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Einleitung 3

1 Einleitung

1.1 Lupus erythematodes

Der so genannte ,Lupus erythematodes (LE) ist eine nicht-organspezifische
Autoimmunerkrankung und gehort zur groen Krankheitsgruppe der Kollagenosen.

Den unter diesem Begriff zusammengefassten Krankheitsbildern ist gemeinsam, dass sie sich
in generalisierter Form vor allem am Bindegewebe abspielen und morphologisch #hnliche
Verdnderungen zeigen (22). Weitere Beispiele sind die Poly- und Dermatomyositis, die
systemische Sklerodermie, das Sjogren-Syndrom sowie deren Uberlappungsformen.

Der Terminus ,,Kollagenose* wird heute zunehmend von dem Begriff ,rheumatologisch-
immunologische Systemerkrankungen® abgelost.

Definitionsgemif} ist der Lupus erythematodes eine Systemerkrankung der Haut und des
Gefissbindegewebes mit Vaskulitis/Perivaskulitis der kleinen Arterien und Arteriolen,
verbunden mit Bildung bestimmter Autoantikdrper und Ablagerungen von Immunkomplexen
(22).

Die Haut ist in der Regel immer betroffen, doch theoretisch gesehen kann dariiber hinaus

auch jedes weitere Organ an den Folgen der Vaskulitis beteiligt sein.

Je nach Muster des Organbefalls unterscheidet man verschiedene Verlaufsformen des Lupus

erythematodes hinsichtlich ihrer Klinik und Prognose (18, 21):

e Kutaner Lupus erythematodes (CLE) mit meist ausschlieBlichem Befall der Haut, in
akuter, chronischer und intermittierender Verlaufsform, mit allenfalls geringer
Einschrinkung der Lebenserwartung,

e Subakut kutaner Lupus erythematodes (SCLE) mit Hautsymptomatik und in der Regel
milder Organbeteiligung bei ausgeprigter Photosensibilitét,

e Systemischer Lupus erythematodes (SLE) mit ausgeprigter Organbeteiligung und

infauster Prognose.
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1.1.1 Kutaner Lupus erythematodes (CLE)

Bei dem kutanen Lupus erythematodes (CLE), dessen Befall betont die Haut betrifft,
unterscheidet man akute, subakute, chronische und intermittierende Verlaufsformen (21, 38).
Der subakut kutane Lupus erythematodes (SCLE) wird in einem eigenen Unterkapitel
beschrieben.

Die akute Form (akut kutaner Lupus erythematodes ACLE) kann sowohl lokal begrenzt als
auch generalisiert auftreten. Sie kann eine eigene Krankheitsentitét sein oder im Gefolge jeder
anderen Lupusverlaufsform in Erscheinung treten. Meist handelt es sich dabei um
voriibergehende, odematdse, zum Teil polsterartig infiltrierte Erytheme, die meist ohne
Narbenbildung oder bleibende Hyperpigmentierungen abheilen.

Bei der chronischen Verlaufsform ist es notig, eine weitere Differenzierung in Untergruppen
vorzunehmen.

Am hidufigsten findet sich hier der so genannte diskoide Lupus erythematosus (DLE),
gekennzeichnet durch scharf begrenzte, elevierte Plaques, die zu Ulzeration neigen und
ausgesprochen beriihrungssensibel sind. Sie bestehen meist lange Zeit und heilen unschon
vernarbend mit zentraler Atrophie ab.

Ist vor allem die Haut oberhalb des Halses betroffen, spricht man von einer lokalisierten
Auspriagung, ist zusitzlich auch die Haut von Stamm und Extremitéten beteiligt, gilt sie als
generalisiert.

Sonderformen sind der follikuldre DLE, der mit weniger als 1 Zentimeter grofen,
erythematosen, follikelgebundenen Papeln vor allem unter Betonung der Ellenbdgen in
Erscheinung tritt und der verrukose DLE.

Patienten mit DLE sind meist im Alter zwischen zwanzig und vierzig Jahren, mit einer
Geschlechtsverteilung weiblich:médnnlich wie 3:2. Nachweise systemischer Antikorper im
Serum lassen sich in der Regel nicht erbringen.

In etwa fiinf bis zehn Prozent jedoch geht ein rein auf die Haut beschrinkter DLE in einen

systemischen LE mit Organbeteiligung und Autoantikorperbildung iiber.

Weitere Ausprdgungsformen des chronischen kutanen LEs sind die Lupus-Pannikulitis und
der Lupus profundus (LEP) (Pannikulitis plus DLE). Hier finden sich vor allem bei
weiblichen Patienten schmerzhafte, derbe, blaurote subkutane Knoten von ein bis drei

Zentimeter Durchmesser an Oberarmen, Oberschenkeln, Brust, Hals oder im Kopfbereich.
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Lisst die damit einhergehende Entziindung in der Subkutis nach, bilden sich wurstformige

Einziehungen, die einer Fettgewebsatrophie dhneln.

Druckschmerzhafte blaurote Plaques an akralen Stellen wie Nase, Ohren, Fingern, Zehen,
Knien und Ellenbogen, die zu Fissurbildung und Ulzeration neigen, sind das Kennzeichen des
Chilblain Lupus (CHLE) (,,Frostbeulen®).

Durch massiv ausgepridgte dermale Muzinablagerung kommt es bei der intermittierenden
Verlaufsform des kutanen LEs, dem Lupus tumidus (LET), vor allem bei ménnlichen
Patienten im Alter von dreiig bis vierzig Jahren zu urtikariellen Hauterscheinungen, die
bevorzugt an lichtexponierten Stellen auftreten.

Gelegentlich sind die Schleimhdute von Mundhohle, Nase, Augen, Anus und Genitale von
DLE-édhnlichen Hautverdnderungen betroffen. Man spricht dann von einem mukdsen Lupus.
Dieser ist oft nur schwer von den oralen Ulzerationen im Gefolge eines systemischen LEs

abzugrenzen (25).

1.1.2 Subakut kutaner Lupus erythematodes (SCLE)

Der subakut kutane Lupus erythematodes (SCLE) nimmt hinsichtlich Klinik und Prognose
eine Mittelstellung zwischen dem auf die Haut beschrinkten CLE und dem organmanifesten
SLE ein. Betroffen sind meist Frauen in mittlerem Lebensalter.

Im Vordergrund stehen auch hier die Hauterscheinungen. Typisch fiir den SCLE sind nicht-
vernarbende papulosquamdse (psoriasiforme) und/oder ringformige Plaques in symmetrischer
Verteilung vor allem auf lichtexponierter Haut.

Prédilektionsstellen sind dementsprechend die Schultern, der obere Riicken, die Streckseiten
der Arme, das Dekolletee und der Nacken. Die Gesichtshaut ist zumeist frei.

Allgemeines Krankheitsgefithl, Myalgien und Arthralgien imponieren Kklinisch als
Systembeteiligung. Selten finden sich begleitend ein Sjogren-Syndrom oder eine
Nierenbeteiligung.

Bei einer Mehrzahl der Patienten ist im Serum der Titer fiir Anti-Ro/SSA-Antikorper deutlich
erhoht und es lasst sich das HLA-Antigen DR3 nachweisen (25).
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1.1.3 Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) betrifft mit einer Geschlechtsverteilung von 10:1
vor allem Frauen im gebirfihigen Alter.

Die meist ausgeprigte Multiorganbeteiligung geht mit einer ernsten Prognose einher, die
Lebenserwartung wird besonders durch eine manifeste Nierenschiddigung stark verkiirzt.
Hilfreich zur Diagnosestellung sind die vom American College of Rheumatology (ACR)
definierten Kriterien, von denen mindestens vier erfiillt sein miissen (71).

Sie spiegeln in Verbindung mit Allgemeinbeschwerden wie Fieber, Schwiche,
Gewichtsverlust und Lymphknotenschwellungen das weite Spektrum der durch die Vaskulitis
induzierten Organbeteiligung wieder.

Neben charakteristischen Hautveridnderungen wie dem zentrofazial lokalisierten
»Schmetterlingserythem, DLE-dhnlichen Plaques, oralen oder nasalen Schleimhaut-
ulzerationen sowie einer ausgepriagten Photosensibilitit sind vor allem serologische Parameter
wegweisend.

Antikorper gegen Bestandteile aus dem Zellkern, so genannte antinukledre Antikorper
(ANA), sind in 95% der Fille stark erhoht. In weiterer Differenzierung ldsst sich meist
feststellen, dass diese Antikorper sich vor allem gegen Doppelstrang-DNA, Smith-Antigen,
Histone und Phospholipide richten. Himatologische Befunde wie Thrombopenie,
Leukopenie, Lymphopenie oder eine Coombs-positive hdmolytische Anidmie sind zumeist
autoantikdrperinduziert.

Bei 60% der SLE- Patienten duflert sich eine Beteiligung des zentralen Nervensystems durch
Vigilanzdefizite, epileptische Anfille, Apoplexe, Depressionen oder neuropsychiatrischen
Symptomen (22).

Prognosebestimmend sind in der Regel die vielfiltigen Auspridgungen der Nierenbeteiligung,
charakterisiert durch variable klinische und labormedizinische Zeichen. Zugrundeliegend ist

eine Immunkomplex-Nephritis, die mit vielfdltigen glomeruldren Verinderungen einhergeht.

Nicht unbedeutend sind auch die Folgen der GefiBentziindung an den Gelenken in Form einer
nicht-erosiven Arthritis, hdufig verbunden mit ausgeprigten Myalgien, sowie an den serdsen
Hiuten von Lunge und Herz (Pleuritis/ Perikarditis) mit Pleura- und Perikarderguss.

Die hiufigsten Todesursachen sind bei einer 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von bis

zu 90% Urdmie, Herzversagen, neurologische oder septische Komplikationen (22, 25).
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1.2 Multifaktorielle Atiopathogenese des Lupus erythematodes

Der Lupus erythematodes ist eine nicht-organspezifische Autoimmunerkrankung bislang
unbekannter Atiologie.

Bestimmte Umweltfaktoren wie Viren, Medikamente, Chemikalien, UV-Strahlung oder
Erndhrung bewirken im Zusammenspiel mit einer gleichzeitig vorhandenen genetischen
Disposition eine Veridnderung in der Regulation der Immunantwort (25).

Die daraus resultierende Storung der Selbst- und Fremderkennung &duflert sich in einer
tiberschieBenden Produktion von Autoantikorpern, nicht-organspezifischen Komplement-

bindungsreaktionen und einer verminderten zelluldren Immunitét.

Die Autoantikorper bei Lupus erythematodes sind im Gegensatz zu anderen
Autoimmunerkrankungen nicht gegen definierte organspezifische Antigene gerichtet, sondern
gegen allgemeine Zellkernbestandteile wie Doppelstrang-DNA, Histone oder Ribo-
nukleoproteine.

Neben einer Verdnderung der T-Zell-Funktion scheint auch ein Defekt der humoralen
Immunantwort mit gestorter Monozyten-/ Makrophagen-Phagozytose zur Genese der Auto-

immunreaktion bei Lupus erythematodes beizutragen (23).

Experimentelle Ergebnisse eines Mausmodells fiir Lupus erythematodes in vivo (MRL/Ipr-
Miuse) zeigten, dass ein genetischer Defekt im Fas/CD95-Gen in einer verminderten
Apoptoserate von Lymphozyten resultiert (53, 37, 66). Das fithrte zu der Annahme, dass
Autoimmunphidnomene durch die gestorte Elimination von autoreaktiven Lymphozyten

hervorgerufen werden kdnnen.

Ausschlaggebend fiir die Bildung von Autoantikdrpern beim Lupus erythematodes scheint ein
vermehrter Anfall von zirkulierenden Zellkernantigenen zu sein (23).

Diese Hypothese beruht auf der Beobachtung, dass in der Endphase der Apoptose
Bestandteile aus dem Zellkern in so genannten blebs auf der Zelloberfliche den
immunkompetenten Zellen als potentielle Autoantigene présentiert werden (9).

Als mogliche Entstehungsmechanismen fiir den vermehrten Anfall zirkulierender, antigener
Zellbestandteile werden diskutiert:

1. eine allgemein gesteigerte Apoptoserate mit vermehrtem Zellzerfall,
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2. eine verminderte Beseitigung von apoptotischem Zellmaterial bei insgesamt normaler

Apoptoserate durch einen Defekt der Phagozytose (23).

In Folge werden aktivierte B-Lymphozyten itiber Vermittlung durch autoreaktive T-
Lymphozyten mit spezifischen Zytokinen (Interleukine, Tumornekrosefaktor, Interferone),
dazu angeregt, gegen die akkumulierenden apoptotischen Zellbestandteile Autoantikdrper
(Ak) zu produzieren (lymphocyte dependent reaction). Besonders hdufig richten sich diese
Autoantikorper gegen Doppelstrang-DNA (Anti-dsDNA-Ak), Histone (Anti-Histon-Ak),
Phospholipide (AP-Ak) oder Ribonukleoproteine (Anti-Ro/-La-Ak) (38).

Durch Bindung der Autoantikorper an die zirkulierenden Autoantigene aus den apoptotischen
Zellen entstehen Antigen-Antikorperkomplexe. Im Organismus lagern sich diese entlang der
Basalmembranen und  GefiBwinde bevorzugt von Haut und Bindegewebe ab, und
verursachen iiber eine komplementvermittelte Entziindungsreaktion deren Zerstérung. An der
Haut wird dies histologisch als hydropische Degeneration der dermoepithelialen
Ubergangszone mit apoptotischen Keratinozyten (Civatte bodies) und lymphozytenreichem
Infiltrat ~ sichtbar. Die  bandformigen = Immunkomplexablagerungen lassen  sich

immunfluoreszenzmikroskopisch nachweisen (,,Lupusbandtest) (25, 38).
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1.3 Photosensitivitit

Bei einem grossen Teil der Patienten mit Lupus erythematodes bedingt ein enges
Zusammenspiel zwischen UV-Licht-Exposition und einem bestimmten genetischen
Hintergrund die Entstehung einer gesteigerten Lichtempfindlichkeit mit Ausbildung einer
chronischen Entziindung der Haut als Antwort. In letzter Konsequenz ist die Atiologie dieser
Photosensibilitit jedoch bisher noch nicht zufriedenstellend aufgeklért.

Als mogliche Entstehungsmechanismen dafiir werden unter anderem diskutiert: erhohte
Perzeption von Photonen, variable Lokalisation von Autoantikorpern, zytotoxische Effekte,
Induktion von Apoptose mit Prisentation von Autoantigenen auf der Zelloberfliche,
gesteigerte Produktion von Adhidsionsmolekiilen und Zytokinen sowie die Bildung von

antigener DNA durch UV-Strahlung (2).

Definiert wird die Photosensibilitdt bei Lupus erythematodes als Bestandteil der ACR-
Kriterien vom American College of Rheumatology als ,Schmerz oder Hautrétung als
Ergebnis einer ungewohnlichen Reaktion auf Sonnenlicht (71).

Sie kann sich sowohl durch sonnenbrandihnliche Hautverédnderungen bei einer sehr niedrigen
UV-Licht-Dosis als auch durch ein ungewdhnliches Brennen auf der Haut ohne sichtbare
Rotung dullern.

Neben einer Verschlechterung des Allgemeinzustandes mit Schwiche, Miidigkeit, Gelenk-
und Muskelschmerzen oder einer anderen Organbeteiligung findet sich dariiber hinaus in den

Sonnenmonaten bei vielen Patienten ein Spektrum an Lupus-typischen Hautverdnderungen.

Patienten mit bestimmten Unterformen des Lupus erythematodes sind besonders
lichtempfindlich, wie mehrere, unabhingige Studien belegen: 50-100 % Photosensibilitit bei
Patienten mit SCLE, 70-81 % bei Patienten mit LET, 25-85 % bei Patienten mit SLE (59, 76).

Autoantikorper gegen die Ribonukleoproteine SSA/Ro und/oder SSB/La wurden gehéuft im
Serum lichtempfindlicher Lupus-Patienten beschrieben, konnen jedoch nicht als sine qua non-

Merkmal fiir Photosensibilitét verallgemeinert werden (63).

Durch gezielte Bestrahlung abgegrenzter Hautareale mit UV-A und/oder UV-B-Strahlung
nach definiertem Protokollschema ist es moglich, die gesteigerte Lichtempfindlichkeit eines

Patienten via Photoprovokation zu objektivieren (39, 40, 45, 46, 63, 64).
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Als klinisch eindeutiges Diagnosekriterium der Photosensibilitdt gilt dabei die langsame,
mehrere Tage dauernde Entwicklung von Papeln oder Plaques, mit und ohne Schuppung, die
klinisch und histopathologisch einem kutanen Lupus erythematodes gleichen und {iiber einen

Zeitraum von bis zu einigen Wochen bestehen bleiben (63).

Histopathologische Untersuchungen der lichtprovozierten Hautldsionen zeigen oberfléchlich,
vor allem in der Nihe von Gefillen, ein lymphozytenreiches Infiltrat, ferner eine hydropische
Degeneration der dermoepithelialen Ubergangszone sowie basal nekrotische Keratinozyten

(20, 63).

Entstehung und Verlauf der Autoimmunantwort auf UV-Strahlung sind Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen. Mediatorvermittelte Zytokinausschiittung, Keratinozyten-
apoptose mit Pridsentation von Zellkernbestandteilen an der Zelloberflidche, Aktivierung von
Adhisionsmolekiilen  entweder  konsekutiv  durch  Zytokine oder direkt durch
Transkriptionsfaktoren, oxidativer Stress und freie Sauerstoffradikale, sowie die Bildung von
antigener DNA sind daran beteiligt (2, 38).

Alle diskutierten pathophysiologischen Entstehungsmechanismen der Photosensibilitit
miinden in die gleiche Endstrecke: UV-Strahlung induziert in den verschiedenen Zellen der
Haut und des Bindegewebes Molekiile, die Entziindungsprozesse fordern [Prostaglandin Eo,
TNF-q, IL-1, ICAM-1(intercellular adhesion molecule)] oder hemmen konnen (IL-10, IL-1-
Rezeptorantagonist). Das Ausmall der Aktivierung dieser Molekiile scheint genetisch
determiniert zu sein, wie immungenetische Untersuchungen der Photosensibilitit belegen

(38).
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1.4 Fas-vermittelte Apoptose (programmierter Zelltod)

Die Apoptose ist ein physiologischer Prozess, der die normale Gewebehomoostase durch
Kontrolle von Wachstum und Zelliiberleben reguliert (29).
Sie ist ein wichtiges Bindeglied im Rahmen von Embryogenese, Metamorphose,

Gewebshomoostase, Gewebsatrophie sowie Tumorregression.

Einer der ersten beschriebenen Signaliibertragungswege der Apoptose ist der Fas/Fas-Ligand-
vermittelte programmierte Zelltod (7).

Fas/ CD95 ist ein Mitglied der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptor-Familie. Er wird von
zahlreichen Gewebearten verstiarkt exprimiert, darunter die Haut, der Thymus, die Leber und
der Intestinaltrakt (29, 30).

Seine Expression auf aktivierten B- und T-Lymphozyten ist mafgeblich am ,activation-
induced cell death* beteiligt und spielt eine tragende Rolle bei der Lymphozytenselektion im
Thymus sowie bei der Bildung von peripherer Toleranz (7, 18).

Im Rahmen eines Entziindungsprozesses kann das Ausmafl der Fas-Expression durch

proinflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel Interferon y oder TNFa gesteigert werden.

Der Fas-Ligand FasL. (CD178) gehort der TNF-Familie an und wird vor allem von aktivierten
T-Lymphozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten exprimiert.
Von der Zellmembran kann er durch Metalloproteasen abgelost werden, behilt in geloster

Form jedoch seine apoptoseinduzierenden Fihigkeiten bei (35).

Die Fas-vermittelte Apoptose beginnt mit der Bindung eines FasL-Trimers auf einer
Effektorzelle (T-Lymphozyt, Makrophage oder neutrophilem Granulozyt) an ein Fas-Trimer
auf der Membranoberfliche der Zielzelle. Daran schlie8t sich die Formation eines ,,death-
inducing signalling*-Komplexes (DISC) um die zytoplasmatische Kette des Fas an.

In Folge interagiert Fas mit dem Adaptionsprotein ,,Fas-associated death-domain protein*
(FADD) durch homologe Anlagerung ihrer jeweiligen Todesdominen, an die sich die Pro-

Caspase-8 anfiigt.
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Durch Autokatalyse wird diese in ihre aktive proteolytische Form {iiberfithrt, welches die
Aktivierung weiterer Caspasenkaskaden bewirkt.

An ihrem Ende steht der programmierte Zelltod mit Kondensation der Zelle, Schrumpfung
und Zerfall des Zellkerns und die Zerteilung der chromosomalen DNA in einzelne Fragmente
(.

An der Nukleotidstelle -670bp (Basenpaare), ausgehend von der Startposition der Translation,
liegt in der Enhancerregion im Promotor des Rezeptors Fas/CD95 ein Einzelnukleotid-
polymorphismus (30, 31, 32).

Er beruht auf einem Austausch der Basen A und G. Seine beschriebenen Basen sind
homozygot A oder G sowie heterozygot AG an dieser Nukleotidposition.

Die physiologische Bedeutung dieses -670A/G Polymorphismus ist nicht vollstindig
aufgeklirt, doch scheint seine Lage in der Konsensussequenz des Zellkern-Transkriptions-
elements nuclear transcription element GAS (gamma interferon activated sequence) die Fas-
Gen-Transkription modulierend zu beeinflussen (29, 35).

Durch Verianderung der Bindungsstelle des GAS erfolgt eine Anlagerung des Nuklearfaktors
STATI (signal transducer and activator of transcription) mit variabler Intensitit, die
besonders stark bei Vorhandensein des A-Allels an Stelle -670 ausgeprigt zu sein scheint.

Uber die daraus resultierende Variation der Transkriptionsrate des Fas-Gens wird
moglicherweise die Apoptoserate der Fas-exprimierenden Zellen in zahlreichen Gewebearten

wie der Haut oder dem Intestinum gesteuert (43).
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Atiopathogenese des Lupus erythematodes ist ein multifaktorielles Zusammenspiel aus
genetischem Hintergrund, Umwelteinfliissen, hormonellen Regelkreisen und Immun-

modulation. Sie ist in ihrer Komplexitét bisher nicht vollstiandig aufgeklirt.

Fiir die genetische Pridisposition zur Entwicklung einer Autoimmunreaktion scheinen
verschiedene Kandidatengene von besonderer Bedeutung zu sein (29, 35, 49, 80).
Sie kodieren zum Beispiel fiir bestimmte Entziindungsmediatoren/ Zytokine, fiir Proteine des

Haupthistokompatibilitidtskomplexes oder fiir Adhésionsmolekiile.

Eine Fehlfunktion der Apoptose scheint mafigeblich an der Entstehung von nicht-organ-
spezifischen Autoimmunerkrankungen wie auch dem Lupus erythematodes beteiligt zu sein.
Besonderes Augenmerk der aktuellen Forschung gilt derzeit den Apoptose-induzierenden

Genen, darunter Fas, FasL, bcl-2 und DNAsel (35, 80).

Ziel dieser Arbeit ist es, zu kldren, ob immungenetische Variationen auf Einzelnukleotidebene
die unterschiedlichen Ausprigungsformen einer Autoimmunreaktion beeinflussen konnen und

sich im klinischen Bild einer Erkrankung widerspiegeln.

Ausgangspunkt der Untersuchungen ist ein Kollektiv von 107 Patienten, bei denen zu einem
fritheren Zeitpunkt bereits die Diagnose ,Lupus® nach klinischem Typ, systemischer

Beteiligung, Autoantikdrperprofil und Phototestung diagnostisch unterteilt worden war.

Ob eine Assoziation zwischen dem programmierten Zelltod und der Krankheitsentitdt Lupus
erythematodes in ihren Subtypen besteht, soll aus der Untersuchung eines Einzelnukleotid-
polymorphismus in der Promotorregion eines Apoptosegens abgeleitet werden. Hinweise auf
einen Zusammenhang mit einer gesteigerten Lichtempfindlichkeit und einem bestimmten

Autoantikorperprofil im Serum sollen dabei ebenso untersucht werden.
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2 Material

2.1 Enzyme

Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym 10 x Temperatur | Schnittstelle Hersteller

Reaktionspuffer

EcoRT1(10U/ul) H 37°C G/AATTC | Promega,
Mannheim,
Deutschland

Weitere verwendete Enzyme

Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul) Amersham Life Sciences, Braunschweig, Deutschland

2.2 Nukleinsauren

Oligonukleotide

Alle hier aufgelisteten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland synthetisiert. Da sie lyophilisiert geliefert werden, miissen sie entsprechend
Herstellerangabe durch Zugabe einer definierten Menge von autoklaviertem Wasser zunéchst
gelost werden. Die Endkonzentration betrigt bei allen Primern 100 pmol/ul bzw. 100 pM.
Ausgehend von diesen Losungen werden jeweils Arbeitsverdiinnungen mit einer
Konzentration von 5 oder 7 pmol/ul bzw. 5 oder 7 uM hergestellt. Alle Oligonukleotide
werden bei —20°C gelagert.

Primer fiir Allel-spezifische PCR (35):

Bezeichnung Sequenz 5°— 3~

CD95-AS-P1 GGT TAA CTG TCC ATT CCA CA

CD95-AS-P2 GGT TAA CTG TCCATT CCA CG

CD95-AS-P3 TGC ACA AAT GGG CAT TCC TG

Primer fiir SSCP-Analyse (35):

Bezeichnung Sequenz 5°— 3~

CD95-SSCP-P7 | TCC CTT TTC AGA GCCCTA TG

CD95-SSCP-P8 | CTG GAG TCA CTC AGA GAA AG
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2.3 Allgemeine Puffer und Ausgangslosungen

Zum Ansetzen aller Losungen wurde mit Ausnahme von bestimmten biochemischen

Reaktionsansitzen, die mit bidestilliertem Wasser angesetzt wurden, autoklaviertes und

deionisiertes Wasser verwendet.

Acrylamid-Bisacrylamid (29:1) | 29 g Acrylamid und 1 g Bisacrylamid ad 100 ml mit H,O

PBS 139,9 mM NaCl
2,7 mM KCl
10,1 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO,
pH 7,4 einstellen
10 x TBE-Puffer 890 mM Tris
890 mM Borsédure
20 mM EDTA
2.4 Spezielle Reagenzien
Produkt | Bezugsquelle |
Nucleotrap® Extraction Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,
Deutschland

2.5 Weitere Verbrauchsmaterialien

Material

| Bezugsquelle

Medical X-Ray Screen Film, green sensitive | HS Medizintechnik, Gauting, Deutschland

2.6 Geriite

Geriit | Bezeichnung | Bezugsquelle |

Elektrophoresekammer | 2117 Multiphor Amersham Pharmacia Biotech GmbH,

fiir horizontale PAGE | Electrophoresis Unit Freiburg, Deutschland

Photometer | BioPhotometer | Eppendorf, Deutschland |

Thermocycler GeneAmp9600 | Perkin Elmer, USA |
Omn-E Hybaid | MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland |
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Thermalreactor TR1 MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland
Hybaid
Techne Progene | Thermo-Dux, Wertheim, Deutschland
Transilluminator UV-Transilluminator Bachofer, Reutlingen, Deutschland
(Wellenldnge: 312 nm)
Zentrifugen Biofuge fresco | Heraeus Sepatech, Osterode,
Megafuge 1.0 | Deutschland

Megafuge 1.0 R

Suprafuge 20
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2.7 Patienten

Fiir diese Arbeit wurde ein Kollektiv von 107 Patienten untersucht, bei denen zu einem
fritheren Zeitpunkt bereits die Diagnose ,,Lupus® in ihre Unterformen diagnostisch unterteilt
worden war.

Alle Patienten waren an der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie der
Ludwig-Maximilians-Universitit ~Miinchen sowohl stationdr als auch iiber eine
Spezialsprechstunde fiir Autoimmundermatosen betreut. Zur Diagnosefindung dienten die
Kriterien des American College of Rheumatology (ACR), sowie die histologische und
immunchemische Untersuchung von Probebiopsien der Haut.

Von diesen 107 Patienten waren Proben isolierter genomischer DNA aus Blutzellen
vorhanden. Zusitzlich waren die klinischen Daten sowie das spezifische Autoantikorperprofil
und Systembeteiligung bestimmt worden.

Entsprechend dem Protokoll nach Lehmann und Kind von 1990 lagen von 60 Patienten die
Ergebnisse einer Photoprovokation mit UV-A- und UV-B-Licht vor. Als positive Reaktion
wurde dabei die langsame, mehrere Tage dauernde Entwicklung von Hautverinderungen
gewertet, die klinisch und histopathologisch einem kutanen Lupus erythematodes glichen und

iber einen Zeitraum von bis zu einigen Wochen persistierten (50).

2.7.1 Patientenuntergruppen

Schliisselt man das Patientenkollektiv nach Lupussubtypen auf, so ergibt sich folgende

Verteilung:

Gesamt: 107

davon 46 SLE, 22 SCLE, 14 CDLE, 9 LET, 2 LEP, 14 DLE
2.7.2 Kontrollen

Die Kontrollgruppe setzt sich aus 96 zufillig ausgewdhlten, nicht verwandten, gesunden
Studenten zusammen. Die entsprechenden DNA-Proben entstammten der Biologischen

Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen.
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3 Methoden

3.1 Methoden zur Analyse von Nukleinsiduren

3.1.1 Messung der DNA-Menge

Die Menge an enth altener dsDNA in den Patienten-Proben wurde am Photometer bestimmit.
Dazu wurde 1 ul der gelosten dsDNA mit 99 ul bidestilliertem Wasser verdiinnt und in eine
Plastikkiivette gefiillt. Die Messung erfolgte mit Hilfe des BioPhotometers von Eppendorf bei
einer Wellenldnge von 260 nm (Absorptionsmaximum), wobei sowohl die Menge in ug/ul als
auch das Verhiltnis der Extension bei 260 nm zur Extension bei 280 nm angegeben wurde.
Aus diesem Verhiltnis, das idealerweise zwischen 1,8 und 2 liegen sollte, lie3 sich auf die
Reinheit der isolierten dsDNA schlielen. Der Nullwert wurde mit Wasser bestimmt.
Anschlieend wurden die Patienten-DNA-Proben mit bidestilliertem Wasser bis zu einer

Konzentration von 100 ng/ul verdiinnt.

3.1.2 Restriktionsendonukleaseverdau von doppelstringiger DNA

Fiir einen Restriktionsverdau wird in der Regel 1 pug DNA eingesetzt. Bei einem Endvolumen
von 30 pl gibt man 3 pl 10x Puffer, je nach verwendetem Enzym, sowie 1 U Enzym zu.
Inkubationszeit und Inkubationstemperatur sind fiir jedes Enzym unterschiedlich. Im

Anschluss daran kann das Ergebnis durch Auftrag auf ein Agarosegel analysiert werden.

3.1.3 Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) kann man in vitro gezielt diejenigen DNA-
Abschnitte amplifizieren, die besonders von Interesse sind. Fiir diese Selektion bendtigt man
sequenzspezifische Primer-Paare, die beidseitig flankierend von der Zielsequenz 5’
(supstream®) und 3’ (,,downstream*) binden.

Die Methode beruht darauf, dass das aus einem thermophilen Bakterium (Thermus aquaticus)
stammende hitzestabile Enzym Tag-Polymerase in der Lage ist, bei einem bestimmten
Temperatur- und pH-Optimum aus einem DNA-Einzelstrang einen Doppelstrang zu

synthetisieren, sofern bereits ein kurzes Stiick doppelstringige DNA vorliegt.

Jede PCR-Reaktion ldsst sich in fiinf Grundschritte einteilen:
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Anfangsdenaturierung:

Zu Beginn werden die Proben durch Erhitzen auf 94-96°C fiir 10 Minuten denaturiert, d.h.
Sekundirstrukturen der DNA werden aufgelost, die Doppelstriange in zwei Einzelstringe
getrennt. Zusitzlich werden dadurch eventuell in der Losung enthaltene DNAsen

irreversibel gehemmt.

Denaturierung:

Jetzt noch doppelstringige Amplifikate miissen hier erneut denaturiert werden, da die

Primer nur an einzelstringige DNA binden.

Anlagerung (..,Annealing®):

Die Temperatur wird nun auf die zuvor ermittelte, optimale Anlagerungstemperatur der
verwendeten Oligonukleotide gesenkt. Diese konnen so mit den Einzelstringen

hybridisieren, und einen Ansatzpunkt fiir das Enzym DNA-Polymerase bilden.

Verldangerung (..Elongation®):

Die DNA-Polymerase synthetisiert ausgehend von den freien 3’-Primerenden den
komplementéren Strang. Dieser Schritt lduft immer bei 72°C, dem Temperatur-Optimum

der Tag-Polymerase ab.
Denaturierung, Annealing und Elongation werden in dieser Reihenfolge laufend wiederholt

und so die DNA-Stringe exponentiell um das 2"-fache vermehrt. Die notige Zyklenzahl n

kann experimentell ermittelt werden.

Endverléngerung:
Als letzter Schritt erfolgt anschlieend eine einmalige Verlidngerung bei 72°C fiir 10 Minuten.

Allel-spezifische PCR:

Zum Nachweis der Allele eines FEinzelnukleotidpolymorphismus (SNP) bietet sich die
Durchfithrung einer Allel-spezifischen PCR an. Hierbei wird fiir jedes Allel (hier A/G) ein
spezifischer Primer (CD95-AS-P1/2) mit einem gemeinsamen Primer (CD95-AS-P3) in der

Polymerasekettenreaktion kombiniert. Dadurch stellt sich bei anschlieBendem Auftrag der
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PCR-Produkte auf ein Agarosegel je eine Allel-spezifische Bande dar.

SSCP-PCR:

Zur Bestitigung der Ergebnisse einer Allel-spezifischen PCR bietet sich die Durchfiihrung
einer Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Analyse (SSCP) an. Mit dieser Methode
ist eine Unterscheidung der Allele eines SNP’s durch ihre verschiedenen Wanderungs-
geschwindigkeiten abhingig von ihren sequenzspezifischen Konformationen moglich. Hierzu
miissen die SSCP-PCR Produkte abschlieBend noch mit der gleichen Menge Formamid
versetzt, bei 95° fiir 5 Minuten zu Einzelstrangen denaturiert und sofort in Eiswasser gekiihlt
werden, bevor sie dann auf nativen Polyacrylamidgelen mit Silberfirbung dargestellt werden

konnen.

Fiir die verschiedenen Polymerasekettenreaktionen wurde, wenn nicht anders angegeben, die

gleiche PCR-L6sung mit folgender Zusammensetzung verwendet:

IReagenz IStock-Konzentration IEnd-Konzentration Menge [ul]
10x PCR-Puffer 15 mM MgCl, 1,5 mM 2

ANTP jeweils 2 mM jeweils 200 uM 2
[Tag-Polymerase 5 U/ul 0,5 U/20 pul 0,1

MeCl, 25 mM 3 mM 1,6

IH,0 ! I 10,3

5’ -Primer 100 uM 0,25- 0,35 uM/ pl 1
3°-Primer 100 uM 0,25- 0,35 uM/ pl 1

IDNA 50- 100 ng/ul 2,5- 5 ng/ul 2
Gesamtvolumen 20

Die PCR-Losung wurde fiir jeden Versuch neu in der jeweils benotigten Menge angesetzt und
gleichmiflig auf die entsprechende Anzahl von PCR-Gefilen verteilt. Die spezifischen

Primer und die DNA wurden separat dazu pipettiert.

Die Bedingungen fiir die PCR waren in der Regel:

Schritt Temperatur Z.eit Zyklenanzahl
Anfangsdenaturierung 96°C 10 min 1
[Denaturierung 94°C 30 s

Annealing x°C 30 s

[Extension 72°C 30 s

||Endextension 72°C 10 min 1
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Die Annealing-Temperatur fiir die A-spezifische PCR war 55°C, fiir die G-spezifische PCR
58°C, fiir die SSCP-PCR 60°C.

3.1.4 Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese konnen DNA-Molekiile der Gro3e nach aufgetrennt
werden, es konnen Aussagen iiber ihre Konzentration und ihren Reinheitsgrad getroffen
werden. Dariiber hinaus ist es zum Beispiel moglich, die spezifischen Allele eines SNP’s
darzustellen. Fiir die Auftrennung kleiner Fragmente (unter 1000 bp) werden bevorzugt Gele
mit hohen Konzentrationen (bis 2,5%) verwendet, wéhrend grofe Fragmente besser in
niederprozentigen Gelen (0,7%) aufgetrennt werden. Fiir diese Arbeit wurden in der Regel
1,5-%ige Agarosegele verwendet.

Zundchst wird die gewiinschte Agarosemenge abgewogen und mit 1XTBE (10xTBE,
deionisiertes Wasser, 0,15 pg/ml Ethidiumbromid) bis zum benétigten Volumen aufgefiillt.
Die Suspension wird in einem Mikrowellenherd so lange gekocht, bis die Agarose vollstindig
geschmolzen bzw. gelost ist. Wihrend diese Losung auf etwa 60°C abkiihlt, wird ein
Geltrdager mit bidestilliertem Wasser gereinigt, seine Rénder mit Tesakrepp abgeklebt und ein
Kamm eingesetzt. Die abgekiihlte Agaroselosung wird anschlieBend in den so vorbereiteten
Geltriger gegossen. Bis zur vollstdndigen Erstarrung des Gels vergehen einige Minuten.

Eine Elektrophoresekammer wird mit 1XTBE-Puffer befiillt, das erstarrte Gel wird eingesetzt
und der Kamm vorsichtig herausgezogen. Je nach verwendetem Kamm variiert die
TaschengroBe des Gels, so dass 10 bis maximal 100 pl der Probe hinein pipettiert werden
konnen. Das PCR-Amplifikat wurde zuvor mit 1/6 seines Volumens Auftragspuffer versetzt.
Die Elektrophorese erfolgt je nach FragmentgroBe, gewiinschter Bandenschirfe und
Agarosekonzentration bei einer Spannung von 50 — 110 Volt.

Das im Laufpuffer enthaltene Ethidiumbromid (150 pg/l) interkaliert in die DNA, so dass
diese unter UV-Licht sichtbar wird und fotografiert werden kann. Durch Vergleich der DNA-
Banden mit dem Lingenstandard (Marker; in dieser Arbeit wurde immer die 1 kb+ Leiter

verwendet) konnen Grofle und Menge der vorhandenen DNA bestimmt werden.

10 x TBE Puffer: 0,89 M Tris
0,89 M Borséure
0,02M EDTA
pH 8,0
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6 x Auftragspuffer: 30 % (v/v) Ficoll in TE, pH 8,0
0,4 % (w/v) Bromphenolblau/ Xylencyanol FF oder Orange G
Lingenstandard: 15 pl Molekulargewichtsstandard-Stammlosung (Gibco, 1 pg/ul)
200 pl 6 x Auftragspuffer
535 pl bidestilliertes Wasser
=750 ul; Endkonzentration Lingenstandard 0,02 pg/ul

3.1.5 Horizontale Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Auftrennung von kleinen Mengen DNA bzw. um geringe Unterschiede der
Wanderungsgeschwindigkeiten z.B. bei SSCP-Analysen exakt darzustellen, kdnnen auch
Polyacrylamid-(PA)-Gele verwendet werden.

Ein 8 %iges, horizontales PA-Gel wird nach seiner Polymerisation moglichst luftblasenfrei
auf die Kiihlplatte einer Elektrophoresekammer (2117 Multiphor Electrophoresis Unit) gelegt.
AnschlieBend werden 1 cm breite Agarosestreifen am unteren und oberen Gelende platziert.
Auf diese miissen beim Gellauf die Elektroden positioniert werden. Die Proben werden auf
kleine FlieBpapierplittchen ca. 1 cm vom Kathoden-Ende des Gels entfernt aufgetragen.

Der Gellauf erfolgt bei der Einstellung 1.000 V, 15 mA, 15 W und 12°C. Die DNA kann
anschlieBend nach Inkubation mit Ethidiumbromid unter UV-Licht-Bestrahlung dargestellt

oder mittels einer Silberfarbung detektiert werden.

Gel: 8 ml H,O
3 ml Tris-Sulfat-Puffer (9 g Tris, 0,43 ml 96 % H,SO4, ad 200 ml mit H,O;
pH9)
4 ml 30 % Acrylamid-PDA (29,1 % Acrylamid, 0,9 % Piperazindiacrylamid)
5,5 ul TEMED
105 ul 10 % APS

Tris-Borat-Puffer: 60,57 g Tris
8,66 g Borsdure
ad 1 1 mit H,O

Agarosestreifen: 5 g Agarose werden in 250 ml Tris-Borat-Puffer gelost und in eine 5 cm hohe
Kunststoffschale gegossen. Nach dem Erkalten wird die Agarose in 1 cm
breite Streifen geschnitten. Zur Aufbewahrung werden diese in 0,01 %
Bromphenolblaulosung (1 mg Bromphenolblau in 100 ml Tris-Borat-Puffer)
bei 2-8°C gelagert.
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3.1.6 Visualisierung der DNA in Polyacrylamidgelen mit Ethidiumbromid

Ethidiumbromid ist ein interkalierender Farbstoff, welcher sich in die DNA einlagert,
wodurch diese unter UV-Licht-Bestrahlung sichtbar wird. Polyacrylamidgele konnen nach der
Elektrophorese fiir 30—45 Minuten in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 pg/ml) inkubiert und

anschlieend unter UV-Licht fotografiert werden.

3.1.7 Visualisierung der DNA in Polyacrylamidgelen durch Silberfirbung

Die Silberfirbung stellt eine vereinfachte und kostengiinstige Methode zur Fiarbung von DNA
in Polyacrylamidgelen dar. Silber bindet sich an Sulfhydryl- und Carbonylgruppen, wodurch
die DNA-Banden nachgewiesen werden konnen. Die Firbung mit Silbernitrat ist 2—5-mal
sensitiver als eine Farbung mit Ethidiumbromid, und ist auch zum Nachweis einzelstingiger
DNA-Molekiile geeignet. Mit dieser Methode konnen kleinste Mengen (weniger als 1 ng)
DNA detektiert werden.

Bei der Silberfarbung werden alle Arbeitsschritte auf dem Schiittler durchgefiihrt.

Nach Elektrophorese wird das Gel zur besseren Handhabung auf einer der beiden Glasplatten
belassen und fiir 2-3 Minuten in einer Fixierlosung inkubiert (10% Ethanol, 0,5% Essigsdure,
bidestilliertes Wasser). Nach einem kurzen Waschschritt mit bidestilliertem Wasser wird es
fiir 10 Minuten in eine frisch angesetzte Silbernitratlosung gelegt (0,1% AgNOs, H,O bidest).
Diese Behandlung sollte tatsdchlich nicht ldnger als 10 Minuten dauern, da sonst der
Hintergrund auf dem Gel relativ verstirkt wird. Bevor das Gel nun in die ebenfalls frische
Entwicklerfliissigkeit (1,5% NaOH, 0,01% NaBH4, 0,4% Formaldehyd, bidestilliertes
Wasser) gegeben werden kann, muss das tiberschiissige Silbernitrat durch 2—-3maliges Spiilen
mit bidestilliertem Wasser entfernt werden. Der Entwicklungsvorgang bendtigt maximal 20
Minuten und sollte schnell gestoppt werden, sobald sich ein gelblicher Hintergrund auf dem
Gel entwickelt. Zum Abstoppen der Reaktion wird das Gel 5-15 Minuten in NaCO3-Losung
(0,75% NaCOs, bidestilliertes Wasser) geschwenkt. Dieser Reaktionsschritt bewirkt
zusitzlich, dass das Gel geschmeidig bleibt. Das Ergebnis wird fotografisch festgehalten,
indem das Gel auf einen Leuchtkasten gelegt, und bei Blende 11 und 60s Belichtungszeit

abgelichtet wird. Zur Aufbewahrung kann das Gel anschlieBend getrocknet werden.
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3.2 Statistische Methoden

Fiir die statistischen Berechnungen wurde SPSS (Statistical Package for Social Sciences) in
der Version 12.0.1 verwendet.

Die einzelnen Merkmale wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests auf statistisch signifikante
Assoziationen untersucht. Dabei wurde die jeweilige Fragestellung auf dem
Signifikanzniveau 0,05 zweiseitig getestet. Ein Ergebnis mit p < 0,10 wurde als Trend
gewertet.

Waren die erwarteten Hiaufigkeiten zu klein (weniger als fiinf Beobachtungseinheiten in
einem oder mehreren Feldern) und somit die Voraussetzungen der Vierfeldertafel nicht

erfiillt, wurde der Exakte Test nach Fisher verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Typisierung des Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus -670 A/G

Der in dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus im Promotor des Apoptosegens Fas liegt in
der Enhancerregion an der Nukleotidstelle -670bp, ausgehend von der Startposition der
Translation.

Er beruht auf einem FEinzelnukleotidaustausch der Basen A und G. Seine méglichen
Auspriagungsgrade sind homozygot A oder G sowie heterozygot AG.

Je nachdem, welches Allel vorliegt, ergibt die Allel-spezifische Polymerasekettenreaktion
(PCR) eine sichtbare Bande nur fiir A beziehungsweise G oder bei beiden Reaktionen. Das
Amplifikat ist in allen Féllen 305 Basenpaare lang.

Zur Uberpriifung und Verifizierung der fiir die statistische Auswertung herangezogenen
Ergebnisse der Allel-spezifischen PCR wurde mit einzelnen, stichprobenartig ausgewihlten
DNA-Proben zusitzlich eine Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Analyse (SSCP)
durchgefiihrt. Bei dieser Methode konnten die verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten
der Allele des Einzelnukleotidpolymorphismus abhingig von ihrer jeweiligen
sequenzspezifischen Konformation beobachtet werden. Die SSCP-Analyse diente, analog zu

den in der Literatur beschriebenen Vorarbeiten (35), allein zur Validierung der als

Hauptmethode durchgefiihrten Allel-spezifischen PCR.

B3 B4 117 39 NK Legende:
B3 =AG
B4 = GG
117 = AG
39 =GG
NK = Negativkontrolle

Abb.1: Typisierung des Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus -670 A/G mit Agarosegelelektrophorese
nach Allel-spezifischer PCR.
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Legende:
B4 = GG
B3 = AG
60 = AA
117 = AG
. 2=AG

- . o=--a- 102 = AG
NK B4 B3 60 117 2 102 83 83 = AG

NK = Negativkontrolle

I H I tiiem

Abb.2: Unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten der Allele des Einzelnukleotidpolymorphis-

mus bei der Polyacrylamidgelelektrophorese nach SSCP-Analyse.

Die Resultate der SSCP-Analyse sollten die Ergebnisse der Allel-spezifischen PCR

bestitigen, eine eigene statistische Auswertung der Stichproben war nicht vorgesehen.

B4 B3 60 117 2 102 83
Allel-spezifische PCR GG AG AA AG AG AG AG
SSCP - Analyse GG AG AA AG AG AG AG

Tabelle 1: Vergleichende Gegeniberstellung der Typisierungsergebnisse der Allel-spezifischen PCR

mit den Ergebnissen der SSCP-Analyse bei stichprobenartig ausgewahlten DNA-Proben

Tabelle 1 zeigt auf, dass bei der vergleichenden Gegeniiberstellung der
Typisierungsergebnisse die Daten der Hauptmethode der Allel-spezifischen PCR mit den

Daten der SSCP-Analyse tibereinstimmen.

Die physiologische Bedeutung des -670A/G Polymorphismus ist bis heute nicht vollstindig
aufgeklirt, doch scheint seine Lage in der Konsensussequenz des Zellkern-Transkriptions-
elements nuclear transcription element GAS (gamma interferon activated site) die Fas-Gen-
Transkription modulierend zu beeinflussen (29, 35).

Durch Verianderung der Bindungsstelle des GAS erfolgt eine Anlagerung des Nuklearfaktors
STATI (signal transducer and activator of transcription) mit variabler Intensitdt, die
besonders stark bei Vorhandensein des A-Allels an Stelle -670 ausgeprigt zu sein scheint.
Uber die daraus resultierende Variation der Transkriptionsrate des Fas-Gens wird
moglicherweise die Apoptoserate der Fas-exprimierenden Zellen in zahlreichen Gewebearten

wie der Haut oder dem Intestinum gesteuert (43).
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4.2 Lichttestung

Von 60 der 107 Patienten, deren DNA fiir diese Arbeit untersucht wurde, existieren
Ergebnisse der Lichttestung nach dem Protokoll von Kind und Lehmann (1990). Als positives
Resultat wurde hierbei gewertet, wenn die induzierten Hautveridnderungen sowohl klinisch als
auch histopathologisch einem LE entsprachen, und nach langsamer Entwicklung iiber

mehrere Tage bis Wochen persistierten (63).

Anzahl UV-A-Empfindlichkeit Gesamt
Negativ Positiv

Diagnose DLE 5 3 8
SCLE 9 5 14
SLE 17 5 22

LET 5 4 9

CDLE 7 0 7
Gesamt 43 17 60

Tabelle 2: Ergebnisse der Photoprovokation mit UV-A-Licht im LE-Patientenkollektiv (Lupussubtypen)

Anzahl UV-B-Empfindlichkeit Gesamt
Negativ Positiv

Diagnose DLE 4 4 8
SCLE 6 8 14

SLE 14 7 21

LET 2 7 9

CDLE 6 1 7

Gesamt 32 27 59

Tabelle 3: Ergebnisse der Photoprovokation mit UV-B-Licht im LE-Patientenkollektiv (Lupussubtypen)

Bei der Testung mit UV-A-Licht zeigten 23% der SLE-, 36% der SCLE-, 38% der DLE- und
44% der LET-Patienten ein positives Testergebnis. In der Gruppe der CDLE-Patienten waren
100% nicht photosensitiv fiir UV-A-Licht.

Die Testreaktion mit UV-B- Licht war bei 33% der SLE-, 57% der SCLE-, 14% der CDLE-,
50 % der DLE- und bei 78% der LET-Patienten eindeutig positiv.
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Testreaktion positiv in % Testreaktion negativ in %
n= UV-A uv-B UV-A uv-B
SLE |22 (A) bzw. 21 (B) 23 33 77 67
SCLE 14 36 57 64 43
CDLE 7 0 14 100 86
DLE 8 38 50 62 50
LET 9 44 78 56 22

Tabelle 4: Prozentuale Verteilung der Ergebnisse der Photoprovokation mit UV-A- und UV-B-Licht im
LE-Patientenkollektiv

Die héufigste Photoprovozierbarkeit von Hautldsionen ergibt sich im Kollektiv der LET-
Patienten, knapp gefolgt von SCLE.
Die Photosensitivitdt bei SLE und DLE zeigt nur wenig differierende Werte und scheint

insgesamt etwas geringer.

0O UV-A positiv 0 UV-B positiv

57
50 44
% : 33 36 38
4 28
J 14
“ 0[]

SLEn=22 SCLEn=14 CDLEn=7 DLEn=8 LET n=9
bzw. 21

78

Abb. 3: Grafische Darstellung der positiven Lichttestung mit UV-A- und UV-B-Licht in den LE-
Subtypen in Prozentwerten

Betrachtet man die Testergebnisse der Photoprovokation fiir UV-A- und UV-B-Licht
getrennt, so findet man deutliche Unterschiede in der Reaktionsstirke auf die einzelnen
Wellenldingen: Bei Patienten aus den Untergruppen SLE, SCLE und DLE ist die
Photosensibilitidt fiir UV-B miBig deutlicher ausgeprigt als fiir UV-A: 33% gegeniiber 23%
bei SLE, 57% gegeniiber 36% bei SCLE und 50% gegeniiber 38% bei DLE.
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Im LET-Kollektiv ist die Empfindlichkeit fiir UV-B-Licht mit 78% wesentlich stirker
ausgepragt als fiir UV-A- Licht mit 44%.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Entstehung von Hautldsionen bei den
verschiedenen LE-Subtypen auf der Ebene der Pathogenese wesentlich durch die Wellenlénge

der Lichtexposition beeinflusst wird.

4.3 Autoantikorpermuster

Fiir diese Untersuchung wurde die Autoantikorperverteilung der Patientengruppe in den
einzelnen Lupus-Subtypen betrachtet. Dabei lagen nicht von allen untersuchten Lupus-
Patienten Daten iiber die Antikdrper-Titer im Serum vor.

Serologisch positive Titer von antinukledren Antikorpern (ANA), sowie Ro- und La-Anti-
korpern wurden den verschiedenen Diagnosen und letztlich den Ergebnissen der Lichttestung

gegeniibergestellt.

4.3.1 Ro-/La-Autoantikorper

Anzahl Ro Gesamt Anzahl La Gesamt
negativ | positiv negativ | positiv

Diagnose | DLE 7 0 7 Diagnose | DLE 5 0 5
SCLE 1 4 5 SCLE 3 1 4
SLE 5 12 17 SLE 4 5 9
LET 3 1 4 LET 2 1 3
CDLE 2 2 4 CDLE 1 1 2
LEP 0 1 1

Gesamt 18 20 38 Gesamt 15 8 23

Tabelle 5: Ro-Autoantikdrperprofil im Tabelle 6: La-Autoantikdrperprofil im

LE-Patientenkollektiv (Lupussubtypen) LE-Patientenkollektiv (Lupussubtypen)
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Fiir die grafische Verteilung der Ro-Autoantikorper nach Anzahl in den einzelnen Lupus-

Subgruppen ergibt sich folgendes Diagramm:

Ro

|:| negativ
|:| positiv

127

10

Anzahl
6_

.

T
LEP

T
SLE LET CDLE

Diagnose

T
DLE SCLE

Abb. 4: Grafische Darstellung des Ro-Autoantikdrperprofils in den LE- Subtypen (Anzahl)

Deutlich tiberwiegt in der Gruppe der SCLE- sowie der SLE-Patienten der serologisch Ro-

Antikorper-positive Teil.

Der Vergleich der einzelnen LE-Subtypen in ihrer positiven Photoprovokation hinsichtlich

des Ro-/La- Autoantikorpermusters zeigt folgende Verteilung:

UV-A positiv (%) UV-B positiv (%) Gesamt UV (%)
Diagnose

Ro positiv | La positiv | Ro positiv | La positiv | Ro positiv | La positiv
SLE 40 20 40 20 80 40
SCLE 20 20 40 0 60 20

Tabelle 7: Ro-/La-Autoantikdrperprofil

Prozentwerten

im LE-Patientenkollektiv und positive Lichttestung
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Unabhiingig von der Photoprovokation bilden 80% der SLE-Patienten Ro-Autoantikorper, nur
40% hingegen La-Autoantikorper. Bei den SCLE-Patienten betrigt der Anteil der Ro-
positiven 60%, der Anteil der La-positiven 20%. Die Fallzahlen fiir LEP-, LET- und CDLE-
Patienten waren so klein, dass sie bei den prozentualen Vergleichen nicht beriicksichtigt
wurden. Kein DLE-Patient des Kollektivs war Ro-/La-positiv. Hinweise auf einen statistisch
signifikanten = Zusammenhang zwischen Lupus-Unterform und der Bildung von
Autoantikorpern finden sich nur fiir Ro-positive Patienten (p=0,018). Die Datenlage deutet
daraufhin, dass sich dieses Ergebnis auf das Kollektiv der SLE- und SCLE-Patienten bezieht.

4.3.2 Antinukleire Antikorper (ANA)

Anzahl ANA Gesamt
Negativ Positiv
Diagnose DLE 4 5 9
SCLE 4 6 10
SLE 0 11 11
LET 3 2
CDLE 2 2 4
LEP 0 1 1
Gesamt 13 27 40

Tabelle 8: ANA-Antikorperprofil im LE-Patientenkollektiv (Lupussubtypen)

Innerhalb der Patientengruppe ergibt sich bei den SLE-Patienten zu 100% ein positiver ANA-
Titer. Aufgrund der geringen Datenmenge vor allem auch in Hinblick auf die
Photoprovokation relativiert sich dieses Ergebnis allerdings und ist statistisch nicht als
signifikant zu werten (p=0,113).

In den iibrigen LE-Subformen fillt keine besondere Priferenz beziiglich ANA-Serologie auf.
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] ANA
10 [ negativ
1 positiv

Anzahl
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DLE SCLE SLE LET CDLE LEP
Diagnose

Abb.5: Grafische Darstellung des ANA-Antikdrperprofils in den LE-Subtypen (Anzahl)

Die Autoantikorperverteilung innerhalb der verschiedenen LE-Subtypen unter Betrachtung
ihrer positiven Phototestung zeigt statistisch keine signifikante Abweichung.
Ein Zusammenhang zwischen Autoantikorpermuster und positiver Photoprovokation kann in

dieser Arbeit nicht bestétigt werden.
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4.4 Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus

4.4.1 Allelfrequenzen und Verteilung der Genotypen AA, AG und GG bei LE-Patienten

und Kontrollen

Bei 107 Patienten aus verschiedenen LE-Untergruppen wurde eine Typisierung ihrer DNA
hinsichtlich des Fas—Gen-Promotor-Polymorphismus -670 A/G (rs 1800682) durchgefiihrt.

Als Kontrollgruppe fiir den statistischen Vergleich sollte die Untersuchung der DNA von 96
zufillig ausgewihlten, gesunden Studenten der Biologischen Fakultdt auf die gleiche Weise
dienen. Bei der Typisierung der Studenten-DNA-Proben ergab sich jedoch eine
Allelverteilung, die von den erwarteten Werten fiir gesunde Individuen (A=0,487 und
G=0,512) aus der Genomdatenbank deutlich abwich (A=0,380 und G=0,619). Genauere
Riickschliisse lassen sich in dieser Arbeit in Bezug auf die vorhandenen Daten leider nicht
eruieren. Weitere Studien konnten iiber derartige Zusammenhinge weitere Erkenntnisse
liefern.

Aus diesem Grund wurde Dbeschlossen, die berechneten Allelfrequenzen des
Patientenkollektivs fiir den Fas—Gen-Promotor-Polymorphismus mit den Referenzwerten aus
der Datenbank zu vergleichen, und die Studentenkontrollen als besondere Kontrollgruppe
zum statistischen Vergleich der Genotypauspriagung mitzufiihren.

Die  berechnete  Allelfrequenz der Allele A und G des untersuchten
Einzelnukleotidpolymorphismus zeigt im Kollektiv der Lupuspatienten sehr dhnliche Werte
(A=0,519 und G=0,481) mit der Referenzangabe fiir gesunde Individuen aus der SNP (single
nucleotide ~ polymorphism)-Datenbank  (A=0,487 und G=0,512). Fir andere
Einzelnukleotidpolymorphismen aus dem HLA-Komplex (Chromosom 6p21) wurde eine
normale Allelfrequenz entsprechend der SNP-Datenbank gefunden. Da sich die einzelnen
Allele A und G aber zu verschiedenen Genotypen unterschiedlich zusammenfiigen, wird im

Folgenden die Genotypenverteilung genauer auf statistische Abweichungen untersucht.
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Dabei ergibt sich unabhingig vom LE-Subtyp folgende Genotypenverteilung:
Polymorphismus
Anzahl Gesamt
AA AG GG
LE-negativ (Studentenkontrolle) 11 51 34 96
LE-positiv 29 53 25 107
Gesamt 40 104 59 203

Tabelle 9: Genotypverteilung bei
Lupussubtyp

LE- Patienten und Studentenkontrollen,

unabhéngig von

Stellt man diese Absolutwerte grafisch in einem Diagramm dar, ergibt sich folgendes Bild der

Genotypenverteilung:

60—

50—

40—

Anzahl

30—

20—

Polymorphismus

O aa
B Ac
[ ca

LE-negativ (Studenten) LE-Patienten (gesamt)

Abb. 6: Grafische Darstellung der Genotypverteilung bei LE-Patienten (AA 29, AG 53, GG 25) und
Studenten (AA 11, AG 51, GG 34), unabhangig vom Lupussubtyp (Anzahl)
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In Prozentwerten ausgedriickt zeigt die Haufigkeitsverteilung der Genotypen:

Hiufigkeit (%)
Genotyp AA AG GG
LE n=107 27 50 23
Kontrolle (Studenten) n=96 11,5 53 35,5

Tabelle 10: Genotypverteilung bei

unabhangig vom Lupussubtyp

Patienten und Kontrollen (Studenten)

in Prozentwerten,

Anschauliche Gegeniiberstellung der Prozentwerte bei LE-Patienten und Studentenkontrollen

im Blockdiagramm:

%

OAA mAG OGG

23

11,5

53

35,5

LE n=107

Studenten n=96

Abb. 7: Grafische Darstellung der Genotypverteilung bei Patienten und Studentenkontrollen,

unabhéngig von Lupussubtyp in Prozentwerten

Der prozentuale Anteil der Homozygotie des A-Allels in der Patientengruppe unterscheidet

sich mit 27% deutlich vom Vergleichswert der Studentenkontrollgruppe mit 11,5%.

Relativ dhnliche Werte zeigen sich fiir die Verteilung Heterozygotie AG in beiden Gruppen

(50%- 53%).

Fir Homozygotie des G-Allels im Patientenkollektiv ein prozentualer Anteil von 23% als

Kontrast zu 35,5% in der Studentengruppe.
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Bei der statistischen Analyse mit Chi-Quadrat-Test und Exaktem Test nach Fisher ergibt sich
fiir den AA-Genotyp im typisierten LE-Patientenkollektiv eine signifikante Abweichung von
der Studentengruppe mit p=0,011. Dichotomisiert den anderen Genotypausprigungsformen
AG und GG gegeniibergestellt wird die Signifikanz noch deutlicher (p=0,005).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein Zusammenhang der Erkrankung Lupus erythematodes
mit dem Genotyp AA an der untersuchten Stelle im Fas-Gen-Promotor besteht, obwohl sich
bei der Untersuchung der Verteilung der einzelnen Allele keine statistisch signifikante

Abweichung ergibt.

4.4.2 Verteilung der Genotypen AA, AG und GG auf die einzelnen Lupusformen

Schliisselt man die Patientengruppe nach den verschiedenen LE-Subtypen auf, entsteht

folgende Verteilung der Genotypen:

Genotypen (%) AA AG GG
SLE n=46 37 46 17
SCLE n=22 27 59 14
CDLE n=14 14 57 29
LET n=9 0 56 44
LEP n=2 0 0 100
DLE n=14 29 42 29
Studenten n=96 11,5 53 35,5

Tabelle 11: Genotypverteilung im Patientenkollektiv (Prozentwerte) nach Lupussubtypen

Die Haufigkeitsverteilung des heterozygoten Genotyps AG ist vergleichsweise dhnlich in
allen Gruppen, ohne statistisch signifikante Hinweise auf eine bestimmte Privalenz zu geben.
Bei der Betrachtung der Homozygotie fiir das jeweilige Allel in den einzelnen
Lupusunterformen, fdllt auf, dass 37% der SLE- und 27% der SCLE-Patienten eine
Homozygotie fiir das A-Allel zeigen. In der gleichen Patientengruppe haben jedoch nur 17
bzw. 14% Homozygotie des G-Allels.



Ergebnisse 37

Fokussiert auf das Homozygotie des A-Allels innerhalb der LE-Subtypen im Vergleich zu der
Kontrollgruppe findet man folgende Verteilung:

%
14

. o 1 [

SLE SCLE CDLE LET LEP DLE Kontrolle
n=46 n=22 n=14 n=9 n=2 n=14 n=96

Abb. 8: Grafische Darstellung der Genotypverteilung LE-Patienten/Studentenkontrollen nach
Lupussubtypen in Prozentwerten

Stellt man bei der statistischen Untersuchung Homozygotie fiir das A-Allel dichotomisiert
den anderen Ausprigungsformen (nicht-AA: AG, GG) gegeniiber und fokussiert dabei gezielt
auf die einzelnen Lupusuntergruppen, ergibt sich fir SLE ein statistisch grenzwertig
signifikantes Ergebnis (p=0,046). Es besteht also ein moglicher Zusammenhang zwischen
dem AA-Genotyp des untersuchten Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus und dem Auftreten
von systemischem Lupus erythematodes.

Fir die anderen Lupussubtypen ldsst sich keine statistische Signifikanz fiir den

Polymorphismus und den AA-Genotyp nachweisen.
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4.4.3 Assoziation der Genotypen AA, AG und GG mit den Ergebnissen der

Photoprovokation

Stellt man die Patienten mit positiver Photoprovokation, unterteilt nach Wellenlinge des
Empfindlichkeitsspektrums in UV-A und UV-B, den einzelnen Genotypausprigungsformen

des Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus gegeniiber, zeigt sich folgende Verteilung:

Polymorphismus
Gesamt
AA AG GG
UV-A- Negativ 10 24 9 43
Empfindlichkeit Positiv 4 9 4 17
Gesamt 14 33 13 60

Tabelle 12: Genotypverteilung im LE-Patientenkollektiv (Anzahl) und Lichttestung mit UV-A

Polymorphismus
Gesamt
AA AG GG
UV-B- Negativ 9 17 6 32
Empfindlichkeit Positiv 4 16 7 27
Gesamt 13 33 13 59

Tabelle 13: Genotypverteilung im LE-Patientenkollektiv (Anzahl) und Lichttestung mit UV-B

Auch bei Betrachtung der prozentualen Haufigkeitsverteilung ist kein gehiuftes Vorkommen

eines Genotyps in Abhdngigkeit von der Photoprovokation auffillig.

Genotyp (%) AA AG GG
UV-A positiv 23,5 53 23,5
UV-B positiv 15 59 26

Tabelle 14: Genotypverteilung im Patientenkollektiv (Prozentwerte) und positive Photoprovokation
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59
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235 26

UV-A positiv UV-B positiv

Abb. 9: Grafische Darstellung der Genotypverteilung im Patientenkollektiv und positive
Photoprovokation in Prozentwerten

Unabhéngig vom Lupussubtyp findet sich auch unter dichotomisierter Betrachtung der
einzelnen Wellenlingenspektren UV-A (p=0,614) und UV-B (p=0,345) keine statistisch
relevante Abweichung, die auf einen Zusammenhang der positiven Photoprovokation und
Induzierung von Hautldsionen mit dem untersuchten Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus
hinweist.

Aufgrund der sehr kleinen Gruppengroflen bei Aufschliisselung des typisierten
Patientenkollektivs in seiner positiven Photoprovokation nach Lupussubtypen wird auf eine
tabellarische und grafische Darstellung der Ergebnisse hier weitgehend verzichtet. Die
vorhandenen Daten lassen jedoch nicht auf einen statistisch relevanten Zusammenhang aus

Photosensitivitit, Lupussubtyp und Genotypauspriagungsform schliefen.

UV-A positiv | AA [ AG | GG |UV-B positiv | AA | AG | GG
SLE 0 4 0 |SLE 0 6 1
LET 0 1 2 |LET 0 5 2
SCLE 3 2 0 |SCLE 2 4 2
DLE 1 1 1 |DLE 2 0 2

Tabelle 15: Genotypverteilung in den Lupus-Subtypen (Anzahl) und positive Photoprovokation
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4.4.4 Zusammenhang der Genotypen AA, AG und GG mit dem serologischen

Autoantikorpermuster

Unter Betrachtung der Genotypverteilung des untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismus

im typisierten Patientenkollektiv wird ein moglicher Zusammenhang mit dem serologischen

Autoantikdrpermuster des Einzelnen iiberpriift.

4.4.4.1 Ro-/La-Autoantikorper

Fiir die Patienten mit positivem serologischen Nachweis von Ro-Autoantikdrpern ergibt sich

folgende Verteilung der Genotypen des Polymorphismus (rs 1800682):

AA AG GG Gesamt
Ro positiv 8 10 2 20
negativ 2 8 8 18
Gesamt 10 18 10 38

Tabelle 16: Genotypverteilung im LE-Patientenkollektiv (Anzahl) und Ro-Autoantikdrperprofil

Dichotomisierte Gegeniiberstellung des homozygoten AA-Genotyps gegen die anderen
moglichen Ausprigungsformen (AG, GG) weist auf sein vermehrtes Vorkommen in dem Ro-

positiven Patientenkollektiv hin.

Polymorphismus dichotomisiert
Gesamt
AA Nicht AA
Negativ 2 16 18
Ro
Positiv 8 12 20
Gesamt 10 28 38
Tabelle 17: Genotypverteilung dichotomisiert im Patientenkollektiv (Anzahl) und Ro-

Autoantikérperprofil
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Im Blockdiagramm grafisch dargestellt wird dies deutlich erkennbar:

207 O AA
] nicht AA
15—
Anzahl

10

5 —

0 T

negativ positiv
Ro

Abb. 10: Grafische Darstellung der Genotypverteilung (dichotomisiert) im Patientenkollektiv und Ro-
Autoantikérperprofil (Anzahl)

Unabhingig vom jeweiligen Lupussubtyp stellt sich in der statistischen Analyse ein
signifikant ausgeprigter Zusammenhang der Homozygotie fiir das A-Allel mit positivem Ro-
Autoantikorpertiter dar (p=0,067). Bei Gegeniiberstellung der beiden Genotypen AA und GG
wird dieser Zusammenhang noch deutlicher (p=0,023).

Im La-Autoantikorper-positiven Patientengruppe ergibt sich keine statistisch relevante
Signifikanz fiir den untersuchten Polymorphismus, auch nicht bei dichotomisierter

Betrachtung des AA-Genotyps (p=0,474 bzw. p=0,621 (dichotomisiert)).

Die Ergebnisse in tabellarischer und grafischer Form zeigen bei insgesamt kleiner
Gruppengrofle keine Betonung im Genotypverteilungsmuster. Auf eine grafische Darstellung

der dichotomisierten Gegeniiberstellung wird deshalb hier verzichtet.
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AA AG GG Gesamt
La positiv 3 4 1 8
negativ 3 7 5 15
Gesamt 6 11 6 23
Tabelle 18: Genotypverteilung im Patientenkollektiv (Anzahl) und La-Autoantikérperprofil
Polymorphismus dichotomisiert
Gesamt
AA Nicht AA
Negativ 3 12 15
La
Positiv 3 5 8
Gesamt 6 17 23
Tabelle 19: Genotypverteilung dichotomisiert im Patientenkollektiv (Anzahl) und La-

Autoantikdrperprofil

Anzahl

Abb. 11:

7 O AA
H AG
* O GG
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3__.
o]
1_
0
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Grafische Darstellung der

Autoantikérperprofil (Anzahl)

La

Genotypverteilung

im LE-Patientenkollektiv und La-
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4.4.4.2 Antinukleiire Antikorper (ANA)

Bei den typisierten Patienten mit positivem ANA-Titer im Serum ist keine statistisch
signifikante Haufung eines Genotyps zu beobachten (p=0,683), was aufgrund der nahezu
dquivalenten Verteilung der Homozygotie fiir die Allele im untersuchten LE-

Patientenkollektiv bereits zu erwarten war.

Polymorphismus dichotomisiert
Gesamt
AA AG GG
Negativ 3 6 4 13
ANA
Positiv 7 15 5 27
Gesamt 10 21 9 40

Tabelle 20: Genotypverteilung im Patientenkollektiv (Anzahl) und ANA-Antikdrperprofil

157 O aA

B AG

O GG
12—
g_
Anzahl
6—
3
0

negativ positiv
ANA

Abb. 12: Grafische Darstellung der Genotypverteilung und ANA-Antikdrperprofil (Anzahl)
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Bei Aufschliisselung des typisierten Patientenkollektivs in seinem serologischen
Autoantikorpermuster nach Lupussubtypen ergeben sich sowohl fiir die Ro-/La-Antikérper
als auch fiir die antinukledren Antikorper, dhnlich wie bei der Photoprovokation, sehr kleine
Gruppengrofen. Auf eine tabellarische und grafische Darstellung dieser Ergebnisse wird auch

hier weitgehend verzichtet.

Ro-positiv AA AG GG Ro-negativ AA AG GG
SLE 7 5 0 SLE 0 3 2
SCLE 1 3 0 SCLE 0 1 0

Tabelle 21: Genotypverteilung in den Lupussubtypen (Anzahl) und Ro-Autoantikdrperprofil

ANA-positiv AA AG GG ANA-negativ AA AG GG
SLE 4 6 1 SLE 0 0 0
SCLE 2 4 0 SCLE 1 2 1

Tabelle 22: Genotypverteilung in den Lupussubtypen (Anzahl) und ANA-Antikdrperprofil

Dabei lassen die vorhandenen Ergebnisse nicht auf einen statistisch relevanten
Zusammenhang des Antikorpermusters vor allem mit einem bestimmten Lupussubtyp in
Verbindung mit einer Genotypauspriagungsform des Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus

schlieflen.
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5 Diskussion

Der Lupus erythematodes (LE) ist eine nicht-organspezifische Autoimmunerkrankung und
gehort zur ibergeordneten Krankheitsgruppe der Kollagenosen. Als rheumatologisch-
immunologische Systemerkrankungen spielen sich diese Krankheitsbilder in generalisierter
Form, vor allem an Haut und Bindegewebe ab, verbunden mit der Bildung bestimmter
Autoantikdrpermuster und der Ablagerung von Immunkomplexen. Die Krankheitsentitit
Lupus erythematodes in ihren verschiedenen Unterformen beschreibt eine Systemerkrankung
der Haut und des Gefibindegewebes mit Vaskulitis und Perivaskulitis der kleinen Arterien
und Arteriolen (22). Im weiteren Krankheitsverlauf konnen prinzipiell verschiedene Organe

durch die Folgen dieser Vaskulitis befallen sein.

Fiir die Atiopathogenese des Lupus erythematodes scheint ein Zusammenspiel vieler Faktoren
verantwortlich zu sein. In threr Komplexitit ist sie bisher nicht vollstandig aufgeklart.

Bestimmte Umweltfaktoren wie Viren, Medikamente, Chemikalien oder UV-Strahlung
bewirken im Zusammenspiel mit einer gleichzeitig vorhandenen genetischen Disposition eine
Veridnderung in der Regulation der Immunantwort (24). Die daraus resultierende Storung der
Selbst- und Fremderkennung &uBlert sich in einer iiberschiessenden Produktion von
Autoantikdrpern,  nicht-organspezifischen = Komplementbindungsreaktionen und einer

verminderten zelluldren Immunitét.

Verschiedene Kandidatengene scheinen fiir die genetische Pridisposition zur Entwicklung
und Regulation einer Autoimmunreaktion von besonderer Bedeutung zu sein, darunter TNF-
o, Fas, FasL, bcl-2 und DNAsel (26, 34, 49, 80).

An der Entstehung von nicht-organspezifischen Autoimmunerkrankungen wie dem Lupus
erythematodes scheint vor allem eine Fehlfunktion der Apoptose maf3geblich beteiligt zu sein.
Die aktuelle Forschung ist deshalb bemiiht, einen direkten Zusammenhang der Apoptose-
induzierenden Gene mit einer gesteigerten Suszeptibilitit fiir Autoimmunerkrankungen
nachzuweisen (3, 10, 12, 35, 36, 80).

Ganz aktuell untersuchten zum Beispiel Chen et al. (11, 12) 2006 mogliche Assoziationen von
Apoptose-beeinflussenden Mikrosatelliten-Polymorphismen auf Chromosom 1q (u.a. FasL)

mit systemischem Lupus erythematodes anhand eines sehr grolen Patientenkollektivs.
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Von besonderem Interesse ist dabei, wieweit immungenetische Variationen auf
Einzelnukleotidebene die unterschiedlichen Ausprigungsformen einer Autoimmunreaktion

beeinflussen konnen und sich im klinischen Bild einer Erkrankung widerspiegeln.

Ziel dieser Arbeit war, aus der Untersuchung eines umschriebenen Einzelnukleotid-
polymorphismus in der Promotorregion des Gens fiir den Fas-Rezeptor abzuleiten, ob eine
Assoziation zwischen dem programmierten Zelltod und der Krankheitsentitit Lupus
erythematodes in ihren Subtypen besteht. Die Suche nach Hinweisen auf einen
Zusammenhang mit einer gesteigerten Lichtempfindlichkeit sowie einem bestimmten
Autoantikdrperprofil im Serum sollte dabei im Mittelpunkt stehen.

Als Mitglied der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie wird Fas/ CD95 besonders von den
Gewebearten verstirkt exprimiert, die im menschlichen Kérper an der Immunantwort beteiligt
sind, wie Haut, Thymus und Intestinaltrakt. Seine Expression auf aktivierten B- und T-
Lymphozyten ist wichtig fiir die Lymphozytenselektion im Thymus und die Ausbildung
peripherer Toleranz. Das Ausmall der Fas-Expression kann durch proinflammatorische
Zytokine, wie Interferon y oder TNFa gesteigert werden. Vor allem im Rahmen von
Entziindungsprozessen scheint das von Bedeutung zu sein (7). Der dazugehorige Ligand FasL
(CD178) wird vor allem von aktivierten T-Lymphozyten, Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten exprimiert, von deren Zellmembran er durch Metalloproteasen abgelost werden
kann. In geloster Form behilt er seine apoptose-induzierenden Fihigkeiten jedoch bei. Die
Promotorregion des Fas-Gens enthélt Sequenzen, an die zahlreiche Transkriptionsfaktoren
binden (24). Dort findet sich in der Enhancerregion an der Nukleotidstelle -670 ein

Einzelnukleotidaustausch der Basen A und G.

Fir diese Arbeit wurde ein Kollektiv von 107 Patienten untersucht, die alle unter der
Diagnose ,,Lupus® in einer ihrer Unterformen an der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie
und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen sowohl stationdr als auch
iiber eine Spezialsprechstunde fiir Autoimmundermatosen betreut worden waren. Bei allen
Patienten wurde eine Typisierung ihrer DNA hinsichtlich des Fas—Gen-Promotor-
Polymorphismus -670 A/G durchgefiihrt. Es wurden zwei verschiedene Methoden angewandt,
wobei die erste (Allel-spezifische PCR) als Hauptmethode zur statistischen Auswertung zum
Einsatz kam, wihrend die zweite (SSCP-Analyse) nur stichprobenartig die Ergebnisse der
Hauptmethode validieren sollte. Als Kontrollgruppe fiir den statistischen Vergleich sollte ein

Kollektiv von 96 zufillig ausgewihlten, gesunden Studenten der Biologischen Fakultt
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dienen. Bei der Typisierung der Studenten-DNA-Proben ergab sich jedoch eine
Allelverteilung, die von den erwarteten Werten fiir gesunde Individuen (A=0,487 und
G=0,512) aus der Genomdatenbank deutlich abwich (A=0,380 und G=0,619).
Moglicherweise unterscheidet sich die Allelfrequenz in Bayern von den anderen getesteten
Gruppen in Europa. Die Population steht jedoch im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und die
DNA-Typisierung wurde mit zwei verschiedenen Methoden durchgefiihrt, so dass Fehler in
der Allelzuordnung ausgeschlossen werden konnen. Genauere Riickschliisse lassen sich in
dieser Arbeit in Bezug auf die vorhandenen Daten leider nicht eruieren. Weitere Studien
konnten iiber derartige Zusammenhinge weitere Erkenntnisse liefern. Die Studenten-
kontrollen wurden als besondere Nebengruppe zum statistischen Vergleich der

Genotypausprigung mitgefiihrt.

Die berechneten Allelfrequenzen des Patientenkollektivs fiir den Fas—Gen-Promotor-
Polymorphismus wurden mit den Referenzwerten aus der Genomdatenbank verglichen. Dabei
zeigte die berechnete Allelfrequenz der Allele A und G des untersuchten Einzelnukleotid-
polymorphismus im Kollektiv der Lupuspatienten nahezu identische Werte (A=0,519 und
G=0,481) mit der Referenzangabe fiir gesunde Individuen (A=0,487 und G=0,512). Zunichst
scheint dadurch eine statistisch relevante Assoziation eines bestimmten Allels mit der
Krankheitsentitit Lupus erythematodes eher unwahrscheinlich. Wenn man aber nun
beriicksichtigt, dass sich die einzelnen Allele A und G zu verschiedenen Genotypen
unterschiedlich zusammenfiigen, ist eine besondere Betrachtung der Genotypenverteilung des
Polymorphismus in Hinblick auf einen Zusammenhang mit der Krankheitsentstehung
eindeutig gerechtfertig. Im Folgenden wurde vor allem auf den homozygoten AA-Genotyp
fokussiert. Bei der statistischen Analyse ergab sich fiir die Homozygotie des AA-Genotyps im
typisierten LE-Patientenkollektiv eine signifikante Abweichung von der gesunden
Studentengruppe, die bei dichotomisierter Gegeniiberstellung der anderen Genotyp-

auspriagungsformen noch deutlicher ausgeprigt war.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen einen direkten Zusammenhang der Erkrankung
Lupus erythematodes mit dem Genotyp AA im untersuchten Fas-Gen-Promotor-
Einzelnukleotidpolymorphismus vermuten. Obwohl die physiologische Bedeutung dieses
Polymorphismus bisher nicht vollstindig aufgeklart ist, scheint seine Lage in der Konsensus-
sequenz des Zellkern-Transkriptionselements GAS (gamma interferon activated site) die Fas-

Gen-Transkription zu beeinflussen (29, 35).
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Durch Verinderung der Bindungsstelle des GAS bindet der Transkriptionsfaktor STAT1 dort
mit variabler Intensitdt. Besonders stark scheint diese Bindung bei Vorhandensein des A-
Allels an Stelle -670 ausgeprigt zu sein. Uber die daraus resultierende Variation der
Transkriptionsrate des Fas-Gens wird mdglicherweise die Apoptoserate der Fas-
exprimierenden Zellen gesteuert und damit die Entstehung einer Autoimmunreaktion

begiinstigt.

Der Bildung von Autoantikérpern beim Lupus erythematodes scheint ein vermehrter Anfall
von zirkulierenden Zellkernantigenen zu Grunde zu liegen. Diese Hypothese beruht auf der
Beobachtung, dass in der Endphase der Apoptose Bestandteile aus dem Zellkern in kleinen
Blédschen, so genannten blebs auf der Zelloberfliche den immunkompetenten Zellen als
potentielle Autoantigene prasentiert werden (9). Durch autoreaktive T-Lymphozyten werden
aktivierte B-Lymphozyten in Folge zur Autoantikorperproduktion gegen das akkumulierende,
apoptotische Zellmaterial angeregt.

Als Ausloser fiir diesen vermehrten Anfall zirkulierender, antigener Zellbestandteile ist eine
verminderte Beseitigung von apoptotischem Zellmaterial bei insgesamt normaler
Apoptoserate durch einen Defekt der Phagozytose denkbar. Eine allgemein gesteigerte
Apoptoserate mit konsekutiv verstirktem Zellzerfall erscheint als weitere Erklarungs-

moglichkeit plausibel (24).

Um den beobachteten Zusammenhang des untersuchten Fas-Gen-Promotor-Einzelnukleotid-
polymorphismus mit der Krankheitsentitit Lupus erythematodes genauer zu spezifizieren,
wurde das Patientenkollektiv im Folgenden nach Lupusuntergruppen differenziert.

Im Mittelpunkt der Untersuchung standen dabei der subakut-kutane Lupus erythematodes
(SCLE) mit Hautsymptomatik und nur milder Organbeteiligung sowie die systemische Form
des Lupus erythematodes (SLE) mit ausgeprigter Multiorganbeteiligung. Beiden
Krankheitsbildern ist gemeinsam, dass sie nicht selten mit einer gesteigerten

Lichtempfindlichkeit einhergehen und bestimmte Autoantikdrpermuster im Serum zeigen.

In der Gruppe der SLE- und der SCLE-Patienten hatte bei der Typisierung der DNA
unabhingig von allen anderen klinischen Parametern eine auffillig grofle Prozentzahl
Homozygotie fiir das A-Allel. Bei Fokussierung auf die einzelnen Lupusuntergruppen ergab
sich dabei jedoch nur fiir SLE ein statistisch signifikantes Ergebnis. Folglich ist ein relevanter

Zusammenhang zwischen A-Homozygotie im Genotyp des untersuchten Fas-Gen-Promotor-
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Polymorphismus und systemischem Lupus erythematodes anzunehmen. Dieses Ergebnis
bekriftigt die Annahme, dass der programmierte Zelltod maBgeblich zur Induktion einer
Autoantikorperproduktion beitrdgt, die gerade bei der systemischen Form des Lupus
erythematodes das klinische Ausmal} bestimmt.

In einer vergleichbaren Studie bei 109 japanischen Lupus-Patienten kamen Kanemitsu et al.
2002 zu einem &dhnlichen Ergebnis (35). Nicht bestitigen konnten Huang et al. (30) 1999
einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen A-Homozygotie des untersuchten
Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus und SLE bei Patienten europiischer Abstammung. Nach
eigenen Aussagen relativierte sich dieses Ergebnis allerdings durch die geringe
Ausgangsdatenmenge und erlaubte keine endgiiltige Aussage iiber eine mogliche Assoziation.
Ahnliches gilt fiir die Studie von Young Ho Lee et al. (43) aus dem Jahr 2001. Nolsoe et al.
(55) sahen 2006 einen Zusammenhang des untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismus mit
einer ausgepriagten Thrombozytopenie bei SLE-Patienten. Aufgrund der geringen
Datenmenge fiir Thrombozytopenie in der fiir diese Arbeit untersuchten Patientengruppe aus
der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen kann dazu keine statistische Vergleichsaussage angestellt werden. Fiir
die anderen Lupussubtypen lie sich keine statistische Signifikanz fiir den Polymorphismus
und einen bestimmten Genotyp nachweisen. In der Literatur waren dazu keine Vorarbeiten

vorhanden.

Die Autoantikdrper bei Lupus erythematodes richten sich gegen allgemeine
Zellkernbestandteile ~ wie  Doppelstrang-DNA,  Histone oder Ribonukleoproteine.
Autoantikdrper gegen die Ribonukleoproteine Ro und La finden sich gehduft im Serum
lichtempfindlicher Lupus-Patienten (SCLE, SLE), konnen jedoch nicht als sine qua non-
Merkmal fiir Photosen sibilitédt gelten (54).

An der Oberfliche von menschlichen Keratinozyten, die in vitro mit UV-Licht bestrahlt
worden waren, lieBen sich im Rahmen von experimentellen Studien vermehrt Ro- und La-
Antigene nachweisen (26). Eine gesteigerte Autoantikorperbildung gegen diese
Ribonukleoproteine kénnte also die Folge einer UV-getriggerten Keratinozytenapoptose sein,
an deren Ende Zellkernbestandteile an der Zelloberfliche dem Immunsystem prisentiert
werden.

In der Literatur variieren die Prozentangaben fiir das Auftreten von Ro-Antikdrpern von 40-
82% bei SCLE (22) und 30-60% fiir SLE (22). La-Autoantikdrper finden sich insgesamt
seltener mit einer Haufigkeit von 12-71% bei SCLE (22) und rund 10% bei SLE (22). IThre
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Auspriagung scheint in der Regel an das gleichzeitige Vorhandensein von Ro-Antikoérpern
gebunden zu sein.

Im untersuchten Patientenkollektiv zeigt die AutoantikOrperverteilung innerhalb der
verschiedenen LE-Subtypen unter Betrachtung ihrer positiven Phototestung keine statistisch
signifikante Abweichung, so dass ein Zusammenhang zwischen Autoantikorpermuster und

positiver Photoprovokation in dieser Arbeit nicht bestéitigt werden kann.

Unabhingig von der Photoprovokation zeigten in der beschriebenen Patientengruppe vor
allem SCLE- und SLE-Patienten deutlich positive Ro-Autoantikorpertiter. Hinweise auf einen
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen Lupus-Subtyp und der Bildung von
spezifischen Autoantikdrpern lieBen sich dabei fiir die Ro-positiven SLE- und SCLE-
Patienten bestitigen. Da diese beiden Lupussubtypen iiblicherweise mit einer ausgeprigten
Lichtempfindlichkeit im klinischen Bild einhergehen, ist moglicherweise die vorhandene
Datenmenge einfach zu gering, um einen statistisch wirksamen Zusammenhang zwischen
Autoantikdrpermuster und positiver Photoprovokation abzuleiten. Die Untersuchung der La-
positiven LE-Patientengruppe ergab auch bei weiterer Differenzierung keine statistisch
signifikante Abweichung. Ein positiver ANA-Titer bei allen SLE-Patienten des Kollektivs
relativierte sich aufgrund der geringen Datenmenge vor allem auch in Hinblick auf die
Photoprovokation als statistisch nicht signifikant. In den iibrigen LE-Subformen war keine

besondere Privalenz beziiglich ANA-Serologie zu beobachten.

Unter Betrachtung der Genotypverteilung des untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismus
wurde im typisierten Patientenkollektiv ein moglicher Zusammenhang mit dem serologischen
Autoantikdrpermuster {iiberpriift. Unabhingig von der jeweiligen Lupuserkrankungsform
ergab die statistische Analyse dabei einen signifikant ausgeprigten Zusammenhang der
Homozygotie fiir das A-Allel mit einem positiven Ro-Autoantikorpertiter. Dieses Ergebnis
legt einen direkten Zusammenhang zwischen der Bildung von Autoantikdrpern gegen Ro-
Ribonukleoproteine und dem AA-Genotyp des untersuchten Fas-Gen-Promotor-Einzel-
nukleotidpolymorphismus nahe. In der Literatur ist ein vergleichbares Ergebnis bisher nicht
vorbeschrieben. Young Ho Lee et al. (43) beobachteten 2001 eine Assoziation der A-
Homozygotie an Stelle -670 im Fas-Gen-Promotor mit der Bildung von Anti-RNP-
Antikorpern, einen Zusammenhang mit positivem Ro-Serumtiter mussten sie jedoch

verneinen.
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Eine signifikante Abweichung fiir A-Homozygotie des untersuchten Fas-Gen-Promotor-
Polymorphismus zeigt sich in dieser Arbeit nur bei Patienten mit positivem Ro-
Antikorpertiter, ohne gleichzeitig statistisch relevante Ergebnisse bei positiver
Photoprovokation zu ergeben. Es bleibt also die Frage offen, ob moglicherweise nur nicht-
photosensitive Patienten mit positivem Serumtiter von Ro-Autoantikorpern A-homozygot
sind. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die Datenmenge der Photoprovokationsergebnisse

einfach zu klein ist, um genauere Aussagen zu treffen.

Bei Aufschliisselung des typisierten Patientenkollektivs nach Lupussubtypen ergaben sich
sowohl fiir die Ro-/La-Antikorper als auch fiir die antinukledren Antikdrper sehr kleine
Gruppengrossen. Aus den resultierenden Ergebnissen lie3 sich deshalb nicht auf einen
statistisch relevanten Zusammenhang des AntikOrpermusters in den jeweiligen Lupusunter-
gruppen mit einer Genotypausprigungsform des Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus

schliessen.

Ein multifaktorielles Zusammenspiel zwischen Umweltfaktoren wie UV-Strahlen-Exposition,
Autoantikorpermuster, genetischem Hintergrund und anderen Faktoren bedingt die
Entwicklung einer gesteigerten Lichtempfindlichkeit bei Patienten mit Lupus erythematodes
(57, 63). Als moglicher Entstehungsmechanismus fiir diese Photosensitivitdt wird vor allem
ein vermehrter Untergang von suprabasalen Keratinozyten der Haut durch programmierten
Zelltod sowie eine ungeniigende oder veridnderte Beseitigung des apoptotischen Zellmaterials

durch Phagozyten diskutiert (2, 9, 29, 53).

In Folge der durch UV-Strahlung induzierten Keratinozytenapoptose werden dabei
Zellbestandteile wie DNA und Ribonukleoproteine auf der Zelloberfliche fiir immun-
kompetente Zellen als Autoantigene sichtbar (23). Autoantikdrper wie ANA, Ro und La
werden gebildet, binden an die Autoantigene und fiihren entweder direkt (antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity ADCC) oder komplementvermittelt zu einer vollstindigen Lyse
des apoptotischen Keratinozyten. Die charakteristischen Hautverdnderungen bei photo-
sensitiven  Lupusformen, wie auch eine immunkomplexvermittelte systemische
Krankheitsexazerbation nach Sonnenlichteinwirkung lassen sich iiber die vermehrte Bildung

von Autoantikdrpern im Rahmen des UV-induzierten Keratinozytenuntergangs erkliren (24).



Diskussion 52

Eine Vielzahl von Apoptose-induzierenden Kandidatengenen wurde bereits auf einen
moglichen Zusammenhang mit einer gesteigerten Suszeptibilitit fiir Photosensitivitit
untersucht (2, 33). Fiir den in dieser Arbeit untersuchten Fas-Gen-Promotor-Einzel-
nukleotidpolymorphismus konnten immungenetische Variationen einer moglichen stringenten
Assoziation zwischen programmiertem Zelltod und gesteigerter Lichtempfindlichkeit auf

Einzelnukleotidebene nicht bestitigt werden.

In der Literatur rangieren die Prozentangaben fiir Photosensibilitét von 11-94% bei SLE- und
52-100% fiir SCLE-Patienten (59, 60). Entsprechend zeigte sich im untersuchten Patienten-
kollektiv in der Gruppe der LET- und der SCLE-Patienten die héufigste
Photoprovozierbarkeit von Hautldsionen, unabhidngig von der Wellenlinge ihres
Empfindlichkeitsspektrums. Bei den SLE- und DLE-Patienten war die Lichtempfindlichkeit
insgesamt etwas geringer gewesen. Das Kollektiv der LET-Patienten konnte bei der
statistischen Auswertung jedoch aufgrund seiner extrem kleinen GroBe nicht beriicksichtigt
werden.

Bei Gegeniiberstellung der Lichttestungsergebnisse der Patienten und der Genotyp-
auspriagungsformen fand sich keine statistisch relevante Abweichung, die auf einen
Zusammenhang der positiven Photoprovokation und Induzierung von Hautldsionen mit dem
untersuchten Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus hinwies. Aufgrund der sehr kleinen
Gruppengrossen bei Aufschliisselung des typisierten Patientenkollektivs in seiner positiven
Photoprovokation nach Lupussubtypen lieBen die Ergebnisse zudem keinen Riickschluss auf
einen statistisch relevanten Zusammenhang aus Photosensitivitit, Lupussubtyp und

Genotypausprigungsform zu.

Huang et al. (30) beobachteten 1999 bei Typisierung des gleichen Polymorphismus eine
signifikante Haufung von photosensitiven, A-homozygoten SLE Patienten.

Eine mogliche Assoziation zwischen dem programmierten Zelltod und einer gesteigerten
Lichtempfindlichkeit bei Patienten mit Lupus erythematodes kann in dieser Arbeit hier jedoch
nicht nachgewiesen werden. Die statistisch signifikanten Ergebnisse bei den SLE-Patienten
und den Patienten mit positivem Serumtiter von Ro-Autoantikrpern legen allerdings nahe,
dass die vorhandene Datenmenge der Photoprovokation moglicherweise einfach zu gering ist,
um einen statistisch signifikanten Zusammenhang der Photosensitivitdt mit dem untersuchten
Polymorphismus im Promotor des Fas-Gens zu erkennen. Dazu sind vermutlich weitere

Untersuchungen mit deutlich groferen Patientenkollektiven notig.
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6 Zusammenfassung

Die Krankheitsentitdt Lupus erythematodes in ihren verschiedenen Unterformen beschreibt
eine autoimmunologische Systemerkrankung der Haut und des Gefia3bindegewebes.

Fiir ihre Atiopathogenese scheinen bestimmte Umweltfaktoren wie Viren, Medikamente,
Chemikalien oder UV-Strahlung verantwortlich zu sein, die im Zusammenspiel mit einer
gleichzeitig vorhandenen genetischen Disposition eine Verdnderung in der Regulation der
Immunantwort bewirken. Die daraus resultierende Storung der Selbst- und Fremderkennung
duBert sich in einer {iberschieBenden Produktion von Autoantikérpern, nicht-
organspezifischen Komplementbindungsreaktionen und einer verminderten zelluldren
Immunitédt. Endgiiltig sind die Entstehungsmechanismen, die letztlich zu einem Verlust der
Selbsttoleranz fiihren, in ihrer Komplexitit bisher nicht aufgeklirt.

Fir die genetische Pradisposition zur Entwicklung einer Autoimmunreaktion scheinen
verschiedene Kandidatengene von besonderer Bedeutung zu sein.

Um die Vermutung zu bestitigen, dass eine Fehlfunktion der Apoptose mafigeblich an der
Atiopathogenese des Lupus erythematodes beteiligt ist, versucht die aktuelle Forschung, einen
direkten Zusammenhang der Apoptose-induzierenden Gene, wie Fas, FasL, bcl-2 und
DNAsel mit einer gesteigerten Suszeptibilitit fiir Autoimmunerkrankungen nachzuweisen.
Inwieweit immungenetische Variationen auf Einzelnukleotidebene die unterschiedlichen
Auspriagungsformen einer Autoimmunreaktion beeinflussen konnen und sich im klinischen
Bild einer Erkrankung widerspiegeln, ist dabei von besonderem Interesse.

Ziel dieser Arbeit war, aus der Untersuchung eines funktionellen FEinzelnukleotid-
polymorphismus in der Promotorregion des Gens fiir den Fas-Rezeptor abzuleiten, ob eine
Assoziation zwischen dem programmierten Zelltod und der Krankheit Lupus erythematodes
in ihren Subtypen besteht. Die Suche nach Hinweisen auf einen Zusammenhang mit einer
gesteigerten Lichtempfindlichkeit sowie einem bestimmten Autoantikorperprofil im Serum
sollte dabei im Mittelpunkt stehen. Der Bildung von Autoantikérpern beim Lupus
erythematodes scheint ein vermehrter Anfall von zirkulierenden Zellkernantigenen durch
vermehrten Zelluntergang durch Apoptose sowie eine ungeniigende Beseitigung des
apoptotischen Zellmaterials durch Phagozyten zu Grunde zu liegen. Auch die Entwicklung
einer gesteigerten Lichtempfindlichkeit ist tiber diesen Mechanismus zu verstehen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen einen direkten Zusammenhang der Erkrankung Lupus
erythematodes mit dem A-homozygoten Genotyp im untersuchten Fas-Gen-Promotor-

Einzelnukleotidpolymorphismus vermuten. Bei genauerer Differenzierung des Patienten-
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kollektivs nach den einzelnen Lupussubtypen zeigte sich, dass diese Assoziation sich im
Besonderen auf den systemischen Lupus erythematodes bezieht.

Dadurch wird die Annahme bekriftigt, dass der programmierte Zelltod maBgeblich zur
Induktion einer Autoantikorperproduktion beitrdgt, die gerade bei der systemischen Form des
Lupus erythematodes das klinische Ausmaf} bestimmt.

Unabhingig von der jeweiligen Lupuserkrankungsform ergab diese Arbeit weiterhin ein
signifikant gehduftes Vorkommen des Genotyps AA bei Patienten mit einem positiven Ro-
Autoantikorpertiter. Dadurch wird ein direkter Zusammenhang zwischen der Bildung von
Autoantikdrpern gegen Ro-Ribonukleoproteine und der A-Homozygotie des untersuchten
Fas-Gen-Promotor-Einzelnukleotidpolymorphismus wahrscheinlich.

Bei Gegeniiberstellung der Lichttestungsergebnisse der Patienten und der Genotyp-
auspriagungsformen fand sich keine statistisch relevante Abweichung, die auf einen
Zusammenhang der positiven Photoprovokation und Induzierung von Hautldsionen mit dem
untersuchten Fas-Gen-Promotor-Polymorphismus hinwies.

Eine mogliche Assoziation zwischen dem programmierten Zelltod und einer gesteigerten
Lichtempfindlichkeit bei Patienten mit Lupus erythematodes kann in dieser Arbeit folglich
nicht bestitigt werden. Die statistisch signifikanten Ergebnisse bei den SLE-Patienten und den
Patienten mit positivem Ro-Autoantikorper-Titer legen allerdings nahe, dass die vorhandene
Datenmenge der Photoprovokationsergebnisse einfach zu gering ist, um einen statistisch
verwertbaren Zusammenhang der Photosensitivitidt mit dem untersuchten Polymorphismus im
Promotor des Fas-Gens zu erkennen.

Es bleibt weiteren Studien in der Zukunft liberlassen, diese Ergebnisse durch Untersuchung
eines deutlich groBeren Patientenkollektivs zu relativieren und neue Ansatzpunkte zur
vollstindigen ~Aufklirung der Atiopathogenese der Autoimmunreaktion bei Lupus

erythematodes zu finden.
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