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2 EINLEITUNG

2.1 Definition der Sarkoidose
Die Sarkoidose, auch Morbus Boeck genannt, ist eine inflammatorische, multifaktorielle

Systemerkrankung, charakterisiert durch eine erhdhte Immunreaktion des Kérpers auf einen noch
unbekannten Ausldser. Zum ersten Mal beschrieben wurde diese Erkrankung im Jahre 1886 von
dem Dermatologen und Chirurgen J. Hutchinson. Bis heute ist die genaue Atiologie nicht
vollstandig geklart. Wahrscheinlich kommt es bei einer genetischen Suszeptibilitdt nach
Exposition mit einem noch unbekannten exogenen Stimulus zum Ausbruch der Erkrankung
(Lympany und du Bois, 1997; McGrath et al., 2001; Muller-Quernheim, 1998). Die Sarkoidose
tritt weltweit auf; jedes Alter, alle ethnischen Gruppen und beide Geschlechter kdnnen betroffen
sein (Sharma, 2005). Klinisch manifestiert sich die Sarkoidose sehr variabel. Von der akuten
Form, z.B. dem Ld&fgren Syndrom, bis hin zu mehreren Stadien der chronisch persistierenden
Form zeigt sie ihre Ausprdgung. Betroffen sind am h&ufigsten Lunge und mediastinale
Lymphknoten, allerdings kénnen alle anderen Organe, insbesondere Haut und Augen an der
Erkrankung beteiligt sein (Hunninghake et al., 1999). Charakteristische pathologische Befunde
sind nicht verkasende Epitheloidzellgranulome, die auf eine Ubersteigerte inflammatorische
Aktivitat von CD4 T-Lymphozyten und Makrophagen zuriickzufiihren sind (Drake und Newman,
2006). Laut der American Thoracic Society (ATS)/European Respiratory Society (ERS)/World
Association of Sarcoidosis and Other Granulomatous Disorders (WASOG) (1999) ist die
Diagnose erst nach klinisch-radiographischen Belegen, unterstutzt durch den histologischen
Nachweis nichtverkésender Epitheloidzellgranulome, zu stellen. Granulome anderer Ursachen

missen jedoch ausgeschlossen werden.

2.2 Atiologie der Sarkoidose
Die Atiologie der Sarkoidose ist bis heute nicht vollstandig geklart trotz der Tatsache, dass diese

Erkrankung schon seit Gber 130 Jahren bekannt ist. Dies veranschaulicht die Komplexitat und
Variabilitat der Sarkoidose. Nach heutigem Wissensstand vermutet man einen polyatiologischen
Hintergrund. Wahrscheinlich spiegelt die Sarkoidose das Produkt aus einem unbekannten
exogenen Stimulus und einer endogenen pradisponierenden Suszeptibilitat wider. (Lympany und
du Bois, 1997; McGrath et al., 2001; Muller-Querrenheim, 1998). Unterstiitzt wird diese
Hypothese durch beobachtete familidre H&ufungen und unterschiedliches Auftreten der

Erkrankung abhéngig vom ethnischen Hintergrund (James, 1976; Jorgensen, 1964; Kirsten, 1995;
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Nowack und Goebel, 1987; Sharma et al., 1976; Rybicki et al., 1996; Wiman, 1972; Wurm et al.,
1962).

Ribicki et al. zeigten in einer 2001 durchgefihrten Studie ein signifikant erhéhtes Risiko an einer
Sarkoidose zu erkranken bei Verwandten 1. und 2. Grades. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein
Sarkoidosepatient von einem weiteren betroffenen Geschwister- oder Elternteil berichtete, war
finf Mal hoher als bei den Kontrollpersonen. Sverrild et al. (2008) beschéftigten sich in einer
Studie mit dem Erkrankungsrisiko bei Zwillingen, wobei einer an Sarkoidose erkrankt war. lhre
Ergebnisse zeigten, dass das hereditére Risiko eine Sarkoidose zu bekommen bei monozygoten
Zwillingen um das 80-fache und bei dizygoten Zwillingen um das 7-fache erhoht war im
Vergleich zum Normalkollektiv. Daraus folgerten sie, dass die genetische Disposition eine
immens wichtige Rolle fir die Atiologie der Sarkoidose spielen muss. Die Tatsache, dass bei
monozygoten Zwillingen nicht immer beide erkranken, l&sst wiederum Rickschlisse auf den
Einfluss eines exogenen Stimulus zu. Man geht von einem multifaktoriellen Geschehen aus,
wobei wahrscheinlich erst das Zusammenspiel aus verschiedenen Genpolymorphismen zur
genetischen Pradisposition beitrdgt (Smith et al., 2008). Anfanglich suchte man nach einer
infektiosen Ursache und brachte lange Zeit den Erreger der Tuberkulose (Mycobacterium
tuberculosis) mit der Sarkoidose in Verbindung. Die “World Association Of Sarcoidosis And
Other Granulomatous Disorders” (WASOG) benannte aulerdem in den neunziger Jahren noch
Borellien, Mykoplasmen, Herpesviren, Aluminium, Zirkonium, Talk, Kieferpollen und Feinstaub
als mogliche zu untersuchenden Ausldser (Costabel und Hunninghake, 1999). Bis heute konnte
jedoch kein Nachweis fur eine eindeutige Verbindung hergestellt werden (Drake und Newman,
2006).

2.3 Epidemiologie der Sarkoidose
Die Sarkoidose tritt als entzlindlich granulomatdse Erkrankung tberall auf der Welt auf. Man hat

sie sowohl in allen ethnischen Gruppen, den beiden Geschlechtern als auch in allen
Altersgruppen diagnostizieren konnen. Aufgrund von fehlenden standarisierten Studien, d.h.
keiner einheitlichen Diagnostik zur Erfassung der Patienten und keiner standarisierten
Patientenrekrutierung, kénnen die Daten zu Inzidenz, Préavalenz, Morbiditat und Mortalitat nicht
exakt evaluiert werden. Darlber hinaus ist die Symptomatik der Sarkoidose so variabel im Befall
und Ausmal3, dass es bei vielen Betroffenen nie zu einer klinischen Manifestation und somit zur
Diagnose der Erkrankung kommt. In einer Kohorte von Uber einer Million amerikanischen

Soldaten wurde ein Roéntgen-Thorax Screening durchgefuhrt. Bei 134 Soldaten wurde eine
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Sarkoidose diagnostiziert, 48,5 % von ihnen hatten jedoch zum Zeitpunkt der Untersuchung noch
nie Beschwerden (Sartwell und Edwards, 1974).

Die Schatzungen der weltweiten j&hrlichen Inzidenz der Sarkoidose belaufen sich auf
16,5/100.000 bei Mannern und 19/100.000 bei Frauen (Hillerdal et al., 1984). Die Ergebnisse der
ermittelten Pravalenzen reichen von 0,03 in Korea bis zu 640 pro 100 000 in Schweden
(Hégerstrand und Linell, 1964; Kim, 2001). Sowohl in den Inzidenz- als auch in den
Préavelenzraten ist ein Nord-Sid-Gefalle auffallend mit einer Haufung der Félle in den nordlichen
Breiten. Anhand von Réntgen-Thorax-Aufnahmen berechneten Siltzbach et al. (1974) eine
Préavalenz von nur 0,2 in Portugal, in Schweden kamen sie auf 64 pro 100.000. 28,2/100.000
betrug die Pravalenz in Finnland, die Inzidenz mit 11,4 pro 100.000 pro Jahr war auch eher hoch
(Pietinalho et al., 1995). Die Inzidenz in Deutschland wird mit 10/100.000/Jahr angegeben
(Scharkoff, 1993). Dass die Sarkoidose in den verschiedenen ethnischen Gruppen unterschiedlich
héufig gesehen und diagnostiziert wird, zeigen auch Studien aus den USA. Dort reichen die
Inzidenzraten von 10,9 in der weilen Bevolkerung bis zu 35,5 in der afroamerikanischen
Bevolkerung (Rybicki et al., 1997). Des Weiteren zeigt sich eine Diskrepanz sowohl zwischen
beiden Geschlechtern als auch in den unterschiedlichen Altersgruppen. Frauen erkranken nach
Hillerdal et al. (1984) mit einer hdéheren Inzidenzrate von 21,5 und meist innerhalb zwei
verschiedener Altersgipfeln, einmal zwischen 25-29 und dann wieder im Alter von 65-69 Jahren
(Byg et al., 2003). Mé&nner sind hingegen mit einer niedrigeren Inzidenzrate von 16,5
hauptsachlich im Alter zwischen 30-34 Jahren von der Sarkoidose betroffen (Byg et al., 2003).
Die Inzidenz bei Kindern ist mit 1,2/100.000/Jahr bei den 14 bis 15 Jahrigen und mit
0,06/100.000/Jahr vor dem 4. Lebensjahr eher gering (Hoffmann et al., 2004). Die Mortalitétsrate
schwankt zwischen einem und sechs Prozent (Chappell et al., 2000; Hillerdal et al., 1984; Neville
etal., 1983).

2.4 Klinik der Sarkoidose
Die klinische Erscheinungsform der Sarkoidose ist sehr variabel. Jedes Organsystem kann

betroffen sein, auch wenn die Lungenbeteiligung mit 90 % deutlich Uberwiegt (Lynch et al.,
1998). Mit abfallender Haufigkeit ware der Befall folgender Organe zu nennen: Lymphsystem
(ca. 30 %), Haut, Leber, Milz, Augen, Knochen, und endokrine Driisen (Smith et al., 2008). Die
Symptomatik ist sehr heterogen, unspezifisch und nur bei ca. 30 % der Patienten Uberhaupt
vorhanden (Cavazza et al., 2009). Zu den Beschwerden gehdren Fieber, Arthralgien,

Nachtschweil, Gewichtsabnahme sowie besonders haufig Midigkeit und Abgeschlagenheit.
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30-60 % der an Sarkoidose Erkrankten weisen gar keine Symptome auf und werden rein zuféllig
durch eine rontgenologische Untersuchung erstdiagnostiziert (Hillerdal et al., 1984; Lynch et al.,
1997; Reich und Johnson, 1985; Reich, 2002). Man teilt die Erkrankung, je nach Verlauf, in eine
akute, d.h. spontan ausheilende, nicht rezidivierende und in eine chronische, zum Teil
rezidivierende Form ein. Besonders auffallend ist der Zusammenhang zwischen bestimmten
Symptomen und der Progressivitat sowie Rasse, Geschlecht oder dem Alter. Akute, spontan
ausheilende Krankheitsbilder werden eher bei der wei3en Bevolkerung beobachtet. Im Gegensatz
dazu herrscht bei Afroamerikanern die chronische, progressive Form vor (ATS/ERS/WASOG
Committee, 1999; Baughman et al., 2001; Baughman et al., 2003; Nunes et al., 2005; Siltzbach et
al., 1974). Diese ist charakterisiert durch einen schleichenden Beginn und eine sehr variable
Auspragung. Ein hoheres Alter bei Erstdiagnose, schwarze Rasse, ein Lupus pernio, chronische
Uveitis, chronische Hypercalcdmie, Nephrocalcinose, progressive pulmonale Sarkoidose,
cystische Knochenlasionen, Neurosarkoidose oder eine myokardiale Beteiligung werden mit
einer chronischen oder progressiven Form assoziiert. Insgesamt geht man bei ca. zwei Drittel
aller Sarkoidosepatienten von einer Remission ohne erforderliche medikamentdse Therapie aus.
Ein Drittel aller Erkrankten leidet jedoch an einer chronischen Sarkoidose, die bei ca. 10 % zu
einer progressiven Organbeteiligung fuhren kann. Weniger als 5% sterben an den
Komplikationen wie einer Lungenfibrose, einem Herzversagen oder einem schweren
neurologischen Befall (Cavazza et al., 2009).

Eine Sonderform der akuten Sarkoidose ist das Lofgren-Syndrom, charakterisiert durch Fieber,
bihilare Lymphadenopathie, Sprunggelenksarthritis und Erythema nodosum (Grunewald et al.,
2004). Patienten mit dieser Symptomatik zeigen sehr oft einen gunstigen Verlauf mit einer
spontanen Remission. Aus den Ergebnissen einer aktuellen Studie von Grunewald und Eklund
(2009) geht hervor, dass 81 % der Lofgren-Patienten einen selbstlimitierenden Verlauf
aufweisen. Diese Studie beschéftigte sich vor allem mit der Prognose abhangig von dem HLA-
DRB1*03 Gen. Die Daten belegen, dass fast alle HLA-DRB1*03 positiven Patienten einen
gunstigen, ausheilenden Verlauf hatten. Im Gegensatz dazu waren HLA-DRB1*03 negative
Patienten einem 50 %igen Risiko ausgesetzt, an einer chronischen Sarkoidose zu erkranken. Die
gleiche Arbeitsgruppe zeigte auch ein geschlechterspezifisches Auftreten. Frauen erkrankten
h&ufiger am L&fgren-Syndrom, welches sich vorwiegend klinisch durch ein Erythema nodosum
zeigte. Ménner mit Lofgren Syndrom hingegen litten eher an einer Arthritis ohne Erythema
nodosum (Grunewald und Eklund, 2007).
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Im Folgenden werden einige Erscheinungsformen der Sarkoidose dargestellt. Diese reichen aber
bei weitem nicht aus, um die vollstdndige Klink zu erlautern, da jedes Organsystem betroffen sein
kann. Es wird nur auf die wichtigsten Manifestationen eingegangen.

2.4.1 Pulmonaler Befall

90 % aller Sarkoidosepatienten weisen eine Lungenbeteiligung auf und bei ca. 33 % findet man
einen Befall des Lymphsystems. 60-90 % der Falle werden im radiologischen Stadium |
diagnostiziert (siehe Kapitel Diagnostik), das meist spontan ausheilt (Lynch et al., 1997;
Pietinalno et al., 1999). Bei 10-30% kommt es zu einem chronischen Verlauf, der
lebensgeféhrliche Komplikationen mit sich bringen kann, wie eine Lungenfibrose, eine
pulmonale Hypertonie oder eine Infektion mit den Aspergillen (Judson, 2008). Symptome eines
pulmonalen Befalls &uf3ern sich nur in 30-50 % der Falle durch trockenen Husten, Dyspnoe und
Brustschmerz (ATS/ERS/WASOG, 1999). Das klassische Merkmal auf einer Rontgen-Thorax
Aufnahme ist eine bihildre Lymphadenopathie, welche bei ca. drei Viertel der Patienten
vorkommt (Lynch et al., 1997).

Eine Lungenfibrose ist eine ernst zu nehmende Komplikation der pulmonalen Sarkoidose, die bei
10-30 % der Patienten mit einem chronischen Krankheitsverlauf auftritt. In westlichen Landern
stellt sie die Haupttodesursache bei Sarkoidosepatienten dar (Nunes et al., 2007). Dabei kommt es
zu einer massiv unkontrollierten Ausbreitung von Granulomen, die sich weder spontan noch mit
einer immunsuppressiven Therapie zuriickbilden (Semenzato et al., 2005). Die Entwicklung einer
Fibrose wird moduliert durch Makrophagen, Neutrophile und eosinophile Granulozyten sowie
Mastzellen (Bjermer et al., 1987; Inoue et al., 1996).

Man geht davon aus, dass vor allem die Makrophagen in Sarkoiose-Granulomen durch die
Produktion von Wachstumsfaktoren wie TGF-p, dem ,,Platet-derived growth factor und dem
,Insulin-like growth factor-1 zu einer unproportionalen Vermehrung der Extrazellularmatrix und
einer Fibroblastenproliferation fiihren (Semenzato et al., 2005). AuRerdem kommt es durch die
von den Makrophagen ausgeschutteten Cytokine (IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-o und GM-CSF) zu
einer Uberproduktion von Stickstoffmonoxid in den Granulomen (Ishioka et al., 1996; Homma et
al., 1995; Bost et al., 1994; Facchetti et al., 1999). Diese Prozesse resultieren unter anderem in
lokalen Mikroverletzungen, Basalmenbranschdden mit Permeabilitdtserh6hung und einer

Zerstorung der normalen parenchymalen Lungenstruktur (Agostini und Semenzato, 1998).
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Eine pulmonale Hypertension durch die Obliteration der pulmonalen GefaRe oder eine
Bronchusstenose konnen mdogliche Komplikationen der fibrotischen Verénderungen sein
(Jannuzzi et al., 2007).

2.4.2 Neurosarkoidose

Diese eher seltene Form der Sarkoidose kommt mit einer Inzidenzrate von ca. 5-15 % vor (Stern
et al., 1985; James und Sharma, 1967). Der neurologische Befall bleibt oft subklinisch. Autopsien
von Sarkoidosepatienten ergeben erstaunlicherweise bei bis zu 25 % eine Beteiligung des
Nervensystems (Jannuzzi et al., 2007). Jeder Bereich des Nervensystems kann grundsatzlich
betroffen sein, obgleich Hirnnerven, Hypothalamus und Hypophyse die Hauptmanifestationsorte
der Sarkoidose darstellen (Stern et al., 1985). Die Symptomatik kann sich sehr variabel &ufern,
weshalb sich die Diagnosestellung oft schwierig gestaltet. Zu den haufigsten Symptomen z&hlen
Hirnnervenausfélle, Kopfschmerzen, Ataxie, kognitive Dysfunktionen, Schwéche und
Krampfanfélle (Scott et al., 2007). Der Ausfall des N. facialis tberwiegt und fiihrt deshalb in den
meisten Fallen einer Neurosarkoidose zusammen mit bildgebenden Verfahren und
Liquoruntersuchungen zur Diagnosestellung (Hoitsma und Sharma, 2005). Eine aseptische
Meningitis, Hydrozephalus, hypothalamische Dysfunktionen oder eine Enzephalopathie gehdren
zu den Komplikationen einer Neurosarkoidose und kénnen zu lebensbedrohlichen Zustdnden
fiihren (Jarnier und Seriés, 1999).

2.4.3 Kardialer Befall

Bei 5 % aller Sarkoidosepatienten wird ein kardialer Befall diagnostiziert. Granulome im Herzen
wahrend einer Autopsie werden dagegen bei 25 % der Erkrankten gefunden (Sherma et al., 1993;
Silverman et al., 1978). Aus diesen Zahlen geht hervor, dass auch viele Patienten mit kardialem
Befall gar keine Symptomatik wéhrend ihres Lebens aufweisen. Oft kommen die Beschwerden
plotzlich und &uBern sich in Arrythmien, die bis zum plétzlichen Herztod fuhren kénnen (Boglioli
etal., 1998).

Eine kardiale Sarkoidose stellt nach dem Lungenversagen die zweithdufigste mit der Sarkoidose
assoziierte Todesursache dar (Gideon und Mannino, 1996; Baughman et al., 1997). Generell
konnen alle Strukturen des Herzens von der Granulombildung betroffen sein, meistens sind
jedoch das Myokard, insbesondere des linken Ventrikels, und das Reizleitungssystem
beeintrachtigt (Roberts et al., 1977). Klinisch kann sich die kardiale Sarkoidose als eine dilatative
Kardiomyopathie mit Verlust der Muskelfunktion oder in Tachyarrythmien und Bradyarrythmien

manifestieren (Jannuzzi et al., 2007). Herzklappenfunktionsstérungen duBern sich hauptséachlich



16

in einer Mitralklappeninsuffizienz aufgrund einer granulomatdésen Infiltration des
korrespondierenden Papillarmuskels oder einer Verédnderungen der Ventrikelstruktur (Zoneraich
et al., 1974). Da der plotzliche Herztod das erste Symptom einer Herzbeteiligung sein kann,
empfienlt das ATS/ERS/WASOG Committee (1999) bei allen diagnostizierten
Sarkoidosepatienten ein 12-Kanal-EKG durchzufuhren, um eine eventuelle Herzbeteiligung zu
erkennen. Eine weiterflhrende Diagnostik beinhaltet eine Echokardiographie, eine
Positronenemissionstomographie und eine Magnetresonanztomographie. Der Goldstandard ist die
endomyokardiale Biopsie, die jedoch aufgrund eines haufig lokalisierten und damit schwer zu
biopsierenden Granulombefalls eine Sensitivitdt von weniger als 25 % erreicht (Uemura et al.,
1999).

2.4.4 Hautbefall

Eine Hautbeteiligung kommt in 25-35 % aller Sarkoidosepatienten vor, welche in spezifische,
granulomat6s entzlindliche und unspezifische Lasionen unterteilt wird (Jannuzzi et al., 2007).
Das Erythema nodosum, wie auch andere unspezifische Hautveranderungen, weisen eine gute
Prognose auf und verschwinden innerhalb weniger Wochen (Jannuzzi et al., 2007). Eine
besondere spezifische Lasion ist der perinasale Lupus Pernio, welcher mit einem chronischem
Verlauf und schwerer pulmonaler Beteiligung assoziiert ist (Yanardag et al., 2003).

2.4.5 Therapie

Grundsétzlich wird primér keine medikamentdse Therapie empfohlen, da immerhin zwei Drittel
aller Patienten ohne Therapie spontan genesen. Es gibt allerdings Sonderféalle, wo eine
medikamentdse Intervention indiziert ist. Patienten mit einer fortgeschrittenen oder progressiven
pulmonalen Sarkoidose, einer Augenbeteiligung, einer Neurosarkoidose und Patienten mit einem
kardialen Befall sollten auf jeden Fall immunsuppressiv behandelt werden. Des Weiteren stellen
naturlich Erkrankte in einem progressiven Stadium oder in lebensbedrohlichen Zustdnden eine
therapiebedurftige Gruppe dar (Judson, 2007). Corticosteroide sind generell Mittel der Wahl,
jedoch gibt es mittlerweile einige (in Deutschland fir diese Indikation nicht zugelassene)

Alternativen, die in Tabelle 1 mit den Indikationen und Dosisangaben vorgestellt werden.
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Medikamente

Dosis

Indikation

Erlauterung

Prednison
(Corticosteroid)

Methotrexat

Chloroquin

Hydroxychloroquin

Pentoxifylline

Cyclophosphamide

Infliximab

Azathioprin

0,5-1 mg/kg/d
Anfangsdosis

10-25 mg/Woche

250-750 mg/d

200-400 mg/d

400-1200 mg/d
500-1000 mg i.v.
3-4/Woche

5 mg/kg i.v.

1-3 mg/kg/d
Anfangsdosis

< 1-3 mg/kg/d
Erhaltungsdosis

bei jeder Organbeteiligung

bei Lungen-, Haut-, Augen-,
Gelenk-, Leber- und Herz-
beteiligung sowie bei Neuro-
sarkoidose

bei Lungen-, Haut- und
Gelenk-beteiligung sowie bei
Neurosarkoidose

bei Lungen-, Haut- und
Gelenk-beteiligung sowie bei
Neurosarkoidose

bei Lungenbeteiligung

bei Herzbeteiligung und
Neurosarkoidose

nur bei Herzbeteiligung nicht
indiziert

bei KI gegen Corticosteroide,
bei Corticostreoid-Lang-
zeiteinnahme von mehr als
10 mg/d

hohere Dosen werden bei einem
kardialen Befall oder bei einer
Neurosarkoidose benétigt. Topi-
sche Therapie bei einer
anterioren Uveitis oder lokalen
Hautlasionen

Blutbild muss kontrolliert
werden. Folséure kann zugefugt
werden.

haufige Augenuntersuchungen
sind erforderlich

haufige Augenuntersuchungen
sind erforderlich

nur bei diesen beiden Formen
anwenden, da das Risiko von
Blasenkrebs besteht

teuer, kann Tuberkulose
reaktivieren

Gefahr der
Knochenmarksachadigung
durch unselektive Wirkung

Tabelle 1: Therapiemdglichkeiten der Sarkoidose (modifiziert nach Judson, 2008)

2.5 Pathologie der Sarkoidose

Charakteristisches  Kennzeichen der Sarkoidose ist das kompakte, nichtverkasende
Epitheloidzellgranulom, welches typischerweise von hyalinem Kollagen lammelenartig umrandet
wird. Im Anfangsstadium kann es von einem 6dematdsen, aus myofibroblatischem Gewebe
bestehenden Randwall umgeben sein (Cavazza et al., 2009; Poletti et al., 2005). Das Granulom
besteht sowohl aus hochdifferenzierten Epitheloid- und Riesenzellen vom Langerhans-Typ als
auch aus T-Lymphozyten. CD4+-Lymphozyten bilden das Zentrum des Granuloms, wohingegen
CD8+-Lymphozyten in der peripheren Zone dominieren (Colby, 1995; Rosen, 1994; Semenzato
et al., 1994). Mikroskopisch lassen sich zytoplasmatische Einschlusskdérperchen (Schaumann-
korperchen) als basophile Kalzifikationen darstellen. Ebenso sieht man glanzende
Calciumoxalatkristalle. Fibrotische Umwandlungen kénnen in manchen Fallen innerhalb eines
Granuloms beobachtet werden, welche bisweilen peripher beginnen und zum Zentrum hin

fortschreiten. Die Folge ist eine komplette Fibrose und/oder eine Hyalinisierung (Poletti et al.,
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2005). Auch wenn man bei der Sarkoidose Kklassischerweise von nichtnekrotisierenden
(nichtverkéasenden) Granulomen spricht, haben Cheung et al. (2003) in 20 % der transbronchialen
Biopsien kleine, fokale Herde einer zentralen fibrinoiden Nekrose gefunden. Dabei kdnnte es sich
allerdings auch um eine Variante der Sarkoidose handeln, die in der Literatur als nekrotisierende,
sarkoiddse Granulomatose bezeichnet wird (Churg et al., 1979; Shirodaria et al., 2003). Im
Allgemeinen muss beim Auffinden einer Nekrose auch immer differentialdiagnostisch an eine
infektiose Ursache gedacht werden. Hauptsachlich findet man die Granulome bei einem
pulmonalem Befall entlang der pulmonalen Lymphbahnen, der Pleura und der pulmonalen
Arterien, Venen und Bronchien (Poletti et al., 2005). Die morphologische Diagnose der

pulmonalen Sarkoidose beruht auf drei Hauptkriterien (Freiman und Hardy, 1970; Tuder, 1996):

1. kompakte Granulome umgeben von einem Lymphozyten- und Fibroblastenwall;
2. perilymphatische Verteilung der Granulome;

3. Auschluss anderer Ursachen.

2.6 Diagnostik der Sarkoidose

Da die klinische Erscheinungsform, der Verlauf und Schweregrad ein sehr heterogenes Bild
darstellen, ist es schwierig die Sarkoidose nach genauen Definitionen zu diagnostizieren. Es gibt
lediglich Empfehlungen und Algorithmen, an die man sich halten kann. Ausgehend von dem
ATS/ERS/WASOG Committee (1999) sollte man zur Diagnosestellung einer Sarkoidose die
Symptomatik mit den radiographischen und histopathologischen Befunden evaluieren. Des
Weitern sollte eine andere granulomattse Erkrankung ausgeschlossen werden.

Da sich die Sarkoidose als eine multisystemische Erkrankung &uRert, ist laut Sherma (2005)
neben der sicheren Bestatigung der Histologie auch die Beurteilung von Ausdehnung und
Schweregrad der Organbeteiligung von grofRer Bedeutung. Als dritter Punkt der
Untersuchungsziele von Sherma (2005) wird die Evaluation eines méglichen medikamentdsen
Behandlungsprofits flr den Patienten angebracht.

Im Folgenden werden die diagnostischen Maéglichkeiten mit ihren Vor- und Nachteilen in Bezug
auf die Sarkoidose erlautert.

2.6.1 Bildgebung

Da 90 % der Patienten eine Lungenbeteiligung aufweisen, ist das Rontgen-Thorax eine obligate
Untersuchung, wenn der Verdacht einer Sarkoidose vorliegt. Die Befunde zeigen bei 90 % der

Patienten mit Lungenbeteiligung ein abnormales Bild. In bis zu 75 % handelt es sich dabei um
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eine bihilare Lymphadenopathie, die von einer Verbreiterung der paratrachealen Lymphknoten
begleitet sein kann. Ebenso kénnen bei 25-60 % der Patienten noduldre Infiltrate beobachtet
werden, die typischerweise symmetrisch, bilateral und vor allem in den Oberfeldern auftreten
(Cavazza et al., 2009; Lynch et al., 1997). Wie die Krankheit selbst, kdnnen die Rontgenbilder
trotz genannter typischer Merkmale sehr heterogen aussehen und zeigen manchmal
Besonderheiten wie z.B. Kavitationen, Bronchialstenosen mit sekundédren Atelektasen,
Pleurabdeme oder Emphysembullae mit einem Pneumothorax (Chambellan et al., 2005; Hours et
al., 2008).

Die Stadieneinteilung erfolgt radiologisch nach Scadding (1961):

Stadium 0: normales Rontgen mit extrathorakalem Befall

Stadium 1: bihilare Lymphknotenadenopathie

Stadium 2: bihilare Lymphknotenadenopathie mit parenchymaler Infiltration

Stadium 3: Lungenbefall ohne bihilare Lymphknotenadenopathie

Stadium 4: irreversible Lungenfibrose

Patienten im Stadium 1 haben eine sehr gute Prognose, da bei 60-90 % der Falle eine
Spontanremission mdoglich ist. Im Stadium 2 erfolgt eine Remission nur noch in 40-70 % der
Félle. Eher schlecht sieht die Prognose in den Stadien 3 und 4 aus, da nur bei 20 % mit einem
Ruckgang der Symptome zur rechnen ist (Scadding, 1961; Hillerdal et al., 1984; Rgmer, 1982;
Neville et al., 1983).

Die Computertomographie hat eine hohere Sensitivitat und Spezifitat als das Rontgen-Thorax bei
der Erkennung einer Sarkoidose. Trotzdem wird es nicht routinemaRig eingesetzt. Laut der
Ergebnisse von Costabel et al. (2008) ist die Computertomographie bei nur 30 % der Patienten
erforderlich. Dies ist der Fall bei atypischen Rontgenbildern, bei starkem klinischem Verdacht
ohne rontgenologische Hinweise und bei Verdacht einer Komplikation oder einer Malignitét.
Auch nuklearmedizinische Methoden werden seit den siebziger Jahren begleitend, besonders zur
Einteilung der Stadien und als Verlaufskontrolle, eingesetzt. Mit einem Gallium-Scan kann man
u.a. entzundliches Gewebe aufdecken. Zur Differenzierung von anderen entziindlichen
Erkrankungen gibt es bei Sarkoidosepatienten eine charakteristische Aufnahme des Galliums
durch das Gewebe, welche sich durch das Lamba Zeichen (Aufnahme im Hilum und Thorax) und
das Panda Zeichen (Aufnahme in den Trénendrusen) auszeichnet (Sulica et al., 2005). Sensitiver
als das Gallium-Scan ist die *°F-fluorodeoxyglucose (FDG)-PET (Positron-Emissions-

Tomography) bei der Evaluation inflammatorischer Aktivitat im Korper (Futamatsu et al., 2006;
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Nishiyama et al., 2006). Dieses Verfahren stofit allerdings auch an seine Grenzen bei der
Differenzierung zwischen granulomatésen Erkrankungen, Infektionen und Neoplasien (Teirstein
et al. 2007). Kaira et al. (2007) haben gezeigt, dass man mit L-[3-'*F]-[alpha]-methyltyrosine
(*®*F-FMT) PET eine hohere Spezifitat erzielt und somit besser zwischen Sarkoidose und
malignen Erkrankungen unterscheiden kann.

Die Magnetresonanztomographie spielt vor allem bei der Diagnostik einer kardialen und
neurologischen Organbeteiligung eine Rolle.

2.6.2 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Die BAL ist eine minimal invasive Untersuchung und zur Diagnosestellung einer Sarkoidose sehr
hilfreich. Typischerweise findet man bei Sarkoidosepatienten eine normale oder leicht erhéhte
Zellzahl, wobei in bis zu 90 % der Félle eine erhohte Lymphozytenkonzentration vorliegt und die
Granulozytenzahl normal oder erniedrigt sein kann (Costabel et al., 2005). Hoch spezifisch fir
eine Sarkoidose ist eine erhthte CD4/CD8 Ratio. Die Sensitivitat dieses Wertes mit 52-59 % ist
jedoch eher niedrig. Aus diesem Grund mussen andere interstitielle Lungenerkrankungen
ausgeschlossen werden (Costabel et al., 2007).

2.6.3 Biopsie/Histologie

Von jedem befallenen Organ, Hautdefekten und peripheren Lymphknoten sollte zur Diagnostik
einer Sarkoidose Material zu histologischen Untersuchung gewonnen werden.

An dieser Stelle wird nur auf die verschiedenen Verfahren zur Biopsiegewinnung bei der
pulmonalen Sarkoidose eingegangen, da es sich um die haufigste Form handelt.

Mit Hilfe der flexiblen fiberoptischen Bronchoskopie konnen transbronchiale Lungenbiopsien
(TBLB) entnommen werden. Die Trefferquote eines Materialgewinns bei diesem Verfahren liegt
zwischen 40 und 90 % (Gilman und Wang, 1980; Koonitz et al., 1976). Die transbronchiale
Nadelaspiration (TBNA) ist ein d&hnliches Verfahren, welches sich besonders gut zur
Biopsiegewinnung bei einer intrathorakalen Lymphadenopathie eignet.

Trisolini et al., 2004 haben gezeigt, dass die Kombination aus den beiden Methoden das beste
diagnostische Ergebnis bringt. Die Komplikationen, wie Pneumothorax oder Hdmatotorax sollten
immer vor Anwendung dieser Verfahren mitbedacht werden.

Neuere Methoden wie die transdsophageale Ultraschallgesteuerte Feinnadelbiopsie oder die
ultraschallgesteuerte transbrochiale Nadelaspiration (EBUS-TBNA) haben in Studien sehr gute
Ergebnisse erzielt und werden in Zukunft eventuell eine breitere Anwendung finden (Annema et
al., 2005; Garwood et al., 2007; Michael et al., 2008; Wong et al., 2007).
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2.6.4 Lungenfunktionsuntersuchung

Typischerweise zeigen die Resultate einer Lungenfunktionsuntersuchung bei Sarkoidosepatienten
eine Restriktion. Diese dulert sich vor allem in einem reduzierten Lungenvolumen, was zur einer
reduzierten Vitalkapazitat (VC) und einer reduzierten Totalen Lungenkapazitat (TLC) flhrt
(Costabel et al., 2008; Lynch et al., 1997). Die Diffusionskapazitat kann erniedrigt sein, kommt
aber erst in einem fortgeschrittenen fibrotischem Stadium zum tragen (Dunn et al., 1988). 20 %
der Patienten im Stadium | und 40-70 % der Patienten in den fortgeschritten Stadien (I1-1V)
zeigen mindestens eine dieser restriktiven Verénderungen (Lynch et al., 1997; Rgmer, 1982;
Neville et al., 1983; Alhamad et al., 2001; Sharma und Johnson, 1988).

Bis zu 30 % der Patienten weisen auch (peripher betonte) obstruktive Einschrankungen auf, die
mit der granulomatdsen Inflammation der Bronchialschleimhaut in Korrelation gebracht wird.
Messen lasst sich diese Atemwegsobstruktion mit dem FEV1 (forciertes expiratorisches VVolumen
innerhalb einer Sekunde), welches bei ca. 30 % der Falle reduziert ist (Benatar und Clark, 1974;
Costabel et al., 2008).

Der Zusammenhang zwischen den Lungenfunktionsparametern und dem Ausmal} der
Lungenbeteiligung l&sst sich zwar vage evaluieren, prognostische Aussagen werden daraus aber
nicht geschlossen. Dennoch ist diese Untersuchung sinnvoll, um den Verlauf der
Lungenbeteiligung zu kontrollieren (Costabel et al., 2008).

2.6.5 Laborchemische Untersuchungen

Es gibt eine Reihe von Laborparametern, die bei einer Sarkoidose erhoht sein kdnnen. Viele
davon sind sehr unspezifisch und deswegen zur Diagnosestellung nur nebensachlich. Zu diesen
Laborwerten gehoren die Hypercalzamie, Hypercalzurie (welche zur Nephrocalzinose und
Urolithiasis fiihren kann), Hypergammaglobulindmie und das erhohte Angiotensin-Converting
Enzyme (ACE) (Smith et al., 2008).

Die Bestimmung von ACE, welches in den Granulomen von Makrophagen produziert wird, ist
ein gut etablierter Test. Bei 40-80 % der Sarkoidosepatienten ist es erhoht, kann aber bei
Patienten mit aktiver Sarkoidose auch im Normalbereich liegen (Baughman und Costabel, 2006;
Gronhagen-Riska, 1979; Lieberman, 1975). Falsch positive Befunde kommen bei Diabetes,
Osteoarthritis, Tuberkulose, Pilzinfektionen oder bei einem Hodgkin Lymphom vor. Die
klinische Bedeutung und der Einsatz sind aus genannten Griinden kontrovers. Zur
Verlaufskontrolle und als Marker fir die totale Granulombelastung kann der ACE-Wert jedoch

angewandt werden (Lynch et al. 1997; Miller-Quernheim et al., 1991).
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Nach neueren Studien gibt es darlber hinaus andere Serummarker, die zur Diagnostik der
Sarkoidose eingesetzt werden kdnnten. Einer davon ist der 16sliche Interleukin-2-Rezeptor (sIL-
2R), der von den aktivierten TH1-Zellen exprimiert wird und somit die Aktivitat dieser
widerspiegelt (Arranz et al., 2000; Grutters et al., 2003). Nach den Ergebnissen von Rozhkrantz-
Kos et al. (2003) soll der sIL-2R sogar der beste Marker zur VVorhersage des Schweregrads der
Sarkoidose sein. Kieszko et al. (2007a) haben sich mit der Serumkonzentration des l6slichen TNF
Rezeptor 2 (STNFR2) beschaftigt und herausgefunden, dass die Hohe der Konzentration mit den
radiologischen Stadien und der Schwere der Erkrankung korreliert. Ebenso hat die gleiche
Arbeitsgruppe erhohte Werte an 1L-18 und IFN-y bei Sarkoidosepatienten beobachten kdnnen
(Kieszko et al., 2007). Die genaue Bedeutung und Einsatzfahigkeit dieser Werte muss allerdings

noch evaluiert werden.

2.7 Pathogenese der Sarkoidose
Die nicht verkasenden Epitheloidzellgranulome in den betroffenen Organen sind charakteristisch

fir die Sarkoidose. Sie stellen das Ergebnis einer komplexen immunologischen Signal-Kaskade
auf noch unbekannte endogene und/oder exogene Stimuli dar. Bei einer chronischen Sarkoidose
persistiert die ibersteigerte Immunreaktion, was zu der Uberlegung fiihrt, dass bei den erkrankten
Patienten regulatorische Mechanismen fur immunologische Prozesse gestdrt sein konnten
(Semenzato et al., 2005). Wahrscheinlich kommt es erst durch ein Zusammenspiel von T-Zellen,
antigenrepresentierende Zellen (APZ), unbekannten Antigenen und sowohl vermehrt aktivierter
als auch gehemmter immunologischer Mediatoren zu der persistierenden Granulombildung.
Wahrscheinlich abhéngig wvon der individuellen genetischen Suszeptibilitdit wird eine
unterschiedlich starke Immunreaktionen und somit die variable Krankheitsauspragung getriggert
(Noor und Knox, 2007). CD4+-T-Helferzellen und Makrophagen spielen dabei die wichtigste
Rolle. In verschiedenen Studien konnte man in der BAL der Betroffenen einen stark erhéhten
Anteil an CD4+-Zellen gewinnen, mit einer im Vergleich zum Normalkollektiv hoheren
CD4+/CD8+-Ratio. Gesunde Patienten weisen eine typische CD4+/CD8+-Ratio von maximal 2
auf, wohingegen man bei Sarkoidosepatienten Ergebnisse von 3,5 bis uber 10 finden kann
(Hunninghake und Crystal, 1981; Semenzato et al., 1996; Winterbauer et al., 1993; Yeager et al.,
1977). Bei den untersuchten CD4+-Zellen handelt es sich vor allem um Typl-T-Helferzellen
(TH1-Lymphozyten). In der nachfolgenden Abbildung 1 wird die Kaskade einer Immunantwort

durch einen TH1-Lymphozyten dargestellt und erl&utert.



T-Zelle

Signal 1-
TCR-Ag-MHC

Antigenkomplex

‘/—'—\\ IFN, IL-2

T-Zelle Ped

—— —

TNF, MIP, IL-15, IL-18, RANTES,
GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-12, IL-8,
IL-16, TGF, IGF-1

Abbildung 1: Induktion einer antigenspezifischen T-Zellantwort bei der Sarkoidose (modifiziert
nach Noor und Knox, 2007)

Die noch unbekannten Antigene werden von Makrophagen (APZ) durch Phagozytose
aufgenommen, gespalten und als MHC2-Antigenkomplex présentiert. Dieser Komplex in einer
Verbindung mit der variablen Region (V) des T-Zell Rezeptors (TCR) flihrt zur Aktivierung der
T-Zellen (grin: Signal 1 in Abb. 1). Es kommt zur klonischen Vermehrung der T-Helferzellen
mit einer bestimmten variablen Region des TCRs (V-a oder V-B) und zur Ausschiittung von
Cytokinen (vor allem IL-2 und INF-y). Gleichzeitig unterdriicken TH1-Zellen die Produktion der
TH2-Cytokine, wie IL-4 und IL-5 (Agostini et al., 2002; Moller, 1999; Pinkston et al., 1983,

Robinson et al., 1985). Fir eine optimale Initiierung einer immunologischen Antwort in der T-
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Zelle ist ebenfalls die Bindung costimulierender Molekile von Bedeutung. Vor allem das CD28
Molekil der T-Helferzellen in Interaktion mit dem CD80 oder 86 Molekul auf APZs tragen zur
Stimulierung der T-Zellen bei (blau: Signal 2 in Abb. 1) (Bour-Jordan and Blueston, 2002). Die
Makrophagen werden durch die von der TH1-Zelle ausgeschutteten Cytokine, vor allem das INF-
v, riickkoppelnd aktiviert, so dass diese weitere proinflammatorische Mediatoren ausschditten (rot:
Signal 3 in Abb. 1) (z.B. IL-1, IL-6, 1I-8; IL-12, IL15, IL18, TNF-a, GM-CSF). Letztendlich
entsteht ein immunologischer Kreislauf, welcher bei Gesunden sowohl von hemmenden als auch
von aktivierenden Faktoren reguliert wird. Eine Fehlfunktion dieser Mechanismen konnte bei
Sarkoidosepatienten zu der persistierenden inflammatorischen Reaktion fuhren (Noor und Knox,
2007).

Funktion der Cytokine

T-Helferzellen werden in TH1- und TH2-Zellen in Abhéangigkeit von den ausgeschiitteten
Cytokinen eingeteilt. Bei Sarkoidosepatienten wurden vermehrt die von TH1-Zellen sezernierten
Cytokine gefunden, woraus zu schlielen ist, dass sie eine wichtige Funktion in der Pathogenese
einer Sarkoidose haben mussen. Im Folgenden soll die Funktion der bedeutsamen Cytokine
erlautert werden.

Das von TH1-Zellen ausgeschuttete Cytokin IFN-y (Interferon-y) ist ein entscheidender Faktor
bei der Stimulierung einer inflammatorischen Reaktion in der Sarkoidose. Es aktiviert
Makrophagen und steigert die Expression costimulierender Molekiile (CDgy und CDgg) auf
Entziindungszellen (Agostini et al., 1999). Des Weiteren hat es auch eine antifibrotische
Funktion, die sich in einer Proliferationshemmung endothelialer Zellen und Fibroblasten duRert.
Andererseits hat IFN-y ebenfalls einen hemmenden Einfluss auf die Zellapoptose. Dabei wird die
Hemmung des Zelltodes durch das von INF-y induzierte p21 vermittelt (Xaus et al., 1999; Xaus
et al.,, 2001). In einer Studie von Xaus et al. (2003) wurden in Sarkoidoselungen hohe
Konzentrationen an p21 gefunden, wodurch die andauernde Inflammation und die persistierenden
Granulome erklart werden konnten. Eine weitere Funktion des IFN-y ist die Rekrutierung
verschiedener Chemokine, welche vor allem fir die Chemotaxis in entziindetem Gewebe
verantwortlich sind.

Auch Interleukin-2, ein weiteres von TH1-Zellen ausgeschiittetes Cytokin, wurde vermehrt in der
BAL von Sarkoidosepatienten gefunden. Durch seine Funktion als lokaler Wachstumsfaktor fir
T-Lymphozyten und deren vermehrte Infiltration, verstarkt es die Proliferation der Granulome
(Hunninghake et al., 1983; Pinkston et al., 1983; Miiller-Quernheim et al., 1996).
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Die von TH2-Helferzellen ausgeschutteten Cytokine (z.B. IL4; IL-5; IL-10) findet man erst bei
Patienten mit einer progressiven Sarkoidose. IL-4 fordert die Proliferation der Fibroblasten, was
im Endeffekt eine Fibrose begtinstigen kann (Lukas et al., 2001; Moller, 1999; Wallace und
Howie, 1999). Ein weiteres Cytokin, das Interleukin-10, hat einen antiinflammatorischen Effekt
und stellt damit ein immunregulatorisches Cytokin dar. In einer Studie von Bingisser et al. (2000)
konnte gezeigt werden, dass IL-10 zur spontanen Remission einer Alveolitis bei
Sarkoidosepatienten beitragen kann. Man vermutet, dass eine eher niedrige Konzentration von
IL-10 die Entwicklung sarkoider Granulome beginstigt (Whittington et al., 2004).

IL-1, ein von den Makrophagen sezerniertes Cytokin, stimuliert die Granulombildung, die
Fibroblastenproliferation und die Kollagenproduktion. Ein weiteres, von den Makrophagen
ausgeschittetes proinflammatorisches Cytokin, ist TNF-a (Tumour necrosis factor a), der durch
die Induktion von IL-6 das Fibroblastenwachstum anregt. Aullerdem reguliert TNF-o IL-1 hoch,
zieht neutrophile Granulozyten an, stimuliert die Phagozytose der Makrophagen und aktiviert T-
Lymphozyten (Dai et al., 2005; Zheng et al., 1995). Aus einigen Daten geht hervor, dass erhohte
Spiegel von TNF-a die Dauerhaftigkeit der Entziindungsreaktionen verlangern und somit eine
hemmende Funktion bei der Apoptose besitzen (Agostini et al., 1996; Agostini, 2001; Baugham
et al., 1990; Wahlstrom et al., 2003). Laut einer Studie von Lukacs et al. (1994) wird eine erhéhte
Konzentration von TNF-o allerdings mit einem Rickgang der Granulome in Verbindung
gebracht. Trotz kontroverser Ergebnisse konnte Anti-TNF-a als Therapiestrategie in der Zukunft
eine Rolle spielen.

Weitere wichtige, von den Makrophagen sezernierte Cytokine, sind die I1L-12 und -18. In
verschiedenen Studien wurde die Beteiligung von IL-12 und IL-18 sowohl an der TH1-Zell
Differenzierung und Aktivierung als auch an der Granulomentwicklung gezeigt (Fukami et al.,
2001; Shigehara et al., 2001; Minshall et al., 1997). IL-12 regt vor allem die Proliferation
aktivierter TH1-Zellen sowie sarcoider Makrophagen an und stimuliert die Bildung von
Chemokinrezeptoren auf T-Zellen. (Minshall et al., 1997; Moller et al., 1996; Shigehare et al.,
2000). IL-18 induziert die Ausschuttung der Faktoren IFN-y und GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor). Durch die Aktivierung des Proteins 1 und des
Transkriptionsfaktors NF-xB induziert es die IL-2 Produktion bei Sarkoidosepatienten (Greene et
al., 2000). NF-xB kann ebenfalls Gber das NOD2 Protein, welches vom CARD15 Gen kodiert
wird, aktiviert werden. Da es bei Sarkoidosepatienten in einer erhohten Konzentration gefunden

wurde, scheint es bei der Pathogenese eine wichtige Rolle zu spielen (Drent et al., 2001).
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Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass wahrscheinlich ein Ungleichgewicht zwischen
regulatorischen und proinflammatorischen Faktoren bei der Sarkoidose vorliegt, das den Grad

zwischen Remission und Persistenz bestimmt (Noor und Knox, 2007).

2.8 Molekulargenetischer Hintergrund

2.8.1 Molekulargenetische Untersuchungen

Seit Jahren wird in der Sarkoidose-Forschung nach positiven Assoziationen mit bestimmten
Genvarianten gesucht. Da es sich bei der Sarkoidose um eine komplexe multifaktorielle
Erkrankung handelt, ist das Auffinden der genetischen Varianten mit konventioneller PCR
(Polymerase Chain Reaction) und/oder der RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
Methode duRerst arbeitsintensiv und langwierig. Durch moderne Hochdurchsatzverfahren, die in
den letzten Jahren entwickelt wurden, ist das Auffinden von krankheitsrelevanten Genen
erleichtert worden (Freudenberg et al., 2002).

Das Humangenomprojekt wurde im Jahre 1990 vom US Department of Energy (DOE) und dem
National Institute of Health (NIH) in Kooperation mit anderen internationalen Forschungszentren
ins Leben gerufen. Das Vorhaben dieses Projektes war die Bestimmung der Basenabfolge des
haploiden Genoms und die Lokalisierung aller Gene mit der Identifizierung ihrer speziellen
Aufgaben (Cichon et al., 2002). Im April 2003 wurde das Projekt erfolgreich beendet mit der
Verkiindung die DNA (Desoxyribonukleinsdure) sei vollstandig entschlusselt (Koch, 2003). Die
Bedeutung dieser Information beinhaltete die Sequenzierung von 3,2 Millionen Basen und
Identifizierung von 30 000 bis 40 000 Genen. Die genaue Funktion vieler dieser Gene blieb
allerdings noch ungekléart, was zur Folge hatte, dass man nun in neuen Folgeprojekten des HGPs
(Human Genome Project) versucht, dies rauszufinden. Des Weiteren ist mit der Sequenzierung
zwar die Abfolge der meisten Basen, nicht aber die Variabilitdt des menschlichen Genoms
entschliisselt worden, die bei der Suche nach Krankheitsdispositionen eine wichtige Rolle spielt.
Laut dem International HapMap Consortium (2003) unterscheiden sich menschliche Individuen
untereinander in 0,1 % der Basenabfolge und sind dementsprechend in 99,9 % identisch. Bei
insgesamt 3,2 Milliarden Basenpaaren in einem Genom bedeutet es, dass ca. 3 Millionen Stellen
der DNA polymorph sind. Von Polymorphismen spricht man, wenn fir eine Position in der
DNA-Sequenz zwei oder mehrere Allele in der Bevolkerung vorkommen. Die genetische
Abweichung von 0,1 % tragt zur individuellen Variabilitat bei, die phanotypisch im Aussehen,

Charakter und personlichen Neigungen, aber auch in Krankheitsdispositionen zum Ausdruck
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kommt. Wahrscheinlich spielt ein groRer Teil dieser genetischen Sequenzunterschiede keine
Rolle fiir den Phanotyp. Trotzdem sind diese DNA-Abschnitte genauso bedeutsam flr die
Humangenetik wie die phédnotypisch wirksamen. Sie haben als genetische Marker in der
Erforschung von Krankheiten einen wichtigen Beitrag geleistet. Bei genetischen Markern handelt
es sich um Polymorphismen, dessen Loci auf einem bestimmten Chromosom bekannt sind und
dessen unterschiedliche Allele verhadltnismaRig haufig in der Population vorkommen (Cichon et
al., 2002). Die Ursachen der genetischen Variabilitat zwischen verschiedenen Menschen und
verschiedenen Populationen liegen in folgenden Mechanismen. Die sexuelle Reproduktion und
damit die Rekombination (Crossing over) zwischen vaterlichem und mdtterlichem Allel tragen
zum einen zur Entstehung der Sequenzunterschiede im menschlichen Genom bei. Zweitens findet
durch die seit dem Anfang der Menschheitsgeschichte bestehende Migration stets ein
Auseinanderdriften und wieder Zusammenkommen von Genvarianten statt. Ebenso fiihren
spontane Veranderungen der DNA-Sequenz, die Mutationen, immer wieder zu neuen

Polymorphismen (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/originhaplotype.html.en).

Es gibt 2 Haupttypen genetischer Variabilitat, die in der Abb. 2 veranschaulicht und im

Folgenden naher erldutert werden.

tggatcatgtcta  aatcagcacacacacageagag cegggtttagagatccagggttagagatccagggeacttt
| ]

4 e v
ENP Mikrosatellit Minisatellit
*‘ —"™ —"—
togatentgtcta  aatcageacacacacacacageanag ccogotttagagatceagogeacttt

Abbildung 2: Typen genetischer Variabilitat: Polymorphe Stellen in der DNA-Sequenz im
Vergleich zweier Chromosomen. Ein SNP ist durch den Austausch einer einzelnen Base
gekennzeichnet, Mini- und Mikrosatelliten haben Sequenzmotive, die unterschiedlich oft
wiederholt sind (die einzelnen Wiederholungseinheiten sind farbig markiert) (Cichon et al., 2002)


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/originhaplotype.html.en
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1. Simple Sequenzwiederholungen: Minisatelliten und Mikrosatelliten

Die simplen Sequenzwiederholungen bestehen aus tandemartigen Sequenzmotiven, die beliebig
oft wiederholt werden und in der Regel in nichtkodierenden Bereichen der Chromosomen liegen.
Die genaue Bedeutung dieser Marker ist zum gréf3ten Teil nicht bekannt (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001). Die interindividuelle Variabilitat fir diese Marker ist
sehr groB3, d.h. dass bis zu 80 % der Menschen heterozygot fur die Minisatelliten und fast so viele
auch fur die Mikrosatelliten sind. Besonders Mitte der 80er Jahre waren sie fur die Humangenetik
von grofier Bedeutung. Zum Beispiel wurden kleine Wiederholungen von Trinukleotid-Repeats
als Ursache bestimmter Krankheiten entdeckt, wie der Chorea Huntigton.

Minisatelliten (VNTRs, variable number of tandem repeats) befinden sich in euchromatischen
Regionen der DNA, bestehen aus Grundmotiven, die ca.12-500 bp lang sind und wiederholen
sich beliebig oft. Der Nachteil dieser Marker ist, dass sie meistens im telomerischen Bereich der
Chromosomen lokalisiert sind.

Mikrosatelliten (STR, short tandem repeats) befinden sich ebenfalls in euchromatischen
Regionen, haben allerdings kiirzere Grundmotive zwischen 2 bis 11 bp. Der Vorteil der
Mikrosatelliten besteht darin, dass sie gleichmaRig Uber das gesamte Genom verteilt sind. Ein
wichtiger Marker besteht in der CA Dinukleotidwiederholung (Cichon et al., 2002).

2.Single Nucleotid Polymorphismen (SNPs)

Bei diesen Polymorphismen handelt es sich um einen Austausch einer einzelnen Base, die
entwicklungsgeschichtlich vorwiegend durch eine Spontanmutation entstanden sind.

SNPs befinden sich in kodierenden, als auch in nicht kodierenden Bereichen der DNA und sind
uber das gesamte Genom verteilt. Durchschnittlich kommt nach der International SNP Map
Working Group (2001) 1 SNP pro 1331bp vor. Die Nukleotid-Diversitat ist nicht in allen
Abschnitten des Genoms gleich verteilt. Von einem SNP pro 333bp bis hin zu einem SNP pro
10000 bp reicht die Variabilitat zwischen und auf den Chromosomen. Seit Ende der 90er Jahre
haben die SNPs an Bedeutung gewonnen und werden sehr haufig in der Genforschung eingesetzt.
Eine Untergruppe der SNPs, die schon Mitte der 70er Jahre beschrieben wurde, sind die RFLPs
(Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus). Es handelt sich um bestimmte SNPs, die in der
Erkennungssequenz fur bakterielle Restriktionsenzyme liegen und lediglich durch die Methode
der Darstellbarkeit definiert sind, aber keinen eigenen Typ genetischer Variabilitat bilden (Cichon
et al., 2002). Da diese Methode fiir diese Arbeit keine Rolle spielt, wird im Folgenden nicht mehr
auf die RFLPs eingegangen.
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SNPs stellen den haufigsten Typ genetischer Marker beim Menschen dar (Collins, 1998).

Ca 90 % der genetischen Variabilitdt wird durch sie verursacht, was bedeutet, dass sie beim
Verstandnis der Evolutionsgeschichte, der Entstehung von Krankheiten aber auch der
individuellen menschlichen Eigenschaften eine groRe Rolle spielen. 2001 wurde von der
International SNP Map Working Group veroffentlicht, dass das Erbgut der gesamten Menschheit
schatzungsweise 10 Millionen SNPs beinhaltet, dessen Allelfrequenz mindestens ein Prozent
betrdgt. SNPs mit einer niedrigeren Frequenz haben keine grofle Relevanz fiir genetische
Fragestellungen, weswegen sie nicht bertcksichtigt werden.

Haplotypen

Die 10 Millionen SNPs in der gesamten Population sind nicht willkdrlich auf den Chromosomen
der Menschen verteilt und werden nicht rein zufallig weitervererbt. Sie sind in Blockstrukturen
organisiert, die zum grof3en Teil wahrend der Rekombination zusammen bleiben. Zwei SNPs auf
einem Chromosom werden umso wahrscheinlicher gemeinsam weiter vererbt, je nadher sie
aneinander  liegen  (Freudenberg et al., 2002). Dieses Phanomen nennt man
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD). Es hat zur Folge, dass (ber
Generationen einzelne Segmente der DNA erhalten bleiben, ohne durch biologische
Mechanismen geteilt zu werden.

Eine bestimmte Variante einer Nukleotidsequenz mit den dazugehdrigen SNPs auf einem
Chromosom wird als Haplotyp bezeichnet (Freudenberg et al., 2002).

Auf demselben Abschnitt eines Chromosoms findet man in der gesamten Population ca. drei
héufige Varianten eines Haplotypen, die bei 70-90 % der Bevdlkerung identifiziert werden
kénnen (siehe Abbildung 3). Durch die relativ geringe Zahl an Haplotyp-Varianten kénnen
krankheitsassoziierte Polymorphismen leichter identifiziert werden (Cavalli-Sforza, 1991).
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SNP SNP SNP
a SNPs ' i 1
Chromosom 1 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Chromosom 2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....
Chromosom 3 AACATGCCA....TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....
Chromosom 4 AACACGCCA.... TTCGUGGTC.... AGTCCACCG....
L l, 5
s N\, . =
b Haplotypen l¢ &
Haplotyp 1 CTC/AAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotyp 2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotyp 3 CCCGATCTGTGATACTGGTG
Haplotyp 4
¥ B B
A ol Cc
¢ Tag SNPs -~ -~ -
G c G

Abbildung 3: a, SNPs (Single Nucleotide Polymorphismen) Gezeigt ist ein kurzer Abschnitt eines DNA
Segments desselben Chromosoms von vier verschiedenen Menschen (1, 2, 3 ,4), mit drei SNPs. Jeder SNP hat zwei
verschiedene Variationen. Fiur diesen Abschnitt haben die meisten Menschen Haplotyp 1-4 b, Haplotypen. Ein
Haplotyp besteht aus einer bestimmten Kombination von Allelen. Gezeigt werden vier Genotypen von 20 SNPs,
welche aus einem 6000 Basen langen DNA Segment isoliert wurden. ¢, Tag SNPs. Es reicht aus nur diese drei Tag
SNPs zu identifizieren, um auf einen der vier Haplotypen zu schlieBen (The international HapMap Consortium,
2003).

Durch natdrliche Selektion, Migration und Neumutationen werden auch immer wieder neue
Haplotypen gebildet und &ltere weitervererbt, deren Frequenzen art-, populationsspezifisch oder
individuell sein kdnnen.

So wird verstandlich, dass die Variabilitdt in alteren Populationen, wie zum Beispiel den
Afrikanern starker ausgepragt ist als bei den Européern und Asiaten (Stephens et al., 2001).

Die einzelnen Blocke der Afrikaner hatten mehr Zeit durch Rekombinationen und Mutationen
von einander getrennt zu werden. Die Blockgrenzen jlingerer Populationen lassen sich jedoch in
den alteren wiederfinden. Dies l&sst darauf schlielen, dass es eine Migration aus Afrika nach
Europa und Asien gegeben haben muss (Out-of-Africa Theorie) (Gabriel et al., 2002).

Die Haploptyp-Bldocke werden durch sogenannte Hot-Spots getrennt. In diesen Hot-Spots haben
die meisten Rekombinationen stattgefunden und somit herrscht dort ein niedriges LD (The
International HapMap Consortium, 2007).

Bei der Suche nach krankheitsassoziierten Genen hat man sich die Erkenntnis zu Nutze gemacht,

dass das Genom in Haplotypen mit einer bestimmten SNP-Sequenz organisiert ist. Da die SNP-
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Sequenz haplotypspezifisch ist, reicht es aus, 1-3 dieser SNPs in einem Block zu bestimmen, um
auf die restlichen SNPs und den dazugehdrigen Haplotyp zu schlielen. Dieses Verfahren wird
Haplotyp-tagging und die speziellen SNPs werden Tag SNPs genannt
(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/whatishapmap.html.en). Bei der Untersuchung moglicher
Kandidatengene in genetisch komplexen Erkrankungen, wie der Sarkoidose, kann man nun statt
aller SNPs nur die Tag SNPs der Gene identifizieren und so viel schneller und effizienter auf eine
Assoziation schlie3en als mit anderen Methoden (Collins, 1997; Freudenberg et al., 2002).

In einem groR angelegten Projekt haben amerikanische Forschungseinrichtungen 2002 das
HapMap Projekt initiiert, wonach eine 6ffentlich zugangliche Karte mit den haufigen Haplotyp-
Varianten und den dazugehdrigen Tag SNPs entstehen sollte (The International HapMap
Consortium, 2003).

2005 wurde Phase 1 verdffentlicht, 2007 wurden die Ergebnisse der 2. Phase bekannt gegeben
(The International HapMap Consortium, 2005; The International HapMap Consortium, 2007).
Uber 3,1 Millionen SNPs wurden charakterisiert und insgesamt 1 Million Tag SNPs definiert, die
fur die Offentlichkeit zuganglich gemacht wurden (The International HapMap Consortium,
2007). Mit diesen Daten kann man nun auf effiziente Art und Weise bei systemischen
Untersuchungen eines Gens auf Krankheitsbeteiligung die gesamte Variabilitdt erfassen
(Freudenberg et al., 2002).

2.8.2 Der genetische Hintergrund der Sarkoidose

Die aktuelle Studienlage zum genetischen Hintergrund der Sarkoidose ist nicht eindeutig. Es ist
bis jetzt kein flr die Sarkoidose allein verantwortliches Gen gefunden worden. Vielmehr deuten
die Ergebnisse auf Assoziationen zwischen genetischen Varianten und bestimmten Formen der
Sarkoidose oder bestimmten Populationen hin (Smith et al., 2008). Auf Grund der
pathogenetischen Erkenntnisse haben sich die meisten durchgefiihrten Arbeitsgruppen mit
immunmodulierenden Zellen und dessen Genvarianten beschéftigt, die im Folgenden né&her
erlautert werden.

Human lymphozyte antigens (HLAS)

HLAs spielen eine Hauptrolle bei der Antigenprasentation und Immunmodulation, weshalb die
verschiedenen Untergruppen ausgiebig in diversen Studien auf eine Assoziation mit der
Sarkoidose untersucht worden sind. Die HLAs werden in drei Hauptklassen eingeteilt, die alle
von Genen des major-histocompatibility-Komplexes (MHC) auf Chromosom 6 kodiert werden.

Auch wenn sich die Ergebnisse der Untersuchungen nicht immer decken, geht man davon aus,


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/whatishapmap.html.en
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dass bestimmte Sub- und Verlaufsformen sowie die Prognose der Sarkoidose mit bestimmten
HLA Polymorphismen assoziiert werden kénnen. In Tabelle 2 werden die wichtigsten Ergebnisse
kurz dargestellt.

Cytokine

Da vor allem die von TH1-Zellen und Makrophagen sezernierten Cytokine an der Pathogenese
der Sarkoidose beteiligt sind, waren diese auch haufig Gegenstand molekulargenetischer Studien.
Der TNF-308A Polymorphismus wurde in verschiedenen Untersuchungen mit einer akuten Form
der Sarkoidose assoziiert (Seitzer et al., 1997).

IFN-a stellt ein weiteres Cytokin dar, welches in einer Studie von Akahoshi et al. (2004) mit der
Sarkoidose bei Japanern assoziiert wurde. IFN-a ist im Wesentlichen ein antivirales Protein,
welches bei einer Infektion von Virus-infizierten Zellen vermehrt sezerniert wird. Im
Zusammenhang mit granulomatdsen Erkrankungen, wie der Sarkoidose wurden ebenfalls erhohte
Konzentrationen dieses Cytokins vorgefunden. Durch die therapeutische Anwendung des INF-a
bei viralen und malignen Erkrankungen kann sogar eine Sarkoidose stimuliert werden. (Poletti et
al., 2005; Yoshimoto et al., 1998).

IL-23 wurde in einer kirzlich durchgefuhrten Studie von Fischer et al. (2011) mit der
chronischen Form der Sarkoidose assoziiert (Fischer et al., 2011). Dabei wurden 1996
Sarkoidosepatienten genotypisiert. 1L-23 gehért zu den proinflammatorischen Cytokinen und
wird von aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen produziert.

Rezeptorgene

Die Toll-like Rezeptoren (TLRs) binden bestimmte mikrobielle Strukturen oder Lipide, wodurch
es nach einer Aktivierungskaskade zur Exprimierung einiger Cytokine und zur Hochregulierung
membranstdndiger Molekiile kommt. Diese immunologische Reaktion koénnte ebenfalls eine
Rolle bei der Entstehung der Sarkoidose spielen (Smith et al., 2008). Unsere Arbeitsgruppe
konnte eine Assoziation zwischen der chronischen Form der Sarkoidose und zwei Toll-like
Rezeptor (TLR)-4 Polymorphismen zeigen (Pabst et al., 2006). Diese Ergebnisse lieRen sich
jedoch in einer vergleichbaren, hollandischen Studie nicht bestétigen (Veltkamp et al., 2006).

Das Butyrophilin-like 2 Gen (BTNL2) gehort zu der Immunglobulin Superfamilie und z&hlt, wie
CD80 und CD86, zu den co-stimulierenden Molekilen auf antigenprésentierenden Zellen. Es
wurde in unterschiedlichen Studien eine Assoziation zwischen Polymorphismen dieses Gens und
dem Vorliegen einer Sarkoidose gefunden, wobei diese bei WeiRen signifikanter war als bei
Afro-Amerikanern (Rybicki et al., 2005; Veltkamp et al., 2005). Die Ergebnisse unserer
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Arbeitsgruppe zeigten ebenfalls eine Assoziation, die allerdings starker bei der chronischen Form
ausgepragt war (Li et al., 2006).
Andere Gene
VEGF (Vascular endothelial growth factor) ist ein Cytokin, welches fur die Angiogenese und
GeféaBpermeabilitat verantwortlich ist und vermehrt in sarkoiden Granulomen vorgefunden wurde
(Tolnay et al., 1998). In einer aktuellen Studie unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
VEGF und seine Rezeptoren einen Einfluss auf den Ausbruch und Verlauf von Sarkoidose
nehmen konnen (Pabst et al., 2009). Aus den Ergebnissen einer japanischen Studie geht jedoch
hervor, dass der VEGF 813 Polymorphismus eher mit einer positiven Prognose, d.h. mit einem
erniedrigten Risiko an Sarkoidose zu erkranken, assoziiert ist (Morohashi et al., 2003).
Bei den Untersuchungen des ACE-Gens fand man heraus, dass ein Insertion(l)/Deletions(D)-
Polymorphismus im diesem Gen den ACE-Spiegel beeinflusst, wahrscheinlich aber keine
Auswirkung auf die Suszeptibilitat einer Sarkoidose hat (Alia et al., 2005; Tomita et al., 1997).
Andere Studien kamen zu gegenteiligen Ergebnissen, wonach das ACE-D-Allel mit einem
erhdhten Risiko fur Sarkoidose assoziiert war (Maliarik et al., 1998; Papadopoulos et al., 2000;
Pietinalho et al., 1999a; Schirmann et al., 2001a).
In einer im Jahre 2008 durchgefuhrten Studie von Hofmann et al. mit 499 Sarkoidosepatienten
und 490 Kontrollpersonen wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Annexin All
(ANXA11)-Gen und Sarkoidosepatienten gefunden. Desweiteren hat eine tschechische Studie eine
reduzierte Haufigkeit einer ANXA Variante bei Sarkoidosepatienten beobachten kdnnen. (Mrazek
et al., 2011) Dieses Gen spielt eine wichtige Rolle bei diversen biologischen VVorgangen, wie der
Apoptose und Zellproliferation.
Die Arbeitsgruppe um Hofmann et al. (2011) haben in einer Assoziationsstudie einen Einfluss
des RAB23 Gens auf Chromosom 6 auf die Sarkoidose nachweisen kdnnen. Dieses Gen spielt
eine Rolle bei der antibakteriellen Abwehrreaktion und der Regulierung des Hedgehog-
Signalwegs.

An dieser Stelle wurde nur ein Teil aller bis heute untersuchten Gen-Varianten
zusammengefasst, in Tabelle 2 werden nochmal in Kirze alle gefundenen Assoziationen

aufgefuhrt.
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Assoziation

HLA Gene

HLA-B8/-DR3

HLA-DR5J

HLA-B35

HLA-A1, -B8, and -DR3
HLA-DRB1*11, *14, and *08
HLA-DRB1*1101
HLA-DQB1*0201

HLA-DQB1*0602

Zytokingene
TNF-308A

TNF-857T
IFN-a

TGF-b3 14875A
1L23

Rezeptorgene
TLR4

BTNL2

CR1

CCR2
CCR5D32
Andere Gene
CARD15
ANXA11
HSP70 12437C
VEGF 1813T
CC10 G38A

NRAMP1

ACE

RAB23
HERC2

Schwedische Patienten mit Arthritis (Hedfors und Lindstrom, 1983)

Chronische Form bei Japanern (Abe et al., 1987)

Krankheitsausbruch vor dem 36. Lebensjahr bei Italienischen Pat (Pasturenzi et al., 1993)
Italienische und tschechische Patienten (Martinetti et al., 1995)

Japanische Patienten (Ishihara et al., 1996)

Weille- and afroamerikanische Patienten (Rossman et al., 2003)

Gute Prognose bei Afroamerikanern (lannuzzi et al., 2003), britischen und hollandischen
Patienten (Sato et al., 2002)

Fortgeschrittene pulmonare Erkrankung bei Afroamerikanern (lannuzzi et al., 2003) und
holl&ndischen Patienten (\Voorter et al., 2005)

Deutsche mit Léfgren Syndrom (Seitzer et al., 1997) sowie englische und hollandische
Patienten (Grutters et al., 2002)

Britische und holléndische Patienten (Grutters et al., 2002)

Japanische Patienten (Akahoshi et al., 2004)

Pulmonare Fibrose bei hollandischen Patienten (Kruit et al., 2006)

Chronische Form bei deutschen Patienten (Fischer et al., 2011)

Chronische Erkrankung bei deutschen Patienten (Pabst et al., 2006)

Deutsche (Valentonyte et al., 2005) und US Amerikanische (Rybicki et al., 2005) Patienten
Italienische Patienten (Zorzetto et al. 2002)

Hollander mit Lofgren Syndrom (Spagnolo et al., 2003). CCR2-641 Allel Protektiv bei
japanischen Patienten (Hizawa et al., 1999)

Schwere Erkrankung bei tschechischen (Petrek et al., 2000), hollandischen sowie
britischen Patienten (Spagnolo et al., 2005)

Assoziation mit einem schweren Verlauf einer Lungensarkoidose bei Englandern

(Sato et al., 2009)

Deutsche Patienten (Hofmann et al., 2008), Tschechische Patienten (Mrazek et al., 2011)
Polnische Patienten (Ishihara et al., 1995)

Sinkendes Risiko bei japanischen Patienten (Morohashi et al., 2003)

Deutsche Patienten (Pabst et al., 2009)

Progressive Erkrankung in Hokkaido, Japan (Ohchi et al., 2004) aber nicht Kyoto, Japan
(Janssen et al., 2004)

(CA)n Wiederholung: Gute Prognose bei afroamerikanischen Patienten (Maliarik et al.,
2000) and (GT)n Wiederholung assoziiert mit Erkrankung bei polnischen Patienten
(Dubaniewicz et al., 2005)

Deletion der Allele assoziiert mit steigendem Risiko bei Afroamerikanern (Maliarik et al.,
1998) und schlechte Prognose bei Finnen (Pietinalho et al., 1999a), Schweden
(Papadopoulos et al., 2000), und Deutschen (Schurmann et al., 2001a)

Assoziation mit der Entstehung einer Sarkoidose bei Deutschen (Hoffmann et al., 2011)

Assoziation mit der Entstehung einer Sarkoidose bei Deutschen (Fischer et al., 2011)

Tabelle 2: Uberblick der genetischen Assoziationen mit der Sarkoidose (modifiziert nach Smith et

al., 2008)
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2.9 Kanditatengen CARD15 und seine Polymorphismen

Das CARD15 Gen (caspase recruitment domain 15 gene) ist auf dem langen Arm des
Chromosoms 16 nahe des Centromers lokalisiert. Es kodiert fur das zytosolische Protein NOD2
(nucleotide-binding oligomerization domain); welches zur Familie der NLR (NACHT-LRR)
Proteine gehort (Martinon und Tschopp, 2005; Ting und Davis, 2005). Im Allgemeinen bestehen
die Mitglieder der NLR Familie aus drei Doménen, der amino-(N)terminalen Effektor bindenden
Doméne, wie der CARD oder der Pyrin Doméne, der zentralen Nukleotid bindenden
Oligomerisierungsdoméne (NOD) und der C-terminalen Liganden Erkennungsdoméne, die
meistens aus LRR (Leucine-rich-repeat domain) besteht.

NOD2 hat am N-terminalen Ende eine Effektordoméne, welche 2 CARDs beinhaltet (siehe
Abbildung 4) (Inohara et al., 2005; Strober et al., 2006).

Nod2 (CARDYCARD{ NOD |JjJi8es

Abbildung 4: Aufbau eines NOD2 Proteins (Inohara et al., 2005)

NOD?2 Proteine sind ein wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunitét. Vor allem im Cytosol
von antigenprasentierenden Zellen (Makrophagen und Dendritische Zellen) und von
Epithelzellen werden sie exprimiert (Gutierrez et al., 2002; Inohara et al., 2003b; Ogura et al.,
2001a). Die Signalkaskade bis zur Immunantwort, an der NOD2 beteiligt ist, wird in Abbildung 5
veranschaulicht und im Folgenden erldutert.

Die LRR Domane erkennt und bindet Peptidoglykane (PGN), Komponenten aus der bakteriellen
Zellwand (Chamaillard et al., 2003; Girardin et al., 2003; Inohara et al., 2003a; Li und Verma,
2002). Dieser Prozess fiihrt durch komplexe Konformationsanderungen zur Aktivierung der NOD
Region (Inohara et al., 2000; Tanabe et al., 2004). Den Untersuchungen von Inohara et al. (2005)
zufolge kommt es anschlielend durch eine Oligomerisation der NOD Region zu einer
Aktivierung der Caspase-recruitment domain (CARD), was wiederum zu einer CARD-CARD
Interaktion mit gleichzeitiger Rekrutierung der Serin/Threonin Kinase (RICK) fuhrt. Diese
Reaktion induziert Uber weitere Zwischenschritte die Freisetzung mehrer Transkriptionsfaktoren,
u.a. NF-xB sowie Kaspasen. Aus der erhohten Aktivitdt der Transkriptionfaktoren resultiert eine
vermehrte Produktion proinflammatorischer Cytokine und Oberflachen-Proteine (Strober et al.,
2006).
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Abbildung 5: Signalkaskade von Nod1, Nod2 und TLR4 (Inohara et al., 2005)

Im Hinblick auf die Sarkoidose spielt der Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor-kB) eine
wichtige Rolle. Die Aktivierung dieses Molekiils erfolgt durch Phosphorylierung des Inhibitors
IxkB im Cytosol, woraufhin NF-xB freigesetzt wird und in den Kern transloziert. Aus Abbildung 5
kann weiterhin entnommen werden, dass es neben dem Weg Uber NOD2 auch andere
Mechanismen zur Aktivierung von NF-kB gibt, die an dieser Stelle nicht naher erl&utert werden
(Inohara et al., 2005; Strober et al., 2006).

Sowohl in der angeborenen als auch in der erworbenen Immunabwehr hat NF-xB eine
kontrollierende Aufgabe. Im Kern erhoht es die Transkriptionrate vieler fir die Immunantwort
wichtiger Cytokine, Chemokine und anti-apoptischer Proteine. Besonders erwéhnt seien hier die
Mediatoren IL-1, IL-6, IL-8 und TNF, welche bei der Granulombildung eine wichtige Rolle
spielen (Li und Verma, 2002). Aus den Studien von Sentleben et al. (2001) und Hettmann et al.
(1999) geht hervor, dass NF-kB auch einen Einfluss auf die Proliferation und Aktivitdt der T-
Lymphozyten, vor allem der TH1-Zellen, hat.

Anhand dieser Erkenntnisse wurde die Aktivitit von NF-kB bei inflammatorischen Erkrankungen

untersucht. Es zeigte sich eine deutlich erhohte Expression dieses Transkriptionsfaktors bei
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Morbus Crohn, rheumathoider Arthritis, Asthma, Multiple Sklerose (MS), Early-onset
sarcoidosis (EOS) und auch bei der Sarkoidose (Drent et al., 2001; Kanazawa et al., 2005; Li und
Verma, 2002; Schreiber et al., 1998).

Dieses Ergebnis berechtigt zu der Hypothese, dass Polymorphismen im CARD15 Gen Einfluss
auf den Verlauf der Sarkoidose haben konnten.

Ein weiterer Hinweis, der flr eine Mutation im CARD15 Gen bei Sarkoidosepatienten spricht, ist
die Ahnlichkeit der Sarkoidose mit der granulomattsen Systemerkrankung Morbus Crohn (MC),
bei der eine positive Assoziation zu CARD15 schon nachgewiesen wurde (Cavanaugh et al.,
2001; Hampe et al., 1999; Hampe et al., 2001; Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001b). Beide
Erkrankungen sind durch eine erhohte inflammatorische Aktivitat auf einen noch unbekannten
Trigger gekennzeichnet. Die Entziindungsreaktion ist in beiden Fallen vor allem durch eine
Monozyten und T-Zell Akkumulation sowie durch Granulombildungen in den betroffenen
Organen charakterisiert (ATS/ERS/WASOG Committee, 1999; Miller-Quernheim, 1998;
Podolsky, 1991). Eine weitere Gemeinsamkeit dieser zwei Erkrankungen ist das vorwiegende
Auftreten bei jungen, weiblichen Erwachsenen. Des Weiteren wurde eine hohere Koinzidenz von
MC und Sarkoidose in einer Familie und sogar in einem Individuum festgestellt als man durch
Zufall erwarten wirde, woraus man auf eine gleiche oder dhnliche genetische Ursache schlieRen
konnte (Wirnsberger et al., 1998). In unabhédngigen Studien wurden die mit Morbus Crohn
assoziierten Polymorphismen hauptsachlich auf der LRR Region lokalisiert (Hugot et al., 2001,
Lesage et al.,, 2002; Ogura et al., 2001b). Es wurden vier hauptséchliche Genvarianten
beschrieben (C802T (P268S), C2104T (R702W), G2722C (G908R), 3020insC (1007fs)), welche
schon in mehreren Studien im Hinblick auf eine Assoziation mit der Sarkoidose untersucht
wurden, allerdings ohne eindeutige Ergebnisse (Lesage et al., 2002).

Ferner sind zwei weitere granulomatds entziindliche Systemerkrankungen bekannt, welche mit
Mutationen im CARD15 Gen assoziiert werden. Das Blau Syndrom stellt eine seltene autosomal
dominant hereditdre Erkrankung dar, die durch einen Ausbruch in der Kindheit mit
granulomatoéser Arthritis, Uveitis und Erythema charakterisiert wird und damit einer Sarkoidose
ahnelt (Blau, 1985; Miceli-Richard et al., 2001). Die Arbeitsgruppe um Miceli-Richard et al.
(2001) konnte drei Polymorphismen in der NOD Region des CARD15 Gens identifizieren
(C1405T (L469F), G1001A (R334Q), C1000T (R334W)), die fir das Blau Syndrom ver-
antwortlich zu sein scheinen. Ein Jahr spater haben Wang et al. (2002) zwei dieser Varianten in
einer unabhangigen Studie bestétigen konnen (G1001A (R334Q), C1000T (R334W)).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Miceli-Richard%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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Die EOS (Early-onset-Sarcoidosis) aufert sich klinisch mit ahnlicher Symptomatik wie das Blau
Syndrom. Es kommt bei der EOS meistens bei Kleinkindern unter 4 Jahren zu einer ausgepragten
Trias bestehend aus Haut-, Gelenk- und Augenbeteiligung, die oft auch progressiv und
komplikationsreich enden kann (Kanazawa et al., 2005). Die EOS muss man von der Sarkoidose
im Kindesalter abgrenzen, da es sich nicht um dieselbe Erkrankung handelt. Die Sarkoidose tritt
meistens erst bei dlteren Kindern auf und &ufert sich durch Lungen-, Lymphknoten und
Augenbefall. Oft haben diese Kinder eine milde Symptomatik mit spontan ausheilenden
Verldufen im Gegensatz zu den Kindern mit EOS (Shetty und Gedalia, 1998). Kanazawa et al.
(2005) haben in einer 2005 durchgefuhreten Studie 7 Polymorphismen in der NOD Region des
CARD15 Gens identifiziert, die mit der EOS assoziiert sein konnten. (A1487T (H496L),
A1813C (T605P), C2010A (N670K), T1538C (M513T), C1000T (R334W), G1834A (A612T)
und C1146G (D382E). Nach diesen Daten hétte das Blau Syndrom und die EOS eine
gemeinsame Mutation (C1000T (R334W)). Die Erkenntnis, dass drei verschiedene
granulomattse entziindliche Krankheiten mit Polymorphismen auf unterschiedlichen Doméanen
des CARD15 Gens assoziiert sind, l&sst die Hypothese zu, dass dieses Gen einen Einfluss auf den
Verlauf oder die Auspragung der Sarkoidose haben konnte.

In verschiedenen unabhéngig von einander durchgefiihrten Studien wurde bereits nach CARD15
Polymorphismen bei Sarkoidosepatienten geforscht, allerdings mit kontroversen Ergebnissen.

In einer griechischen Studie von Gazouli et al. (2006) wurden die mit dem Morbus Crohn
assoziierten Genvarianten auf eine Suszeptibilitat fir die Sarkoidose untersucht. Nur fir den SNP
G2722C (G908R) konnte hinsichtlich der Entstehung einer Sarkoidose eine Signifikanz
festgestellt werden. Die Arbeitsgruppe um Schirmann et al. (2003) hat in einer grolRangelegten
Studie mit zwei unterschiedlichen Sarkoidosekollektiven genetische Analysen durchgefiihrt und
keine eindeutigen Assoziationen feststellen kdnnen. Es wurden ebenfalls die mit Morbus Crohn
assoziierten Polymorphismen in einer Fall-Kontrollstudie, einer genetischen Kopplungsanalyse
und einer familienbasierten Assoziationsanalyse untersucht. In der Fall-Kontrollstudie zeigten
sich signifikante p-Werte fur zwei SNPs (C802T (P268S) und G2722C (G908R)), die in den
weiteren Analysen jedoch nicht bestatigt werden konnten. Im Endeffekt konnte ein geringer
Einfluss des CARD15 auf den Verlauf der Sarkoidose nicht ganz ausgeschlossen werden. Die
Arbeitsgruppe um Fischer et al. (2011) hat in einer sehr groflen Studie bei 1996
Sarkoidosepatienten 106 SNPs untersucht, die schon mit Morbus Crohn assoziierter wurden.

Neben vielen anderen Genen wurden auch die SNPs des CARD15 Gens in die Analyse
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miteinbezogen. Es konnte weder flr die Entstehung noch fiir einen Verlauf einer Sarkoidose ein
Zusammenhang geschlossen werden.

In funf weiteren Studien wurden ebenfalls keine bedeutenden Unterschiede in den CARD15
Polymorphismen zwischen Sarkoidosekollektiven und der Kontrollgruppe gefunden (Akahoshi et
al., 2008; Ho et al., 2005; Martin et al., 2003; Milman et al., 2005; Rybicki et al., 1999). Martin et
al. (2003) haben Sarkoidosepatienten mit und ohne Uveitis nach CARD15 Polymorphismen
gescreent und keine Besonderheiten in den Untergruppen feststellen kdnnen.

Die Arbeitsgruppe um Sato et al. (2009) verglichen in einer aktuellen Studie Verlaufsformen der
Sarkoidose untereinander und fanden Korrelationen zwischen Polymorphismen im CARD15 Gen
und schweren Verlaufen der pulmonalen Sarkoidose.

Allerdings hat die gleiche Arbeitsgruppe im Vergleich zwischen der gesamten Sarkoidose-
Kohorte und dem Normalkollektiv keine bedeutsamen Differenzen nachweisen konnen.

Sato et al. (2009) folgerten daraus, dass das CARD15 Gen wahrscheinlich den Verlauf und den
Schweregrad einer ausgebrochenen Sarkoidose beeinflusst (,,disease modifying gene*), aber nicht
fiir die Suszeptibilitat verantwortlich ist (,,suscepitibility gene®).

Patienten mit der C2104T Variante, die auch mit der Entstehung des MC in Bezug gebracht wird,
hatten zum einen sehr schlechte FEV1 Werte und wurden zum anderen 6fter dem radiographisch
Stadium 1V im Vergleich zu den Nicht-Tragern zugeordnet. Erkrankte mit dem Polymorphismus
T1761G zeigten deutlich bessere Ergebnisse bei der Lungenfunktionsuntersuchung und hatten
seltener diffuse Lungenerkrankungen. Bei Morbus Crohn wurde diese Genvariante auch als
protektiv identifiziert (Lesage et al., 2002).

In einer aktuellen Studie von Wiken et al. (2009) deuten die Ergebnisse ebenfalls auf einen
Zusammenhang zwischen CARD15 und der Sarkoidose hin. Es konnte gezeigt werden, dass die
Stimulation von NOD2 und TLR2 eine hohere Freisetzung von proinflammatorischen Cytokinen
TNFo und IL-1p bei Sarkoidosepatienten auslost als bei gesunden Probanden.

Die verschiedenen Ergebnisse lassen einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Sarkoidose
und Polymorphismen im CARD15 Gen zu, der unsere Arbeitsgruppe bekréftigte dies genauer zu

untersuchen.
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2.10 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit
Das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit ist die Untersuchung der Haplotypblockstruktur des
CARD15 Gens im Hinblick auf eine Assoziation mit der Entstehung oder der Modifizierung einer
Sarkoidose. In einer groRen genetischen Fall-Kontrollstudie werden sowohl eine SNP-Analyse
als auch eine Haplotypanalyse des Gens durchgefihrt. Der Einfluss von CARD15 wird sowohl
auf die Sarkoidose allgemein als auch auf den akuten und den chronischen Verlauf evaluiert. Der
Vergleich folgender Genotypenverteilungen wird zu der vorliegenden Fragestellung
herangezogen:
1. In einer Assoziationsstudie soll die Verteilung der SNPs zwischen Kontrollgruppe und
der Gruppe aller Sarkoidosepatienten, der mit akutem Verlauf und der mit chronischem
Verlauf verglichen werden.
2. Weiterhin werden in der Haplotypanalyse Kombinationen der SNPs des
Kontrollkollektivs den Sarkoidosekollektiven (alle, akut, chronisch) gegeniibergestellt und
auf Assoziationen hin untersucht.
3. Zusétzlich sollen in einer Pseudo-Fall-Kontrolistudie die einzelnen Marker und die
Haplotypen zwischen den akut und chronisch erkrankten Patienten verglichen werden.
Die Ergebnisse der bislang durchgefiihrten Studien zu diesem Thema zeigten kontroverse
Ergebnisse. Die Suche konzentrierte sich allerdings meistens auf Assoziationen mit einzelnen
SNPs und nicht auf Kombinationen verschiedener SNPs im Sinne einer Haplotyp-Analyse. In
dieser Forschungsarbeit soll mit der Genotypisierung von acht Tag SNPs die gesamte
Haplotypblockstruktur des CARD15 Gens erfasst und damit eine eventuelle Assoziation mit der

Sarkoidose oder deren Verlauf ermittelt werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probanden

Unsere Studiendurchfiihrung erfolgte nach den Vorgaben der revidierten Deklaration des
Weltérztebundes von Helsinki (1983) mit Zustimmung der Ethikkommission der Rheinischen
Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn (080/05). Alle Teilnehmer waren zum Zeitpunkt des
Studienbeginns volljahrig und haben eine Einverstandniserklarung zur Durchfiihrung der
Untersuchungen abgegeben. Patienten mit schweren Erkrankungen einschliel3lich einer COPD
(chronic obstructive pulmonary disease), Asthma bronchiale oder einer immunologischen
Erkrankung wurden von dieser wissenschaftlichen Studie ausgeschlossen.  Unser
Sarkoidosekollektiv umfasste 300 Patienten kaukasischer Herkunft mit klinisch gesicherter
Diagnose. Das Teilnehmerfeld bestand aus 172 (57,3 %) Frauen und 128 (42,7 %) Mannern, mit
einem Durchschnittsalter von 51,73 (+/-13,59). Die Diagnose der Sarkoidose erfolgte nach den
Richtlinien des ATS/ERS/WASOG-Komitees. Ein histologischer Beweis nichtverkdsender
Granulome und ein Rontgen-Thorax wurden zur Bestatigung herangezogen. Des Weiteren wurde
mittels Anamnese, korperlicher Untersuchung, einer Lungenfunktionsuntersuchung, einem CT
und einer BAL die Diagnostik vervollstandigt. Das Sarkoidosekollektiv wurde in zwei Gruppen
unterteilt. Eine Gruppe wurde durch einen akuten, spontan ausheilenden und im
Beobachtungszeitraum von zwei Jahren nicht rezidivierenden Verlauf charakterisiert. Die zweite
Gruppe war durch einen chronisch rezidivierenden Verlauf in der Anamnese oder im
Beobachtungszeitraum gekennzeichnet. Diese phanotypische Einteilung spiegelt nach unserer
Einschatzung neben dem komplexen Organbefall am besten die unterschiedliche Auspragung der
Erkrankung wider. Nach dieser Definition hatten 70 (23,3 %) der Sarkoidosepatienten unserer
Studie einen akuten Verlauf, 171 (57,0 %) litten an einer chronischen Form und bei 59 (19,67 %)
Teilnehmern war der Verlauf unklar. Dies liegt zum einen daran, dass die Patienten nicht mehr zu
erreichen waren, zum anderen war es nicht moglich, an alle Krankenakten zu gelangen, wenn die
Patienten auRerhalb unserer Abteilung behandelt wurden. Dartber hinaus konnte bei Patienten,
die unter 2 Jahren beobachtet wurden, keine Stadienzuordnung stattfinden.

Durch standardisierte krankheitsspezifische Fragebdgen sowie den Quality of Life (WHOQOL-
Bref)-Fragebogen und den Fatigue Assesement Scale (FAS)-Fragebogen wurden zusatzliche
Informationen der Teilnehmer erfasst. Unsere Kontrollgruppe mit 381 Probanden setzte sich aus

206 (51,5 %) weiblichen und 175 (45,9 %) mannlichen kaukasischen Teilnehmern zusammen.
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Das durchschnittliche Alter lag bei 51,50+/-18,351 Jahren. Sowohl das Alter als auch die
Geschlechterverteilung der beiden Kollektive entsprechen einander, wie in Tabelle 3 dargestellt.
Keiner der Teilnehmer der Kontrollgruppe war mit einem Sarkoidosepatienten verwandt oder litt
selbst an einer Lungenerkrankung. Rontgen-Thorax- und Laboruntersuchungen zeigten keine
pathologischen Befunde. Die Rekrutierung der insgesamt 681 Teilnehmer fand an der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn sowie (iber das Sarkoidose Netzwerk Bonn

und die Sarkoidose-Selbsthilfegruppen Altenkirchen, Koln, Leipzig und Wuppertal statt.

Merkmal

Sarkoidose (n=300)

Kontrollen (n=381)

Alter

51,73 + 13,585

51,50 + 18,351

weiblich/mannlich

172 (57,3 %)/128 (42,7 %)

206 (54,1 %)/175 (45,9 %)

akut 70 (23,3 %)
171 (57,0 %)
59 (19,67 %)

chronisch

Verlauf unklar

Stadium 0 80 (26,67 %)
Stadium | 53 (17,67 %)
Stadium Il 65 (21,67 %)
Stadium 111 21 (7,0 %)
Stadium IV 13 (4,33 %)

Stadium unklar 68 (22,67 %)

Tabelle 3: Charakteristische Daten der Sarkoidosepatienten und der Kontrollgruppe (dargestelit
sind jeweils die Absolutwerte bzw. Prozentsatze der diskreten Variablen und die Mittelwerte +
Standardabweichungen der stetigen Variablen)

3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien fur die DNA-Extraktion:

0,1 % Triton X 100- Losung, Lysis-Puffer (Natriumchlorid-Losung, EDTA, Aqua dest.), 10 %
Sodium-Dodecyl-Sulfat-Losung, Proteinase-K-Lésung (20mg/ml), 6M Natriumchlorid-Ldsung,
TES8-Puffer (Tris-HCI, EDTA, Aqua dest.).

3.2.2 Geréte fur die DNA-Extraktion:

Zentrifuge: Mikrofuge E™ (Firma Beckmann, Miinchen, Deutschland);

Vortexgerat: Vortex Genie (Firma Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz); Uberkopfschiittler;
Wasserbad/Inkubator.
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3.2.3 Software fir die iPLEX Reaktion:

- Assay Design 3.0.0 - TYPER Analyzer 3.3.0
- Services 2.0.8 - Acquire 3.3.1
- Assay Editor 3.1.4 - Caller 3.3.0

- Plate Editor 3.1.4

Chip Ubersicht
Darstellung der Genotypen

Projekt Explorer

Erlaubt einen Uberblick (iber
einzelne oder multiple Chips

Ampel
Kurze Darstellung der aktuellen
erfolgreich durchgefuhrten
Durchsatze

Vier definierte Farben geben
den Prozentsatz der abge-
schlossenen Vorgange an

Spektrum
Zeigt die Signale der Analyte,
den Massenbereich und die
Genotypen

Datenspeicherung Histogramm ——— Cluster Plot
Alle Informationen bezlglich der Zeigt vier Kategorien: Darstellung niedriger Massen vs.
Versuchsdurchfuhrung und der  kein Durchsatz, niedrige  hoher Massen

Proben werden hier gespeichert Masse homozygot, hetero-

und kénnen jederzeit abgerufen zygot, hohe Masse homo- Hardy-Weinberg Gleichgewicht
werden zygot Berechnung

Beim Anklicken jedes Punktes im
Cluster enthalt man einen voll-
standigen Uberblick Uber Spek-
trum und die Qualitat der indivi-
duellen Analyse

Enthalt die gesamte Datenerhe-
bung

Abbildung 6: Uberblick iiber das MassARRAY System (Sequenom. Inc., 2007)
3.2.4 Reagenzien fur die iPLEX-Reaktion (nach Sequenom Standard 2007):
- IPLEX Reagent Kit (SEQUENOM Katalog # 10116)
- Clean Resin (SEQUENOM Katalog # 10053)
- 384-Well SpectroCHIP bioarray (SEQUENOM Katalog # 00601)
- 384 Proben Mikrotitter Platten
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3.3 Durchfuhrung der Untersuchung

3.3.1 Blutentnahme
Jedem Teilnehmer unserer Studie wurden 9ml vendses Blut mit dem Vacutainer System
entnommen. Aus dem EDTA-Vollblut wurde nach der Aussalzmethode von Miller et al. (1988)
die DNA isoliert.
3.3.2 MassARRAY System-iPLEX Verfahren
Die Durchfiihrung der Genotypisierung des CARD15 Gens erfolgte mittels der MALDI-TOF MS
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight Mass Spectrometry) im Rahmen
der IPLEX Reaktion gemaR des MassARRAY Systems (Sequenom, Inc., 2007,
www.sequenom.com). In der Genomics-Plattform des Life&Brain Centers Bonn (Prof. Dr. M. M.
Nothen, Prof. Dr. S. Cichon) hatten wir die Mdoglichkeit dieses Hochdurchsatzverfahren
anzuwenden. Mit dem MassARRAY System konnen durch die Verbindung aus einer einfachen
Primer Extesions Reaktion und MALDI-TOF MS téaglich mehrere Hundert bis zu 100.000
Genotypen schnell und kostenglnstig identifiziert werden (Sequenom, Inc., 2007; Tang et al.,
2002). Insertionen, Deletionen, Substitutionen und andere Polymorphismen werden mit einer sehr
hohen Genauigkeit erkannt. Laut Gabriel et al. (2002) liegt diese bei dem iPLEX Verfahren bei
uber 99,7 %.
Schritte des iPLEX Verfahrens:

1. SNP Auswahl und Assay Design

2. DNA lIsolierung

3. PCR Amplifikation

4. SAP Verfahren

5. IPLEX Reaktion-Primer Extension

6. Entsalzung und SpectroCHIP Bioarray
7. MALDI-TOF MS
Uberblick Gber das iPLEX Verfahren:
Das Konzipieren des Assays stellt die Grundlage fir alle Schritte des iIPLEX-Verfahrens dar.

Nach Auswahl der zu untersuchenden Tag SNPs wird zundchst eine PCR-Amplifizierung der
genomischen DNA durchgefiihrt. Anschliefend werden die noch nicht verbrauchten dNTPs
durch die SAP (shrimp alkaline phophatase) zu dNDPs dephosphoryliert und so reaktionsunfahig
gemacht. Der folgende Schritt beinhaltet die iPLEX Reaktion und die Einzelbasen-Extensions
(SBE)-Reaktion. Dabei wird die iPLEX Reaktionsmischung bestehend aus SNP-spezifischen


http://www.sequenom.com/

45

Extensionsprimern, Enzym, Puffer und massenmodifizierten Didesoxynukleotiden zu den
Amplifikationsprodukten beigemischt. Das Ganze wird thermozykliert, um die Anlagerung des
Primers und der masseveranderten ddNTPs (siehe Tabelle 4) an die diagnostische Stelle der DNA
durchzufiihren. Die veranderten Basen werden bei der Synthese eines neuen DNA-Strangs wie
ganz normale DNA-Nukleotide eingebaut, jedoch fuhrt das Fehlen der Hydroxylgruppe zum
Abbruch der Reaktion, da keine weiteren Nukleotide am 3'-Ende angehangt werden kénnen. So
entstenen allelspezifische Produkte mit unterschiedlicher Masse in Abhédngigkeit von der
Allelsequenz. In Abbildung 7 werden die Arbeitsschritten nochmal bildlich dargestellt.

Terminierende Base | A C G T
A 0 -24 16 55,9
C 24 0 40 79,9
G -16 -40 0 39,9
T -55,9 -79,9 39,9 0

Tabelle 4: Massenunterschiede zwischen den Basen aus dem iPLEX Produkt
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Abbildung 7: Versuchsschritte des iPLEX Verfahrens (Sequenom. Inc., 2007)
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Mit der MALDI-TOF MS kann im letzten Arbeitsschritt aus den Massenunterschieden der
Produkte nach der iPLEX Reaktion der Genotyp ermittelt werden (siehe Abbildung 8). Um
Analysefehler zu vermeiden, werden die iPLEX Produkte vor der MS entsalzt und auf einen
SpectroCHIP durch den MassARRAY Nondispenser tberfihrt.

40 -4
Allel 2
354
Allei 1
304

nicht verlangerter
Primer
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Abbildung 8: Spektrum der Extensionsprodukte jeweils beendet durch massenmodifizierte A und
G Nukleotide (Sequenom. Inc., 2007)

Im folgendem wird die genaue Durchfiihrung der einzelnen Schritte der iPLEX Stufen nach
Sequenom Standard (2007) dargestellt (fiir ausfuhrlichere Erlauterungen siehe iPLEX Guide,
Sequenom Homepage)

3.3.2.1 SNP- Auswahl und Assay Design

Die SNP-Wahl zur Genotypisierung des CARD15 Gens wurde anhand der Ergebnisse des
HapMap Projekts Phase 2 vorgenommen. In dem HapMap Projekt wurden 270 Probanden aus
vier unterschiedlichen geographischen Regionen genotypisiert. 2007 wurden die Ergebnisse der
zweiten Phase bekannt gegeben, wonach 3,1 Millionen SNPs identifiziert und 6ffentlich
zuganglich gemacht wurden (The International HapMap Consortium, 2007).

Die Struktur des Kopplungsungleichgewichts (Linkage-Disequilibrium = LD) des CARD15 Gens
wurde mit dem Programm HaploView evaluiert, welches von der Arbeitsgruppe um Gabriel et al.
(2002) beschrieben wurde. In Abbildung 9 st anhand eines LD-Plots das
Kopplungsungleichgewicht der verschiedenen Marker zueinander im CARD15 Gen dargestellt. Je
intensiver die Farbe der Kéastchen, desto groler ist das Kopplungsungleichgewicht der SNPs zu
einander, was bedeutet, dass sie mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit zusammen vererbt worden
sind und einen Haplotypblock bilden. Die Daten des LD-Plots in Abbildung 9 wurden aus

unserem Kontrollkollektiv generiert.
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Abbildung 9: LD Plot des CARD15 Gens unserer Kontrollgruppe. Dartber ist das CARD15 Gen
mit den Introns und Extrons dargestellt.

Das CARD15 Gen befindet sich auf dem Chromosom Nr. 16 nahe des Centromers (16q12). Es
besteht insgesamt aus 35,938 kbp, von denen 131 als Einzelbasen Polymorphismen (SNPs)
identifiziert wurden. Acht dieser SNPs wurden als Tag SNPs ausgewahlt, welche aufgrund des
nahen Kopplungsungleichgewichts zu den Gbrigen Markern ausreichen, um die
Haplotypblockstruktur des gesamten Gens wiederzugeben. Diese Marker werden in Tabelle 5

dargestellt.
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Marker-Nr. Chromosom Gen SNP-ID Position

1 16 CARD15 rs7194886 49282694
2 16 CARD15 rs4785224 49287947
3 16 CARD15 rs5743266 49288597
4 16 CARD15 rs6500328 49294157
5 16 CARD15 rs2066844 49303427
6 16 CARD15 rs10521209 49313210
7 16 CARD15 rs5743289 49314275
8 16 CARD15 rs5743291 49314777

Tabelle 5: Auswahl der CARD15 SNPs
Auf Grund von sample errors und verschiedenen Problemen mit der Chipaufteilung musste die
Anzahl des zu untersuchenden Materials reduziert werden. VVon den 300 Sarkoidosepatienten des
Grundkollektivs wurden 269 Proben und vom Kontrollkollektiv 322 Proben mit dem
MassARRAY System genotypisiert.
SNPs in der Kontrollgruppe ab einer minoren Allelfrequenz gréRer als 4 % wurden erst in die
statistische Datenanalyse eingeschlossen. Die Qualitatskontrolle zeigte bei keinem der Marker
eine Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht.
Die Auswahl der Amplifikations und Extensions Primer erfolgte lokal mit dem Assay Design 3.1.
Programm von Sequenom. Eine Validierung Uber einen Webdienst von Sequenom wurde
erganzend durchgefihrt.
3.3.2.2 lsolierung genomischer DNA aus Vollblut nach der Aussalzmethode (Miller et al., 1988)
Zur Gewinnung der DNA wurden die 9 ml EDTA-Vollblut mit Aqua dest. auf 50 ml aufgefllt
und fur 30 Minuten bei 4°C in Ruhe gelassen. AnschlieBend wurde der Ansatz 20 Minuten bei
3000 rpm (r =20 cm, 3500xg) zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und verworfen. Dieser
Arbeitsschritt wurde analog wiederholt. Das Sediment wurde entsprechend mit Aqua dest. lysiert,
zentrifugiert und vom Uberstand getrennt. Das entstandene Pellet aus Leukozyten wurde mit 30
ml einer 0,1 %igen Triton-L6sung versetzt und durchmischt. Im Anschluss wurde das Gemisch
erneute zentrifugiert und vom Uberstand getrennt. Der Riickstand wurde mit 5 ml Lysis-Puffer
aufgenommen und resuspendiert (Vortex). Die nachfolgende Zugabe von 250 ul 10 % Sodium-
Dodecyl-Sulfat fuhrte schlussendlich zur Fragmetierung der Zellkerne. Zu diesem Zeitpunkt lag
die DNA in freier Form vor. Die ubrigen Zellfragmente wurden durch die Gabe von 100 pl

Proteinase-K-Ldsung enzymatisch gespalten. Der Reaktionsansatz wurde anschlieRend bei 37°C
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im Wasserbad Uber Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde der Ansatz in eine 15 ml Falcon-Tube
gefillt, mit 1,5 ml 6M NaCl-Lésung versetzt und 90 Minuten lang auf einem Uberkopfschiittler
durchmischt. In diesem Arbeitsschritt wurden die Proteine ausgefallt (ausgesalzen). Nach
anschlieBender Zentrifugation wurde der Uberstand in eine 50 ml Falcon-Tube tberfiihrt. Durch
Zugabe von 25 ml 100 % EtOH wurde die DNA gefallt. Die fadenférmige DNA konnte dann
mittels geschmolzener Spitzen von Pasteur Pipetten aus dem Ansatz entnommen und an der Luft
getrocknet werden. Nach einer Waschung in 70 EtOH wurde sie abschlielend in 250 pl TES8-
Puffer gelost.
3.3.2.3 PCR Amplifikation
Mullis und Faloona (1987) entwickelten die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR), welche eine Methode zur exponentiellen Amplifikation kurzer DNA-Sequenzen
(meist 100 bis 600 Basen) innerhalb eines langeren doppelstrangigen DNA-Molekils darstellt.
Folgende drei Schritte sind notig, um eine PCR Amplifikation durchzufihren:

1. Hitzedenaturierung des DNA-Doppelstrangs

Die gesamte DNA wird im ersten Arbeitsschritt denaturiert und anschlielend auf ca. 94°C
erhitzt. Dadurch 16sen sich die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
komplementéren Basen beider Strdnge, so dass man zwei einzelstrangige DNA-Molekiile
erhalt.

2. Anlagerung (Annealing) der Oligonukleotidprimer

Im zweiten Arbeitsschritt werden zwei spezifische Oligonukleotidprimer (Amplifikation
Primer) der DNA zugefiigt, welche das zu amplifizierende DNA-Fragment eingrenzen.
Dieser VVorgang findet bei Abkuhlen des Reaktionsansatzes auf eine Temperatur zwischen
50°C und 70°C statt. Die Schmelztemperatur der Primer bestimmt diese Annealing-
Temperatur.

3. Extension der Oligonukleotidprimer durch die hitzestabile DNA-Polymerase

Im letzten Schritt verldngert die DNA-Polymerase den Primer entlang der
einzelstrangigen Matrizen-DNA durch die Anlagerung der jeweils komplementaren
dNTPs (Desoxynukleotidtriphosphate: dATP, dGTP, dCTP und dTTP).
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Reagenzien .Konzentration Volumen /pl | Volumen/pul
in5pul (1 rxn) (384rxns)*
H.O 1,850 888
PCR Puffer (10x) 1,25x 0,625 300
MgCI2 (25mM) 1,626mM 0,325 156
dNTP mix (je25 mM) 500mM 0,100 48
Primer mix (je500 nM) 100nM 1,000 480
Genomische DNA (5-10ng/ul) | 1-10ng/rxn 1,000 480
Hotstar Taq(5 U/ul) 0,5U/rxn 0,100 48
Total 5,000 2400

Tabelle 6: PCR-Cocktail Mix (*Volumen beinhaltet einen 25 %igen Uberhang, rxn: Mikrotitterplatten)

Um die PCR Amplifikation durchzufihren wurden die Komponenten aus Tabelle 6 auf 384
Mikrotitterplatten vorsichtig vermischt und nach Standard thermozykliert:

1. 94°C fur 15 Minuten

2. 94°C fir 20 Sekunden

3. 56°C fir 30 Sekunden 45 Zyklen

4. 72°C fir 1 Minuten

5. 72°C fir 3 Minuten

6. 4°C bis zur weiteren Verarbeitung

3.3.2.4 SAP(shrimp alkalinephosphatase) Verfahren
Im folgenden Arbeitsschritt wurden die freien dNTPs des PCR Produkts dephosphoryliert.

. Volumen/pl Volumen/ul
Reagenzien
(1 rxn) (384rxns) *
H,O 1,530 734,4
10x SAP Puffer 0,170 81,6
SAP Enzyme (1U/ pl) 0,300 1440
Total 2,000 960,0

Tabelle 7: SAP Mix (*Volumen beinhaltet einen 25 %igen Uberhang, rxn: Mikrotitterplatten)
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Die Komponenten aus Tabelle 7 wurden erneut auf 384 Mikrotitterplatten vermischt und
anschlieBend zu 5 uL des PCR Produkts aus dem vorherigen Schritt hinzugefiigt. Die Proben
wurden im Folgenden vorsichtig gevortext und im Thermozykler nach Standard inkubiert:

1. 37° C fur 40 Minuten

2. 85° C fiir 5 Minuten

3. 4° C bis zur weiteren Verarbeitung
3.3.2.5 IPLEX Reaktion- Primer Extension

) Konzentration | Volumen/pul Volumen/pl
Reagenzien .
in9pul (1 rxn) (384rxns)*
H.0O 0,755 362,40
IPLEX Puffer (10x) 0,222X 0,200 96,00
IPLEX Extension Mix
o 1X 0,200 96,00
(modifizierte Basen)
Primer Mix 0,625uM:
0,804 385,92
(7TuM:14puM)** 1,25uM
iPLEX Enzym 1X 0,041 19,68
Total 2,000 960,00

Tabelle 8: IPLEX Cocktail Mix (*Volumen beinhaltet einen 25 %igen Uberhang, **Primer mit der
niedrigeren Masse sind mit einer niedrigeren Konzentration von 0,625 xM und Primer mit der héheren Masse sind
mit einer Konzentration von 1,25 uM in der 9 ul Lésung enthalten, rxn: Mikrotitterplatten)

Die Reagenzien aus Tabelle 8 wurden wie in den vorherigen Arbeitsschritten zusammengefugt,
mit dem Reaktionsansatz vorsichtig vermischt und in einem 2 Stufen System thermozykliert:
1. 94° C fiir 30 Sekunden
2. 94° C fur 5 Sekunden
3. 52°C fir 5 Sekunden 40 Zyklen
4. 80° C fur 5 Sekunden } > Zyklen
5. 72°C fir 3 Minuten
6. 4° C bis zur weiteren Verarbeitung
3.3.2.6 Entsalzung und SpectroCHIP Bioarray
Die Entsalzung diente zur Optimierung der massenspektrometrischen Analyse. Dabei wurden die

Proben in 16 pl Wasser und 6mg Harz verdiinnt und anschlief3end bei 4000rpm zentrifugiert.
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Im néchsten Arbeitsschritt wurden die Reaktionslésungen auf einen 384-SpectroCHIP Bioarray
dispensiert, um die abschlieRende MALDI-TOF MS durchzufiihren.

3.3.2.7 MALDI-TOF MS

Die MALDI-TOF MS ist mit der MassARRAY Workstation Version 3.3 software durchgefiihrt
worden (weitere Erlauterungen zur Einstellung eines Spektrums siehe MassARRAY Typer
User’s Guide, Sequenom Homepage)

Theoretischer Hintergrund

Eine massenspektrometrische Analyse ist ein analytisches Verfahren zur Ermittlung der
chemischen Zusammensetzung von Verbindungen oder Molekilen anhand der errechneten
Massen. Die Vorgehensweise bei der Massenspektrometrie ist in Abbildung 10 schematisch
dargestellt. Das Prinzip dieser Methode besteht aus der lonisierung der zu untersuchenden Probe,
wodurch geladene Molekile oder Fragmente generiert werden. Die geladenen Teilchen werden
anschlieBend mit Hilfe des Massen-Analysators durch ein elektrisches und/oder magnetisches
Feld geleitet. Uber die Geschwindigkeit der Teilchen wird das Masse/Ladungszahl-Verhiltnis
ermittelt. Das Letzte Modul, der Detektor, eruiert schliel}lich aus dem berechneten Verhaltnis, um

welche lonen es sich handelt. (Sparkman, 2000).

Probe

lonisier- Massen- Detekt
ungsquelle Analysator OLGIGOR

Datenanalyse

Abbildung 10: Die drei Arbeitsmodule einer Massenspektrometrie

Das konventionelle Verfahren kommt allerdings bei der Analyse von grofRen Biomolekilen oder
organischen Molekilen an seine Grenzen. Der Grund dafir liegt in der niedrigen
Geschwindigkeit und Instabilitat dieser Molekdile.

Eins der weiterentwickelten Verfahren der massenspektrometrischen Analyse ist die von Karas et
al. 1987 entwickelte MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight

mass spectrometry), welches wir in unserer Studie zur Genotypisierung genutzt haben. MALDI
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wird meistens mit einem TOF Analysatoren kombiniert, moglich ist auch eine Kopplung mit
anderen Analyseverfahren, die in dieser Arbeit aber nicht erléutert werden.

Initial fand die MALDI-TOF Massenspektrometrie Anwendung bei der Massenanalyse von
grollen Biomolekulen, heutzutage wird diese Methode allerdings vielfaltig zur Quantifizierung
von sowohl leichten als auch schweren Analyten eingesetzt. Oligonucleotide, Lipide,
Aminosauren, Peptide und Proteine, Metaboliten oder Toxine sind einige Stoffe, die mit Hilfe
dieses vielseitigen Systems analysiert werden kénnen (Cerpa-Poljak A. et al., 1995; Wallace
WE., 2007). Des Weiteren ist ein Hochdurchsatzverfahren moglich, das eine schnelle und genaue
Analyse eines vergleichsweise groen Massenbereichs zulédsst (Duncan et al., 2008).
Messverfahren

Die Analyte werden zun&chst in eine Matrix eingebettet und auf einem metallischen Tréger
cokristalisiert. Dadurch bleibt der Analyt geschitzt und wird durch den Laser nicht direkt
zerstort. Durch den anschlieenden Laserbeschuss verdampft die Matrix und die Analyte werden
ionisiert. Nachfolgend werden die lonen in einem elektrischen Feld beschleunigt. Der TOF-
Analysator berechnet die Masse(m) in Abhédngigkeit von der Flugzeit (time of flight) und der
Ladungszahl (z).

m
tof oo |—
Z

Im letzten Arbeitsschritt wandelt ein lonendetektor die ankommenden lonen in ein elektrisches

Signal um. Die Ergebnisse einer massenspektrometrischen Analyse werden durch ein x/y
Diagramm dargestellt, wo das Masse/Ladungs Verhaltnis (x-Achse) in Abhéangigkeit zur
Intensitat (y-Achse) demonstriert wird (siehe Abbildung 8) (Duncan et al., 2008).

3.4 Statistik
Mit Hilfe des EDV-Programms SPSS® (Version 17,0 Chicago, IL, USA) wurden die deskriptiven
statistischen Analysen durchgeftihrt.
3.4.1 Statistische Variablen
Die verwendeten diskreten Variablen mit nominalem Messniveau, die die Bedingungen der
Reflexivitat, Symmetrie und Transitivitét erfullen, sind:

- SNPs und Haplotypen des Gens CARD15

- Krankheitsverlauf (akut/chronisch/unklar)
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3.4.2 Statistische Verfahren

Analytische Statistik: Im Hinblick auf eine Assoziation mit einem Phanotyp der Sarkoidose
wurden sowohl eine SNP-Analyse als auch eine Haplotyp-Analyse durchgefihrt.

Die Untersuchung und Evaluierung der 8 Marker erfolgte mit dem Program FAMHAP (Becker
und Knapp, 2004). Zur Berechnung der p-Werte und maoglicher Assoziationen mit der Sarkoidose
wurde der Cochran-Armitage Trend Test angewandt (Armitage, 1955).

Die Suche nach Haplotypen, die bei der Entstehung oder Verlauf einer Sarkoidose eine Rolle
spielen konnten, wurde mit dem weiterentwickelten FAMHAP Programm durchgefuhrt (Becker
et al., 2005). Des Weiteren wurden die Haplotypfrequenzen der Félle und Kontrollen mit dem
EM-Algorithmus (Expectation-Maximization-Algorithmus) berechnet und mit dem global
likelihood ratio test verglichen.

Um korrekte p-Werte zu erhalten und statistische Fehler zu minimieren, haben wir zum einen das
Permutationsverfahren und zum anderen die Monte Carlo Simulation (FAMHAP Option: hapcc
maxmarker 1) angewandt.

Die Arbeitsgruppe um Becker und Knapp stellte erstmals 2004 das FAMHAP Programm vor, mit
dessen Hilfe das Analysieren einer hohen Anzahl von Markerkombinationen moglich gemacht
wurde. Dabei wird die maximale Wahrscheinlichkeit (Maximum-Likelihood) der Haplotyp
Frequenzen in genetisch erkrankten Familien mittels des EM-Algorithmus (Expectation-
Maximization-Algorithmus) berechnet. Bei dieser Analyse werden 20 SNPs, mit erweiterten
Einstellungen bis zu 63 SNPs, untersucht. 2005 wurde das weiterentwickelte Programm
veroffentlicht (Becker et al., 2005). Damit kénnen grofRangelegte Haplotyp Analysen fir jegliche
Fall-Kontroll Studien durchgefiihrt und verschiedene Verfahren zur p-Wert Korrektur angewandt
werden.

Deskriptive Statistik: Mithilfe von Kreuztabellen und LD-Plots wird der Zusammenhang
zwischen SNPs/Haplotypen und Phénotypen der Sarkoidose veranschaulicht. Statistische

Signifikanz wird erreicht mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,05, d.h. mit einem p < 0,05.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Studienaufbau und -ziel
Das Ziel dieser Studienarbeit war es den Einfluss von 8 Tag-SNPs und von 13 Haplotypen des

CARD15 Gens auf die Suszeptibilitdt und den Verlauf der Sarkoidose zu untersuchen. In einer
grolRangelegten Fall-Kontroll-Studie mit 300 Probanden und 381 Kontrollen haben wir eine
Assoziationsanalyse der einzelnen Marker und der Haplotypen durchgefiihrt. Zur Evaluation der
Wirkung von CARD15 auf die verschiedenen Verlaufe der Sarkoidose wurden die Genotypen
sowohl aller Sarkoidosepatienten, als auch die der Untergruppen: akuter und chronischer
Erkrankter mit dem Kontrollkollektiv verglichen. Desweiteren wurden in einer Pseudo- Fall-
Kontrollstudie sowohl die SNPs als auch die Haplotypen der akut und chronisch erkrankten

Patienten gegenuibergestellt und ausgewertet.

4.2 Statistische Datenanalyse

4.2.1 Demographische Basisdaten

Das Sarkoidose-Gesamtkollektiv umfasste 300 Personen mit klinisch gesicherter Diagnose einer
Sarkoidose entsprechend den Richtlinien des ATS/ERS/WASOG Komitees. Die Kontrollgruppe,
bestehend aus 381 Probanden, wurde entsprechend der Fall-Kohorte nach Geschlecht, Alter und
Herkunft ausgewahlt.

Es zeigte sich ein leichtes Uberwiegen des weiblichen Geschlechts mit 57,3 % zu 42,7 % in
unserem Sarkoidosekollektiv. Die Altersspanne unserer Patienten bei Studienantritt reichte von
19-83 Jahren mit einem Mittelwert von 51,73, dessen Standardabweichung + 13,585 betrug. Das
Kollektiv bestand ausschlieflich aus kaukasischen Sarkoidosepatienten deutscher Herkunft. Die
Geschlechterverteilung des Kontrollkollektivs war dquivalent zu der des Sarkoidosekollektivs mit
einer leichten zahlenméRigen Dominanz der Frauen (54,1 % zu 45,9 %). Der Mittelwert des
Alters war verglichen mit der Sarkoidosegruppe fast identisch mit durchschnittlichen 51,50
Jahren. Lediglich die Standardabweichung war in der Kontrollgruppe mit + 18,351 etwas héher
auf Grund einer héheren Altersspanne, die zwischen 19 und 94 Jahren lag (siehe Tabelle 3).

Von den 300 Sarkoidosepatienten des Grundkollektivs wurden letztendlich 269 Proben und vom
Kontrollkollektiv 322 Proben mit dem MassARRAY System genotypisiert. Auf Grund von
sample errors und verschiedenen Problemen mit der Chipaufteilung musste die Anzahl des zu

untersuchenden Materials reduziert werden. Unter den 269 Sarkoidosepatienten waren 62 akut
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und 157 chronisch erkrankt. Bei 50 Teilnehmern der Studie war der Verlauf unklar. Gemal3 der
Ergebnisse des HapMap Projektes Phase 2 wurden acht Tag SNPs sowohl einzeln als auch in
verschiedenen Kombination als Haplotypen analysiert und die Ergebnisse der entsprechenden
Gruppen mit einander verglichen. Mit Hilfe des FAMHAP-Programms erfolgte die statistische
Evaluierung der Daten.

Die p-Werte der SNP-Analyse wurden mit dem Cochran-Armitage Trend Test ermittelt
(Signifikanz bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p <0,05). Die Genotypen aller SNPs
wurden in der Kontrollgruppe auf eine Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht
Uberpraft.

Um die korrekten Haplotypen und Tag SNPs des CARD15 Gens zu eruieren wurden mit Hilfe
von HaploView und dem HapMap Programm LD-Plots (Linkage-disequilibrium Plots) fur die
Kontrollgruppe und die Fallgruppen erstellt. Der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und den
Daten der HapMap CEU Gruppe erwies keine groRen Differenzen (Gabriel et al., 2002; The
International HapMap Consortium, 2007). Ebenso entsprachen die Strukturen der LD Plots in den
Sarkoidosekollektiven dem LD-Plot der Kontrollgruppe. Um die Kombinationsmoglichkeiten der
acht CARD15-Marker einzugrenzen, wurde die Methode der sogenannten Sliding Windows
angewandt. Dabei wurde ein ,,Schiebefenster* jeweils iiber zwei oder drei Marker immer um eine
Stelle weitergeschoben. So sind 13 Kombinationen entstanden, die alle zwischen der
Kontrollgruppe und sowohl dem gesamten Sarkoidosekollektiv als auch den Untergruppen mit
akutem und chronischem Verlauf verglichen wurden. Um eine hohe Genauigkeit der p-Werte zu
erzielen, wurden diese mit dem Permutaionsverfahren und der im Rahmen des Famhap
Programm durchgefiihrten Monte-Carlo Simulation (hapcc maxmarker 1) nochmal korrigiert.
4.2.2 Verteilung von Genotypen, Allelfrequenzen und Haplotypen

Sowohl bei der Analyse der einzelnen Marker als auch bei der Haplotypanalyse konnte keine
signifikante Assoziation festgestellt werden.

4.2.2.1 SNP- Analyse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Assoziationsanalyse der einzelnen Marker dargestellt:
Tabellen 11a und 11b zeigen die prozentualen Genotypenverteilungen der 8 Marker, die

Allelfrequenzen und die p-Werte immer im Vergleich zu der Kontrollgruppe.



- SNP-ID | Allele| Probe | Genotypen (%)* AIIeIfreq (%)] p-Armitage?

49282694 | rs7194886 | A/G AA | AG | GG

Alle 21,2 | 48,3 | 30,5 45,4 54,6 0,918
Akut 27,4 |37,1|355]46 54 0,949
Chron. | 18,5 | 54,1 | 27,4 | 455 |54,5 |0,973
Unklar | 22,0 | 44,0 | 34,0 | 44 56 0,755
Kontr. | 19,9 | 51,6 | 28,6 | 45,7 | 54,3

2 | 49287947 | rs4785224 | AIG AA |AG |GG | A G
Alle 18,6 | 44,2 | 37,2 1 40,7 |59,3 |0,518
Akut 22,6 1339|435(395 |60,5 |0,887
Chron. | 15,9 | 50,3 | 33,8 | 41,1 |589 |05
Unklar |22 |38 |40 |41 49 0,683
Kontr. | 15,2 | 47,2 | 37,6 | 38,8 | 61,2

3 | 49288597 | rs5743266 | AIG AA |AG |GG |A G
Alle 104 |42 (476|314 |68,6 |0,766
Akut 12,9 (38,7 |4841323 |67,7 [0,723
Chron. | 9,6 |43,9 465|315 [685 |0,772
Unklar | 10 |40 |50 |30 70 0,908
Kontr. | 10,9 | 39,4 | 49,7 | 30,6 | 69,4

4 | 49294157 | rs6500328 | A/IG AA |AG |GG | A G
Alle 3751439 (18,6595 |405 |0,753
Akut 1419|355 (226597 |40,3 |0,883
Chron |[33,1|51 |159|58,6 |[414 |0,592
Unklar |46 |32 |22 |62 38 0,768
Kontr. |37 |46,9 |16,1|60,4 |39,6

Tabelle 11a: Statistischen Analyse der Varianten des CARD15 Gens auf Chromosom 16, die
Sarkoidosekollektive wurden immer mit der Kontrollgruppe verglichen, (3p-Werte wurden nicht
mit multiple testing (Permutationsverfahren und Monte Carlo Simulation) korrigiert, *alle SNPs
wurden in der Kontrollgruppe auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht
untersucht)

Legende:

Gesamtes Sarkoidosekollektiv = Alle

Sarkoidosepatienten mit akutem Verlauf = Akut;
Sarkoidosepatienten mit chronischem Verlauf = Chron.;
Sarkoidosepatienten mit unklarem Verlauf = Unklar

Kontrollgruppe = Kontr.



-
49303427 |rs2066844 | C/T CC_[CT [TT
Alle [903 [97 |0 95,2 4,8 0,297
Akut 855 [145 [0 [927 [7.3 [0658
Chron. [924 [76 [0 |92 [38 [0,122
Unklar [90 [10 [0 [95 |5  [0,634
Kontr. [87,9 [118 03 [938 |62

6 49313210 |rs1052129 |G/T GG |GT |TT |G T
Alle 19,3 (43,9 |36,8 |41,3 |58,7 10,844
Akut 22,6 353 (419 |40,3 |59,7 0,942
Chron. 17,2 (50,3 32,5 |42,4 |57,6 0,624
Unklar |22 34 44 39 61 0,758
Kontr. |17,4 46,6 (36 |40,7 |59,3

7 149314275 |rs5743289 |CI/T CC |CT |TT |C T
Alle 69,1 275 (33 829 |17,1 0,349
Akut [64,5 [32,3 |32 |80,6 |194 0,98

Chron. 71,3 |2555 (3,2 |84,1 |159 |[0,219
Unklar |68 |28 |4 82 18 0,771
Kontr. |65,8 |29,8 |43 [80,7 (19,3

8 49314777 (rs5743291 |A/G AA |AG |GG |A G
Alle 04 |16 |83,6 |84 91,6 10,236
Akut |0 145 1855 |7,3 92,7 10,291
Chron. |0,6 (17,8 |81,5 |9,6 90,4 10,686
Unklar |0 12 |88 |6 94 0,177
Kontr. |1,6 |17,7 |80,7 |[10,4 (89,6
Tabelle 11b: Statistischen Analyse der Varianten des CARD15 Gens auf Chromosom 16, die
Sarkoidosekollektive wurden immer mit der Kontrollgruppe verglichen, (3p-Werte und wurden
nicht mit multiple testing (Permutationsverfahren Monte Carlo Simulation) korrigiert, *alle SNPs
wurden in der Kontrollgruppe auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht
untersucht)

Legende:

Gesamtes Sarkoidosekollektiv = Alle

Sarkoidosepatienten mit akutem Verlauf = Akut;
Sarkoidosepatienten mit chronischem Verlauf = Chron.;
Sarkoidosepatienten mit unklarem Verlauf = Unklar

Kontrollgruppe = Kontr.

Wie aus den Tabellen 11a und 11b ersichtlich ist, kann zwischen keinem der SNPs und einer

Verlaufsform der Sarkoidose eine signifikante Assoziation festgestellt werden.
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Der Vergleich zwischen dem Sarkoidose-Gesamtkollektiv und dem Kontrollkollektiv ergibt

im Hinblick auf die Héaufigkeitsverteilung der 8 SNPs p-Werte > 0,297 und damit keine
statistisch signifikanten Ergebnisse.
Die grofite Schwankung in der Haufigkeitsverteilung der Genotypen zeigt sich im Marker Nr. 8
(rs5743291) mit einem p-Wert von 0,236, der allerdings nicht ausreicht um eine Signifikanz
festzustellen. Der Anteil des Genotyps AA liegt im Gesamtkollektiv der Sarkoidosepatienten viel
niedriger mit 0,4 % als in der Kontrollgruppe mit 1,6 %. AG zeigt eine Haufigkeit von 16 % in
der Sarkoidosegruppe und 17,7 % in der Kontrollgruppe. Der Genotyp GG ist bei 88,6 % der 269
Sarkoidosepatienten und nur bei 80,7 % der 322 Kontrollen zu finden. Vergleicht man die
Allelfrequenzen in den beiden Gruppen, so ergeben sich allerdings keine nennenswerten
Differenzen.

Aus der Gegenuberstellung der Patienten mit einem akuten Verlauf der Sarkoidose und der
Kontrollgruppe resultieren ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse. Alle p-Werte sind > 0,291
und damit Gber dem Signifikanzniveau von 0,05. Dieses Resultat spiegelt die fehlende
Assoziation zwischen den SNPs und einem akuten Verlauf der Sarkoidose wider.

Die Analyse der prozentuellen Angaben der Genotypenverteilung ergibt allerdings in den SNPs
Nr. 1, 2, 4 und 6 Abweichungen von den Werten der Kontrollgruppe. Der Genotyp AA des SNPs
Nr. 1 ist bei 27, 4 % der Sarkoidosepatienten mit akutem Verlauf vorzufinden, aber nur bei

19,9 % der Kontrollgruppe. Der heterozygote Genotyp AG (berwiegt hingegen bei den
Kontrollen mit 51,6 % zu 37,1 % bei den Sarkoidosepatienten mit akutem Verlauf. Den
homozygoten GG-Genotyp weisen 35,5 % der Erkrankten und nur 28,6 % der Vergleichsgruppe
auf. Ein ahnlicher Verlauf mit hoheren Haufigkeiten der beiden homozygoten Genotypen in der
Untergruppe ,,Akut” und einem geringeren Anteil des heteozygoten Genotyps im Vergleich zum
gesunden Kollektiv lasst sich ebenfalls bei SNP 2, 4 und 6 feststellen. Trotz dieser Variationen ist
keiner der dazugehorigen p-Werte kleiner als 0,883. Die Erklarung dafir liegt in der Verteilung
der Allele. Aus den Tabellen 11a und b kann entnommen werden, dass die Allelfrequenzen bei
diesen 4 SNPs fast identische Werte annehmen und somit keine signifikanten Assoziationen
geschlossen werden konnen. Im 1. SNP betrégt die Allelfrequenz von A bei den Patienten mit
akutem Verlauf 46 %, im Normalkollektiv kommt diese auf fast identische 45,7 %.
Dementsprechend liegt die Frequenz des anderen Allels G bei 54 % im Sarkoidosekollektiv und

bei 54,3 % in der Vergleichsgruppe.
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Die Betrachtung eines moglichen Einflusses der Polymorphismen des CARD15 Gens auf die
Entstehung einer chronischen Form der Sarkoidose lasst durch die resultierenden p-Werte keine
signifikanten Ergebnisse zu. Aus dem Vergleich des SNPs Nr. 5 zwischen der Kontrollgruppe
und dem Sarkoidosekollektiv mit chronischem Verlauf kann man mit einem p-Wert von 0,122
lediglich einen Trend erkennen.

Besonders auffallend ist der Unterschied des homozygoten TT-Genotyps, welcher Gberhaupt nur
in der Kontrollgruppe zu finden ist mit 0,3 %. Der homozygote CC-Genotyp uberwiegt nicht
erheblich in der Gruppe mit chronischem Verlauf mit 92,4 % zu 87,9 % in der Kontrollgruppe.
Der Anteil der heterozygoten Trager liegt in der Gruppe der Erkrankten bei 7,6 % und bei den
gesunden Probanden bei 11,8 %. Die Zahlen der Allelfrequenzen zeigen den Trend dieses SNPs
etwas deutlicher. Das Allel T kommt mit 6,2 % knapp doppelt so héaufig in der Kontrollgruppe
vor, verglichen mit 3,8 % in der Sarkoidosegruppe mit chronischem Verlauf.

4.2.2.2 Haplotypanalyse

In der Haplotypanalyse wurden verschiedene Kombinationen der 8 CARD15-Polymorphismen
des Sarkidose-Gesamtkollektivs und der zwei Untergruppen (,,Akut” und ,,Chronisch*) mit dem
Kontrolkollektiv verglichen und bezuglich eventueller Assoziationen analysiert. Von grolRem
Interesse war dabei sowohl ein mdglicher Einfluss auf die Entstehung als auch auf eine
Modifizierung der Erkrankung. Aus den Ergebnissen, welche in den Sliding-Window Tabellen
12-14 dargestellt werden, lasst sich auch hier kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Markerkombinationen des CARD15 Gens und der Sarkoidose feststellen.

Die Gegenuberstellung des gesamten Sarkoidosekollektivs und der Kontrollgruppe ergibt im
Hinblick auf Unterschiede in der Verteilung der Marker-Kombinationen mit p-Werten > 0,2396
keine signifikanten Ergebnisse (siehe Tabelle 16). Die grofiten Abweichungen finden sich bei der
Analyse der Markerkombination 7-8 (p-Wert =0,2396). Auch die Einzelmarker-Untersuchung

erweist im Bezug auf die gleichen Gruppen den kleinsten p-Wert im SNP Nr. 8.
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0,3425 0,4340 0,4159 0,8685 0,7507 0,3836
1-2-3 2-3-4 3-4-5 4-5-6 5-6-7 6-7-8
0,3321 0,6041 0,8287 0,6177 0,6294 0,6553 0,2396
1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
0,9520 0,5196 0,8078 0,7706 0,3023 0,8618 0,3731 0,2753
1 2 3 4 5 6 7 8
rs7194886 | rs4785224 | rs5743266 | rs6500328 | rs2066844 | rs10521209 | rs5743289 | rs5743291

Tabelle 12: Sliding-Window Methode zur Haplotypanalyse der 8 CARD15-Polymorphismen im
Vergleich zwischen dem gesamten Sarkoidosekollektiv und der Kontrollgruppe
(Famhap-Programm: Funktion hapcc maxmarker 3)

Aus dem Vergleich der der

Sarkoidosepatienten mit akutem Verlauf gegenlber

Vergleichsgruppe bezlglich der Markerkombinationen ergibt sich kein signifikanter

Zusammenhang. Die resultierenden p-Werte bewegen sich zwischen 0,5678 und 1,0. was die
fehlende Assoziation der CARD15 Haplotypen mit der Entstehung einer akuten Form der

Sarkoidose erhértet.

0,9687 0,9802 0,9291 0,9250 0,9714 0,7792
1-2-3 2-3-4 3-4-5 4-5-6 5-6-7 6-7-8
0,9797 0,8468 0,8097 0,8859 0,9151 0,9970 0,5678
1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
1,0000 0,9210 0,7600 0,9232 0,6833 1,0000 1,0000 0,3382
1 2 3 4 5 6 7 8
rs7194886 | rs4785224 | rs5743266 | rs6500328 | rs2066844 | rs10521209 | rs5743289 | rs5743291

Tabelle 13: Sliding-Window Methode zur Haplotypanalyse der 8 CARD15-Polymorphismen im
Vergleich zwischen dem Sarkoidosekollektiv mit akutem Verlauf und der Kontrollgruppe
(Famhap-Programm: Funktion hapcc maxmarker 3)

Die Analyse eines mdglichen Zusammenhangs zwischen bestimmten Haplotypen des CARD15
Gens und dem chronischen Verlauf einer Sarkoidose ergibt ebenfalls im Vergleich zum
Normalkollektiv keine signifikanten Resultate. Der kleinste p-Wert mit 0,3384 findet sich bei der
Markerkombination 4-5. Bei dem Vergleich der einzelnen Polymorphismen zeigt sich im SNP
Nr. 5 ein Trend mit einem p-Wert von 0,122, welcher jedoch in Kombination mit anderen SNPs
nicht bestatigt werden kann.
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0,6781 0,6418 0,3413 0,5443 0,5005 0,5717
1-2-3 2-3-4 3-4-5 4-5-6 5-6-7 6-7-8
0,5462 0,6137 0,7218 0,3384 0,3454 0,5139 0,3510
1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
1,0000 0,5268 0,8269 0,6226 0,1303 0,6275 0,2244 0,7361
1 2 3 4 5 6 7 8
rs7194886 | rs4785224 | rs5743266 | rs6500328 | rs2066844 | rs10521209 | rs5743289 | rs5743291

Tabelle 14: Sliding-Window Methode zur Haplotypanalyse der 8 CARD15-Polymorphismen im
Vergleich zwischen dem Sarkoidosekollektiv mit chronischem Verlauf und der Kontrollgruppe
(Famhap-Programm: Funktion hapcc maxmarker 3)

4.2.2.3 Pseudofallkontroll Analyse

In der Pseudo-Fall-Kontrollstudie wurden sowohl die acht CARD15 Poymorphismen einzeln als
auch die Haplotypblocke zwischen der Sarkoidose-Untergruppe mit chronischem und der mit
akutem Verlauf analysiert. Auch aus diesem Vergleich zwischen verschiedenen Phénotypen der
Sarkoidose kann weder flr einen einzelnen Marker noch fur eine Markerkombination eine
signifikante Assoziation geschlossen werden.

In der SNP-Analyse kann im rs2066844-Polymorhismus Nr. 5 mit einem p-Wert von 0,12 ein
Trend angenommen werden. Schon aus der Gegeniberstellung des Sarkoidosekollektivs mit
chronischem Verlauf und der Kontrollgruppe resultiert fur diesen SNP Nr. 5 ebenfalls ein p-Wert
mit Trendcharakter (p =0,122), was einen moglichen Einfluss dieses Polymorphismus auf den
chronischen Verlauf einer Sarkoidose unterstiitzt. Dennoch reichen die Ergebnisse nicht aus, um
eine statistische Signifikanz zu sichern. Auch in Kombination mit anderen SNPs setzt sich dieser
Trend nicht fort.

Die Ergebnisse der Haplotypanalyse ergeben p-Werte > 0,3312 und damit keinen Zusammenhang

zwischen CARD15 Haplotypen und einer Verlaufsform der Sarkoidose.
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Nr. SNP-ID Position | Allele | Chronisch | Akut (Kontr.) | p-Armitage

1 rs7194886 | 49282694 | A/G 157 62 0,936
2 rs4785224 | 49287947 | AIG 157 62 0,77

3 rs5743266 | 49288597 | A/G 157 62 0,884
4 rs6500328 | 49294157 | A/G 157 62 0,839
5 rs2066844 | 49303427 | C/T 157 62 0,12

6 | rs10521209 | 49313210 | GI/T 157 62 0,705
7 rs5743289 | 49314275 | CI/T 157 62 0,394
8 rs5743291 | 49314777 | AIG 157 62 0,438

Tabelle 15: Vergleich der einzelnen Marker zwischen den Sarkoidosekollektiven mit chronischem
und akutem Verlauf

0,9535 0,9322 0,6574 0,4191 0,5126 0,8328
1-2-3 2-3-4 3-4-5 4-5-6 5-6-7 6-7-8
0,9035 0,9638 0,9972 0,3312 0,3277 0,7100 0,7045
1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
1,0000 0,8358 0,9093 0,9180 0,1326 0,7561 0,4056 0,4585
1 2 3 4 5 6 7 8
rs7194886 | rs4785224 | rs5743266 | rs6500328 | rs2066844 | rs10521209 | rs5743289 | rs5743291

Tabelle 16: Sliding-Window Methode zur Haplotypanalyse der 8 CARD15-Polymorphismen im
Vergleich zwischen dem Sarkoidosekollektiv mit chronischem Verlauf und dem mit akutem

Verlauf (Famhap-Programm: Funktion hapcc maxmarker 3)
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5 DISKUSSION

Das Vorhaben dieser Dissertation war die Analyse der gesamten Haplotypblockstruktur des
CARD15 Gens im Hinblick auf eine Assoziation mit der Entstehung oder der Modifizierung einer
Sarkoidose. Ein Hauptaugenmerk wurde auf den Einfluss der Genotypen auf die Verlaufsformen
der Erkrankung gelegt.

Das Sarkoidosekollektiv wurde in Bezug auf einzelne Marker sowie auf gesamte Haplotypen mit
einem entsprechenden Kontrollkollektiv verglichen. Ebenfalls wurden die Ergebnisse der
gesunden Probanden dem akuten und dem chronischen Subkollektiv gegentbergestellt. Des
Weiteren wurde ein Vergleich zwischen der Gruppe mit chronischem Verlauf und der mit akutem
Verlauf durchgefiihrt, um eine eventuelle Modifizierung des Verlaufs durch CARD15 zu
evaluieren. Nach unserem Wissensstand wurde eine Haplotypanalyse des gesamten CARD15
Gens in diesem Rahmen hier zum ersten Mal durchgefuhrt.

Das Ergebnis der vorliegenden Genotyp-Phé&notyp-Assoziationsstudie zeigt weder bei der SNP-
Analyse noch bei der Untersuchung der Haplotypen des CARD15 Gens einen statistisch
signifikanten Zusammenhang mit der Enstehung oder dem Verlauf der Sarkoidose.

Die Analyse der einzelnen Marker ergibt lediglich fir einen Fall eine Tendenz. Im SNP Nr.5
(rs2066844) besteht eine Abweichung der Genotypverteilung zwischen der Kontrollgruppe und
der Sarkoidosegruppe mit chronischem Verlauf. Der resultierende p-Wert von 0,122 l&sst jedoch
keine Schlussfolgerung auf eine statistisch signifikante Assoziation zu.

Die Analyse der gesamten Haplotypblockstruktur erfolgte mittels acht Tag SNPs des CARD15
Gens. Diese wurden anhand der HaploView und HapMap Daten Phase 2 ermittelt (Gabriel et al.,
2002; The International HapMap Consortium, 2007). Die Ergebnisse zeigen jedoch erneut das
Fehlen eines Zusammenhangs zwischen Genvarianten des CARD15 Gens und bestimmten
Verlaufsformen der Sarkoidose. Die Haplotypanalyse stellt eine besonders gute Mdglichkeit dar,
versteckte und schwer auffindbare, genetische Risikovarianten aufzuspiiren, die zwischen
getesteten SNPs liegen. Aus diesem Grund kdnnen wir nicht nur auf eine fehlende Assoziation
zwischen einzelnen, hier getesteten SNPs in CARD15, sondern des gesamten Gens und der
Sarkoidose schliel3en.

In der Pseudo-Fall-Kontrollstudie wurden sowohl die Ergebnisse der SNP-Analyse als auch der

Haplotypanalyse zwischen den unterschiedlichen Phanotypen (akuter und chronischer Verlauf)
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verglichen. Auch hier kann in Bezug auf die Beeinflussung einer Verlaufsform kein
Zusammenhang zu dem CARD15 Gen evaluiert werden.

Morbus Crohn, Blau Syndrom und EOS stellen komplexe granulomatds entzlndliche
Systemerkrankungen dar, die auffallend viele Uberschneidungen mit der Sarkoidose aufweisen
und mit Mutationen im CARD15 Gen assoziiert wurden. Bisherige Arbeiten haben im Hinblick
auf einen eventuellen Zusammenhang zwischen CARD15 und Sarkoidose genau diese
Polymorphismen untersucht. Mit Morbus Crohn wurden hauptséchliche vier Polymorphismen
assoziiert (C802T (P268S), C2104T (R702W), G2722C (G908R), 3020insC (1007fs)), die auf
der LRR-Domane des CARD15 Gens lokalisiert wurden (Hugot et al., 2001; Lesage et al., 2002;
Ogura et al., 2001). Im Gegensatz dazu konnte die Arbeitsgruppe um Miceli-Richard et al. (2001)
drei Mutationen in der NOD Region mit dem Blau Syndrom in Zusammenhang bringen
(C1405T (L469F), G1001A (R334Q), C1000T (R334W)). Kanazawa et al. (2005) haben in einer
2005 durchgefiihrten Studie sieben Polymorphismen ebenfalls in der NOD Region des CARD15
Gens identifiziert, die mit der EOS assoziiert sein kdnnten. (A1487T (H496L), A1813C (T605P),
C2010A (N670K), T1538C (M513T), C1000T (R334W), G1834A (A612T) und
C1146G (D382E).

Aus der Beobachtung, dass verschiedene granulomatds entziindliche Erkrankungen mit SNPs auf
unterschiedlichen Regionen des CARD15 Gens in Zusammenhang gebracht wurden, erschien es
uns sinnvoller, die gesamte Haplotypblockstruktur zu untersuchen.

Bei den Tag SNPs, die wir benutzt haben, handelt es sich um ,,synonyme SNPs®, die nicht
unbedingt zu einer Veranderung der Aminosaurensequenz fiilhren missen. Sie sind als Marker zu
verstehen, die in Kombination mit anderen, im Kopplungsungleichgewicht stehenden, SNPs zu
Funktionsédnderungen beitragen kénnen. Auf Grund des nahen Kopplungsungleichgewichts zu
den ubrigen Markern reicht die Analyse der acht Tag SNPs und deren Haplotypen aus, um eine
Aussage Uber das gesamte Gen machen zu koénnen. Vor allem die funktionelle Wertigkeit der
CARD15 Polymorphismen im Bezug auf die Sarkoidose konnten wir mit unserem Verfahren
uberprufen.

Auler SNP Nr. 5 (rs2066845, C2104T) ist keiner dieser Tag SNPs von anderen Arbeitsgruppen
bis jetzt untersucht worden. Lediglich dieser Tag SNP Nr. 5 gehért zu der Gruppe der mit Morbus
Crohn assoziierten Varianten und ergab in unserer SNP-Analyse kein statistisch signifikantes
Ergebnis. Trotz einer Tendenz im Hinblick auf das Auftreten einer chronischen Sarkoidose,

konnten wir keinen Einfluss dieses SNPs weder auf den Verlauf noch auf das Auftreten einer
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Sarkoidose feststellen. Die Arbeitsgruppe um Sato et al. (2009) hat erst kirzlich den gleichen
SNP mit einer schweren Verlaufsform einer pulmonalen Sarkoidose bei Briten assoziieren
koénnen. Sato et al. (2009) haben ihr Sarkoidosekollektiv, bestehend aus 185 britischen Patienten,
basierend auf rontgenologischen Stadien und den Ergebnissen aus Lungenfunktions-
untersuchungen in Untergruppen eingeteilt. Ihre Ergebnisse weisen darauf hin, dass CARD15
Polymorphismen einen Einfluss auf den Verlauf der Sarkoidose haben und zeigen somit die
Bedeutung der Unterteilung des Kollektivs in einer so komplexen Erkrankung. Idealerweise
sollten die Untergruppen exakt gewéhlt werden, um verantwortliche Genvarianten nicht zu
Ubersehen. Auf der anderen Seite missen sie groll genug sein, um aussagekréftige Daten zu
generieren. Neben der Einteilung nach Stadien und Lungenfunktionsparametern wie bei Sato et
al. (2009) gibt es auch weitere Mdglichkeiten ein Sarkoidosekollektiv zu gliedern.

Unser Kollektiv wurde in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe wurde durch einen akuten,
spontan ausheilenden und im Beobachtungszeitraum von zwei Jahren nicht rezidivierenden
Verlauf charakterisiert. Die zweite Gruppe war durch einen chronisch rezidivierenden Verlauf in
der Anamnese oder im Beobachtungszeitraum gekennzeichnet.

Mit dieser Einteilung in einem viel groBeren Gesamtkollektiv aus 300 Sarkoidosepatienten,
ebenfalls kaukasischer Herkunft, konnten wir im Gegensatz zu der Arbeitsgruppe um Sato et al.
keine Assoziationen zwischen dem SNP Nr. 5 (rs2066844, C2104T) und einer chronischen Form
feststellen. Aus der aussagekréftigen Haplotypanalyse konnte ebenfalls kein Zusammenhang
zwischen Kombinationen mit dem SNP Nr. 5 (rs2066844, C2104T) und einer Verlaufsform
hergeleitet werden.

Vier weitere Arbeitsgruppen haben ebenfalls denselben SNP (rs2066844, C2104T) untersucht
und keine signifikanten Assoziationen festgestellt (Gazouli et al., 2006; Ho et al., 2005; Milman
et al., 2007; Schiirmann et al., 2003). Die Studie von Gazouli et al. (2006) zeigte erhohte
Frequenzen fir diesen SNP in einer griechischen Sarkoidosegruppe aus 100 Probanden, die
allerdings nicht ausreichten, um signifikante Ergebnisse zu erhalten.

Da die Kollektive von Gazouli et al., Schirmann et al. und Ho et al. nicht nach Ph&notypen
unterteilt wurden, ist es schwierig die Daten auf die schwere Verlaufsform einer pulmonalen
Sarkoidose zu beziehen und somit mit unserem und dem Ergebnis von Sato et al. zu vergleichen.
Unser Schema war an die SCAC (sarcoid clinical activity classification) Einteilung angelehnt,
nach der drei spezielle Punkte herangezogen werden, um Sarkoidosepatienten einzustufen (Prasse

et al., 2008). Erstens wird der Verlauf bewertet, wobei wie in unserer Studie eine Grenze nach



68

zwei Jahren zwischen einem akuten und chronischen Verlauf gezogen wird. Zweitens wird die
Notwendigkeit einer medikamentésen Behandlung und drittens die Notwendigkeit einer
Langzeitbehandlung bewertet. Nach genau diesem Schema wéren aus unserem Kollektiv mit 300
Patienten zu kleine Subgruppen entstanden, um eine ausreichende statistische Aussagekraft zu
gewahrleisten. In einem weitaus groReren Kollektiv konnte diese Einteilung sinnvoll sein, da
nicht nur ein chronischer Verlauf, sondern auch die Progressivitat des chronischen Verlaufs
betrachtet wird. Wir haben von den drei Punkten nur den Verlauf der Patienten nach zwei Jahren
herangezogen, was sich allerdings schon in anderen Studien als sinnvoll erwies. Das zeigen die
Ergebnisse zum BTNL-2 Gen (butyrophilin-like 2), welches bis heute das am besten mit der
Sarkoidose assoziierte Gen darstellt und mit einer chronischen Verlaufsform assoziiert werden
konnte (Li et al., 2006; Valentonyte et al., 2005). Des Weiteren hat unsere Arbeitsgruppe kirzlich
auch einen Zusammenhang zwischen VEGF Varianten und den unterschiedlichen Verlaufen im
gleichen Kollektiv mit gleicher Einteilung nachweisen kdnnen (Pabst et al., 2009).

Die Arbeitsgruppe um Fischer et al. (2011) hat in einer Uberdurchschnittlich grofRen Studie 1996
deutsche Sarkoidosepatienten genotypisiert und ebenfalls dieses Kollektiv nach denselben
Kriterien wie wir in eine akute und eine chronische Verlaufsform eingestuft. Es wurden 106
SNPs analysiert, bei denen schon ein Zusammenhang mit der Entstehung von Morbus Crohn oder
Colitis Ulcerosa nachgewiesen wurde. Trotz der umfangreichen Anzahl an Probanden wurden
keine weiteren Unterteilungen z.B. nach Behandlungsnotwendigkeit oder Lungenfunktion in die
Statistik mit einbezogen. Die Untergruppen mit 648 akut und 1161 chronisch erkrankten
Patienten waren immer noch so grof}, dass sie aussagekréftige Subkollektive héatten bilden
kénnen. Von den 1161 chronisch kranken Patienten sind 427 mit oder ohne Therapie genesen.
734 zeigten trotz Cortisontherapie einen fortbestehenden Krankheitsverlauf. Anscheinend
erschien es der Arbeitsgruppe um Fischer et al. (2011) nicht sinnvoll sowohl diese oder weitere
Unterteilungen vorzunehmen und in die statistische Datenauswertung zu integrieren.

Der fehlende Zusammenhang zwischen CARD15 SNPs und der Sarkoidose mit ihren Verldufen
in dieser groRRen aussagekraftigen Studie unterstitzt noch einmal sowohl unser Ergebnis als auch
die Einteilung, die wir vorgenommen haben. Fischer et al. (2011) haben allerdings andere Gene
mit Sarkoidoseverldufen und der Entstehung in Verbindung bringen kdnnen. HERC2 wurde als
Suzeptibilitdtsgen identifiziert, 1L-23 konnte mit der chronischen Form in Zusammenhang
gebracht werden und der SNP rs12035082 auf Chromosom 1q24.3 scheint auf den akuten Verlauf

Einfluss zu nehmen.
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Eine positive Assoziation mit einem anderen CARD15 Polymorphismus hat die schon oben
erwéhnte Arbeitsgruppe um Gazouli et al. (2006) herausgefunden. In dieser Studie wurde das
genetische Material von 100 griechischen Sarkoidosepatienten und 150 Kontrollen mittels PCR
und RFLP auf folgende, mit Morbus Crohn assoziierte, CARD15 Polymorphismen
C2104T (R702W), G2722C (G908R), 3020insC (1007fs) und zusatzlich auf Mutationen im
CD14 Gen untersucht. Der SNP rs2066844 G2722C (G908R) wurde von Gazouli et al. (2006)
mit dem Auftreten einer Sarkoidose in Verbindung gebracht. Interessanterweise konnte eine
Koexistenz des SNPs G2722C (G908R) und einer CD14 Mutation eine hohere Signifikanz in
Bezug auf das Auftreten einer Sarkoidose erreichen als die Mutationen alleine. Dieses Resultat
unterstiitzt die Hypothese einer multifaktoriellen Atiologie der Sarkoidose und unterstreicht die
Bedeutung genetischer Studien. Wir kdnnen allerdings das Ergebnis von Gazouli et al. (2006) in
Bezug auf CARD15 nicht verifizieren. In einem weitaus groReren Patientenkollektiv konnten wir
keinerlei signifikante Ergebnisse generieren. Zwar haben wir nicht die gleichen SNPs untersucht,
jedoch mit der Methode der Haplotypanalyse theoretisch das gesamte Gen analysiert.

Die Ergebnisse von vier weiteren Studien mit kaukasischen Sarkoidosepatienten erbrachten auch
keine signifikanten Ergebnisse fur denselben SNP (Ho et al., 2005; Milman et al., 2007; Sato et
al., 2009; Schirmann et al., 2003). Da das Kollektiv von Gazouli et al. (2006) ausschlieRlich aus
Griechen bestand, musste man weiter evaluieren, ob der Polymorphismus G2722C (G908R)
eventuell nur in dieser Bevolkerungsgruppe eine bestimmte Rolle spielt.
Die Arbeitsgruppe um Schirmann et al. (2003) hat in einer groRangelegten Studie bestehend aus
429 Sarkoidosepatienten deutscher Herkunft zunéchst signifikante Werte flr den besagten
Marker G2722C (G908R) in der Fall-Kontroll Studie gefunden. Weder die darauffolgende
genetische Kopplungsanalyse noch die familienbasierte Assoziationsstudie konnte die erste
Annahme bestatigen. Mit diesem sehr grolRen Kollektiv konnte auch die Arbeitsgruppe um
Schiirmann et al. (2003) keinen Einfluss von CARD15 Polymorphismen auf die Entstehung einer
Sarkoidose schlussfolgern. Schirmann et al. (2003) konnten allerdings nur zu den mit Morbus
Crohn assoziierten Polymorphismen Aussagen machen. Die Beteiligung des gesamten CARD15
Gens wurde in dieser Studie nicht evaluiert, da es sich bei den untersuchten Markern nicht um
Tag SNPs gehandelt hat. Des Weiteren kann auf Grund fehlender Einteilung der Einfluss von
CARDJ15 auf Stadien oder Verlaufe der Sarkoidose mit dieser Studie nicht analysiert werden.
CARD15 kodiert fir NOD2 Proteine, welche einen wichtigen Bestandteil zur angeborenen

Immunitét leisten. Sie sind in der Lage, Komponenten aus der bakteriellen Zellwand mit der
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LRR-Domane zu erkennen und daraufhin die Freisetzung mehrerer Transkriptionsfaktoren, u.a.
NF-xB sowie Kaspasen zu induzieren (Chamaillard et al., 2003; Girardin et al., 2003; Inohara et
al., 2003; Li und Verma, 2002). Aus der erhohten Aktivitat der Transkriptionfaktoren resultiert
eine vermehrte Produktion proinflammatorischer Cytokine und Oberflachen-Proteine (Strober et
al., 2006). Im Hinblick auf die Sarkoidose spielt der Transkriptionsfaktor NF-xB (nuclear factor-
kB) eine wichtige Rolle. Sowohl in der angeborenen als auch in der erworbenen Immunabwehr
hat NF-kB eine kontrollierende Aufgabe. Im Zellkern erhoht es die Transkriptionsrate vieler fir
die Immunantwort wichtiger Cytokine, Chemokine und anti-apoptischer Proteine. Besonders
erwéhnt seien hier die Mediatoren IL-1, IL-6, IL-8 und TNF, die bei der Granulombildung
beteiligt sind (Li und Verma, 2002).
Anhand dieser Erkenntnisse wurde der Zusammenhang von NF-xkB mit inflammatorischen
Erkrankungen untersucht. Es zeigte sich eine deutlich hohere Expression dieses
Transkriptionsfaktors bei Morbus Crohn, rheumathoider Arthritis, Asthma bronchiale, Multipler
Sklerose, EOS und auch bei der Sarkoidose (Drent et al., 2001; Kanazawa et al., 2005; Li und
Verma, 2002; Schreiber et al., 1998). Die Arbeitsgruppe um Drent et al. (2001) untersuchte bei
12 Sarkoidosepatienten und 5 gesunden Kontrollen die NF-xkB Expression in mononukledren
Zellen. Trotz der geringen Probandenanzahl konnte ein eindeutiges Ergebnis erziehlt werden.
Alle Sarkoidosepatienten, sowohl Behandelte als auch die Unbehandelte, wiesen einen doppelt so
hohen NF-xkB Gehalt im Vergleich zum Normalkollektiv auf. Damit konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Inflammation bei der Sarkoidose und der NF-xkB Aktivitat
nachgewiesen werden. Hier stellt sich die Frage, welcher Mechanismus bei der Sarkoidose zur
Induzierung von NF-kB flihrt. Der Weg tiber NOD2 und damit tber das CARD15 Gen stellt nur
eine Variante der Aktivierungskaskaden von NF-kB dar. Um zu evaluieren, ob es wirklich einen
Zusammenhang zwischen der erhohten Aktivitat dieses Transkriptionsfaktors und Genvarianten
des CARD15 Gens gibt, mussten genetische Analysen mit einer Untersuchung der NF-xB
Expression in mononukledren Zellen gekoppelt werden. Damit konnte man die funktionelle
Wertigkeit von bestimmten CARD15 Polymorphismen bestimmen.

Aus einer aktuellen Studie von Wiken et al. (2009) geht hervor, dass die Co-Stimulation von
NOD2 und TLR2 eine hohere Freisetzung der proinflammatorischen Cytokinen TNF-a und IL-1p
bei Sarkoidosepatienten ausldst. Eine Stimulation von NOD2 kénnte nach Wiken et al. (2009) in

der Pathogenese einer Sarkoidose eine Rolle spielen. Auch in diesem Fall ware es interessant,
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durch Folgestudien zu erfahren, inwieweit CARD15 Genvarianten die Stimulation von NOD2
beeinflussen und wie sich dies bei den verschiedenen Verlaufen verhalt.

Wir haben in unserer Studie weder den Gehalt von NF-kB noch die Aktivitit von NOD2 mit der
genetischen Analyse gekoppelt. Die hier vorliegende genetische Phé&notyp-Genotyp-
Assoziationsstudie hatte in erster Linie das Ziel, Kandidatengene zu finden, um in
weiterflihrenden Expressionsstudien auf diese néher einzugehen. Aus diesem Grund war es aus
unserer Sicht nicht sinnvoll, im ersten Schritt diese Messungen durchzuftihren.

Unser Patientenkollektiv, bestehend aus 300 Teilnehmern, stellt eines der groferen
Sarkoidosekollektive dar und misste ausreichen, um eine groRe statistischen Aussagekraft zu
generieren. Durch die Einteilung in die Untergruppen ,,chronisch® und ,,akut* entstehen jedoch
kleine Kollektive, die eventuell bei einer so komplexen Erkrankung nicht ausreichen, um die
verantwortlichen Genvarianten zu erfassen.

Ein Defizit stellen die Patienten mit einem unklaren Verlauf dar, deren Daten fiir die Analyse der
Untergruppen nicht genutzt werden konnten. Der unklare Verlauf resultiert daraus, dass diese
Patienten entweder nach der Erstrekrutierung nicht mehr zu erreichen waren oder der Zugang zu
den Krankenakten nicht moglich war, wenn die Patienten aul3erhalb unserer Abteilung behandelt
worden sind. Des Weiteren kénnte es sich bei dieser Gruppe um Patienten mit akutem Verlauf
handeln, die auf Grund des oft limitierenden Verlaufs keiner Behandlung mehr bedurften. Die
Ergebnisse der SNP-Analyse in der Gruppe mit unklarem Verlauf zeigen namlich verbliffende
Ahnlichkeiten mit den Ergebnissen in der Gruppe mit akutem Verlauf. In zukinftigen Studien
miusste dieser Storfaktor eliminiert werden und die Patientenverldufe besser verfolgt werden, um
grofiere Subgruppen zu erhalten.

Die Zahl der Patienten mit akutem Verlauf im Vergleich zu den Erkrankten mit chronischem
Verlauf ist niedriger als es aus den Daten der Epidemiologie zu vermuten wére. Die Ursache
hierflr konnte darin liegen, dass Patienten mit akutem Verlauf eher durch niedergelassene Arzte
behandelt werden. Die Rekruitierung unseres Kollektivs erfolgte zudem auch in
Selbsthilfegruppen, die von Patienten mit einer selbstlimitierenden Form in der Regel nicht
aufgesucht werden.

Die Geschlechterverteilung unseres Sarkoidosekollektivs mit einer leichten zahlenmaRigen
Dominanz der Frauen (57,3% zu 42,7 %) ist allerdings reprasentativ fir die Ergebnisse

internationaler epidemiologischer Studien.



72

Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse weder auf eine Assoziation von CARD15 mit der
Suszeptibilitdt noch mit dem Verlauf einer Sarkoidose hin. In den bisher durchgefiihrten Studien
zu einzelnen SNPs im CARD15-Gen wurden ebenfalls Uberwiegend keine Assoziationen zu einer
Sarkoidose gefunden (Akahoshi et al., 2008; Ho et al., 2005; Martin et al., 2003; Milman et al.,
2007; Rybicki et al., 1999; Schirmann et al., 2003). Zwei Arbeitsgruppen haben allerdings einen
Einfluss von CARD15 Polymorphismen auf die Sarkoidose eruieren kénnen (Gazouli et al., 2005;
Sato et al.,, 2009). Zur weiteren Abkldrung mussten groRere Patientenkollektive untersucht
werden, die in weitere Subgruppen nach einer standarisierten Phanotypisierung aufgeteilt werden
miussten. Darlber hinaus sollten &hnliche Untersuchungen in anderen ethnischen Gruppen
durchgefuhrt werden, da nur Kaukasier an unserer Studie teilgegnommen haben und die
Ergebnisse somit nicht auf andere Bevolkerungsgruppen ubertragbar sind. Wie bereits erwahnt,
ware es daruberhinaus sinnvoll, die funktionelle Wertigkeit von CARD15 Polymorphismen in
Bezug auf die NF-kB zu evaluieren. Eine gezieltere Analyse der SNPs hétte zu Folge, dass man
die Ergebnisse im Hinblick auf diagnostische sowie therapeutische Methoden besser nutzen

konnte.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Sarkoidose stellt eine multifaktorielle Systemerkrankung dar, die sich durch eine erhdhte
Immunreaktion des Kdorpers auf einen noch unbekannten Ausloser auszeichnet und durch das
VVorkommen nichtverkasender Granulome charakterisiert ist. In ca. 90 % der Falle liegt ein
pulmonaler Befall vor. Obgleich die genaue Atiologie unbekannt ist, wird die iibersteigerte
inflammatorische Reaktion mit einer genetischen Suszeptibiliat in Zusammenhang gebracht. Eine
unterschiedliche Prévalenz in ethnisch verschiedenen Bevélkerungsgruppen und das familiar
gehé&ufte Auftreten der Sarkoidose haben zu dieser Annahme gefihrt.

Auf diese Hypothese stutzt sich auch die hier vorliegende Arbeit, in der die
Haplotypblockstruktur des CARD15 Gens hinsichtlich eines Einflusses auf Entstehung und
Verlauf der Sarkoidose untersucht worden ist.

Wissenschaftliche Studien mit sarkoidosedhnlichen Erkrankungen haben signifikante
Zusammenhdnge mit dem CARD15 Gen ergeben. Des Weiteren wurde der durch CARD15
aktivierte Transkriptionsfaktor NF-xB in erhthten Konzentrationen bei Sarkoidosepatienten
vorgefunden. Verschiedene Arbeitsgruppen haben einen mdglichen Einfluss des CARD15-Gens
auf die Sarkoidose mit nicht eindeutigen Ergebnissen untersucht, obgleich die meisten Studien
keinen Zusammenhang zwischen CARD15 und der Sarkoidose gezeigt haben.

Vor diesem Hintergrund haben wir in einem Sarkoidosekollektiv aus 300 Patienten und einem
Kontrollkollektiv aus 381 gesunden Probanden eine Genotyp-Phanotyp-Assoziationsstudie
durchgefuhrt. Die Genotypisierung und Haplotypanalyse des CARD15 Gens erfolgte mittels der
MALDI-TOF MS im Rahmen der iPLEX Reaktion gemaR des MassARRAY Systems (Fa.
Sequenom). Mit dieser Methode konnten wir die gesamte Haplotypblockstruktur des Gens
erfassen und somit versteckte, bisher noch nicht untersuchte, Genvarianten analysieren.

Es konnte kein statistisch signifikanter Einfluss bestimmter Polymorphismen oder Haplotypen
des CARD15 Gens auf die Sarkoidose oder deren Verlaufsformen nachgewiesen werden. Es sind
weitere Studien mit groReren Kollektiven, unter Beriicksichtigung des Krankheitsverlaufs,
erforderlich, um eine endglltige Aussage Uber den Einfluss dieses Gens und seiner

Polymorphismen treffen zu kénnen.
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