAACG
Lange: 23 nt Anlagerungstemperatur: 66°C

Mikrosatellit TNFc

Sequenz 5'->3" |R6: GTTTCTCTGACTGCATCTTGTCC
Lange: 23 nt Anlagerungstemperatur: 68°C
Markierung: TAMRA
IR7: TCATGGGGAGAACCTGCAGAG

Lange: 21nt Anlagerungstemperatur: 66°C
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3. Methoden

3.1 Molekular genetische M ethoden

3.1.1Isolierung genomischer DNS aus Voallbl ut

Verwendet wurden 5-10 ml EDTA- oder Heparin-Blut, welches zumeist 1-2 Tage bel 4°C
oder ca 1 Woche bel -20°C aufbewahrt worden war. Durch Zentrifugation bl 3000 U/min
(Megafuge 10 /Heraeus Sepated) Uber einen Zeitraum von 10 Minuten wurden die Blutzdlen
vom Plasma getrennt. Im nacdhsten Arbeitschritt wurde Uberstehendes Plasma vorsichtig von
den in der Interphase liegenden Lymphozyten abpipettiert und verworfen. Als nadstes er-
folgte die Auflésung der roten Blutkorperchen durch Zugabe von hypotonischen Puffer, deren
Bestandtelle durch wiederholtes zehnmintiges Zentrifugieren bei 3000 U/min von den Leu-
kozyten getrennt wurden. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellsediment nach und nach
unter zwischenzetlichen kréftigen Schitteln (Vortex) in 3 ml Kernlysepuffer resuspendiert
und mit 100 pl SDS und 150ul Proteinase K-L6sung versetzt und Uber Nadit bei 37°C inku-
biert.

Die Praapitation von Nukleinsduren erfolgt unter Verwendung von Ethanol oder 1sopropanol.
Durch Zugabe von 1 ml 5 M NaCl-Loésung und kréftigem Mischen wurde der Hauptteil der
Proteinfragmente geféllt und bei 4°C 10 Minuten mit 3000 U/min zentrifugiert. Der die Nuk-
leinsiuren enthaltende Uberstand wurde daraufhin sauber abgenommen und die DNS unter
leichten Schwenken mit dem doppelten Volumen an 100% Ethanol oder 0,6-fachen Volumen
an Isopropanol gefdllt. Erneut erfolgte die zdanminltige Zentrifugation bei 3000 U/min. Die
frisch praapitierte DNS wurde nun 1-3mal mit 2 ml 70% Ethanol gewaschen und von den
niedermolekularen Bestandtellen gereinigt, anschlief3end kurz getrocknet und in TE oder bi-
destilli erten Wasser Uber 24 h auf einen Schiittler gelost. Der hiermit erreichte Reinheitsgrad
war in der Regel fir eine enwandfrele PCR-Re&ktion ausreichend, in seltenen Fallen muldte
jedoch zusétzlich eine Extraktion mit Phenol/Chlorofornmylsoamylalkohol vorgenommen wer-
den.

3.1.2 Die,, Phenolextr aktion*

Um bei der Pr8paration von Nukleinsuren einen hoheren Reinheitsgrad zu erzielen, ist die
Extraktion mit Phenol hilfreich.

Hierbei wird eine Phenol/Chloroformv/lsoamylalkohol-Ldsung im Verhdtnis 25:24:1 zur Ex-
traktion von festen und I6dlichen organischen Verbindungen verwendet, indem Phenol eine
augenblickliche Denaturierung von Proteinen bewirkt, die in der Interphase ausfallen. Die
~Reinigungdosung” wird eins zu eins zur gelosten DNS zugegeben, kréftig gemischt und das
Gemisch kurz (ca 5 Minuten ) zentrifugiert. Man erhdlt eine Auftrennung in eine hydrophobe
Phase (Phenol/Chloroform) unten, eine Interphase mit den Verunreinigungen und eine wass-



3. Methoden 16

rige Phase mit den gelésten Nukleinsduren. Letztere &3t sich vorsichtig abnehmen, ohne da-
bel Teile der Interphase mitzureil3en. Anschlief3end wird eine Verunreinigung duch gelostes
Phenol durch zusétzliches Aufschitteln mit 1 Volumen Chloroform und erneutem Abzentri-
fugieren entfernt. Falls die DNS in H,O vorliegt, wurde die Na-Konzentration durch Zugabe
von NaCl auf 0,2 M eingestellt, die DNS mit Ethanol geféllt und zweimal mit 70% Ethanol
gewaschen.

3.1.3 Photometrische K onzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration und der Reinheitsgrad von Nukleinsduren |&f3t sich photometrisch messen.
Hierbei madit man sich zu Nutzen, dass DNS und Proteine ihre Absorptionsmaxima bel ver-
schiedenen Wellenlangen von 260 nm bezehungsweise 280 nm haben. Aus dem Quotienten
der Extinktionen (OD 260/OD 259 |83t sich ein Rlckschluf? auf den Reinheitsgrad der DNS
ableiten (Wert fir rene DNS 1,8)

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt nach dem Lambert—Bea' schen Gesetz:

¢ = OD x Verdunnumgsfaktor x €

Zur Konzentrationsbestimmung wurden mit TE zwei Verdinnungsreihen von 1:100 wnd
1:200 der gewonnen DNS-Losungen hergestellt und deren Extinktion gegen den Nullwert
jeweills gemeseen. Da ane optische Dichte von 1 bei 260 nm 50 ng/pl dsDNS entspricht, 1a3t
sich hieraus die Konzentration der gemessenen Losungen leicht beredhnen.

€= Extinktionskoeffizient fir dSDNS (50 ng/pl)
c= DNS-Konzentration
ODgs= Extinktion bei 260 nm Wellenlange

3.1.4 Restriktionsverdau

Doppelstrangige DNS 13t sich mit Hilfe bakterieller, sogenannten Restriktionsendonukleasen
in einzene Stiicke schneiden. Diese Enzyme sind in der Lage das Phosphodiesterriickgrat der
DNS immer an den Stellen zu spalten, die ane fir das verwendete Enzym spezfische - in der
Regel vier bis adht Basenpaae lange - Erkennungssequenz enthalten. Bei diesen Sequenzen
handelt es sch Uberwiegend um Palindrome. Je nacdhdem, ob die Schnittstelle genau in der
Symmetrieadise liegt oder nicht, entstehen glatte oder Uberhé&ngende, sogenannte klebrige
Enden. Die Namen der verwendeten Enzyme leiten sich normalerweise aus dem ersten Buch-
staben des Gattungsnamens wie aus den ersten beiden Buchstaben des Namens der Spezes
des Spenderbakteriums ab.
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Definitionsgemdl spaltet 1 Einheit (U) Enzym 1 pug DNS inrerhalb einer Stunde. Die Re&ti-
onsbedingungen und de a1 verwendenden Puffer ergeben sich aus den Lebensbedingungen
der Bakterien aus denen die Enzyme gewonnen wurden und werden vom Hersteller angege-
ben. FUnf pl PCR-Amplifikat wurden mit 3 pl Redtionspufferlésung vermischt und mit bi-
destilli ertem Was=r auf ein Volumen von 30 pl aufgeftillt. Sodann wurde 1 U Enzym zuge-
geben. Um eine moglichst vollstéandige Restriktion zu gewdhrleisten, wurde ausétzlich zum
EnzymUberschuf? Uber mehrere Stunden im Wasserbad bei der optimalen Re&ktionstemperatur
inkubiert.

3.1.5 Die Agarosegelelektrophorese

Die verschiedenen Fragmente, in die @n Restriktionsenzym ein DNS-Fragment zerlegt, lasen
sich leicht durch die Agarosegelelektrophorese auftrennen. Hierbel wandern die verschieden
langen DNS-Fragmente durch die Gelporen des Agarosegels wie durch ein Sieb. Das Gel
wird horizontal in einer Kammer mit einer Pufferlésung gelagert, an der ein Spannungsfeld
angelegt wird. Die negativ geladenen Nukleinsduren bewegen sich dabel zu der positiv gela-
denen Anode. Da kleinere Fragmente schneller durch die Poren wandern kénnen als die gro-
Beren, kann mit Hilfe anes Grolenstandards die Fragmentgrof3e bestimmt werden. Es mul3
dabel beaditet werden, dass je nach zu erwartender Fragmentgrofe a1 deren Auftrennung
verschieden stark konzentrierte Agarosegele hergestellt werden miissen. Bei meinen Untersu-
chungen wurden 0,7% bis 2,5% Gele verwendet. Durch das im Laufpuffer enthaltene Ethidi-
umbromid, welches die Eigenschaft besitzt zwischen den Basen der DNS zu interkalieren und
bei Bestrahlung unter UV—Licht (verwendete Wellenldnge 312 nm) orangefarben zu fluores-
Zieren, konnen die Fragmente sichtbar gemadit und zu Dokumentationszwed<en photogra-
phiert werden.

Fur die gewinschte Gelkonzentration wurde die entspredhende Agarosemenge abgewogen,
mit IXTBE-Puffer auf das erforderliche Volumen aufgefillt und im Mikrowellenherd aufge-
kocht, bis die Agarose vollstandig geschmolzen war. Sodann wurde die Losung im Eiswas-
serbad auf etwa 60°C abgekihlt und in einen Geltrdger mit den enthaltenden Gelkammen
maoglichst luftblasenfrel gegossen. Wahrend die Agarose a1 erstarren begann, wurden die
DNS-Proben vorbereitet, die aus 30 pl Redtionsansatz und 6 pl farbigen Auftragspuffer her-
gestellt wurden. Zur Uberprifung der Amplifikation wurden 5 pl der PCR mit 6 pl Auftrags-
puffer und 10 pl bidestilli ertem Wassr versetzt. Nach dem Entfernen der Gelkdamme wurden
die Proben in die Taschen pipettiert und bel einer Spannung vor80-100V aufgetrennt.

3.1.6 Die Polymer asekett enreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) nach Saiki et a. ist eine Methode, mit der in vitro
schrell bestimmte Ziel-DNS Sequenzen selektiv vermehrt werden kdnnen. Zu ihrer Durchfth-
rung wird doppelstrangige genomische DNS durch Erhitzen in ihre Einzdstrange zelegt, an
die dann speafische meist 20 nt lange Oligonukleotide, sogenannte Primer, binden kénnen,
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die den interesgerenden DNS-Abschnitt flankieren und de Re&ktion starten lasen. Die aige-
setzte DNS-Polymerase ist nun in der Lage, das 3' OHEnde des Primers komplementar zur
Matrize 21 einem neuem Doppelstrang zu verlangern. Im nadsten Schritt wird die verdop-
pelte DNS durch Erhitzen wieder einzdstrangig gemadit und die Regtion kann von neuem
beginnen. Diese Zyklen lassen sich beliebig oft wiederholen, so dassin den ersten 30 Zyklen
eine exponentiell ansteigende Verviefdltigung des zu untersuchenden DNS-Abschnittes re-
sultiert. Vorausstzung fur die Re&ktion ist allerdings erstens, dassdie Sequenz der Bindungs-
stellen der Primer flr deren synthetische Herstellung bekannt ist, zweitens diese ausreichend
speafisch sind, was durch die Lange von circa 20 nt gewdhnlich erreicht wird. Die PCR er-
folgt vollautomatisch mit Hilfe von Thermocyclern, die sich in Temperatur, Zeitdauer und
Zyklusfrequenz programmieren lassen.

Die Abfolge der Retionen setzt sich wie folgt zusammen:

1. Denaturierung: Menschliche genomische DNS wird bei einer Temperatur
von etwa 94-96°C denaturiert.

2. Primeranlagerung: Sie efolgt gewohnlich bal 58-62°C und ist von der im
Reaktionsansatz gewahlten MgCl,-Konzentration abhéngig. Die Wahl der
Temperatur richtet sich rach der Schmelztemperatur T, der zu erwartenden
Doppelhelix und 183t sich fir die verwendeten Primer nadh der im Ab-
schnitt Materia erwdhnten Formel beredhnen. Da die rede Anlagerungs-
temperatur maximal so hoch liegt wie die niedrigere der beiden beredhne-
ten bzw. meistens gar etwas niedriger, sowie von Primerpaa zu Primer-
paa, as auch von Thermocycler zu Thermocycler schwankt, missen die
optimalen Bedingungen fur jede estmals durchgefiihrte PCR neu etabliert
werden.

3. DNS-Synthese: Sie efolgt in der Regel bel etwa 72°C. Die Zeitdauer fir
die Synthese richtet sich dabel nadh der Amplifikatlange. Fur 500 bp wird
mit ca 30 sgeredhnet.

Um die Verviefétigung der DNS bei solch hohen Temperaturen zu ermdglichen, ohre bei
jedem neuem Zyklus von neuem DNS-Polymerase aigeben zu missen, wird heute ene
Polymerase verwendet, die aimeist aus dem hitzebesténdigen Bakterium Thermus aquaticus
(daher auch Tag-Polymerase) stammt und bis 94°C hitzebestandig ist.

Fur einen Standardansatz werden 2 pl 10x Reé&ktionspuffer, 2 pl 10x dNTP, MgCl, (1 mM-—
1,75 mM), jeweils 1 pl der Oligonukleotide (50 ng/pl), Tag-Polymerase (0,8 U-1 U) gemischt
und mit bidestilli ertem Wasser auf 20 pl Volumen aufgefillt. Alle Pipettierschritte wurden
auf Eis vollzogen, um ein vorzetiges Starten der Reaktion zu verhindern. Von der isolierten
DNS war zuvor eine Verdinnungsosung zu 50 ng/ul bzw. 100 ng/pl hergestellt worden. Um
eventuelle Kontaminationen durch Fremd-DNS erkennen zu koénnen, wurde bei jeder Ampli-
fikation zusétzlich eine Kontrolle ohne DNS mitgeftihrt.
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3.1.7 Amplifikation der LT A-Region (Exon 1-3)

PCR-Ansatz (20 pl):

Tag—Polymerase—Puffer (10x) 2,0ul
MgCl, (25 mM) 0,8 ul
dNTP (2 mM) 2,0ul
Primer TNFR35' (50 ng/ul) 1,0 ul
Primer TNF3 3" (50 ng/ul) 1,0 ul
Tag-Polymerase (3 U/ul)) 0,3 ul
DNS (50 ng/pl) 2,0ul
H,0 bidest. 109 ul
Zyklusschritt T[°C] Zeit [min]
Erste Denaturierung (94 5
Denaturieren 94 0,5
Primer-Anlagerung 62 0,5
Ketten-Verlangerung |72 0,7
Letzte Verlangerung 72 5

3.1.8 Amplifikation der TNFA-Promotorr egion

PCR-Ansatz (20 pl):

Tag—Polymerase—Puffer (10x) 2,0ul
MgCl, (25 mM) 1,4 ul
dNTP (2 mM) 2,0ul
Primer TNFa 5' (50 ng/ul) 1,0 ul
Primer TNFa 3' (50 ng/ul) 1,0 ul
Tag-Polymerase (4 U/ul) 0,2 ul
DNS (50 ng/pl) 2,0ul
H,0 bidest. 104 ul
Zyklusschritt T[°C] Zeit [min]
Erste Denaturierung (94 5
Denaturieren 94 1
Primer-Anlagerung 58 1
Ketten-Verlangerung |72 1

Letzte Verlangerung 72 10
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3.1.9 NachweisdesNcol RFLP im ersten Intron desLT A

Bei Verwendung der unter 2.6.3 angegebenen Primer und unter den bel 3.1.7 genannten Be-
dingungen ergab die PCR ein Amplifikat von 742 bp. Pro zu untersuchender Probe wurden 5
pul PCR-Produkt, 3 pl Puffer H, 1 U Restriktionsenzym Ncol mit bidestilli ertem Wasser auf
ein Volumen von 30 pl aufgefillt und anschlief3end tber 2-3 h im 37°C warmen Wasserbad
verdaut. Im nadsten Arbelitschritt wurde der Redtionsansatz mit einem Dye versehen und
auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen.

3.1.10NachweisdesAspHI RFLP im ersten Intron desLT A

Je 5 pl PCR-Produkt wurden 3 pl Puffer H und 1 U Enzym AspHI mit bidestilli erten Wassr
auf einen Re&tionsansatz von 30 ul aufgefillt und tber ca 3 Stunden bei 37°C im Wassr-
bad verdaut. Da der Verdau anfangs trotz der relativ langen Redktionszet kein befriedigendes
Ergebnis zegte, wurde von mir anstatt des Puffers H ein selbst hergestellter Redktionspuffer
(100 mM TrigHCI ph 7,4, 200 mM KCl, 80 mM MgCl, 100 mM 2-Mercaptoethanol) ver-
wendet, der ein besseres Ergebnis erbradite. Der Retionsansatz mit dem verdauten PCR-
Produkt wurde mit einem Dye versetzt und in die Taschen eines 1 %igen Agarosegels aufge-
tragen. Nach einer kurzen Einlaufzeit von ca 10 min bei 80 Volt, wurde die DNS bel 100
Volt aufgetrennt.

3.1.11 Nachweis des —308 TNFA-Promotor polymor phismus

Funf pl des PCR-Produkts wurden mit 3 pl NeBuffer 4 und 1 U Ncol Enzym mit bidestilli er-
tem Wasser auf ein Volumen von 30 pl aufgefiillt und bei 37°C ca 3 Stunden im Wasserbad
verdaut. Der Redtionsansatz wurde so dann mit einem Dye versehen und auf ein 2,5 %iges
Agarosegel aufgetragen.

3.2 Mikrosatelli ten

Unter Mikrosatelliten-DNS versteht man kurze Folgen hochrepetitiver Einheiten von ein bis
vier Basenpaaen. Sie sind Uber das gesamte menschliche Genom verteilt und weisen in der
Regel eine Lange von unter 150 bp auf. Sie befinden sich meistens in nicht kodierenden Ab-
schnitten des menschlichen Genoms, wurden aber in jingster Zeit auch in kodierenden Se-
quenzen gefunden. Thre Funktion ist bis heute unklar. In der Humangenetik werden sie fur die
Kopplungsanalyse engesetzt und um Asziationen zwischen Phanotypen und Genorten her-
zustellen. Krankheitsasoziierte Gene kann man durch Kosegregration mit gekoppelten gene-
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tischen Markern identifizieren, die in den betroffenen Individuen gemeinsam mit diesen ver-
erbt werden. Vorausstzung hierfir ist, dass die verwendeten Marker eng genug zusammen-
liegen, um eine Rekombination mit dem Krankheitslocus auschlief3en zu kénrnen. Aul3erdem
solliten die Marker moglichst polymorph sein, um eine Assoziation unter den erkrankten Indi-
viduen herstellen zu kénnen. Mikrosateli tenerflll en mast die oben genanten Bedingungen.

3.2.1 Verwendete M ikrosatellitenmarker

Bezeichnung Lange des Amplifikats Markierung
TNFa 80-120 bp HEX (gruin)
CD40L 110142 bp 6-FAM (blau)
TNFC 160-162 bp TAMRA (gelb)
IL-1A 161-179 bp 6-FAM (blau)
3.2.2 Amplifikation von TNFa
PCR-Ansatz (20 pl):
Tag—Polymerase-Puffer (10x) 2,0ul
MgCl, (25 mM) 1,0 ul
dNTP (2 mM) 2,0ul
Primer TNFa 5' (50ng/ul) 1,0 ul
Primer TNFa 3' (50ng/ul) 1,0 ul
Tag-Polymerase (3 U/ul) 0,4 ul
DNS (50 ng/pl) 2,0ul
H0 bidest. 10,6 ul
Zyklusschritt T[°C] Zeit[min]
Erste Denaturierung (94 5
Denaturieren 94 1
Primer-Anlagerung 58 0,5
Kettenverlangerung 72 0,5
Letzte Verlangerung 72 10
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3.2.3 Amplifikation von CD40L

PCR-Ansatz (20 pl):

Tag—Polymerase—Puffer (10x) 2,0ul
MgCl, (25 mM) 1,4 ul
dNTP (2 mM) 2,0ul
Primer CD40l 5' (50 ng/ul) 1,0 ul
Primer CD40L 3' (50 ng/ul) 1,0 ul
Tag-Polymerase (3 U/ul) 0,4 ul
DNS (50 ng/pl) 2,0ul
H,O bidest. 10,2 ul
Zyklusschritt T[°C] Zeit[min]
Erste Denaturierung (94 5
Denaturieren 94 1
Primer-Anlagerung 61 0,5
Kettenverlangerung 72 0,5
Letzte Verlangerung 72 10

3.2.4 Amplifikation von TNFc

PCR-Ansatz (20 pl):

Tag—Polymerase—Puffer (10x) 2,0ul
MgCl, (25 mM) 0,8 ul
dNTP (2 mM) 2,0ul
Primer TNFc 5'(50 ng/pl) 1,0 ul
Primer TNFc 3'(50 ng/pl) 1,0 ul
Tag-Polymerase (3 U/ul) 0,4 ul
DNS (50 ng/pl) 2,0ul
H,0 bidest. 10,8 ul
Zyklusschritt T[°C] Zeit[min]
Erste Denaturierung (94 5
Denaturieren 94 1
Primer-Anlagerung 61 0,5
Kettenverlangerung 72 0,5
Letzte Verlangerung 72 10
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3.2.5 Amplifikation von IL-1A

PCR-Ansatz (20 pl):

Tag—Polymerase—Puffer (10x) 2,0ul
MgCl, (25 mM) 0,9 ul
dNTP (2 mM) 2,0ul
Primer IL-1A5' (50 ng/ul) 1,0 ul
Primer IL-1A 3' (50 ng/ul) 1,0 ul
Tag-Polymerase (3 U/ul) 0,4 ul
DNS (50 ng/pl) 2,0ul
H,O bidest. 10,7 ul
Zyklusschritt T[°C] Zeit[min]
Erste Denaturierung (94 5
Denaturieren 94 1
Primer-Anlagerung 58 0,5
Kettenverlangerung 72 0,5
Letzte Verlangerung 72 10

3.2.6 Auftrennung der Mikrosatelliten in einem denaturierenden Polyacrylamidgel

Denaturierende Gele dienen dazu einzdstrangige DNS-Molekile der Grofe nach aufzutren-
nen. Urspringlich doppelstrangige DNS wird durch Erhitzen zusammen mit einem denaturie-
renden Agens (hier Formamid) denaturiert und um eine Wiederzusammenlagerung komple-
mentarer Strange wéahrend der Elektrophorese a1 verhindern auf ein denaturierendes Gel auf-
getragen. Diese Gele enthalten stark polare Substanzen, die die Wasserstoff-Brickenhildung
zwischen den Basen unterbinden.
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3.2.6.1 Herstellung des Polyacrylamidgels

Zur Herstellung wurde folgende Polyaaylamidldsung verwendet:

20 g Harnstoff

15,5 ml H,O bidest.

4,0 ml 10x TBE

6,0 ml PAA (29:1 Acrylamid:Bisaaylamid)
120l 10%iges APS

60 ul TEMED

Nad Einwiegen des Harnstoffes wird das Wassr, TBE und PAA zugegeben und auf einem
Ruhrer ca 5 min bel 40°C gerdhrt. Ist der Harnstoff vollkommen gelost, wird das Gemisch
Uber eine Membran filtriert und fir 5-10 min entgast. APSund TEMED werden hinzugege-
ben und de Losung sofort luftblasenfrei zwischen die aisammengesetzten Glasplatten gegos-
sen. Die Qualitét des hergestellten Gels kann rach dem Ausharten im Applied Biosystems
373 DNA Sequencer Uberprift werden. Hierbel sollten nach dem Starten des Programns Plate
chedk dlle vier Farblinien in einer geraden horizontalen Linie und peralel zueinander verlau-
fen. Sollte dies nicht zutreffen, sind entweder die Glasplatten ncht genug gesdubert worden
und an den AulRenfladhen nadhzureinigen oder das Gel muf3 verworfen werden.

3.2.6.2 Vorbereiten der Mikrosatellitenproben

Alle vier zu untersuchenden Mikrosatellitenmarker konnten aufgrund ihrer unterschiedlichen
Grof3e bzw. ihrer unterschiedlichen Markierung gemeinsam untersucht werden. Hierzu wur-
den die verschiedenen Amplifikate, nach Abschétzen ihrer jeweiligen Konzentration in einem
Agarosegel, zu einem DNS-Poadl gemischt, der einer Endkonzentration von ca 2 ng/pl pro
Marker entsprach. Ein pl des DNS-Podls, 0,5 ul GrofRenstandard, 2,5 pl Formamid sowie 0,5
pl Dextran Hue werden gemischt und bei 90°C fir 5 min denaturiert und dann auf Eis ge-
stellt. Hiervon wurden wiederum 2 pl in die Geltaschen pipettiert. Man &3t das Gel 10 min
einlaufen und spllt danach noch einmal die Taschen um das verbliebene Formamid zu entfer-
nen. Anschlief3end erfolgt die Auswertung Uber den an einem Redner angeschlosenen
Applied Biosystems 373 Sequencer. Die Laufdauer ist abhéngig von der Grof3e der Proben
und der eingestdl ten Spannung undbelief sch auf ca 3 Stunden.
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3.2.6.3 Auswertung des Gellaufes

Die Auswertung erfolgte mittels des Applied Biosystems 373 Sequencer sowie mit Hilfe der
Computerprogramme GS Analysis, GS Colledion, Genescan 672 und Genotyper (Vers.1.1.1).
Wahrend der Elektrophorese mifdt ein Detektor im Sequencer die Fluoreszenzsignale der vor-
beiwandernden DNS an einem bestimmten Punkt im Gel und gbt die Daten an den ange-
schlosenen Computer zur Auswertung weiter. Bel dem verwendeten Filter fluoreszieren 6-
FAM in bdau, HEX in grin, TAMRA in gelb und der ROX-markierte Grolenstandard in rot.
Aus den Ubermittelten Daten wie Farbe, Intensitét und Zeitpunkt der Reflexion errechnet der
Computer ein Gelbild auf dem die verschiedenen Mikrosatelliten und der Marker abgebil det
werden. Dieses Bild kann run mit Hilfe spezeller Software welterbeabeitet werden. Die
Grofe der Amplifikate wird aus der relativen Lage ihres Intensitésmaximums zum Langen-
standard automatisch berechnet. Der hier verwendete Marker liefert Banden der Lange 75,
100 139 150, 160, 200, 250, 300 und 350nt. Um eventuelle Fehlberechnungen zu vermei-
den, mul3 jede Spur einzen auf die korrekten Markerléangen Gberprift werden und dese gege-
benenfalls manuell korrigiert und die Berechnung wiederholt werden. Die endgiitige Aus-
wertung erfolgte mit dem Programm Genotyper. Dieses Programm berechnet nadh Definition
der fur jeden Mikrosatelliten erwarteten Grof3e seine Fluoreszenzmaxima und fuhrt die Allel-
benennung durch.

3.3 Statistische Auswertung

Die gesammelten Ergebnise wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Excd 7.0 einge-
geben. Diese Daten wurden unter Verwendung des Statistikprogramms SPS$6.1 ausgewertet.
Die Allelhéufigkeiten bei Patienten und Kontrollen wurden mit Hilfe des ChiQuadrat-Tests
verglichen. Es wurde an Signifikanzniveau von a = 0,05 verwendet, wobei bel multiplen
Tests dieses nach der Formel ayor = a/n, wobel n = Anzahl der durchgefiihrten statistischen
Tests, korrigiert wurde.
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4. Ergebnisse

4.1 Kriterien der M ar ker auswahl

Die Gene fir die beiden Tumornekrosefaktoren a und 3 (letzteres jetzt als LTA bezeachnet)
liegen in der MHC-1II -Region und mit ca einem Centimorgan in enger Nadbarschaft zu den
mit der Rheumatoiden Arthritis as®ziierten HLA-DR-Allelen. Die hohen in Gelenkfliissg-
keiten festgestellten Konzentrationen von vor allem TNFo und IL-1 und de fuhrende Rolle,
die ihnen in der Pathogenese von Entziindungsreaktionen zugeschrieben wird, verbunden mit
Ergebnisen Uber Asoziationen von TNF-Polymorphismen beim Diabetes mellitus (37) ga
ben den Anlal? funf Polymorphismen der TNF-Region und einen des Interleukin 1A Gens auf
eine Asziation zum Phanotyp der RA zu tberprifen.

Maria Gomolka (12, 36) stellte im Rahmen von Untersuchungen fur ihre Dissertation Aszi-
ationen mehrerer Mikrosatellitenloci zu RA, darunter TNFa und CD40L fest. Diese Ergeb-
nise sollten in dieser Studie in einem unabhangigen Patientenkollektiv von mir Gberpriift
werden.

Klasse || Klasse Il Klasse |

Telomer
Zentromer

<+

— - <
INFdTNFe  LTB TNFA LTA TNFb TNFa

4 A

-308 Asp H I, Nco |, TNFe
G->A

1.5kb

Abbildung 4.1 Ubersicht tiber den HLA-Komplex (Chromosom 6)

Die Abhildungzeigt die MHC-Klassen I-11I des Menschen auf dem Chromosom 6. HLA-DR, -DP, -DQ kodieren
fur die a- und 3Ketten der MHC-Klasse-11-Molekille. HLA-A, HLA-B, HLA-C fur die a-Kette der MHC-Klasse-
I-Molekille. Das Gen fir die 3-Kette liegt auf dem Chromosom 15 des Menschen. Die Gene HLAE, -F, -G, -H, -
J kodieren fur Klasse-IB-Molekiile. Das ist eine Gruppe von Oberflachenmolekiilen mit verschiedenen immun-
relevanten Funktionen. Der TNF-Locusliegt innerhalb der MHC-Klass-11l undist in dem Ausschnitt vergrofert
dargestellt. Die schwarz ausgefiillt en Késten entsprechen den Exons, die freien Flachen daawischen Introns. Des
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Weiteren sind in der Abbildungdie polymorphen DNS-Marker Ncol unddie AspHI-Schnittstelle undder TNFc-
Mikrosatell it im ersten Intron des LTa- (vormals TNFR-) Gens eingezeichnet. Ebenfallsist die Lage des SNP -
308 in der Promotorregion des TNF a-Gens zu erkenne, sowie die TNFa- und TNFb-Mikrosatellit enin Richtung
Telomer des LTa-Gens unddie Mikrosatelliten TNFd und TNFe in Richtung Zentromer des LTB.

4.2 Ncol -RFLP im ersten Intron des LTa-Gens

Hierbel handelt es sch um einen RFLP fur Ncol im ersten Intron des LTa-Gens, beschrieben
von Webb et al. (38), Mes=r et a. (34). Untersucht wurden alle 139 RA-Patienten. Bel Ver-
wendung der unter 2.6.3 angegebenen Primer und unter den bal 3.1.8 genannten Bedingungen
ergab die PCR ein Amplifikat von 742 bp. Die Primer waren aus der Dissrtation von Dr.
Messr Ubernommen worden. Der Nadweis der Schnittstelle afolgte nach den unter 3.1.9
genannten Verfahren. Die Sequenz C|CATGG, vom LTA Transkriptionsgart zéhlend, beginnt
an der 247. Base, wird von dem Restriktionsenzym erkannt und resultiert in zwei Fragmente
von 546 bp und 196bp Lange.

Transkriptionsdart-5'
CAGGGGCTCCGCACAGCAGGTGAGGCTCTCCTGCCCCATCTCCTTGGGCTGCCCGTGCTTCGTGCTTTGGACTACCGCCCAGC

AGTGTCCTGCCCTCTGCCTGGGCCTCGGTCCCTCCTGCACCTGCTGCCTGGATCCCAGGCCTGCCTGGGCCTGGGCTTGatgggt

Tggtttggttteatctetgtetetgactctecatctgteagtcteattgtetetgtcacacattettgtttctgeicatgattcdetetgtteedtedgtetetetetgtetecdetgeteacatggggttctctgact

g
cgatcttgtcecdtetetgtegatctetetctcggggdeggggatactjotetccaggaegggpgatetgtettcogeagegtgeccaeccatcactgtctctctetetetetetetttetctgegGTTC
a ac

TCCCCATGACACCACCTGAACGTCTCTTCCTCCCAAGGGTGTGTGGCACCACCCTACACCTCCTCCTTCTGGGCECTGCTGCTGG
TCTGCTGCCT GGGCCCCAGgtgaggcagcaggagadggggartgtgggggctcagccaaadtgagccdagagecccctcaactctgtictcccaagGGGCTCCCTGG
TTGTTGGCCTCACACCTTCAGCTGCCCAGACTGCCOGTCAGCACCCCAAGATGCATCTTGCCCACAGCACCCTCAAACCTGCT

GCTCACCT CATT Ggtaaaatccacagacccocagacatgtceccaccagetct 3'

Abbildung 4.2: Sequenzder 5'-Region des LTa-Gens

Die Sequenz beginnt mit dem Transkriptionsdart und endet mit dem 3' Primer in Intron 2 Die Positionen der
Oligonukleotide fiir die Amplifi kation sind unterstrichen. Die Erkennungssequenz fiir Ncol ist in blau, die fur
AspHI in rot hervorgehoben. Die Schnittstellen sind mit | markiert. Exonsegquenzen sind grof3geschrieben.
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Abbildung 4.3: Typisierung des LTA Ncol -RFLP

11

12

13 14 15 16 17

Die Abbildungzeigt 19 der fur den LTA Ncol-RFLP untersuchten Proben. Die obere Bande zeigt das 742-bp-
Fragment, die untere das 546-bp-Fragment. Nr. 8 ist homozygat fir das 742-bp-Fragment (TNFB*2), Nr. 9
homozygat fur die Schnittstelle mit dem 546 bp und @m in der Abbildung richt sichtbaren 196bp-Fragment
(TNFB*1), Nr. 10ist heterozygot (TNFB*1/2).

Gemal3 der Nomenklatur aus der Dissertationsarbeit von Dr. Messer werden homozygote Pa-
tienten fur die Schnittstelle mit TNFB*1, homozygote ohne Schnittstelle TNFB*2 und hetero-
zygote TNFB*1/2 bezachnet.
Die Untersuchung aller Proben ergab folgende Verteil ung:

N=139 TNFB*1 TNFB*2 TNFB*1/2
Gesamtzahl 17 62 60

Frauen 13 44 42

M anner 4 17 15
Geschledht unbe- 1 3

kannt

Der gtatistische Vergleich mittels Chi-Quadrat-Test mit der Kontrollgruppe egab keine Aso-
zZiation eines der beiden mdglichen Allele des LTA Ncol RFLP mit der Rheumatoiden Arthri-
tis. Die Kontrollgruppe war bereits friiher am Institut typisiert worden und wurde der Disser-
tation von Dr. Messer entnommen (34).

Alle Haufigkeit und (Anzahl) p-Wert
Falle Kontrollen

TNFB*1 0,34 (94) 0,33(118 0,82112

TNFB*2 0,66 (184) 0,67 (240

18 19
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4.3 AspHI-RFLP im ersten Intron des LTa-Gens

Dieser RFLP befindet sich ebenfalls im ersten Intron des LTa-Gens, 120 bp stromabwaérts des
LTA Ncol Polymorphismus. Erstmals beschrieben wurde @ von Ferencik et a. (39). Es
wurde eneut das gleiche PCR-Amplifikat, wie beim Nadweis des Ncol Polymorphismus
hergestellt. Das AspHI Restriktionsenzym erkennt folgende Sequenz G(A,T)GC(T,A)|C. Die
genaue Lage der Schnittstelle ist in Abhildung 4.2 dargestellt. Die Typisierung erfolgte nach
dem unter 3.1.10 genanten Verfahren.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 4.4: Typisierung des AspHI-RFLP im Intron 1 von TNFB/LTA

Abgebil det ist ein Agarosegel mit 14 Proben des aufden LTA AspHI untersuchten RFLP. Zu erkennen snd ins
gesamt drei Banden. Die obere Bande entspricht dem ungeschnittenen Amplifi kat von 742 bpdie beiden urteren
Banden kennzeichnen de vom Redtriktionsenzymin de Fragmente von 426 bp und 316 bpegchnittene DNS
Die Nummer 8 reprasentiert die DNS eines fir die Schnittstell e homozygoten Patienten, Nr. 12 ist heterozygat,
Nr. 2 ist homozygot fir das 742 bpFragment, besitzt also au keinem seiner beiden Chromosomen diese AspHI
Schnittstell e.

Eswar gezagt worden, dassnur das Amplifikat des TNFB*2 -Allels die AspHI-Schnittstelle
aufweisen kann (40). In meinen Untersuchungen wurde dies bestétigt. Die Schrittstelle fur
AspHI Kkorrelierte immer mit der Anwesenheit der TNFB*2-Sequenz.

Die Untersuchung aller Proben ergab folgendes Ergebnis:

N=139 AspHI + AspHI - AspHI +/-
Gesamtzahl 26 57 56
Frauen 17 40 41

M anner 8 16 13
Geschledht unbe- 1 1 2

kannt

AspHI + steht fur ale fur die Schnittstelle homozygoten Patienten, AspHI - fir die homozy-
goten ohne Schnittstelle, AspHI +/- fir die heterozygoten.
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Die dtatistische Auswertung mittels Chi-Quadrat-Test zagte keine Asziation eines der bei-
den maglichen Allele dieses Polymorphismus zur RA. Die Kontrollgruppe stammt aus einer
friheren Typisierung des Instituts.

Alled Haufigkeit und (Anzahl) p-Wert
Falle Kontrollen

AspHI + 0,39 (108 0,34 (88) 0,283

AspHI - 0,61 (170 0,66 (168

4.4 —308 Promotor polymor phismus des TNFa-Gens

Es handelt sich hier um eine Punktmutation von G nach A an der Stelle —308in der Promotor-
region des TNFa-Gens. Wilson et al. (41) fuhrte diesen Nadweis 1992 duich und entwickel-
ten eine Methode der indirekten RFLP-Typisierung. Uber den 5-Primer wird in das Amplifi-
kat des Allels —=308 G eine Schnittstelle fuir das Enzym Ncol eingeftihrt. Ist die Punktmutation
nicht vorhanden, entspricht die Sequenz bis auf eine Base ( Position —313) der Erkennungsse-
quenz des Ncol Restriktionsenzyms C|CATGG. Wilson keniitzte aim Nadchweis einen Primer,
der an dieser Stelle a1 einen Mismatch und im Amplifikat zu dem gewtnschten Basenaus-
tausch mit der Ncol Erkennungssequenz fuhrt. Besteht eine Mutation von G nadh A ist die
Erkennungssequenz trotzdem unvoll standig und das Enzym kann ncht schneiden.

-3345-

GGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGITCAGCCTCCAGGGTCCTACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGA
A

CCCCCOCGGAATCGGAGCAGGGAGGATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCCC

GCCCCGGCGATGGAGAAGAAA CCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTCCTCCAGATGAGCTCATGGGTITTCTCCA
CCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTCTTTCCCGGCCCTCCTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCACA

CCCA-Transkriptionsdart -3'

Abbildung 4.5 Sequenz des TNFa-Promotors

Abgebildet ist ein Ausschnitt der Sequenz der Promotorregion des TNFo-Gens. Die Positionen der Primeroligo-
nukleotide sind urterstrichen. Die Region ces Mismatch ist rot ( das 5'Oligonikleotid enthélt hier ein C ), die
Stelle der Punktmutation blau narkiert.

Die Amplifikation erfolgte mit den unter 2.6.2 beschriebenen Primern von Wilson, sowie bei
den unter 3.1.8 aufgefiihrten Bedingungen. Der Nadchwelis erfolgte wie unter 3.1.11 beschrie-
ben. Das ungeschnittene Amplifikat besitzt eine Grofée von 107 bp. Ist die Schnittstelle vor-
handen erhdt man Fragmente der Grofe 87 bp und 20bp. Die Kontrollgruppe fur die statisti-
sche Auswertung wurde der Publikation von Brinkmann et al. (37) 1997 entnommen
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Abbildung 4.6: Typisierung des —308-Polymorphismusvon TNFA

Die Abbildungzeigt die Proben von 9 der auf die Punktmutation untersuchten Patienten. Da sich ungeschnitte-
nes Amplifi kat und geschnittenes nur um 20 bp unerscheiden, wurde um eine efolgte Restriktion sichtbar zu
machen, der verdaue Reaktionsansatz (links) neben dem unverdauen PCR-Produkt (rechts) aufgetragen. Zu
sehen sind 23 Banden. Oben de ungeschnittene Sequenz von 107 bp unten das grolere Fragment der ge-
schnittenen DNS von 87 bpGroéfRe. Das Fragment von 20 bpist in der Regel nicht sichtbar, bei Nr. 5 jedoch
schwach zu erkennen. DNS1,2,4,5,6,7 und 9 kodieren das —308G-Allel. DNS 3 ist heterozygot -308G/A.

Die Untersuchung der Patienten zegte folgende Vertellung:

N=139 TNF1 (-308G) TNF2 (-308A) TNF1/2 (-308A/G)
Gesamtzahl 97 10 32

Frauen 70 8 20

M anner 26 2 9

Geschledht unbe- 1 3

kannt

Gemal3 der Nomenklatur Wilsons kennzeichnet TNF1 das Allel mit G in Position -308, TNF2
das Allel mit A in dieser Position

Die gtatistische Auswertung zeigte keine Assziation der Punktmutation mit der RA

Alle Haufigkeit und (Anzahl) p-Wert
Falle Kontrollen

TNF1 0,81(226) 0,76 (177) 0,16714

TNF2 0,19(52) 0,24 (55)

Da die enzenen Blutproben in der Ambulanz der Rheuma-Einheit der LMU gesammelt wur-
den und die Kontrolle Uber bereits vorhandenes Materia erst durch mich erfolgte, erhielt ich
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zum Teil mehrfach Blutproben von denselben Patienten. Einige dieser Proben wurden zur
Kontrolle von mir mituntersucht. Bel den dabei untersuchten RFLP zagten sich keine Abwei-
chungen zu den V oruntersuchungen.

4.5 Mikrosatelli ten

Untersucht wurden die vier Mikrosatellitenmarker TNFa, TNFc, IL-1A und CD40L. Bei dlen
vier Polymorphismen handelt es sch um Dinukleotidwiederholungen. Zuerst wurden die Be-
dingungen fur die Amplifikation der verschiedenen Marker ausgetestet, dabei wurde bei zwei
ausgewahiten DNS-Proben jeweils die MgCl,-Konzentration und de Anlagerungstemperatur
variiert und das Ergebnis der Amplifikation auf einem 2,5%igen Agarosegel Uberprift. Die
letztlich gewéhlten Bedingungen sind unter 3.2.2-3.2.5 aufgefuihrt. Um alle vier Mikrosatel-
litenmarker gleichzetig auf einer Spur untersuchen zu kénnen, sind verschiedenfarbige fluo-
reszenzmarkierte Primer verwendet worden. Nadhdem die Qualitdt und Quantitét der PCR-
Produkte im Agarosegel Uberprift und de ungefdhre Konzentration im Vergleich zum Gro-
Renstandard abgeschétzt worden war, wurde fir jede der zu untersuchenden DNS-Proben ein
Poal der vier Marker zusammenpipettiert, der einer geschéatzten Endkonzentration von 2 ng/pl
entspredhen sollte. Die DNS aus diesem Pool wurde dann auf das denaturierende Gel aufge-
tragen, vom Applied Biosystem 373 DNA Sequence gemessen und an einen angeschlossenen
Redhner Ubermittelt (siehe auch 3.2.6.2 und 3.2.6.3). Als nadhstes wurden die gespeicherten
Daten am Computer mit Hilfe des Programms Genescan weiterverarbeitet, wie zB. Uberpri-
fung der vom Redhner zugewiesenen Grofe des ROX-markierten Grolenstandards, auf dem
die Beredhnung der Allele beruht, Zuordnung der Patienten zu den verschiedenen Gelbahnen
fur die Auswertung etc. Im nadhsten Arbeitschritt wurden diese Daten in das Programm Ge-
notyper importiert. In diessm Programm werden die anzdnen Reflexionsgitzen nach manu-
eller Definition der Mikrosatellitengréf3e und markierender Farbe aigeordnet. Bel der PCR
von Mikrosatelliten kann es aufgrund ungenauer Amplifikation der repetitiven Sequenz
manchmal zur Bildung von ,Stotterbanden“ kommen, d.h. es entstehen in geringerer Menge
as die Hauptbanden kirzere und/oder langere Nadbarbanden. Vom Programm sollen des-
halb bal der Auswertung immer die beiden hbchsten Reflexionsgitzen pro Marker beredhnet
werden und in die Auswertung eingehen. Das Ergebnis der Beredhnung wird schliefdlich in
Form enes Linienverlaufs mit den identischen oder beiden verschiedenen Allelen als
Spitzg(n) dargestellt. Da mehrere Gele gefahren wurden und um eventuelle Unterschiede in
den Laufeigenschaften der Gele au erkennen, wurde in einer Spur immer dieselbe DNS als
Kontrolle mitgefuihrt. Auch muf3ten einige Probe wiederholt untersucht werden, well sie kein
oder kein eindeutiges Ergebnis zeigten oder die Konzentration der eingesetzten DNS zu hoch
war, so dassder berechnete Pe&k zu breitgipflig erschien und eine genaue Zuordnung nicht
maoglich war. Letztlich lief3en sich einige Proben fir bestimmte Marker trotzdem nicht aus-
werten, so dass $e ais der Auswertung genommen werden mufdten. Bel der Kontroll-DNS
kam es zu Abweichungen um bis zu einem Nukleotid, dreima um zwei Nukleotide. Die vom
Computer ermittelten Werte werden his auf zwel Stellen hinter dem Komma genau angegeben
und wurden wie folgt gerundet. Handelte es sch bei den gesuchten Allelen um geradzahlige
Nukleotidfolgen und ergab die Beredhnung einen ungeraden Wert wurde & auf den mathe-
matisch nAdhstgelegenen geraden Wert auf- oder abgerundet und umgekehrt. Wurde in eini-
gen Féllen die Fragmentgrofie vom Redner nicht zugeordnet, wurde sie mittels der Lined-
leiste am Bil dschirmrand ermittelt.
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45.1 Der Mikrosatellit TNFc

Nedospasov et a. (42) beschrieben 1991 einen Mikrosatellitenpolymorphismus im ersten
Intron des LTa-Gens. Es handelt sich herbel um TC/GA Dinukleotidfolgen mit insgesamt
zwei Allelen von 9 und 10 Wiederholungen. Die verwendeten Primer entspredhen denen von
Nedospasov et al., nur dassdie verwendeten Primer IR 6 und IR 7 um 1 bzw. 3 Basenim Ver-
gleich zu denen von Nedospasov et a. kirzer sind. Oligonukleotidsequenz und PCR-Bedin-
gungen sind unter 2.6.4 und 3.2.4 aufgeftihrt. Untersucht wurden alle 139 Patienten, die DNS
eines Patienten konnte nicht typisiert werden.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4

1—H

Chromosom 6p21.3

R6

(1<),
- 1 TNFC
IR7

Abbildung 4.7: Lokali sation des TNFc-Mikrosatelliten im LTA

Die Abbildung zeigt die Lokalisation des untersuchten TNFc Mikrosatelliten im ersten Intron des LTa-Gens.
Exons sind als schwarzeKagchendargestellt und beschriftet.

.(+305 5
GTTTCTCTGACTGCATCTTGTCCCCTTCTCTGTCGATCTCTCTCTCGGGGGICGGGGGEGCTGTC
IR6

TCCCAGGGCGGGAGGICTGTCTTCCGCCGCGTGCCCAGCCCAGCTCACTGTCTCTCTCTCTCTCTC

TCTTTCTCTGCAGGTTCTCCCCATGACA 3" ...( 2. Exon)
R7I

Abbildung 4.8: Sequenzausschnitt aus demersten Intron desLTA

Ausschnitt der Sequenz zwischen dem ersten und zweiten Exon des LTa-Gens. Gezeigt ist das Allel TC,. Die
Positionen der Primerbindungsgellen sind urterstrichen, die repetitive Sequenz TNFc ist griin und @r Beginn
des aweiten Exons kursiv dargestellt.
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Abbildung 4.9: Ausdruck eines Elektropherogramms fiir den TNFc Mikrosatelliten

Elekropherogrammdreier Proben fir den untersuchten TNFc Mikrosatelliten. Dargestellt sind die beiden miy-
lichen Allele. Die beiden obkeren Patienten sind jeweils fir die veschiedenen Allele homozygat, der unterste
besitzt beide Allele undist damit heterozygot.

Das untersuchte Kollektiv zagte folgende Verteilung:

Allel TNFc TC/GA, Lange (bp) Allelanzahl Haufigkeit
1 TC/GAg 159 200 0,72
2 TCIGA10 161 76 0,28

Die satistische Auswertung ergab keine As®ziation eines TNFc-Allels zur Rheumatoiden
Arthritis. Die Daten der Kontrollgruppe wurden von Prof. Dr. med. E. D. Albert, Labor fir
Immungenetik, LMU Munchen zur Verfligung gestdlt.

Allel TNFc TC/GA, Haufigkeit und (Anzahl) p-Wert
Falle Kontrollen

1 TC/GAg 0,72(202 0,72 (257) 0,707

2 TCIGA1o 0,28 (74) 0,28 (99)
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45.2 Der Mikrosatellit CD40L

Im 3" untrandatierten Bereich des CD40LGens auf den langen Arm des X-Chromosoms be-
schrieb Allen et a. (43) 1993 einen Mikrosatellitenlocus mit einer Folge von CA/GT Di-
nukleotidwiederholungen. In den untersuchten Kollektiv fanden sich 12 verschiedene Allele,
bei 7 von 139 Patienten konnte keine Auswertung erfolgen. Die verwendeten Primer wurden
aus der Dissertation von Dr. rer. nat. M. Gomolka (36) tbernommen. Primer und PCR-Bedin-
gungen sind den Angaben unter 2.64 und 3.2.3 zu entnehmen.

Exon1 Exon?2 Exon3d Exond4 Exonb

A H——

/\

CD40L5 -_
CD40L3
(CA), i

Chromosom Xg 26

Abbildung 4.10: Lokalisation des Mikrosatelliten CD40L auf dem CD40L -Gen

Genomische Struktur des CD40L-Gens mit eingezeichnetem untersuchten Mikrosatellit en. Die Exons snd ds
schwarze Késtchen dargestellt und bezeichnet.

.5 (1480
CTCTTCCCTCCCCAGTCTCTCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACACACACACACACACACACAC
CD40L5

ACACACACACACACACACACACACAGAGTCAGGCCGTTGCTAGTCAGTTCTCTTCTTTCCACCCIGT
CD40L3

CCCTAT 3 (1620...

Abbildung 4.11: Sequenzauschnitt aus dem CD40L-Gen

Dargestellt ist ein Auschnitt der 3'  untrandatierten Region des CD40kGens. Die Primerbindungsgellen sind
unterstrichen, der Mikrosatellit (Allel CAzs) ist blau dargestellt.
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17 Blue

18 Blue

CD 4oL]

124.11'

Abbildung 4.12: Elektropherogrammausd uck

Elekropherogrammdreier Proben ausdem untersuchten Kollektiv. Dargestellt ist der Mikrosatellit CD40L. Die
oberen beiden Kurven zeigen die Probenzweier Patienen, die andiesemLocusjeweils hanozygotsind. Der der

unteren Kurve zugehérige Patient besitzt 2wei verschiedene Allele an deser Selle mit einer Lange von 120 bp
und124 bp

Die anzdnen Allele wurden gemdl? den Vorgaben bal M. Gomolka vom hochsten Wert ab-
steigend durchnummeriert.

Allel Lange (bp) CA/GTy Haufigkeit und (Anzahl)
Félle @htrollen

1 138CA/GT3, 0(1) 0(0)

2 136 CA/GTz; 0(1) 0(0)

3 134CA/GT 3o 0(1) 0(0)

4 132CA/GT 2 0,03(7) 0,01(2)

5 130CA/GT2s 0,09 (20) 0,09 (13)

6 128CA/GT 0,05 (11) 0,07 (10)

7 126 CA/GT 2 0,18 (41) 0,1 (15

8 124CA/GT 2 0,44 (98) 0,44 (65)

9 122CAIGT 24 0,07 (16) 0,11 (17)

10 120CA/GT 2 0,07 (15) 0,1 (15

11 118CA/GT 2 0,045(10) 0,06 (9)

12 116 CA/GT 2, 0(0) 0(0)

13 114CA/GT 2 0(0) 0,01(2)

14 110CA/GT1s 0(1) 0(1)

Fur die statistische Auswertung wurden die Allele mit einer Haufigkeit < 10 % zu einer
Gruppe ausammengefaldt, um die statistische Aussagekraft nicht durch zu hohe Anzahl durch-
zufUhrender Tests zu verringern. Es ergaben sich hierbel vier Gruppen, wobel die Allele 7, 8
und 9 je ane Gruppe bildeten und de Ubrigen Allele a1 einer Gruppe ausammengefaldt wur-
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den. Die Haufigkeiten dieser Gruppen bal Erkrankten und Gesunden wurden mit Hilfe anes
Mehrfelder Chi-Quadrat Tests verglichen. Im statistischen Vergleich zeigten sich keine signi-
fikanten Vertellungsunterschiede (p = 0,08719. Die Typisierung der Kontrollgruppe efolgte
im Rahmen dieser Arbeit.

45.3 Der Mikrosatellit [L-1A

Das Interleukin 1A Gen befindet sich auf den kurzen Arm von Chromosom 2 des Menschen.
Es besteht aus 7 Exons und kodiert fir eine Isoform des Interleukin 1. Der untersuchte Mikro-
satellit befindet sich im funften Intron des Gens. Es handelt sich hierbel um GT/CA Wieder-
holungen (44). Die verwendeten Primer wurden aus der Dissertation von Dr. rer. nat. Maria
Gomolka (36) Ubernommen. Oligonukleotidsequenz und PCR-Bedingungen sind unter 2.6.4
und 3.2.5 beschrieben. In dem untersuchten Kollektiv fanden sich insgesamt 9 verschiedene
Allele, esgab keine Ausfélle.

VNTR
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon é Exon 7

5§ N .

Abbildung 4.13: Genomische Struktur des |L -1A-Gens

Die Abbildung zeigt die genomische Struktur des IL-1A-Gens. Die schwarz ausgefilllten Kasten entsprechen
wieder den Exons. Imflnften Intronist der untersuchte Mikrosatellit mit Primer eingezeichnet. VNTR bezeichnet
den ,, variable number of tandemrepeats’ Polymorphismusin Intron 6

.5 (7590
TATTTACCTGCCTAGTGAGTGTGGAAGACATTGTGAAGGACACAAAGA TGTATAGAATTCCATTCC
L15

TGACTTCCAGGTATTTACACCATAGGTGGGGACCTAACTACACACACACACACACACACACACACA

CACACACACACCATGCACACACAATCTACATCAACACTT 3 (7760...
L131

Abbildung 4.14: Sequenz eines Allels des untersuchten Mikrosatelliten 1L -1A

Sequenz aus dem flinften Intron des IL-1A Gens. Die Primerbindungsgell en sind unterstrichen, der untersuchte
Mikrosatellit (Allel CA;g) ist blau dargestellt.
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Abbildung 4.15: Elektropherogrammausd uck

Elekropherogrammdreier fir den Mikrosatellit 1L-1A heterozygoter Patienten ausdem untersuchten Kollektiv.

Allel Lange (bp) GT/CA, Haufigkeit und (Anzahl)
Falle @htrollen

1 179GT/CAz 0(0) 0(1)

2 175GT/CAz 0(3) 0(2)

3 173GT/CAx 0(1) 0,018(7)

4 171GT/CA» 0,025(7) 0,038(15)

5 169GT/CA» 0,24 (68) 0,21 (84)

6 167GT/CAx 0,057(16) 0,04 (17)

7 165GT/CA1s 0,24 (68) 0,30(119

8 163GT/CA1s 0,36 (100 0,36 (141)

9 161GT/CAL7 0,04 (13) 0(2)

10 159GT/CA1s 0(2) 0(0)

In der statistischen Auswertung mittels Chi-Quadrat Test wurden wiederum die Allele <10%
zu ener Gruppe ausammengefaldt. Die Allele 5, 7 und 8 bildeten jewells eine Gruppe, die
restlichen Allele bildeten zusammen eine Gruppe. Die Haufigkeiten dieser Gruppen bei Er-
krankten und Gesunden wurden mit Hilfe enes Mehrfelder Chi-Quadrat Tests verglichen.
Eine Asoziation dieser Allelgruppen des IL-1A-Mikrosatelliten zur Rheumatoiden Arthritis
(p-Wert = 0,206 war nicht feststellbar. Die Typisierung der Kontrollgruppe war bereits in

einer friheren Disertation des Instituts erfolgt (36).
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45.4 Der Mikrosatellit TNFa

Zwei weitere Mikrosatellitenloci in der Nahe des L Ta-Gens wurden 1991 von Nedospasov et
a. (42) beschrieben. Sie sind engstens benachbart und befinden sich ca 3,5 kb stromaufwaérts
in Richtung Telomer. Bezechnet werden sie ds TNFa und TNFb. Der polymorphere von
beiden, TNFa, eine Folge von GT/CA Wiederholungen, wurde in diese Studie mit einbezo-
gen. Die verwendeten Primer sind unter 2.6.4 aufgefihrt und sind wieder etwas kirzer als die
von Nedospasov et a. benutzten. Die aur Amplifikation gewdahiten Bedingungen finden sich
bei Punkt 3.2.2. In dem von mir untersuchten Kollektiv fanden sich insgesamt 14 verschie-
dene Allele, bei vier der 139 Patienten war eine Auswertung nicht moglich.

Exon 1 BExon2 Exon 3 Exon 4

1

Chromosom 6p21.3

TNFa.b

(GTn

TNFa.3

Abbildung 4.16: Lage dbs TNFa-Mikrosatellit en

Die Abbhildungzeigt die Lokali sation des TNFa-Mikrosatelliten vor dem ersten Exon des LTo-Gens

LTA-Locus...5'
CCTCTAGATTTCATCCAGCCACAGGAAGCCTTTAAAGGTCGTCAGAGTGTGTGGTGCGTGCATGCG
IR2

TGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGIGTGTGTTGCAGGGGAGAGAGGNNGAGGGAGAGAGAGAGAGAG
R4

AGAGAAAGAGGGAGGTGAGCAGAAGGTGATTGGATTTTTTTTTCTTTTGACATGGTGTCTTGCTCT

GTGGCCTAGGCTGGAGTGC 3 ...Telomer

Abbildung 4.17: Sequenz eines Allels des untersuchten Mikrosatelliten TNFa

Auschnitt der Sequenz ca. 3,5 kb in Richtung Telomer des LTA-Locus. Die Primerbindungsgellen sind unier-
strichen, der TNFa-Mikrosatellit (Allel GTys) ist griin, der eng kenachbarte TNFb-Mikrosatellit (Allel GAyo)
blau dagesellt.
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Abbildung 4.18: Elektropherogrammausd uck

Elekropherogrammdreier Proben aus dem untersuchten Kollekiv. In den Kastchen ist die fir die einzelnen
Allele berechnete Lange in nt angegebe. Amrecdten Randwird die Fluoreszenzintenstat in willkirlicher Ei n-
heit dargestellt.

Allel Lange (bp) GT/CA, Haufigkeit und (Anzahl)
Falle Kontrollen

1 119GT/CAs 0,01(2) 0,04 (17)

2 117GT/CA17 0,018(5) 0,01(2)

3 115GT/CA1s 0,096 (26) 0,16 (66)

4 113GT/CA15 0,14 (39) 0,12 (51)

5 111GT/CA14 0,08 (24) 0,02(11)

6 109GT/CA13 0,01(3) 0(1)

7 107GT/CA12 0,04 (11) 0,1 (41

8 105GT/CA11 0,1 (28 0,11 (48)

9 103GT/CA1o 0,085(23) 0,07 (29)

10 101GT/CAq 0,1 (27) 0,05(21)

11 99 GT/CAg 0,01(2) 0,02 (10)

12 97 GT/CA, 0,22(61) 0,26 (109

13 95GT/CAs¢ 0,062(17) 0,02(9)

14 93 GT/CAs 0 (0) 0(1

15 91 GT/CA4 0(0) 0(0)

16 89GT/CA; 0,01(2) 0 (0)

Wiederum wurden Allele mit einer Haufigkeit < 10% zu einer Gruppe aisammengefaldt. Es
ergaben sich insgesamt funf Gruppen. Die Allele 3 und 12 bildeten je ane Gruppe, die Allele
4 und 9 ind 8 und 10 zusammen zwel weitere. Die restlichen Allele wurden zur letzten
Gruppe ausammengefaldt. Die Haufigkeiten dieser Gruppen bei Erkrankten und Gesunden
wurden mit Hilfe eénes Mehrfelder Chi-Quadrat Tests verglichen. Es zagte sich keine Asso-
ziation dieser Allelgruppen dieses Mikrosatelliten zur RA (p-Wert = 0,09029. Die Typise-
rung der Kontrollgruppe wer bereitsin ener friheren Dissertation des Instituts erfolgt (36).
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5. Diskusson

5.1 TNF: Pathomedanismen und neue Therapieansatze

Wie schon in der Einleitung erwahnt, ist die Betelligung mehrerer Gene bei der Entstehung
oder Veranlagung zur RA wahrscheinlich. Grundsétzlich kommen herflr nattrlich viele
Gene in Frage. Aus diversen Grinden gehorte und gehort aber besonders der TNF-Locus im-
mer wieder zu den ersten der in Frage kommenden Kandidaten. So aus Grinden seiner Loka-
lisation im menschlichem Genom, der Bedeutung seiner Produkte im Immunsystem generell
und deren nadhgewiesener fuhrender Rolle in der Pathogenese der RA, sowie aus Asoziatio-
nen bestimmter Allele dieser Region mit anderen Autoimmun- oder Infekti onskrankheten.

TNFo und LTo zeigen in ihrer Aminosauresequenz ene Homologie von 36% und binden an
die gleichen Rezeptoren, was auf &hnliche biologische Wirkungen hinweist, werden aber von
verschiedenen Zellen exprimiert. Beide Zytokine wurden bei RA-Patienten nadhgewiesen,
TNFa jedoch 6fter und in wesentlich hoheren Konzentrationen, so dassihm die grofiere Be-
deutung zugeschrieben wird. Von aktivierten Makrophagen und Monozyten gebildet, wird es
zu einem fruhen Zeitpunkt der Entzindungsrektion ausgeschittet und 10st zusammen mit
anderen proinflammeatorischen Zytokinen vor alem IL-1 eine Kaskade von Immunregtionen
aus. So bewirkt es bel Neutrophilen und Makrophagen die Steigerung der Phagozytose, eine
verstérkte Expresson von MHC-Molekllen auf Fibroblasten und Endothelzellen, eine ver-
stérkte Antikorperproduktion, sowie e@ne verstarkte Présentation von Adhasionsmolekilen auf
Granulozyten und Endothelzdlen. Hierdurch wird de Anlagerung der Granulozyten an die
GefaRwand und ihr erleichterter Durchtritt in das s/noviadle System erreicht (45). Des Weite-
ren bewirken TNFa und IL-1 de verstarkte Genexpresson der knorpelschadigenden Metal-
loproteinasen (Kollagenase und Stromelysin) (46-48), die ds die Hauptmediatoren der Knor-
pel- und Knochenschadigung gelten, sowie der Phospholipasen und hyperalgesischen Prosta-
noiden und Leukotrienen. Sie sind an der Induktion der Proliferation der Synovialzdlen (49)
und an der Einleitung der notwendigen Neoangiogenese (50) betelligt. Ebenso verhindern sie
die Proteoglykansynthese (51) und fuhren zur vermehrten Osteoklastenaktivierung an der
Knorpel-Pannus-Grenze (52). DassTNFa. in der Lage ist die IL-1-Aus<chittung zu bewirken,
ist seit langem bekannt (47). Versuche mit TNFa, neutralisierenden AntikOrpern aber zegten,
dass es die Hauptrolle unter den proinflammatorischen Zytokinen bel der RA einzunehmen
scheint. So wurde durch die TNFa-Neutraliserung, der IL-1 Spiegel in Synoviazdikulturen
von RA-Patienten in vitro innerhalb weniger Tage unter die Nadchweisgrenze gesenkt (13).
Ebenso kommt es zum Abfall weiterer proinflammmatorischer Zytokine wie dem GM-CSF
(53), von IL-6 und von IL-8 (54). Fur GM-CSF haben Untersuchungen gezegt, dasses die
Neutrophilen vermittelte Knorpeldegradation verstéarken kann (55) und dass IL-6 mit einer
verstérkten Osteoklastenaktivierung und damit Knochenresorbtion einhergeht. Es wird auch
mit der Inhibierung der Knochenneubildung in Verbindung gebradt (56). Kirzlich wurde
publiziert, dass aktivierte T-Lymphozyten die Aktivitat von Osteoklasten regulieren und den
Knochenabbau induzieren kénnen (57). Tierversuche unterstreichen die herausragende Be-
deutung, die den TNFa und IL-1 bel der RA zugewiesen werden. Auf das transgene Tiermo-
del von Keffer et a. (24) wurde schon in der Einleitung hingewiesen. Viele andere Untersu-
chungen mit verschiedenen TNF- und IL-1 Antagonisten fuhrten bei einer Kollagen induzier-
ten Arthritis zu einer Verzogerung des Krankheitsbeginns und/oder Verminderung des
Schweregrades der Entziindung (58-64). Angespornt von den beandruckenden in witro Er-
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gebnisen und Tiermodellen, wurden klinische Studien mit verschiedenen TNF inhibierenden
Molekilen angestrengt, wie zB. monoklonae TNF spezfische Antikorper und TNF-Reze-
tor-lmmunglobulin-Fusionsproteinen. Sie fuhrten zu einer drastischen Bessrung klinischer
Symptome wie Morgensteife, Schmerzen, Zahl der geschwollenen und druckempfindlichen
Gelenke, Abgeschlagenheit, Mudigkeit und Kraftlosigkeit. Mit Enbrel® (Etanercept) und
Remicade® (Infliximab) ist die este Generation dieser Medikamente seit 2000 fir den deut-
schen Markt zugelasen und de klinische Erfahrung bestétigt die Ergebnisse klinischer Stu-
dien mit einer Anspredhrate von ca 70% und einer geringen Anzahl von beobaditeten Ne-
benwirkungen. Fest steht aber auch, dass mit diesen Medikamenten in erster Linie nur die
bestehende Dysbalanz zwischen den protektiven korpereigenen Stoffen, wie den l6slichen
TNF-Rezeotoren und der Uberproduktion an proinflammatorischen Zytokinen wie den TNFa.
und IL-1 beanflufdt wird. Die Ursade fur die vermehrte Produktion kew. die Umsténde, die
die vermehrte Expresson des TNF bedingen Heiben jedoch weiter ungekléart, ebenso die ge-
nauen molekularen Wirkmedanismen.

5.2 Der TNF-L ocus, ein unabhangiges Suszeptibili tatsgen bei der RA?

Wie bereits unter 1.4 erwahnt, besitzen 80% der deutschen RA-Patienten das HLA-DRB1*04
oder 01 Allel. Studien mit kinstlich stimulierten Lymphozyten- und Monozyten-Zellkulturen
wiesen Asoziationen zwischen bestimmten HLA-Typen und der TNF-Sekretion madh. Es
wurde an starkes Kopplungsungleichgewicht zwischen TNF-Polymorphismen (37, 65) und
Allelen der MHC-11-Klasse gefunden. Bendtzen et al. (66) und Jaoob et al. (67) beschrieben
unabhéngig von einander niedrigere Sekretionsgiegel von TNFa bei Personen, die das HLA -
DR2 Allel bestzen. Jaamb beschreibt zusdtzlich eine ehdhte Sekretion bel DR4 positiven
Probanden. Pociot et a. (65) untersuchten die Zellkulturen von 87 Danen mit einer anderen
maoglichen Autoimmunkrankheit, ndmlich den insulinabhéngigen Diabetes mellitus und fan-
den eine Asoziation zu bestimmten HLA-Typen, dem LTA Ncol RFLP und dem TNFa Mik-
rosatelliten zur TNFa-Sekretion. Zwel dieser Haplotypen waren DR4 positiv. Unter diesen
wiederum zeigten digenigen mit dem TNFa- und dem TNFB*2-Allel die hochste TNFa-
Sekretion. AulRerdem bemerkten sie @ne vermehrte Stimulierbarkeit bei Probanden, welche
das TNFc,-Allel trugen. Pociot et a. (65) schlossen hieraus auf eine aveite, vom HLA-Typ
unabhéngige Beeinflussung der TNFa-Sekretion. Schon in einer friheren Studie beschreibt
Pociot et a. (37) eine Asziation des TNFB*2-Allel mit einer erhdhten IL-1R3-Produktion bei
Diabetikern. McManus et a. (68) wiesen bal der Untersuchung von 56 Patienten mit Zoéliakie
eine Asziation dieser Krankheit mit dem TNFa Allel nadh, unabhéngig von den damit
asoziierten HLA-Typ. Haeea et a. (69) und Perdriger (71) fanden in getrennten Studien er-
hohte TNFa-Allele gekoppelt mit bestimmten HLA-Typen bal RA-Patienten. So zagte sich
das in der gesamten Patientengruppe ehdhte 107 bp (TNFas) lange Amplifikat gekoppelt zum
HLA-DRB1*0401-Allel, das 99 bp (TNFa&,) lange gekoppelt zum HLA-DRB1*0301-Alldl. In
einer zweiten Studie von Haea et a. (70) in der 181 RA-Patienten aus dem Nordwesten
Englands typisiert wurden, ergab sich unter der Gesamtzahl der weiblichen Probanden erneut
eine sgnifikant erhdhte TNFas Haufigkeit, wohingegen die betroffenen jungen méannlichen
Patienten das TNFa und zusdtzlich das TNFc,-Allel bevorzugt besal’en. M. Gomolka (36)
beschreibt in ihrer Dissertation eine signifikante Erhéhung des 97 bp langen Amplifikats
(Allel 13) in ihrem RA-Kollektiv. In den von mir untersuchten, nicht HLA-typisierten Kol-
lektiv zeigten sich keine der oben genannten As®ziationen. Dies gimmt mit Ergebnissen von
Field et a. (72) Uberein, der in seinem Kollektiv von 98 britischen RA-Patienten zwar eine
Erhéhung des TNFa-Allels feststellte, diese Erhohung lief? sich jedoch nur bel den mit diesen
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Allel im Kopplungsungleichwicht stehenden HLA-DR4-Trégern nacdhweisen. Eine signifi-
kante Erhthung des 107 bp langen Amplifikats (Allel TNFas) und/oder eines bestimmten
TNFc-Allels war nicht zu beobadhten. Letzteres und die unterschiedlichen gefundenen Ergeb-
nise lassen den Schlul® zu, dasseine vom HLA-Typ unabhéngige Suszeptibilitét dieser Allele
eher nicht vorliegt.

Wie bereits dargestellt fand Pociot (65) bel seiner Untersuchung an IDDM-Patienten eine
erhdhte TNFo-Sekretion, wenn unter anderem das TNFB*2 Allel vorlag. Messr et d. (34)
ermittelte bel Stimulation peripherer Blutmonozyten (PBMC) mit Phythaemagglutinin (PHA)
eine ehdhte sekretorische Aktivitat bei TNFB*1-Homozygoten, stellte aber keinen Zusam-
menhang zur TNFa-Expresson fest. Wichelow et al. (73) hingegen erhielten bal ihren Unter-
suchungen mit durch PHA stimulierten PBMC erhohte LTa-Titer bei TNFB*2 homozygoten
und heterozygoten Gesunden. Cabrera @ a. (74) beschreiben bei an mukokutaner Leishmani-
ose Erkrankten eine signifikante Erhdhung des TNFB*1 Allels, eine Infektionserkrankung bei
der zuvor stark erhdhte TNFa-Serumtiter festgestellt worden waren (75). Fugger et al. (76)
berichteten von einer verminderten Frequenz des TNFB*2 Allels in vier verschiedenen Au-
toimmunerkrankungen, darunter auch die RA, welche jedoch nur im Fall des Lupus erythe-
matodes (LE) signifikant waren. Bettinotti et a. (77) bestétigten dieses Ergebnis fir den LE,
dlerdings nur in Zusammenhang mit einem erweiterten Haplotyp, so dass nicht ersichtlich
war, welches Allel fir die Asziation zum LE hauptverantwortlich ist. Ein moglicher Zu-
sammenhang von LTA-RFLP im besonderen des Ncol-RFLP schien somit zu mindestens
denkbar. In dem von mir untersuchten Kollektiv fand sich keine direkte Assziation des Ncol-
RFLP und des ebenfalls meiner Kenntnis nach zu Beginn dieser Studie noch nicht untersuch-
ten AspHI-RFLP des LTa-Gens zur RA. Dieses Ergebnis deht im Einklang mit den Ergebnis-
sen von Campbell et al. (78) und den zu meinen Untersuchungen ca zetgleichen Studien von
Field et a. (72) und Vinasco et a. (79), die éenfalls in ihren RA-Kollektiven keine Aszia-
tionen dieser RFLP im LTa-Gen feststellen konrten.

McGuire d al. (80) berichteten 1994in einer grol3 angelegten Studie mit 376 Malaria-Patien-
ten mit zerebraler Betelligung tber ein 7fach erhdhtes Risko der homozygoten TNF2-Allel-
Tréger schwere neurologische Folgeschdden oder gar den Tod davonzutragen. In Klinischen
Studien war zuvor ein Zusammenhang zwischen den Schweregrad der Malaria und der TNFa.-
Produktion festgestellt worden (81-83). Aus einem Bericht Uber einen Zusammenhang deses
Polymorphismus mit der Induzierbarkeit der TNFa-Produktion, rickfolgerten sie dessen di-
rekte Betelligung an dem Krankheitsgeschehen (84). Eine ehthte Pravalenz des TNF2-Allels
in Verbindung mit HLA-DR3 bel LE wurde éenfalls festgestellt (85). Bel der Untersuchung
einer relativ kleinen Anzahl von RA-Patienten berichteten Danis et a. (86) von einer signifi-
kanten Erhéhung des sltenen TNF2-Alles im Vergleich zur Kontrollgruppe, sowie a@ner da
mit verbundenen erhdhten Produktion von IL-1a bei in vitro stimulierten Monozyten. Diese
Feststellung konrte bei der Untersuchung meines Kollektiv, in Ubereinstimmung mit den
Ergebniseen mehrerer weiterer Studien nicht bestatigt evden (35, 79, 87).
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5.3 Der CD40Ligand, Fehlermdglichkeiten bei der Zuordnung von Mikro-
satellitenallelen

Bei den Ergebnissen des von mir untersuchten Kollektivs fiel zunadst eine statistisch signifi-
kante Haufung der Allele 7 (126 bp) und 8 (124 bp) bel den Erkrankten und eine signifikante
Verminderung des Allels 9 (122 bp) des CD40L-Mikrosatelliten im Vergleich zu der gesun-
den Kontrollgruppe von M. Gomolka auf. Wie schon unter 4.5 erwéahnt, kann es bei der
Amplifikation von Mikrosatelliten auf Grund ungenauer DNS-Kettenverlangerung zur Bil-
dung sogenannter Stotterbanden kommen, die die Auswertung der Ergebnise easchweren
konren. Aul3erdem kann es, da aif Grund der groferen Anzahl der Patienten mehrere Gele
gefahren werden muf3ten bzw. manche Proben wiederholt werden muf3ten, durch verschiedene
Laufeigenschaften des jeweiligen Gels zu Verschiebungen bei der Zuordnung kommen, die
umso schwerwiegender seien kdnren, da es sch bai den untersuchten Mikrosatelliten um Di-
nukleotidwiederholungen aso Wiederholungen von rur zwei Basen handelt. Um solche Ver-
schiebungen zu erkennen, wurde bel jedem Gel eine identische DNS-Probe ds Kontrolle
aufgetragen. Nadh der statistischen Auswertung bestand nun das Problem, dass bei Betradch-
tung der Haufigkeiten zwischen meinem RA-Kollektiv und der Kontrollgruppe von M.
Gomolka ene Verschiebung von einem Dinukleotid bei der jeweiligen Allelzuordnung
auffiel. Ein Umstand der umso schwerer wog, da in diesem datistischen Vergleich ein
dgnifikant erhdhtes Allel direkt neben einem signifikant erniedrigten Allel lag und dadurch
die Mdglichkeit bestand, dass das Ergebnis durch eine falsche Zuordnung der Rohdaten zu
dem einem oder anderem Allel verfascht wurde. Es wurde deshab beschlosen, en
Kontrollkollektiv aus dem Labor fir diesen Mikrosatelliten zu typiseren. Es wurde hier
dieselbe Allelverteilung wie in der Gruppe der RA -Patienten gefunden.

5.4 Der CD40-Ligand, seine Bedeutung bel lmmunreaktionen und Hinweise
auf eine Betelligung bei der RA

Der CD40-Ligand (CD40L) ist ein Mitglied der TNF-Superfamilie bestehend aus unter ande-
ren TNFa, Lymphotoxin o und 3, dem Fas-Liganden und dem CD27-Liganden. Er ist ein Po-
lypeptid aus 261 Aminosduren mit extrazdluléren, transmembranen und zytoplasmatischen
Domanen kodiert auf dem X-Chromosom. Exprimiert wird CD40L vor alem auf aktivierten
Ty-Zellen, des Weiteren auf T-Gedadtniszdlen, Basophilen und Mastzdlen, sowie auf Epi-
thelzdlen des Thymus (88). Sein Gegenstlick, das CD40, wird auf der Oberflache antigenpra
sentierender Zellen wie B-Zellen, Monozyten und dendritischen Zellen exprimiert.

Durie & al. (89) zagte in einem 1993 veroffentlichten in vivo Versuch an Mausen, dassdurch
die Gabe hemmender CD40 Antikorper die Induktion einer Kollageninduzierten Arthritis ver-
hindert werden konnte. Eine Korrelation zwischen dem klinischen Schweregrad und der Hau-
figkeit der CD40-CD40L Interaktion wurde in einer erst kirzlich veréffentlichten klinischen
Studie postuliert (90).

Trifft eine infizierte antigenpréasentierende Zelle aif eine Ty-Helferzdle und kommt es zu
einer Bindung tber CD40 und CD40L so 10st dies die verstarkte Expresson von CD80 (B7.1)
oder CD81 (B7.2) auf der Oberflache der antigenprasentierenden Zelle ais. Beide Molekille
bewirken eine Kostimulierung, die neben der MHC- und T-Zell-Rezeptorbindung fir die In-
duktion der adaptiven Immunantwort notwendig ist. Diese Kostimulierung ist ein Schutz vor
dem Audésen einer Autoimmunregktion, da nur professonelle antigenbindende Zellen und
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nur bestimmte Antigene in der Lage sind eine Kostimulierung auszulésen und ihr Fehlen so-
gar zur Anergie oder Apoptose der gebundenen T-Zelle fuhrt.

Des Weiteren spielt CD40L eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung von Makrophagen
durch Tyi-Lymphozyten und B-Lymphozyten durch Tyo-Lymphozyten. Makrophagen bentti-
gen neben der Stimulierung durch IFNy noch ein zusétzliches Signal zu ihrer Aktivierung.
CD40L welches an CD40 auf der Oberflache von Makrophagen bindet, liefert dieses zweite
zusatzliche Signal, hinsichtlich der grofien Schaden, die &tivierte Makrophagen mittels ihrer
aggressven Mediatoren anrichten kénnen, ein sinnwoller Sicherheitsmedanismus. Membran-
gebundenes TNFo und LTo kOnnen unter gewisen Umstanden CD40L ersetzen. Versuche an
Mausen, bei denen das Gen fur IFNy oder CD40L zerstort wurde, starben an sonst subletalen
Dosen von Mykobakterien, well die Aktivierung der zur Bekdmpfung dieser intrazdlularen
Erreger notwendigen Makrophagen richt gelang. In in vitro Studien wurde die CD40-CD40L
vermittelte Freisetzung von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen u.a. TNFo, Me-
taloproteinasen und Stickstoffmonooxid duch Makrophagen und Synoviafibroblasten bel
Rheumatoider Arthritis nadhgewiesen (91-93). Ebenso wurden kirzlich Hinweise auf eine
Uber CD40L gesteuerte Beteiligung bei der Neovaskularisation entdedkt (94, 95).

Unerl&lich ist CD40L auf der Oberflache von Ty,-Zellen zur Aktivierung von B-Lympho-
zyten. Nachdem eine bewaffnete T-Helferzdle mit einer antigentragenden B-Zelle in Kontakt
getreten ist, fuhrt dies zur Expresson des CD40L auf der T-Zelle und zur Sekretion der B-
Zéellen stimulierenden Zytokine IL-4, IL-5 und IL-6, welche die klonale Expansion der B-
Zéelle anleiten. Mause und Menschen mit Mutationen, die CD40L betreffen, zeigen nur sehr
schwade Antikorperantworten. Im Verlauf der klonalen Expanson werden digenigen B-
Zellen selektiert, die besonders geafische aitigenbindende Antikorper bilden. Wahrend de
niedrigaffinen B-Zellen absterben, proliferieren die hochaffinen und entwickeln sich entweder
zu Plasmazdlen oder zu B-Gedaditniszdlen. Wie Experimente zegten, scheint die CD40-
CD40L-Bindung bel der Bildung von B-Gedadtniszdlen notwendig zu sein. Kommt es nun
zu einer Reinfektion mit dem gleichen Antigen, sind bereits hochaffine B-Zellen vorhanden,
wodurch der Korper den Erreger besser und schneller bekampfen kann. Diese und weitere B-
Zellen unterliegen nun einer weiteren Selektion zu immer mehr spezalisierten B-Zellen, wo-
bei der CD40-CD40L-Kontakt zwischen speafischer B-Zelle und T-Zelle fur die weitere
Proliferation erforderlich ist. Kyburz & a (96) zeigten 1999in einem Tiermodell die wichtige
Bedeutung des CD40 bel der Bildung von Rheumafaktoren. Antagonsierende CD40-Antikor-
per unterbrachen die Rheumafaktorbildung, wohingegen aktivierende Antikorper (in zum
Ausghluld anderer T-Zell vermittelter Faktoren) in T-Zell-geschwaditen Mausen zusammen
mit dem Antigen die Rheumafaktorbildung auslosten.

Eine asétzliche Funktion des CD40L entdedkte man beim X-gekoppelten lymphoproliferati-
ven |mmunschwadesyndrom, bel dem die Patienten hohe |GM-Spiegel jedoch kaum andere
Antikorper-1sotypen aufweisen und vermehrt anféllig flr Erreger wie Pneumocystis carinii
sind. Diese Patienten sind nicht in der Lage Keimzentren zu bilden und die B-Zellen kénnen
keinen Isotypwedhsdl durchftihren. Verantwortlich hierfir ist der defekte CD40L auf der T-
Zelle. Die vermehrte Anfalligkeit fur intrazdluldre Erreger 1a3t sich durch die berets be-
schriebene fehlerhafte Aktivierung von Makrophagen durch Tyi-Zellen erklaren. Auf Epithel-
zdlen und antigenprésentierenden Zellen des Thymus konnte CD40 nadhgewiesen werden,
was zu Spekulationen fluhrte, dass es eventuell bei der negativen Selektion (Eliminierung)
selbstre&tiver T-Zellen im Thymus eine Rolle spielen konnte (97). Wéhrend ihrer Reifung im
Thymus unterliegen die T-Zellen einer positiven und einer negativen Selektion. Wahrend bel
der positiven Selektion alle Zellen tberleben, die mit den exprimierten MHC im Thymus eine
Bindung eingehen konnen (ca 5% aller T-Zellen), werden bel der negativen Selektion alle
Uberlebenden T-Zellen getotet, die ene Redtion gegen endogene Antigene zegen. Fir die
positive Selektion zeigen sich die kortikalen Thymusepithelzdlen verantwortlich. Die nega
tive Selektion kann unter Mithilfe verschiedener Zelltypen erfolgen, unter anderem dendriti-
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schen Zellen und Makrophagen (97). Um die negative Selektion zu untersuchen, bediente
man sich endogener viraler Superantigene, die zB. von Zellen der Maus exprimiert werden,
die mit dem Mammatumorvirus (MMTV) infiziert sind und in deren DNS die virde DNS
integriert wurde. Diese Superantigene binden direkt auf3erhalb der eigentlichen Bindungsgel-
len an bestimmte vi3-Domanen des T-Zell-Rezeotors und einem MHC-Molekil der Klass Il
der antigenprasentierenden Zelle und sind in der Lage, injiziert in nicht befallene Méuse, dort
starke Immunregktionen auszulésen. Die integrierte virale DNS wird von Mausegeneration zu
Mausegeneration weitervererbt. Die bereits befalenen Mause zegen keine Immunredktion, da
wahrend der negativen Selektion alle T-Zellen eiminiert wurden, die die vi3-Domanen besa-
Ren, an welche das jewellige Superantigen hinden kann. Es gibt Hinweise, dass der CD40L
bei der negativen Selektion eine Rolle spielt. So konnte die Deletion von normalerweise
eliminierten superantigenbindenden Vi3-Doménen unter Gabe von antagonisierenden CD40L-
Antikorpern verhindert werden (88). Es zagt sich somit, dass es viele Moglichkeiten und
Hinweise fir eine Betelligung des CD40-CD40L Komplex bei der Entstehung und Aufredht-
erhaltung autoredtiver Redktionen bel der rheumatoiden Arthritis gibt. Ein monoklonaler
CD40L Antikorper zur Behandlung einer anderen Autoimmunerkrankung, des g/stemischen
Lupus erythematodes, befindet sich bereitsin der Erprobung (99).

5.5 Interleukin 1, neben TNFa herausragendes Zytokin bei der RA

Neben TNFa ruckt zunehmend auch Interleukin 1 als pathogenetisch relevantes Zytokin ins
Interesse der Forschung und neuer therapeutischer Entwicklungen. Interleukin 1 liegt beim
Menschen in zwel Isoformen dem Interleukin 1o und 113 vor. Beide Formen unterscheiden
sich betradntlich in ihrer Aminosauresequenz binden jedoch an die gleichen Rezeptoren, wenn
gleich mit unterschiedlicher Affinitét. Interleukin 1 wird von Makrophagen, Fibroblasten, En-
dothelzdlen, Keratinozyten und anderen gebildet. Wahrend das IL-1R hauptsadilich as 16di-
cher Mediator vorliegt, kommt IL-10 vor allem membrangebunden vor. Im Thymus ist IL-1
an der Reifung von T-Zellen betelligt. Reife T-Zellen werden vom IL-1 zur Bildung weiterer
Zytokine angeregt. IL-1 und TNFa induzieren die Expression von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzdlen, sowie die Freisetzung weiterer proinflammmetorischer Zytokine aus
Makrophagen und Monozyten. In der Leber bewirkt IL-1 de Bildung der Akut-Phase-
Proteine. Bisher sind zwei |L-1-Rezeptoren bekannt, genannt IL-1 Rezeotor Typ | und Il. Da
Uber den IL-1 lI-Rezeptor keine Signalweiterleitung zu erfolgen scheint, wird ihm durch
kompetitive Hemmung eine schiitzende Funktion zugeschrieben, er wird deshalb auch als
deay (Lockvogel) Rezeptor bezachnet (99). Exprimiert werden sie in einer Zahl von 500~
5000 auf sehr vidlen Zelen, hauptsddilich auf T-Zellen, Fibroblasten, Keratinozyten,
Endothelzdlen und Chondrozyten. lhre Expresson auf Synovialzdlen bei RA-Patienten
wurde nachgewiesen (100). Die Wirkungen von Interleukin 1 und TNFa wurden in den

letzten Jahren in zahlreichen in wvitro und in vivo sowie verschiedenen Tiermodellen
untersucht, mit zum Teil auch widerspriichlichen Interpretationen. Ubereinstimmung herrscht
insofern, dass ®wohl TNFa als auch IL-1 as die wesentlichen inflammatorischen Zytokine
bei der RA gelten. Hohe Konzentrationen beider Zytokine konnten in der Synovia bel RA-
Patienten festgestellt werden (101). Bei Kklinischen Studien am Menschen mit verschiedenen
TNFa-Inhibitoren wurden Ubereinstimmend gue Ergebnise eazielt. Uber den Nutzen in
Hinblick auf die voranschreitenden gelenkzerstérenden Prozesse herrschen jedoch diverse
Meinungen. TNFa wird eine Funktion bei der Kontrolle anderer inflammatorischer Zytokine
hierunter auch IL-1 zugeschrieben, Ergebnise die von anderer Seite aimindest in Frage
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gestellt werden, ebenso die protektive Wirkung seiner Inhibitoren auf die Knorpelschadigung
(102.

Als wesentlicher Faktor bei der Knorpelschadigung erscheint das Interleukin 1. Erhohte Zyto-
kinspiegel beider Isoformen konnten in der Synoviafliissgkeit von RA-Patienten nachgewie-
sen werden (103), wie auch ihre mRNS in Makrophagen an der Knorpel-Pannus Grenze
(104). Erhohte Spiegel des Zytokins schienen mit dem radiologisch und athroskopisch be-
stimmten Ausmald der Knorpelschadigung zu korrelieren (102). In vivo Studien, bel denen
TNFa und IL-1 in die Kniegelenke von Mausen injiziert wurden, zeigten eine 100fadhe stér-
kere Proteoglykansyntheschemmung duch IL-1 im Vergleich zu TNFa, ohne wesentlichem
Unterschied zwischen den beiden Isoformen (102). Transgene Mausen mit erhdhter IL-1a-
Ausghitttung zeigten ale Zeichen einer destruierenden Arthritis (105. Bei transgenen Mau-
sen mit erhdhter TNFa-Aktivitédt konnte der destruktive Gelenkprozed nadh Gabe von
Antikdrpern gegen IL-1 zum Stillstand gebracht werden, ohne die TNFa-Spiegel zu senken
(102. Bel Antigen-induzierter Arthritis konnte durch Gabe von IL-1 speafischen Antikdrpern
oder durch Gentransfer des Interleukin-Rezeptorantagonisten (IL-1Ra) die Proteoglykan-
synthesehemmung der Chondrozyten aufgehoben werden (102), wobel die besten Ergebnisse
durch Gabe von Antikérper gegen beide Isoformen erreicht wurden. Ahnliche Ergebnise
erhielt man auch bei Gabe von IL-1-Antikorpern bei Kollageninduzierter Arthritis, wobei
wiederum die besten Ergebnise durch Blockierung beider Isoformen erreicht wurden. Die
Hemmung des IL-1R zagte sich jedoch bedeutend effizienter. Auch lief3en sich deutliche
Verbesserungen hinsichtlich des Knorpelschadens erreichen. IL-1a scheint vor allem in der
Anfangsphase @ne Rolle a1 spielen (102). In Versuchen mit durch Bakterien und Hefebe-
standtellen induzierten Gelenkentziindungen zegten sich die destruktiven Eigenschaften des
IL-1 duch Stickstoffmonooxid (NO) vermittelt. NO hemnt in Versuchen die Entstehung von
Knorpelmatrixmolekilen und verstérkte die Aktivitdt der Metalloproteinasen (106, 107).
Dartiber hinaus wurde die Synthese von IL-1Ra durch Chondrozyten vermindert (108).
Ebenso konnte in diesem Modell die Proteoglykansynthesehemmung im frihem Stadium bei
IL-113 ,knock out“ M&usen durch zusétzl iche Gabe von IL-1a-Antikorper vermindert werden.
(102. Von anderer Seite wird eine Betelligung von Onkogenen und de verminderte Expres-
sion Apoptose-induzierender Oberflachenmolekilen bei den Pathomedianismen der RA ge-
mutmaldt. So finden sich an der Knorpel-Pannus-Grenze pleomorphe, transformiert erschei-
nende Zellen mit grofen Zellkernen, abstammend von Fibroblasten (109). In elektronenmik-
roskopischen Untersuchungen von Fibroblasten an der Knorpel-Pannus-Grenze fanden sich
auffallend wenige Apoptose induzierende Oberflachenmolekile (110, 111). Ihre Expresson
konrte in vitro Studien dosisabhangig durch IL-13 gehemmt werden (112).

In klinischen Studie wurden kirzlich RA Patienten mit IL-1Ra behandelt. Hier war eine deut-
liche Linderung in Hinsicht der Gelenkschwellung, der Schmerzen, des Plasmaspiegels von C
resktiven Protein, der Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit und des subjektiven Be-
schwerdebildes des Patienten nachweisbar (113). AulRerdem zeigte es sch gut vertréglich. In
einer weiteren Studie konnten mittels radiologischer Methoden eine statistisch signifikante
Verlangsamung der Gelenkzerstérung im Vergleich zu einer Placdogruppe festgestellt wer-
den (114). Uber eine Assziation eines |L-1o Promotorpolymorphismus bei der juvenilen
rheumatoiden Arthritis (JRA) wurde berichtet (115. Ein Ergebnis, welches in einer weiteren
Studie nicht bestétigt werden konnte (116). Eine As®ziation enes |L-1A-Polymorphismus
zur RA konnte bisher noch nicht nadhgewiesen werden, wenn es auch Hinweise in erst kirz-
lich veroffentlichten Studien flr eine Bezehung zum Schweregrad der RA gibt (117, 118).
Auch der bisher kaum untersuchte Mikrosatellitenlocus im 5 Intron des IL-1A Gens zdgte in
meinem Kollektiv keine Assoziation zur RA, eine Verbindung zum Schweregrad bliebe noch
Zu untersuchen.
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6. Zusammenfasaing

Eine polygene Ursadhe neben anderen Faktoren bei der Entstehung der Rheumatoiden Arthri-
tis (RA) ist evident. In dieser Arbeit wurden polymorphe DNS-Marker in Kandidatengenen
auf eine Asoziation mit der RA untersucht. Viele Studien haben eine Asziation verschie-
dener Marker des HLA-Komplexes u.a. in der TNF-Region mit Suszeptibilitét fir RA und
anderen Autoimmunerkrankungen nachgewiesen. TNFa und LTa (TNF[3) sind wichtige
proinflammatorische Zytokine. TNFa und IL-1 wirken synergistisch beim Entziindungspro-
zessin RA. Verschiedene Allele wurden fir TNFo und LTa nachgewiesen und individuelle
Punktmutationen mit Unterschieden in der Genexpresson korreliert. Es wurde postuliert, dass
sie unabhangig von der ,shared epitope”’ Hypothese die Ausprégung des Krankheitshildes der
RA beanflussen. Finf DNS-Marker aus dieser Kandidatengenregion, der —308 TNF-Promo-
torpolymorphismus, zwei RFLP aus Intron 1 des LTa-Gens und zwei Mikrosatellitenmarker
TNFa und TNFc, wurden in dieser Studie auf eine Asziation mit RA bel 139 Patienten un-
tersucht. Es wurde keine Assoziation mit Allelen der eng gekoppelten Marker gefunden. Da-
her ist es unwahrscheinlich, dassAllele von TNF und LTA zur Ausprégung der Erkrankung in
der untersuchten Patientengruppe beitragen. Ein Einflul? auf den Schweregrad des Krank-
heitsbildes wurde nicht analysiert. Die Untersuchung des Mikrosatellitenmarkers im [L-1A-
Gen ergab ebenfalls keine Auffélli gkeiten in der Patientenkohorte

Wedhselwirkungen von antigenprasentierenden Zellen und T-Lymphozyten in Synoviage-
webe sollen bei dem chronischen Entziindungsproze3 eine Rolle spielen, dabel sind Interakti-
onen von kostimulatorischen Molekillen, z.B. CD40-CD40L esentiell fur die optimale Zell-
aktivierung. Daher konnen auch kostimulatorische Signale bei der Auddsung und Verstar-
kung der Entzindungsresktionen in der Synovia beteiligt sein. CD40L ist X-chromosomal
kodiert. Eine Studie fand eine Haufung eines Allels des CD40L-Mikrosatelliten bei RA-Pati-
enten. In der hier untersuchten Patientengruppe wurden keine Unterschiede in der Allelver-
tellung gefunden.

Die Untersuchung der Kandidatengene in Bezug auf ihren Beitrag zur Suszeptibilitét fur RA
zagte keine erhdhten Risiken fUr bestimmte Alleltréger auf. Moglicherweise sind sie nur im
Zusammenhang mit gewissen Umweltfaktoren an der Atiopathogenese der RA beteili gt.
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I . Anhang

Kontrollen Mikrosatelli ten

Allelfrequenzen

Locus [Allellange Frauen M anner
(bp)

CD40L N (126 N (23
132 2
130 12 1
128 7 3
126 14 1
124 51 14
122 15 2
120 13 2
118 9
114 2
110 1

TNFa N (236 N (180
119 6 11
117 2
115 41 25
113 30 21
111 6 5
109 1
107 23 18
105 25 23
103 11 18
101 16 5
99 5 5
97 69 40
95 2 7
93 1

IL-1A N (214 N (174
179 1
175 2
173 5 2
171 6 9
169 42 42
167 11 6
165 68 51
163 77 64
161 2

TNFc |Allellange N (350
159 251
161 99
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Kontrollen Restriktionslangenpolymorphismen

Genotypfrequenzen

Ncol RFLP LT A N=179
TNFB*1 20
TNFB*2 81
TNFB1/2 78
AspH | RFLPLTA N =128
AspHI+ 16
AspHI- 56
AspHI+- 56

Ncol RFLP TNFA N=116
TNF 1 66
TNF2 5
TNF1/2 45




[I'1. Anhang

Patientenkoll ektiv (N = 139

Haplotypen

Patient Chromosom |Geschlecht |[TNFa |CD40L |TNFc JIL1A |Ncol B JAspH | 3 [Ncol a
probe 1 1 1 113 118/ 159 163 2 1 1
probe 1 2 1 113 118| 159| 169 2 2 1
probe 2 1 2 97 120| 159| 161 1 2 1
probe 2 2 2 105 161| 167 2 2 1
probe 3 1 1 97 159| 163 1 2 1
probe 3 2 1 101 161| 163 2 2 2
probe 4 1 1 97 130 159 165 2 1 1
probe 4 2 1 97 130| 161] 169 2 2 1
probe 5 1 1 107 124/ 159 163 1 1 1
probe 5 2 1 107 126/ 159| 165 2 2 1
probe 6 1 1 97 126 159| 171 1 1 1
probe 6 2 1 115 126/ 159| 175 2 2 2
probe 7 1 1 97 124/ 159 171 1 1 1
probe 7 2 1 115 124/ 159 175 2 2 2
probe 8 1 1 115 124/ 159 163 2 1 1
probe 8 2 1 115 124 159| 169 2 2 1
probe 9 1 1 97 124 159| 163 1 2 2
probe 9 2 1 97 124 159| 169 1 2 2
probe 10 1 1 97 122 161] 161 2 2 1
probe 10 2 1 97 134 161] 167 2 2 1
probe 11 1 1 97 124/ 159 163 2 2 1
probe 11 2 1 115 124/ 161 163 2 2 1
probe 12 1 2 89 159| 163 2 1 1
probe 12 2 2 89 159| 169 2 1 1
probe 13 1 1 97 124/ 159 163 1 1 2
probe 13 2 1 115 126/ 159| 165 2 2 2
probe 14 1 1 97 126/ 159 165 2 1 1
probe 14 2 1 97 126| 159| 169 2 2 2
probe 15 1 1 97 122| 159 165 2 1 1
probe 15 2 1 115 130 161 165 2 2 1
probe 16 1 1 101 118/ 159 163 1 2 1
probe 16 2 1 101 122| 159 165 1 2 1
probe 17 1 2 126/ 159 165 1 1 1
probe 17 2 2 159| 167 2 2 1
probe 18 1 1 113 124/ 159 163 2 1 1
probe 18 2 1 113 124/ 159 163 2 1 1
probe 19 1 1 101 124/ 159 165 1 2 1
probe 19 2 1 105 132 159| 169 1 2 1
probe 20 1 1 97 124 159| 163 1 1 2
probe 20 2 1 113 124 159| 165 2 2 2
probe 21 1 2 113 124/ 159 165 2 1 1
probe 21 2 2 117 159| 169 2 1 1
probe 22 1 2 97 124 159| 163 1 2 2
probe 22 2 2 97 159| 165 2 2 2
probe 23 1 1 97 124 159| 163 1 1 2
probe 23 2 1 115 130 159 163 2 2 2
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Patient Chromosom |Geschlecht |[TNFa |CD40L |TNFc JIL1A |Ncol B JAspH | 3 [Ncol a

probe 24 1 1 97 161| 169 2 2 1
probe 24 2 1 105 161| 169 2 2 1
probe 25 1 1 97 126| 159| 169 1 2 1
probe 25 2 1 105 128| 159| 169 1 2 2
probe 26 1 1 113 118/ 159 163 2 1 1
probe 26 2 1 113 124 159| 163 2 1 1
probe 27 1 1 107 124/ 159 165 1 1 1
probe 27 2 1 107 130| 159| 169 2 2 1
probe 28 1 1 126/ 159| 165 1 2 2
probe 28 2 1 126/ 159 169 2 2 2
probe 29 1 2 97 126/ 159| 165 1 1 1
probe 29 2 2 113 159/ 169 2 2 2
probe 30 1 1 115 124/ 159 163 2 1 1
probe 30 2 1 115 128| 159| 169 2 1 1
probe 31 1 1 103 124/ 159 163 1 2 1
probe 31 2 1 109 126/ 161 163 2 2 1
probe 32 1 1 103 124 159| 163 1 2 1
probe 32 2 1 107 122 161| 169 2 2 1
probe 33 1 1 101 126/ 159| 163 1 2 1
probe 33 2 1 105 126/ 161| 169 2 2 1
probe 34 1 1 97 126/ 159| 163 2 1 1
probe 34 2 1 119 126/ 161| 165 2 2 1
probe 35 1 2 97 130 159 1 2 1
probe 35 2 2 101 167 2 2 1
probe 36 1 1 101 118/ 159 163 1 2 1
probe 36 2 1 111 124/ 159 165 1 2 1
probe 37 1 1 101 124/ 159 165 1 1 1
probe 37 2 1 111 124\ 159 167 2 2 1
probe 38 1 1 95 120/ 159 165 1 1 1
probe 38 2 1 111 122| 159| 165 2 2 2
probe 39 1 1 97 130 159| 163 2 1 1
probe 39 2 1 109 130 161 165 2 2 2
probe 40 1 1 103 120| 159| 163 1 2 1
probe 40 2 1 103 124 161] 169 2 2 1
probe 41 1 2 105 124/ 159 163 1 1 1
probe 41 2 2 113 159| 169 2 2 1
probe 42 1 2 101 124/ 161 165 2 2 1
probe 42 2 2 111 161| 169 2 2 1
probe 43 1 1 97 120| 159| 163 2 1 1
probe 43 2 1 111 124/ 161 165 2 2 1
probe 44 1 1 95 126/ 159 165 1 2 1
probe 44 2 1 101 126| 161| 169 2 2 1
probe 45 1 1 103 118/ 159 165 1 2 1
probe 45 2 1 111 128/ 161 165 2 2 2
probe 46 1 2 101 118/ 159 163 1 1 1
probe 46 2 2 117 159| 169 2 2 2
probe 47 1 1 101 120/ 159 165 1 1 1
probe 47 2 1 113 126| 159| 169 2 2 2
probe 48 1 1 103 124/ 159 163 2 1 1
probe 48 2 1 113 124 161] 169 2 2 1




[I'1. Anhang
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Patient Chromosom |Geschlecht |[TNFa |CD40L |TNFc JIL1A |Ncol B JAspH | 3 [Ncol a

probe 49 1 1 97 128| 161| 163 2 2 1
probe 49 2 1 97 128/ 161| 163 2 2 1
probe 50 1 2 101 124\ 159 167 1 2 1
probe 50 2 2 105 159| 169 1 2 2
probe 51 1 1 95 120/ 159 163 1 2 1
probe 51 2 1 99 124 161] 167 2 2 1
probe 52 1 1 95 124 161| 163 2 2 1
probe 52 2 1 95 124 161| 163 2 2 1
probe 53 1 1 103 118/ 159 165 1 1 1
probe 53 2 1 113 118/ 159 165 2 2 1
probe 54 1 1 95 118 161| 169 2 2 1
probe 54 2 1 95 126| 161] 171 2 2 1
probe 55 1 2 99 120/ 159 165 1 1 1
probe 55 2 2 111 159| 165 2 2 2
probe 56 1 2 111 124/ 159| 169 2 2 1
probe 56 2 2 111 159| 169 2 2 1
probe 57 1 2 95 120| 161] 167 2 2 1
probe 57 2 2 101 161| 169 2 2 1
probe 58 1 1 103 124/ 159| 169 1 1 1
probe 58 2 1 113 130| 159| 169 2 2 1
probe 59 1 1 95 124/ 159 163 1 2 1
probe 59 2 1 103 130| 159| 167 1 2 2
probe 60 1 1 97 128| 159| 165 2 1 1
probe 60 2 1 105 128| 159| 165 2 1 1
probe 61 1 2 95 122 159| 165 1 2 1
probe 61 2 2 101 161| 167 2 2 2
probe 62 1 2 111 122| 159| 163 2 1 1
probe 62 2 2 111 159| 163 2 1 1
probe 63 1 1 113 124/ 159 169 2 1 1
probe 63 2 1 113 130| 159| 169 2 1 1
probe 64 1 1 95 130 161| 163 2 2 1
probe 64 2 1 95 130| 161] 167 2 2 1
probe 65 1 2 95 124 159| 163 1 2 1
probe 65 2 2 103 161| 163 2 2 1
probe 66 1 1 95 124/ 159 163 1 1 1
probe 66 2 1 105 128/ 161 165 2 2 2
probe 67 1 1 95 124/ 159 163 1 2 1
probe 67 2 1 103 124 161] 169 2 2 1
probe 68 1 1 95 122| 159| 163 1 2 1
probe 68 2 1 103 122| 161 165 2 2 1
probe 69 1 2 97 136/ 161 163 2 2 1
probe 69 2 2 111 161| 167 2 2 1
probe 70 1 97 120/ 159 165 1 1 1
probe 70 2 113 120 159 169 2 2 2
probe 71 1 1 103 120/ 159 165 1 1 1
probe 71 2 1 111 122| 159| 169 2 2 1
probe 72 1 1 107 120/ 159 163 2 1 1
probe 72 2 1 113 124/ 161 165 2 1 1
probe 73 1 97 120| 159| 161 1 2 1
probe 73 2 97 130 161 171 2 2 2
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Patient Chromosom |Geschlecht |[TNFa |CD40L |TNFc JIL1A |Ncol B JAspH | 3 [Ncol a

probe 74 1 2 101 124/ 159 165 1 1 1
probe 74 2 2 105 159| 169 2 2 2
probe 75 1 1 105 124/ 159 165 1 1 1
probe 75 2 1 113 124/ 159| 169 2 2 1
probe 76 1 1 103 124/ 159 163 1 1 1
probe 76 2 1 113 124 161] 169 2 2 1
probe 77 1 1 97 124\ 159 167 1 1 1
probe 77 2 1 111 124/ 159| 169 2 2 2
probe 78 1 105 124/ 159 163 2 1 1
probe 78 2 117 124/ 161 165 2 1 1
probe 79 1 1 97 124/ 159 165 2 1 1
probe 79 2 1 113 130| 161] 169 2 2 1
probe 80 1 2 101 124 159| 163 1 2 1
probe 80 2 2 105 159| 171 1 2 1
probe 81 1 1 103 120/ 159 165 1 1 1
probe 81 2 1 113 124/ 159 165 2 2 1
probe 82 1 1 105 122| 159 165 2 1 1
probe 82 2 1 111 128/ 159 165 2 1 1
probe 83 1 1 97 124 161| 163 2 2 1
probe 83 2 1 97 124 161] 171 2 2 1
probe 84 1 2 97 124/ 159 165 1 1 1
probe 84 2 2 105 159| 169 2 2 2
probe 85 1 1 97 124/ 159| 161 2 1 1
probe 85 2 1 117 132] 161| 163 2 2 1
probe 86 1 1 105 110 159 169 2 1 1
probe 86 2 1 113 130| 159| 169 2 1 1
probe 87 1 2 97 124 159| 163 2 1 1
probe 87 2 2 113 161| 165 2 2 1
probe 88 1 1 97 122| 159| 163 1 1 1
probe 88 2 1 113 124 159| 165 2 2 2
probe 89 1 1 97 124/ 161| 161 1 2 1
probe 89 2 1 103 130 161 163 2 2 1
probe 90 1 1 103 120 159 167 1 1 1
probe 90 2 1 111 130| 159| 169 2 2 1
probe 91 1 2 111 126/ 159 163 2 1 1
probe 91 2 2 111 159| 163 2 1 1
probe 92 1 1 111 124/ 159| 161 2 1 1
probe 92 2 1 111 126/ 161| 163 2 1 1
probe 93 1 2 105 124 159| 163 2 1 1
probe 93 2 2 113 159| 165 2 1 1
probe 94 1 2 97 126/ 159| 165 2 1 1
probe 94 2 2 113 161| 165 2 2 1
probe 95 1 1 97 126| 159| 169 1 2 1
probe 95 2 1 103 126| 161 171 2 2 2
probe 96 1 1 111 126/ 159 161 2 1 1
probe 96 2 1 113 126/ 161| 163 2 1 1
probe 97 1 2 107 126/ 159| 163 2 1 1
probe 97 2 2 115 159| 169 2 1 1
probe 98 1 101 124/ 159 163 1 1 1
probe 98 2 113 124/ 159 163 2 2 2
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Patient Chromosom |Geschlecht |[TNFa |CD40L |TNFc JIL1A |Ncol B JAspH | 3 [Ncol a

probe 99 1 1 97 124 159| 165 1 2 2
probe 99 2 1 97 124 159| 165 1 2 2
probe 100 1 2 105 126/ 159| 163 2 1 1
probe 100 2 2 113 159| 163 2 1 1
probe 101 1 1 109 124/ 159 163 2 1 1
probe 101 2 1 115 132| 159 163 2 1 1
probe 102 1 1 101 122| 159| 163 1 2 2
probe 102 2 1 101 126/ 159| 165 1 2 2
probe 103 1 1 103 126/ 159 163 1 1 1
probe 103 2 1 111 126| 159| 169 2 2 1
probe 104 1 1 113 120/ 159 163 2 1 1
probe 104 2 1 115 124/ 159| 169 2 1 1
probe 105 1 1 105 124/ 159 163 1 1 1
probe 105 2 1 113 124/ 159| 169 2 2 1
probe 106 1 2 101 130 159 169 1 1 1
probe 106 2 2 111 159| 169 2 2 2
probe 107 1 2 124 159| 163 2 1 1
probe 107 2 2 161| 165 2 2 1
probe 108 1 2 97 124 159| 163 1 2 1
probe 108 2 2 105 161| 163 2 2 1
probe 109 1 1 97 122 159| 163 1 2 2
probe 109 2 1 101 132| 159 169 1 2 2
probe 110 1 1 97 124/ 159 165 1 2 1
probe 110 2 1 105 124/ 161| 169 2 2 1
probe 111 1 2 97 130 161| 161 2 2 1
probe 111 2 2 97 161| 167 2 2 1
probe 112 1 1 105 159/ 161 1 2 1
probe 112 2 1 105 159/ 161 1 2 1
probe 113 1 2 101 124/ 159 163 1 2 1
probe 113 2 2 105 159| 169 1 2 2
probe 114 1 1 101 159/ 163 1 1 1
probe 114 2 1 119 159 167 2 2 1
probe 115 1 2 95 124/ 159 163 1 2 2
probe 115 2 2 107 161| 163 1 2 2
probe 116 1 97 159| 163 2 1 1
probe 116 2 115 161| 165 2 2 1
probe 117 1 1 97 124/ 159| 169 2 1 1
probe 117 2 1 113 124/ 161 175 2 2 1
probe 118 1 1 97 124/ 159 163 2 2 1
probe 118 2 1 113 124/ 161| 169 2 2 1
probe 119 1 2 115 124/ 159 163 2 1 1
probe 119 2 2 115 159| 163 2 1 1
probe 120 1 1 115 124/ 159 163 2 1 1
probe 120 2 1 115 138| 159 165 2 1 1
probe 121 1 1 97 120/ 159 163 2 1 1
probe 121 2 1 115 126/ 161 163 2 2 1
probe 122 1 1 97 126/ 159| 163 2 1 1
probe 122 2 1 115 126/ 161| 163 2 2 1
probe 123 1 2 115 124\ 159 159 2 1 1
probe 123 2 2 115 159| 165 2 1 1




[I'1. Anhang

Patient Chromosom |Geschlecht |[TNFa |CD40L |TNFc JIL1A |Ncol B JAspH | 3 [Ncol a
probe 124 1 1 105 124 159| 165 1 2 1
probe 124 2 1 105 128| 161] 169 2 2 1
probe 125 1 2 107 124 159( 165 2 2 1
probe 125 2 2 113 159| 169 2 2 1
probe 126 1 1 103 124 159( 163 2 1 1
probe 126 2 1 115 124 161| 169 2 2 1
probe 127 1 1 97 124 161| 163 2 2 1
probe 127 2 1 101 124 161| 165 2 2 1
probe 128 1 1 97 132 159| 169 1 2 1
probe 128 2 1 105 132 161| 169 2 2 1
probe 129 1 2 101 132 159 169 1 1 1
probe 129 2 2 113 159| 169 2 2 1
probe 130 1 1 101 124 159| 165 1 1 1
probe 130 2 1 117 130 159| 173 2 2 2
probe 131 1 1 122| 159| 163 1 2 1
probe 131 2 1 124 159| 169 1 2 2
probe 132 1 1 111 124 159( 163 2 1 1
probe 132 2 1 115 126 161| 163 2 1 1
probe 133 1 1 113 124 159| 163 2 1 1
probe 133 2 1 115 126 159( 163 2 1 1
probe 134 1 1 97 159( 165 1 2 1
probe 134 2 1 105 159| 165 1 2 2
probe 135 1 1 113 120 159( 165 2 1 1
probe 135 2 1 113 126 159( 169 2 1 1
probe 136 1 2 97 124 159 161 2 1 1
probe 136 2 2 107 161| 161 2 2 1
probe 137 1 1 97 122 161| 161 1 2 1
probe 137 2 1 107 126/ 161 163 2 2 2
probe 138 1 1 103 126 159( 163 1 1 1
probe 138 2 1 115 126/ 159 163 2 2 2
probe 139 1 1 103 124 159( 163 1 2 1
probe 139 2 1 103 128/ 159 169 1 2 2
L egende:
Geschledit: 1 = Frauen

2 =Manner
Ncol 3 1=Alled TNFB*1

2 =Alld TNFB*2
AspH | 3: 1=Alld TNFB*2.1

2=Alld TNFB*2.2
Ncol o 1=Alld TNF1

2=Alld TNF2

Chromosomzuordnung will kirlich
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dem Institut fur Humangenetik hergestellt hat, die Arbeit zusammen mit Frau Prof. Weil3
mitbetreut hat und des®n Unterstiitzung ich mir wdhrend dergesanten Zeit immer Gewiss
seien durfte.

Danken mdchte ich aufl3erdem allen Mitarbeitern des Laborsim Institut fir Humangenetik,
namentlich erwdhnt seien vor alem Dagmar und Armin die mir als molekularbiologischen
Laien in der Anfangsphase der Arbeit wertvolle Hilfen bei der praktischen Durchfiihrung
waren und mir halfen unnitige Fehler zu vermeiden. Matthias, Markus und Eve bel der Arbeit
mit den Mikrosatelliten. Matthias im besonderen nochmals fur die Hilfe bel der statistischen
Auswertung der Ergebnisse.

Weiterhin mdchte ich ausdriicklich Professor Eckehard Albert danken. Erstensfur die
Moglichkeit an seinem Labor die Typisierung der Mikrosatdli ten durchzufihren. Zwetens
fur die unkomplizierte Beratstelung der Datender Kontroll gruppe des TNFc-

Mikrosatelli ten.
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