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Kurzreferat:

Eine fruhzeitige Therapieeinleitung bei der rheumatoiden Arthritis stellt eine wichtige
Malnahme dar, um irreversible Gelenkdestruktionen zu vermeiden. Seit etwa zwolf
Jahren werden TNF-a-Blocker erfolgreich zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis
eingesetzt. Allerdings bestehen hohe Therapiekosten und bei etwa 25% der Patien-

ten wird ein inadaquates Ansprechen beobachtet.

Ziel dieser Arbeit war es, Biomarker zu identifizieren, die mit einem unterschiedlichen
Ansprechen auf die anti-TNF-a-Therapie assoziiert sind. In einer Kohorte von 304
RA-Patienten, die mit Etanercept behandelt und deren klinischer Verlauf bis zu zwolf
Monate analysiert wurde, untersuchte man klinische, laborchemische und genetische
Parameter. Als klinische Merkmale wurden das Alter, das Geschlecht, das Erkran-
kungsalter und die Krankheitsaktivitat einbezogen. Daneben wurden die CCP-
Antikérper und der Rheumafaktor ermittelt. Aufbauend auf Voruntersuchungen und
Literaturrecherchen wurde eine Auswahl mehrerer Single-Nukleotid-Polymorphismen
(CLSTN2, CLCN1, PTPN22, MED29, FCGR3A) getroffen.

Es konnten potentielle Therapieresponsepradiktoren identifiziert werden. Patienten
mit dem SNP MED29 CC-Genotyp, dem SNP PTPNZ22 A-Allel, einem hoch positiven
CCP-AK-Spiegel oder niedrigen DAS28-Ausgangs-Wert zeigten ein schlechteres
Ansprechen auf die ETN-Therapie. Bei Differenzierung hinsichtlich des CCP-AK-
Status liel3 sich ein Ausbleiben des Therapieerfolges bei CCP-AK-negativen SNP
FCGR3A AA-Genotyp-Tragern und CCP-AK-positiven SNP PTPN22 A-Allel-Tragern
feststellen. Dieses Ergebnis weildt darauf hin, dass es sinnvoll ist, auf der Suche
nach Markern der Therapieantwort, die Patienten in Subgruppen hinsichtlich des
CCP-AK-Status zu unterteilen.
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1 EinfUhrung
1.1 Die rheumatoide Arthritis

Als haufigste entzundlich-rheumatische Gelenkerkrankung beeintrachtigt die rheuma-
toide Arthritis (RA) den Menschen durch Schmerzen, Bewegungseinschrankung und
zunehmenden Funktionsverlust mit Einbul3en in der Lebensqualitat und Leistungsfa-
higkeit. Diese chronisch entziindliche Systemerkrankung des rheumatischen For-
menkreises fuhrt zur Schadigung von Knochen und Knorpel der betroffenen Gelenke.
Daneben sind auch extraartikulare Manifestationen, beispielsweise in Form von
Rheumaknoten, sekundaren Vaskulitiden, Beteiligung des Herzens und der Augen
maglich. Die weltweite Pravalenz der RA betragt etwa 1% [1] und zu 2/3 ist das weib-
liche Geschlecht betroffen. Der Erkrankungsbeginn der RA betrifft jedes Lebensalter,
jedoch ereignen sich die meisten Neuerkrankungen zwischen dem 40. und 50. Le-

bensjahr.

111 Diagnostik der rheumatoiden Arthritis

Die Diagnose der RA ist vor allem im fruhen Krankheitsstadium oftmals schwierig, da
das klinische Erscheinungsbild sehr variabel ist. Jedoch ist gerade die fruhzeitige
Therapieeinleitung eine wichtige MaRnahme, um irreversible Gelenkdestruktionen zu

vermeiden. Dies erklart die Forderung nach einer frihen, sicheren Diagnosestellung.

Klinisch manifestiert sich die RA mit Gelenkschmerzen, Gelenkschwellungen und
Morgensteifigkeit — bevorzugt an den kleinen Finger- und Zehengelenken. Im typi-
schen Fall finden sich bei der klinischen Untersuchung symmetrische Schwellungen
und Druckschmerzen an mindestens drei Gelenken; dies zeigt sich vor allem an
Hand-, Fingergrund- und Fingermittelgelenken. Die Hande und Fifle kdnnen einen
Querdruckschmerz (Gaenslen-Zeichen) aufweisen. In einigen Fallen sind auch grole
Gelenke wie das Schulter-, Ellenbogen-, Knie-, Hlft-, oder Sprunggelenk betroffen.
Die revidierten Diagnosekriterien des American College of Rheumatology (ACR), die

1987 von Arnett et al. veroffentlicht wurden, sind in Tabelle 1 dargestellt [2].



Tabelle 1: ACR-Kriterien zur Klassifikation der RA von 1987

Kriterien des American College of Rheumatology

1. Morgensteifigkeit der Gelenke von mindestens einer Stunde Dauer

2. Arthritis von drei oder mehr Gelenkregionen: Weichteilschwellung und Erguss an
mindestens drei Gelenkregionen gleichzeitig
(die 14 moglichen Regionen sind die rechten oder linken proximalen Interphalangeal- (PIP-), Me-
tacarpophalangeal- (MCP-), Hand-, Ellenbogen-, Knie-, Sprung- und Metatarsophalangeal-
(MTP-) Gelenke)

3. Arthritis der Hand: Schwellung mindestens einer Gelenkregion an Hand-, MCP-,
oder PIP-Gelenk

4. Symmetrische Arthritis: Symmetrische Beteiligung der gleichen Gelenkregion auf
beiden Korperseiten

5. Rheumaknoten: Subkutane Knoten Uber Knochenvorspriingen, an den
Streckseiten oder in Gelenknahe

6. Rheumafaktoren im Serum nachweisbar: Abnormaler Titer des Serum-
Rheumafaktors mit einer Methode, die bei weniger als 5% von normalen Kontroll-
personen positiv ist

7. Typische Rontgenveranderungen der Hande: Gelenknahe Osteoporose und/oder
Erosionen (osteoarthrotische Veranderungen allein sind nicht ausreichend)

Wenigstens vier dieser Kriterien mussen erfllt sein, wobei die Kriterien 1 - 4 fur min-

destens sechs Wochen bestehen mussen.

Diese Kriterien werden fur die Diagnose einer etablierten RA angewendet, sind je-
doch fur die fruhen Stadien der RA weniger gut geeignet. Um dieser Problematik zu
begegnen, wurden die ACR-Kriterien von 1987 durch das ACR und die European
League Against Rheumatism (EULAR) Uberarbeitet und die neuen ACR/EULAR-
Klassifikationskriterien 2010 fur die RA verdffentlicht [3]. Diese Kriterien beziehen die
Gelenkbeteiligung, serologische Parameter (Rheumafaktor (RF), Antikdrper (AK) ge-
gen citrullinierte Peptid/Protein-Antigene (anti-citrullinated protein-peptide antibodies,
ACPA), Entzindungsparameter (Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und C-
reaktives Protein (CRP)) und die Dauer der Arthritis mit ein. Mit Hilfe dieser neuen
Kriterien soll eine frlhe Diagnose der RA erleichtert und ein frGher Therapiebeginn

ermoglicht werden.



Bei fortgeschrittenen oder friihzeitig aggressiven Krankheitsverlaufen erweisen sich
bildgebende Verfahren als wichtige diagnostische Saule [4;5]. Die konventionelle
Roéntgendiagnostik liefert in allen Stadien wichtige Erkenntnisse: in frihen Stadien
der RA finden sich Weichteilschwellung und Kollateralphanomene (periartikulare
Demineralisierung des Knochens), die auch beim Fehlen von klinischen Zeichen vor-
handen sein konnen [6]. Mit dem Fortschreiten der Erkrankung treten gelenknahe
zystoide Aufhellungen und eine Gelenkspaltverschmalerung aufgrund der Knorpel-
zerstérung auf. Im Spatstadium kann es zur vollstandigen Gelenkzerstorung kom-
men. Bildgebende Verfahren wie die Magnetresonanztomographie (MRT) und die
Arthrosonographie sind besonders gut geeignet, um Frihstadien der RA zu detektie-
ren. Hierbei gewinnt die Arthrosonographie aufgrund fortschreitender Optimierung in
der Bildgebung und der Kosteneffizienz zunehmend an Bedeutung in der klinischen

Praxis.

Auch laborchemische Untersuchungen liefern einen wichtigen Beitrag zur Diagnose-
findung. Der Entzindungsparameter BSG und der serologische Marker CRP werden
haufig bei RA-Patienten mit erhdhten Werten vorgefunden. Die Serumspiegel dieser
Parameter korrelieren mit dem systemischen Entzindungsgrad und sind somit sehr
gut geeignet, um die aktuelle Krankheitsaktivitat zu beurteilen [7]. Allerdings sind die-
se unspezifischen Marker fur eine inflammatorische Aktivitat keine Indikatoren flr

das Vorliegen einer RA.

Der RF, als wohl bekanntester labordiagnostischer Marker der RA, ist auch in den
ACR-Kriterien zu finden [2]. RF sind Autoantikorper, die gegen den Fc-Teil kdrperei-
gener humaner Immunoglobuline (Ig) G gerichtet sind [8]. Bei der RA kommen alle
Ig-Klassen (IgM, IgA, 1gG, IgD und IgE) vor, wobei vor allem die RF vom IgM- und
IgA-Typ von Bedeutung sind. lhre diagnostische Wertigkeit ist allerdings einge-
schrankt, da diese AK auch bei anderen Autoimmunkrankheiten, im Rahmen chroni-
scher Infektionserkrankungen oder bei alteren Personen zu finden sind [9]. Die Spe-
zifitat der RF wird in der Literatur zwischen 80-93% angegeben [10]. Die Sensitivitat
liegt bei nur 55-70%, da der Anteil RF-negativer RA-Patienten relativ hoch ist [10].
Der gleichzeitige Nachweis von IgA und IgM gilt als Risikofaktor fur die Entwicklung
einer RA beim asymptomatischen Patienten [11]. Neben der Diagnosefindung hat



der RF auch als prognostischer Indikator der Krankheitsschwere eine Bedeutung
[12;13].

Aufgrund der begrenzten Krankheitsspezifitat der RF wurde nach weiteren serologi-
schen Markern gesucht, um die Diagnostik der RA zu verbessern. Erfolgverspre-
chend schienen der 1964 entdeckte anti-perinukleare Faktor (APF) [14] und die 1979
beschriebenen anti-Keratin-AK (AKA) [15], da sie eine hohe Krankheitsspezifitat auf-
weisen. Es zeigte sich, dass die beiden Autoantikérper APF und AKA gegen citrullin-
haltige Filaggrine gerichtet sind, weshalb sie als anti-Filaggrin-Antikorper (AFA) be-
zeichnet wurden. Schellekens et al. konnten im Jahre 1998 schliel3lich nachweisen,
dass nicht das Filaggrin an sich, sondern dessen Citrullin-Reste flr die AK-Reaktion
verantwortlich sind [16]. Diese Tatsache veranlasste die Umbenennung der AFA in
anti-Citrullin-Antikérper (cyclic citrullinated peptide antibodies, CCP-AK). Hinsichtlich
der AK-Entstehung wird angenommen, dass es im Rahmen eines Apoptose-
Vorgangs zur Citrullinierung von Peptiden kommt und anschlie®end — Uber eine Pra-
sentation dieser citrullinierten Proteinfragmente an die T-Zelle mit nachfolgender Ak-
tivierung der B-Zelle — eine Autoantikorper-Bildung induziert wird [16]. Sukzessive
fanden sich weitere citrullinierte Antigene wie beispielsweise Fibrinogen [17], Fibrin
[18], a-Enolase [19] und mutiertes Vimentin [20]. Samtliche AK gegen genannte Anti-
gene werden heute unter dem Begriff der ACPA zusammengefasst. Zum aktuellen
Zeitpunkt stehen mit dem Nachweis von AK gegen CCP und mutiertes citrulliniertes
Vimentin (mutated citrullinated vimentin, MCV) zwei verschiedene kommerzielle Test-
systeme fur die Labordiagnostik der RA zur Verfligung. Beide Testsysteme besitzen
eine sehr hohe, vergleichbare Spezifitdt (>95%) und eine gute Sensitivitat, deren
Wert bei den anti-MCV-AK gegenuber den anti-CCP-AK (82% vs 72%) etwas hdher
liegt [20]. Daruber hinaus sind die ACPA schon in der Frihphase der RA detektier-
bar. Vor diesem Hintergrund wird deren Bedeutung als wichtige serologische Marker
in der Fruh- und Differenzialdiagnostik deutlich. Die prognostische Wertigkeit der
ACPA liegt darin, dass sie mit einem progressiven, erosiven Krankheitsverlauf korre-
lieren [21;22]. Zudem konnte eine Assoziation der anti-MCV-AK mit der Krankheits-
aktivitat nachgewiesen werden [20]. Man geht auch davon aus, dass die ACPA im
pathogenetischen Zusammenhang mit der Entwicklung der RA stehen und die Auto-
immunitat gegen citrullinierte Proteinantigene eine gesonderte klinische und geneti-

sche Form dieser Erkrankung darstellt [23].



1.1.2 Klinischer Verlauf und Prognose

Die RA kann sehr unterschiedlich verlaufen. In der Mehrzahl der Falle schreitet die
Erkrankung progredient fort. Dies bedeutet eine schubweise oder schleichende Ge-
lenkzerstorung mit individuell unterschiedlicher Geschwindigkeit. Laut Untersuchun-
gen von Young et al. entwickeln etwa die Halfte der Patienten, die sich in einem fru-
hen Erkrankungsstadium der RA befinden, innerhalb von funf Jahren Einschrankun-
gen ihrer Funktionsfahigkeit [24]. Es sind einige Faktoren bekannt, die als prognos-
tisch ungunstig gelten und helfen den Verlauf der Krankheit einzuschatzen. Hierzu
zahlen das weibliche Geschlecht, spates Erkrankungsalter (>60 Jahre), Seropositivi-
tat und frihes Auftreten des RF, Seropositivitat der CCP-AK, Rauchen, ein niedriger
Sozialstatus, hohe BSG- und CRP-Werte, frihe Funktionseinschrankungen sowie

frGhes Auftreten von Erosionen [25-27].

Hauptsachlich leiden die Patienten unter den Gelenkschmerzen und der zunehmen-
den Einschrankung bei der Ausfihrung von Alltagstatigkeiten. Im Verlauf werden ei-
nige Patienten hilfs- und/oder pflegebedurftig. Da das Ausmal} der Gelenkerosionen
bei spatem Therapiebeginn zunimmt, ist der Zeitpunkt der therapeutischen Interven-

tion von groRRer Bedeutung fur den Krankheitsverlauf des Patienten [28;29].

113 Medikamentose Therapie

Bis zum Einsatz der Tumor-Nekrose-Faktor-alpha-Blocker (TNF-a-Blocker) Ende der
1990er Jahre galt die Verwendung von Basistherapeutika (disease modifying an-
tirheumatic drugs, DMARD) als wirksamstes Therapieverfahren zur Behandlung der
RA. Auch zum aktuellen Zeitpunkt sind sie noch in der Mehrzahl der Falle das Mittel
der ersten Wahl. Haufig werden nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) und Gluko-
kortikoide aufgrund ihrer symptomlindernden und entzindungshemmenden Wirkung
als Begleitmedikation eingesetzt. Im Rahmen der DMARD-Therapie kommen bevor-
zugt Methotrexat (MTX), Sulfasalazin (SSZ) und Leflunomid zur Anwendung. Aller-

dings profitieren nicht alle Patienten von diesen Therapieformen.

Um auch gegen diese therapierefraktaren Verlaufe der RA anzugehen, waren zu-
satzliche Behandlungsoptionen gefordert. Basierend auf dem Verstandnis der zentra-

len Rolle des pro-inflammatorischen Zytokins TNF-a in der Pathogenese der RA



wurde als neue therapeutische Option die Neutralisation dieses Zytokins zur geziel-
ten Behandlung der RA eingefuhrt [30-32]. TNF-a wird vor allem von Makrophagen,
Lymphozyten und Synoviazellen produziert und induziert die Expression anderer pro-
inflammatorischer Zytokine wie Interleukin (IL)-1 und IL-6. Durch die Schaffung die-
ses pro-inflammatorischen Milieus wird die Pannusbildung in den Gelenken uber die
Aktivierung und Proliferation der Synoviazellen geférdert [33-36]. Die langfristige Auf-
rechterhaltung der Entzindungsreaktion fuhrt schliel3lich zu Knorpelzerstérung und
Erosion der Knochen [37;38]. Durch die TNF-a-Blocker ist das bislang gangige Be-
handlungskonzept der RA, d.h. die Behandlung mittels DMARD, wesentlich verbes-
sert worden. Die grofRe Starke der TNF-a-Blocker liegt vor allem in der Hemmung der
radiologischen Progression, der Reduzierung von Krankheitssymptomen sowie der
Verbesserung der Lebensqualitat [39]. Zusatzlich stellen sie ein deutlich nebenwir-
kungsarmeres Therapieprinzip und eine wichtige Behandlungsoption dar, falls die
DMARD-Therapie nicht anschlagt oder aufgrund unerwinschter Wirkungen beendet

werden muss.

Die Indikation der TNF-a-Blocker beschrankt sich zum aktuellen Zeitpunkt auf Patien-
ten, deren Krankheitsaktivitat oder radiologische Progression nicht mittels DMARD-
Therapie zu kontrollieren ist oder die hierunter inakzeptable Nebenwirkungen er-
leiden [40]. Nach heutiger Studienlage ist die Wirksamkeit dieser Pharmaka bei Pati-
enten mit einer DMARD-refraktaren RA ausreichend belegt [39;41-44]. Die Deutsche
Gesellschaft fur Rheumatologie empfiehlt den Einsatz der Biologika, wenn trotz zwei
adaquat durchgeflihrter DMARD-Therapien inklusive MTX nach sechs Monaten noch
eine aktive RA vorliegt. Individuelle Besonderheiten wie z.B. eine sehr hohe Krank-
heitsaktivitat oder Kontraindikationen gegen die DMARD kdnnen einen friheren Ein-
satz rechtfertigen. Allerdings ware generell eine frihere therapeutische Intervention
mit TNF-a-Blockern winschenswert; denn irreversible Funktionsverluste, bedingt
durch eine lange Krankheitsdauer oder starke Krankheitsaktivitat, konnen selbst mit
sehr wirksamen Medikamenten nicht mehr rickgangig gemacht werden. Folglich lau-
fen die Patienten Gefahr eine versorgungsbedurftige Behinderung zu erleiden. Stu-
dien belegen, dass ein fruher Einsatz von TNF-a-Blockern einer Monotherapie mit
DMARD uberlegen ist [45-47].



Nachteil der Biologikatherapie sind die hohen Jahrestherapiekosten, die jene der
DMARD bei Weitem Ubersteigen [48]. Problematisch ist auch die Tatsache, dass bei
25-30% der Patienten der Therapieerfolg ausbleibt [49-51].

Zum aktuellen Zeitpunkt sind die TNF-a-Blocker Etanercept (ETN) (Enbrel®), Inflixi-
mab (IFX) (Remicade®), Adalimumab (ADA) (Humira®), Certolizumab Pegol (Cim-
zia®) und Golimumab (Simponi®) zugelassen. ETN ist ein humanes dimeres Fusi-
onsprotein aus zwei extrazellularen TNF-Rezeptordomanen (TNFR2/p75) und dem
Fc-Teil eines IgG1-AK. ETN bindet sowohl TNF-a als auch Lymphotoxin-B (TNF-[3).
Bei IFX — seit 1998 in der Anwendung — handelt es sich um einen monoklonalen,
chimaren (human-murin) AK. Der Fc-Anteil des Ig ist vollstandig humanen Ur-
sprungs; der murine Anteil (Mausprotein) bindet freies und gebundenes TNF-a. Der
seit 2003 zugelassene TNF-a-Blocker ADA ist ein vollstandig humaner monoklonaler
AK gegen TNF-a. Mit dem 2009 eingefuhrten anti-TNF-a-Blocker Certolizumab Pegol
werden durch die Konjugation mit Polyethylenglykol (PEGylierung) die pharmakolo-
gischen Vorteile einer langeren Verweildauer und einer niedrigeren Dosierung ge-
nutzt. Im selben Jahr wurde auch der TNF-a-Blocker Golimumab fur die RA zugelas-
sen. Dieser soll durch die Verlangerung des Applikationsintervalls auf eine einmalige
monatliche Injektion die praktische Anwendung erleichtern. Die molekulare Wir-
kungsweise der TNF-a-Blocker ist ahnlich. Durch ihre Interaktion mit TNF-a verhin-
dern sie dessen Bindung an spezifische Rezeptoren und folglich nachgeschaltete
Signaltransduktionskaskaden. Zusatzlich kénnen die TNF-a-Blocker Uber ihre Wech-
selwirkung mit membrangebundenem TNF-a die zellulare Apoptose induzieren und
somit die Anzahl entzindungsfordernder Zellen reduzieren [52]. Weiterhin scheinen
die TNF-a-Blocker auf die Zytokinexpression einzuwirken, da gezeigt werden konnte,
dass ETN eine Abnahme der IL-12 stimulierten Interferon (IFN)-y-Produktion bewirkt
[53].

Neben den TNF-a-neutralisierenden Substanzen sind zum aktuellen Zeitpunkt weite-
re Biologika fiir die Behandlung der RA zugelassen: Anakinra (Kineret®) ist dem na-
turlich vorkommenden Antagonisten gegen den IL-1-Rezeptor nachempfunden und
hemmt somit die Aktivitat des pro-inflammatorisch wirkenden Zytokins IL-1. Dieser IL-
1-Rezeptor Antagonist (IL-1RA) kann seit 2002 angewendet werden. Die Indikation
zur Behandlung der RA mit dem CD20-AK Rituximab (MabThera®) ist seit 2006 ge-



geben, da sich zeigte, dass Patienten mit fortgeschrittener RA nach Versagen von
TNF-a-Blockern von einer selektiven B-Zell-Depletion mit dem CD20-AK Rituximab
(MabThera®) profitieren. Ein Jahr spater erfolgte die Einfihrung von Abatacept
(Orencia®). Dieser Wirkstoff vermindert, {iber die Bindung der Signalmolekiile CD80
und CD86, die Aktivierung von T-Zellen und tragt zur Verringerung der Entziindungs-
reaktion bei. Tocilizumab (RoActemra®), ein monoklonaler AK gegen den IL-6-
Rezeptor, ist seit 2009 zur Behandlung der RA zugelassen und wirkt Uber die Hem-

mung des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6.

114 Genetischer Hintergrund

Trotz intensiver Forschung ist die Pathogenese und Atiologie der RA noch weitge-
hend unklar. Es handelt sich um eine Fehlsteuerung des Immunsystems — eine Auto-
immunerkrankung. Man geht von einer multifaktoriellen Genese aus erblicher Veran-
lagung, hormonellen Einflissen und Umweltfaktoren aus. Der genetische Hinter-
grund soll mit etwa 30-60% an der Entwicklung einer RA beteiligt sein [54]. Laut
Deighton et al. machen ein Drittel dieses Risikos Gene des Haupthistokompatibili-
tatskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) aus [55]. Ein Teil dieser Ge-
ne kodiert fir menschliche Leukozytenantigene (human leucocyte antigen, HLA).
Dabei handelt es sich um Oberflachenmolekuhle, deren Hauptfunktion es ist, T-
Zellen im Rahmen der Immunantwort Antigene zu prasentieren. Es wurden mehrere
HLA-Loci gefunden, die mit der RA assoziiert sind, wobei sich fur das HLA-DRB1
Gen die starkste Assoziation ergab [56]. Es zeigte sich, dass die Transkriptionspro-
dukte dieser HLA-Allele in einem definierten Molekulabschnitt identische bzw. fast
identische Aminosauresequenzen aufweisen. Diese Region wird als shared epitope
(SE) bezeichnet und ist an der Antigenprasentation gegeniber T-Lymphozyten betei-
ligt. Dies bekraftigt die Vermutung, dass an der Entstehung der RA ein ,arthritogenes
Antigen“ beteiligt ist. Es wird angenommen, dass dieses Antigen durch Synoviazellen
den T-Lymphozyten prasentiert wird. Uber Zytokinausschittungen kommt es zur Ak-
tivierung verschiedener Zellsysteme und der Ausbildung der Entzindungsreaktion.
Da durch den MHC-Locus der genetische Hintergrund der Krankheitssuszeptibilitat
nicht vollstandig geklart werden konnte, wurden weitere genomische Analysen
durchgefuhrt. Insbesondere im Zuge der Entwicklung genomweiter Assoziationsstu-

dien (genome-wide association study, GWAS) konnte das Wissen um neue Risiko-



Loci fur die RA enorm bereichert werden. Mittlerweile konnten >30 nicht-MHC Risi-
koallele detektiert werden [57-67]. Diese Loci tragen jedoch nur mit etwa 4% zur ge-
netischen Belastung der RA bei [67]. Weitere Untersuchungen ergaben, dass die
ACPA-negative und ACPA-positive RA mit unterschiedlichen genetischen Risikofak-
toren assoziiert sind und somit gesonderte Krankheitsentitdten mit verschiedenen
Krankheitsmechanismen darstellen konnten [68;69]. Bei vielen Risiko-Loci der RA
konnte die Lokalisation im Genom zwar identifiziert werden, die Mutation oder das
Gen, welches kausal mit der Krankheitsentwicklung in Verbindung steht, ist aller-

dings haufig noch unbekannt.

Neben genetischen Sequenzvariationen stellt auch der Einfluss epigenetischer Fak-
toren einen wichtigen Schwerpunkt der aktuellen Forschung dar. Die Epigenetik be-
schaftigt sich mit genregulatorischen Vorgangen zur Steuerung der Genexpression.
Diese werden besonders durch die Methylierung und Demethylierung der Desoxyri-
bonukleinsaure (desoxyribonucleic acid, DNA), die Acetylierung und Deacetylierung
der Histone sowie durch nicht-kodierende Ribonukleinsauren (ribonucleic acid, RNA)
gesteuert. Nach derzeitigem Kenntnisstand scheint der Einfluss epigenetischer Modi-
fikationsmechanismen bei der Pathogenese der RA eine wichtige Bedeutung zu spie-
len, jedoch ist auch in diesem Bereich noch zu wenig uber die Ablaufe im Detail und

deren Tragweite bekannt.

1.2 Biomarker flr den Therapieerfolg einer anti-TNF-a-Therapie

Aufgrund betrachtlicher Therapiekosten, dem hohen Anteil an Patienten, die nicht
zufriedenstellend auf die anti-TNF-a-Therapie ansprechen sowie der Verfugbarkeit
alternativer Therapieoptionen aus der Medikamentengruppe der Biologika, besteht
héchstes Interesse nach sog. Biomarkern, die den Therapieerfolg der anti-TNF-a-
Therapie vorhersagen lassen. Biomarker sind definiert als objektiv messbare und
evaluierbare Grolken, die Indikatoren flr einen physiologischen oder pathologischen

Prozess oder die Antwort auf eine therapeutische Intervention sind [70].

Demografische und klinische Charakteristika wurden hinsichtlich ihrer Glte als
Responsepradiktoren untersucht. So konnte eine Assoziation des Therapieverhal-

tens mit der Krankheitsaktivitdt, dem Behinderungsgrad (evaluiert anhand des health



assessment questionnaire (HAQ)), dem Zigarettenkonsum und einer begleitenden
Einnahme von MTX bzw. NSAR festgestellt werden [71;72]. Zusatzlich zeigten Hy-
rich et al., dass Frauen mit RA unter der anti-TNF-a-Therapie weniger haufig in Re-
mission gehen als Manner [71]. Entsprechend konnten Mancarella et al. das mannli-
che Geschlecht als positiven Faktor fur die Krankheitsremission identifizieren [73].
Allerdings konnte kein Zusammenhang des Geschlechts mit dem Therapieverlauf
festgestellt werden [72]. Die Bedeutung des Patientenalters auf den Erfolg der anti-
TNF-a-Therapie bleibt kontrovers: Hyrich et al. wiesen keine Assoziation nach [71],
wohingegen Hetland et al. dies nicht bestéatigten [74]. Ubereinstimmend fanden Hy-
rich et al und Kristensen et al. keine Korrelation der Krankheitsdauer mit der Thera-
pieantwort [71;72].

Auf der Suche nach pradiktiven Serum-Biomarkern wurden im Rahmen von diversen
Studien vor allem das cartilage oligomeric matrix protein (COMP), der RF und die
CCP-AK analysiert [75-79]. Daraus resultierten jedoch unterschiedliche Ergebnisse.
Einige Studien kamen zu dem Schluss, dass Patienten mit schlechtem Ansprechen
auf die anti-TNF-a-Therapie hohere CCP-AK-Spiegel [76;77] und IgA-RF-Spiegel
[75], Seropositivitat der CCP-AK und des RF [79] sowie hohe COMP-Titer [78] zeig-
ten. Morozzi et al. stellten hingegen fest, dass der RF- oder CCP-AK-Status keine
Aussage uber das Ansprechen auf die Therapie zulasse [78]. Die RF konnten als
Parameter fur ein Therapiemonitoring geeignet sein, da deren Serumspiegel bei Pa-
tienten mit gutem Therapieerfolg signifikant absanken [75;76;78]. Ob dieser Zusam-
menhang auch fur die CCP-AK zutrifft bleibt umstritten, da sich kontroverse Ergeb-
nisse ergaben [75;76;78].

Im Zuge der Aufschlusselung des humanen Genoms, der Etablierung von grofl3en
genetischen Datenbanken sowie der rasanten Entwicklung und Optimierung von
Analysemethoden ruckten auch genetische Biomarker zunehmend in das wissen-
schaftliche Interesse. Anders als klinische und laborchemische Marker bieten sie
ideale Voraussetzungen flr Screening-Parameter, da sie bei jedem Patienten und in
allen Krankheitsstadien existieren. Im Hinblick auf die Rolle des TNF-a, als wichtiger
Induktor der Entziindungsreaktion, wurden genetische Polymorphismen, die in Ver-
bindung mit dem TNF-a-Metabolismus stehen, mit besonderem wissenschaftlichem

Interesse betrachtet. In diesem Zusammenhang wurde der -308 TNF-a-
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Genpolymorphismus am haufigsten untersucht. Allerdings bleibt die Datenlage kon-
trovers und es liegt kein definitives Ergebnis vor [80-83]. Daneben waren auch ande-
re am inflammatorischen Geschehen beteiligte Faktoren von Bedeutung. Beispiels-
weise analysierten Padyukov et al. Genpolymorphismen im Bereich der kodierenden
Sequenzen des IL-1RA , IL-10 und des transforming growth factor beta-1 (TGF-31)
[83]. Die Autoren konnten zeigen, dass bestimmte Kombinationen einiger dieser Alle-
le mit der Therapieantwort auf ETN assoziiert sind. Single-Nukleotid-
Polymorphismen (SNP) bekannter Suszeptibilitadtsgene wie des Fcy-Rezeptors Typ lli
A (FCGR3A, rs 396991) und der Protein-Tyrosin-Phosphatase, nicht-Rezeptor Typ
22 (PTPN22, rs 2476601) oder die HLA-DR-SE Allele wurden ebenfalls hinsichtlich
ihrer Gute als therapeutische Biomarker untersucht. Potter et al. konnten keinen Zu-
sammenhang des SNP PTPN22 mit dem Therapieerfolg zeigen [79]. Einige Studien
wiesen eine Assoziation des SNP FCGR3A mit der Therapieantwort nach [84;85],
wohingegen andere Untersuchungen dies nicht bestatigten [86]. Diskrepanzen erga-
ben sich auch bei Untersuchungen der HLA-DR-SE Allele. Wahrend Criswell et al.
eine Assoziation zwischen zwei Kopien der SE und der Therapieantwort nachwiesen
[87], konnten andere Studien diese Ergebnisse nicht bestatigen [79;83;88]. Durch
den Einsatz hochauflésender SNP-Arrays ist es heute moglich, GWAS durchzufiih-
ren und Zusammenhange zwischen genetischen Loci und der Therapieantwort in
grollem Maldstab zu analysieren. Liu et al. konnten in einer GWAS eine Assoziation
von 16 SNP mit dem Ansprechen auf die anti-TNF-a-Therapie zeigen [89]. In einer
ahnlich angelegten Studie von Suarez-Gestal et al. konnten diese Ergebnisse aller-

dings nicht bestatigt werden [90].

Trotz zahlreicher Studien konnte bis zum aktuellen Zeitpunkt kein Biomarker identifi-
ziert werden, der sicher den Erfolg einer anti-TNF-a-Therapie bei RA-Patienten vor-
hersagt und damit in der klinischen Routine — im Sinne einer personalisierten Thera-

pie — seine Anwendung findet.

1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Assoziation ausgewahlter klinischer, laborchemischer
und genetischer Merkmale mit dem Therapieerfolg der ETN-Therapie bei RA-

Patienten zu analysieren und Biomarker zu identifizieren, die das individuelle An-
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sprechen auf die Therapie vorhersagen kénnen. Weiterhin sollten Zusammenhange
ausgewahlter genetischer Parameter mit der Krankheitsdisposition zur RA gepruft

werden.
Erkenntnisse Uber die Assoziation einiger Merkmale mit dem Therapieerfolg konnten

zur Optimierung der Therapie beitragen. Dadurch ware die Mdglichkeit gegeben, ein

individuell zugeschnittenes, kosteneffektives Therapiemanagement zu bieten.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Patienten und Kontrollen

In die retrospektive Analyse wurde ein Kollektiv von 519 RA-Patienten der Klinik fur
Rheumatologie Vogelsang einbezogen, deren Diagnose anhand der von Arnett et al.
1987 revidierten ACR-Kriterien gestellt wurde [2]. Zum Zeitpunkt der Diagnosestel-
lung galten noch nicht die aktuellen ACR/EULAR-KIlassifikationskriterien [3]. Bei der
0.g. Studienpopulation handelt es sich um RA-Patienten, die zumindest zeitweilig
eine Biologikatherapie erhielten und somit im Biologika-Register RABBIT gemeldet
waren. Patienten mit juveniler ideopathischer Arthritis oder anderen Arthritiden wur-

den ausgeschlossen.

Innerhalb des Gesamtkollektivs der RA-Patienten befand sich eine Patientensub-
gruppe (n=304), welche im Zeitraum von 1999 bis 2008 mit ETN behandelt und de-
ren klinischer Verlauf unter dieser Therapie bis zu zwoIf Monate analysiert war. Die
Therapie verlief entweder als Monotherapie oder in Kombination mit einem DMARD;
im Regelfall erhielten die Patienten eine subkutane Injektion von 25 mg ETN zwei

Mal wochentlich.

Die Kontrollgruppe setzte sich aus 145 Gesunden bzw. an Polyarthrose, Fibromyal-

gie und Osteoporose erkrankten Patienten zusammen.

Wie in Abbildung 1 dargestellt, wurde anhand des Studienkollektivs der 519 RA-
Patienten und 145 Kontrollen die Assoziation ausgewahlter genetischer Marker mit
der Krankheitsdisposition untersucht. Schwerpunkt der Analysen waren die 304 mit
ETN behandelten RA-Patienten. Anhand dieser Studienpopulation wurde die pradik-
tive Aussagefahigkeit klinischer, laborchemischer und genetischen Parameter auf
das Therapieverhalten der ETN behandelten Patienten gepruft. Da 34 der 304 Pati-
enten nicht zum Kontrolltermin erschienen waren, konnte der Therapieverlauf nur fur

270 Patienten vollstandig verfolgt werden.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der untersuchten Kollektive

Es wurden nur Patienten und Kontrollen kaukasischer Herkunft in die Studie einbe-
zogen. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg genehmigt (13/08), und das schriftliche Einverstandnis der

Patienten lag vor.

2.1.1.1 Charakterisierung der RA-Patienten und Kontrollen

Die in Tabelle 2 aufgefuhrte RA-Patientenpopulation bestand aus 406 weiblichen
(78,2%) und 113 (21,7%) mannlichen Personen. Das Verhaltnis mannlich : weiblich =
1 : 3,6 entsprach der in der Literatur beschriebenen Geschlechterverteilung bei der
RA. In der Kontrollgruppe mit 62,1% Frauen und 37,9% Mannern (bei 90 weiblichen
und 55 mannlichen Kontrollen) konnte trotz groRtmoglicher Anpassung an die Patien-
tengruppe nur ein Verhaltnis von 1 : 1,6 (mannlich : weiblich) erreicht werden. Es
wurden Patienten im Alter von 25 bis 93 Jahren erfasst. Die Altersspanne der Kon-
trollen betrug 21 bis 95 Jahre. Das mittlere Alter der Patienten war 61 Jahre und der
Kontrollen 50 Jahre. Die RA trat bei den Patienten mit durchschnittlich 44,5 Jahren
auf. Bei 325 Patienten waren Angaben Uber eine Glukokortikoidtherapie und bei 372
Patienten Uber eine DMARD-Therapie vorhanden. Es erhielten 243 (74,8%) Patien-
ten eine Glukokortikoidtherapie und 237 (63,7%) Patienten eine DMARD-Therapie.
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Von diesen bekamen 55,7% MTX, 35,4% Leflunomid und 8,9% andere DMARD (Sul-
fasalazin, Hydroxychloroquin, Azathioprin, Ciclosporin).

Tabelle 2: Beschreibung der Patienten

Parameter RA-Patienten Kontrollen
Anzahl n 519 145
Alter a, MW (x SD) 60,9 (£ 12,1) 50,0 (+ 24,6)
Anteil Geschlecht w/m, % 78,2 /21,7 62,1/37,9
Erkrankungsalter a, MW (x SD) 445 (£ 13,3)
Serumkonzentration der CCP-AK U/ml, MW (+ SD)" 1011,1 (+ 972,3) 20,3 (+ 2,9)
Serumkonzentration des RF U/ml, MW (+ SD)? 66,7 (£ 50,5)
DMARD % (n) 63,7 (237)

MTX % (n) 55,7 (132)

Leflunomid % (n) 35,4 (84)

Andere % (n) 8,9 (21)
Steroide % (n) 74,8 (243)

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung (standard deviation)
! Cut-off-Wert: 25 U/ml; > 25 U/ml: positiv
2 Cut-off-Wert: 20 U/ml; > 20 U/ml: positiv

2.1.1.2 Charakterisierung der Gruppe ETN behandelter Patienten

Insgesamt wurden 304 Patienten mit gesicherter Diagnose einer rheumatoiden Arth-
ritis und einer Behandlung mit ETN in die Analyse einbezogen. Tabelle 3 gibt einen
Uberblick der Patienten-Charakteristika beziiglich Alter, Geschlecht, Erkrankungsal-
ter, durchschnittlicher Erkrankungsdauer in Jahren bei Therapiebeginn, durchschnitt-
licher Serumkonzentration der CCP-AK und des RF sowie der Begleitmedikation. Der
durchschnittliche disease activity score, 28-joint count (DAS28, siehe Kapitel 2.1.2.1)
von 5,8 zeigt, dass die Krankheitsaktivitat innerhalb des Patientenkollektivs zu The-
rapiebeginn sehr hoch war. Es gab keine signifikanten Unterschiede der Charakteris-
tika gegeniber dem Gesamtkollektiv der Rheumapatienten. Bei 272 ETN-Patienten
wurden Angaben zur begleitenden DMARD-Therapie und bei 243 zur begleitenden
Glukokortikoidtherapie gemacht. 75% der ETN-Patienten bekamen bei Therapiebe-
ginn Glukokortikoide. Etwa 60% erhielten neben der Biologikatherapie zusatzlich
DMARD. Unter ihnen wurden 48,5% mit MTX, 41,8% mit Leflunomid und 9,7% mit
anderen DMARD (siehe Kapitel 2.1.1.1) behandelt.
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Tabelle 3: Hauptcharakteristika der ETN-Patienten

Parameter RA-Patienten
Anzahl n 304
Alter a, MW (x SD) 58,8 (£ 12,0)
Anteil Geschlecht w/m, % 79,5/20,5
Erkrankungsalter a, MW (+ SD) 44,2 (£ 13,8)
Erkrankungsdauer bei Therapiebeginn a, MW (+ SD) 10,5 (£ 8,7)
Serumkonzentration der CCP-AK U/ml, MW (+ SD)’ 997,2 (£ 1021,1)
Serumkonzentration des RF U/ml, MW (+ SD)? 62,1 (+ 52,8)
DMARD % (n) 60,7 (165)
MTX % (n) 48,5 (80)
Leflunomid % (n) 41,8 (69)
Andere % (n) 9,7 (16)
Steroide % (n) 75,7 (184)
Ausgangs-DAS28 n, MW (x SD) 58 (x1,2)

T Cut-off-Wert: 25 U/ml; > 25 U/ml: positiv
2 Cut-off-Wert: 20 U/ml; > 20 U/ml: positiv

21.2 Dokumentation und Auswertung der Patientendaten

Die Anamnesedaten wurden retrospektiv aus den Krankenakten der Klinik fir Rheu-
matologie Vogelsang erhoben. Die Evaluation wurde durch eine Dokumentation mit-
tels einheitlichem Erhebungsbogen, in Anlehnung an das Biologika-Register RAB-
BIT, durchgeflhrt. Neben der Dokumentation der Medikation mit DMARD, Biologika
und Glukokortikoiden war vor allem auch die Beurteilung des Krankheitszustandes
von Bedeutung. Hierfir wurden mehrere klinische Parameter zur Evaluation heran-

gezogen:
Zahl der druckschmerzhaften Gelenke (tender joint count, TJC)
Zahl der geschwollenen Gelenke (swollen joint count, SJC)
Einschatzung des allgemeinen Gesundheitszustandes durch den Patienten auf

einer unipolaren, numerischen Ratingskala von 0 mm (sehr gut) bis 10 mm (sehr

schlecht) (general health score, GH)
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2.1.2.1 Beurteilung der Krankheitsaktivitat

Um die Einschatzung der Krankheitsaktivitat unter standardisierten und validierten
Bedingungen zu gewahrleisten, wurde der DAS28 verwendet [91]. Wie in der unten
stehenden Formel ersichtlich, berechnet sich der DAS28 aus den Erhebungsdaten
SJC, BSG, GH, TJC. Die Anzahl schmerzhafter und geschwollener Gelenke wurde
unter Einbezug von 28 definierten Gelenken (28-joint count, DAS28) ermittelt. Der
Einzelparameter TJC hat den groften Einfluss auf den Wert des DAS28, gefolgt von
der BSG (1h-Wert). Die subjektive Bewertung des Krankheitszustandes (GH) durch
den Patienten hat nach dem SJC am wenigsten Gewicht.

Formel 1: Berechnung des DAS28
DAS28" = 0,56* V(TJC28) + 0,28* (SJC28) + 0,70* In(BSG) + 0,014*GH

! Folgende Gelenke wurden erfasst: Schulter-, Ellenbogen-, Hand-, Fingergrund- (MCP),
Fingermittel- (P/P), Daumengrund-, Daumenend- und Kniegelenk.

Der DAS28 kann Werte zwischen 0 und 10 annehmen. Dabei sind folgende Schwel-

lenwerte von Bedeutung (siehe Tabelle 4):

Tabelle 4: Einteilung des DAS28

DAS28 aktuell
DAS28 < 2,6 2,6 <DAS28 < 3,2 3,2<DAS28 < 5,1 DAS28 = 5,1
Remission geringe mittlere hohe
Krankheitsaktivitat Krankheitsaktivitat Krankheitsaktivitat

Die Zuverlassigkeit des DAS28 zur Evaluation der Krankheitsaktivitdt wurde durch
mehrere Studien bestatigt [91-93]. Durch die Anwendung dieses allgemein hin aner-
kannten validierten, standardisierten und normierten Messinstrumentes war somit die
Voraussetzung gegeben, die eigenen Ergebnisse mit anderen Studien zu verglei-

chen.
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2.1.2.2 Beurteilung des Therapieerfolges

Zur Wirkungskontrolle der verordneten ETN-Therapie waren die Patienten drei,
sechs und zwolf Monate nach Therapiebeginn ambulant vorstellig. Die Untersu-
chungsergebnisse wurden in einem Erhebungsbogen dokumentiert. Zur Beurteilung
des Therapieerfolges wurden die EULAR-Response-Kriterien herangezogen [94].
Diese berlcksichtigen neben dem aktuellen DAS28 zusatzlich die Differenz zum
Ausgangswert vor Therapiebeginn. Tabelle 5 zeigt die Einteilung der Patienten an-
hand der EULAR-Response-Kriterien in gute und moderate Responder sowie Thera-

pieversager.

Tabelle 5: EULAR-Response-Kriterien

DAS28: Diff A
DAS28 aktuell S$28: Differenz zum Ausgangswert
>1,2 <1,2 und >0,6 <0,6
<3,2 inaktiv Gute Response
>3,2 und £5,1
maRig aktiv Moderate Response
>5,1 sehr aktiv

Fir diese Studie wiesen die EULAR-Response-Kriterien jedoch einige methodische
Nachteile auf. Patienten mit sehr hohen DAS28-Werten vor Therapiebeginn errei-
chen nur in Ausnahmefallen eine Abnahme des DAS28 unter den Wert 3,2, obwohl
sie klinisch beachtliche Erfolge zeigen. Dieser Sachverhalt ist durch die EULAR-
Response-Kriterien nicht bertcksichtigt und diese Patienten werden folglich nicht in
der Gruppierung einer guten Response auftauchen. Weiterhin zeigt die klinische
Praxis, dass es fur Patienten mit moderater Response schwierig ist, eine Verbesse-
rung der Krankheitsaktivitat von 1,2 zu erreichen. Uberdies stellt die statistische Ana-
lyse mit der relativ groRen Gruppe moderater Responder gegenuber den mengen-
mafig geringer ausfallenden Patienten ohne bzw. mit guter Response ein weiteres
Problem dar, da es sich quantitativ um sehr ungleiche Gruppen handelt. Auch im Kili-
nischen Einsatz ware ein Modell mit einer klaren Trennung in Therapieerfolg und -
versagen sinnvoller, weil dem Kliniker so die Zuordnung der Patienten einfacher ge-
macht wird. Um dieser Problematik gerecht zu werden, wurde im Rahmen dieser Ar-
beit die Differenz des DAS28 nach drei Monaten zum Ausgangs-DAS28-Wert ermit-
telt. Aus dieser kontinuierlichen Variablen wurde anschlielend ein dichotomes

Merkmal gebildet, indem die Patienten mit einer Differenzanderung 21,2 als Respon-
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der (Rs) und diejenigen <1,2 als Nonresponder (NRs) eingestuft wurden (siehe
Tabelle 6). Die Differenzanderung von 1,2 Punkten orientiert sich an den EULAR-
Kriterien und gewahrleistet fur alle Patienten die gleichen Vorraussetzungen, unab-
hangig von ihrem DAS28-Ausgangswert, als Rs klassifiziert zu werden. Als primarer
Endpunkt zur Responsebestimmung wurden drei Monate gewahlt, da die deutsche
Gesellschaft fir Rheumatologie zu diesem Zeitpunkt die Wirksamkeitspriufung der
Biologikatherapie und gegebenenfalls den Wechsel des Praparates bei fehlendem

Ansprechen empfiehlt.

Tabelle 6: Definition der Responder und Nonresponder

Differenz des DAS28 t3** zum Ausgangs-DAS28-Wert*

21,2 <1,2
Responder (Rs) Nonresponder (NRs)

*DAS28 vor Therapiebeginn; **DAS28 nach drei Monaten Therapie

2.2 Methoden

2.21 Laborchemische Parameter

Als unspezifische Entzindungsparameter wurden die BSG und die CRP-
Konzentration bei den Patienten erfasst. Die BSG wurde nach einer Stunde auf der
Millimeterskala des Blutsenkungsrohrchens abgelesen. Der Normwert flr Frauen
liegt unter 30 mm/h, bei Mannern unter 20 mm/h. Der Serumspiegel des CRP wurde
mittels Immunturbidimetrie festgestellt. Das Prinzip beruht auf einer Trlibungszu-
nahme der Losung bei der Entstehung von Antigen-AK-Komplexen. Diese resultiert

in einer Lichtschwachung, deren Starke ein Mal fur die Konzentration darstellit.

Als weitere Laborparameter wurden der IgG-RF und die CCP-AK zum Zeitpunkt der

Therapieeinstellung in die Datenerhebung einbezogen.

Die Bestimmung der RF-Serumkonzentration erfolgte aus dem Patientenserum mit-
tels immunturbidimetrischem Latextest (Test RF-Il, Cobas-Integra 400/400 plus Ge-
rat, Roche Diagnostics GmbH, D-68298 Mannheim). Dieser auf dem Prinzip der Im-
munturbidimetrie beruhende Test wurde entsprechend den Herstellerinformationen

durchgefuhrt. Dabei agglutinieren humane RF mit Latexpartikeln, die mit humanem
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IgG beschichtet sind. Durch diese Bildung von Immunagregaten kommt es zur Tri-
bungszunahme der Losung. Der Niederschlag wird im durchfallenden Licht bei 583

nm bestimmt. Als positiv galt ein Wert von >20 U/ml.

Der Nachweis der CCP-AK erfolgte mit einem enzymgebundenen Immunosorbent-
Test (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA), (CCP ELISA, Menarini Di-
agnostics, Florenz, Italien). Dieses immunologische Nachweisverfahren misst 1gG-
AK gegen CCP im Humanserum. Die Durchfuhrung erfolgte gemafl den Hersteller-
angaben. Im ersten Schritt wurden die Mikrotiterplatten, die mit synthetischen Citrul-
lin-Peptiden (Antigen) beschichtet sind, mit jeweils 100 ul vorverdinnten (1:50) Se-
rumproben und Standards flr 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die spezifi-
schen CCP-AK binden an die Antigene auf der Mikrotiterplatte. Nicht gebundene Se-
rumbestandteile wurden im nachfolgenden Waschverfahren entfernt. Anschliel3end
wurden jeweils 100 pl der Konjugatldsung (anti-human-lgG, Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP)-markiert) in die Reaktionswells gegeben. Nach 30
Minuten Inkubation erfolgte nochmals ein Waschzyklus, danach wurden 100 ul der
Chromogen-/Substratlosung (3, 3’, 5, 5-tetramethylbenzidin/H,O2) hinzugegeben.
Das Substrat wird bei Bindung des enzymmarkierten AK umgesetzt und es erfolgt
eine Farbreaktion. Die Substratreaktion wird nach 30 Minuten mit 100 ul 0,5 molarer
Schwefelsaure abgestoppt. Das Vorhandensein von CCP-spezifischen AK wird an-
hand der Farbentwicklung photometrisch bei 450 nm gegen eine Referenzwellenlan-
ge von 620 nm gemessen. Die Standardkurve umfasste den Bereich zwischen 25-
3200 U/ml. Patienten mit Serumwerten >25 U/ml wurden als positiv und >1600 U/m|
als hoch positiv klassifiziert. Die Klasseneinteilung des Wertebereichs erfolgte dabei
anhand der Haufigkeiten der Messwerte, wobei die Begrenzung zwischen CCP-AK-

negativen und CCP-AK-positiven Serumwerten durch den cut-off-Wert gegeben war.

2.2.2 Genetische Parameter

2.2.2.1 Auswahl der Single-Nukleotid-Polymorphismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden funf verschiedene Single-Nukleotid-
Polymorphismen bezuglich ihrer Aussagefahigkeit als pradiktive Biomarker unter-

sucht. Eine hypothesenbasierte Auswahl wurde mit den SNP PTPN22 und FCGR3A
getroffen. Der SNP PTPN22 ist in der Literatur als Risikoallel fur die RA vorbeschrie-
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ben und der SNP FCGR3A wurde bereits hinsichtlich der Aussagefahigkeit als Res-
ponsemarker der anti-TNF-a-Therapie bei RA-Patienten untersucht (siehe Kapitel
1.1.4 und 1.2). Beide waren vielversprechende Kandidaten fur weitere Untersuchun-
gen und boten zusatzlich die Moglichkeit, die eigenen Ergebnisse in den aktuellen
wissenschaftlichen Erkenntnisstand einzuordnen. Hypothesenunabhangig wurden
die ubrigen drei SNP gewahlt. Die SNP Calsyntenin 2 (CLSTNZ2, rs 1026773) und
Chloride Channel 1 (CLCN1, rs 2103193) wurden im Rahmen eines globalen Ansat-
zes in Form des Mapping 50K Hind 240 SNP Arrays selektiert. Hierbei handelt es
sich um Voruntersuchungen der Klinik fur Rheumatologie Vogelsang. Der SNP Me-
diator complex subunit 29 (MEDZ29, rs 10414216) wurde anhand von Genexpressi-
onsdaten der Arbeitsgruppe ausgesucht [95]. In Tabelle 7 sind die Charakteristika
der SNP aufgefilhrt, fir die eine Allel-spezifische TagMan® Polymerase-

Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) durchgeflihrt wurde.

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Charakteristika der SNP fiir die Allel-spezifische
TaqMan® PCR

AS- Reporter-
SNP s' Lokaisaion oo Auseuseh m Rohng 0% ABI NP
Posiion Farbstoff
MED20 % . 0‘35&9;313 [CIT] TGC?GAT%A#XM ev Y /Lf/f(%)) C 1309078 10
cLsTN2 aﬁqugm [G/T] A%%gfﬂ ev Y mg)) C 1867526 10
CLONT  Biaios %Y [GIA ol rev F\/A'f\:/l((AG)) C 11579998 10
FCGRIA oo Cail® oy vizer OOy Y Aﬁ&) C 25815666 10
PTPN22 oo ngﬂs [A/G]  R620W CCC';“T%T%GC[{/C] rev FVA'&((AG)) C 16021387 20

'rs-Nummer = Referenznummer in der SNP-Datenbank des National Center for Biotechnology Infor-
mation (URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Snp [29.04.2012])

Die Referenzsequenz bezieht sich auf die Nukleotide-Datenbanken des National Center for Biotech-
nology Information (URL: http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide [29.04.2012])
*Die ABI_Nr verlinkt direkt zu den Details des Genotyping Assay fir diesen SNP (URL:
http://www3.appliedbiosystems.com/AB_Home/index.htm [29.04.2012])

Chr. = Chromosom; V = Valin; F = Phenylalanin; W = Tryptophan; R = Arginin; rev = Reverse;

fw = Forward; p = kurzer Chromosomenarm; g = langer Chromosomenarm
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2.2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.2.1 DNA-Extraktion aus Vollblut

Die Blutproben wurden durch die Klinik fir Rheumatologie Vogelsang zur Verfigung
gestellt. Die DNA-Isolierung aus 2 ml Vollblut erfolgte gemall den Herstellerangaben
mit dem QIAamp® DNA Blood Midi Kit (Qiagen GmbH, Hilden). 2 ml EDTA-Blut wur-
den mit 200 ul Qiagen® Protease versetzt und nach Zugabe von 2,4 ml Puffer AL
nochmals gut durchmischt. Wahrend der zehnminutigen Inkubation bei 70°C wurden
die Proteinstrukturen mithilfe der Protease gespalten und die DNA aus dem Zellkern
freigesetzt. AnschlieRend wurde 2 ml unvergalltes, wasserfreies Ethanol zugesetzt
und die DNA gefallt. Die Probe wurde auf eine Spinsaule gegeben und 3 Minuten bei
1850 g zentrifugiert. Die Nukleinsauren wurden in diesem Schritt an die polare Ober-
flache der Silicapartikel in der Spinsaule gebunden. Die nachfolgenden Wasch- und
Zentrifugationsschritte (AW1 bei 3220 g flr 2 Minuten, AW2 bei 3220 g fir 25 Minu-
ten) mit je 2 ml Puffer AW1 und AW2 bewirkten die Abtrennung der niedermolekula-
ren Proteinbestandteile und Lipide von der Silicasaule. Am Ende wurde die DNA mit
300 pl Puffer AE im Zentrifugationsschritt (10 Minuten bei 3220 g) von der Saule elu-
iert.

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte mittels Spektralphotometer (UV-
Spectrophotometer, Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Uppsala). Nach dem Lam-
bert-Beerschen Gesetz ist die Abnahme der Lichtintensitat eines monochromati-
schen Lichtstrahles, der durch eine Lésung definierter Dicke fuhrt, indirekt proportio-

nal zur Konzentration der gelosten Substanz:

Formel 2: Berechnung der Extinktion E,

E,\=—lg(§—{1})=£,\-c-fi

I1: Intensitat des transmittierten Lichtes

lo: Intensitat des einfallenden (eingestrahlten) Lichtes

c¢: Konzentration der absorbierenden Substanz in der Flussigkeit, Einheit: [mol-™]

€y dekadischer molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenldnge A, Einheit: [I-mol'1-cm'1]
d: Weglange des Lichtes im Material, Einheit: [cm]

E,: Extinktion (Absorbans des Materials fur Licht der Wellenlange A)
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Die Extinktion durch die DNA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm in Quarzku-
vetten mit einer Schichtdicke von 0,5 cm ermittelt. Durch Umformung der obigen

Gleichung kann die DNA-Konzentration wie folgt berechnet werden:

Formel 3: Berechnung der DNA-Konzentration

E.
c(DNA) = . ;d X M,

=d

¢(DNA): Konzentration der DNA in Losung [ug-ml -1]

E\- gemessene Extinktion

d: Schichtdicke der Kiivette [cm]

€x. molarer Extinktionskoeffizient (empirisch ermittelt und substanzspezifisch) [I-mol-1-cm-1]
M, mittlere molare Masse der DNA [g-mol-1]

Um die gewunschte Einheit von ug/ml zu erhalten, wurden die molare Masse und der

Faktor 1000 in die Formel integriert.

Der Reinheitsgrad der DNA wird durch das Verhaltnis der Extinktion Ezgo/E2s0 be-
stimmt, da DNA bei einer Wellenlange von 280 nm und Proteine bei einer Wellenlan-
ge von 260 nm substanzspezifisch absorbieren. Der Wert sollte zwischen 1,8-2,1

liegen.

2.2.2.2.2 Genotypisierung

Die Genotypenanalyse der funf SNP erfolgte in einem PCR basierten Verfahren un-

ter Einsatz sequenzspezifischer Sonden nach dem TaqMan®-Prinzip.

2.2.2.2.21 Allel-spezifische TagMan® PCR

Die Allel-spezifische TagMan® PCR beruht auf dem von Mullis u. Faloona [96] be-
schriebenen Verfahren der PCR. Sie wurde entwickelt, um Nukleinsduresequenzen
aus einem ganzen Genom vervielfaltigen zu kdénnen. Das Prinzip beruht auf einer
enzymatisch, exponentiell verlaufenden in vitro Methode bei der die gewlnschte
Zielsequenz durch immer wiederkehrende Zyklen aus drei Schritten amplifiziert wird.
Dieses Verfahren wurde im Laufe der Zeit weiterentwickelt und optimiert. Fur diese
Arbeit wurde der 1993 von Lee et al. [97] entwickelte TaqMan® PCR Assay einge-

setzt.
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Um eine Differenzierung der Allele und die ldentifikation von SNP zu ermdglichen,
wurde ein TagMan® SNP Genotyping Assay verwendet. Dieser besteht aus zwei lo-
kusspezifischen PCR Primern, die den zu untersuchenden SNP flankieren, und zwei
Allel-spezifischen Oligonukleotid TagMan®-Sonden. Jedem Allel wurde ein Fluores-
zenzfarbstoff mit individueller Emissionswellenlange zugeordnet (Multiplex-PCR-
Methode). Diese Reporter-Fluoreszenzfarbstoffe (VIC flr Allel 1 oder FAM fir Allel 2)
markieren das 5-Ende der TagMan®-Sonden. Die Fluoreszenzemission dieser Re-
porter-Fluoreszenzfarbstoffe wird bei intakter Sonde mittels strahlungsfreier Energie-
ubertragung (fluorescence resonance energy transfer, FRET) durch einen am 3’-
Ende befindlichen Quencher unterdrickt. Wahrend eines PCR-Zyklus kommt es zur
sequenzspezifischen Hybridisierung zwischen Sonde und Template (siehe Abbildung
2, Punkt 1). In der Extensionsphase wird die Sonde mittels einer 5’-3’-Exonuklease-
Funktion der Ampli Tag® DNA Polymerase hydrolysiert. Dies hat zur Folge, dass die
raumliche Nahe zwischen Quencher und Reporterfarbstoff aufgehoben und die Fluo-
reszenzstrahlung freigesetzt wird (siehe Abbildung 2, Punkt 2-4). Bei jedem PCR-
Zyklus wird dieser Vorgang wiederholt und das Fluoreszenzsignal nimmt exponentiell
zu. Um storende Fluktuationen der Fluoreszenz auszugleichen, wird dem Reaktions-
puffer ein passiver Referenzfarbstoff ROX zugesetzt. Zur Verbesserung der Sonden-
stabilitdt befindet sich zusatzlich am 3’-Ende ein minor groove binder (MGB). Dieser
erhoht die Schmelztemperatur und ermaéglicht somit das Design von klrzeren Proben
[98].

1. Sequenzspezifische Anlagerung der PCR-Primer und der TagMan®-Sonde

U MGB
Vorwarts- Q
Primer
5’ e— » 3
3 5’
5’ 3!
- ———— 5’
Rickwairts-
Primer
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2. Primer-Extension und Sondenverdriangung

) Q MGB
Vorwarts-
Primer ,
S — P 3
3’ 5!
5, 3!
P ——— 5’
Ruckwarts-

Primer

3. Sondenhydrolyse mittels 5’-3’-Exonuklease-Funktion der Ampli Taq® DNA Po-

lymerase
§ MGB
Vorwirts- N Q
Primer |
5’ —— P 3’
3, 5!
5’ 3!
e 5’
Riuckwarts-
Primer

4. Volistandige Synthese des PCR-Produktes und Aufhebung der raumlichen Na-
he zwischen Quencher und Reporterfarbstoff

MGB
N
Q

Vorwarts-

Primer _l 3’
5,_ >
3, 59
5, 3!

< ——— 5’
Riuckwarts-

Primer

Abbildung 2: Schematische Darstellung der TagMan® PCR
R = Reporter; Q = Quencher; MGB = minor groove binder;

(in Anlehnung an: http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-
technologies/real-time-pcr/tagman-and-sybr-green-chemistries.html[22.04.2012])
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2.2.2.2.2.2 TaqMan®-Reaktionsansatz

Der Reaktionsansatz fiir den TagMan® PCR Assay umfasste ein Volumen von 5 pl.

Die Bestandteile sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Reaktionsansatz fiir einen TagMan® PCR Assay mit Allel-
Diskriminierung

Menge Bestandteil

2l mit Aqua bidest. verdinnte (1:10) genomische DNA
0,25 ul 20-fach konzentriert spezifisches Primerpaar und fluorogene Sonden
0,25 i Aqua bidest.

2,5 ul 2-fach konzentriert Master Mix

Alle Primer und Sonden fur die SNP-Analyse wurden von der Firma Applied Biosys-
tems (Foster City, USA) synthetisiert und als eingefrorenes gebrauchsfertiges Ge-
misch geliefert (Assays-on-Demand™). Um eine bestmdgliche Reproduzierbarkeit
sicherzustellen, wurde der Tag Man® Universal PCR Master Mix der Firma Applied
Biosystems (Foster City, USA) verwendet. Dieser beinhaltet mehrere Reaktionskom-
ponenten und reduziert damit die Pipettierschritte auf ein Minimum. Er enthalt PCR-
Puffer, Magnesiumchlorid (MgCl,), Desoxyribonukleosidtriphosphate (desoxyribo-
nukleosidtriphosphate, dNTPs), Desoxyuridintriphosphate (desoxyuridinetriphospha-
te, dUTPs) den passiven Referenzfarbstoff ROX sowie eine modifizierte Form der

rekombinanten AmpliTaq® DNA Polymerase, AmpliTaq Gold®.

Die fertigen Reaktionsansatze wurden in 384 well-Platten pipettiert. Bei einem Tag-
Man® PCR-Ansatz wurden parallel 100 Probanden analysiert. Zusatzlich wurden pro
Ansatz drei Wasserkontrollen mitgefihrt (no template control, NTC). Zur Kontamina-
tionsprophylaxe wurden die Pipettierschritte unter einer Laminar-Airflow-Werkbank
und sterilen, DNAsefreien Einwegmaterialien durchgefuhrt. Als interne Prifung der
Analyseergebnisse auf Genauigkeit und Reproduzierbarkeit wurden typisierte Kon-
trollen jedem Lauf beigeflgt. Der fertige Ansatz wurde zum Kontaminations- und
Verdunstungsschutz mit einer transparenten Folie (optical adhesive film) versiegelt.
Um die Bildung isolierter Tropfen am Gefallrand zu verhindern, wurden die Mikroti-
terplatten kurz zentrifugiert. Es folgte die Durchfiihrung der PCR im ABI PRISM®
7900HT. Bei dem TagMan® PCR Assay wurde folgendes Thermoprofil angewendet:
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Tabelle 9: Thermoprofil des TagMan® PCR Assays

e|nle|t(_ande Denaturierung | Annealing/Extension
Denaturierung
Zeit und Temperatur 10 min 95°C 15 sec 92°C 1 min 60°C
initialer Schritt 40 Zyklen

Vor Beginn der sich wiederholenden Zyklen wurde als initialer Schritt eine einleitende
Denaturierung Uber 10 Minuten durchgefuhrt. Da Annealing- und Extensionsphase in
einem Schritt zusammengefasst wurden, handelte es sich bei dem angewendeten
Profil um eine Zwei-Schritt-PCR. So konnten hohe Temperaturen wahrend der Ex-
tensionsphase umgangen und eine bessere Stabilitat der TagMan®-Sonden gewahr-
leistet werden. In der Annealing-/Extensionsphase lagerten sich die sequenzspezifi-
schen Primer und TagMan®-Sonden an die DNA an. Die Ampli Tag® DNA Polymera-
se konnte somit die Nukleotide an die Primersequenzen anfigen und die Neusynthe-
se der komplementaren Strange sicherstellen. Eine vollstandige TagMan® PCR dau-
erte 90 Minuten.

Die Fluoreszenzemissionen wurden mithilfe des ABI PRISM® 7900HT sequence de-
tection system (SDS), Applied Biosystems, USA im geschlossenen Reaktionsgefal®
fur jeden Zyklus erfasst und ermdglichten die Kontrolle der PCR-Reaktion. Die Allel-
Diskriminierung erfolgte in einem Post-PCR-read als Endpunktbestimmung. Die Be-
rechnung der Genotypen wurde mittels SDS Software 2.1 durchgefuhrt. Folgende
Abbildung gibt ein Beispiel, wie die Allel-Diskriminierung mittels SDS Software 2.1

dargestellt wurde.
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Abbildung 3: Darstellung der Allel-Diskriminierung mittels SDS Software 2.1

Dargestellt ist das Ergebnis einer Genotypisierung. Die verschiedenen Punktwolken entsprechen den
drei méglichen Genotypen. Pfeil A: Homozygotie fur Allel 1; Pfeil B: Heterozygotie fiir Allel 1 und Allel
2; Pfeil C: Homozygotie fiir Allel 2; Pfeil D: Wasserkontrolle

2.2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte via Statistik- und Analyse-
Software SPSS® Version 15 (SPSS Inc., Chicago, USA) fiir Windows® in Kooperation

mit dem Institut fir Biometrie und medizinische Informatik der Otto-von-Guericke-

Universitat Magdeburg. Stetige Merkmale wurden als Mittelwert + Standardabwei-

chung und in einigen Fallen mit Minimal- und Maximalwert angegeben. Zur Ermitt-

lung von Mittelwertsunterschieden von mehr als zwei Gruppen und ihrer Signifikanz-

prifung wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) ver-

wendet. Bei signifikanten Ergebnissen folgte eine post-hoc-Analyse nach Tukey. Die

diskreten Merkmale wurden als absolute Zahl oder Prozentanteil angegeben. Zu-
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sammenhange wurden mittels Chi-Quadrat-Test (x>-Test) nach Pearson gepriift. Zu-
satzlich ist eine logistische Regression und eine Diskriminanzanalyse durchgefuhrt
worden. Als Signifikanzniveau fur alle Tests wurde der Wert 0,05 gewahlt, da das
Ziel der Untersuchung eine Hypothesenfindung darstellt. Um die Verteilung der Ge-
notypen aller SNP nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) zu prufen, wur-
de der Chi-Quadrat-Test angewendet. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der im Inter-
net erhaltichen Software von Wienker und Strom (http://ihg.gsf.de/cgi-
bin/hw/hwa1.pl).
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des RA-Gesamtkollektivs und der Kontrollpopulation

Die Allel- und Genotypenverteilung von funf SNP wurde anhand des Gesamtkollek-

tivs der 519 RA-Patienten und der 145 Kontrollen untersucht. Die Genotypisierungs-

ergebnisse wurden auf Abweichungen vom HWG gepruft. Als zusatzliche Kontrolle

wurde die Genotypenverteilung mit dem Referenz-Genom HapMap sowie mit verof-

fentlichten Studien verglichen.

3.1.1 Auswertung der Genotypenanalyse

Tabelle 10 gibt einen Uberblick Uber die Verteilung der Genotypen und der Allelh&u-

figkeiten in der Gesamtkohorte aller RA-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Zusatzlich wurde die Genotypenverteilung isoliert fur CCP-AK-positive RA-Patienten

betrachtet.

Tabelle 10: Genotypenverteilung und Allelhaufigkeiten bei RA-Patienten und

Kontrollen
SNP > Genotypen % (n) o] Allelfrequenz %
MED29 cC CT TT C T
RA-Patienten 494 45,8 (226) 44,5 (220) 9,7 (48) 0,511 68,0 32,0
RA CCPp 242 44,2 (107) 45,0 (109) 10,7 (26) 0,579 66,7 33,2
Kontrollen 142 41,5 (59) 50,0 (71) 8,5 (12) 66,5 33,5
CLSTN2 TT TG GG T G
RA-Patienten 431 26,0 (112)  51,0(220) 23,0 (99) 0,454 51,5 48,5
RA CCPp 232 26,3 (61) 50,4 (117) 23,3 (54) 0,567 51,5 48,5
Kontrollen 106 26,4 (28) 45,3 (48) 28,3 (30) 49,1 50,9
CLCN1 CcC CT TT C T
RA-Patienten 432 33,3 (144) 50,0 (216) 16,7 (72) 0,788 58,3 41,7
RA CCPp 234 32,1(75) 51,3 (120) 16,7 (39) 0,919 57,7 42,3
Kontrollen 104 29,8 (31) 52,9 (55) 17,3 (18) 56,2 43,8
FCGR3A AA AC cC A Cc
RA-Patienten 424 30,9 (131) 55,2 (234) 13,9 (59) 0,947 58,5 41,5
RA CCPp 235 28,1(66) 55,3 (130) 16,6 (39) 0,735 55,7 443
Kontrollen 103 32,0 (33) 53,4 (55) 14,6 (15) 58,7 41,3
PTPN22 GG GA AA G A
RA-Patienten 443 682 (302) 28,9(128) 2.9 (13) 0.194 82,6 17,4
RA CCPp 237 66,2(157) 31,6 (75) 2,1 (5) 0,098 82,1 17,9
Kontrollen 116 76,7 (89) 20,7 (24) 2,6 (3) 87,1 12,9

p = Ergebnis des Chi Quadrat Tests (x*-Test) bezieht sich auf den Vergleich der Genotypenhaufigkei-

ten zwischen RA-Patienten und Kontrollen; RA_CCPp = CCP-AK-positive Patienten

30



Die Genotypenverteilung der untersuchten SNP wies einige Abweichungen zwischen
RA-Patienten und Kontrollen auf. Eine Uberpriifung mit dem Chi-Quadrat-Test zeigte

keinen statistischen Unterschied zwischen den untersuchten Studienpopulationen.

Es zeigte sich jedoch ein Trend zur statistischen Signifikanz bei der Assoziationsana-
lyse des SNP PTPN22 zwischen CCP-AK-positiven Patienten und Kontrollen (siehe
Tabelle 10): bei den CCP-AK-positiven RA-Patienten trat das seltenere Allel A mit
17,9% vs 12,9% in der Kontrollgruppe haufiger auf. Anteilig war der heterozygote
Genotyp GA mit 31,6% bei den CCP-AK-positiven Patienten (vs 28,9% im Gesamt-

kollektiv und 20,7% bei den Kontrollen) starker vertreten.

Auch bei Analyse der FCRG3A-genotypisierten Probanden deutete sich eine abwei-
chende Genotypenverteilung mit anteilig haufigerem Auftreten des homozygoten
Genotyps CC im Kollektiv der CCP-AK-positiven Patienten an (16,6% bei den CCP-
AK-positiven RA-Patienten vs 13,9% im Gesamtkollektiv und 14,6 bei den Kontrol-
len). Es lieR sich jedoch kein Trend zur statistischen Signifikanz abzeichnen.

3.1.2 Testung der Genotypen auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht

Befindet sich eine Population im HWG, so besagt dies, dass die Haufigkeiten des
heterozygoten und der homozygoten Genotypen Uber die Generationen hinweg kon-
stant bleiben. Eine Genotypenverteilung der Kontrollpopulation gemaft dem HWG gilt
als Vorraussetzung fur Assoziationsanalysen genetischer Fall-Kontroll-Studien [99].
Die Genotypisierungsergebnisse der untersuchten Kontrollen ergaben hinsichtlich
aller SNP eine Verteilung gemal dem HWG. Die Patientenpopulation befand sich
hinsichtlich des SNP FCGR3A nicht im HWG (p=0,005). Ursachlich fur diese Abwei-
chung ist wahrscheinlich eine Spontanmutation, die der Selektion unterworfen wurde.
Da diese mutante Variante kausalen Einfluss auf die Erkrankung haben konnte, ist
eine Verteilung entgegen des HWG bei der kranken Studienpopulation méglich und

erlaubte die Durchfuhrung weiterer populationsgenetischer Analysen.
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3.2 Assoziation der Merkmale mit dem Erfolg der anti-TNF-a-
Therapie — Analyse des ETN-Patientenkollektivs

Fir die nachfolgend aufgefuihrten Untersuchungen wurden nur die ETN-Patienten in
den Subgruppen Responder und Nonresponder analysiert. Wie in Kapitel 2.1.2.2 er-
lautert, wurde als Therapieerfolg — orientiert an den EULAR-Response-Kriterien —
eine Differenz des DAS28-Wertes von 1,2 Punkten nach drei Monaten definiert. Un-
ter den ETN behandelten Patienten zeigten nach drei Monaten 194 (71,9%) einen
Therapieerfolg, wohingegen bei 76 (28,1%) Personen kein Therapieansprechen be-
obachtet werden konnte. Ob es geeignete Merkmale gibt, die zur Differenzierung
zwischen NRs und Rs beitragen, wurde zuerst fur die einzelnen Parameter mittels
univariater Analyse gepruft. Anschliefend wurden die signifikanten Merkmale kombi-
niert und deren Assoziation mit dem Therapieverhalten untersucht. Zusatzlich wurde

eine multivariate Analyse durchgefuhrt.

3.21 Untersuchung der einzelnen klinischen Parameter

FUr die Untersuchung der Assoziation klinischer Merkmale vor Therapiebeginn mit
dem Ansprechen auf ETN standen fur die retrospektive Analyse Daten von 270 Pati-
enten zur Verfugung. Die erfassten Parameter sind in Tabelle 11 dargestellt. Erkran-
kungsalter, Geschlecht und das Alter der Patienten zeigten keine Assoziation zum
Therapieerfolg. Es konnten unterschiedliche Tendenzen bei Rs und NRs hinsichtlich
der Krankheitsaktivitat (DAS28) festgestellt werden. Die NRs — die definitionsgemaf
keine Verbesserung der Krankheitsaktivitdt von mindestens 1,2 erreichten — zeigten
durchschnittlich niedrigere Mittelwerte des Ausgangs-DAS28-Wertes gegentber den
Rs — deren Krankheitsaktivitat nach drei Monaten starker zurtckging. Das Ergebnis
erwies sich als hochsignifikant (p<0,001). Bei Betrachtung der einzelnen Komponen-
ten des DAS28, konnten Signifikanzen fur die klinischen Einzelparameter VAS, TJC

und SJC nachgewiesen werden (siehe Tabelle 11).
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Tabelle 11: Ergebnisse der univariaten Analyse klinischer Parameter mittels
Chi-Quadrat-Test bzw. Mittelwertsvergleich

NRs o Rs » 5 p RR fiir NRs
28,1 (76) 71,9 (194) (95%Ki)
Erkrankungsalter * 449 £ 12,8 (75) 44,6 £ 13,6 (184) 259 0,773
Alter * 58,5+ 11,6 (71) 59,3 + 11,8 (178) 249 0,816
Geschlecht** wvsm 28,6 (61) 26,3(15) 71,4(152) 73,7(42) 270 0,754 1,1(0,7-1,8)™
Ausgangs-DAS28* 5,1+1,2(76) 6,1+1,2(194) 270 0,000
Sjc_t0* 6,2 +5,4 (76) 10,3 £ 6,4 (194) 270 0,000
Tjc_t0* 6,7 £ 6,0 (76) 10,8 £ 7,0 (194) 270 0,000
Vas_t0* 57,6 £ 21,5 (76) 66,8 + 20,5 (194) 270 0,006
Bsg_t0* 40,2 + 28,8 (76) 48,0 £29,1 (194) 270 0,080

p = Ergebnis der Varianzanalyse bzw. des Chi Quadrat Tests (x°-Test); NRs = Nonresponder;
Rs = Responder; * MW+SD (n) ; ** % (n) ; ™ nicht signifikant ; RR = relatives Risiko

3.2.2 Untersuchung der laborchemischen Parameter in Abhangigkeit des
Therapieerfolges

Es wurden die laborchemischen Parameter RF und CCP-AK untersucht. Es konnte
eine Assoziation zwischen schlechtem Therapieansprechen und dem CCP-AK-
Spiegel als signifikant nachgewiesen werden. Wie in Tabelle 12 dargestellt, stellte
sich bei der statistischen Analyse der ETN-Patienten mittels Varianzanalyse ANOVA
eine signifikante Abweichung der CCP-AK-Spiegel zwischen NRs und Rs heraus. So
lagen durchschnittlich hohere Mittelwerte der CCP-AK bei den NRs vor (p=0,035).
Anhand der Klassifikation der Patienten in einen negativen, positiven und hoch posi-
tiven CCP-AK-Status konnte ein signifikanter Zusammenhang mit dem Therapiever-
halten festgestellt werden (p=0,026). Bei Therapieversagern wurden signifikant hau-
figer hoch positive CCP-AK-Spiegel nachgewiesen als bei Therapierespondern
(41,3% vs 23,2%). Diese Ergebnisse sind in Tabelle 12 und Abbildung 4 dargestellt.
Der RF-Spiegel zeigte keine Assoziation mit dem Therapieverhalten. Es zeigte sich
jedoch ein signifikanter Zusammenhang zwischen RF-positivem AK-Status und The-
rapieversagen (p=0,015). Da jedoch bei einem hohen Patientenanteil keine Daten
uber den RF-Status vorlagen, die CCP-AK den starkeren Marker ausmachen und
eine hohe Ubereinstimmung zwischen RF- und CCP-AK-Seropositivitat besteht, wur-

de der RF in nachfolgende Analysen nicht mehr gesondert einbezogen.
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Tabelle 12: Ergebnisse der univariaten Analyse laborchemischer Parameter
mittels Chi-Quadrat-Test bzw. Mittelwertsvergleich

NRs Rs 5 RR fiir NRs
28,1 (76)** 71,9 (194)* P (95%KI)
RF (U/ml)* 63,3 + 38,9 (48) 61,7 £ 60,2 (101) 149 0,331
RF+ vs RF-** 38,0(41) 17,1(7) 62,0(67) 82,9(34) 149 0,015 2,2(1,1-5,0)
CCP-AK (U/ml)* 1234,0 £ 1083,9 (63) 920,0 +£997,7 (155) 218 0,035
CcCpP**
negativ (<25 U/ml) 15,9 (10) 23,2 (36) 218 0,026
positiv (>25 U/ml) 42,9 (27) 53,5 (83)
hoch positiv (>1600 U/ml) 41,3 (26) 23,2 (36)

p = Ergebnis der Varianzanalyse bzw. des Chi Quadrat Tests (x°-Test); NRs = Nonresponder;
Rs = Responder; * MW+SD (n) ; ** % (n) ; " nicht signifikant ; RR = relatives Risiko
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Abbildung 4: Verteilung der CCP-AK bei Respondern und Nonrespondern

3.2.3 Untersuchung der genetischen Parameter in Abhangigkeit des Thera-
pieerfolges

Fur die funf Single-Nukleotid-Polymorphismen CLSTNZ2, CLCN1, PTPN22, MED29
und FCGR3A wurde gepruft, ob zwischen NRs und Rs ein Unterschied hinsichtlich
der Genotypenhaufigkeit vorliegt. Daruber hinaus wurde untersucht, ob die SNP in

Abhangigkeit vom CCP-AK-Status eine unterschiedliche Genotypenverteilung bei Rs

und NRs aufweisen. Zusatzlich konnten ca 2/3 der ETN-Patienten Uber einen Zeit-
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raum von einem Jahr beobachtet werden und somit die Therapie auch im langerfris-

tigen Verlauf analysiert werden.

3.2.3.1 Assoziationsanalysen der Single-Nukleotid-Polymorphismen mit dem The-
rapieerfolg
Es wurden Assoziationsanalysen der SNP CLSTN2, CLCN1, PTPN22, MEDZ29 und

FCGR3A mit der Therapieantwort durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13
dargestellt.

Tabelle 13: Ergebnisse der univariaten Analyse genetischer Parameter mittels
Chi-Quadrat-Test

NRs Rs 5 RR fiir NRs
28,1 (76)** 71,9 (194)** P (95%Ki)

MED29**
CC 54,9 (39) 40,1 (75) 258 0,032 1,5(1,02-2,3)
CT+TT 45,1 (32) 59,9 (112)
CLSTN2**
TT 27,7 (18) 25,8 (47) 247 0,769 1,1(0,7-1,7)™
TG+GG 72,3 (47) 74,2 (135)
CLCN1**
GG 28,1 (18) 37,0 (67) 245 0,199 0,7 (0,5-1,2)"™
GA+AA 71,9 (46) 63,0 (114)
FCGR3A**
AA 34,3 (23) 30,2 (55) 249 0,535 1,2(0,8-1,8)™
AC+CC 65,7 (44) 69,8 (127)
PTPN22**
GA+AA 44,9 (31) 28,8 (53) 253 0,015 1,6 (1,1-2,5)
GG 55,1 (38) 71,2 (131)

p = Ergebnis des Chi Quadrat Tests (x*-Test); NRs = Nonresponder; Rs = Responder; ** % (n);
" nicht signifikant; RR = relatives Risiko; zur Berechnung der relativen Risiken wurden die mutierten
Allele gegenuber dem Wildtyp betrachtet

Signifikante Ergebnisse ergaben sich fur die SNP MED29 und PTPNZ22. Hinsichtlich
der drei SNP CLSTN2, CLCN1 und FCGR3A konnte keine signifikant differierende

Genotypenverteilung bei Rs und NRs festgestellt werden.

Wie in Tabelle 14 ersichtlich, zeigte sich, dass der Anteil der MED29 CC-Trager bei
den NRs grolder als bei den Rs war (54,9% NRs vs 40,1% Rs). MED29 TT-Trager
waren bei den Rs anteilig haufiger vertreten (5,6% NRs vs 13,4% Rs). Abbildung 5
stellt die Genotypenverteilung im Balkendiagramm dar. Da sich eine Tendenz zur
Signifikanz andeutete (p=0,061) und es sich bei den TT-Tragern um eine fallzahlma-
Rig sehr kleine Gruppe handelte, wurde gepruft, ob Trager des haufigeren CC-
Genotyps ein hoheres relatives Risiko (RR) fur ein Therapieversagen gegenuber T-
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Allel-Tragern haben. Die Analyse ergab, dass ein signifikanter Unterschied (p=0,032)
hinsichtlich der Genotypenverteilung bestand und Genotyp CC-Trager ein 1,5-fach
(95% Konfidenzintervall (Kl): 1,02-2,3) erhdohtes RR eines fehlenden Ansprechens
auf die Therapie besitzen (siehe oben stehende Tabelle 13).

Tabelle 14: Genotypenhaufigkeiten des SNP MED29 bei Respondern und Non-
respondern

Genotypen % (n) z FG Test o]
cC CT T
NRs 54,9 (39) 39,4 (28) 5,6 (4) 258 2 x>-Test 0,061
Rs 40,1 (75) 46,5 (87) 13,4 (25)

FG = Freiheitsgrad; p = Ergebnis des Chi Quadrat Tests (x*-Test); NRs = Nonresponder,
Rs = Responder
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Abbildung 5: Genotypenverteilung des SNP MED29 bei Respondern und
Nonrespondern

Tabelle 15 zeigt den Vergleich der Genotypenverteilung zwischen NRs und Rs hin-
sichtlich des SNP PTPN22. Daraus wird ersichtlich, dass der Genotyp GG bei den
Rs signifikant haufiger auftritt (71,2% Rs vs 55,1% NRs). Der Anteil des homozygo-
ten Genotyps AA war bei den NRs etwa doppelt so hoch (1,6% Rs vs 2,9% NRs). Da
der homozygote Genotyp in der kaukasischen Population selten vorkommt und die

Fallzahlen sehr gering (<5) ausfielen, wurde anschlielfend das Therapieergebnis des
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A-Allels beziglich des homozygoten Genotyps GG untersucht. Bei dieser Assoziati-
onsprufung wurden noch signifikantere Ergebnisse erzielt (p=0,015, siehe Tabelle 13
und Abbildung 6). Patienten, die das A-Allel tragen, zeigten ein 1,6-fach hoheres RR
fur NRs gegenuber Patienten mit dem Genotyp GG (95% Ki: 1,1-2,5).

Tabelle 15: Genotypenhaufigkeiten des SNP PTPN22 bei Respondern und Non-
respondern

Genotypen % (n) b3 FG Test p
GG GA AA
NRs 55,1 (38) 42,0 (29) 2,9 (2) 253 2 x>-Test 0,043
Rs 71,2 (131) 27,2 (50) 1,6 (3)

FG = Freiheitsgrad; p = Ergebnis des Chi Quadrat Tests (x*-Test); NRs = Nonresponder;
Rs = Responder
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Abbildung 6: Verteilung der A-Allel-Trager und Nicht-A-Allel-Trager des SNP
PTPN22 bei Respondern und Nonrespondern

3.2.3.2 Assoziationsanalysen der Single-Nukleotid-Polymorphismen mit dem The-
rapieerfolg bei Differenzierung zwischen dem CCP-AK-Status

Bei Betrachtung der Therapieantwort in Abhangigkeit des CCP-AK-Status zeigte
sich, dass Trager des SNP FCGR3A Genotyps AA mit CCP-AK-negativem Status ein
6,5-fach (95% KI: 1,6-26,9) hoheres RR fur ein fehlendes Therapieansprechen besit-
zen (siehe Abbildung 7, Anhang 2). Bei den CCP-AK-positiven Patienten konnte flr
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diesen Polymorphismus keine Assoziation mit dem Therapieverhalten festgestellt
werden. Wie ebenfalls aus Abbildung 7 ersichtlich ist, besteht fur CCP-AK-positive
SNP PTPN22 A-Allel-Trager ein 2,0-fach (95% KI: 1,3-3,3) hoheres RR eines Thera-
pieversagens gegenuber den Genotyp GG-Tragern. Ein Trend zur Signifikanz deute-
te sich fur CCP-AK-positive MED29 CC-Trager gegenuber den T-Allel-Tragern an.
Der Aussagewert war jedoch nicht durch die Differenzierung des CCP-AK-Status zu
erhdhen. Fur die Ubrigen untersuchten SNP liel3 sich weder in der Gesamtheit aller
RA-Patienten, noch in Abhangigkeit des CCP-AK-Status eine signifikante Assoziation

mit der Therapieantwort nachweisen.

n p-Wert
MED29 CCvs CT+TT  plle RA-Patienten 258 0,032 _1.5_
rs 10414216 08
CCP negativ 43 0,761 _—
15
CCP positiv 165 0,091 —
08
CLSTN2 GG vs GT+TT  Alle RA-Patienten 247 0,408 —_—
rs 1026773 24
CCP negativ 41 0,113 —
07
CCP positiv 158 0,372 —_—
14
CLCN1 GG vs GA+AA  Alle RA-Patienten 245 0,199 ——
rs 2103193 0,
CCP negativ 41 0,775 —_—
07
CCP positiv 160 0,236 —_——
2
FCGR3A AAvs AC+CC Alle RA-PAtienten 249 0,535 —_—
rs 396991 65
CCP negativ 42 0,002 ¢
06
CCP positiv 160 0,158 —
16
PTPN22 GA+AAvs GG  Alle RA-Patienten 253 0,015 ——
rs 2476601 06
CCP negativ 42 0,391 +
20
CCP positiv 162 0,005 ——

01 1 10
RR (95% Kl)

Abbildung 7: RR, 95% Kl und statistische Signifikanz (p-Wert) fir das Therapie-
versagen der untersuchten SNP in Abhangigkeit des CCP-AK-Status

RR = relatives Risiko; p = Ergebnis des Chi Quadrat Tests (xz—Test); rs-Nummer = Referenznummer
in der SNP-Datenbank des National Center for Biotechnology Information (URL:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Snp [29.04.2012]); Alle RA-Patienten = ETN-
Patienten ohne Differenzierung des CCP-AK-Status (hierbei wurden auch Patienten einbezogen deren
CCP-AK-Status nicht dokumentiert war); Datentabelle in Anhang 2
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3.2.3.3 Assoziationsanalysen der Single-Nukleotid-Polymorphismen mit der Krank-
heitsaktivitat im zeitlichen Verlauf von zwolf Monaten

Fir eine Subgruppe der ETN-Patienten (n=222) wurde die Krankheitsaktivitat Gber
ein Jahr dokumentiert und es konnten Zusammenhange der SNP mit dem DAS28 im
zeitlichen Verlauf gepruft werden.

In Abbildung 8 wird deutlich, dass die Genotypen CC und CT des SNP MEDZ29 ge-
genuber dem Genotyp TT unter Therapie hohere Mittelwerte des DAS28-Wertes
aufwiesen. Signifikanzen konnten fuir den DAS28-Wert nach drei Monaten (p=0,006)
und nach sechs Monaten festgestellt werden (p=0,004). Vor Therapiebeginn unter-

schied sich die Krankheitsaktivitat nicht signifikant zwischen den Genotypen.
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Abbildung 8: Mittelwertsvergleich des DAS28-Wertes zwischen den Genotypen
des SNP MED29 vor Therapiebeginn, nach drei, sechs und zwoélf Monaten

Testung auf Mittelwertsunterschiede des DAS28-Wertes zwischen den Genotypen des SNP MED29
mittels einfaktorieller Varianzanalyse ANOVA; DAS_baseline: DAS28 vor Beginn der ETN-Therapie;
DAS_3m: DAS28 nach drei Monaten ETN-Therapie, DAS_6m: DAS28 nach sechs Monaten ETN-
Therapie; DAS_12m: DAS28 nach zwolf Monaten ETN-Therapie; *:p<0,05; Datentabelle in Anhang 1

Der Genotyp CC des SNP FCGR3A zeigte signifikant hohere Mittelwerte der Krank-
heitsaktivitat von Therapiebeginn bis zu sechs Monaten unter Therapie gegenuber
den Genotypen AC und AA. Nach zwolf Monaten ETN-Therapie war dieser Unter-
schied nicht mehr signifikant (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Mittelwertsvergleich des DAS28-Wertes zwischen den Genotypen
des SNP FCGR3A vor Therapiebeginn, nach drei, sechs und zwolf Monaten

Testung auf Mittelwertsunterschiede des DAS28-Wertes zwischen den Genotypen des SNP FCGR3A
mittels einfaktorieller Varianzanalyse ANOVA; DAS_baseline: DAS28 vor Beginn der ETN-Therapie;
DAS_3m: DAS28 nach drei Monaten ETN-Therapie, DAS_6m: DAS28 nach sechs Monaten ETN-
Therapie; DAS_12m: DAS28 nach zwolf Monaten ETN-Therapie; *:p<0,05; Datentabelle in Anhang 1

Bei Betrachtung der Einzelparameter des DAS28 zeigte sich, dass der SNP CLSTN2
Genotyp GG im zeitlichen Verlauf durchgehend niedrigere Mittelwerte gegenlber
den Genotypen TT und TG hinsichtlich der Anzahl geschwollener Gelenke aufwies.
Eine Signifikanz konnte nach zwdlf Monaten ETN-Therapie festgestellt werden
(p=0,014), (siehe Abbildung 10).

40



12
10 -

)
J

Genotypen

SJC (MW+SEM
o

4 - NTT
- BTG

®m GG
0

SJC_baseline SJC_3m SJC_6m SJC_12m

Abbildung 10: Mittelwertsvergleich des SJC zwischen den Genotypen des SNP
CLSTN2 vor Therapiebeginn, nach drei, sechs und zwo6lf Monaten

Testung auf Mittelwertsunterschiede des SJC zwischen den Genotypen des SNP CLSTN2 mittels
einfaktorieller Varianzanalyse ANOVA; SJC_t0: SJC vor Beginn der ETN-Therapie; SJC_3m: SJC
nach drei Monaten ETN-Therapie, SJC_6m: SJC nach sechs Monaten ETN-Therapie; SJC_12m: SJC
nach zwolf Monaten ETN-Therapie; SEM = Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the
mean); *:p<0,05; Datentabelle in Anhang 1

3.24  Untersuchung des Therapieerfolges unter der Kombination signifikan-
ter Merkmale

Es wurden vier Merkmale identifiziert, die eine signifikante Assoziation mit dem The-
rapieerfolg von RA-Patienten auf ETN zeigten: Ausgangs-DAS28-Wert, CCP-AK-
Spiegel und Allelverteilung der SNP MEDZ29 und PTPN22. Da in dieser Kohorte kei-
ne signifikante Assoziation der Merkmale untereinander vorlag, konnte gepruft wer-
den, ob diese Parameter in Kombination einen starkeren Effekt hinsichtlich eines

Therapieversagens aufweisen.

Wie in Tabelle 16 dargestellt, liel® sich fir Patienten mit dem SNP PTPN22 Risikoal-
lel A und hoch positiven CCP-AK-Spiegeln ein 1,7-fach (95% KI: 0,8-3,6) hoheres
RR fur das Therapieversagen gegenuber CCP-AK-negativen PTPN22 GG-Tragern

feststellen.
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Tabelle 16: RR des Therapieversagens beim Vorliegen des Risikoallels PTPN22
A und hoch positiver CCP-AK

Variablenkombination NRs* Rs* b3 p RR (95% Kil)
PTPN22 GA+AA 44,9 (31) 28,8 (53) 84 0,015 1,6 (1,1-2,5)
PTPN22 GA+AA + CCP" 47,6 (10) 52,4 (11) 21 0,145 1,7 (0,8-3,6)™
PTPN22 GG + CCP™ 27,6 (8) 72,4 (21) 29 1

ns = nicht signifikant; p = Ergebnis des Chi Quadrat Tests (x*-Test); CCP™ = CCP-AK hoch positiv;
CCP" = CCP-AK-negativ; NRs = Nonresponder; Rs = Responder; * % (n); RR = relatives Risiko

Auch Trager der Risikokombination SNP MED29 CC und hoch positive CCP-AK-
Spiegel hatten — gegenuber Patienten, die diese Risikokombination nicht besitzen —
ein 2,4-fach (95% KI: 1,01-5,0) erhéhtes RR nicht auf die Therapie anzusprechen
(siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: RR des Therapieversagens beim Vorliegen hoch positiver CCP-AK
und des Genotypen MED29 CC

Variablenkombination NRs* Rs* b3 p RR (95% KIl)
MED29 CC 54,9 (39) 40,1 (75) 114 0,032 1,5 (1,02-2,3)
MED29 CC + CCP"™ 58,6 (17) 41,4 (12) 29 0,014 2,4 (1,01-5,0)
MED29 CT+TT + CCP"™ 25,0 (6) 75,0 (18) 24 1

ns = nicht signifikant; p = Ergebnis des Chi Quadrat Tests (x*-Test); CCP™ = CCP-AK hoch positiv;
CCP"™ = CCP-AK-negativ; NRs = Nonresponder; Rs = Responder; * % (n); RR = relatives Risiko

Bei der Kombination der Risikoallele des SNP PTPN22 und MEDZ29 zeigten die Risi-
koalleltrager ein 2,5-fach (95% KIl: 1,4-4,2) hdoheres RR flr ein Therapieversagen
gegenuber den Patienten, die diese Risikoallele nicht tragen. Dieses Ergebnis ist in
Tabelle 18 aufgeflhrt.

Tabelle 18: RR des Therapieversagens beim Vorliegen des Risikoallels PTPN22
A und des Genotypen MED29 CC

Variablenkombination NRs* Rs* z p RR (95% KIl)

PTPN22 GG + MED29 CC 282(20) 71,8(51) 71 0,132 1,5 (0,9-2,7)™
PTPN22 GA+AA + MED29 CT+TT 28,6 (12)  71,4(30) 42 0,178 1,6 (0,8-2,9)ns
PTPN22 GA+AA + MED29 CC 452 (19)  548(23) 42 0,010 2,5 (1,4-4,2)

PTPN22 GG + MED29 CT+TT 18,4 (18)  81,6(80) 98 1

ns = nicht signifikant; p = Ergebnis des Chi Quadrat Tests (x2-Test); NRs = Nonresponder; Rs =
Responder; * % (n); RR = relatives Risiko
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3.2.5 Untersuchung der Merkmale in Abhangigkeit des Therapieerfolges im
multivariaten Modell

Da davon ausgegangen wird, dass es sich bei der individuellen Arzneimittelwirkung
von ETN um ein multifaktorielles Geschehen handelt, sollten auch die Wechselwir-
kungen untersuchter Merkmale bertcksichtigt werden. Zu diesem Zweck wurden die
Daten im multivariaten Modell mittels logistischer Regression und Diskriminanzana-
lyse gepruft. Wesentliches Ziel war es, herauszufinden, welche Merkmale nicht nur
bei isolierter Betrachtung, sondern im Zusammenwirken mehrerer Einflussgroflen
einen Beitrag zur Differenzierung in Rs und NRs leisten konnen. Dadurch konnte die
Bedeutung einzelner Merkmale hinsichtlich ihrer praktischen Relevanz fur den Ein-
satz im klinischen Alltag gepruft werden. Es wurden drei Modelle mit unterschiedli-
cher Variablenkonstellation aufgestellt, um die Merkmalsvariablen mit der maximalen
Trennung in Rs und NRs ausfindig zu machen. Modell 1 bezog Variablen ein, die
statistische Signifikanz in der univariaten Analyse zeigten. In Modell 2 wurden alle
Merkmale berlcksichtigt, die im Rahmen dieser Studie ermittelt wurden. Das Modell
3 impliziert Variablen, die in der logistischen Regression eine Bedeutung fur die
Trennung in Rs und NRs zeigten — CCP-AK, PTPN22 und Ausgangs-DAS28-Wert —
sowie einige andere Faktoren, die im klinischen Praxisalltag relativ einfach zu ermit-
teln waren. Die folgende Tabelle zeigt die Klassifizierungsergebnisse, die einen

Uberblick tiber die Giite der Diskriminanzfunktion liefern.

Tabelle 19: Klassifizierungsergebnisse nach Diskriminanzanalyse

Modell 1 Modell 2 Modell 3

Richtige Klassifizierung in %

(Gruppe NRS v RY) 75,4 (76,8 vs 74,8) 80,2 (80,0 vs 80,2) 77,2 (81,0 vs 75,5)

Modell 1 = Einbezug der Merkmalsvariablen CCP-AK, Ausgangs-DAS28, PTPN22, MED29; Modell 2
= Einbezug der Merkmalsvariablen CCP-AK, Ausgangs-DAS28, PTPN22, MED29, Geschlecht, Er-
krankungsalter, CLSTN2, CLCN1, FCGR3A, Alter, RF-Spiegel; Modell 3 = Einbezug der Merkmalsva-
riablen CCP-AK, Ausgangs-DAS28, PTPN22, Geschlecht, Erkrankungsalter, RF-Spiegel, Alter; NRs =
Nonresponder; Rs = Responder

Anhand des Modells 1 wurden 75,4% der Patienten richtig als Rs oder NRs einge-
ordnet. 76,8% aller NRs und 74,8% der Rs wurden richtig klassifiziert. Die Fehlerquo-
te betrug 24,6%. Beide Gruppen sind somit gut zu beurteilen. Bei Einbezug aller elf
untersuchten Merkmale (Erkrankungsalter, Alter, Geschlecht, RF-Spiegel, CCP-AK-
Spiegel, Ausgangs-DAS28-Wert, CLSTN2, CLCN1, PTPN22, MED29, FCGR3A) in

die Analyse, wurden 80,2% der Patienten richtig klassifiziert (sieche Modell 2). Dies
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stellt eine Erhdhung um 4,8 Prozentpunkte gegenuber dem Modell 1 dar. Da die
Merkmalsbestimmung insbesondere fur genetische Marker mit Aufwand und Kosten
verbunden ist, muss abgewagt werden, ob ein verbessertes Klassifizierungsergebnis
von 4,8 Prozentpunkten diese rechtfertigt. Eine durchgefuhrte logistische Regression
ergab, dass die Merkmale Ausgangs-DAS28-Wert, CCP-AK und PTPNZ22 geeignet
sind, Patienten in Rs und NRs einzuteilen. Entsprechend Modell 3 wurden neben
diesen drei Merkmalen zusatzlich noch leicht ermittelbare und kostenarme Faktoren
wie das Geschlecht, das Erkrankungsalter, der RF-Spiegel bei Therapiebeginn sowie
das Alter der Patienten mit einbezogen. Anhand dieses Modells lie3en sich 77,2%

der Patienten richtig klassifizieren.
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4 Diskussion

Die Vielzahl der modernen Therapieansatze zur Behandlung der rheumatoiden Arth-
ritis und das Versagen der einzelnen Therapeutika bei ca. 30% der Patienten erfor-
dert objektive Marker bei der Auswahl der optimalen Therapie fur den individuellen

Patienten.

Ziel der Arbeit war die Identifizierung von Biomarkern fur die Pradiktion des Erfolges
einer anti-TNF-a-Therapie bei Patienten mit rheumatoider Arthritis. Hierflir wurde im
Rahmen einer retrospektiven Analyse die Assoziation klinischer, laborchemischer
und genetischer Parameter zum Behandlungserfolg auf eine anti-TNF-a-Therapie mit

Etanercept untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass zwei der gepruften genetischen Poly-
morphismen sowie die Prasenz von Antikdrpern gegen cyclisch citrullinierte Peptide
und die Krankheitsaktivitat der Patienten zu Therapiebeginn mit dem Ansprechen auf

eine Therapie mit dem TNF-a-Blocker Etanercept assoziiert sind.

4.1 |dentifizierung genetischer Merkmale

FUr zwei der funf untersuchten genetischen Polymorphismen konnte eine Assoziation
mit dem Ansprechen auf eine anti-TNF-a-Therapie beobachtet werden, fir keinen
der analysierten Polymorphismen konnte eine statistisch signifikante Assoziation mit

der rheumatoiden Arthritis festgestellt werden.

Der Single-Nukleotid-Polymorphismus MED29

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Trager des Genotyps CC des
Polymorphismus rs 10414216 im MED29 Gen schlechter auf die ETN-Therapie an-
sprechen als Trager des T-Allels in heterozygoter oder homozygoter Form. Das Risi-
ko eines Therapieversagens ist bei diesem Genotyp 1,5-fach hoher als bei den Tra-

gern des T-Allels.
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Genomweite Assoziationsstudien haben gezeigt, dass es unterschiedliche Risikoloci
fur die ACPA-positive und ACPA-negative RA gibt. Damit besteht die Moglichkeit,
dass der unterschiedliche genetische Hintergrund beider Krankheitsentitaten flr Un-
terschiede in den genetischen Responsemarkern verantwortlich ist. Deshalb wurde
fur diese Studie die Genotypenverteilung der SNP im Hinblick auf einen unterschied-
lichen Therapieerfolg in Abhangigkeit des CCP-AK-Status untersucht. Die eigenen
Analysen zeigten, dass die Subgruppe der CCP-AK-positiven RA-Patienten einen
Unterschied in der Genotypenverteilung zwischen Therapierespondern und -
versagern aufwies. Bei CCP-AK-negativen Patienten konnte kein Unterschied fest-
gestellt werden. Das Fehlen einer statistischen Signifikanz ist auf eine zu geringe
Stichprobengrélie der Subgruppen bei seltenen Merkmalsauspragungen zurlickzu-

fuhren.

Im Verlauf Uber zwoIf Monate anti-TNF-a-Therapie zeigten die Genotypen CC und
CT durchschnittlich héhere DAS28-Werte gegenuber den TT-Tragern. Diese Ergeb-
nisse sind mit der Hypothese vereinbar, dass Patienten mit einer schweren rheuma-

toiden Arthritis schlechter auf die anti-TNF-a-Therapie ansprechen [100].

Der fur die Analyse ausgewahlte Polymorphismus liegt ca 6.3 Kbp vor dem Gen flr
Tristetraprolin (TTP). Fur dieses Gen waren Unterschiede in der Genexpression in
Assoziation zum Therapieerfolg beobachtet worden [95]. Der Polymorphismus liegt
gleichzeitig in der 3UTR des MED29 Gens. Die 3'UTR ist ein transkribierter aber
nicht translatierter Abschnitt der DNA, der sich dem kodierenden Bereich anschlielit.
Hier kdnnen verschiedene regulatorische Sequenzen liegen, wie z.B. Bindungsstel-
len fir Proteine oder microRNA (miRNA), die die Stabilitdt der messengerRNA
(mRNA) beeinflussen. Dieser Bereich des Genoms ist somit wichtig fur verschiedene
Mechanismen der Genregulation und tragt zu verschiedenen biologischen Prozessen

in vielen Zelltypen bei.

Med29 ist eine Untereinheit des Mediatorkomplexes, eines Proteinkomplexes der als
Co-Aktivator fur die Aktivierung der RNA-Polymerase |l erforderlich ist. Der Komplex
reguliert die mRNA-Synthese durch eine direkte Wechselwirkung zwischen DNA-
gebundenen Transkriptionsaktivatoren und der RNA-Polymerase |l sowie allgemei-

nen Initiationsfaktoren. Damit spielt er eine wesentliche Rolle in der Regulation der
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Genexpression. Ob die Variationen der Nukleotidsequenz in diesem Bereich eine
funktionelle Bedeutung hat ist unklar. Es gibt bisher keine publizierten Daten zur Be-
deutung dieses Polymorphismus bei Autoimmunerkrankungen oder zu seiner biolo-

gischen Funktion.

Der Single-Nukleotid-Polymorphismus PTPN22

Die Untersuchungen dieser Studie ergaben, dass Patienten mit dem PTPN22 (rs
2476601) A-Allel ein schlechteres Ansprechen auf die ETN-Therapie zeigten. Trager
des A-Allels hatten ein 1,6-fach hdheres Risiko — gegenuber dem homozygoten GG-

Genotyp — nicht auf die anti-TNF-a-Therapie anzusprechen.

Diese Beobachtung gilt dabei nur fur die Subgruppe der CCP-AK positiven Patienten.
Fur CCP-AK-negative Patienten liel} sich dies nicht nachweisen. Es liegt somit ein
unterschiedliches Therapieverhalten in Abhangigkeit des CCP-AK-Status vor.

Die beobachtete Assoziation des A-Allels mit einem gehauften Therapieversagen
steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von Potter et al., die in ihrer Studie keine
Assoziation des SNP PTPN22 mit der Therapieantwort beobachten konnten [79]; der
Anteil CCP-Antikorper positiver Patienten ist in beiden Studien vergleichbar. Die ab-
weichenden Ergebnisse konnten in unterschiedlichen Studienbedingungen begrun-
det sein. Im Unterschied zur Arbeit von Potter et al., in der die Veranderung der ab-
soluten DAS28-Werte innerhalb von sechs Monaten untersucht wurde, erfolgte in der
vorliegenden Arbeit die Bewertung des Therapieerfolges bereits nach drei Monaten
durch eine an den EULAR-Responsekriterien orientierten Klassifikation der Patien-
ten. Weitere Unterschiede finden sich darUber hinaus in der begleitenden DMARD-
Therapie und Steroidmedikation wie auch der Krankheitsaktivitat zu Therapiebeginn.
In der Studie von Potter et al. wies das Patientenkollektiv im Vergleich zur eigenen
Studienpopulation eine langere Erkrankungsdauer (14 vs 10,5 Jahre) und eine hdhe-
re Krankheitsaktivitat (Ausgangs-DAS28 6,8 vs 5,8) auf.
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Der SNP PTPN22 wird als Suszeptibilitatsgen fur die RA [59;101-103] diskutiert. Bei
den eigenen Analysen konnte allerdings keine signifikant unterschiedliche Allel- und
Genotypenverteilung zwischen Patienten und Kontrollen festgestellt werden. Einige
Studien konnten die Assoziation des SNP PTPN22 nur fur RF-positive und CCP-AK-
positive RA-Patienten nachweisen [59;101;104]. Auch die eigenen Analysen zeigten
tendenziell eine Assoziation des A-Allels mit dem Auftreten von CCP-Antikérpern. In
der Literatur ist ein funktioneller Zusammenhang zwischen der PTPN22 A-Allel-
Variante und einer Autoantikorper-Produktion im Rahmen autoantikorper-
produzierenden Autoimmunkrankheiten beschrieben [105]. Bei etlichen mit PTPN22
assoziierten Autoimmunkrankheiten spielt die AK-Produktion eine bedeutende Rolle
und es wurden Abnormalitaten in der humoralen Immunantwort bei PTPN22-
knockout-Mausen — bei diesen Mausen wurde mittels genetischer Manipulation ge-
zielt das Mausanalog zum menschlichen PTPN22-Gen deaktiviert — erkannt. Im
Rahmen der Untersuchungen derart manipulierter Mause von Hasegawa et al. konn-
te — Uber einen verminderten hemmenden Einfluss auf die T-Zell-
Signaltransduktionskaskade — eine vermehrte Proliferation und Funktion aktivierter T-
Zellen festgestellt werden. Die veranderten Mause zeigten eine grolRere Anzahl pro-
minenter, ausgebildeter Keimzellen und vermehrte B-Zell- und Ig-Titer [106]. Durch
dieses funktionelle Korrelat wird der Zusammenhang zwischen der PTPN22 A-Allel-
Variante und einer ACPA-Produktion bestarkt. Auch das eigene Studienkollektiv mit
langer Krankheitsdauer, DMARD-refraktarer RA und hoher Krankheitsaktivitat konnte
einen Einfluss auf die Diskrepanz der Ergebnisse haben, da diese Patienten mdgli-
cherweise einen gesonderten genetischen Hintergrund aufweisen. Die Tatsache,
dass in der Literatur ein Zusammenhang der A-Allel Variante des SNP PTPN22 mit
der Krankheitsschwere beschrieben wird [103], stutzt dieses Argument. Fur die An-
erkennung der polymorphen Genvariante des SNP PTPN22 als Risikofaktor fur die
RA spricht sicherlich die kausale Verknupfung zwischen dem potentiell pathogenem
A-Allel und der funktionellen Auswirkung. Das PTPN22 Gen kodiert fur eine lympho-
zytenspezifische Phosphatase Lyp, die in hamatopoetischen Gewebe und allen mo-
nozytaren Blutzellen exprimiert wird. Das Protein besteht unter anderem aus einer
katalytischen Domane mit Phosphorylaseaktivitdt sowie einer SH3-bindenden Do-
mane, die mit der Kinase Csk interagiert und in welcher der SNP PTPN22 liegt. Uber
die Interaktion zwischen Lyp und Csk im Bereich des T-Zell-Rezeptors wird die T-
Zell-Aktivierung vermittelt [107]. WeiterfUhrende Studien zeigten, dass die A-Allel-
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Variante eine verminderte Bindungsstarke im Vergleich zur G-Allel-Variante aufweist,
was eine reduzierte Suppression der T-Zell-Aktivierung zur Folge hat. Man nimmt an,
dass T-Zellen mit der A-Allel-Variante hyperreaktiv reagieren und Individuen mit die-

sem Allel zur Autoimmunitat neigen [59].

Der Single-Nukleotid-Polymorphismus FCGR3A

Keine Assoziation mit dem Erfolg einer anti-TNF-a-Therapie konnte fur den Poly-
morphismus rs 396997 im FCGR3A Gen festgestellt werden. Die bereits publizierten
Daten sind sehr widerspruchlich. Die eigenen Ergebnisse stimmen mit den Beobach-
tungen von Kastbom et al. Uberein, die keinen Zusammenhang des SNP FCGR3A
mit der Therapieantwort feststellen konnten [86]. Dies steht im Gegensatz zu den
Analysen von Tutuncu et al. und Canete et al., die eine bessere Therapieantwort flr
Patienten mit dem homozygoten AA-Genotyp nachwiesen [84;85]. Ebenso konnten
Tsukahara et al. eine Assoziation des FCGR3A AC-Genotyps mit der Therapieant-
wort zeigen [108]. Diese uneinheitliche Befundlage ist moglicherweise auf die gerin-
ge StichprobengrofRe von Tutuncu et al. (n=30), Canete et al. (n=82) sowie Tsukaha-
ra et al. (n=33) zurlckzuflhren. Die unterschiedliche ethnische Zusammensetzung
der einzelnen Studienkohorten kann dartber hinaus zu den diskrepanten Befunden
fuhren; nur in der Analyse von Kastbom et al. wurde ein vergleichbares Studienkol-

lektiv aus Kaukasier analysiert.

Ein moglicher funktioneller Einfluss des FCyRIlla auf die Therapieantwort ist noch
nicht ausreichend belegt. Bekanntlich wird der FCyRIlla auf Zellen exprimiert, die an
der rezeptorvermittelten Elimination von Antikorpern beteiligt sind. Dabei kommt es
zur Interaktion des IgG Fc-Teiles der TNF-a-AK mit dem FCyRIlla. Der Einfluss des
SNP FCGR3A besteht in der Regulation dieser Bindungsaffinitat und damit der Eli-
mination der TNF-a-Blocker. Uber diesen Mechanismus ist ein unterschiedliches
Therapieergebnis in Abhangigkeit des SNP FCGR3A-Genotyps erklarbar.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass SNP FCGR3A AA-Genotyp Trager mit CCP-AK-

negativem Status schlechter auf die ETN-Therapie ansprechen. Somit ist es den ei-
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genen Ergebnissen zufolge durchaus sinnvoll, den CCP-AK-Status auch fir die Be-
stimmung der Therapieantwort getrennt zu betrachten. Dies wird besonders deutlich,
wenn die Ergebnisse von Tutuncu et al. und Canete et al. berlcksichtigt werden.
Diese konnten ein besseres Ansprechen auf die anti-TNF-a-Therapie fur Trager des
homozygoten SNP FCGR3A AA-Genotyps nachweisen [84;85]. Bei Differenzierung
zwischen dem CCP-AK-Status wirde dies nicht flr die CCP-AK-negativen Patienten
zutreffen. Aus diesem Grund sollte der CCP-AK-Status in zukunftige Analysen mit-
einbezogen werden. Als methodischer Nachteil der eigenen Untersuchungen ist dar-
auf hinzuweisen, dass es teilweise zu stark limitierten Gruppengro3en kam. Diese

Unausgewogenheit kdnnte im Rahmen gréRerer Studienkollektive verringert werden.

Bei Betrachtung des Therapieverlaufs Uber den Zeitraum von zwolf Monaten zeigte
sich, dass ETN-Patienten mit dem selteneren Genotyp CC des SNP FCGR3A zu hé-
heren Krankheitsaktivitat neigen; denn sie wiesen gegenuber den Genotypen AA und
AC signifikant hohere DAS28-Werte zu Therapiebeginn, nach drei und nach sechs
Monaten auf. Auch andere Studien stellten eine positive Assoziation des SNP
FCGR3A CC-Genotyps mit der Entwicklung von Rheumaknoten [109], radiologi-
schen Veranderungen [110] sowie der Krankheitsaktivitat bei mannlichen Patienten
[110] fest; diese Merkmale stellen Indikatoren fur die Krankheitsschwere dar. In den
eigenen Analysen konnte nach zwdlf Monaten ETN-Therapie zwischen den ver-
schiedenen Genotypen keine relevante Differenz bezuglich der Krankheitsaktivitat
mehr nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Feststellung ist in Erwagung zu ziehen,
dass sich bei Patienten mit dem SNP FCGR3A Genotyp CC erst nach einer langeren
Therapiedauer von mehr als sechs Monaten Erfolge abzeichnen und diese Patienten
somit nach drei Monaten nicht als Responder registriert wirden. Sollte sich diese
Beobachtung in nachfolgenden Studien bestatigen, ware fur diese Patienten die The-

rapieevaluation zu einem spateren Zeitpunkt angebracht.

Bezuglich der Assoziation des Polymorphismus mit dem Auftreten einer RA konnte in
dieser Arbeit kein Zusammenhang gefunden werden. Diese Daten stimmen mit den
Ergebnissen von Micic et al. Uberein [111]. Nieto et al. zeigten als einzige, dass der
SNP FCGR3A AA-Genotyp zu der Entwicklung einer RA disponiert [112]. In der Lite-
ratur wird jedoch eine Assoziation des SNP FCGR3A CC-Genotyps mit der RA be-

schrieben. So auch in der Metaanalyse von Lee et al., in der elf Studien eingeschlos-
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sen wurden [113]. Kastbom et al. bestatigten dies — allerdings nur fir mannliche RA-
Patienten [110]. Auch Robinson et al. konnten fur die mannliche Patientenpopulation
eine starkere Assoziation feststellen [114]. Somit kdnnte bei den eigenen Analysen
ein Signifikanzverlust vorliegen, da hier nur eine geringe Anzahl mannlicher Patien-
ten gegeben war. Thabet et al. konnten nur fur ACPA-positive Patienten einen Zu-
sammenhang des SNP FCGR3A CC-Genotyps mit der RA feststellen [69]. Auch Ro-
binson et al. bestatigten eine starkere Assoziation fur CCP-AK-positive Patienten
[114]. Die eigenen Untersuchungen zeigen zwar eine differierende Genotypenvertei-
lung fur CCP-AK-positive RA-Patienten, jedoch kann kein Trend zur Signifikanz beo-
bachtet werden. Ursachlich kdnnte jedoch auch bei dieser Assoziationsanalyse die
geringe Stichprobengrélle CCP-AK-positiver Patienten sein. Ebenfalls muss wieder
berucksichtigt werden, dass ein unterschiedlicher genetischer Hintergrund der ETN-
Subgruppe - die in die eigenen Analysen fallzahlstark einbezogen wurde — nicht
auszuschlief3en ist. In dieser Hinsicht gestaltet sich der Vergleich der Studien biswei-
len schwierig, da in vielen Publikationen die Patientenpopulation nur unzureichend
charakterisiert ist und teilweise keine Angaben Uber Erkrankungsdauer, Schwere der
RA und medikamentose Therapie gemacht wurden. Der SNP FCGR3A ist hinsicht-
lich der Pathogenese der RA gut untersucht und kann kausal mit der RA in Verbin-
dung gebracht werden. Allgemein spielen die FCy-Rezeptoren eine wichtige Rolle
bei der Verknupfung von humoraler mit zellularer Immunantwort [115]. Man unterteilt
die FCy-Rezeptoren in drei Klassen; der FCyRIII bildet eine Klasse und lasst sich in
die zwei Isoformen FCyRIlla und FCyRIIIb unterteilen. Der in dieser Arbeit unter-
suchte FCyRIlla kodiert fur ein membrandurchspannendes Molekihl und wird vor
allem auf naturlichen Killerzellen (NK-Zellen), Makrophagen, yd-T-Zellen, manchen
Monozyten, dendritischen Zellen und Mastzellen exprimiert. Der FCyRIIl ist durch die
Bindung von IgG-Immunkomplexen an der Elimination dieser mit nachfolgender Sti-
mulierung proinflammatorischer Mediatoren beteiligt [116]. Der SNP FCGR3A, bei
dem die Aminosaure Valin durch Phenylalanin substituiert wird, fuhrt zu einer ver-
mehrten Affinitat des FCy-Rezeptors fur IgG1 und IgG3 [117]. Dies konnte — Uber die
Verstarkung der pro-inflammatorischen Wirkung — die Bedeutung des SNP FCGR3A

in der Pathogenese der RA erklaren.
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Der Single-Nukleotid-Polymorphismus CLSTN2

Der SNP CLSTN2 (rs 1026773) ergab unabhangig vom CCP-AK-Status keine Asso-
ziation mit der Therapieantwort. Es zeigte sich jedoch unter der zwolfmonatigen anti-
TNF-a-Therapie, dass SNP CLSTN2 GG-Trager niedrigere Mittelwerte des SJC — als
Einzelparameter des DAS28 — aufwiesen. Somit ist eine protektive Rolle des SNP
CLSTNZ2 GG-Genotyps hinsichtlich der Gelenkschwellung zu diskutieren. Da sich
dieses Ergebnis schon vor Therapiebeginn beobachten liel3, ist hier nicht von einem
Effekt der anti-TNF-a-Therapie auszugehen. Bisher liegen keine vergleichbaren Ar-
beiten vor, die die Bedeutung dieses SNP auf den individuellen Krankheitsverlauf
untersuchten. Die ETN-Patienten stellen eine selektive Gruppe mit hoher Krankheits-
schwere, langer Krankheitsdauer und DMARD-refraktarer RA dar; aus diesem Grund
durfen die Ergebnisse nicht unkritisch von der Stichprobe auf die Gesamtpopulation
(kaukasische RA-Patienten) Ubertragen werden. Weiterfuhrende Analysen in einem
grolieren, ausgeglicheneren Patientenkollektiv waren sicherlich von Zugewinn. Es ist
wunschenswert, dass das vorliegende Ergebnis — neben einer pradiktiven Aussage-
fahigkeit Uber den Krankheitsverlauf — das Potential birgt, das Wissen um die Patho-
genese der RA zu bereichern. Dies ware in Verbindung mit einer Analyse der biolo-

gischen Funktion des oben erwahnten Genlocus denkbar.

Der Single-Nukleotid-Polymorphismus CLCN1

Anhand der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation des SNP CLCNT (rs
2103193) mit dem Erfolg einer anti-TNF-a-Therapie festgestellt werden. Ebenso er-
gab die Differenzierung der Patienten hinsichtlich des CCP-AK-Status keine signifi-
kant differierende Genotypenverteilung bei Rs und NRs. Die Analysen zeigten keinen

Einfluss des SNP auf den Krankheitsverlauf oder die Entwicklung einer RA.

Der SNP CLCNT1 liegt in einem nicht kodierendem Genabschnitt (Intron) des Chlorid-
kanal 1-Gens. Man nimmt an, dass diesem Abschnitt eine regulative Rolle bei der
Genexpression oder dem alternativen Splicing zukommt. Uber solche Mechanismen
ist eine quantitative Regulation des Genproduktes sowie dessen funktionelle Eigen-

schaften madglich. Chloridkanale kommen nahezu ubiquitar in Eukaryoten vor und
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regeln eine Vielzahl von Funktionen, zu denen beispielsweise auch der transepitheli-
ale Transport oder die Beteiligung an intrazellularen Signaltransduktionskaskaden
gehort. Sie sind fur die komplexen intrazellularen Regulationsmechanismen uner-
lasslich. Ein Zusammenhang mit der rheumatoiden Arthritis ist noch nicht beschrie-

ben worden.

411 Vergleich der Genotypisierungsergebnisse mit dem Referenz-Genom
HapMap und veroffentlichten Studien

Um eine zusatzliche Kontrolle Uber die Richtigkeit der ermittelten Genotypenvertei-
lung zu gewinnen, wurden die Genotypisierungsergebnisse der Kontroligruppe mit
dem Referenz-Genom HapMap verglichen. Dabei handelt es sich um ein internatio-
nales Projekt, in dessen Rahmen eine Vielzahl von SNP des menschlichen Genoms
genotypisiert wurden [118]. Die Daten des HapMap-Projektes sind in der single nuc-
leotide polymorphism database (dbSNP) aufgefuhrt [119]. Es zeigte sich, dass der
seltene PTPN22 AA-Genotyp in der eigenen Kontrollgruppe auffallend stark vertreten

war.

Zusatzlich konnten die Genotypisierungsergebnisse der RA-Patienten fur die SNP
FCGR3A und PTPNZ22 mit den Ergebnissen verdffentlichter Studien verglichen wer-
den. Tabelle 20 zeigt die eigenen Daten im Studienvergleich mit quantitativ starken
und ausgeglichenen Fall-Kontroll-Gruppengrof3en. Die Genotypenverteilung der SNP
CLSTNZ2, CLCN1 und MED?Z29 ist bis zum aktuellen Zeitpunkt bei RA-Patienten noch

nicht beschrieben worden.

Die ermittelte Genotypenverteilung des SNP FCGR3A zeigte Abweichungen gegen-
uber anderen Studien: die eigene RA-Patientenpopulation wies eine starkere Hetero-
zygotie AC und einen geringeren Wildtypanteil AA auf. Die zum Vergleich herange-
zogenen Studien genotypisierten asiatische und nordeuropaische Patienten. Bei den
nordeuropaischen Patienten handelt es sich bekanntlich um Kaukasier; jedoch sind
Differenzen des genetischen Hintergrundes zu den im Rahmen dieser Arbeit unter-
suchten Mitteleuropaern nicht auszuschlie3en. Die unterschiedliche Herkunft der un-

tersuchten Populationen ist mdglicherweise ursachlich flr die Abweichungen der
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Genotypenverteilung. Eine ahnliche Verteilung der Kontrollpopulation stutzt dieses

Argument.

Die Genotypisierungsergebnisse des SNP PTPN22 der eigenen RA-Patienten waren

nahezu deckungsgleich mit den verglichenen Studien. Die eigene Kontrollgruppe

hingegen zeigte neben dem Vergleich mit dem Referenz-Genom HapMap auch im

Studienvergleich einen starkeren Homozygotenanteil AA. Diese Abweichung ist

wahrscheinlich durch die geringe Populationsgrof3e des Kontrollkollektivs bedingt.

Tabelle 20: Darstellung der SNP-Verteilung bei RA-Patienten anhand verof-

fentlichter Studienergebnisse

SNP Studie Genotypen % n Pop.
FCGR3A AA AC CcC

Kastbom_2007 [86] | RA-Patienten 43,0 43,0 14,0 282 C

Canete 2009 [84] RA-Patienten 37,8 42,7 19,5 82 C

Morgan_2003 [109] | RA-Patienten 39,0 46,0 15,0 147 C
Kontrollen 48,0 43,0 9,0 129

Chen_2006 [120] RA-Patienten 41,5 42,9 15,6 212 As
Kontrollen 41,8 45,8 12,4 371

Eigene Daten RA-Patienten 30,9 55,2 13,9 424 C
Kontrollen 32,0 53,4 14,8 103

PTPN22 GG GA AA

Karlson_2008 [121] | RA-Patienten 74,4 22,9 2,7 689 C

Wesoly 2007 [122] | RA-Patienten 72,3 24,5 3,2 661 C
Kontrollen 80,6 19,4 0,0 284

Viken_2007 [123] RA-Patienten 69,3 28,3 2,3 520 C
Kontrollen 78,6 19,9 1,4 557

Pierer_2006 [124] RA-Patienten 62,4 33,0 4.6 390 C
Kontrollen 80,8 18,3 0,9 349

Begovich 2004 [59] | RA-Patienten 73,7 25,1 1,3 475 C
Kontrollen 83,0 16,4 0,6 475

Eigene Daten RA-Patienten 68,2 28,9 29 443 C
Kontrollen 76,7 20,7 2,6 116

Pop. = Herkunft der untersuchten Population; C = kaukasischer Herkunft; As = asiatischer Herkunft;
bei fehlender Angabe der Kontrollgruppe handelt es sich nicht um Fall-Kontroll-Studien
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4.2 Assoziation der klinischen Parameter mit dem Therapieerfolg

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation des Geschlechts mit dem Thera-
pieerfolg festgestellt werden. Andere Studien stimmen mit diesem Ergebnis Uberein
[71;72;74]. Mancarella et al. und Hyrich et al. zeigten jedoch, dass Manner unter ei-
ner anti-TNF-a-Therapie haufiger in Remission (DAS28 < 2,6) gehen [71;73]. Dies
kann damit begrindet werden, dass Manner unabhangig von der anti-TNF-a-

Therapie niedrigere DAS28-Werte gegentber Frauen aufwiesen [72].

Die eigenen Analysen konnten keine Assoziation des Alters mit der Therapieantwort
feststellen. Die Studie von Hyrich et al. bestatigt dies [71], wohingegen Hetland et al.
ein schlechteres Ansprechen auf die anti-TNF-a-Therapie bei alteren Patienten als
signifikant nachwiesen [74]. Ursachlich fur die unterschiedlichen Ergebnisse konnten
die Zeitpunkte der Verlaufsuntersuchung sein: die vorliegende Arbeit und Hyrich et
al. bestimmten den Therapieerfolg nach drei Monaten anti-TNF-a-Therapie; Hetland
et al. hingegen nach sechs Monaten. Weiterhin liegen in den genannten Studien Pa-
tienten mit unterschiedlichem ethnischem Hintergrund und abweichender Begleitme-
dikation vor. Somit ist es moglich, dass die Diskrepanz den verschiedenen Basischa-

rakteristika der Studienkollektive zuzuordnen ist.

Die eigenen Ergebnisse ergaben einen Zusammenhang des DAS28-
Ausgangswertes mit der Therapieantwort. Bei insgesamt hoher Krankheitsaktivitat
der eigenen Studienpopulation (mittlerer DAS28=5,8) zeigten NRs signifikant niedri-
gere Werte des Ausgangs-DAS28 als Rs. Obgleich andere Studien [71;125] diesen
Sachverhalt bestatigen, ist zu diskutieren, ob der Ausgangs-DAS28-Wert als prog-
nostischer Faktor einbezogen werden sollte. Der Grund hierfir wird im Folgenden
naher erlautert: in der vorliegenden Arbeit gelten jene Patienten als Rs, welche eine
Verbesserung des DAS28-Wertes von 21,2 erreichten. Die klinische Praxis zeigt al-
lerdings, dass Patienten mit hoher Ausgangskrankheitsaktivitat (hoher DAS28-Wert)
diese Differenz von 21,2 leichter erreichen als Patienten mit niedrigeren DAS28-
Werten. Dies bedeutet, dass Patienten mit hohen Ausgangs-DAS28-Werten durch
die hier angewandte Methodik beguinstigt sind, als Rs klassifiziert zu werden. Manca-
rella et al. konnten feststellen, dass Patienten mit weniger aggressiver RA unter der

anti-TNF-a-Therapie nach sechs Monaten haufiger in Remission gehen [73]. Fur Pa-
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tienten mit hohen DAS28-Werten wirde dies bedeuten, dass sie trotz guter Erfolge

unter der anti-TNF-a-Therapie weniger haufig von einer Remission profitieren.

4.3 Assoziation der laborchemischen Parameter mit dem Therapieer-
folg

Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass NRs durchschnittlich hohere CCP-AK-
Spiegel zu Therapiebeginn aufwiesen und unter den NRs signifikant mehr Patienten
mit hoch positivem CCP-AK-Status waren als unter den Rs. Die Assoziation eines
schlechten Therapieansprechens mit einem hdheren CCP-AK-Spiegel zu Therapie-
beginn [75-77] und einem CCP-AK-positivem Status [75;77;79] wurde in mehreren
Studien bestatigt. Bezuglich des CCP-AK-Status stellten ausschlie3lich Potter et al.
eine statistische Signifikanz fest [79], wohingegen Braun-Moscovici et al. [77] und
Bobbio-Pallavicini et al. [75] lediglich einen Trend beobachteten. Ursachlich konnte
eine zu geringe Patientenpopulation von Braun-Moscovici et al. (n=30) und Bobbio-
Pallavicini et al. (n=132) sein. Morozzi et al. konnten dagegen keinen Zusammen-
hang des CCP-AK-Status mit der Therapieantwort feststellen [78]. Die Stichproben-
grolle dieser Studie war allerdings ebenfalls sehr klein (n=29) und es wurden aus-
schliel3lich mit ADA behandelte Patienten untersucht. Potter et al. fuhrten die Diffe-
renzierung zwischen den TNF-a-Blockern nur flr IFX und ETN durch, da die Grup-
pengrofRe der ADA behandelten Patienten zu klein war [79]. Andere oben genannte
Studien differenzierten entweder nicht zwischen den TNF-a-Blockern oder untersuch-
ten nur den TNF-a-Blocker IFX, so dass der Vergleich hier schwierig ist. Unterschied-
liche Studienergebnisse in Abhangigkeit des TNF-a-Blockers sind allerdings moglich.
Leider fuhrte keine der Studien eine Beurteilung des Therapieverhaltens bezuglich
sehr hoher CCP-AK-Spiegel durch. Die eigenen Analysen ergaben jedoch, dass be-
sonders hoch positive CCP-AK-Spiegel (>1600 U/ml) mit einer schlechten Therapie-
antwort assoziiert sind. Dies wirft natirlich die Frage auf, ob das Therapieverhalten
proportional schlechter mit der Konzentration der CCP-AK wird oder die CCP-AK
hoch positiven Patienten eine separate Gruppe mit gesonderten Eigenschaften bil-
det. Ungeachtet dessen scheint es sehr wahrscheinlich, dass die RA durch den
CCP-AK-Status in unterschiedliche Entitdten mit verschiedenen Krankheitsmecha-
nismen untergliedert werden kann [126]; dies wurde ebenfalls eine differierende The-

rapieantwort erklaren. Oben erwahnte Studien untersuchten Patienten mit DMARD-
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refraktarer RA, langer Krankheitsdauer und hoher Krankheitsaktivitat. Daher ist es
notwendig, die Ergebnisse in einem geeigneten Patientengut zu reevaluieren, falls es
sich in Zukunft durchsetzen sollte, die anti-TNF-a-Therapie in friheren Krankheits-

stadien einzusetzen.

4.4 Diskussion des pradiktiven Aussagewerts unter der Kombination
signifikanter Merkmale

In der univariaten Analyse wurde festgestellt, dass die Merkmale Ausgangs-DAS28-
Wert, PTPN22 A-Allel, MED29 CC-Genotyp und der hoch positive CCP-AK-Spiegel
mit einem schlechten Ansprechen auf die anti-TNF-a-Therapie assoziiert waren. Dies
warf die Frage auf, ob Patienten in Besitz mehrerer dieser Merkmale ein hdheres
Risiko eines Therapieversagens haben (siehe Kapitel 3.2.4). Diesen Untersuchungen
zufolge zeigten jene Patienten ein erhohtes Risiko nicht auf die ETN-Therapie anzu-
sprechen, die zusatzlich zu einem hoch positiven CCP-AK den MED29 CC-Genotyp
oder — neben dem MED29 CC-Genotyp — das PTPN22 A-Allel besitzen. Als proble-
matisch erwies sich die Tatsache, dass einige dieser Merkmale eher selten vorlagen
und durch die Subgruppenbildung die Stichprobengréfien bisweilen sehr klein waren.
Um die Evidenz der Ergebnisse dieser Arbeit zu prufen, ist es winschenswert, dass
diese als Ansatz fur weiterfUhrende Untersuchungen in einem groReren Studienkol-

lektiv herangezogen werden.

4.5 Diskussion der Ergebnisse im multivariaten Modell

Die Analysen wurden dahingehend vertieft ein mathematisches Berechnungsverfah-
ren zu etablieren, das Uber die Zuordnung von Punktwerten zu den Biomarkern Aus-
sagen Uber die Wahrscheinlichkeit eines Therapieerfolges ableiten Iasst. Dies ware
ein Modell, das im klinischen Alltag den Arzt bei der Therapieentscheidung fur den
einzelnen Patienten unterstltzen kdnnte. Mittels der Diskriminanzanalyse sowie der
logistischen Regression wurde unter Berucksichtigung der Wirkung zwischen den
einbezogenen EinflussgroRen gepruft, welche Merkmale geeignet seien, die Thera-
pieantwort zu erklaren. Diese Untersuchung sollte erganzend zur univariaten Analy-
se, in der die Merkmale isoliert betrachtet werden, weiterfihrende Informationen lie-
fern, und die Gewichtung der praktischen Bedeutung evaluieren. In der logistischen

Regression verlor sich der univariate Hinweis des SNP MEDZ29 und es ergab sich
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durch diesen Parameter kein diskriminatorischer Zusatzgewinn, um die Patienten in
Rs und NRs zu klassifizieren. Sicherlich Iasst sich ein SNP als qualitatives Merkmal
nur bedingt in die Modellvorstellungen der logistischen Regression einordnen. Je-
doch ist anzunehmen, dass der SNP MEDZ29 — wurde anhand der Daten der durch-
gefuhrten logistischen Regression ein Score auf mathematischer Grundlage mit Pra-
xisrelevanz bei der Therapieentscheidung entwickelt — keinen zusatzlichen Informati-
onsgewinn liefere. Aufgrund der vermehrt anfallenden Kosten und des gesteigerten
Arbeitsaufwandes ware es aus wirtschaftlicher Sicht nicht sinnvoll den SNP MED29
einzubeziehen. Die drei verschiedenen Ansatze der Diskriminanzanalyse ergaben
vergleichbare Klassifizierungsergebnisse mit einer guten Prognosegite von 70-80%
(siehe Tabelle 19, Kapitel 3.2.5). Von statistischer Seite sei darauf hingewiesen, dass
das erzielte Ergebnis gegebenenfalls etwas zu optimistisch ausfallt. Denn fur die
Analyse der Klassifikation wurden dieselben Falle verwendet, aus denen bereits die
Klassifikationsfunktion berechnet wurde. Erstrebenswert ist deshalb die Prafung der

Klassifikationsfunktion an einer neuen Teststichprobe.

4.6 Beurteilung des Studiendesigns und der Auswahl des Studien-
kollektivs

Das untersuchte Patientenkollektiv reprasentiert eine grofde Stichprobe von RA-
Patienten kaukasischer Herkunft. Da die Patienten bis auf ein paar Ausnahmen im
selben Zentrum behandelt wurden, kann von einer vergleichsweise einheitlichen Da-
tenerhebung ausgegangen werden. Die Schwankung der absoluten Zahlen ist darauf
zuruckzufuhren, dass es sich um eine retrospektive Datenanalyse mit Patientendaten
aus dem klinischen Alltag handelt, in der nicht alle Zeitpunkte und auch nicht immer
alle Werte erfasst werden konnten. Schwerpunkt der Untersuchungen war die ldenti-
fikation geeigneter Therapieresponsepradiktoren anhand des Patientengutes der 304
ETN-Patienten. Darlber hinaus wurden Analysen mit dem Gesamtkollektiv der 519
RA-Patienten durchgefuhrt, das die mengenmaliig starke Subgruppe der ETN-
Patienten einschlieRt. Die Gesamtstudienpopulation zeichnet sich durch eine starke
Krankheitsaktivitat, eine lange Krankheitsdauer und ein schlechtes Ansprechen auf
DMARD aus. In der Regel misslangen bereits mehr als zwei DMARD-Therapien.
Demnach ist es moglich, dass die eigenen Patienten bestimmte genetische Beson-

derheiten aufweisen, die eine Ubertragung dieser Ergebnisse auf die Gesamtpopula-
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tion aller RA-Patienten storen konnte. Bei der Bewertung der ermittelten Untersu-
chungsergebnisse ist auch zu beachten, dass die Komedikation aul3er Acht gelassen
wurde. Ansonsten wirden durch die Bildung von Untergruppen die Fallzahlen zu
klein. Eine klinische Heterogenitat innerhalb der untersuchten Population konnte
nicht vollstandig aufgehoben werden. Es ergeben sich beispielsweise Differenzen
von bis zu 26 Jahren bei der Erkrankungsdauer, 19,7% der Patienten sind CCP-AK-
negativ, 24,8% der Patienten hatten bei Therapiebeginn einen negativen RF-Spiegel.
Aulerdem unterschied sich die Begleitmedikation der Patienten in Dosis und Art. Es
besteht somit die Moglichkeit, dass die ermittelten Resultate nur fur Patientenunter-
gruppen zutreffen. In einigen Fallen, besonders bei seltenen Merkmalsauspragungen
und der Bildung von Subgruppen, mussten kleine Fallzahlen in die Analysen einbe-
zogen werden. Fur zukunftige Studien ware es daher sinnvoll, das Patientenkollektiv
zu vergrofRern, um auch in solchen Fallen angemessene Stichprobengroflen zu er-

halten.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sind mit Vorsicht auf andere TNF-a-Blocker wie ADA
und IFX zu Ubertragen, da die unterschiedlichen TNF-a-AK abweichende Ergebnisse

hinsichtlich der Therapieantwort beim gleichen Patienten zeigen konnen [127;128].

Der Zeitpunkt der Responseevaluation wurde nach drei Monaten gewahlt. Es ist je-
doch nicht auszuschlieRen, dass sich noch im spéateren Verlauf entscheidende Ande-
rungen im Therapieverhalten ergeben. Um dieser Frage nachzugehen, wurde in der
vorliegenden Arbeit der DAS28 im zeitlichen Verlauf von zwdlf Monaten ermittelt: es
zeigte sich fur den SNP FCGR3A, dass Patienten mit dem Genotyp CC — welcher bei
CCP-AK negativen Patienten mit einer fehlenden Therapieantwort assoziiert ist —
unter der ETN-Therapie nach mehr als sechs Monaten einen Abfall der Krankheits-
aktivitat verzeichnen. Die Beurteilung des Therapieerfolges nach drei Monaten er-
scheint dennoch geeignet, da fur dbrige SNP keine zusatzlichen Ergebnisse im Ver-
lauf von zwolf Monaten festgestellt werden konnten und frihstmoglich bei fehlendem
Ansprechen das Therapeutikum gewechselt werden sollte, um irreversible Destrukti-
onen zu verhindern. Es ist jedoch sinnvoll die Wirkung der Biomarker auch im Lang-

zeitverlauf zu verfolgen, um spezifische Besonderheiten herauszuarbeiten.
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Als problematisch im Vergleich mit anderen publizierten Studien erwies sich die He-
terogenitat der Beurteilung des Therapieansprechens. Zum aktuellen Zeitpunkt wer-
den in wissenschaftlichen Studien mehrere verschiedene Verfahren genutzt. Hier

ware zum besseren Studienvergleich die Etablierung einer einheitlichen Methode
hilfreich.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die TNF-a-Blocker werden seit mehr als zwdlf Jahren erfolgreich in der Behandlung
der RA eingesetzt. Besonders in Kombination mit MTX beeinflussen alle derzeit ein-
gesetzten TNF-a-Blocker die Krankheitsaktivitat, die funktionelle Beeintrachtigung
sowie die Gelenkerosion im positiven Sinne und verbessern somit langfristig die Le-
bensqualitat der Patienten [129]. Jedoch ist die Tatsache, dass bei etwa 25-30% der
Patienten der Therapieerfolg ausbleibt bis heute ein ungeklarter Sachverhalt. Die
Problematik dieses relativ hohen Therapieversageranteils ist mit dem Wissen um die
hohen Therapiekosten dieser Medikation verstandlich. Die Identifikation eines Mar-
kers, der die Therapieantwort vorhersagen kénnte, ware ein Gewinn im Sinne einer
individualisierten Arzneitherapie. Den Patienten, die keinen Nutzen aus der Therapie
ziehen koénnten, blieben somit etwaige unerwiinschte Wirkungen erspart, und in Hin-
blick auf bestehende Therapieoptionen aus der Biologikagruppe konnten sie friher
auf eine effektive Therapie eingestellt werden. In 6konomischer Hinsicht wirden
uberflissige Kosten im Falle einer erfolglosen anti-TNF-a-Therapie vermieden. Zu-
satzlich ware ein solcher Therapieresponsemarker in schwierigen Entscheidungssi-
tuationen des klinischen Alltags angesichts des heterogenen Therapieverlaufes sehr
hilfreich.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in einer retrospektiven Studie ein mit ETN
behandeltes Patientenkollektiv daraufhin untersucht, ob sich klinische, laborchemi-
sche oder genetische Eigenschaften ausmachen lassen, die mit dem therapeuti-
schen Ansprechen auf die ETN-Therapie korrelieren. Daneben sollte durch die Ana-
lyse ausgewahlter Polymorphismen ein Beitrag zum besseren Verstandnis der

Krankheitsdisposition zur RA geleistet werden.

Es wurde ein Gesamtkollektiv von 519 RA-Patienten und 145 Kontrollen hinsichtlich
der Krankheitsdisposition zur RA untersucht. Unter den 519 RA-Patienten befand
sich eine Subgruppe von 304 Patienten, die im Zeitraum von 1999 bis 2008 mit ETN
behandelt und deren klinischer Verlauf unter dieser Therapie bis zu zwdlf Monate
dokumentiert wurde. Anhand dieser Studienpopulation sollten Biomarker identifiziert

werden, die zur Vorhersage des Ansprechens auf die ETN-Therapie geeignet seien.
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Die univariaten Analysen erbrachten folgende relevante Ergebnisse: Trager des
MEDZ29 Genotyps CC haben ein 1,5-fach (95% Kl: 1,02-2,3) erhdhtes RR nicht auf
die ETN-Therapie anzusprechen. Patienten mit dem SNP PTPN22 A-Allel zeigen ein
1,6-fach (95% KI: 1,1-2,5) hoheres RR fur fehlenden therapeutischen Erfolg gegen-
uber Patienten mit dem Genotyp GG. Des Weiteren wurde festgestellt, dass Patien-
ten mit einem hoheren CCP-AK-Spiegel zu Therapiebeginn und besonders beim Vor-
liegen eines hoch positiven CCP-AK-Spiegels schlechter auf die ETN-Therapie an-
sprechen. Zudem zeigen niedrigere Ausgangs-DAS28-Werte eine Korrelation mit
dem Therapieversagen. Trager hoch positiver CCP-AK-Spiegel und des MED29 CC-
Genotyps haben ein 2,4-fach (95% KI: 1,01-5,0) erhdhtes RR eines Therapie-
versagens gegenuber Patienten mit negativen CCP-AK und dem MED29 T-Allel. Pa-
tienten, die gleichzeitig Trager des MED29 CC-Genotyps und des PTPN22 A-Allels
sind, haben ein 2,5-faches (95% KIl: 1,4-4,2) RR des fehlenden Ansprechen auf die
Therapie gegenuber Patienten, die das MED29 T-Allel und den PTPN22 GG-
Genotyp tragen. Eine Subgruppenanalyse hinsichtlich des CCP-AK-Status positiv
und negativ der ETN-Patienten konnte fur den SNP PTPN22 und den SNP FCGR3A
zusatzliche Erkenntnisse liefern: das Vorkommen des SNP FCGR3A AA-Genotyps
bei CCP-AK-negativen Patienten fihrt zu einem 6,5-fachem (95% KI: 1,6-26,9) und
des SNP PTPN22 A-Allels bei CCP-AK-positiven Patienten zu einem 2,0-fachem
(95% KI: 1,3-3,3) erhdhtem RR fur mangelnde Therapieantwort. Einen deutlichen
Trend zur Signifikanz fur ein schlechteres Therapieansprechen zeigten CCP-AK-
positive MED29 CC-Trager. Es konnte aul’erdem festgestellt werden, dass ETN-
Patienten mit dem SNP MED29 CC und CT und dem SNP FCGR3A CC zur héheren
Krankheitsaktivitat neigen und sich der SNP CLSTNZ2 GG-Genotyp protektiv hinsicht-

lich der Gelenkschwellung auswirkt.

Diese Arbeit tragt dazu bei, potentielle Therapieresponsepradiktoren zu identifizieren.
Deutlich macht sie auch, dass es sinnvoll ist, auf der Suche nach Markern des The-
rapieerfolges die Patienten in Subgruppen hinsichtlich des CCP-AK-Status zu unter-
teilen. Im Rahmen der Studie konnten dartber hinaus genetische Merkmale festge-
stellt werden, die mit dem Krankheitsverlauf der RA assoziiert sind. Vor diesem Hin-
tergrund ware es wunschenswert, wenn erbrachte Resultate fur weiterfUhrende Ana-
lysen neue Ansatze lieferten, die zum besseren Verstandnis der Wirkungsweise der
TNF-a-Blocker und der Pathogenese der RA beitrigen.
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Die praktische Verwendung der ermittelten Ergebnisse im klinischen Alltag ist im
Rahmen einer individualisierten Arzneitherapie vorstellbar. Denkbar ist die Entwick-
lung eines mathematischen Berechnungsverfahrens, das alle bekannten Marker in
geeigneter Gewichtung einbezieht und Ruckschlisse Uber das Therapieverhalten
zulasst. Da neben ETN auch andere TNF-a-Blocker klinische Verwendung finden, ist
es sinnvoll die pradiktive Aussagefahigkeit der gefundenen Marker auch fir diese zu
untersuchen. Unweigerlich mussen die ermittelten Responsepradiktoren in weiteren
Studien geprift und deren Effektivitat und Effizienz im klinischen Alltag abgesichert
werden. Entsprechend den vielfaltigen biologischen Mechanismen der TNF-o-
Blocker und der komplexen genetischen Regulationsmechanismen, ist es durchaus
mdglich, dass sich noch eine Vielzahl von Markern findet, die ebenfalls oder sogar

besser als Pradiktoren der Therapieantwort geeignet waren.
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Anhang

Anhang 1 : Assoziationsanalysen der SNP mit der Krankheitsaktivitat im zeitlichen Verlauf von 12 Monaten im ETN-
Patientenkollektiv, Mittelwertsvergleich durch einfaktorielle Varianzanalyse ANOVA, erganzende Angaben zu
Abb. 8, Abb. 9, Abb. 10

MED29 CLSTN2 CLCN1 FCGR3A PTPN22
Merkmal n MW+SD n (MW+SD) n (MW+SD) n (MW+SD) n (MW+SD)
cc 122 5,7+1,3 1T 71 5,7+1,1 CcC 90 5,8+1,2 AA 83 5,7+1,2 GG 176 5,8+1,2
DAS28 10 CT 119 5,9+1,2 TG 128 5,8+1,3 CT 125 5,8+1,3 AC 146 5,7+1,3 GA 84 5,7+1,2
1T 30 5,4+1,0 GG 60 5,8+1,2 TT 42 5,7+1,4 cc 32 6,4+1,2 AA 6 6,4+1,1
Gesamt | 271 5,8+1,2 Gesamt | 259 5,8+1,3 Gesamt | 257 5,8+1,3 Gesamt 261 5,8+1,2 Gesamt | 266 5,8+1,2
cc 123 | 45,8+29,2 1T 71 | 42,8+28,2 CcC 91 | 46,4+27,2 AA 84 | 40,6+27,3 GG 176 | 43,7+284
BSG 10 CT 122 | 45,2+30,0 TG 129 | 45,8+28,8 CT 128 | 43,5+27,6 AC 148 | 45,2+28,9 GA 88 | 46,8+28,5
1T 30 | 38,1214 GG 63 | 45,7279 TT 42 | 45,1+#33,5 cc 33 | 51,3+28,2 AA 6 38,3+29,5
Gesamt | 275 | 44,7+28,8 Gesamt | 263 | 45,0+28,3 | Gesamt | 261 | 44,7+28,4 Gesamt 265 | 44,5+28,4 Gesamt | 270 | 44,6+28,4
cc 123 | 64,0+22,2 1T 71 | 62,3+21,4 CcC 92 | 63,9+23,6 AA 83 | 62,8+21,8 GG 177 | 63,4+21,9
VAS 10 CT 122 | 65,8+20,4 TG 129 | 65,6+21,5 CT 127 | 66,0+19,7 AC 149 | 62,8+20,1 GA 87 | 65,8+19,6
1T 30 | 60,4+20,6 GG 63 | 63,4+21,1 TT 42 | 60,5+21,3 cc 33 | 74,7217 AA 6 71,2422,7
Gesamt | 275 | 64,4+21,2 Gesamt | 263 | 64,24214 | Gesamt | 261 | 64,4+21,4 Gesamt 265 | 64,3+21,1 Gesamt | 270 | 64,3+21,2
TJC_10 CC | 122 | 9,266 T 71 | 9567 cc 91 | 92470 AA 84 | 9,167 GG | 177 | 10,1¢7,1
CT 121 | 10,647,2 TG 128 9,647,1 CT 126 9,846,8 AC 147 9,446,9 GA 85 8,1+6,4
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TT 30 7,316,7 GG 62 9,917,2 TT 42 9,6+7,9 CC 32 12,2+7,6 AA 6 14,317,0
Gesamt | 273 | 9,646,9 Gesamt | 261 9,6£7,0 | Gesamt | 259 | 9,6+7,0 Gesamt | 263 | 9,6+7,0 Gesamt | 268 | 9,6+7,0
cc | 123 | 92165 T 21 | 100867 | oo | 92 | 86261 AA g4 | 9566 oG | 177 | 96465
s o T | 103 | 94166 16 | 129 | 9.3:6.4 oT | 128 | 94167 AC | 149 | 8762 A | 88 | 7.9459
T | 30 | 7357 GG 64 | 8063 T | 4» | 95468 oo 33 | 10,5475 AA 6 | 13395
Gesamt | 276 | 9,164 Gesamt | 264 | 9265 | Gesamt | 262 | 9165 Gesamt | 266 | 9265 | Gesamt | 271 | 9.1#6.5
cC 113 4,0£1,4 TT 65 3,9+1,3 cc 86 3,9+1,3 AA 75 3,8+1,3 GG 170 3,8+1,3
DAS28_3m CT 117 3,8+1,3 TG 122 3,8+1,4 CT 121 3,91£1,3 AC 146 3,7£1,3 GA 78 4,0x1,3
TT 28 3,1+1,0 GG 60 3,741,2 TT 38 3,61£1,3 cC 28 4,5+1,3 AA 5 4,6+1,0
Gesamt | 258 | 3,813 Gesamt | 247 | 3813 | Gesamt | 245 | 3.8%13 Gesamt | 249 | 38%13 | Gesamt | 253 | 3.8%13
cc | 117 | 339264 | 11 67 | 3058245 | oo | s | 2644196 |  aa g | 292¢254 | oG | 171 | 28.1423,6
556 3 or | 117 | 2812236 | 16 | 124 | 200:237 | o1 | 423 | 3042235 |  ac | 146 | 286241 | ga | 1 | 32.8:269
7 | 20 | 2054176 | g | 61 | 2942236 | 11 | 39 | 333277 | ¢ 30 | 3564261 | ap 6 | 337:218
Gesamt | 263 | 2984247 | Gesamt | 252 | 29.5423,8 | Gesamt | 250 | 294%23.0 | Gesamt | 254 | 2964248 | Gesamt | 258 | 29,7%24,6
cC 116 | 40,3216 TT 67 40,8+22,4 cc g7 | 41,6£21,8 AA 77 | 40,7+20,8 GG 171 | 40,7217
VAS 3m CT 117 | 42,0231 TG 122 | 40,0214 CT 122 | 41,7£21,9 AC 146 | 38,6£21,5 GA 79 | 40,1219
TT 28 34,3+£18,2 GG 61 39,54+22,3 TT 39 34,0£21,4 cC 29 50,0£24,0 AA 6 34,3121,4
Gesamt | 261 | 4044220 | Gesamt | 250 | 40.1221.8 | Gesamt | 248 | 404218 | Gesamt | 252 | 406218 | Gesamt | 256 | 40.4£21.7
cc | 113 | 36249 T | 65 | 3976 cc | 8e | 3650 AA 25 | 3342 oG | 170 | 31248
e am cT | 117 | 3646, 16 | 122 | 3344 oT | 121 | 3561 AC | 145 | 3.:2t59 GA | 78 | 3.9:66
T | 28 | 21246 oG | 60 | 29:44 T | 38 | 22:37 ce 08 | 46456 AA 5 | 48437
Gesamt | 258 | 3454 Gesamt | 247 | 34%54 | Gesamt | 245 | 3354 Gesamt | 249 | 34%54 | Gesamt | 253 | 3:4%54
cC 113 4,1+4,6 TT 65 4,4+4.6 cc 86 3,714,8 AA 75 4,1+5,1 GG 170 3,5+4,4
SJC 3m CT 117 3,74 .4 TG 122 4,0+4,9 CT 121 3,914,3 AC 146 3,414,0 GA 78 3,944 4
TT 28 22427 GG 60 2,6+2,9 TT 38 2,84+3,8 CC 28 4,1+4,6 AA 5 6,614,5
Gesamt | 258 3,74 .4 Gesamt | 247 3,74 .4 Gesamt | 245 3,74 .4 Gesamt 249 3,74 .4 Gesamt | 253 3,74 .4
DAS28_6m cC | 70 | 36%1,3 T 39 | 3,8%14 cc 59 | 3,6%1,3 AA 46 | 3,714 GG [ 111 | 36%15
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CT 82 3,914 TG 89 3,6+1,3 CT 83 3,714 AC 101 3,4+1,3 GA 55 3,7¢1,2

1T 20 2,8+1,1 GG 37 3,413 TT 24 3,6+1,1 CC 20 4,4+1,4 AA 2 3,940,3

Gesamt | 172 3,7+1,4 Gesamt | 165 3,6+1,3 Gesamt | 166 3,6+1,3 Gesamt 167 3,6+1,4 Gesamt | 168 3,6+1,4

CcC 73 | 31,3+26,2 TT 41 | 32,8425,7 CcC 62 | 29,3+25,8 AA 50 | 31,8+25,6 GG 116 | 29,9+274
BSG 6m CT 83 | 31,5+26,0 TG 91 | 27,3+23,1 CT 83 | 29,5+23,2 AC 102 | 27,1+24,7 GA 56 | 29,2+20,5
1T 22 | 18,8+15,6 GG 39 | 29,6+24,3 TT 27 | 30,5+22,5 CC 20 | 37,4+26,4 AA 2 48,5+0,7
Gesamt | 178 | 29,8+25,3 Gesamt | 171 | 29,2424, 0 | Gesamt | 172 | 29,6+24,0 Gesamt 172 | 29,7425,3 | Gesamt | 174 | 29,9+25,3
CcC 74 | 41,9+21,5 TT 41 | 43,2422,2 CcC 61 | 451+24,4 AA 48 | 47,2424,2 GG 116 | 44,3+22,7
VAS 6m CT 84 | 47,9+234 TG 91 | 43,3+22,9 CT 86 | 42,8+21,2 AC 105 | 40,5+20,9 GA 57 | 44,0+21,3
1T 21 | 36,8+18,0 GG 38 | 46,7225 TT 25 | 47,2+20,4 CC 20 | 53,2+19,3 AA 2 30,0+0,0

Gesamt | 179 | 44,2+22,3 Gesamt | 170 | 44,04226 | Gesamt | 172 | 44,3222 Gesamt 173 | 43,9422,0 | Gesamt | 175 | 44,0+22 1

CcC 71 2,4+3,9 TT 40 3,6+11,2 CcC 59 2,4+3,3 AA 46 2,4+3,2 GG 113 3,0+7,3

TJC 6m CT 84 3,481 TG 89 2,126 CT 85 3,048,1 AC 104 2,617,5 GA 56 2,0+2,9
1T 20 0,9+1,4 GG 37 2,2+3,7 TT 24 1,9+2,6 CC 20 3,843,4 AA 2 1,5+2,1

Gesamt | 175 2,7+6,2 Gesamt | 166 2,5+6,0 Gesamt | 168 2,6+6,1 Gesamt 170 2,7+6,2 Gesamt | 171 2,7+6,2

CcC 71 2,5+3,9 TT 40 3,3+4,2 CcC 59 2,4+3,6 AA 46 2,1+3,2 GG 113 2,7+4,2

SJC 6m CT 84 2,7+3,8 TG 89 2,4+3,6 CT 85 2,6+3,9 AC 104 2,4+3,7 GA 56 2,2+2,7
1T 20 1,8+3,1 GG 37 1,6+2,8 TT 24 1,8+1,8 CC 20 3,745,0 AA 2 2,0+2,8

Gesamt | 175 2,5+3.8 Gesamt | 166 2,5+3,6 Gesamt | 168 2,4+3.6 Gesamt 170 2,5+3,7 Gesamt | 171 2,5+3,7

CcC 98 3,7+1,3 TT 56 4,0+1,5 CcC 70 3,56+1,5 AA 65 3,714 GG 145 3,6+1,5

DAS28_12m CT 101 3,6+1,6 TG 101 3,56+1,3 CT 104 3,6+1,4 AC 119 3,414 GA 66 3,56+1,3
1T 21 3,1£1,.3 GG 52 3,314 TT 32 3,61,5 CC 27 3,9+1,6 AA 5 4,3+0,4

Gesamt | 220 3,6+1,4 Gesamt | 209 3,6+1,4 Gesamt | 206 3,6+1,4 Gesamt 211 3,6+1,4 Gesamt | 216 3,6+1,4
CcC 98 | 30,6+28,5 TT 55 | 30,9+25,6 CcC 70 | 27,6426,2 AA 67 | 29,3+28,1 GG 145 | 28,4+26,9
BSG 12m CT 101 | 26,8+22,6 TG 102 | 26,7+24,2 CT 105 | 26,5+20,6 AC 118 | 27,8+24,9 GA 67 | 27,8+23,6
1T 22 | 24,6+24,1 GG 53 | 28,2+25,6 TT 32 | 32,3+28,7 CC 27 | 28,6+25,0 AA 5 32,8+15,7
Gesamt | 221 | 28,2+25,5 Gesamt | 210 | 28,24249 | Gesamt | 207 | 27,8+23,9 Gesamt 212 | 28,4+25,8 | Gesamt | 217 | 28,3+25,7
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CcC 98 | 39,6+21,5 1T 55 | 41,3+23,8 CcC 70 | 44,2424 4 AA 66 | 43,1+23,7 GG 146 | 41,3+23,3

VAS 12m CT 100 | 42,2+25,0 TG 102 | 42,3+22,3 CT 105 | 41,5+23,2 AC 119 | 38,8+22,2 GA 66 | 40,8+22,7
1T 23 | 39,8+21,9 GG 53 | 38,3+25,5 TT 32 | 34,0+20,8 cc 27 | 45,6+24,7 AA 5 30,0+18,7

Gesamt | 221 | 40,8+23,1 Gesamt | 210 | 41,023,5 | Gesamt | 207 | 41,2+23,4 Gesamt 212 | 41,0£23,0 Gesamt | 217 | 40,9+23,0

CcC 98 2,9+3,9 1T 55 3,044,8 CcC 70 2,243,7 AA 66 3,143,9 GG 145 2,3+4,0

TJC 12m CT 101 2,444 1 TG 101 2,3+3,4 CT 105 2,5+3,9 AC 119 2,0+3,7 GA 67 2,6+3,8
1T 22 1,1£2,8 GG 54 2,2+3,3 TT 32 2,9+4,7 cc 27 3,614,9 AA 5 5,4+2,1

Gesamt | 221 2,5+3,9 Gesamt | 210 2,4+3,8 Gesamt | 207 2,540 Gesamt 212 2,540 Gesamt | 217 2,5+3,9

cC 98 2,2+3,1 1T 55 3,753 CcC 70 2,644,3 AA 67 2,843,7 GG 146 2,644,1

SJC 12m CT 101 2,745 TG 102 2,4+3,3 CT 106 2,3+3,7 AC 119 2,1+3,6 GA 67 2,0+2,9
1T 23 2,2+3,5 GG 54 1,642,7 TT 32 2,613,6 cc 27 3,0+4,3 AA 5 1,8+4,0

Gesamt | 222 2,4+3.8 Gesamt | 211 2,5+3,9 Gesamt | 208 2,5+3,9 Gesamt 213 2,4+3.8 Gesamt | 218 2,4+3.8
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Anhang 2: RR, 95% KI und statistische Signifikanz (p-Wert) fur das Therapieversagen der untersuchten SNP in Abhangig-

keit des CCP-AK-Status, erganzende Angaben zu Abb. 7

nN(Ff/f) n'?f/‘o | 5 o RR fiir NRs (95%KI)
MED29 (CC vs CT+TT) Alle RA-Patienten 71 (27,5) 187 (72,5) 258 0,032 1,5 (1,02-2,3)
rs 10414216 CCPnegativ 10 (23,3) 33 (76,7) 43 0,761 0,8 (0,3-2,6)
CCPpositiv 49 (29,7) 116 (70,3) 165 0,091 1,5 (0,9-2,4)
CLSTN2 (GG vs GT+TT) Alle RA-Patienten 66 (26,6) 182 (73,4) 248 0,408 0,8 (0,5-1,4)
rs 1026773 CCPnegativ 10 (24,4) 31 (75,6) 41 0,113 2,4 (0,9-6,6)
CCPpositiv 43 (27,2) 115(72,8) 158 0,327 0,7 (0,4-1,4)
CLCNT (GG vs GA+AA) Alle RA-Patienten 64 (26,1) 181(73,9) 245 0,199 1,1(0,7-1,7)
rs 2103193 CCPnegativ 10 (24,4) 31 (75,6) 41 0,775 0,9 (0,3-2,6)
CCPpositiv 45 (28,1) 115(71,9) 160 0,236 0,7 (0,4-1,3)
FCGR3A (AAvs AC+CC)  Alle RA-PAtienten 67 (26,9) 182 (73,1) 249 0,535 1,2 (0,8-1,8)
rs 396991 CCPnegativ 10 (23,8) 32 (76,2) 42 0,002 6,5 (1,6-26,9)
CCPpositiv 46 (28,8) 114 (71,3) 160 0,158 0,6 (0,3-1,3)
PTPN22 (GA+AAvs GG)  Alle RA-Patienten 69 (27,3) 184 (72,7) 253 0,015 1,6 (1,1-2,5)
rs 2476601 CCPnegativ 10 (23,8) 32 (76,2) 42 0,391 0,6 (0,1-2,5)
CCPpositiv 47 (29,0) 115(71,0) 162 0,005 2,0 (1,3-3,3)
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Anhang 3: Ubersicht iiber die verwendeten Materialen

Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller (Bestellnummer)

Sitz der Niederlassung

Agarose

Sigma-Aldrich Co. (A - 9539)

Taufkirchen, Deutschland

Ethanol entwéassert

Hauseigene Herstellung

Magdeburg, Deutschland

Aqua bidest., DNase frei, Rnase frei

Sigma-Aldrich Co. (W - 4502)

Taufkirchen, Deutschland

Enzyme

Bezeichnung

Hersteller (Bestellnummer)

Sitz der Niederlassung

Protease

Qiagen (130172309)

Hilden, Deutschland

Puffer und Losungen

Bezeichnung

Hersteller (Bestellnummer)

Sitz der Niederlassung

Waschpuffer AW/ Qiagen (1014795) Hilden, Deutschland
Waschpuffer AW, Qiagen (1014575) Hilden, Deutschland
Elutionspuffer AE Qiagen (1017780) Hilden, Deutschland
Lysepuffer AL Qiagen (1017784) Hilden, Deutschland

TBE-Puffer 10-fach konzentriert

Sigma-Aldrich Co. (T - 4415)

Taufkirchen, Deutschland
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Kits oder Kitsystheme

Bezeichnung

Hersteller (Bestellnummer)

Sitz der Niederlassung

QIAamp® Blood Midi Kits

Quiagen (130173649)

Hilden, Deutschland

Gerate

Bezeichnung

Herrsteller

Biofuge® Pico

Zentrifuge 5810 R

Schuttler, Vortex VF 2

Prazisionswaage

Thermocycler

UV Spectrophotometer, Ultrospec 3000

Tagman®, ABI PRISM™ 7900HT Sequence Detector System
Wasserbad E 18

Pipettierhilfe

Einkanal Pipetten (research)

Kendro, Osterode, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Dinkelberg- Labortechnik GmbH, Neu-UIm, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Gebrauchswaren

Gebrauchsware

Sterile Pipettenspitzen (Einwegmaterial)

Mikrotiterplatten, 384-Well Clear Optical Reaction Plate (Einwegma-
terial)

Abdeckfolie, Optical Adhesive Film (Einwegmaterial)

Reaktionsgefalle

Hersteller
Molecular Bio Products, Inc., San Diego, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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