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1. EINLEITUNG

1.1 Definition der Sarkoidose

Sarkoidose, auch bekannt als Benigne Lymphogranulomatose oder Morbus Besnier-Boeck-
Schaumann, ist eine entziindliche Multisystemerkrankung ungeklarter Atiologie, die in akuter
oder in chronischer Form verlaufen kann. Vor allem Erwachsene jungen und mittleren Alters sind
betroffen und zeigen meist eine bihilére Lymphadenopathie und Manifestation der Lunge, wobei
jedoch nahezu jedes Organ involviert sein kann (ATS, ERS, WASOG, 1999). Costabel (2001)
definierte die Krankheit as eine multisystemische Dysfunktion mit gesteigerter zellulérer
Immunantwort am befallenen Locus bel fir Sarkoidose prédisponierten Personen, verbunden mit
einer Exposition bisher unbekannter Umweltfaktoren. Histologisch zeigen sich typischerweise
nicht-verkésende, epitheloidzellige Granulome mit Langhansschen Riesenzellen und einem

Lymphozytensaum (Sharma, 2005).

1.2 GeschichtedesKrankheitsbildes Sarkoidose

Nachdem der britische Dermatologe Jonathan Hutchinson erstmalig im Jahre 1871 eine Uber 2
Jahre fortgeschrittene ,,gerdtet symmetrische Hautl&sion ohne Schmerzen auf Armen und Beinen®
beobachtete, beschrieb Ernest Besnier 1888 aufgrund dem klinischen Bild einer rdétlichen
Schwellung an Nase, Augen und Fingern die Hautmanifestation der Sarkoidose als ,,lupus
pernio®. Bereits kurze Zeit spéater, im Jahre 1897, présentierte der Norweger Caesar Boeck einen
Patienten mit Lymphknotenadenopathie, welche er as sarkoméhnliche Hautver&nderung
darstellte, eine Bezeichnung, die bis heute unzutreffenderweise auf den Namen der Krankheit
verweist. Boeck war auch der Erste, der das histologische Bild der Sarkoidose erkannte (Sharma,
2007). Auf den multiorganischen Charakter der Erkrankung wies 1914 der Schwede Joergen
Schaumann hin. Um die Sarkoidose vom malignen Hodgkin Granuloma abzugrenzen,
bezeichnete er sie als ,,Lymphogranulomatosis benigna®, wobei er wie Besnier und Boeck von
einer tuberkuloseartigen Atiologie ausging. Obwohl das Symptom des ,Erythema nodosum*
erstmals um 1800 von Robert Willian dargestellt wurde, machte sich schliefdlich Sven Lofgren
1946 durch die Beschreibung der akuten Verlaufsform des Morbus Boeck einen Namen (Sharma,
1983; Lofgren, 1953). Anfang der sechziger Jahre wurde die These des tuberkul6sen Ursprungs

uberwiegend verworfen und es wird weiterhin nach der Atiologie der Sarkoidose geforscht.
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1.3 Epidemiologie der Sarkoidose

Die Sarkoidose zeigt hinsichtlich ihrer Préavalenz, Geschlechterverteilung und dem Schweregrad
weltweit ein heterogenes Bild. Epidemiologische Aussagen werden erschwert durch die wenig
prazise und einheitliche Definition des Krankheitsbildes, den Mangel an spezifischen
diagnostischen Tests und einer oftmals subklinischen Manifestation, so dass mit einer héheren
Dunkelziffer und Zahl von Fehldiagnosen gerechnet wird (ATS, ERS, WASOG, 1999).
Insgesamt reicht die Préavalenz von unter 1 (Spanien, Portugal) bis zu Uber 60/100.000
Einwohnern, wobei die Préavalenz die Inzidenz meist um das zwei- bis funffache Ubertrifft. Die
hochsten Zahlen erreichen nach Kummer (2000) die Bewohner der I1sle of Man mit 137/100.000,
Schweden und Afroamerikaner mit beide je 64/100.000 Einwohnern. Aber auch in den
zentraleuropéischen Regionen, in Japan und den USA ist die Krankheit verbreitet, wohingegen
sie in den sudlichen Landern Europas weitaus seltener auftritt. Autoptisch diagnostizierte
Sarkoidose-Félle verweisen jedoch auf finf- bis zehnfach hohere Praval enzzahlen.

Eine signifikante Heterogenitét bzgl. dem Auftreten und Schweregrad der Sarkoidose fallt
zwischen den Geschlechtern und verschiedenen ethnischen Gruppen auf. Dabei betonte Costabel
(2001) die schwereren, chronischen Verldufe der Afroamerikaner, wahrend Kaukasier sich
oftmals asymptomatisch prasentieren. Das mit einer meist sehr gunstigen Prognose assoziierte
Lofgren-Syndrom zeigt sich vermehrt bel finnischen (18%) und britischen (30%) Patienten.
Rybicki (1997) zeigte in einer 5-Jahresstudie die erhdhte Inzidenz afroamerikanischer Frauen
(39,1/100.000) auf, noch vor mannlichen Schwarzen (29,8/100.000) und weilen US Amerikanern
(19,7/100.000). Somit liegt das Lebenszeitrisiko fur Sarkoidose bei 0,85% fur Weil3e und um
nahezu ein Drittel héher fur schwarze US Amerikaner (2,4%). Der Altersgipfel der Sarkoidose-
Inzidenz liegt geschlechtsunabhéngig bel 20-29 Jahren (Costabel, 2001), bel Skandinaviern,
Deutschen und Japanern besteht ein zweiter Gipfel bei Frauen Uber 50 Jahren (ATS, ERS,
WASOG, 1999). Auch ist nach ebendiesem Autor das weibliche Geschlecht in grofierer Anzahl
betroffen. Kummer (2000) hingegen beschrieb keine wesentlichen Unterschiede zwischen
Mannern und Frauen. So Uberwiegt nach seiner Annahme in Neuseeland das ménnliche, in den
USA das weibliche Geschlecht, jeweilsim Verhaltnis 3:2.

Die Mortalitét wird fur alle Regionen auf 1-5% beziffert, wobei die Herz-Sarkoidose bei Japanern
die haufigste Todesursache darstellt, in fast alen anderen Regionen dagegen Lungenversagen mit
Cor pulmonale zum Tode fuhrt. Kummer (2000) zeigte, dass sich unter den Sarkoidose-

Erkrankten signifikant weniger Raucher finden as in der Allgemeinbevdlkerung. Auf3erdem
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spielen die geographische N&he und familidre Haufung eine Rolle, was auf den Einfluss einer
Interaktion von Umweltfaktoren und genetischer Disposition auf die Krankheitsentstehung
hindeutet.

1.4 KlinischesBild der Sarkoidose

1.4.1 Symptomatik, klinische Befunde und Verlaufsfor men

Bedingt durch die Krankheitsdauer, Lokalisation und das Ausmal? der Organbeteiligung und die
Aktivitét des granulomattsen Prozesses zeigen an Sarkoidose Erkrankte ein variables klinisches
Bild. Costabel (2001) unterscheidet drei Arten der Kklinischen Prasentation: Asymptomatische
Sarkoidose, unspezifische Symptome und Symptome aufgrund spezifischer Organbeteiligung,
wobel 30-50% der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose symptomfrei sind und durch
ungezieltes Rontgenscreening des Thorax befundet werden.

Prinzipiell kann die Sarkoidose jedes Organ betreffen, zu 95-98% sind jedoch mediastinale
Lymphknoten beteiligt. Typischerweise zeigt sich die Lymphadenopathie bilateral und
symmetrisch in vor alem hildr und paratracheal pathologisch vergréf3erten Lymphknoten (s.
ADbb.1). Ebenso ist die Lungein tber 90% involviert mit prominenten Beschwerden wie Atemnot,
trockenem Husten und Brustschmerzen in 30-50% der Félle. Im weiteren Verlauf der Erkrankung
zeigt das Lungengewebe oftmals eine vermehrte retikul o-nodulére Zeichnung, die sich bis hin zur
Lungenfibrose (Stadium 1V, s. Tabelle 1) entwickeln kann. Auch die Atemwege (Larynx,
Trachea und Bronchien) konnen, wenn auch viel seltener (5-10%), beteiligt sein und zur

Obstruktion und zu Bronchiektasien filhren.



13

Paratracheale Lymphome (rechte und linke Seite)

Bihilare
Lymphadenopathie

Granulome
Atelektase

Pleura- Kardiomegalie Retikulo-
£rguss nodulére
Azindre Einschmelzung Zeichnungs-
Verschattung (selten) vermehrung

Abbildung 1. Mégliche radiol ogisch sichtbare Veranderungen bei Sarkoidose (aus. Renz-Polster, 2004)

Weitere Organotropien sind charakteristisch: So beféllt die Erkrankung nach Vagal (2007) und
Ohara (2005) bevorzugt die Leber (40-60%), Milz (bis zu 50%), Augen (10-50%) und periphere
Lymphknoten (30%), seltener sind dagegen Manifestationen der Haut, des Nervensystems, des
Herzen oder der Speicheldrisen. Moller (2005) beschreibt weiterhin Erscheinungen in den
Gelenken, Nieren, im Knochen, Skelettmuskel system und Gastrointestinaltrak.

Die Sarkoidose wird in eine akute und eine chronische Form unterteilt. Dabel richtet sich die
Klassifizierung nach dem anfanglichen Auftreten und der klinischen Symptomatik, und nicht

nach dem jeweiligen Stadium (Ferlinz, 1994).

Akute Sarkoidose
Die akute Sarkoidose betrifft 70-90% aller Erkrankten und stellt sich abrupt mit lang

anhatendem, hohen Fieber und einem ausgepragtem Krankheitsgefihl ein. Die Patienten
empfinden unspezifische Symptome wie Gewichtsverlust, Mudigkeit und Nachtschwell3 bis hin
zu organspezifischen Beschwerden. Nach 4-8 Wochen, in denen ene max. erhohte
Blutsenkungsgeschwindigkeit beobachtet werden kann, stellt sich eine Besserung ein, die der
Rickbildung der im Thoraxrontgenbild erkennbaren Adenopathie in der Regel voraus geht
(Kirsten und Magnussen, 2000). Eine Sonderform der akuten Sarkoidose stellt das Lofgren-

Syndrom dar, welches mit der Symptomitrias aus Sprunggel enksarthritis, Erythema nodosum und
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einer bihildren Lymphadenopathie auftritt. Insgesamt zeigt die akute Verlaufsform eine gute
Prognose: Innerhalb von 1-2 Jahren kommt es bei 90% der Patienten zur spontanen Remission,
selten kommt es zu Rezidiven. Nur in ca 5-10% der Fale entwickelt sich die Erkrankung

progredient und geht in die chronische Form Uber.

Chronische Sarkoidose
Die chronische Sarkoidose besteht bei 10-30% adler Falle und beginnt fast unbemerkt bis
schleichend. Sie kann abgeschwéchte unspezifische Beschwerden (s. Akute Sarkoidose) und

organbezogene Symptome aufweisen, oft assoziiert mit pulmonaer Infiltration wie
Belastungsdyspnoe, Husten und Abgeschlagenheit. Im progressiven Verlauf kommt es zum
unaufhaltsamen Verlust der Lungenfunktion und schlief@dlich zur Zerstérung der pulmonalen
Architektur. Die chronische Form ist durch ein mindestens zweimaliges Auftreten einer
Sarkoidose-Episode im Leben bzw. durch eine langer as 2 Jahre andauernde Symptomatik
definiert. Sie wird entweder zufdllig oder symptomgebunden diagnostiziert, und da die Lunge
nahezu regelhaft betroffen ist, kommt der ROntgenuntersuchung der Thoraxorgane ene
Uberragende Bedeutung zu (Lynch, 2007).

Die internationale Einteilung der (pulmonalen) Sarkoidose, erstellt nach Wurm (1983) und
modifiziert nach de Remée (1983), wird wie fol gt gehandhabt:
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Tabelle 1. Internationale Stadieneinteilung der Sarkoidose mit Frequenz (Costabel, 2001) und schematischer

Darstellung der jeweils typischen Rontgenveranderungen (aus: Kirsten und Magnussen, 2000)

Stadium nach Thoraxréntgenbefund | Frequenz | Typische

Rontgenver anderungen

0 — Normalbefund bel isolierter 5-10% K eine Rontgenveranderungen
extrapulmonaler Organsarkoidose

| — Bihilare Lymphadenopathie ohne 50%
parenchymatdse Herdsetzungen

I — Bihildre Lymphadenopathie mit 25%
parenchymatdsen Herdsetzungen

11 — Lungenbefall ohne 15%
Lymphadenopathie

IV — Lungenfibrose mit irreversibler 5-10%
Funktionsminderung

Zu den nicht typischen Rontgenveranderungen der Thoraxorgane gehdren Ergusshildungen, die
fir eine Pleurabeteiligung sprechen, primére Hohlraumbildungen (kavitéare Sarkoidose) und
tumorartige oder nodulére Verénderungen. Selten werden Verkalkungen der Sarkoidoseherde
beobachtet (s. auch Abb.1).

1.4.2 Immunopathogenese
Die bei der Sarkoidose teils histologisch-radiologisch sichtbaren Gewebeveranderungen treten

gestuft in drel Phasen auf (Frihe Alveolitis, Granulom, Fibrose) und stellen ein komplexes
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immunopathologisches Geschehen dar: Ein vermeintliches Antigen wird von (vorwiegend
alveolaren) Makrophagen erkannt, phagozytiert und CD4+ Thl-Lymphozyten verstérkt
prasentiert. Auf diesen Stimulus hin und unter Einfluss von durch Makrophagen sezerniertem
Interleukin-12 (IL-12) proliferieren die Thl-Lymphozyten. Neben dem Makrophagen
aktivierenden Interferon-y (IFN-y) setzen sie Interleukin-2 (IL-2) und weitere chemotaktische
Faktoren zur Akkumulation von mononuklearen Zellen (vorwiegend Monozyten) frei. IL-2
bewirkt auf3erdem einen Zuwachs der verschiedenen T-Lymphozyten-Klone. Beim Versuch, das
Antigen oder Pathogen abzuwehren, kommt es sowohl zur lokalen Ansammlung aktivierter
Lymphozyten und Makrophagen, als auch zur aktiven Rekrutierung dieser Zellen aus dem
peripheren Blut in die Alveolen. Die Stimulation der B-Lymphozyten in der Lunge durch die
aktivierten T-Lymphozyten fihrt zur gesteigerten Bildung von unspezifischen Antikorpern mit
der Konsequenz eines erhohten Serum-Immunglobulin-G-Spiegels (Alveolitis).

Monozyten und Makrophagen reichern sich am Ort des aktiven Krankheitsgeschehens mit einer
gesteigerten Expression von Aktivierungsmarkern (HLA-DR, HLA-DQ, CD71) und
Adhésionsmolekilen (CD49a, CD54, CD102) an, wo sie schliefdlich vermehrt Zytokine und
Chemokine freisetzen. Zusammen mit IFN-y bewirken besonders die Zytokine IL-1, IL-6 und
TNF-a die Differenzierung der Makrophagen in mehrkernige Riesenzellen und Epitheloidzellen,
und tragen so zur Bildung der Granulomstruktur bei.

Abbildung 2. Schematische Struktur des Sarkoidose-Granuloms mit epitheloiden Makrophagen (Mac),
Monozyten (mo), CD4+ T-Lymphozyten (4) und CD8+ T-Lymphozyten (8) (aus. Noor und Knox, 2007)
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Das Sarkoidose-Granulom besteht zentral vorwiegend aus CD4+ T-Lymphozyten und
epitheloiden Makrophagen mit gelegentlich mehrkernigen Riesenzellen. Diese besitzen mitunter
zytoplasmatische Einschllisse wie Asteroid-Korper und Schaumann-Korper. Monozyten kommen
initial reichlich als Vorlaufer der Makrophagen vor. CD8+ T-Lymphozyten erscheinen weniger
und typischerweise in der Peripherie des Granuloms.

Der Prozess der Fibrose as Endstadium der Sarkoidose ist noch wenig aufgekléart.
Wahrscheinlich wird er beginstigt durch die von aktivierten Makrophagen sezernierten
fibroblastischen Wachstumsfaktoren, die zur Proliferation der Fibroblasten, Kollagensynthese
und Fibrosierung der Granulome beitragen. Ob sich die granulomatdse Entziindung zurtickbildet,
sie andauert oder zur Fibrose entwickelt, hangt von der Interaktion proinflammatorischer (TNF-q,
IFN-y u.a) und regulierender (TGF-B, 1L-10 u.a.) Zytokine und Zellen, der Apoptose und der
Antwort auf THL/TH2-Zytokine ab. Aber auch ein lokaler Uberfluss an Transforming growth
factor-B (TGF-B) kann eine Fibrose verursachen. Bislang bleibt unklar, warum bei enigen
Patienten das Granulomstadium jahrelang persistieren und sich dann wieder vollstéandig
zurtickbilden kann, wohingegen bei anderen die Krankheit zur progredienten Fibrose fihrt
(Costabel, 2000; Noor und Knox, 2007).

1.4.3 Diagnostik

Zur Befunderhebung werden bildgebende Verfahren, histologische und zytologische
Untersuchungen von Gewebeproben, Blutbildanal ysen sowie Lungenfunktionstests eingesetzt.

Da die Lunge vorwiegend betroffen ist, bildet die radiologische Untersuchung der Thoraxorgane
nach wie vor den haufigsten Zugangsweg zur Diagnose. Fast immer wird eine klassische
Rontgenaufnahme erstellt. Computertomogramme in normaler bzw. hochauflésender Technik
werden eher bei atypischer Befundkonstellation und zur Abgrenzung anderer interstitieller
Lungenerkrankungen zur Hilfe genommen.

Ein weiteres essentielles Kriterium zur Bestétigung insbesondere der chronischen Sarkoidose und
zum Ausschluss maligner Entitéten ist der histologische Nachwels von typischen nicht-
verk&senden Epitheloidzellgranulomen. Dieser Nachweis gelingt mithilfe transbronchialer
Biopsien oder, bel atypischem Verlauf, durch die Mediastinoskopie oder Endosonographie mit
Punktion mediastinaler Lymphknoten bzw. Biopsien betroffener Organe. Grundlegend ist ebenso
der Ausschluss bakterieller oder mykologischer Befunde wie z.B. die Tuberkulose (Kirsten und

Magnussen, 2000).
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Die Bronchoalveolére Lavage (BAL) ist definiert als die Zellgewinnung durch Spilung des
Bronchiasystems und Alveolarraumes im Rahmen der Bronchoskopie und dient der gezielten
Untersuchung der CD4+ T-Lymphozyten und CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten. Bei 90%
aller Sarkoidose-Patienten weist die SpulflUssigkeit eine erhdhte Lymphozytenzahl auf, die aber
zur Abgrenzung von anderen entziindlichen Erkrankungen nicht aussagekréftig ist. Wegweisend
fur eine aktive Sarkoidose ist jedoch nach Drent et a. (2001) ein CD4/CD8-Quotient von >3,5
(Referenzwert: 2) mit einer geringeren Sensitivitat von 52-59%, aber hohen Spezifitét von 94-
96%.

Die Lungenfunktionsuntersuchung zeigt nur eine malige Korrelation mit den Befunden der
Thoraxréntgenaufnahme, aber sie dient bei pulmonalem Befall als Verlaufskontrolle im weiteren
Prozess der Erkrankung. Die vorherrschende Funktionsstorung der chronischen Verlaufsform ist
hierbei die Restriktion.

Zum Ausschluss einer Hyperkalzamie, die durch die erhohte Bildung einer Vitamin-D-Variante
in den Granulomen entsteht, und einer hepatischen, renalen oder hamatologischen Beteiligung
wird ene Blutuntersuchung durchgefiinrt. Ebenso obligatorisch ist die routinierte
ophthalmol ogische Untersuchung, um eine sich schleichend entwickelnde Uveltis frihzeitig zu
erkennen, die im schlimmsten Fall zur Erblindung fahrt.

Das Labor dient auRerdem der Beobachtung bestimmter Verlaufsparameter, die die Aktivitéat der
Sarkoidose besser abschétzen lassen. Aktivitdt bedeutet in diesem Zusammenhang ein noch
andauernder Fortbestand der Entzindung mit Wirkung von T-Lymphozyten und Makrophagen
und die Bildung von Granulomen mit einer potentiellen Progression der Erkrankung. Aus der
Reihe der Parameter verhelfen am ehesten die Bestimmung des Serum-Angiotensin-Converting-
Enzyms (ACE) und des |6glichen IL-2-Rezeptors zu einer besseren Beurteilung des Verlaufs und
der Krankheitsaktivitét. 1L-2 wird von aktivierten T-Lymphozyten freigesetzt (s.0.) und verweist
so auf die gestorte T-Zell-Interaktion bei der Sarkoidose (Prasse et al., 2008). ACE wird von
Epitheloidzellen und Makrophagen gebildet, die bel der Granulombildung mitwirken, und
reflektiert die Hohe der Granulomlast. Allerdings kann der Wert auch bel anderen
Granulomatosen (Tuberkulose, Aspergillose, exogen-alergische Alveolitis) erhéht sein oder
dagegen beim L&fgren-Syndrom und unter Kortikosteroidbehandlung erniedrigt vorliegen. Daher
muss weiterhin immer vorrangig die klinische Symptomatik in Verbindung mit Rontgenbefunden
und Ergebnissen der Lungenfunktion beachtet werden (Costabel, 2005).
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1.4.4 Therapieund Prognose

Therapie

Da die Atiologie der Sarkoidose unbekannt und bislang kein Antigen erforscht ist, gibt es keine
kausalen Behandlungsoptionen. Somit sind die Wege der Therapie auf die Symptomlinderung,
Ruckbildung der radiologischen Veranderungen und das Verhindern der Entwicklung einer
Lungenfibrose begrenzt.

Nicht in jedem Fall ist eine Therapie erforderlich, da in 30-70% eine spontane Riickbildung zu
erwarten ist. Eine Behandlung sollte bei der akuten und prognostisch gunstigen Form (z.B.
Lofgren-Syndrom) an den Beschwerden orientiert sein. Hierbel werden in erster Linie
antipyretische und anti phlogi stische Anal getika eingesetzt.

Bei der prognostisch unglinstigeren, chronischen Form héngt die spontane Ruickbildungstendenz
vom vorliegenden Stadium ab. Je fortgeschrittener das Stadium, desto geringer die Aussicht auf
eine spontane Remission und desto notwendiger ein medikamentdses Gegenwirken.
Kortikosteroide gelten als Eckstein der Therapie fur die schwerwiegende oder fortgeschrittene
Sarkoidose und bewirken durch ihren immunsupprimierenden Charakter oftmals eine drastische
Remission der Erkrankung. Ihr Einsatz ist selten im Stadium | indiziert, sofern nicht
extrapuimonale Organe in ihrer Funktion bedroht sind. Bel symptomatischen Patienten im
Stadium 1l oder 1ll sollte - nach einer initialen Beobachtungsphase von 6-12 Monaten - eine
Kortikosteroidbehandlung (z.B. mit Prednison) bedacht werden. Eine sofortige Therapie ist
dagegen bei Patienten mit schwerwiegenden extrapulmonalen Symptomen (okulére, kardiale,
renale und neurologische Stérungen, Hyperkalzamie), pulmonaler Dysfunktion und aktiver
Alveolitis angebracht.

Dabel muss beachtet werden, dass sowohl ausreichend lange als auch mit hinreichend hoher
Dosierung behandelt wird. Durch ein vorzeitiges Absetzen der Therapie oder eine zu frihe
Dosisreduktion kann ein Ruckfall der Erkrankung riskiert werden; manche Patienten bend6tigen
eine niedrig dosierte Langzeittherapie Uber Jahre. Das Medikament wird, vorwiegend systemisch,
in oraler Form verabreicht. Auch eine lokale Applikation ist mdglich, z.B. bel Befall der Haut
(kutan), Augen oder bei bronchialer Hyperreaktivitdt mit Husten (inhalativ). Nachteilig bringen
Kortikosteroide zahlreiche unerwlinschte Nebenwirkungen mit sich, wie z.B. Osteoporose,
Gadtritis oder Ulkus bei bekannter Anamnese, denen zu ihrer Vermeidung praventiv vorgebeugt

werden sollte. Jedoch konnen Kortikosteroide der Progredienz in das Stadium 1V mit
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Fibrosierung nicht vorbeugen bzw. kdnnen diese, wenn schon eingetreten, nicht mehr riickgangig
machen.

Alternativ werden bei langwierigen Verlaufen zunehmend immunsuppressive, zytotoxische und
immunmodulierende Mittel eingesetzt, die z.T. aus der Behandlung rheumatischer Erkrankungen
bekannt sind, wie z.B. Methotrexat, Azathioprin, Chloroquin, Cyclophosphamid und TNF-o-
Inhibitoren. Wahrend der oft mehrmonatigen Behandlung sind wiederholte Funktionspriifungen
und Untersuchungen der betroffenen Organe notwendig.

Eine Lungen-, Leber- oder Herztransplantation stellt eine Iebenserhatende Option fir Patienten
im Endstadium der Sarkoidose dar, die sich refraktar gegen jegliche medikamenttse Therapie
zeigen (Lynch et al., 2007; Nunes et a., 2007).

Prognose
Generell ist die Sarkoidose eine zeitlich begrenzte Erkrankung, die in der Halfte der Félle fur 12-

36 Monate, in den meisten Ubrigen Fallen unter 5 Jahren andauert und nur gelegentlich Uber
mehrere Jahrzehnte verlaufen kann. Bei rund 70% der Betroffenen heilt die Erkrankung spontan
aus (Lynch et a., 2007). Allerdings kann es Uber ein Jahr dauern, bis der Betroffene sich wieder
vollstdndig erholt hat. Die Rickbildung von rontgenol ogisch nachgewiesenen Verénderungen in
der Lunge kann bis zu 2 Jahren dauern. Dabei sollten mindestens 3 Jahre nach Absetzen der
Therapie beobachtet werden, bevor eine Heilung begriindet wird.

Prognostische Faktoren orientieren sich nach der Art des Ausbruchs, der Krankheitsdauer und
den rontgenol ogischen Stadien. Ein akuter Beginn mit Lofgren-Syndrom oder asymptomati scher
bihilarer Lymphadenopathie gewahrt fast immer einen selbstbegrenzten Verlauf. Dagegen sind
eine schwarze Herkunft, Erkrankungsalter >40 Jahren, Lupus pernio, chronische Uveltis,
sinonasale oder ossale Manifestation, zentralnervose oder kardiale Beteiligung, eine chronische
Hyperkalzdmie, Nephrokalzinose und die Stadien I1l und IV mit einem schwerwiegenden und
langdauernden Prozess verbunden.

Bis zu 5% der Betroffenen sterben an den Folgen der Erkrankung, insbesondere bei Gehirn- und

Herzbeteiligung oder schweren Strukturveranderungen der Lunge (Nunes et a., 2007).

1.5 Atiologie: Sarkoidose als ein inter agier endes Geschehen multipler Faktoren
Obwohl das Krankheitshild vor nahezu 140 Jahren erstmals beschrieben wurde, ist die Ursache

der Sarkoidose noch immer nicht aufgekléart. M ogliche Grinde hierfur werden in der Komplexitéat
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des klinischen Bildes und dem Einfluss regionaler, ethnischer und genetischer Faktoren gesehen.
Jungste Vermutungen legen nahe, dass die Ursache in der Interaktion einer umweltbedingten
bzw. infektiosen Antigenexposition mit den genetischen Faktoren eines Individuums liegt
(Culver et ., 2007).

1.5.1 Infektionserreger

Eine infektiose Atiologie der Sarkoidose wurde seit Beginn der Krankheitsbeschreibung
vermutet. Aufgrund der pathologischen Ahnlichkeit mit mykobakteriellen Infekten nahm man
lange Zeit an, dass Mykobakterien eine Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen. Mittels der
Polymerase-K etten-Reaktion (Polymerase chain reaction, PCR) gelang es inzwischen vereinzelt
mykobakterielle DNA in Gewebebiopsien nachzuweisen, so z.B. Drake et al. (2002) in 60% eines
amerikanischen Kollektivs oder Fité et al. (2006) in 39% ihrer spanischen Patienten im Vergleich
zu nur 4% der gesunden Kontrollkohorte. Direkt aus sarkoidoseinduzierten Granulomen oder
bronchoalveoldrer Flussigkeit konnten Mykobakterien dagegen nicht isoliert werden, so dass
bislang keine exakte Assoziation gefolgert werden konnte.

Viel eher werden die Propionibakterien acnes und granulosum al's pathogenetischer K ofaktor der
Sarkoidose in Betracht gezogen, da sie sowohl in einer japanischen Studie bei allen untersuchten
Féallen (Ebe, 2000) als auch in einer deutsch-japanischen Studie bei 106 von 108 Patienten (Eishi,
2002) nachgewiesen werden konnten. Gazouli et al. (2002) bestétigten diese Beobachtung auch
bei griechischen Patienten.

AulRRerdem weisen die saisonale Haufung der Sarkoidose-Inzidenz mit einem Hoch im Frihjahr
und die Ubertragung der Erkrankung von Organspender auf Empfanger auf eine potentiell
infektiose Ursache hin (Ezzie und Crouser, 2007; Heyll et al., 1994). Weitere Untersuchungen
sind jedoch notwendig, um die These der infektiosen Atiologie zu bestdtigen und eindeutigere

Hinweise zu erhalten.

1.5.2 Umweltfaktoren

Mehrere Studien sprechen fur eine durch Umweltfaktoren bedingte Ursache und beweisen eine
erhdhte Pravalenz fur Sarkoidose bei Gruppen mit gemeinsamer beruflicher Exposition. So
beschrieb Edmondstone (1988) ein vermehrtes Auftreten bei Krankenschwestern einer Londoner
Klinik, das mit 15,4% das der Normalbevélkerung um den Faktor 7,5 Ubertrifft. Unter den New
Y orker Feuerwehrleuten, die im Rahmen der Rettungsmal3namen nach dem World Trade Center-
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Zusammensturz 2001 einer besonders hohen Staubexposition ausgesetzt waren, erkrankten in den
folgenden funf Jahren 26 Personen an Sarkoidose. Im Vergleich zu den 15 Jahren vor dem
Zusammensturz (15/100.000) zeigte sich nun eine erhohte jahrliche Inzidenz von 22/100.000
(Izbicki, 2007). Die Studien basieren auf der Vermutung, dass die erkrankten Personengruppen
den gleichen beruflichen oder ©kologischen Bedingungen unterlagen und somit derselben
Exposition an noch unbekannten Antigenen ausgesetzt waren, die zur Sarkoidose-Entstehung
beitragen. In einer grof3rahmigen Studie (ACCESS, A case control etiologic study of sarcoidosis)
untersuchten Newman et a. (2004) 706 an Sarkoidose Erkrankte auf ihre beruflichen
Bedingungen. Dabel zeigten der Umgang mit Insektiziden und Schimmel, mit der potenziellen
Exposition mikrobieller Bioaerosole, und landwirtschaftliche Beschaftigung eine positive
Assoziation. Es konnte jedoch kein predominanter Risikofaktor differenziert werden. Auch
Kreider et a. demonstrierten eine positive Korrelation zwischen landwirtschaftlichem,
organischen Staub, Holzverbrennung und der Lungen-Sarkoidose.

Ein weiteres Merkmal fiir eine umweltbedingte Atiologie liegt in der regionalen N&he. In den
USA erkrankten 3 von 10 Feuerwehrschilern, die wahrend ihrer Ausbildung das gleiche Quartier
bewohnten, wobei unter den restlichen 990 nur ein einziger Sarkoidosefall beobachtet wurde
(Kern et al., 1993). Parkes et a. (1987) beobachteten unter 65.000 Einwohnern der Isle of Man
96 Sarkoidosefélle, von denen 39,6% vor ihrer Erkrankung bereits Kontakt mit Erkrankten
hatten, im Vergleich zu nur 1-2% der Kontrollpersonen. War die rédumliche Entfernung vom
Erkrankten kirzer als 100m und lag der Kontakt weniger als drei Jahre zuriick, so zeigte sich
ebenfalls ein gehduftes Auftreten. Auch in oOrtlicher N&he zu Spitdlern wurde eine erhdhte
Inzidenz fur Sarkoidose beobachtet.

1.5.3 Genetische Disposition

Culver et a. (2007) erwégten, dass verschiedene Gene nicht eine primére &tiologische Rolle bei
der Entstehung der Sarkoidose spielen, sondern die individuelle Antwort auf entsprechende
umweltbedingte Antigene modulieren. Das Individuum besitze ein Spektrum an genetischen
Polymorphismen, die die Anfélligkeit der Erkrankung beeinflussen und sich nur bei relevanter
Exposition phanotypisch auswirken. Die Relevanz 6kologischer Faktoren wird bestimmt durch
die Dauer, Intensitét und den Kontext der Exposition.

Dass eine genetische Pradisposition besteht, zeigt sich deutlich in der familidren und ungleichen

ethnischen Haufung der Erkrankung. Die genetischen Faktoren beeinflussen auferdem die
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Vielsaitigkeit des klinischen Bildes, die Progression und Prognose der Sarkoidose. Eine familidre
Héaufung wurde 1923 erstmals bel zwel deutschen Schwestern beobachtet. Insbesondere Studien
mit erhohten Konkordanzraten bei mono- sowie dizygoten Zwillingen und deren &hnlicher
Krankheitsverlauf bestérken die Bedeutung der genetischen Determinante im Entstehungsprozess
der Sarkoidose (Kneitz et al., 1995; Nakamura et a., 2000). Pietinahlo et a. (1999) erkannten die
familidre Sarkoidose mit einer Pravalenz von 3,6% unter Finnen und von 4,3% unter japanischen
Patienten. In ACCESS (Newman et al., 2004) wurde ein familiares, relatives Risiko von 2,8 unter
Afroamerikanern und 16,6 unter Welil3en beobachtet. Somit zeigte sich ein insgesamt flinffach
hoheres Erkrankungsrisiko fir Familienmitglieder mit einem betroffenen Geschwister- oder
Elternteil. Die hochste Sarkoidosefrequenz unter der Familie ersten Grades erwies sich in Irland:
Unter 114 Patienten fanden sich 9,6% mit einem oder mehr betroffenen Geschwisterkindern
(Brennan, 1984).

In ener esten genomweiten Untersuchung wurde ene hohe Assoziation zur
Haupthistokompatibilitétskomplex-Region (Major histocompatibility complex, MHC) auf dem
kurzen Arm des Chromosom 6 und eine genetische Kopplung nahe der Klasse Il der MHC-
Region gefunden (Schirmann et al., 2001). Eine daraufhin folgende Studie erschloss einen
Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism, SNP) im Butyrophilin-like
2-Gen (BTNL2), einem 15kb langen Segment auf Chromosom 6p21. Vaentonyte et a. (2005)
zeigten, dass das A-Allel mit Sarkoidose assoziiert ist und einen Funktionsverlust des Proteins
verursacht, der die T-Zell-Aktivierung kostimuliert. Unabhéngig von anderen Allelen der MHC-
Klasse I und trotz nahezu kompletten Kopplungsungleichgewichts (Linkage disequilibrium, LD)
mit HLA-DRB stellt dieses BTNL2-Allel einen Risikofaktor fur Sarkoidose dar (s. 1.6.1).
Verschiedene HLA-Typen stehen in Verbindung zu Autoimmunerkrankungen und spielen eine
wichtige Rolle bel immunologischen Abwehrreaktionen. In der Kenntnis, dass die HLA-Klasse
I1-Gene fur spezifische Antigenpeptide kodieren, die getriggert durch einen exogenen Stimulus
vermehrt auf aktivierten alveoldren Makrophagen exprimiert werden und die granulomatdse
Immunantwort initiieren (s. 1.4.2), wurde besonders diese Region in verschiedenen Studien naher
untersucht. Das autosomal-kodominant vererbte System von Gewebeantigenen ist durch
zahlreiche eng gekoppelte Genloki mit multipler Allelie gekennzeichnet. Dabel erschwert das
hohe und variable Kopplungsungleichgewicht mit der MHC-Region exakte Aussagen zur
Korrelation zwischen héufig auftretenden Allelen und der Erkrankung. Deutlich ist aber die
Assoziation zu HLA-DRB1 und HLA-DQB1. Weiterhin sind HLA-DRS5, 14 und 15 mit einem
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schwerwiegenden Verlauf und HLA-DR3 und 17 mit der akuten Form verbunden, HLA-DRG, 8
und 9 zeigen generell eine Assoziation zur Sarkoidose. Dagegen scheinen HLA-DR1, 4 und 9
unter Skandinaviern protektiv zu wirken.

Unter den HLA-Klasse | Allelen zeigen HLA-A, HLA-B7 und HLA-B8 konsistent eine positive
Korrelation zur Sarkoidose, wobei HLA-B7 besonders hoch bei Afroamerikanern und niedrig
unter Japanern ausfiel, und HLA-B8 generell mit einem akuten und glnstigeren Verlauf
verbunden ist (Spagnolo und Du Bois, 2007).

Neben den Genen der HLA-Klassen sind weitere Polymorphismen und Genorte beschrieben, die
mit der Erkrankung unterschiedlich stark in Verbindung stehen. Bedeutsam sind darunter das
Angiotensin converting enzym (ACE), der Chemokin Rezeptor 2 (CCR2), der in die Interaktion
von Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten involviert ist, Interleukin-1 (IL-1), der Toll-like
Rezeptor-4 (TLR-4) assoziiert mit chronischem Verlauf (Pabst et al., 2006), das naturliche
widerstandsassoziierte  Makrophagen-Protein-1-Gen  (NRAMP1- bzw. S.C11A1), der
Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) und Transforming growth factor-B (TGF-B) (lannuzzi und
Rybicki, 2007). lannuzzi (2007) weist aul3erdem auf ein potenziell mit Sarkoidose assoziiertes
Gen auf Chromosom 5p hin, welches bei der Untersuchung von Afroamerikanern gefunden

wurde und auf seine genaue Bedeutung in Zukunft néher untersucht werden soll.

1.6 Molekulargenetischer Hintergrund

1.6.1 BTNL2und Sarkoidose

BTNL2, auch bekannt als ,,Butyrophilin-like 2* und ,,BTL-2“, ist ein Butyrophilin Gen, das zur
Gruppe der Immunglobuline gehort. Stammers et al. (2000) beschrieben das Gen erstmalig und
benannten es aufgrund seiner hochgradigen Homologie zur B7-Familie (CD80 and CD86) und
der regionalen N&he zur MHC-Klasse II. Das Segment umfasst etwa 14kb mit 7 Exons auf
Chromosom 6p21.32 (s. Abb. 3). BTNL2 ist nur 180kb perizentromer von der HLA-DRB Region
(MHC I1) und Gber 5SMb von der homologen Butyrophilin-Familie (Chromosom 6p22) entfernt.
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Abbildung 3A. Position des Gens BTNL2 auf Chromosom 6 (p21.32) B. BTNL2 mit angrenzenden Regionen
C. Exon-Intron Struktur mit exemplarischen SNPs

Basierend auf der genomweiten Kopplungsanalyse der Sarkoidose, die ein hohes Bindungssignal
auf dem Chromosom 6p21 ergab (Schirmann et a., 2001), identifizierten Vaentonyte et al.
(2005) neben weiteren funktionellen Mutationen in BTNL2 den signifikant mit Sarkoidose
assoziierten Polymorphismus rs2076530 an der Donor-Spleif3stelle von Exon 5. Im Wildtyp des
beschriebenen SNP (G-Allel) befindet sich Guanin as letzte Base des Exon 5. Die G>A
Transition (A-Allel) bewirkt auf mRNA-Ebene eine Deletion von 4bp und verursacht folglich
eine Leserasterverschiebung (frameshift) mit vorzeitigem Stopp der Transkription im
nachfolgenden Exon und einem Funktionsverlust des resultierenden Proteins. Es fehlt nun die C-
terminale Transmembranhelix, mit der sich das Protein auf der Membran antigen-présentierender
Zellen verankern und deren Aktivitét beeinflussen kann.

Trotz der regionalen Nadhe (ca. 200kb) zum genetischen Risikofaktor HLA-DRB1 und eines
vermeintlichen Kopplungsungleichgewichts prédisponiert das A-Allel unabhangig von HLA-
DRBL1 fir Sarkoidose (Rybicki et al., 2005). Li et al. (2006) zeigten, dass die A-Allel Haufigkeit

von rs2076530 signifikant mit einem erhdhten Sarkoidoserisiko in kodominanter und dominanter
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Form korreliert, nicht jedoch in rezessiver Form. So liegt die Odds Ratio (das Quotenverhéltnis
der Allelkombinationen als Assoziationsmald) fur eine Sarkoidose-Erkrankung bel deutschen A-
Allel Tragern (A-homozygot oder AG-heterozygot) bel 2,31 (95% CI), und damit mehr als
zweimal so hoch als bei G-homozygoten Tragern. Unter den 210 deutschen Patienten (und 202
Kontrollpersonen) des oben genannten Autors befanden sich 47% (41% Gesunde) A-homozygote
und 44% (41% Gesunde) AG-heterozygote Trager. Dagegen waren nur 9% (18% Gesunde) G-
homozygot, was eine fir Sarkoidose protektive Funktion des G-Allels vermuten | asst.

Die mRNA von BTNL2 wird sowohl im Intestinaltrakt als auch in Lymphgewebe auf aktivierten
T- und B-Zdlen und Makrophagen verstérkt exprimiert. Als einziges Mitglied der Butyrophilin-
Familie zeigt das Gen eine deutliche immunregulatorische Funktion. BTNL2 bindet an einen
vermeintlichen Rezeptor auf aktivierten T-Lymphozyten und hemmt die T-Zell-Proliferation
(Nguyen et a., 2006). Ein Funktionsverlust des Proteins dagegen unterbindet die natiirliche T-
Zell-Regulation und tragt somit indirekt férdernd zum Immunprozess bei, was die Funktion und
Auswirkung von BTNL2 im immunpathologischen Geschehen der Sarkoidose ndher erklaren

konnte.

1.6.2 Somatische Mutationen

Im Gegensatz zur Keimbahnmutation, die in den Vorléufern von Eizellen und Spermien
stattfindet und sich auf alle Zellen des Individuums auswirkt, veréndert die somatische Mutation
lediglich die betroffene Korperzelle (Somazelle) und ihre Nachkommen. Sie kann sowohl
fruhzeitig in der Embryonalgenese a's auch spéter in der postnatalen Entwicklung entstehen. Per
definitionem sind die Zellen der Keimbahn nicht davon betroffen. Da nur Gameten die genetische
Information weiter geben, erstreckt sich die Auswirkung einer somatischen Mutation begrenzt auf
einzelne Organbereiche oder Zellgruppen des Organismus. Sie wird nicht an die folgende
Generation vererbt. Ein Individuum mit Zellen unterschiedlichen Genotyps bezeichnet man als
genetisches Mosalk (Janning und Knust, 2004).

Somatische Mutationen werden immer Ofter als Ursache sporadischer Falle verschiedener
Erkrankungen identifiziert. Ihre Folgen sind bisher am besten bekannt auf dem Feld der
Onkologie. Die Anhaufung von Mutationen in Onkogenen, Tumorsuppressorgenen und genetisch
unstabilem Material bahnt den Weg der Tumorgenese. Aktuelle Studien bestdtigen jedoch
zunehmend die Prasenz somatischer Mutationen unter nichtmalignen Erkrankungen wie z.B. der

paroxysmalen nachtlichen Hamoglobinurie (PNH) und der Neurofibromatose 1 und 2 (Erickson,
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2003; Puck und Straus, 2004). So vermuteten auch Gollob et al. (2006) eine der genetischen
Ursachen des idiopathischen Vorhofflimmerns in einer prédisponierenden Mutation somatischer
Natur. Ihre Untersuchung richtete sich auf Veranderungen im Gen GJAS, welches flr das Gap-
junction-Protein  Connexin 40 codiert und eine entscheidende Rolle im atriaen
Reizleitungssystem spielt. 3 der 15 untersuchten Patienten mit Vorhofflimmern wiesen
Mutationen in genomischer DNA und RNA aus Herzgewebeproben auf. Dagegen zeigte die
Untersuchung der genomischen DNA aus isolierten Lymphozyten dieser drei Patienten keine
Mutationen, was auf einen somatischen Ursprung des genetischen Defekts hindeutet.

Einige somatische Zellen sind mehr Mutagenen (z.B. UV-Licht, Stéauben, Aerosolen) ausgesetzt
als Keimbahnzellen. Folglich ist die Mutationsrate in diesen Zellen héher. Die spontanen
somatischen Mutationen stellen neben den vererbbaren Mutationen eine hochbedeutende
potenzielle Erkl&rung fur die Entstehung nichtmaligner Erkrankungen dar und werden in Zukunft

naher untersucht.

1.7 Fragebogen zur Sarkoidose

Ein Fragebogen dient als Mittel fir die Datenerhebung bei Statistiken. Dabei kann dieser "offene”
oder "geschlossene" Fragen enthalten. Offene Fragen liefern frel formulierte Antworten und
damit qualitative Daten, geschlossene Fragen mit Mehrfachwahlantworten kénnen direkt in
guantitative Daten Uberfihrt und statistisch ausgewertet werden. Mit der Quantifizierung
relevanter Untersuchungsmerkmale in Tests, Umfragen oder Beobachtungen wird das Ziel
vefolgt, die Vergleichbarkeit der Daten zu gewdhrleistet und sie in statistischen
Auswertungsverfahren im Hinblick auf mogliche Vergleiche und Abhangigkeiten zu prifen. Um
die hierfir erforderliche Vergleichbarkeit gewéhrleisten zu konnen, wurden verschiedene
Gutekriterien entwickelt. Nach Lienert (1989) unterscheidet man die drel Hauptkriterien
Objektivitdt, Reliabilitéat und Validitét. Unter der Objektivitdt versteht man das Mali3, wie weit in
der diagnostischen Situation eine Standardisierung des gesamten Testvorgangs gelingt. Damit ist
auch die Unabhangigkeit der Testergebnisse in Durchfiihrung, Auswertung und Interpretation
vom Anwender gemeint. Die Reliabilitét charakterisiert einen Test hinsichtlich seiner
Messgenauigkeit bzw. Verlasslichkeit. Ein Test wird dann als verlasslich bezeichnet, wenn es bei
einer Wiederholung der Messung unter denselben Bedingungen zum selben Resultat kommt.
Reliabilitdt gilt somit auch as Bestimmung des Messfehlers. Die Validitéat ist das wichtigste
Testgitekriterium und bezeichnet den Grad der Genauigkeit, mit dem ein Testverfahren
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tatsachlich das misst, was es messen soll. Sie betrifft also die Frage, wie sich vom (numerischen)
Testergebnis auf das (empirische) Zielmerkmal schlief3en 18sst (Fisseni, 2004).

Bislang wurden einige Fragebdgen zur Erforschung der Sarkoidose eingesetzt, z.B. im Rahmen
von ACCESS (A Case Controlled Etiologic Study of Sarcoidosis). Newman et a. (2004)
konstatieren, wie essenziell eine komplette und valide Fallerfassung sowie die akkurate
medizinische, berufliche und soziale Anamnese fur die &tiologische Suche einer Erkrankung sind.
Der Schwerpunkt ihrer Studie lag in der Suche nach beruflichen, umweltbedingten und
infektiosen Trigger. Es wurde ein Fragebogen entwickelt, mit dem an je 704 Sarkoidose-
Patienten und Kontrollpersonen demographische Daten (Alter, Geschlecht, Rasse, Aufenthaltsort,
Familienstand, usw.), eine Eigen- und Familienanamnese sowie berufliche und 6kologische
Expositionen erfasst wurden. Mittels PCR priften die Forscher das Blut auf infektiose Erreger.
Aul¥erdem wurde die gesundheitsbezogene Lebensqualitdt und medizinische Versorgung mithilfe
eines Fragebogens untersucht. Alle Sarkoidose-Patienten wurden auf Rontgenstatus, Blutbild und
Lungenfunktion untersucht. Der klinische Verlauf der ersten 215 Patienten selbiger Studie
bezliglich Organbefall, Aktivité und Behandlung wurde nach einer Zeitspanne von 24 Monaten
bewertet (Rossman und Kreider, 2007). Zugi¢ et al. (2005) wendeten den ,St. George's
respiratory questionnaire“ (SGRQ) bei Sarkoidose-Patienten an, um den Einfluss der
respiratorischen Funktionsstorung auf die allgemeine gesundheitsbezogene Lebensqualitét
(,,Health-related quality of life* (HRQL)) einzuschétzen. In diversen Studien wurde der Einfluss
der Erkrankung auf die Faktoren Midigkeit und Lebensqualitit anhand des ,,Fatigue Assessment
Scale” (FAS) und des ,,WHOQOL-100 scale* (World Health Organization Quality of Life
Assessment Instrument-100) untersucht (Michielsen et a., 2006; De Vries et a., 2004). Auch
Cox et al. (2003) untersuchten die Lebensgualitdt von Sarkoidose-Erkrankten im ,,Sarcoidosis
Health Questionnaire” anhand der drei Doméanen tagliche, korperliche und emotionae
Funktionsfahi gkeit.

1.8 Zidsetzung und Fragestellung der Arbeit

1) Die multifaktorielle Genese der Sarkoidose, ihre oft subklinische und unspezifische
Symptomatik und vor alem die ungeklarte Atiologie erschweren die Diagnose und
Klassifizierung der Erkrankung. Eine Aufgabe der Arbeit bestand in der Erstellung eines
Fragebogens, der am Beispiel der Sarkoidose zukinftig die Erhebung von Kollektiven fir die



29

Analyse komplexgenetischer Erkrankungen erlaubt. Dabei sollten folgende Kriterien beztglich

Inhalt und Form berticksichtigt werden:

Demographische Daten und Anamnese der familidren granulomatdsen Erkrankungen
Beginn und Verlauf der Erkrankung, initiale Symptome

Indikation fur und Umgang mit immunsuppressiver Therapie

Detaillierte Befragung der Organbeteiligung und Prifung bedeutender Lungenfunktions-
und Laborparameter; dabel soll eine zweizeitige Beurteilung zu Beginn der
Beobachtungszeit und nach mindestens 24 Monaten den Verlauf néher charakterisieren
rontgenologischer Status, Laboruntersuchung, Ergebnisse der Bronchoalveolédren Lavage
(BAL) und des Hochaufl ésenden Computertomogramms (HRCT), wenn durchgeftihrt

In englischer Sprache soll der Fragebogen eine internationale Anwendung ermoglichen.

2) Die Sarkoidose ist eine multifaktorielle Erkrankung mit genetischer Pradisposition. Nur

wenige Genorte zeigten bislang in Kopplungs- oder Assoziationsstudien signifikante und

replizierbare Ergebnisse. BTNL2 repréasentiert das Gen, fur welches die bisher publizierbaren

Daten deutlich auf eine bedeutende Rolle bei der genetischen Pradisposition fur Sarkoidose

hindeuten. Hieraus leitet sich die grundlegende Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit ab,

weitere Mechanismen von BTNL2-Verdnderungen zu identifizieren, die fur die Sarkoidose

pradisponieren. Dabel lag das Augenmerk der molekularen Untersuchung auf der somatischen

Mutation. Zu diesem Zweck sollte an 20 ausgewahlten Sarkoidose-Patienten DNA sowohl aus

Blut-Leukozyten als auch aus befallenem Lymphknotengewebe hinsichtlich des Gens BTNL2

untersucht und verglichen werden.
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2. METHODEN

2.1 Erstellen des Sarkoidose-Fragebogens

Der Fragebogen wurde in Zusammenarbeit mit der Pneumologischen Abteilung der
Universitatsklinik Freiburg entwickelt und mit Hilfe des Computerprogramms Microsoft Excel in
digitaler Form erstellt.

2.2 Personenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasste 210 an Sarkoidose erkrankte Personen deutsch-kaukasischer
Abstammung. Mittels Kklinischer, radiologischer und histologischer Untersuchung wurde die
Diagnose der Patienten in der Pneumologischen Ambulanz der Universitéatsklinik Bonn, den
Abteilungen fur Pneumologie und Thoraxchirurgie des Malteser Krankenhaus Bonn sowie in der
Abteilung Innere Medizin 1l des Johanniter Krankenhaus Bonn gestellt. Aus diesem Kollektiv
wurden exemplarisch 20 fur den Polymorphismus rs2076530 G-Allel homo- oder heterozygote
Trager ausgewahlt. Dabel wurden ausschliefdlich Patienten in die Studie eingeschlossen, von
denen Biopsien aus an Sarkoidose befallenen Lymphknoten zur Verfligung standen. Die
Kontrollkohorte setzte sich aus 201 gesunden Personen zusammen, wobei eine Erkrankung an
Sarkoidose, Tuberkulose oder anderen Lungenerkrankungen definitiv ausgeschl ossen wurde.

Alle Probanden nahmen freiwillig teill und gaben vor Aufnahme in die Studie ihr schriftliches
Einverstandnis. Die Studiendurchfihrung erfolgte auf der Grundlage der revidierten Deklaration
von Helsinki (1983) des Weltarztebundes und mit Zustimmung der Ethikkommission der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn nach Approbation des Versuchsprotokolls.

Den Probanden wurde fur die Untersuchung der genomischen DNA vendses Blut entnommen.
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2.3 Material, Losungen und Substanzen

2.3.1 Substanzen zur Isolierung und molekular genetischen Analyse der DNA

Agarose
DNA-Langenstandards

dNTPs

EDTA

EtBr

EtOH

I sopropanol
Ladepuffer
MgCl2

NaCl
Polymerase
Primer
Proteinase K
Puffer

Restriktionsenzym
SDS

TBE-Puffer

Tris

TritonX100

Xylol

2.3.2 Primer

SeaKem LE Agarose
GeneRuler 100bp DNA Ladder
GeneRuler 1kb DNA Ladder

Desoxynukleotide gemischt, je 10mM

dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Ethylendinitril otetraessigsaure
Dinatriumsal z-Dihydrat
1%ige Ethidiumbromid-Losung
Ethanol

2-Propanol

6 x Loading Dye Solution
Magnesiumchlorid
Natriumchlorid
Tag-DNA-Polymerase, 5U/pl
Oligonukleotidstartermol ekiile

10x Taq Puffer

10x Puffer Tango

BstFl (BseGl)
Sodium-Dodecyl-Sulfat
Tris-Borat-EDTA-Puffer (10x)

Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan

Cambrex
Fermentas

Fermentas

Fermentas

Merck
Roth

Roth

Roth
Fermentas
Fermentas
VWR
Fermentas
Metabion
Roche
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Merck
Invitrogen
Roth
Merck
Appli Chem

Diein dieser Arbeit verwendeten Primer sind zur Untersuchung der BTNL2-Genpolymorphismen

eigens dafUr entworfen worden. Alle Sequenzen der verwendeten Primer befinden sich in der

folgenden Tabelle.
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Tabelle 2. Sequenzen der verwendeten Primer fiir die PCR

Gen Exon Primer sequenzen

BTNL2 | Exon1 forward: 5-CAAGCCCATTTCACTGACTG-3
reverse: 5-ACTCAGCTAGGAGTGGAGGAG-3

BTNL2 | Exon2 forward: 5-TCTTCTAGTTGCCTCCATTTTG-3
reverse: 5-GCTTGAAGACTCCAGAACCAC-3

BTNL2 | Exon3 forward: 5-GGGAGACTGAGGTCGACTTTC-3
reverse: 5-AGGCGCCATAACAGCTATTC-3

BTNL2 | Exon4 forward: 5-ATTGGGTAATCTGTGGGAAAG-3
reverse: 5-AGGCCATTACTTTGCTGGTC-3

BTNL2 | Exon5 forward: 5-CCCACCTCACCTAAGGATGAC-3
reverse: 5-AGTTTCACACACTGGAGGATTTG-3

BTNL2 | Exon6 forward: 5-AGCCAGCCTCATCCCTAAG-3
reverse: 5-GATAGCAGGAGACCTCGTCAG-3

BTNL2 | Exon7 forward: 5-GCATGTGTACATTTCTGAGACG-3
reverse: 5-TGACTGCCTCCCATAGGTG-3

2.3.3 Restriktionsenzym
Zur Untersuchung der deletierten Base C an Position 450 auf genomischer Ebene (¢.450delC),
welche sich im Exon 3 von BTNL2 befindet, wurde das Restriktionsenzym BstF5I elngesetzt.

Tabelle 3. Sequenz des verwendeten Restriktionsenzyms

Gen Polymorphismus | Restriktionsenzym Erkennungssequenz

BTNL2 | c.450delC BstF5I (Fermentas: BseGl) 5-G-G-A-T-G-N- le'

3-C-C-T-A- C—TN- N -5'

2.3.4 VerwendeteKits

Aufreinigungskit QIAquick PCR Purification Kit

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
DNA-Extraktionskit DNA All Tissue Kit Genial
Amplifikationskit REPLI-g Mini Kit Qiagen
Sequenzierkit Big Dye Terminator V1.1 Cycle

Sequencing Kit Applied Biosystms
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235 Zusammensetzung der L 6sungen und Puffer

Agarosegel (1,5 %):
1 x TBE Puffer:
TE*-Puffer:

TritonX100-L6sung (0,1%):

Lysis-Puffer:
SDS-L6sung (10%):
Proteinase K-L 6sung:
6M NaCl-Losung:
TES8-Puffer:

2.3.6 Arbeitsgeréte
Agarosegel-Laufkammer
Feinwaage
Gel-Dokumentationsgeréat
Heizblock

Konzentrator
Spektrophotometer
Magnetrihrer

Mikrotom

Mikrowelle

Netzgerdt (Gelkammer)

PCR-Maschine
Pipetten
Sequenziergerét

Vortexer
Zentrifugen

3g Agarose, 200ml 1x TBE-Puffer, 10ul EtBr

1l 10x TBE-Puffer, 91 H,O

1ml IM Tris/pH 8,0, 20ul 0,5M EDTA/pH 8,0, ad 100ml H,O
935ul TritonX100, ad 1000ml H,O

50ml 1M NaCl, 12,5ml 0,1M EDTA/pH 8,0, ad 500ml H,O
2,59 Sodium Dodecy! Sulfat, ad 25ml H,O

20mg Proteinase K, ad 1ml H,O

35,064g NaCl, ad 100ml H,O

5ml 0,1M Trig/pH 8,0, 0,5ml 0,1M EDTA/pH 8,0, 50ml H,O

MGU-402T, MGU602T C.B.S Scientific
TE214S Sartorius
Chemidoc XRS Bio-Rad
Thermomixer comfort Eppendorf
Concentrator 5301 Eppendorf
NanoDrop ND-1000 PegLab

MR 3100 Heidolph
Thermo Shandon Finesse
Micro-chef FM 2915Q Moulinex
EC250-90 Thermo Electron

Dyad

ABI PRISM 3100-Avant

Corporation
MJ Research
Eppendorf

Genetic Analyzer Applied Biosystems
M10 VWR

Centrifuge 5415D Eppendorf
Centrifuge 5415R Eppendorf

Galaxy Mini VWR
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2.3.7 Computer programme

Tabelle 4. Ubersicht der verwendeten Computerprogramme mit ihren Anwendungen

Computer programm Anwendung Adresse
DNASTAR-Lasergene Verwalten von DNA- und http://dnastar.com
- Editseq Proteinsequenzen, Erstellen von linearen
- Segbuilder und zirkuléren DNA-Karten,
- PrimerSelect Veranschaulichung von Doménen in
- Segman Aminosduresequenzen,
Auffinden von Primern fir PCR
Microsoft Office XP http://www.microsoft.com
- Word Schreibprogramm
- Excel Datenverarbeitung
- Powerpoint Graphikerstellung
SPSS 13.0 Statistische Datenverarbeitung http://www.spss.com/de

2.3.8 Datenbanken

Tabelle 5. Ubersicht der verwendeten Datenbanken

Datenbank Adresse
National Center for Biotechnology Information (NCBI) http://www.ncbi.nim.nih.gov
Ensembl Genome Browser http://www.ensembl.org
PubMed http://www.pubmed.gov
The GDB Human Genome Database http://www.gdb.org
UCSC Genome Bioinformatics http://www.genome.ucsc.edu
Deutsche Zentralbibliothek fir Medizin (ZB MED) http://www.zbmed.de

2.4 Methoden

Fur samtliche im Rahmen der Doktorarbeit durchgefiihrten Analysen wurde genomische DNA
von an Sarkoidose erkrankten Patienten aus Deutschland verwendet.

Die DNA-Isolierung aus EDTA-Blut (2.3.2.1) wurde in der Medizinischen Universitéts-
Poliklinik Bonn durchgefiihrt. Alle weiteren experimentellen Untersuchungen fanden im Institut
fur Humangenetik der Universitét zu Koln statt.


http://dnastar.com
http://www.microsoft.com
http://www.spss.com/de
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.ensembl.org
http://www.pubmed.gov
http://www.gdb.org
http://www.genome.ucsc.edu
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24.1 Blutentnahme

Unter sterilen Laborbedingungen wurde alen Patienten mit Hilfe des Vacutainersystems
(Sarstedt) vendses Blut entnommen. Auf diese Weise standen pro Proband 10ml EDTA-Blut fir
die DNA-Extraktion zur Verfligung.

2.4.2 DNA-Isolierung

2421 DNA-Isolierung aus Vollblut

Zur Gewinnung genomischer DNA aus Vollblut wurde die von Miller et al. (1988) etablierte
Aussalzmethode angewandt. Hierfir wurden 10ml EDTA-Blut unter sterilen Bedingungen mit
40ml H,O zum Lysieren versetzt. Nach 30 minutiger Inkubation bel 4°C wurde der Ansatz 20
min bei 3000rpm zentrifugiert, der Uberstand anschlieRend abdekantiert und verworfen. Der
Rickstand, das erhaltene Pellet aus Leukozyten, wurde mit 30ml einer 0,1%igen Triton-Lésung
versetzt und durchmischt. Nach erneuter Zentrifugation unter oben genannten Bedingungen und
anschliefdender Separation des Ruckstands wurde dieser mit 5ml Lysis-Puffer versetzt und
resuspendiert. Die Zugabe von 250ul 10% Sodium-Dodecyl-Sulfat-Ldsung brachte die Zellkerne
zur Fragmentierung, so dass die DNA nun in freier Form vorlag. Zellfragmente wurden durch
100p! Proteinase-K-Ldsung enzymatisch gespalten. Darauf hin wurde der Reaktionsansatz bei
37°C im Wasserbad Uber Nacht inkubiert. Um die in der Probe enthaltenen Proteine
»auszusalzen* (=auszufallen), wurde der Ansatz am Folgetag in ein 15ml Falcon-Tube Uberfihrt,
mit 1,5ml 6M NaCl-Ldsung versetzt und 90 min auf einem Rotationsschiittler durchmischt. Nach
20 minutiger Zentrifugation bei 3750rpm wurde der Uberstand (ca. 6,5ml) in €in 50ml Falcon-
Tube Uberfihrt. Durch Zugabe von 25ml 100% EtOH wurde die DNA gefdllt, so dass die nun
fadenformige DNA mit einer Pasteurpipette aufgenommen werden konnte. Die DNA wurde nach
kurzem Trocknen an der Luft in 70% EtOH gewaschen und schliefdlich wahrend dreitdgigem
Ruhen bei 37°C in 250ul TE8-Puffer gel 6st.

2422 DNA-Isolierung aus Lymphknoten-Gewebe

Mit Hilfe des Mikrotoms wurden den Paraffinblocken 4-6 jeweils 8um dinne Schnitte
entnommen. Diese wurden in separaten Eppendorf-Gefalien mit je 1ml Xylol bedeckt und fir 15
min bei 65°C inkubiert, um das Paraffin aufzuldsen und das Gewebe weich und flexibel zu
machen. Nach einminitigem Zentrifugieren bel 13000rpm wurde das Xylol abpipettiert, die


http://www.zbmed.de
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Reste wurden im Vakuumkonzentrator verdampft. Daraufhin wurde das Gewebe in 200pl
Ethanol reinst gewaschen, anschlief3end das Ethanol abpipettiert und die Reste wiederum im
Vakuumkonzentrator verdampft. Dem nun getrockneten Pellet wurden 200ul Lyse 1 und 20ul
Lyse 2 (DNA All Tissue Kit, Genial), welche Zellmembran und Zellkerne auflésen, und 10pl
Enzym (DNA All Tissue Kit, Genial) zugegeben. Der Ansatz wurde fur 1-2 Tage bei 37°C
inkubiert.

Um die Proteine zu félen, wurden 150ul Lyse 3 (DNA All Tissue Kit, Genial) hinzugeftigt, und
der Ansatz fur 20 sec vorsichtig gevortext. Nach 5 minatiger Inkubationszeit bei -20°C wurde der
Reaktionsansatz fiir 10 min bei 13000rpm zentrifugiert und der die DNA enthaltende Uberstand
vorsichtig in ein neues Eppendorf Geféd Gberfihrt. Diesem wurde nun 300ul Isopropanol
zugefugt, der Ansatz wurde invertiert und zur Pelletierung der DNA fur 15 min bei 13000rpm
zentrifugiert. Schlieflich wurde der Uberstand vollstandig entfernt, das Pellet mit 300ul
eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und daraufhin fir 5 min bei 13000rpm zentrifugiert. Das

Pellet wurde getrocknet, restliches Ethanol verdampft und in 50pl TE™*-Puffer gelst.

2.4.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Um die Konzentration der isolierten bzw. amplifizierten DNA zu bestimmen, wurde ihre
Extinktion mittels Spektrophotometrie (NanoDrop) bei einer Wellenlange von 260nm (A2e0)
gemessen. Als Leerwert diente eine nukleasefreie Probe H,O. Die Reinheit einer DNA-L6sung
ergibt sich aus dem Verhdtnis ihrer Extinktionswerte bei 260nm und 280nm. Reine DNA zeigt
dabel einen Ax/Azg-Wert von etwa 2,0. Aus jeder DNA-Probe wurde 1,5ul in das
Spektrophotometer geladen und jede Probe 3mal gemessen, um Mittelwerte und
Mittelwertabwei chungen berechnen zu kdnnen. Das Gerét gibt die DNA-Konzentration in ng/ul
an. Die Proben wurden ausgehend von den Messwerten auf 20-40ng/ul DNA-L6sungen in DNase
frelem Wasser (Invitrogen) verdinnt und die Konzentration, wie beschrieben, zur Validierung

erneut gemessen.

24.4 Whole Genome Amplification

Die molekulargenetische Analyse der DNA aus klinischen Geweben kann limitiert sein durch den
geringen Gehalt an DNA, der im verflgbaren Material vorhanden ist. Mégliche Grunde fur eine
Schméerung der DNA-Qualitét liegen vor alem in der dauerhaften Behandlung des Gewebes mit

Formalin.
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Um die Konzentration der aus dem Lymphknotengewebe isolierten DNA zu erhéhen und ihre
Qualitét zu verbessern, wurde noch vor der Polymerase-K ettenreaktion (PCR) eine Amplifikation
des gesamten Genoms vorgenommen, die so genannte ,Whole Genome Amplification“. Zu
Beginn wurden 2,5ul der isolierten DNA in eine Mikrozentrifugentube mit 2,5ul Puffer D1
(REPLI-g Mini Kit, Qiagen) versetzt, um das Material zu lysieren und die DNA zu denaturieren.
Nach Inkubation tber 3 min bel 20°C wurde dieser Prozess durch Zugabe von 5ul Puffer N1
(REPLI-g Mini Kit, Qiagen) gestoppt. Anschliefend wurde dem Reaktionsansatz 40ul des
Master Mix (REPLI-g Mini Kit, Qiagen) beigemischt, der neben H,O Puffer und DNA-
Polymerase enthielt. Der Ansatz wurde fir 16h bei 30°C inkubiert, wahrenddessen die DNA
amplifiziert wurde. Um die DNA-Polymerase nachfolgend zu inaktivieren wurde der
Reaktionsmix fur 3 min bei 65°C erhitzt, und die vervielféltigte DNA schliefdlich bis zur weiteren
Verwendung bel 4°C gel agert.

245 Primerdesign
Fur die in-vitro Amplifikation einer spezifischen DNA-Sequenz im Rahmen der PCR werden so
genannte ,,Primer* benttigt. Diese sind Oligonukleotide, die den Polymerasen a's Startstelle fr
die DNA-Replikation dienen. Mit Hilfe der Primer l&sst sich das zu amplifizierende DNA-
Fragment festlegen: Der Forward-Primer beschreibt die Nukleotidsequenz zu Beginn des
Amplikons, wahrend der Reverse-Primer komplementér und invers zur Nukleotidsequenz am
Ende des Fragments wirkt.
Die fur die PCR (s. 3.3.6) benétigten Primer wurden mit dem Programm PrimerSelect
(Lasergene) nach folgenden Kriterien ausgewahlt:
- Primerlange von 17-23 Nukleotiden
- GC-Gehalt von 50-60%, dabel unter den letzten fiinf Basen am 3’Ende max. 3 Guanin-
bzw. Cytosin-Basen
- Schmelztemperatur (T,,) zwischen 55°C und 68°C, diese sollte fiir beide Primer moglichst
gleich sein (T, = 4x(G+C) + 2x(A+T))
- Vemeidung potentieller Ausbildung von Hairpin-Strukturen innerhalb der Primer
- Ausschluss repetitiver Basenabfolgen (z.B. Poly-A oder Poly-GC)

- keine Selbst-Dimerisierung bzw. Dimerisierung mit dem jeweils anderen Primer
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Fur die kommerziell erhdltlichen Primer wurden zundchst die optimalen PCR-Bedingungen
etabliert, bei denen die Produkte im Idealfall nach ihrer gelelektrophoretischen Auftrennung

einzelne definierte Banden ohne Schmier und mit ausreichend Intensitét aufzeigten.

24.6 Polymerase-K ettenreaktion

Die 1985 von Kary Mullis (Mullis und Faloona, 1987) entwickelte Methode der PCR
(polymerase chain reaction) dient der selektiven Verviefdtigung spezifischer DNA-Abschnitte,
die so fur weitere Untersuchungen (wie z.B. die in dieser Arbeit erfolgte direkte Sequenzierung,
siehe 3.3.9.3) zur Verfigung stehen. Das Verfahren wirkt auf Grundlage der DNA-abhangigen
thermostabilen Polymerase, die durch Verknipfung einzelner Desoxynukleotide (ANTPs) DNA
in-vitro semikonservativ synthetisieren kann. Die PCR ist ein zyklischer Prozess dreier sich
wiederholender Arbeitsschritte:

1. Denaturierung des DNA-Doppelstrangs

Durch Erhitzen der DNA auf 94°C |6sen sich die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
komplementéren Basen der beiden Strénge, wodurch der Doppelstrang in zwel Einzelstrange
aufgetrennt  wird. Der Arbeitsschritt der initidlen Denaturierung wird dabei den
Amplifikationszyklen vorgeschaltet, um die gesamte vorgelegte DNA zu denaturieren.

2. Anlagerung (Annealing) der Primer

Um der DNA-Polymerase kurze doppel strangige Bereiche mit Hydroxylgruppen zu schaffen, as
Ansatzstelle fur die erste Verknlpfungsreaktion am Anfangss und Endstiick des zu
amplifizierenden Bereiches, werden komplementdre Oligonukleotide (Primer) von
durchschnittlich 18-23bp Lange hinzugegeben. Wahrend die Temperatur ziigig auf 50-70°C
abgekihlt wird, binden die beiden Primer (Vorwarts- und Ruckwartsprimer) gegenlaufig an ihre
komplementéren DNA-Strénge. Dabei wird die Hybridisierungstemperatur entscheidend von der
Basenzusammensetzung und damit der Schmelztemperatur der Primer bestimmt.

3. Extension der Primer durch die thermostabile DNA-Polymerase

Die Synthese des komplementéren Stranges findet bei 72°C, dem Temperaturoptimum der
Polymerase, statt. Nach dem Prinzip der komplementéren Basenpaarung verlangert die DNA-
Polymerase den  Primer  durch  Verknipfung der  jeweills  komplementéren
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP und dTTP). Die Léange des
Extensionsschrittes ist abhangig von der Syntheserate der Polymerase und der Lénge des zu

amplifizierenden Abschnittes. Meist wird eine thermostabile, genetisch modifizierte DNA-
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Polymerase aus dem Archaebakterium Thermus aquaticus, die so genannte Tag-Polymerase,

genutzt.
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h ] polumer ase [dTTF, dCTF, dATF, dGTP)
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der PCR-Reaktion: 1) Denaturierung 2) Anlagerung der Primer
3) Primer-Extension 4) Wiederholung der PCR-Zyklen, P = Primer, Tag = DNA-Polymerase. Aus:
Encyclopaadia Britannica, Inc., 2008: Polymerase chain reaktion. http://www.britannica.con/EBchecked/topic-
art/468736/18071/The-three-step-process-of -the-pol ymerase-chain-reaction (Zugriffsdatum: 10.01.2008))

Ein PCR-Zyklus wird in der Regel 25-35mal wiederholt. In jedem Zyklus dienen die neu
synthetisierten DNA-Strange des vorangegangenen Zyklus wiederum selbst a's DNA-Matrize, so
dass die Zielsequenz exponentiell vervielfaltigt wird. Nach etwa 35 Zyklen wird eine Séttigung
des Amplifikationsprozesses erreicht, da nun die Enzyme inaktivieren und die dNTPs und Primer

im Reaktionsansatz verbraucht sind.


http://www.britannica.com/EBchecked/topic-
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Tabelle 6. PCR-Programm fir die untersuchten Exons von BTNL2. Dabei variierte die Annealing-Temperatur
folgendermal3en: 62°C in Zyklus 1-4, 60°C in Zyklus 5-8 und 58°C in Zyklus 9-35

Arbeitsschritte Temperatur Zeit

1. Initiale Denaturierung 94°C 3 min

2. Denaturierung 94°C 10 sec

3. Anneadling 62/ 60/ 58°C 15 sec

4. Extension 72°C 30 sec
Zyklenanzahl (Schritt 2-4) 35

5. Finale Extension 72°C 10 min

6. Abkuhlphase 4°C unendlich

Der Optimierung der Reaktionsbedingungen dient die im Konzentrationsverhédltnis angepasste

Zugabe von Magnesiumchlorid und Pufferldsung. Hierbei beeinflusst MgCl, die Hybridisierung

der Primer, die Trennung der Strange wahrend der Denaturierung, die Produktspezifitét, die

Bildung von Primerdimeren und die Fehlerrate der Polymerase. AulRerdem bendtigt die

Polymerase freies Mg®* fiir ihre Aktivitét. Die Salzkonzentration des Puffers beeinflusst die
Ausbeute an PCR-Produkt, da das Aktivitatsoptimum der Polymerase bei pH 8,8 liegt.

Tabelle 7. PCR-Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 25pl

Reagenz Menge [ul]
dNTPs (4x2,5nM) 2

Puffer 10x 25

MgCI2 (25mM) 15
Forward-Primer (10pmol/pul) 1
Reverse-Primer (10pmol/pl) 1
Tag-Polymerase (5U/ul) 0,15

DNA (20-30ng/ul) 1

H.0 15,85

Zur Durchfiihrung der PCR wurden die einzelnen Reagenzien nach Lagerung bel -18°C

aufgetaut, kréftig durchmischt und zentrifugiert. Um eine optimale Durchmischung der einzelnen

Reagenzien zu gewéhrleisten, wurde auch der nach Tabelle 7 angesetzte Reaktionsansatz
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gemischt und zentrifugiert. Jedem Ansatz wurde 1pul genomische DNA der zu untersuchenden
Probe zugegeben und die PCR im Thermocycler gestartet.

Um Kontaminationen des Reaktionsansatzes mit Fremd-DNA auszuschlief3en, wurde bel jeder
PCR eine Leerkontroll-Probe einbezogen, bel der ein PCR-Ansatz ohne DNA-Matrizen
eingesetzt wurde. Der Erfolg und die Spezifitét der PCR-Amplifikation lief3en sich anschlief3end
durch das Verfahren der Gelelektrophorese feststellen.

2.4.7 Enzymatischer Verdau zur Untersuchung der Deletion ¢.450delC

Restriktionsenzyme (genauer Restriktionsendonukleasen) erkennen spezifische Sequenzmotive,
meist palindromische Tetra- bis Oktamere, und spalten dort den DNA-Doppelstrang entweder
glatt (,,blunt ends“) oder mit Uberlappenden Enden (,sticky ends®). Sie entstammen dem
bakteriellen Restriktions-Modifikations-System, das eine wichtige Rolle bei der Abwehr
artfremder (viraler) DNA spielt. In der Molekularbiologie ermdglichen sie die gezielte
Herstellung von DNA-Fragmenten und den Nachweis von Mutationen in bestimmten DNA-
Sequenzen durch Hydrolyse der Phosphorsaurediester-Bindung in beiden Stréngen. Dabel ist die
Namensgebung der Restriktionsenzyme Ausdruck ihrer Herkunft: Der erste Buchstabe steht fir
die Gattung, der zweite und dritte fir die Art, ergdnzt durch Namenszusdize und die
chronologische Abfolge ihrer Entdeckung. Das in dieser Arbeit verwendete Restriktionsenzym
BstF51 wird aus dem Geobacillus stearothermophilus gewonnen, einem endosporenbildenden
grampositiven Stabchenbakterium.

Zum Nachweis von Mutationen in den durch die PCR amplifizierten DNA-Abschnitten wurde
der Verdau mit Restriktionsenzymen angewandt. Dabel basiert die Untersuchung von
Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismen  (RFLPs) auf dem Wegfall oder der
Neuentstehung einer Restriktionsenzymschnittstelle, die durch die Mutation hervorgerufen wird
(Ziemssen et a., 2001). Dies fuhrt zu einem verdnderten Spaltmuster der DNA, wobel
unterschiedlich lange Fragmente entstehen, die dann durch ihr verandertes Laufverhaten
gelelektrophoretisch sichtbar gemacht werden kdnnen.

Das in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Restriktionsenzym BstF5I erkennt die Sequenz 5'-
GGATGNN -3 (N = A, G, C oder T) und besitzt bei Vorliegen des Wildtyps 3 Schnittstellen im
Exon 3 von BTNL2. Zur Detektion der Schnittstellen wurde das PCR-Produkt mit
Restriktionsenzym und Puffer versetzt und Uber Nacht bei 55°C inkubiert. Mittels
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Gelelektrophorese wurden die erstellten DNA-Fragmente aufgetrennt und schlieffdlich im
ultravioletten Licht sichtbar gemacht (s. 2.4.8).

Tabelle 8. Reaktionsansatz des enzymatischen Verdaus mit einem Gesamtvolumen von 10yl

Reagenz Menge [ul]
PCR-Produkt 7
Restriktionsenzym 04

Puffer Tango 1

H.,O 1,6

2.4.8 Agarosegelelektrophorese

Bel der Agarosegelelektrophorese werden verschieden lange DNA-Abschnitte entsprechend ihrer
Grole in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Grundlage hierfir ist das konstante Verhdtnis der
Grole einer Sequenz zu ihrer Ladung, welche durch das anionische Phosphat des Zucker-
Phosphat-Rickgrates der DNA hervorgerufen wird. Die Quervernetzungen innerhalb eines
Agarosegels hindern groRere DNA-Fragmente starker in ihrer Wanderung als Kleine. Die
Wanderungsbewegung der DNA wird durch Anlegen einer Spannung hervorgerufen, die bewirkt,
dass die negativ geladene DNA zur Anode wandert.

Fur ein 1,5%iges Gel wurden 2g Agarose mit 150ml 1x TBE-Puffer gemischt. Die Agarose
wurde durch Aufkochen in einer Mikrowelle vollstandig gel6st. Um die DNA sichtbar machen zu
konnen, wurden nach kurzem Abkuhlen 8ul EtBr beigemischt. EtBr ist ein interkalierendes
Reagenz, das sich spezifisch zwischen den Basen anlagert und aufgrund seiner aromatischen
Ringsysteme UV-Licht absorbiert. Das noch flussige Gel wurde in eine Gelkammer mit einem
darin hdngenden Kamm, der die Probentaschen bildet, gegossen. Als Laufpuffer wurde 1x TBE-
Puffer verwendet. Von jedem PCR-Produkt wurden 5ul, versetzt mit 1yl Ladepuffer, in eine
Geltasche gefullt. Zur Langenbestimmung wurden 4ul eines DNA-Langenstandards (100bp)
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 150V fur 30-40 min durchgefihrt. In einem
Dokumentationsgerét konnten die Banden durch UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert

werden.
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2.4.9 Produktaufreinigung und Sequenzierung

24.9.1  Aufreinigung von PCR-Produkten

Bevor ein PCR-Produkt fir Folgeexperimente verwendet werden kann, missen die im
Reaktionsgemisch enthaltenen Enzyme, Puffer, Nukleotide und Primer entfernt werden. Die
Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen.
Die Zusammensetzung der verschiedenen Losungen sowie das Protokoll sind der Beschreibung
des Herstellers zu entnehmen. Zur Kontrolle wurden 4ul des aufgereinigten Produkts auf ein
Agarosegel aufgetragen.

2492  Sequenzierung

In diesem letzten experimentellen Schritt wurde die DNA-Sequenz, aso die Basenabfolge im
DNA-Molekl, bestimmt, um auf der Grundlage der Sequenzanal yse eine Aussage Uber mogliche
(somatische) Mutationen zu treffen. Die hier angewandte Sequenzierungsmethode folgt dem
1977 von Sanger entwickelten Kettenabbruchverfahren (Sanger et a., 1977). Im Gegensatz zur
PCR wird bel der Sequenzierung nur ein Primer eingesetzt und die DNA linear amplifiziert, um
ein spezifisches Ergebnis zu erreichen. Neben den normalen dNTPs werden zusétzliche
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (ddNTPs) as Bausteine eingesetzt (Ansorge et al.,
1987). Der Einbau eines ddNTPs bewirkt den Abbruch der Synthese, da die fir die
Kettenverlangerung notwendige 3’-Hydroxylgruppe fehlt. Dies geschieht zufallsméldig an jeder
Stelle des Fragments, so dass eine Kollektion unterschiedlich langer Fragmente entsteht. Die
Synthese-Produkte werden ihrer Lange nach kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Da die vier
Basen mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, koénnen die vier
Markierungsreaktionen in einer einzigen PCR durchgefuhrt werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe
werden im DNA-Sequenziersystem (ABI Prism 3100, Applied Biosystem) mittels Laser angeregt
und entsenden infolge Fluoreszenz-Markierung Licht verschiedener Wellenlange, welches
detektiert wird.

Vor der Sequenzierung wurden die PCR-Produkte nach folgenden Bedingungen aufgereinigt:



Tabelle 9. Bedingungen zur Aufreinigung der PCR-Produkte mit einem Gesamtvolumen von 20l

Reagenz Menge [ul]
PCR-Produkt 1

Primer 1

5X Puffer v1.1 3

Big Dyevl.1 1

dH,0O 14

Tabelle 10. Reaktionsansatz zur Aufreinigung der PCR-Produkte

Arbeitsschritte Temperatur | Zeit
1. Initiale Denaturierung 95°C 30 sec
2. Denaturierung 95°C 10 sec
3. Annealing 55°C 5sec
4. Extension 60°C 4 min
Zyklenanzahl (Schritt 2-4) 26

5. Abkuhlphase 4°C 15 min

Die Aufreinigung der Sequenzierproben und die Sequenzierung wurde vom Sequenzierservice
des Cologne Center for Genomics (Universitét Kéln) durchgefihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Sarkoidose-Fragebogen

Der Fragebogen wurde am Beispiel der Sarkoidose zur Erhebung von Kollektiven fur die
Analyse komplexgenetischer Erkrankungen erstellt. Er ist computergestitzt als Excel-Datel
angelegt, die eine digitale Eingabe der Daten und ihre direkte statistische Auswertung ermoglicht.
Durch seine englische Sprache ist er international anwendbar.

Der Sarkoidose-Fragebogen ist unterteilt in einen ersten Abschnitt mit demographischen und
anamnestischen Fragen und sechs nachfolgenden Modulen, die sich auf die klinischen Befunde
beziehen.

Neben personenbezogenen Daten fokussiert der erste Abschnitt auf die Eigen- und
Familienanamnese beziglich der Herkunft, granulomatéser und anderer Erkrankungen, den
Raucherstatus, die Typl-Allergie und den histologischen Nachweis der Sarkoidose. Weiterhin
werden das Auftreten und der Verlauf der Erkrankung, der radiologische Status und die
Lungenfunktion am Anfang und Ende der Beobachtungszeit befragt und eine
Medikamentenanamnese hinsichtlich der Behandlung mit Prednisolon und Immunsuppressiva
durchgefuihrt. Modul 1 befragt unspezifische Symptome, die typischerweise initial auftreten
konnen (vgl. 1.4.1). Modul 2 fuhrt eine detaillierte Befragung der Organbeteiligung zum
Zeitpunkt der Diagnose und im Verlauf der Erkrankung (frihestens jedoch nach 24 Monaten)
durch. Modul 3 notiert verschiedene Parameter der Lungenfunktionsprifung am Anfang und zum
Ende der Beobachtungszeit. In Modul 4 werden die fir die Sarkoidose charakteristischen
Laborparameter befragt, wiederum am Anfang und zum Ende der Beobachtungszeit. Modul 5
erfasst die Ergebnisse der Bronchoalveoléaren Lavage und Modul 6 mdgliche Befunde des
Hochaufl6senden Computertomogramms (HRCT).

Der Sarkoidose-Fragebogen ist im Anhang vollstéandig abgebildet.

3.2 Molekulargenetische Unter suchungen von BTNL2

3.21 Basisdaten desKollektivs

Das untersuchte Patientenkollektiv wurde in seiner Gesamtheit charakterisiert. Im Folgenden ist
die Vertellung einiger bedeutender Variablen - Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Stadien -
tabellarisch festgehalten.
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Tabelle 11. Basisdaten des Sarkoidose-Kollektivs, dargestellt sind jeweils die Prozentsétze der diskreten

Variablen und den fehlenden Werten in Klammern

Sarkoidose-K ol lektiv
Gesamtzahl 210 Patienten (Kontrollkollektiv: 201 Personen)
Geschlecht  (w/m) 54,3% w / 45,7% m (Kontrollkollektiv: 66,7%w / 33,3%m)
Alter bel Erstdiagnose <=20Jahre 2,5% 51-60 Jahre 17,3%

21-30 Jahre 19,1% 61-70 Jahre 3%

31-40 Jahre 28,2% >=71Jahre 2,5%

41-50 Jahre 24,7% (fehlende Werte 3,3%)
Stadium StadiumO  4,8% Stadium 1l 8,6%
bei Erstdiagnose! Stadiumla 20% Stadium 1V 0,5%

Stadiumic 17,6% (fehlende Werte 3,8%)

Stadium Il 44,8%
Akut/Chronisch 2 Akut 38,1% / Chronisch 58,1%  (fehlende Werte 3,8%)
Stadienverlauf 3 Stadium bleibt gleich 57,4%

Progress 24,7%

Regress/Symptomfreiheit 17,9%

1 Stadieneinteilung siehe Tabelle 1
2 Chronisch ist definiert als eéin mindestens zweimaliges Auftreten einer Sarkoidose-Episode im Leben bzw.

durch eine langer als 2 Jahre andauernde Symptomatik

3 Der Stadienverlauf wurde beobachtet Uber einen Zeitraum von mindestens 24 Monaten

Um ethnische Einfllisse zu minimieren, wurden die Genotypisierungsergebnisse von Probanden,
die nicht deutsch-kaukasischer Abstammung waren, von der statistischen Datenauswertung

ausgeschl ossen.

3.2.2 Qualitatstestung der DNA

Fir die genetische Untersuchung des erkrankten Lymphknotengewebes wurde die DNA aus dem
Biopsiematerial 20 selektierter Patienten gewonnen. Die Biopsien stammen aus den Jahren 1999-
2006 und lagen in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet vor. Die darin enthaltene DNA
wurde nach der in 2.4.2.2 beschriebenen Methode extrahiert. Die Konzentration des gewonnenen
genetischen Materials war ausreichend hoch und lag bei eéinem Mittelwert von 337ng/ul

(Minimum: 72ng/pl, Maximum: 545ng/pl) vor. Die Amplifizierung langerer Abschnitte erfordert
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eine hochmolekulare, intakte DNA as Grundlage. Die Qualitét der DNA, die aus in Paraffin
eingebettetem Gewebe extrahiert wurde, ist bekanntlich oft nicht gut. Hierfir sind keine
technischen Vorgehensweisen verantwortlich, sondern der Grund liegt in der Art der Fixierung
und Aufbewahrung der Biopsien. Daher konnte, wie erwartet, in einigen Fallen das Material trotz
wiederholter Versuche nicht amplifiziert werden. Auch eine long-PCR (Exon 5 und 6) lief3 sich
nicht durchfuhren.

Trotz dieser erschwerten Bedingungen lief3en sich 9 der 20 DNA-Proben in ausreichender
Qualitdt amplifizieren und sequenzieren, so dass sie hinsichtlich der Fragestellung bewertet

werden konnten.

3.2.3 Somatische Mutation

Die kodierenden Exons und angrenzenden Spleif3stellen (,,splice-sites”) in BTNL2 wurden, wie in
2.4.9.2 beschrieben, in den somatischen DNA-Proben der Patienten sequenziert.

Be enem der 9 Probanden fand sich eine putative somatische Mutation an c.849G>A
(NM_019602) im Exon 6. Bei der somatischen Punktmutation handelt es sich um ene
Substitution des im Wildtyp vorhandenen Guanin zur Base Adenin. Das fur die Aminoséure
Methionin (Met) kodierende Basentriplett ATG verandert sich somit zu ATA und bewirkt eine
»missense Mutation®, d.h. wéhrend der Translation kommt es zum Einbau einer abweichenden
Aminosaure im entsprechenden Protein. Anstait Methionin wird die ebenfalls hydrophobe
Aminosaure Isoleucin (lle) eingesetzt (p.M283l) und das Protein hierdurch in der

Zusammensetzung und Struktur verandert.
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Wildtyp
(Normal person)

GAMAGATGGAGAAATGCAGCCGATGTGCTCTTCA
Arg - Arg — Trp — Arg — Met — GIn — Pro - Met — Cys — Ser — Ser

Il 'll' f .. Blut-DNA

GAAGATGGAC—AAATGEhGI:I:GATC-TGCTCTTCA
Arg - Arg — Trp — Arg — Met — GIn — Pro - Met — Cys — Ser — Ser

Lymphknoten-DNA
(forward)

GAAGATGGAGAAATGCAGCCGATGTGLCTCTTCA
Arg - Arg — Trp - Arg - Met - GIn - Pro - Met - Cys - Ser — Ser

GAAGATGGAGAAATACAGCCGATGTGCTCTTCA
Arg - Arg — Trp - Arg — lle — GIn - Pro - Met — Cys Ser - Ser

Lymphknoten-DNA
(reverse)

Abbildung 5. Ausschnitt der Basensequenz in Exon 6 von BTNL2, DNA aus Blut-Leukozyten und von
Sarkoidose befallenem Lymphknotengewebe im Vergleich

Wie in Abbildung 5 erkennbar, zeigt die Basenfolge der aus Blut-Leukozyten gewonnenen DNA
im dargestellten Genabschnitt des Exon 6 bel diesem Patienten durchgehend einheitliche Peaks
und ist homozygot fur das G-Allel in der oben beschriebenen Verénderung. Ihre Sequenz
entspricht dem Wildtyp.

Dagegen weist die DNA-Sequenz des befallenen Lymphknotengewebes sowohl in der
Hinsequenz (forward) als auch im komplementéren Basenstrang (reverse) ein heterozygotes Bild

auf, was die zwei basenspezifischen Erhebungen an derselben Stelle demonstrieren. So weist die
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Sequenz des fortlaufenden Strangs am beschriebenen Ort jeweils einen Peak fur Guanin und
Adenin, der komplementére Strang dementsprechend je eine Erhebung fur Cytosin und Thymin
auf (siehe Pfeilmarkierung). Dabei ist die Hohe der Peaks erwartungsgemald nicht gleich, denn
nur in einem minimalen Tell der Korperzellen liegt diese somatische Mutation vor. Entsprechend

stellt der im Vergleich zu Guanin viel kleinere Peak von Adenin diese Zellpopulation dar.

3.24 Anhaufung verschiedener Veranderungen auf einem G-Allel
Eine der 9 Patienten fallt mit vier Keimbahnmutationen auf, die sich alle im Exon 5 befinden. Sie

werden im Folgenden detailliert beschrieben.

3.24.1  Darstellung der Polymorphismen

Bel den ersten beiden Verénderungen, dargestellt in Abbildung 6, handelt es sich um die
Polymorphismen rs41355746 und rs34423804. Rs41355746 liegt auf ¢.560G>A (NM_019602)
im Exon 5 und ist durch den linken der beiden Pfeile in Abbildung 6 markiert. Die Substitution
von Guanin zu Adenin wirkt sich im Protein auf eine Veranderung der Aminosaurensequenz aus:
Das Basentriplett AGG wird zu AAG, so dass anstatt Lysin (Lys) die ebenfals basische
Aminosdure Arginin (Arg) eingesetzt wird (p.K187R). Die beiden jeweils fir Guanin und Adenin
spezifischen Peaks weisen auf die Heterozygotie dieses genetischen Merkmals hin, das Gen liegt
in zwel verschiedenen Allelen vor. Der Wildtyp dagegen ist homozygot fir das G-Alldl.

Der rechte Pfeil in Abbildung 6 markiert den Polymorphismus rs34423804 auf c.566A>T
(NM_019602), bei dem die Substitution von Adenin zu Thymin einen Austausch der
hydrophoben Aminoséaure Valin (Va) zur sauren Asparaginsaure (Asp) bestimmt (p.V189N). Die
Patientin tragt fur dieses Merkmal ein A- und ein T-Alldl.
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“ } ' Wildtyp
p! Wl Lf \ Ui JHJ ot
. - .-L: b _.'L...-

.l.l.'nrnl.: ARG TEAGERET |,'.-|,'.-|,'.-.-.rr|,'.-.-.:rrr.l.r

Ser — Met — GIn—- Va — Lys — Trp — Va — Tyr — Ser — His

Lymphknoten-
DNA

Blut-DNA

} ,_.-"h':.'."\.
AGC.&'.GG&AL‘- 'GJ.HGJGEE-[ITCGA'I'L':EI:&I'_‘

Ser — Met — GIn—- Va - Arg — Trp—- Asp - Tyr — Ser — His
Ser - Met - GIn- Va - Lys - Trp— Val - Tyr - Ser - His

Abbildung 6. Basensequenz und Darstellung der Polymorphismen rs41355746 (c.560G>A) und rs34423804
(c.566A>T), N = Guanin bzw. Adenin

Funf Basenstellen 3’warts von rs41355746 findet sich eine weitere G>A Punktmutation (s. Abb.
6), die jedoch keinen Aminosdureaustausch mit sich zieht, denn die Tripletts GAG und GAA
kodieren beide fur Glutaminsdure. Es handelt sich hierbei um eine stille Mutation, die keine

funktionelle Bedeutung fir das entsprechende Protein hat.

Der dritte Polymorphismus rs41417449 befindet sich ebenfalls im Exon 5 auf ¢.601A>G
(NM_019602). Adenin wird hier durch Guanin substituiert und verursacht eine Veranderung der
Aminosdurekodierung. Das fur Valin (Va) kodierende Triplett ATG wird zu GTG ausgetauscht,
welches auf Ebene der Trandation den Einsatz der Aminosaure Methionin (Met) bewirkt
(p.V201M). Die Tréagerin ist heterozygot fur den beschriebenen Polymorphismus, wohingegen
der Wildtyp homozygot fur das A-Allel ist (s. Abb. 7).
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Wildtyp
|'1' (Normal person)
/|
i~ \ N
GTGCATGTGTATATGGATGGEGGATC
Va — His — Va — Tyr — Val — Asp — Gly — A
Lymphknoten-
"'l DNA
|
GTGCAT GIG'I AT 111
Blut-DNA

GTGCATGTGTATNTGGATGGGGALC
Va - His - Va - Tyr - Va - Asp - Gly — A9
Va - His — Va - Tyr - Met — Asp - Gly — Asp

Abbildung 7. Basensequenz und Darstellung der Polymorphismen rs41417449 (c.601A>G), N = Adenin bzw.
Guanin

Die Patientin besitzt einen vierten Polymorphismus rs41441651 auf ¢.724G>A (NM_019602) im
Exon 5. Hier kommt es zum Basenaustausch von Guanin zu Adenin, was das kodierende Triplett
von GAC zu AAC verandert. Folglich wird im Protein anstait der sauren Asparaginsaure (Asp)
die polare ungeladene Aminosdure Asparagin (Asn) eingebaut (p.D241N). Die zwel
basenspezifischen Peaks an der markierten Stelle stehen fir die Heterozygotie in diesem
genetischen Merkmal, der Wildtyp dagegen ist homozyot fur das G-Alld (s. Abb. 8).

In alen vier beschriebenen Mutationen bestehen die genetischen Verédnderungen sowohl im
Lymphgewebe a's auch in den Blut-Leukozyten, was fir eine Keimbahnmutation spricht.
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|

I Wildtyp

. (Normalperson)
w M
FAYR'

hGAEETTEGGHEGatGGGEHGJ‘AE

Arg - Pro- Sar - Asp— Asp - Gly — GIn - Tyr

Lymphknoten-
DNA

[

Blut-DNA

hGaCETTCEEHEHHEEEECHETaE

Arg - Pro- Ser - Asp- A - Gly - GIn - Tyr
Arg - Pro- Ser - Asp— Asn — Gly — GIn - Tyr

Abbildung 8. Basensequenz und Darstellung des Polymorphismus rs41441651 (¢.724G>A), N = Guanin bzw.
Adenin

Mit Hilfe des Programms ,,PolyPhen* (=Polymorphism Phenotyping) wurde bel jeder der vier
Verdnderungen gepruft, ob bzw. welche mogliche funktionelle Auswirkung die
Aminosauresubstitution auf das Protein hat. Dabel wurde mittels physikalischen und
komparativen Methoden der Effekt vorausberechnet, den nsSNPs (d.h. nicht synonyme SNPs, die
in kodierenden Regionen lokalisiert sind) und Aminosdurevariationen auf die Struktur und
Funktion ihres Proteins auslésen. Von den vier Polymorphismen im Exon 5 wirken sich die
Sequenzveranderungen in ¢.560G>A und ¢.601A>G wahrscheinlich schadigend auf die Funktion
des Proteins aus, ¢.566A>T und c.724G>A haben dagegen vermutlich keinen funktionellen
Effekt. Diese Vorausberechnungen geben eine maogliche, letztlich jedoch nicht verl&ssliche

Einschétzung der funktionellen Auswirkungen der Polymorphismen auf das Protein.
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3.24.2 Haplotypanalyse

Um der Frage naher zu kommen, ob die vier Polymorphismen verteilt auf beiden oder alle auf
einem einzigen Allel liegen, wurde auch das Blut der beiden gesunden Geschwister der Patientin
untersucht. Eine Bestimmung der Eltern war nicht mehr mdglich, da diese bereits verstorben sind.
Der Haplotyp (aus ,haploid“ und ,,Genotyp“) bezeichnet den genetischen Aufbau eines
individuellen Chromosoms und gibt die allelische Zusammensetzung an. Die Allele kénnen z.B.
durch die Abfolge mehrerer SNPs entlang eines einzelnen Chromosoms definiert und bestimmt
werden. Anhand der vier oben beschriebenen Polymorphismen (blau markiert in Abb. 9), des
assoziierten Polymorphismus rs2076530 (s. 1.6.1) und 7 weiteren stillen Mutationen (schwarz
markiert in Abb. 9) as polymorphe DNA-Marker wurde die Vererbung des Genabschnitts im
Bereich des Intron 4, Exon 5 und Intron 5 unter den drei Geschwistern analysiert. Auf diese

Weise konnte indirekt auf die allelische Vererbung der vier Polymorphismen geschlossen

werden.
| O
1 2
[
1 2 3

rs2076528 — G T G G T T
rs41333546 — G A G A A A
rs41355746 — | A G A G G G
rs34423804 — | T A T A A A
rs41417449 — | G A G A A A
rs41441651 — | A G A G G G
rs0268480 — G A G & A G
rs2076530 — G G G A G A
rs41343746 — € T C T T T
rs17202456 — | € C C C C C
IVS5+44G>A — A G A G G G
rs2076531 — | C T C C T T

Abbildung 9. Stammbaum der Familie ersten Grades und Haplotypanal yse der Patientin mit Geschwistern
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Wie in Abbildung 9 ersichtlich, trégt die Patientin (1) ale vier Polymorphismen auf einem Allel
(markiert in grun). Auch der gesunde Bruder (2) hat dieses Allel geerbt. Die ebenfalls bisher
gesunde Schwester (3) dagegen ist Trager zweier diesbeziglich mutationsfreier Allele. In dem
von Vaentonyte et a. (2005) beschriebenen SNP rs2076530 ist die Patientin homozygote
Tragerin des G-Allels, beide Geschwister sind jedoch heterozygot.

3.25 Untersuchung der Deletion ¢.450delC im erweiterten Kollektiv

In ihren Untersuchungen um das Gen BTNLZ2 erhielten Vaentonyte et al. (2005) keine cDNA-
Produkte fur das Exon 3, so dass sie annahmen, dass dieses Exon doch nicht wie urspringlich
beschrieben fir die mRNA des Transkriptes genutzt wird. In unseren Untersuchungen fielen drei
der neun Probanden mit einer heterozygoten Cytosin-Deletion auf, die sich genomisch an
Position 450 (NM_019602) in ebendiesem putativen Exon 3 befindet. Falls das Exon 3 fir einige
Isoformen von BTNL2 eine Rolle spielen sollte, wiirde es nicht zu einer Triplettverénderung mit
potenziellem Aminosdureaustausch fuhren, sondern zu einer Leserasterverschiebung
(,,frameshift“) mit fortlaufend abweichender Aminosduresequenz und Sinnverdnderung des
entsprechenden Proteins. Da gleich 3 von 9 Patienten diese Veranderung tragen, stellte sich die
Frage, ob diese Deletion zu einer beeintrdchtigten Proteinfunktion von BTNL2 fihrt und
mitwirkend fir die Sarkoidose pradisponiert. Bestérkt durch Vaentonyte et a. (2005) bestand
zudem die Vermutung, dass das Exon 3 woméglich kein kodierender Abschnitt ist.

Mittels Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) sollte die Mutation exakter
untersucht werden und es wurde geprift, ob die Deletion ¢.450delC mit einer erhdhten
Sarkoidoserate korreliert. Um diesbeziiglich eine allgemeingultigere Aussage treffen zu konnen,
wurde die Kohorte der Sarkoidose Erkrankten auf 210 erweitert und ihr ein Normalkollektiv von
201 gesunden Personen gegentiber gestellt. Alle Probanden wurden hinsichtlich der Deletion
¢.450del C genotypisch untersucht.

3251 Ergebnisseder Testung der Deletion ¢.450delC mittels RFLP

Die Abbildung 10 gibt das Exon 3 (in Grof3buchstaben, Intron 2 bzw. Intron 3 in
Kleinbuchstaben) mit der Deletion ¢.450delC im Verlauf der Basenfolge wieder. Mithilfe des
Restriktionsenzyms BstF5I, welches im Wildtyp drei Schnittstellen vorweist (s. 2.2.3), konnte der
Genotyp bzgl. oben beschriebener Mutation bestimmt werden. Da die von der Deletion betroffene
Base innerhalb der Erkennungssequenz des Enzyms liegt (s. Abb. 10), verandert eine Deletion die
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Basenfolge soweit, dass die Erkennungssequenz abgedndert wird und das Restriktionsenzym die
Schnittstelle tbergeht. Folglich wird die DNA lediglich an zwei Stellen geschnitten.

c.450delC
BstESI v

ccetetgcagGTCTGGGGTCTGCCCCTAG FAT cCACATGGAGGGACCTGGGGAG

AGTGGAGTCCAGCTTGTGTGCACTGCAAGGGGCTGGTTCCCAGAGCCCCA
BStFSI
GGTGTATTGGGAAG%CATCCGGGGAGAGAAGCTGCTGGCCGTGTCTGAG

BstESI
CATC%CAT CCAAGATAAAGATGGCCTGTTCTATGCGGAAGCCACCCTGGT
GGTCAGGAACGCCTCTGCAGAGTCTGTGTCCTGCTTGGTCCACAACCCCG

TCCTCACTGAGGAGAAGGGGTCGGTCATCAGCCTCCCAGgtcagtgctc

Abbildung 10. Basensequenz des Exon 3 (in Grof3buchstaben) mit drei Schnittstellen des Restriktionsenzyms
BstF5I; die Erkennungssequenz ist in hellblau, die Deletion ¢.450del C mit einem schwarzem Pfeil markiert
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Die Restriktionsfragmente wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und im UV-Licht
sichtbar gemacht. Folgende Abbildung zeigt exemplarisch fur die Untersuchung 47 verdaute
DNA-Proben.

M 1 2 3 45 6 7 8 9101112 131415 16 171819 20212223 nv M

M 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 3738 39 40 41 42 4344 45 46 47 M

Abbildung 11. Gelelektrophoretische Darstellung der Deletion ¢.450delC im Exon 3 nach Restriktionsverdau
mit BstF5l; M = 100bp Marker, nv = nicht verdaut, Negativprobe ohne Restriktionsenzym

Die Wildtyp-Sequenz, bei dem das Enzym an den markierten drei Stellen schneidet, besitzt 4
Fragmente, so dass elektrophoretisch 4 Banden sichtbar sind (s. zum Beispiel Nr. 1 in Abb. 11).
Dabel wird das 610bp lange Exon in vier Fragmente von 323bp, 158bp, 90bp und 39bp Lange
geschnitten. Der fir die ¢.450del C heterozygote Genotyp zeigt 5 Banden (s. Nr. 9, 13, 23, 27 und
38 in Abb. 11): Das gesunde Allel besitzt die vier Fragmente bekannter Lange, das zweite
mutierte Allel (mit einer Base weniger) wird in drei Fragmente von 323bp, 247bp und 39bp
L ange geschnitten, sodass eine zusétzliche Bande von 247bp sichtbar ist.

3.2.5.2 Genotypverteilung und Allelfrequenz

Die Probanden wurden hinsichtlich der Deletion ¢.450delC untersucht und genotypisiert.
Entsprechend der Zugehdrigkeit zu ihrem Kollektiv konnte die Aussage zur Haufigkeit der drei
Genotypen und der Allelfrequenz getroffen werden. Anhand des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson
wurden durch Bestimmung des p-Werts die Genotypenverteilung im Sarkoidose- und
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Kontrollkollektiv miteinander verglichen und auf signifikante Unterschiede hin untersucht
(Signifikanz bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05).
Von den 210 Sarkoidose-Patienten sind 177 (84.3%) C-Alld homozygot, 32 (15.2%) CO-
heterozygot und nur eine Person (0,5%) fur die Deletion homozygot. Diesem V erteilungsmuster
ahnlich finden sich in der Kontrollkohorte mit 172/201 Personen 85.5% homozygote C-Allel und
mit 29/201 Personen 14.4% heterozygote CO-Allel Trager.

Tabelle 12. Verteilung der Genotypen und Allelfrequenz der Deletion ¢.450delC

Gesamtzahl [ CC [ CO |00 |Alldfrequenz [x*Test
Sarkoidose | 210 177 | 32 1 p= 0,919
g= 0,081
Kontrolle 201 172 | 29 0 p= 0,928 p= 0,4996
g= 0,072
0p 90

80 1 —

70 1 —

60 L

50 1 —

@ Sark oidose
40 41| OKontrolle

30 +—

20 1

10 41—

homozygot (CC) heterozygot (CO) homozygot (00)

Abbildung 12. Graphische Darstellung der Allelhéufigkeitsverteilung am Genort der Deletion ¢.450delC

Somit kommen in der Population das nicht mutierte C-Allel mit einer relativen Haufigkeit von
0,92 und das um Cytosin deletierte Allel mit einer relativen Haufigkeit von 0,08 vor. Der
Vergleich dieser beiden Kollektive ergibt einen p-Wert von 0,5 und hat damit kein statistisch
signifikantes Ergebnis.



58

4. DISKUSSION

Der Begriff der Sarkoidose bezeichnet eine multisystemische Erkrankung, die durch eine
Ubersteigerte  zelluldre Immunreaktion und die Bildung nicht-verkdsender Granulome
charakterisiert ist. Typischerweise befdllt sie Lunge und Lymphknoten, doch auch nahezu jedes
andere Organ kann betroffen sein. Die oftmals unspezifische und fehlende obligate Symptomatik
der Sarkoidose, der mitunter schwerwiegende Verlauf und ein Mangel an adaguaten
therapeutischen Mal3nahmen zeigen die Notwendigkeit der Erforschung der zugrunde liegenden
pathogenetischen Mechanismen auf. Nur so konnen adéguate und effektive Therapien entwickelt
werden, die der Entstehung und Progression der Erkrankung entgegenwirken und die

Lebensqualitét der Patienten verbessern.

4.1 Genomweite Assoziationsstudien

4.1.1 Genomweite Assoziationsstudien bel komplexgenetischen Erkrankungen

Eine Vielzahl von Studien resultiert in der Vermutung, dass die Sarkoidose ein polyétiol ogisches
Geschehen darstellt. So wird die Sarkoidose zu den so genannten komplexgenetischen
Erkrankungen gezahlt, die durch eine mdgliche Interaktion multipler endogener und exogener
Faktoren bedingt werden. Sowohl mehrere genetische Faktoren als auch die infektiose bzw.
umweltbedingte Exposition kdnnen einen gemeinsamen Einfluss auf die Krankheitsentstehung
ausuben. Monogene erbliche Erkrankungen, so genannte Mendel’sche Krankheiten, werden
durch spezifische Mutationen, so genannte private Mutationen, in den kausalen Genen bedingt,
die oft eine grof3e Funktionsverénderung des Gens bzw. Proteins hervorrufen. Dieses klassische
Vererbungsmuster war z.B. bei der Genidentifikation des Blau-Syndroms, das klinische und
histopathologische Ahnlichkeiten mit der Sarkoidose aufweist, sehr hilfreich (Tromp et a.,
1996).

Dagegen vermutet man, dass komplexe Erkrankungen zu einem nicht geringen Teil durch in der
Bevolkerung vorkommende Variationen (Polymorphismen) bedingt sein konnen, die evt. nur
einen leichten funktionellen Effekt ausiiben. Es wird weiter vermutet, dass das Zusammenspiel
verschiedener funktioneller Polymorphismen in mehreren Genen die Grundlage einer genetischen
Prédisposition fir eine komplexe Erkrankung bilden kénnte (Spagnolo und du Bois, 2007). Dies
kann z.B. Uber additive Effekte geschehen, indem jedes Allel einen unabhéngigen Beitrag zur
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Erkrankungswahrscheinlichkeit liefert. In diesem Fal ist das Konzept der genetischen
Determination aufgegeben, da es keine Allele oder Allelkombinationen gibt, die allein notwendig
fur die Krankheitsentstehung wéren. Stattdessen verandert ein Allel die Krankheitsanfalligkeit
(Risch, 2000). Ein solches polygenes Modell kann z.B. Préavalenz, Wiederholungsrisiko und den
Beitrag der Umwelt bezlglich Volkskrankheiten gut erkldaren, und experimentelle
Untersuchungen vermogen dieses Modell zu stiitzen. Es konnte aber auch gezeigt werden, dass
das Auftreten von privaten Mutationen und so genannten ,,copy number variations* (CNV) in
Genen gehauft bel bestimmten komplexen Erkrankung auftritt, so dass vermutet wird, dass
letztendlich ein Zusammenspiel von haufig auftretenden Polymorphismen und privaten
Veranderung mit grofl3er funktioneller Relevanz die genetische Pradisposition ausmachen. Auch
bei der Sarkoidose wird vermutet, dass kein einzelner genetischer Faktor fur die Erkrankung
pradisponiert, sondern eine Reihe verschiedener Faktoren, die bis heute zum grof3en Teil nicht
bekannt sind. Ebenso sind metabolische Volkskrankheiten wie Hypertonie und Adipositas,
neurologische Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Alzheimer und Multiple Sklerose,
Immunerkrankungen wie Morbus Crohn und Asthma bronchide und viele systemische
Krebs eiden als komplexgenetische Erkrankungen anzusehen.

Verschiedene methodische Anséize zur genetischen Analyse ermoglichen die Lokalisation
spezifischer genetischer Komponenten in komplexen Erkrankungen. Unter diesen wurden in
letzter Zeit insbesondere genomweite Assoziationsstudien (GWA) erfolgreich angewandt. Als
Standarddesign fir die Assoziationsstudie dient die Fall-Kontroll-Studie (case-control study) mit
unabhangigen und unverwandten Stichproben. Von der Assoziation eines genetischen Markers
(bei modernen Assoziationsstudien SNPs) mit einer Erkrankung spricht man, wenn die relative
Haufigkeit des SNP bel Erkrankten gegentiber gesunden Kontrollen signifikant unterschiedlich
ist. Eswird also untersucht, ob ein Allel eines SNPs in der einen Gruppe haufiger vorkommt als
in der anderen. Dabel ist sowohl eine genomweite Anayse mittels neuer Chip-Array
Technologien mdoglich, as auch die Untersuchung einer ausgewéhlten Kandidatenregion oder
eines Kandidatengens. Bei |letzterem werden oft so genannte tagging SNPs benutzt, um alein der
untersuchten Population beschriebenen Haplotypen auf mégliche Assoziationen zu testen (Victor,
2007).

Kurzlich wurden die Ergebnisse der ersten genomweiten Assoziationsstudien publiziert, zum
Beispiel zu Diabetes mellitus Typ 2 von Sladek et al. (2007), die 392.935 SNPs in einer
franzosischen Fall-Kontroll-Kohorte untersuchten und darunter vier neue Loci identifizieren und
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eine bereits bekannte Assoziation bestdtigen konnten. Auch Li et al. (2008) fuhrten eine
genomweite Assoziationsstudie zur Alzheimer Erkrankung durch und lokalisierten unter 469.438
SNPs ein hoch assoziiertes Gen. Mit 753 Alzheimer Patienten und 736 gesunden Individuen in
ihrer Fall-Kontroll-Studie erzielten sie ein Ranking der SNPs basierend auf der Stérke der
statistischen Assoziation mit Alzheimer bzw. dem Erkrankungsalter. 120 SNPs mit dem
niedrigsten p-Wert fir eine genetische Assoziation mit Alzheimer wurden daraufhin in einem
zweiten Schritt ausgewertet, um falsch positive Resultate zu reduzieren und die
Veralgemeinerbarkeit einzuordnen. In drei unabhangigen genomweiten Assoziationsstudien mit
insgesamt 1406 Niederlandern und einer genomweiten Kopplungsstudie mit 1292
niederlandischen Verwandten identifizierten Kayser et a. (2008) das Gen HERC2 auf dem
Chromosom 15 as pradominanten Faktor fur die menschliche Irisfarbvariation. Plenge et al.
(2007) genotypisierten in ihrer Assoziationsstudie 397 Patienten mit Rheumatoider Arthritis auf
116.204 SNPs und verglichen sie mit den Daten von 1211 verwandten Individuen. Sie ermittelten
einen mit Rheumatoider Arthritis assoziierten SNP auf Chromosom 6g23. AulRerdem konnten sie
zeigen, dass dieser und ein weiterer kirzlich lokalisierter 3,8kb entfernter SNP statistisch
unabhangig voneinander risikohafte und protektive Haplotypen auf 6923 fir die Rheumatoide
Arthritis bestimmen.

Die Signifikanz der genetischen Assoziationen in solchen Studien wird vor alem bemessen am p-
Wert (Irrtumswahrscheinlichkeit, Kennzahl zur Auswertung statistischer Tests). Je kleiner dieser
ist, desto eher wirde die zuvor festgelegte Nullhypothese verworfen und fir eine Assoziation der
untersuchten Komponenten gesprochen werden. Wie auch in unserer Studie wird vor dem Test
ein Signifikanzniveau festgelegt, das meist bel 5% (p = 0,05) liegt.

Generell bergen Assoziationsstudien eine Reihe statistischer Schwierigkeiten, die es zu beachten
gilt. Eine gezeigte Assoziation zwischen Marker und Krankheit ist noch kein Bewels fur eine
kausale Beziehung und sollte mit Hilfe des Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) hinsichtlich des
Linkage Disequilibrium (LD) gepriift werden. An den Nachwels einer Assoziation zwischen
Krankheit und Gen sollte sich die Feinkartierung anschlief3en, bel welcher nun der genaue
Polymorphismus auf dem Genom lokalisiert wird. Eine weitere wichtige Storvariable liegt in der
Populationsstratifikation bzw. im ethnischen Confounding. Wenn sich Popul ationen verschieden
ethnischer Herkunft mit unterschiedlichen Erkrankungsraten mischen, kénnen sich Verzerrungen
bei der statistischen Auswertung ergeben (Cardon und Palmer, 2003). Assoziationsstudien
erfordern zudem eine grofde Zahl an Probanden, die besonders hinsichtlich Geschlecht und
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ethnischer Herkunft gut klassifiziert sind. Nur so kann ein aussagekréftiges Ergebnis entstehen,
dass fur die allgemeine Population glltig ist.

4.1.2 Genomweite Assoziationsstudien bel Sarkoidose

Um die genetische Basis der Sarkoidose zu untersuchen, haben die meisten bisher durchgeftihrten
Studien die Anayse von Kandidatengenen oder Kandidatenregionen vorgenommen, wéhrend die
wenigen genomweiten Scans zusétzliche Einblicke lieferten. In Anbetracht der charakteristischen
Ubersteigerten Immunreaktion bei Sarkoidose wurde besonders auf die Identifikation von
Kandidatengenen fokussiert, die in einer Dysregulation der T-Zell-Antwort folgern konnten.
Darunter fallen v.a. Gene, die in die Antigenprasentation, Zytokinantwort oder Zellsignalgebung
involviert sind. Hierbel wurden von verschiedenen Forschungsgruppen mehrere Assoziationen zu
Humanen Leukozytenantigenen (HLA), Zytokingenen, verschiedenen Rezeptorgenen (BTNL2,
TLR4 u.a) und einigen anderen (Smith et al., 2008) aufgedeckt. In einer der neusten
Publikationen zeigen Lopez-Campos et a. (2008) die Assoziation zwischen dem
Polymorphismus 3050G>C im Cyclooxygenase 2-Gen (COX2) und systemischer Sarkoidose.

Im Gegensatz dazu gibt es bislang nur eine erfolgreiche genomweite Assoziationsstudie zur
Sarkoidose: Schirmann et al. (2001) priiften an 63 deutschen Familien mit Sarkoidose die
Assoziation von 225 Mikrosatelliten Markern. Sie konnten mit 6 benachbarten Markern, die eine
Region von 16cM eingrenzen, ein hohes Bindungssignal auf dem kurzen Arm des Chromosom 6
(6p21-6p22) identifizieren. Dabel fand sich der hdchste Peak in der MHC I11 Region. AulRerdem
zeigten 6 weitere chromosomale Regionen (3p21, 1p22, 9933, langer Arm des Chromosom X,
7022 und 7qg36) schwéchere Peaks. Dieser genomweite Scan zeigte eine richtungweisende
Region auf, da sich BTNL2 im Genabschnitt mit dem hochsten Peak befindet. Valentonyte et al.
(2005) untersuchten daraufhin die so erwiesene Kandidatenregion 6p21 in einer dreistufigen SNP
Feinkartierung und identifizierten BTNL2 als hochassoziiertes Sarkoidose-Gen. Dennoch ist die
Aussagekraft fur BTNLZ2 als aleinig ausschlaggebendes Gen nur klein durch die weiteren wenn
auch schwach assoziierten Kandidatenregionen, die in der genomweiten Assoziationsstudie

lokalisiert wurden.

4.2 Sarkoidose-Fragebogen
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Fragebogen erstellt, der das Erfassen grof3er Kohorten der

komplexgenetischen Erkrankung Sarkoidose ermoglicht. Auch Newman et a. (2004)
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entwickelten mit ACCESS einen Fragebogen, um damit mogliche berufliche, okologische und
infektiose Expositionen an Sarkoidose-Patienten zu erfassen. Zudem wurde ein Antell ihrer
Patienten zur Diagnose und nach einer Zeitspanne von 24 Monaten hinsichtlich des Organbefalls
bewertet.

Die Besonderheit unseres Fragebogens liegt in der sehr detaillierten Befragung der
Organbeteiligung (Module 2). ACCESS é&hnlich werden die klinischen Befunde
(Organbeteiligung, Lungenfunktion und Blutwerte) zum Zeitpunkt der Diagnose und nach einer
Dauer von mindestens 24 Monaten registriert. Da die statistischen Daten beziglich der
extrapulmonalen Organbeteiligung in der Literatur schwanken, trégt der Fragebogen dazu bei,
durch den Vergleich eine moglichst redlistische Einschdtzung des Krankheitsverlaufs zu
gewinnen. Die Aufnahme in die Kohorte erfordert eine histologisch bewiesene Sarkoidose, mit
Ausnahme des klinisch eindeutigen Lofgren-Syndroms. Eine strikte Definition der verschiedenen
Verlaufsformen (akuter bzw. subakuter Beginn, akuter bzw. chronischer Verlauf, Lofgren-
Syndrom, Heerfordt-Syndrom) gewéhrleistet die sichere Klassifizierung der Patienten. Im
Gegensatz zu ACCESS fokussiert der Fragebogen weniger auf die beruflichen und 6kologischen
Expositionsfaktoren, sondern konzentriert sich verstérkt auf die Therapie, Organbeteiligung und
grundlegende klinische Untersuchungen (Lungenfunktion, Labor, BAL, HRCT). Auf diese Weise
ermdglicht er eine Verlaufsbeurteilung sowohl des einzelnen Patienten als auch der Kohorte in
seiner Gesamtheit. Der Fragebogen soll zukinftig praktisch eingesetzt werden, um ihn an

groRerer Patientenzahl anzuwenden und ggf. weitere rel evante Faktoren einzuftigen.

4.3 Mutationsanalysein BTNL2

Die molekulare Untersuchung der Sarkoidose ist momentaner Gegenstand der Forschung und hat
mit BTNL2 bereits ein richtungweisendes Gen identifiziert. So kann nach Valentonyte et al.
(2005) der Polymorphismus eines einzigen spezifischen Basenpaares in BTNL2 das
Krankheitsrisiko um 60% erhéhen. Sind beide Genkopien betroffen, so verdreifacht sich sogar
die Wahrscheinlichkeit an Sarkoidose zu erkranken. Die grof3e funktionelle Auswirkung dieses
einen Polymorphismus zeigt sich darin, dass ein homozygoter Trager des assoziierten SNP
rs2076530 die Funktion seiner beiden Genkopien verliert und damit als Konsequenz die Funktion
des kompletten Gens. Der funktionelle Verlust von BTNL2 folgert in der Pradisposition fir
Sarkoidose. Etwa 65% der deutschen Bevdlkerung sind (homo- oder heterozygote) rs2076530
Tréger (Vaentonyte et al., 2005; Li et al., 2006). Somit ist der Polymorphismus substantiell auf
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der Bevdlkerungsebene vertreten, aber hat nur einen gemaldigten Einfluss auf das individuelle
Erkrankungsrisiko.

4.3.1 Somatische Mutationen

Schon vor zwei Jahrzehnten prognostizierte Robert Weinberg die Bedeutung somatischer
Mutationen as Krankheitsbahnenden Mechanismus. Die Besonderheit somatischer Mutationen
liegt darin, dass sie im Gegensatz zu Keimbahnmutationen spontan auftreten und lediglich eine
Veranderung der betroffenen Korperzelle und ihrer Nachkommen bewirken. Sie kdnnen nicht
vererbt werden. lhre Auswirkungen sind vor allem aus der Onkologie bei der Entstehung des
Kolonkarzinoms und anderen malignen Erkrankungen bekannt. Die Krebserkrankung geht dabei
aus einzelnen durch somatische Mutation veranderten Zellen hervor, die das Wachstum und den
Uberlebensvorteil dieser Zellen ermdglichen.

Zunehmend werden auch bei benignen Erkrankungen somatische Mutationen als ursachlicher
Pathomechanismus vermutet bzw. erkannt. Hier kommt es jedoch nicht zum ungehemmten
Zellwachstum wie bel malignen Erkrankungen, sondern die Mutation fuhrt zu einer jeweils
spezifischen Funktionsverénderung eines Gens und seines Proteins. So beschreiben Tinschert et
al. (2000) bel einem Patienten mit segmentaler Neurofibromatose erstmalig eine somatische
Mutation in Form einer NF1-Mikrodeletion. Gollob et a. (2006) untersuchten in ihrer Studie 15
Patienten mit Vorhofflimmern. Sie stellten die Hypothese auf, dass die idiopathische atriale
Fibrillation einen genetischen Ursprung hat und dass eine gewebespezifische Mutation in GJAS,
dem fir Connexin 40 kodierenden Gen, den Herzvorhof zum Fimmern préadisponiert. So
untersuchten sie genomische DNA, extrahiert sowohl aus kardidem Gewebe as auch aus
peripheren Leukozyten, auf GJAS-Mutationen und ihre funktionellen Auswirkungen. Dabei
weisen drei der 15 Patienten eine somatische Mutation und ein vierter Patient eine
Keimbahnmutation auf, die als Folge alle einen verminderten intrazelluléren Transport oder eine
reduzierte intrazellul&re elektrische Kopplung aufzeigen. Holzelova et a. (2004) konnten in ihrer
Studie um das Autoimmun-Lymphoproliferative Syndrom an 2 von 6 erkrankten Kindern zeigen,
dass somatische Mutationen auch sporadische Formen der Autoimmunerkrankung bewirken
koénnen. Die geschadigten Zellen kodieren hier fir abnormale Fas-Proteine bzw. werden unféhig
den Oberflachenrezeptor Fas zu exprimieren, der fir die so notwendige Apoptose verantwortlich
ist. So entstehen Lymphozyten mit Fas-Defekt, die dem programmierten Zelltod entgehen,
akkumulieren und folglich eine Lymphadenopathie und Splenomegalie verursachen.
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Methodische Hinder nisse beim Nachweis somatischer Mutationen aus fixiertem Gewebe

Vor diesem Hintergrund — zum einen der hohen pathogenetischen Bedeutung von BTNL2 fir
Sarkoidose und zum anderen der Erkenntnis, dass sich auch bei nichtmalignen Erkrankungen
zunehmend somatische Mutationen as ursachlicher molekularer Mechanismus identifizieren
lassen — wurden in der vorliegenden Arbeit 20 an Sarkoidose erkrankte Patienten primér auf
somatische Mutationen in BTNL2 untersucht. Dies stellt bislang die erste Studie zur Sarkoidose
dar, in der Untersuchungen auf somatische Mutationen beschrieben werden.

Fur unsere Studie wurde das genetische Material der 20 Patienten sowohl aus Vollblut als auch
aus archivierten Lymphknotenbiopsien extrahiert, um es auf Veradnderungen in BTNL2 zu
Uberprifen. Formalin fixierte, in Paraffin gebettete Gewebeproben prasentieren bislang die grofite
Quelle von archiviertem biologischem Material, das basierend auf molekul argenetischer Analyse
fur epidemiologische Studien verwendet wird. Eine effiziente DNA-Extraktion stellt noch immer
eine labortechnische Herausforderung dar, da das genetische Material nach dem
Behandlungsprozess oftmals degradiert vorliegt. Sogar eine kurzzeitige Behandlung des Gewebes
mit Formalin kann die DNA-L0Osbarkeit reduzieren und ihre Degeneration bewirken. Sjoholm et
a. (2005) konnten zeigen, dass die Degeneration initiiert wird in der AT-reichen Region der
doppelstrangigen DNA durch Brechen der Wasserstoffbriickenbindungen und einer verminderten
Anlagerung der Basen. Im Vergleich zu frisch gefrorenem Gewebe weist mit Formalin fixiertes
genetisches Material eine hohe Frequenz an nicht reproduzierbaren Sequenzabfolgen auf. Dies
koénnte auf der durch Formalin verursachten Quervernetzung der Cytosin-Nukleotide beruhen,
die, auf diese Weise verandert, von der Tag Polymerase in der PCR nicht mehr erkannt werden
kann. Eine weitere Ursache vermag in der iberlangen Archivierung der Proben liegen. Altere
Proben zeigen zum einen unterschiedliche Techniken der Gewebedehydration auf, zum anderen
durch Formalin verursachte DNA-Umstrukturierungen, die mit der Zeit zunehmen. So sinkt die
Erfolgsrate der Genotypisierung mit zunehmender Aufbewahrung und erhohter Lénge des
Amplikons (Bernstein, 2002). Talaulikar et al. (2008) fuhrten eine komparative Untersuchung mit
14 frisch gefrorenen und 13 Formalin fixierten, in Paraffin gebetteten Knochenmarksbiopsien
durch. Dabei konstatierten sie, dass amplifizierbare DNA zwar aus beiden Materialien extrahiert
werden kann, frisch gefrorenes Gewebe jedoch as Quelle von DNA-Matrizen Uberlegen ist,
insbesondere fur groRere PCR-Produkte. Im Gegensatz zu 100% des frisch gefrorenen Materials,
erzielten die mit Formalin und Paraffin behandelten Gewebeproben nur in 8% der Félle Produkte
bis zu 600bp und in ihrer Gesamtheit lediglich Fragmente von 96bp Lange. Auch in der
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vorliegenden Arbeit machten wir die Erfahrung, dass ein Teil unseres DNA-Materias zwar in
hoher Quantitét, aber verminderter Qualitdt vorlag und sich léangere Basenabschnitte trotz
mehrmaliger Wiederholung nicht amplifizieren lief3en. Die 7 untersuchten Exons von BTNL2
betragen eine Lange zwischen 357 und 646bp. Generell sollten in nachfolgenden Studien
Biopsien in gewebeschonenderer Form von frisch gefrorenem Material als Alternative in Betracht

gezogen werden, sofern die Rekrutierung der Kohorte gewahrleistet werden kann.

Somatische Mutationen sind selten, kommen aber vor

Trotz dieser erschwerten Bedingungen konnten 9 unserer 20 DNA-Proben in guter Qualitét
extrahiert werden. Aus diesen 9 weist ein Patient eine somatische Mutation in BTNL2 auf. Die
Substitution von Guanin zu Adenin an der genomischen Position 849 (¢.849G>A, NM_019602)
im Exon 6 bewirkt durch ein abweichend kodierendes Basentriplett einen Aminosaurenaustausch
und damit ein strukturell verandertes Protein. Beziiglich des Polymorphismus rs2076530 ist der
Patient heterozygot und tragt den Genotyp AG. Nach Li et al. (2006) ist mit dem G-Allel eine
protektive Funktion verbunden, seine Trager korrelieren weltaus weniger haufig mit dem Befund
einer Sarkoidose as hetero- oder homozygote A-Allel Trager. Demnach wére anzunehmen, dass
dieses erste G-Allel bel dem Patienten funktionsféhig sei. Das zweite A-Allel hingegen konnte
durch die von Valentonyte et al. (2005) beschriebene Mutation geschadigt worden sein.
Entscheidend ware nun, auf welchem Alldl die obige somatische Mutation liegt. Um dies zu
bestimmen, versuchten wir ein langeres Amplikon unter Einschluss beider Mutationsorte
herzustellen, um mittels Haplotypanalyse zu orten, auf welchem Transkript sich die somatische
Mutation befindet. Aufgrund oben beschriebener Bedingungen gelang es aber trotz mehrmaliger
Wiederholung nicht, die Basenabfolge Uber die Lange der beiden Exons 5 und 6 zu amplifizieren.
So bleiben folgende zwei M6glichkeiten bestehen: Wenn nun die somatische Mutation auf dem
urspringlich protektivem G-Allel liegt, wéaren beide Transkripte von BTNL2 durch jeweils eine
Mutation belastet, ndmlich das A-Allel eben durch den Polymorphismus rs2076530 und das G-
Allel durch die Mutation ¢.849G>A (NM_019602). Liegt die somatische Mutation hingegen auf
dem A-Alld, so verbleiben ein durch zwei Mutationen geschadigtes und ein intaktes Allel.
Bekanntlich stellt die Sarkoidose eine komplexgenetische Erkrankung dar, deren genetische Basis
von multiplen Genen getragen wird. Neben vermutlich mehreren noch unerforschten Genen ist
BTNL2 mit einer hohen Beteiligung an der Krankheitsentstehung der Sarkoidose identifiziert
worden. Da der obige Patient an Sarkoidose erkrankt ist, liegt die Moglichkeit nahe, dass BTNL2
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im genetischen Entstehungsprozess der Krankheit eine ausschlaggebende Rolle spielt. So besteht
die Vermutung, dass die somatische Mutation des Patienten einen Verlust des Gens herbeigeftihrt
haben konnte, der die Entstehungswahrscheinlichkeit der Sarkoidose erhdht und mit anderen
Faktoren ursachlich verantwortlich ist. In einer nachfolgenden Studie soll mit Hilfe anderer
Methoden nochmals versucht werden, ein langeres Amplikon Uber beide genannten
Mutationsorte herzustellen und den Haplotyp des Patienten zu bestimmen.

Auch wenn aus 9 Patienten immerhin eine Person mit somatischer Mutation gesichert werden
konnte, so muss dieses Ergebnis unbedingt zukinftig an einer grof3eren Kohorte bestétigt werden.
Dennoch erdffnet dieser Fund schon jetzt die Moglichkeit eines fur die Sarkoidose neuen Modells
der somatischen Mutation in der Krankheitsentstehung und bestétigt die bedeutende Rolle von
BTNL2 fir Sarkoidose.

4.3.2 DieBesonderheit von vier Mutationen auf einem G-Allel

Bel einer weiteren Patientin konnten wir vier Keimbahnmutationen in BTNL2 lokalisieren, die
sich ale auf dem Exon 5 befinden: ¢.560G>A, c.601A>G, c566A>T und c.724G>A
(NM_019602). Dabei ist es hochst ungewohnlich, dass gleich vier Mutationen in unmittel barer
Nahe zueinander liegen, von denen mindestens zwei (c.560G>A und c.601A>G) mit hoher
Wahrscheinlichkeit schadigend auf das Gen wirken. In diesem Fall ist bedeutend, dass die
Patientin hinsichtlich des Polymorphismus rs2076530 homozygote Trégerin des G-Allelsist. lhr
Gen kann folglich nicht durch den von Valentonyte et a. (2005) beschriebenen SNP geschéadigt
worden sein. So besteht die Méglichkeit, dass die Fille von vier Mutationen bei dieser Patientin
zum Funktionsverlust von BTNL2 gefiihrt hat.

Um zu bestimmen, ob die Polymorphismen ale auf einem oder verteilt auf beiden Transkripten
liegen, wurde eine Haplotypanalyse durchgefihrt. Unter Einbezug des genetischen Materials
beider gesunder Geschwister konnte auf die allelische Verteilung der Mutationen geschlossen
und die jeweiligen Haplotypen untereinander verglichen werden. Die Anayse ergab, dass dle
vier beschriebenen Mutationen auf demselben Allel liegen. An diesem Punkt stellt sich die Frage,
auf welche Weise die vielen Mutationen auf einem Allel entstanden sein konnten. Eine mdgliche
Erklarung liegt in den Pseudogenen. Diese sind DNA-Abschnitte, die zwar wie ein Gen
aufgebaut sind, aber in ihrer Struktur durch Mutationen so geschadigt wurden, dass sie nicht
weiter in funktionsfahige Genprodukte transkribiert werden kénnen. Eine geringe Anzahl von

Pseudogenen sind ehemals funktionierende Gene, die durch eine Reithe von Mutationen
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inaktiviert wurden. Die meisten aber sind funktionslose Duplikate von funktionierenden Genen,
die schon frih im Duplikationsprozess oder aber im Laufe der Zeit durch angesammelte
Mutationen ihre Funktion verloren haben. Es ist aber auch denkbar, dass das durch die vier
Mutationen geschadigte Transkript von BTNL2 auf einen reduzierten evolutiondren Druck
zurtckzufthren ist. Méglicherweise entstand vor vielen Generationen eine Mutation, die zum
Funktionsverlust des Allels fuhrte. Da das Allel nun keinem evolutiondren Druck mehr unterlag,
konnten sich leicht weitere Mutationen angesammelt haben und an die néchste Generation weiter
vererbt werden.

Neben der Patientin ist lediglich der Bruder ebenfalls Tréager dieses Alldls, ihre Schwester tragt
zwel diesbeziiglich mutationsfreie Allele. Beide Geschwister sind jedoch hinsichtlich des
Polymorphismus rs2076530 heterozygot und nicht von der Erkrankung betroffen. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass sie mit 78 und 82 Jahren keine Sarkoidose mehr entwickeln werden. Somit
ist strittig, welches Mal3 an Bedeutung BTNL2 fur die Entstehung der Sarkoidose in dieser
Familie hat. Der Bruder der Patientin beispielsweise ist auf einem Allel mit den vier obigen
Mutationen, auf dem anderen Allel mit dem al's nachteilig bekanntem SNP rs2076530 bel astet (s.
Abb.9), so dass sein BTNL2-Genprodukt mutmal3dich in seiner Funktion beeintréchtigt ist. Trotz
dieses fir die Sarkoidose unglnstigen Faktorsist er gesund, was wiederum unterstreicht, dass die
Sarkoidose einen komplexgenetischen Prozess darstellt, in dem multiple Gene einen Effekt von
unterschiedlich hoher Relevanz zum Erkrankungsgeschehen beitragen. Womoéglich sind andere
ausschlaggebende Faktoren bei ihm intakt und wirken protektiv. Unsere Patientin ist mit einem
intakten und einem durch die Mutationen beeintréchtigten Transkript an Sarkoidose erkrankt, was
auf andere noch unerkannte Faktoren hinweist, die primar fir die Entstehung der Krankheit

verantwortlich sind.

4.3.3 Relevanz desExon 3 fur BTNL2

In einem dritten Schritt wurde das Auftreten der Deletion ¢.450delC in Exon 3 von BTNL2 an
einem erwelterten Kollektiv von insgesamt 210 Probanden beobachtet und mit einer
Kontrollgruppe von 201 Personen verglichen. Die Genotypverteilung ergab, dass der Genotyp
CC unter den Sarkoidose-Patienten mit 84,3%, im Kontrollkollektiv mit 85,5% vertreten ist. Der
Genotyp CO fand sich bel 15,2% der Sarkoidose-Patienten und bei 14,4% der Normal personen,
nur ein Sarkoidose-Patient (0,5%) zeigte eine homozygote C-Deletion. Mit einem p-Wert von

0,49 im Chi-Quadrat-Test nach Pearson ergeben diese Werte somit keinen signifikanten
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Zusammenhang zwischen der Sarkoidose und der untersuchten Deletion. In ihren ersten
Untersuchungen zu BTNL2 erreichten Stammers et al. (2000) keine zusammenhangenden cDNA-
Produkte fur die Exons 1-4 und 5-6, in der Annahme, dass zwei verschiedene Gene existieren.
Vaentonyte et al. (2005) schlossen das Exon 3 im weiteren Verlauf von ihren Untersuchungen
aus. Die fehlende Assoziation mit der Sarkoidose liefert den indirekten Hinweis dafir, dass das
Exon 3 wahrscheinlich kein kodierender Abschnitt von BTNL2 ist und bekréftigt das Vorgehen
der Kieler Forschungsgruppe. Denn wére die Deletion ¢.450delC mit der Sarkoidose assoziiert,
so wurde ihre genetische Auswirkung das BTNL2-Genprodukt in seiner Funktion derart
schadigen, dass unter der Gesamtheit der Deletion ¢.450del C-Tréger in unserer Studie vermutlich
ein weit haufigeres Auftreten der Sarkoidose zu beobachten wére. So ist anzunehmen, dass das
Exon 3 mit seinen potenziellen genetischen Verdnderungen keine Relevanz fur das gesamte Gen
hat, und dieses in seiner Funktion nicht beeinflusst. Diese Vermutung wurde jedoch lediglich
anhand von Untersuchungen der DNA indirekt erschlossen. Um die funktionelle Bedeutung des
Exon 3 fur BTNL2 exakter definieren zu kdnnen, ist es entscheidend, zukiinftig auch auf RNA-

Ebene nachzuweisen, ob das Exon fir aternative Isoformen von BTNL2 benutzt wird oder nicht.

4.4 Ausblick

In unseren Untersuchungen wurden zwei genetische Mechanismen beobachtet, die zum
Funktionsverlust von BTNL2 fuhren kénnen und somit moglicherweise fur die Sarkoidose
pradisponieren. In dieser Arbeit wurde gezielt auf BTNL2 als Suszeptibilitdtsgen fokussiert.
Dabei bleibt BTNL2 ein wichtiger Faktor, ist jedoch nicht einzig ausschlaggebend fur die
Ausosung der Krankheit und muss im Rahmen verschiedener pradisponierender Faktoren
betrachtet werden. Die individuell unterschiedliche Bedeutung fur den jeweiligen genetischen
Prozess der Krankheitsentstehung unterstreicht den polyétiologischen Charakter dieser
komplexgenetischen Erkrankung. Zukunftig ist zu kl&ren, wie relevant BTNL2 im speziellen und
mit welchem Mal3 an Bedeutung generell die endogenen und exogenen Komponenten am
Entstehungsprozess der Sarkoidose beteiligt sind. Diese Zusammenhange werden Gegenstand
nachfolgender Untersuchungen sein.

In Zukunft sollen weitere genomweite Assoziationsstudien bel Sarkoidose-Patienten durchgefihrt
werden, um Uber die ldentifizierung neuer Verdnderungen, Mutationstypen und neuer Gene
weitere Einblicke in die genetische Ursache der Sarkoidose zu erhalten. Grofere Kohorten as

bisher sind hierfir notwendig, um eine fir die Bevolkerung allgemeingultigere Aussage Uber die
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untersuchten Zusammenhange zu treffen. Ahnlich wie SNPs sollen auch Copy number variations
(CNV) in neueren Assoziationsstudien als genetische Marker dienen. CNVs bezeichnen die
Varianten bzw. Anzahl von Kopien eines bestimmten Gens im Genom und kénnen fiur das
Individuum spezifisch in nur einer, drei oder auch héherer Kopienzahl vorliegen. Mit Hilfe neuer
Genchips ist es kunftig moglich bis zu 1,8 Millionen genetische Marker im initialen Durchlauf
einer Genuntersuchung auf Assoziation zu prifen, was eine hochste Abdeckung des Genoms
erlaubt. Kandidatenregionen und Kandidatengene kdnnen so effizienter mittels Feinkartierung auf

fr die Sarkoidose prédisponierende V erénderungen untersucht werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Sarkoidose reprasentiert eine entziindliche Multisystemerkrankung ungeklarter Atiologie, die
in akuter oder chronischer Form verlaufen kann. Vor allem Erwachsene jungen und mittleren
Alters sind betroffen und zeigen meist eine bihiléare Lymphadenopathie und eine Manifestation
der Lunge, doch auch nahezu jedes andere Organ kann betroffen sein. Die Sarkoidose wird zu
den komplexgenetischen Erkrankungen gezahlt, die durch en interagierendes Geschehen
multipler endogener und exogener Faktoren bedingt werden. Ungleiche Préavalenzen in ethnisch
verschiedenen Bevolkerungsgruppen und das familidr gehdufte Auftreten unterstreichen dabel die
Vermutung einer genetischen Grundlage. Mit BTNL2 wurde kirzlich ein fur die Sarkoidose
pradisponierendes Gen erkannt, auf dem der assoziierte SNP rs2076530G>A einen
Funktionsverlust des Transkripts verursacht.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein Fragebogen erstellt, der am Beispiel der
Sarkoidose die Erhebung von Kollektiven fur die Analyse komplexgenetischer Erkrankungen
erlaubt. Die detaillierte Befragung der Organbeteiligung zum Zeitpunkt der Diagnose und nach
24 Monaten ermdglicht eine Verlaufsbeurteilung des einzelnen Patienten und eine diesbeztiglich
statistische Bewertung der Kohorte. Der Fragebogen soll zukinftig an grofRerer Patientenzahl
praktisch eingesetzt werden.

Im zweiten, experimentellen Teil wurde BTNL2 auf weitere molekulare M echanismen untersucht,
die fur die Sarkoidose prédisponieren. Hierfir wurde die DNA 20 selektierter Sarkoidose-
Patienten aus Blut-Leukozyten und befallenen Lymphknotenbiopsien extrahiert. Einige Proben
lagen wie erwartet aufgrund der Art ihrer Fixierung und Aufbewahrung in zu niedriger Qualitét
vor, doch konnten 9 von 20 Proben mittels PCR amplifiziert und dann sequenziert werden. Die
Genotypisierung ergab eine somatische Mutation bei einem fir obigen Polymorphismus
heterozygoten Patienten. Es ist nicht gesichert, ob die Mutation auf dem intakten oder bereits
geschédigten Allel liegt, und ob diese folglich zum Funktionsverlust des Gens und damit zur
Préadisposition fUr Sarkoidose fuhrt. Dennoch er6ffnet dieser Fund den Weg eines neuen Modells
der somatischen Mutation in der Sarkoidose-Entstehung und bestétigt die bedeutende Rolle von
BTNL2 fur die Erkrankung. Bei einer weiteren fur das G-Allel homozygoten Patientin konnten
vier benachbarte Keimbahnmutationen gefunden werden, die mittels Haplotypanalyse alle auf
einem Allel nachgewiesen wurden. Moglicherweise hat die Fille von vier Mutationen bei dieser

Patientin - zum  Funktionsverlust eines  Transkripts gefuhrt und damit die
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Entstehungswahrscheinlichkeit der Sarkoidose erhtht. Bei drel anderen Patienten wurde die
Deletion ¢.450delC im Exon 3 identifiziert, woraufhin das Auftreten dieser Deletion im Rahmen
einer Fal-Kontroll-Studie am erweiterten Kollektiv von 210 Patienten und 201 gesunden
Personen beobachtet wurde. Die Genotypverteilung ergab keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen der Sarkoidose und der untersuchten Verénderung, so dass geschlussfolgert wurde, dass
das Exon 3 vermutlich kein kodierender Abschnitt von BTNL2 ist. Um die funktionelle
Bedeutung des Exon 3 fur BTNL2 exakter definieren zu konnen, ist es jedoch entscheidend dies
zukunftig auch auf RNA-Ebene nachzuweisen.

BTNL2 bleibt as Suszeptibilititsgen ein wichtiger Faktor, ist jedoch nicht einzig
ausschlaggebend fur die Auddsung der Sarkoidose und muss im Rahmen verschiedener
pradisponierender Faktoren betrachtet werden. Die individuell unterschiedliche Bedeutung fir
den jeweiligen genetischen Prozess der Krankheitsentstehung unterstreicht den polyétiol ogischen
Charakter dieser komplexgenetischen Erkrankung. Zukinftig ist zu kldren, wie relevant BTNL2
im speziellen und mit welchem Mal3 an Bedeutung generell die endogenen und exogenen
Komponenten am Entstehungsprozess der Sarkoidose betelligt sind. In nachfolgenden
Untersuchungen sollte an grof3eren Kollektiven die somatische Mutation bestétigt und BTNL2 auf
weitere pradisponierende Mechanismen untersucht werden. Genomweite Assoziationsstudien mit
neusten Genchip-Technologien eréffnen zudem die Mdglichkeit, Uber die Identifizierung neuer
Veranderungen, Mutationstypen und neuer Gene welitere Einblicke in die genetische Ursache der
Sarkoidose zu erhalten.
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6. ANHANG

Sar koidose-Fragebogen:

Choose Patient| New Patient - Save data ‘ Clear data Version 1.2

ID |:| ID will be automatically assigned - do not change!
D- number 1
center [ 1 eg UKB=Uniklinikum Bonn
date of issue (last supplementation) [ 1 [year/mmidd]
Date of birth [ 1 I[year/mmidd]
Sex |:| 1=male, 2=female
Heigth (present-day) [ 1 em
Weight (present-day) [ 1 Ikd
Smoking history [ 1 o0=never, 1=in the past, 2=currently
Cumulated packyears ]
Date of first manifestation (initial diagnosis) [ 1 [year/mmidd]
Date of first visit at the center [ 1 Iyear/mmidd]
Observation period at the center [ 1 I[months]
Is the patient a twin? [ 1 o0=no,1=yes, monozygotic twin, 2=yes, fraternal twin
Origin: Are all grandparents white coloured ? [ 1 o0=no,1=yes
If no please give information about all 4 grandparents [ ]
Is there any history of familiary sarcoidosis ? [ 1 o0=no,1=yes
If yes please give information which relative ]

History of oncologic or rheumatic or Crohns disease? [ |  0=no, 1=yes

History of Typel allergy ? [ 1 o0=no,1=yes

Sarcoidosis was proven histologically [ 1 o0=no,1=yes. Only patients with clear Loefgren syndrome
should be included without any proof by biopsy
Presence of (minimal) caseating granuloma [ 1 o=no,1=yes histologically proven sarcoidosis with

minimal caseating granuloma

Histologic evidence of fibrosis [ 1 o0=no,1=yes

Is there any extrapulmonary organ involvement ? [ 1 o0=no,1=yes

Course of disease

Acute onset [ 1 o0=no, 1=yes patient presented initially with malaise (e.g.
fever/ subfebril, night sweat, weight loss, abnormal

Subacute onset [ ] 0=no,i=yes patient presented initially not with malaise

Loefgren syndrome [ 1 o0=no, 1=yes (definition: evidence of bihiliary lymph node

swelling in chest x-ray, erythema nodosum, (arthritis not

Incidental diagnosis [ ] o=no1=yes

Spontaneous resolution [ ] 0=no,1=yes received noimmunosuppressive treatment,
clinical remission (malaise, dyspnea...)

Number of relapses [ ]

Heerfordt syndrome [ ] o0=no, 1=yes (definition: evidence of swollen parotid
gland, uveitis, facial nerve paresis)

clinical course [ 1 o0=acute, 1=chronic (definition: more than 2 years or 2

episodes in a lifetime)
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Prednisolone treatment

Was Prednisolone treatment required at all?

Requirement for prednisolone treatment at any point in time
Requirement for additional immunosuppressive treatment

Requirement for another course of prednisolone ]

treatment within 24 months

Could you recognize an improvement/ positive response [ ]
to prednisolone treatment

Prednisolone treatment required at initial diagnosis

Rationale for immunosuppressive therapy ?

Pulmonary function loss

Clinical symptoms: fatigue, fever, weight loss,... ]
Extrapulmonary organ involvement (e.g. cerbral, renal, [ ]

myocardial,..)

Clinical symptoms: cough/ dyspnea

Radiologic type and pulmonary function (at initial diagnosis)
Radiologic type (at initial diagnosis)
Spontaneous resolution of radiologic signs

Radiologic type (at the end of observation time)

Radiologic course (within the radiologic type, attheend [ ]

of observation time)
Pulmonary function at initial diagnosis

Pulmonary function within 2 years

CO-Diffusion capacity

Module 1, general symptoms

Symptoms at initial diagnosis

Cough (at initial diagnosis)

Dyspnoe at exertion (at initial diagnosis)
Fatigue or fever or night sweat or weight loss
(at initial diagnosis)

Arthralgia (at initial diagnosis)

Module 2, organ involvement

Organ involvement at initial diagnosis
Pulmonary involvement (at initial diagnosis)

Bronchial (at initial diagnosis)
Parenchymal (at initial diagnosis)
Pleural (at initial diagnosis)

Swollen lymph nodes (at initial diagnosis)

Hilar / mediastinal (at initial diagnosis)
Cervical (at initial diagnosis)

Axillary (initial diagnosis)

Inguinal (initial diagnosis)

Abdominal (initial diagnosis)

0=no, 1=yes

0=no, 1=yes

0=no, 1=yes

0=no, 1=yes

0=no, 1=yes (if the patient requires prednisolone therapy
for more than 1 year, please enter yes)

0=no, 1=yes (e.g. improvement in pulmonary function
test: TLC% > 10%, FVC% > 10%, DLCO% > 15%)

0=no, 1=yes
0=no, 1=yes
0=no, 1=yes

0=no, 1=yes

[0=0, 1=I, 2=Il, 3=llI, 4=1V]
0=no, 1=yes
[0=0, 1=, 2=II, 3=IlI, 4=IV]

O=deteriorated, 1=improved, 2=stable

O=normal, 1=pulmonary function is limited

O=improved (TLC/VC improved > 10% percent predicted),
1= stable, 2= declined (TLC/VC declined > 10% percent
O:irﬁpfOVéd (DLCO improved > 15% percent predicted),
1= stable, 2= declined (DLCO declined > 15% percent
predicted)

0=no, 1=yes
0=no, 1=yes

0=no, 1=yes

0=no, 1=yes

0=no, 1=yes, 3=not known

0=no, 1=yes (endobronchial aspect), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes clinically (CT-scan), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes clinically (CT-scan), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes 3=not known

0=no, 1=yes(CT-scan, ultrasound, MRI), 2=yes biopsy
proven, 9=not known

0=no, 1=yes (CT-scan, ultrasound, MRI), 2=yes biopsy
proven, 9=not known

0=no, 1=yes (CT-scan, ultrasound, MRI), 2=yes biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes (CT-scan, ultrasound, MRI) 2=yes biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes (CT-scan, ultrasound, MRI), 2=yes biopsy
proven, 3=not known



Skin involvement (initial diagnosis)
Scars (initial diagnosis)
E. nodosum (at initial diagnosis)
Eyes (at initial diagnosis)
Retinitis (at initial diagnosis)
Scleritis/ Uveitis (at initial diagnosis)
Conjunctivitis (at initial diagnosis)
Central nervous system (at initial diagnosis)
Facial palsy (at initial diagnosis)
N. Opticus involvement (at initial diagnosis)

Cerebral granuloma (at initial diagnosis)
Involvement of pituitary gland (at initial diagnosis)
Meningitis (at initial diagnosis)

Polyneuropathy (at initial diagnosis)
Small fibre neuropathy (at initial diagnosis)
Swollen Glands

Salivary gland G. parotis/ submandibularis
(initial diagnosis)

Lachrymal gland (initial diagnosis)

Signs of cardiac involvement (at initial diagnosis)
ECG-alteration (at initial diagnosis)

Myocarditis / cardiomyopathy (at initial diagnosis)

Pericardium effusion (at initial diagnosis)
Signs of hepatic involvement (at initial diagnosis)
Biliary duct (at initial diagnosis)

Hepatic granuloma (at initial diagnosis)
Spleen (at initial diagnosis)
Signs of renal involvement (at initial diagnosis)

Renal granuloma (at initial diagnosis)
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L 1
[ 1]

Nephrocalcinosis / Nephrolithiasis (at initial diagnosis) |

Hypercalcurie (at initial diagnosis)
Muscle (at initial diagnosis)

Arthritis (at initial diagnosis)
Bone (at initial diagnosis)
Bone marrow (at initial diagnosis)

Tonsil (at initial diagnosis)

Gut (at initial diagnosis)

Appendix (at initial diagnosis)
Testes (at initial diagnosis)
Ovary / Uterus (at initial diagnosis)

Mamma (at initial diagnosis)

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes, 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes (MRI-diagnosis), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes (MRI-diagnosis), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes (MRI-diagnosis and liquor punction), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes (ENG), 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes (ENG), 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes 3=not known

0=no, 1=yes ( Sicca-Syndrome + swollen glands), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes ( Sicca-Syndrome + swollen glands), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes 3=not known

0=no, 1=yes (bundle block), 3=not known

0=no, 1=yes clinically (echocardiography,
coronarangiography without pathologic findings ), 2=yes
0=no, 1=yes, 3=not known

0=no, 1=yes, 3=not known

0=no, 1=yes (ultrasound, laboratory findings), 2=biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes (ultrasound, CT-scan, laboratory findings),
2=yes biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes (enlargement seen at CT-scan, ultrasound,
(thrombocytopenia)), 2=histologically proven, 3=not
0=no, 1=yes, 3=not known; hypercalcaemia or
parenchymal involvement

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes hypercalcaemia or calcium-crystal-stone,
3=not known

0=no, 1=yes 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven (puncture),
3=not known

0=no, 1=yes (radiologic signs: cystic changes), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes (leukopenia, thrombopenia, anemia), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known



75

Organ involvement in the course of disease

Pulmonary involvement (in the course of disease) 1
Bronchial (in the course of disease) 1

Pulmonary parenchymal (in the course of disease) [
Pleural (in the course of disease) ]

Swollen lymph nodes (in the course of disease) 1
Hilar / mediastinal (in the course of disease) ]

Cervical (in the course of disease) [
Axillary (in the course of disease) 1
Inguinal (in the course of disease) 1
Abdominal (in the course of disease) ]

Skin involvement (in the course of disease) 1
Scar involvement (in the course of disease) ]
E. nodosum (in the course of disease) ]
Eyes (in the course of disease) [
Retinitis (in the course of disease) 1
Scleritis (in the course of disease) 1
Conjunctivitis (in the course of disease) 1
Central nervous sytem (in the course of disease) 1
Facial palsy (in the course of disease) 1
N. Opticus involvement (in the course of disease) [
Cerebral granuloma (in the course of disease) 1

Involvement of pituitary gland (in the course of disease)
Meningitis (in the course of disease) 1

Polyneuropathy (in the course of disease) 1
Small fibre neuropathy (in the course of disease) ]
Swollen Glands (in the course of disease) ]

Salivary gland G. parotis/ submandibularis (in the [

course of disease)

Lachrymal gland (in the course of disease) 1

Signs of cardiac involvement (in the course of disease) [ |
ECG-alteration (in the course of disease) ]
Myocarditis / cardiomyopathy (in the course ]

of disease)

Pericardium effusion (in the course of disease) [
Signs of hepatic involvement (in the course of disease) [ |

Biliary duct (in the course of disease) ]
Hepatic granuloma (in the course of disease) 1
Spleen (in the course of disease) ]

Objective: please state organ involvement at the end of
observation period (2 years following first data set entry;
no further biopsy is necessary, if the diagnosis of organ
involvement was already established. Ultrasound or CT-
scan proven diagnosis is sufficient.

0=no, 1=yes, 3=not known

0=no, 1=yes (endobronchial aspect), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes clinically (CT-scan), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes clinically (CT-scan), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes 3=not known

0=no, 1=yes(CT-scan, ultrasound, MRI), 2=yes biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes (CT-scan, ultrasound, MRI), 2=yes biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes (CT-scan, ultrasound, MRI), 2=yes biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes (CT-scan, ultrasound, MRI) 2=yes biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes (CT-scan, ultrasound, MRI), 2=yes biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes, 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes (MRI-diagnosis), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes (MRI-diagnosis), 2=yes biopsy proven,
3=not known

0=no, 1=yes (MRI-diagnosis and liquor punction), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes (ENG), 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes (ENG), 2=yes biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes 3=not known

0=no, 1=yes ( Sicca-Syndrome + swollen glands), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes ( Sicca-Syndrome + swollen glands), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes 3=not known

0=no, 1=yes (bundle blocks), 3=not known

0=no, 1=yes clinically (echocardiography,
coronarangiography without pathologic findings ), 2=yes
0=no, 1=yes, 3=not known

0=no, 1=yes, 3=not known

0=no, 1=yes (ultrasound, laboratory findings), 2=biopsy
proven, 3=not known

0=no, 1=yes (ultrasound, CT-scan, laboratory findings),
2=yes biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes (enlargement seen at CT-scan, ultrasound,
(thrombocytopenia)), 2=histologically proven, 3=not
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Signs of renal involvement (in the course of disease) [ ]

Renal granuloma (in the course of disease) L 1]
Nephrocalcinosis / Nephrolithiasis (in the courseof [ ]

disease)

Hypercalcurie (in the course of disease) L 1]
Muscle (in the course of disease) L 1]
Arthritis (in the course of disease) L 1]

Bone (in the course of disease) L 1]
Bone marrow (in the course of disease) L 1]

Tonsil (in the course of disease) L 1]
Gut (in the course of disease) L 1]

Appendix (in the course of disease) L 1]
Testes (in the course of disease) L 1]
Ovary / uterus (in the course of disease) L 1]
Mamma (in the course of disease) L 1

Module 3, pulmonary function test

Pulmonary function test at initial diagnosis

time between initial diagnosis and PFT 1

PO2 (at initial diagnosis) L 1]
PCO2 (at initial diagnosis) L ]
PO2 at maximal exertion (at initial diagnosis) L 1
maximal exertion at ? Watt effort 1
DLCOc (at initial diagnosis) L 1]
R tot (at initial diagnosis) L 1]
RV (at initial diagnosis) L 1]
VC (at initial diagnosis) L 1]
Ist/Soll VC (at initial diagnosis) L 1]
TLC (at initial diagnosis) L ]
FEV1 (at initial diagnosis) L 1
Ist/Soll FEV1 (at initial diagnosis) 1
FEV1/ VC In (at initial diagnosis) L 1]

Pulmonary function test at the end of the observation period

time between initial diagnosis and PFT [ ]
PO2 (after 24 months) 1
PCO2 (after 24 months) 1
PO2 at maximal exertion (after 24 months) 1
maximal exertion at ? Watt effort [ ]
DLCOc (after 24 months) 1
R tot (after 24 months) L 1
RV (after 24 months) 1
VC (after 24 months) [ ]
Ist/Soll VC (after 24 months) [
TLC (after 24 months) 1
FEV1 (after 24 months) 1

0=no, 1=yes, 3=not known; hypercalcaemia or
parenchymal involvement
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes hypercalcaemia or calcium-crystal-stone,
3=not known

0=no, 1=yes 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven (puncture),
3=not known

0=no, 1=yes radiologic signs (cystic changes), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes (leukopenia, thrombopenia, anemia), 2=yes
biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known
0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known

0=no, 1=yes clinically, 2=yes biopsy proven, 3=not known

Objective: pulmonary function test at initial diagnosis
(within 1 month)

[months]. If the patient presented earlier in the course of
disease, please give a minus.

[mmHg]

[mmHg]

[mmHg]

[Watt]

[%], hemoglobin corrected, single breath
[kPa*s/l]

[mi]

[mi]

[%6]

[mi]

[mi]

(%]

(0]

Objective: pulmonary function test 24 months after initial
diagnosis.

[months]

[mmHg]

[mmHg]

[mmHg]

[Watt]

[%], hemoglobin corrected
[kPa*s/I]

[mi]

[m]

[20]

[m]

[mi]



Module 4, laboratory chemistry

Laboratory chemistry at initial diagnosis
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time between initial diagnosis and Laboratory chemistry [ ]

Leucocytes (at initial diagnosis)
C-reactive-protein (at initial diagnosis)
ACE (at initial diagnosis)

ACE- genotype

sIL-2 (at initial diagnosis)

[ 1
[ 1
[ ]
[ 1

L 1

Laboratory chemistry at the end of observation period

time between initial diagnosis and Laboratory chemistry [ |

ACE (after 24 months)
sIL-2 (after 24 months)

Module 5, bronchoalveolar lavage
time between initial diagnosis and BAL

Was BAL performed while patient received
immunosuppressive therapy ?

BAL-Macrophages %
BAL-Lymphocytes %
BAL-Neutrophils %
BAL-Eosinophils %

BAL- Mastcells %

CD4/ CD8 -ratio

Total cell count (per 100ml BAL)

Module 6, high resolution computed tomography
time between initial diagnosis and HRCT

Thickening or irregularities of bronchovascular bundle
Septal and non-spetal lines

Intraparenchymal nodules

Ground glass attenuation

Parenchymal consolidation

Enlargement of hilar or mediastinal lymph nodes

Pleural involvement

[ 1
1

Objective: laboratory chemistry at initial diagnosis. If the
patient was presented later in the course of disease,
please state first laboratory chemistry at your center.
[months]

[count/pl]
[mg/l]
[un

1=DD (homozygote for deletion allele), 2=DI
(heterozygote), 3=l (homozygote for insertion allele)

[un

Objective: laboratory chemistry at the end of observation
period. If possible 24 months after first data set entry

[months]
[un
[un

[months]

0=no, 1=yes, 2=not known

[%]
[%]
[%]
[%0]
[%0]
[%6]
[1076 cells/100ml BAL]

[months]

0=no, 1=yes
0=no, 1=yes
0=no, 1=yes
0=no, 1=yes
0=no, 1=yes
0=no, 1=yes

0=no, 1=yes
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