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Zielsetzung: Die Untersuchung, iiber den Einfluss der verschiedenen Genotypen der
Metalloproteinasen 1 und 3 bei der Entstehung entziindlicher Gelenkverdnderungen im

Rahmen der JIA.

Methoden: Die Genotypen der beiden Metalloproteinasen wurden mit Hilfe der DNA
Analyse, PCR und DNA Sequenzierung sichtbar gemacht. Es wurden 145 Patienten mit einer
JIA und 244 gesunde Kontrollpersonen auf das Auftreten der verschiedenen Genvariationen
hin untersucht. Diese Ergebnisse wurden mit den typischen klinischen Symptomen der JIA
(Gelenkschwellung, radiologische Verdnderungen, CRP-, BSG Erhdhung), weiteren
Merkmalen zur Einschidtzung der jeweiligen Krankheitsaktivitit (Anzahl der eingenommenen
Medikamente) und den Immunmarkern (ANA, HLA, DR, RF) in Bezug gebracht und

hinsichtlich einer Korrelation analysiert.

Ergebnisse: Bei der Verteilung der genetischen Polymorphismen wund der
Allelfrequenzhiufigkeit bestand kein Unterschied zwischen den unabhéngigen Gruppen der
Patienten und Kontrollen. Bedeutend war die deutliche Assoziation des MMP1 2G/ MMP3
6A Allels und einer Gelenkschwellung. Die statistische Auswertung der iibrigen erhobenen
Parameter und klinischen Merkmale resultierte nicht in einem relevanten Zusammenhang zu

den MMP Polymorphismen.

Zusammenfassung: Das MMP1 2G/ MMP3 6A Allel korreliert deutlich mit einer
Gelenkschwellung. Im Gegensatz dazu zeigen die radiologischen Verdnderungen keinen

Zusammenhang zu den MMP Polymorphismen.

Wegmann, Tessa: Promoter Polymorphismen der Metalloproteinasen 1 und 3 bei Patienten

mit juveniler idiopathischer Arthritis. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 52 Seiten, 2006
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Symbole und Abkiirzungen

Abb Abbildung

ANA Anti-nukleédre Antikorper

bp Basenpaare

BSG Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit
CD (4+) Cluster of differentiation

CRP C-reaktives Protein

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

HLA Human Leucocyte Antigen

HWS Halswirbelsdule

IL Interleukin

ILAR International League of Associations for Rheumatology
JIA juvenile idiopathische Arthritis

KDa Kilo Dalton

LDH Laktatdehydrogenase

LJ Lebensjahr

MHC major histocompatibility complex
MMP Matrix Metalloproteinasen

MS Morgensteifigkeit

NO Stickstoffmonoxid

PCR polymerase chain reaction

RF Rheumafaktor

SNPs single nucleotide polymorphisms
Taq Thermus aquaticus Polymerase
Timps tissue inhibitor of metalloproteinases
TNF tumor necrosis factor

uv Ultraviolet



1 Einleitung
1.1 Definition JIA

Mit einer Privalenz von 50-100/100 000 Kinder ist die juvenile idiopathische Arthritis die
héaufigste chronische rheumatische Erkrankung im Kindesalter (Lipnick et al., 1991). Die
typischen Beschwerden &duflern sich in Schwellung, Schmerzen, Steifigkeit und
Bewegungseinschrinkung der betroffenen Gelenke und extraartikuliren Symptomen wie
Fieber, Uveitis und Tenosynovitis.

Die Diagnose steht flir Gelenkentziindungen bei Kindern, jiinger als 16 Jahre, die linger als 6
Wochen persistieren, nachdem andere Ursachen ausgeschlossen wurden.

Die Klassifikation (nach aktuellen ILAR-Klassifikationskriterien (International League of
Associations for Rheumatology) Hofer et Southwood, 2002)) erfolgt klinisch in eine der 7
Untergruppen anhand der Anzahl und Lokalisation der betroffenen Gelenke und des

Vorhandenseins extraartikuldrer Organmanifestationen.

1.2 Subtypen

Subtypen der juvenilen | Gelenkbefall Alter, Labor- || Extraartikulire
idiopathischen Arthritis Hiufigkeit werte Manifestation
Typ 1 Systemische Jeder Befallstyp 15%, jedes | CRPT Fieber, Exanthem,
Arthritis  (Still- Alter, beginnt || BSG? Hepatomegalie,
Syndrom) oft vor Splenomegalie,
6.L),9=3 Perikarditis,
Pleuritis, Vaskulitis,
Minderwuchs
Typ 2 seronegative symmetrisch, >4 || 30%, beginnt | RF neg. || Subfebrile
Polyarthritis Gelenke, Hand-, | um das 8.LJ, Temperaturen,
Fingergelenk-(z.B. || 3=% Tenosynovitis,
DIP) beteiligung Uveitis,
Vaskulitis
Typ 3 seropositive (alle Gelenke, || 10%, beginnt | RF pos. || Subfebrile
Polyarthritis besonders kleine), | nach 10.LJ Temperaturen,




sieche z.B. Typ 2 Tenosynovitis,
Episkleritis,
Vaskulitis,
Rheumaknoten
Typ 4a Friihkindliche Asymmetrisch, 30-40%, ANA Chronische Uveitis
Oligoarthritis Oligoarthritis  der | beginnt ~ um || pos.
unteren Extremitét | 5.LJ, bei @ | (70%)
(Sprung-, doppelt SO
Kniegelenk) héufig als bei
3
Typ 4b Extended nach 6 Monaten > | 30- ANA Chronische Uveitis
Oligoarthritis 4 Gelenke, || 40%,beginnt pos.
Einschluss von [ um 5.LJ, >&
Kiefer, -
Hiiftgelenk
moglich
Typ 5 Arthritis und || Asymmetrische 10.LJ., 3>9 HLA Enthesitis, akute
Enthesitis Oligoarthritis  der B27 Uveitis
unteren Extremitét pos.
Typ 6 Psoriasis  und || (Finger im Strahl) | 5-10%, vor | ANA Psoriasis, Uveitis
Arthritis, dem 16.LJ und
daktylitisches HLA
Befallsmuster B27
pos.
Typ 7 Nicht
klassifizierbar

Tabelle 1: Klassifikation der JIA Subtypen

1.3 Atiologie

Die Atiologie der JIA ist nach wie vor ungeklirt (Lang et al., 1990). Die Assoziation mit

bestimmtem HLA Antigenen, die Infiltration der betroffenen Gelenke mit Lymphozyten und

der Nachweis von Autoantikdrpern deuten an, dass autoimmune Mechanismen der

Pathogenese dieser Erkrankung zugrunde liegen (Fernandez Vina et al, 1994). Die von




Fernandez Vina erwahnten HLA Marker und Autoantikérper werden bei der JIA als wichtige
Descriptoren herangezogen: der wiederholte Nachweis von Rheumafaktoren, der Nachweis
von HLA B27 und von antinukleéren Antikdrpern.

Da sich kein klassischer Mendelscher Erbgang nachweisen ldsst, scheint die genetische
Disposition durch die Interaktion mehrerer Gene (Epistasis) im Zusammenspiel mit
Infektionen, Traumata, Stresssituationen und autoimmunologischen Prozessen zur

Krankheitsmanifestation zu fiihren.

1.4 Immunologie der JIA

Durch das Immunsystem ist der Korper in der Lage, spezifisch auf Fremdstoffe (z.B.
Bakterien, Viren) zu reagieren. Diese werden nach Aufnahme (Phagozytose) in die Zelle (z.B.
Makrophagen, Monozyten) und Fragmentierung als Antigenpeptid, gemeinsam mit HLA
Markern (Human Leucocyte Antigen Klasse I oder II) an der Oberfliche dieser Zellen
présentiert.

Spezialisierte Lymphozyten (T-, B-Lymphozyten) sind nach ihrer Reifung (Prigung) in den
sekundéren lymphatischen Organen (Tonsillen, Lymphknoten, Peyer Plaques, Milz, Thymus),
in der Lage, auf diese Antigen Prédsentation zu reagieren.

Lymphozyten haben die Moglichkeit als:

* T-Killer-Zellen die Elimination viral infizierter Zellen {iber ein Lyse der Zellmembran der
Zielzelle, einer anschlieBenden Apoptosis und der Liberation von zytotoxischen Interleukinen
(z.B. TNF B) zu fordern.

* T-Helfer-Zellen unterstiitzen diesen Prozess durch eine weitere Freisetzung von
Interleukinen und durch die Aktivierung von B-Lymphozyten, die {iber eine Differenzierung

zu Plasmazellen die Antikorper Produktion steigern.

Im ersten Fall fithrt dies zur Freisetzung von spezifischen Zytokinen (Interleukine,
Interferone, Wachstumsfaktoren, Monokine). Zytokine (Eiweilmolekiile; 16sliche
Glykoproteine) dienen den Immunzellen als Transmitter, {iber die sie miteinander
"kommunizieren". Sie haben proinflammatorische und immunregulatorische Funktionen;
weiterhin dienen sie als Wachstumsfaktoren und unterstiitzen Reparaturmechanismen von

Gewebeschadigungen.



Durch diese Zytokine stimuliert, werden Entziindungsvorginge angeregt, die in einer
vermehrten Produktion von Akute-Phase-Proteinen, Proliferation von B-Lymphozyten,
Aktivierung von Granulozyten und Osteoklasten resultieren und eine starke Aktivierung von
Fibroblasten bewirken. Von diesen Fibroblasten werden, angeregt durch Zytokine destruktive
Metalloproteinasen (MMPs) gebildet, die potente Knorpeldestrukteure darstellen.

Zytokine, sezerniert von aktivierten mononukledren Zellen, werden somit verantwortlich
gemacht, nicht nur dafiir, die lokale und systemische Entziindung zu initiieren und aufrecht zu

erhalten, sondern auch fiir eine Gewebedestruktion (Lipnick et al., 1991).

1.5 Metalloproteinasen

Die Homdostase der extrazelluldren Matrix ist ein sensibles Gleichgewicht zwischen Aufbau
und Abbau. Dieses wird aufrechterhalten von der Interaktion zwischen Metalloproteinasen
und deren spezifischen Hemmstoffen (Tissue inhibitor of metalloproteinases; Timps)
(Spurbeck et al., 2002).

Als Matrixmetalloproteinasen wird eine Gruppe zinkhaltiger Enzyme bezeichnet, die
mindestens eine Komponente der extrazelluldren Matrix spalten (Martisian LM, 1990).

Ihre Regulation, die auf Transkriptionsebene stattfindet, wird durch Wachstumsfaktoren und
Zytokine kontrolliert. Sie werden al inaktive Zymogene sezerniert und durch proteolytische
Abspaltung einer Prodoméne aktiviert. Einmal freigesetzt konnen die MMPs nur durch hohe
Mengen von Tissue Inhibitors of MMPs (TIMPs) gehemmt werden. MMP spielen eine
wichtige Rolle im Bindegewebestoffwechsel und beim Umbau des Gelenkknorpels (Laufer et
al., 2002).

In Bezug auf die JIA sind die Metalloproteinasen 1 und 3 von besonderer Bedeutung.

Typ 1 Kollagenase (MMP 1, 57/ 52 kDa) ist die am meisten verbreitete Kollagenase. Durch
die Spaltung von Gelatinen und interstitiellem Kollagen Typ 1, 2 und 3 ist sie am Abbau von
artikuldrem Knorpel beteiligt (Constantin et al., 2002).

Stromelysin 1 (MMP 3, 50/ 48 kDa) mit der grofiten Substratspezifitit von allen MMPs kann
Fibronectin, Laminin, Kollagen Typ 4 und Knorpel Proteoglykane destruieren

(Quinones et al., 2002).

Durch den Abbau von essentiellen Bestandteilen (hyaliner Gelenkknorpel:
Glykosaminoglykane, Hyaluronsdure, Proteoglykane, Typ II Kollagen) tragen die



Metalloproteinasen zu einer Knorpel- und im weiteren Verlauf auch zu einer
Knochenzerstorung bei.

MMP 1 und MMP 3 sind involviert in entziindliche und destruktive Vorgédnge (Andreakos et
al., 2003).

1.6 MMP Polymorphismus

Von Rutter et al., 1998 wurde ein MMP 1 Promoter Polymorphismus an der Stelle -1607 bp
beschrieben: ,,Ein Guanin Insertions-/ Deletions Polymorphismus in der Promotor Sequenz
des MMP 1 Genes beeinflusst die Transkription desselben: der 2 G (Insertions Typ) Promotor
filhrt zu einer groBeren Kollagenaseaktivitit als der 1 G (Deletions) Typ. Diese
Uberexpression von MMP 1 ist assoziiert mit verschiedenen pathologischen Bedingungen
einschlieflich einer irreversiblen Destruktion von Knorpel, Sehnen und Knochen, und dem
Abbau von Kollagen Typ 1 und 3.

Laut Wyatt et al., 2002 gibt es Hinweise darauf, dass der MMP 1/ 2G Polymorphismus das
Potential eines Individuums erhoht, mit einer gesteigerten MMP 1 Expression als Antwort auf
Zytokine und Wachstumsfaktoren zu reagieren.

In der Synovialfliissigkeit findet sich eine erhohte MMP 1 Aktivitdt. Dieser Befund korreliert
zur inflammatorischen Aktivitét bei der JIA (Peake et al., 2005).

Zu dem MMP 3 Polymorphismus #duBerten sich unter anderem Szyllo et al., 2002: Der
Insertions/ Deletions Polymorphismus (MMP 3 5A/ 6A) lokalisiert in der Promoter Region an
der Stelle -1171 bp mag eine funktionelle Bedeutung in der Regulation seiner Expression
haben. Der 6A-6A Genotyp hdngt zusammen mit erhdhten Pro MMP 3 Serum Werten
(Mattey et al., 2004).

Gattorno et al., 2002 kommt nach Messungen des Serum und der Synovialfliissigkeit mit
ELISA zu dem Ergebnis, dass die MMP 3-Serumkonzentrationen bei Patienten mit einer
aktiven oligo-, oder polyartikuldren JIA deutlich héher sind, als bei inaktiven Patienten oder

gesunden Kontrollen.



1.7 Gelenkpathogenese

Die chronische Reizung der Synovia durch die pathologische Aktivierung des Immunsystems
fithrt zu einer Entzlindung der Gelenkinnenhaut, einer Synovialitis. Diese duflert sich in einer
iiberméBigen Produktion von Synovia (Gelenkfliissigkeit), die mit einer schmerzhaften
Schwellung des Gelenkes einhergeht. Die chronisch entziindliche, in schleichenden
Krankheitsschiiben rezidivierende Synovitis zerstort die Oberfliche des Gelenkknorpels mit
oft pannusartigem Uberwachsen durch die verdickte Synovialis. Im Verlauf kommt es zu
einer Elastizitdtsminderung der Gelenkkapsel und einer Verdickung des Bindegewebes. Die
Erndhrung, Gleitfahigkeit und Beweglichkeit des Gelenkes ist nicht mehr vollstindig
gewihrleistet.

MMPs tragen durch ihre Fahigkeit Knorpel und Knochen zu zersetzten zu diesen krankhaften

Verdnderungen bei.

1.8 Rontgenologische Verinderungen

Der rontgenologischen Bildgebung kommt in der akuten Erkrankungsphase eine rein
differentialdiagnostische Bedeutung zu. Wenn die pathologischen Vorginge und
entzlindlichen Verdanderungen im Gelenk jedoch eine chronische Form annehmen, kdnnen 3-6
Monate nach Krankheitsbeginn aufgrund einer Verdnderung der Gelenkstrukturen, in Form
von Wachstums,- Form und Entwicklungsstorungen im Rontgenbild sichtbar werden.

Sie sind als Weichteilschwellung, als intra-, und periartikulire Volumenzunahme,
Gelenkspaltverschmélerung, Erosionen, Osteoporose und apophytischem Knochenaufbau zu
erkennen.

Im weiteren Verlauf kommen Usuren, spater Subluxationen und Deviationen der betroffenen
Gelenke hinzu. Auch eine vorzeitige Ossifikation knorpeliger Anteile und somit ein verfriihter

Schluss der Epiphysenfugen kann beobachtet werden.



1.9 Prognose

Aussagen tliber die Prognose konnen nur eingeschrinkt getroffen werden.

Die Prognose der verschiedenen JIA Subgruppen wird bestimmt durch die Intensitét und die
Progredienz der systemischen und artikuliren Entziindungsreaktionen, die flir die
Entwicklung chronischer Gelenk- und Organschdden  und irreversibler
Sekundirverdnderungen (z.B. Gelenkkontrakturen und Deformitéten) verantwortlich sind. Die

Langzeitprognose ist innerhalb der verschiedenen Krankheitsentititen sehr unterschiedlich.

Typ | Remission erosive Funktionseinschrinkungen
Verinderungen

1 50% 45% 45%

2 30% 50-60% 50-55%

3 10% 70-80% 70%

4 80% 15-20% 25-30%

4a 10% 15-20% 25-30%

5 10% 5-50% 40-50%

6 k.A. k.A. k.A.

Tabelle 2: Langzeitprognose der verschiedenen JIA Subtypen
(nach Minden K., Epidemiologische Aspekte entziindlich- rheumatischer Erkrankungen
im Kindesalter), 2002

Die Lebensqualitét der erkrankten Kinder wird zu einem Teil durch die Gelenkbeschwerden
und zu einem weiteren Teil durch die extraartikuliren Manifestationen wie Fieber und Uveitis
bestimmt. Weiterhin wird sie beeinflusst durch die Tatsache, dass die Kinder hdufig eine
Vielzahl von Medikamenten (nicht steroidale Antirheumatika (Indometazin, Naproxen,
Diclofenac, Ibuprofen, Acetylsalicylsdure, Meloxicam); Basistherapeutika (Chloroquin,
Sulfasalazin, Gold, D-Penicillinamin); Immunsuppressiva (Methotrexat, Azathioprin,
Ciclosporin A, Leflunomid, Cyclophosphamid); TNF-a Hemmstoffe (Etanercept,
Adalimunab, Infliximab) und Cortison (Prednisolon)) einnehmen, und teilwei3e unter nicht
unerheblichen Nebenwirkungen (Magengeschwiire, Ubelkeit, Erbrechen, Immunschwiche,

Gewichtszunahme, Osteoporose etc.) leiden miissen.



1.10 Ziel der Arbeit

MMP 1 und MMP 3 spielen als destruktive Proteasen eine entscheidende Rolle bei
degenerativen Verdnderungen. Diese sind von Bedeutung in der Pathogenese der juvenilen
idiopathischen Arthritis.

Da einerseits gezeigt werden konnte, dass Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in der
Promoter Region mit einer hoheren Transkription einhergehen (Ghilardi et al., 2001, Rutter et
al., 1998, Mattey et al., 2004, Wyatt et al., 2002, Szyllo et al., 2002) und andererseits, dass im
Serum erhohte Metalloproteinasen bei Patienten mit einer juvenilen idiopathischen Arthritis
mit einer erhohten Konzentration und somit verstirkten Wirkung von MMPs assoziiert sind
(Gattorno et al., 2002, Ribbens et al., 2002, Cunnane et al., 2001, Peake et al., 2005), soll in
dieser Arbeit untersucht werden, ob bei JIA Patienten im Promoter der Metalloproteinase 1
bzw. Metalloproteinase 3 genetische Unterschiede zu gesunden Kontrollpersonen bestehen,
und ob diese genetischen Varianten mit dem Nachweis einer verstirkten Krankheitsaktivitit

der JIA assoziiert sind.

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien und Geriite

Color Style Writer 2400

Color Style Writer Ink cartridge

Genetic analyzer 310 Abi Prism
Handschuhe Kimberly Clark Safe Skin USA

Hera safe Heraeus Instruments, Kendro
Laboratory Products

Mastercycler personal Eppendorf

Mikrowelle Bosch

Pipetten Eppendorf Research

Pippettenspitzen Art 100 E Molecular Bio Products

Power Macintosh G3 Power PC Macintosh

Power Pac 200 Bio Rad



Sony Multiscan 100 ES Trinitron

UV Lampe
Vortex Genie 2 Scientific Industries
Wage Sartorius
Zentrifuge Biofuge Fresco Heraeus Instruments, Kendro
Laboratory Products

2.2 Chemikalien und Substanzen
AE Buffer 60 ml Qiagen, Hilden, D
Agarose-Pulver Bio Rad Laboratories
AL Buffer Qiagen, Hilden, D
AW Buffer AW1/2 Qiagen, Hilden, D
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, D
Buffer Thermophilic DNA Promega, USA
DNA Sequenzing Kit Applied Biosystems, CA
DNA Qiagen Kit Applied Biosystems, CA
DNTP Invitrogen, USA
EDTA Labor Halle
Ethanol 96% Roth, D
Ethidiumbromid Sigma, USA
Glycerin Merck, Darmstadt, D
HPLC-Grade Wasser Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Isopropanol Roth, D
Loading Buffer Labor intern
MgCL2 Promega, USA
NaoAC3 M Labor Halle, D
PE Buffer Qiagen, Hilden, D
Primer Bio Source
Protease Qiagen, Hilden, D
QG Buffer Qiagen, Hilden, D
Taq DNA Polymerase Promega, USA
Xylencyanol Merck, Darmstadt, D



2.3 Blutabnahme

Aus dem Vollblut der insgesamt 389 (145 Patienten, 244 Kontrollen) Personen wurde die
DNA isoliert, um sie anschlieBend weiter analysieren zu konnen. Alle Patienten, deren Eltern
und die gesunden Kontrollpersonen wurden iiber den Verwendungszweck der Blutproben
aufgekldrt und waren einverstanden mit der Teilnahme an der Studie. Die Studie wurde von

der Ethikkommission der Martin-Luther Universitit Halle-Wittenberg gepriift und anerkannt.

2.4 DNA Isolierung

Mit dem Prinzip der Isolierung konnte aus den Blutproben die DNA gewonnen werden. Zur
EiweiBverdauung wurden 20ul Protease in ein 1,5 ml Eppendorfrohrchen gegeben. Hinzu
pipettierte man 200ul der Blutprobe. Nachdem 200ul AL Puffer zugegeben war, wurde die
Probe fiir 15 s gevortext und anschlieBend fiir 10 min. bei 56 Grad Celsius inkubiert. Sobald
die Proben gut aufgelost waren, und eine gelbliche Farbe angenommen hatten, wurden sie
kurz (ca.60 Sekunden) zentrifugiert. Zur Fillung der DNA wurden 200ul 96% Ethanol
zugefligt, anschlieBend wurden die Proben nochmals gevortext und zentrifugiert. Diese
Mischung wurde auf eine Spin Column Siule gegeben und bei 10000 U 2 min zentrifugiert.
Danach wurden die Proben in 2 Durchgdngen mit jeweils 500ul AWI1 Puffer und AW2
Puffer, nach jeweils 2 miniitigem Zentrifugieren gewaschen. Als letzten Schritt wurden 2001
AE Puffer auf die Sdulen gegeben und die Proben nach einer Inkubationszeit von 5 min
weitere 2 min zentrifugiert.

Die gewonnenen DNA-Proben konnten so prépariert zur Ansetzung einer PCR benutzt

werden.

2.5 PCR zur Herstellung des MMP-Produktes

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist seit ihrer Invention 1983 aus der Forschung nicht
mehr wegzudenken. Sie stellt eine Methode zur Vervielfdltigung der genetischen
Grundbausteine, der Nukleinséduren dar. Das geschieht nach dem Prinzip der Replikation

(Verdopplung), wie es auch in dem lebenden Organismus in der Zelle vor sich geht.
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Bis 1988 war die sehr thermolabile DNA-Polymerase der limitierende Faktor der PCR. Heute
steht die hitzeunempfindliche Tag-Polymerase (Taq-Polymerase ist die DNA-Polymerase des
Bakteriums Thermus aquaticus, dem es seinen Namen verdankt. Sie ist auferordentlich
hitzebestdndig, da das Bakterium in Geysiren in liber 100 °C lebt, und wird zur DNA-
Replikation mittels Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt.) zur Verfligung, die auch bei
Temperaturen von bis zu 92° Grad die Sequenz replizieren kann.
Um die PCR anzusetzen, wurde vorab ein Mastermix vorbereitet. Da pro Durchgang 24
Proben bearbeitet wurden, bot sich diese Methode an, um eine Standardisierung gewéhrleisten
zu konnen, und die Pipettierschwankungen moglichst gering zu halten.
Pro Probe wurden benotigt:
* 28,7ul Wasser HPLC Grade
* Syl Puffer
* 4ul MgCl,
e lul NTP
* je 1u1 25 mmol Primer
- MMP 1 forward 5'-CCCTCTTGAACTCACATGTTATG-3'
- MMP 1 reverse 5" ACTTTCCTCCCCTTATGGATTCC-3'
- MMP 3 forward 5-TCCTCATATCAATGTGGCCAAA-3'
- MMP 3 reverse 5'-CGGCACCTGGCCTAAAGAC-3'

Zu diesem Ansatz, der nun pro Probe einen Mastermix von 41ul ergab, wurden 9ul isolierte
DNA gegeben. Der Ansatz wurde zur besseren Durchmischung noch einmal gevortext, und
kurz (ca.60 Sekunden) zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben in die PCR Maschine

verbracht und durchliefen die 30 Zyklen in einer Zeit von ca. 2 h.

2.6 Gelextraktion und Aufreinigung der Proben

Das PCR-Produkt lie3 sich am besten in einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel sichtbar
machen, in dem die Banden moglichst scharf bei der erwarteten Lauflénge auftreten sollten.
Da die Hintergrundverfarbung unerwiinschter Sequenzen fehlte, waren die Banden gut zu
erkennen. Durch diesen Vorgang wurde das Produkt von iibrigen Stoffen, wie den Primern,

dem Puffer und den Desoxynucleotiden befreit.
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Um die DNA Banden sichtbar zu machen, musste ein Gel bereitgestellt werden. Dieses wurde
aus 1,4 g Agarose Pulver, 75 ml TAE Puffer und 1,7ul Ethidiumbromid hergestellt.

Die Proben wurden jeweils mit 6ul Loading Buffer markiert, je eine Probe in eine der 10
Taschen des Gels pipettiert und durchliefen eine Elektrophorese bei 140 V {iber 25 min. Unter
der UV-Lampe konnte das Ergebnis gut beurteilt werden. Die Banden, die die zu erfiillenden
Kriterien, ndmlich keine Doppelbanden, auf der richtigen Hohe und geniigende Intensitit
erfiillten, schnitt man mit dem Skalpell aus und gab sie in vorbereitete Eppendorf Réhrchen.
Das zuvor festgestellte Leergewicht der Eppendorfgefale wurde von dem aktuellen Gewicht
der Gefille (mit den Gelausschnitten) abgezogen, um so das Reingewicht der Probe zu
erhalten. Daraufhin gab man das 3-fache des Gewichtes der Probe an QG Puffer zu. Die
Proben wurden bei 50° 10 min inkubiert. Nachdem das Gel ordentlich aufgelost war, gab man
das einfache Gewicht der Probe an Isopropanol zu, vermischte die Fliissigkeiten durch kurzes
Vortexen und pipettierte die Proben auf passende Spin Column Sdulen. Diese wurden 2 min
bei 13000 U zentrifugiert, der Uberstand ausgeschiittet, und nochmals mit 500ul QG Puffer
versehen. Nach weiteren 2 min in der Zentrifuge wurden 750ul PE Puffer zugegeben, und
nach 5 min Inkubation zentrifugiert. Als letzten Schritt wurden 10ul Wasser HPLC-Grade auf
die Membranen der Sédulen gegeben, und nach einer 2 miniitigen Einwirkdauer wurden die
Proben ein weiteres Mal zentrifugiert.

Nach dieser Aufreinigung waren die Proben befreit von den Zusitzen der PCR und konnten
nun fiir den zweiten Zyklus benutzt werden. In der folgenden PCR wurde das Sequenzier-

produkt hergestellt.

2.7 Sequenzier-PCR-Reaktion

Die zweite PCR-Reaktion diente zur linearen Vermehrung des zu untersuchenden
Basenabschnittes. Durch Zugabe nur eines Primers wurde diese Vervielfiltigung ermdglicht.
Weiterhin konnten die Basen durch einen Fluoreszenzfarbstoff markiert werden, und so in der
spéter folgenden Sequenzierung sichtbar gemacht werden.
Wieder ist ein Mastermix vorbereitet worden. Diesmal wurden pro Probe.

* 0,5ul Primer (MMP 1 forward oder reverse; MMP 3 forward oder reverse)

* 4ul Fluoreszenzmix und

*5ul Wasser HPLC-Grade
als Ansatz hergestellt und zu 0,5ul der aufgereinigten DNA gegeben.
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Wiederum wurden die Proben zur besseren Verteilung der verschiedenen Chemikalien
gevortext und zentrifugiert. Das Sequenzier Programm der PCR Maschine sah 40 Zyklen vor
und dauerte ca. 2,5 h.

An diesen Schritt schloss sich ein weiterer Reinigungsschritt, die Fallung an.

2.8 Fillung

Um die Proben von den Uberstinden aus der vorangegangenen Reaktion zu befreien, wurde
eine Fillung vorgenommen. Dafiir fiillte man jede einzelne Probe mit 1ul 3 molarem NaOAc
ph 4,6 und 25ul 100 % Ethanol auf. Nach 15 min Inkubation wurden die Proben 15 min bei
13.000 RPM zentrifugiert. Der sich bildende Uberstand wurde mit einer Pipette abgenommen,
und die Proben mit 25ul 70 % Ethanol versetzt. Nach weiteren 5 min Zentrifugation wurde
nochmals der Uberstand abgenommen. Zur vollstindigen Reinigung wurde ein letztes Mal
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert, die Proben 1 h unter dem Abzug zum Abtrocknen
gebracht und anschlieBend in 10ul Wasser HPLC-Grade aufgelost. Die so autbereiteten und

markierten Proben konnten dann fiir die Sequenzier Reaktion eingesetzt werden.

2.9 Sequenzier Reaktion

Mit Hilfe der Sequenzierreaktion war es moglich, die vorab mit Fluoreszenzfarbstoff
markierten Basen sichtbar zu machen. Die Proben wurden mit Wasser HPLC-Grade verdiinnt,
in einem Verhdltnis 12ul DNA zu 8ul Wasser, was einem Gesamtansatz von 20ul entsprach.
Die Gefille wurden in vorher festgesetzter Reihenfolge in einen speziellen Sequenzier Block
gestellt und in dem Sequenziergerit platziert. Im Computer wurden die Proben der
Reihenfolge in dem Block entsprechend eingegeben und exakt benannt um Verwechslungen
zu vermeiden. Jede einzelne Probe wurde von einer Kapillare des Abi Prism 310
Sequenziergerites angezogen. Sie durchlief wihrend ca. einer Stunde einen mit einem Fenster
versehenen diinnen Draht. An der durchsichtigen Stelle detektierte ein Laser die Banden,
denen jeweils eine Fluoreszenzfarbe zugeordnet war. Die Reihenfolge der Nukleotide wurde
an Hand der Farbsignale aufgeschliisselt und konnte anschlieBend auf einem farbigen

Ausdruck sichtbar gemacht werden. Auf diesem Weg erhielt man die genaue Basenfolge des
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gewlinschten DNA  Abschnittes und konnte etwaige genetische Varianten (z.B.

Deletion/Insertion) erkennen.

3 Ergebnisse

3.1 Hiufigkeitsverteilung der JIA-Typen

In die Studie aufgenommen wurden ausschlielich Kinder mit einer juvenilen idiopathischen
Arthritis die nach klinischen und labormedizinischen Gesichtspunkten diagnostiziert wurde.
Alle Patienten und ihre Eltern wurden iiber den Inhalt der Studie aufgekldrt und erst nach
threm Einversténdnis in das Projekt eingeschlossen.

Die Verteilung der Kinder in den verschiedenen JIA Subgruppen ergab sich wie folgt:

JIA Typen Gesamt (n=145)

1 6,5% (n=9)

2 32,7% (n=47)

3 6,5% (n=9)

4 20,7% (n=30)
4a 9,3% (n=14)

5 16,4% (n=24)

6 7,9% (n=12)

Tabelle 3: Darstellung der

Haufigkeitsverteilung in den JIA Subgruppen

3.2 Genanalyse

Nachdem die Blutproben der 389 Personen (Patienten n=145/ Kontrollen n=244) gesammelt
waren, und die DNA mit dem DNA Qiagen Kit isoliert war, wurden die Proben mit den
etablierten Methoden aus Kapitel 2 aufgearbeitet und sequenziert. Durch die
Sequenzieranalyse des gewlinschten DNA Teilstlickes gelang die genaue Identifizierung der
DNA Sequenz und somit auch des Polymorphismus. Der Polymorphismus betraf bei beiden

Enzymen die Promoterregion. Diese liegen auf dem Chromosom 11q22.3; der MMP 1
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Polymorphismus an der Stelle -1607 bp und der MMP 3 Polymorphismus an der Stelle -1171
bp. Untersucht wurde hinsichtlich des Auftretens einer Punktmutation.
Diese trat auf in Form einer Deletion (Mutation, bei der Nukleotide aus der DNA Sequenz
geloscht werden); entweder in Form einer Einzelstrang oder einer Doppelstrang Deletion.

3.3 Genetik der Polymorphismen

Die Genanalyse ergab drei Mdglichkeiten:

* Doppelstrang Deletion; Homozygotie

TAGAAAGATAT GACT T
280

MMP 1 1G-1G

Abbildung 1: MMP 1 Doppelstrang Deletion (GAAAGA)

MMP 3 5T-5T

Abbildung 2: MMP 3 Doppelstrang Deletion (GTTTTTC)

Fehlen des zweiten G (MMP 1)/ sechsten T (MMP 3) auf beiden homologen Chromosomen

(Deletion auf beiden Chromosomenstriangen).
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* Einzelstrang Deletion; Heterozygotie

TTAGAAAGNTNT NAC

MMP 1 1G-2G

Abbildung 3: MMP 1 Einzelstrang Deletion (GAAAGN)

 ACAT GGT TTT TNC CCCC

MMP 3 5T-6T

Abbildung 4:MMP 3 Einzelstrang Deletion (GTTTTTN)

Deletion auf nur einem der beiden Chromosomen (Rasterverschiebung)
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» Wildtyp, keine Deletion

[ TA GAKAGGATATGACT TAT
280 290

MMP 1 2G-2G

MMP 3 6T-6T

Abbildung 6: MMP 3 Wildtyp (GTTTTTTC)

Wildtyp (keine Punktmutationen). Es liegen zwei G/ sechs T vor.
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3.4 Verteilung der Polymorphismus Hiufigkeiten

Ziel war eine genaue Diskriminierung der DNA Polymorphismen und eine Zuteilung jedes
Patienten und jeder Kontrollperson zu einer der drei Moglichkeiten (Doppelstrang Deletion,
Einzelstrang Deletion, Wildtyp) des Metalloproteinasen 1 bzw. 3 Promoter Polymorphismus,
bzw. Allel 2G/ 6T vorhanden ja oder nein. AnschlieBend wurden die genetischen Varianten
mit verschiedenen Subtypen der JIA in Bezug gesetzt um evtl. Zusammenhinge oder eine
auftillige Verteilung aufzudecken. Die statistische Auswertung der

Polymorphismushéufigkeiten ergab die folgenden Werte:

MMP 1 | Patienten Kontrollen
1G 1G | n=41 (28,5%) | n=63 (25,8%) | p>0,05

1G 2G | n=66 (45,8%) | n=119 (48,8%) || p>0,05

2G 2G | n=38 (26,4%) | =62 (25,4%) | p>0,05

MMP 3 | Patienten Kontrollen

S5T5T | n=31(21,5%) | n=62 (25,4%) | p>0,05

5T 6T | n=69 (47,9%) | n=115 (47,1%) | p>0,05
6T 6T | n=44 (30,6%) | n=67 (27,5%) | p>0,05

Tabelle 4: Auftreten der drei verschiedenen genetischen
Varianten der beiden Metalloproteinasen in den Gruppen
Patienten/ Kontrollen (i Test p>0,05)

Zusétzlich zu dem Genotyp wurden die Allelfrequenzen der Polymorphismen berechnet. Es
wurden der Genotyp MMP 1 1G-1G gegeniibergestellt den Genotypen 1G-2G/ 2G2G;
weiterhin die MMP 3 Genotypen 5T-5T versus SA-6T/ 6T-6T.
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Bei der Korrelation mit den Allelfrequenzen resultierten folgende Werte:

MMP 1 Patienten Kontrollen
Allel 2G nein || 148 (51,1%) || 245 (50,2%) || p>0,05
Allel 2G ja 142 (48,9%) | 243 (49,8%) || p>0,05
MMP 3 Patienten Kontrollen
Allel 6T nein || 131 (45,5%) || 239 (48,9%) | p>0,05
Allel 6T ja 157 (54,5%) | 249 (51,1%) || p>0,05

Tabelle 5: Hiufigkeiten der Allele 2G/ 6T in der Patienten und
Kontroll Gruppe (* Test p>0,05)

Sowohl die Verteilung der genetischen Varianten als auch der Allelfrequenzen unterschied
sich nicht in den beiden unabhingigen Gruppen der Patienten und Kontrollen. Die statistische
Auswertung ergab keinen signifikanten Unterschied in der Héufigkeit des Auftretens der

MMP 1 bzw. 3 Polymorphismen in den beiden Gruppen.

3.5 Anzahl geschwollener Gelenke

Als Indikator einer floriden Entziindung wurde die Gelenkschwellung dokumentiert.
Geschwollen waren 0-32 Gelenke, wobei jedoch die meisten Kinder Schwellungen in 0-7
Gelenken hatten (Mittelwert 4,6 + SD 6,7).

Die Mittelwerte in der Gruppe Schwellung wurden mit den beiden unabhingigen Gruppen
Allel vorhanden (MMP 1 2G/ MMP 3 6A) oder nicht vorhanden mit Hilfe des t-Testes

verglichen.
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MMP 1 Allel

0 (n=32) [ 1 (n=76)

Mittelwert £ SD || 3,7 +4,8 | 6,8 £ 7.5 || p<0,05

Tabelle 6: Darstellung des Mittelwertes der
geschwollenen Gelenke mit Blick auf das MMP 1 2G
Allel (0=nicht vorhanden, 1= vorhanden) (t-Test
p=0,031)

MMP 3 Allel

0 (n=25) [ 1 (=85)

Mittelwert + SD || 3,6 +3,3 | 6,8 £ 7,6 || p<0,05

Tabelle 7: Mittelwerte der geschwollenen Gelenke in
Bezug auf das MMP 3 6T Allel (t-Test p=0,043)

Als Resultat des t-Testes wurde ersichtlich, dass ein signifikanter Unterschied besteht
zwischen den Gruppen MMP 1 2G Allel vorhanden (1G-2G/ 2G-2G) oder nicht vorhanden
(1G-1G) (t-Test p=0,031) in Bezug auf die Anzahl der geschwollenen Gelenke. Dies ldsst
erkennen, dass ein Verhiltnis bestehen muss zwischen einer Gelenkschwellung und
mindestens 2G auf einem Chromosom (1G-2G oder 2G-2G) an der Stelle -1607bp.

Eine &dhnliche Signifikanz resultierte bei der Berechnung der MMP 3 Genotypen: eine
Korrelation zwischen 5T-5T und 5T-6T/ 6T-6T (t-Test p=0,043). Auch in dem Fall des MMP
3 Polymorphismus ist die hohere Anzahl geschwollener Gelenke verkniipft mit 6T auf einem

(5T-6T) oder auf beiden Chromosomen (6T-6T).

3.6 Medikamente

Zur Beurteilung des Schweregrades der rheumatischen Erkrankung wurde zusdtzlich die
Anzahl der bisher eingenommenen Medikamente (NSAR, Basismedikamente,
Immunsuppressiva, TNF-a Blocker, Cortisonpraparate) unter der Annahme, dass die Anzahl

der bislang verordneten Medikamente zur Therapierefraktaritdt korreliert, ermittelt.
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Bislang verordnet wurden 0-8 Medikamente.
Die Darstellung der Verteilung der eingenommenen Medikamente ldsst sich unten stehender

Abbildung entnehmen.

Anzahl der Medikamente

Abbildung 7: Prozentuale Verteilung der verordneten Medikamente

MMP 1 Allel
0 (n=38) [ 1 (n=98)

Mittelwert + SD [ 1,9+ 1,5 2,5+ 1,8

Tabelle 8: Der Mittelwert der
notwendigerweise eingenommenen
Medikamente im Zusammenhang mit dem

MMP 1 2G Allel (t-Test>0,05)
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MMP 3 Allel

0 (n=29) |1 (n=109)

Mittelwert £+ SD | 2,1 + 1,6 |2,4+1,7

Tabelle 9: Ergebnisse des t-Testes, MMP 3 6T
Allel bezogen auf den Mittelwert der verordneten

Medikamente (p>0,05)

Mit dem Ergebnis des t-Testes ist kein signifikanter Unterschied zwischen dem Mittelwert der

eingenommenen Medikamente und dem Vorhandensein des 2G/ 6T Allels nachgewiesen.

3.7 CRP, BSG

Um die Polymorphismen mit klinischen und laborchemischen (CRP, BSG) Werten in Bezug
setzen zu konnen, wurden bei allen Patienten Laborparameter untersucht, die eine
Entziindungsreaktion reflektieren. Ausgewertet wurden die jeweiligen CRP und BSG Werte
zum aktuellen Zeitpunkt der Untersuchung des Gelenkbefundes und der Blutabnahme zur
DNA Sequenzierung.

Die klinischen Merkmale wurden zur statistischen Auswertung in Gruppen aufgeteilt:

CRP und BSG Werte wurden in erhdhte (CRP > 5 mg/dl, BSG > 20 mm/h; Gruppe 1) und
nicht erhdhte (CRP < 5 mg/dl, BSG < 20 mm/h; Gruppe 0) unterschieden.

Die Auswertung zeigte bei 46,0% der Patienten keine Erhdhung und bei 54,0% der Patienten
eine Erhohung der CRP Werte. Im Gegensatz dazu hatten 22,0% der Kinder keine
Blutsenkungsbeschleunigung, bzw. 78,0 % der Kinder eine Blutsenkungsbeschleunigung.
Vergleiche der CRP und BSG Werte bezogen auf die Allele ergaben mit einem y* von p>0,05

keinen signifikanten Unterschied in den Gengruppen.
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MMP 1 Allel Total | MMP 3 Allel Total

0 1 0 1
CRP < 5Smg/l 18 (30,0%) | 42 (70,0%) 60 | 12 (20,0%) | 48 (80,0%) 60 || p>0,05
CRP > Smg/l 20 (27,4%) || 53 (72,6%) 73| 17 (23,3%) || 56 (76,7%) 73 | p>0,05
BSG <20mm/h || 7 (24,1%) || 22 (75,9%) 29| 7 (24,1%) || 22 (75,9%) 29| p>0,05
BSG > 20mm/h || 30 (29,1%) || 73 (70,9%) 103 || 22 (21,4%) || 81 (78,6%) 103 | p>0,05
Total 75 190 265 58 207 265

Tabelle 10: Korrelation von erhéhten bzw. nicht erhohten CRP/ BSG Werte mit den MMP 1/ MMP 3
Allelen (i Test p>0,05)

3.8 Antigen, Antikorper

Des Weiteren wurden die Bedeutung von Rheumafaktor, HLA B27, ANA und HLA DR4

untersucht.

Die Ergebnisse sind folgender Tabelle zu entnehmen:

MMP 1 Allel Total | MMP 3 Allel Total
0 1 0 1

RF+ | 2(20,0%) | 8 (80,0%) 10 [ 2 (20,0%) | 8 (80,0%) 10 | p>0,05
RF- [ 30(29,1%) | 73 (70,9%) | 103 |24 (23.3%) | 79 (76,7%) | 103 | p>0,05
HLA+ [ 13 32,5%) [ 27 (67,5%) | 40 8 (20,0%) | 32(80,0%)| 40 p>0,05
HLA- [ 21 (23,9%) [ 67 (76,1%) | 88 [ 19 (21,6%) || 69 (78.4%)| 88 p>0,05
ANA+ | 13 (26,0%) [ 37 (74,0%) | 50 | 14 (28,0%) | 36 (72,0%) | 50 | p>0,05
ANA- |23 (28,4%) | 58 (71,6%) | 81|14 (17.3%) | 67 (82,7%)| 81| p>0,05
DR4+ [ 5(29.4%) | 12(70,6%) | 17[1(5.9%) |16(94,1%)| 17 p>0,05
DR4- |28 31,5%) | 61 (68,5%) | 89 [ 24 (27.0%) | 65 (73.0%) | 89| p>0,05
Total 135 343 478 106 372 478

Tabelle 11: 2G/ 6T Allel im Zusammenhang zu den Autoantikérper sowie Nachweis von
HLA und DR 4 (y* Test p>0,05)

23




Eine Korrelation zwischen dem Vorliegen der Allele und den Parametern

Rheumafaktornachweis, ANA-Positivitdt, Nachweis von HLA DR 4 fand sich nicht.

3.9 Rontgenbefunde

Rontgenbilder und die dazugehorigen Befunde der besonders betroffenen Gelenke wurden zur
Beurteilung einer etwaigen erosiven Verdnderung des Gelenkknochens herangezogen.

Die Rontgenbefunde wurden ebenfalls in positiv (Erosionen) Gruppe 1 und negativ (keine
Erosionen) Gruppe 0 unterteilt.

Bei 69,7% der Kinder waren in den Rontgenbildern keine, bei 30,3 % der Kinder waren
erosive Verdnderungen sichtbar.

Die Einteilung in Patienten ohne Verdnderungen (Gruppe 0) und Patienten mit erosiven
Veranderungen (Gruppe 1) im Gelenk mit Blick auf die MMP Allel Héufigkeiten ergab
folgendes:

MMP 1 Allel
Gelenk || 0 1 Total
0 25 (37,3%) || 50 (66,7%) 75 || p>0,05
1 6 (20,0%) | 24 (80,0%) 30 || p>0,05
Total 31 74 105

Tabelle 12: Gelenkverinderungen in 2 Gruppen
(0=keine, 1=Verinderungen) in Bezug zu dem MMP 1
2G Allel (i Test, p>0,05)
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MMP1 ALLEL

Veranderungen

Abbildung 8: Darstellung der radiologischen Verinderungen mit

Blick auf das MMP 1 Allel (i Test, p>0,05)

MMP 3 Allel
Gelenk || 0 1 Total
0 20 (26,3%) || 56 (73,7%) || 76 p>0,05
1 5(16,1%) | 26 (83,9%) | 31 p>0,05
Total | 25 82 107

Tabelle 13: Erosive Verinderungen mit Blick auf das

MMP 3 6T Allel (5° Test, p>0,05)
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MMP3 ALLEL

Veranderungen

Abbildung 9: MMP 3 Allel und radiologische Verinderungen (y°
Test, p>0,05)

Dieses Ergebnis, sowohl in der MMP 1 als auch in der MMP 3 Gruppe erwies sich im y* Test
als nicht signifikant (p >0,05).

Die radiologischen Befunde in den Rontgenbildern wurden zusdtzlich zu der oben
aufgefiihrten Graphik noch in den JIA Subtypen hinsichtlich ihres Auftretens untersucht.

Dieses Ergebnis ist der folgenden Tabelle zu entnehmen.
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JIA Keine Erosive Total
Verinderungen

1 5(83,3%) 1 (16,7%) 6
2 21 (56,8%) 16 (43,2%) 37
3 2 (28,6%) 5(71,4%) 7
4a 25 (89,3%) 3 (10,7%) 28
4b 1 (20,0%) 4 (80,0%) 5
5 21 (77,8%) 6 (22,2%) 27
6 8 (88,9%) 1 (11,1%) 9
Total 83 (69,7%) 36 (30,3%) 119

Tabelle 14: Darstellung der Gelenkverinderungen in den

jeweiligen JIA Subgruppen (3 Test, p>0,05)

Die durchschnittliche Erkrankungsdauer der Kinder lag bei 75,078 Monaten, mit einem
Minimum von 5,1 und einem Maximum von 241,5 Monaten.

Die Auswertung und Darstellung der Héufigkeiten der klinischen und laborchemischen
Parameter in Bezug auf die einzelnen JIA Subtypen ergab aufgrund der teilweise zu kleinen
Patientenzahlen kein statistisch valides Ergebnis. Somit konnte eine genaue Auswertung mit
Blick auf die einzelnen Subgruppen nicht erfolgen, sondern nur hinsichtlich der Gesamtheit

der Patienten.
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4 Diskussion

4.1 Vorhaben

Die genetischen Grundlagen der juvenilen idiopathischen Arthritis bleiben nur unvollstindig
verstanden.

Hinsichtlich der Rolle des Immunsystems hatte man sich bislang auf die Genetik der HLA
Klassen konzentriert. Ziel dieser Arbeit war es, die genetischen Grundlagen des Matrix
Metalloproteinasen Promoter Polymorphismus (MMP 1/ MMP 3) zu charakterisieren und sie
mit den Subtypen und klinischen Symptomen der JIA in Bezug zu bringen. Die erarbeiteten

Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt und mit denen anderer Autoren verglichen.

4.2 Hypothesen

Vor Beginn der Arbeit war eine Korrelation von einem der Polymorphismen mit einer
erhohten Krankheitsaktivitit oder einem Einfluss auf die Knorpel,- und Knochendestruktion
vermutet worden.

Von anderen Autoren war iiber einen Polymorphismus der MMP 1 und 3 Promoter Region
mit den Folgen einer Verdnderung der Transkription berichtet worden. Rutter et al., 1998
schrieb liber den MMP 1 Promoter Polymorphismus: ,, Die Steigerung der Transkription ist
abhingig von 2G an der Stelle -1607 bp. Laut Rutter kann die Kombination aus MMP 1
Polymorphismus und spezifischen Interleukinen die Transkription dramatisch steigern und
auf diesem Weg zu einem vermehrten Abbau von Extrazellulirmatrix fiihren.

Die Enzymaktivitdt von MMP 1 und 3 korreliert signifikant mit der Makrophagen Infiltration
und dem Grad der Entziindung (Gattorno et al., 2002).

Laut Matsuyama T. (1999) sind die MMP 3 Aktivititen bei JIA Patienten mit Arthritis
deutlich hoher als bei Patienten ohne Arthritis.

Diese Aussagen lassen einen Zusammenhang der Polymorphismen mit einer verdnderten
Expression und verstérkten proinflammatorischen Aktivitét der Metalloproteinasen vermuten.
Gekennzeichnet sind jene Metalloproteinasen durch ihre Féhigkeit extrazellulire Matrix

abzubauen. Als Folge der pathologischen Transkription aufgrund des Promoter
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Polymorphismus lag ein gestdrter Abbau von Kollagenen und Proteoglykanen nahe. Dies

spielt bei der JIA in Form von chronischen Knorpel-, und Knochenschidden eine grof3e Rolle.

4.3 Hiufigkeiten

Die Haufigkeitsverteilung der einzelnen JIA Gruppen unter den Patienten entsprechen
Literaturangaben, nach denen der Typ 2 (32,7% in vorliegender Arbeit) und Typ 4a (20,6%)
die hdufigsten sind. Das Geschlechterverhéltnis betrdgt in dieser Studie 60,1% Médchen und
39,9% Jungen.

Es kann somit von einer reprdsentativen Verteilung der Subtypen wund der
Geschlechtsverteilung in der Patientenpopulation in vorliegender Promotionsarbeit
ausgegangen werden.

Zur Kontrolle der relativen Hiufigkeiten in der Bevolkerung der drei verschiedenen
Genotypen und der Allelfrequenzen wurde das Blut von 244 gesunden, iiber den
Verwendungszweck der Blutprobe aufgeklirten Personen (57,0% Frauen, 43,0% Minner)
analysiert. Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe eines SPSS Programmes hinsichtlich ihrer
Bedeutung untersucht.

Der t-Test wurde verwendet um 2 unabhéngige Gruppen hinsichtlich eines Mittelwertes zu
vergleichen. Der y* Test , um 2 unabhingige Gruppen in Bezug auf relative Haufigkeiten zu
untersuchen.

Nach der statistischen Auswertung kann festgestellt werden, dass filir die Genotypen der MMP
1 und MMP 3 Promoter Region in den beiden unabhingigen Bevolkerungsgruppen der
Patienten und Kontrollen kein Unterschied hinsichtlich der Verteilung besteht (x> Test
p>0,05). Die Héaufigkeiten der Genotypen unterscheiden sich nur unwesentlich, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass die an der JIA erkrankten Kinder kein gehduftes Auftreten
eines bestimmten Genotyps aufweisen. Ein sehr dhnliches Verteilungsmuster in den
untersuchten Gruppen zeigen auch die Allelfrequenzen, sodass auch hier kein relevanter
Unterschied besteht. Zu dem gleichen Ergebnis kommt Constantin et al., in seinen Arbeiten
2002 und 2003 iiber die MMP 1 und MMP 3 Polymorphismen in Bezug auf die rheumatoide
Arthritis: ,,Allel Haufigkeiten und Genotyp Frequenzen unterscheiden sich nicht zwischen
Patienten und Kontrollen.* Das Auftreten der Erkrankung ist nicht mit einem bestimmten

Genotyp assoziiert.
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4.4 Klinische Symptome

4.4.1 Gelenkschwellung

Die typischen Symptome der JIA wurden in Form der Gelenkschwellung bei jedem Kind
erhoben, dokumentiert und statistisch ausgewertet

Es resultierte eine deutliche Verbindung zwischen der Anwesenheit des 2G Allels in der
MMP 1 Promoter Region (t-Test, p=0,031) und der Anwesenheit des MMP 3 6T Allels (t-
Test, p=0,043) und der Anzahl geschwollener Gelenke.

Die Kinder mit einer Schwellung in einem oder mehreren Gelenken wiesen signifikant
héaufiger den 2G/ 6T Typ (heterozygot oder Wildtyp) auf, als Kinder ohne.

Die Gelenkschwellung ist als Reaktion auf eine im Gelenk ablaufende Entziindung zu sehen.
Zu dieser Entziindung kommt es aufgrund einer Interaktion zwischen aktivierten
Lymphozyten und Monozyten, Makrophagen und synovialen Fibroblasten. Neben IL-1 und
IL-6 wird auch der TNF-a gebildet. IL-1 ist verantwortlich fiir die Aktivierung verschiedener
Metalloproteinasen, die chondro-, und osteolytische Effekte vermitteln. Zusétzlich sind
sowohl TNF-a als auch IL-1 in der Lage spezifische TIMPs (Tissue Inhibitors of
Metalloproteinase) zu hemmen und so indirekt die Knorpelschidigung zu unterstiitzen
(Laufer et al., 2002).

Eine erhdhte lokale Produktion von proinflammatorischen Zytokinen scheint fiir die artikulére
Manifestation der JIA mit verantwortlich zu sein (Kutukculer et al., 1998).

Patienten mit einer JIA haben im synovialen Gewebe hauptsidchlich eine Expression von
proinflammatorischen Zytokinen mit einer Verminderung der antiinflammatorischen (Harjack
et al., 2000).

Aufgrund der beschriecbenen MMP Promoter Polymorphismen kommt es in Folge der
Zytokinstimulation zu einer gesteigerten Enzymaktivitit der MMPs (Wyatt et al, 2002,
Szyllo et al., 2002, Mattey et al., 2004).

Ghilardi et al., veroffentlichte 2001 eine Arbeit in der er feststellte, dass es aufgrund eines
einzelnen Guanin Insertions Polymorphismus (1G/ 2G) in der MMP 1 Promoter Region zu
einer Erhohung der Transkriptionsaktivitit kommt und daraus eine verstirkte lokale

Enzymexpression resultiert.
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In seiner Arbeit iiber MMP 1 und 3 Aktivitdten im Serum und in der Synovialfliissigkeit von
JIA Patienten stellte Peake et al., 2005 fest, dass die gemessenen MMP 1 und 3
Konzentrationen erhoht waren und mit der Anzahl aktiver Gelenke korrelierten.

Betrachtet man die Ergebnisse aus vorliegender Promotionsarbeit, zusammen mit den
Kommentaren von Ghilardi und Peake erscheinen das 2G und das 6T Allel als bedeutende
Faktoren in dem JIA assoziierten Gelenkbefall.

Die gesteigerte Transkription aufgrund der Polymorphismen und die konsekutive erhdhte
lokale Aktivitit der Metalloproteinase 1 fiihrt zu einer lokalen Entziindung mit den typischen
Zeichen Tumor, Rubor, Dolor und Functio laesa.

Der resultierte Zusammenhang zwischen dem Vorkommen des 2 G/ 6T Allels bei den an
einer JIA erkrankten Kindern und der persistierenden Gelenkschwellung als Zeichen einer
gesteigerten lokalen inflammatorischen Aktivitit verstirken den Verdacht, dass dem MMP 1/
3 Promoterpolymorphismus in der multifaktoriellen Genese der JIA eine wichtige Rolle
zukommt.

Da die Verteilung der Polymorphismen und der Allelfrequenzen der Patienten sich nicht von
der der Kontrollen unterscheidet, scheinen die Polymorphismen jedoch keine direkte Rolle
hinsichtlich der Krankheitsentstehung zu spielen, sondern vielmehr bei einer bereits
vorhandenen Disposition zu rheumatischen Erkrankungen mit konsekutivem Gelenkbefall zu

einer verstiarkten Krankheitsaktivitit zu fithren.

4.4.2 CRP, BSG

Die iiber die klinischen Symptome hinaus erhobenen laborchemischen Parameter (CRP, BSG)
wurden ebenfalls auf einen Zusammenhang mit den Allelen hin untersucht. Hieraus ergab
sich keine signifikante Korrelation (* Test, p>0,05).

In seiner Arbeit (Peake et al., 2005) wurde eine Korrelation zwischen MMP 1/ 3 Werten und
Entziindungsparametern bei der JIA nachgewiesen. In dieser Studie wurden die MMP 1 und 3
Konzentrationen (gemessen mit ELISA) mit den Entziindungsparametern korreliert.

Gattorno et al., veréffentlichte 2002 eine Arbeit in der er ebenfalls die Expression und somit
die Konzentration der Metalloproteinasen 1 und 3 im synovialen Gewebe in Beziehung setzte
zum Grad der Entziindung. Dieser gelangte auch zu dem Ergebnis, dass bei der JIA die

Expression von MMP 1 und 3 im Gewebe deutlich mit der Entziindung korrelierte.
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In vorliegender Doktorarbeit wurden jedoch die Allelfrequenzen mit der Krankheitsaktivitit
in Bezug gesetzt. Hieraus resultierte, im Vergleich zu oben zitierten Arbeiten kein
signifikantes Ergebnis.

Die Annahme, ein veridnderter Promoter aufgrund eines Polymorphismus mit konsekutiv
gesteigerter Enzymexpression wiirde mit erhdhten Entziindungsparametern korrelieren, ldsst

sich an Hand der vorliegenden Ergebnisse nicht bestitigen.

4.4.3 Immunmarker

Des Weiteren sind bei allen Kindern die immunologischen Marker RF, ANA, HLA B 27, DR
4 auf ihr Vorhandensein hin untersucht und mit den MMP Allelfrequenzen korreliert worden.
Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen diesen oder einem bestimmten Genotyp (5° Test,

p>0,05).

4.5 Medikamente

Als weiteres Kriterium einer erhohten Krankheitsaktivitidt wurde die Anzahl der verordneten
und eingenommenen Medikamente herangezogen. Der Verdacht, dies wiirde mit einem
vermehrten Auftreten einer der Polymorphismen zusammenhéngen, bestdtigte sich nicht. Mit

einem t-Test p>0,05 konnte keine Korrelation nachgewiesen werden.

4.6 Rontgenbefunde

Die Rontgenbefunde der erkrankten Gelenke wurden ebenfalls auf einen Bezug zu den
Allelfrequenzen hin analysiert.

Als Folge der chronischen Entziindungsreaktion kommt es bei einigen Patienten zu im
Rontgenbild sichtbaren Verdnderungen. Die Metalloproteinasen mit ihrer Fihigkeit
extrazelluldre Matrix abzubauen, standen im Verdacht aufgrund pathologischer Prozesse im
Gelenk vermehrt zu solchen Verdnderungen (z.B. Gelenkspaltverschmélerungen, Usuren und
Knochenerosionen) zu fiihren. Die Auswertung der Rontgenbilder (keine Verdnderungen und

sichtbare Verdnderungen) mit Blick auf die Genotypen und Allelfrequenzen ergaben dennoch
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keinen Hinweis in diese Richtung. Mit einem x* Test p>0,05 (MMP 1 und 3) konnte kein
Zusammenhang nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis muss jedoch kritisch betrachtet werden, da sich bei der Befundung der Bilder
einige Probleme ergaben.

Im Gegensatz zu den anderen klinischen Befunden wurden die Bilder von verschiedenen
Radiologen begutachtet, was einen direkten Vergleich erschwerte.

Es war nicht bei allen Kindern moglich, nach einer bestimmten Krankheitsdauer (z.B. 5, 10
Jahre) den Gelenkstatus sichtbar zu machen, sodass iiber eine etwaige Progredienz der
radiologischen Verdnderungen nur schwer eine Aussage getroffen werden konnte.

Die Anzahl der Kinder in einigen der JIA Gruppen war teilweile zu klein, sodass eine valide
statistische Auswertung mit Blick auf die einzelnen Krankheitsentititen nicht gemacht werden
konnte, sondern nur auf die Gesamtheit der JIA Patienten. Ob nach einer Verbesserung der
oben genannten Griinde nicht doch eine signifikante Korrelation zwischen den MMP
Polymorphismen und einer radiologischen Progression bestehen wiirde, kann somit nicht

endgiiltig ausgeschlossen werden.

4.7 Zusammenfassung

Forre et al duBerte liber die JIA 2002 folgendes: die Interaktion zwischen verschiedenen
Genen scheint notwendig zu sein fiir die Entstehung der Krankheit. Die Kenntnis {iber die
involvierten Gene wiirde helfen die molekularen Mechanismen zu verstehen und hitte
eventuell Konsequenzen fiir die Prognose und Therapie. Die JIA ist assoziiert mit
signifikanten und konstanten Serum Verdnderungen von inflammatorischen Zytokinen
(Mangge et al., 1995).

Aufgrund der Ergebnisse aus vorliegender Arbeit kann man festhalten, dass mit der Analyse
der Genetik des Metalloproteinasen 1 und 3 Promoter Polymorphismus ein weiteres Puzzleteil
in der multifaktoriellen Atiologie des JIA assoziierten Gelenkbefalles gefunden worden ist.
Zusammen mit anderen Imbalancen der involvierten Transmitter (TNF, IL, Timps) erzeugen
sie ein proinflammatorisches Milieu in dem betroffenen Gelenk, und fiihren so zu chronischen

Storungen der Gelenkfldchen und letztendlich zu Funktionsstorungen.
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6 Thesen

Rheumatische Erkrankungen sind multifaktoriell bedingt. Die Interaktion mehrerer
Gene, die im unterschiedlichen Ausmafl die Disposition bestimmen, im
Zusammenspiel mit Umweltfaktoren und Lebensweise flihren zur manifesten

Erkrankung.

Klinische Heterogenitit und variable Penetranz erschweren die Aufklirung

pathogenetischer Zusammenhinge und genetischer Analysen beim Menschen.

Der Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex, MHC) hat
bei der spezifischen Immunreaktion eine wesentliche Bedeutung. Antigenpeptide
werden im Komplex mit MHC-Molekiilen den antigenspezifischen T-Zellen
prasentiert. T-Zellen und die von ihnen sezernierten Zytokine entscheiden {iiber
Ausmal und Art der Immunreaktion. T-Helfer-2-Zellen sind durch die Produktion von
Zytokinen charakterisiert und stimulieren Fibroblasten zur Liberation von

Metalloproteinasen.

Die Bedeutung der Metalloproteinasen in Bezug auf die Krankheitsaktivitidt wird
diskutiert.

Die DNA Sequenzierung zur Erfassung der verschiedenen genetischen Varianten
wurde im Rahmen dieser Arbeit angewendet. Die Verteilung der

Polymorphismushiufigkeiten und Allelfrequenzen wird so quantifizierbar.

Die Verteilung der einzelnen Hiufigkeiten unterscheidet sich nicht zwischen den

beiden unabhéngigen Gruppen der Patienten und Kontrollen.

Bei der Untersuchung der 3 verschiedenen Promotorgenotypen hinsichtlich einer
Gelenkschwellung als Ausdruckeiner erhohten Krankheitsaktivitdt zeigte sich ein
deutlicher Zusammenhang zwischen den Wildtyp Polymorphismen (MMP 1
2G/MMP3 6A) der Metalloproteinasen 1 und 3.
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10.

11.

12.

Ein Zusammenhang zwischen den Allelfrequenzen und Polymorphismushaufigkeiten
mit Blick auf erhohte Laborparameter (CRP, BSG) als Zeichen einer aktiven

Entziindung war nicht feststellbar.

Es bestand keine Korrelation zwischen einem gehduften Vorkommen von bestimmten

Immunmarkern (RF, HLA B27, ANA, DR 4) und den MMP Polymorphismen.

Des Weiteren wurden die eingenommenen Medikamente als weiteres Kriterium einer
erhohten Krankheitsaktivitit mit den verschiedenen Genotypen korreliert. Hieraus

resultierte jedoch keine Signifikanz.

Als letztes Kriterium wurden die Rontgenbefunde der betroffenen Gelenke hinsichtlich
erosiver Verdnderungen mit den genetischen Varianten in Bezug gebracht. Es konnte
kein Zusammenhang nachgewiesen werden, jedoch war die Patientenzahl in den
einzelnen Gruppen teilweile sehr klein, sodass eine signifikante Korrelation nach
einer Erhohung der Patientenanzahl in den Untersuchungsgruppen nicht endgiiltig

ausgeschlossen werden kann.

Diese Untersuchungsmethoden kdnnen auch fiir zukiinftige Analysen genutzt werden.
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