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2 Einleitung und Fragestellung
2.1 Komplex-genetische Autoimmunerkrankungen

2.1.1 Definition und Epidemiologie

Autoimmunerkrankungen (AIE) werden durch eine fehlende immunologische
Selbsttoleranz gegenuber korpereigenen Antigenen ausgelost. Es kommt zu
einer Entziindungsreaktion gegen eigene Korperzellen, dabei kdnnen ein oder
mehrere Organe betroffen sein. Geschatzte 4-5 % der Bevodlkerung sind von
einer der mehr als 80 verschiedenen AIE befallen, wobei Frauen eine hohere
Inzidenz als Manner aufweisen [Vyse et al., 1996]. AIE befinden sich unter den
zehn haufigsten Todesursachen. Die sechs haufigsten AIE, die
zusammengenommen ca. 50 % der AIE ausmachen, sind Rheumatoide Arthritis
(RA), Morbus Basedow, Diabetes mellitus Typ 1, pernizibse Anamie,
systemischer Lupus erythematosus (SLE) und Multiple Sklerose (MS)
[Wandstrat et al., 2001].

2.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Pathogenese von AIE ist bis jetzt weitgehend ungeklart. Die Anfalligkeit fur
komplexe AIE wird durch eine Vielzahl von genetischen und stochastischen
Faktoren sowie von Umweltfaktoren bestimmt. Die Konkordanzrate von
eineiigen Zwillingen zeigt am besten den genetischen Einfluss als
dominierenden Faktor fur die Entwicklung einer AIE. Sie reicht von 15 % bei RA
[Silman et al., 1993] bis zu 57 % bei SLE [Winchester, 1992].

Die Vererbung von AIE erfolgt in den meisten Fallen polygenetisch, aber auch
einige monogenetisch vererbte AIE sind bekannt, wie z.B. das X-chromosomal
vererbte Syndrom mit Immundysregulation, Polyendokrinopathie und
Enteropathie (IPEX), welches durch Mutationen im Forkhead box P3 Gen
(FOXP3) ausgelost wird [van der Vliet et al., 2007] oder das Autoimmun-
Polyendokrinopathie-Candidiasis-Ektodermale Dystrophie-Syndrom (APECED-



Einleitung und Fragestellung

Syndrom), bei dem das Gen verandert ist, welches fur das Autoimmunregulatur
Protein (AIRE) kodiert. Bei APECED-Syndrom handelt es sich um eine
Erkrankung mit den Symptomen autoimmune Polyendokrinopathie, Candidiasis
und ektodermale Dystrophie. Bisher ist diese Erkrankung nur in Finnland
vorgekommen.

Am ausgepragtesten sind AIE mit Variationen im Major Histocompatibility
Complex (MHC) assoziiert [Rose et al., 1999].

Die gro3e genetische Heterogenitat, Epistase und inkomplette Penetranz
erschweren es, sogenannte Suszeptibilitatsgene zu identifizieren, die fur die
Anfalligkeit fur AIE verantwortlich sind. Genetische Heterogenitat beschreibt,
dass unterschiedliche genetische Ursachen zum gleichen klinischen Bild
fuhren. Epistase liegt vor, wenn ein Gen die phanotypische Auspragung eines
anderen Gens unterdruckt oder fordert.

Es gibt unterschiedliche Studienansatze um Suszeptibilititsgene zu
identifizieren: familienbasierte Kopplungsstudien, Kandidatengen-Assoziations-
studien und genomweite Assoziationsstudien. Familienbasierte Kopplungs-
studien sind gut anwendbar bei monogenetischen Erkrankungen. Dabei werden
Satellitenmarker, die eine chromosomale Region von 10-20 Centimorgan
,Stellvertretend” abbilden, verwendet. Bei Erkrankungsvererbung innerhalb
einer Familie werden mit diesen Satellitenmarkern die Lokalisation der die
Krankheit verursachenden Genloci sukzessive eingeengt. Assoziationsstudien
ermoglichen die Untersuchung polygen vererbter Erkrankungen. Bei
Kandidatengen-Assoziationsstudien kommt es zur DNS-Analyse von
Kandidatengenen. Bei genomweiten Assoziationsstudien werden Single
Nucleotid Polymorphisms (SNP) analysiert, die ca. alle 10 kb auf dem humanen
Genom verteilt sind. So werden in einer Studie mehrere hunderttausend SNPs
untersucht.

Es wurden einige sogenannte non-MHC-Suszeptibilitatsgene identifiziert. Das
erste, das entdeckt wurde, ist ein Tandem-repeat-Polymorphismus im Promotor
des Insulingens, der zur Entwicklung von Diabetes fuhrt [Bell et al., 1984].
Allerdings wurde der genaue Mechanismus bis jetzt noch nicht aufgeklart.
Weiterhin sind Mutationen der Komplementkomponente C1g mit SLE [Walport
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et al., 1998] und Mutationen in NOD2 mit Morbus Basedow [Ogura et al., 2001]
assoziiert.

Vegleichbare Gene, die eine Auswirkung auf die Entwicklung von AIE haben,
wurden sowohl in Nagetiermodellen wie auch durch klinischen Studien beim
Menschen aufgedeckt. Einige dieser Gene beeinflussen mehrere AIE, darunter
PTPNZ22, das Interleukin-2-Rezeptor-a-Gen (IL2Ra) und der SNP CT60 im
Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA4).

Die Rolle von PTPN22 als Suszeptibilitatsgen fur AIE wird unter 2.2.2 genauer
diskutiert.

FUr IL2Ra wurde gezeigt, dass es in der Pathogenese von Diabetes mellitus
Typ | [Vella et al., 2005], Morbus Basedow [Brand et al, 2007] und Multipler
Sklerose [Hafler et al., 2007] eine Rolle spielt.

Der CT60-SNP im CTLA4-Gen spielt eine Rolle in der Krankheitsentwicklung
von Morbus Basedow, Thyroiditis und Diabetes mellitus Typ | [Ueda et al.,
2003], aber wahrscheinlich nicht bei der MS [Greve et al., 2007]. Im Maus-
Modell konnte gezeigt werden, dass der Genlokus 1dd5.1, der das CTLA4-Gen
enthalt, mit einem verstarktem Auftreten von Diabetes mellitus Typ [, jedoch mit
einem vermindertem Auftreten von Experimenteller Autoimmuner Enzephalo-
myelitis (EAE), assoziiert ist [Greve et al., 2004; Wicker et al., 2004]. Bei EAE
handelt es sich um eine Krankheit im Mausmodell, die vergleichbar mit MS

beim Menschen ist.
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2.2 Myasthenia gravis und Protein tyrosine phosphatase non-
receptor 22

2.2.1 Myasthenia gravis

2.2.1.1 Definition

Bei der Myasthenia gravis (MG) handelt es sich um eine AIE bei der haufig
Antikdrper gegen die Acetylcholinrezeptoren (AChR) im synaptischen Spalt der
Muskelendplatte gebildet werden. Es kommt zur wechselnd ausgepragten,
haufig asymmetrischen Schwache der quergestreiften Muskulatur. Bei langer
anhaltender Belastung der betroffenen Muskelgruppen nimmt diese Schwache

zu. In Ruhe erholt sich die Muskelkraft der betroffenen Muskeln wieder.

2.2.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der MG betragt zwischen 0,25-20 / 1.000.000 Einwohner pro Jabhr,
die Pravalenz zeigt weltweit gesehen eine breite Variation, von z.B. 50 /
1.000.000 Einwohner pro Jahr in Hong Kong bis zu 200 / 1.000.000 Einwohner
pro Jahr in Virginia (USA) [Pekmezovi¢ et al., 2006].

Es ist eine Haufung der Neuerkrankungen zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr zu beobachten. In dieser Altersgruppe sind ca. 60 % der an MG
neuerkrankten Personen weiblich. Ab dem 40. Lebensjahr erkranken Manner

und Frauen im gleichen Verhaltnis an MG [Pekmezovi¢ et al., 2006].

2.2.1.3 Krankheitsbild

Das Krankheitsbild ist durch abnorme Muskelermidung und Muskelschwache
gepragt, wobei eine okulare von einer generalisierten MG unterschieden wird.
Ubergénge von der okuléren zur generalisierten MG sind méglich.

Bei der okularen Form sind die auf3eren Augenmuskeln einschlieRlich des M.
Levator palpebrae betroffen. Die Patienten sehen Doppelbilder und leiden

haufig an einer Ptose [Sergott, 1994]. Der Krankheitsverlauf der okularen Form
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ist milder als der der generalisierten Form, was sich in einem niedrigeren
Medikamentenbedarf, haufigeren Remissionen und einer geringeren
Assoziation von Thymomen zeigt [Kdhler et al., 2003].

Bei der generalisieten Form findet sich haufig eine bulbare und faziale
Symptomatik. Eine Dysarthrie durch eine Schwache von Pharynx- und
Zungenmuskulatur ist moglich. Durch Ermudung der Gaumensegelmuskulatur
kommt es zu einer undeutlichen naselnden Sprache.

Die Patienten kdnnen unter einer Schwache der Kau- und Unterkiefer-
muskulatur leiden, wodurch sie Schwierigkeiten bei der Nahrungsaufnahme
haben, es kommt zur Gewichtsabnahme und haufiger Regurgitation von
Fllssigkeit durch die Nase.

Bei einer Schwache des Kopfhalteapparates sind haufig die Nackenextensoren
betroffen. Die Patienten leiden an chronischen Nackenschmerzen, Schulter-
steifigkeit und Hinterkopfschmerzen [Kohler et al., 2003].

Bei Befall der Extremitatenmuskulatur sind meist die stammnahen, grof3en
Muskelgruppen befallen. Ein Befall der Atemmuskulatur ist lebensbedrohlich, da
er zu einer respiratorischen Insuffizienz fuhrt. Bei 6-10 % der Patienten kommt
es zur Muskelatrophie [Schimrigk und Samland, 1977].

Eine myasthene Krise ist ein neurologischer Notfall. Es kommt zur akuten
respiratorischen Insuffizienz, schweren bulbaren Stérungen und generalisierter

muskularer Schwache [Thomas et al., 1997].

2.2.1.4 Verlauf

Bei ca. 15 % der Patienten beschranken sich die myasthenen Symptome auf
den okularen Bereich [Grob et al., 1987]. Bei den restlichen 85 % kommt es
nach wenigen Monaten zu einer Generalisation der Symptomatik.

Okulare und bulbare Symptomatik treten anfangs haufiger auf und werden mit
fortschreitender Krankheitsdauer seltener, wahrend die Schwache der Rumpf-
und Atemmuskulatur in den Vordergrund rickt.

Bei 10-20 % der Falle tritt eine anhaltende spontane Remission ein.
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Als gunstige Remissionsfaktoren gelten jungeres Lebensalter, geringer
Schweregrad der Erkrankung und eine frihzeitige Thymektomie [Kohler et al.,
2003].

2.2.1.5 neonatale Myasthenia gravis

Bei 10-20 % der Neugeborenen myasthener Mutter kommt es zur neonatalen
MG, die sich durch passive Antikorperubertragung der Mutter auf das Kind
entwickelt [Papazian, 1992]. Sie macht sich in den ersten 72 h durch einen
schlaffen Muskeltonus und Abschwachung von Trinken, Schreien und des

Hustenstoles bemerkbar. Die Symptomatik klingt innerhalb von Wochen ab.

2.2.1.6 Begleiterkrankungen

Ca. 30 % der Patienten [Pekmezovi¢ et al., 2006] leiden zusatzlich zur MG an
einer weiteren AIE wie Lupus erythematodes [Vaiopoulos et al., 1994],
aplastische Anamie [Mizobuchi et al., 1998], perniziose Anamie [Zittoun et al.,
1979], Thrombozytopenie [Ho et al., 1992], Sarkoidose [Takanami et al., 1995],
Dermatomyositis [Christensen et al, 1995], M. Crohn [Finnie et al, 1994], Colitis
ulcerosa [Lossos et al., 1995] oder Alopecia areata [Kubota et al., 1997].

Bei 75 % der Patienten findet sich eine Hyperplasie des Thymus. 8,5-15 % der
MG Patienten haben ein Thymom. Umgekehrt findet sich bei 30-40 % der
Thymom-Patienten eine MG [Thomas et al., 1999; Wilkins et al., 1999]. 10 %

der Patieten haben eine Thyreoiditis und ca. 8 % eine RA.

2.2.1.7 neuromuskulire Ubertragung

Jede Muskelfaser wird nur von einem Motoneuron innerviert. Auf muskularer
Seite der Synapse wird die Membran durch sekundare Spalten fingerformig
vom primaren synaptischen Spalt ausgehend in das Myoplasma eingestulpt.
Die AChR sind am Membranbereich der durch die sekundaren Spalten
gebildeten Falten lokalisiert. Am Grund der Falten finden sich
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spannungsgesteuerte Natriumkanale. Die Ausschuttung von Acetylcholin (ACh)
ist kalziumabhangig. Prasynaptisch werden bei einem Aktionspotential
spannungsgesteuerte Kalziumkanale geo6ffnet, Kalzium stromt in die
Nervenendigung ein. Das Kalzium fihrt Gber einen Signalweg zur
Verschmelzung der mit ACh geflllten Vesikel mit der prasynaptischen
Membran. Es kommt zur Ausschuttung von ACh in den synaptischen Spalt.
Durch Offnung von Kaliumkanalen der Prasynapse kommt es zur
Repolarisation des Axons.

Der nikotinerge AChR-lonenkanal des quergestreiften Muskels ist ein
kationenselektiver lonenkanal der aus 5 Untereinheiten besteht: 2 a-
Untereinheiten und je eine B-, 8- und e-Untereinheit (vgl. Abb. 1).

Die a-Untereinheit tragt je eine Bindungsstelle fir ACh [Kachalsky et al., 1993].
Beide Bindungsstellen mussen besetzt sein, damit sich der lonenkanal fur
Millisekunden o6ffnet und Natriumionen einstromen. Der Endplattenbereich wird
depolarisiert und ein muskulares Aktionspotential entsteht.

Die ACh-Esterase ist an die Basallamina im primaren und in den sekundaren
synaptischen Spalten gebunden. Sie spaltet das ACh in Cholin und Acetat. Das
Cholin wird aktiv von der Nervenendigung aufgenommen und steht zur

erneuten Bildung von ACh zur Verfugung [Kohler et al., 2003].
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Abb. 1: Der Acetylcholinrezeptor [aus Drachman, D. B., 1994]
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2.2.1.8 Pathogenese

Bei der MG kommt es zur Reduzierung der AChR-lonenkanaldichte an der
muskularen Endplatte [Pestronk et al., 1985] und zur Endplattendestruktion. Der
synaptische Spalt zwischen Nervenende und postsynaptischer Muskelmembran
wird grofer [Engel et al., 1976]. Durch Autoantikorper vernetzte AChR-
lonenkanale werden schneller endozytiert und abgebaut. Komplementvermittelt
kommt es durch die Antikorperbindung zu einer Destruktion des
postsynaptischen Apparats mit einer Reduktion des postsynaptischen
Fingerapparats (vgl. Abb. 2). Die AChR-Antikérper blockieren direkt den AChR-
lonenkanal [Kohler et al., 2003]. Aus der verringerten Zahl an gedffneten AChR-
lonenkanalen resultiert ein geringeres Potential in der muskularen Endplatte,
welches nicht mehr ausreicht ein Aktionspotential zu generieren. Durch eine
geringere Zahl an aktivierten Muskelfasern kommt es zur oben beschriebenen
Muskelschwache. Auch bei Patienten mit rein okularer Symptomatik findet sich
ein Ruckgang der AchR an den Endplatten der Extremitaten, der jedoch
subklinisch bleibt.

MNormal Myasthenia gravis
A:  gesunde neuromuskulare

o Ubertragung

Mitochondrion .. -
B: neuromuskulare Ubertragung

Nerve bei Myasthenia gravis

terminal %

A B

Abb. 2: Neuromuskulare Ubertragung [aus Drachman, D. B., 1994]
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2.2.1.9 Bedeutung des Thymus

Bei MG Patienten ist der Thymus gehauft morphologisch verandert. Es findet
sich eine Thymitis mit lymphofollikularer Hyperplasie, eine Thymusatrohpie oder
ein Thymom.

Eine Ursache fur diese Assoziation kdnnte in einem antigenen molekularen
Mimikry bestehen: Eigene oder exogene Antigene, die eine Ahnlichkeit zu den
Epitopen der AChR-lonenkanalen aufweisen, aktivieren autoreaktive T-Zellen.
Als exogene Antigene kdnnen Bestandteile von Herpes simplex Viren oder
bakteriellen Infektionen in Frage kommen, bei denen eine Induktion der MG
diskutiert wird [Schwimmbeck et al., 1989].

Beim malignen Thymom kommt es zu einer verstarkten Expression von
Neurofilamenten, die als autoantigene Determinanten fungieren kdnnten, da sie
ein AChR-ahnliches Epitop ausweisen. Man findet bei Patienten mit einer MG
Thymome in 8,5-15 % der Falle [Wilkins et al. 1999, Loehrer 1999, Otto 1998].
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2.2.1.10 klinische Klassifikationen und Scores

2.2.1.10.1 Klassifikation nach Ossermann und Genkins

Zur Beurteilung der Schwere des Erkrankungszustandes der MG hat sich die

Klassifikation nach Osserman und Genkins (vgl. Tabelle 1) etabliert.

Tabelle 1: Klassifikation der Myasthenia gravis nach Ossermann und Genkins (1971)

Klasse Klinische Form Symptomatik
Okulare Form Ptosis, Diplopie

lla Leichte generalisierte Form Leichte generalisierte
Schwéache

lIb Faziopharyngeale Form lla + bulbare Schwache

Il Schwere akute generalisierte Form Akute schwere generalisierte
Schwache, bulbare Symptome,
respiratorische Insuffizienz

v Schwere chronische generalisierte Form | Schwere, haufig progrediente
generalisierte Schwache

12



Einleitung und Fragestellung

2.2.1.10.2  Mpyasthenia Gravis Score nach Besinger

Der MG-Score nach Besinger [Besinger et al., 1981] erfasst in 10 Parametern
den Krankheitsgrad der MG in der Rumpfmuskulatur, der faziopharyngealen
Muskulatur, der Okulomotorik und der Atmung. Mit ihm ist eine genaue

Dokumentation des Krankheitsstatus moglich.

2.2.1.11 Diagnostik

Die Diagnose der MG basiert auf anamnestischen Angaben, neurologischer

Untersuchung und elektrophysiologischen sowie immunologischen Testungen.

2.2.1.11.1 Pharmakologische Testung

Zur pharmakologischen Testung auf MG wird der kurzwirkende reversible ACh-
Esterase-Inhibitor Edrophoniumchlorid (Tensilon®) verabreicht. Es kommt
innerhalb von 20-30 sec Uber einen Zeitraum von 3-10 min zu einer
verlangerten Wirkzeit von ACh im synaptischen Spalt und flhrt damit zur
Verbesserung der Impulsibertragung vom Nerv auf den Muskel. Dieser Test
kann allerdings auch beim Lambert-Eaton-Syndrom positiv sein, ist also nicht
krankheitsspezifisch fur MG.

2.2.1.11.2  repetitive Stimulation mittels Elektromyographie

Untersucht wird erstens der Musculus trapezius indem der Nervus accessorius
stimuliert wird und zweitens ein vom Nervus facialis versorgter Muskel, z.B. der
Musculus frontalis mit einer Frequenz von 2-3 Hz.

Die Amplitude der funften wird mit derjenigen der ersten Muskelantwort
verglichen. Eine Amplitudenabnahme groRer als 10 % ist sicher pathologisch
[Schumm et al., 1984].
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2.2.1.11.3  Antikorperdiagnostik

Antikorper, die bei der MG zu finden sind, richten sich gegen ACh, Titin und die
Muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase. Bei den Anti-AChR-Antikérpern, die
bei 80-90 % der Patienten mit einer generalisierten MG und bei 55-70 % der
Patienten mit einer rein okularen MG vorhanden sind [Bilinska M., 2002; Ferrero
B. Et al., 1997], unterscheidet man zwischen bindenden, modulierenden und
blockierenden Antikdrpern [Kéhler et al., 2003].

Bindende Antikorper sind gegen einen extrazellularen Abschnitt der a-
Untereinheit des AChR-lonenkanals gerichtet. Diese Antikorperbindung fuhrt
zur Komplementaktivierung und zur Endplattendestruktion. Allerdings korreliert
die absolute Hohe der Anti-AChR-Antikdrpertiters nicht mit der jeweiligen
Schwere der klinischen Symptomatik, da nur ein Teil der polyklonalen Anti-
AChR-Antikorper pathogen wirken. Es besteht dagegen intraindividuell eine
sehr gute Korrelation zwischen Veranderungen der Anti-AChR-Antikorper-
konzentration und dem klinischen Befund. Der Anstieg der Autoantikdrper geht
haufig um mehrere Wochen einer klinischen Verschlechterung voraus.

Bei an MG-Erkrankten werden neben Anti-AChR-Antikorper auch Antikorper
gegen quergestreifte Muskulatur wie z.B. Titin bestimmt [Marx et al. 1997].
Diese Antikorper sind gegen das Titinfragment MGT30 gerichtet [Gautel et al.,
1993; Lubke et al., 1999] und kommen mit zunehmendem Lebensalter ofter bei
MG Patienten vor. Sie finden sich in ungefahr 10-20 % der Patienten
[Yamamoto et al., 2001]. Anti-Titin-Antikorper, die bei MG-Patienten auftreten,
gelten als sensitiver Marker fur Thymome [Yamamoto et al., 2001]. Bei MG-
Patienten mit Thymom korreliert die Krankheitsschwere mit der Konzentration
der Anti-Titin-Antikdrper. Zum Erkennen eines Thymoms ist die Messung der
Anti-Titin-Antikdrper sogar sensitiver als die Computertomographie-Unter-
suchung [Chen XY, 2004]. Die pathogenetische Wertigkeit von Anti-Titin-
Antikdrpern ist jedoch unklar.

Bei Anti-AChR-negativen Patienten finden sich in 40 % der Falle Antikorper

gegen die Muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase. Klinisch ist diese Form
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der MG meist durch oropharyngeale Schwache und weniger okulare Symptome
charakterisiert [Evoli et al., 2003].

2.2.1.12 Therapie

Die Behandlung der MG stitzt sich auf die folgenden Pfeiler [Kohler et al.,

2003]:

Gabe von ACh-Esterase-Inhibitoren, die die neuromuskulére Uber-
tragung verbessern

Immunsuppressive oder immunmodulatorische Therapie zur Reduktion
der durch die Antigen-Antikorper-Komplexe ausgelosten Entzindungs-
reaktion

Interventionelle Therapiemalnahmen zur Behandlung akuter Ver-
schlechterungen wie einer Myasthenen Krise, z.B. den therapeutischen
Plasmaaustausch mittels Plasmapherese oder Immunadsorption
[Shibuya et al., 1994]

Thymektomie

2.2.1.12.1  Acetylcholinesterase-Inhibitoren

ACh-Esterase-Inhibitoren binden in der Nahe der katalytischen Einheit der ACh-

Esterase und werden dort im Vergleich mit ACh deutlich langsamer hydrolysiert.

Die Carbamylgruppe wird kovalent an die ACh-Esterase Ubertragen und hemmt

die Enzymaktivitat fur Stunden. Das ACh-Angebot im synaptischen Spalt steigt

und das ACh hat mehr Zeit die Bindungsstellen der postsynaptischen Membran

zu besetzen. Der gebrauchlichste Wirkstoff ist Pyridostigminbromid (Mestinon®)
in Dosen bis 300 mg/d.
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2.2.1.12.2 Immunsuppressive Therapie

Als Wirkstoffe stehen in der immunsuppressiven Therapie der MG
Kortikosteroide und Zytostatika zur Verfigung. Kortikosteroide werden dabei
selten als Monotherapie eingesetzt. Azathioprin ist das am haufigsten
eingesetzte Zytostatikum in der MG-Therapie und seit 2004 fur die MG-
Behandlung zugelassen [www.dgn.org]. Bei einer Kombinationstherapie von
Azathioprin und Kortikosteroiden dient Azathioprin zur Reduktion der
Kortisondosis und damit zur Verringerung der Nebenwirkungen durch Kortison.
Bei der Kombinationstherapie werden langere Remissionen beobachtet [Palace
et al., 1998].

2.2.1.12.3  Thymektomie

Der Thymus spielt eine Schlusselrolle in der Pathogenese der MG. In einer
Studie mit 129 Patienten konnte gezeigt werden, dass es 2 Jahre nach einer
Thymektomie bei 23,2 % der Patienten zur kompletten und bei 66,6 % der
Patienten zur partiellen Remission kam. Lediglich bei 10,1 % zeigte sich keine
Besserung der myasthenen Symptomatik [Gellert et al., 2005]. Laut Leitlinien
der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie besteht bei Nachweis eines
Thymoms immer eine Operationsindikation. Bei Patienten mit einer
generalisierten Anti-AChR-Antikorper-positiven MG ohne Thymom stellt die
Thymektomie bei Patienten zwischen 15 bis 50 Jahren eine Therapieoption dar.
Bei Kindern bis 14 Jahren sollte die Thymektomie erst nach Versagen der
medikamentdsen Therapie in Erwagung gezogen werden. MG-Patienten ohne
nachweisbare Anti-AChR-Antikbrper aber mit Antikérpern gegen die
Muskelspezifische  Rezeptor-Tyrosinkinase scheinen nicht von einer
Thymektomie zu profitieren.
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2.2.2 Protein tyrosine phosphatase non-receptor 22

Protein tyrosine phosphatase non-receptor 22 (PTPN22) kodiert fur das Protein
Lymphoid Tyrosine Phosphatase (LYP), eine 110 kDa groRRe Protein Tyrosin
Phosphatase, die aus 807 Aminosauren besteht. Lyp interagiert mittels seines
N-terminalen prolinreichen Motivs mit dem C-Ende der Tyrosinkinase C-
terminal Src Kinase und reguliert die T-Zell-Rezeptor-vermittelte T-Zell-
Aktivierung [Cloutier and Veillette, 1996]. LYP gehoért zu den wichtigsten
Inhibitoren der T-Zell-Aktivierung und findet sich vorwiegend im Zytoplasma der
Zelle [Gjorloff-Wingren et al., 1999; Cloutier and Veillette, 1999].

Der PTPN22-Polymorphismus rs2476601 wurde als pathogenetischer Faktor
fur mehrere AIE nachgewiesen, wie z.B. Diabetes mellitus Typ | [Bottini et al.,
2004; Onengut-Gumuscu et al., 2004; Smyth et al., 2004; Ladner et al., 2005],
RA [Begovich et al., 2004; Lee et al., 2005], juvenile idiopathische Arthritis
[Viken et al., 2005], SLE [Kyogoku et al., 2004], M. Basedow [Smyth et al, 2004;
Velaga et al.,, 2004], generalisierte Vitiligo [Canton et al.,, 2005] und
Wegnersche Granulomatose [Jagiello et al., 2005]. Bei MS [Begovich et al.,
2005], Psoriasis [Nistor et al. 2005], Morbus Crohn [van Oene et al., 2005;
Wagenleiter, 2005; Hradsky et al., 2008], Colitis Ulzerosa [Prescott et al. 2005],
Zoliakie [Rueda et al., 2005], Primar Sklerosierende Cholangitis [Viken et al.,
2005], primare biliare Zirrhose [Milkiewicz et al., 2006], Hashimoto Thyreoiditis
und Morbus Addison spielt der Polymorphismus allerdings keine
pathogenetische Rolle. Im Jahr 2006 wurde dazu eine Metaanalyse
durchgefuhrt, die 29 Studien beinhaltet. Diese bestatigt die oben genannten
Ergebnisse [Lee et al., 2007]. Generell lasst sich sagen, dass der SNP mit den
AIE assoziiert ist, bei denen Autoantikdrper zirkulieren.

Bei dem untersuchten PTPN22-Polymorphismus handelt es sich um einen SNP
an der Position 1858. Anstelle von Cytosin findet sich die Base Tyrosin. Dies
hat einen Austausch von Arginin in Tryptophan innerhalb des PTPN22-Proteins
zur Folge. Die PTPN22 1858*C/T Substitution liegt in einer von vier Prolin-
reichen SH3-Bindungsstellen des Proteins und fuhrt dazu, dass LYP nicht an
die Typrosinkinase Csk bindet [Bottini et al., 2004]. Dadurch kommt es zu einer
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verstarkten intrinsischen Phosphatasenaktivitadt. Es entstand die Hypothese,
dass die verstarkte intrinsische Phosphatasenaktivitat zu einer geringeren T-
Zell-Rezeptor-Inhibition und dadurch zu einer steigenden T-Zell-Aktivierung
fuhren wirde [Begovich et al., 2004]. Neuere Studien zeigen, dass das PTPN22
T-Allel einen gesteigerten inhibitorischen Effekt des T-Zell-Rezeptor-Signalwegs
bewirkt [Vang et al. 2005]. Stimulierte T-Zellen, die das PTPN22 T-Allel
aufweisen, zeigen eine geringere Calciummobilisation und IL-10-Konzentration
als T-Zellen mit PTPN22 C-Allel [Rieck et al., 2007]. Ebenso wird das Verhaltnis
von Memory-T-Zellen zu naiven T-Zellen zu Gunsten der Memory-T-Zellen in
heterozygoten Personen, die ein PTPN22 T-Allel aufweisen, im Vergleich zu
PTPNZ22 C-Allel homozygoten Tragern, verschoben [Rieck et al., 2007].

LYP wird nicht nur in T- sondern auch in B-Zellen und anderen
hamatopoetischen Zellen exprimiert. So findet sich auch eine geringere
Calciummobilisation in Memory-B-Zellen von Personen, die das T-Allel
aufweisen [Rieck et al., 2007].

Da sich die PTPN22 1858*C/T Substitution nur sehr selten in asiatischen
Populationen findet, spielt der PTPN22-Polymorphismus bei dortigen AIE keine
Rolle. Aulerdem kommt diese Variante auch haufig in den gesunden
Kontrollproben z.B. in 10 % der gesunden Probanden einer U.S. Kohorte vor
[Velaga et et., 2004].

2.2.3 Fragestellung

Die PTPN22 1858*C/T Substitution wurde als pathogenetischer Faktor fur
mehrere AIE nachgewiesen.

Es wird untersucht, ob MG ebenfalls mit dem PTPN22 SNP 1858T assoziiert
ist. Desweiteren soll eine mogliche Assoziation mit Subphanotypen (definiert
durch das Vorhandensein eines Thymoms oder dem Antikorperstatus) der MG
untersucht werden. Eine mdgliche Assoziation wurde vor Kkurzem in
franzosischen MG Patienten [Vandiedonck et al., 2006] und desweiteren in
einer schwedischen Studie [Lefvert et al., 2008] unterstutzt.
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2.3 Multiple Sklerose / Malaria und der Neutrophil cytosolic
factor 1

2.3.1 Multiple Sklerose

2.3.1.1 Definition

Bei der MS handelt es sich um eine chronisch entzindliche AIE des
Zentralnervensystems, die sich meist im frihen Erwachsenenalter manifestiert.
Genetische und Umweltfaktoren beeinflussen die Entstehung der MS. Es
kommt zu entzindlich-entmarkenden Lasionen im zentralen Nervensystem.
Deren Polytopie spiegelt sich in einem zumeist ausgepragt heterogenen
Krankheitsbild wider. Durch eine gro’e Symptom- bzw. Befundvielfalt kommt es

haufig zu differentialdiagnostischen Schwierigkeiten.

2.3.1.2 Epidemiologie

Bei MS handelt es sich um die haufigste im jungen Erwachsenenalter
auftretende neurologische Erkrankung. Weltweit sind ca. 1,2 Millionen
Menschen an MS erkrankt, davon ca. 100.000-120.000 in Deutschland [Hein et
al., 2000]. Die Inzidenz in Deutschland betragt 3,5-5 / 100.000 Einwohner pro
Jahr [Flachenecker et al., 2005].

Frauen haben ein 1,9-3,1fach erhdhtes Risiko als Manner an MS zu erkranken
[Fernald et al., 2005]. Die Pravalenz ist in aquatornahen Breitengraden extrem
gering, wahrend sie mit Aquatorferne immer weiter ansteigt, in Mitteleuropa
findet man eine Pravalenz von 30-60 / 100.000 Einwohner [Lauer, 1994] und in
Nordeuropa eine Pravalenz von > 100 / 100.000 Einwohner [Gold et al., 2004].
Bei erstgradig Verwandten Erkrankter liegt das Erkrankungsrisiko 20-40mal
hoher als in der Normalbevolkerung. Die Konkordanzrate bei monozygoten
Zwillingen betragt 35 % [Robertson et al., 1996]. Dies spiegelt den genetischen

Einfluss in der Atiologie der Erkrankung wider.
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Migrationsstudien haben gezeigt, dass bei einer Migration vor dem 15.
Lebensjahr das Erkrankungsrisiko des Zuzugslandes Ubernommen, bei
Migration nach dem 15. Lebensjahr das Erkrankungsrisiko des Ausgangslandes
beibehalten wird [Gale et al., 1995].

2.3.1.3 Krankheitsbild

Zur Auslosung der Symptome von MS kommt es durch Demyelinisierungen mit
Leitungsverlangsamung, Leitungsblocken oder axonalen Schaden [Gold et al.,
2004]. Meist kommt es zum Ausbruch der ersten Symptome zwischen dem 15.
und 40. Lebensjahr. Zu den typischen Initialsymptomen, die bei mehr als 40 %
der MS-Patienten auftreten, gehdren Sehstorungen, Lahmungen, Sensibilitats-
und Koordinationsstdérungen [Poser et al., 1979]. Im weiteren Verlauf kommt es
bei ca. 60 % der Patienten zu urologischen Stérungen und bei ca. 50 % zu
neuropsychologischen Auffalligkeiten, wie z.B. Aufmerksamkeits- und
Informationsverarbeitungsstorungen [Rao et al. 1991a und b]. Welche
Symptome entstehen, hangt von der Lokalisation der Lasionen im zentralen
Nervensystem ab. Bei Kleinhirnlasionen kann die Charcot-Trias beobachtet
werden, die sich aus Intentionstremor, Nystagmus und skandierender Sprache
zusammensetzt.

Bei Befall sensibler Bahnen koénnen neuralgieforme Schmerzen und
Parasthesien auftreten, z.B. eine Trigeminusneuralgie. Ein Befall motorischer
Bahnen imponiert durch Lahmungen. Die Patienten konnen auch depressive
Symptome entwickeln [Sadovnick et al. 1996].

2.3.1.4 Verlaufsformen

Man unterscheidet einen initial schubférmigen von einem chronisch
progredienten Verlauf der MS.

Bei ca. 85 % der Patienten beginnt die MS mit einem schubférmig
remittierenden Verlauf, bei dem sich Phasen der klinischen Verschlechterung,

Remission und Stabilitat ablésen [Thompson et al., 1997].
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Bei einem Schub handelt es sich um akute, ohne assoziierte Infekte oder Fieber
auftretende neurologische Ausfélle, bzw. Verschlechterung vor-bestehender
Symptome, die mindestens 24 h lang anhalten [Gold et al.,, 2004]. Den
Symptomen muss eine entzindlich-entmarkende Schadigung des zentralen
Nervensystems zugrunde liegen. Zwischen zwei Schiben mussen
definitionsgemall mindestens 30 Tage liegen. Die durchschnittiche Schub-
dauer betragt einige Tage bis wenige Wochen. Nach der Verschlechterung
kann es zur kompletten Rickbildung oder einer Teilremission der Symptome
kommen. In 30-50 % der Falle mit schubférmigen Verlauf gehen diese inner-
halb von zehn Jahren in einen sekundar chronisch progredienten Verlauf Uber
[Weinshenker et al., 1989].

Beim chronisch progredienten Verlauf der MS kommt es definitionsgemaf zu
einer mehr oder weniger rasch zunehmenden Verschlechterung des
neurologischen Zustands ohne dass es zu Remissionen kommt. Es wird dabei
eine kontinuierliche Verschlechterung der Symptome Uber mindestens sechs
Monate gefordert [Gold et al., 2004].

Neben den bisher genannten Verlaufsformen gibt es fulminante Verlaufsformen,
wie z.B. die Marburg-Variante der MS und die Neuromyelitis optica (Devic
Syndrom).

2.3.1.5 Diagnosekriterien

2001 wurden die McDonald-Kriterien von einem internationalen
Expertengremium zur Diagnose der MS vorgeschlagen, die sowohl klinische
und bildgebende Befunde (Magnetresonanztomographie (MRT)) beinhaltet
[McDonald et al.,, 2001]. Paraklinische Befunde wie Liquordiagnostik und
evozierte Potentiale wurden ebenfalls berlcksichtigt, jedoch hatten diese
gegenuber bildgebenden Befunden weniger Gewicht. 2005 wurden die
McDonald-Kriterien Uberarbeitet, um ihre Empfindlichkeit und Spezifitdt zu
verbessern [Polman et al., 2005]. Der Vorteil der revidierten McDonald-Kriterien
liegt in der erleichterten Diagnosestellung der MS. Eine MS kann aufgrund

bildgebender Befunde nun auch bei Vorliegen nur eines klinischen Ereignisses
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diagnostiziert werden, wenn eine zeitliche und raumliche Dissemination der
Lasionen z.B. bildgebend nachweisbar ist (vgl. Tabelle 2). Zur Diagnose der MS
mussen differentialdiagnostisch ahnliche Krankheitsbilder (z.B. Kollagenosen,
Vaskulitis, Borreliose oder Sarkoidose) ausgeschlossen sein. Eine MS liegt vor,
wenn die Kriterien erflllt sind und keine bessere Erklarung fur die klinischen
Symptome bestehen. Eine mogliche MS liegt vor, wenn der Verdacht besteht,

die Kriterien jedoch nicht vollstandig erfullt sind.
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Tabelle 2: revidierte diagnostische Kriterien der Multiplen Sklerose [nach Polman et al., 2005]

Klinische Prisentation

* Zwei oder mehr Schiibe
* Zwei oder mehr objektivierbare
klinisch evidente Léasionen

* Zwei oder mehr Schiibe
* Eine objektivierbare klinisch evidente
Lésion

* Ein Schub
* Zwei oder mehr objektivierbare
klinisch evidente Lésionen

* Ein Schub

* Eine objektivierbare klinisch evidente
Lésion

(monosymptomatische Prasentation,
klinisch isoliertes Syndrom)

Schleichende neurologische Progression
(PP-MS)

Zusitzliche Parameter, die fiir eine MS-Diagnose benotigt
werden

Keine; klinische Evidenz ist ausreichend

Disseminierung im Raum, Nachweis durch:

* MRT

* oder ein positiver Liquorbefund plus zwei oder mehr MS-
typische MRT-Lésionen

* oder Abwarten eines weiteren Schubes, der durch eine
Lision an einer anderen Lokalisation verursacht ist

Disseminierung in der Zeit, Nachweis durch:
* MRT
* oder zweiten klinischen Schub

Disseminierung im Raum, Nachweis durch:

* MRT

* oder positiver Liquorbefund plus zwei oder mehr MS-
bedingte MRT-Lisionen

und

Disseminierung in der Zeit, Nachweis durch:

* MRT

* oder zweiten klinischen Schub

Kontinuierliche klinische Progression (retrospektiv oder
prospektiv bestimmt) {iber ein Jahr

und

zwei der folgenden Punkte treffen zu:

* positive MRT des Gehirns (neun T2-Lésionen oder vier oder
mehr T2-Lésionen mit positivem visuell evoziertem Potential)
* positive MRT des Riickenmarks (zwei oder mehr T2-
Liasionen)

* positiver Liquorbefund
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Legende zu Tabelle 2:
- Ein positiver MRT-Befund liegt vor, wenn drei der folgenden Kriterien zutreffen:

0 eine Gadolinium-anreichernde Lasion oder neun hyperintense Lasionen im T2-
gewichteten Scan (sofern keine Gadolinium-anreichernde Lasion vorhanden ist)

0 mindestens eine infratentorielle Lasion

0 mindestens eine juxtakortikale Lasion

0 mindestens drei periventrikulare Lasionen

- Ein positiver Liquorbefund ist definiert als ein Vorliegen von oligoklonalen Banden im
Liquor (aber nicht im Serum) oder als ein erhéhter IgG-Index
- Der Nachweis einer zeitlichen Dissemination muss eine der folgenden Kriterien erfullen:

0 Nachweis von Gadolinium-Anreicherung frihestens drei Monate nach dem
Beginn des ersten klinischen Ereignisses, allerdings nicht an der Stelle, die mit
dem ersten Ereignis korrespondiert (und damit diese Lasion fir das
urspriingliche klinische Ereignis verantwortlich gemacht werden kann)

0 Nachweis einer neuen T2 Lasion die zu einem beliebigen Zeitpunkt auftritt, im
Vergleich zu einem Referenzscan, der mindestens 30 Tage nach Beginn des
ersten klinischen Ereignisses aufgetreten ist

- Positive visuell evozierte Potentiale: Latenzverzogerung bei gut erhaltenem
Potentialverlauf

2.3.1.6 Prognose

Meist kommt es im natlrlichen Verlauf zu einem Rulckgang der klinischen
Schubrate [Matthews, 1991]. In den ersten Jahren haben die MS-Patienten ca.
1,8 Schube pro Jahr, diese Zahl nimmt in den folgenden Jahren bis zu 80% ab
[Weinshenker et al., 1987].

In den meisten Fallen bildet sich der Uberwiegende Teil der Symptome eines
Schubes in den ersten vier Wochen zurlck, langer als drei Monate bestehende
Symptome haben eine geringe Ruckbildungstendenz, nach sechs Monaten gibt
es in 95 % der Falle ein permanentes Defizit [Ellison et al., 1994].

Ungunstige prognostische Zeichen sind ein spater Krankheitsbeginn und frihe
motorische oder zerebellare Zeichen [Poser et al., 1986], eine rasche initiale
Schubfolge, eine lange Dauer des Schubes, eine schlechte Ruckbildung nach
den ersten Schuben und initial multiple MRT-Lasionen [Brex et al., 2002].
Gunstige prognostische Zeichen sind eine erhaltene Gehfahigkeit, ein Alter <
35 Jahre bei Beginn der Erkrankung, ein monosymptomatischer Beginn, eine
kurze Dauer des letzten Schubes und das Auftreten ausschlieBlich sensibler
Symptome [Phadke, 1990; Runmarker et al., 1993; Runmarker et al., 1995,
Gold et al., 2004].

Zu einer vorzeitigen Berentung kommt es bei ca. 33 % der Erkrankten
[Flachenecker et al., 2005].
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2.3.1.7 Pathogenese

Bei der heute vorherrschenden Sichtweise uber die Entstehung der MS handelt
es sich um ein heterogenes Krankheitskonzept. Die MS ist eine entzuindlich-
demyelinisierende Erkrankung, die sowohl die weile Substanz wie auch den
Kortex betreffen kann [Bo et al., 2003; Dehmeshki et al., 2003; Albert et al.,
2007]. Kortikale Lasionen kommen vor allem bei Patienten mit progressiv
verlaufender MS vor [Kutzelnigg et al., 2005]. Der Durchmesser der Lasionen
schwankt zwischen einem Millimeter und mehreren Zentimetern. Typisch sind
periventrikulare Entmarkungsherde und radial nach auf’en angeordnete
Lasionen, die dem Verlauf der BlutgefalRe folgen. Es kommt zur perivendsen
Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen ins Hirnparenchym. In den
Lasionen kommt es zur Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia. Es findet
sich eine Demyelinisierung mit verschiedenen Stadien der Remyelinisierung,
ein Axonverlust und eine Gliose mit Proliferation von Astrozytenfortsatzen.

Im frGhen Krankheitsverlauf der schubformigen MS treten akute axonale
Schaden auf, wahrscheinlich als Folge der Demyelinisierung. Diese werden
dabei aber haufig durch die Plastizitat des Nervensystems kompensiert
[Kuhimann et al.,, 2002]. Die Entstehung von axonalem Schaden ist fur die
progrediente Behinderung von MS-Patienten entscheidend.

In der weilRen Substanz des Ruckenmarks von MS-Patienten mit sekundar
progressivem Verlauf kann stellenweise eine Reduktion der Axondichte von bis
zu 57 % nachgewiesen werden, wobei sich das Ruckenmark in konventionellen
Roéntgenaufnahmen unauffallig darstellt [Lovas et al., 2000]. Die indirekte
Messung der axonalen Schadigung mittels MRT in MS-Patienten korreliert mit
dem Ausmal} neurologischer Funktionseinschrankung [de Stefano et al., 2001].
Ein weiterer Vorhersageparameter far eine neurologische
Funktionseinschrankung ist eine generelle Hirnvolumenminderung, die
hdchstwahrscheinlich den Verlust von Axonen widerspiegelt [Zivadinov et al.,
2004].
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Ein direkter zytotoxischer Angriff auf Axone wird u.a. als Pathogenese diskutiert
[Neumann et al. 2002].

Bei einem Entstehungsmodell der entzindlichen Lasionen kommt es zu einer
Aktivierung von potentiell pathogenen T-Lymphozyten im peripheren
Immunsystem, z.B. im Rahmen einer Infektion. Lymphozyten und Makrophagen
[Prineas et al., 1978; Lucchinetti et al., 1996; Hafler, 2004] dringen, manchmal
zusammen mit Antikdrpern und Komplement [Genain et al., 1999; O’Connor et
al., 2005], ins Nervensystem ein und bringen eine Entzindungsreaktion in
Gang. Ublicherweise jedoch werden die Antikdrper lokal im zentralen
Nervensystem von B-Lymphozyten gebildet. Die Entzindung wird durch
Apoptose im Nervensystem terminiert. Die Mikroglia ist flr zentrale
Abraumreaktionen der apoptotischen Fragmente zustandig.

Folgende potentielle Autoantigene im zentralen Nervensystem werden
diskutiert: Proteolipidprotein, Basisches Myelinprotein, Myelin-assoziiertes
Glykoprotein, Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein [Egg R et al. 2001],
Protein-S-100, Zyklonukleotidphosphodiesterase.

Einige Ergebnisse sprechen dafur, dass zum Teil die Entzindungen nicht der
primare pathogenetische Faktor sondern die Folge einer primaren
Oligodendrozyten- oder Neuronenschadigung sein konnte. So wurde in einer
Studie von neu entstehenden Lasionen in einem Teil der Patienten keine oder
nur eine geringe Lymphozyteninfiltration beobachtet [Barnett et al., 2004]. In
einer weiteren Studie wurde in Lasionen der grauen Substanz ein deutlich
geringeres Ausmalyl an eingewanderten Entzindungszellen, verglichen mit
Lasionen der weilRen Substanz, beobachtet [Peterson et al.,, 2001]. Diese
Ergebnisse fuhren zur Hypothese, dass es sich bei Unterformen der MS um
eine primar neurodegenerative Erkrankung handeln konnte.

Initial wurde berichtet, dass MS mit bestimmten humanen Leukozyten-
Antigenen (HLA) der Klasse | assoziiert sei [Bertrams et al., 1972; Naito et al.,
1972]. Spatere Studien zeigten, dass das HLA-DR2-Allel der Klasse Il viel
starker mit MS assoziiert ist [Compston et al., 1976; Haines et al., 1998]. In
einer Studie mit kaukasischen Familien, die an MS erkrankten, zeigte sich, dass
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das HLA-DR2-Allel mit einer frihen klinischen MS-Manifestation assoziiert ist
[Barcellos et al., 2002].

In einer genomweiten Assoziationsstudie bei MS-Patienten aus Grof3britannien
und den Vereinigten Staaten von Amerika wurden zwei SNPs im Interleukin-2-
Rezeptor-a-Gen, ein SNP im Interleukin-7-Rezeptor-a-Gen und mehrere SNPs
im HLA-DRA-Lokus auf Chromosom 6p entdeckt, die hochsignifikant mit MS
assoziiert sind [Hafler et al., 2007]. In einer weiteren genomweiten
Assoziationsstudie bei MS-Patienten aus Spanien und einer Replikations-
kohorte von MS-Patienten aus den Vereinigten Staaten von Amerika
[Comabella et al., 2008] konnte die Assoziation des HLA-Lokus auf Chromosom
6 repliziert werden. Es zeigten sich weitere Assoziationen von SNPs mit MS.
Der SNP mit der nachstgroten Assoziation befindet sich in einer
unkommentierten Region von Chromosom 13. Die jeweilige Odds Ratio (OR)
der SNPs in den genomweiten Assoziationsstudien kann interessanterweise
jedoch nur einen Bruchteil des genetisch vererbten Risikos erklaren. Es weist
kein Gen, abgesehen vom MHC Il, eine Uberproportional wichtige Rolle bei der
Entstehung der MS auf.

Eine Ubertragung im Sinne der Infektiositat konnte mittels Adoptionsstudien
einer kanadischen Arbeitsgruppe ausgeschlossen werden [Ebers et al., 1995].

2.3.1.8 Diagnostik

2.3.1.8.1 Liquordiagnostik

Bei ca. einem Drittel der MS-Patienten findet sich eine erhdhte Zellzahl im
Liquor, dabei handelt es sich meist um eine lymphozytare Pleozytose (zw. 5-50
pro pl). Meist sind dabei die CD4 positiven T-Helferzellen erhdht. Im Verlauf der
MS gibt es einen Trend zur Abnahme der Entzindungszellen im Liquor. Es
kommen oligoklonale Immunglobulin-G-Banden im Liquor, aber nicht im Serum,
bei > 90 % der Patienten vor. Trotz dieser haufigen Befunde liefert der Liquor

keine relevanten Parameter fur die Prognose [Gold et al., 2004].
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2.3.1.8.2 Elektorphysiologische Diagnostik

Bei visuell, akustisch, somatosensibel und motorisch evozierten Potentialen

kann sich eine Verzdgerung der Reizantwort zeigen.

2.3.1.8.3 Kernspintomographie

Typisch ist das Auftreten hyperintenser Lasionen im T2-gewichteten Bild mit
periventrikularer als auch infratentorieller Lokalisation. Das MRT kann durch
den Einsatz von Gadolinium alte, nicht gadoliniumaufnehmende und floride,
gadoliniumaufnehmende Lasionen, unterscheiden und macht es damit moglich,
die Dissemination der MS im Zeitverlauf darzustellen [Heun et al. 1988; Miller et
al. 1993]. Bei Uber 95 % der Patienten mit definitiver MS kdnnen Lasionen in
der weil’en Substanz dargestellt werden, wobei davon ausgegangen wird, dass
nur ca. 20 % der Lasionen im kranialen Kernspintomogramm mit Symptomen

beim Patienten einhergehen [Gold et al., 2004].

2.3.1.8.4 Skalen zur Abschiitzung der Behinderung

Das Ausmal des neurologischen Defizits wird durch die "Expanded Disability
Status Scale" (EDSS) [Kurtzke, 1983] bzw. den Multiple Sclerosis Functional
Composite Score [Rudick et al., 2002] objektiviert.

2.3.1.9 Therapie

Die Hauptziele der Behandlung bestehen in einer Reduktion der entzundlichen
Krankheitsaktivitat und einer Stabilisierung der funktionellen Einschrankung auf
niedriger Behinderungsstufe sowie einer stadiengerechten optimalen
Behandlung von krankheitsassoziierten Symptomen.

Zur Behandlung der schubférmigen MS stehen Glukokortikoide, Interferon-B1a
[Cohen et al. 2001] und Interferon-B1b [Goodkin D, 2000], Glatirameracetat

(Copolymer-1) [Comi et al., 2001], intravendse Immunglobuline (IVIg) [Achiron
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et al., 1998] und Immunsuppressiva wie z.B. Natalizumab, Mitoxantron
[Cursiefen et al., 2000], Azathioprin [Yudkin et al., 1991] oder Cyclophosphamid
[Comabella et al., 1998] zur Verfligung.

Nach der Immunmodularischen Stufentherapie werden als Basistherapeutika
Interferon-B oder Glatirameracetat eingesetzt. Azathioprin und IVIg dienen als
Reservetherapeutika oder einer speziellen Indikationsstellung. Bei Eskalation
sollte auf Natalizumab, Mitoxantron oder Cyclophosphamid umgestellt werden.
Interferonpraparate verzdgern bereits bei Gabe nach dem ersten MS-
verdachtigen Ereignis die Zeit bis zum Auftreten weiterer Schibe und die
Krankheitsprogression im MRT [Jacobs et al., 2000; Comi et al., 2001a]. Bei
Interferonpraparaten treten zu Beginn der Behandlung haufig grippeahnliche
Symptome wie Fieber, Schuttelfrost oder Myalgien auf.

Auch bei Glatirameracetat findet sich eine Reduktion der Schubrate [Johnson et
al.,, 2000] und eine Reduktion entzindlicher Lasionen im MRT [Comi et al.,
2001b]. Es =zeigt sich eine ahnliche Reduktion der Schubrate wie bei
Interferonpraparaten [Khan et al., 2001].

Azathioprin  wird auf Grund unbefriedigender Studienlage nur als
Reservepraparat in der Basistherapie der schubférmigen MS [Goodin et al.,
2002], bei Koinzidenz von MS mit anderen AIE oder bei Unvertraglichkeit von
Interferon verabreicht.

IVlg werden bei Unvertraglichkeit oder Kontraindikationen der anderen
Therapeutika eingesetzt, haben aber derzeit noch keine Zulassung fur MS.
Auch IVIg verringern nach dem ersten Schub die Zeit bis zum Auftreten weiterer
Schube und reduzieren entzindliche Lasionen, die im MRT nachgewiesen
werden [Achiron et al., 2004].

Seit neuerer Zeit kann Natalizumab als Monotherapie angewandt werden. Bei
Natalizumab handelt es sich um einen monoklonalen Antikorper gegen die a4-
Integrine der Leukozyten. Durch Natalizumab kann die Adhasion und
Transmigration der Leukozyten ins Gewebe verhindert werden. Es resultiert
eine Reduktion der Schubrate, der Gadoliniumlasionen und neu auftretender
T2-Lasionen im MRT [Polman et al., 2006]. Jedoch kommt es unter Behandlung

mit Natalizumab in seltenen Fallen zu einer progressiven multifokalen
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Leukoenzephalopathie, die durch den JC-Virus ausgeldst wird [Langer-Gould et
al., 2006]. Die Durchseuchungsrate der Bevolkerung mit dem JC-Virus betragt
70-90 % [Padgett et al., 1973]. Das Risiko eine progressiven multifokalen
Leukoenzephalopathie unter achtzehnmonatiger Natalizumab-therapie zu
entwickeln wird mit 0,1 % angegeben. Die Langzeitrisiken sind jedoch noch
nicht bekannt [Yousry et al., 2006].

Die Therapie der Wahl fur einen akuten MS-Schub ist eine Hochdosis-
Kurzzeitpulstherapie mit Prednisolon oder Methylprednisolon [Miller DM et al.
2000].

Bei der primar-progredienten Verlaufsform der MS ist bisher keine gesicherte
immunmodulatorische Therapie bekannt. Eine Interferon- oder Glatiramer-
acetat-Therapie zeigt bei der primar-progredienten Verlaufsform der MS keine
Reduktion der Progression. Es werden repetitive Glukokortikoid-Pulstherapien
empfohlen [www.dgn.org].

Zur Zeit befindet sich Fingolimod, ein sogennantes ,small molecule®, zur
Hemmung der Zellmigration in der Phase Il zur Zulassung flr schubférmige
MS. Fingolimod reduziert die MRT-Lasionen und die Krankheitsaktivitat von
MS-Patienten [Kappos et al., 2006]. Der Vorteil an Fingolimod ist, dass es sich
um eine orale Therapie handelt.

Wegen der Heterogenitat der MS-Krankheitsentstehung lassen sich nicht alle
Patienten mit oben aufgeflihrten Mitteln zufriedenstellend im Sinne einer

Schubratenverringerung und Lasionsreduktion im MRT behandeln.
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2.3.2 Malaria

2.3.2.1 Definition

Malaria ist eine Infektionskrankheit, die durch verschiedene Plasmodienarten
ausgelést wird. Fur den Menschen relevant, da humanpathogen, sind
Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax und
Plasmodium ovale. Malaria tropica wird durch Plasmodium falciparum, Malaria
quartana durch Plasmodium malariae und Malaria tertiana durch Plasmodium
vivax und Plasmodium ovale ausgelost. Alle genannten Plasmodienarten
werden durch die weiblichen Anopheles-Micken Ubertragen. Die meisten

Infektionen werden durch den Erreger Plasmodium falciparum verursacht.

2.3.2.2 Epidemiologie

Die Malaria ist die haufigste Tropenkrankheit, an der nach Schatzungen der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) weltweit jahrlich zwischen 300 und 500
Millionen Menschen erkranken. Etwa 40 % der Weltbevolkerung leben in
Malariagebieten. 90 % der Erkrankten leben in Afrika sudlich der Sahara. Die
meisten Malariafalle davon werden durch Plasmodium falciparum verursacht
[Kayser et al., 2005]. 1,5-2,7 Millionen Menschen sterben nach Angaben des
Robert-Koch-Instituts in Berlin weltweit jahrlich an Malaria, darunter eine Million
Kinder in Afrika. In Mitteleuropa tritt Malaria im Rahmen einer Reisekrankheit

auf.

2.3.2.3 Entwicklungszyklus des Parasiten

Innerhalb des Entwicklungszyklus der Plasmodien findet ein Generations-
wechsel und ein obligater Wirtswechsel statt. Die weibliche Anophelesmucke
(Familie der Culicidae) Ubertragt die Plasmodien als spindelférmige Sporozoiten
auf den Menschen, wo sie nach kurzem Aufenthalt in der Blutbahn in das

Leberparenchym eindringen. Zur Infizierung reichen dabei schon zehn
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Sporozoiten aus. In den Leberparenchymzellen vermehren sie sich
ungeschlechtlich durch Teilung (Schizogonie) und bilden praerythrozytare
Schizonten. Diese Schizonten zerfallen und gelangen als Merozoiten wieder in
die Blutbahn, wo sie in Erythrozyten eindringen. Im Erythrozyten bilden die
Merozoiten sogenannte Ringformen bzw. Trophozoiten. Diese vermehren sich
dort durch Zellteilung und bilden Schizonten. Diese rupturieren und entlassen
Merozoiten ins Blut. Bei Plasmodium falciparum finden sich ca. 6-36 Merozoiten
in einem Schizonten. Die Merozoiten befallen wiederum Eryhtrozyten und der
Kreislauf der Plasmodienvermehrung beginnt von vorn. Einige Merozoiten
differenzieren sich zu mannlichen Mikro- bzw. zu weiblichen
Makrogametozyten. Diese werden durch eine Mucke aufgenommen, bilden dort
durch Vermehrung Sporozoiten und kdénnen sich so auf einen weiteren

Organismus verbreiten [Kayser et al., 2005].

2.3.2.4 Krankheitsbild

Man muss hier zwischen Menschen unterscheiden, die schon einmal an einer
Malaria litten und somit eine gewisse Immunitat entwickelten [MacDonald,
1957] und denen, die zum ersten Mal daran erkranken.

Im Falle einer Infektion erkranken die Menschen mit dem positiven
Immunitatsstatus nur milde und oft sogar asymptomatisch an der Malaria. Sie
entwickeln Symptome wie Kopf- und Gliederschmerzen, Fieber, Bauchschmer-
zen, Erbrechen und Durchfall.

Bei den Ersterkrankten mit negativem Immunitatsstatus unterscheidet man
zwischen einer einfachen und einer komplizierten Verlaufsform.

Laut Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Tropenmedizin und Internationale
Gesundheit (DTG) [www.dtg.org] ist die Malaria als kompliziert einzustufen
wenn eines der Symptome wie Bewusstseinseintribung, zerebraler
Krampfanfall, respiratorische Insuffizienz, unregelmallige Atmung, Hypoxie,
Hypoglykdamie (BZ < 40 mg/dl), Schocksymptomatik, Spontanblutungen,
Azidose (base deficit > 8 mmol/l), Hyperkaliamie (> 5,5 mmol/l), lkterus,

Niereninsuffizienz, Transaminasenerhohung, lkterus (Bilirubin > 3 mg/dl) oder
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Hyperparasitamie (> 5% der Erythrozyten von Plasmodien befallen oder >
100000 Plasmodien/pl) besteht.

2.3.2.5 Therapie

Zunehmende Resistenzen der Erreger erschweren die Therapie der Malaria.
Nach den aktuellen Therapieleitlinien der deutschen Gesellschaft far
Tropenmedizin und Internationale Gesundheit e.V. [www.dtg.org] werden eine
Malaria tertiana und Malaria quartana mit Chloroquin oral behandelt, bei
Herkunft des Patienten aus Indonesien oder der Pazifikregion soll die Malaria
tertiana wegen mdoglicher Chloroquin-Resistenz mit Mefloquin behandelt
werden.

Die unkomplizierte Malaria tropica wird, falls keine Chloroquinresistenz besteht,
mit Chloroquin oral behandelt (zur Zeit nur Mittelamerika inkl. Haiti und
Dominikanische Republik). Bei Chloroquin-Resistenz startet man eine orale
Therapie mit Mefloquin oder Atovaquon/Proguanil oder Artemether/Lumefantrin
Das Mittel der Wahl bei der komplizierten Malaria tropica ist Chinin. Alternativ
kann die Gabe von Artesunat erwogen werden. Die Behandlung der
komplizierten Malaria tropica sollte falls modglich auf einer Intensivstation
erfolgen [www.dtg.org].

2.3.3 Reaktive Sauerstoffmetabolite

Die Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite (ROS) ist Teil der angeborenen
Immunabwehr gegen Pathogene [Rosen, Pou et al., 1995]. Ebenso sind sie an
Signalwegen der Zelle beteiligt [Katama und Hirata, 1999] und kénnen auch bei
Krankheiten, wie z.B. beim Katarakt, der Atherosklerose, dem M. Parkinson, an
Reperfusionsschaden und an Schockzustanden [Elstner, 1991] involviert sein.

Wahrend einer aktiven Malaria konnen ROS, die von Monozyten und
Makrophagen gebildet werden, zu einer besseren Parasitenbekampfung
beitragen, flUhren dabei aber auch zu einem schwereren Krankheitsverlauf, v.a.

was die begleitende Anamie betrifft [Greve et al., 1999; Greve et al., 2000]. Die
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Lange eines TA-Repeats in der Promotorregion des Proteins gp91-phox
beeinflusst die Promotoraktivitdt dieses Gens, wodurch die Aktivitat der
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat-Oxidase = (NADPH-Oxidase) reguliert
wird. Die Lange dieses TA-Repeats ist assoziiert mit der Schwere von Malaria
[Uhlemann, Szlezak et al., 2004].

In einem Arthritismodell in Ratten konnte nachgewiesen werden, dass eine
geringere intrinsische ROS-Freisetzung sich fordernd auf die Krankheits-
entwicklung auswirkt [Olofsson et al., 2003].

Bei der MS sind ROS als Mediatoren an Demyelinisierung und Axonschadigung
beteiligt [Smith, Kapoor et al. 1999; Gilgun-Sherki, Melamed et al., 2004].
Ebenso wurde eine erhohte respiratorische Antwort in Leukozyten von MS-
Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen [Ferreti, Bacchetti et al.
2006]. Die ROS fuhren zu oxidativem Stress und schadigen Lipide, Proteine
und Nukleinsauren, wodurch es zur Nekrose oder Apoptose der Zellen kommt.
Als oxidativer Stress wird das Missverhatniss zwischen der Produktion von
ROS und der Produktion von Antioxidantien, die die Zelle selbst vor ROS
schutzen soll, bezeichnet. Dieser oxidative Stress kann in MS-Plaques
nachgewiesen werden. So ist dort die Aktivitat der freien Radikale gesteigert,
wahrend Antioxidantien wie Glutathion, Harnsaure und Alpha-Tocopherol
vermindert sind [Langemann H et al., 1992]. Besonders Oligodendrozyten sind
anfallig fur oxidativen Stress, da sie eine relativ geringe Abwehr des oxidativen
Stresses  durch  Antioxidantien haben. So sind untergegangene
Oligodendrozyten zu einem frihen Zeitpunkt in vielen demyelinisierten MS-
Lasionen anzutreffen [Bruck W et al., 1994; Prineas JW et al., 1993]. Bei an
EAE erkrankten Mausen kann gezeigt werden, dass das neurologische Defizit
durch verringerte Konzentration der ROS gemindert wird [Smith KJ et al., 1999].
Eines der Schlusselenzyme in der Produktion von ROS ist die NADPH-Oxidase,
deren Mechanismus unter 2.3.4.2 genauer erlautert wird.

ROS fuhren zur Zerstérung von Proteinen, Veranderung von Hyaluronsauren
und Kollagen, Spaltung von Nukleinsduren und Erhdhung der
Zellmembranpermeabilitat [Campbell, 1988]. Bei Bakterien wird die DNS-
Synthese gehemmt [Rosen et al., 1993].
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2.3.4 Neutrophil cytosolic factor 1

2.3.4.1 Definition

Beim Neutrophil cytosolic factor 1 (NCF1) Gen handelt es sich um ein Gen auf
Chromosom 7 am Gen-Locus 7q11.23. Es kodiert fir das Protein Protein47-
Phagozytenoxidase (p47-phox), einem Teil der NADPH-Oxidase. Dabei handelt
es sich um ein Coenzym, das an einigen Stoffwechselreaktionen als
Wasserstoffdonor oder -akzeptor beteiligt ist.

Eine Mutation im NCF1-Gen ist zu 20 % fur die Entstehung der chronischen
Granulomatose, bei der die Funktion der neutrophilen Granulozyten gestort ist,
verantwortlich. Die weitaus haufigste Mutation, die in 70 % der Falle zur
Entstehung der chronischen Granulomatose flhrt, betrifft das Glykoprotein 91-
phox (gp91-phox), ebenso wie p47-phox ein Teil der NADPH-Oxidase. Die
Patienten leiden gehauft an bakteriellen Infektionen oder Pilzinfektionen, da die
NADPH-Oxidase nicht mehr oder nur in geringem Male arbeitet. Die
chronische Granulomatose hat eine Inzidenz von 1 zu 200.000 Neugeborenen

und wird autosomal rezessiv vererbt.

2.3.4.2 NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase wird durch stimulierte zur Phagozytose fahige Zellen wie
neutrophile Granulozyten und Makrophagen aktiviert und reduziert Sauerstoff
zum Superoxidanion, wahrend NADPH oxidiert wird. Es kommt also zu einem

Elektronentransfer von NADPH zum Sauerstoffmolekl:

20, + NADPH - 20, + NADP" + H”

Das Superoxidanion bildet den Ausgangspunkt fur die Bildung anderer
Sauerstoffradikale. Aus Superoxid bildet sich durch Protonierung das
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Hydroperoxidradikal, das mit einem anderen Superoxidanion zu Wasserstoff-
peroxid reagiert.

Die NADPH-Oxidase besteht aus den Proteinen CYBB (gp91-phox), CYBA
(p22-phox), NCF-1 (p47-phox), NCF-2 (p67-phox) und NCF-4 (p40-phox). Die
Zahlen innerhalb der Proteinnamen geben das Gewicht der Komponenten in
Kilodalton an (vgl. Abb. 3).

Bei Infektionen durch Bakterien, Pilze und Viren kommt es zu einer Aktivitats-
steigerung der NADPH-Oxidase, z.B. wird die NADPH-Oxidase indirekt durch
Lipopolysaccharide [Frank et al.,1998] stimuliert. Aber auch durch Zytokine und
Entzindungsmediatoren wie Interleukin 8 und Leukotrien B-4 oder durch
Zellstimulantien wie Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) oder den plattchen-
aktivierenden Faktor wird die NADPH-Oxidase stimuliert.

2.3.4.3 NCFI-Gen und Pseudogene

Das Auftreten von AIE wie RA, Experimentelle Autoimmune Neuritis und EAE in
Tiermodellen ist durch genetische Variationen von Ncf1 beeinflusst. Mause mit
einem mutierten Ncf1-Protein bekommen eine schwerere kollageninduzierte
Arthritis im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ebenso erkranken Mause mit
mutiertem Ncf1-Protein starker an Myelin-Oligodendrozyten-Glycoprotein-
induzierter EAE [Hultqgvist et al., 2004; Hultqvist and Holmdahl, 2005].

Mutationen im humanen NCF1-Gen sind fur 20 % der Falle von septischer
Granulomatose verantwortlich. Innerhalb dieser Mutationen beruhen 95 % auf
einer GT-Deletion (AGT) am Anfang des Exons 2. Diese GT-Deletion bewirkt

einen vorzeitigen Transkriptionsabbruch.
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Die NADPH-Oxidase wird bei Aktivierung aus ihren zytosolischen Einheiten p40-phox, p47-
phox, p67-phox und den membranstandigen Einheiten gp91-phox und p22-phox
zusammengesetzt. Zur Aktivierung ist eine Interaktion zwischen p47-phox und den
membranstandigen Einheiten nétig. Zunachst muss sich das Rac-Protein vom Rho GDI Protein
I6sen und in einen mittels GTP aktivierten Zustand Ubertreten. Dann kann dieses in Assoziation
zur Plasmamembran treten. Beim Plasmakomplex bedarf es mehrerer Phosphorylierungen,
damit dieser sich mit den membranstandigen Einheiten verbindet. Die aktivierte NADPH-
Oxidase produziert Superoxidanionen, die in phagozytare Vesikel bzw. in den Extrazellularraum
abgegeben werden [Heyworth et al., 2003].

Abb. 3: Aktivierung der NADPH-Oxidase [aus Heyworth et al. 2003]
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Im Genom des Menschen finden sich je zwei Pseudogene (¢NCF1) pro NCF1-
Gen. Sie sind zu 98 % mit dem NCF1-Gen identisch und befinden sich in
derselben Region 7q11.23 auf Chromosom 7 [Heyworth, Cross et al., 2003].
Man unterscheidet bei den Pseudogenen das Typ | yNCF1, welches die GT-
Deletion am Beginn von Exon 2 enthalt und das Typ Il yNCF1, welches keine
GT Deletion enthalt [Heyworth, Noack et al., 2002]. In der Bevolkerung findet
man meist zwei verschiedene Haplotypen, den verbreiteteren Haplotyp mit zwei
Kopien von Typ | @wNCF1 und einer Kopie von NCF1 und den weniger
verbreiteteren Haplotyp mit jeweils einer Kopie von Typ / und Typ Il ¢yNCF1 und
einer Kopie des funktionellen Gens [Heyworth et al., 2002].

Das gehaufte Auftreten der AGT-Mutation bei der chronischen Granulomatose
lasst sich hypothetisch durch Rekombinationsereignisse zwischen NCF1 und
Typ | yNCF1 erklaren (vgl. Abb. 4). Aufgrund ihrer Nahe und ihrem hohen Grad
an Ahnlichkeit kénnte es 6fter zu solchen Rekombinationsereignissen kommen.
Typ Il yNCF1 entsteht wahrscheinlich bei der Rekombination zwischen NCF1
und Typ | yNCF1.

@) AGT GTGT AGT

| — Y

t AG G fc * GA A t AG G
GT GTET yAGTy

‘| — P > rapiotype
t AG G 'H GA A t AG G

(b)
AGT AGT AGT
Bl A - CGO haplotype
t AG G t GA A t AG G
AGT GTGT GTGT

| —I _— 1:2 haplotype
A e AG G

t AG G ¢ G A

Abb. 4, Modell eines moglichen Crossovers zwischen NCF1 und Typ | wNCF1 [aus Heyworth
et al., 2003]
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Da bei NCF1 und Typ Il yNCF1 die AGT-Mutation fehlt, lassen sich NCF7 und
Typ Il yNCF1 Uber die Basenanzahl des Exons 2 nicht auseinander halten. Es
lassen sich Quotienten zwischen NCF und Typ Il WNCF1 einerseits (beide ohne
AGT am Beginn von Exon 2) und Typ | yNCF1 (mit AGT am Beginn von Exon
2) andererseits bilden (vgl. Abb. 5). Man erhalt einen Quotienten von 2:1 wenn
im Genom vier Typ | yNCF1-Gene vorhanden sind, einen Quotienten von 1:1
bei drei Typ | yNCF1 und einem Typ Il yNCF1 und einen Quotienten von 1:2
bei jeweils zwei Genen vom Typ | yNCF1 und Typ Il yNCF1. Allerdings bergen
heterozygot an chronischer Granulomatose Erkrankte ein mdgliches
Fehlerpotential, da diese nicht durch die Quotientenbildung entdeckt werden

kénnen. Theoretisch sind auch Quotienten von 1:5 mdglich.

Abb. 5: mogliche Genotypen von NCF1 und wNCF1 [aus Heyworth et al., 2002]

Bisher ist noch nicht geklart, ob das Typ Il yNCF1 funktionell aktiv ist und sich
auf die individuelle NCF1-Expression, die ROS-Produktion oder die Anfalligkeit
fur Infekte und AIE auswirkt. Falls es transkribiert wird, wirde sich ein
resultierendes Protein nur an zwei Aminosaurenpositionen von dem Wildtyp-
Protein unterscheiden und zwar an den Positionen Arg90His und Asn166Asp.
In einer friheren Studie hatten neutrophile Granulozyten von Personen mit
einem AGT/GTGT-Quotienten von 1:2 76 % mehr p47-phox-Protein als
Individuen mit einem AGT/GTGT-Quotienten von 2:1 [Heyworth et al., 2003].
Dies konnte bedeuten, dass das Typ /I wNCF1 in ein p47-phox Protein
translatiert wird.
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2.3.4.4 NCF1 und Autoimmunerkrankungen

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Mutation im NCF1-Gen zu
gesteigerter ROS-Produktion und starkerer Arthritis fuhrt [Hultqvist et al., 2005].
Beim Menschen wurde bereits bei einer kleinen Anzahl von 138 Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und M. Crohn
im Vergleich mit 37 gesunden Kontrollen der AGT/GTGT-Quotient gemessen.
Dabei wurde ein hoherer 1:1 AGT/GTGT-Quotient bei den Erkrankten
festgestellt, besonders bei denen, die an Morbus Crohn litten [Harbord et al.,
2003]. Dies konnte allerdings in einer groReren Studie mit 488 Patienten und

181 Kontrollen nicht repliziert werden [Suraweera et al., 2004].

2.3.5 Fragestellung

Zielsetzung der Arbeit ist erstens die Untersuchung einer moglichen Assoziation
des AGT/GTGT-Quotienten mit dem Auftreten von MS, zweitens zu zeigen,
dass das Typ Il yNCF1-Gen funktionell aktiv ist und drittens wird die mdgliche
Assoziation des AGT/GTGT-Quotienten mit der Kapazitat zur Produktion von

ROS im Blut von Malariapatienten untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Myasthenia gravis und PTPN22

3.1.1 Patienten

Es wurde von 134 MG-Patienten aus Deutschland und 148 MG-Patienten aus

Ungarn Serum und DNS verwendet.

Als Kontrollproben wurde von 199 Probanden aus Deutschland und 180

Probanden aus Ungarn DNS verwendet.

3.1.2 Material und Gerate

3.1.2.1 SNP Genotypisierung

2fach Tagman Universal Master Mix
20fach SNP-Genotyping-Mix

Nucleasefreies \Wasser
Endotoxinfreies Wasser
96-Loch-Platte

Pipettenspitzen

PTC-200 PCR

ABI prism 7000 sequence detection system

3.1.2.2 Anti-Titin-Antikorper-Elisa

Anti-Titin-ELISA-Kit
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(Promega, Madison, USA)
(Applied Biosystems, Foster
City, USA)

(Promega, Madison, USA)
(Millipore, Billerica, USA)
(4titude, Ockley, UK)
(Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland)
(MJ-Research, Waltham, USA)
(Applied Biosystems, Foster
City, USA)

(DLD Diagnostika GmbH,
Hamburg, Deutschland)
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Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)
Schuttler Vibrax VXR basic (IKA Werke GmbH & Co. KG,

Staufen, Deutschland)

3.1.2.3 Anti-AChR-Antikorper-Radioimmunoassay

Anti-AChR-Antikorper-Radioimmunoassay-Kit (IBL GmbH, Hamburg,
Deutschland)

Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

Vortex-Mischer (Scientific Industries, Bohemia,
USA)

Zentrifuge ZK 364, Nr. 7749 (Kontron-Hermle, St. Leon-Rot,
Deutschland)

Multi-Crystal-Gamma-Counter LB 2104 (Berthold Technologies GmbH &
Co KG, Bad Wildbad,
Deutschland)

3.1.3 Methoden

3.1.3.1 SNP Genotypisierung

3.1.3.1.1 SNP-Genotyping-Mix

Im SNP-Genotyping-Mix sind ein Forward-Primer und ein Reverse-Primer zur
Amplifizierung der Zielregion und zwei TagMan ,minor groove binder‘-Sonden
(MGB-Sonden) zur Unterscheidung der unterschiedlichen Allele enthalten. Eine
MGB-Sonde ist jeweils am 5’Ende markiert mit einer Reporterfarbung: eine VIC-
Farbung und eine FAM-Farbung. Der MGB erhoht die Schmelztemperatur der
Sonden. Dadurch ist es moglich kurzere Sonden einzusetzen. Die Sonde mit
der VIC-Farbung ist komplementar zu Allel eins und die Sonde mit der FAM-
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Farbung komplementar zu Allel zwei. Aullerdem befindet sich noch ein
nichtfluoreszierender Quencher am 3’Ende der Probe.

3.1.3.1.2 Tagman Universal Master Mix

Der Tagman Universal Master Mix beinhaltet die Tag-DNA-Polymerase, die die
DNS verlangert, Desoxyribonukleosidtriphosphate als Bausteine zur Ver-
langerung der DNS und Magnesiumchlorid. Magnesiumchlorid wird bendtigt um

die Phosphatreste, die bei der Reaktion anfallen, ionisch auszugleichen.

3.1.3.1.3 Polymerase Kettenreaktion — Prinzip

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wird zur Vervielfaltigung kurzer DNS-

Stlcke eingesetzt. Eine PCR besteht aus mehreren Schritten:

1. Denaturierung: Durch Erhitzen der Probe trennt sich die doppelstrangige
DNS in zwei Einzelstrange.

2. Primeranlagerung: Die Primer sind ca. 20 Basenpaare lange Basen-
sequenzen, die sich an den Anfang und das Ende der zu vermehrenden
DNS-Sequenz anlagern.

3. Kettenverlangerung: Die DNS-Polymerase verlangert den Primer mit den
jeweiligen komplementaren Nukleotiden.

Dieser Zyklus wird nun 25-40mal wiederholt. Es kommt dabei zur

exponentiellen Vermehrung der DNS.

3.1.3.1.4 Genotypisierung — Prinzip

Jede TagMan-MGB-Sonde bindet spezifisch an eine Sequenz innerhalb des in
der PCR vervielfaltigten DNS-Stlckes.
Bei intakter Sonde befindet sich das Farbmolekll in raumlicher Nahe zur

Quencher-Farbung. Die Quencher-Farbung unterdrickt die Reporter-Farbung
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(VIC- oder FAM-Farbung) durch den ,Forstertyp Energietransfer® (Forster
resonance energy transfer (FRET)).

Dieser besagt, dass ein Donor-Fluorochrom (Reporter), welches durch eine
Lichtquelle angeregt wird, einen Teil seiner Energie an ein Akzeptor-
Fluorochrom (Quencher) abgibt. Wenn sich nun der Abstand zwischen Donor
und Akzeptor vergroRert, nimmt das Fluoreszenzsignal des Akzeptors ab
wahrend das des Donors zunimmt.

Die Tag-DNS-Polymerase spaltet nur Sonden, die mit der DNS hybridisiert sind.
Durch die Spaltung wird die Reporter-Farbung von der Quencher-Farbung
getrennt, die fluoreszierende Wirkung wird verstarkt. Somit kommt es nur zum
Ansteigen des fluoreszierenden Signals, wenn die amplifizierte Target-Sequenz
komplementar zur Probe ist. Durch den Einsatz zweier verschiedener Donor-
Fluorochrome an unterschiedlichen DNS-Sequenzen, die fur die zwei Allele
spezifisch sind, kann durch die Messung des Fluoreszenzsignals nun ein
Ruckschluss gemacht werden, welche Allele in der jeweiligen DNS enthalten
sind.

Falls die Probe nicht genau zur DNS-Sequenz passt, verringert dies die
Effizienz der Hybridisierung. AulRerdem kann die Tag-DNS-Polymerase die
Probe verlegen ohne sie zu spalten, wodurch kein fluoreszierendes Signal
ausgesandt wird.

Ein VIC-Signal wirde also Homozygotie fur Allel 1, ein FAM-Signal fur Allel 2
bedeuten. Wenn man beide Signale detektiert spricht dies fur eine
Heterozytgotie (vgl. Abb. 6).
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Allele ——

ENTEE EEE

Mismatch

1

[0

Mismatch

NFQ = nicht fluoreszierender Quencher
MGB = minor groove binder

\Y = VIC Farbung

F = FAM Farbung

Die fluoreszierenden Sonden sind durch einen Quencher durch strahlungsfreie
Energieubertragung (FRET) unterdruckt.

Wahrend eines PCR-Zyklus hybridisiert die Sonde mit dem komplementaren
DNS-Strang, die Reporter-Fluoreszenz bleibt zunachst unterdruckt. Die Tag-
Polymerase baut wahrend eines PCR-Zyklus das 5'Ende der Sonde ab. Der
abgespaltene Reporter ist jetzt zur Fluoreszenz befahigt und detektierbar.

Abb. 6: Genotypisierungsprinzip [Tagman SNP Genotyping Assays, Protocol, Applied
Biosystems, www.appliedbiosystems.com]

3.1.3.1.5 Polymerase Kettenreaktion — Durchfiihrung

Es wurde ein 10 pyl PCR-Ansatz gewahlt, der aus folgenden Komponenten
bestand:

- 2fach Tagman Universal Master Mix 5 pl

- 20fach SNP-Genotyping-Mix 0,5 ul
- Nukleasefreies Wasser 3,5 ul
- DNS 1 i

DNS-Proben aus Deutschland wurden 1:25, DNS-Proben aus Ungarn 1:10 mit
endotoxinfreiem Wasser verdinnt. Die deutschen Proben wurden starker

verdinnt, da die in ihnen enthaltene DNS hoher konzentriert war.
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Die PCR wurde in einem Thermocycler in einer 96-Loch-Platte durchgefuhrt.
Dabei wurde als Kontrollen eine Wasserkontrolle und eine Positiv-Kontrolle
jeweils fur das erste Allel, fir das zweite Allel und fur die Heterozygotie auf
jeder Platte durchgefuhrt.

Zunachst wurde der Ansatz fir 10 min bei 95 °C denaturiert. Dann erfolgten 40
Zyklen mit jeweils 15 sec Denaturierung bei 92 °C und 1 min Primeranlagerung
und Kettenverlangerung bei 60 °C. Nach den 40 Zyklen wurden die Proben auf
4° C heruntergekuhlt.

Nun wurde die Fluoreszenz in den jeweiligen Ansatzen mit dem ,ABI prism

7000 sequence detection system” gemessen.

3.1.3.2 Anti-Titin-Antikorper-ELISA

3.1.3.2.1 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest — Prinzip

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (ELISA) ist ein immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Zu
detektierende Antikdrper oder Antigene werden zunachst mit einem Enzym
markiert. Die durch das Enzym katalysierte Reaktion dient als Nachweis fur das

Vorhandensein des Antigens bzw. des Antikorpers.

3.1.3.2.2 Anti-Titin-Antikérper-ELISA

Der Anti-Titin-Antikorper-ELISA ist ein Sandwich-Enzymimmunoassay.

Zunachst wurden die Humanseren aufgetaut und alle Bestandteile des Kits auf
Zimmertemperatur gebracht. Bei jedem Versuch wurden 100 pl eines
Kalibrators, einer Positiv- und einer Negativkontrolle auf die Platte aufgebracht.
Die Patientenproben wurden eins zu hundert mit dem im Kit enthaltenen
Patientenprobenverdinnungspuffer verdinnt und dann ebenfalls jeweils 100 pl
pro Well auf die Platte aufgebracht. Nun wurde die Platte 60 min unter
Schuitteln bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit binden Anti-Titin-

Antikorper aus den verdinnten Patientenproben an rekombinantes Titin-
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Fragment (MGT30-Peptid), das auf der Oberflache der
Mikrotiterplattenvertiefungen immobilisiert ist.

Nun wurde die Platte mit dem beigefugten Waschpuffer viermal gewaschen.
Dadurch werden die ungebundenen Bestandteile der Probe entfernt und nur die
gebundenen Anti-Titin-Antikorper der Proben verbleiben auf der Platte.

Als nachstes wurden jeweils 100 pl von peroxidasemarkiertem Protein A
beigefligt. Das peroxidasemarkierte Protein A bindet an die Anti-Titin-
Antikorper, allerdings nicht an der Antigen-spezifischen Stelle. Es entsteht der
Antikorper-Antigen-Protein A-Peroxidase-Komplex. Die Platte wurde erneut 30
min unter Schuitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Platte
nochmals mit dem Waschpuffer viermal gewaschen. Dadurch werden
ungebundene Uberschissige Bestandteile des Enzymkonjugats entfernt. Nur
die Antikorper-Antigen-Protein A-Peroxidase-Komplexe verbleiben auf der
Platte. Es wurden 100 ul Tetramethylbenzidin als Peroxidase-Substrat zugefugt,
danach wurde die Platte 20 min bei Raumtemperatur unter Schatteln inkubiert.
Die Peroxidase wandelt das Tetramethylbenzidin in einen blauen Farbstoff um.
Das Zufugen einer Stopplosung, in der Schwefelsdure enthalten ist, bewirkt
einen Farbumschlag nach gelb. Die unterschiedliche Extinktion der Ansatze
wurde nun bei 450 nm gemessen und mit Hilfe des Kalibrators nach folgender

Regel ausgewertet:

Faktorprone = Optische Dichte propne / Optische Dichte kaiibrator

Als Anti-Titin-Antikdrper-positiv wurden Faktoren = 2 gewertet.
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3.1.3.3 Anti-AChR-Antikorper-Radioimmunoassay

Die Anti-AChR-Antikorperkonzentration wurde mittels eines
Radioimmunoassays gemessen. Dabei werden AChR aus humanem
Muskelgewebe in diesem Test als Antigen verwendet. Die Rezeptoren sind mit
125I-aIpha-Bungarotoxin radioaktiv markiert. Dabei handelt es sich um ein
Schlangengift, das hoch affin an den Rezeptor bindet. Bei der Inkubation mit
den Patientenproben binden die AChR-Autoantikorper der Patienten an die
markierten Rezeptoren, dabei bilden sich Immunkomplexe, die mit einem
zugegebenen Anti-human-IgG-Antiserum prazipitiert werden. Die im Prazipitat
vorhandene Radioaktivitat wird mittels eines Gammacounters gemessen und ist
direkt proportional zur Konzentration der Anti-AChR-Antikorper der Probe.
Mittels einer Standardkurve, die durch im Assay beigefligte Kalibrationsproben
ermittelt wird, 1asst sich die Konzentration der Proben ablesen. Der Kit verfugt
laut Herstellerangaben uber eine Spezifitat von 93,3 % und eine Sensitivitat von
100 %.

3.1.3.4 Statistische Analyse

Die erzielten Daten wurden mittels der Software JMP5 (SAS Institute, Cary,
North Carolina, USA) fur Windows XP (Microsoft, Seattle, USA) statistisch
verarbeitet. Es wurde dabei der Chisquare-Test angewandt. Die Metaanalyse
wurde mittels der Software RevMan (Version 4.2 for Windows. Copenhagen:
The Nordic Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration, 2003) durchgeflnhrt.
Als statistisch signifikant wurden Irrtumswahrscheinlichkeiten < 0,05

angenommen.
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3.2 NCF1 und Multiple Sklerose / Malaria

3.2.1 Patientengut

Zum Vergleich der AGT/GTGT-Quotienten wurde die DNS von 265 MS-
Patienten der neurologischen Abteilung der Universitat Tubingen, Deutschland,
und von 187 MS-Patienten der neurologischen Abteilung der medizinischen
Universitat Lodz, Polen, untersucht. Alle Patienten gelten nach den Poser- oder
McDonald-Kriterien als an MS erkrankt.

Als Kontrollproben dienten die DNS von 191 Teilnehmern der Dortmunder
Gesundheitsstudie, Deutschland, und die DNS von 184 nicht erkrankten
Personen aus der Region Lodz, Polen.

Klinische Daten waren von 217 deutschen MS-Patienten erhaltlich und
auswertbar.

Fir die Durchflusszytometrie wurden Zellen zweier Labormitarbeiter verwendet.
Es wurden ebenso 90 an Hypertonie, 86 an schwerer Malaria und 66 an milder
Malaria erkrankte Kinder aus Gabun hinsichtlich ihres AGT/GTGT-Quotienten
getestet. Die DNS dieser Kinder wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Dr. B.
Greve, 1999 am Institut fir Tropenmedizin der Universitat Tldbingen,
Deutschland, gewonnen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde bei den
gabunesischen Kindern die ROS-Produktion im Vollblut und in separierten
Granulozytenlésungen gemessen. Dabei wurden die Zellen auch mit PMA, N-
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin und Tumor-Nekrose-Faktor stimuliert
[Greve et al., 2000]. Die ROS-Produktion wurde bei Aufnahme in die Studie, bei
manchen Kindern wahrend der Rekonvaleszenz (nach einem Monat) und im

gesunden Zustand nach sechs Monaten gemessen.
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3.2.2 Material und Gerate

3.2.2.1 DNS-Separation aus humanem Vollblut

FlexiGene DNA Kit
100 % Isopropanol

70 % Ethanol

Pipetten

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)
Tischzentrifuge bis 2 ml 5417R
Tischzentrifuge bis 50 ml Multifuge 3 S-R

Wasserbad

Vortex mixer

3.2.2.2 NCF1 Genotypisierung

2fach Tagman Universal Master Mix
Forward Primer:
2L B2Fam-markiert

(Qiagen, Hilden, Deutschland)
(Merck, Darmstadt,
Deutschland)

(Merck, Darmstadt,
Deutschland)

(Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

(Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland)

(Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

(Heraeus, Hanau, Deutschland)
(VWR, Darmstadt, Deutschland)
(Scientific Industries, Bohemia,
USA)

(Promega, Madison, USA)
(biomers.net GmbH, Ulm,
Deutschland)

Sequenz: 5'- GTG CAC ACA GCA AAG CCT CT -3’

Reverse Primer:
2RB2

(biomers.net GmbH, Ulm,
Deutschland)

Sequenz: 5-CTA AGG TCC TTC CCA AAG GGT -3

Endotoxinfreies Wasser
PTC-200 PCR
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3.2.2.3 Agarose — Gelelektrophorese

Agarose
Ethidiumbromid 10 mg/mi
0,5fach TBE Puffer
89mM Tris-Base
89mM Borsaure
20mM Ethylendiamintetraacetat
pH 8,0

Ladepuffer Blue juice

1 kb Plus DNA Ladder

Laborwaage

Mikrowelle

Elektrophoresegelkammer

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)
(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

(Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)

(Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

(Gottl. Kern & Sohn GmbH,
Balingen-Frommern,
Deutschland)

(Moulinex, Solingen,
Deutschland)

(Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland)

3.2.2.4 Zellseparation von Mono- und Granulozyten

Histopaque 1119

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland)

Biocoll (Ficoll) Separating Solution 1.077 g/ml (Biochrom AG, Berlin,

Phosphatgepufferte physiologische
Kochsalzlosung (PBS)

10fach PBS

Endotoxinfreies Wasser

Zentrifugenréhrchen, konisch (50 ml)
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Einmalpipetten (25 ml, 10 ml, 5 ml), steril

Pipetten

Tischzentrifuge bis 50 ml Multifuge 3 S-R

Frickenhausen, Deutschland)
(Costar, Bodenheim,
Deutschland)

(Eppendorf AG, Hamburg
Deutschland)

(Haereus, Hanau, Deutschland)

3.2.2.5 Zihlung und Verdiinnung der polymorphnukleare Zellen und
mononukleiiren Zellen des peripheren Blutes

Zahlkammer nach Neubauer

(Tiefe 0,1 mm; 0,0025 mm?)

Pipetten & Pipettenspitzen

Rotilabo-Mikrotest-Platten aus Polystyrol

Trypanblau-Losung

Mikroskop Type 120

(Karl Hecht KG, Sondheim /
Rhon, Deutschland)
(Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland)
(Nikon GmbH, Dusseldorf,
Deutschland)

3.2.2.6 Markierung eines Antikorpers mit R-Phycoerythrin

R-Phycoerythrin Conjugation Kit
p47-phox (D-10) : sc-17845

Mouse IgG1 R-Phycoerythrin Conjugate

Pipetten

Cups

Zentrifuge Eppendorf 5417R

(Martek, Columbia, USA)
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, USA)

(Martek, Columbia, USA)
(Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

(Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

(Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)
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Schdattler Vibrax VXR basic (IKA® Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland)

3.2.2.7 Bradford-Test

Coomassie Plus Protein-Assay Reagenz (Pierce, Rockford, USA)
Bovines Serumalbumin (BSA) 2 mg/ml (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
D-PBS (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)
Spektophotometer (Wallac) (Perkin Elmer, Waltham, USA)

3.2.2.8 Farbung von Mono- und Granulozyten mit R-PE-markiertem
p47-phox (D-10)-Antikorper

Fixation/Permeabilization Diluent eBioscience, San Diego, USA)

(
Fixation/Permeabilization Concentrate (eBioscience, San Diego, USA)
10fach Permeabilization Buffer (eBioscience, San Diego, USA)
(Millipore, Billerica, USA)

Endotoxinfreies Wasser

R-PE-P47-phox (D-10)-Antikorper siehe 2.2.2.6
Isotype-Kontrolle (Martek, Columbia, USA)
96-Well-Platte (4titude, Ockley, UK)
Zentrifuge Eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland)

3.2.3 Methoden

3.2.3.1 DNS-Separation aus humanem Vollblut

Die Blutproben wurden durch Ethylendiamintetraacetat an ihrer Gerinnung
gehindert und auf Eis gestellt. Zunachst wurden 25 ml eines Lysepuffers zu 10
ml Vollblut gegeben und durch flinfmaliges Invertieren gemischt. Diese

Suspension wurde fur 5 min bei 2000 g zentrifugiert. Durch den Lysepuffer
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bildet sich ein Pellet aus Zellkernen und Mitochondrien. Der Uberstand wurde
abgekippt und das umgedrehte Falcon 2 min auf ein Zelltuch gestellt um
restliche FlUssigkeiten zu entfernen.

Nun wurde dem Pellet 5 ml Denaturationspuffer zugefiigt und durch Vortexen
wurde es darin vollstandig geldst. Die entstandene Losung wurde dreimal
invertiert und in einem Wasserbad bei 65 °C fur 10 min inkubiert. Im
Denaturationspuffer befindet sich ein Salz und eine QIAGEN-Protease, die
noch vorhandene Proteine spaltet und zerstort. Wahrend der Inkubation
verandert die Losung ihre Farbe von rot zu olivgrin. Dies zeigt den
Proteinverdau an.

Durch Zufugen von 5 ml Isopropanol 100 % und mehrmaligem Invertieren
wurde die DNS sichtbar. Nun wurde fir 3 min bei 2000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgekippt und das umgedrehte Falcon wieder auf ein Zelltuch
gestellt um restliche Flussigkeiten zu entfernen. Die DNS wurde nun in 70 %
Ethanol gewaschen. Dazu wurde 5 ml Ethanol zugefugt und die Losung fur 5
sec gevortext. Dann wurde die Losung 3 min bei 2000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgekippt und das Falcon nochmals umgedreht ca. 5 min auf
ein Zelltuch gestellt. Die DNS wurde 5 min lang getrocknet und in 1 ml
Hydrationspuffer (10 mM TrisCl, pH 8,5) gelost. Diese Losung wurde fur eine

Stunde bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. Danach wurde die DNS eingefroren.

3.2.3.2 NCF1 Genotypisierung

3.2.3.2.1 Tagman Universal Master Mix

Siehe 3.1.3.1.2
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3.2.3.2.2 Polymerase Kettenreaktion

Es wurde ein 12,5 yl PCR-Ansatz gewahlt, der aus folgenden Komponenten
bestand:

- 2fach Tagman Universal Master Mix 6,25 pl

- Forward Primer 0,25 ul
- Reverse Primer 0,25 ul
- Nukleasefreies Wasser 4,75 ul
- DNS 1

Die PCR wurde in einem Thermocycler in einer 96-Loch-Platte durchgefuhrt.
Dabei wurde als Kontrollen eine Wasserkontrolle und jeweils eine Positiv-
Kontrolle fur die AGT/GTGT-Quotienten 2:1, 1:1 und 1:2 auf jeder Platte
durchgefuhrt.

Zunachst wurde der Ansatz fur 2 min bei 95 °C denaturiert. Dann erfolgten 35
Zyklen mit jeweils 130 sec Denaturierung bei 95 °C, 30 sec Primeranlagerung
bei 50 °C und 30 sec Kettenverlangerung bei 72 °C. Nach den 35 Zyklen

wurden die Proben auf 4 °C heruntergekuhilt.

3.2.3.2.3 Genotypisierung

Nun wurden die erhaltenen PCR-Produkte im Verhaltnis 1:30 mit
endotoxinfreiem Wasser verdunnt.

Die Ermittlung der Sequenzlange wurde durch die Arbeitsgruppe Gasser im
Hertie-Institut fur klinische Hirnforschung durchgefuhrt. Die Primer waren so
gewahlt, dass der Anfang des Exon 2 des NCF1-Gens amplifiziert wurde. Es
wurde der FAM-markierte Forward-Primer 2LB2 5-GTGCACACAG-
CAAAGCCTCT-3' und der nicht markierte Reverse-Primer 2RB2 5'-
CTAAGGTCCTTCCCAAAGGGT-3' eingesetzt [Heyworth et al., 2002]. Man
erhalt so PCR-Produkte von 209 bzw. 211 Basenpaaren, je nachdem ob es sich
um ein NCF1-Gen mit AGT- oder mit GTGT-Sequenz am Beginn von Exon 2
handelt. Die Flachen unter der Sequenzierungskurve (,Area under the curve®)

von beiden Amplikons wurden nun miteinander verglichen. Ein Wert zwischen
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0,75 und 1,5 wurde als AGT/GTGT-Quotient von 1:1 gewertet, ein Wert Uber
1,5 als AGT/GTGT-Quotient von 2:1 und ein Wert unter 0,75 als AGT/GTGT-

Quotient von 1:2.

3.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wird eingesetzt um zu verifizieren ob eine PCR
funktioniert hat und die richtigen DNS-Fragmente vermehrt wurden.

Durch die Phosphatreste sind Nukleinsauren negativ geladen. Deswegen
wandern sie im elektrischen Feld zur Anode.

10 pl DNS-Fragmente wurden mit 2 pul Ladepuffer gemischt und auf ein
Agarose—Gel aufgetragen. Es wurden 2%ige Agarose-Gele aus Agarose und
TBE-Puffer verwendet. Diesen Gelen wurde Ethidiumbromid zur
Sichtbarmachung der DNS zugeflgt. Ethidiumbromid interkaliert in der DNS
Doppelhelix und fluoresziert unter UV-Licht. Der Ladepuffer dient dazu mit
bloBRem Auge zu erkennen wie weit die Gelelektrophorese fortgeschritten ist.
Die Trennung der DNS-Fragmente beruht auf der unterschiedlichen Grolie der
DNS-Fragmente. Je groRer die Fragmente sind, umso langsamer wandern sie
durchs Gel. GroRere Mengen gleichlanger DNS werden als Bande im Gel
erkennbar. Es wurde auf jedem Gel ein Standard aufgetragen, der DNS-
Fragmente bekannter Lange enthielt. Damit lie sich die Grole der DNS-
Fragmente abschatzen. Die Laufzeit betrug bei 220 V ca. 45 min. Die Gele

wurden dann unter UV-Licht fotografiert.

3.2.3.4 Zellseparation von Mono- und Granulozyten

3.2.3.4.1 Zellseparation

Die Zellseparation beruht auf dem Prinzip der Auftrennung durch die
verschiedenen spezifischen Gewichte der einzelnen Blutkomponenten.
Zunachst wurden 10 ml Ficoll Uber 12 ml Histopaque 1119 als Gradient in ein

50 ml Falcon geschichtet. Danach wurden 25 ml eines Blut/D-PBS-Gemisches
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(Verhaltnis 1:1) langsam auf den Gradienten pipettiert. Nun wurde das 50 ml
Falcon 20 min bei 380 g (1327 rpm) und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach
dem Zentrifugieren erhielt man folgende Phasen:

- Serumschicht

- Monozyten- und Lymphozytenschicht / mononukleare Zellen des

peripheren Blutes (PBMC)

- Ficollschicht

- Granulozytenschicht / Polymorphnukleare Zellen (PMN)

- Erythrozytenschicht

3.2.3.4.2 Separation der Mono- und Lymphozyten

Das Serum wurde mit einer Glaspipette abpipettiert und verworfen. Nun wurde
mit einer Pascal-Pipette die Monozyten- / Lymphozytenschicht abpipettiert, in
ein frisches 50 ml Falcon auf Eis gegeben und mit PBS gewaschen. Dafur
wurde die Zellsuspension mit PBS auf 50 ml aufgefillt und 10 min bei 230 g
(1032 rpm) und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde schnell abgekippt und
das verbliebene Pellet wurde, wie eben beschrieben, erneut gewaschen.
Danach wurde das verbliebene Pellet in PBS gelost.

3.2.3.4.3 Separation der Granulozyten

Mit einer Pascal-Pipette wurde die Granulozytenschicht abpipettiert, in ein
frisches 50 ml Falcon auf Eis gegeben und einmal gewaschen wie unter Punkt
3.2.3.4.2 beschrieben. Um die mitabpipettierten Erythrozyten zu lysieren wurde
9 ml entotoxinfreies Wasser zugegeben und die Suspension fur 45 sec auf- und
abpipettiert. Nach den 45 sec wurde 1 ml 10fach PBS zugeflgt, um die Lyse zu
stoppen. Das Falcon wurde nun mit PBS auf 50 ml aufgefullt. Diese Suspension
wurde einmal invertiert und dann fir 10 min bei 230 g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde schnell abgekippt und das verbliebene Pellet in PBS

gelost.
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3.2.3.5 Zahlung und Verdiinnung der PMNs und PBMCs

20 pl der Zellsuspension wurden nun mit 180 pl Trypanblau und PBS im
Verhaltnis 1:1 gefarbt. Davon wurden 20 pl enthommen und in eine Neubauer-
Zahlkammer gebracht. Unter dem Mikroskop wurden nun die Zellen in 16
Quadraten und zwei Réandern ausgezahlt.

Aus der gezahlten Menge Zellen liel3 sich die in der Zellsuspension enthaltene

Konzentration an Zellen berechnen:

Anzahl der Zellen - 10° = Konzentration der Zellen [Zellen/ml]

Die Zellen wurden nun fur das weitere Procedere auf 500.000 Zellen pro Ansatz

verdunnt.

3.2.3.6 Markierung eines Antikorpers mit R-Phycoerythrin

3.2.3.6.1 p47-phox (D-10): sc-17845

p47-phox (D-10) ist ein monoklonaler Mausantikorper, der gegen die
Aminosauren 196-390 von menschlichem p47-phox gerichtet ist. 200 ug I1gG
sind in 1ml PBS mit 0,1 % Natriumazid und 0,1 % Gelatine geldst.

3.2.3.6.2 Markierung

Aktiviertes  R-Phycoerythrin  (R-PE) ist ein stark fluoreszierendes
Phycobiliprotein, welches chemisch aktiviert wird, um einfach an
Immunglobuline oder andere Sulfhydryl-enthaltende Proteine zu binden.

Es wurden 0,5 ml des Anti-p47-phox (Klon D-10) mit R-PE markiert. Dafur
wurde zunachst der Antikorper reduziert. Es wurden 10 ul der Dithiothreitol
Stock Solution zur Antikdrperldsung zugeflgt, gemixt und 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Dithiothreitol-Reduktion des Antikdrpers fand in

einem kleinen verschlossenen Eppendorf-Cup statt, um die Oxygenierung zu
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minimieren. Dann wurden 20 pl Blue Dextran Stock Solution zugeflugt. Dies
farbt den Antikorper ohne seine Funktion zu andern. Nun wurde die
Entsalzungs-Saule A des Kits mit der Lésung geladen. Es wurden 25 mi
Austauschpuffer auf die Entsalzungssaule gebracht. Man sah, wie der blaue
Ring der 1gG/Blue Dextran-Losung nach unten wanderte. Dieser blaue Ring
wurde unten mit einem Eppendorf-Cup aufgefangen.

Um eine Reoxidation von Sulfhydrylgruppen zu verhindern sollte sofort mit der
Konjugation begonnen werden.

Es wurden 300 pl aktivierten R-PE pro mg IgG, also 30 pl R-PE, zugeflugt. Die
Reaktionslosung wurde vor Licht geschutzt und bei Raumtemperatur fir 60 min
unter Schutteln inkubiert. Die freien Sulfhydrylgruppen des IgG wurden dann
durch Zufigen von 0,34 pl einer NEM Stock Solution blockiert. Dieser Ansatz
wurde nochmals bei 20 min ohne Licht inkubiert.

Das Antikorper / R-PE Konjugat wurde nun bei 10.000 g fur 30 sec zentrifugiert.
Der Antikorper / R-PE Konjugat-Uberstand wurde auf die Entsalzungssaule B
geladen und das Pellet verworfen. Dann wurden 25 ml Lagerpuffer auf die
Entsalzungssaule B geladen. Man sah wie ein rosafarbenes Band des
Antikorper / R-PE Konjugats durch die Saule wanderte. Dieses Band wurde
aufgefangen. Es handelte sich um ein entsalztes Antikorper-R-PE Konjugat,

welches bei 4 °C vor Licht geschutzt gelagert wurde.

3.2.3.7 Bradford-Test

3.2.3.7.1 Prinzip

Der Bradford-Test dient der quantitativen Bestimmung von Proteinen. Er beruht
darauf, dass der Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 in
saurer Losung sowohl mit kationischen als auch mit den nichtpolaren,
hydrophoben Seitenketten der Proteine Komplexe bildet. Die ungebundene,
rotgefarbte, kationische Form des Farbstoffs hat ein Absorptionsmaximum bei
470 nm, die gebundene, blaue, anionische Sulfatform hat ein Absorptions-

maximum bei 595 nm.
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3.2.3.7.2 Durchfiihrung

Um die Antikdrperkonzentration des R-PE-markierten p47-phox (D-10)-
Antikdrpers zu messen, wurde ein Bradford-Test durchgeflhrt.

Dazu wurde zunachst eine BSA-Verdinnungsreihe von 2 mg/ml bis 0,03 mg/ml
hergestellt. Die Verdunnungsreihe wurde als Duplikat angelegt. AuRerdem
wurden 10 ul des Antikorpers unbekannter Konzentration benutzt. Nun wurden
uberall 200 uyl Coomassie Plus Protein Assay Reagenz zugefigt. Die
Absorbanz dieser Ansatze wurden dann bei 590 nm gemessen.

Nach Entlogarithmisierung der gemessenen Werte wurde die Konzentration des
Antikorpers mit 160 ug/ml berechnet.

3.2.3.8 Farbung von Mono- und Granulozyten mit R-PE-markiertem
p47-phox (D-10)-Antikorper

Pro Well wurden 500.000 Zellen eingesetzt und herunterzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Dann wurden jeweils 200 ul Fixierungsmittel
zugefugt. Dieses Fixierungsmittel wurde 3:1 aus Fixation/Permeabilisation-
Lésung und Fixation/Permeabilisation-Konzentrat hergestellt. Die Zellsus-
pension wurde Uber Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt.

Am nachsten Tag wurde der Permeabilisationspuffer 1:10 mit endotoxinfreiem
Wasser verdunnt. Dann wurden mit jeweils 200 pl des verdinnten
Permeabilisationspuffers die fixierten Zellen zweimal gewaschen.

Nun wurde der R-PE-markierte p47-phox-Antikdrper und der Isotyp jeweils auf
die gleichen Konzentrationen verdunnt, wobei der p47-phox-Antikorper in den
Verhaltnissen 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100 und 1:200 verdinnt wurde um
eine optimale Verdunnung flir die Durchflusszytometrie herauszufinden. Der
Isotyp wurde dabei jeweils auf die selbe Konzentration verdinnt. Nun wurden
die Zellen 30 min mit den Antikorpern inkubiert. Es wurde auch jeweils eine
Leerprobe angelegt, die mit Permeabilisationspuffer statt mit Antikorper
inkubiert wurde.

Nach 30 min wurden die Zellen wieder zweimal mit 200 pl

Permeabilisationspuffer gewaschen. Die Zellen wurden dann in 200 pl
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Permeabilisationspuffer gelost und dann mit dem Durchflusszytometer die

Fluoreszenz gemessen.

3.2.3.9 Durchflusszytometrie / Fluorescence activated cell sorting

3.2.3.9.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie basiert auf der Emission optischer Signale von Zellen
bei der Passage eines Laserstrahls.

Zellen, die sich in einer Ldosung befinden, werden durch eine Kapillare gesaugt
und passieren dann einen Laserstrahl. Dabei emittieren die Zellen Streulicht.
Dieses Streulicht wird durch Zellgrof3e, Struktur der Zellmembran und
intrazellulare Bestandteile beeinflusst. Dadurch kdonnen die Zellen fraktioniert
und gezahlt werden.

Das Vorwartsstreulicht FSC (Forward Scatter) dient als Mal} fur die Zellgrofe,
das Seitwartsstreulicht SSC (Side Scatter) dient als Mal} fur die Granularitat,
bzw. die Grolie des Zellkerns.

Daruber hinaus kdnnen die Zellen mit Antikdrpern, die mit fluoreszierenden
Farbstoffen wie z.B. R-PE verbunden sind, inkubiert werden. Somit entstehen
bei der Passage des Lasers Fluoreszenzimpulse, die erfasst werden. Durch
Einsatz verschiedener Farbstoffe und verschiedenfarbiger Laser konnen die

Zellen nach mehreren Merkmalen unterschieden werden.

3.2.3.9.2 Durchflusszytometrie

Die R-PE-NCF1 markierten Granulozyten- und Monozytensuspensionen
wurden nun im Durchflusszytometer gemessen. Dabei wurde im FSC / SSC-
Diagramm die gewiunschte Zellpopulation ausgesucht. Auf diesen

ausgewahlten Zellen wurde dann die jeweilige Fluoreszenz gemessen.
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3.2.3.10 Statistische Analyse

3.2.3.10.1 Malaria

Es wurde die ROS-Produktion der an Malaria erkrankten gabunesischen Kinder
mit unterschiedlichen AGT/GTGT-Quotienten betrachtet. Dazu wurde eine
Varianzanalyse mit den Faktoren Schwere der Malaria (einfache vs.
komplizierte Malaria), AGT/GTGT-Quotient (< 1:1 vs. 2 2:1), Zeitpunkt der
Messung der ROS-Produktion (zu Beginn, einen Monat und sechs Monate nach
Aufnahme in die Studie) und alle Interaktionen zwischen diesen drei Faktoren
durchgefuhrt. Die ROS-Daten wurden dabei log-transformiert. Es wurden die
geometrischen Mittelwerte, deren OR und das 95%-Konfidenz-Intervall [KI]
berechnet. Danach wurde nach Unterschieden der ROS-Produktion in
Abhangigkeit der AGT/GTGT-Quotienten innerhalb der Subgruppen ,Schwere
der Krankheit®, Zeitpunkt der Messung (zu Beginn, einen Monat und sechs
Monate nach Aufnahme in die Studie) und unter sechs verschiedenen
Stimulationsbedingungen gesucht.

3.2.3.10.2  Multiple Sklerose

Wir versuchten die MS-Schwere (definiert durch EDSS) und das Alter des
Krankheitsbeginns in Varianzanalysen mit den Faktoren AGT/GTGT-Quotient (=
2:1 versus < 1:1) und Krankheitsart (Beginn als Schub oder progressiv) zu
vergleichen.

Die statistische Analyse wurde mit der Software JMP5 (SAS Institute, Cary,
North Carolina, USA) durchgefuhrt. Fur die Meta-Analyse wurde die Software
RevMan (Version 4.2 for Windows. Copenhagen: The Nordic Cochrane Centre,
The Cochrane Collaboration, 2003) benutzt. Als statistisch signifikant wurden

Irrtumswahrscheinlichkeiten < 0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Myasthenia gravis und PTPN22

4.1.1 Messwertergebnisse

Es wurden von 134 MG-Patienten aus Deutschland und 149 MG-Patienten aus
Ungarn Serum und DNS verwendet.

Bei den deutschen Proben konnten von 126 Patienten der Anti-Titin-Ak-Status
und von 127 Patienten der Anti-ACh-Rezeptor-Status ermittelt werden. Von 97
Patienten konnte der Thymomstatus eruiert werden, bei 37 Patienten blieb er
unbekannt.

Bei den ungarischen Proben konnten von jeweils 147 Patienten der Anti-Titin-
Ak- und der Anti-ACh-Rezeptor-Status ermittelt werden. Von 143 Patienten
konnte der Thymomstatus eruiert werden, bei 6 Patienten blieb er unbekannt.
Es wurden die Allelfrequenzen- und Genotypenverteilung der MG-Patienten im
Vergleich zu den Kontrollgruppen untersucht. Die Allelfrequenzen- und
Genotypenverteilung wurde dann noch nach Subgruppen aufgeschlisselt und

wiederum mit den Kontrollgruppen verglichen.

4.1.2 Allelfrequenzen- und Genotypenverteilung

Die Verteilung der Genotypen innerhalb der Kontrollgruppen und der MG-
Patienten von Deutschland und Ungarn ist aus Tabelle 3 zu entnehmen. Da nur
ein geringer Prozentsatz von 1-2 % der Probanden einen homozygoten
Genotyp TT aufweisen und dieser fur die statistische Auswertung schlecht
erfasst werden kann, bezieht sich die statistische Auswertung auf die
Allelfrequenzverteilung. Es zeigt sich, wenn man die Ergebnisse der
Allelfrequenzen- und Genotypenmessung der Probanden beider Lander
zusammenfasst, eine erhdhte Tendenz zum T-Allel in der MG-Patientengruppe
mit einer T-Allel-Frequenz von 14 % im Vergleich zu einer T-Allel-Frequenz von

11 % in der Kontrollgruppe, die statistisch jedoch nicht signifikant ist.
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4.1.3 Allelfrequenzen in Subgruppen der MS-Patienten

Desweiteren vergleichen wir verschiedene Patientengruppen charakterisiert
durch das Vorhandensein von Antikérpern und Thymom mit der Kontrollgruppe
(vgl. Tabelle 4). Es findet sich eine signifikante Uberreprasentation des T-Allels
in der Anti-Titin-Antikorper-positiven Untergruppe sowie in der AChR-
Antikdrper-positiven Untergruppe der Thymom-negativen MG-Patieten.

Die Metaanalyse zeigt (vgl. Tabelle 5), dass die Uberreprasentation des T-Allels
in Anti-Titin-positiven und Thymom-negativen MG-Patieten auch in einer
separaten Analyse von deutschen und ungarischen Patienten im Vergleich zu

Kontrollpersonen besteht.

Tabelle 3: Allelfrequenzen- und Genotypenverteilung

n = Anzahl der Patienten bzw. der Kontrollpersonen

Allelfrequenz (%t) Genotypen (%)

n T C 11 CT cC
Deutschland MG 134 3[5(13) 233@7) 3@ 29@2) 102 ({76
Kontrollen 199 46(12) 35288 2(1) 42@1) 155 (78)
Ungarn MG 148 A5(15) 25185 2(1) 418  1W05F1
Kontrollen 180 39(11) 32189 3@ 33(18) 144 (0)
Gesamt MG 262 B0 (14) 4B4(86) 5(3) 70(@5) 207 (73)
Kontrollen 379 B5(11) 67389 5(1) 75(0) 299 79)
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Tabelle 4: Subgruppenanalyse

n = Anzahl der Patienten beziehungsweise der Kontrollpersonen
Ak = Antikorper
AChR = Acetylcholin-Rezeptor

Kl = Konfidenzintervall
Allelfrequenz (1)  Genotypen (%) p (Chisquare)
n T C T cT cC Allele Odds Ratio [95% KI]

Kontrollen 379 85 (11) 67389 51 75 (20) 299 (79)

Versus
Non-Thymom 208 62(15) 354 @5 31 56 (27) 149 72) 0,07 1,39 [0,98-1,97]
- Titin-Ak pos. a0 2121 79(79) 1@) 19 38) 30 (60) 0,005 2,10 [1,233,58]
- Titin-Ak ney. 152 39013) 265@7 2N 35 (23) 115 (76) 04 1,17 [0,781,75]
-AChR-Ak
pos. 164 51(16) 277 @4 2N 47 29) 115 70) 0,05 146 [1,002,12]
-AChR-Ak
neq. 42 10 (12) 74 (88) 1(2) 8 (19) 33 (79) 084 1,07 [0,53-2,15]
Thymom 33 7011 59 (89) 0 ) 721 26 (79) 088 094 [0422,12]

Tabelle 5: Metaanalyse Non-Thymom-Gruppe mit positiven Anti-Titin-Anitkdrpern vs. Kontrollen

B Myasthenia Control

Tallele Total Tallele Total Weight Peto odds ratio, fixed, 95% CI
Germany 10 44 46 398 461%  274[1.07.697] | A —
Hungary 1 56 g 360 539%  230[097,545 T——
Total (95% CI) 100 758 100.0%  2.49 [1.32, 4.70] -
Total T allele 21 85 . .
Heterogeneity: Chi* = 0.07, df =1 (P = 0.79); F= 0% A2 5 1 2 510

Test for overall effect: Z =2.82 (P = 0.005)
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4.2 NCF1 und Multiple Sklerose / Malaria

4.2.1 AGT/GTGT-Quotienten und MS

Es wurde die AGT/GTGT-Quotienten in 452 MS-Patienten und 375
Kontrollpersonen bestimmt, um eine mdgliche Assoziation der AGT/GTGT-
Quotienten mit MS zu untersuchen.

Unter den 265 deutschen MS-Patienten fanden sich 47 Patienten (17,7 %) mit
AGT/GTGT-Quotienten < 1:1, unter den 191 deutschen Kontrollen 28 (14,7 %)
mit AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1. Unter den 187 polnischen MS-Patienten
fanden sich 19 Patienten (10,2 %) mit AGT/GTGT-Quotienten < 1:1, unter den
184 polnischen Kontrollpersonen 19 (10,3 %) mit AGT/GTGT-Quotienten < 1:1
(vgl. Tabelle 6). Eine Meta-Analyse der AGT/GTGT-Quotienten-Ergebnisse der
Probanden beider Lander zeigte keine signifikante Assoziation der AGT/GTGT-
Quotienten mit MS (vgl. Tabelle 7).

4.2.2 AGT/GTGT-Quotienten sind assoziiert mit Subphanotypen der
MS

Es wurden mogliche Assoziationen der AGT/GTGT-Quotienten mit klinischen
Subphanotypen der MS-Patienten bei 217 deutschen MS-Patienten untersucht:
Einerseits mit der Schwere der MS-Krankheit und andererseits mit dem Alter zu
Krankheitsbeginn. Die Varianzanalyse ergab, dass die AGT/GTGT-Quotienten
nicht mit der Krankheitsschwere, die durch den EDSS definiert ist, assoziiert ist.
Es fand sich jedoch eine Assoziation mit dem Alter zu Krankheitsbeginn
(Varianzanalyse: Rsquare 0,11, RMSE 8,9; Faktor AGT/GTGT-Ratio p = 0,03;
Faktor Schubférmiger Beginn versus progressiver Beginn p < 0,001).

Das arithmetische Mittel des Erkrankungsalters der Patienten mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 lag bei 32,2 Jahren, bei Patienten mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1 lag das arithmetische Mittel des
Erkrankungsalters bei 29,3 Jahren (Mittelwert-Unterschied 2,9 Jahre, 95 % KI -
0,25 bis 6 Jahre; vgl. Abb. 7).
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Tabelle 6: AGT/GTGT-Quotienten-Verteilung bei MS-Patienten und Kontrollpersonen

n = Anzahl der MS-Patienten beziehungsweise der Kontrollpersonen

AGT/GTGT-Quotienten (%)

n = 2:1 = 1:1

Deutschland

MS-Patienten 265 218 82) 47 (18)

Kontrollen 191 163 {839) 28 (13)
Polen

MS-Patienten 187 168 (90) 19 {10)

Kontrollen 184 165 {90) 19 (10)
Gesamt

MS-Patienten 452 386 (85) 66 (15)

Kontrollen 375 328 87 47 (13)

Tabelle 7: Metaanalyse der Genotypergebnisse der Probanden beider Lander

n = Anzahl der MS-Patienten beziehungsweise der Kontrollpersonen mit
AGT/GTGT-Quotient 1:1
N = Gesamtzahl der MS-Patienten beziehungsweise der Kontrollpersonen

Ms Control OR. {fixed) Weight OR (fixed)

niN niN 05% ClI Uy a5% C|
Germany 471265 28191 60.87 1.26 [0.75, 2.09]
Poland 19187 19/184 39.13 0.98 [0.50, 1.92]
Total (95% Cly 452 375 100 115 [0.77, 1.72]

Test for heterogeneity: Chi# =033, di =1 (P = 0.57),F =0%
Test for overall effect: Z = 0.67 (P = 0.50)

0.2 05 1 2 5
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In der Gruppe der Patienten mit schubformigem Krankheitsstart lag das
arithmetische Mittel des Erkrankungsalters der Patienten mit einem AGT/GTGT-
Quotienten von < 1:1 bei 31,7 Jahren, bei Patienten mit einem AGT/GTGT-
Quotienten von = 2:1 bei 28,4 Jahren (Mittelwert-Unterschied 3,3 Jahre, 95 %
Kl 0,3 bis 6,3 Jahre).
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Abb. 7: Erkrankungsalter vs. AGT/GTGT-Quotienten bei deutschen MS-Patienten
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4.2.3 AGT/GTGT-Quotienten und Malaria

Es wurden die AGT/GTGT-Quotienten von 86 Kindern, die an komplizierter
Malaria litten und von 66 Kindern, die an einfacher Malaria litten, erhoben.
Unter den 86 Kindern mit komplizierter Malaria befanden sich 14 (16,3 %) mit
einem AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 und 72 (83,7 %) mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1, unter den 66 Kindern mit einfacher Malaria
13 (19,7 %) mit einem AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1, 53 (80,3 %) mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1 (vgl. Tabelle 8). Die OR fur Unterschiede des
AGT/GTGT-Quotienten zwischen komplizierter und einfacher Malaria betrug
0,97 (95 % KI, 0,34-1,84).

Tabelle 8: AGT/GTGT-Quotienten-Verteilung der Malariapatienten

n = Anzahl der Malariapatienten beziehungsweise der Kontrollpersonen

AGT/GTGT-Quotienten (%)

h =21 2 1:1
komplizierte Malaria 86 72 (84) 14 {16)
einfache Malaria 66 53 (80) 13 20}
Insgesamt 152 125 82) 27 (18)

69



Ergebnisse

4.2.4 Korrelation der AGT/GTGT-Quotienten mit der ROS-Produktion
in Malariapatienten

Es zeigte sich kein Zusammenhang der AGT/GTGT-Quotienten mit der ROS-
Produktion in stimulierten und unstimulierten Zellen von an Malaria erkrankten
Kindern. Allerdings fand sich in der Gruppe der Kinder mit komplizierter Malaria
eine hohere maximale und kumulative ROS-Produktion in PBMC bei Kindern
mit AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 im Vergleich zu Kindern mit AGT/GTGT-
Quotienten von = 2:1 wahrend der akuten Krankheitsphase. Der geometrische
Mittelwert in der Subgruppe der PMA-stimulierten ROS-Produktion war 1,7mal
hoher in den Kindern mit einem AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 verglichen mit
den Kindern mit einem AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1 (95 % KI 1,0-2,9 fur
die maximale ROS-Produktion und 1,0-3,0 fur die kumulative ROS-Produktion).
Bei unstimulierten Zellen war die maximale ROS-Produktion 1,9mal héher (95
% Kl 0,8-3,7) in Kindern mit AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 vergleichen mit
Kindern mit AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1. Ebenso war in dieser Gruppe die
kumulative basale ROS-Produktion 1,5mal héher (95 % KI, 0,8-2,8).

4.2.5 AGT/GTGT-Quotienten und Hamoglobinkonzentration

Die Gruppe der Kinder mit einem AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 tendierte zu
geringeren Hamoglobin-Konzentrationen (arithmetrisches Mittel: 8,9 g/dl) im
Vergleich zu den Kindern mit einem AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1
(arithmetrisches Mittel: 9,4 g/dl) (Mittelwertdifferenz -0,5 g/dl; 95 % Kl -1,6-0,5
g/dl). In der Gruppe der Kinder, die an schwerer Malaria erkrankten, hatten 9
der 14 Kinder (64 %) mit einem AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 im Vergleich
zu 29 von 72 Kindern (40 %) mit einem AGT/GTGT-Quotienten von 2 2:1
(p=0,09) eine Hamoglobinkonzentration < 8 g/dl.

Es fand sich keine Assoziation zwischen den AGT/GTGT-Quotienten und der

Parasitamie oder der Parasiten-Clearance-Zeit.
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4.2.6 Durchflusszytometrie der Monozyten, Lymphozyten und
Granulozyten

Es sollte der NCF1-Gehalt von Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten in
Personen mit unterschiedlichem AGT/GTGT-Quotienten gemessen werden und
dabei eine Methode zur Messung etabliert werden. Dies sollte mittels
farbmarkiertem Antikorper durchgefuhrt werden. Es zeigten sich jedoch in der
Durchflusszytometrie keine Unterschiede zwischen Antikdrper-markierten
Proben und Isotypenkontrollen in der Fluoreszenz (vgl. Abb. 8). Da mit diesem
Antikorper unter verschiedenen Untersuchungsbedingungen keine spezifische
intrazellulare Anfarbung moglich war, wurde diese Fragestellung nicht weiter

verfolgt.
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Diskussion

5 Diskussion

5.1 Myasthenia gravis und PTPN22

5.1.1 Einfuhrung

Die erzielten Ergebnisse beantworten die in der Einleitung aufgeworfene
Fragestellung. Zunachst sollen diese Resultate diskutiert werden. Danach
sollen die Ergebnisse in Bezug auf die internationale Literatur gesetzt und ein
Ausblick auf weitere Forschungsmoglichkeiten in diesem Bereich gegeben

werden.

5.1.2 Assoziation des PTPN22 Polymorphismus mit Myasthenia
gravis

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Allelfrequenzen- und
Genotypenverteilung zwischen Kontrollgruppen und Myastheniepatienten
beider Lander nachgewiesen werden. Tendenziell zeigte sich eine erhdhte
Frequenz des T-Allels in den Myasthenie-Gruppen beider Lander. Eine
Metaanalyse auf internationaler Basis mit grolerem Patientengut ware zur
Sicherstellung der bisherigen Tendenz, dass das T-Allel haufiger Dbei

Myasthenie-Patienten auftritt, wiinschenswert.

5.1.3 Assoziation des PTPN22 Polymorphismus mit dem Auftreten
von Anti-AChR-Antikorpern und Anti-Titin-Antikorpern

Bisher wurde eine Assoziation der PTPN22 1858*C/T Substitution mit
folgenden Erkrankungen, die Autoantikdrper aufweisen, gezeigt: Diabetes
mellitus Typ | [Bottini et al., 2004; Onengut-Gumuscu et al., 2004; Smyth et al.,
2004; Ladner et al., 2005], RA [Begovich et al., 2004], juvenile idiopathische
Arthritis, SLE [Kyogoku et al., 2004], M. Basedow [Smyth et al, 2004; Velaga et
al., 2004], Vitiligo und Morbus Addison.
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In der Verteilung der Anti-AChR-Antikorper zeigt sich eine geringe Tendenz in
Richtung der PTPN22 1858*C/T Substitution. 28% der MG Patienten mit Anti-
AChR-Antikorper weisen die PTPN22 18858*C/T Substitution auf. Bei den
Kontrollpersonen weisen nur 21 % die PTPN22 18858*C/T Substitution auf. Bei
der Subgruppe der MG-Patienten mit Anti-Titin-Antikorpern ist diese Assoziation
starker. Hier weisen 35 % die PTPN22 18858*C/T Substitution auf. Da jedoch
bei fast allen Patienten, die Anti-Titin-Antikdrper aufwiesen auch Anti-AChR-
Antikdrper im Serum messbar waren, kann es sein, dass sich die Assoziation
der MG-Patienten mit Anti-Titin-Antikorpern mit der PTPN22 18858*C/T
Substitution auf die Assoziation der MG Patienten mit Anti-AChR-Antikdrpern
mit der PTPN22 18858*C/T Substitution auswirkt.

Die Daten lassen vermuten, dass die PTPN22 1858*C/T Substitution eine Rolle
in der Pathogenese der MG spielt, insbesondere bei den MG Patienten bei

denen Anti-Titin-Antikdrper im Serum vorkommen.

5.1.4 Anti-Titin-Antikorper und Thymome

In friheren Arbeiten [Yamamoto et al., 2001] wurde gezeigt, dass Anti-Titin-
Antikorper mit dem Vorhandensein von Thymomen assoziiert sind. Bei 80 %
der MG-Patienten mit Thymom fanden sich Anti-Titin-Antikorper im Serum. Bei
MG-Patienten ohne Thymom fanden sich nur in 41 % der Patienten Anti-Titin-
Antikorper im Serum. Dies konnte in unserer Studie nicht verifiziert werden. Es
fanden sich in 27 % der MG-Patienten mit Thymom Anti-Titin-Antikdrper und in
24 % der MG-Patienten ohne Thymom Anti-Titin-Antikbrper. Bei der
Interpretation dieser Daten muss beachtet werden, dass lediglich 33

Thymompatienten in unserer Studie eingeschlossen waren.

74



Diskussion

5.1.5 Genotypen in Abhangigkeit vom Thymomstatus

Die Genotypenverteilung in Abhangigkeit zum Thymomstatus wurden bei den
MG-Patienten aus Deutschland und Ungarn gemeinsam betrachtet, da auf
Landerebene die Fallzahlen flr ein aussagekraftiges Ergebnis zu klein waren.
In der Gruppe der MG-Patienten ohne Thymom finden sich 28 % der MG-
Patienten mit einer PTPN22 18858*C/T Substitution, wohingegen bei den MG-
Patienten mit Thymom nur 21 % eine PTPN22 18858*C/T Substitution
aufweisen. Dieser Unterschied konnte ein Hinweis darauf sein, dass Patienten,
die an einem paraneoplastischen Syndrom leiden, eine andere Pathogenese
aufweisen als Non-Thymom-Patienten.

Die Thymom-Patienten unterscheiden sich in der Haufigkeit der PTPN22
18858*C/T Substitution nicht von der Kontrollgruppe (vgl. Tabelle 4). Im
Gegensatz dazu liegt die Haufigkeit der PTPN22 18858*C/T Substitution bei
MG Patienten ohne Thymom tendenziell hoher. Ein Einfluss der PTPN22
18858*C/T Substitution auf die Pathogenese von MG, bei der kein Thymom

vorliegt, ist somit denkbar.

5.1.6 Subgruppenanalyse der MG-Patienten ohne Thymom

Aufgrund der Unterschiede in der Genotypverteilung zwischen Thymom- und
Non-Thymompatienten und in Anlehnung an eine Publikation [Vandiedonck et
al., 2006], welches sich mit der gleichen Thematik beschaftigt, wurde nochmals
genauer die Subgruppe der MG-Patienten ohne Thymom betrachtet. Die MG
Patienten mit Thymom wurden aufgrund der geringen Fallzahlen von nur 33
Patienten nicht weiter in Subgruppen aufgesplittert.

Bei MG-Patienten ohne Thymom, die Anti-Titin-Antikorper aufweisen, findet sich
eine signifikante Uberreprasentation der T-Allel-Frequenz von 21 %,
wohingegen die T-Allel-Frequenz bei den Kontrollpersonen 11 % betragt (vgl.
Tabelle 4). Auch in einer Metaanalyse, die die deutschen und ungarischen MG-
Patienten einschlief3t, ist die T-Allel-Frequenz in Non-Thymom MG-Patienten

mit Anti-Titin-Antikdrpern signifikant zur Kontrollgruppe erhoht (vgl. Tabelle 5).
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Ebenso findet sich in einer Metaanalyse der MG-Patienten aus Deutschland
und Ungarn eine hohere T-Allel-Frequenz in den Anti-AChR-positiven Patienten
der Non-Thymom-Gruppe.

Diese Daten lassen vermuten, dass die PTPN22 18858*C/T Substitution vor
allem bei den MG-Patienten ohne Thymom mit Anti-Titin-Antikrpern eine

pathogenetische Rolle spielt.

5.1.7 Vergleich unserer Ergebnisse mit fruiheren Studien

Unsere Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Resultaten der Studie der
franzosischen Gruppe [Vandiedonck et al., 2006] (vgl. Tabelle 9). In dieser
Studie konnte ein gehauftes Auftreten des T-Allels in MG-Patienten ohne
Thymom, die keine Anti-Titin-Antikbrper aufweisen, im Vergleich zur
Kontrollgruppe gezeigt werden. In der franzosischen Studie zeigte sich keine
signifikante Assoziation der PTPN22 18858*C/T Substitution mit MG-Patienten
ohne Thymom, die Anti-Titin-Antikbrper aufweisen, wohingegen in unserer
Studie dieser Zusammenhang signifikant ist.

In einer schwedischen Studie [Lefvert et al., 2008], die 409 MG-Patienten mit
1557 Kontrollprobanden verglich, fand sich eine Assoziation der PTPN22
18858*C/T Substitution mit der Gruppe der MG-Patienten (p = 0,00027). Sie
fanden eine noch starkere Assoziation in den Patienten mit Thymushyperplasie
(p = 0,00014) und innerhalb dieser Gruppe bei den Patienten die Anti-AChR-
Antikorper aufwiesen (p = 0,000066). Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert,
dass die PTPN22 1858*C/T Substitution eine Rolle in der Pathogenese der MG
spielt.

In allen drei Studien zeigte sich Ubereinstimmend keine Assoziation des T-Allels
mit MG in der Subgruppe der Patienten, die Thymome aufwiesen. Dies konnte
bedeuten, dass die PTPN22 1858*C/T Substitution nur mit der Subgruppe der
MG, bei der kein Thymom vorhanden ist, assoziiert ist.

Die unterschiedliche Frequenz des T-Allels in den jeweiligen Kontrollgruppen
der drei Studien konnte durch den unterschiedlichen Genpool erklart werden. In
der franzosischen Studie wurden nur franzosische, in der schwedischen Studie
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schwedische Patienten eingeschlossen wohingegen in unserer Studie deutsche
und ungarische Patienten teilnahmen. Es findet sich bei den franzdsischen
Kontrollpersonen in 7,4 % der Falle das T-Allel, wohingegen in der schwedische
Studie 10 % der Kontrollpersonen das T-Allel aufweisen und in unserer Studie
das T-Allel in 11 % der Kontrollpersonen zu finden ist. Bereits in einigen
anderen Studien wurde gezeigt, dass die Assoziation des PTPN22
Polymorphismus mit Autoimmunitat von der Population abhangig ist. Es
kommen innerhalb der Bevolkerung Europas grof3e Unterschiede in der
Frequenz des T-Allels vor, wenn man den Genpool Nordeuropas mit dem
Sudeuropas vergleicht [Bottini et al., 2006]. So findet sich das T-Allel im Stden
Europas seltener (ltalien 2 %, Spanien 6 %), wahrend es in Nordeuropa viel
haufiger vorkommt (GrofRbritannien 8 %, Schweden 12 %, Finnland 15 %)
[Vang et al., 2008].

In der schwedischen Studie wurden zusatzlich von 100 MG-Patienten PBMC
mit dem Autoantigen, also dem AChR inkubiert. Die Zellen der MG-Patienten,
die das PTPN22 T-Allel aufwiesen, zeigten eine starkere Produktion von Anti-
AChR-Antikorpern. Wir konnten ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang
zwischen den T-Allel-Tragern und dem Anti-AChR-Antikorper-Status zeigen
(vgl. Tabelle 4).

Tabelle 9: Daten aus franzosischer Studie [Vandiedonck et al., 2006]

n = Anzahl der Patienten beziehungsweise der Kontrollprobanden

Risikoallel (T} Genotypfrequenzen (%)
Gruppe n Frequenz () p CC CT T
Kontrollen 296 44(7,4) 253 (85,50 420142  140,3)
Hon-Thymom-Patienten ohne

Anti Ttin-Antikirpern 293 §0 (13,7) 000059 219747} 68(23.2) 621
Hon-Thymom-Patienten mik

Anti- Titin-Antikirpern 97 19 (9,8) 029 79814 ATUIRS  1(1.0)
Thymom-Patienten 80 15 (9,43 04  B5{81,3) 15187} 0D}
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5.1.8 Zusammenfassung und Ausblick

Unsere Daten sprechen fur die Hypothese, dass die PTPN22 18858*C/T
Substitution ein genereller Risikofaktor flr Krankheiten mit gesteigerter
Autoantikdrperproduktion ist und eine Rolle in der Pathogenese der MG spielt.
Da sich in der Gruppe der MG-Patienten die ein Thymom aufweisen jedoch
keine Uberreprasentation der PTPN22 18858*C/T Substitution finden |asst,
spricht dies fur eine andere Krankheitsentstehung bei MG-Patienten die ein
Thymom aufweisen und somit fur die Heterogenitat der Pathogenese von MG.
Bisher ist noch nicht der genaue Mechanismus geklart, durch den die PTPN22
18858*C/T Substitution die Suszeptibilitat AIE zu entwickeln erhoht. Es wurde
beschrieben, dass sie in den T-Zell-Rezeptor-Signalweg eingreift. Es kommt zu
einer geringeren Calciummobilisation in T- und B-Zellen. Es finden weiterhin
Veranderungen im Zytokinprofil der T- und B-Zellen statt [Rieck et al., 2007]. Da
die krankheitsassoziierte Form des PTPN22 Gens ca. 50 % aktiver als die
nichtmutierte Form ist [Vang et al., 2005] und das LYP-Protein nur in
hamatopoetischen Zellen vorkommt [Cohen et al., 1999], ware die Mdglichkeit
gegeben, sehr spezifisch mit einem PTPN22-Inhibitor einzugreifen. So wurde
die Inhibition des T-Zell-Rezeptor-Signalwegs dadurch auf ein Normalmaf}
reduziert werden. In Zukunft sollten die Wirkungen des T-Zell-Rezeptor-
Signalwegs auf die Zelle besser untersucht werden um weitere
pharmakologische Ansatzpunkte fur die Beeinflussung des T-Zell-Rezeptor-
Signalwegs zu finden.
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5.2 NCF1 und Multiple Sklerose / Malaria

5.2.1 Einfuhrung

Es wurde eine Assoziation der AGT/GTGT-Quotienten mit dem
Erkrankungsalter bei MS entdeckt. Kinder mit komplizierter Malaria und
AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 zeigten eine tendenziell héhere ROS-
Produktion wahrend der akuten Krankheitsphase als Kinder mit komplizierter
Malaria und AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1. Durch die Durchflusszytometrie
konnte nicht gezeigt werden, dass es sich beim Typ /I wNCF1 um ein
funktionierendes Protein handelt. Zunachst sollen die Resultate diskutiert
werden. Danach wird auf die Methodik eingegangen werden. Zuletzt soll ein
Ausblick auf weitere Forschungsmaoglichkeiten in diesem Bereich gegeben

werden.

5.2.2 AGT/GTGT-Quotienten in Multiple Sklerose-Patienten

Bisher wurden nur zwei Studien durchgefuhrt, in denen die Assoziation der
AGT/GTGT-Quotienten mit einer AIE untersucht wurde. In beiden Studien
wurde dies in einer Patientengruppe mit chronisch entzlindlichen
Darmerkrankungen erforscht. Die erste Studie ergab einen erhohten
AGT/GTGT-Quotienten von 1:1 in 138 Patienten verglichen mit 37
Kontrollpersonen. Die Assoziation der AGT/GTGT-Quotienten von 1:1 war
besonders stark in der Subgruppe der Patienten, die an Morbus Crohn litten
[Harbord et al., 2003]. Dieser Zusammenhang konnte in einer anderen Studie,
die 488 Patienten mit chronisch entzundlichen Darmerkrankungen mit 181
Kontrollpersonen verglich, nicht gezeigt werden [Suraweera et al., 2004].

Die Assoziation von NCF1 mit MS konnte noch nicht gezeigt werden. Jedoch
besteht in Tiermodellen eine Assoziation von Ncf1 mit EAE. In EAE fuhrte das
Auftreten einer Mutation von Ncf1 dazu, dass Ncf71 nicht vollstandig transkribiert

und translatiert wird und dadurch seine Funktion verliert. Es kam zu einem
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verringerten oxidativen Burst und einer Verschlechterung der EAE [Hultqvist et
al., 2004].

In unserer Studie zeigte sich keine signifikante Assoziation der AGT/GTGT-
Quotienten mit MS. Somit |asst sich sagen, dass der AGT/GTGT-Quotient
keinen bedeutsamen genetischen Faktor fur die Krankheitsanfalligkeit und die
Krankheitsentwicklung von MS innerhalb der deutschen und polnischen
Bevolkerung darstellt. Die AGT/GTGT-Quotienten waren desweiteren nicht mit
der Krankheitsschwere oder dem Typ der MS assoziiert.

Innerhalb der deutschen Patienten fand sich eine Assoziation der AGT/GTGT-
Quotienten mit dem Erkrankungsalter. Individuen mit einem AGT/GTGT-
Quotienten von < 1:1 hatten einen spateren Krankheitsbeginn als solche mit
einem AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1. Eine Erklarung fur diese Assoziation
konnte sein, dass WNCF1 Typ Il wie NCF1 transkribiert und translatiert wird.
Dadurch konnte die Menge des intrazellularen NCF1 erhoht sein, wodurch die
NADPH-Oxidase mehr ROS produzieren kénnte. Diese ROS beeinflussen die
T-Zell-Antwort [Gelderman et al., 2007] Uber den T-Zell-Rezeptor-Signalweg
wodurch es letztendlich zu einem spateren Krankheitsbeginn der MS kommen
konnte. Dies passt zu einer Studie, in der eine Mutation von Ncf1 zu einem
geringeren oxidativen Burst und damit zu einer gesteigerten Suszeptibilitat und
Krankheitsschwere von Arthritis und Enzephalomyelitis in Tiermodellen flhrt
[Hultqvist et al., 2004].

5.2.3 AGT/GTGT-Quotienten in Malaria-Patienten und Vergleich mit
der ROS-Produktion

Es zeigte sich die Tendenz fur eine hohere ROS-Produktion im Blut von
Kindern mit AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 innerhalb der Gruppe von Kindern
mit komplizierter Malaria wahrend der akuten Krankheitsphase verglichen mit
denen mit AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1. Dieses Ergebnis ist mit dem einer
frher veroffentlichen Studie vereinbar, in der Individuen mit einem AGT/GTGT-
Quotienten von 1:2 ungefahr 76 % mehr NCF1-Protein in ihren neutrophilen
Granulozyten hatten als die Vergleichsgruppe von Personen mit einem
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AGT/GTGT-Quotienten von 2:1, ein Individuum mit einem AGT/GTGT-
Quotienten von 1:1 hatte einen intermediaren Phenotyp [Heyworth et al., 2003].
In Zelllinien von Personen, die hemizygot fur den NCF1-Locus sind, also eine
Ratio von 5:1 aufweisen, wurde bereits eine verringerte p47phox-Expression
und eine verringerte Superoxid-Anionen-Produktion nachgewiesen [Del Campo
et al., 2006].

Dies lasst vermuten, dass das wNCF1 Typ Il, welches nicht die GT-Deletion an
Beginn von Exon 2 aufweist, tatsachlich in funktionierendes p47phox-Protein
translatiert wird, welches die ROS-Produktion steigert. Jedoch konnte der
direkte Zusammenhang noch nicht nachgewiesen werden.

Da keine Assoziation des AGT/GTGT-Quotienten mit der Parasitamie oder der
Parasiten-Clearance-Zeit nachgewiesen wurde, kann geschlossen werden,
dass der AGT/GTGT-Quotient keine groRere Rolle im Krankheitsverlauf der
Malaria spielt, obwohl bereits gezeigt wurde, dass die ROS-Produktion eine
Rolle in der Parasiten-Clearance-Zeit und in der Schwere der Anamie spielt
[Greve et al., 1999; Greve et al., 2000].

Zusammenfassend kann die Hypothese aufgestellt werden, dass der
AGT/GTGT-Quotient einen individuellen Einfluss auf die ROS-Produktion haben
kann, aber nur einen geringen Einfluss auf die Krankheitsanfalligkeit und den

Krankheitsverlauf einer Malaria hat.

5.2.4 Kritik der Methode

5.2.4.1 Genotypisierung der NCF1-Fragmente

Die gemessenen AGT/GTGT-Quotienten waren hoher als die erwarteten
AGT/GTGT-Quotienten. Der Median innerhalb der MS-Studie fur die 2:1-Ratios
war 2,28 und fur die 1:1 Ratio 1,09. Dies konnte durch eine hohere PCR-
Effizienz des kurzeren AGT-Amplicons erklart werden.
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5.2.4.2 Durchflusszytometrie der Monozyten, Lymphozyten und
Granulozyten

Dass keine spezifische Fluoreszenz fur den beschriebenen Antikorper und
damit flr die p47phox-Proteine mit der Durchflusszytometrie nachgewiesen
werden konnte, kdnnte daran liegen, dass der Antikdrper nicht spezifisch genug
an die p47phox-Proteine bindet. Dartber hinaus ist der verwendete Antikorper
nicht fur die Durchflusszytometrie etabliert und moglicherweise fur dieses
Messverfahren nicht geeignet.

5.2.5 Zusammenfassung und Ausblick

Es wurde zum ersten Mal ein mdglicher Einfluss von wNCF1 Typ | und Il auf die
ROS-Produktion und Krankheitsschwere von Kindern, die an Malaria erkrankt
sind und den moglichen Einfluss auf die Anfalligkeit von MS in einer deutschen
und polnischen Population untersucht.

Es fand sich in der Gruppe der Kinder mit komplizierter Malaria eine hohere
maximale und kumulative ROS-Produktion in PBMC bei Kindern mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 im Vergleich zu den Kindern mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1 wahrend der akuten Krankheitsphase.

Diese Ergebnisse sollten noch in einer Studie mit einer groferen
Malariapatientenzahl bestatigt werden.

Die AGT/GTGT-Quotienten sind nicht assoziiert mit Suszeptibilitat fir MS oder
Krankheitsschwere der Malaria. Jedoch fand sich eine Assoziation mit dem
Erkrankungsalter von MS-Patienten. Unsere Ergebnisse unterstitzen die
Hypothese, dass ein AGT/GTGT-Quotient von 1:1 zu einer vermehrten
Expression von p47phox fluhrt und es dadurch zu einer vermehrten Produktion
an ROS kommt, welche die T-Zell-Antwort beeinflusst. Basierend auf diesen
Ergebnissen sind weitere Studien mit groReren Patientenzahlen nétig um diese

Hypothese zu stutzen.
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6 Zusammenfassung

6.1 Myasthenia Gravis und PTPN22

Das PTPN22 T-Allel ist mit MG in Patientensubgruppen assoziiert. In den
Subgruppen der MG-Patienten ohne Thymom mit positivem Anti-Titin-
Antikorper-Status und der MG-Patienten ohne Thymom mit positivem Anti-
AChR-Antikorper-Status zeigt sich eine signifikante Uberreprasentation des T-
Allels des PTPN22-SNP verglichen mit der Kontrollgruppe, jedoch zeigt sich
keine signifikante Erhdhung des T-Allels in den Subgruppen der MG-Patienten
ohne Thymom, die keine Anti-Titin- oder Anti-AChR-Antikdrper aufweisen. In
der Thymomgruppe der MG-Patienten entsprach die T-Allel-Frequenz der der
Kontrollgruppe. Daraus lasst sich schlieen, dass das PTPN22 T-Allel bei MG-
Patienten ohne Thymom eine Rolle in der Pathogenese spielt. Bei MG-
Patienten mit Thymom scheint das PTPN22 T-Allel hingegen keinen Einfluss
auf die Pathogenese der MG zu haben.

In einer franzdsischen Studie [Vandiedonck et al., 2006] zeigte sich, kontrar zu
unserer Studie, eine Assoziation des T-Allels mit MG in der Non-Thymom-
Patientensubgruppe, die keine Anti-Titin-Antikorper aufwiesen und keine
Assoziation in der Patientensubgruppe, die Anti-Titin-Antikorper aufwiesen.

In einer schwedischen Studie [Lefvert et al., 2008] zeigte sich eine
Uberreprasentation des T-Allels in MG-Patienten verglichen mit den
Kontrollpersonen. In dieser Studie wurden keine Anti-Titin-Antikorper
gemessen.

In allen drei Studien zeigte sich Ubereinstimmend eine hdhere T-Allel-Frequenz
in Patienten ohne Thymom verglichen mit den jeweiligen Kontrollgruppen. Dies
festigt die Hypothese, dass die PTPN22 1858*C/T Substitution in der
Pathogenese der MG bei Patienten, die kein Thymom aufweisen, eine Rolle
spielt.

Bisher ist noch nicht der genaue Mechanismus geklart, durch den die PTPN22
1858*C/T Substitution in die Genese der AIE eingreift. Jedoch finden
Veranderungen im Zytokinprofil der T- und B-Zellen statt. Die Auswirkungen die
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die Zytokinveranderungen auf die T- und B-Zellen und dadurch auf das
Immunsystem haben, sollten noch genauer untersucht werden um die
Bedeutung der PTPN22 1858*C/T Substitution in der Pathogenese der AIE

besser zu verstehen.

6.2 NCF1 und Multiple Sklerose

Wir fanden keine signifikante Assoziation der AGT/GTGT-Quotienten mit MS in
polnischen oder deutschen Patieten. Der AGT/GTGT-Quotient hat desweiteren
keinen Einfluss auf die Krankheitsschwere, ist jedoch assoziiert mit dem
Erkrankungsalter.

Der arithmetrische Mittelwert des Erkrankungsalters der MS-Patienten mit
einem AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 lag mit 32,2 Jahren um 2,9 Jahre
héher als der der MS-Patienten mit einem AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1. In
der Gruppe der MS-Patienten mit schubformigem Krankheitsstart lag der
arithmetrische Mittelwert des Erkrankungsalters der MS-Patienten mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 mit 31,7 Jahren um 3,3 Jahre hdher als der
der Vergleichsgruppe mit einem AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1.

Das Typ Il wNCF1 stellt somit keinen genetischen Faktor fur die
Krankheitsanfalligkeit und die Krankheitsentwicklung fir MS innerhalb der
deutschen und polnischen Bevolkerung dar, hat aber einen Einfluss auf das
Erkrankungsalter.

Dies fuhrt zu der Hypothese, dass das Typ I/l wNCF1 wie ein NCF1-Gen
transkribiert und translatiert wird. Dadurch konnte die Menge des intrazellularen
NCF1 erhoht sein, wodurch die NADPH-Oxidase mehr ROS produzieren
konnte. Diese ROS beeinflussen die T-Zell-Antwort Uber den T-Zell-Rezeptor-
Signalweg, wodurch es letztendlich zu einem spateren Krankheitsbeginn der
MS kommen konnte.

Basierend auf diesen Ergebnissen sind weitere Studien mit grélieren

Patientenzahlen nétig um diese Hypothese zu stiutzen.
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6.3 NCF1 und Malaria

Es fand sich in der Gruppe der Kinder mit komplizierter Malaria eine hohere
maximale und kumulative ROS-Produktion in PBMC bei Kindern mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 im Vergleich zu den Kindern mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1 wahrend der akuten Krankheitsphase. Die
Gruppe der Malaria-Patienten mit einem AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1
tendierte zu geringeren Hamoglobin-Konzentrationen als die mit einer Ratio von
=2:1.

Die Tendenz fur eine hohere ROS-Produktion im Blut von Kindern mit einem
AGT/GTGT-Quotienten von < 1:1 innerhalb der Gruppe von Patienten mit
schwerer Malaria wahrend der akuten Krankheitsphase verglichen mit denen
mit einem AGT/GTGT-Quotienten von = 2:1 ist mit dem Ergebnis einer friher
veroffentlichen Studie vereinbar [Heyworth et al., 2003]. Der direkte
Zusammenhang zwischen der erhohten ROS-Produktion durch ein
funktionierendes Typ Il yNCF1 konnte noch nicht nachgewiesen werden.

Da keine Assoziation der AGT/GTGT-Quotienten mit der Parasitdmie oder der
Parasiten-Clearance-Zeit nachgewiesen wurde, kann geschlossen werden,
dass der AGT/GTGT-Quotient keine groRere Rolle im Krankheitsverlauf der
Malaria spielt.

Da die Fallzahlen unserer Studie gering waren, ware es winschenswert, wenn
diese Ergebnisse noch in einer weiteren Studie mit Malariapatienten mit

Schwerpunkt auf der akuten Phase der Krankheit bestatigt wurden.
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