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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)

2.1.1 Uberblick

Der systemische Lupus erythematodes ist eine  chronisch-entziindliche
Systemerkrankung und ldsst sich den klassischen Kollagenosen zuordnen. Der SLE
wird durch typische klinische Manifestationen und Auftreten von Antikérpern, die
gegen ein oder mehrere Zellkernbestandteile gerichtet sind, bestimmt. Antinukleédre
Antikdrper (ANA) treten bei 99 % der Patienten auf, sind aber nicht direkt an der
Krankheitsentstehung beteiligt. Zusitzlich bilden SLE-Patienten hiufig weitere
Antikorper gegen Zellmembranen oder Serumbestandteile [1].

Polyarthritis und Erytheme sind, mit einer Prdvalenz von 90% bei Patienten mit SLE,
die am hiufigsten auftretenden klinischen Manifestationen [2]. Erytheme finden sich
bevorzugt als Schmetterlingserythem im Gesichtsbereich und als diskoides Erythem im
Kopf-, Arm-, und Stammbereich. Die Arthritis betrifft meist die kleinen Gelenke.
Einhergehend mit Angstzustinden, chronischer Miidigkeit, kognitiven Stérungen und
Depression gehdren Arthritis und Erythem zu den Frithsymptomen des SLE [3].
Schwerwiegende Komplikationen, wie eine Glomerulonephritis, schwere neurologische
Symptome, eine Entziindung des Herzens oder eine Lungenbeteiligung, treten meist erst
im spateren Verlauf der Erkrankung auf [4]. Zur Klassifikation des SLE entwickelte das
American College of Rheumatology (ACR) 1982 elf Kriterien. Danach gilt die
Diagnose SLE als gesichert, sofern mindestes vier der elf Kriterien erfiillt sind (Tabelle
2.1)[5, 6].

Die Prognose des SLE hat sich in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert. Aufgrund
effizienter TherapiemaBnahmen ist die 10-Jahres Uberlebensrate von unter 50% auf
mittlerweile 90- 96,6% gestiegen [7, 8]. So war die Mortalitdt von SLE-Patienten Ende
der 1970iger Jahre noch 10,1-mal so hoch wie in der Normalbevolkerung und ist
inzwischen auf das 2,7- fache gesunken. Zu den haufigsten Todesursachen der SLE-
Patienten zdhlen kardiovaskuldre Komplikationen (26,5-37%), aktiver SLE-Schub
(26,5%) und Infektionskrankheiten (25-33%), wobei die Infektionen meist als Folge der

immunsuppressiven Therapie auftreten [7, 9-11].
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Tabelle 2.1: Klassifikationskriterien der SLE-Erkrankung des American College of
Rheumatology von 1982, aktualisiert 1997 [5, 6]

Kriterium

Definition

1.  Schmetterlingserythem

Flaches oder erhabenes Erythem beider Wangen,

die Nasolabialfalten aussparend

2. Diskoides Erythem

Erythematdse erhabene Flecken mit keratotischer

Schuppung und atrophischen Narben

3.  Photosensibilitat

Hautrétung infolge ungewdhnlicher Reaktionen

auf Sonnenlicht (anamnestisch oder beobachtet)

4.  Schleimhautulzerationen

Orale oder nasopharyngeale Ulzerationen,

gewohnlich schmerzlos (drztlich beobachtet)

5.  Arthritis

Nichterosive Arthritis von zwei oder mehr
Gelenken, gekennzeichnet durch Schmerzen,

Schwellung oder Erguss

6.  Serositis

a) Pleuritis
oder

b) Perikarditis

7. Nierenerkrankung

a) Persistierende Proteinurie iiber 0,5g/d oder mehr
als 3+falls nicht quantifiziert
oder

b)Zylindrurie (Erythrozyten, Himoglobin)

8.  Neurologische Befunde

a) Krampfanfille - nicht medikamentds oder
metabolisch bedingt

oder
b) Psychosen - nicht medikamentds oder

metabolisch bedingt

9.  Hématologische Befunde

a) Hamolytische Andmie
oder

b) Leukozytopenie <4,000/ul
oder

¢) Lymphozytopenie <1,500/pl
oder

d) Thrombozytopenie <100,000/ul
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Tabelle 2.1(Forts.): Klassifikationskriterien der SLE-Erkrankung des American College of
Rheumatology von 1982, aktualisiert 1997 [5, 6]

Kriterium Definition

10. Immunologische Befunde a) Anti-DNA: Anti-dsDNA-Antikorper
oder
b) Anti-Sm: Anti-Sm-Antikorper
oder

¢) Anti-Phospholipid-Antikorper

11. Antinukledre Antikorper Erhohter Titer nicht medikamentdser Genese

2.1.2 Epidemiologie

Die jahrliche Inzidenz des SLE liegt bei 2,4 bis 4,6 [12-16], mit einer Prdvalenz von
24,6 bis 27,7 pro 100.000 Einwohner[14, 15, 17]. Frauen sind mit einer Inzidenz von
5,4 bis 7,0 [13, 15] und einer Privalenz von 45,9 bis 49,6 pro 100.000 Einwohner [14,
15] sechsmal haufiger betroffen als Manner [12]. Der Altersgipfel liegt durchschnittlich
bei 40-64 Jahren, bei Frauen jedoch etwas niedriger mit 40-49 Jahren [13-15]. Altere
Studien nennen ebenfalls einen Altersgipfel fiir Frauen bei 15- 24 Jahren [12].

Dariiber hinaus zeigen sich deutliche Variabilititen zwischen den verschiedenen
ethnischen Bevolkerungsgruppen. Afroamerikanisch- und asiatischstimmige Menschen
sind auffdllig haufiger betroffen als kaukasischstimmige Menschen [12, 14-17]. Die
Pravalenz fiir afroamerikanischstimmige Menschen ist fiinfmal hdufiger als die

Prévalenz fiir kaukasischstimmige Menschen [15].

2.1.3 Pathogenese

Der SLE ist charakterisiert durch eine Vielzahl von Verdnderungen innerhalb des
Immunsystems. Von zentraler Bedeutung ist eine vermehrte Produktion von
Autoantikorpern. Diese Autoantikorper sind gegen nukleédre, cytoplasmatische und
Zelloberflichen-Antigene  gerichtet, sowie gegen 10sliche Antigene, wie
Immunglobuline und Komplementfaktoren [18]. Autoantikdrper gegen dsDNA
(Doppelstrang-DNA), Sm und Cardiolipin sind ebenfalls charakteristisch und wurden
deshalb in die Klassifikationskriterien des ACR von 1982 aufgenommen [5].
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Die sich bildenden Immunkomplexe und Autoantikdrper zirkulieren im peripheren Blut
und konnen sich schlielich an den Basalmembranen der Glomeruli, der Epidermis und
der GefiBwidnde ablagern und somit das Komplementsystem aktivieren. Als Folge
entstechen Entziindungsreaktionen, die zu Gewebsschidigungen in Form von
Glomerulonephritis und/ oder Vaskulitis fiihren [18, 19].

Der Grund fiir das gehdufte Auftreten von Autoantikérpern konnte noch nicht zufrieden
stellend gekldrt werden. Ein Erkldrungsansatz besagt, dass B-Zellen unspezifisch
stimuliert werden und sich somit Antikorper gegen entsprechende Antigene bilden [20].
Hitzeschockproteine oder auch Superantigene, die bestimmte Rezeptoren unspezifisch
aktivieren, dienen hierbei als Ausldser [21, 22]. Eine weitere Hypothese geht von einer
Aktivierung der B-Lymphozyten durch Stimulation spezifischer Antigene aus. Die
nukledren Antigene werden entweder von Antigenprisentierenden Zellen (APC)
aufgenommen oder binden direkt an Antikorper auf der Oberfliche der B-
Lymphozyten. Beide Zellen spalten die Antigene in Peptide und prisentieren diese
mittels der HLA-Molekiille den T-Lymphozyten. Die dadurch aktivierten T-
Lymphozyten stimulieren wiederum die B-Lymphozyten und damit die Produktion von
Autoantikorpern. Die Interaktion von B- und T-Lymphozyten wird durch zahlreiche
Zytokine ermoglicht. Dieser Mechanismus legt nahe, dass es nicht nur zu einer Stérung
der B-Zellfunktion bei Patienten mit SLE kommt; Verdnderungen der Funktion bei
Monozyten, T-Lymphozyten und den entsprechenden Zytokinen werden ebenfalls mit
SLE assoziiert [23]. So scheint es, dass eine exzessive und unkontrollierte Stimulation
der B-Lymphozyten durch T-Lymphozyten ein wichtiger Faktor in der Differenzierung
und Bildung der Autoantikorper ist [18].

Die nukledren Antigene werden wahrscheinlich durch eine erhohte Apoptoserate bei
Infekten oder durch Umwelteinfliisse wie UV-Licht freigesetzt. Die Clearance dieser
apoptotischen Zellen und der Immunkomplexe durch Makrophagen ist bei Patienten mit
SLE jedoch beeintriachtigt [24].

Der Grund fiir die mangelhafte Clearance der apoptotischen Zellen bei Patienten mit
SLE ist noch nicht geklart. Eine mdgliche Ursache besteht in quantitativen oder
qualitativen Defekten der friilhen Komplementfaktoren wie C2, C4 oder Clq [25].
Besonders der Clg-Rezeptor auf der Oberfliche von Phagozyten spielt eine wichtige
Rolle in der Clearance von apoptotischen Zellen [26] da durch Bindung von
Immunkomplexen an den Clg-Rezoptor die Komplementaktivierung ausgelost wird.

Eine andere Moglichkeit konnte eine reduzierte Anzahl der Komplement-bindenden
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CR1-Rezeptoren auf der Oberfliche von Phagozyten sein [27, 28]. Durch diese
erniedrigte Clearance zirkulieren die Antigene lange im Blut und kdnnen so zum einen
die B-Lymphozyten zur Produktion von Autoantikérpern stimulieren und zum anderen
Immunkomplexe bilden, die Schiden in den unterschiedlichen Organsystemen

anrichten.

2.1.4 Atiologie

Eine allgemeingiiltige Ursache des SLE ist nicht bekannt. Es konnten jedoch eine Reihe
von Risikofaktoren des SLE charakterisiert werden, hierzu gehéren Umweltfaktoren,

hormonelle Faktoren, Infektionskrankheiten und genetische Faktoren.

Umweltfaktoren

Eine stark erhohte Photosensibilitdt ist mit einer Privalenz von 45-70 % [29, 30] eines
der hiufigsten Symptome des SLE und kann zu makulopapuldsen oder blasigen
Verdnderungen sowie zu schweren Erythemen fithren. Eine Exazerbation oder
Verschlechterung dieser SLE-charakteristischen Hautldsionen sowie eine Exazerbation
der systemischen Manifestationen kann durch intensive Sonnenexposition induziert
werden [31, 32]. Obwohl als Haupteinwirkungsspektrum fiir SLE die UV-B-Strahlung
(Wellenldnge 280-320nm) zdhlt [33, 34], haben neueste Studien gezeigt, dass UV-B-
Strahlung sowie UV-A-Strahlung (Wellenldnge 320-400 nm), oder ihre Kombination,
zu SLE- typischen Hautldsionen fithren konnen [35]. Weshalb UV-Licht zu einer
Exazerbation des SLE fiihren kann ist bislang noch ungeklédrt. Eine Hypothese geht
davon aus, dass UV-Strahlung eine Apoptose der Keratinozyten induziert, wodurch
antigenes Material freigesetzt wird, das wiederum zur Produktion von Autoantikdrpern
fiihrt. So wurde beispielsweise eine positive Assoziation zwischen dem Vorhandensein
von Ro(SSA)- und La(SSB)-Antikorper und einer pathologischen Reaktion auf
Lichtprovokation festgestellt [32]. Eine aktuell erschienene Studie hat diese Hypothese
jedoch widerlegt, indem sie zeigt, dass die UV-B-induzierte-Apoptose in Patienten mit
SLE gegeniiber Kontrollen nicht signifikant erhoht ist [36].

D-Penicillamin, Methyl-DOPA, Diltiazem, Minocyclin, Hydralazin und Procainamid
konnen einen Medikamenten-induzierten SLE auslosen, der sich nach Absetzen der

Medikamente zuriickbildet.
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In Bezug auf berufliche Belastung und deren Bedeutung fiir SLE ist wenig bekannt,
auBler der beruflichen Siliziumexposition, die mit SLE assoziiert wird [37, 38]. So
weisen neueste Studien darauf hin, dass die Belastung mit Silizium zu einer erhdhten
Apoptoserate fithrt [39]. Auch der Einfluss von organischen Losungsmitteln, wie
Trichlorethylen, Schwermetallen, wie Kadmium, Gold oder Quecksilber, Pestiziden und
Asbest, wurden untersucht. Eine eindeutige Assoziation mit SLE konnte bislang jedoch
nicht festgestellt werden [39, 40]. Aromatische Amine, Hydrazine und Losungsmittel
die in Pflanzenschutzmitteln, Haarfarbemitteln und Zigarettenrauch u.a. enthalten sind,
stehen ebenfalls in Verdacht, mit SLE assoziiert zu sein. Ein intensiver Gebrauch von
Haarfarbemitteln und ein erhdhtes Auftreten von Kollagenosen (u.a. SLE) liel sich
allerdings nicht bestdtigen [41, 42]. Einzig Raucher haben ein signifikant erhdhtes
Risiko, an SLE zu erkranken [43].

Das Auftreten von Symptomen des SLE korreliert ebenfalls in einigen Studien mit dem
Vorliegen von Depressivitit, Angstlichkeit und psychologischem Stress [44, 45]. So
berichten SLE-Patienten von Erkrankungsschiiben nach Stressereignissen. Es zeigt sich
jedoch keine Korrelation zwischen den SLE-typischen laborchemischen Parametern und
dem Ausmal} des Stresses [46]. Zwar berichten viele Studien iiber eine signifikante
Assoziation zwischen dem AusmaB von Depression, Angstlichkeit und
psychologischem Stress und dem Ausmal} der Erkrankung [47-49]. Diese Studien
konnten jedoch nicht ermitteln, ob psychologischer Stress zu einer vermehrten Aktivitit
des SLE fiihrt, oder ob eine vermehrte SLE-Aktivitdt zur Folge hat, dass Patienten

vermehrt depressiv und éngstlich sind.

Hormonelle Faktoren

Beim SLE besteht, mit einem sechs bis zehnmal hoheren weiblichen Anteil, ein hoher
geschlechtsspezifischer Unterschied. Sexualhormone wie Ostrogene, Androgene und
Prolaktin (PRL) scheinen deshalb einen Einfluss auf die Entstehung, Progression und
den Schweregrad des SLE zu haben [50]. Sexualhormone beeinflussen die normale
Ausdifferenzierung, Reifung und Emigration von Lymphozyten [51]. Ostrogen und
Prolaktin sind mit einem erhdhten Risiko fiir SLE assoziiert [52], wahrend Androgene,
die als natiirliche Immunsuppressiva wirken, das Risiko zu senken scheinen. Auch im
Mausmodell des SLE konnte nachgewiesen werden, dass eine erhohte Exposition mit
Ostrogenen zu einer Verschlechterung der Symptome fiihrt. Eine erhhte Exposition mit

Androgenen bewirkt dagegen eine Verbesserung der Symptome [51]. Des Weiteren



Einleitung

konnte bei Patienten mit SLE ein erhdhter Prolaktinwert festgestellt werden [53], der
mit der Erkrankungsaktivitit und einem erhohten ANA-Titer korreliert [54, 55].
Prolaktin wurde als Immunmodulator von Lymphozyten identifiziert, da es diese iiber
Bindung an den oberflichlichen Prolaktin-Rezeptor zur Ausreifung und
Autoantikdrperproduktion stimuliert [56]. Zusétzlich erhoht Prolaktin die Synthese der
Zytokine IFNy und IL-2 [57]. In einer Studie korrelierte aulerdem ein erhohtes
Prolaktin mit dem hédufigeren Auftreten der Antikdrper gegen dsDNA, Sm und
Ro(SSA). Jedoch =zeigte keine dieser Probandinnen Anzeichen fiir eine
Autoimmunerkrankung [58].

Ein erhohtes Risiko fiir die Erkrankung am SLE entsteht ebenfalls durch eine
hormonelle Substitutionstherapie in der Postmenopause [59], jedoch nicht durch die

Einnahme oraler Kontrazeptiva [60].

Infektionskrankheiten

Virale oder bakterielle Infektionen konnen als Ausloser fiir die Entstehung oder
Exazerbation des SLE dienen. Gleichzeitig sind Patienten mit SLE anfélliger fiir
Infektionen als die Normalbevolkerung. Infektionen sind eine Hauptursache fiir die
Morbiditit und Mortalitdt des SLE [61]. Das Potential von Infektionen als Ausldser des
SLE wurde im Mausmodell mit New Zealand black x New Zealand white (NZB x
NZW) Méusen untersucht. Diese Miuse entwickeln ein Lupus-dhnliches Krankheitsbild
und produzieren typische Autoantikorper. Werden diese Miuse mit bakterieller oder
viraler DNA exponiert, kommt es zur Produktion von anti-DNA-Antikorpern. Auch der
Kontakt mit bakteriellen Polysacchariden flihrt zu einer beschleunigten Entwicklung des
SLE. Findet stattdessen die Aufzucht der Tiere in einer keimfreien Umgebung statt, so
wird die Krankheitsentstehung verzogert oder sogar verhindert [62].

Eine besondere Rolle bei der Entstehung des SLE durch Infektionen spielen das
Epstein-Barr Virus (EBV) und das Cytomegalievirus (CMV) [61]. Beide Viren
persistieren lange im Korper und konnen bei entsprechender Immunitétslage erneut
exazerbieren. Da die Priavalenz von EBV sehr hoch ist, ist es schwierig einen
Zusammenhang zum SLE herzustellen. In einer Studie mit Erwachsenen waren 94% der
nicht an SLE erkrankten Kontrollen und iiber 99% der SLE-Patienten seropositiv
hinsichtlich EBV, so dass in dieser Studie kein eindeutig signifikanter Unterschied
vorlag [63]. Dieses Ergebnis wurde jedoch auf die hohe Pravalenz der EBV-Infektion
zuriickgefiihrt, da andererseits liber 99% der jugendlichen SLE-Patienten aber nur 70%
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der gleichaltrigen Kontrollen seropositiv auf EBV sind [64]. Es konnte gezeigt werden,
dass Patienten mit SLE eine sehr hohe Zahl von EBV-infizierten Lymphozyten im Blut
aufweisen und dass dies mit der Hiufigkeit der Krankheitssymptome assoziiert ist [65].
In einer Studie mit SLE-Patienten (18-89 Jahre) hatten 91 % Kontakt mit CMV. Bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis waren nur 64 % seropositiv hinsichtlich CMV und
von den gesunde Kontrollen sogar nur 43 % [66].

Neben EBV und CMV wurde auch Parvovirus B19 mit der Auslosung des SLE
assoziiert. So waren 17 von 72 Patienten mit SLE seropositiv hinsichtlich des
Parvovirus B19, wogegen alle 22 Kontrollen seronegativ waren [67].

Endogene Retroviren sind retrovirale Sequenzen, die unabhingig innerhalb des
menschlichen Genoms liegen. Das Immunsystem reagiert auf diese Retroviren mit der
Produktion von Antikorpern, die sich an einige der retroviralen Proteine binden. Bei
SLE-Patienten konnte im Serum eine erhohte Konzentration dieser Antikdrper gegen
endogene Retroviren nachgewiesen werden. Auch besteht eine Korrelation zwischen
diesen Antikorpern und spezifischen Autoantikérpern und Krankheitsmerkmalen des

SLE [68, 69]. Dies wird unter anderem auf molekulares Mimikri zurtickgefiihrt [70, 71].

Genetische Faktoren

Die genetischen Grundlagen des SLE sind in den vergangenen Jahren auf
unterschiedliche Weise untersucht worden. Erstens in Mausmodellen, zweitens beim
Menschen in Zwillings- und Familienstudien und drittens durch Genomanalysen von
Patienten. Einen deutlichen Anhaltspunkt fiir eine genetische Grundlage des SLE beim
Menschen ergeben Untersuchungen an Zwillingen. Beim SLE betrdgt die
Krankheitskonkordanz bei eineiigen Zwillingen 15 - 69 %. Betrachtet man in diesem
Zusammenhang das Auftreten von Autoantikérpern, ergeben sich Konkordanzraten von
92 %. Im Vergleich dazu sind nur 2- 5 % der zweieiigen Zwillinge konkordant fiir SLE
[72-75]. Des Weiteren ist eine positive Familienanamnese fiir SLE oder andere
Autoimmunerkrankungen ein Risikofaktor fiir die Entstehung des SLE. In einer Studie
berichteten 23 % der Patienten mit SLE, im Gegensatz zu nur 6 % der Kontrollen, von
einem Verwandten ersten Grades mit einer Autoimmunerkrankung [76]. In é&lteren
Studien heif3t es, dass 10 — 12 % aller Patienten mit SLE einen Verwandten ersten oder
zweiten Grades haben, der cbenfalls an SLE erkrankt ist [77, 78]. Das
Erkrankungsrisiko fiir genetisch Verwandte, im Vergleich zur Normalbevolkerung, ldsst

sich quantifizieren und wird als A- Wert bezeichnet. Der A- Wert fiir SLE wird in
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Abhingigkeit zur jeweiligen untersuchten Bevoilkerungsgruppe zwischen 20 - 80
veranschlagt und liegt damit hoher als bei anderen Autoimmunerkrankungen [79].

In mehreren umfassenden Studien wurden Analysen durchgefiihrt, um Risikogene des
SLE zu identifizieren (Tabelle 2.2) [80-84]. Bei diesen genomweiten
Kopplungsanalysen handelt es sich um Kartierungsverfahren. Nahe beieinander
liegende Gene werden mit einer groBen Wahrscheinlichkeit bei der Rekombination der
Meiose gemeinsam weitergegeben. Als Marker dienen dabei hiufig vorkommende
Dinukleotidsequenzen, sogenannte Mikrosatelliten. Die Studien haben verschiedene
Bevolkerungsgruppen mit unterschiedlichem ethnischen Hintergrund und somit
unterschiedlichen Risikogenen untersucht. Durch diese Heterogenitidt des SLE resultiert
die Ergebnisdivergenz der einzelnen Studien. Alle Studien haben mehrere Regionen
entdeckt, die eine mogliche Verbindung zum SLE haben (LOD-Score >1), es wurde
jedoch nur bei sieben Féllen eine starke Assoziation des SLE mit einzelnen Risikoloci
identifiziert (LOD-Score >3,3).Dazu gehoren die Regionen 1q22-23, 1q41-42, 2q37,
4pl6, 6p21-pll, 16q13 und 17p13 (Tabelle2.2) [75]. Es erscheint somit als immer
wahrscheinlicher, dass eine Vielzahl von Genen, unter Mitwirkung von MHC- und non-

MHC-Genen, an der Entstehung der Erkrankung beteiligt sind.

Tabelle 2.2: Ergebnisse der Genomanalyse zur Identifikation von Risikoregionen des SLE [79],
modifiziert

Chr Region Lod Bevolkerungsgruppe  Referenz
1 1p36 1.00 All [81]
0.69 MA [82]
1p13 1.53 All [81]
1p21 1.42 CA+MA [82]
1q22-24 2.75 All [84]
1923-24 3.37 AA [80]
1.51 CA+MA [82]
1931 2.04 AA+EA [80]
1931 1.61 SwW [83]
1q41-42 3.50 AA [80]
1.51 All [81]
1q44 2.40 CA+MA [82]
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Tabelle 2.2 (Forts.): Ergebnisse der Genomanalyse zur Identifikation von Risikoregionen des
SLE [79], modifiziert

Chr Region Lod Bevolkerungsgruppe  Referenz
2 2pl5 1.68 All [81]
2ql1 2.13 SwW [83]
2q21-33 1.12 All [81]
2q32 2.09 EA [80]
2q35-37 1.53 All [84]
2q37 4.24 IC+SW [83]
3 3p21 1.68 AA [80]
3cen-ql1 1.24 All [81]
4 4pl5 3.20 IC [83]
2.18 EA [80]
4p16-15.2 3.84 EA [84]
4928 2.00 CA [81]
5 5pl5 1,52 SwW [83]
1.26 IC [82]
1.75 All [84]
6 6p11-21 3.90 All [81]
0.56 CA+MA [82]
1.87 SwW [83]
6p22 ? ? [83]
6p21-22 1.70 AA [84]
6p23-24 2.06 AA [84]
6pl2-ql4 2.36 AA [84]
6923 1.13 SwW [83]
6q26-27 2.04 EA [80]
7 Tpl5 1.79 IC [83]
9 9p24-21 2.08 AA [84]
11 11pl5 1.41 CA [81]
11p13 1.87 AA [80]
11q14-23 2.10 AA [80]
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Tabelle 2.2 (Forts.): Ergebnisse der Genomanalyse zur Identifikation von Risikoregionen des

SLE [79], modifiziert

Chr Region Lod Bevolkerungsgruppe  Referenz
11923 1.15 SW [83]
11925 2.15 EA [80]
12 12p12-11 2.01 EA [80]
1.79 EA [84]
12q24 2.04 EA [84]
13 13q32 2.50 AA+EA [80]
14 14q11 2.21 EA [80]
14q21-23 2.81 All [81]
0.87 CA+MA [82]
15 15926 2.09 CA [81]
16 16q13 3.64 All [81]
0.99 CA+MA [82]
17 17p13.3 1.57 EA [84]
18 1821 1.17 SW [83]
1.40 CA+MA [82]
19 19p13 2.58 IC [83]
19q13 2.05 IC [83]
2.05 EA [80]
20 20p13-12 2.62 All [81]
1.13 CA+MA [82]
20q11 0.54 CA+MA [82]
20q13 2.49 AA+EA [80]
21 21g21 1.58 IC [83]
1.88 EA [80]

Chr: menschliches Chromosom; Region: chromosomale Region; LOD: LOD-Score
(lod=Z1r*/2In10); Bevolkerungsgruppe: untersuchte Bevolkerungsgruppe: Caucasian American
(CA), African American (AA), European American (EA), Icelandic (IC), Swedish (SW),

Mixture of 84 Caucasian, 8 Hispanic, 6 African-American, 3 Asian, 4 mixed heritage (All);
Referenz: Studie in der das Ergebnis ermittelt wurde [78], modifiziert]. Risikoloci mit einem
LOD-Score >3,3 sind dick hervorgehoben [75]
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2.2 MIC-B

2.2.1 Uberblick

Der Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl.: major histocompatibility complex, MHC)
umfasst eine Gruppe von Genen, die als Transkriptionsvorlage fiir Proteine dienen, die
fiir die Immunerkennung, die Gewebevertrdglichkeit (Histokompatibilitidt) und die
immunologische Individualitit wichtig sind.

Der humane MHC wird aufgrund seiner Beschreibung als eines der ersten
Lymphozytenantigene, auch als Humaner Leukozyten Antigen (engl.: Human
Leukocyte Antigen, HLA) Komplex, bezeichnet. Seine immunologische Funktion
besteht darin, dass Antigene, die im Rahmen der spezifischen Immunantwort von T-
Lymphozyten erkannt werden sollen, zunichst auf spezifischen Rezeptoren, denen vom
MHC-Komplex kodierten Klasse I- und Klasse II-Molekiilen, auf der Zelloberfliche
priasentiert werden. Dieses wird als MHC-Restriktion bezeichnet und ist eine
Voraussetzung fiir die Unterscheidung der eigenen (autologen) von fremden (allogenen)
MHC-Molekiilen durch die auf T-Zellen exprimierten T-Zellrezeptoren (TZR). Der
TZR erkennt das MHC-Molekiil und das antigene Polypeptid zusammen in Form eines
Heterodimers [85-87]. Die MHC Klasse I Molekiile interagieren hierbei mit dem TZR
von CDS8" zytotoxischen T-Lymphozyten und dem aus dem intrazelluliren
Peptidreservoir stammenden Polypeptidfragmenten. Die MHC Klasse II Molekiile
prisentieren hingegen den CD4" T-Lymphozyten meist Polypeptidfragmente, die aus
dem Extrazellularraum stammen [88]. Mehrfache Assoziationen bestimmter HLA-Gene
und der durch sie kodierten Antigene mit Krankheiten des rheumatischen,
autoimmunen, infektiosen und onkologischen Formenkreises legen die klinische
Bedeutung des HLA-Komplexes dar [89].

Im Jahre 1994 wurde mittels der genetischen Charakterisierung des humanen MHC eine
neue Gruppe von polymorphen Genen identifiziert. Diese zusammenfassend als MIC
(engl.: MHC class I chain-related) Gene bezeichnete Gruppe, zeigt Homologien mit den
klassischen HLA Molekiilen. Sie binden jedoch nicht an f,Mikroglobulin, présentieren
keine Peptide und werden nicht auf normalen zirkulierenden Lymphozyten exprimiert
[90-93].

Innerhalb der MIC-Gene bilden die MICA- und MICB-Molekiile eine neue Klasse von
Glykoproteinen, die sich als Antigene auf den Oberflichen von Darm-Epithelzellen,

Endothelzellen und Fibroblasten befinden. MIC Molekiile sind Liganden fiir den weit
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verbreiteten aktivierenden Immunorezeptor NKG2D (engl.: natural killer cell receptor)
[91, 93-97]. Im Gegensatz zu den klassischen MHC Klasse I Molekiilen reagieren die
MIC Molekiile nicht auf die Interferone Typ I und Typ II, sondern sind iiber eine
Steigerung der Hitzeschock Elemente Stress-induzierbar [98]. Wéhrend sich zwischen
den MICA und MICB Proteinen eine groBe Ahnlichkeit feststellen lisst (84 %
identisch), unterscheiden sie sich signifikant von den MHC Klasse I Molekiilen mit

Identititen von 28-35% in den a1-a3 Doménen [99-101].

2.2.2 HLA-Komplex

Der HLA-Komplex, mit einer Gesamtlinge von 3,6 Megabasenpaaren (Mb), befindet
sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (6p21.31). Innerhalb des gesamten
humanen Genoms ist dies der Bereich mit der hdchsten Gendichte und dem
ausgeprigtesten Polymorphismus. Insgesamt wurden 224 Loci im humanen MHC
identifiziert. Von diesen 224 Loci werden 128 exprimiert. Die restlichen Genorte
reprisentieren entweder Pseudogene oder sind Genorte mit einer bislang unbekannten
Funktion. Die genomische HLA-Region wird in drei Bereiche unterteilt [102]: Der
telomere Abschnitt wird als Klasse I und der zentromere Abschnitt als Klasse II
bezeichnet. Dazwischen befinden sich die Klasse III Gene (Abb. 2.1).

Die HLA Klasse I und II Molekiile sind in die Kontrolle der Immunantwort involviert,
indem sie als membrangebundene Glykoproteine dem TZR antigenabgeleitete Peptide
prasentieren.

Die MHC Klasse 1 Molekiile werden auf nahezu allen somatischen Zellen des
menschlichen Organismus exprimiert. Die Expressionsrate hdngt vom jeweiligen
Gewebetyp ab. Die Klasse I Molekiile bestehen aus einer groBeren membranverankerten
Untereinheit, der a-Polypeptidkette, und einer kleineren 16slichen Untereinheit, dem B2-
Mikroglobulin (B2M). Die Klasse I Gene kodieren jedoch nur die a-Polypeptidkette der
Klasse I Molekiile. Die B-Kette wird durch das f2M Gen auf Chromosom 15 kodiert.
Insgesamt enthdlt die HLA-Region mehr als 20 Klasse I Gene, von denen sechs
funktionstiichtig sind. Als klassische oder Ia Genorte werden die Gene HLA-A, HLA-B
und HLA-C bezeichnet. Die Klasse Ia Gene besitzen einen hoheren Polymorphismus
und unterscheiden sich zusétzlich in Gewebeverteilung und Funktion von den Klasse Ib

Genorten HLA-E, HLA-F und HLA-G [88].
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Abbildung 2.1: Darstellung des humanen MHC auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6
(6p21.31) und seine Unterteilung in die Klassen I, II, I1I [88].
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Zentromerwarts schlieBt sich die Klasse II Region mit einer Gré3e von 0,8 Mb an. Thre
Genprodukte HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP bilden Heterodimere aus zwei
membranverankerten Untereinheiten, der a-und p-Kette. Des Weiteren enthilt die
Region einige Gene, deren Funktion in der Verarbeitung von intrazelluliren Peptiden
(LMP2, LMP7) und dem Transport dieser Peptidfragmente in das Endoplasmatische
Retikulum (ER) besteht (TAP1, TAP2) [103]. Die MHC Klasse II Molekiile werden
hauptsidchlich von antigenpridsentierenden Zellen exprimiert (B-Lymphozyten,
aktivierten T-Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Epithel-Zellen des
Thymus).

Die Klasse III Region besitzt die hochste Gendichte bei einer Grole von 1,1 Mb. Die
enthaltenen = Gene kodieren funktionell sehr heterogene Proteine, wie
Komplementfaktoren (C2, C3, Faktor B), Hitzeschockproteine (HSP70) und
Tumornekrosefaktoren (TNFa, TNF) [104].
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2.2.3 MIC-Gene in der HLA Klasse I Region

Im Jahr 1994 entdeckte die Arbeitsgruppen um Leelayuwat und Bahram unabhingig
voneinander vier bzw. fiinf bisher noch nicht beschriebene Genregionen innerhalb der
Klasse I Region des MHC-Komplexes [90, 105]. Zusétzlich zu diesen als MICA,
MICB, MICC(y), MICD(y) und MICE(y) bezeichneten Genregionen wurden einige
Jahre spiter die Regionen MICF(y) [100] und MICG(y) [106] beschrieben. Die MIC
Gene verteilen sich vollstindig iiber die HLA Klasse I Region, mit einer Gesamtlinge

von ca. 1,7 Mb.

Abbildung 2.2: MIC Gene und Pseudogene entlang des MHC Klasse I Komplexes [107]
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MICA und MICB kodieren funktionierende Glykoproteine, MICC-G sind Pseudogene; L:
Signalsequenz (engl.: leader sequence), al-03: al-a3 Doméne, TM: transmembrane Anteil, Cyt:
cytoplasmatische Anteil, UT: untranslatierte Region

Von den insgesamt sieben MIC Genen kodieren nur MICA und MICB fiir ein der
Klasse I a-Kette dhnliches Polypeptid. Die MIC-Gene MICC(y), MICD(y), MICF(y)
und MICG(y) gelten als Pseudogene, da sie ihre strukturelle Organisation in den
verschiedenen Abschnitten teilweise oder gédnzlich verloren haben. Thnen fehlt die

Signalsequenz (engl.: leader sequence) und das folgende erste Intron. Bei MICF(y) und
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MICG(y) befinden sich sogar nur noch Teile von Intron 5 und Exon 6 als Rudimente
der urspriinglichen Struktur (Abb 2.2) [107]. MICE(y) kommt in seiner Exon / Intron
Verteilung den MICA und MICB Genen noch am nidchsten. MICE(y) beinhaltet
allerdings multiple Deletionen in den Exons 3 und 4, wodurch keine kontrollierte
Genexpression entsteht. Somit gilt es als ein Pseudogen (Abb. 2.2) [108].

Die funktionierenden MICA und MICB Gene liegen auf der duBleren zentromeren Seite
des Klasse I Komplexes (Abb. 2.1), mit einem Abstand von 41,4 bzw. 141,2 Kilobasen
(kb) zu HLA-B, mit entgegengesetzter Transkriptionsrichtung. Sie haben grundsétzlich
eine &dhnliche Exon/Intron Organisation mit jeweils sechs Exons, die durch die
dazwischen liegenden Introns getrennt sind. Das erste Exon kodiert das Signalpeptid.
Exon 2, 3 und 4 werden in die al, 02 und a3 Doménen des MICA und MICB Molekiils
translatiert und Exon 5 und 6 kodieren den transmembrandsen (TM) und

cytoplasmatischen (Cyt) Anteil der MICA und MICB Molekiile (Abb. 2.3) [90].

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des MICB Gens
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Exon (E1-E6): griiner Balken, Intron (I1-I5): schwarzer horizontaler Strich, 5°- und 3’-
untranslatierten Regionen (5'- und 3’-UT): grauer Balken; Signalsequenz (S), al-a3 Doméne
(al-a3), transmembrandse Anteil (TM) und cytoplasmatische Anteil (CYT) des MICB
Molekiils

Die Grof3e der aus der Transkription hervorgegangenen mRNA (engl.: messenger RNA)
ist bei MICA variabel, je nach der Anzahl der im Exon 5 bei unterschiedlichen Allelen
beschriebenen repetitiven Sequenzen (engl.: short tandem repeats, STR) in Form von
(GCT), Widerholungen [109, 110]. Fiinf verschiedene MICA Allele mit 4, 5, 6, 9 und10
(GCT),-STR konnten festgestellt werden. Das bestdtigt, dass MICA mRNA, mit einer
allelabhédngigen Lénge von 1382 bp ((GCT)4) bis 1400 bp ((GCT)j), existiert. Die
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Lange des offenen Leserahmens (engl.: open reading frame, ORF) betrdgt demnach bei
MICA zwischen 1159 ((GCT)4) und 1164 ((GCT),0) bp.

Bei MICB betrdgt die Lange der mRNA 2376 bp [90], mit einem ORF von 1149 bp.
Die MICB mRNA betrdgt somit ca. 2,4 kb, im Gegensatz zur MICA mRNA mit einer
GroBBe von etwa 1,4 kb. Diese Differenz von ca. 1 kb ist anhand der deutlich gréBeren
3'UT-Region des MICB Gens zu erkldren. Bet MICA und MICB ist die 3’'UT-Region

mit der Sequenz fiir die cytoplasmatische Doméine im Exon 6 fusioniert [100].

Abbildung 2.4: Sequenz der MICA und MICB Allele [111]
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Gedankenstriche stehen fiir Identitidten zwischen MICA und MICB. Sequenz Substitutionen die
in anderen Allelen vorhanden sind, stehen unterhalb der dazugehorigen Sequenz. Cystein ist auf
schwarzem Hintergrund dargestellt, moglicherweise glykosilierte Asparagine sind zweifach
unterstrichen.

Die Translationsprodukte von MICA und MICB sind in der Kettenlinge und der
Dominen-Organisation identisch und &hneln sich stark in der Aminosdure (AS)
Struktur, mit 84 % passenden AS-Resten. Die Tertidrstruktur der extrazelluldren
Domaénen al, 02 und a3 des MICA und MICB Molekiils wird aus einer Polypeptidkette,
bestehend aus 274 Aminosduren, gebildet und teilt sich in zwei voneinander
abgrenzbare Untereinheiten: Die erste Untereinheit besteht aus der al und a2 Doméne,
mit einer Lange von jeweils 85 und 92 AS. Die o3 Doméne bildet die zweite
Untereinheit, mit einer Lange von 94 AS. Beide Untereinheiten werden {iber eine kurze
verbunden [92, 111]. Die Molekiilmasse des

Peptidbriicke  miteinander

18



Einleitung

nichtglykosilierten Molekiils betrdgt inklusive dem Signalpeptid 43 kDa. Die Liange des
kodierten Polypeptids betrdgt ohne das Signalpeptid 361 AS [90].

MICA und MICB sind Liganden fiir den C-type lectin-like activating immunoreceptor
NKG2D. Dieser wurde zundchst auf NK-Zellen nachgewiesen, spiter ebenfalls auf
Makrophagen und CD8 of T-Lymphozyten [99, 100].

NKG2D ist mit dem Adaptermolekiil DAP10 (DNA-Activation Protein) verbunden,
iiber das eine Signaltransduktion ausgelost wird, die via PI3-Kinase
(Phosphatidylinostol 3-Kinase) die zytotoxischen Mechanismen der NK oder T Zelle
einleitet. Die Interaktion von MIC und NKG2D bildet dariiber ein costimulierendes
Signal zur Zytokinproduktion, zelluldren Proliferation und Aktivierung von NK-Zellen,
aktiven Makrophagen und CD8 o T-Lymphozyten [111, 112].

Trotz eines hohen Polymorphismus der MIC-Gene wurde nur eine polymorphe Position
identifiziert, die die Bindung von NKG2D zu beeinflussen scheint. Allele mit einem
Methionin an Codon 129 haben eine 10-50 mal groBere Kapazitit zur Bildung eines
NKG2D-Komplexes, als Allele mit einem Valin an dieser Position [113]. Dies bedeutet,
dass die verschiedenen Bindungsaffinititen der einzelnen MIC Molekiile allelabhéngig
sind.

MICA und MICB sind hoch polymorph, mit bislang 56 entdeckten MICA und 17 MICB
Allelen; Zahlen mit deren Anstieg in den nichsten Jahren zu rechnen ist. Die meisten
Polymorphismen, die iiber die extrazelluliren Dominen der Proteine verteilt sind, sind
die Folge eines einzelnen AS-Austausches (Abb. 2.4). Viele dieser Verdanderungen sind
nicht bestdndig. Die Position der Polymorphismen innerhalb der Sequenz und die
Anzahl der unterschiedlichen Aminosduren stehen somit im Gegensatz zu den
klassischen MHC Klasse [-Polymorphismen [111].

Der fir MICA beschriebene Polymorphismus umfasst 56 Allele, von denen sechs
Varianten sich ausschlieBlich durch synonyme Nukleotidsubstiutionen unterscheiden.
Die restlichen 50 Allele kodieren je ein in der Peptidsequenz divergierendes
Glykopeptid. Die meisten der polymorphen Aminosdure Positionen befinden sich in
Exon 3 und 4, in denen die a2 und a3 Doméinen des MICA Molekiils kodiert werden.
[114, 115]. Exon 2 und 3 liegen jedoch auBerhalb der vermuteten Antigen-
Bindungsstelle. Des Weiteren findet sich ein Polymorphismus auch in Exon 4 [113].
MICB besitz einen geringeren Polymorphismus als MICA. Es wurden bislang 17 Allele
identifiziert [98, 111-113, 116, 117]. Diese sind durch 15 Nukleotid-Substitutionen

definiert, von denen zwolf nicht synonym sind. In der kaukasischen Bevolkerung
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wurden von den insgesamt 17 MICB-Allelen nur sechs identifiziert. Dazu gehoéren
MICB 01022v, MICB 0103101v, MICB 0104, MICB 0105, MICB 0106, MICB 0112
(Tab. 2.3) [112].

Tabelle 2.3: MICB Allel Bezeichnung nach der Oxford Nomenklatur [117, modifiziert]

MICB Allel Accession Number Reference
(Oxford nomenclature)

MICB-0101 X91625 [100]
MICB-01021 AB003599 [116]
MICB-01021v nicht zugeteilt [118]
MICB-01022 AB002600 [116]
MICB-01022v AJ251160 [119]
MICB-01023 AB003601 [116]
MICB-0103101 AB003602 [116]
MICB-0103101v AJ251156 [119]
MICB-0103103 AB003604 [116]
MICB-0104 AB003605 [116]
MICB-0105 AB003606 [116]
MICB-0106 AB003607 [116]
MICB-0107N AB003608 [116]
MICB-0110 AF021225 [113]
MICB-0111 AF021226 [113]
MICB-0112 U95732 [98]
MICB-0113 U95733 [98]

Allele, die in der kaukasischen Bevolkerung identifiziert wurden, sind blau markiert.

2.2.4 Funktion und klinische Relevanz von MICA und MICB

Eine Infektion mit dem humanen Cytomegalievirus (HCMV) fiihrt zu einer Expression
von MIC-Molekiilen auf der Zelloberfliche von Fibroblasten und Endothelzellen,
vermutlich als Folge des entstandenen Zellstresses. Es wurde nachgewiesen, dass es bei

der Bindung von NKG2D an MICA oder MICB zu einer erhohten TZR-abhéngigen
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Zytolyse der CMV-infizierten Zielzellen kommt. Dieser Mechanismus scheint die durch
die CMV-Genprodukte eingeschrinkte Entwicklung und Expression der MHC Klasse I-
Molekiile und die damit verbundene Reduktion der zytotoxischen T-Zell-Abwehr zu
kompensieren. Dies bedeutet, dass auch bei einer quantitativ verminderten
Antigenprédsentation durch MHC Klasse [-Molekiile eine antivirale Kompetenz der
CD8"ap T-Zellen gewihrleistet ist [97].

Um dieser NKG2D-vermittelten Erkennung und Elimination zu entkommen, haben die
CMV-infizierten Zellen eine Vielzahl von Mechanismen entwickelt: So werden die
zellmembranstdndigen MICB-Molekiille mittels des HCMV-Glykoproteins UL16
maskiert. Hierdurch wird die Interaktion von MICB und dem aktivierendem Rezeptor
NKG2D / DAP10 blockiert. Ferner werden die MICB-Molekiile in den CMV-infizierten
Zellen intrazelluldr im endoplasmatischen Retikulum zuriickgehalten, so dass sie die
Zelloberfliche nicht erreichen. Beide Mechanismen reduzieren die NKG2D-
Ligandendichte auf der Zelloberfliche und vermindern somit die NK-Zytotoxizitit
[120-122].

Eine weitere Funktion der MIC-Molekiile liegt moglicherweise in der Tumorabwehr. So
exprimieren viele Karzinome und vor allem epitheliale Tumoren MIC-Molekiile. MICA
und MICB dienen dabei als Tumor-assoziierte Antigene, die von Vsl yd T-Zellen
erkannt werden und so zur Lyse der Tumorzelle fithren. Zusétzlich ist bei Tumoren, die
MICA und MICB exprimieren, die Hiufigkeit von V51" y8 T-Zellen signifikant hoher
als bei MICA und MICB negativen Tumoren [96, 123].

Bei vier Erkrankungen konnten eindeutige Zusammenhidnge mit einem bestimmten
MICA Allel nachgewiesen werden. So kommt das MICAS.1 Allel signifikant hiufiger
bei Patienten mit einer primidren Nebenniereninsuffizienz (Morbus Addison) als bei
gesunden Kontrollen vor [124]. Auch bei Patienten mit primérer sklerosierender
Cholangitis ist das MICAS.1-Allel zusammen mit den MHC Klasse I und II Molekiilen
HLA-B8 und HLA-DR3 deutlich erhoht [125]. Das MICA-TM-A6 Allel mit sechs
(GCT/AGC) Wiederholungen in Exon 5 ist bei Patienten mit Morbus Behget
identifiziert worden [126]. Zusitzlich besteht eine Assoziation zu HLA-B*5101 [127,
128]. Bei japanischen Patienten mit Colitis ulcerosa konnte eine Verbindung der
Erkrankung mit dem Allel MICA*004 nachgewiesen werden. MICA*004 homozygote
Patienten zeigen sowohl ein fritheres Auftreten als auch einen schwereren Verlauf als

heterozygote Kontrollen [129].
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2.3 Fragestellung

Die Pradisposition fiir den SLE wird durch genetische Risikofaktoren und
wahrscheinlich auch durch Virusinfektionen bestimmt. Gene, die erstens in
Chromosomenloci liegen, die anhand von genomweiten Screeninganalysen Risikogene
des SLE enthalten, und zweitens an der Abwehr von viralen Infektionserregern beteiligt
sind, sind damit potentiell an der Atiologie des SLE beteiligt.

Hierbei ist das Gen MICB ein interessantes, funktionelles und positionelles Gen, da die
Expression von MICB durch virale Infektionen induziert wird und sich das Gen im
MHC-Komplex befindet. Diese Region wurde bereits durch Kopplungsanalysen als
Risikoregion fiir den SLE identifiziert.

Ziel dieser Arbeit war es, die folgenden Fragen zu kliren:
1. Sind MICB-Allele mit dem systemischen Lupus erythematodes assoziiert?
2. Wenn ja, sind die assoziierten MICB-Allele mit einzelnen klinischen Suptypen
bzw. einzelnen Krankheitssymptomen oder Laborparameterverdnderungen des

SLE assoziiert?
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3. Material und Methoden

3.1 Gerite

Biofuge pico
Elektrophoresis Power supply — EPS 3500
Gel-Elektrophoresekammern

Mini sub™ DNA cell

Pharmacia LKB GNA 200
Heizplatte und Magnetriihrer MR 2002
Kamera MPS 515
Molecular Analyst®
Photometer (UV-Meter 1202)
Riittler Vortey Genies 2™
Spannungsgeridt LKB GPS 200/400

Ts Thermocycler®

Thermostat 5320

3.2 Software

Adobe Photoshop
Microsoft Word
Microsoft Exel

Molecular Analyst”Software Version 1.4

3.3 Arbeitsmaterial

Nanotips

PCR-Reaktionsgefale (0,5 ml)

Pipetten (2,5 pul, 10 pl, 100 ul, 200 pl)
Pipettenspitzen (10 ul, 200 ul)
Reaktionsgefidie (1,5 ml)
ReaktionsgefiaB3e Safelock (1,5 ml, 2 ml)
Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Heraeus Sepatech

Bio Rad

Pharmacia

Heidolph

Leitz

BioRad

Shimadzu Corporation
Bender & Hobein AG
Pharmacia

Biometra

Eppendorf

BioRad

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niirnbrecht
Eppendorf

Sarstedt

Sarstedt

Eppendorf

QGreiner
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3.4 Chemikalien und Enzyme

100 bp Ladder New England Biolabs
[bp]: 100; 200; 300; 400; 500/517; 600; 700; 800; 900, 1000, 1200, 1517
60ul DNA Marker
100ul DNA Ladepuffer
H,O

Aqua dest

Agarose, ultra PURE™ GIBCO™BRL

(Invitrogen, Karlsruhe)

AmpliTaqg GOLD Polymerase™ Applied Biosystem,

Darmstadt

DNA-Ladepuffer

100% Glycerin
0,25% Orange G
H,O
dNTPs Nucleix Plus™ Amersham Biosiences,
Freiburg
Essigséure (reinst, 100%) Merck, Haar
Ethanol (absolut) T.J. Baker, Deventer
Ethidiumbromid Sigma Aldrich, Taufkirchen
Glycerol (wasserfrei, reinst) Merck, Haar
Orange G Sigma Aldrich, Taufkirchen
PCR-Buffer Applied Biosystem,
Darmstadt
TAE-Puffer
40nM Tris-Acetat
InM EDTA
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3.5 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide (Tabelle3.1) wurden von der Firma MWG Biotech synthetisiert.
Die lyophilisierten Primer wurden in destilliertem Wasser gelost (100 pmol/ul) und bei
-20°C gelagert.

Tabelle 3.1: verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz

MIC 3070 5-CAG |GGA |CAG |TGG |GCA |GAC |A-3°
MIC 3104 5-CTC |ACA |GAC |CCT |AAT |CTC |CT-3°
MIC 3071 5-GAA |GAT |GTC |CTG |GGA |GCT |G-3°
MIC 3080 5-GAG |AGG |AAG |AGC |TCC |CCA |TT-3
MIC 3075 5-CCC |CCC |ATG |GTG |AAT |GTC |AT-3
MIC 3087 5-TTG |ACT |CTG |AAG |CAC |GAG |CG-3’

3.6 Probengewinnung

Im Rahmen einer von der Ethikkommission der MHH genehmigten Studie im
Kompetenznetz Rheuma erfolgte nach schriftlicher Einwilligung die Blutentnahme von
SLE-Patienten und gesunden Blutspendern als Kontrollgruppe. Die Diagnose des SLE
beruhte auf den Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology (s.
Einleitung). Eine Erkrankung lag vor, sofern mindestens vier der Kriterien erfiillt waren.
Parallel zur Blutentnahme wurden verschiedene klinische und laborchemische

Parameter der Patienten erfasst, die in den folgenden Tabellen zusammengefasst sind:
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Tabelle 3.2: Bei den Patienten erfasste klinische Parameter

Klinische Parameter

Thrombose

Fehlgeburt
Sonnenallergie

Aphthen
Gelenkentziindung
Muskelschmerzen
Krampfanfall
Depression
Neuropathien

Psychose
Rippenfellentziindung
Herzklappenentziindung
Herzbeutelentziindung
Stiandiges Augenbrennen
Bindehautentziindung

Stindige Mundtrockenheit

Diffuser Haarausfall
Kreisrunder Haarausfall
Raynaud-Syndrom
Normale Schwangerschaft
Cutane Vaskulitis

Akrale Nekrosen
Diskoides Erythem
Schmetterlingserythem
Lymphadenopathie
Splenomegalie (>13cm)
Autoimmunthrombozytopenie
Hiamolytische Andmie
Myositis

Pneumonitis
Lungenfibrose

Lupusnephritis

Tabelle 3.3: Bei den Patienten erfasste Laborparameter

Laborparameter

ANA-Titer Anti-Ro(SSA)
S-Kreatinin Anti-La(SSB)
Proteinurie Ul-snRNP bzw. RNP

dsDNA-AK Crithidia-IF
Erythrozyturie
Rheumafaktor

ENA-AK

Anti-Sm

Anti-Jo
Cardiolipin-AK IgM
Cardiolipin-AK IgG
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3.7 DNA-Isolierung

Mit Hilfe des Qiagen DNA Blood Mini Kit wurde die DNA aus den Blutproben isoliert.
In einem 1,5 ml GefaB3 wurden hierbei jeweils einer 200 pl Blutprobe 20 pl Qiagen
Protease hinzugefiigt. Nach Zugabe des AL-Puffers musste die Probe 10 min bei 56°C
inkubieren und anschlieBend wurden 200 pl Ethanol hinzugefiigt. Die Probe wurde auf
einer mit dem Kit gelieferten Saule bei 8.000 U/min eine Minute lang zentrifugiert. In
einem nédchsten Schritt wurden 500 ul von der Pufferlosung AWI1 auf die Séule
pipettiert und bei 8.000 U/min eine Minute lang zentrifugiert. Danach wurden 500 pl
des AW2-Puffers hinzugefiigt und bei 13.000 U/min 3min lang zentrifugiert. Nach 5
min Inkubationszeit konnte mit einem weiteren Zentrifugenschritt bei 8.000 U/min und

200 pl destilliertem Wasser die DNA isoliert werden.

3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.8.1 Prinzip

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR) wird ein
genau definiertes, lineares DNA-Fragment mittels einer DNA-abhéngigen Polymerase
vervielfaltigt. Diese in vitro Amplifikation erfolgt durch mehrfache Wiederholung eines
Zyklus aus Aufspaltung des DNA-Doppelstrangs (Denaturation), Anlagerung der
Primer (Annealing) und Synthese des DNA-Strangs (Elongation) (Abb.3.1). Fiir die
enzymatische Reaktion werden zwei Primer bendtigt, die das zu amplifizierende
Fragment flankieren, und deren Sequenz zu jeweils einem der beiden DNA-Stringe
komplementir ist. Als Matritze konnen sowohl Plasmid-DNA, als auch chromosomale
DNA dienen. Das Reaktionsgemisch einer PCR enthdlt folgende grundlegende
Komponenten:

. Hitzestabile DNA-Polymerase

. Zwei Primer (Oligonukleotide)

. Nukleotide (Gemisch aus den vier bendtigten Desoxyribonukleinséuren,
sog. ANTPs)

. DNA-Vorlage

. Pufferlosung

. H,O
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Bei der Denaturierung wird zunédchst das Reaktionsgemisch auf 94 - 96°C erhitzt, um
die  einzelnen = DNA-Doppelstringe zu  trennen.  Dabei  werden  die
Wasserstoffbriickenbindungen, die die beiden DNA-Stringe zusammenhalten,
aufgebrochen.

Im folgenden Annealing wird die Temperatur des Reaktionsgemisches gesenkt, so dass
sich die Primer an die einzelnen DNA-Stringe anlagern konnen. Dies geschieht
sequenzspezifisch, so dass sich der jeweilige Primer an eine zu seiner Sequenz
komplementédren Struktur anlagert. Die Temperatur wahrend dieser Phase ist Primer-
abhingig und liegt normalerweise 2 - 3°C unter dem jeweiligen Schmelzpunkt, etwa
zwischen 50 - 65°C. Wird die Temperatur zu hoch gewéhlt, kann es passieren, dass sich
die Primer nicht an die DNA anlagern. Wird dagegen die Temperatur zu niedrig
gewihlt, kann dies zu einer unspezifischen Anlagerung der Primer fiihren.

Wihrend der Elongation fiillt die DNA-Polymerase die fehlenden Stringe mit freien
Nukleotiden auf. Das kurze Doppelstrangstiick aus Primer und DNA dient hierbei der
Polymerase als Andockstelle fiir die Synthese. Die Polymerase beginnt am 3 -Ende des
angelagerten Primers und folgt dann dem DNA-Strang. Der Primer bildet den Anfang
des Einzelstrangs und wird deshalb nicht wieder abgeldst. Die Temperatur héngt hierbei
von der verwendeten DNA-Polymerase ab und betrigt 68 - 72°C.

Nach dem letzten Zyklus folgt ein Extensionsschtritt von 5 - 10 min bei 72°C, zur
Vervollstindigung partiell verldngerter Produkte, da die DNA-Polymerasen mit
steigender Zyklenzahl immer langsamer werden.

Initial bendtigen einige Enzyme eine Aktivierung (Hotstart) von 10 min, da ihre
Aktivitdt durch einen AntikOrper inhibiert wird. So wird eine unspezifische Reaktion

beim Erstellen des Reaktionsansatzes verhindert.
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Abbildung 3.1: Prinzip der Polymerase Kettenreaktion (PCR)

1. Denaturation

o' N
370 | 5°
o' N
EN |5°
2. Annealing @

o' EN

R e

S e
a3 |5

3. Elongation @

5 5
a2 T 57
) |5
a3 |5°

Schematische Darstellung der Polymerase Kettenreaktion: Die blauen Balken stellen den DNA-
Doppelstrang da, die grauen Balken die zugefiigten Primer und die griine Balken den jeweiligen
neu synthetisierten DNA-Strang. Mit P ist die Polymerase gekennzeichnet.
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3.8.2 Durchfiihrung

Reaktionsansatz:
Abgesehen von den jeweils unterschiedlichen Primern wurde fiir alle Reaktionen

folgender Ansatz verwendet:

2,0 ul DNA (10-50 ng)

0,4 ul dNTPs (2,5 mM)

0,2 ul AmpliTaq Gold

2,0 ul AmpliTaq Gold Pufferlosung
0,4 ul Primer sense (10 pMol / pul)
0,4 pl Primer antisense (10 pMol / ul)
14,6 ul H,O

20,0 ul Reaktionsansatz

PCR-Programm:

Fiir alle Reaktionen wurde folgendes PCR-Programm genutzt:

96°C 10 min

96°C 20 sec

70°C 45 sec 5x
72°C 25 sec

96°C 25 sec

65°C 50 sec 21x
72°C 30 sec

96°C 30 sec

55°C 60 sec 4x
72°C 90 sec

72°C 5 min

30



Material und Methoden

3.9 DNA-Gelelektrophorese

3.9.1 Prinzip

Bei der Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente ihrer Grof8e nach aufgetrennt. Aus
glykosidisch verbundener D-Galaktose und 3,6-Anhydrogalaktose bestehende Agarose
dient als interne Matrix. In dieser wandern die DNA-Molekiile aufgrund der negativen
Ladung ihrer Phosphatreste in einem elektrischen Feld zur Anode. In Abhédngigkeit zur
FragmentgroBBe und der aufgelegten Spannung variiert die Geschwindigkeit. Als
Referenz dient eine DNA-Leiter mit DNA-Fragmenten definierter Grofe. Die
Interkalation von Ethidiumbromid in die DNA-Stringe wird zur Féarbung genutzt.

Abschlieflend erfolgt die Auswertung unter UV-Licht.

3.9.2 Durchfiihrung

Die gewiinschte Agarosemenge wurde in 1x TAE aufgekocht und die Losung danach
sofort mit 7,5 pl Ethidiumbromid Losung gemischt. Nach Abkiihlen auf ca. 50 - 60°C
wurde das Gel luftblasenfrei in einen, mit einem Kamm bestiickten, Gelschlitten
gegossen. Nach dem Erstarren wurde der Kamm entfernt und die entstandenen
Kammern mit den DNA-Fragmenten beladen. Dazu wurden sechs Teile DNA-Losung
mit einem Teil Gel-Ladepuffer versetzt.

Der Lauf erfolgte bei 100 V (kleines Gel) bzw. 160 V (grofles Gel) konstanter
Spannung in der Gelelektrophoresekammer.

Zur Analyse im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel mit UV-Licht mit einer
Wellenlédnge von 254 nm bestrahlt, wodurch das Ethidiumbromid sichtbar wurde, das

sich wihrend der Auftrennung mit der DNA interkalierte.
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3.10 Statistische Analysen

Zur Berechnung der Signifikanz der Ergebnisse wurde, mithilfe einer Vierfeldertafel,

bei allen Werten Fishers exakter Test angewandt:

Tabelle 3.4: Vierfelder-Tafel:

Kontrollen SLE-Patienten Summe
Risikofaktor — ja a b atb
Bzw. Test positiv
Risikofaktor — nein c d ctd
Bzw. Test negativ
Summe atc b+d atb+ct+d=N

a: Zahl der Kontrollen mit Risikofaktor
b: Zahl der SLE-Patienten mit Risikofaktor
c: Zahl der Kontrollen ohne Risikofaktor

d: Zahl der SLE-Patienten ohne Risikofaktor

Abbildung 3.2: Fishers exakter Test:

_(a+b){atc){b+d){c+d)
atblctda+b+c+d)

Als signifikant wurden nur Assoziationen mit p<0,05 angesehen. Bei der Auswertung
der klinischen, laborchemischen und genetischen Parameter wurde das
Signifikanzniveau aufgrund der grofen Zahl der untersuchten Parameter mit der

Bonferroni Korrektur angepasst.

32



Ergebnisse

4. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die unterschiedlichen PCR-Produkte mittels
Gelelektrophorese dargestellt und die drei hédufigsten MICB Allele und der daraus
resultierende Genotyp analysiert (Abb. 4.1). Fiir die Untersuchung wurden insgesamt
229 SLE Patienten und 165 Kontrollen ausgewdhlt. In Tabelle 4.1 werden Ergebnisse
der Untersuchung dargestellt.

Abbildung 4.1: Gelelektrophorese

100bp
ladder
Patient A Patient B Patient C
0104 0103 0103 01 05. 0103
=

Darstellung von drei unterschiedlichen PCR-Produkten aus der
Patientengruppe. Bei den ersten beiden Patienten liegt eine
Heterozygotie vor, mit MICB0103/0104 bei Patient A und mit
MICBO0103/0105 bei Patient B. Bei Patient C wurde nur MICB0103
nachgewiesen.

Bei 87/229 (38 %) der SLE Patienten wurde nur das MICB0103 Allel, bei 34/229 (15
%) nur das MICB0104 Allel und bei 23/229 (10 %) nur das MICBO105 Allel
nachgewiesen. Weitere 32  Patienten (14 %) waren heterozygot fiir
MICB0104/MICB0103, drei SLE Patienten (1 %) trugen sowohl das MICB0103 sowie
das MICBO0105 Allel und insgesamt zwolf Patienten (5 %) waren heterozygot fiir
MICBO0104 und MICBO0105.

Dagegen wurde bei 43/165 (26 %) Kontrollen nur das MICB0103 Allel, bei 36/165 (22
%) der Kontrollen nur das MICB0104 Allel und bei weiteren elf Kontrollen (7 %) nur
das MICBO0105 Allel nachgewiesen. Insgesamt 20 Kontrollen (12 %) waren heterozygot
fiir MICB0104/MICBO0103, drei Kontrollen heterozygot fiir MICB0103/MICB0105 und
18 Kontrollen Trager des MICB0104 und des MICB0105 Allels. Des Weiteren waren
bei 38 SLE Patienten (17 %) und bei 34 Kontrollen (21 %) die drei untersuchten MICB

Allele nicht nachweisbar.
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Tabelle 4.1: Verteilung der Genotypen des MICB Polymorphismus bei SLE Patienten und der

Kontrollgruppe
MICB Polymorphismus SLE Patienten Kontrollen
Nur MICB0103 87 (38%) 43 (26%)
Nur MICB0104 34 (15%) 36 (22%)
Nur MICB0105 23 (10%) 11 (7%)
MICB0104/0103 32 (14%) 20 (12%)
MICB0103/0105 3 (1%) 3 (2%)
MICB0104/0105 12 (5%) 18 (11%)
negativ 38 (17%) 34 (21%)
total 229 165

SLE Patienten weisen im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant haufiger das Allel

MICBO0103 (p = 0,004) auf. Ferner besteht eine negative Assoziation mit dem Allel

MICBO0104 (p = 0,008). Es besteht jedoch keine Assoziation zwischen einer SLE-

Erkrankung und dem Auftreten des MICBO0105 Allels (p = 0,082) (Abbildung 4.2).

Abbildung 4.2: Verteilung der MICB Allele bei SLE-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen

mit Angabe des p-Wertes

70%

50% A
40% -
30% -
20% -
10% -

60% - p=0,003

p=0,008

0%

MICB0103

MICB0104

O SLE-Patienten @m Kontrollen

MICB0105
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4.1 MICB0103 und SLE

Im néchsten Schritt wurde gepriift, ob das Vorhandensein des MICB0103-Allels mit

einer verdnderten Hé&ufigkeit pathologischer Werte der in Kapitel 3 aufgelisteten

klinischen und laborchemischen Parameter verbunden ist (Tabelle 4.2, 4.3)

Die meisten der Parameter weisen bei SLE-Patienten mit und ohne MICB0103 dhnliche

Haufigkeiten auf. Es findet sich lediglich eine negative Korrelation von MICB0103 zu

einem diffusen Haarausfall. Der geforderte p-Wert sinkt, unter Beriicksichtigung der

Bonferroni-Korrektur, bei einem allgemeinen Signifikanzniveau von 0,05 aber auf

0,0007, womit die Assoziation nicht mehr signifikant ist.

Tabelle 4.2: Privalenz der angegebenen laborchemischen Parameter bei SLE-Patienten mit

bzw. ohne MICB0103

Laborchemische Parameter MICBO0103 +/+, +/- MICBO0103 -/- p-Wert
ANA-Titer (>160) 79,8% 80,8% 0,176
S-Kreatinin (>70pumol/l) 52,4% 54,7% 0,136
Proteinurie (<150mg/dl) 85,1% 89,7% 0,193
dsDNA-AK Crithidia IF 28,6% 15,8% 0,068
Erythrozyturie 9,5% 10,7% 0,234
Rheumafaktor 24.1% 16,7% 0,123
Anti-Ro (SSA) 46,4% 48,6% 0,161
Anti-La (SSB) 20,9% 20,0% 0,203
Ul-snRNP bzw. RNP 12,1% 20,0% 0,130
Anti-Sm 7,7% 9,4% 0,291
Anti-Jo1 3,1% 2,9% 0,450
Cardiolipin-AK IgM 22,0% 17,0% 0,170
Cardiolipin-AK IgG 17,2% 15,0% 0,211
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Tabelle 4.3: Privalenz der angegebenen klinischen Parameter bei SLE-Patienten mit bzw. ohne

MICBO0103

Klinische Parameter MICBO0103 +/+, +/- MICB0103 -/- p-Wert
kumulative Thrombosen 16,0 % 13,9 % 0,168
Fehlgeburt 18,3% 21,9% 0,137
Sonnenallergie 57,1% 61,9% 0,112
kumulative Aphthen 30,4% 23.8% 0,098
Arthritis 79,6% 84.,4% 0,127
Myalgien 47,8% 57,1% 0,068
Epilepsie 5,6% 9,2% 0,168
Depression 18,9% 20,3% 0,159
Neuropathien . 34,4% 34,9% 0,136
Psychose 1,1% 1,6% 1,000
Pleuritis 25,3% 28,1% 0,135
Endokarditis 4,6% 6,3% 0,253
Myo-/perikarditis 21,1% 28,1% 0,091
standiges Augenbrennen 33,3% 42.2% 0,071
Konjunktivitis 26,1% 31,3% 0,111
standige Mundtrockenheit 38,0% 46,9% 0,072
Diffuser Haarausfall 43,8 % 65,1% 0,005
Kreisrunder Haarausfall 7,8% 11,5% 0,165
Raynaud-Syndrom 53,3% 46,0% 0,088
Normale Schwangerschaft 58,1% 50,0% 0,091
Cutane Vaskulitis 15,4% 12,1% 0,166
Akrale Nekrosen 1,1% 6,7% 0,073
Diskoides Erythem 39,3% 44.1% 0,115
Schmetterlingserythem 67,0% 61,2% 0,110
Lymphadenopathie 9,1% 6,7% 0,215
Splenomegalie (Ldnge > 13cm) 3,5% 5,3% 0,282
Héamolytische Andmie 8,1% 8,2% 0,238
Autoimmunthrombozytopenie 10,5% 10,2% 0,218
Myositis 7,8% 8,2% 0,238
Pneumonitis 3,4% 5,0% 0,283
Lungenfibrose 3,3% 4,9% 0,284
Lupusnephritis 23,3% 18,0% 0,121
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Des Weiteren ldsst sich einen negative Assoziation zwischen HLA-B7 und dem

Vorhandensein von MICB0103 bei SLE feststellen, sowie eine deutliche Assoziation

mit HLA-B8 (Tabelle 4.4). Nach der Bonferroni-Korrektur besteht nur noch ein

signifikante Assoziation von MICB0103 und HLA-BS.

Tabelle 4.4: Priavalenz der angegebenen genetischen Parameter bei SLE-Patienten mit bzw.

ohne MICB0103

Genetische Parameter MICBO0103 +/+, +/- MICB0103 -/- p-Wert
HLA-B7 20,0% 40,0 % 0,003
HLA-BS 64,0% 25,7% 5,6%107
HLA-B13 4,0% 10,0% 0,076
HLA-B14 5,0% 5,7% 0,262
HLA-B15 15,0% 12,8% 0,166
HLA-B18 12,0% 8,6% 0,159
HLA-B27 5,0% 8,6% 0,160
HLA-B35 10,0% 10,0% 0,204
HLA-B37 0,0% 0,0%

HLA-B38 4,0% 0,0% 0,117
HLA-B39 2,0% 4,3% 0,243
HLA-B40 15,0% 10,0% 0,120
HLA-B41 2,0% 4,3% 0,243
HLA-B44 9,0% 17,1% 0,054
HLA-B45 2,0% 1,4% 0,431
HLA-B47 1,0% 0,0% 0,588
HLA-B49 4,0% 0,0% 0,117
HLA-B50 1,0% 0,0% 0,588
HLA-B51 5,0% 2,9% 0,253
HLA-B52 2,0% 1,4% 0,431
HLA-B55 1,0% 0,0% 0,588
HLA-B56 0,0% 1,4% 0,412
HLA-B57 5,0% 2,9% 0,253
MICAS.1 (++) 39,1% 39,1% 0,155
MICAS.1 (++/+-) 82,6% 71,7% 0,071
NKG2D (G/G) 64,7% 65,2% 0,158
NKG2D (A/G) 30,9% 30,4% 0,164
NKG2D (A/A) 4,4% 4,3% 0,353
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4.2 MICB0104 und SLE

Bei der Korrelation des Vorhandenseins von MICB0104 mit den klinischen Parametern
und Laborwerten (Tabelle 4.5, 4.6) fand sich eine negative Assoziation von MICB0104
mit einem pathologisch erhohtem Serum-Kreatinin. Auch dsDNA-Antikorper sind
seltener beim Genotyp MICB0104 zu ermitteln. Anti-La (SSB) ist héufiger bei
MICBO0104, dagegen sind Cardiolipin-Antikdrper vom IgM-Typ seltener mit
MICBO0104 assoziiert. Bei Patienten dem Allel MICBO0104 tritt seltener eine
Depression, eine Neuropathie, ein diffuser Haarausfall, ein Raynaud-Syndrom und eine
cutane Vaskulitis auf. Stattdessen besteht eine Assoziation mit dem Auftreten diskoider
Erytheme und einem Schmetterlingserythem. Bei Beriicksichtigung der Bonferroni-

Korrektur sind diese Werte nicht mehr signifikant.

Tabelle 4.5: Pravalenz der angegebenen laborchemischen Parameter bei SLE-Patienten mit
bzw. ohne MICB0104

Laborchemische Parameter MICB0104 +/+, +/- MICB0104 -/- p-Wert
ANA-Titer (>160) 78,1% 82,4% 0,124
S-Kreatinin (>70umol/l) 38,6 % 62,0% 0,005
Proteinurie (<150mg/dl) 87,2% 86,6% 0,233
dsDNA-AK Crithidia IF 12,5% 31,2% 0,019
Erythrozyturie 9,3% 11,4% 0,231
Rheumafaktor 26,2% 19,0% 0,119
Anti-Ro (SSA) 57,1% 42,0% 0,058
Anti-La (SSB) 37,1% 11,6 % 0,003
Ul-snRNP bzw. RNP 11,4% 15,2% 0,215
Anti-Sm 2,9% 10,8% 0,131
Anti-Jo1 0,0% 4,6% 0,292
Cardiolipin-AK IgM 8,3% 27,0 % 0,017
Cardiolipin-AK IgG 13,9% 17,7% 0,202
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Tabelle 4.6: Privalenz der angegebenen klinischen Parameter bei SLE-Patienten mit bzw. ohne

MICB0104
Klinische Parameter MICB0104 +/+, +/- MICB0104 -/- p-Wert
Kumulative Thrombosen 9,6% 18,1% 0,075
Fehlgeburt 22,6% 18,3% 0,133
Sonnenallergie 66,0% 55,5% 0,062
Kumulative Aphthen 23,1% 30,1% 0,101
Arthritis 84,9% 79,6% 0,129
Myalgien 50,9% 52,0% 0,133
Epilepsie 3,8% 8,8% 0,146
Depression 11,5% 23,5% 0,036
Neuropathien 23,1% 40,4 % 0,014
Psychose 0,0% 1,9% 0,446
Pleuritis 28,9% 25,2% 0,135
Endokarditis 5,8% 5,0% 0,284
Myo-/perikarditis 27,5% 21,6% 0,113
standiges Augenbrennen 32,1% 39,4% 0,094
Konjunktivitis 25,5% 30,1% 0,128
standige Mundtrockenheit . 50,0% 40,2% 0,072
Diffuser Haarausfall 30,0 % 45,1 % 0,029
Kreisrunder Haarausfall 9,8% 8,8% 0,225
Raynaud-Syndrom 39,2 % 55,9 % 0,021
Normale Schwangerschaft 57,1% 55,8% 0,142
Cutane Vaskulitis 2,0% 18.2% 0,002
Akrale Nekrosen 2,0% 4,00% 0,331
Diskoides Erythem 50,0 % 36,73% 0,043
Schmetterlingserythem 74,5 % 60,0 % 0,031
Lymphadenopathie 8,3% 8,0% 0,248
Splenomegalie (Ldnge > 13cm) 0,0% 6,3% 0,091
Héamolytische Andmie 8,0% 8,2% 0,248
Autoimmunthrombozytopenie 6,0% 12,6% 0,113
Myositis 5,9% 9,1% 0,209
Pneumonitis 3,9% 4.1% 0,336
Lungenfibrose 5,9% 3,0% 0,226
Lupusnephritis 23,5% 20,0% 0,145
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Bei MICBO0104 lésst sich eine positive Assoziation mit HLA-B7 nachweisen. Dagegen
besteht eine negative Assoziation mit HLA-BS, HLA-B15 und HLA-B18 (Tabelle 4.7).

Nach Verwenden der Bonferroni-Korrektur sind diese Werte nicht mehr signifikant.

Tabelle 4.7: Privalenz der angegebenen genetischen Parameter bei SLE-Patienten mit bzw.

ohne MICB0104

Genetische Parameter MICB0104 +/+, -/- MICB0104 -/- p-Wert
HLA-B7 57,8% 10,4% 0,000
HLA-BS8 35,9% 54,7 % 0,008
HLA-BI13 3,1% 8,5% 0,107
HLA-B14 4,7% 8,5% 0,270
HLA-B15 7,8 % 17,0% 0,045
HLA-B18 4,7 % 17,0% 0,011
HLA-B27 3,1% 7,6% 0,143
HLA-B35 9,4% 9,4% 0,213
HLA-B37 1,6% 0,9% 0,472
HLA-B38 1,6% 2,8% 0,368
HLA-B39 4,7% 1,9% 0,208
HLA-B40 9,4% 16,04% 0,090
HLA-B41 1,6% 3,8% 0,285
HLA-B44 15,6% 10,4% 0,113
HLA-B45 0,0% 1,9% 0,387
HLA-B47 0,0% 0,9% 0,624
HLA-B49 4,7% 0,9% 0,132
HLA-B50 0,0% 0,9% 0,624
HLA-B51 4,7% 3,8% 0,288
HLA-B52 0,0% 3,8% 0,148
HLA-B55 3,1% 0,0% 0,140
HLA-B56 1,6% 0,0% 0,376
HLA-B57 0,0 % 8,5% 0,012
MICAS.1 (++) 52,1% 29,9% 0,009
MICAS.1 (++/+-) 85,4% 73,1% 0,054
NKG2D (G/G) 64,6% 64,2% 0,156
NKG2D (A/G) 31,3% 29,9% 0,160
NKG2D (A/A) 4,2% 6,0% 0,307
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4.4 MICB0105 und SLE

Es wurde untersucht, ob es eine Korrelation zwischen den unterschiedlichen

Laborparametern bzw. klinischen Parametern und MICB0105 gibt. Unter den

laborchemischen Parametern war kein Wert mit MICB0105 assoziiert. Dagegen findet

sich bei den klinischen Parametern eine schwache Assoziation von MICBO0105 zu

Neuropathien und einem stindiges Augenbrennen bei SLE-Patienten (Tabelle 4.8 und

4.9), die sich jedoch unter Beriicksichtigung der Bonferrroni-Korrektur als nicht

signifikant darstellen.

Tabelle 4.8: Priavalenz der angegebenen laborchemischen Parameter bei SLE-Patienten mit

bzw. ohne MICBO0105

Laborchemische Parameter MICBO0105 +/+, +/- MICBO0105 -/- p-Wert
ANA-Titer (>160) 66,7% 82,3% 0,076
S-Kreatinin (>70umol/l) 85,8% 54,6% 0,196
Proteinure (<150mg/dl) 66,7% 60,0% 0,206
dsDNA-AK Crithidia IF 9,1% 25,6% 0,166
Erythrozyturie 18.8% 9,4% 0,162
Rheumafaktor 21,4% 21.5% 0,268
Anti-Ro (SSA) 50,0% 46,8% 0,254
Anti-La (SSB) 10,0% 21,7% 0,257
Ul1-snRNP bzw. RNP 30,0% 12,2% 0,113
Anti-Sm 20,0% 6,7% 0,151
Anti-Jo1 0,0% 3,4% 0,724
Cardiolipin-AK IgM 13,3% 21,2% 0,236
Cardiolipin-AK IgG 7,1% 17,9% 0,219
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Tabelle 4.9: Privalenz der angegebenen klinischen Parameter bei SLE-Patienten mit bzw. ohne

MICBO0105
Klinische Parameter MICBO0105 +/+, +/- MICBO010S -/- p-Wert
Kumulative Thrombosen 9,1% 15,9% 0,202
Fehlgeburt 22.,7% 19,3% 0,202
Sonnenallergie 59,1% 59,1% 0,185
Kumulative Aphthen 39,1% 25,8% 0,082
Arthritis 81,8% 81,5% 0,232
Myalgien 57,1% 50,8% 3,539
Epilepsie 8,7% 6,8% 0,297
Depression 18,2% 19,7% 0,229
Neuropathien 45,6 % 31,3% 0,022
Psychose 8,7% 0,8% 0,054
Pleuritis 28,6% 25,6% 0,197
Endokarditis 13,6% 3,9% 0,075
Myo-/perikarditis 22,7% 24,2% 0,212
stindiges Augenbrennen 52,2% 34,3% 0,049
Konjunktivitis 22,7% 29,6% 0,171
standige Mundtrockenheit . 59,1% 40,8% 0,052
Diffuser Haarausfall 50,0% 38,5% 0,110
Kreisrunder Haarausfall 9,1% 9,2% 0,306
Raynaud-Syndrom 54,6% 49,6% 0,166
Normale Schwangerschaft 47,4% 57,8% 0,137
Cutane Vaskulitis 15,0% 14,0% 0,260
Akrale Nekrosen 5,0% 2,4% 0,353
Diskoides Erythem 40,0% 41,4% 0,192
Schmetterlingserythem 70,0% 64,1% 0,179
Lymphadenopathie 10,5% 7,8% 0,288
Splenomegalie (Ldnge > 13cm) 11,1% 3,3% 0,143
Héamolytische Andmie 10,0% 7,8% 0,296
Autoimmunthrombozytopenie 5,3% 11,1% 0,275
Myositis 5,0% 8,5% 0,337
Pneumonitis 10,0% 3,1% 0,152
Lungenfibrose 10,0% 3,1% 0,150
Lupusnephritis 25,0% 20,6% 0,199
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Bei der Untersuchung der Assoziation anderer genetischen Parameter mit MICB0105

fand sich, wie in Tabelle 4.10 dargestellt, seltener das Merkmal HLLA-BS, aber dagegen
hiufiger die Merkmale HLA-B13 und HLA-B39. Nach Beriicksichtigung der

Bonferroni-Korrektur findet sich kein signifikanter Unterschied.

Tabelle 4.10: Priavalenz der angegebenen genetischen Parameter bei SLE-Patienten mit bzw.

ohne MICBO0105

Genetische Parameter MICBO010S5 +/+, -/- MICBO010S -/- p-Wert
HLA-B7 26,5% 29,7% 0,159
HLA-BS 35,3% 51,4% 0,037
HLA-B13 14,7 % 4,4% 0,035
HLA-B14 8,8% 4,4% 0,178
HLA-BI15 5,9% 16,2% 0,072
HLA-B18 11,8% 9,6% 0,221
HLA-B27 11,8% 5,1% 0,110
HLA-B35 5,8% 11,0% 0,191
HLA-B37 0,0% 1,5% 0,639
HLA-B38 0,0% 2,9% 0,406
HILA-B39 8,8% 1,5% 0,016
HLA-B40 5,9% 15,4% 0,085
HLA-B41 8,8% 2,2% 0,080
HLA-B44 11,8% 12,5% 0,229
HLA-B45 0,0% 2,9% 0,406
HLA-B47 0,0% 0,7% 0,800
HLA-B49 0,0% 2,9% 0,410
HLA-B50 0,0% 0,7% 0,800
HLA-B51 2,9% 3,7% 0,399
HLA-B52 2,9% 1,5% 0,387
HLA-B55 0,0% 1,5% 0,639
HLA-B56 0,0% 0,7% 0,800
HLA-B57 2,9% 2,2% 0,415
MICAS.1 (++) 43,8% 37,6% 0,192
MICAS.1 (++/+-) 68,8% 78,2% 0,167
NKG2D (G/G) 62,5% 63,4% 0,2177
NKG2D (A/G) 31,3% 29,7% 0,226
NKG2D (A/A) 6,3% 5,0% 0,405
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4.3 Haplotypenbestimmung

Im letzten Schritt wurde die Kopplung von MICB0103 und MICB0104 mit HLA-B und
MICAS.1 untersucht. Dabei sind die Merkmale HLA-B8 bzw. HLA-B7, MICAS.1 und
MICBO0103 bzw. MICB0104 beriicksichtigt worden. Die Auswertung ist fiir MICB0103
in den Tabellen 4.11 und 4.12, fiir MICB0104 in den Tabellen 4.13 und 4.14 dargestellt.
Im Bezug auf MICBO0103 sind die Haplotypen HLA-B8+MICAS.1+MICB0103+, sowie
HLA-B7-MICAS.1+MICB0103+ mit jeweils 37% am héaufigsten vertreten. Bei
MICBO0104 treten die Haplotypen HLA-B8+MICAS5.1-MICB0104+ mit 28% und HLA-
B7-MICA5.1-MICB0104+ mit 38% am hiufigsten auf.

Tabelle 4.11: Privalenz der Kombinationen von MICB0103, HLA-B8 und MICAS.1

Haplotyp HLA-B8 MICA5.1 MICB0103 Anzahl n
A + + + 32 (37%)
B 8 (9%)
Cc + 0 (0%)
D + + 0 (0%)
E + + 14 (17%)
F + 16 (18%)
G + + 8 (9%)
H + 8 (9%)
total 86

Tabelle 4.12: Privalenz der Kombinationen von MICB0103, HLA-B7 und MICAS.1

Haplotyp HLA-B7 MICAS5.1 MICB0103 Anzahl n
A + + + 14 (17%)
B 7 (8%)
Cc + 1 (1%)
D + + 0 (0%)
E + + 32 (37%)
F + 12 (14%)
G + + 12 (14%)
H + 8 (9%)
total 68
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Tabelle 4.13: Privalenz der Kombinationen von MICB0104, HLA-B8 und MICAS.1

Haplotyp HLA-B8 MICAS5.1 MICB0104 Anzahl n
A + + + 16 (18%)
B - - - 10 (12%)
Cc + - - 0 (0%)
D + + - 0 (0%)
E - + + 18 (21%)
F - - + 12 (14%)
G + - + 24 (28%)
H - + - 6 (7%)
total 86

Tabelle 4.14: Pravalenz der Kombinationen von MICB0104, HLA-B7 und MICAS5.1

Haplotyp HLA-B7 MICAS5.1 MICB0104 Anzahl n
A + + + 22 (26%)
B - - - 9 (10%)
C + - - 0 (0%)
D + + - 1 (1%)
E - + + 13 (15%)
F - - + 33 (38%)
G + - + 4 (5%)
H - + - 4 (5%)
total 86
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5. Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass, neben einer infektiosen Ursache, genetische Faktoren in
der Pathogenese des SLE eine groBBe Rolle spielen. Es wurden bereits mehrere
Chromosomenregionen identifiziert, in denen Risikogene des SLE lokalisiert sind
(Tabelle 2.2). Dazu zdhlt unter anderem die Region 6p21.31, in der das in dieser Arbeit
untersuchte MICB Gen lokalisiert ist [75, 80-84].

Das MIC Molekiil ist ein hochpolymorphes Oberflichenantigen, das in
Stresssituationen von Darm-Epithelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten exprimiert
wird [93-95, 98]. Die Expression von MICA oder MICB ist Hitzeschock-induziert oder
Folge von Virusinfekten. Die beiden MIC-Molekiile werden als zelluldre
Gefahrensignale gesehen, da sie auf epithelialen Tumoren sowie virusinfizierten Zellen
gefunden wurden [100, 105, 107].

MICA und MICB werden iiber den weit verbreiteten aktivierenden Immunorezeptor
NKG2D von y8 T-Lymphozyten, CD8 off T-Lymphozyten und NK-Zellen erkannt.
Beide wirken somit als ein costimulierendes Signal zur Zytokinproduktion, zelluldren
Proliferation und Aktivierung von NK-Zellen, Makrophagen, Yo T-Lymphozyten und
CDS8"ap T-Lymphozyten [111, 112]. Im Gegensatz zu MHC-Klasse I Molekiilen bilden
MICA und MICB keinen Komplex mit 32-Mikroglobulin oder Antigenpeptiden.

Eine CMV-Infektion fiihrt zu einer Expression von MIC-Molekiillen auf der
Zelloberfliche von Fibroblasten und Endothelzellen. Ferner konnte gezeigt werden;
dass die Bindung von NKG2D an MIC die TZR-abhingige Zytolyse der CMV-
infizierten Zelle erhoht, sowie zu einer verstirkten Zytokin-Antwort durch CMV-
spezifische CD28°CDS8 o T-Lymphozyten fiihrt [97].

Als ein auslosender Mechanismus des SLE wird eine virale oder bakterielle Infektion
diskutiert. Besonders eine Infektion mit dem Epstein-Barr Virus (EBV) oder dem
humanen Cytomegalievirus (HCMV) scheint ein moglicher Ausldser fiir die Entstehung
und Exazerbation des SLE zu sein [64, 130-132]. So konnte bei SLE-Patienten ein im
Vergleich zu Kontrollen erhdhter Titer an anti-EBV-VCA-Antikorpern [64], sowie eine
vermehrte Anzahl von EBV-infizierten Zellen im Blut nachgewiesen werden. Dies wird
mit dem Auftreten von SLE-typischen Symptomen assoziiert [65]. Durch eine Infektion
mit EBV kommt es zu einer Produktion des Virusproteins EBNA-1 (engl.: Epstein-Barr
virus nuclear antigen-1). Einige Epitope des EBNA-1 sind sehr homolog mit Teilen des

Ro- und Sm-Proteins im humanen Zellkern. Daher sind die mit dem SLE assoziierten
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Autoantikorper gegen Ro und Sm kreuzreaktiv mit EBNA-1 [133]. Eine Studie belegt,
dass SLE-Patienten in einem signifikant jiingerem Alter als gesunde Kontrollen an
EBV-Infektionen erkranken [64]. Diese Hypothese wird durch Beobachtungen im
Mausmodell unterstiitzt. Hierbei konnten an kongenen Méusen die ersten Risikogene
identifiziert werden. Es handelt sich hierbei unter anderem um einen Polymorphismus
des Complementrezeptors 2 [134]. Der humane Complementrezeptor 2 ist ein Rezeptor
fiir das Membranglykoprotein pg350/220 des Epstein-Barr-Virus [132].

In einer weiteren Studie wurde dariiber hinaus festgestellt, dass SLE-assoziierte
Autoantikorper, wie ANA (antinuclear antibodies), anti-dsDNA, anti-Ro. anti-La und
anti-Sm typischerweise viele Jahre vor einer klinischen Manifestation des SLE

vorhanden sind [135].

Eine Aktivierung und Inhibition von NK-Zellen, Makrophagen und T-Lymphozyten ist
ein bedeutsamer Vorgang zur Kontrolle der Immunantwort und damit ein
entscheidender Mechanismus in der Entstehung und Exazerbation des SLE. Neben der
spezifischen Antigen-Erkennung, aus der eine Aktivierung der erkennenden Zelle folgt,
benotigt die T-Zelle costimulierende Signale, um eine Immunantwort auszuldsen. Ein
costimulierendes System betrifft NKG2D und MICB. NKG2D trigt mit seinem
Liganden MICB iiber die Signaluntereinheit DAP10 zur Aktivierung der Zelle bei.
Wihrend NKG2D jedoch generell von den meisten T- und NK-Zellen exprimiert wird,
ist die Ausbildung von MICB durch Stress induzierbar. DAP10 wird auf Chromosom
19q13 kodiert. Diese Region wurde bei Kopplungsanalysen als eine Risikoregion des
SLE identifiziert. NKG2D und wahrscheinlich MICB fungieren sowohl als
regulatorische Rezeptoren auf T-Zellen als auch als zytotoxische und regulierende
Rezeptoren auf NK-Zellen und Makrophagen, aufgrund der Flexibilitét in der Bindung
einer entsprechenden Signaluntereinheit.

Der Wirkmechanismus von MICB konnte bislang nicht vollstindig entschliisselt
werden. Mehrere sich nicht ausschlieBende Modelle stehen zu Diskussion. Eine
Moglichkeit ist eine Kompensation der durch CMV-Genprodukte eingeschrinkten
Entwicklung und Expression der MHC-Klasse I Molekiile. Durch eine verminderte
Expression der MHC-Klasse I Molekiile folgt eine Reduktion der zytotoxischen T-
Zellabwehr. Expression von MICB und seine Bindung an NKG2D auf den CD8 ap T-
Zellen bewirkt jedoch hier eine erhdhte TZR-abhédngigen Zytolyse der CM V-infizierten
Zielzelle [97].
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NKG2D hat neben MICA und MICB noch ULBPs (engl.: UL-16 binding proteins) als
Bindungspartner. ULBPs sind atypische MHC Klasse I dhnliche Molekiile, die iiber
Glykophosphatidylinositol in der Zelloberfldche verankert sind. Insgesamt werden sechs
verschiedene ULBP-Proteine synthetisiert, davon sind allerdings nur ULBP-1, ULBP-2
und ULBP-3 in der Lage, an NKG2D zu binden, so dass es wie bei den MIC Molekiilen
zu einer Aktivierung der NK-Zelle kommt.

Es gibt mehrere Escapemechanismen, mit denen CMV der Immunabwehr entkommt.
Einerseits kann sich UL-16, ein vom humanen Cytomegalievirus kodiertes Protein, an
ULBP-1, ULBP-2 und MICB binden. Ferner resultiert die Expression von UL-16 in
einem Verlust der auf Zelloberflichen gebundenen MICB-Molekiile und einer
intrazelluldren Retention der NKG2D-Liganden. Dies fithrt zu einer verminderten
Aktivitit der NK-Zellen und Costimulation der CD8"y8-T-Zellen. Dadurch vermag das
Cytomegalie-Virus bzw. die CMV-infizierte Zelle der Immunabwehr zu entgehen [136,
137]. Andererseits kann durch die viralen Glykoproteine US2, US3, US6 und US11 die
MHC Klasse I-Expression der infizierten Zelle reduziert werden. Dies verhindert die
Erkennung der CMV-Antigene durch T-Zellen. Da eine MHC Klasse I-Reduktion NK-
Zellen aktiviert, kodiert das Virus auch die Proteine UL-18 und UL-40, die als Liganden
fiir die Rezeptoren LIR-1 und CD94/NKG2A arbeiten und NK-Zellen inhibieren.

Eine weitere Funktion von MICB-Molekiilen ist die Tumorabwehr. MICA- und MICB-
Molekiile werden von epithelialen und hdmatopoetischen Tumoren exprimiert, nicht
aber von gesundem Gewebe [96, 138]. Ferner haben Studien im Mausmodell gezeigt,
dass die Expression der NKG2D-Liganden durch Tumorzellen das Immunsystem
stimuliert, und dass die AbstoBung der Tumorzellen, die NKG2D-Liganden
exprimieren, durch NK-Zellen und CD8" T-Zellen in vivo vermittelt werden. MICB
dient somit als ein Tumor-assoziiertes Antigen, dessen Erkennung durch das
Immunsystem zur Lyse der Tumorzelle fiihrt [139-142]. Es gibt Hinweise darauf, dass
Tumorzellen Mechanismen entwickelt haben, um dieser NKG2D-vermittelten
Immuniiberwachung zu entkommen. Neben einer verminderten Expression von
NKG2D durch Einwirkung von TGF-B scheinen die Tumorzellen die
Oberflachenexpression der NKG2D-Liganden mittels eines proteolytischen Abwerfens
der MICA-Molekiile von ihrer Zelloberfliche zu reduzieren [143, 144]. Zusitzlich
verringern die Tumorzellen die Dichte der NKG2D-Liganden auf ihrer Zelloberfliache,
wodurch es zu einer beeintrichtigten Lyse der Tumorzelle durch CD8" T-Zellen und

NK-Zellen kommt [145]. Auch konnte gezeigt werden, dass die Serumkonzentration
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von loslichem MICA (sMICA), das von Tumorzellen abgeworfen (,,geshedded*) wird,
bei Tumorerkrankungen im Vergleich zu gesunden Kontrollen und Patienten mit
benignen Erkrankungen signifikant erhoht ist und mit dem Tumorstadium sowie der
Metastasierung korreliert [146]. Es wurden nur leicht erhohte sMICB-Werte bei
Patienten mit unterschiedlichen Malignomen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
ermittelt. Aber auch hier korrelieren die erhohten sMICB-Werte in den spiteren Stadien
der Tumorprogression signifikant mit dem Grad der Erkrankung und der Metastasierung
[147]. Eine aktuelle Studie zeigt, dass sMIC-Molekiile die NKG2D-vermittelte
Immunitét gegen Pankreas-Karzinom durch eine direkte Reduktion von yd-T-
Lymphozyten und NK-Zellen beeintrichtigen. Die erhohten sMIC-Werte korrelieren

dabei mit dem Tumor-Stadium und seiner Differenzierung [144].

An den Anfang unserer Untersuchungen haben wir die Beobachtung gestellt, dass
MICB-Allele mit anderen Autoimmunerkrankungen assoziiert sind. In einer Studie
konnte bei Patienten mit Zoliakie (engl.:celiac disease, CD) eine starke Assoziation mit
dem MICB0106-Allel nachgewiesen werden. Zoliakie ist eine chronisch-
inflammatorische Erkrankung, die durch eine Intoleranz gegeniiber Gliadin ausgelost
wird. Dies fiihrt zu einer Zottenatrophie im Diinndarm und damit einer eingeschrinkten
Resorptionsfahigkeit. Die haufigste HLA-Konstellation von Zdliakiepatienten ist
entweder HLA-DR3 oder HLA-DQ?2. In einer fritheren Studie konnte bereits gezeigt
werden, das MICAS.1 (MICA*008) unabhéngig von anderen HLA-Genen mit Zoliakie
assoziiert ist. Es konnte nun ebenfalls nachgewiesen werden, das MICB0106 im
Kopplungsgleichgewicht mit DQ2 und MICAS.1 bei CD-Patienten steht und somit eine
mogliche Rolle in der Pathogenese der Zoliakie spielt [148]. In einer aktuellen Studie
konnte ein Assoziaton zwischen MICB*004 und der Rheumatoiden Arthritis
dokumentiert werden [149]. Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronische Erkrankung
die durch eine inflammatorische Synovitis gekennzeichnet ist, welche zu einer
Destruktion der Gelenke fiihrt.

Des Weiteren besteht in der chinesischen Bevolkerung eine Assoziation von MICB und
MICAS.1 zu Colitis ulcerosa [151, 152], sowie eine Assoziation von MICA und Colitis
ulcerosa in der japanischen Population [129]. Colitis ulcerosa (engl.: ulcerative colitis)
und Morbus Crohn (engl.: Crohn's disease) gehdren zu den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (engl.: inflammatory bowel disease, IBD). Beide Erkrankungen sind

durch ein gesteigertes lymphozytires, plasmazelluldres und granulozytires Infiltrat der
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Darmschleimhaut gekennzeichnet und sind per definitionem nicht durch einen
pathogenen Erreger verursacht, sondern durch eine fehlregulierte und pathologisch
gesteigerte Immunreaktion. In der kaukasischen Bevdlkerung konnte jedoch keine
Assoziation von Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn zu MICB oder MICA
nachgewiesen werden [112, 152]. Dies konnte unter anderem darin begriindet sein, dass
das Verteilungsspektrum der einzelnen MICB-Allele in der asiatischen Bevolkerung ein
anderes ist, als in der kaukasischen Population. So konnten die erhobenen Assoziationen
zwischen MICB und Colitis ulcerosa auf MICB-Allelen basieren, die in der

kaukasischen Bevdlkerung nicht identifiziert wurden (Tabelle 2.3).

Es wurden bislang 17 MICB-Allele identifiziert, davon sechs in der kaukasischen
Bevolkerung, zu denen auch die drei in dieser Arbeit untersuchten MICB0103,
MICB0104 und MICBO0105-Allele gehoren. Unsere Arbeitsgruppe hat sich mit der
Assoziation dieser drei verschiedenen MICB-Allelen bei SLE Patienten im Vergleich
zur Normalbevolkerung beschaftigt.

Das MICBO0103 Allel (p = 0,003) sowie das MICB0104 Allel (p = 0,008) treten in den
hier vorgestellten Ergebnissen bei SLE-Patienten signifikant gehéuft bzw. seltener auf.
Bei unseren Untersuchungen haben wir keine Hinweise auf statistisch signifikante
Unterschiede in der Allelverteilung von MICB0105, im Vergleich von SLE-Patienten
und gesunden Kontrollen (p = 0,082) gefunden.

In Kristallstrukturanalysen zeigte sich bereits, dass die Aminosdure-Mutationen im
MICB0103 und MICB0104 im Gegensatz zu MICBO0105 rdumlich nahe an der
NKG2D-Bindungstelle liegen [111]. Es ist vorstellbar, dass die anhand unserer
Untersuchungen bei SLE-Patienten vermehrt vorkommenden MICB0103 bzw.
selteneren MICBO0104-Allele die NKG2D-Interaktion beeinflussen und somit die
NKG2D-vermittelte Zellantwort so verdndern, dass es zu einer verinderten NKG2D-
vermittelten Zelllyse kommt. Dies konnte zu autoimmunologischen Schiaden und zur
Entstehung der SLE-Erkrankung fiihren. Auch die Tatsache, dass der
Aminoséureaustausch in MICB0105 weiter von der NKG2D-Bindungstelle an MICB
entfernt liegt und diese damit nicht zu beeinflussen scheint, unterstiitzt diese Hypothese,
da in unseren Ergebnissen das MICBO0105-Allel bei SLE-Patienten nicht vermehrt
vorkommt. Kristallstrukturanalysen zeigen zusétzlich, dass ein Aminosdureaustausch in
Position 52 (D/N52) im MICB0104-Molekiil, und an Position 57 (K/E57) im

MICBO0103-Molekiil zu Ladungsinderungen und damit zu einer wahrscheinlichen
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Beeinflussung der Affinitdt zum NKG2D-Molekiil fithren [111]. Diese Assoziation von
MICB-Allelen mit der SLE-Erkrankung ist mit der Hypothese einer Induzierung des
SLE durch latente Virusinfektionen vereinbar. Durch die Reduktion der Virusabwehr
wire eine wiederholte Virusreplikation, wie sie bereits fiir EBV beim SLE-Schub

nachgewiesen wurde, moglich.

Bei unseren Untersuchungen haben wir bei einer groflen Zahl an klinischen,
laborchemischen und genetischen Parametern eine schwache Assoziation zu den
verschiedenen MICB-Allelen gefunden. Diese verlieren jedoch nach Bonferroni-
Korrektur die Signifikanz (siche Abschnitt 4). Um den Bedeutungsgrad der
beschriebenen Beobachtungen addquat einzuschitzen, sollte beriicksichtigt werden, dass
die Anzahl der 229 SLE-Patienten und 165 Kontrollen relativ gering ist und dadurch ein
direkter Vergleich weniger aussagekriftig ist. Verteilungsunterschiede konnten somit
durchaus auch zufallsbedingt sein. Der Bonferroni-Korrektur zufolge sollten die
erhobenen schwachen Signifikanzen deshalb als zufallsbedingt angesehen werden.

Der geringe Einfluss der untersuchten MICB-Allele auf spezifische klinische,
laborchemische und genetische Merkmale der SLE-Erkrankung konnte ebenfalls
dadurch begriindet sein, dass es trotz der moglichen Beeinflussung der NKG2D-
Funktion nur zu einer generell starken Aktivierung des Immunsystems kommt und sich
dies somit nicht auf einzelne Symptome des SLE auswirkt.

Wir haben jedoch eine starke Assoziation zwischen dem MICB0103 Allel und HLA-BS8
bei SLE Patienten ermittelt (p = 5,6%¥107). MICBO0103 ist folglich mit HLA-B8 weit
stiarker assoziiert als mit dem SLE (p = 0,003). Insofern kann in dieser Studie nicht
eindeutig gefolgert werden, dass MICB0103 ein Risikogen des SLE an sich ist.
MICBO0103 kann durchaus auch nur mit dem eigentlichen, noch unbekannten Risikogen
auf dem Haplotypen HLA-B8 — DR3 im Kopplungsungleichgewicht stehen. Um im
Rahmen einer Studie ein solches Risikogen zu identifizieren ist jedoch eine weitaus
groflere Kohorte ndtig. Aus diesem Grund sind bislang nur Spekulationen iiber das
Risikogen des SLE in dem betreffenden Chromosomenabschnitt mdglich. In jiingster
Zeit wurde eine Studie zur Identifizierung des Risikogen der Sarkoidose durchgefiihrt.
Dabei wurde eine Analyse auf Chromosom 6p21 an nicht weniger als 947
unabhingigen Sarkoidose-Patienten erhoben mit dem Ergebnis, dass das BTNL2-Gen
(engl.: butyrophilin-like 2) mit der Erkrankung unabhingig vom Haplotypen HLA-
DRBI assoziiert ist [153].
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Bei SLE-Patienten kommt es in 70 - 100% der Fille zu einer Nierenbeteiligung. Die
Lupus-Nephritis ist durch eine mesangiale Proliferation und Ablagerungen von
Immunglobulinen und Komplement-Faktoren innerhalb des glomeruldren Mesangiums
gekennzeichnet [154]. Immunkomplexe kdnnen die glomeruldren Strukturen schidigen,
indem sie verschiedene zirkulierende Entziindungszellen anziehen oder indem sie
ansdssige Glomerulumzellen zur Freisetzung von vasoaktiven Substanzen, Zytokinen
und Komplementfaktoren aktivieren. GroBen Einfluss in der Pathogenese der Lupus-
Nephritis haben die Komplementfaktoren C5b-9. Sie sind in der Membran der
glomerulédren Zellen vorhanden, wodurch sie deren Aktivierung verursachen und somit
diese angesiedelten normalen Zellen in Effektor-Entziindungszellen umwandeln [155].
Ein weiterer wichtiger Mechanismus betrifft zusitzlich den Komplementfaktor Clq, der
bei der Clearance von Immunkomplexen und apoptotischen Zellen eine wichtige Rolle
spielt. Dieser Faktor ist bei Patienten mit Lupus-Nephritis im Serum aufgrund des
Vorhandenseins von Autoantikdrpern gegen C1q erniedrigt [156].

Bei einer Lupus-Nephritis sind typischerweise Antikérper gegen dsDNA und Sm
vorhanden. Des Weiteren konnen multiple Autoantikorper gegen das ribosomale P
protein, LPS (lipoprotein lipase), Komplemenfaktoren wie Clq und gegen andere
Kernbestandteile der Zelle gerichtet sein [157].

In dieser Arbeit ist eine negative Assoziation mittels Fishers exaktem Test zwischen
dem MICBO0104-Allel und einem pathologisch erhohtem Kreatinin (p = 0,005), dem
Vorhandensein von dsDNA-Antikdrpern (p = 0,019) und Cardiolipin-Antikorpern IgM
(p = 0,017) festgestellt worden. Bringt man diese und zuvor beschriebene
Beobachtungen zusammen, kann man die These aufstellen, dass SLE-Patienten mit dem
MICBO0104-Allel seltener an einer Lupus-Nephritis erkranken, bzw. Patienten, denen
dieses Allel fehlt, hdufiger an einer Lupus-Nephritis erkranken.

Ob und inwieweit die mittels Fishers exaktem Test assoziierten MICB-Allele jedoch
tatsdchlich fir die Krankheitsentwicklung und die Entstehung der unterschiedlichen
krankheitsassoziierten Symptome ursdchlich sind oder ob sie Teil einer Kette von
Ereignissen sind, muss weiter iiberpriift werden: Einerseits sind diese Werte nach der
Bonferroni-Korrektur nicht mehr signifikant. Andererseits treten die in dieser Analyse
rekonstruierten Haplotypen bei gesunden sowie bei erkrankten Personen auf. Dies
wiirde bedeuten, dass diese Allelkombinationen der Gene in Zusammenhang mit MICB
fiir die Erkrankung préadisponierend sind, jedoch nicht den eigentlichen Ausldser

darstellen.
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Ferner wurde in dieser Analyse des MICB-Allels keine komplette Sequenzierung
vorgenommen. Wir haben uns bewusst auf die in der kaukasischen Bevolkerung als mit
Autoimmunerkrankungen assoziierte Gene MICB0103, MICB0104 und MICBO0105

beschrinkt.
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6. Zusammenfassung

Der SLE gehort zu den chronisch entziindlichen Autoimmunerkrankungen. Neben
verschiedenen Umwelt- und hormonellen Faktoren spielen Virusinfektionen eine
wichtige Rolle in der Entwicklung und Exazerbation des SLE. Bei an SLE erkrankten
Patienten konnte eine hohe Konzentration an EBV-infizierten B-Lymphozyten
nachgewiesen werden. Infektionen mit dem Epstein-Barr Virus oder dem humanen
Cytomegalievirus, die im Korper persistieren und bei entsprechender Immunititslage
exazerbieren konnen, fiihren zu einem Lupus-dhnlichen Krankheitsbild und induzieren
ebenfalls die Bildung von Antikérpern gegen Ro, Sm und dsDNA. An genomweiten
Kopplungsanalysen konnte auflerdem gezeigt werden, dass zusitzlich genetische
Priadispositionen entscheidend fiir die Krankheitsentstehung sind: Es wurden
verschiedene Chromosomenregionen innerhalb des menschlichen Genoms identifiziert,
die mit SLE assoziiert sind. Weiterhin wurden die Gene in diesen Regionen auf
gehéduftes Auftreten bestimmter Allele bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen untersucht, da hierdurch ein mdéglicher Einfluss von genetischen

Verdnderungen auf die Erkrankung bestehen konnte.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob MICB-Allele mit dem SLE
bzw. seinen Organmanifestationen assoziiert sind. Es wurden drei Polymorphismen des
MICB Molekiils untersucht. Es handelt sich hierbei um die MICB-Allele MICB0103,
MICB0104 und MICB0105. MICB-Allele sind Glykoproteine, die auf Chromosom 6
(6p21.31) innerhalb des HLA-Komplexes codiert sind, und sich als Antigene auf der
Oberfliache von Darm-Epithelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten befinden. Sie sind
Liganden fiir den Immunrezeptor NKG2D, sind an der Abwehr von Viren und Tumoren
beteiligt und mit einigen Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel Zoliakie, Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa, assoziiert.

Es wurden insgesamt 229 Patienten mit SLE sowie 165 gesunde Blutspender als
Kontrollgruppe untersucht. Die SLE Patienten wurden zusétzlich nach den Merkmalen
HLA-B8 und HLA-B7 charakterisiert.

Diese Arbeit zeigt ein, im Vergleich zu gesunden Kontrollen, signifikant hiufigeres
Auftreten des MICB0103- und selteneres Auftreten des MICB0104 Allels bei SLE-
Patienten. Dieses Ergebnis weist auf eine Relevanz des MICB0103 Allels und des
MICBO0104 Allels in der Atiopathogenese des SLE hin.
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Ferner besteht ein starkes Kopplungsungleichgewicht zwischen dem MICB0103 Allel
und HLA-BS.

Keiner der untersuchten klinischen und laborchemischen Parameter der Erkrankung
korrelierte nach der Berlicksichtigung eines korrigierten Signifikanzniveaus nach
Bonferroni mit einem der Allele.

Mehrere Studien zeigen, dass NKG2D eine Schliisselrolle in der Kontrolle und
Bekdmpfung von latenten Virusinfektionen hat, die als Entstehungsmechanismen des
SLE diskutiert werden. Ob MICB, als Ligand des NKG2D-Rezeptors, direkt mit dem
SLE assoziiert ist, ldsst sich in dieser Arbeit nicht eindeutig kldren. Aufgrund der
Ergebnisse dieser Studie ist MICB0103 vermutlich nicht das gesuchte Risikogen,
sondern steht im Kopplungsungleichgewicht zum SLE-Risikohaplotypen HLA-B8 —
DR3.
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7. Schriftenverzeichnis

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

B2M.. .o B-2 Mikroglobulin
Abb........oo Abbildung
ACR.....cooiii, American College of Rheumatology
ANA......cooii Antinukledre Antikorper
APC......cooiiii, Antigenprésentierende Zelle

AS. Aminoséure
Bpeoooii Basenpaare
BTNL2..........eeeeee. engl.: butyrophilin-like 2

Bzw.. ..o beziehungsweise

Clq, C2,C3,C4....... Komplement Komponenten
CD.ooi, Cluster of diferentiatoin
CD.ooviiiii, Zoliakie, engl.: celiac disease
CMV...ooiin, Cytomegalievirus

(O cytoplasmatisch
DAP.....cooi DNAX-Activation Protein
DNA......cooei Desoxyribonucleinsidure
ANTP......ooiiin Desoxyribonukleosintriphosphat
dsDNA................... Doppelstrang DNA
EBNA-1.........cooeaie Epstein-Barr Virus nuclear Antigen 1
EBV....ooooiiiii Epstein-Barr Virus
EDTA...........oen .l Ethylendiamintetraacetat
ENA......cooo Extrahierbare nukledre Antigene
ER.....oo Endoplasmatische Retikulum
HyO.ooooii, Wasser

HCMV................. human Cytomegalievirus
HLA..........oo human leucocyte Antigen
IBD..cooviiii, Infalmmatory bowel disease
IFNy. oo Interferon vy

Immunglobulin
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-2 Interleukin 2
Kb Kilobase

kDA ... Kilodalton
La.ooooiii, Lance Antigen (Patientenname)
LOD....ccovvieiaiinnnn, ZIr*/21n10

LPS...coi, Lipoproteinlipase
Mb...oooiiiii, Megabasenpaare
MHC.........c.oooiee. major histocompatibility complex
MIC.........cciinine. MHC-class I chain-related gene
mRNA................... messenger Ribonukleinsdure
NK.ooo, Natiirliche Killerzelle
NKG2D......cccvnene natural killer cell receptor
NOD....ocoviiinn. Non-obese diabetic
ORF.....c.ooiiiiiiii, open reading frame
PCR......cooiiii Polymerase chain reaction
PI3-Kinase............... Phosphatidyl Inositol 3 Kinase
PRL............oi . Prolaktin

Ro.oviiii Robert Antigen (Patientenname)
SLE....coviiii Systemischer Lupus Erythematodes
Sm....ooooiii Smith Antigen (Patientenname)
sMIC.......ocooeiienn. soluble MIC
S Signalsequenz
SSA...ii soluble-substance A nuclear antigen
SSB..oiiii soluble-substance B nuclear antigen
STR....coviiiin, Short tandem repeats
TAE..........c.o Tris-Acetat- EDTA Puffer
TCR...ooiiiiii . T-Zelle Rezeptor
TM. Transmembrandomine
TNF..ooo, Tumor Nekrose Faktor
ULBP......cccovin UL-16 binding Protein
UV Ultraviolett
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