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Zusammenfassung

Ein charakteristisches Merkmal von Autoimmunerkrankungen ist der selektive
Angriff des Immunsystems auf einen einzigen Zelltyp, ein Organ oder Gewebe
durch bestimmte T- und B-Lymphozyten. Die genaue Ursache von
Autoimmunerkrankungen bleibt bislang ungeklart, jedoch scheint eine
bestimmte genetische Konstellation bei Zusammentreffen mit im weitesten
Sinne umweltbedingten Faktoren die Reaktionen zu erklaren. Zu solchen
umweltbedingten Faktoren gehdren auch Infektionen. Haufig werden
Assoziationen zwischen Infektion und autoimmuner Erkrankung beobachtet.
Auch kann bei einer akuten Infektion ein vorhandener Autoimmunprozess
exazerbieren. Eine schnelle Verteidigung gegen Infektionen gewahrleistet das
angeborene Immunsystem, bevor das adaptive Immunsystem zum Tragen
kommt. Die Moleklle, die bei diesen Abwehrprozessen frei werden, kdnnen zur
T-Zell-Vermehrung fihren, die einerseits eine effektive Selbstverteidigung
moglich macht; andererseits konnen sie aber auch die Vermehrung
autoreaktiver T-Zellen zur Folge haben. An fruhen Vorgangen nach dem
Kontakt mit einem Pathogen ist eine Vielzahl von Zyto- und Chemokinen
beteiligt. Typ-1-Interferone (IFN1) sind ebensolche Zytokine, die vor allem in der
Abwehr gegen Viren eine Rolle spielen und in mehrschrittigen Prozessen auch
zur Aktivierung von T- und B-Zellen fuhren. IFIH1 ist ein intrazellularer Rezeptor,
der dsRNA im Zytosol detektiert und in der Folge die Transkription von IFN1
aktiviert. Veranderungen im Gen dieses Rezeptors zeigen Assoziationen zu
Typ-1-Diabetes (T1D) und bieten einen funktionellen Beruhrungspunkt
zwischen friher Infektabwehr durch das angeborene Immunsystem und der
letztlich gewebszerstdrerischen T- und B-Zell-Reaktion. In dieser Arbeit wurde
daher die Assoziation dreier endokriner Autoimmunopathien mit dem IFH1-
Polymorphismus rs1990760 durchgefuhrt, der in der Literatur als deutlich
assoziiert mit T1D beschrieben wird. Mit Hashimoto-Thyreoditis, Morbus
Basedow und Morbus Addison wurden Krankheiten gewahlt, die im genetischen

Hintergrund viele Gemeinsamkeiten untereinander und mit T1D aufweisen.



Zusammenfassung

Durch die in der Literatur beschriebenen Assoziationen mit T1D ruckt nun der
IFIH1-rs1990760 Polymorphismus potentiell auch in das genetische
Anfalligkeitsprofil ~ dieser  endokrinen  Autoimmunopathien.  Fur  die
Assoziationsanalyse wurde in dieser Arbeit DNA von betroffenen Individuen und
gesunden Kontrollen mittels RT-PCR auf den IFIH1-Polymorphismus rs1990760
(Allele ,A“,G") typisiert und die Genotyp- und Allelhaufigkeiten verglichen.
Aulerdem wurden Familienanalysen durchgefuhrt und die Transmission der
Allele auf Unterschiede im Vererbungsverhalten hin untersucht. Es konnten
keine  statistisch relevanten  Assoziationen zwischen dem IFIH1-
Polymorphismus rs1990760 und Hashimoto-Thyreoditis, Morbus Basedow und
Morbus Addison gefunden werden. Weiterhin wurden Subgruppen gebildet, um
eventuell in der Gesamtgruppe nicht erkennbare Trends aufzudecken. Fur
Hashimoto-Thyreoditis und Morbus Basedow wurde der HLA-Typ DQ2 als
Risikotyp angenommen, fur Morbus Addison der Typ HLA-DQ2/DQS8. Der
Antikorperstatus der untersuchten Individuen wurde ebenfalls in die
Untersuchung einbezogen. In der Familienanalyse mit an Hashimoto-
Thyreoditis erkranktem Kind wurden Subgruppen gebildet, die den TPO-Ak und
Tg-Ak-Status der Eltern bertcksichtigen. Bei Morbus Basedow wurde der

TSH-R-Antikérper bei der Fall-Kontroll-Analyse zur Subgruppenbildung
herangezogen. Wenn sich auch keine statistisch eindeutigen Assoziationen
nachweisen lie3en, so waren bei Hashimoto-Thyreoditis und Morbus Basedow
in einigen Subgruppen doch Tendenzen zu erkennen, die eine Beteiligung des
Polymorphismus an der genetischen Anfalligkeit vermuten lassen konnten. Die
beobachteten Trends deuten darauf hin, dass in bestimmten Patientengruppen

der untersuchte Polymorphismus eine Rolle in der Anfalligkeit spielen kdnnte.



Abstract

The selective targeting of a single cell type, organ or tissue by a certain
population of autoreactive T- and B-cells is a characteristic feature of
autoimmune diseases. This autoaggressive immune reaction leads to chronic
inflammation, tissue destruction and subsequently to malfunction of the
corresponding organ. The exact cause of autoimmune diseases still remains
unclear, but there is strong evidence that most autoimmune diseases are linked
to certain specific genes. Environmental triggers that encounter elegible genetic
conditions are able to activate the autoimmune reactions. Infections rank
among such environmental triggers. Associations between infections and
autoimmune disease as well as exacerbation of ongoing autoimmune
processes due to acute infection can be found frequently. The innate immune
system enables the organism to rapid antimicrobial and antiviral defense, prior
to the specific responses of adaptive immunity. Liberated molecules in early
host defense of innate immunity can amplify protective T-cells. On the other
hand proliferation of autoreactive T-cells might result. A variety of cyto— and
chemokines is involved in the pathways of rapid innate immune reaction. Type-
1-INFs are such cytokines, which primarily play a role in establishing an antiviral
state. Downstream effects are also the activation of T-and-B-cell depending
processes. IFIH1 is one intracellular receptor among others that leads to
production of IFN. It detects dsRNA in the cytosol and subsequently activates
the transcription of type-1-IFN. SNPs in the IFIH1-gene show associations with
T1D and provide a functional link between early host defense by innate
immunity and destructive autoaggressive tissue damage by T- or B-cell-
response.

In this study, an association-analysis of three endocrine autoimmune diseases
with the IFIH1-polymorphism rs1990760 has been carried out. Hashimoto-
Thyroiditis, Graves' disease and Addison's disease were selected as their
genetic profile shows many similarities among each other and with type 1
diabetes (T1D). The fact that associations with T1D and the IFIH1-rs1990760



Abstract

polymorphism are described in literature points IFIH1 out as a canditate for
associations with other autoimmune diseases.

DNA of affected individuals has been genotyped for the IFIH1-rs199760
polymorphism ,A/G“ by RT-PCR. Genotype- and allel-frequencies have been
compared to those in healthy controls. Further family-studies of Hashimoto- and
Basedow-families have been carried out.

No significant differences were found between the allele and genotype
frequencies for rs1990769 polymorphism in patients with Hashimoto's
thyroiditis, Graves' disease, Addison's disease and healty controls.
Furthermore, the interaction between rs1990760 polymorphism with human
leukocyte antigen risk haplotype DQ2, the risk haplotypes DQ2/DQ8 and the
status of thyroglobulin antibody, thyroid peroxidase antibody and TSH receptor
antibody in patients and families were analysed. In some of the subgroups of
Hashimoto's thyroiditis and Graves' disease trends were revealed, that suggest
the IFIH1 polymorphism rs1990760 to play a role in the pathogenesis of those
diseases. Thus, further investigations with larger study populations are needed
to make definitive statements about associations between Hashimoto's-
Thyroiditis, Graves' disease and Addison's disease and the IFIH1-polymorphism
rs1990760.
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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Der menschliche Organismus ist standig vielfaltigen Krankheitserregern und
Substanzen ausgesetzt, die ihm Schaden zufligen kdnnen. Mit Hilfe einer
grolRen Anzahl verschiedener Zellen und Molekule ist er in der Lage, sich
dagegen zu schutzen. Diese zellularen und humoralen Faktoren bilden das
Immunsystem mit seinen grundlegenden Funktionsaspekten: Die Erkennung
einer Infektion und deren Bekampfung, die Selbstregulation und den Schutz vor
uberschiel3ender Aktivierung von Effektormechanismen und die Speicherung
von Informationen Uber den Angreifer. Bei der Betrachtung des Systems wird

zwischen einem angeborenen und einem adaptiven Teil unterschieden.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Zur angeborenen Immunitat tragen Plasmaproteinsysteme wie das
Komplementsystem, das Gerinnungs/Fibrinolysesystem oder das Kinin-System
bei. Darlber hinaus sind zellulare Elemente (Neutrophile Granulozyten,
Mastzellen, Thrombozyten, Endothelzellen, Makrophagen, dendritische Zellen
und Natirliche Killer-Zellen (NK-Zellen)) beteiligt. Die Zellen verwenden
ihrerseits verschiedene molekulare Systeme, um die der Abwehr dienende
Entzindungsreaktion zu vermitteln. Solche Systeme bestehen entweder aus
praformierten Molekllen, die in Granula gespeichert sind und bei Bedarf
ausgeschuttet werden (vasoaktive Amine wie Histamin und Serotonin sowie
lysosomale Enzyme) oder basieren auf Molekulen, die auf entsprechende
Stimulation hin von der Zelle neu synthetisiert werden (Prostaglandine,
Leukotriene, Platichenaktivierender Faktor, aktive Sauerstoffverbindungen,

Stickstoffmonoxid, Zytokine, Typ-1-Interferone (IFN1)). Das angeborene
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Immunsystem unterscheidet Antigene dahingehend, ob sie korpereigen oder
korperfremd sind. Es reagiert schnell und sehr effektiv auf eine Vielfalt von
Pathogenen, ist aber verhaltnismalig starr und unspezifisch in seiner
Reaktionsweise. Die Zellen der angeborenen Immunitat erkennen Uber ihre
Rezeptoren die eingedrungenen Pathogene an regelmafRigen Mustern und
einfachen Molekulstrukturen, die auf vielen Mikroorganismen, nicht jedoch auf
korpereigenen Zellen vorkommen. Diese Molekulmuster werden als Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (Pathogen-associated-molecular-patterns —
PAMPs) bezeichnet, die Rezeptoren der Immunzellen als

Mustererkennungsrezeptoren (Pattern-Recognition-Receptors — PRRs).

1.1.1.1 Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems

In den meisten Fallen wird ein eindringender Mikroorganismus durch einkernige
Makrophagen sofort erkannt. Zusammen mit anderen Zellen bilden sie die
Gruppe der Phagozyten, die in einem aktiven Prozess das gebundene
Pathogen aufnehmen. Mit Hilfe von Enzymen, Peptiden und Proteinen aus dem
Lysosom sowie durch die Bildung toxischer Produkte toten sie den
phagozytierten Mikroorganismus ab und prasentieren aufgenommene und
prozessierte Pathogenbestandteile den Zellen des adaptiven Immunsystems.
Bei der Wechselwirkung zwischen Erreger und Gewebemakrophagen werden
letztere zur Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und anderen chemischen
Mediatoren angeregt. IL-1, IL-2, IL-6, CXCL-8, IL-12 und TNFa sind wichtige
Beispiele flr solche Mediatoren [Janeway et al, 2009]. Zu den
Effektormechanismen der angeborenen Immunitat gehdéren neben der
Phagozytose und der Sekretion von Chemo- und Zytokinen auch die
Prasentation der prozessierten Antigenpeptide, um die adaptive Immunantwort
zu ermdglichen. Hierzu sind die Molekule des Humanen-Leukozyten-Antigen-
(HLA-) Systems unabdingbar. Die von den Makrophagen freigesetzten Zytokine
(v.a. Tumornekrose-Faktor-a (TNFa), Interleukin (IL)-18 und IL-6) haben Uber

die lokalen Effekte hinaus auch Auswirkungen auf den Gesamtorganismus. Die
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hepatische Synthese von Akute-Phase-Proteinen, die Mobilisation von
Neutrophilen im Endothel, die Erhéhung der Korpertemperatur und die
vermehrte Bereitstellung von Energie aus Muskeln und Fettgewebe sind
Beispiele fur systemische Reaktionen auf Zytokinstimulation. Eine effektive
Zerstorung von Krankheitserregern ermdglicht dartber hinaus auch die
Aktivierung des Komplementsystems, das ebenfalls zu den

Effektormechanismen der angeborenen Immunitat gezahit wird.

1.1.2 Pathogen assoziierte molekulare Muster und

Mustererkennungsrezeptoren

Molekulare Strukturen, die das angeborene Immunsystem als zu einem
Pathogen gehorig erkennt, aktivieren die Reaktion. Solche molekularen Muster
sind z.B. mannosereiche Oligosaccharide, Proteoglykane und
Lipopolysaccharide in der bakteriellen Zellwand. Im Fall von Viren sind die
Muster meist virale Nukleinsauren wie doppelstrangige RNA (dsRNA), die in
infizierten Zellen bei der Virusvermehrung entstehen, genomische Einzelstrang-
RNA (ssRNA) oder virale DNA. Genomische ssRNA von ssRNA-Viren (z.B.
Influenzaviren) ist gekennzeichnet durch ein Triphosphat am 5'-Ende. Virale
DNA ist sehr C-G-reich und wird, anders als zelleigene DNA, im Zytosol nicht
durch Methylierung maskiert. DsRNA kommt nur in virusinfizierten Zellen vor
[Doerr et al., 2010]. Wichtige Rezeptoren, die diese molekularen Muster
erkennen, sind Toll-ahnliche-Rezeptoren (TLR) und Retinsaure-induzierbares-
Gen-l-ahnliche-Rezeptoren  (RLR). Die TLR sind eine  Gruppe
membrangebundener Rezeptoren, die durch ihre Strukturspezifitdt zwischen
verschiedenen Arten von Krankheitserregern unterscheiden konnen und die

Entwicklung einer geeigneten Immunantwort stiutzen [Bowie und Haga, 2005].
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1.1.3 RIG-ahnliche-Rezeptoren

Zur zytosolischen Erkennung viraler RNA besitzen Immun- und Nicht-
Immunzellen neben den TLR auch membranunabhangige Rezeptoren. Zu
diesen membranunabhangigen Rezeptoren gehdren die RLR. Bisher werden
drei Molekule zu dieser Gruppe gezahlt: Retinsaure-induziertes-Gen-Protein 1
(RIG1), Interferoninduzierbare Helicase 1 (IFIH1) und Labor-fir-Genetik-und-
Physiologie-2“ (LGP2) [Yoneyama und Fujita, 2009].

1.1.3.1 Struktur und Liganden

RIG1 ist der Prototyp der Familie [Kawai et al., 2009], er besitzt eine Tandem-
Caspase-Rekrutierungs-Domanen-ahnliche Region (CARD) an seinem N-
Terminus, die als Interaktionsdomane zu anderen CARD-besitzenden Proteinen
fungiert. Daneben ist ihnen eine zentrale DexD/H Helicase Domane eigen, die
ATP-bindende Motive zeigt. C-terminal befindet sich eine Repressor-Domane,
die mit der RNA interagiert [Saito et al., 2007]. In ruhenden Zellen liegt RIG1 als
inaktives Monomer vor. Eine virale Infektion und die Bindung zu RNA veranlasst
das Molekul zu Konformationsanderungen und Selbstassoziation, wodurch die
CARD-Domane zur Interaktion mit weiteren Signalmolekilen freigegeben wird.
IFIH1 beinhaltet ebenfalls die Tandem-CARD-ahnliche Region und eine DexD/H
Helicase-Domane, jedoch dient die C-terminale Region nicht in gleicher Weise
wie bei RIG1 als negativer Regulator [Saito et al., 2007, Yoneyama et al., 2005].
LGP2 hat die DexD/H-Helicase-Region sowie die Regulationsdomane, nicht
aber eine CARD-ahnliche-Region [Yoneyama et al., 2005; Rothenfusser et al.,
2005; Komuro et al., 2006]. Es wird vermutet, dass LGP2 eine inhibitorische
Rolle bei der RLR-vermittelten Virusantwort spielt [Yoneyama et al., 2005]. Der
genaue molekulare Mechanismus ist bisher nicht eindeutig geklart: Die direkte
Interaktion von LGP2 mit inhibitorischer Wirkung der C-terminalen Domane
[Saito et al., 2007], das Abfangen eigentlicher RIG1-Liganden [Takahashi et al.,
2009; Li et al., 2009; Pippig et al., 2009] oder Interferenzen mit dem Interferon-
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Promotor-Stimulationsprotein ~ (IPS) und kompetitive Hemmung des
Inhibitorischen kB-Kinase-Komplexes-¢ (IKKg) im Signalweg von RIG1 [Komuro
et al., 2006] sind beschriebene Mechanismen.

Liganden der RLR sind genomische Virusnukleinsauren, die sich im Zytosol der
infizierten Zelle befinden. Einzelstrang-RNA mit 5'-Triphosphaten wird von RIG1
erkannt [Hornung et al., 2006], wahrend sowohl RIG1 und IFIH1 dsRNA
erkennen konnen. Es scheint die Lange der dsRNA-Moleklle zu sein, die sie
bevorzugt an IFIH1 (groRe Moleklle Uber 1kb in der Lange) oder an RIG1
(kleinere dsRNA-Fragmente und homopolymere Nukleotidsequenzen) binden
lassen [Kato et al., 2008]. Auch in der Virusspezifitdt unterscheiden sich die
RLR. So wird der Signalweg Uber RIG1 von anderen Viren aktiviert als der Weg
uber IFIH1 [Wilkins und Gale, 2010].

1 925

RIG1 CARD| |CARD Helicase CTD
1 1025
IFIH1 CARD| |CARD Helicase CTD
1 678
LGP2 Helicase CTD

Abbildung 1: Rig-ahnliche Rezeptoren

nach: Yoneyama et al., 2009

1.1.3.2 RLR-vermittelte Signaltransduktion

Bindet RNA an die N-terminale Doméane, so kommt es zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors und die CARD-Region wird frei. Sie

kann nun an die CARD-Domane eines Adaptermolekils an der aufleren
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Mitochondrienmembran binden. Dieser Adapter wurde 2005 von vier Gruppen
unabhangig voneinander beschrieben und ist unter den Namen Interferon-
Promotor-Stimulations-Protein 1 (IPS-1) [Kawai et al., 2005], Mitochondriales-
Antiviral-Signalisierndes Protein (MAVS) [Seth et al., 2005], Virus-induzierter
Signaladapter (VISA) [Xu et al., 2005] und CARD-Adaptor-induzierendes INF 3
(Cardif) [Meylan et al., 2005] bekannt. Fir eine erfolgreiche Aktivierung von
Cardif sind Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Assoziierter-Faktor—
Familie (TRAF) notig. Interaktionen zwischen TRAF 3, 2 und 6 [Yoneyama et
al., 2009] transmittieren Signale an Proteinkinasen wie die aus der Familie der
NF-kB-Inhibitoren (IKK) [Fitzgerald et al., 2003]. Ein Komplex aus weiteren
Proteinen flhrt zur Phosphorylierung von IRF-3 und IRF-7, die als Homo- oder
Heterodimer in den Nukleus transloziert werden, wo die Induktion der

Expression von Typ-1-IFN stattfindet [Yoneyama et al., 2009].
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Abbildung 2: IFIH1-Signalkaskade und Interferon-
Signalweg

nach: Wilkins C und Gale M Jr.
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1.1.4 Das Typ-1-Interferon-System

Interferon wurde erstmals 1957 von Alick Isaacs und Jean Lindemann
beschrieben [Doerr et al., 2010; Lindemann et al., 1957]. Sie fanden heraus,
dass geeignete Zellen auf die Stimulation durch Viren einen Botenstoff
ausschutten kdénnen, der andere Zellen generell vor Virusbefall schitzt. Heute
werden drei Typen von INF unterschieden. Auf die Typ-1-IFNe wird unten naher
eingegangen. Typ 2-IFN (IFNy) wird von T-Zellen und NK-Zellen gebildet und
wirkt immunregulatorisch und antiviral. Typ 3-IFNe (mit 3 Subtypen) aktivieren
den Typ-1 Signalweg uber einen eigenen Rezeptor und etablieren so ahnlich
wie Typ-1-IFNe, aber unabhangig von ihnen einen antiviralen Zustand [Maeger
et al., 2006].

1.1.4.1 Typ-1-Interferon und Signalwege

Typ-1-INFe werden durch Viren induziert und in den meisten Korperzellen
produziert, wobei plasmozytoide dendritische Zellen als spezialisierte Zellen
ausgemacht werden konnten, die bis zu 1000fach hdhere Interferonspiegel
erreichen als andere Zellarten [Siegal et al., 1999]. Mitglieder der IFN1-Familie
sind IFNa (mit 12 Subtypen) und B, IFN-k (virusinduziert in Keratinozyten,
Monozyten und konventionellen dendritischen Zellen), IFN-w (virusinduziert)
und IFN-¢ (hormonell induziert). Typ-1-IFN sind in einer Genfamilie aus 13
IFNa-Genen (IFNA1-13, die Genprodukte von IFNA1 und 13 sind identisch) auf
Chromosom 9p21.1-9p21.2 kodiert [Maeger et al., 2006]. Die Region erstreckt
sich Uber 350-kb, die reifen Proteine bestehen aus 166 Aminosauren. Sie
nehmen in der Interferon-Familie eine physikochemische Sonderstellung ein, da
sie eine hohe Stabilitat gegentber Hitze (65°C) und Saure (pH 2) besitzen
[Cederblad et al., 1991; Feldman et al., 1994; Kadowaki et al., 2001]. Die
Struktur der Typ-1-IFN zeigt 5a-Helices, die durch vier Loops verbunden sind.
Die a-IFN sind intramolekular durch zwei Disulfidbricken verbunden, (B-IFN

haben nur eine solche Disulfidbricke [Doerr et al., 2010]. Sezernierte Typ-1-INF
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entfalten ihre Wirkung an den heterodimeren IFNao/B-Rezeptoren (IFNAR),
deren Aktivierung letztlich im Zellkern dazu fuhrt, dass die Transkription
hunderter IFN-stimulierbare Gene (ISG) angeregt wird [Stetson et al., 2005].
Der Hauptsignalweg, der durch die Bindung von IFN an den Rezeptor aktiviert
wird und das Signal so zum Zellkern leitet, ist der JAK-STAT-Signalweg [Van
Boxel-Deseire et al., 2006]. Die Konformationsanderung des IFNAR fuhrt zur
Aktivierung von Proteinkinasen der Janus-Familie. Diese Kinasen
phosphorylieren zwei Transkriptionsfaktoren der Signal-Transkriptoren und
Aktivatoren der Transkiption (STAT)-Familie. Am Ende dieser Signalkaskade
werden gleichzeitig mehrere hundert Gene aktiviert. Die Produkte dieser Gene
sind es dann, die das ,antivirale Milieu“ bedingen. Speziell antiviral wirksame
Proteine, die vermehrt entstehen, sind zum Beispiel die dsRNA-abhangige
Serin/Threonin Proteinkinase (PKR) und die 2'5'-Oligoadenylatsynthase sowie
MxGTPasen. PKR phosphoryliert den Translations-Initiationsfaktor elF2-q,
wodurch die Proteinsynthese in der Zelle zum Erliegen kommt. Die 2'-5'-
Oligoadenylatsynthase bendétigt dsSRNA zur Synthetisierung von Oligo(A). Ist
Oligo(A) vorhanden, kann die RNAse L einzelstrangige RNA degradieren. Die
MxGTPasen erkennen und inaktivieren Nukleokapside einiger Viren (z.B.
Paramyxoviren wie das Masernvirus oder Orhtomyxoviren wie Influenza) [Doerr
et al., 2010].

1.1.5 Das adaptive Inmunsystem

Das adaptive Immunsystem umfasst T- und B-Lymphozyten, Antikorper
(Immunglobuline) und ebenfalls eine Vielzahl von Entziindungsmediatoren (z.B.
IL, Typ-2-INF, TNF, transformierender Wachstumsfaktor (TGF), Kolonie-
stimulierender Faktor (CSF)) [Mutschler et al., 2001]. Ein Zusammenspiel von
Immunglobulinen, Antigenprasentierenden Zellen (APC) und Lymphozyten
ermdglicht dem adaptiven Immunsystem, spezifisch auf ein bekanntes Antigen
zu reagieren und durch das Prinzip der klonalen Lymphozytenselektion und der

Antikorpervariabilitat ein immunologisches Gedachtnis aufzubauen. Es werden
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zwei Haupttypen von Lymphozyten unterschieden. Einerseits die B-
Lymphozyten, die im Knochenmark reifen und die Produktion zirkulierender
Antikorper gewahrleisten; andererseits die T-Lymphozyten, die im Thymus
reifen, prozessierte Peptidstrukturen von Krankheitserregern erkennen und in
Form verschiedener Effektorzellen Immunantworten vermitteln [Janeway et al.,
2009]. Ein wichtiger Punkt im Rahmen der adaptiven Immunantwort ist die
Erkennung der Antigene, fur die die Rezeptoren der T- und B-Zellen und die
Prasentation durch HLA-Molekule unabdingbar sind. Der B-Zell-Rezeptor (BCR)
ist ein Komplex aus IgM/IgD-Antikorpern mit zwei akzessorischen Ketten. Der
T-Zell-Rezeptor (TCR) besteht aus zwei transmembranaren Ketten. Er bildet mit
Korezeptoren, dem mehrkettigen Molekul der Differenzierungsgruppe (CD) 3
und je nach Differenzierung mit dem CD8- oder dem CD4-Molekul einen
Komplex. Der TCR-Komplex ist nicht wie der BCR-Komplex in der Lage, freie
Antigene zu erkennen. Er erkennt das zu seinem Rezeptor passende Antigen
nur dann, wenn es von APC zu kirzeren Peptidfragmenten gespalten und diese
Peptidstrukturen in der Furche eines HLA-Molekuls eingebettet prasentiert wird
[Chaplin, 2010].

1.1.5.1 Adaptives Immunsytem und Selbst-Toleranz

Das adaptive Immunsystem ist in der Lage, eine Vielzahl von Erregern zu
erkennen und diese spezifisch zu bekampfen. Die Merkmale eines Erregers
kénnen gespeichert werden, das adaptive Immunsystem verflugt also Uber ein
immunologisches Gedachtnis. Die grole Vielfalt von Antigenen, die das
adaptive Immunsystem erkennt, erklart sich aus der Entwicklung der
Lymphozyten, wahrend der sich durch mehrschrittige Genumlagerungen und
die zufallige Kombination von unterschiedlichen Gensegmenten Rezeptoren

bilden, die hochspezifisch flr eine einzige antigene Struktur sind.
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1.1.5.2 Zentrale Toleranz von T- und B-Zellen

Die aus dem Knochenmark stammenden T-Vorlduferzellen werden erst im
Thymus zu funktionierenden Bestandteilen der adaptiven Immunantwort. Ob die
Zellen den Thymus als reife T-Zellen verlassen oder vorher zugrunde gehen,
hangt von ihrer Interaktion mit APCs im Thymus ab. Bleibt ihre Reaktion auf
HLA/Peptid-Komplexe der Thymusepithelzellen im Kortex und auf
HLA/Peptidkomplexe anderer APCs im Thymusmark unter einer bestimmten
Schwelle, sterben sie ab. Da bei diesem Selektionsvorgang ein
Aktivierungssignal fir das Uberleben notwendig ist, wird von positiver Selektion
gesprochen. Zellen, die mit korpereigenen Antigenen zu stark reagieren,
werden ebenfalls vernichtet — sie werden negativ selektiert.

Zentrale B-Zell-Toleranz wird im Knochenmark durch Deletion, Rezeptoredition
und -modulation der B-Zell-Klone, die eine hohe Affinitdt zu Autoantigenen

besitzen, garantiert [Janeway und Murphy, 2009].

1.1.5.3 Periphere Toleranz

Trotz der zentralen Toleranz gelangen stets einige autoreaktive Zellen in die
Peripherie, eine periphere Toleranzentwicklung wird noétig. Periphere
Toleranzmechanismen der T-Zellen sind die Ignoranz von niedrig konzentrierten
Antigenen, die Konkurrenz mit nicht autoreaktiven T-Zellen um limitierte
physiologische Nischen, die Induktion von Apoptose durch starke antigene
Reize (Deletion), Anergie (das antigene Signal wird als solches erkannt, fuhrt
aber nicht zur Stimulation) und die Suppression durch regulatorische T-Zellen
[Sfriso et al., 2010]. Periphere Toleranzmechanismen bei B-Zellen sind weniger
entscheidend, da die Gefahr durch autoreaktive B-Lymophozyten kleiner ist als
die durch autoreaktive T-Zellen. B-Zellen sind bei der effektiven Produktion von
Autoantikérpern in  der Regel auf die Interaktion mit aktivierten

autoantigenspezifischen T-Zellen angewiesen [Janeway und Murphy, 2009].
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1.2 Autoimmunitat

Kommt es zu einem Versagen der Selbst-Toleranz, reagiert das Immunsystem
vorubergehend oder andauernd gegen korpereigene Antigene. Die stets
vorhandenen autoreaktiven Zellen aktivieren dann aggressive Immunprozesse.
Zur Aktivierung kann es im Rahmen von Infektionen kommen, wenn genltigend
kostimulatorische Faktoren vorhanden sind (TCR-HLA und Bindung von CD28
auf der T-Zelle mit einem B7-Liganden-CD80 und CD86). Die normalerweise
anergen Zellen werden aktiv [Janeway und Murphy, 2009]. Bleibt die
pathologische Immunreaktion gegen korpereigenes Gewebe Uber einen
langeren Zeitraum bestehen, wird eine Autoimmunerkrankung manifest.

Es ist durch eine Vielzahl von Familien- und Assoziationsstudien belegt, dass
die meisten Autoimmunerkrankungen in ihrer Atiologie genetische
Komponenten besitzen. Die bisher deutlichsten Zusammenhange konnten fir
Polymorphismen im Bereich der HLA-Region gefunden werden [Badenhoop et
al., 1995; Raha et al., 2009; Brand und Gough 2010]. Die HLA-Gene liegen auf
Chromosom 6p21 im HLA-Komplex. Auf der Oberflache fast aller kernhaltigen
Zellen finden sich HLA-I-Molekule, die CD8-positiven T-Zellen (zytotoxische T-
Zellen) antigene Peptide prasentieren. Antigenprasentierende Zellen (z.B.
dendritische Zellen, B-Lymphozyten oder Langerhans-Zellen) tragen HLA-II-
Molekule und die von ihnen prasentierten Antigenpeptide werden von CD4-
positiven Lymphozyten (T-Helferzellen) erkannt [Janeway et al., 2009].
Funktionell spielen die Veranderungen im Bereich der HLA-II-Gene eine
besondere Rolle, denn ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation hangt von der
Aminosauresequenz ab. Ist diese verandert, so verandert sich in der Folge
auch die Spezifikation der Immunantwort [Tait und Gough, 2003; Dietel et al.,
2003]. Oft entwickeln jedoch Individuen, die Risikoallele tragen, keine
Autoimmunitat. Risikoallele machen ein Individuum also anfallig, sind aber nicht
alleinverantwortlich fur die Manifestation einer assoziierten Erkrankung. Neben
dem Vorliegen bestimmter HLA-Typen sind auch Einzel-Nukleotid-

Polymorphismen (SNPs) in anderen Genen mehr oder weniger eng mit dem
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Auftreten von autoimmunen Erkrankungen assoziiert. SNPs sind Positionen im
Genom, die sich bei zwei Individuen durch eine einzelne Base unterscheiden.
Eine genetisch bedingte Anfalligkeit flir eine Autoimmunerkrankung beim
Menschen wird daher auf die Kombination von Anfalligkeitsallelen an mehreren

Loci zurlckgefuhrt. Einige Beispiele fur Risikogene zeigt die Tabelle:
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Tabelle 1: Anfalligkeitsgene fur endokrine Immunopathien mit angenommener
Rolle im Pathomechanismus

Gen Assoziierte endokrine Angenommene Rolle der
Autoimmunerkrankungen genetischen Variation
HLA-DR,DQ Typ-1-Diabetes mellitus, Antigenprasentation an CD4+T-Zellen
(Klasse 1) M. Basedow,
Hashimoto-Thyreoditis
HLA-B Typ-1-Diabetes mellitus Antigenprasentation an CD8+ T-Zellen
(Klasse 1)
HLA-C M. Basedow Antigenprasentation an CD8+ T-Zellen
(Klasse 1)
Insulin Typ-1-Diabetes mellitus Expression im Thymus zur Férderung

negativer Selektion

TSH-Rezeptor

M. Basedow

? Antigenerkennung ? Expression im
Thymus

CTLA-4 Typ-1-Diabetes mellitus, Inhibitorische T-Zell Signalwege
M. Basedow,
Hashimoto-Thyreoditis
PTPN22 Typ-1-Diabetes mellitus, ? T-Zell-Signalwege
M. Basedow,
Hashimoto-Thyreoditis
CD25 Typ-1-Diabetes mellitus ? Aktivitat und Funktion
regulatorischer T-Zellen
IFIH1 (MDA5)  Typ-1-Diabetes mellitus Signalwege der angeborenen
Immunantwort
FCRL3 M. Basedow unbekannt
KIAA0350 Typ-1-Diabetes mellitus Unbekannt

? = vermuteter Mechanismus, nicht
abschlieRend geklart

nach: Anderson, 2008

Neben der genetisch fixierten Komponente lassen sich auch Zusammenhange
zwischen permissiven immunologischen Zustanden und der Manifestation von
Autoimmunerkrankungen beobachten. So zeigt die Manifestation des Typ-1-
Diabetes mellitus (T1D) eine saisonale Haufung [Lévy-Marchal et al., 1995]. Die
Geburtsmonate von Patienten mit autoimmunen Schilddrisenerkrankungen

sind anders verteilt als die von nicht betroffenen Individuen [Krassas et al.,
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2007]. Ein vermehrtes Auftreten nach bestimmten Infektionen und die
Beobachtung von viraler DNA/RNA im Genom betroffener Gewebe stlitzen die
Theorie, dass Infektionen bei entsprechend immunologisch empfanglichen
Individuen entscheidend zur Entstehung eines entzundlichen
Autoimmunprozesses beitragen [Sarzi-Puttini et al., 2005; Zampieri et al., 2006;
Chevrel et al., 2000; Yousef et al., 1990; Doria et al., 2008; Randone et al.,
2008; Kallenberg et al., 2008]. Es gibt verschiedene Modelle, die diesen
Zusammenhang erklaren konnen: ,Molekulares Mimikry“ beschreibt die
Tatsache, dass manche Pathogene Elemente tragen, die in ihrer
Aminosauresequenz oder ihrer Struktur einem Selbst-Antigen sehr ahnlich sind.
Die Immunantwort kann sich dann im Rahmen von Kreuzreaktivitat gegen das
korrespondierende korpereigene Peptid richten [Sfriso et al., 2009].
Molekulares Mimikry spielt eine Rolle zum Beispiel in der Entstehung von
verschiedenen Autoimmunph@anomenen bei Erkrankungen wie dem
Rheumatischen Fieber, dem Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) und
der Systemischen Sklerose [Gershwin et al., 2008]. Ein weiteres Modell sieht
Proteine in der Verantwortung, die normalerweise in dem Immunsystem
unzuganglichen Kompartimenten vorkommen, bei massivem Zelltod frei werden
und immunogen wirken. Gewebeschaden, Zelltod, oxidativer Stress, die
Produktion von freien Radikalen und Reparaturprozesse, wie sie bei Infektionen
in unterschiedlichem Ausmal} vorkommen, kdnnen dazu fuhren, dass Proteine,
die normalerweise als kdrpereigen erkannt werden, vom Immunsystem nun als
korperfremd betrachtet werden und eine autoaggressive Immunantwort
auslosen [Sfriso et al., 2010]. Daruber hinaus konnen Superantigene eine
gegen den eigenen Organismus gerichtete Immunantwort ausldsen.
Superantigene sind stark immunogen wirkende Proteine, die auf verschiedenen
Bakterien und virusinfizierten Zellen vorkommen. Sie sind in der Lage, eine
Vielzahl von T-Zell-Klonen verschiedener Spezifitaten ohne vorherige
Prozessierung zu aktivieren. Werden T-Zellen durch Mechanismen aktiviert, die
nicht an die spezifische Erkennung durch den TCR gekoppelt sind, kann es zu
verstarkter Prozessierung und Prasentation von Selbst-Antigenen kommen,

was die Expansion der Immunantwort auf diese neuen Antigene zur Folge
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haben kann. Diese Erweiterung einer stattfindenden Immunantwort auf mehr
und mehr Selbstantigene beschreibt der Begriff Epitope Spreading
(Epitoperweiterung). Sowohl in der Pathogenese als auch in der
Auspragungsvariabilitat ~ von  Autoimmunerkrankungen spielt  dieser
Mechanismus eine Rolle [Sfriso et al., 2010].

Da das angeborene Immunsystem die adaptive Immunantwort auslésen kann,
kann es bei Fehlfunktion in der Folge vom adaptiven Immunsystem getragene
autoreaktive Prozesse in Gang setzten. Die Aktivierung von PRRs fuhrt zur
Sekretion von proinflammatorischen Zyto- und Chemokinen wie IFN, TNF, IL-1,
IL-6 und IL-12 [Janeway und Murphy, 2009]. Viren kbnnen PRRs aktivieren und
Uber intrazellulare Signalwege, die Expression von IFN-1 regulierten Genen
induzieren. IFN-a hat direkte und indirekte Effekte auf APC, T- und B-Zellen
[Maeger et al., 2006]. Es steigert die Expression von TLR-7 auf B-Zellen und
hat eine erhdhte Zelltodrate zur Folge. Dabei frei werdende bestimmte RNA-
und DNA-Strukturen kdénnen autoantigene Eigenschaften haben [Krug, 2008].
So erkennen auch RLRs Eigen-RNA; Malathi et al. (2007) haben beschrieben,
wie virale RNA die Rnase L aktiviert, durch die Wirts-RNA in kleine RNA-Stlcke
zerlegt wird, die dann von RIG1 und IFIH1 erkannt werden kann. Inwieweit
dieser Weg zur Autoimmunitat beitragt, ist jedoch bisher nicht abschlielRend
geklart.

Zusammengefasst betrachtet treten also viele Autoimmunerkrankungen familiar
gehauft auf und weisen eine mehr oder weniger enge Assoziation mit
bestimmten  HLA-Genotypen und anderen  Genorten  auf. Die
Erkrankungswahrscheinlichkeit fur monozygote Zwillinge liegt aber weit unter
100%, daher muiussen bei der Entstehung erbliche Faktoren und
Umwelteinflisse zusammenwirken. Als Trigger wurden neben Infektionen auch
Medikamente (z.B. IFNa, Amiodaron) [Prummel et al., 2004], Stress
[Besedowski und del Rey, 1996; Sternberg, 2001; Elenkov und Chrousos,
2002], hormonelle Situation [Ackermann, 2006] und Nikotinabusus [Prummel

und Wiersinga, 1993; Arnson et al., 2010] beschrieben.
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1.2.1 Virale Infektionen und Autoimmunitat

Virale Infektionen werden vielfach als Trigger fur die Manifestation autoimmuner
Erkrankungen bei genetisch anfalligen Individuen angegeben [Chevrel et al.,
2000; Ercolini und Miller, 2009]. Andererseits gibt es auch Hinweise, dass
bestimmte Virusinfektionen der Entwicklung von Autoimmunitat entgegenwirken
[Christen et al., 2004]. So scheinen Enteroviren bei der Pathogenese des T1D
eine ambivalente Rolle spielen zu konnen; es wird postuliert, dass schnell
replizierende Virusstdmme als Ausldser fungieren kdonnen, wahrend Viren mit
langsamen Replikationszyklen durch die Aktivierung immunregulatorischer
Vorgange protektiv gegenuber T1D wirken kdnnen [Kanno et al., 2006; Filippi et
al.,, 2009]. Als indirekter Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen
Infektionen und Autoimmunitat kdonnen epidemiologische Daten betrachtet
werden [Lévy-Marchal et al., 1995]. Gleichzeitige saisonale Peaks von
bestimmten Virusinfektionen und Manifestationen von Autoimmunerkrankungen
legen einen Zusammenhang nahe. Es werden hohere Erkrankungs- und
Rezidivraten nach thyreostatischer Therapie bei Morbus Basedow im Fruhjahr
und Sommer beobachtet [Misaki et al., 2003]. Nicht nur die aktuelle
infektiologische Situation spielt eine Rolle, sondern auch das zum Zeitpunkt der
Geburt prasente Erregerspektrum. Sowohl fur Morbus Basedow als auch fur
Hashimoto-Thyreoditis konnte ein von der Allgemeinbevdlkerung abweichendes
Muster in der Verteilung der Geburtsmonate beobachtet werden [Krassas et al.,
2007]. Diese Beobachtung kénnte auf virale Infektionen als initialen Faktor in
der Perinatalperiode hinweisen, die spatere klinische Erkrankung resultierte
dann aus den uber die Zeit entstehenden Gewebeschaden. Die in diesem
Zusammenhang genannte Hygiene-Hypothese basiert auf der Beobachtung,
dass in Zeiten und Gegenden mit hohem hygienischen Standard manche
Autoimmunerkrankungen wie T1D, [Tuomilehto et al., 1999], MS [Pugliatti et al.,
2001] oder CED [Farrokhyar et al., 2001] haufiger sind als unter schlechteren
hygienischen Bedingungen. Der Kontakt des Immunsystems mit einer grof3en
Anzahl von Erregern sowie viele Infektionen im Kindesalter und wahrend der

Entwicklung des Immunsystems sollen demnach vor der Anfalligkeit fur
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Fehlregulationen in der Immunantwort schitzen. Diese These wurde schon frih
in der Allergologie [Blackley CH, 1837] diskutiert und dann auf andere Zustande
chronischer Entzindungsvorgange ausgeweitet. Allein die Auswertung
epidemiologischer Daten erlaubt jedoch noch keinen Ruckschluss auf eine
bestehende Kausalitat. Die Zusammenhange kdnnen Uber epidemiologische
Beobachtungen hinaus durch Detektion von Antikérpern gegen virale Strukturen
oder durch den direkten Nachweis viraler Nukleinsauren bei von
Autoimmunerkrankungen betroffenen Individuen abgebildet werden. Die
Anwesenheit von Antikbrpern gegen einen bestimmten Erreger beweist zwar
ebenso wie die zeitliche Assoziation mit Infektionen keine kausale Beteiligung
an der Pathogenese. Antikorper, die bei Patienten haufiger nachzuweisen sind
als bei nicht betroffenen Personen, geben aber weitere Hinweise auf die
Beteiligung des jeweiligen Virus oder auf die Beteiligung der spezifischen oder
unspezifischen Immunantwort gegen das Virus an der Pathogenese.

Es gibt mehrere Mechanismen, die den epidemiologisch beobachteten
Zusammenhang auf zellularer und molekularer Ebene erklaren. Weiter oben
wurden bereits einige aus dem Bereich der adaptiven Immunitat beschrieben:
Molekulares Mimikry, das Freiwerden von Antigenen bei vermehrter Zelltodrate,
Superantigene, durch stark immunogenes Milieu aktivierte, normalerweise
anerge autoreaktive Zellen und fehlerhafte Apoptoseregulation seien hier noch
einmal genannt.

Im Bereich der angeborenen Immunreaktion kdnnen einzelne Komponenten an
der Induktion von Autoimmunphanomenen beteiligt sein. Die TLR, die PAMPs
erkennen, konnen teilweise auch durch endogene Strukturen aktiviert werden,
zu deren Ausschittung es im Rahmen von Infektionen kommt. Diese Strukturen
kénnen dann durch ihre Interaktion mit dem TLRs autoimmune Phanomene
initiieren, aufrecht erhalten oder verstarken [Bauer et al., 2009]. Eine weitere
wichtige Komponente der angeborenen Abwehr gegen Viren (neben den PRRs)
sind die Typ-I-INF, die auch in der Therapie vor allem infektioser, autoimmuner
und maligner Erkrankungen seit Jahren erfolgreich eingesetzt werden. Dabei
wird als Nebenwirkung die Ausbildung autoimmuner Schilddriisenerkrankungen
beobachtet [Tomer et al., 2009]. Hier findet sich ein Faktor, der das INF-System

17



Einleitung

mit der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen in Zusammenhang bringt.
Varianten von IFIH1, einem Gen, das der antiviralen Antwort zugeordnet wird,
werden bisher v.a. in Zusammenhang mit T1D gebracht und bieten einen
weiteren Anhaltspunkt fur eine Verbindung zwischen INF-System, viralen

Infektionen und Autoimmunerkrankungen [Herrath, 2009].

1.3 Endokrine Autoimmunopathien

Die heterogene Gruppe der Autoimmunerkrankungen kann nach verschiedenen
Gesichtspunkten eingeteilt werden. Unter dem Gesichtspunkt der
Effektormechanismen (eher B-Zell-getragen bzw. eher T-Zell-vermittelt) ist
wegen der engen Beziehung zwischen T- und B-Zell-vermittelter Immunantwort
haufig keine eindeutige Trennung mdglich. Daher hat sich im klinischen Alltag
die Einteilung nach organspezifischen und systemischen
Autoimmunerkrankungen durchgesetzt. Bei organspezifischen
Autoimmunerkrankungen wird eher eine Dysregulation der Tus-vermittelten
Immunitat beobachtet, bei systemischen Krankheitsbildern werden die
Fehlregulationen eher im Bereich der Th-vermittelten Immunantwort und damit
in der Aktivierung des B-Zell-Systems gesehen [Liblau et al., 1995; Ghoreschi
und Rocken, 2003]. Endokrine Autoimmunopathien werden den
organspezifischen Erkrankungen zugerechnet. Sie kommen auf ein einzelnes
Organ begrenzt vor, in anderen Fallen sind mehrere Organe betroffen.
Besonders haufige Konstellationen werden in Polyendokrinen Syndromen

zusammengefasst.

1.3.1 Hashimoto-Thyreoditis

Der japanische Chirurg und Pathologe Hakaru Hashimoto (1881-1934)
beschrieb 1912 die Struma lymphomatosa [Hashimoto, 1912]. Nach ihrem
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Erstbeschreiber wird die chronisch-lymphozytare Schilddrisenentziindung auch
Hashimoto-Thyreoditis genannt. Die Hashimoto-Thyreoditis ist die haufigste
Ursache der primaren Hypothyreose, Frauen sind funf- bis zehnmal haufiger
betroffen als Manner, wobei sich dieser Unterschied erst nach der Pubertat
auspragt. Frauen, die Kinder geboren haben, haben ein hdheres
Erkrankungsrisiko als Frauen, die nie Kinder geboren haben [Friedrich et al.,
2008]. Die Hashimoto-Thyreoditis tritt familiar gehauft auf.

GemanR der allgemeinen Hypothese zur Atiologie von Autoimmunerkrankungen
ist auch bei der Hashimoto-Thyreoiditis die Kombination aus genetischer
Pradispostition und auf diese Bereitschaft treffender exogener und endogener
Faktoren als ursachlich anzunehmen. Verschiedene assoziierte Genorte sind
bekannt und in Tabelle 1 gezeigt. Faktoren wie ein geringes Geburtsgewicht,
eine lange Reproduktionsphase [Prummel et al., 2004], Infektionen mit EBV
[Vrbikova et al., 1996] und HTLV [Kawai et al., 1996] und anderen Erregern, die
Aufnahme hoher Dosen Jod [Rink et al., 1999] und Medikamenteneinnahme
(IL-2, IFNa) [Prummel et al., 2004] erhdhen das Risiko der Erkrankung.
Betrachtet man die Zytokinmuster bei Betroffenen, so findet sich bei insgesamt
gemischtem Bild eine Dominanz der von Tus-Zellen sezernierten Faktoren (IL-2,
INF-y, IL-12, IL-18) [Phenekos et al., 2004]. Das Auftreten von sowohl
zytotoxischer Gewebszerstorung als auch von typischen Antikorpern und einem
B-zellularen Infiltrat lassen die Beteiligung unterschiedlicher Mechanismen aus
der T- und B-Zell-vermittelten Immunitat erkennen. Das T-lymphozytare Infiltrat
besteht aus CD4- und CD8-T-Zellen, die durch direkte Apoptoseinduktion Uber
Granzyme und durch Nekroseinduktion durch Perforin zur Gewebszerstorung
beitragen. Die T-zellularen Zytokine TNFa, IL-1, und IFNy kdnnen ebenfalls zur
erhdohten Apoptoserate Uber Fas beitragen [Giordani et al., 1997]. Die
Antikérper gegen Thyreoglobulin (Tg-Ak) und gegen Thyreoperoxidase (TPO-
Ak) sind wichtige diagnostische Marker, der pathogene Effekt ist aber eher
zweitrangig und liegt wohl in der Verstarkung einer bereits ablaufenden
Immunreaktion [Dietel, 2003].

Initial kann es zur milden Hyperthyreose kommen, die selten klinisch relevant

ist. Oft verlauft der zellzerstérende Prozess klinisch so blande, dass erst die
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Anzeichen einer schleichend-progredienten Hypothyreose zur Diagnosestellung
fUhren. Das Symptompektrum beinhaltet Gewichtszunahme,
Kalteempfindlichkeit, Obstipation, Mudigkeit, Muskelschwache, briichiges Haar,
kuhle, teigige Haut und Bradykardie in wechselnder Auspragung und
Kombination. Der Drusenkdrper kann atrophisch verkleinert sein oder zu einer
hypertrophen Struma anwachsen. Ein diffus echoarmes Bild, im Verlauf
manchmal auch fibrotisch verandert mit Hypervaskularisation deutet in der
Schilddrisen(doppler)sonographie auf eine Hashimoto-Thyreoditis hin. In der
mikroskopischen Untersuchung eines Feinnadelpunktates finden sich eine
deutliche lymphozytare Infiltration des Schilddrisengewebes, oft mit Nachweis
von Plasmazellen [Feldkamp, 2009].

Die serologische Untersuchung bringt neben der Hormonkonstellation einer
Hypothyreose (T3 und T4 erniedrigt bei kompensatorisch erhdhtem Thyroidea-
stimulierendem Hormon (TSH) mit Uberschie®endem Anstieg im Test mit TSH-
freisetzendem Hormon (TRH)) den Nachweis von Antikérpern gegen
Schilddrusengewebe (Anti-TPO in 90% positiv, Anti-Tg in ca. 40-70% positiv).
Antikdrper gegen Eiweille des Jodtransportes (Natriumiodidsymporter und
Pendrin) kénnen identifiziert werden, fur die Routinediagnostik stehen diese
Parameter allerdings noch nicht zur Verfligung [Yoshida et al., 2009]. Die
Antikorper gegen Tg und TPO finden sich in niedriger HOhe auch bei bis zu 5%
der Allgemeinbevdlkerung und reichen allein zur Diagnosestellung nicht aus; die
Diagnose kann sicher gestellt werden, wenn eine zehnfache Erhdhung der
Antikérper und eine typische Echoarmut im Sonogramm bestehen. In Fallen mit
niedrigen Antikorpertitern sind erganzend das Vorliegen einer Dysfunktion,
Veranderungen im Ultraschall oder eine entsprechende Klinik zu fordern
[Feldkamp, 2009].

Bei gesicherter Diagnose sollte auch ohne klinische Symptomatik therapiert
werden. Ziel ist eine euthyreote Stoffwechsellage. Hierzu eignet sich die
Substitution mit L-Thyroxin in einschleichender Dosierung, um eine kardiale
Belastung zu vermeiden. Die Erhaltungsdosis, auf die von einer Anfangsdosis
von 25-50 ug gesteigert wird, liegt meist bei 1-2 ug L-Thyroxin pro Kilogramm
Korpergewicht (100-150 pg). In der Einstellungsphase sind engmaschige TSH-
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Kontrollen sinnvoll, bei Erreichen eines TSH im unteren bis mittleren
Normbereich ohne uUberschiefende Reaktion im TRH-Test und subjektiver
Beschwerdefreiheit, kann die bestehende Dosis als Erhaltungsdosis akzeptiert
werden und die Laborkontrollen in groReren Abstanden erfolgen [Feldkamp,
2009]. Manifestiert sich initial eine passagere Hyperthyreose, ist eine
symptomorientierte Therapie mit nicht kardioselektiven B-Blockern indiziert
[Classen, 2004].

1.3.2 Morbus Basedow

1840 beschrieb der Merseburger Amtsarzt Carl von Basedow eine Erkrankung
mit der Symptomtrias Exophthalmus, diffus vergroRerte Schilddrise und
Tachykardie — der Merseburger Trias [Basedow, 1840]. Unabhangig davon
wurde etwa zur gleichen Zeit dieselbe Krankheit vom irischen Chirurgen Robert
James Grave beschrieben. Im deutschen Sprachraum ist bis heute die
Bezeichnung Morbus Basedow gebrauchlich, wahrend im angelsachsischen die
Krankheit Grave's Disease genannt wird. Der Morbus Basedow zeigt eine
Pravalenz von bis zu 2% der Frauen, bei Mannern ist er etwa zehnmal seltener
[Dietel, 2003], wobei die Zahlen in einzelnen Bevolkerungsgruppen deutlich
abweichen [McGrogan et al., 2008]. Unter Patienten mit einer Hyperthyreose
kann in 60-80% der Falle ein Morbus Basedow als Ursache gefunden werden.
Ein Altersgipfel unter den Neuerkrankungen lasst sich zwischen dem 20. und
50. Lebensjahr beobachten [Dietel, 2003].

Die starken Schwankungen in der Pravalenz bei verschiedenen Populationen
deuten auf einen ausgepragten Einfluss umweltbedingter Faktoren hin. Als
solche beeinflussenden Faktoren wurden bisher die Aufnahme von hohen
Dosen Jod, Stress, Allergien, Nikotinabusus und die Infektion mit Yersinien
identifiziert [Prummel et al., 2004]. Auch die Rolle von fetalen Zellen, die nach
der Geburt in matterichem Gewebe antigene Eigenschaften (fetale
Mikrochimarismen) besitzen [Ando et al., 2002], wird diskutiert. Insgesamt lasst

die deutliche Bevorzugung des weiblichen Geschlechts einen Einfluss der
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Geschlechtshormone vermuten [Prummel et al., 2004]. Ein familiar gehauftes
Auftreten und die Konkordanz bei Zwillingen und Geschwistern sprechen fur
den mitbestimmenden Einfluss der genetischen Faktoren [Ban und Tomer,
2005]. Auch fur Morbus Basedow konnte der HLA-DR3-DQ2-Typ als
Risikofaktor ausgemacht werden [Rapoport et al., 1999; Chen et al., 1999].
Andere assoziierte Genloci sind CTLA 4 [Vaidya et al., 2003] und PTPN22
[Velaga et al., 2004; Criswell et al., 2005], beide kodieren fir T-Zell-
regulatorische Proteine. Im IFIH1-Gen ist eine eindeutige Kopplung noch nicht
belegt, Hinweise gibt es aber dafur [Sutherland et al, 2007].
Schilddrisenspezifische Gene, wie das Tg-Gen und das TSH-Rezeptor-Gen,
sind nahe liegende Ziele fir die Suche nach prasdisponierenden
Veranderungen, da sie fur die antigenen Strukturen kodieren. Im Tg-Gen sind
SNPs mit deutlichen Assoziationen gefunden wurden, fur Kopplungen im Gen
des TSH-Rezeptors finden sich ebenfalls entsprechende Ergebnisse [Ban et al.,
2003; Collins et al., 2003; Brand und Gough, 2010; Jacobson und Tomer,
2007b].

Bei Morbus Basedow Patienten sind Antikdrper, die in der Schilddrise an den
Rezeptor fir TSH binden und dort die Funktion des eigentlichen Hormons
imitieren, fur die Entwicklung einer Hyperthyreose verantwortlich. Der
physiologische negative Ruckkopplungseffekt der Hypophysen-Schilddrisen-
Achse fehlt und es kommt in Folge der vermehrten Produktion von
Schilddriisenhormon zur klinischen Auspragung der Schilddrisentberfunktion.
Typische Beschwerden sind starke Schweillneigung, Warmeempfindlichkeit,
gesteigerter Durst, Gewichtsabnahme, haufiger Stuhlgang, gesteigerte
Erregbarkeit, Schlaflosigkeit, Palpitationen und verminderte Belastbarkeit. In der
klinischen Untersuchung kénnen Befunde wie eine Struma, feinschlagiger
Fingertremor, warme und feuchte Hande, eine Tachykardie, eine erhdhte
Blutdruckamplitude, Bewegungsunruhe oder Adynamie erhoben werden. Oft
und gerade bei alteren Patienten werden mono- und oligosymptomatische
Verlaufe beobachtet [Nawroth, 2001]. Bei einem hohen Prozentsatz von 80%
der Falle spielen sich auch an der Orbita immunologische Prozesse ab, wo das

Retrobulbargewebe lymphozytar infiltriert wird und es durch eine Einlagerung
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von Glykosaminoglykanen zu einer retrobulbaren Verdickung und so zu einem
Exophthalmus kommt. Diese endokrine Orbitopathie ist im Gegensatz zu den
oben beschriebenen allgemeinen Symptomen einer Schilddrisentberfunktion
typisch fur eine Basedow-Hyperthyreose, tritt klinisch aber in nur 30% der Falle
in Erscheinung. Sie ist jedoch mit bildgebenden Verfahren wesentlich haufiger
sichtbar zu machen [Nawroth, 2001].

Die Diagnose erfordert die Bestimmung des basalen TSH, das bei Vorliegen
einer manifesten hyperthyreoten Stoffwechsellage bei erhohtem fT3 und T4
supprimiert ist. In Uber 95% der Falle kdnnen die TSH-Rezeptorantikdrper
(TRAK) nachgewiesen werden [Berdel et al., 2004]. Sonographisch zeigt sich in
der Regel ein diffus echoarmes Bild der Schilddrise, bei
dopplersonographischer Untersuchung eine Hypervaskularisation. Eine
Szintigraphie ist bei positivem Antikdrperbefund nicht unbedingt erforderlich,
eine diffus-homogene Erhéhung des Uptakes kann hier die Basedow-
Hyperthyreose gegen fokale Autonomien abgrenzen. Histologisch erscheint die
Schilddruse entzundlich verandert mit diffuser lymphozytarer Durchsetzung und
als Zeichen der gesteigerten Aktivitat ist sie hyperplastisch und follikelreich.

Als therapeutische Option steht bei Neuerkrankung zunachst die
thyreostatische Therapie mit initial 10-15 mg Thiamazol oder 15-20 mg
Carbimazol im Vordergrund. Die Erhaltungsdosis, die nach Erreichen einer
euthyreoten Stoffwechsellage bendtigt wird, liegt meist zwischen 2,5-10 mg
Thiamazol und 2,5-20 mg Carbimazol. Oft muss in der Einstellungsphase
zusatzlich durch die Substitution mit L-Thyroxin das Abgleiten in die
Hypothyreose verhindert werden. Die thyreostatische Therapie wird in der
Regel fur ein Jahr aufrecht erhalten, bevor ein Auslassversuch unternommen
werden kann. Kommt es dann oder bereits unter der Therapie zu erneuter
Hyperthyreose, werden ablative Mallinhahmen wie eine Radioiodtherapie oder
die subtotale Resektion eingeleitet. Nach ablativen MaRnahmen ist weiterhin
eine regelmalige Kontrolle der Schilddrisenparameter erforderlich, um die

euthyreote Stoffwechsellage dauerhaft zu erhalten [Nawroth, 2001].
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1.3.3 Morbus Addison

Der englische Arzt Thomas Addison beschrieb 1855 erstmals eine spater nach
ihm benannte Krankheit. Er beschrieb einen Krankheitszustand mit den
Charakteristiken Anamie, generelle Mattigkeit und Kraftlosigkeit, eine deutliche
Schwache der Herzaktion und eine ,seltsame Anderung der Hautfarbe®. Dieses
klinische Bild stellte er in Zusammenhang mit einer Erkrankung der
.,Nebennierenkapseln® [Addison, 1855].

In Europa betragt die Inzidenz heute 4-6 Neuerkrankungen pro 1.000.000
Einwohner und Jahr, die Pravalenz liegt um die 100 Erkrankte pro 1.000.000
Einwohner. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt im 4. Lebensjahrzehnt
[Arlt und Allolio, 2003].

Der Morbus Addison zeigt eine geringe familiare Haufung. In Assoziations- und
Transmissionsanalysen konnten verschiedene Genorte identifiziert werden, die
die genetische Grundlage fir das Auftreten des Morbus Addison bilden. Wie bei
vielen Autoimmunerkrankungen sind mehrere Haplotypen im Bereich des HLA-
Komplexes pradisponierend. So wurde fur die Haplotypen DR3-DQ2 und DR4-
DQ8 ein erhohtes Risiko und fir die heterozygote Kombination DR3-DQ2/DR4-
DQ8 ein stark erhohtes Risiko gefunden [Myhre et al., 2002; Erichsen et al.,
2009]. Auch fur Polymorphismen im CTLA-4-Gen wurden Assoziationen
nachgewiesen [Kemp et al., 1998; Donner et al., 1997]. Bei vielen Patienten tritt
der Morbus Addison nicht isoliert auf, sondern zeigt die Koinzidenz mit anderen
Syndromen. So wird mit der Polyglandularen Insuffizienz Typ | (auch:
Autoimmunes Polyglandulares Syndrom | — APS1 oder ,Autoimmune-
Polyendocrineopathy-Candidiasis-Ectodermal-Dystrophy — APECED) das
Auftreten von mindestens zwei der drei Krankheitsentitaten Morbus Addison,
Hypoparathyreodismus und/oder chronische mukokutane Kandidiasis
beschrieben. Dem APS1 liegt eine Mutation im AIRE-Gen auf Chromosom 21
zu Grunde und es wird autosomal-rezessiv vererbt [Kahaly, 2009]. Haufiger ist
die Polyglandulare Insuffizienz Typ Il, bei der mit dem Morbus Addison eine
Autoimmunthyreopathie (haufiger Hashimoto-Thyreoditis als Morbus Basedow),

seltener auch ein T1D und/oder eine primare Ovarialinsuffizienz auftritt. Diese
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Krankheit ist mit den HLA-Typen HLA-B8 und HLA-DR3 in hohem Male
assoziiert. Neben diesen Risikoallelen im Bereich des HLA-Komplexes sind
Allele im Bereich der CTLA-4 [Ueda et al., 2003], PTPN22 [Siminovitch, 2004]
und des TNFa-Gens [Dittmar et al., 2009] beschrieben worden, die mit einem
erhohten Auftreten assoziiert sind. Der genaue atiologische Hintergrund des
autoimmunen Morbus Addison ist nicht vollstandig bekannt. Bei 40-80% der an
isoliertem Morbus Addison erkrankten Patienten konnen Autoantikorper gegen
Nebennierezellen (adrenocortical auto-antibodies — ACA) [Seissler et al. 1999;
Falorni et al., 2002] nachgewiesen werden, bei Vorliegen eines Polyglandularen
Insuffizienzsyndroms gelingt der Nachweis haufiger. Autoantikdrper gegen
intrazellulare Enzyme der Steroidbiosynthese, insbesondere gegen die 21-
Hydroxylase, die 17a-Hydroxylase und das Seitenkettenschneide-Enzym (side-
chain-cleavage enzyme — SCC) konnen ebenfalls haufiger bei Patienten mit
Polyglandularen Insuffizienzsyndromen gefunden werden.

Makroskopisch ist die Nebennierenrinde bei der Autoimmunadrenalitis deutlich
atrophiert bei zumeist morphologisch unauffaligem Nebennierenmark. Im
histologischen Bild findet sich eine Fibrose und Atrophie mit vermehrter
lymphozytarer Infiltration. Sowohl autoreaktive B-Zellen als auch T-Zellen
scheinen bei der Gewebsdestruktion eine Rolle zu spielen [Freeman und
Weetman, 1992]. Diese hat zur Folge, dass die Produktion mineralocorticoider,
glucocorticoider und androgener Hormone nicht in ausreichendem Malie
erfolgt. Klinisch manifestiert sich die Insuffizienz erst bei einer
Gewebsdestruktion von 90%. Elektrolytstdrungen, eine auf ACTH-Stimulation
inadaquat niedrige Cortisolantwort und erst spat ein kompensatorisch erhdhter
ACTH-Plasmaspiegel sind diagnostische Hinweise. Bei fortgeschrittener
Zerstorung treten Symptome wie Mudigkeit, Abgeschlagenheit, diffuser
Bauchschmerz, Gewichtsabnahme, Muskel- und Gelenkschmerzen, evtl. Fieber
und Blutbildveranderungen als Folge des Glucocorticoidmangels auf. Im
Rahmen der positiven Ruckkoplung ist die ACTH-Sekretion gesteigert und es
wird wegen der fehlenden Prozessierung in der Nebennierenrinde vermehrt
Melanin gebildet. Das Hautkolorit sieht daher eher gut gebraunt denn blass aus,

besonders in den Handlinien, an den Mamillen, an Narben und in den
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Schleimhauten treten Hyperpigmentierungen in Erscheinung. Die gestorte
Produktion von Mineralocorticoiden fuhrt zur Dysregulation des Salz- und
Wasserhaushaltes mit Hyponatriamie, Hyperkaliamie, Dehydratation und
arterieller Hypotonie mit orthostatischer Dysregulation. Nicht obligat und
vorwiegend bei Frauen fuhrt der adrenale Androgenmangel zum Verlust der
sekundaren Geschlechtsbehaarung, zu trockener und rauher Haut, zum
Libidoverlust und zu psychischen Veranderungen. Zu einer Addison-Krise kann
es besonders in physischen Stresssituationen kommen. Sie auldert sich durch
eine Schocksymptomatik, Exsikkose, Pseudoperitonitis, Hypoglykamie, Fieber
und BewulBtseinsstérungen bis hin zum Koma. In einer solchen Krise ist die
primare Nebenniereninsuffizienz potentiell lebensbedrohend. Bei klinischem
Verdacht auf einen Morbus Addison erfolgt die Bestimmung des morgendlichen
Serumcortisols (die Cortisolsekretion unterliegt einer starken zirkadianen
Rhythmik). Ist dieser Wert niedriger als 5ug/dl, so erhartet das den klinischen
Verdacht. Zur Sicherung der Diagnose dient der ACTH-Stimulationstest. Auf die
intravendse Gabe von 250 ug Synacthen sollte das Serumcortisol 60 Minuten
nach Injektion auf >20 pg/dl angestiegen sein. Ist vor dem Test der
Serumcortisolewert bereits > 20 pg/dl, so wird ein Anstieg um > 5 pg/dl als
Ausdruck einer ausreichenden Funktionsreserve akzeptiert. Bei der Diagnose
Morbus Addison sollte immer auch das Screening auf weitere
Autoimmunerkrankungen erfolgen, um ein mogliches Polyglandulares Syndrom
zu erkennen.

Die Therapie besteht in der Substitution von Gluco- und Mineralocorticoiden.
Die Substitution von Androgenen gehort zur Zeit nicht zur Standardtherapie. Die
Dosierung liegt meist bei 15-20 mg/Tag Hydrocortison (z.B. 10-5-0) und

0,5-1 mg Fludrocortison. Auf eine angemessene Dosisanpassung in

Stresssituationen muss geachtet werden [Nawroth, 2001].

26



Einleitung

1.4 Fragestellung

Autoimmunerkrankungen sind Krankheiten, bei denen die Mechanismen der
Selbsttoleranz versagen. Sie entstehen durch ein Zusammenspiel zwischen
genetischer Pradisposition und aulieren Faktoren. Zu den genetischen
Faktoren, die bei der Pathogenese eine Rolle spielen, gehdren die Gene des
HLA-Systems, der CTLA-4-Genort und das Gen PTPN22 [Huber et al.,2008]. In
den letzten Jahren wurden daneben Assoziationen zwischen dem IFIH1-
Genlocus (SNP rs1990760) und T1D und Morbus Basedow gefunden [Smyth
et al., 2006; Sutherland et al. 2007]. Das IFIH1-Gen ist lokalisiert auf
Chromosom 2924 und kodiert fur eine Rezeptorhelicase des angeborenen
Immunsystems: IFIH-1 fungiert als ein intrazellularer Sensor fur zytoplasmatisch
vorhandene Virusnukleinsauren (dsRNA) und stoRt Uber die Aktivierung von
IRF-3 und NF-kB die IFN-B-Produktion an. Unangemessene Aktivierung der
virussensitiven Helicase durch korpereigene intrazellulare Nukleinsauren
konnte zu einer Dysregulation des inflammatorischen Interferonsystems flhren
und so die Toleranz gegenulber kdrpereigenen Zellen schon auf der Ebene des
angeborenen Immunsystems verloren gehen [Stetson et al., 2006]. Die Frage,
ob der IFIH1-Polymorphismus rs1990760 im genetischen Hintergrund anderer
Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielt, stand im Mittelpunkt der
vorliegenden Arbeit. Es wurden daher Genotyp- und Allelfrequenzen bei
deutschen Patienten mit Morbus Basedow, Hashimoto-Thyreoditis, Morbus
Addison und gesunden Kontrollen untersucht. Mit Hilfe des Transmission-
Disequilibrium-Tests (TDT) wurden Familien hinsichtlich dieses
Polymorphismus untersucht, in denen ein Kind von Hashimoto-Thyreoditis oder
Morbus Basedow betroffen ist. Die Hashimoto-Familien stammten aus lItalien,
die Morbus-Basedow-Familien aus Deutschland. DarUber hinaus wurde die
Verteilung des IFIH1-rs1990760-Polymorphismus in Familien- und Fall-Kontroll-
Untersuchungen im Zusammenhang mit An- und Abwesenheit des HLA-Risiko-
Haplotyps DQ2 und des Risikohaplotypen DQ2/DQ8 analysiert. Aullerdem

wurde der Schilddrisenantikorperstatus in die Untersuchungen mit einbezogen.
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2.1 Patienten, Familien und Kontrollpersonen

Die Studienpopulation der Fall-Kontroll-Analysen bestand aus Patienten mit
Morbus Basedow, Hashimoto-Thyreoditis und Morbus Addison. Als Kontrollen
dienten freiwillige gesunde Kontrollpersonen ohne eine Familienanamnese fur
Autoimmunerkrankungen, rekrutiert wurden sie unter Angestellten und
Medizinstudenten der Universitatsklinik Frankfurt am Main. Die untersuchte
Population der Familienanalysen bestand aus jeweils einem betroffenen
Abkommling sowie dessen Eltern. Zur genaueren Charakterisierung der

untersuchten Proben dient die folgende Tabelle:

Tabelle 2: Patienten und Kontrollen - Herkunft, Alter und Anzahl

Herkunft der Proben Alter der Anzahl Anzahl Anzahl der
Patienten der der Proben
Median Proben Proben (mannlich)
(Bereich) (gesamt) |(weiblich)
Morbus Deutschland 51 (19-87) [195 138 57
Addison Dusseldorf, Berlin
Frankfurt am Main,
Freiburg, Minchen,
Mannheim, Erlangen,
Wirzburg
Hashimoto- | Deutschland 37 (22-70) |106 87 19
Thyreoditis | Frankfurt am Main,
Berlin, Freiburg,
Mannheim
Morbus Deutschland 45 (7-80) 258 207 51
Basedow | Frankfurt am Main,
Mannheim, Munchen,
Freiburg, Dusseldorf
Kontrollen |Deutschland 42 (30-101) (227 160 67
Frankfurt am Main
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Tabelle 3: Familien - Herkunft, Alter und Anzahl

Herkunft der Proben Alter des Betroffenen |Anzahl der
Median (Bereich) Familien

Hashimoto- ltalien 11 (2-21) 149
Thyreoditis Rom
Morbus Deutschland 43 (26-55) 59
Basedow Dusseldorf, Frankfurt

am Main, Minchen,

Mannheim

Die Diagnosestellung erfolgte jeweils nach den WHO-Kriterien fur Morbus
Addison, Morbus Basedow und Hashimoto-Thyreoditits.

Zur Erhebung und Verwertung ihrer klinischen und genetischen Daten zu
wissenschaftlichen Zwecken gaben alle untersuchten Individuen ihr
Einverstandnis.

Das Studienprotokoll wurde der Ethikkommission des Universitatsklinikums

Frankfurt am Main vorgelegt und genehmigt.

2.2 Untersuchung auf IFIH1-Polymorphismus rs1990760

Das IFIH1-Gen, lokalisiert auf Chromosom 2g24.3, wurde auf den Einzel-
Nukleotid-Polymorphismus (SNP) rs1990760 untersucht. Die Genotypisierung
erfolgte in einem ABI 7300 real-time-PCR-System unter Verwendung des
Tagman-Assays C_2780299 30.

Der Polymorphismus rs1990760 ist ein nicht-synonymer SNP, der zu einem
Alanin zu Threonin Aminosaureaustausch im Codon 946 (A946T) des fur die

Helicase kodierenden IFIH1-Gens fuhrt.
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2.3 Materialien

2.3.1 Gerate, GefaRe und Zubehor

Artikel
Autoklav

Agarose-Elektrophorese-Apparatur
Agarose-Gelkammer

Deckelkette fur 0,2 ml Kette
Eppendorf UVette
Falcon-Rdhrchen

Gefrierschranke (-20°C)

Gefrierschranke (-80°C)

GeneQuant pro

Glaspipette
GPR-Zentrifuge
Klhischranke (+4°C)

Leukosilk

Mikrowelle
Mikrofuge-E-Tischzentrifuge
Selbstklebende Versiegelungsblatter,
optisch geklart

Pipetten

Pipettenspitzen

Polaroid-Filme 667
Polaroid-Sofortbildkamera

Prazisionswaage LC 620 S

Bezugsquelle

Tuttnauer, Breda (NL)

Renner, Dannstadt (D)

Renner, Dannstadt (D)
Sarstedt, Niumbrecht (D)
Eppendorf AG, Hamburg (D)
Greiner, Frickenhausen (D)
Bosch, Stuttgart (D) und

AEG, Nurnberg (D)

Heraeus Sepatech, Hanau (D)
AmershamBiosciences,
Cambridge (UK)

Greiner, Frickenhausen (D)
Beckmann, Fullerton (CA, USA)
Liebherr, Biberach an der Rif3 (D)
und Bosch, Stuttgart (D)
Beiersdorf, Hamburg (D)

AEG, Nurnberg (D)

Beckman, Fullerton (CA, USA)

ABGene, Epsom (UK)
Eppendorf, Hamburg (D)
Starlab GmbH, Ahrensburg (D)
Polaroid, Cambridge (MA, USA)
Polaroid, Cambridge (MA, USA)
Sartorius, Gottingen (D)
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7300 Real Time PCR System

Reagiergefale 1,5 ml
UV-Transilluminator

Thermocycler PTC-200

Thermo-Fast 96 Detection Plate
Thermo-Strip 0,2 ml
Vortex-Gerat DSG 302
Wasserbad SW-21C

2.3.2 Chemikalien

Artikel

Agarose

Aqua ad iniectabilia
Bromphenolblau
BSA

dNTPs

EDTA
Essigsaure
Ethanol (70%ig)
Ethanol (96%ig)
Ethidiumbromid
Kaliumchlorid

Magnesiumchlorid

DNA-Molekulargewichtsmarker VIII
DNA-Molekulargewichtsmarker XIV

Natriumchlorid
Na,EDTA

Applied Biosystems,
Darmstadt (D)

Sarstedt, Niumbrecht (D)
PeQLabBiotechnologie,
Erlangen (D)

MJ Research, Las Vegas
(NV, USA)

ABGene, Epsom (UK)
ABGene, Epsom (UK)
Heidolph, Kelheim (D)
Julabo, Allentown (PA,USA)

Bezugsquelle

Sigma-Aldrich, Steinheim (D)
Braun, Melsungen (D)

USB, Cleveland (OH, USA)
PharmaciaBiotech, Uppsala (S)
Boehringer, Mannheim (D)
Roth, Karlsruhe (D)

Merck, Darmstadt (D)

Riedel de Haen, Seelze (D)
Riedel de Haen, Seelze (D)
Boehringer, Mannheim (D)
Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)
Boehringer, Mannhein (D)
Boehringer, Mannheim (D)
Roth, Karlsruhe (D)

Carl Roth GmbH &Co,
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Nonidet P40

Saccharose

Salzsaure

SDS

SYBR Green | Nucleinsaure-Farbgel

Tris
Tris-HCI

2.3.3 Puffer und Losungen

Karlsruhe (D)

AppliChem, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
Boehringer, Mannheim (D)
RocheDiagnostics,
Indianapolis (IN, USA)
Boehringer, Mannheim (D)

Boehringer, Mannheim (D)

Puffer/ Lésung
5x Colorless GoTag® Flexi Buffer

dNTP-Mix (10x)

Ladepuffer (5x)

Nonidet-Puffer

Zusammensetzung

2 mM dATP
2mM dCTP
2 mM dGTP
2mMdTTP

50 mM Tris-HCI (pH 7,6)
50 mM EDTA

0,5% SDS

0,1% Bromphenolblau

40% Saccharose

0,1 % Nonidet P40
0,9 % NaCl

steriles destilliertes Wasser ad

2000 ml
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Proteinase-K-L6sung

SDS-L&sung (20%w/v)

SE-Puffer

TAE-Puffer (1x)

TAE-Puffer (50x)

TagMan® Universal PCR Master Mix

TEA-Puffer

Proteinase K 500 mg in
50 ml H,O

20%w/v Natriumdodecylsulfat
steriles destilliertes Wasser
ad 1000 ml

75 mM NaCl

25 mM Na;EDTA

steriles destilliertes Wasser

ad 1000 ml auf pH 8,0 einstellen

200 mL 50x konzentrierter TAE-
Puffer
ad 10 | bidestilliertes Wasser

2 M Trisbase
0,1 M EDTA (wasserfrei)
114 mL 1 M Eisessig

auf pH 8,5 einstellen

10 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

steriles destilliertes Wasser

ad 1000 ml auf pH 8,0 einstellen
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2.3.4 Sonden

Die Sonde fir die Durchfuhrung der Real-Time-PCR wurde von Applied

Biosystems, Darmstadt (D), bezogen.

Polymorphismus Sequenz/Assay-Nummer Quencher Reporter Allel

IFIH1 rs1990760  C__2780299 30 TAMRA VvIC G
(A946T) FAM A

2.3.5 Software

Die generierten Daten wurden auf handelsublichen Computern unter Windows
XP® (Microsoft, Redmond, WA, USA) verarbeitet. Die Datenbankprogramme
und Access 2004® (Microsoft, Redmond, WA, USA) wurden zur Speicherung
und zur Subgruppenauswertung verwendet. Der Transmission-Disequilibrium-
Test (TDT) und der x?- Test wurden mit Hilfe des Softwarepakets BiAS (Version
9.07, Epsilon, Weinheim, Deutschland) durchgefuhrt. Die Haplotypen, SNP’s
und das linkage disequilibrium (LD) wurden mit der Software Haploview,
(Version 3.2, erhaltlich unter http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview)
analysiert. Korrelationen mit HLA-Risiko-Allelen wurden mit Hilfe der Software
Unphased (Version 2.403, erhaltlich unter http://www.rfcgr.mrc.ac.uk/fdudbrid

/software/ unphased) beurteilt.
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2.4 Methoden

2.41 DNA-Isolierung mit der Aussalzmethode

Eine schnelle und sichere Methode, um DNA aus Vollblut zu extrahieren, wurde
1988 von Miller und Dykes entwickelt. Sie beinhaltet das Aussalzen der
zellularen Proteine in einer gesattigten NaCl-Losung [Miller et al. 1988].

Durch Zentrifugation bei 4 °C werden dabei zunachst die kernhaltigen Zellen
aus der Masse der Erythrozyten abgeschieden. In mehreren Waschungen mit
Nonidet 0,1%iger Ldsung, einem nichtionischen Detergens, werden die
Leukozyten aus dem EDTA-Blut separiert.

Um die DNA aus den Zellen zu erhalten, wird das Leukozytenpellet iber Nacht
bei 37 °C in einer Lésung aus 5 ml SE-Puffer, SDS-Losung und Proteinase K
inkubiert.

Nach dem kompletten Verdau durch die Proteinase wird dem Ansatz am
nachsten Tag 3 ml 5SM-NaCl-Lésung hinzugegeben. Nach guter Durchmischung
und 20 min. Inkubationszeit bei 52 °C erfolgt die Zentrifugation bei 1780 g in
Raumtemperatur. Dabei scheidet sich ein Protein-Pellet am Boden ab. Der
Uberstand mit der durch den Verdau freigewordenen DNA wird in ein sauberes
Roéhrchen Uberfuhrt und mit dem doppelten Volumen 96%igem Ethanol versetzt.
Nach gutem Schitteln bildet sich ein DNA-Knauel, das mit einer Glas-
Pasteurpipette herausgefischt werden kann.

Nach kurzem Waschen in einem Bad mit 70%igem Ethanol wird das Knauel
nun an der Luft getrocknet und dann in 50-300 pl TE-Puffer geldst.
AnschlieBend kann die photometrische Konzentrationsbestimmung der
gewonnenen DNA erfolgen. Die extrahierte DNA ist bei -20°C mehrere Jahre

lang haltbar.
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2.4.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der extrahierten und in Puffer gelésten DNA wurde
photometrisch bestimmt. Da Wasser und Puffer dieselbe optische Dichte
aufweisen, konnte Wasser als Eichlosung verwendet werden. Die
Lichtabsorption durch die Probe wurde mit der Absorption durch Wasser
verglichen und aus dem Absorptionsunterschied die Konzentration der DNA-
Probe berechnet. Da Nukleinsauren bei 260 nm ein Absorptionsmaximum
aufweisen, wurde diese Wellenlange zur Messung verwendet. Die Messungen
erfolgten in 1:10 verdinnten Proben (5 pl der DNA-Probe auf 45 ul H,0).

2.4.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist es mdglich, DNA-Bereiche
beliebig zu vervielfaltigen. Es werden sog. Primer bendtigt, die den Bereich auf
der DNA umgeben, der amplifiziert werden soll. Millionenfache Kopien der Ziel-
DNA koénnen hergestellt werden, wenn man die umgebende Sequenz der
Primerregionen kennt.

Primer sind synthetisch hergestellte Oligonukleotide, die typischerweise aus 20-
30 Basenpaaren bestehen. Sie sind komplementar zu jeweils einem DNA-
Strang und binden somit spezifisch an die die Ziel-DNA umgebenden Bereiche.

Um die Reaktion stattfinden zu lassen, werden folgende Komponenten bendtigt:
Ein Primerpaar, das mit dem die Ziel-DNA umgebenden Bereich hybridisiert,
eine thermostabile Polymerase, die die Kopien synthetisiert und alle vier
Desoxyribonukleotid-Triphosphate, aus denen die kopierten DNA-Stlicke dann
bestehen.

Jeder PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten: der Denaturierung, der
Anlagerung und der Elongation.

Zunachst wird die Doppelstrang-DNA durch Erhitzen auf 95 °C in zwei

Einzelstrange getrennt (denaturiert). Die Temperatur ist entscheidend, da zu
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groRe Hitze die Matrize zerstort, zu niedrige Temperatur aber nicht ausreicht,
um zu gewabhrleisten, dass nur noch Einzelstrang-DNA vorliegt.

In der zweiten Phase, der Anlagerungsphase, wird das Reaktionsgemisch
abrupt auf die fur die Primer optimale Anlagerungstemperatur abgekunhlt, um
den Primern zu ermdglichen, sich an ihre jeweils komplementaren Sequenzen
anzulagern. Die optimale Anlagerungstemperatur, auch Annealingtemperatur
genannt, ist abhangig von dem prozentualen Anteil von Purin zu Pyrimidinbasen
in der Sequenz und wird durch Austesten verschiedener Temperaturen ermittelt.
Die Einhaltung der Temperatur ist auch hier wichtig. Eine zu hohe Temperatur in
dieser Phase verhindert, dass sich die Primer vollstandig an die Matrize
anlagern, wahrend eine zu niedrige Anlagerungstemperatur Bindungen der
Primer an nicht-komplementare DNA-Abschnitte ermoglicht und damit die
Spezifitdt der PCR verringert.

Die Primersequenzen sind so gewahlt, dass sich der eine Primer an das 3’-
Ende des einen Zielstranges anlagert, der andere Primer an das 3’-Ende des
komplementaren Elternstranges. Durch einen groRen Uberschuss an Primern
wird verhindert, dass sich erneut Eltern-DNA-Strange bilden. Bei der
Primerauswahl wird zudem darauf geachtet, dass die Enden nicht
komplementar zueinander sind, um die Bildung von Primerdimeren zu
vermeiden.

Im nachsten Schritt, dem Synthese-Schritt, fuhrt die Erhdhung der Temperatur
auf 72 °C dazu, dass die Tag-Polymerase arbeiten kann. Die Tag-Polmerase ist
ein Enzym, das ursprunglich aus dem thermostabilen Bakterium Termophilus
aquatus stammt und ausgehend von den Primern den Strang komplementar zur
Matrize aus den zugegebenen Nukleotiden verlangert. Der gesamte Vorgang
kann allein durch das zyklische Andern der Temperatur wiederholt werden.
Nach n Wiederholungen steigt die Menge der Ziel-DNA auf 2" an. Die neuen
Strange, die nach einigen Zyklen nur noch aus der Zielsequenz plus
angelagerter Primersequenz bestehen, dienen im nachfolgenden ebenfalls als
Matrize flr erneute Syntheseschritte.

Konzentrationsabhangig wird die Taqg-Polymerase durch die Endprodukte

gehemmt, daher sind nicht unendlich viele Zyklen durchfuhrbar. Wahrend im
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ersten PCR-Zyklus nur Amplifikate nicht definierter Lange entstehen, werden ab
dem zweiten Zyklus auch Amplifikate (durch die Positionen der beiden Primer)
definierter Lange synthetisiert. Die Anzahl der Produkte definierter Lange
wachst im Laufe der PCR exponentiell, wahrend die Anzahl der Produkte nicht
definierter Lange nur linear wachst und damit nach wenigen Zyklen
verschwindend gering ist.

Zur Optimierung der PCR-Ansatze werden diese bezlglich der
Anlagerungstemperatur variiert, bis die jeweils gunstigsten Bedingungen
gefunden ist. Bei jeder durchgefuhrten PCR wird eine Negativkontrolle, die alle

Bestandteile aulRer der Template-DNA enthielt, mitgefihrt.

244 HLA-Typisierung durch PCR mit Sequenz-spezifischen Primern

Die PCR mit Sequenz-spezifischen Primern (SSP) beruht auf dem Prinzip, dass
nur Oligonukleotid-Primer, deren Sequenz vollstandig komplementar zur
Zielsequenz der Test-DNA sind, an diese DNA binden und ein Amplifikat
erzeugen. Die Bedingungen der PCR mussen bei diesem Verfahren fur die
jeweiligen Primer genau passend gewahlt werden, um unspezifische
Amplifikationen zu verhindern.

Nicht komplementare Primer hingegen hybridisieren nicht, es findet keine
Amplifikation statt. Der Nachweis von spezifisch amplifizierter DNA erfolgt durch

Agarosegelelektrophorese nach Anfarbung mit Ethidiumbromid.

Die Sequenzen der Primer zur HLA-Typisierung waren folgende:

DQA1:
DQA1*0101 P1 5'CATGAATTTGATGGAGATGAGG'3 (22)
P2 5'ATGATGTTCAAGTTGTGTTTTTGC'3 (23)
149Bp
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DQA1*0103

DQA1*0201

DQA1*0301/2

DQA1*0401

DQA1*0501

DQA1*0601
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P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1a
P1b
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

5'CATGAATTTGATGGAGATGAGC'3 (22)
5'ATGATGTTCAAGTTGTGTTTTTGC'3 (23)
149 Bp

5'ACGGTCCCTCTGGCCAGTT'3 (19)
5'ATGATGTTCAAGTTGTGTTTTTGC'3 (23)
172 Bp

5'ACGGTCCCTCTGGCCAGTT'3 (19)
5'CAGGATGTTCAAGTTATGTTTTAG'3 (24)
170 Bp

5TTCACTCGTCAGCTGACCAT'S (20)

5TTCACTCGTCAGCTGACCAC'5 (20)

5'CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT'3 (22)
183 Bp

5'ACCCATGAATTTGATGGAGAC'3 (21)
5'CACATACCATTGGTAGCAGCA'3 (21)
190 Bp

5'ACGGTCCCTCTGGCCAGTA'3 (19)
5'AGTTGGAGCGTTTAATCAGAC'3 (21)
186 Bp

5'’ACGGTCCCTCTGGCCAGTT'3 (19)
5'GGTCAAATCTAAATTGTCTGAGA'3 (23)
117 Bp

Far DQA1 *0301/2 wurden die Primer P1a und P1b 50:50 gemischt.



DQB1:

DQB1*0201

DQB1*0201/*0302

DQB1*0302/*0303

DQB1*0303

DQB1*0401

DQB1*0402

DQB1*0501

Material und Methoden

P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

5'GTGCGTCTTGTGAGCAGAAG'3 (20)
5'GCAAGGTCGTGCGGAGCT'3 (18)
205 Bp

5'GACGGAGCGCGTGCGTCT'3 (18)
5'CTGTTCCAGTACTCGGCGG'3 (19)
129 Bp

5'GACGGAGCGCGTGCGTCT'3 (18)
5'AGTACTCGGCGTCAGGCG'3 (18)
122 Bp

5'GACGGAGCGCGTGCGTCT'3 (18)
5'CTGTTCCAGTACTCGGCGT'3 (19)
129 Bp

5'CACCAACGGGACCGAGCT'3 (18)
5'GGTAGTTGTGTCTGCATACG'3 (20)
200 Bp

5'CACCAACGGGACCGAGCG'3 (18)
5'GGTAGTTGTGTCTGCATTACG'3 (20)
200 Bp

5'CGGAGCGCGTGCGGGG'3 (16)
5'GCTGTTCCAGTACTCGGCAA'3 (20)
128 Bp
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DQB1*0502

DQB1*0503

DQB1*0601

DQB1*0602

DQB1*0603

DQB1*0604

Kontrolle:
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P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

P1
P2

5TGCGGGGTGTGACCAGAC'3 (18)
5TGTTCCAGTACTCGGCGCT'3 (19)
117 Bp

5TGCGGGGTGTGACCAGAC'3 (18)
5'GCGGCGTCACCGCCCGA'3 (17)
123 Bp

5'GCCATGTGCTACTTCACCAAT'3 (21)
5'CACCGTGTCCAACTCCGCT'3 (19)
198 Bp

5'CGTGCGTCTTGTGACCAGAT'3 (20)
5'GCTGTTCCAGTACTCGGCAT'3 (20)
121 Bp

5'GGAGCGCGTGCGTCTTGTA'3 (19)
5'GCTGTTCCAGTACTCGGCAT'3 (20)
127 Bp

5'CGTGTACCAGTTTAAGGGCA'3 (20)
5'GCAGGATCCCGCGGTACC'3 (18)
254 Bp

5TGCCAAGTGGAGCACCCAA'3 (19)
5'GCATCTTGCTCTGTGCAGAT'3 (20)
796 Bp
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Tabelle 4: Reaktionsgemisch und -bedingungen der PCR-SSP

PCR-Ansatz fur die SSP-PCR Reaktionsbedingungen

2,0 pl DNA-Template (20 ng/pl) 1) Denaturierung bei 94°C fur 4 Min.
2,0 ul dNTPs 2) Denaturierung bei 94°C fur 30 Sek.
4,0 ul PCR-Puffer Go Taq Flexi 3) Primeranlagerung bei 65°C fur

1,0 ul Kontrollprimer 1 (5 pM) 45 Sek.

1,0 pl Kontrollprimer 2 (5 pM) 4) Elongation bei 72°C fur 30 Sek.

1,0 ul Sequenz-spezifischer 5) 29 Wiederholungen der Schritte
Primer 1 (sense; 25 mM) 2 bis 4

1,0 uyl Sequenz-spezifischer Primer|6) abschliellender Syntheseschritt bei
2 (antisense; 25 mM) 72 °C fur 4 Min.

0,25 ul Tag-Polymerase Go Taq 7) Kihlung auf 10 °C

(5 Ulul)

1,5 ul MgCl; (25 mM, Promega)

6,25 pl Aqua dest.

Die Typisierungen der HLA-Gruppen B1 wurde zunachst vom Blutspendedienst
Frankfurt am Main mit dem Dynal RELI SSO HLA-DRB Test durchgefihrt.

2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Grundprinzip aller elektrophoretischen Methoden ist die Wanderung geladener
Teilchen in einem elektrischen Feld zur Elektrode umgekehrter Polaritat. Die
Wanderungsgeschwindigkeit hangt dabei von Porengroflie, Molekllgrolde, ihrer
Ladung und der Feldstarke ab.

Nukleinsduren tragen bei neutralem pH-Wert wegen ihrer Phosphatgruppen
eine stark negative Ladung. Daher wandern DNA- und RNA-Molekile im
elektrischen Feld zur Anode. Kleinere Molekule wandern dabei schneller durch

die Gelmatrix als groRe, so dass sie nach ihrer GroRe aufgetrennt werden. Die

42



Material und Methoden

zurlckgelegte Strecke ist dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus des
Molekulargewichts der jeweiligen Nukleinsaure [Helling et al., 1974].

Die Matrix des Gels verhindert eine zufallige Diffusion der Molekule im Gel, so
dass Molekule mit derselben Lange gleich schnell wandern und eine Bande
formen. Die Breite der Banden entspricht dabei der Breite der Taschen im Gel,
in die man die Probe gegeben hat.

Die GroRRe der Nukleinsauremolekile einer Bande kann durch den Vergleich mit
der Wanderungsstrecke von Molekullen bekannter Grolie abgeschatzt werden.
DNA-Molekule bis zu einer Groflke von 2000 Nukleotiden werden in der Regel in
Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt, Agarose-Gele eignen sich fur die Auftrennung
von DNA-Molekulen mit einer Lange zwischen 500 Nucleotiden und 20 kb.

Es gibt zwei gangige Methoden, um die entstehenden Banden im Gel sichtbar
zu machen. Entweder wird radioaktiv markierte DNA verwendet oder das Gel
wird mit dem fluoreszierenden Farbstoff Ethidiumbromid versetzt. Dabei lagert
sich das planare Molekul Ethidiumbromid zwischen den Basenpaaren an, es
interkaliert. An der Stelle also, an der sich ein Grolteil des Farbstoffs
Ethidiumbromid befindet, liegt auch die DNA hochkonzentriert vor. Beleuchtet
man nun das Gel mit ultraviolettem Licht, fluoreszieren die Bereiche, die DNA
enthalten, sehr viel heller als die Umgebung und die Banden werden sichtbar.

In der vorliegenden Arbeit betrug die Agarose-Konzentration im Gel 3%, zur
Anfarbung der Gels wurde Ethidiumbromid in einer Konzentration von 5 pl pro
100 ml Gelansatz verwendet. Als Platzhalter fur die Geltaschen dienten
Kamme, die beim GielRen in den Schlitten gehangt wurden. Nach dem Erstarren
des gegossenen Gels wurden in die entstandenen Taschen die mit Ladepuffer
versetzten Proben aufgetragen und eine Spannung von 120 Volt angelegt. Die
Lauffront war durch das im Ladepuffer enthaltene Bromphenolblau sichtbar. Ein
mitlaufender Marker mit definiertem Molekulargewicht diente als Referenz fir
die Auswertung. Der Lauf erfolgte in einfach konzentriertem TAE-Puffer. Die
Auswertung wurde in einem UV-Transilluminator bei 254 nm Wellenlange

durchgefuhrt und mit einer Polaroid-Sofortbildkamara fotografisch dokumentiert.
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2.4.6 Real-Time-PCR

Die Methode der Real-Time-PCR (RT-PCR) beruht, wie die konventionelle
PCR, auf mehreren einander folgenden Zyklen von Denaturierung, Anlagerung
und Elongation. Sie ermdglicht Uber die zur Amplifizierung von DNA hinaus die
Unterscheidung von heterozygoten und homozygoten Zellen, also die
Genotypisierung.

Die Unterscheidung, ob eine Zelle fur ein bestimmtes Allel hetero- oder
homozygot ist, wird durch die Verwendung von allelspezifischen Sonden
ermdglicht. Die gelelektrophoretische Auftrennung ist also nicht mehr
notwendig.

Wie bei der konventionellen PCR werden zwei Primer fur die Amplifikation des
Genproduktes bendtigt. Zusatzlich enthalt der Ansatz bei der RT-PCR zwei fur
die beiden Allele spezifische DNA-Sonden. Deren Basensequenz ist
komplementar zu den DNA-Abschnitten, in denen die zu untersuchenden

Polymorphismen liegen.

2.4.7 Genotypisierung von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) mit
dem RT-PCR-Verfahren

Die Sonden, die jeweils genau komplementar zu dem den Polymorphismus
enthaltenden Strang sind, sind zweifach Fluoreszenz-markiert. Sie tragen einen
Reporterfarbstoff (allelspezifisch VIC oder FAM) am 5-Ende und einen
Quentcher-Farbstoff am 3'-Ende (TAMRA). Der Reporterfarbstoff wird, wenn er
in rdumlicher Nahe des Quentcherfarbstoffes liegt, von diesem unterdrickt. Die
Tag-Polymerase besitzt, neben ihrer den Strang aufbauenden Funktion, eine 5'-
3'-Exonuklease-Aktivitat, die die Sonde wahrend der Strangsynthese
degradiert. So entsteht ein rdumlicher Abstand zwischen den Farbstoffen; die
Intensitat der Reporterfluoreszenz nimmt zu. Das emittierte Licht wird von
einem Detektor aufgenommen und vom Gerat in eine graphische Darstellung

umgewandelt.
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Durch die allelspezifische Farbstoffmarkierung der Sonden ist es mdglich,
anhand der Fluoreszenz die Genotypen der Proben zu erkennen. Wird nur ein
Farbstoff detektiert, ist die Probe homozygot fur das jeweilige Allel, wird ein

Anstieg beider Farbstoffe verzeichnet, liegt ein heterozygoter Genotyp vor.

Tabelle 5: Pipettieransatz fur die RT-PCR

Pipettieransatz fur die RT-PCR:
3,0 pl DNA (20 ng/pl)
6,25 pl TagMan Universal PCR Master Mix

0,3 yl Sonde

15,45 ul H,O
Stage 1 Stage 2 Stage 3
(Rep. 1) (Rep. 1) (Rep. 40)

95°C 95°C
10 Min. 0:15 Min.

60°C
1 Min.

50°C
2 Min.

Abbildung 3: Temperaturschema der RT-PCR

2.4.8 Bestimmung der Thyreoperoxidase-, Thyreoglobulin- und TSH-

Rezeptor-Antikorper
Die Bestimmung der Thyreoperoxidase-Antikérper (TPO-Ak) und der

Thyreoglobulin-Antikdrper (Tg-Ak) erfolgte durch einen Enzymgekoppelten

Immunadsorptionstest (ELISA). Das System zur Durchfihrung stammt von
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Phadia, Freiburg (D). Die TSH-Rezeptor-Antikdrper (TRAK) wurden mit dem

TRAK- Bestimmungsset von Brahms, Berlin (D), bestimmt.

Als Ak-positiv gewertet wurden Patienten, die Werte oberhalb der folgenden
Grenzen aufwiesen:

TPO-Ak: 100 Ul/ml

Tg-Ak: 100 Ul/ml

Trak: 1 U/

Bei den Familienanalysen der Hashimoto-Familien wurden die Eltern nach
ihrem Antikdrperstatus in Gruppen aufgeteilt. Als Ak-positiv wurden hier Eltern
eingestuft, deren Ak-Titer das doppelte des oberen Normalwertes betrugen
(TPO-Ak > 40 IU/ml bei einem Normalwert von 20 IU/ml und Tg-Ak > 100 1U/ml

bei einem Normalwert von 50 1U/ml).

2.4.9 Indirekte Haplotypisierung

Mit Hilfe molekulargenetischer Verfahren wird die Anwesenheit von Allelen im
diploiden Chromosomensatz nachgewiesen. Eine Aussage daruber, wie diese
Allele auf den beiden homologen Chromosomen eines fur mindestens zwei
Polymorphismen heterzygoten Individuums verteilt sind, kann jedoch nicht
getroffen werden. Ist der Genotyp eines diploiden Individuums AaBb, so kann
der zugrunde liegende Haplotyp entweder ABab oder AbaB sein. Der Haplotyp
ABab bedeutet, dass das eine Chromosom die Allele A und B besitzt, das
andere die Allele a und b. Ist der Haplotyp AbaB, so besitzt das eine
Chromosom die Allele A und B, das andere a und B. Soll ein
Vererbungsgleichgewicht untersucht werden, ist die Information Uber die
genaue Konstellation, in der die einzelnen Allele vererbt wurden, von
entscheidender Bedeutung. Zur Ermittlung des Haplotyps einer ,unklaren®
Person kann die genetische Information anderer Familienmitglieder

herangezogen werden. Die ,unklare” Person wird indirekt haplotypisiert.
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Ein Beispiel soll dies verdeutlichen: Bei einem Patienten mit dem Genotyp
»,AaBbCCdd“ sind z.B. sowohl die Haplotypenkombinationen ,abCd/ABCd“ als
auch ,AbCd/aBCd“ maoglich. Bei einem mutterlichen Genotyp ,AAbbCCdd®
ergeben sich hieraus eindeutig ihre Haplotypen ,AbCd/AbCd®. Sie kann in
diesem Fall nur den Haplotyp ,AbCd“ vererben, und es lassen sich aus diesen
Informationen die Haplotypen des Kindes herleiten. Durch die indirekte
Haplotypisierung und die dadurch mogliche Unterscheidung, ob ein Merkmal
vom Vater oder von der Mutter vererbt wurde, kann die Vererbungskonstellation
in die statistische Evaluation einflieBen. In Abbildung 4 st dieser

Zusammenhang schematisch dargestellt:

Mutter Vater
AabbCcdd AaBBCCDd
AbCd - Abcd aBCd -aBCD

Kind (Patient)

AbCd - aBCd

Abbildung 4: Indirekte Haplotypisierung

Es werden die vererbten und die nicht vererbten Allele
gezeigt. Daraus lasst sich die Herkunft eines
bestimmten Merkmals auf einen der Elternteile
zuruckfuhren.

2.4.10 Konditionierung und Subgruppenbildung

In Untersuchungen von Risikofaktoren fur Erkrankungen, die multifaktoriell
vererbt werden, haben die einzelnen bei der Pathogenese eine Rolle

spielenden Faktoren in unterschiedlichen Subgruppen einer Population ein
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unterschiedlich groRes Gewicht. Hat Risikofaktor A in einer Subpopulation einen
sehr groRen Einfluss auf die Entstehung einer Krankheit, kénnen in einer
anderen Situation oder Untergruppe derselben Gesamtpopulation andere
Faktoren dominieren, so dass sich die Bedeutung desselben Faktors A
erheblich vermindert. Umgekehrt kann ein nur in einem Teil der Population mit
der Krankheitsentstehung assoziierter Faktor bei einer hohen Signifikanz in der
Untergruppe zur falsch positiven Assoziationsannahme bei der Betrachtung der
Gesamtpopulation fiihren. Durch die Uberlagerung verschiedener Faktoren in
der Gesamtpopulation kdnnen Einflisse einzelner Faktoren also zu gering oder
zu stark erscheinen. Schlisselt man die untersuchten Populationen in
Untergruppen auf, so wird die Sensitivitadt und Spezifitit von
Assoziationsstudien erhoht. Die Subgruppenbildung nach Bedingungen, die fur
die Individuen der jeweiligen Untergruppe gemeinsam gelten, wird
Konditionierung genannt. Limitierend wirkt hierbei der Stichprobenumfang, der
bei Konditionierung leicht zu klein wird, um statistisch aussagekraftig zu

bleiben.

2.5 Mathematische Methoden zur statistischen Auswertung
2.5.1 Genfrequenz
Bei diploiden Individuen kdénnen drei verschiedene Genotypen auftreten: Das

Allelpaar A und a tritt entweder als AA, Aa (2x) oder aa auf. Zahlt man die

einzelnen Genotypen, kann die Haufigkeit der einzelnen Allele ermittelt werden.

Tabelle 6: Exemplarische Darstellung der Genfrequenzberechnung

Genotyp

AA Aa aa Total Frequenz des Gens
Anzahl der Individuen |80 18 2 100
Anzahl des Gens A 160 18 0 178 178/200 = 89%
Anzahl des Gens a 0 18 4 22 22/200 = 1%
Gengesamtanzahl 160 36 4 200
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2.5.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Godfrey Harold Hardy und Wilhelm Weinberg entwickelten zu Beginn des 20.
Jahrhunderts unabhangig voneinander ein Prinzip in der Populationsgenetik,
das es erlaubte, die Haufigkeit eines Allels in einer idealen Population zu
berechnen. Unter ,idealer Population® wird eine Population verstanden, die
folgende Kriterien erflllt: Eine sehr grof3e Anzahl von Individuen, Panmixie,
(jedes Individuum einer Population paart sich mit gleicher Wahrscheinlichkeit
mit jedem anderen des anderen Geschlechts), ein konstant bleibender
Selektionsdruck, gleich bleibende Allelfrequenzen, kein Gendrift, keine
Mutation. Diese Bedingungen sind zwar in der Realitat nie erflllt, jedoch lasst
sich das Modell insbesondere fur grof3e Populationen anwenden.

Das Prinzip des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts wird in den folgenden Formeln
ausgedruckt. Sie beschreiben den Gleichgewichtszustand einer idealen

Population, p und g sind konstant.

[1]1 P*+2pq +q*=1
2lp+q=1 wobei: p: Frequenz des Allels A und q: Frequenz

(des zu A komplementaren) Allels a

Im Kombinationsquadrat nach Punnett bedeutet dies:

Tabelle 7: Kombinationsquadrat fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

weiblich
A(p) a(q)

mannlich A(p) AA (p?) Aa (pq)

a(a) Aa (pq) aa (%)
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Die Erfullung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes dient bei genetischen
Untersuchungen als  Qualitdtsmerkmal. Zur Uberpriifung der gefundenen
Genotypen-Frequenzen einer untersuchten Population wird diese mit der nach
dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erwarteten Frequenz (Hardy-Weinberg-
Frequenz) verglichen. Dazu wird der weiter unten beschriebe x>*-Test
angewandt. Ist der p-Wert > 0,05, so befindet sich die untersuchte Population

fur dieses Merkmal im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

1. Ermittlung der Hardy-Weinberg-Frequenz:

Tabelle 8: Exemplarische Darstellung der Berechnung des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts

Genotyp | Erwartete Genotypfrequenz Erwartet % Beobachtet %
AA p 2=(0,89)2=0,79 79 80

Aa 2pq =2%(0,89)*(0,11) = 0,19 19 18

aa qg2,=(0,11)2=0,01 1 2

2. Vergleich der erwarteten und der beobachteten Genfrequenzen im x2-Test:

Im x2-Test ergibt sich ein p-Wert von 0,83. Die untersuchte Population befindet

sich somit im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

2.5.3 x'-Vierfeldertest

Zum Vergleich zweier Gruppen hinsichtlich eines Merkmals dient der x*
Vierfeldertest. Er vergleicht die beobachteten Haufigkeiten einer Verteilung (nij)

mit den erwarteten Haufigkeiten der Verteilung (oij).

s e (m-9,)
L,

50



Material und Methoden

Ist die Differenz zwischen erwarteter und beobachteter Haufigkeit eines
Merkmals grof3, so ist es wahrscheinlich, dass sich die Gruppen hinsichtlich der
Verteilung des Merkmals unterscheiden. x? ist hierbei die Summe der
standardisierten Abweichungen aller Felder. In den meisten Fallen ist die
untersuchte Population im Vergleich zur Gesamtpopulation nur sehr klein. Um
die Stetigkeit der Werte bei kleinen Stichprobenzahlen zu gewahrleisten, ist
eine Korrektur der Ergebnisse des x2-Vierfeldertests nach Yates erforderlich. In
der vorliegenden Arbeit wurde diese Korrektur durchgefuhrt. Eine

Wahrscheinlichkeit p < 0,05 wurde als signifikant akzeptiert.

2.5.4 Transmission-Disequilibrium-Test (TDT)

Die Transmissionshaufigkeit von Allelen innerhalb einer Familie kann mit Hilfe
des TDT untersucht werden. Dabei wird die Haufigkeit von an die
Tochtergeneration weitergegebenen Allelen mit der der nicht weitergegebenen
Allelen verglichen. Krankheitsassoziationen eines Polymorphismus konnen so
sensitiver und spezifischer erkannt werden als mit dem x2-Vierfeldertest, der mit
der Integritat der Kontrollgruppe steht und fallt. Beim TDT sind es die nicht
transmittierten Allele, die als interne Kontrollen fungieren. Es konnen im TDT
nur fir den untersuchten Polymorphismus heterozygote Eltern berlcksichtigt
werden, denn nur dann ist eine eindeutige Unterscheidung zwischen der
Transmission des einen oder des anderen Allels moglich. Heterozygote
Individuen vererben ein bestimmtes Allel mit einer Wahrscheinlichkeit von 50%.
Der TDT misst die Wahrscheinlichkeit einer Abweichung der beobachteten
Verteilung von der anhand des x3-Tests zu erwartenden Verteilung.

Die untenstehende Formel driickt diese Zusammenhange aus, die Operatoren

ergeben sich aus Tabelle 9:
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Tabelle 9: Exemplarische Darstellung des TDT

Nicht-transmittiertes Allel

M1 M2 Summe
Transmittiertes Allel
M1 a b a+b
M2 c d c+d
Summe a+c b+d 2n

X’=

2 _[b=(b+c)I2F [e—(b+c)I2])? _(b—c)

(b+c)l2 (b+c)/2

Auch hier wird eine Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant akzeptiert.

2.5.5 Odds Ratio (OR)

b+c

Die Odds Ratio bezeichnet das Verhaltnis (Ratio) der Chance (Odds), dass ein

Ereignis oder Endpunkt in der experimentellen Gruppe eintritt, zu der Chance

(Odds), dass das Ereignis in der Kontrollgruppe eintritt. Ist eine Gruppe mit

einem Risikofaktor belastet, die Vergleichsgruppe aber nicht, dann ist die OR

ein Mal} fur die Starke des Risikofaktors. Die OR kann Zahlenwerte zwischen

0 und « annehmen, wobei eine OR von 1 bedeutet, dass zwischen den

Vergleichsgruppen kein Unterschied besteht. Ist die OR hoch, so ist der

Risikofaktor ein schwerwiegender.

Es folgt ein Beispiel zur Berechnung der OR.
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Tabelle 10: Exemplarische Darstellung der Berechnung der OR

Anzahl der Personen mit Anzahl der Personen
Risikofaktor ohne Risikofaktor
Anzahl der erkrankten
Personen a=120 b=30
Anzahl der nicht erkrankten
Personen c = 2040 d =7980
, CAp L 4lc _axd
Es gilt dann: OR = 377 = A
120 <7980

fur obiges Beispiel also: OR = 3355049 = 15,65

Unter den Personen, die den Risikofaktor tragen, ist damit die Chance zu

erkranken etwa 16x hoher als unter den Personen, die ihn nicht tragen.
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3 Ergebnisse

3.1 Uberblick iiber die durchgefiihrten Untersuchungen

Es wurden 106 Patienten mit Hashimoto-Thyreoditis, 258 Patienten mit Morbus
Basedow und 195 Patienten mit Morbus Addison jeweils gesunden Kontrollen
gegenubergestellt. Als Kontrollgruppe dienten 227 gesunde Individuen ohne
Familienanamnese fir eine endokrine Autoimmunopathie. Patienten und
Kontrollen kamen alle aus Deutschland.

Fir die Berechnung der Genotypen- und Allelverteilungen wurde der x2-Test
verwendet und ein p-Wert < 0,05 als signifikant angenommen.

Neben der Betrachtung ,Patienten gegenuber Kontrollen® in der Gesamtheit
wurden verschiedene Subgruppen gebildet, die im entsprechenden Abschnitt
genauer charakterisiert werden.

Dartuber hinaus wurde die Transmission der Allele des rs1990760-
Polymorphismus in 134 italienischen Familien mit einem von Hashimoto-
Thyreoditis betroffenem Kind untersucht. Im Weiteren werden diese Familien
als ,Hashimoto-Familien“ bezeichnet. Zur Transmissionsanalyse bei Morbus
Basedow standen 57 deutsche Familien mit betroffenem Kind zur Verfigung,
die hier als .Basedow-Familien® bezeichnet werden. Die
Transmissionshaufigkeiten wurden mit Hilfe des TDT ermittelt.

Auch bei den Familienanalysen wurde die Gesamtgruppe der betroffenen
Familien in Subgruppen unterteilt, die verschiedene krankheitsassoziierte
Risiken aufweisen. Sie werden in den entsprechenden Abschnitten genauer

charakterisiert.
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3.2 Hashimoto-Thyreoditis

3.2.1 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Hashimoto-Patienten und

gesunden Kontrollen

Die Genotypenanalyse bei 106 Patienten mit Hashimoto-Thyreoditis und 227

gesunden Kontrollen zeigte keine Unterschiede.

Tabelle  11: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Patienten mit
Hashimoto-Thyreoditis gegenlber Kontrollen

Patienten (n = 106) |Kontrollen (n = 227) |p-Wert
Genotyp (X?)

n Frequenz | n Frequenz
AA 41 38,7% 87 38,3% 0.24
AG 45 42,4% 112 49,3%
GG 20 18,9% 28 12,3%

Auch in der Allelverteilung war kein Unterschied zwischen den Patienten und

den gesunden Kontrollpersonen zu erkennen.

Tabelle 12: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei
Patienten mit Hashimoto-Thyreoditis und Kontrollen

Allel |Patienten Kontrollen p-Wert |OR

n Frequenz |n Frequenz (x*) [95%Cl]
A 127 40,1% 286 63,0% 0.49 0,88 [0,63-1,23]
G 85 59,9% 168 37,0% 1,14 [0,82-1,59]
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3.2.2 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Hashimoto-Thyreoditis im

Zusammenhang mit dem HLA-Risiko

Trager bestimmter DQ-Allele haben ein erhodhtes Risiko, an Hashimoto-
Thyreoditis zu erkranken. Verschiedene Genloci mit ihren Polymorphismen
zeigen unterschiedlich starke Einflisse auf das Erkrankungsrisiko. Hat ein
Patient ein hohes HLA-bedingtes Risiko, treten Einflisse anderer
Polymorphismen madglicherweise in den Hintergrund. Bei Patientengruppen mit
niedrigem HLA-bedingtem Risiko ist der Einfluss anderer genetischer Faktoren
am starksten nachweisbar. Daher wurde eine Subgruppenanalyse durchgefluhrt,
die die Genotypenverteilung des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 im
Zusammenhang mit dem HLA-Risikoallel DQ2 (DQ2=DQA1*0501-DQB1*0201)
betrachtet.

Trager des HLA-Allels DQ2 wurden in der Gruppe ,DQ2* zusammengefasst,
Individuen ohne das Allel sind der Gruppe ,DQ2* zugeordnet.
In den Subgruppen waren keine Unterschiede in der Genotypenverteilung zu

beobachten.

Tabelle 13: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Zusammenhang mit HLA-
Allelen bei Patienten mit Hashimoto-Thyreoditis gegenuber Kontrollen

HLA Genotyp | Patienten Kontrollen p-Wert
n Frequenz |n Frequenz (x?)
Patienten (n = 12) Kontrollen (n = 31)
AA 5 41,7% 11 35,5%
DQ2* 0,89
AG 5 41,7% 13 41,9%
GG 2 16,6% 7 22,6%
Patienten (n = 18) Kontrollen (n = 57)
AA 8 44,4% 24 42,1%
. 0,81
DQ2"  |AG 8 44,4% 29 50,9%
GG 2 11,2% 4 7,0%

56



Ergebnisse

Auch in der Allelverteilung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei an
Hashimoto-Thyreoditis erkrankten Patienten im Vergleich zu gesunden

Kontrollen mit den jeweiligen HLA-Allelen.

Tabelle 14: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 im
Zusammenhang mit HLA-Allelen bei Patienten gegenuber Kontrollen

HLA |Allel |Patienten Kontrollen p-Wert |Odds-Ratio
n Frequenz n Frequenz (x?) [95% Cl]
Patienten (n = 12) | Kontrollen (n = 31)
DQ2* |A 15 [62,5% 35 [56,5% 0,79 |0,78[0,3-2,05]
G 9 37,5% 27 |43,5% 1,29 [0,49-3,38]
Patienten (n = 18) | Kontrollen (n = 57)
DQ2- |A 24 166,7% 77 |67,5% 0,92 1,04 [0,47-2,31]
G 12 [33,3% 37 132,5% 0,96 [0,43-2,13]

3.2.3 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei mannlichen und weiblichen

Individuen

Das weibliche Geschlecht ist ein wesentlicher Risikofaktor fur die Erkrankung
an Hashimoto-Thyreoditis. Daher wurde eine geschlechtsspezifische
Betrachtung der Genotyp- und Allelverteilungen bei An- und Abwesenheit des
HLA-Risikoallels DQ2 (DQA*0501-DQB*0201) durchgefiihrt.

Es ergaben sich bei der Betrachtung der Genotypen keine signifikanten
Unterschiede zwischen betroffenen Individuen und gesunden Kontrollen, weder
in der Gruppe mit HLA-bedingtem Risiko (Trager des Risikoallels DQ2, hier als
,DQ2*" bezeichnet) noch bei Patienten ohne HLA-bedingtes Erkrankungsrisiko
(,DQ27).
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Durch die Bildung von Subgruppen wurden die Fallzahlen teilweise sehr gering
und spiegeln mdglicherweise nicht die Verhaltnisse in grolieren

Studienpopulationen wider.

Tabelle 15: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Zusammenhang mit HLA-
Allelen und dem Geschlecht bei Patienten mit Hashimoto-Thyreoditis
gegenuber Kontrollen

Risiko-HLA/ | Genotyp | Patienten Kontrollen p-Wert
Geschlecht (x2)
n Frequenz n Frequenz X
Patienten (n = 8) Kontrollen (n = 18)
AA 3 37,5% 7 38,9% 0.95
DQ2"/ AG 4 [50,0% 8 |44.4% ’
weiblich
GG 1 12,5% 3 16,7%
Patienten (n = 2) Kontrollen (n = 13)
DQ2*/ AA 1 50,0% 4 30,8% 0.65
mannlich AG 1 |50,0% 5 1385% ’
GG 0 0,0% 4 30,7%
Patienten (n = 11)  [Kontrollen (n = 31)
DQ2-/ AA 5 45,5% 15 148,4% 0.73
weiblich AG 5 |455% 15 |48,4% ’
GG 1 9,0% 1 3,2%
Patienten (n = 1) Kontrollen (n = 26)
AA 1 100,0% 9 34,6%
DQ27/ S 5 0,41
mannlich AG 0 |0,0% 14 |53,9%
GG 0 0,0% 3 11,5%

Geschlechtsspezififsche Unterschiede in der Allelverteilung lieBen sich
ebenfalls nicht beobachten, unabhangig von der An-oder Abwesenheit des
Risikoallels DQ2.
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Tabelle 16: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in
Zusammenhang mit HLA-Allelen und dem Geschlecht bei Patienten mit
Hashimoto-Thyreoditis gegenluber Kontrollen

HLA/Ge- |Allel |n Frequenz n |Frequenz p-Wert [OR
schlecht (x?) [95% CI]
Patienten (n = 8) |Kontrollen (n = 18)
DQ2"/ 10 [62,5% 22 [61,1% 0,83 [0,94[0,28-3,17]
weiblich
G 6 37,5% 14 |38,9% 1,06 [0,32-3,57]
Patienten (n =2) |Kontrollen (n = 13)
DQ2"7 3 [75,0% 13 [50,0% 0,69 [0,33[0,03-3,64]
mannlich
G 1 25,0% 13 [50,0% 3[0,27-32,75]
Patienten (n = 11) |Kontrollen (n = 31)
DQ2/
weiblich A 15 |68,2% 45 (72,6% 0,91 (1,24 [0,43-3,55]
G 7 31,8% 17 (27,4% 0,81 [0,28-2,33]
Patienten (n = 1) [Kontrollen (n = 26)
bQ2/ 2 [1000% |32 [615% 0,72 |*
mannlich ! ! '
G 0 0,0% 20 |38,5% *

*OR wegen geringer Fallzahl nicht errechenbar

3.2.4 IFIH1-Polymorphismus rs1990760, Hashimoto-Thyreoditis und
Antikorperstatus (TPO-Ak und Tg-Ak)

Bei Patienten mit Hashimoto-Thyreoditis spielen die Antikorper gegen
Thyreoglobulin (Tg-Ak) und gegen die Thereoperoxidase (TPO-Ak) eine Rolle.
Der Antikorperstatus von 41 Patienten war bekannt und wurde mit Antikorper-

negativen Kontrollen verglichen.

In der Antikdrper-positiven Subgruppe zeigten sich bei der Betrachtung der
Genotypenverteilung des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 keine Unterschiede

zwischen Patienten und Kontrollen.
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Patienten (n = 41) Kontrollen (n = 227) |p-Wert
Genotyp (x2)

n Frequenz n Frequenz
AA 15 36,6% 87 38,3% 0.25
AG 17 41,5% 112 49,4%
GG 9 21,9% 28 12,3%

Tabelle 17: Genotypenverteilung bei Antikdrper-positiven Hashimoto-Patienten
gegenuber Kontrollen

Die Allelverteilung bei Antikdrper-positiven Patienten wich nicht signifikant von

der bei gesunden Kontrollen ab.

Tabelle 18: Allelverteilung bei Antikorper-positiven Hashimoto-Patienten
gegenuber Kontrollen
Allel | Patienten Kontrollen p-Wert |Odds Ratio
n Frequenz |n Frequenz (x2) [95%Cl]
A 47 57,3% 286 63,0% 0.39 1,27 [0,79-2,04]
G 35 42,7% 168 |37,0% 0,79 [0,49-1,27]
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3.3 Hashimoto-Familienanalysen

Der Polymorphismus rs1990760 wurde in 149 italienischen Familien mit einem
an Hashimoto-Thyreoditis erkrankten Kind untersucht. Neben der getrennten
Betrachtung madatterlicher und vaterlicher Vererbung wurden Subgruppen
gebildet, die den TPO-Antikorperstatus der Eltern berlcksichtigen. Weitere
Untergruppen nach HLA-Typen der Eltern setzen die Transmission der
Genotypen und Allele in einen Zusammenhang mit dem HLA-bedingten Risiko
des erkrankten Kindes.

Die Berechnung der Signifikanz der unterschiedlichen Transmission (T) und
Nicht-Transmission (NT) erfolgte anhand des TDT.

Die Analyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 mit den Allelen ,A“ und ,G*
ergab hinsichtlich der Transmission und Nicht-Transmission keinen
Unterschied. Das Allel ,A" wurde zu 49,8% transmittiert, das Allel ,G* zu 50,2%.
Nicht transmittiert wurde das Allel ,A“ zu 50,2%, das Allel ,G* zu 49,8%. Die
Allelfrequenzen betrugen 53,5% fur das Allel ,A“ und 46,5% fur das Allel ,G".

Tabelle 19: Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-Polymorphismus
rs1990760 in Hashimoto-Familien

Eltern (n = 298)

T NT
Alle |Frequenz |n Frequenz |n Frequenz &X)\/ert
I
A 153,5% 159 149,8% 160 |50,2% 0.93
G 1[46,5% 139 |50,2% 138 49,8% ’
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Die selektive Betrachtung mutterlicher beziehungsweise vaterlicher Vererbung
des untersuchten Polymorphismus zeigte keine Unterschiede in der
Transmission und Nicht-Transmission der Allele ,A“ und ,G".

Bei der mutterlichen Vererbung betrugen die Allelfrequenzen 55,8% fur das Allel
LA und 44,2% fur das Allel ,G*. Von Muttern wurde das Allel ,A“ zu 50,4%
transmittiert, das Allel ,G* zu 49,5%. Nicht transmittiert wurde das Allel ,A“ zu
49,6%, das Allel ,G* zu 50,5%.

Tabelle 20: Mdutterliche Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-
Polymorphismus rs1990760 in Hashimoto-Familien.

Mutter (n=121)

T NT p-Wert
Allel |Frequenz |n Frequenz |n Frequenz (x?)
A 55,8% 68 |50,4% 67 |49,6% 0.90
G 44,2% 53 149,5% 54 150,5%

Die vaterlichen Allelfrequenzen betrugen 52,9% fur das Allel ,A“ und 47,1% fur
das Allel ,G*. Von den Vatern wurde das Allel ,A* zu 49,2% transmittiert, das
Allel ,G* zu 50,9%. Nicht transmittiert wurde das Allel ,A“ zu 50,8%%, das Allel
,G* zu 49,1%.

Tabelle 21: Vaterliche Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-
Polymorphismus rs1990760 in Hashimoto-Familien

Vater (n =121)

T NT p-Wert
Allel Frequenz |n Frequenz n Frequenz (x?)
A 52,9% 63 149,2% 65 50,8% 0.80
G 47,1% 58 50,9% 56 49,1%
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3.3.1 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 und HLA-Risiko der Eltern

Die verschiedenen HLA-Haplotypen wurden auch in die Familienanalysen
einbezogen. Eltern mit dem HLA-DQ2-Allel wurden der Risikogruppe (,DQ2+")
zugeordnet, Eltern ohne das Allel DQ2 der Gruppe ohne HLA-bedingtes Risiko
(,DQ2).

Die Transmission der Allele ,A” und ,G” von Eltern auf betroffene Kinder zeigte
in keiner der nach HLA-Risiko eingeteilten Gruppen signifikante Unterschiede.
In der Gruppe, in der die Eltern Trager des Allels DQ2 waren, liel} sich eine
Tendenz des selteneren Allels ,G” beobachten, weniger haufig transmittiert zu

werden (55,1% Nicht-Transmission zu 44,9% Transmission, p = 0,09)

Tabelle 22: Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-Polymorphismus
rs1990760 in Hashimoto-Familien in Zusammenhang mit HLA-Allelen

Eltern Allel |Frequenz |T NT p-Wert

(n =248) n Frequenz |n Frequenz (x?)

DQ2* A 52,1% 82 |54,7% 68 45,3%

(n=72) 0,09
G 47,9% 62 |44,9% 76 55,1%

DQ2 A 53,8% 56 |50,0% 56 50,0%

(n=52) 1,00
G 46,2% 48 50,0% 48 50,0%

Die separate Betrachtung der mutterlichen Vererbung erbrachte ebenfalls keine
Unterschiede in der Transmission oder Nicht-Transmission eines der Allele. Es
zeigte sich jedoch bei den Muttern, die Tragerinnen des Allels HLA-DQ2 sind,
eine Tendenz des selteneren Allels “G”, nicht transmittiert zu werden (59,6%

Nicht-Transmission zu 40,4% Transmission, p = 0,06).
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Tabelle 23: Mdutterliche Transmission und Nicht-Transmission des

Ergebnisse

IFIH1-

Polymorphismus rs1990760 in Hashimoto-Familien in Zusammenhang mit HLA-

Allelen
Matter Allel |Frequenz |T NT p-Wert
- 2
(n =100) Frequenz |n Frequenz (x*)
DQ2* A 55,2% 37 |57,8% 27 42.2%
(n =58) 0,06
G 44.,8% 21 140,4% 31 59,6%
DQ2- A 54,8% 21 |45,7% 25 54,3%
(n=42) 0,38
G 45,2% 21 |55,3% 17 44,7%

Bei der Transmission von Vatern auf betroffene Kinder konnte keine Tendenz zu

einer haufigeren Transmission eines der Allele beobachtet werden, weder in der

DQ2* noch in der DQ2- Gruppe.

Tabelle 24: Vaterliche Transmission und Nicht-Transmission des

IFIH1-

Polymorphismus rs1990760 in Hashimoto-Familien in Zusammenhang mit HLA-

Allelen
Vater Allel |Frequenz |T NT p-Wert
— 2
(n=100) Frequenz |n Frequenz (x°)
DQ2* A 50,0% 31 53,4% 27 146,6%
(n = 58) 0,46
G 50,0% 27 146,6% 31 53,4%
DQ2 A 54,8% 25 |54,3% 21 45,7%
(n=42) 0,38
G 45,2% 17 1447% 21 55,3%
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3.3.2 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Hashimoto-Familien und
elterlicher Antikorperstatus (TPO-Ak und Tg-Ak)

Tg- und TPO-Antikorper werden immer wieder bei Menschen nachgewiesen,
die keine Symptome einer Hashimoto-Thyreoditis oder einer anderen
Schilddrisenerkrankung zeigen. In den 100 hier untersuchten italienischen
Familien, in denen jeweils das Kind an Hashimoto-Thyreoditis erkrankt war,
wurde der elterliche Antikorperstatus (TPO-Ak und TG-AKk) in die Untersuchung
einbezogen. Als Ak-positiv wurden Eltern eingestuft, deren Ak-Titer das
doppelte des oberen Normalwertes betrugen (TPO-Ak > 40 |U/ml bei einem
Normalwert von 20 IU/ml und Tg-Ak > 100 IU/ml bei einem Normalwert von 50
[U/ml).

Die folgenden Subgruppen wurden gebildet:

Gruppe 1: Weder bei Mutter noch Vater waren Schilddrisenantikdrper prasent
(M-, V-)

Gruppe 2: Nur bei der Mutter waren Schilddrusenantikorper prasent (M+, V-)
Gruppe 3: Nur beim Vater waren Schilddrisenantikérper prasent (M-, V+)

Gruppe 4: Bei Mutter und Vater waren Schilddrisenantikérper prasent (M+, V+)

In den Gruppen 1-3 zeigten sich keine Unterschiede in der Transmission bzw.
Nicht-Transmission.

In Gruppe 4, in der Mutter und Vater positiv fur Schilddrisenantikérper waren,
zeigte sich eine haufigere Transmission des Allels ,A“ auf das von Hashimoto-
Thyreoditis betroffene Kind (61,8% Transmission zu 38,3% Nicht-Transmission,
p = 0,05), wohingegen das Allel ,G" haufiger nicht transmittiert als transmittiert
wurde (38,2% Transmission zu 61,8% Nicht-Transmission, p = 0,05). In dieser
Gruppe zeigte sich eine 50:50-Verteilung bei den Allelfrequenzen, bei allen
anderen Gruppen war durchweg das Allel ,G* seltener vorhanden als das Allel
A
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Tabelle 25: Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-Polymorphismus
rs1990760 in Hashimoto-Familien in Zusammenhang mit dem Antikorperstatus
der Eltern

Allel |Frequenz | T NT p- OR
Frequenz |[n |Frequenz }/)\(lze)rt [95% Cli
Eltern gesamt A |55,5% 110149,5% 112 /50,5% 0.84 0,96 [0,65-1,43]
n =100 G 44,5% 90 50,6% 88 |49,4% | 1,04[0,70-1,55]
Gruppe 1 A |53,2% 38 145,8% 45 154,2% 0,70 [0,37-1,31]
n =39 M-, V- . . 5 0,26
G |46,8% 40 |54,8% 33 145,2% 1,44 [0,76-2,70]
Gruppe 2 A |57,9% 41 150,6% 40 149,4% 1,06 [0,54-2,08]
n =35 M+,V- o o 5 0,86
G |421% 29 149,2% 30 |50,8% 0,94 [0,48-1,85]
Gruppe 3 A |66,7% 10 141,7% 14 159,3% 0,36 [0,08-1,52]
n=9M-V+ 0,15
’ G |[33,3% 8 166,7% 4 133,3% 2,80 [0,66-11,90]
Gruppe 4 A 150,0% 21 161,8% 13 138,3% 2,61 [0,98-6,94]
n=17 M+,V+ 0,05
’ G |50,0% 13 138,2% 21 161,8% 0,38 [0,14-1,02]
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3.4 Morbus Basedow

3.4.1 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Morbus Basedow-Patienten

und gesunden Kontrollen

Es wurden 258 deutsche Patienten mit Morbus Basedow und 227 gesunde
deutsche Kontrollen auf den IFIH1-rs1990760-Polymorphismus hin untersucht
und gegenubergestellt. In der Distribution der Genotypen fanden sich keine

Unterschiede.

Tabelle 26: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Patienten mit Morbus
Basedow gegenuber Kontrollen

Patienten (n = 258) |Kontrollen (n = 227) |p-Wert
Genotyp (x?)

n Frequenz n Frequenz
AA 88 34,1% 87 38,4% 0.55
AG 132 151,2% 112 49,3%
GG 38 14,7% 28 12,3%

Die Allelverteilung erwies sich ebenfalls als nicht unterschiedlich, Patienten und

Kontrollen zeigten ahnliche Allelhaufigkeiten.

Tabelle 27: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei
Patienten mit Morbus Basedow gegenuber Kontrollen

Allel | Patienten Kontrollen p-Wert Odds Ratio

n Frequenz |n Frequenz (x?) [95%Cl]
A 308 |59,7% 286 [63,0% 0.32 0,87 [0,67-1,13]
G 208 40,3% 168 |37,0% 1,15[0,89-1,49]
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3.4.2 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Morbus Basedow im

Zusammenhang mit dem HLA-Risiko

Das HLA-Allel DQ2 (DQ2=DQA1*0501-DQB1*0201) spielt auch bei Morbus
Basedow eine Rolle, Trager dieses Allels zeigen eine erhdhte Anfalligkeit fur
Morbus Basedow. Daher wurden die Genotypen- und Allelverteilungen des
IFIH1-rs1990760 Polymorphismus im Zusammenhang mit den HLA-Typen der
Patienten und Kontrollen untersucht. Trager des HLA-DQ2-Allels wurden der
Risikogruppe (DQ2*) zugeordnet, Individuen ohne dieses Allel der Gruppe ohne
HLA-bedingtes Risiko (DQ2).

In der Genotypenverteilung ergaben sich bei keiner der nach HLA-Typ

aufgeteilten Subgruppen Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen.

Tabelle 28: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Zusammenhang mit HLA-
Allelen bei Patienten mit Morbus Basedow gegenuber Kontrollen

HLA |Genotyp |Patienten Kontrollen p-Wert
n Frequenz n Frequenz (X?)
Patienten (n = 86) |Kontrollen (n = 31)
AA 29 |33,7% 11 135,5%
DQ2* 0,27
AG 47 |54,7% 13 |41,9%
GG 10 [11,6% 7 22,6%
Patienten (n = 90) |Kontrollen (n = 57)
AA 28 |31,1% 24 142,1%
DQ2 0,23
AG 49 |54,4% 29 150,9%
GG 13 |14,5% 4 7,0%
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Auch die Allelverteilungen des IFIH1-rs1990760 Polymorphismus waren in den
nach HLA-Typ gebildeten Subgruppen ahnlich.

Tabelle 29: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in
Zusammenhang mit HLA-Allelen bei Patienten mit Morbus Basedow gegenuber
Kontrollen

HLA |Allel | Patienten Kontrollen p-Wert |OR
n |Frequenz |[n |Frequenz (%) [95% Cl]
Patienten (n = 86) |Kontrollen (n = 31)
DQ2*|A [105 [61,0% 35 [56,5% 0,63 |1,21[0,67-2,18]
G |67 |[39,0% 27 |43,5% 0,83 [0,46-1,49]
Patienten (n = 90) |Kontrollen (n = 57)
DQ2 [A [105 [58,3% 77 |67,5% 0,14 (0,67 [0,41-1,1]
G |75 |41,7% 37 132,5% 1,49 [0,91-2,43]

3.4.3 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei mannlichen und weiblichen

Individuen

Wie fur die Erkrankung an Hashimoto-Thyreoditis, so ist auch bei Morbus
Basedow ein deutlich erhdhtes Risiko fur die Erkrankung mit dem weiblichen
Geschlecht assoziiert.

Es wurden daher Subgruppen gebildet, die neben den HLA-Typen auch das
Geschlecht der untersuchten Patienten und Kontrollen berticksichtigen.

Bei der Genotypenverteilung war kein signifikanter Unterschied in der Verteilung
der drei Genotypen zu erkennen. In der Gruppe der DQ2- Patientinnen fand
sich ein Trend zugunsten des Allels ,G* (AG + GG = 66,6% bei Patientinnen
gegenuber AG + GG = 51,6% bei weiblichen Kontrollen, p = 0,09).
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Tabelle 30: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Zusammenhang mit HLA-
Allelen und dem Geschlecht bei Patienten mit Morbus Basedow gegenuber
Kontrollen

HLA/ Genotyp | Patienten Kontrollen p-Wert
Geschlecht (x?)
n Frequenz n Frequenz X
Patienten (n =48) |[Kontrollen (n = 18)
DQ2*/ 0 0
" AA 15 [31,3% 7 38,9%
weiblich 0,57
AG 28 [58,3% 8 44,4%
GG 5 10,4% 3 16,7%
Patienten (n = 14) |[Kontrollen (n = 13)
DQ2*/ AA 5 35,7% 4 30,8% 0.58
mannlich AG 7 [50,0% 5 |38,4% ’
GG 2 14,3% 4 30,8%
Patienten (n = 54) |[Kontrollen (n = 31)
DQ2/ AA 18 [33,3% 15 [48,4% 0.09
weiblich AG 26 |48,2% 15 |48,4% ’
GG 10 [18,5% 1 3,2%
Patienten (n = 11) [Kontrollen (n = 26)
AA 6 54,5% 9 34,6%
DQ27/ 0,53
GG 1 9,1% 3 11,5%

Weder das Allel ,A“ noch das Allel ,G* war in einer der Gruppen in statistisch
relevantem Male haufiger. Es zeigte sich jedoch auch bei den Allelverteilungen
eine Tendenz, dass das Allel ,G* bei Patientinnen ohne HLA-Risikoallel DQ2
haufiger zu finden war als bei gesunden Kontrollen derselben HLA-
Risikogruppe (42,6% vs. 27,4%, p = 0,07).
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Tabelle 31: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Zusammenhang mit HLA-
Allelen und Geschlecht bei Patienten mit Morbus Basedow gegeniuber
Kontrollen

(I:JII(;,_A\/ Allel|n Frequenz n Frequenz o-Wert |OR
2 0,
schlecht (x*) [95% Cli
Patienten (n = 48) |Kontrollen (n = 18)
DQ2Y 1A 158 [60,4% 22 [61,1% 0,90 |0,97 [0,44-2,13]
weiblich
G |38 [39,6% 14 |38,9% 1,03 [0,47-2,26]
Patienten (n = 14) |Kontrollen (n =13)
DQ2"/ 1A 147 T60,7% 13 [50,0% 0,61 [1,55[0,52-4,55]
mannlich
G (11 [39,3% 13 |50,0% 0,65 [0,22-1,91]
Patienten (n = 54) |Kontrollen (n = 31)
DQ2/
weiblich A |62 |57,4% 45 |72,6% 0,07 |0,51[0,26-1,00]
G |46 |42,6% 17 |27,4% 1,96 [1,0-3,86]
Patienten (n = 11) |Kontrollen (n = 26)
ba2/ 16 |72,7% 32 [61,5% 0,51 |1,67[0,56-4,97]
mannlich
G |6 |27,.3% 20 |38,5% 0,60 [0,20-1,79]

3.4.4 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Morbus Basedow und TSH-

Rezeptor-Antikorper
Der TSH-Rezeptor-Antikorper ist bei Morbus Basedow mitverantwortlich fir die
Entstehung der Hyperthyreose, jedoch nicht immer nachweisbar. Ein postiver

TSH-Rezeptor-Antikdrperbefund lag bei 46 von insgesamt 258 Patienten vor

(17,8%). Diese wurden mit AntikGrper-negativen Kontrollen verglichen.

Es zeigte sich kein Unterschied in der Genotypenverteilung.
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Tabelle 32: Genotypenverteilung bei Antikdrper-positiven Morbus Basedow-
Patienten gegenuber Kontrollen

Genotyp |Patienten (n =46) |Kontrollen (n =227) |p-Wert
(%)
n Frequenz n Frequenz
AA 14 130,4% 87 138,4% 0.35
AG 23 150,0% 112 149,3%
GG 9 19,6% 28 112,3%

Auch die Allelverteilung bei Patienten wich nicht signifikant von der bei

Kontrollen ab.

Tabelle 33: Allelverteilung bei Antikorper-positiven Morbus-Basedow-Patienten
gegenuber Kontrollen

Allel |Patienten Kontrollen p-Wert |OR

n Frequenz |n Frequenz (x?) [95% Cl]
A 51 55,4% 286 63,0% 0.21 0,73 [0,46-1,15]
G 41 44.6% 168 |37,0% 1,37 [0,87-2,15]
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3.5 Basedow-Familienanalysen

Bei der Untersuchung von 59 deutschen Familien mit einem von Morbus
Basedow betroffenen Kind ergab die Analyse des IFIH1-Polymorphismus
rs1990760 mit den Allelen ,A* und ,G* hinsichtlich der Transmission und Nicht-
Transmission keinen Unterschied. Das Allel ,A* wurde zu 46,5% transmittiert,
das Allel ,G* zu 57,1%. Nicht transmittiert wurde das Allel ,A“ zu 53,5%, das
Allel ,G* zu 42,9%. Die Allelfrequenzen betrugen 67,4% fur das Allel ,A“ und
32,6% fur das Allel ,G*.

Tabelle 34: Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-Polymorphismus
rs1990760 in Basedow-Familien

Eltern (n = 118)

T NT

Allel |Frequenz |n |Frequenz |n Frequenz |p-Wert |OR
() [95% CI]

67,4% 74 146,5% 85 |53,5% 013 0,65 [0,38-1,13]
G [32,6% 44 |57,1% 33 |42,9% ’ 1,53 [0,89-2,65]

>

Bei der Betrachtung der geschlechtsspezifischen Vererbung von Muttern auf
betroffene Kinder und von Vatern auf betroffene Kinder zeigten sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede, jedoch ergab sich eine Tendenz des
selteneren Allels ,G* zur Transmission von Mduttern auf betroffene Kinder
(61,8%, p = 0,09).
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Tabelle 35: Mutterliche Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-
Polymorphismus rs1990760 in Basedow-Familien

Mutter (n = 53)
T NT
Allel |Frequenz |n Frequenz |n Frequenz |p-Wert OR
) [95%Cl]
A 67,9% 32 44,4% 40 55,6% 0.09 0,5[0,22-1,14]
G 32,1% 21 161,8% 13 38,2% 2,02 [0,88-4,65]

Bei der Analyse der vaterlichen Transmission zeigte sich keine Tendenz zu

einer vermehrten Transmission oder Nicht-Transmission eines der Allele.

Tabelle 36: Vaterliche Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-
Polymorphismus rs1990760 in Basedow-Familien

Vater (n = 53)
T NT
Allel |Frequenz |n |Frequenz |n Frequenz |p-Wert |OR
(x) [95% Cl]
A 70,8% 36 |48,0% 39 |52,0% 0.52 0,76 [0,33-1,77]
G 29,2% 17 |54,8% 14 145,2% 1,32 [0,57-3,06]

3.5.1 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Basedow-Familien und HLA-
Risiko der Eltern

In dieser Analyse wurde die Transmission der Allele ,A“ und ,G" in
Zusammenhang mit den elterlichen HLA-Risikoallelen betrachtet. Die 54
Familien wurden in zwei Risikogruppen eingeteilt: Der als ,DQ2** bezeichneten
Gruppe wurden Eltern(teile) mit dem HLA-Risikoallel DQ2 (DQA1*0501-
DQB1*0201) zugeordnet, der Gruppe ,DQ2*“ Eltern(teile), die das Allel DQ2

nicht tragen.
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Die Transmission der Allele “A” und “G” von Eltern auf betroffene Kinder zeigte

in keiner der Gruppen signifikante Unterschiede.

Tabelle 37: Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-Polymorphismus
rs1990760 in Basedow-Familien in Zusammenhang mit HLA-Allelen

Eltern Allel |Frequenz | T NT p-Wert| OR
(n=158) n |Frequenz |n |Frequenz (x?) [95% Cli
DQ2* A 69,2% 39 147,0% 44 153,0% 0,68 [0,31-1,48]
(n=30) 0,32

G 30,8% 21 /56,8% 16 143,2% 1,48 [0,68-3,24]
DQ2 A 65,3% 59 146,1% 69 53,9% 0,64 [0,35-1,15]
(n=49) 0,13

G 34,7% 39 |57,4% 29 |42,6% 1,57 [0,87-2,85]

Auch bei der separaten Betrachtung der Vererbung von Mutter auf betroffenes

Kind zeigten sich keine Unterschiede in der Transmission oder Nicht-

Transmission der Allele.

Tabelle 38: Mutterliche Transmission und Nicht-Transmission des

IFIH1-

Polymorphismus rs1990760 in Basedow-Familien in Zusammenhang mit HLA-

Allelen

Mdatter |Allel|Frequenz | T NT p-Wert | OR [95% CI]
(n=69) n |Frequenz |n Frequenz (x?)
DQ2* |A ]76,9% 19/47,5% 21 152,5% 0,65 [0,17-2,40]
(n = 26) 0,51

G 23,1% 7 158,3% 5 141,7% 1,55 [0,41-5,75]
DQ2 A  166,3% 25|43,9% 32 56,1% 0,48 [0,19-1,19]
(n=43) 0,11

G |33,7% 18/62,1% 1 37,9% 2,09 [0,84-5,22]
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Die Transmission von Vatern auf betroffene Kinder zeigte keine Tendenz zu
einer haufigeren Transmission eines der Allele, weder in der DQ2* noch in der
DQ2" Gruppe.

Tabelle 39: Vaterliche Transmission und Nicht-Transmission des IFIH1-
Polymorphismus rs1990760 in Basedow-Familien in Zusammenhang mit HLA-
Allelen

Vater |Allel |Frequenz | T NT p-Wert | OR [95% CI]
(n=69) Frequenz |n |Frequenz (x?)
DQ2* |A 67,3% 16 |45,7% 19 154,3% 0,59 [0,18-1,92]
(n =26) 0,37

G 32,7% 10 |58,8% 7 141,2% 1,70 [0,52-5,52]
DQ2- |A 53,5% 15 132,6% 31 167,4% 0,21 [0,08-0,51]
(n=43) 0,49

G 46,5% 28 |70,0% 12 130,0% 4,82 [1,97-11,82]
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3.6 Morbus Addison

Es wurden 195 deutsche Patienten mit Morbus Addison und 227 gesunde

deutsche Kontrollen auf den IFIH1-Polymorphismus rs1990760 hin untersucht.

Bei der Genotypenverteilung ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen Patienten und Kontrollen.

Tabelle 40: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Patienten mit Morbus
Addison gegenuber Kontrollen

Genotyp |Patienten (n = 195) Kontrollen (n = 227) |p-Wert
(x?)
n Frequenz n Frequenz
AA 68 34,9% 87 38,4% 0.70
AG 99 50,8% 112 149,3%
GG 28 14,3% 28 12,3%

Die Allele ,A" und ,G" zeigten bei Patienten und Kontrollen keine statistisch

unterschiedliche Verteilung.

Tabelle 41: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei
Patienten mit Morbus Addison gegenuber Kontrollen

Allel |Patienten Kontrollen p-Wert |OR

n Frequenz |n |Frequenz (X?) [95%Cl]
A 235 160,3% 286 |63,0% 0.46 0,89[0,67-1,18]
G 155 139,7% 168 |37,0% 1,12 [0,85-1,48]

7



Ergebnisse

3.6.1 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Morbus Addison im

Zusammenhang mit dem HLA-Risiko

HLA-DQ2 und -DQ8 sind im genetischen Hintergrund des Morbus Addison ein
wesentlicher Risikofaktor. Daher wurde auch bei der Untersuchung der
Patienten mit Morbus Addison im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine
Subgruppenanalyse des IFIH1-rs1990760 Polymorphismus nach HLA-
Risikogruppen durchgefuhrt.

In keiner der durch HLA-Typen definierten Gruppen fanden sich signifikante

Unterschiede in der Verteilung der Genotypen.
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Tabelle 42: |IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Zusammenhang mit HLA-

Allelen bei Patienten mit Morbus Addison gegenlber Kontrollen

HLADQ- |Genotyp |Patienten Kontrollen p-Wert
Allel n Frequenz n Frequenz (%)
Patienten (n = 95) Kontrollen (n = 45)
DQ2™ ~1ap 38 |40,0% 17 37,8%
und/oder 0,37
DQS8* AG 48 150,5% 20 44,4%
GG 9 9,5% 8 17,8%
Patienten (n = 33) Kontrollen (n = 43)
AA 11 33,3% 18 41,9%
DQ x/x 0,46
AG 17 |151,5% 22 51,1%
GG 5 15,2% 3 7,0%
Patienten (n = 72) Kontrollen (n = 31)
AA 26 |36,1% 11 35,5%
DQ2* 0,29
AG 38 52,8% 13 41,9%
GG 8 11,1% 7 22,6%
Patienten (n = 56) Kontrollen (n = 57)
AA 23 |41,1% 24 42,1%
DQ2 0,79
AG 27 |48,2% 29 50,9%
GG 6 10,7% 4 7,0%
Patienten (n = 37) Kontrollen (n = 20)
AA 17 |45,9% 7 35,0%
DQ8* 0,39
AG 17 |45,9% 9 45,0%
GG 3 8,2% 4 20,0%
Patienten (n = 91) Kontrollen (n = 68)
AA 32 |352% 28 41,2%
DQ8- 0,73
AG 48 |52,7% 33 48,5%
GG 11 12,1% 7 10,3%

Die Allelverteilungen des IFIH1-rs1990760 Polymorphismus zeigten in den nach
HLA-Typen unterteilten Subgruppen ebenfalls keinen Unterschied zwischen an

Morbus Addison erkrankten Patienten und gesunden Kontrollen.
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Tabelle 43: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in
Zusammenhang mit HLA-Allelen bei Patienten mit Morbus Addison gegenuber
Kontrollen

At P 195% CI
n Frequenz n Frequenz
DQ2* Patienten (n = 95) [Kontrollen (n = 45)
und/oder |A 124 165,3% 54 60,0% 0,47 |1,25[0,75-2,1]
Qg G 66 |(34,7% 36 40,0% 0,80 [0,48-1,34]
Patienten (n = 33) |Kontrollen (n = 43)
DQx/x |A 39 |(59,1% 58 67,4% 0,37 |0,70[0,36-1,36]
G 27 140,9% 28 32,6% 1,43 [0,74-2,79]
Patienten (n = 72) |Kontrollen (n = 31)
DQ2* A 90 |(62,5% 35 56,5% 0,51 |[1,29[0,70-2,35]
G 54 |37,5% 27 43,5% 0,78 [0,42-1,42]
Patienten (n = 56) |Kontrollen (n = 57)
DQ2 A 73 |65,2% 77 67,5% 0,81 [0,90 [0,52-1,56]
G 39 |(34,8% 37 32,5% 1,11 [0,64-1,93]
Patienten (n = 37) |Kontrollen (n = 20)
DQ8* A 51 |68,9% 23 57,5% 0,31 |1,64[0,74-3,64]
G 23 31,1% 17 42,5% 0,61 [0,27-1,35]
Patienten (n = 91) |Kontrollen (n = 68)
DQ8 A 112 161,5% 89 65,4% 0,55 |0,84[0,53-1,34]
G 70 |38,5% 47 34,6% 1,18 [0,75-1,88]

3.6.2 IFIH1-Polymorphismus rs1990760 bei Morbus Addison bei

mannlichen und weiblichen Individuen
Die Patienten mit Morbus Addison wurden nach ihren HLA-Typen und dem

Geschlecht zu Subgruppen zusammengefasst. Die Genotypenverteilung war in

keiner der gebildeten Untergruppen signifikant unterschiedlich.
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Tabelle 44: |IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Zusammenhang mit HLA-
Allelen und Geschlecht bei Patientinnen mit Morbus Addison gegenuber
weiblichen Kontrollen

EIII_Q/DQ- Genotyp p-;Ne t
Geschlecht n |Frequenz n Frequenz (x°)
DQ2* Patienten (n = 64) Kontrollen(n = 24)
und/oder AA 27 |42,2% 9 37,5% 0.7
DQs* AG 32 [50,0% 12 |50,0% ’
weiblich
GG 5 7,8% 3 12,5%
Patienten (n = 22) Kontrollen (n = 25)
DQ_ X(X AA 7 31,8% 13 [52,0% 0.26
weiblich AG 12 |54,6% 11 [44,0% ’
GG 3 13,6% 1 4,0%
Patienten (n = 45) Kontrollen (n = 18)
DQ2"/ AA 17 |37.8% 7 |389% 081
weiblich AG 23 [51,1% 8  |44,4% ’
GG 5 11,1% 3 16,7%
Patienten (n = 41) Kontrollen (n = 31)
DQ27 AA 17 |41,5% 15 |48,4% 065
weiblich AG 21 |51,2% 15 |48,4% ’
GG 3 7,3% 1 3,2%
Patienten (n = 27) Kontrollen (n = 7)
DQ8"/ AA 12 |44,4% 2 |28,6% 065
weiblich AG 13 |48,2% 4  |57,1% ’
GG 2 7,4% 1 14,3%
Patienten (n = 59) Kontrollen (n = 42)
DQS‘( AA 22 |37,3% 20 47.7% 0.56
weiblich AG 31 |52,5% 19 |45,2% ’
GG 6 10,2% 3 7.1%
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Tabelle 45: IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in Zusammenhang mit HLA-
mannlichen Patienten mit Morbus Addison

Allelen und Geschlecht bei
gegenuber mannlichen Kontrollen

HLA DQ- Genotyp o-Wert
Allel/ 2
Geschlecht n Frequenz n Frequenz (x?)
Patienten (n = 28) Kontrollen (n = 21)
DQ2*
und/oder AA 11 39,3% 8 38,1% 067
DQs8* AG 13 |46,4% 8 |38,1% ’
mannlich
GG 4 14,3% 5 23,8%
Patienten (n = 9) Kontrollen (n = 18)
DQ x/x AA 3 33,3% 5 27,8% 0.65
mannlich | AG 4 44,5% 11 [61,1% ’
GG 2 22,2% 2 11,1%
Patienten (n = 24) |Kontrollen (n = 13)
DQ2*/ AA 9 37,5% 4 30,8% 0.40
mannlich | AG 12 {50,0% 5 [384% ’
GG 3 12,5% 4 30,8%
Patienten (n = 13) |Kontrollen (n = 26)
DQ2/ AA 5 38,5% 9 34,6% 055
mannlich | AG 5 |385% 14 |53,9% ’
GG 3 23,0% 3 11,5%
Patienten (n = 10) |Kontrollen (n = 13)
DQ8*/ AA 5 50,0% 5 38,5% 069
mannlich | AG 4 140,0% 5 [38,5% ’
GG 1 10,0% 3 23,0%
Patienten (n = 27) |Kontrollen (n = 26)
DQS8/ AA 9 33,3% 8 30,8% 001
mannlich | AG 13 |48,2% 14 |53,8% ’
GG 5 18,5% 4 15,4%
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Auch bei der Distribution der Allele ,A* und ,G* war kein Unterschied in den

gebildeten Subgruppen erkennbar.

Tabelle 46: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in
Zusammenhang mit HLA-Allelen und Geschlecht bei Patientinnen mit Morbus
Addison gegenuber weiblichen Kontrollen

HLA DQ- [Allel
Allel/ p-Wert | Odds-Ratio
- 2 0,
Scilecht n |Frequenz n Frequenz (x*) [95% Cll
DQ2*und/ Patienten (n = 64) | Kontrollen (n = 24)
Bd5§+ A |86 |67,2% 30 |62,5% 0,69 |1,231[0,62-2,45]
weiblich |G 42 132,8% 18 37,5% 0,811[0,41-1,62]
Patienten (n = 22) |Kontrollen (n = 25)
DQXIx — TA™ 126 [59,1% 37 |74,0% 0,19 |0,51[0,21-1,21]
weiblich
G 18 140,9% 13 26,0% 1,97 [0,82-4,71]
Patienten (n = 45) | Kontrollen (n = 18)
DQ2/ A~ 157 T63,3% 22 [61,1% 0,99 |1,10[0,5-2,44]
weiblich
G 33 |26,7% 14 38,9% 0,91 [0,41-2,02]
Patienten (n = 41) |Kontrollen (n = 31)
DQ2/ 0 )
weiblich A 55 |67,1% 45 72,6% 0,60 |0,77[0,37-1,59]
G 27 |32,9% 17 27,4% 1,30 [0,63-2,68]
Patienten (n = 27) |Kontrollen (n = 7)
DQ8"/ - -
weiblich A 37 168,5% 8 57,1% 0,63 |1,63[0,49-5,44]
G 17 31,5% 6 42,9% 0,61 [0,18-2,04]
Patienten (n = 59) |Kontrollen (n = 42)
DQ87 A 175 [63.6% 59 |70,2% 0,40 [0,74[0,41-1,35]
weiblich
G |43 |36,4% 25 29,8% 1,35[0,74-2,46]
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Tabelle 47: Allelfrequenzanalyse des IFIH1-Polymorphismus rs1990760 in
Zusammenhang mit HLA-Allelen und Geschlecht bei mannlichen Patienten mit
Morbus Addison gegenliber mannlichen Kontrollen

HLA DQ- |Allel
Allel/ p-Wert | Odds-Ratio
Scilecht n |Frequenz n |Frequenz (x*) [95% CI]
DQ2*und/ Patienten (n = 28) |Kontrollen (n = 21)
oder DQ8*|A |35 |62,5% 24 (57,1% 0,74 (1,25[0,55-2,38]
mannlich 151 [37 5% 18 [42,9% 0,80 [0,35-1,81]
Patienten (n =9) |Kontrollen (n =18)
r?1('a')n):1ll)i(ch A 10 [55,6% 21 [58,3% 0,92 (0,89 [0,29-2,80]
G |8 [|44,4% 15 [41,7% 1,12 [0,36-3,51]
Patienten (n = 24) [Kontrollen (n = 13)
0ozt A [30 [62,5% 13 [50,0% 0,43 [1,67 [0,63-4,38]
G |18 [37,5% 13 [50,0% 0,60 [0,23-1,58]
Patienten (n = 13) |Kontrollen (n = 26)
rl?lgr?r-flich A 15 |57,7% 32 61,5% 0,93 (0,85[0,33-2,22]
G |11 |42,3% 20 [38,5% 1,17 [0,45-3,06]
Patienten (n = 10) |Kontrollen (n = 13)
ot A [14 [70.0% 15 [57,7% 0,58 |1,71[0,50-5,87]
G |6 [30,0% 11 142,3% 0,58 [0,17-2,01]
Patienten (n = 27) |Kontrollen (n = 26)
08T A [31]57.4% 30 [57,7% 0,87 |0,99 [0,46-2,14]
G |23 [42,6% 22 (42,3% 1,01 [0,47-2,19]
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4 Diskussion

Das angeborene Immunsystem nimmt die Anwesenheit mikrobieller Infektion
durch PRRs wabhr, die fur die Angreifer typische Strukturelemente erkennen. Zu
den Sensormolekiilen des angeborenen Immunsystems im Zytosol infizierter
Zellen zahlen TLR-3 und cytoplasmatische Helicasen wie RIG-1 und IFIH1. Sie
detektieren zytosolische dsRNA, die bei der Replikation der Viren entsteht, und
triggern antivirale und apoptotische Signalwege. IFIH1 aktiviert mit seiner
CARD {Uber Transkriptionsfaktoren und IRFs Nf-kB-Signalwege, die ihrerseits
INFa/B und damit Interferon-induzierbare Gene aktivieren [Kawai et al., 2008].
Die physiologische Rolle des IFIH1-Proteins liegt also in der antiviralen Antwort
des angeborenen Immunsystems. Wenn Veranderungen in Signalwegen der
Virusabwehr assoziiert sind mit dem Auftreten oder Nicht-Auftreten von
Autoimmunerkrankungen, wurde dies den Zusammenhang zwischen
Autoimmunerkrankungen und Infektionen, in diesem Falle viralen Infektionen,
bestatigen und einen funktionellen Zusammenhang nahe legen. Beziehungen
zwischen Autoimmunopathien und viralen Infektionen sind auf unterschiedlichen
Ebenen vielfach beschrieben [Knip et al., 2005; Werf et al., 2007; Desailloud et
al., 2009].

Eine Genom-weite Assoziationsstudie hat den IFIH1-Polymorphismus
rs1990760 als Risikofaktor fuir T1Ds identifiziert [Smyth et al., 2006]. Die
Assoziation des in dieser Arbeit untersuchten IFIH1-Polymorphismus rs1990760
mit T1D wurde in mehreren Studien mit unterschiedlichen Populationen
bestatigt [Qu et al., 2008; Liu et al., 2009]. Drei andere Polymorphismen im
IFIH1-Gen bzw. nahe seinem 3'-Ende (rs13422767, rs2111485 und rs3747517)
zeigten in einer Studie mit 2046 kaukasischen Patienten gegenuber 2417
Kontrollen eine Assoziation mit T1D, die starkste Assoziation wurde auch in
dieser Studie fir den IFIH1-rs1990760 Polymorphismus beobachtet [Liu et al.,

2009]. Eine andere Untersuchung machte Funktionsverlust-Mutationen
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(,Loss-of-function“-Mutationen) an anderen Positionen im Gen der Helicase als
protektiv gegen T1D aus [Shigemoto et al., 2009].

Der rs1990760-Polymophismus liegt in der HNF3b- Bindestelle im Exon 15 und
kodiert ein Alanin zu Threonin im Codon 946 (Ala946Thr). Ala946 ist das
haufigere Allel, Threonin das seltenere. Der Polymorphismus liegt weder in der
CARD-Region noch in der Helicase-Domane. Die Region, in der er liegt, ist
hochkonserviert bei Sdugern. Sie kdnnte bisher unbekannte Funktionen durch
Effekte auf die Tertiarstruktur haben [Smyth et al., 2006].

Der Genort ist in der Folge auch in den Fokus bei der Erforschung anderer
Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose und Rheumatoide Arthritis
gelangt [Martinez et al., 2008a; Martinez et al., 2008b]. In der vorliegenden
Arbeit wurde er auf Assoziationen mit Hashimoto-Thyreoditis, Morbus Basedow
und Morbus Addison hin untersucht.

Bei Vorhandensein mehrerer Risikofaktoren sind additive Effekte auf das Risiko,
an einer dieser Autoimmunendokrinopathien zu erkranken, denkbar.
Gleichzeitig aber kann ein starker Risikofaktor den Einfluss eines schwacheren
Risikofaktors Uberdecken. Solche lang bekannten, deutlichen Risikofaktoren bei
den bislang untersuchten Autoimmunendokrinopathien sind unter anderen
genetischen Anfalligkeitsmerkmalen im HLA-Komplex zu finden. Daher wurden
in dieser Studie Genotypen, Allelhaufigkeiten und Transmissionen des IFIH1-
Polymorphismus gemeinsam mit den HLA-Typen betrachtet.

Ein genetischer Hintergrund zur Anfalligkeit fur Autoimmunerkrankungen ist
allgemein anerkannt. Veranderungen in verschiedenen Genregionen gelten als
pradisponierende Faktoren, sie erhdhen somit das Risiko zu erkranken. Die
Kenntnis dieser genetischen Faktoren kann helfen, mehr Gber die Pathogenese
der Krankheit zu lernen. Nicht immer sind die funktionellen Folgen einer
Veranderung bekannt, jedoch geben sie Hinweise auf die beteiligten Systeme
und Signalwege und konnen Ansatzpunkte zur Entwicklung neuer Therapien
geben.

Im genetischen Hintergrund autoimmuner Endokrinopathien Ilassen sich
deutliche Uberschneidungen erkennen. Mehrere Genorte beeinflussen in

unterschiedlich starkem MafRle das Risiko fur die verschiedenen Krankheiten
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wie Morbus Basedow, Morbus Addison, Hashimoto-Thyreoditis und eben auch
T1D.

So pradisponieren zum Beispiel Veranderungen im Bereich der Gene CTLA-4
[Gough et al., 2006; Nithiyananthan et al., 2002] und PTPN22 [Kim et al., 2005;
Saccucci et al., 2008; Kahles et al., 2005; Nielsen et al., 2007; Smyth et al.,
2004] fur Typ-1-Diabetes, autoimmune Schilddrisenerkrankungen und fur
Autoimmunitat im Allgemeinen. Beide Gene spielen eine Rolle in T-Zell-
Signalwegen, die Krankheitsassoziationen kdnnen somit auch funktionell mit
der Pathogenese in Zusammenhang gebracht werden.

Ein funktioneller Zusammenhang zwischen Hashimoto-Thyreoditis und IFIH1
erschlie®t sich nicht direkt Uber die fir die gewebszerstdérenden Prozesse
verantwortlichen zytotoxischen T-Zellen. IFHI1 ist eher ein Protein des
angeborenen Immunsystems, hat also erst nach einigen nachfolgenden
Schritten in der Reaktionskaskade einen Einfluss auf Aktivierung oder Nicht-
Aktivierung von T-Zellen. Eine relativ direkte Folge der Aktivierung der
Signalkaskade nach Kontakt zu dsRNA im Zytosol ist jedoch die vermehrte
Produktion von IFN1. Synthetisches IFN wird zur Behandlung von Hepatitis C
und anderen viralen Erkrankungen eingesetzt und zeigt als haufige
Nebenwirkung bei bis zu 40% der behandelten Patienten eine Thyreoditis. Im
klinischen Erscheinungsbild kann diese INF-induzierte Thyreoditis der
Hashimoto-Thyreoditis ahnlich sein, sich aber auch eher wie ein Morbus
Basedow aulern oder eine nicht-autoimmune, destruktive Form ausbilden. Die
mogliche Induktion von Thyreoditiden durch INF lasst also einen eventuellen
Zusammenhang der INF-Signalkaskaden und der Entstehung von
Autoimmunitat der Schilddrise erkennen [Tomer et al., 2009].

Der epidemiologische Zusammenhang der Inzidenz des T1D und enteroviraler
Infektionen [Lonnrot et al., 2000] nahrt die Vermutung, dass IFIH1-
Veranderungen als molekulares Bindeglied zwischen einem spezifischen viralen

Trigger und der autoimmunen Antwort fungieren konnten.
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4.1 Hashimoto-Thyreoditis und der IFIH1-Polymorphismus
rs1990760

Die Manifestation der Hashimoto-Thyreoditis ist multifaktoriell bedingt, sowohl
genetische als auch exogene Faktoren sind an der Pathogenese und Atiologie
beteiligt. Auf Seiten der exogenen Faktoren sind ein geringes Geburtsgewicht,
eine lange Reproduktionsphase [Prummel et al., 2004], Infektionen mit EBV
[Vrbikova et al., 1996], HTLV [Kawai et al., 1996] und anderen Erregern, die
Aufnahme hoher Dosen Jod [Rink et al., 1999] und Medikamenteneinnahme
(IL-2, IFNa) [Prummel et al., 2004] zu nennen. Die genetische Seite spiegelt
sich im familiar gehauften Auftreten wider. AulRerdem sind verschiedene Genloci
mit der Manifestation von Hashimoto-Thyreoditis assoziiert. So sind
Veranderungen im CTLA-4-Gen, dem Gen PTPN22 und dem Tg-Gen bei
Erkrankten signifikant haufiger zu beobachten als bei gesunden Kontrollen
[Jacobson und Tomer, 2007a]. Im Bereich der HLA-Region, die bei
Autoimmunitat eine besondere Rolle spielt, ist es besonders der Haplotyp DQ2,
der im genetischen Hintergrund der Hashimoto-Thyreoditis als
pradisponierender Faktor erscheint [Segni et al., 2002]. Ist ein Individuum durch
ein Risiko-HLA-Allel belastet, kommen andere Risikofaktoren moglicherweise
nicht zum Tragen. Additive Effekte, die sich bei Anwesenheit eines Risiko-Allels
in der HLA-Region aufdern, waren ebenfalls denkbar und mussen bei der Suche
nach Assoziationen anderer Kandidatengene bertcksichtigt werden.

Zur Routinediagnostik bei Verdacht auf Hashimoto-Thyreoditis gehort die
Bestimmung der Autoantikorper gegen TPO und Tg. Welche Rolle die
Antikdrper gegen Tg und TPO bei der Pathogenese spielen, ist allerdings nicht
abschliefend geklart. TPO ist ein Schlisselenzym bei der Bildung von
Schilddriisenhormonen und eines der Hauptantigene bei autoimmunen
Schilddrisenerkrankungen. Tg dient zur Speicherung der Schilddrisenhormone
3,5,3',5'-Tetrajodthyronin ( = Thyroxin, T4) und 3,5,3'-Trijodthyronine in den
Schilddrisenfollikeln [Classen, 2009]. Die Antikdrper gegen TPO und/oder Tg

sind bei 10-18% der Bevolkerung nachweisbar [Bulow Pedersen et al., 2003;
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Hollowell et al. 2002] ohne dass klinisch eine Schilddrisenerkrankung vorliegt.
Die Prasenz der Antikdrper ist hdher in Jodmangelgebieten [Fenzi et al., 1986;
Aghini-Lombardi et al., 1999] und nimmt mit dem Alter zu, bis sie ein Plateau
erreicht oder sogar absinkt [Hawkins et al., 1980; Tunbridge et al., 1977].
AuRerdem konnen sie haufiger bei Frauen als bei Mannern nachgewiesen
werden [Turnbridge et al., 1977; Okamura et al., 1987; Brochmann et al., 1988;
Prentice et al., 1990]. In Familien, in denen ein Mitglied an Hashimoto-
Thyreoditis oder Morbus Basedow erkrankt ist, ist die Zahl der Antikorper-
positiven, aber euthyreoten Individuen hoher als in der Allgemeinbevolkerung
[Prummel et al., 2005]. Die Anwesenheit und der Titer der Antikdrper an sich
korreliert nur in geringem Ausmal mit der Schilddrisen-Destruktion [Pearce et
al., 2003]. Heute wird davon ausgegangen, dass sie bei bereits laufendem
Entzindungsvorgang einen Beitrag zur Potenzierung der Reaktion leisten, die
alleinige Anwesenheit aber nicht zur Manifestation der Erkrankung ausreicht
[Weetman et al., 1994]. In der vorliegenden Arbeit wurde der elterliche
Antikorperstatus in die Untersuchung einbezogen. Denn es ist bekannt, dass
die mdatterliche Schilddrisenfunktion Fertilitat, Wachstum, neuroendokrine
Entwicklung des Fetus [Pop et al., 1995] und die perinatale Mortalitat [Mannistd
et al., 2009] beeinflussen kann. Bei Mannern deuten
Schilddrisenautoimmunitat und andere organ-spezifische Antikdrper auf eine
allgemeine Immundysregulation hin und koénnen ebenfalls die Fertilitat
beeinflussen [Baker et al. 1985; Paschke et al., 1994]. Bei einem Antikdrper-
positiven Individuum konnen sie ein Pradiktor fir die Entwicklung einer
autoimmunen Schilddrisenerkrankung sein und weisen maoglicherweise auf
eine subklinische Hypothyreose hin [Prummel et al., 2005].

Die oben beschriebenen Komponenten der Atiologie und Pathogenese stellen
den Hintergrund fir die in dieser Arbeit gebildeten Subgruppen. Im Fokus stand
zunachst die Gesamtgruppe. Hier wurden die Genotypen- und Allelfrequenzen
des Polymophismus rs1990760 von 106 Patienten mit Hashimoto-Thyreoditis
aus Deutschland mit 227 gesunden Probanden aus Deutschland verglichen. Bei

der Patienten-Kontrollanalyse zeigten sich keine Praferenzen zugunsten eines
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Genotyps oder eines Allels, eine Assoziation des Polymorphismus konnte also
bei der Gesamtgruppe nicht nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse stimmen mit einer Studie aus Japan, die 174 an Hashimoto-
Thyreoditis erkrankte japanische Patienten mit entsprechenden Kontrollen
verglich, Uberein. Auch dort konnten keine Assoziationen des rs1990760-
Polymorphismus mit Hahsimoto-Thyreoditis ermittelt werden [Ban et al., 2010].
Auffallig war eine abweichende Allelhaufigkeit in der japanischen gegenuber der
kaukasischen Population: Wahrend in der japanischen Studie das Allel ,G* mit
77% deutlich haufiger als das Allel ,A“ mit 23% auftrat, zeigten europaische
Studien gegenlaufige Allelverteilungen. In kaukasischen Populationen ist das
Verhaltnis A:G ca. 60:40 anzusiedeln [Smyth et al., 2006; Sutherland et al.,
2007]. Eine ahnliche Allelverteilung findet sich auch in der hier untersuchten
deutschen Population wieder, in der das Allel ,A“ bei 63% der gesunden
Kontrollen, das Allel ,,G* bei 37% nachweisbar war.

Um eventuell verdeckte Effekte zu erkennen, wurde die Gesamtgruppe nach
ihrem HLA-Haplotypen in Untergruppen geteilt. Jedoch konnte weder in den
Subgruppen mit hohem Risiko durch HLA-DQZ2 noch in der DQ2-negativen
Gruppe eine Assoziation gefunden werden. Eine Bevorzugung des weiblichen
Geschlechts bei der Erkrankung an Hashimoto-Thyreoditis legte die
geschlechtergetrennte Untersuchung nahe. Die Patienten und Kontrollen
wurden nach HLA-Risiko und Geschlecht auf Subgruppen verteilt, die jedoch
ebenfalls keine Assoziationen aufwiesen.

Bei Fall-Kontroll-Studien kann nicht grundsatzlich ausgeschlossen werden,
dass die Kontrollgruppe nicht reprasentativ fur die Gesamtpopulation ist. Fall-
Kontroll-Studien sind bei der Untersuchung von Polymorphismus-
Krankheitsassoziationen weniger senstitiv, wenn die Kontrollgruppe inadaquat
randomisiert ist. In Familienanalysen wird die Transmission der Allele an
betroffene Kinder untersucht, die nicht transmittierten Allele gelten dann als
interne Kontrollgruppe und das Problem der inadaquaten Randomisierung wird
SO umgangen.

Auch in der Familienanalyse der 149 italienischen Familien mit einem an

Hashimoto-Thyreoditis erkrankten Kind zeigten sich in der Gesamtgruppe keine
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Unterschiede im Transmissionsverhalten der Allele. Auch hier wurde eine
Stratifizierung nach HLA-bedingtem Risiko vorgenommen. Familien, in denen
die Eltern den Haplotyp HLA-DQ2 trugen, wurden getrennt von den Familien
beobachtet, in denen die Eltern diesen HLA-Haplotyp nicht trugen. Wahrend die
HLA-DQ2-negative Gruppe ein ausgeglichenes Transmissionsverhaltnis zeigte,
war in der HLA-DQ2-positiven Gruppe eine Tendenz zu erkennen, dass das
seltenere Allel ,G* auch seltener vererbt wurde (55,1% Nicht-Transmission zu
44,9% Transmission, p = 0,09).

Dieser Trend fand sich in der Untersuchung der rein maternalen Vererbung
verstarkt wieder (59,6% Nicht-Transmission zu 40,4% Transmission, p = 0,06).
In der paternalen Transmissionsanalyse war dieser Trend nicht zu beobachten.
Da erst ab einem p-Wert < 0,05 im x-Test von statistischer Relevanz
ausgegangen wird, sind die beobachteten Trends nicht klar genug, um eine
abschliellfende Aussage zu treffen. Hierzu ware die Analyse von grolieren
Fallzahlen nétig, diese standen jedoch nicht zur Verfigung.

Falls sich der Trend durch weitere Untersuchungen bestatigen sollte, konnte
das Ergebnis auf das Phanomen der genomischen Pragung (genomic
imprinting) zurtckgefuhrt werden. Genomische Pragung beschreibt, dass
gleiche Allele paternaler und maternaler Gene unterschiedlich exprimiert
werden. Funktion und physiologische Relevanz eines Gens bei einem
betroffenen Kind hangen dann also davon ab, ob es von der Mutter oder vom
Vater vererbt wird. Auf molekularer Ebene spielen bei diesem Phanomen
Unterschiede im Methylierungsmuster im Genom sich differenzierender Zellen
eine Rolle [Loffler und Petrides, 2002].

Vor dem Hintergrund der Schilddriasenantikorper als weiterem Indikator fur eine
familiare Anfalligkeit fur autoimmune Thyreopathien wurden der elterliche
Antikorperstatus in den Familien mit an Hashimoto-Thyreoditis erkranktem Kind
bei der Assoziationsanalyse des IFIH1-Polymorphismus einbezogen. In den
Familien, in denen weder Mutter noch Vater positiv fir Schilddrisenantikdrper
(TPO-AK, Tg-Ak) waren, zeigten sich keine Unterschiede in der Vererbung der
Alllele des IFIH1-Polymorphismus rs1990760. Waren nur bei der Mutter oder

nur beim Vater Antikbrper nachzuweisen, zeigten sich ebenfalls keine
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Vererbungsunterschiede. In der Gruppe, in der Vater und Mutter einen positiven
Antikdrperbefund aufwiesen, war eine haufigere Transmission des Allels ,A“ auf
das betroffene Kind zu beobachten (61,8% vs. 38,2%; p = 0,05).

Eine Erklarung fur diese Beobachtung ist, dass Familienanalysen eine hohere
Sensitivitat und Spezifitat besitzen als Fall-Kontroll-Analysen. Auch scheint der
zur Autoimmunitat pradisponierende Effekt des IFIH1-Polymorphismus
rs1990760 sich in den verschiedenen Populationen deutlich zu unterscheiden
[Jermendy et al. 2010]

4.2 Morbus Basedow und der IFIH1-Polymorphismus
rs1990760

Wechselbeziehungen von autoimmunen Endokrinopahtien und Infektionen sind
in der Einleitung bereits beschrieben worden. Die Betrachtung einzelner
Signalwege in der Immunantwort auf Erreger ist ein Baustein in der Erforschung
dieser Beziehungen.

In der Entstehung von T1D gilt ein Zusammenhang mit (entero-)viralen
Infektionen als wahrscheinlich [Lonntot et al., 2000], so dass die an der
Virusabwehr beteiligte Helicase IFH1 eine molekulare Brucke zwischen viraler
Infektion und autoimmunen Prozessen darstellen konnte [Smyth et al., 2006].
Fir Morbus Basedow sind die Zusammenhange zwischen Infektionen und der
Manifestation der Autoimmunopathie nicht so deutlich, jedoch konnte IFIH1
abgesehen von seiner Funktion als viraler Rezeptor weitere
immunregulatorische Effekte haben.

Morbus Basedow ist eine autoimmune Endokrinopathie, deren Ursprung in bis
zu 90% der Falle der genetisch determinierten Anfalligkeit zugeschrieben wird
[Brix et al., 2001]. HLA-Variationen und damit die Antigenbindungsaffinitat
besonders der HLA-Klasse |I-Molekile spielen eine wesentliche Rolle bei der

Stimulation von T-Lymphozyten und der Entwicklung von

92



Diskussion

Autoimmunerkrankungen. Der DQ2-Haplotyp ist ein solches Risikoallel flr
Morbus Basedow in der HLA-Region [Ramos-Lopez et al., 2007]. Neben der
HLA-Region spielen andere Gene und ihre Varianten eine Rolle in der
Anfalligkeit fur Morbus Basedow. Hierzu zahlt auch das an der Pathogenese
mehrerer endokriner Autoimmunopathien beteiligte Protein CTLA-4. CTLA-4 ist
ein Regulatorprotein im Aktivierunsprozess von T-Zellen, dessen Variationen in
zahlreichen Studien Assoziationen zu Morbus Basedow zeigten [Yanagawa et
al., 1995; Nistico et al., 1996; Donner et al., 2003; Heward et al., 1997;
Allahabadia et al., 2001]. Ein weiteres Gen, das mit Morbus Basedow assoziiert
ist, ist das Vitamin-D-Rezeptor-Gen [Ban et al., 2000a; Ban et al., 2000b]. Der
Vitamin D-Rezeptor ist ein nuklearer Rezeptor, der die Genexpression durch
direkte Interaktion —mit spezifischen  Sequenzelementen in  den
Promoterregionen von Hormon-abhangigen Zielgenen reguliert. Vitamin D hat
nicht nur eine zentrale Rolle im Calcium- und Phosphatstoffwechsel, sondern
reguliert daneben Zellwachstum und Differenzierung in unterschiedlichen
Gewebetypen, ist beteiligt an Hormonregulationskreisen und moduliert das
Immunsystem [Ross et al., 1994; Christakos et al., 1996]. Dass es eine Rolle
bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen spielt, wird durch die
Beobachtung gestitzt, dass eine Vitamin-D-Supplementierung vor T1D-
Entwicklung schutzt [Hypponen et al., 2001].

Ein anderes Gen, fir das Assoziationen mit Morbus Basedow gezeigt werden
konnten, ist das PTPN22, dessen Produkt die Aktivierung von T-Zellen durch
Interaktion mit anderen Signaltransduktionsmolekilen inhibiert [Velaga et al.,
2004]. Auch im Gen von CDA40, dessen Protein ein Mitglied der TNF-
Rezeptorfamilie auf antigenprasentierenden Zellen und ein wichtiger B-Zell-
Costimulator ist, konnten Polymorphismen nachgewiesen werden, die eine
Kopplungshaufigkeit mit dem Auftreten von Morbus Basedow zeigen [Tomer et
al., 1998,2002; Pearce et al., 1999; Kurylowicz et al., 2005].

Die Variationen der HLA-Region, CTLA-4 und PTPN22 zeigen Assoziationen
mit jeweils mehreren endokrinen Autoimmunopathien und gelten so eher als
allgemeine Risikofaktoren flr autoimmune Erkrankungen. Der TSH-Rezeptor ist

als Autoantigen krankheitsspezifisch fur Morbus Basedow; Polymorphismen im
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kodierenden Gen erhdhen die Anfalligkeit fur Morbus Basedow, nicht aber fur
Hashimoto-Thyreoditis [Brand und Gough, 2010].

Die Uberschneidungen im genetischen Hintergrund der meisten endokrinen
Autoimmunopathien machen Gene, fur die Assoziationen mit einer Erkrankung
aus dieser Gruppe bekannt sind, zu Kandidatengenen fur andere Mitglieder der
Krankheitsfamilie. Die in mehreren Studien gefundenen Assoziationen zwischen
IFIH1-Polymorphismen und T1D, weckten das Interesse zu fragen, ob es auch
Zusammenhange zu Morbus Basedow gibt. In GroRbritannien testeten
Sutherland et al, 2007 den rs199760-Polymorphismus in einer
Studienpopulation von 646 Fallen mit autoimmunen Schilddrisenerkrankungen
gegen 446 gesunde Kontrollen. In dieser Studie wurde beobachtet, dass das
Allel ,A* bei 66% der Patienten vorhanden war, im Gegensatz dazu nur bei 57%
der Kontrollen. Mit einem p-Wert von 0,00014 bei der Genotypenverteilung und
einem p-Wert von 0,000019 bei der Allelverteilung (OR = 1,47) zeigten sich hier
deutliche Assozationen zu Morbus Basedow [Sutherland et al., 2007]. In der
vorliegenden Arbeit wurden 258 Patienten aus Deutschland mit 227 gesunden
Kontrollen, ebenfalls aus Deutschland, verglichen. Die von Sutherland et al.
(2007) beobachtete Assoziation konnte hier nicht wiedergefunden werden.
Allelverteilungen und Genotypen waren mit p-Werten von 0,323 bzw 0,550 weit
entfernt von einer statistisch nachweisbaren Assoziation eines der Allele mit
dem Auftreten von Morbus Basedow. Diese Ergebnisse gleichen denen einer
Studie aus China, die ebenfalls keine Assoziationen zwischen Morbus Basedow
und dem IFIH1-rs1990760 Polymorphismus finden konnte [Zhao et al., 2007].
Um eventuell verdeckte Effekte oder Risikopotenzierung durch einen zusatzlich
vorhandenen Risikofaktor sichtbar zu machen, wurde eine Subgruppierung
nach bekannten Anfalligkeitsfaktoren vorgenommen. Als die Anfalligkeit
erhdhende Faktoren wurden weibliches Geschlecht und der HLA-Typ DQ2
angenommen. Weder das Geschlecht noch das HLA-bedingte Risiko hatten
aber Einfluss auf die Genotypen- und Allelverteilungen des untersuchten
Polymorphismus, es konnten keine Assoziationen beobachtet werden.

Der TSH-Rezeptor ist als spezifisches Autoantigen an der Pathogenese des

Morbus Basedow beteiligt. Mehrere Studien haben Veranderungen im Gen des
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TSH-Rezeptors gefunden, die mit der Manifestation von Morbus Basedow
assoziiert sind. [Dechairo et al., 2005; Hiratani et al., 2005; Brand et al., 2009].
Die Antikdrper selbst sind bei 90% der Patienten nachweisbar [Classen, 2009]
und haben aktivierende Funktion am TSH-Rezeptor. Dadurch kommt es zur
Mehrsekretion von Schilddrisenhormon und zur Hyperthyreose. In der
vorliegenden Arbeit lag bei 46 von 258 Patienten ein positiver Antikdrperbefund
vor. Es konnte jedoch auch in dieser Subgruppe keine Assoziation des IFIH1-
rs1990760 Polymorphismus mit Morbus Basedow gefunden werden.

Der systematische Vorteil von Familienanalysen (kein Risiko der inadaquaten
Randomisierung) wurde in dieser Arbeit auch bei Familien mit einem an Morbus
Basedow erkrankten Kind genutzt. Bei den 57 untersuchten Familien wurden
keine Transmissionsunterschiede der Allele festgestellt. Bei der Subgruppierung
nach vaterlicher und mudatterlicher Vererbung tendierte die mdatterliche
Transmission zu Mehrtransmission des selteneren Allels ,G* auf betroffene
Kinder (61,8% Transmission zu 38,2% Nicht-Transmission, p = 0,09). In den
Subgruppenanalysen mit Stratifizierung nach HLA-bedingtem Risiko durch das
DQ2-Allel bei den Eltern war diese Tendenz jedoch nicht zu beobachten und es
zeigten sich keine Transmissionsunterschiede. Dies kdnnte durch die geringe

Anzahl der zur Verfigung stehenden Familien bedingt sein.

4.3 Morbus Addison und der IFIH1-Polymorphismus rs1990760

Der genetische Hintergrund des Morbus Addison uberschneidet sich mit dem
anderer autoimmuner Erkrankungen, insbesondere mit dem des T1D und
autoimmuner Thyreopathien. Daher sind Gene im Hintergrund einer anderen
organspezifischen endokrinen Autoimmunopathie als Kandidatengene fur
Morbus Addison zu betrachten. Daruber hinaus sind Patienten mit Morbus
Addison zusatzlich von anderen organ-spezifischen Autoimmunopathien (50%

der Falle) betroffen oder leiden unter einem Polyendokrinen Syndrom, so dass

95



Diskussion

Gemeinsamkeiten im hereditaren Bereich allgemein anerkannt sind [Myrhe et
al., 2002; Nerup et al., 1974; Falorni et al., 2004].

Es sind also auch bei Morbus Addison Variationen im Bereich der Gene CTLA-4
[Blomhoff et al., 2004], PTPN22 [Skinningsrud et al., 2008] und der HLA-
Region, die wesentlich zur Erhdhung der Anfalligkeit beitragen. In der HLA-
Region sind es besonders die Allele DQ2 und DQS8, die eine Anfalligkeit fur
Morbus Addison anzeigen [Myrhe et al., 2002].

IFIH1 als Bestandteil des angeborenen Immunsystems mit wesentlicher
Funktion in der Virusabwehr und die Assoziation mit T1D jedoch macht es zu
einem Kanditatengen flir Morbus Addison. Darlber hinaus agieren
angeborenes und erworbenes Immunsystem gemeinsam, wobei das
angeborene System die erste Reihe der Abwehr darstellt, bevor nach einigen
Tagen das erworbene System mit seinen spezifischen T- und B-Zell-Klonen
vorherrschend wird. Komponenten des angeborenen Immunsystems wie das
Interferonsystem tragen zur Aktivierung der Antigen-spezifischen Zellen bei
[Chaplin, 2010]. IFIH1 ist ein dem angeborenen Immunsystem zugeordneter
Rezeptor, der Uber das Interferonsystem unter anderem zur Aktivierung von T-
Lymphozyten und zur Bildung von MHC-Molekllen fihrt. Kommt es in einer
solch frlhen Stufe des angeborenen Immunsystems zu Dysregulationen,
konnen sich diese in mehrschrittigen Prozessen bis in die Funktion von T- und
B-Zellen fortsetzen.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit die Assoziation des
IFIH1-Polymorphismus rs199760 mit Morbus Addison untersucht. Hierzu
wurden 195 Patienten und 227 Kontrollen genotypisiert. Es zeigten sich keine
signifikanten Frequenzunterschiede bei Patienten und Kontrollen hinsichtlich
der Genotypen oder der Allele. Auch eine Subgruppierung nach HLA-bedingtem
Risiko und dem Geschlecht ergab keine Assoziationen des Polymorphismus mit
Morbus Addison. Die Grolle der Studienpopulation von 195 untersuchten
Patienten allerdings lasst keine abschlieRende Beurteilung moglicher
Zusammenhange zu. In GroRbritannien zeigte die Studie von Sutherland et al.
[2007] bei ahnlicher Verteilung des rs1990760-Polymorphismus in der
Kontrollgruppe ein Ubereinstimmendes Ergebnis. Die Untersuchung grolierer
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Studienpopulationen und die Durchfuhrung von Familienanalysen ist hier jedoch

sinnvoll.

4.4 Fazit und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass der IFIH1-
Polymorphismus rs1990760 keine signifikante Rolle in der genetischen
Anfalligkeit fir Hashimoto-Thyreoditis, Morbus Basedow und Morbus Addison in
der deutschen sowie fur Hashimoto-Thyreoditis in der italienischen
Bevolkerung spielt. Jedoch erfordern die beobachteten Trends in einigen der
untersuchten  Subgruppen  weitere  Untersuchungen mit  grdélieren
Studienpopulationen, um einen Effekt des IFIH1-Polymorphismus rs1990760
auf die Anfalligkeit fur autoimmune Schilddrusenerkrankungen auszuschliefden.
Auch andere Polymorphismen im IFIH1-LD Block (z.B. rs2068330, rs2111485
und rs984971) sind interessant fur zuklnftige Untersuchungen, um bessere
Marker fir die Anfalligkeit fir Autoimmune Schilddrisenerkrankungen und

Morbus Addison in der europaischen Bevolkerung zu finden.
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