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Referat

Die Autoimmunerkrankungen Juvenile idiopathische Arthritis (JIA) und Systemischer Lupus
erythematodes (SLE) werden durch verschiedene, bisher unbekannte Mechanismen ausgeldst. So
konnte eine Dysregulation der Zytokinproduktion durch aktivierte T-Zellen eine Rolle in der
Pathogenese dieser Autoimmunerkrankungen spielen. Ein Zytokin, welches die T-Helferzell 1 und -2-
Immunantworten reguliert und somit am Ungleichgewicht der einzelnen Zytokine beteiligt sein kann,
ist Interleukin-18 (IL-18). Untersuchungen zeigten eine positive Korrelation des IL-18-Serumspiegels
mit der Krankheitsschwere des systemischen Typs der JIA und des SLE. Ebenso konnten
Assoziationen verschiedener IL-18 Single Nucleotid Polymorphismen (SNP) mit den Erkrankungen
Adult Onset Still Disease (AOSD), Rheumatoide Arthritis (RA) und JIA bei japanischen Patienten
nachgewiesen werden.

Gegenstand der vorgelegten Arbeit ist es den mdglichen Zusammenhang zwischen den SNP im
Promotor 1 des IL-18-Gens und der Krankheitsmanifestation der JIA sowie des SLE im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen innerhalb der kaukasischen Bevolkerung zu ermitteln. Die IL-18 SNP -
137, -607 und -656 wurden in 226 JIA Patienten, 17 SLE-Patienten und 202 Kontrollpersonen
bestimmt. Fiir die Genotypisierung wurde die sequenzspezifische Polymerasekettenreaktion (PCR)
und Sequenzierung genutzt.

Die Allelkombination -137CG-607AA-656TT fand sich signifikant hiufiger bei JIA-Patienten
verglichen mit gesunden Kontrollpersonen (11,5% vs 4,5%; p<0,05). Interessanterweise zeigt sich
diese Allelkombination bei Kindern mit erosiven Gelenkverdnderungen seltener (35,7% vs 63,6%,
p=0,07). Die -137C-Allelfrequenz zeigt sich niedriger bei Patienten mit Rheumafaktor (RF) positiver
Polyarthritis im Vergleich zur Kontrollpopulation (14,3% vs 27,5%; p=0,10). Bei Kindern mit einer
Polyarthritis tritt das Allel -137C seltener als bei Kindern mit einer Oligoarthritis auf (p=0,05). Der
SNP -607A-656T findet sich bei der RF positiven Polyarthritis seltener (32,1%; p=0,20) und bei der
erweiterten Oligoarthritis hdufiger (50,9%; p=0,30) im Vergleich zur Kontrollpopulation (41,3%).
Patienten mit diesem Allel erlangten héufiger die vollstindige Remission (p=0,10). Fiir SLE-Patienten
konnte fiir alle untersuchten SNP kein Zusammenhang zur Krankheitsmanifestation hergestellt
werden.

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass IL-18 eine Rolle in der Pathogenese der
Autoimmunerkrankung JIA, aber nicht des SLE spielt. Vor allem aber scheint die Kombination

mehrerer verschiedener Allele die Krankheitsentstehung oder den Verlauf zu beeinflussen.

Krug, Christina: Single Nucleotid Polymorphismen im Promotor 1 des Interleukin-18-Gens und deren
Bedeutung fiir die Autoimmunerkrankungen Juvenile idiopathische Arthritis und Systemischer Lupus

erythematodes. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 69 Seiten , 2008
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Einleitung 1
1 Einleitung

1.1 Juvenile idiopathische Arthritis (JIA)

Die JIA ist mit einer Inzidenz von 10-20/100000 die hiufigste chronische systemische
Autoimmunerkrankung im Kindesalter. Nach der International League of Association for
Rheumatology (ILAR) ist sie definiert als Arthritis unbekannter Atiologie mit einem
Krankheitsbeginn vor dem vollendeten 16. Lebensjahr und einer Mindestdauer von sechs
Wochen (Petty et al., 2004). Die Klassifikation erfolgt nach klinischen und serologischen
Merkmalen in sieben Unterformen, wobei fiir die Einordnung die Anzahl der entziindeten
Gelenke und die extraartikuliren Manifestationen wéhrend der ersten sechs
Erkrankungsmonate entscheidend sind. Das Komplikationsrisiko und die Prognose sind fiir

jeden Subtyp unterschiedlich.

1. Systemische Arthritis (JIA 1)

Diese Form ist gekennzeichnet durch eine Arthritis in einem oder mehreren Gelenken,
begleitet von ein bis zwei Fieberspitzen tiglich iiber zwei Wochen und mindestens einem der
folgenden Manifestationen: makulopapuldses Exanthem, Lymphadenopathie, Hepato-

und/oder Splenomegalie oder Serositis.

2. Seronegative Polyarthritis (JIA 2)
Die seronegative Polyarthritis ist definiert als Arthritis in fiinf oder mehr Gelenken in den

ersten sechs Erkrankungsmonaten ohne Nachweis von Rheumafaktoren (RF).

3. Seropositive Polyarthritis (JIA 3)
Merkmale dieses Subtyps sind eine Arthritis in mindestens fiinf Gelenken und ein positiver
RF. Dieser muss zweimalig im Abstand von zumindest drei Erkrankungsmonaten positiv

getestet werden.
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4. Oligoarthritis (JIA 4a und 4b)
Bei der Oligoarthritis sind in den ersten sechs Erkrankungsmonaten ein bis maximal vier
Gelenke betroffen. Es werden zwei Subtypen unterschieden:
a) Die persistierende Oligoarthritis, die auch nach den ersten sechs Erkrankungsmonaten
durch einen Befall in maximal vier Gelenken gekennzeichnet ist.
b) Die erweiterte Oligoarthritis, die sich nach den ersten sechs Erkrankungsmonaten auf

mindestens funf Gelenke ausbreitet.

5. Enthesitis assoziierte Arthritis (JIA 5)
Sie ist definiert als eine Arthritis und eine Enthesitis oder eine Arthritis oder Enthesitis mit
mindestens zwei der folgenden Manifestationen:
* Schmerzen im Iliosakralgelenk und/oder in der Lumbosakralregion
* HLA-B27 positiv
* Jungen mit Erkrankungsbeginn ab dem vollendeten sechsten Lebensjahr
* Akute (symptomatische) Uveitis anterior mit Schmerzen, Rd&tung und
Lichtscheuheit
* Auftreten einer ankylosierenden Spondylitis, einer Enthesitis assoziierten
Arthritis, einer Sakroiliitis bei entziindlicher Darmerkrankung (Morbus
Crohn, Colitis ulcerosa), eines Morbus Reiter oder einer akuten Uveitis

anterior bei Verwandten ersten Grades

6. Psoriasisarthritis (JIA 6)

Bei diesem Subtyp besteht neben der Arthritis eine Psoriasis oder es besteht eine Arthritis bei
der mindestens zwei der folgenden Merkmale, Daktylitis, Nageltiipfelung und/oder
Onycholysis, psoriasisdhnliche Hautverdnderungen und Auftreten einer Psoriasis bei

Verwandten ersten Grades, manifest sind.

7. Nicht klassifizierte Arthritiden (JIA 7)
In diese Gruppe gehoren Arthritiden, die entweder die Kriterien fiir die Subtypen eins bis

sechs nicht erfiillen, oder mehreren Kategorien zuzuordnen sind.
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% JIA-Subtypen e: & Extraartikuldre Manifestation

10 Systemische Arthritis =4 Fieber, Exanthem, Hepatosplenomegalie,
Perikarditis, Pleuritis, Lymphadenopathie,
Vaskulitis, Minderwuchs, Dystrophie,
Makrophagen-Aktivierungs-Syndrom

20-30 Seronegative Polyarthritis Q@ >>d | Subfebrile Temperaturen, Tenosynovitis, Uveitis,
Vaskulitis

5-10 Seropositive Polyarthritis Q>>>J | Subfebrile Temperaturen, Tenosynovitis, Uveitis,
Rheumaknoten, Vaskulitis

30-40 Persistierende Oligoarthritis Q >>d | Chronische Uveitis

Erweiterte Oligoarthritis Chronische Uveitis

15-20 Arthritis und Enthesitis Q<< @ | Enthesitis, akute Uveitis

5-10 Arthritis und Psoriasis >4 Psoriasis, Uveitis

5 Nicht klassifizierbare Arthritis

Tabelle 1.1: Klassifikation der JIA
Angaben von Héufigkeiten schwanken in verschiedenen Literaturangaben.

Charakterisiert ist die JIA durch eine massive Infiltration der Synovia durch in
Lymphfollikeln organisierten und proliferierenden Lymphozyten, Plasmazellen und
Makrophagen, die durch verschiedene proinflammatorische Zytokine, wie Interleukin-13
(IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-18 (IL-18), Interferon-y (IFNy) und
Tumornekrosefaktor-a (TNFa) bewirkt wird (Kawashima et al., 2001; Maeno et al., 2002).
Gattorno und Mitarbeiter untersuchten bei 44 Patienten aus Synovialfliissigkeit gewonnene
T-Zellklone. Sie ermittelten bei 27 Patienten ein T-Helfer 1 (Thl)-Zell-Phénoyp, bei 17 ein
T-Helfer 0 (ThO)-Zell-Phénotyp, aber bei keiner Person einen T-Helfer 2 (Th2)-Zell-Phénotyp
(Gattorno et al., 1997). Auch andere Arbeitsgruppen zeigten, dass die Thl-Zelle
vorherrschend in der Synovia bei Patienten mit einer JIA und einer Rheumatoiden Arthritis
(RA) ist (Kjeldsen-Kragh et al., 1990; Miltenburg et al., 1992; Dolhain et al., 1996).

Die destruktiven Gelenkverdnderungen bei der JIA werden u. a. durch IFNy ausgeldst. Dieses
aktiviert Makrophagen und fiihrt zur Synthese weiterer Zytokine (IL-1, TNFa), welche
wiederum T-Zellen aktivieren sowie Fibroblasten und Chondrozyten zur Sekretion

gelenkdestruktiver Proteasen, wie Metalloproteinasen anregen (Arend et Dayer, 1990).
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1.2 Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

Der SLE ist eine multisystemische Autoimmunerkrankung unbekannter Atiologie, innerhalb
dessen Verlauf verschiedene Organe und Gewebe durch pathologische Autoantikdérper und
Immunkomplexe zerstdrt werden. Mit einer Inzidenz im Kindesalter von 1/100000 tritt der
juvenile SLE deutlich seltener als die JIA auf. Etwa 15-20% der SLE-Erkrankungen
manifestieren sich in der Kindheit und Jugend. Manifestiert sich der SLE vor dem fiinften
Lebensjahr, ist er mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Brunner et al., 2002). Médchen
erkranken bis zu neunmal héufiger als Jungen (Dubois et Tufanelli, 1964). Zwischen dem 5.
und 10. Lebensjahr sind Jungen und Médchen in etwa gleich haufig betroffen. Erst mit dem
Eintritt in die Pubertdt erkranken Médchen haufiger, was vermutlich auf hormonelle
Verdnderungen zuriickzufiihren ist (Cervera et al.,, 1993; McMurray et May, 2003). Bei
Manifestation vor dem 14. Lebensjahr finden sich hédufiger Nephritiden,
Lymphoadenopathien und Exanthemen (Font et al., 1998). Bei Patienten mit einem spéten
Krankheitsbeginn (iiber dem 50. Lebensjahr) nimmt die Krankheitsschwere ab und die
Geschlechterverteilung gleicht sich wieder etwas an (9: & = 6:1 fiir Patienten mit einer
Erstmanifestation iiber dem 50.Lebensjahr) (Ho et al, 1998; Mok et al., 2005).
Klassifikationskriterien der American College of Rheumatology (ACR) werden héufig auch
zur Diagnosestellung genutzt (Tabelle 1.2) und beschreiben die klinische Vielfalt der
Erkrankung recht eindrucksvoll. Zur sicheren Diagnose sollten sich mindesten vier der elf
Kriterien entweder gleichzeitig oder im Verlauf der Erkrankung manifestieren (Tan et al.,

1982).
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Befund/Organ Manifestation
Haut 1. Schmetterlingserythem
2. Diskoider Lupus
3. Photosensibilitéit
Schleimhaut 4. Orale oder nasale Ulzerationen (meist schmerzlos)
Gelenke 5. Nicht-erosive Arthritis
Serdse Haute 6. Pleuritis, Perikarditis
Niere 7. Nephritis mit Proteinurie>0,5g/d und/oder zelluldren Zylindern
ZNS 8. Krampfanfille, Psychosen
Héamatopoese 9. Coombs-Test-positive himolytische Anédmie,
Leukopenie<4000/mm’, Lymphopenie<1500/mm”,
Thrombozytopenie<100 000/mm’
Autoimmunphinomene 10. Antikdrper gegen native Doppelstrang-DNS und/oder Sm-
Antigen und/oder Phospholipide
Antinukledre Antikorper 11. Antinukledre Antikorper (ANA), meist mit Antigen homogenen

oder peripherem Fluoreszensmuster

Tabelle 1.2: Klassifikationskriterien des SLE (ACR 1982)

Vom schleichenden Verlauf mit Arthralgien sowie verschiedenen Hauterscheinungen iiber
mehrere Jahre bis hin zu hoch akut auftretendem Fieber oder schwerer Nephritis ist das
Krankheitsbild des SLE und damit auch die Prognose sehr variabel. Arthralgien sind das
héufigste Symptom. Beim Auftreten von Arthritiden treten selten erosive oder deformierende
Gelenkverdnderungen auf. Das Leitsymptom an der Haut ist das Schmetterlingserythem,
welches sich teilweise erst nach mehreren Jahren ausbildet. Es ist im Kindesalter initial bei
30-50% der Patienten vorhanden. Eine weitere hdufige Manifestation ist die Lupusnephritis
(chronische Glomerulonephritis), die mit Mikrohdmaturie, Proteinurie sowie arterieller
Hypertonie einhergeht und bis zur Niereninsuffizienz oder zum pldtzlichen Nierenversagen
fihren kann. Auch Symptome des Zentralen Nervensystems (ZNS) wie Kopfschmerz,
Krampfanfille und neuropsychatrische Manifestationen werden im Kindesalter bei circa 20-
40% der Patienten beobachtet. Weitere bevorzugt befallene Organe sind Herz, Lunge und
Atemwege, Augen, endokrine Organe und der Gastrointestinaltrakt. Als krankheitsspezifisch
gilt der Nachweis von Antikorpern gegen native Doppelstrang-Desoxyribonucleinséure (ds-
DNS-AK). Im Verlauf der Erkrankung kdnnen weitere Autoantikdrper, so z.B. Smith-
Antikorper (Sm-AK), hinzukommen.
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Charakterisiert ist der SLE durch eine polyklonale und antigenspezifische Stimulation der T-
und B-Lymphozyten (Amital et Schoenfeld, 1999). Die Ursache ist noch unklar. Aktuelle
Studien zeigen, dass die Dysregulation der Zytokinproduktion durch aktivierte T-Zellen eine
wichtige Rolle in der Pathogenese des SLE spielt (Horwitz et al., 1997). Auch konnte ein
Zusammenhang  zwischen der erhdhten  Serumkonzentration der Interleukine
(IL)-6, -10, -12, -18 sowie TNFa bei SLE-Patienten und der Krankheitsaktivitdt hergestellt
werden (Spronk et al., 1992; al-Janadi et al., 1993; Lee et al., 1998; Park et al., 1998; Tokano
et al.,, 1999; Davas et al., 1999). Dieses Ungleichgewicht zwischen den Thl-Zytokinen,
welche die zellvermittelte Immunantwort induzieren, und den Th2-Zytokinen, welche die
Antikorperproduktion stimulieren, trigt hochstwahrscheinlich zur Krankheitsentstehung des
SLE bei (Mosmann et Coffman, 1989; Horneft, 2006).

1.3 Genetische und disponierende Faktoren

Die Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises JIA und SLE gehoren zu den
multifaktoriell bedingten Erkrankungen, bei denen sich kein Mendelscher Erbgang
nachweisen lisst. Aufgrund der vielfiltigen Unterformen und Auspriagungsgrade scheint das
Zusammenspiel mehrer Gene (Epistasis) von Bedeutung fiir die Krankheitsmanifestation zu
sein. Auch der polygene Vererbungsmechanismus und die variable Kombination
verschiedener disponierender Gene sind am Krankheitsausbruch beteiligt. Die
unterschiedlichen Varianten innerhalb einer Autoimmunerkrankung werden u. a. durch
unvollstindige Penetranz geprdgt. In den letzten Jahren versuchten mehrere Arbeitsgruppen
die Ursachen der JIA und des SLE zu erforschen und damit auch deren
Behandlungsmdglichkeiten zu verbessern. Dabei stehen vor allem verschiedene
Polymorphismen auf den unterschiedlichsten Genen wie Histokompatibilititsantigene (HLA),
Zytokine und Metalloproteinasen im Mittelpunkt vieler Untersuchungen.

Die erste HLA-Assoziation beziiglich der JIA wurde zwischen oligoarthritischen, dlteren
Jungen und HLA-B27 gefunden (Rachelefsky et al., 1974). Weitere Zusammenhénge konnten
zwischen HLA-A2 und oligoarthritischen Madchen aufgedeckt werden (Oen et al., 1982). Die
am weitesten ausgeprigte Assoziation innerhalb der HLA-Klasse II wurde zwischen den
DRB1*08, DQA1*04 und DQB1*04 Allelen und der Rheumafaktor negativen Polyarthritis
sowie der juvenilen ankolysierenden Spondylitis beobachtet (Fernandez-Vina et al., 1990;

Ploski et al., 1993; Ploski et al., 1995; Ploski, 1997; Albert et Scholz, 1998).
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JIA-Subtyp HLA-Klasse II Assoziationen
Allele treten gehiiuft auf | Allele treten vermindert auf | Literatur
systemische DR4 Miller et al., 1985; Date et al.,
Arthritis 1999
seronegative DRS, DQ4, DP3 Ploski et al., 1993; Paul et al.,
Polyarthritis 1995
seropositive DR4 Forre et al., 1983; Clemens et
Polyarthritis al., 1983)
Oligoarthritis | DRS5, DR6, DR8, DQ4, DR4, DR7 Fernandez-Vina et al., 1990;
DQ5, DQ6 Ploski et al., 1993; Haas et al.,
1994

Tabelle 1.3: Assoziationen zwischen JIA und HLA-Klasse 11

Alsaeid und Mitarbeiter untersuchten 64 Kinder mit Polyarthritis oder Oligoarthritis und 64
gesunde Kontrollpersonen hinsichtlich der HLA-DR3 Allele. Bei Kindern mit Oligoarthritis
traten diese vermehrt auf (Alsaeid et al., 2003). Auch konnen spezielle
Krankheitsmanifestationen durch HLA-Gene beeinflusst werden. So findet sich das
DRB1*1101 Allel vor allem bei Augenerkrankung bei an JIA erkrankten Patienten (Forre et
al., 1983; van Kerckhove et al., 1991; Ploski et al., 1993). Weitere immunologische
Untersuchungen ergaben, dass auch HLA unabhédngige Vorginge an der Pathogenese der JIA
beteiligt sind. In einer norwegischen Population konnte der Polymorphismus im Promotor des
IL-1a-Gens mit der frithkindlichen Oligoarthritis, vor allem bei Manifestation einer
Iridozyklitis, assoziiert werden (McDowell et al., 1995). Auf dem CTLA4-Gen wurde der
Single Nucleotid Polymorphismus (SNP) -318 mit der RA und der JIA in Verbindung
gebracht (Miterski et al., 2004). De Benedetti und Mitarbeiter zeigten, dass der SNP an
Position -173 auf dem Gen des macrophage migration inhibitory factor (MIF) mit der JIA im
Zusammenhang steht. Patienten, die ein C-Allel trugen, besalen im Vergleich zu Patienten

mit einem G-Allel einen signifikant erhdhten MIF-Serumspiegel (De Benedetti et al., 2003).

Der erste Zusammenhang zwischen den HLA und dem SLE wurde 1971 durch Grumet und
Mitarbeiter beschrieben. Individuen mit HLA-B8 entwickelten signifikant hiufiger einen SLE
(Grumet et al., 1971). Spéter zeigten sich weitere Assoziation zu den HLA-Klasse II DR2 und
DR3 Molekiilen. Interessanterweise ergab sich zu HLA-B8 ein Kopplungsgleichgewicht
(Gibofsky et al., 1978; Reinertsen et al., 1978; Schur et al., 1982).
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Einfluss auf den SLE hat auch der angeborene Mangel der Komplementfaktoren C1q, C2 und
C4 (Pickering et Walport, 2000). So tritt der homozygote C1q Mangel sehr selten auf, doch
entwickeln tiber 90% der betroffenen Personen einen SLE (Botto et al., 1998; Mitchell et al.,
2002). Der Komplementfaktor Clq ist mitverantwortlich fiir die Beseitigung der
apoptotischen Zellen und spielt somit eine wichtige Rolle fiir die Immuntoleranz. Auch bei
einem Mangel der Komplementfaktoren C2 oder C4 entwickelt sich bei circa 33-75% der
Individuen ein SLE (Pickering et Walport, 2000). Neben den Komplementfaktoren spielen
auch die Fc-Rezeptoren eine Rolle bei der Entstehung des SLE. Sie beeinflussen die
Immunglobulin G (IgG)-Bindungaffinitit und sind wichtig fiir die Beseitigung von
Immunkomplexen. Der Polymorphismus FcyRIIla-158V/F konnte als ein Risikofaktor des
SLE ermittelt werden. FcyRIIla-158F wurde signifikant héufiger bei SLE-Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrollpopulation gefunden werden (p=0,003). Dies weist
daraufhin, dass Makrophagen, die diese Isoform exprimieren, an der fehlerhaften Beseitigung
der Immunkomplexe bei SLE-Patienten mitbeteiligt sind (Koene et al., 1998). Andere
Studiengruppen konnten weitere genetische Faktoren, wie das Mannose-bindende Protein
(Davies et al., 1995), die Poly-ADP-Ribose-Polymerase (Tsao et al., 1999), das IL-10
(Eskdale et al., 1997) oder den TNFa (Tsao et al., 2002) mit dem SLE in Verbindung bringen.

Weiterhin werden auch Geschlecht, Erkrankungsalter, familidire Haufung und auch

Umwelteinfliisse fiir die Entstehung von Autoimmunerkrankungen diskutiert (Tabelle 1.4).
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Disponierende Faktoren

JIA

SLE

Verstirkte Sexualsteroide

In vielen Subtypen sind Méadchen
héiufiger betroffen
(siehe Tabelle 1.1)

Frauen zwischen Menarche und

Menopause bis zu neunmal
hiufiger betroffen als Ménner

(Dubois et Tufanelli, 1964)

Erhohtes Risiko bei  bereits

erkrankten Geschwistern

Fiir die Oligoarthritis
nachgewiesen

(Moroldo et al., 2004)

Konkordanzrate fiir eineiige
Zwillinge 24-57%, fiir zweieiige
2-5% die
Durchschnittsbevolkerung 0,05-1%
(Block et al., 1975; Deapen et al.,

1992)

Zwillinge und fiir

Klinische Merkmale mit familidrer

Haufung

Leukozytose, Tenosynovitis,
positiver Rheumafaktor, Anédmie
und positive ANAs

(Moroldo et al., 2004)

Thrombozytopenie, diskoides

Exanthem, neurologische
Verdnderungen und hémolytische
Andmie

(Tsao et al., 2002)

Ethnische Zugehdrigkeit

Systemischer Typ in Europa bei
10%, in Japan bei 50% anzutreffen
(Fujikawa et Okuni, 1997)

Tritt bei Nicht-Kaukasiern dreimal
so hdufig auf wie bei Kaukasiern

(Font et al., 1998; Hess, 1999)

Tabelle 1.4: Verschiedene disponierende Faktoren

1.4

Bedeutung von Interleukin-18 (IL-18)

Humanes IL-18, urspriinglich beschrieben als Interferon-y- inducing factor (IGIF), ist ein 18

Kilodalton (kD) schweres Glykoprotein, welches vorwiegend von Makrophagen und Kupffer-

schen Zellen gebildet wird. Es wurde erstmals 1989 durch Nakamura und Mitarbeitern

beschrieben (Nakamura et al. 1989) und gehért zur IL-1-Superfamilie. Ahnlich wie IL-1p,

wird IL-18 als eine inaktive Vorstufe synthetisiert. Diese wird durch das IL-1 converting

enzyme (ICE, Caspase 1), eine intrazelluldre Protease, zwischen der Aminosdure Asp35 und

Asn36 gespalten. Dadurch entsteht die biologisch aktive Form (Gu et al., 1997). Auch die

Caspase 3 kann prolL-18 spalten, wobei meist nur inaktive Fragmente entstehen (Akita et al.,

1997). (Abbildung 1.1)
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Caspase-1 Caspase-3

|

ProiL-18 [N | 24 kDa

(inactive)
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IL-18 [ | 18 kDa
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Degraded forms “MWMMMMMMMMW 16 kDa

AT 15 10

Abbildung 1.1: Spaltung von prolL-18 durch Caspase 1 und 3 (Pirhonen, 2001)

IL-18, ein proinflammatorisches Zytokin, ist Bindeglied zwischen der angeborenen und
erworbenen Immunitit. Es verstérkt, zusammen mit IL-12, die Reifung von Thl-Zellen aus
nativen ThO-Zellen und induziert in der Th1-Antwort die Produktion von Interferon-y (INFy)
(Yoshimoto et al., 1998; Tominaga et al., 2000). In Abwesenheit von IL-12 bewirkt IL-18 die
Stimulation von Th2-Zytokinen, z.B. bei allergischen Reaktionen und dem SLE (Nakanishi et
al., 2001; Esfandiari et al., 2001). Es ist somit ein Zytokin, welches abhingig vom
immunologischen Status (Zytokinmilieu) Thl- und Th2-Zellen induzieren kann (Abbildung
1.2).
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Abbildung 1.2: IL-18 und seine Wirkung auf Thl- (blau) und Th2-Zellen (rot) (modifiziert

nach Dinarello, 1999; Nakanishi et al., 2001)
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IL-18, welches mit IL-12 und IL-15 synergistische Funktionen ausiibt, fiihrt zu vermehrter
Zytokinfreisetzung, neben IFNy vor allem von TNFa, Granulozyten-Makrophagen Kolonie
stimulierendem Faktor (GM-CSF) und IL-1B (Gracie et al., 2003; Dinarello et Moldawer,
2002). Weiterhin ist IL-18 an degenerativen Effekten innerhalb des Gelenkknorpels beteiligt:

* Reduzierung der Chondrozytenproliferation,

* Hochregulation der inducible nitric oxide synthase (iNOS)

* Hochregulation der Stromelysin und Cyclooxygenase 2 Expression und

* Verstirkung der Glykosaminoglykan (GAG) Freisetzung.
IL-18 verstdrkt die Neutrophilenaktivierung und die dort stattfindende Zytokinfreisetzung und
Degranulation (Leung et al., 2001). Weiterhin induziert es die synoviale Chemokinsynthese
und Angiogenese, sowie auch die Hochregulation der intrazelluldren Adhdsionsmolekiile 1
(ICAM-1) und der wvascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), welche durch
Endothelzellen und Synovialfibroblasten exprimiert werden (Morel et al. 2002). Neben diesen
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vielféltigen Effekten, die vor allem bei der entziindlichen Arthritis (Abbildung 1.3) eine Rolle
spielen, scheint IL-18 an weiteren Erkrankungen mitbeteiligt zu sein:
*  Autoimmunerkrankungen, wie dem Insulinabhéngigen Diabetes mellitus (Ide et
al., 2004), der RA (Gracie et al.,, 1999) und dem SLE (Wong et al., 2000;
Esfandiari et al., 2001)
*  Entziindlichen Darmerkrankungen, z.B. Morbus Crohn (Monteleone et al., 1999)
*  Systemisch entziindlichen Erkrankungen, wie der Sepsis (Netea et al., 2000) und
dem Asthma bronchiale (Heinzmann et al., 2004).

Degranulation

Adhiasionsmolekiile Zytokinfreisetzung

Angiogenese

Antigen : HLADR Endothelzellen
?
\/

Migration

Neutrophile
Granulozyten
Zytokinsynthese
Reifung
Anti-IL-18 Antikorper
IFNy [

IL-18 Bindungsprotein

Zellkontakt IL-1 8 Hemmung der Sekretion
[ ]

(P2X-7 Antagonisten)
j Hemmung der

Produktion (ICE-

Makrophagen Inhibitoren)
. Chondrozyten

TNFa IL-10 Perforin
IL1B L1 ahhanglge
Zytotoxizitat
TGF1 B MMP
GAG Freisetzung
NO

Abbildung 1.3: Pleiotrope Funktion von IL-18 in der entziindlichen Arthritis (modifiziert
nach Hyodo et al., 1999 und Gracie, 2004)
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1.5  IL-18-Rezeptor (IL-18R)

Der IL-18-Rezeptorkomplex wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert, dazu gehdren B-
und T-Lymphozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, Natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen), Endothelzellen und glatte Muskelzellen (Hyodo et al., 1999; Leung et al., 2001;
Afkarian et al., 2002; Gerdes et al., 2002). Durch IL-12 kann der Rezeptor auf nativen T-
Zellen, Thl- und B-Zellen hochreguliert werden (Yoshimoto et al., 1998; Hoshino et al.,
1999). Im Gegensatz dazu wird er durch IL-4 auf T-Zellen herunterreguliert (Smeltz et al.,
2001). Der IL-18R ist Mitglied der IL-1-Rezeptorfamilie. Er besteht aus einer gebundenen a-
Kette (IL-1R-related protein) und einer nicht gebundenen B-Kette (IL-1R-accessory protein).
Die a-Kette ist ein stabiler Marker fiir reife Th1-Zellen (Xu et al., 1998). IL-18 bindet an die
IL-18Ra-Kette und rekrutiert die B-Kette, welche nicht an den Liganden IL-18 bindet, aber
die Affinitdt des nun heterodimeren Komplexes erhoht (Born et al., 1998). Durch Bindung
von MyD88 an den IL-18R-Komplex wird die IL-1-Rezeptor-Aktivierungskinase (IRAK)
phosphoryliert (Croston et al., 1995). Diese dissoziiert vom Rezeptorkomplex und bindet an
den TNF-Rezeptor-gebundenen Faktor 6 (TRAF-6) (Cao et al., 1996). Dieser phosphoryliert
die Nuklearfaktor-induzierende Kinase (NIK) (Malinin et al., 1997), die dann die
inhibitorischen kB-Kinasen (IKK-1 und IKK-2) phosphoryliert (DiDonato et al., 1997).
Einmal phosphoryliert, zerfdllt IxB rasch und setzt den Nuklearfaktor kB (NF«kB) frei,

welcher im Nukleus zur Transkription bestimmter Genabschnitte fiihrt.
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Abbildung 1.4: Model fiir die IL-18 Signaltransduktion (Dinarello, 1999)

1.6  Polymorphismen im IL-18-Gen

Das Gen fiir humanes IL-18 liegt auf dem Chromosom 11q22.2-22.3 und besitzt sechs Exons
und zwei Promotoren. Aufgrund dieses Aufbaus ist die Genexpression von IL-18 sehr
komplex (Seya et al.,, 2001). Es sind bereits mehrere SNP beschrieben worden. Die
bekanntesten sind -137, -607 sowie -656 im Promotor 1 und -132, -133 sowie -920 im
Promotor 2 und 113, 127 im Exon 1 (Kruse et al., 2003). Ein wichtiger Polymorphismus im
Promotor 1 ist -137 (G/C). Er besitzt eine GATA3 Bindungsstelle. Es wird diskutiert, dass
GATA3 mitverantwortlich fiir die Induzierung des Th2-Phanotypes ist (Kuo et Leiden, 1999;
Ray et Cohn, 1999). So konnte der SNP -137C mit einem atopischen Phéinotyp und einem
erhohten IgE-Serumspiegel assoziiert werden (Kruse et al., 2003). Fiir die zwei SNP -137 und
-607 im Promotor 1 ermittelten verschiedene Forschungsgruppen Zusammenhinge zu den
Erkrankungen Diabetes mellitus Typl (Kretowski et al., 2002), nekrotisierende Enterokolitis
(Heninger et al., 2002) und Sarkoidose (Takada et al., 2002). Diese Promotorregion besitzt

Bindungsstellen fiir das cyclic adenosin-3’,5’-monophosphat (cAMP)- responsive element-
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binding protein (CREB) (Haus-Seuffert et Meisterernst, 2000) und fiir den menschlichen
Histon H4 Gen spezifische Transkriptionsfaktor 1 (H4TF-1) (Giedraitis et al., 2001). An
Position -607 wird durch den Wechsel der Base von Cytosin (C) zu Adenin (A) die CREB-
Bindungsstelle unterbrochen und an Position -137 fiihrt der Basentausch von Guanin (G) zu
Cytosin zu einer verdnderten H4TF-1-Bindungsstelle. Bei der Messung der IL-18-
Genpromotoraktivitidt, wurde fiir -137C und -607A eine erniedrigte Promotoraktivitdt
beobachtet. Fiir die Allele -137G und -607C konnte eine hohere Aktivitit festgestellt werden
(Giedraitis et al., 2001).

1.7 Ziel der Arbeit

IL-18 spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Thl und Th2 Immunantwort und
somit bei der Entstehung verschiedener Autoimmunerkrankungen. Im Mittelpunkt dieser
Arbeit steht IL-18 und dessen Einfluss auf die Pathogenese, Krankheitsmanifestationen und
den Krankheitsverlauf bei Patienten mit JIA und SLE. Mit dieser Kenntnis ergeben sich

moglicherweise neue Therapiemdglichkeiten
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 GQeréte

Gerit

ABI PRISM ™ 310 Genetic Analyzer
Biofuge pico

Collection Tubes 2 ml

DU 640 Spectophotometer

Dye Exe 2,0 QIAmp Spin Column
EBA 12 Zentrifuge

Einweg-Skalpell

Elektrophorese Stromversorgungsgerit
Gefriertruhe Premium

Loftelspatel

Mastercycler personal

PCR-Tube 0,5 ml, 1,5 ml

PCR-Tube FC PP 0,2 ml

Pipetten

Pipettenspitzen

Power Mcintosh G3

Thermomixer 5436

UV-Lampe TFX 20M
UV-Polaroid-Fotogerit MP4+
Vortex-2 Genie

Hersteller

Applied Biosystems
Heraeus instruments
Qiagen

Beckmann

Qiagen

Hettrich Zentrifugen

Swann-Morton

BIO-RAD (Power Pac 200)

Liebherr
Haldenwanger
Eppendorf
Eppendorf
Treff Lab
Eppendorf
Eppendorf
Mcintosh
Eppendorf
Schiitt Labortechnik
KemaEur

Scientific Industries

16
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2.1.2 Chemikalien und Substanzen

Chemikalie

Big-Dye-Mix

Big Dye v.1.1 Cycle Sequenzierungs Kit
dNTP-Mix 10mM, 1 ml

EDTA

Essigsolution

Ethanol 100%

Ethidiumbromid

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus
HPLC-H20

Isopropanol

MgCl2 Solution 25 mM, 1,5 ml
MinElute™ Gel Extraction Kit
Natriumacetat, pH 4,6

Primer (siehe 2.3 und 2.4)

POP 6 without TSR-Buffer

QIAmp® DNA Blood Mini Kit

Sea Kem® LE Agarose

Taq DNA Polymerase 5 Units/pl
Tris-Puffer

6*Loading Dye Solution

10*Genetic Analyzer Buffer with EDTA
10*PCR Buffer 1,5 ml

Hersteller

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Merck

Merck

Merck

Merck

Fermentas

Carl Roth GmbH
Fluka Chemie GmbH
Roche

Qiagen

Applied Biosystems
MWG Biotech AG
Applied Biosystems
Qiagen

Fermentas

Qiagen

Merck

Fermentas

Applied Biosystems
Roche

17
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2.2 Patienten und Kontrollen

Untersucht wurden 226 JIA-Patienten, 17 an im Kindes- und Adoleszenzalter erkrankten
SLE-Patienten und 202 gesunde Kontrollpersonen aus der kaukasischen Bevolkerungsgruppe.
Die 226 JIA-Patienten setzten sich aus 23 Patienten mit systemischer Arthritis, 61 mit
seronegativer, 14 mit seropositiver Polyarthritis, 37 Individuen mit persistierender und 28 mit
erweiterter Oligoarthritis, 36 mit Enthesitis assoziierte Arthritis, 14 mit Psoriasisarthritis und
13 nicht klassifizierbare Arthritispatienten zusammen. Alle JIA-Patienten erfiillten die
Kriterien einer JIA nach der Klassifikation der ILAR (Petty et al., 2004). Die SLE-Patienten
wurden durch die Kriterien eines SLE nach dem ACR klassifiziert (Tan et al., 1982). Bei allen
Patienten und Kontrollpersonen wurden die SNP -137, -607 und -656 im Promotor 1 des IL-
18-Gens bestimmt. Die klinischen Daten wurden retrospektiv, ohne Kenntnis der SNP, aus
den Krankenakten der Patienten erfasst. Fiir die JIA wurden die Patientencharakteristika
Geschlecht, Erkrankungsalter, Rheumafaktoren, HLA-B27-, DR4- und ANA-Status, sowie
die Erkrankung an einer Uveitis, radiologische Verdnderung und das Erlangen der Remission
im Krankheitsverlauf zur Beurteilung herangezogen. Ebenso wurden die Entziindungszeichen
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSR) und C-reaktives Protein (CRP) beriicksichtigt. ANA
wurden ab einem Titer von 1:80 positiv gewertet. Beziigliche der radiologischen
Verdnderungen wurden die Patienten in drei Gruppen unterteilt: Patienten ohne radiologische
Verdnderungen, Patienten mit leichten Verdnderungen (sichtbare Kalksalzverminderung,
Gelenkspaltverschmélerung und Sklerosierung im Rontgenbild) und Patienten mit schwerem
radiologischen Nachweis (Erosionen). Als klinische Remission wurde fiir Patienten definiert,
bei denen iiber sechs Monate keine Morgensteifigkeit, keine schmerzhaften, geschwollenen
oder bewegungseingeschrinkten Gelenke mehr manifest waren. Zu unterscheiden ist die
vollstdndige Remission (VR) von der Remission unter weitergefiihrter Medikamentengabe.
Charakteristisch fiir die VR ist die nicht mehr notwendige Medikamenteneinahme nach
Erlangen der Remission. Fiir die SLE-Patienten wurden die Patientencharakteristika:
Geschlecht, Proteinurie, Vorliegen einer Lupusnephritis, eine Beteiligung der Lunge, des
Herzens, des ZNS, der Haut, der Gelenke sowie der ANA-Status und die Hohe der
Komplementfaktoren C3 und C4 zur Beurteilung herangezogen. Referenzbereiche der
Komplementfaktoren liegen fiir C3 zwischen 0,75 und 1,35 g/l sowie fiir C4 zwischen 0,09
und 0,36 g/l. Eine signifikante Proteinurie bestand ab einer Proteinausscheidung von 150 mg

im 24 Stunden Sammelurin.
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Vor der Blutentnahme wurde die Zustimmung der Patienten und Kontrollpersonen eingeholt.
Bei minderjéhrigen Patienten wurde zusitzlich die Zustimmung der Erziehungsberechtigten
eingeholt. Ein der Ethikkomission der Medizinischen Fakultit der Martin-Luther-Universitét

Halle-Wittenberg positives Votum zu diesen Untersuchungen liegt vor.

2.3 DNS-Isolierung

Den Patienten und Kontrollpersonen wurde vendses Blut entnommen. Die genomische DNS
wurde mittels QITAmp® DNS Blood Mini Kit nach Herstellervorschrift gewonnen. Die DNS-

Losung wurde bei -80°C aufbewahrt.

2.4 Nachweis der SNP im Promotor 1 des IL-18-Gens

2.4.1 DNS-Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR-Methode wurde 1985 von Kary Mullis entwickelt. Er beschrieb seine Entdeckung
1990 in der Zeitschrift Scientific American, fiir die er 1993 den Nobelpreis fiir Chemie
erhielt. Die Methode beruht auf dem Aufbau der Desoxyribonukleinsdure (DNS)-
Doppelhelix. Diese besteht aus zwei zueinander antiparallelen Stringen, die durch die jeweils
komplementidren Basen Adenosin (A) und Thymin (T),sowie Cytosin (C) und Guanin (G),
welche tiber Wasserstoftbriicken nichtkovalent miteinander verbunden sind, gebildet werden.
Die einzelnen Basen eines Stranges sind mit einer Desoxyribose verkniipft. Diese sind
wiederum durch Phosphatgruppen miteinander verbunden (Abbildung 2.1). Zur
Vervielfiltigung der DNS mit Hilfe der PCR werden zum Start Oligonukleotidprimer
benoétigt. Das sind einzelstringige DNS-Molekiile, die meist zwischen 18 und 24 Nucleotide
lang sind. Sie bilden die Ergénzung zu einem bestimmten Abschnitt der DNS-Matrize. Durch
eine  DNS-Polymerase werden diese mittels Hilfe von Desoxynukleosidtriphosphaten
(ANTP s) entlang der einzelstringigen, vorher denaturierten DNS-Matrize verldngert. So
entstehen neue, zur DNS-Matrize komplementére Einzelstringe, die am Ende der PCR zu

Doppelstrangen zusammengesetzt werden.
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Abbildung 2.1: Aufbau der DNS-Doppelhelix (modifiziert nach Williams et al., 1993)

Um eine PCR durchzufiihren wird ein Thermocycler bendtigt. Dieser ermdglicht eine exakt
reproduzierbare Temperaturregelung fiir alle Proben. Zu Beginn der PCR werden die DNS-
Matrizen auf 93-100°C erhitzt, um die DNS-Stringe in Einzelstringe aufzutrennen.
AnschlieBend bilden drei Reaktionsschritte die Grundlage der PCR (Abbildung 2.2):
* Aufspaltung der Doppelhelix in Einzelstringe
(Denaturierungstemperatur, meist zwischen 93-100°C)
* Anlagerung der spezifischen Primer, bestimmt durch die
Bindungs-Temperatur, diese ist 5-10°C niedriger als die

Schmelztemperatur (Tm) des jeweiligen Primers
(Tm = 2°C*Anzahl der A- und T-Basen + 4°C * Anzahl der C- und G-Basen)

* Verldngerung der Primer durch die Taq DNS Polymerase
(spezifische Temperatur von 72°).
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Diese drei Reaktionsschritte bilden einen Zyklus, der normalerweise zwischen 25- und 35-mal
wiederholt wird. Je mehr Zyklen eine PCR beinhaltet, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit
das unerwiinschte nicht-spezifische Nebenprodukte, ohne dass mehr Ziel-DNS entsteht,
gebildet werden. Abgeschlossen wird mit einem zehnminiitigen Reaktionsschritt bei 72 °C,

der der vollstindigen Synthese aller Stridnge durch die Polymerase dient.
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Abbildung 2.2: Der zyklische Temperaturverlauf der PCR (modifiziert nach Newton et
Graham, 1994)

Schritt 1: Denaturierung der doppelstrangigen DNS
Schritt 2: Bindung der Primer an die DNS-Matrize
Schritt 3: Verlangerung der Primer durch eine DNS-Polymerase
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2.4.2 Sequenzspezifische PCR fiir IL-18-137

22

Rickwarts-Primer

spezifischer Vorwirts-Primer

Vorwirts-Kontroll-Primer

5’-AGG AGG GCA AAA TGC ACT GG-3°
5’-CCC CAA CTT TTA CGG AAG AAA AC/G-3°
5’- CCA ATA GGA CTG ATT ATT CCG CA-3°

Tabelle 2.1: Primer fiir die PCR des SNP -137
Konzentration der Primerldsungen betriagt 10 Mikromolar (uM)

Durch den Riickwirts- und den spezifischen Vorwérts-Primer wurde ein 261 bp groes DNS-

Fragment definiert. Der Vorwérts-Kontroll-Primer wurde zur Vervielfiltigung eines 446 bp

grolen DNS-Fragmentes genutzt, welches als Kontrolle der korrekt durchgefiihrten PCR

diente. Je Probe wurden zwei Ansétze mit 10 pl benotigt.

Zusammensetzung:

PCR-Ablauf:

Aqua destillata

buffer

MgCl,

dNTPs

Riickwarts-Primer

spezifischer Vorwirts-Primer C oder G

Vorwirts-Kontroll-Primer

Taq DNS Polymerase
DNS-Proben

95°C 5 min
95°C 1 min
61°C 2 min
72°C 2 min
72°C 10 min

5,77 ul
1,0 pl
0,8 ul
0,25 ul
0,5 ul
0,5 pul
0,13 ul
0,05 ul
1,0 pl

34 Zyklen

Bis zur Entnahme wurde die DNS bei 4°C im Thermocycler aufbewahrt.
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2.4.3 Sequenzspezifische PCR fiir IL-18-607
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Rickwarts-Primer

spezifischer Vorwirts-Primer

Vorwirts-Kontroll-Primer

5’-TAA CCT CAT TCA GGA CTT CC-3’
5-GTT GCA GAA AGT GTA AAA ATT ATT AA/C-3°
5’-CTT TGC TAT CAT TCC AGG AA-3’

Tabelle 2.2: Primer fiir die PCR des SNP -607

Konzentration der Primerlosungen betrdgt 10 pM

Der hier genutzte Riickwirts-Primer und die spezifischen Vorwértsprimer ergaben ein 196 bp

DNS-Fragment. Der Kontroll-Vorwirts-Primer wurde fiir die Amplifizierung eines 301 bp

groflen Fragmentes genutzt. Je Probe wurden zwei Ansétze mit 10 pl benotigt.

Zusammensetzung:

PCR-Ablauf:

Aqua destillta

buffer

MgCl,

dNTPs

Riickwarts-Primer

spezifischer Vorwirts-Primer C oder G

Vorwirts-Kontroll-Primer

Taq DNS Polymerase
DNS-Proben

94°C 5 min
94°C 1 min
62°C 2 min
72°C 2 min
72°C 10 min

5,97 ul
1,0 pl
0,8 ul
0,25 ul
0,4 ul
0,4 ul
0,13 ul
0,05 ul
1,0 pl

32 Zyklen

Bis zur Entnahme wurde die DNS bei 4°C im Thermocycler aufbewahrt.
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2.4.4 Sequenzspezifische PCR fiir IL-18-656
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Rickwarts-Primer

spezifischer Vorwirts-Primer

Vorwirts-Kontroll-Primer

5’-CCT CCT CCC AAG CTC AAT ATG-3’
5’-GCC CTC TTA CCT GAA TTT TGG TAG/T-3’
5’-TAC ACT CTG CTC TTC AAA CGT TAC-3’

Tabelle 2.3: Primer fiir die PCR des SNP -656

Konzentration der Primerldosungen betrdgt 10 pM

Das spezifische DNS-Fragment hatte eine GroBe von 222 bp und das Kontroll-Fragment von

390 bp. Je Probe wurden zwei Ansétze mit 10 ul bendtigt.

Zusammensetzung:

PCR-Ablauf:

Aqua destillata

buffer

MgCl,

dNTPs

Riickwarts-Primer

spezifischer Vorwirts-Primer C oder G

Vorwirts-Kontroll-Primer

Taq DNS Polymerase
DNS-Probe

94°C 5 min
94°C 1 min
66°C 2 min
72°C 2 min
72°C 10 min

6,12 ul
1,0 pl
0,5 ul
0,3 ul
0,4 ul
0,4 ul
0,13 ul
0,05 ul
1,0 pl

32 Zyklen

Bis zur Entnahme wurde die DNS bei 4°C im Thermocycler aufbewahrt.
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2.4.5 Qualitativer Nachweis der SNP

Die amplifizierten DNS-Abschnitte wurden durch eine Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Bei
dieser Methode werden die Amplikons auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und die Banden
mit Ethidiumbromid unter UV-Bestrahlung sichtbar gemacht.
Zusammensetzung des Gels 100 ml TAE-L6sung

2 g Agarose

2 pl Ethidiumbromid
10 pl des PCR-Produktes wurden mit 2 pl der sechsfachen Loading Dye Solution vermischt
und in eine Geltasche pipettiert. Die DNS-Fragmente wurden bei 80 V fiir circa 45 Minuten
aufgetrennt. Zur GroBenbestimmung der DNS-Abschnitte wurden ein Grofenmarker
(GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus) aufgetragen (Abbildung 2.3). Das Ergebnis wurde
durch eine Fotografie dokumentiert (Abbildung 2.4).
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Abbildung 2.3: Angabe iliber Fragment-Groflen der Markerbanden (Herstellerangabe,
Fermentas)
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-656 GT GT GG GT GG GG TI TT

Abbildung 2.4: Fotografie des Gels IL-18-656
Die obere Bande ist das 390 bp gro3e Kontrollfragment, die untere Bande das
222 bp grofle spezifische Fragment. Die beiden dufleren Spuren wurden mit
einem GroBenmarker beladen. Jeweils zwei benachbarte Spuren gehdren zu
einer DNS-Probe. Die jeweils erste Spur ist das spezifische G-Fragment und
die Zweite das T-Fragment. Die beiden leeren Spuren sind Kontrollen, bei
diesen wurde im Ansatz statt der DNS Aqua destillata zugegeben.

2.5  Sequenzierung

Sequenziert wurde fiir alle beobachteten Varianten der SNPs -137 fiir CC, CG und GG, -607
fiir AA, CA und CC und der Stelle -656 fiir GG, GT und TT. Unklare Ergebnisse bei der

spezifischen PCR wurden sequenziert.

2.5.1 Spezifische PCR fiir die Sequenzierung

Fiir alle drei SNP konnte der gleiche Ansatz verwendet werden. Je Probe wurde ein 10 ul

Ansatz benotigt.

SNP -137

Vorwirts-Primer

Rickwarts-Primer

5’- GTG CTG AAG TGT GAC CAG GAA G-3°
5’-GAA GCG ATC TGG AAG GTC TGA G-3°

SNP -607 und -656

Vorwirts-Primer

Rickwirts-Primer

5’-GGT CAG TCT TTG CTA TCA TTC CAG-3’
5’-CTT CCT GGT CAC ACT TCA GCA C-3°

Tabelle 2.4: Primer der SNP
Konzentration der Primerlosungen betrdgt 10pM
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Zusammensetzung: Aqua destillata 6,05 ul
buffer 1,0 pl
MgCl, 0,8 ul
dNTPs 0,25 ul
Riickwarts-Primer 0,4 ul
Vorwirts-Primer 0,4 ul
Taq DNS Polymerase 0,1 pul
DNS-Probe 1,0 pl
PCR-Ablauf: 94°C 5 min
94°C I min
60°C 2 min 32 Zyklen
72°C 2 min
72°C 10 min

Bis zur Entnahme wurde die DNS bei 4°C im Thermocycler aufbewahrt. AnschlieBend wird
das PCR-Produktes durch die Gel-Elektrophorese aufgetrennt (siehe 2.3.5).

2.5.2 Gel-Extraktion

Dieser Arbeitsschritt wurde mit Hilfe des MinElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, D)
nach Herstellervorschrift durchgefiihrt.

2.5.3 Sequenzier-PCR

Die Sequenzier-PCR dient zur Vervielfdltigung einer einzelstringigen DNS-Matrize mit
eingebauten Fluoreszenzfarbstoffen. Fiir jede Probe wurde ein 10 pl Ansatz verwendet.
Dieser setzte sich aus 4,75 pul HLPC-H,O; 4 ul Big-Dye-Mix (=AmpliTaq®, FS Big-Dye
Terminator Premix); 0,5 pl des jeweiligen Vorwirts-Primers (Tabelle 2.4) fiir den SNP -137
oder -607/ -656 und 0,75 pl DNA nach Gel-Extraktion zusammen. Der Big-Dye-Mix besteht
aus dNTPs, ddNTPs, Puffer, MgCl2 und der AmpliTag-Polymerase FS (Fluoreszenz-

Sequenzierung). Dies ist ein hitzestabiles Enzym aus dem Bakterium Thermus aquaticus mit
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einer Doppelmutation. Durch die erste Mutation verliert das Enzym seine 5°-3’ Nuklease-
Aktivitdt, durch die zweite Mutation, die im aktiven Zentrum liegt, verdndert es seine
Akzeptanz gegeniiber Didesoxynukleotiden, die dadurch leichter eingebaut werden. Nach
dem Einbau eines ddNTP wird die Verldngerung der DNS-Kette abgebrochen, da ihr 3°-H
Ende im Gegensatz zu dem 3’-OH Ende der dNTPs keine Phosphodiesterbriicken bilden
kann, welche essentiell fiir die Polymerisation sind (Abbildung 2.5). Die entsprechende Base
wird durch den eingebauten Fluoreszenzfarbstoff markiert, wobei jedes der vier ddNTPs mit
einem anderen Fluoreszenzfarbstoff der Big-Dye Gruppe markiert ist. Fiir alle SNP galten die
gleichen PCR-Konditionen. Die PCR setzte sich aus 30 Zyklen zu je zehn Sekunden bei 96°C
und vier Minuten bei 60°C zusammen. Bis zur Entnahme der Proben wurden diese bei 4°C im

Mastercycler gelagert.

Base

Zucker (2°Desoxyribose)
Base

POy — Zucker {2‘-Desoxyribose)

3*-Ende der
wachsenden Kette

DNS -Polymerase

keine Reaktion:
|:> 3‘.0H ist essentiell fiir
die Polymerisation

2‘,3*.Didesoxyribose

+

nachstes
Nukleotid

Abbildung 2.5: Kettenabbruch durch fehlendes 3°-OH Ende des ddNTP (Alphey, 1998)
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2.5.4 Fillung der Sequenzier-PCR

Die Féllung des PCR-Produktes diente zur Aufreinigung der DNA, z.B. um nicht eingebaute
markierte Nukleotide zu entfernen. Dazu wurde zum PCR-Produkt 1 pl 3M Natriumacetat
und 25 pl 100%iges Ethanol zugegeben. Die Losung wurde gevortext, fiinfzehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und fiinfzehn Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der fliissige Uberstand abpipettiert. Das verbleibenden Pellet wurde mit
25 ul 70%iges Ethanol gelost, dann fiinf Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Die letzten drei Arbeitsschritte wurden einmal wiederholt. Danach
wurde die Losung nochmals fiinf Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert und der restliche
Uberstand abpipettiert. Das Pellet wurde im gedffneten Tube eine Stunde zum Trocknen unter

die Abzugshaube gestellt und anschlieBend in 20 ul HPLC-H20 eluiert.

2.5.5 Sequenzierung

Die DNS-Sequenzierung dient zur Entschliisselung von Nukleotidsequenzen. Die Sequenzier-
PCR und die anschlieBende Sequenzierung werden als ,,Zyklus-Sequenzierung* bezeichnet.
Dazu wurde ein Sequenziergerdt, ABI PRISM 310, bestehend aus einem Argonlaser, einem
optischen Spiegelsystem und der Charged Coupled Device (CCD)-Kamera, benutzt
(Abbildung 2.6).
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Abbildung 2.6: Aufbau des Detektionssystem des ABI PRISM 310
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Wenn ein DNS-Fragment den Detektionsbereich erreicht, sendet es Fluoreszenzlicht aus.
Nachdem es auf dem Hohlspiegel fokussiert ist, wird es prismatisch aufgespalten und trifft
auf den Chip der CCD-Kamera. Dies ermdglicht die gleichzeitige Detektion verschiedener
Farbstoffe. Fiir die Sequenzierung wurden 6 pl des gefillten Sequenzier-PCR-Produktes in 14
ul HPLC-H20 geldst. Laut Bedienungsanleitung wurde das Sequenziergerdt ABI PRISM 310
vorbereitet und gestartet. Die Kontrolle und Auswertung der Daten erfolgte mittels

verschiedener Software-Programme am Power McIntosh G3
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Abbildung 2.7: Sequenzierausdruck fiir eine heterozygote DNS-Probe fiir die SNP -607
(CA) und -656 (GT) auf dem IL 18-Gen

2.6 Statistik

Zur Auswertung wurde SPSS 10 genutzt. Ausgewertet wurde mittels Chi-Quadrat-Test.
Dieser dient dem Vergleich der Prozentzahlen zweier unabhéngiger Gruppen zur Berechnung
der Signifikanz. Fiir die asymmetrischen Patientencharakteristika BSR, CRP und

Erkrankungsalter wurde der Median berechnet.
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3 Ergebnisse

Das vorherrschende Zytokinmilieu und die in der Synovia gefundenen Thl-Helferzellen
deuten auf eine Thl-dominierende Immunantwort in der Pathogenese der JIA hin. Die
Induktion der Thl-Zellen wird vor allem durch die Zytokine IlI-12 und II-18 induziert.
Weiterhin werden dem proinflammatorischen Zytokin I1-18 auch degenerative Effekte am
Gelenkknorpel zugeschrieben (Leung et al. 2001). Es scheint somit stark an der Pathogenese
der JIA beteiligt zu sein. Nobuaki und Mitarbeiter wiesen bei Kindern mit einer Systemischen
Arthritis einen erhdhten I1-18-Serumspiegel gegeniiber den Kontrollpersonen und den anderen
JIA-Subtypen nach. Je hoher dieser war, desto schwerer war der Krankheitsverlauf (Nobuaki

et al., 2002).

3.1  Kontrollpopulation

Die Kontrollpopulation bestand aus 202 gesunden Personen. Insgesamt gehorten 84 (41,6%)
dem minnlichen und 118 (58,4%) dem weiblichen Geschlecht an. Das Geschlecht konnte als
Einflussfaktor (Confounder) auf die SNP -137, -607 und -656 ausgeschlossen werden

(Logistische Regression).

3.2 Patientenpopulation JIA

Die untersuchte Population bestand aus 226 an JIA erkrankten Kindern. 23 konnten dem
systemischen Typ, 61 der seronegativen und 14 der seropositiven Polyarthritis, 37 Patienten
der persistierenden und 28 der erweiterten Oligoarthritis, 36 der Enthesitis assoziierten
Arthritis und 14 der Psoriasisarthritis zugeordnet werden. 13 Kinder wurden in die Gruppe der

nicht klassifizierten Arthritiden eingeordnet.
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Manifestation JIA system. | seroneg. | seropos. | persist. |erweiterte | Enthesitis | Psoriasis-
gesamt Typ Poly- Poly- Oligo- Oligo- | assoziierte | arthritis
arthritis arthritis arthritis arthritis Arthritis
Geschlecht 224 22 61 14 37 28 35 14
M 38,4% 72,7% 26,2% 7,1% 21,6% 35,7% 74,3% 50,0%
86 16 16 1 8 10 26 7
W 61,1% 27,3% 73,8% 92,9% 78,4% 64,3% 257% 50,0%
138 6 45 13 29 18 9 7
ANA 220 21 61 14 37 27 33 14
Positiv 41,4% 23,8% 41,0% 57,1% 64,9% 63,0% 18,2% 21,4%
91 5 25 8 24 17 6 3
Negativ 58,6% 76,2% 59,0% 42,9% 35,1% 37,0% 81,8% 78,6%
129 16 36 6 13 10 27 11
RF 133 6 36 14 32 10 22 10
Positiv 10,5% 100%
14 0 0 14 0 0 0 0
Negativ 89,5% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
9 119 6 36 0 32 10 22 10
DR4 134 9 44 8 24 11 21 9
Positiv 17,2% 11,4% 62,5% 8,3% 18,2% 23,8%
23 0 5 5 2 2 5 0
Negativ 82,8% 100% 88,6% 37,5% 91,7% 81,8% 76,2% 100%
9 111 9 39 3 22 9 16 9
HLA B27 204 17 58 11 33 23 35 14
Positiv 33,3% 5,9% 25,9% 27,3% 15,2% 30,4% 85,7% 28,6%
68 1 15 3 5 7 30 4
Negativ 66,7% 94,1% 74,1% 72,7% 84,8% 69,6% 14,3% 71,4%
136 16 43 8 28 16 5 10
Erkrankungsalter
Median in Jahren 7,6 4,4 6,9 10,1 3,2 2,9 10,9 10,8
Radiologische
Verdnderung 123 5 35 8 32 7 24 9
Keine 61,8% 60,0% 51,4% 90,6% 28,6% 66,7% 66,7%
76 3 18 0 29 2 16 6
Leichte 11,4% 8,6% 9,4% 28,6% 16,7% 22,2%
14 0 3 0 3 2 4 2
Schwere 26,8% 40,0% 40,0% 100% 42,9% 16,7% 11,1%
33 2 14 8 0 3 4 1
Uveitis 226 23 61 14 37 28 36 14
Ja 9,3% 11,5% 10,8% 21,4% 8,3%
21 0 7 0 4 6 3 0
Nein 90,7% 100% 88,5% 100% 89,2% 78,6% 91,7% 100%
205 23 54 14 33 22 33 14
Remission 223 22 60 14 36 28 36 14
Ja 30,0% 27,3% 26,7% 14,3% 58,3% 7,1% 36,1% 42,9%
67 6 16 2 21 2 13 6
Nein 70,0% 72,7% 73,3% 85,7% 41,7% 92,9% 63,9% 57,1%
156 16 44 12 15 26 23 8
VR 223 22 60 14 36 28 36 14
Ja 7,2% 13,6% 25,0% 3,6% 2,8% 14,3%
16 3 0 0 9 1 1 2
Nein 92,8% 76,4% 100% 100% 75,0% 96,4% 97,2% 85,7%
©! 207 19 60 14 17 27 35 12

Tabelle 3.1: Patientencharakteristika; Verteilung in %, Anzahl innerhalb der JIA-Population

und der einzelnen Subtypen
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Insgesamt fanden sich 86 (38,4%) Jungen und 138 (61,6%) Miadchen. Bei 135 Patienten
wurde der RF bestimmt. Dieser war bei 14 (10,5%) positiv. HLA B27 konnte bei 68 von 204
(33,3%) und DR4 bei 23 von 134 (17,2%) Kindern nachgewiesen werden. Hinsichtlich der
ANA wurden 220 der Patienten untersucht. Ein positiver ANA zeigte sich bei 91 (41,4%)
Kindern. Das durchschnittliche Erkrankungsalter lag bei 7,6 Jahren (Median). Es erkrankten
74 der 224 (33,0%) JIA-Patienten vor Beendigung des vierten Lebensjahres. Bei 21 der 226
(9,3%) Kinder konnte eine Uveitis im Krankheitsverlauf nachgewiesen werden. Fiir 123
Patienten lag eine radiologische Auswertung vor. 14 (11,4%) Kinder wiesen leichte und 33
(26,8%) schwere Verdnderungen auf. 67 der 223 (30,0%) Patienten erreichten die Remission.
Bei 16 (7,2%) Kindern konnte eine vollstindige Remission nachgewiesen werden. Die

mittlere BSR betrug 11,5 (Median) und mittlere CRP 6,6 (Median).

3.3 Der SNP II-18-137 innerhalb der JIA-Population

Wir untersuchten 226 JIA-Patienten hinsichtlich des SNP -137 und fanden bei 117 Kindern
(51,8%) den homozygoten Genotyp GG, bei 92 (40,7%) den heterozygoten Genotyp CG und
bei 17 (7,5%) den homozygoten Genotyp CC. Das entspricht einer C-Allelfrequenz von
27,9%. Fiir die 202 gesunden Kontrollpersonen ermittelten wir 109 Individuen (54,0%) mit
dem homozygoten Genotyp GG, 75 (37,1%) mit dem heterozygoten Genotyp CG und 18
(8,9%) mit dem homozygoten Genotyp CC. Das entspricht einer C-Allelfrequenz von 27,5%.

Subtyp (n)/-137 GG (n) CG (n) CC (n) C-Allelfrequenz
JJA1 (23) 56,5% (13) 34,8% (8) 8,7% (2) 26,1%
JIA2 (61) 57,4% (35) 37,7% (23) 4,9% (3) 23,8%
JIA3 (14) 71,4% (10) 28,6% (4) 0 14,3%*
JIA 4a (37) 51,4% (19) 35,1% (13) 13,5% (5) 31,1%
JIA 4b (28) 35,7% (10) 60,7% (17) 3,6% (1) 33,9%
JIA5 (36) 47,2% (17) 41,7% (15) 11,1% (4) 31,9%
JIA6 (14) 64,3% (9) 35,7% (5) 0 17,9%
JIA7 (13) 30,8% (4) 53,9% (7) 15,4% (2) 42,3%
JIA gesamt (226) 51,8% (117) 40,7% (92) 7.5% (17) 27,9%
Kontrolle (202) 54,0% (109) 37,1% (75) 8,9% (18) 27,5%

Tabelle 3.2: -137 Genotypenverteilung in den verschiedenen Patienten- und
Kontrollpopulationen
* C-Allelfrequenz gegeniiber den restlichen JIA-Subtypen und
Kontrollpopulation nicht signifikant erniedrigt p=0,1
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Interessanterweise zeigt sich die -137C-Allelfrequenz der JIA 3 (14,3%) nicht signifikant
geringer gegeniiber den anderen JIA-Subtypen (p=0,1) und der Kontrollpopulation (p=0,1).
Kein Patient mit einer RF positiven Polyarthritis besitzt den homozygoten Genotyp -137CC.
Fiir acht dieser Kinder lagen radiologische Nachweise vor. Bei allen konnten schwere
radiologische Verdnderungen nachgewiesen werden. Nur zwei (14,3%) dieser 14 Patienten
traten in Remission unter weitergefiihrter Medikamenteneinnahme. Beide haben den Genotyp
-137GG. Kein Kind trat in VR, im Vergleich zur gesamten JIA-Population, wo 67 (30,0%)
Patienten die Remission erreichten. Die -137C-Allelfrequenz liegt hier bei 32,1%. So findet
sich innerhalb der JIA-Population eine nicht signifikante Erhohung der -137C-Allelfrequenz
bei den in Remission getretenen Patienten (p=0,16). Insgesamt 16 (23,9%) Kinder erreichten
eine VR. Auffillig ist auch hier die nicht signifikante erhdhte C-Allelfrequenz bei den in VR
getretenen Patienten (p=0,09).

Remission Medikamente GG (n) CG (n) CC (n) C-Allelfrequenz
Nein 54,5% (85) 39,7% (62) 5,8% (9) 25,6%
Ja Ja 51,0% (26) 39,2% (20) 9,8% (5) 29,4%
Ja Nein 37,5% (6) 43,8% (7) 18,8% (3) 40,6%

Tabelle 3.3: -137 Genotypenverteilung innerhalb der verschiedenen Remissionsgruppen

Beim Vergleich von Patienten mit oligoartikuldrer JIA und polyartikuldrer JIA (Typ 2 und 3)
findet sich das -137C-Allel bei Oligoarthritispatienten héufiger (p=0,05). Kinder mit einer
Polyarthritis (JIA 2 und 3) zeigten im Vergleich zu Kindern mit erweiterter Oligoarthritis (JIA
4b) eine nicht signifikante erniedrigte -137C-Allelfrequenz (p=0,08). Interessanterweise
findet sich das -137C-Allel bei ANA negativen Patienten nicht signifikant haufiger (p=0,2).
Hinsichtlich der Patientencharakteristika Geschlecht, RF, HLA-B27, DR4, Uveitis,
radiologische Verdnderungen, Erkrankungsalters und der Entziindungsparameter BSR und

CRP konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

ANA/-137 GG (n) CG (n) CC (n) C-Allelfrequenz
Positiv (€2)) 58,2% (53) 34,1% (31) 7,7% (7) 24,7%
Negativ (129) 47,3% (61) 45,0% (58) 7,8% (10) 30,2%

Tabelle 3.4: -137 Genotypenverteilung bei ANA positiven und negativen Patienten
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3.4  Der SNP IL-18-607-656 innerhalb der JIA-Population

Wir untersuchten 226 JIA-Patienten hinsichtlich des SNP -607-656. Es zeigte sich ein
Kopplungsgleichgewicht zwischen diesen beiden Polymorphismen. So wird das -607C (A)-
Allel gemeinsam mit dem G- (T)-Allel an der Stelle -656 vererbt. Wir ermittelten bei 76
(33,6%) Kindern den homozygoten Genotyp -607CC-656GG, bei 102 (45,1%) den
heterozygoten Genotyp -607CA-656GT und bei 48 (21,2%) den homozygoten Genotyp
-607AA-656TT. Das entspricht einer -607A-656T-Allelfrequenz von 43,8%. Fiir die 202
gesunden Kontrollpersonen ermittelten wir 71 Individuen (35,2%) mit dem Genotyp -607CC
-656GG, 95 (47,0%) mit dem heterozygoten Genotyp -607CA-656GT und 36 (17,8%) mit
dem homozygoten Genotyp -607AA-656TT. Das entspricht einer -607A-656T-Allelfrequenz
von 41,3%.

Subtyp (n)/-607-656 CCGG (n) CAGT (n) AATT (n) A/T-Allelfrequenz
JAT (23) 47,8% (11) 26,1% (6) 26,1% (6) 39,1%
JIA2 (61) 34,5 % (21) 47,5% (29) 18,0% (11) 41,8%
JIA3 (14) 42,9% (6) 50,0% (7) 71% (1) 32,1%*
JIA 4a (37) 35,1% (13) 35,1% (13) 29,7% (11) 47,3%
JIA 4b (28) 25,0% (7) 50,0% (14) 25,0% (7) 50,9%**
JIA5 (36) 33,3% (12) 41,7% (10) 25,0% (9) 45,8%
JIA6 (14) 28,6% (4) 71,4% (10) 0 35,7%
JA7 (13) 15,4% (2) 61,5% (8) 23,1% (3) 53,8%
JIA gesamt (226) 33,6% (76) 45,1% (102) 21,2% (48) 43,8%
Kontrolle (202) 35,2% (71) 47,0% (95) 17,8% (36) 41,3%

Tabelle 3.5: -607-656 Genotypverteilung der verschiedenen Patienten- und
Kontrollpopulationen
*  A/T-Allelfrequenz gegeniiber Kontrollpopulation nicht signifikant erniedrigt
p=0,2
** A/T- Allelfrequenz gegeniiber Kontrollpopulation nicht signifikant erhoht
p=0,2

Beachtenswert ist die -607A-656T-Allelfrequenz der JIA 3 (32,1%). Sie tritt, ebenso wie die
-137C-Allelfrequenz, nicht signifikant geringer gegeniiber der Kontrollgruppe auf (p=0,2).
Nicht signifikant hiufiger konnte das -607A-656T-Allel bei Patienten mit Oligoarthritis (JIA
4) im Vergleich zu Patienten mit Polyarthritis (JIA 2 und 3) beobachtet werden (p=0,16).



Ergebnisse 36

Kinder mit erweiterter Oligoarthritis (JIA 4b) zeigten gegeniiber Kindern mit polyartikulérer
Verlaufsform (JIA 2 und 3) eine nicht signifikant erhohte -607A-656T-Allelfrequenz (p=0,2).
Bei Kindern mit einer JIA 4 und JIA 5 konnte -607A-656T nicht signifikant hdufiger ermittelt
werden als bei Kindern mit einer JIA 2 und 3 (p=0,16). Zwischen dem SNP -607-656 und
dem Erreichen der Remission wurde keine Beziehung ersichtlich. Nur Patienten, die in VR
traten, wiesen gegeniiber den anderen Patienten eine deutlich erhohte -607A-656T-

Allelfrequenz auf (p=0,01).

Remission Medikamente CCGG (n) CAGT (n) AATT (n) A/T-Allelfrequenz
Nein 35,9% (56) 43,6% (68) 20,5% (32) 42,3%

Ja Ja 37,3% (19) 43,1% (22) 19,6% (10) 41,2%

Ja Nein 6,3% (1) 56,3% (9) 37,5% (6) 65,6%*

Tabelle 3.6: -607 -656 Genotypenverteilung innerhalb der verschiedenen Remissionsgruppen
* A/T-Allelfrequenz der Patienten mit VR gegeniiber A/T-Allelfrequenz der
anderen Patienten erhoht (p=0,01)

Hinsichtlich der Patientencharakteristika, Geschlecht, RF, HLA-B27, DR4, ANA, Uveitis,
radiologische Verdnderung, FErkrankungsalter und Entziindungsaktivitit konnte kein

Zusammenhang zu den Polymorphismen -607-656 gefunden werden.

3.5  Patientenpopulation SLE

Der SLE ist eine seltene Erkrankung im Kindesalter. Ausgelost wird er u. a. durch eine
Dysbalance der Thl- und Th2-Zytokine (Mosmann et Coffman 1989; Horneff 2006). IL-18

scheint auch hier eine Rolle innerhalb der Pathogenese zu spielen.

Die untersuchte Population bestand aus 17 im Kindes- und Jugendalter an SLE erkrankten
Patienten. Darunter befanden sich drei (17,6%) Jungen und 14 (82,4%) Médchen. Bei zehn
der 14 Patienten lag eine Proteinurie und bei neun eine Lupusnephritis vor. Eine Beteiligung
der Lunge bestand bei drei, des Herzens bei zwei, des Zentralnervensystems (ZNS) bei flinf
und der Haut bei zehn Patienten. Eine Arthritis entwickelten 13 der Kinder und Jugendlichen.
Bei allen SLE-Patienten konnten positive ANA und ds-DNS-AK nachgewiesen werden.
Aktuell lag bei neun Patienten eine Komplementerniedrigung des Faktors 3 (C3) und bei

sieben Patienten des Faktors 4 (C4) vor.
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3.6 Die SNP -137 und -607-656 innerhalb der SLE-Population

Innerhalb der SLE-Population ermittelten wir bei acht (47,05%) Kindern den homozygoten
Genotyp -137GG, bei acht (47,05%) den heterozygoten Genotyp -137CG und bei einem
(5,9%) Patienten den homozygoten Genotyp -137CC. Das entspricht einer -137C-
Allelfrequenz von 29,4%. Drei (17,65%) Kinder wiesen den homozygoten Genotyp -607CC
-656GG, elf (64,7%) den heterozygoten Genotyp -607CA-656GT und drei (17,65%) den
homozygoten Genotyp -607AA-656TT auf. Das entspricht einer -607A-656T-Allelfrequenz
von 50,0%.

Population (n)/-137 GG (n) CG (n) CC (n) C-Allelfrequenz
SLE a7 47,05% (8) 47,05% (8) 59% (1) 29,4%
JIA (226) 51,8% (117) 40,7% (92) 7,5% (17) 27,8%
Kontrollen (202) 54,0% (109) 37,1% (75) 8,9% (18) 27,5%

Tabelle 3.7: -137 Genotypenverteilung innerhalb der verschiedenen
Patienten/Kontrollpopulationen

Population (n)/-607-656 CCGG (n) CAGT (n) AATT (n) A/T-Allelfrequenz
SLE 17) 17,65% (3) 64,7% (11) 17,65% (3) 50,0%
JIA (226) 33,6% (76) 45,1% (102) 21,2% (48) 43,8%
Kontrollen (202) 35,2% (71) 47,0% (95) 17,8% (36) 41,3%

Tabelle 3.8: -607-656 Genotypenverteilung innerhalb der verschiedenen
Patienten/Kontrollpopulationen

Auftillig ist die nicht signifikant erhdhte Anzahl des heterozygoten Genotyps -607CA-656GT
bei den SLE-Patienten im Vergleich zu den Kontrollpersonen (p=0,16) und den JIA-Patienten
(p=0,12). Auch tritt das -607A-656T-Allel nicht signifikant hdufiger innerhalb der SLE-
Gruppe als in der JIA-Gruppe auf (p=0,2). Gegeniiber der Kontrollpopulation ist kein
Zusammenhang ersichtlich. Hinsichtlich der verschiedenen Patientencharakteristika
Proteinurie, Lupusnephritis, Lungen-, Herz-, ZNS-, Haut- und Gelenkbeteiligung, sowie der
Erniedrigung der Komplementfaktoren C3 und C4 konnte weder zum SNP -137 noch zum

SNP -607-656 eine Verbindung hergestellt werden.
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3.7  Allelkombinationen der SNP -137-607-656 innerhalb der JIA- und SLE-Population

Da vor allem das Zusammenspiel mehrerer SNP zu einer bestimmten Erkrankung fiihren

kann, haben wir die Polymorphismen -137-607-656 des Promotor 1 zusammengefasst.

Fir die SNP -137-607-656 konnten in den JIA- und Kontroll-Populationen sechs
verschiedene und innerhalb der SLE-Gruppe fiinf verschiedene Allelkombinationen ermittelt
werden (Tabelle 3.9). Die Kombinationen -137CC-607CA-656GT; -137CC-607CC-656GG
und -137CG-607CC-656GG wurden nicht beobachtet. In der Kontrollgruppe ist die haufigste
Allelkombination -137GG-607CC-656GG (35,1%) und die seltenste -137CG-607AA-656TT
und -137GG-607AA-656TT (4,5%).

Allelkombinationen JIA gesamt (n) SLE (n) Kontrollpersonen (n)
-137-607-656

CCAATT 7,52% (17) 5,88% (1) 8,91% (18)
CGAATT 11,50% (26)* 0 4,46% (9)
CGCAGT 29,20% (66) 47,06% (8)** 32,67% (66)
GGAATT 2,21% (5) 11,76% (2) 4,46% (9)

GGCAGT 15,93% (36) 17,65% (3) 14,35% (29)
GGCCGG 33,63% (76) 17,65% (3) 35,15% (71)
Gesamtanzahl 226 17 202

Tabelle 3.9: Allelkombinationen innerhalb der JIA-, SLE- und Kontrollpopulation
* CGAATT bei JIA-Patienten gegeniiber Kontrollpersonen (p=0,008) und nicht
signifikant gegeniiber SLE-Patienten (p=0,14) erhoht
**CGCAGT bei SLE-Patienten nicht signifikant gegeniiber Kontrollpersonen
(p=0,23) und gegeniiber JIA-Patienten (p=0,12) erhoht
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3.7.1 JIA-Population

Die hédufigste Kombination ist -137GG-607CC-656GG. Sie findet sich bei 76 (33,6%)
Patienten. Die Seltenste ist -137GG-607AA-656TT und konnte bei fiinf (2,2%) Patienten

ermittelt werden.

-137 cC CG CG GG GG GG
-607 AA % AA % CA % AA % CA % cC % | Gesamtzahl
-656 TT TT GT TT GT GG
JIA 1 2 8,7 4 17,4 4 17,4 0 0 2 8,7 11 (47,8 23
JIA 2 3 4.9 6 9,8 17 |27,9 2 3,3 12 (19,7 21 |344 61
JIA3 0 0 1 7,1 3 21,4 0 0 4 28,6 6 42,9 14
JIA 4a 5 13,5 4 10,8 9 24,3 2 5,4 4 10,8 13 |35/1 37
JIA 4b 1 3,6 6 21,4 1 39,3 0 0 3 10,7 7 25,0 28
JIA5 4 11,1 4 11,1 1 30,6 1 2,8 4 11,11 12 |33,3 36
JIAG 0 0 0 0 5 35,7 0 0 5 35,7 4 28,6 14
JIA7 2 15,4 1 7,7 6 46,1 0 0 2 15,4 2 15,4 13
Gesamt | 17 7,5 26 11,5 66 (29,2 5 2,2 36 [159| 76 (33,6 226
Kontrolle| 18 8,9 9 4,5 66 |32,7 9 4,5 29 |14,4| 71 |[351 202

Tabelle 3.10: Allelkombinationen innerhalb der einzelnen JIA-Subtypen

Auftillig ist die hohe Anzahl -137CG-607AA-656TT (11,5%) bei den an JIA erkrankten
Kindern gegeniiber der Kontrollgruppe (4,5%). Diese Allelkombination zeigte sich signifikant
héufiger innerhalb der JIA-Population (p=0,008). Besonders bei der erweiterten Oligoarthritis
(JIA 4b) konnte -137CG-607AA-656TT (21,4%) im Vergleich zur Kontrollgruppe in erhdhter
Anzahl nachgewiesen werden (p=0,001). Im Gegensatz dazu wurde -137CG-607AA-656TT
bei der Psoriasisarthritis (JIA 6) nicht gefunden. Interessanterweise traten radiologische
Verdnderungen statistisch grenzwertig signifikant héufiger bei Kindern mit dieser
Allelkombination auf (p=0,07). Denn sieben der elf (63,6%) -137CG-607AA-656TT-
Patienten, aber nur 40 der 112 (35,7%) Patienten mit den anderen Kombinationen, wiesen
radiologische Verdnderungen auf. Auch konnte bei Patienten mit -137CG-607AA-656TT
nicht signifikant hiufiger ein positiver ANA ermittelt werden (p=0,25). So wurden 13 der 25
(52,0%) -137CG-607AA-656TT-Patienten, aber nur 78 der 195 (40,0%) Kinder mit den
restlichen Kombinationen ANA positiv getestet.

Vergleicht man Patienten, die in VR traten, mit Kindern, die nicht in Remission oder in

Remission unter weiterfiihrender Medikamenteneinnahme traten, konnte die Kombination
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-137CC-607AA-656TT bei Kindern mit VR statistisch grenzwertig signifikant vermehrt
nachgewiesen werden (p=0,08). Die Allelkombination -137GG-607CC-656GG wurde
innerhalb der Patientengruppe VR signifikant vermindert angetroffen (p=0,02).

Betreffs der Patientencharakteristika Geschlecht, positiver RF, DR4, HLA-B27, Uveitis,
Erkrankungsalter, Remission und Entziindungszeichen BSR und CRP konnten keine

Zusammenhdnge ermittelt werden.

3.7.2 SLE-Population

Die héufigste Allelkombination ist -137CG-607CA-656GT und konnte bei acht der 17
(47,06%) Patienten nachgewiesen werden. Diese Kombination trat nicht signifikant hdufiger
bei SLE-Patienten im Vergleich zu den Kontrollpersonen auf (p=0,2). Nicht gefunden wurden
die Kombination -137CG-607AA-656TT. Es konnte keine statistisch signifikante Beziehung
zwischen den verschiedenen Allelkombinationen und dem Auftreten eines SLE hergestellt
werden. Auch hinsichtlich der Patientencharakteristika war keine Assoziation moglich. Ein

moglicher Grund konnte die niedrige Patientenanzahl sein.
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4 Diskussion

In der vorgelegten Arbeit untersuchten wir den Einfluss der SNP -137, -607 und -656 auf dem
Promotor 1 des IL-18-Gens zu Krankheitsmanifestation, -verlauf und Komplikationen bei

Patienten mit JIA und SLE.

4.1 JIA

Bei einigen Untersuchungen wurde ein Zusammenhang zwischen der JIA-
Krankheitsmanifestation und der IL-18-Serumkonzentration (Maeno et al., 2002; Sugiura et
al., 2006) ermittelt. In einer japanischen Population untersuchten Sugiura und Mitarbeiter 33
Patienten mit JIA. 17 wiesen eine systemische JIA, 10 eine Polyarthritis und 6 eine
Oligoarthritis auf. Weiterhin untersuchten sie 28 Patienten mit einem Adult onset Still's
disease (AOSD), 164 Patienten mit einer Rheumatoiden Arthritis, 102 Patienten mit einer
Kollagenose (davon 38 mit SLE) und 173 gesunde Individuen. Sie ermittelten die Frequenz
von 12 SNP und einem 9 Basenpaaren groflen Insert und fassten diese zu drei Haplotypen
zusammen (siche Tabelle 4.1). Ein vierter Haplotyp (-137C-607C-656G) konnte nur in einer
polnischer Population ermittelt werden (Kretowski et al., 2002).

SNP |9%p C/T |A/G T/C C/G T/C G/T C/A G/C T/G C/T T/C |C/G
Ort u u u u u u -656 -607 -137 +113 +127 -920 |-133
H1 a* T G C G C T A G T C T C
H2 - C A T C T G C G T C C C
H3 s T A T C C T A C G T C G

Tabelle 4.1: Die drei Haplotypen H1, H2 und H3 (Sugiura et al. 2006)
u = unbekannt

Interessanterweise konnten Giedraitis und Mitarbeiter fiir die Allelkombination -137C-607A
-656T eine erniedrigte Genexpression nachweisen. Sie vermuten, dass der Polymorphismus
-137 eine potentielle Rolle spielt. Durch den Wechsel der Base -137G zu C wird die H4TF-1-
Bindungsstelle verdndert. So kann der  H4TF-1-Kernfaktor, im Gegensatz zu den
Haplotypgruppen 1 (-137G-607A-656T) und 2 (-137G-607C-656G) nicht mehr an die
Sequenz des Haplotypen 3 (-137C-607A-656T) bindet (Giedraitis et al., 2001). Neben der
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Genotypisierung ermittelten Sugiura und Mitarbeiter bei allen JIA-Patienten den II-18-
Serumspiegel. Interessanterweise zeigt sich der IL-18-Serumwert bei Patienten mit
systemischer Arthritis enorm erhdht im Vergleich zu den anderen Subtypen. Vor allem bei
den vier Patienten mit der Allelkombination -137GG-607AA-656TT (Haplotyp 1) war der IL-
18-Serumwert signifikant gegeniiber den 13 anderen JIA 1-Patienten erhoht (78,7 + 22,8
pg/ml versus 10,1 + 28,2 pg/ml). Fiir die anderen Subtypen konnte kein Zusammenhang
zwischen den verschiedenen Allelkombinationen und der IL-18-Serumkonzentration
festgestellt werden (Sugiura et al., 2006). Auch Giedraitis und Mitarbeiter ermittelten, zwar
fiir Multiple Sklerose (MS)-Patienten, fiir den SNP-137GG einen erhohten IL-18-Serumwert.
Dies weist darauf hin, dass die SNP auf dem IL-18-Promotor dessen Aktivitit beeinflussen.
Der Vorgang ist bisher nicht ndher gekldrt. Er konnte in den verschiedenen Zelltypen
unterschiedlich ausfallen und/oder von der lokalen Zytokinumgebung abhingig sein
(Giedraitis et al., 2001). Erhohte IL-18-Serumspiegel bei JIA-Patienten wies auch die
Arbeitsgruppe um Maeno nach. Sie untersuchten 76 an einer JIA erkrankte und 33 gesunde
Kinder. 29 der Patienten konnten der systemischen Arthritis, 29 der Polyarthritis und 18 der
Oligoarthritis zugeordnet werden. Fiir Patienten mit einer systemischen Arthritis ermittelten
sie einen signifikant erhdhten IL-18-Serumspiegel (45'073 + 53'870 pg/ml) gegeniiber der
Polyarthritis (526 + 554 pg/ml), der Oligoarthritis (208 + 117 pg/ml) und den
Kontrollpersonen (305 £+ 124 pg/ml). Weiterhin erwies sich die IL-18-Serumkonzentration bei
Kindern, die an einer Hepatosplenomegalie oder Serositis erkrankten, signifikant erhdht
gegeniiber Patienten ohne diese Manifestation. Zwei dieser Patienten starben aufgrund eines
ausgepriagten Makrophagenaktivierungssyndroms und einer Verbrauchskoagulopathie.
Hierbei ermittelten Maeno und Mitarbeiter extrem hohe IL-18-Serumspiegel (200'000 pg/ml).
IL-18 scheint nachweislich an der Krankheitsaktivitdt der systemischen Arthritis mitzuwirken
(Maeno et al., 2002). Das Korrelat zum systemischen JIA-Subtyp ist die Adult onset Still’s
disease (AOSD). Im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen ist die IL-18-
Serumkonzentration bei AOSD-Patienten stark erhoht (Kawashima et al., 2001). Chen und
Mitarbeiter untersuchten bei 20 AOSD-, 20 RA-Patienten und 20 Kontrollpersonen die IL-18-
Serumkonzentrationen. Auch sie stellten eine Erhohung der Serumkonzentration bei den
AOSD-Patienten fest und konnten gleichzeitig den IL-18-Serumwert mit der
Krankheitsaktivitdt in Zusammenhang bringen. Je hoéher die IL-18-Konzentration, desto
schwerer duflert sich das Krankheitsbild (Chen et al., 2004). Sugiura und Mitarbeiter
vermuten, dass die Allelkombination -137GG-607AA-656TT ein Marker fiir den

Krankheitsverlauf ist. Patienten mit dieser Kombination tendierten zu einem niedrigeren
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Erkrankungsalter, zu einer stirkeren Medikamententherapie und zu héufigeren
Komplikationen, wie dem Makrophagenaktivierungssyndrom. Bisher unklar ist die
Pathogenese des hohen IL-18-Serumspiegels. Als mdgliche Erkldrung sehen Sugiura und
Mitarbeiter ein infektioses Agens, welches die IL-18-Produktion induziert. Daneben
vermuten sie  weitere  Kandidatengene, wie IL-18 mRNA  Transkriptions-,
Translationsfaktoren, Caspase-1, die die Krankheitsentstehung beeinflussen (Sugiura et al.,
2006).

Andere Arbeitsgruppen untersuchten mogliche Zusammenhédnge zwischen dem Ausbruch
einer JIA und den SNP auf dem IL-18-Gen (Heinzmann et al., 2004, Sugiura et al., 2006).
Unsere Untersuchung weist die grofite JIA-Patientenanzahl hinsichtlich der IL-18-SNP -137,
-607 und -656 in der Literatur auf.

4.1.1 Der SNP IL-18-137 innerhalb der JIA-Population

Auffillig zeigte sich die erhohte C-Allelfrequenz bei oligoartikuldaren Krankheitsverldufen im
Vergleich zu polyartikuldrer Manifestation (p=0,05). Eine nicht signifikante Erhohung
konnten wir fiir Kinder mit erweiterter Oligoarthritis gegeniiber Kindern mit einer bereits zu
Krankheitsbeginn manifesten Polyarthritis nachweisen (p=0,08).

Ein besonderes Augenmerk richteten wir auf den Zusammenhang zur JIA 3. Es ist der einzige
juvenile Subtyp, der mit einem positiven RF einhergeht. Es sind vor allem Midchen jenseits
des zehnten Lebensjahres betroffen. Die RF positive Polyarthritis entspricht klinisch
weitestgehend der RA des Erwachsenenalters. Die -137C-Allelfrequenz erwies sich bei diesen
Patienten gegeniiber den Kindern mit den anderen Subtypen (p=0,1) und den
Kontrollenpersonen (p=0,1) nicht signifikant erniedrigt. Kein Patient besitzt den Genotyp
-137CC. Innerhalb dieser Gruppe erlangten nur zwei der 14 Kinder eine Remission unter
weiterer Medikamenteneinnahme (14,3%). Beide Kinder besitzen den Genotypen -137GG.
Die Remissionsquote fiir die gesamte JIA-Population liegt bei 30,0%. Sie ist also mehr als
zweimal so hoch. Aullerdem zeigt sich fiir die gesamte JIA-Population eine nicht signifikante
Erhohung der -137C-Allelfrequenz fiir die in Remission getretenen Kinder (p=0,16). Fiir
Patienten die eine VR erlangten, lag die -137C-Allelfrequenz noch hoéher (p=0,09). Die
dargestellten Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerung zu. Fiir die RF positive
Polyarthritis ldsst sich eine geringere Remissionsquote im Vergleich zu anderen Subtypen
nachweisen. Die Remission bestand auch nur wunter der Fortfilhrung der

Medikamenteneinnahme beibehalten werden. Kein Kind mit RF positiver Polyarthritis
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erlangte eine VR. Die RF positive Polyarthritis hebt sich somit von den restlichen JIA-
Subtypen und den Kontrollen ab. Welchen Einfluss der SNP -137 auf die Pathogenese der
JIA, insbesondere der RF positiven Polyarthritis hat, ist aber bisher ungeklart.
Moglicherweise wird durch die Anderung der Basenfrequenz die GATA3 Bindungsstelle
verdndert, so dass nachfolgende Transkriptionsvorgéinge unterbrochen werden. Bereits
erforscht ist die Mitbeteiligung vom Transkriptionsfaktor GATA3 an der Polarisierung der
Th2-Zelle (Kuo et Leiden, 1999; Ray et Cohn, 1999). Kruse und Mitarbeiter brachten die
Allelvariante -137C mit allergischen Erkrankungen und einem erhdhten IgE-Serumspiegel in
Verbindung (Kruse et al., 2003).

Eine nicht signifikant hohere C-Allelfrequenz findet sich bei ANA positiven Patienten
(p=0,2). Epidemiologische Daten fiir die kaukasische Bevolkerung zeigen fiir die RF positive
Polyarthritis und die Oligoarthritis eine hohere Anzahl ANA positiver Patienten im Vergleich
zu den restlichen Subtypen. In unserer Population ermittelten wir bei acht der 14 Kindern mit
einer RF positiven Polyarthritis (57,1%) und bei 41 der 64 Patienten mit einer Oligoarthritis
(64,1%) einen positiven ANA. Unsere Ergebnisse spiegeln den kaukasischen Durchschnitt
wieder. Patienten mit Oligoarthritis zeigten am hédufigsten ANA-Positivitit. Gleichzeitig
ermittelten wir fiir diesen Subtyp die hochste C-Allelfrequenz. Im Gegensatz dazu ist die RF
positive Polyarthritis durch die zweithdchste Anzahl ANA positiver Kinder, aber die
niedrigste C-Allelfrequenz  gekennzeichnet. FEine mdgliche Ursache wiére eine
unterschiedliche Pathogenese der RF negativen JIA-Subtypen und der RF positiven
Polyarthritis. Es spricht einiges dafiir, dass die RF positive Polyarthritis eine &hnliche
Atiologie und Pathogenese wie die adulte RA aufweist. Zusammenfassend lisst sich sagen,
dass Patienten mit mindestens einem C-Allel hédufiger an einer Oligoarthritis erkranken,
hiufiger in Remission treten und 6fter ANA positiv sind. In der Literatur wurden bisher zu
dieser Auffilligkeit keine Artikel verdffentlicht. Hinsichtlich der verschiedenen
Patientencharakteristika Geschlecht, RF, HLA-B27, DR4, ANA, Uveitis, radiologische
Verdnderungen, Erkrankungsalter und Entziindungsaktivitdt konnten wir keine Assoziation zu

dem SNP -137 nachweisen.
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4.1.2 Der SNP IL-18-607-656 innerhalb der JIA-Population

Fir die SNP -607 und -656 konnten wir ein Kopplungsgleichgewicht beobachten. Eine
Arbeitsgruppe bestétigte dies (Sugiura et al. 2006). So wird das -607C (A)-Allel gemeinsam
mit dem G- (T)-Allel an der Stelle -656 vererbt. Auch zeigt sich bei Patienten mit einer
Oligoarthritis eine nicht signifikante erhohte -607A-656T-Allelfrequenz gegeniiber Patienten
mit einer Polyarthritis (p=0,16). Auch fiir Kinder mit einer erweiterten Oligoarthritis haben
wir eine nicht signifikante hohere -607A-656T-Allelfrequenz gegeniiber Kindern mit einer
bereits zu Krankheitsbeginn manifesten Polyarthritis (p=0,2) beobachtet. Beachtenswert ist
die nicht signifikante -607A-656T-Allelerniedrigung innerhalb der RF positiven Polyarthritis
im Vergleich zu den anderen JIA-Subtypen (p=0,2) und den Kontrollpersonen (p=0,2). Auch
dies konnte ein Hinweis auf unterschiedliche Pathogenese der RF negativen JIA-Subtypen
und der RF positiven Polyarthritis sein.

Patienten der gesamten JIA-Population, die in VR traten, wiesen gegeniiber den anderen
Kindern eine signifikant erhohte -607A-656T-Allelfrequenz auf (p=0,01). Hinsichtlich der
verschiedenen Patientencharakteristika Geschlecht, RF, HLA-B27, DR4, ANA, Uveitis,
radiologische Verdnderungen, Erkrankungsalter und Entziindungsaktivitit konnten wir keine

Assoziation zu den SNP -607-656 nachweisen.

4.1.3 Allelkombinationen der SNP -137-607-656 innerhalb der JIA-Population

Die haufigste Allelkombination in unserer JIA- und Kontrollpopulation ist -137GG-607CC
-656GG. Es findet sich kein Unterschied zwischen den JIA-Erkrankten und den
Kontrollpersonen. Interessant zeigt sich die Allelkombination -137CG-607AA-656TT. Sie
tritt signifikant hiufiger bei JIA-Patienten auf (p=0,008). Besonders bei der erweiterten
Oligoarthritis findet sich -137CG-607AA-656TT signifikant hdufiger im Vergleich zur
Kontrollpopulation (p=0,001). Bei elf der 26 -137CG-607AA-656TT Patienten lagen
radiologische Befunde vor. Radiologische Verdnderungen waren bei sieben Kindern
nachweisbar. JIA-Patienten mit dieser Allelkombination zeigen mehr radiologische
Verdnderungen im Vergleich zu den anderen Allelkombinationen (p=0,07). Zwei Kinder
konnten der RF negativen, eins der RF positiven Polyarthritis, zwei der Oligoarthritis und
zwei der Enthesitis assoziierten Arthritis zugeordnet werden. Aufgrund der niedrigen Anzahl

der radiologischen Nachweise kann das Ergebnis aber auch zufillig sein.
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Bekannt sind bisher bereits drei verdffentlichte Artikel zur JIA. Heinzmann und Mitarbeiter
untersuchten 321 Kinder mit Asthma, 86 Patienten mit einer ANA positiven JIA und 270
Kontrollpersonen innerhalb einer kaukasischen Population. Sie ermittelten die fiinf SNP -607,
-137, 113, 127 und 133. Fiir den SNP -137 wiesen 25% der JIA-Patienten und 28% der
Kontrollen ein C-Allel auf. Dies entspricht der C-Allelfrequenz in unserer Population. Fiir den
SNP -607 konnten sie bei 36% der an JIA erkrankten Kinder und bei 42% der Kontrollen ein
A-Allel nachweisen. Die A-Allelfrequenz der JIA zeigt sich im Vergleich zu unserer
Population (43,8%) geringer. Als Erkldrung konnte herangezogen werden, dass Heinzmann
und Mitarbeiter nur ANA positive Kinder untersuchten, wiahrend wir alle JIA-Subtypen
beriicksichtigten. Fiir keinen der fiinf SNP konnte in dieser Arbeit eine Assoziation
nachgewiesen werden (Heinzmann et al., 2004).

Den Haplotyp -137G-607A-656T fanden Sugiura und Mitarbeiter signifikant hdufiger bei
JIA-Patienten gegeniiber den Kontrollpersonen (p=0,01). Auch bei der Oligoarthritis wurde
dieser hiufiger als bei der Kontrollpopulation nachgewiesen (p=0,002). Fiir die Polyarthritis
und die systemische Arthritis konnte kein statistischer Unterschied im Vergleich zu den
Kontrollpersonen ermittelt werden. Ebenso wurde die Allelkombination -137GG-607AA
-656TT signifikant hdufiger bei JIA-Patienten (p=0,005) insbesondere bei der Oligoarthritis
(p=0,0006) und bei der Polyarthritis (p=0,05) im Vergleich zu gesunden Individuen gefunden.
Fiir den systemischen Typ konnten Sugiura und Mitarbeiter keinen Zusammenhang aufzeigen
(Sugiura et al., 2006). Keine Erhohung der Allelkombination -137GG-607AA-656TT fand
sich bei RA-Patienten in einer chinesischen (Sivalingam et al., 2003) und bei JIA-Patienten in
einer deutschen Population (Heinzmann et al., 2004). Auch wir konnten keine erhohte
-137GG-607AA-656TT Frequenz nachweisen. Kritisch anzumerken an der Arbeit von
Sugiura und Mitarbeitern ist die geringe Patientenanzahl, die sich hauptsdchlich auf die
systemischen Arthritis (17 der 33 JIA-Patienten) beschrinkt und nicht alle Subtypen
beriicksichtigt. Auch wird ein erhohter IL-18-Serumspiegel bei Kindern mit dem
systemischen Typ beschrieben. Es konnte aber keine Assoziation zwischen der systemischen
Arthritis und den verschiedenen SNP auf dem IL-18-Gen ermittelt werden. Ein
Zusammenhang wurde nur bei der Oligo- und Polyarthritis beobachtet. Hier fand sich aber
keine Erhohung des IL-18-Serumspiegels. Es gibt also weiterhin keine Erkldrung fiir das
Zustandekommen der erhdhten IL-18-Serumkonzentration bei Patienten mit systemischer
Arthritis. Schlussfolgernd lédsst sich vermuten, dass der systemische JIA-Subtyp eine andere

Pathogenese als die restlichen JIA-Subtypen aufweist.
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Interessanterweise fassten Sugiura und Mitarbeiter die SNP in drei Gruppen zusammen (siche
Tabelle 4.1). Sie zeigten in ihrer eigenen Untersuchung den Zusammenhang zwischen der
Gruppe H1 und der Erkrankung JIA oder AOSD auf. So konnte der Haplotyp -137G-607A
-656T auf eine Thl dominierende Immunerkrankung innerhalb einer japanischen Population
hindeuten. Fiir Sarkoidose-Patienten scheint der Haplotyp -137G-607C-656G (Gruppe H2)
innerhalb der japanischen Bevdlkerung spezifisch zu sein (Takada et al., 2002). Sugiura und
Mitarbeiter nutzen auch Daten aus anderen Untersuchungen hinsichtlich Th2 dominierenden
Erkrankungen, wie Ekzemerkrankungen und Asthma bronchiale (Higa et al., 2003; Novak et
al., 2005). Charakteristisch fiir die atopischen Erkrankungen innerhalb einer kaukasischen
(Kruse et al., 2003) und japanischen Population (Higa et al., 2003; Novak et al., 2005) zeigten
sich die Allele -137C+113G+127T-133G. Dies entspricht der Gruppe H3 (Sugiura et al.,
2006). Diese Vermutung sollten durch weitere Untersuchungen hinsichtlich der verschiedenen
Erkrankungen bestétigt werden.

Der Ansatz dieser Untersuchungen, die verschiedenen SNP auf dem IL-18-Gen zu drei
Haplotypen zusammenzufassen, ist sinnvoll, doch bleibt die Ursache des erhdhten IL-18-
Serumspiegels bislang ungeklirt. Die Ergebnisse von Sugiura und Mitarbeitern sind noch
nicht relevant fiir das friihzeitige Erkennen der Autoimmunerkrankungen und eine neue

Behandlungsoption.

42  SLE

Auch beim SLE konnten erhohte IL-18-Serumspiegel beobachtet werden (Wong et al., 2000;
Park et al., 2004; Calvani et al., 2005). Wong und Mitarbeiter ermittelten den IL-18-
Serumwert bei 40 SLE-Patienten und 18 Kontrollpersonen in einer chinesischen Population.
Sie fanden signifikant erhdhte Serumspiegel bei SLE-Patienten (320 pg/ml) im Vergleich zur
Kontrollpopulation (130,1 pg/ml). Weiterhin korrelierte die ansteigende IL-18-
Serumkonzentration signifikant mit dem Krankheitsaktivititsindex fiir SLE-Patienten
SLEDAI (Bombardier et al., 1992; Wong et al., 2000). Bestitigt wurde dies durch eine
koreanische Untersuchung. Park und Mitarbeiter ermittelten bei 35 SLE-Patienten und 35
Kontrollpersonen die IL-18-Serumkonzentration. Auch hier ergaben sich signifikant erhdhte
Serumspiegel bei SLE-Patienten bei Vorliegen eines aktiven Krankheitsschubs. Ebenso
korrelierten erhohte IL-18-Serumwerte mit der Krankheitsschwere, d.h. je hoher der Spiegel,
desto schwerer die Erkrankung (Park et al., 2004). In einer italienischen Population konnten

Calvani und Mitarbeiter bei SLE-Patienten (498,7 + 369 pg/ml) einen signifikant erhohten IL-
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18-Serumspiegel gegeniiber den Kontrollpersonen (213,7 + 142,5 pg/ml) ermitteln.
Interessanterweise  erwies sich die IL-18-Konzentration bei SLE-Patienten mit einer
Lupusnephritis (736,9 + 447,8 pg/ml) stark erhoht im Vergleich zu SLE-Patienten ohne
Nierenbeteiligung (340 £+ 177,6 pg/ml) (Calvani et al., 2005).

In der vorliegenden Untersuchung konnte kein Zusammenhang zwischen der Manifestation
eines SLE und den SNP -137, -607-656 nachgewiesen werden. Einzig auffillig ist die nicht
signifikant erhohte Anzahl des heterozygoten Genotyps -607CA-656GT gegeniiber den
Kontrollpersonen (p=0,16). Auch in der Auswertung der Allelkombinationen schlédgt sich die
hohe Heterozygotenanzahl nieder. So ist die hdufigste Kombination -137CG-607CA-656GT
(47,1%). Im Gegensatz zu JIA-Patienten konnten bei SLE-Patienten die Allelkombination
-137CG-607AA-656TT nicht gefunden werden. Aufgrund der relativ geringen
Patientenanzahl konnen unsere Ergebnisse nicht als endgiiltiger Nachweis fiir eine klinisch
relevante Aussage dienen. Sugiura und Mitarbeiter untersuchten neben JIA-Patienten auch 38
Patienten mit einem SLE und konnten ebenfalls keine Tendenzen zwischen den SNP und dem
SLE beobachten (Sugiura et al., 2006). Die Ursache des erhdhten IL-18-Serumspiegels ist
noch unklar und scheint nicht alleinig von den SNP im Promotor 1 des IL-18-Gens abhéngig
zu sein. In einer chinesischen Studie wurden 113 SLE-Patienten und 218 gesunde
Kontrollpersonen hinsichtlich der SNP -137 und -607 untersucht. Interessanterweise konnte
der SNP -607CC signifikant hdufiger nachgewiesen werden (p<0,05), wéhrend die
Heterozygotenvariante -607CA im Vergleich zur Kontrollpopulation signifikant erniedrigt
war (p<0,05). Auch fanden Xu und Mitarbeiter fiir SLE-Patienten einen signifikant erhohte
IL-18-Serumkonzentration gegeniiber den Kontrollpersonen. Auffillig zeigte sich der erhdhte
I1-18-Serumspiegel bei Patienten und Kontrollpersonen mit dem Genotyp -607CC und
-607CA gegeniiber den Individuen mit dem Genotyp -607AA (Xu et al., 2007). Unsere
Ergebnisse entsprechen dem Gegenteil: -607CC ist gegeniiber der Kontrollpopulation nicht
signifikant erniedrigt (p=0,14), der heterozygote Genotyp -607CA gegeniiber den
Kontrollpersonen nicht signifikant erhoht (p=0,16). Das A-Allel findet sich in unserer
Untersuchung nicht signifikant héufiger (p=0,2). Die Arbeitsgruppe um Xu und Mitarbeiter
haben einen groflen Patientenstamm (113) untersucht, wiahrend wir nur 17 am SLE erkrankte
Patienten untersucht haben. Eine weitere Erkldrungsmdglichkeit konnte die verschiedene

ethnische Zugehorigkeit oder die einwirkenden Umweltfaktoren sein.



Diskussion 49

4.3  Weitere Autoimmunerkrankungen und deren Zusammenhang zu den SNP im IL-18-

Gen

4.3.1 Rheumatoide Arthritis (RA)

Die héufigste rheumatische Erkrankung ist die RA. Sie entspricht klinisch weitestgehend der
RF positiven Polyarthritis der JIA. Durch ihre weltweit grole Haufigkeit stand und steht sie
im Mittelpunkt vieler Untersuchungen um weitere Therapiemdglichkeiten zu ermitteln. So
scheint das IL-18-Gen auch bei der Pathogenese der RA eine wichtige Rolle zu spielen
(Gracie et al., 1999). In einer asiatischen Population mit 106 an einer rheumatischen Arthritis
erkrankten Patienten und 273 gesunden Kontrollpersonen wurde der SNP -607AA signifikant
hiufiger in der Kontrollgruppe gefunden. Das Vorhandensein konnte einen protektiven Faktor
darstellen. Eine Erkldrung dieses Effektes konnte die Hemmung des cAMP-responsive-
element (CRE)-Bindungsproteins durch Unterbrechung der CRE-Sequenz sein (ursichlich ist
der Basenaustausch C zu A). Fiir den SNP -137 konnte kein Zusammenhang zur Erkrankung
hergestellt werden. Auch zum RF konnte keine Assoziation beobachtet werden. Beim
Genotypenvergleich fand sich am hiufigsten die Allelkombination -137GG-607CA-656GT in
der RA- und Kontrollgruppe. Die Allelkombination -137CC-607CC-656GG wurde nicht
nachgewiesen (Sivalingam et al. 2003). Eine weitere Arbeitsgruppe suchte innerhalb zweier
Kohorten nach einem Zusammenhang zwischen den SNP -137 und -607 und der RA. 102
deutsche an RA erkrankte Patienten wurden mit 98 Kontrollpersonen verglichen. Fiir den
Polymorphismus -137 konnte keine Verbindung aufgezeigt werden. Das -607A-Allel trat
innerhalb der JIA-Population seltener auf (p=0,06). Der Genotyp -607CC konnte signifikant
hiufiger bei RA-Patienten ermittelt werden (p=0,001). In der schottische Population zeichnete
sich fiir den SNP -607 keine Assoziation ab. Fiir den SNP -137 konnte das C-Allel etwas
héufiger in der Patientengruppe ermittelt werden (p=0,15). Beim Vergleich der Genotypen
konnte CC signifikant hdufiger bei den RA-Patienten beobachtet werden (p=0,016) (Gracie et
al., 2005). Rueda und Mitarbeiter bestimmten die SNP -137 und -607 bei 362 RA-Patienten
und 339 Kontrollpersonen in einer spanischen Population. Sie konnten dagegen keine
Zusammenhinge zum Vorliegen der Erkrankung oder zu bestimmten Patientencharakteristika
wie Geschlecht, Rheumafaktor, Erkrankungsalter und extraartikuldrer Manifestationen
ermitteln (Rueda et al., 2005). Auch fiir die RA ist der Erkrankungsmechanismus weiter
unbekannt. Es konnte bisher kein SNP auf dem IL-18-Gen eruiert werden, welcher die

Krankheitsentstehung und den Verlauf der RA beeinflusst.
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4.3.2 Sarkoidose

Eine Arbeitsgruppe untersuchte die IL-18-Serumkonzentration in der bronchoalveoldren
Fliissigkeit bei Sarkoidose-Patienten. Diese zeigte sich gegeniiber den gesunden
Kontrollindividuen erhdht (Shigehara et al., 2000). Takada und Mitarbeiter untersuchten 119
an einer Sarkoidose erkrankte Patienten innerhalb der japanischen Bevdlkerung hinsichtlich
der SNP -137 und -607. Es konnte keine Assoziation zum Polymorphismus -137 hergestellt
werden. Allerdings lief sich das -607C-Allel signifikant haufiger in der Patienten- als in der
Kontrollgruppe nachweisen (p=0,006). Der Genotyp -607CA fand sich haufiger bei Patienten
(52,9%) im Vergleich zur Kontrollpopulation (39,2%). Zwischen den verschiedenen
Patientencharakteristika Haut-, Herz-, Augenbeteiligung und den SNP wurde kein
Zusammenhang festgestellt. Bei Sarkoidose-Patienten wurde die Allelkombination -137G
-607C-656G (Gruppe H2) haufiger als bei den Kontrollpersonen ermittelt (p=0,031) (Takada
et al., 2002).

4.3.3 Diabetes mellitus Typl

Ide und Mitarbeiter untersuchten 116 Patienten mit Diabetes melltitus Typl aus der
japanischen Bevolkerung hinsichtlich der SNP -137 und -607. Beziiglich des Polymorphismus
-137 konnte kein Zusammenhang hergestellt werden. Interessanterweise fand sich der SNP
-607C héufiger innerhalb der Diabetes-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollpersonen
(p=0,062). Der Genotyp -607AA zeigte sich seltener bei Patienten mit einem Diabetes
mellitus Typl im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,023). Beziiglich der
Patientencharakteristika Geschlecht und Erkrankungsalter konnte keine Verbindung zu den
SNP hergestellt werden. Es konnten alle drei Haplotypen (siehe Tabelle 4.1) nachgewiesen
werden. Auffillig ist das hiufigere Vorkommen der Haplotypen -137G-607C-656G (Gruppe
H2) bei Diabetes-Patienten im Vergleich zur Kontrollpopulation (p=0,006) (Ide et al., 2004).
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4.3.4 Multiple Sklerose (MS)

Giedraitis und Mitarbeiter untersuchten 208 schwedische Patienten mit MS hinsichtlich der
IL-18 SNP -656, -607, -137, +113 und +127. Beim Allelvergleich konnte keine Verbindung
zwischen den SNP -137, -607 und der MS hergestellt werden. Das -137C-Allel fand sich nicht
signifikant hdufiger innerhalb der Patientengruppe (p=0,17). Bei der IL-18
Expressionsanalyse mittels RT-PCR zeigten sich flir Patienten mit der Allelkombination
-137GG-607CC-656GG (Gruppe H2) eine hohere IL-18 mRNA Konzentration (p=0,17) im
Vergleich zu den anderen Genotypen. Auch Giedraitis und Mitarbeiter ermittelten die drei
Haplotypgruppen (siche Tabelle 4.1) fiir MS-Patienten (Giedraitis et al., 2001).

In ihrem Tiermodell zur MS konnten Rothe und Mitarbeiter die erhohte IL-18-mRNA
Produktion mit der Krankheitsaktivitit assoziieren. Je hoher die IL-18-Serumkonzentration

ist, desto schwerer zeigte sich das Krankheitsbild (Rothe et al., 1999).
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4.4 Fazit

Wir konnten in unserer Arbeit etliche Unterschiede zwischen den erkrankten Kindern und der
gesunden Kontrollpopulation herausarbeiten. Interessant zeigt sich vor allem der SNP -137.
Patienten die mindestens ein -137C-Allel aufweisen, erkranken hdufiger an einer
Oligoarthritis, sind hdufiger ANA positiv und treten hdufiger in Remission. Auch die
verschiedenen Kombinationsvarianten der SNP -137-607-656 auf dem Promotor 1 des IL-18-
Gens erweckten unser Interesse. Auffillig zeigt sich hier vor allem die Allelkombination
-137CG-607AA-656TT, die gehéduft innerhalb der JIA-Population im Vergleich zu den
Kontrollpersonen anzutreffen war. Ebenfalls wurde sie bei Kindern mit radiologischen
Verdnderungen héufiger gefunden. Eine andere Kombination -137CC-607CC-656GG konnte
vermehrt bei Kindern, die in vollstindige Remission traten, nachgewiesen werden. Es scheint,
dass das Zusammenspiel mehrerer SNP entscheidend fiir die Krankheitsentstehung und der
Krankheitsverlauf ist. Auch das einige Arbeitsgruppen einen erhdhten IL-18-Serumwert bei
an JIA und SLE erkrankten Patienten nachweisen konnten (Maeno et al., 2002; Calvani et al.,
2005; Suigara et al., 2006; Xu et al., 2007), spricht fiir eine Beteiligung der SNP auf dem IL-
18-Gen an der Pathogenese der Autoimmunerkrankungen JIA und SLE. Zusammenfassend
zeigen sich in der Literatur teils unterschiedliche Ergebnisse iiber die SNP auf dem IL-18-
Gen. Wichtige Faktoren hierfiir konnten die verschiedenen ethnischen Hintergriinde und
Umweltfaktoren sein. So scheinen einige Polymorphismen auf dem IL-18-Gen innerhalb der
asiatischen, aber nicht in der kaukasischen Bevolkerung und umgekehrt eine Rolle zu spielen
(Sugiura et al. 2006). Bisher noch ungeklirt ist der Einfluss der SNP auf den Organismus.
Warum besitzen gesunde Kinder den gleichen Polymorphismus wie schwerst Erkrankte?
Welches Zusammenspiel, welche Zytokinumgebung ist notwendig um eine
Autoimmunerkrankung, wie die JIA auszulosen? Diese Fragen sind bis zum heutigen
Zeitpunkt nicht geklart. IL-18 ist ein weiterer Ansatz um die Pathogenese verstehen zu lernen.
Ein Zytokin, welches beide, die Th1- und Th2-Immunantwort induzieren kann; welches viele
verschiedene Zytokine, wie TNFa und Metalloproteinasen freisetzt und somit an den
unterschiedlichen Geweben/Organen des Korpers, wie u. a. Gelenke, Niere, Herz, Lunge und
Immunsystem, wirkt.

Es wire wichtig, weitere Untersuchungen beziiglich des IL-18-Gens in Verbindung mit den
Erkrankungen JIA und SLE in den verschiedenen ethnischen Gruppen durchzufiihren. Ziel
sollte es sein, die Pathogenese endgiiltig zu verstehen, um neue und verbesserte

Therapieoptionen ableiten zu kénnen.
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6

Thesen

Die juvenile idiopathische Arthritis (JIA) ist die hiufigste chronische

Autoimmunerkrankung im Kindesalter.

Beide Autoimmunerkrankungen, JIA und Systemischer Lupus erythematodes (SLE),
sind unbekannter  Atiologie. Sie sind  multifaktoriell ~ bedingt.  Der

Vererbungsmechanismus ist polygen.

Midchen erkranken bis zu neunmal hiufiger an einem SLE. Ein friihes

Erstmanifestationsalter gilt als Risikofaktor fiir einen schweren Krankheitsverlauf des

SLE.

IL-18 kann eine Thl- oder Th2-Immunantwort auslosen und somit das Gleichgewicht

der Zytokine beeinflussen.

Zwischen den SNP -607 und -656 besteht ein Kopplungsgleichgewicht. So wird das
-607C (A)-Allel zusammen mit dem -656G (T)-Allel vererbt.

Die Allelkombination -137CG-607AA-656TT tritt hdufiger bei Kindern mit einer JIA
im Vergleich zur Kontrollpopulation auf. Patienten mit dieser Allelkombination
zeigen seltener radiologische Verdnderungen als Patienten mit anderen

Allelkombinationen.

Bei Kindern, die in vollstindige Remission traten, konnte die Allelkombination
-137CC-607CC-656GG haufiger als bei Kindern, die nicht in Remission oder nur in
Remission unter weiterfithrender Medikamenteneinnahme traten, nachgewiesen

werden.

Das -137C-Allel findet sich seltener bei Patienten mit einer RF positiven Polyarthritis

als bei den Kontrollpersonen. oder bei Patienten mit oligoartikuldrer JIA.

Der SNP -607A-656T trifft bei der RF positiven Polyarthritis seltener und bei der
erweiterten Oligoarthritis hdufiger im Vergleich zur Kontrollpopulation auf. Patienten

mit diesem Allel erlangen héufiger die vollstaindige Remission.
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10.  Es besteht kein statistischer Zusammenhang zwischen der Krankheitsentstehung des

SLE und den SNP -137 und -607-656.

11.  Innerhalb der japanischen Bevolkerung konnte die Allelkombination -137G-607A
-656T mit der JIA und der Adult onset Still’s disease (AOSD), die Allelkombination
-137G-607C-656G mit dem Diabetes mellitus Typl sowie der Sarkoidose und die
Allelkombination -137C-607A-656T mit allergischen Erkrankungen in Verbindung

gebracht werden.

12.  Eine erhdhte IL-18-Serumkonzentration korreliert positiv mit der Krankheitsschwere

der Systemischen Arthritis und des SLE.
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