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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Problemstellung

Eine der wichtigsten Eigenschaften des adaptiven Immunsystems besteht darin, di-
verse Krankheitserreger zu erkennen und zu eliminieren. Die pathogenen Organis-
men missen von korpereigenen differenziert werden. Denn nur so bleibt eine Scha-
digung des eigenen Organismus aus. Um dies zu gewahrleisten, muss das adaptive
Immunsystem Toleranz gegeniber korpereigenen, nicht-pathogenen Organismen
entwickeln. Diese Immuntoleranz wird einerseits durch die Negativselektion der auto-
reaktiven Lymphozyten in Knochenmark und Thymus gepragt (zentrale Toleranz)
und andererseits durch die Minderung der erworbenen Immunantwort aulierhalb der
lymphatischen Organe (penphere Toleranz) (Schatt, 2011). Ein wichtiger Rezeptor
fur die penphere Toleranzentwicklung der B-Lymphozyten ist ein Membranrezeptor
fur die Fc-Doméne der Immunglobuline G vom Strukturtyp Ilb (FcyRIIb). Liegt eine
Fehlfunktion dieses Rezeptors vor, begunstigt dieser die Ausbildung von autoreakti-
ven Zellen, so dass das Vorliegen von Polymorphismen im FCGR2b Gen haufiger
mit Autoimmunerkrankungen assoziiert wurde (Catalan et al_, 2010; Chu et al_, 2014;
Mauri und Jury, 2010; Radstake et al_, 2006).

Polymorphismen im Gen des FCGRZ2b sind seit mehreren Jahren Bestandteil der
immunologischen Forschung im Kontext von Autoimmunerkrankungen. Das Parade-
beispiel fur Untersuchungen der FCGR2b Polymorphismen ist in der Vergangenheit
der systemische Lupus erythematodes (SLE) gewesen. In diesen Studien konnte
nachgewiesen werden, dass Trager eines seltenen (mutierten) Allels im FCGRZ2b
Gen statistisch signifikant haufiger an einem SLE erkranken als Trager haufiger
(Wildtyp) Allele (Blank et al_, 2005; Clatworthy et al_, 2007; Floto et al., 2005; Kono et
al_, 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass ebenfalls andere Autoimmunerkran-
kungen mit Polymorphismen im FCGRZ2b Gen assoziiert sein konnen.

Fur das FCGR2b Gen sind mehrere Mutationen bekannt. Die am besten beschriebe-
nen Polymorphismen fir dieses Gen sind der Transmembran-Polymorphismus
(rs1050501) und der Promotorpolymorphismus (rs3219018). Beide Polymorphismen
fuhren zu einer Fehlfunktion des FcyRllb, die mit einer unkontrollierten AntikGrper-

produktion assoziiert ist (Nimmenahn und Ravetch, 2008).
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Im Fokus dieser Arbeit steht deshalb die Frage, ob diese zwei Polymorphismen des
FCGRZ2b mit Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoide Arthritis (RA), welche
ebenfalls durch eine gesteigerte Auto-Antikdrperproduktion charakterisiert ist, assozi-
iert sind. Die Assoziation der FCGR2b Polymorphismen mit der RA wurde in der
Vergangenheit nur isoliert fur das Vorliegen eines seltenen Allels im TM-Exon be-
trachtet. Hier wurde eine vermehrte Gelenkdestruktion beobachtet. Der Zusammen-
hang von beiden genannten Polymorphismen (TM-Exon und Promotor) des FCGRZ2b
mit der RA stellt somit bis heute keinen isolierten Forschungsschwerpunkt dar (Chen
et al., 2008; Radstake et al.,, 2006). Um die wissenschaftliche Licke zu schlielien,
bildet diese Thematik die herausfordernde Problemstellung und den Kemn der vorlie-
genden Arbeit, womit sie als Erste den Zusammenhang zwischen der RA und dem

Auftreten von zwei Polymorphismen im FCGR2b Gen untersucht.

1.2 Aufbau der Arbeit

Meben der Einleitung und dem Fazit gliedert sich diese Arbeit in vier weitere Kapitel.
Zu Beginn wird das Krankheitsbild der rheumatoiden Arthritis mit den wesentlichen
Aspekten zur Epidemiologie, Pathophysiologie sowie zur Diagnostik, Klinik und The-
rapie vorgestellt. Anschliefend wird die Lokalisation des FCGRZ2b im Genom be-
schrneben. Im Verlauf erfolgt die Erlauterung der physiologischen Funktion des
FcyRIlb sowie der bisher bekannten Auswirkungen beider Polymorphsimen.

Das Kapitel 3 Material und Methoden® beschreibt die einzelnen Untersuchungs-
schntte von der Blutentnahme tber die DNA-Isclierung, die Polymerase-Ketten-
Reaktion bis hin zur Sequenzierung nach der Kettenabbruchreaktion. Zudem werden
die statistischen Methoden zur Auswertung der Ergebnisse vorgestellt.

Im Zentrum von Kapitel 4 stehen die Ergebnisse der Untersuchung. Es beschreibt
zunachst die Einteilung der Patientengruppen nach Auspragung der Polymorphismen
im Transmembran (TM) - Exon und Promotor. Zur Charakterisierung der Auswirkun-
gen beider Allelvarianten wurden bei allen Patienten das Alter bei Erstdiagnose, die
medikamentdse Therapie der RA und die laborchemischen Entzindungsparameter
herangezogen. Zudem erfolgte die Bestimmung des Krankheitsaktivitatsindex
DAS28" und der Autoantikérper-Titer. Neben klinischen und laborchemischen Pa-
rametern waren auch zellulare Marker des Immunsystems Gegenstand der Untersu-

chung. Die Analyse der Funktionen des adaptiven Immunsystems konnte anhand der
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Erfassung von spezifischen Oberflachenmolekilen auf T- und B-Lymphozyten
durchgefuhrt werden. In Abhangigkeit der vorliegenden Polymorphismen im TM-Exon
oder Promotor ist die Auspragung der Oberflachenmolekiile miteinander verglichen
worden.

Die Diskussion der Frage, ob das Vorliegen eines seltenen Allels mit einem gravie-
renderen Verauf der RA korreliert, bildet das Kemelement in Kapitel 5. Die Erorie-
rung der bereits beschriebenen negativen Assoziationen von TM-Polymorphismus
und Promotorpolymorphismus mit dem SLE steht am Beginn dieses Kapitels. In ei-
nem zweiten Schritt werden die klinischen Aspekte (Erkrankungsalter, Krankheitsak-
tivitatsindex ,DAS28") sowie laborchemischen Parameter (IL6, CRP, ACPA-
Machweis) und die medikamentdse Therapie herangezogen, um den Zusammen-
hang zwischen den Polymorphismen und der RA zu erdrtern. Die Einbeziehung der
zellularen Merkmale des Immunsystems als weitere Komponente rundet die wissen-
schaftliche Auseinandersetzung mit der Fragestellung ab.

In einem Fazit werden die Ergebnisse der einzelnen Abschnitte synthetisiert.

1.3 Ziel der Arbeit

Mit der RA wird eine multifaktoriell bedingte, systemische Autoimmunerkrankung be-
trachtet, zu deren Pathogenese auch nach mehreren Jahren intensiver Forschung
viele Fragen ungeklart sind. Bekannt ist, dass auf zellularer Ebene sowohl T-
Lymphozyten als auch B-Lymphozyten an der Pathogenese der RA beteiligt sind
(Cope et al., 2007; Démer et al_, 2009). Ergebnisse aus der Zwillingsforschung deu-
ten darauf hin, dass sowohl genetische Pradispositionen als auch Umweltfaktoren
mit der Krankheitsentstehung der RA korrelieren (Clarke und Vyse, 2009; Jawaheer
et al.,, 2001). Genomweite Assoziationsstudien haben diverse RA assoziierte Allele
identifiziert. Obgleich fur viele Allelvananten noch keine funktionsverandemden Wir-
kungen belegt sind, weist die Datenlage dennoch darauf hin, dass eine komplexe
Kombination aus Umweltfaktoren und Allelvarianten das variable klinische Bild der
RA pragt. Welche Allelvananten einen direkten Einfluss auf die Mechanismen der
Pathogenese der RA haben, ist derzeit unklar (Kurko et al_, 2013).

Im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen ist das FCGR2b-Gen in das Zent-
rum der Forschung gerickt, wobei erste Ergebnisse darauf hindeuten, dass das

transkribierte Protein, FcyRIlb, an der peripheren Toleranzentwicklung des Immun-
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systems betelligt ist. Liegt eine Allelvariante im DNA-Abschnitt des Rezeptors vor,
wird das Gleichgewicht der penpheren Immuntoleranz geschadigt (Nimmerjahn und
Ravetch, 2006, 2008, 2010). Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen deshalb die im
TM-Exon (rs1050501) und im Promotor (rs3219018) identifizierten Polymorphismen
des FCGRZ2b-Gens (U.S. National Library of Medicine, 2014a, 2014b). Ziel dieser
Arbeit ist zu beobachten, ob eine Autoimmunerkrankung wie die RA mit dem Aufire-
ten der genannten Polymorphismen assoziiert ist. Zusatzlich wird untersucht, ob Tra-
ger einer Allelvariante eine Korrelation mit einem aggressiveren klinischen Verauf
der RA aufweisen. Auch die Analyse der Frage, ob sich die Kohorte der Trager eines
seltenen Allels durch bestimmte Merkmale charakterisieren lasst, stellt ein Ziel der

vorliegenden Arbeit dar.
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2 Rheumatoide Arthritis und Fc Rezeptor Typ llb

2.1 Rheumatoide Arthritis

2.1.1 Epidemiologie

Die RA ist eine Autoimmunerkrankung mit chronisch entziindlichem Verlauf. Die Ur-
sachen und Risikofaktoren der autoimmunen Reaktion sowie die pathophysiologi-
schen Folgereaktionen sind weiterhin Bestandteil der aktuellen Forschung und bis
heute nicht vollstandig geklart. In jungster Zeit haben wissenschatfiliche Ergebnisse
gezeigt, dass Entziindungsreaktionen durch Rauchen oder Emreger der Parodontitis
(Pomphyromonas gingivalis) die Autoimmunreaktion initiieren und somit epidemiologi-
sche Risikofaktoren fur die Krankheitsentstehung der RA darstellen (Klareskog et al_,
2010; Scher et al_, 2014; Sestak et al_, 1999). In Deutschland kommt die RA mit einer
Pravalenz von 0,5% vor. Jahrlich werden in etwa 20 pro 100000 Manner und circa
20-70 pro 100000 Frauen neu diagnostiziert. Schon die Verteilung der Inzidenz zeigt,
dass Frauen zwel- bis dreimal haufiger betroffen sind als Manner. Das Erkrankungs-

alter in Europa liegt zwischen 50 und 70 Jahren (Zink et al_, 2001).

2.1.2 Pathophysiologie

Die genetische Pradisposition und die Summe der eintreffenden Umweltreize losen
eine Immunreaktion aus (vergleiche Abbildung 1). Infolge der lokalen Entzindungs-
reaktion kann es zu Kreuzreaktionen der infektios-inflammatorischen Antigene mit
korpereigenen Epitopen kommen. Die fremden Epitope weisen eine Ahnlichkeit zu
korpereigenen Epitopen auf. Aufgrund der molekularen Mimikry werden Immunreak-
tionen sowohl gegen das fremde Antigen als auch gegen kirpereigene Antigene ein-
geleitet. Die molekulare Mimikry ist auf diese Weise mit verantwortlich fur die Entste-
hung der autoimmunen Erkrankung. Im Falle der RA werden u.a. Antikérper gegen
citrullinierte Peptidantigene (ACPA) gebildet (Albani und Carson, 1996; Wilson et al_,
2000). Die Citrullinierung von Peptiden erfolgt posttranslational durch eine enzymati-
sche Reaktion. Sie findet physiologisch bei der Keratinisierung der Haut und bei Re-

aktionen des Immunsystems statt. Weiter spielt die Citrullinierungsreaktion eine Rolle
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bei der Erhaltung der Plastizitat des Gehims (Gydrgy et al., 2006). Bei RA-Patienten
sind die Enzyme zur Citrullinierungsreaktion im Synovialgewebe lokalisiert (Foulquier
et al., 2007). Weiterhin ist fur die RA eine erhdhte Anzahl von aktivierten T-
Lymphozyten sowie eine Anhaufung von B-Lymphozyten, Makrophagen und dendri-
tischen Zellen (DC) in Synovialflissigkeit und -gewebe charakteristisch (Feldmann et
al., 1996). Gelenkspezifische Antigene locken die Effektorzellen an, mit der Folge
einer erhéhten Zellzahl in Synovialflossigkeit und -gewebe (Albani und Carson,
1996). Die angelockien Zellen erkennen die citrullinierten Antigene im Gelenk als
fremde Antigene und leiten sowohl unspezifische als auch spezifische Immunreakti-
onen gegen diese Antigene ein. Die aktivierten Zellen des angeborenen Immunsys-
tems wandem in die Lymphknoten und prasentieren den T-Lymphozyten Antigene.
Die T-Lymphozyten werden tUber den dualen Signalweg, Antigenprasentation und
Kostimulation, aktiviert. Die Antigenprasentation erfolgt Gber den Haupt-
Histokompatibilitats-Komplex Typ Il (MHC 1) auf den antigenprasentierenden Zellen
(APC). Das MHC gebundene Antigen bindet an den T-Zell-Rezeptor (TCR) auf den

Abbildung 1:  Schema zur Pathophysiologie der RA. Genetische Faktoren und Einflisse aus der
Umgebung stellen Reize zur Aktivierung des Immunsystems dar. Antigenprasentierende Zellen (APC)
binden an T-Lymphozyten (TC) und férdem deren Differenzierung sowie die proinflammatorische Zy-
tokinausschittung von TNFa und IL6. Die T-Lymphozyten (TC) interagieren ebenfalls mit B-
Lymphozyten (BC) und fordem deren Ausdifferenzierung zu antikérperproduzierenden Plasmazellen.
So werden Rheumafaktoren (RF) gebildet und anti-CCP Antikdrper, die zur diagnostischen Sicherung
genutzt werden. Des Weiteren wirken T-Lymphozyten (TC) Gber Zytokinsekretion auf Makrophagen
(M). Uber diesen Weg wird die Entziindungsreaktion ebenso unterhalten. Gleichzeitig kommt es zur
Aktivierung der Osteoklasten mit der Folge der Gelenkdestruktion (Fauci et al_, 2008). Abbildung er-
stellt in Anlehnung an Fauci et. al (Fauci et al, 2008).

6
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Der zweite Signalweg, die Kostimulation, wird eingeleitet durch die Bindung von
CD28 der T-Lymphozyten an die Oberflachenmolekile CD80/CD86 auf APC (Gree-
ne et al., 1996). Die Interaktion von CD28 mit CD80/86 leitet eine aktivierende Sig-
nalkaskade ein (vergleiche Abbildung 2A.). Dieser kostimulatorische Signalweg Uber
CD28 induziert eine Proliferation der T-Lymphozyten, férdert die Migration ins Gelenk
sowie die weitere Sezemierung proinflammatorischer Botenstoffe (Cope et al_, 2007,
Sakaguchi et al., 2008). Durch die Botenstoffe werden diverse Immunzellen ange-
lockt. Makrophagen und Fibroblasten sezemieren im Gelenk proinflammatorische
Botenstoffe, wie Tumomekrosefaktor a (TNFa) und IL6 (Scott und Kingsley, 2006).
Die Folge ist eine Gelenkentzindung. Die Veranderung des Endothels unterhalt die
Immunreaktion und begunstigt die Einwanderung weiterer Effektorzellen. Die Kombi-
nation aus proinflammatorischen Botenstoffen, Wachstumsfaktoren und Immunzellen
sorgt fur die Pannusbildung im Gelenk durch Synoviozyten (Srirangan und Choy,
2010). Eine weitere Folge ist die Aktivierung von Osteoklasten, wodurch vermehrt
Knochen resorbiert wird (Scott und Kingsley, 2006). Die beschriebene Pannusbil-
dung und die verstarkte Resorption des Knochens tragen wesentlich zur klinisch cha-
raktenstischen Gelenkdestruktion der RA bel. Bei Aktivierung der T-Lymphozyten
wird vermehrt das cytotoxische Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4) an der Oberflache
der T-Lymphozyten exprimiert. Dieses Molekil stammt aus intrazelluldren Speichern
und steht in Konkurrenz mit CD28 um die Bindung an die kostimulatorischen Moleki-
le CD80/86 (Greene et al_, 1996; Manzotti et al., 2002).

MHC Il
+ Anfigen TCR

>—\ ”)

CDBE

X LT

Abbildung 2:  Schema zum dualen Signalweg mittels Kostimulation. A. Stellt den aktivierenden dua-
len Signalweg zwischen B-Lymphozyten (BC) oder Antigenprasentierenden Zellen (APC) und T-
Lymphozyten (TC) dar. Der duale Signalweg wird @ber die Bindung des Haupt-
Histokompatibilitdtskomplex (MHCII) gebundenen Antigens mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR) sowie dem
kostimulatorischen Molekiil CD80/86 mit CD28 eingeleitet und fiihrt zur physiologischen Aktivierung
der T-Lymphozyten. B. Schema der dualen Signalkaskade ausgelost durch die Interaktion von B-
Lymphozyten (BC) oder Antigenprasentierenden Zellen (APC) mit T-Lymphozyten (TC). Die Bindung
des an den Haupt-Histokompatibilititskomplex (MHCII) gebundenen Antigens mit dem T-Zell-
Rezeptor (TCR) sowie des kostimulatorischen Molekills CD80/86 mit dem cytotoxischen Lymphozyten
Antigen 4 (CTLA-4) fithrt zur physiologischen Hemmung der T-Lymphozyten. Die bevorzugten Bin-
dungspartner von CD28 oder CTLA-4 sind fett markiert.

7
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CTLA-4 (bt eine regulierende Funktion auf die Antwort der T-Lymphozyten aus. Die
Regulation erfolgt auf unterschiedlichen Wegen. Zum einen wird eine hemmende
Signalkaskade uber die indoleamine-2 3-dioxygenase eingeleitet (Koorella et al.,
2014; Munn et al., 2004). In Folge der hemmenden Signalkaskade werden die T-
Lymphozyten in den Status der Anergie versetzt (Vandenborre et al., 1999). Zum
anderen besitzt CTLA-4 gegenuber CDB80/86 eine starkere Affinitat als CD28, so
dass die beiden Molekile um die Bindung konkurnieren. Hierzu haben experimentelle
Untersuchungen gezeigt, dass der bevorzugte Partner fur CTLA-4 das Oberflachen-
molekil CD80 darstelit. Eine Interaktion dieser beiden Molekiile erlaubt eine effektive
Suppression der Immunantwort durch regulatorische T-Lymphozyten. Tritt hingegen
CD&6 an die Bindungsstelle zu CTLA-4, wird die suppressive Funktion der regulato-
rnschen T-Lymphozyten unterbunden (Zheng et al., 2004). Als weiteren hemmenden
Effekt ruft CTLA-4 eine verminderte Expression von CD80/86 hervor (Qureshi et al_,
2011). In Summe bedeutet dies, dass eine verstarkte Auspragung von CTLA-4 be-
ziehungsweise eine erhdhte Anzahl von regulatorischen T-Lymphozyten far eine
verminderte proinflammatorische Immunreaktion sorgt. Gleichzeitig wird dadurch die
Anhaufung autoreaktiver T-Lymphozyten verhindert und so zum Erhalt der Homdoo-
stase von T-Lymphozyten beigetragen (Flores-Bona et al., 2008; Sakaguchi et al_,
2008). Eine Dysfunktion oder eine reduzierte Expression von CTLA-4 spiegelt sich in
einer verminderten Funktion von regulatorischen T-Lymphozyten wider und kann so
zur Genese von Autoimmunerkrankungen wie der RA beitragen (Cope, 2008; Flores-
Borja et al_, 2008; Jain et al_, 2010).

Meben den T-Lymphozyten sind am Prozess der autoimmunen Arthritis auch B-
Lymphozyten beteiligt (O’'Neill et al., 2005). Sie kénnen sowohl als B-Lymphozyten
als auch als APC mit T-Lymphozyten interagieren. Die antigenspezifische Interaktion
wird durch kostimulatorische Molekule unterhalten. Sie fordert einerseits die Diffe-
renzierung der B-Lymphozyten zu antikGrperproduzierenden Plasmazellen, anderer-
seits konnen sie in ihrer Funktion als APC die aktivierende T-Zellantwort restimulie-
ren (Démer und Burmester, 2003). So kommt es zur charakteristischen Produktion
der Autoantikorper der RA sowie zu der Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten
(Emery et al_, 2014). B-Lymphozyten expnmieren ebenfalls CD80/86 an ihrer Ober-
flache, so dass sie T-Lymphozyten tber den dualen Signalweg modulieren kénnen.
Gemal der Literaturangaben divergiert der Effekt von CD80 und CD86 (Odobasic et
al_, 2008). Die Expression von CD86 auf B-Lymphozyten vaniert in Abhangigkeit des
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Aktivierungsgrades der Zellen (O'Neill et al_, 2007). CD86 wird als weniger geeigne-
ter Bindungspartner fir CTLA4 beschrieben. Das Molekul scheint aufgrund der
Struktur deutlich leichter an CD28 zu binden (Collins et al., 2002). Wird CD86 von
CTLA4 gebunden, werden eher modulierende Signalkaskaden eingeleitet, die u.a.
die suppressive Funktion regulatorischer T-Lymphozyten limitieren (Zheng et al,
2004). O'Neill und Kollegen bestatigen dies mit Untersuchungen am Mausmodell. Sie
haben gezeigt, dass die Expression von CD86 auf B-Lymphozyten fur die Aktivierung
von autoreaktiven T-Lymphozyten bendtigt wird und so wesentlich die Entstehung
der RA beeinflusst (O'Neill et al., 2007). Ahnliches hat die Untersuchung von Chu
und Kollegen gezeigt. In den Ergebnissen von Chu et al. weisen B-Lymphozyten bei
RA-Patienten eine gesteigerte Expressionsdichte von CD86 auf. Dies beweist den
gesteigerten Aktivierungsgrad der B-Lymphozyten bei RA-Patienten (Chu et al,
2014). CD80 hingegen bindet aufgrund der biophysikalischen Eigenschaften besser
an CTLA-4 (Collins et al_, 2002). In der Folge werden regulatorische T-Lymphozyten
in dem Malie beeinflusst, dass sie ihrer suppressiven Funktion nachkommen kénnen
und die Ausbildung autoreaktiver Zellen verhindermn (Manzott et al_, 2002; Zheng et
al_, 2004).
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Abbildung 3: Schema zur Signalkaskade der aktivierenden Fc-Rezeptoren (FcR). Die Aktivierung
der FcR erfolgt durch Immunkomplexe. Dies fiinrt zur Phosphorylierung des Immunoreceptor tyrosin-
based activation Motifs (ITAM)". Die Phosphorylierung aktiviert mittels Phospho-Inositid-3-Kinase-
Signalweg (PI3K) den Phospho-Inositol- 3.4.5 (Tri)-Phosphat Signalweg, der fiir einen vermehrten
Einstrom von Calcium (Ca®*) in das endoplasmatische Retikulum sorgt. Der zweite Signalweg initiiert
durch die Phosphorylierung des ITAMs, aktiviert den Signalweg Uber die RAS-RAF-MAP-Kinasen.
Beide Signalwege sorgen fur eine Modulation der Zellaktivierung, férdemn die Antigenprasentation,
regulieren die periphere Toleranzentwicklung und sorgen fir eine vermehrte proinflammatorische Zy-
tokinsekretion (Nimmerjahn und Ravetch, 2008).



Rheumatoide Arthritis und Fc Rezeptor Typ llb

Aktivierte B-Lymphozyten produzieren Antikorper in geringem Anteil eigenstandig
oder differenzieren zu den antikérperproduzierenden Plasmazellen. Die Antikdrper
besitzen die Eigenschaft Immunkomplexe zu bilden. Diese Immunkomplexe binden
an Fc-Rezeptoren, welche die Immunantwort modulieren. Die Fe-Rezeptoren sind
somit ein bedeutendes Bindeglied zwischen AutoantikGrpern und Immunreaktion. Am
Circulus vitiosus der Autoimmunreaktion sind die Fe-Rezeptoren wesentlich beteiligt
(Nimmenahn und Ravetch, 2008). Die Modulation der Immunantwort erfolgt durch die
gegenséatzliche Wirkung aktivierender und hemmender Fec-Rezeptoren. Die aktivie-
renden Fc-Rezeptoren sind als dimeres Protein in die Zellmembran eingebaut und
wirken lber ein intrazellular gelegenes Immunoreceptor tyrosin-based activation Mo-
tif (ITAM) (vergleiche Abbildung 3). Dem gegeniber steht die hemmende Signal-
kaskade tber den fur diese Arbeit relevanten inhibierenden Fc Rezeptor y vom Typ
lIb (FcyRIlb). Dieser wird in Kapitel 2.2.1 ndher erlautert. Die Balance zwischen akti-
vierenden und inhibierenden Signalwegen schitzt vor liberschielfenden Immunreak-
tionen. Ein Ungleichgewicht zwischen akiivierenden und hemmenden Signalkaska-
den kann beispielsweise im Rahmen von Autoimmunerkrankungen zu einer vermehr-
ten Antikorperproduktion fihren (Nimmerjahn und Ravetch, 2010). Bei der RA kommt
es zur Bildung unterschiedlicher Autoantikorper. Die klinisch bedeutsamsten sind der
Rheumafaktor (RF) sowie die Antikérper gegen citrullinierte Peptidantigene (ACPA).
Der Nachweis der ACPAs ist mittlerweile ein etablierter diagnostischer sowie prog-
nostischer Parameter in Klinik und Forschung (Egerer et al_, 2009; Engelmann und
Muller-Hilke, 2009).

Zusammenfassend lasst sich fur die Pathophysiologie der RA festhalten, dass ein
endogener Stimulus wie genetische Pradisposition oder exogener Stimulus wie Infek-
tionserreger oder Rauchen eine Immunreaktion hervorruft. In der Folge kommt es zur
Entzindungsreaktion. T- und B-Lymphozyten werden aktiviert und unterhalten die
Entzindungsreaktion durch Sezemierung von Botenstoffen und Autoantikdrpern.
Durch molekulare Mimikry wird die Immunantwort nicht mehr gegen fremde sondem
gegen korpereigene Antigene gerichtet. Dies ist in Abbildung 1 bereits schematisch

dargestellt worden.

10



Rheumatoide Arthritis und Fc Rezeptor Typ llb

2.1.3 Klinik und Diagnostik

Klinisch ist das Krankheitsbild gekennzeichnet durch Schmerzen, Steifigkeit, sym-
metrische chronische Gelenkentziindung sowie Gelenkzerstérung und Rheumakno-
ten. Die vom Immunsystem initierte Entzindungsreaktion stellt sich klinisch mit
calor, dolor, rubor und tumor dar bis hin zum Funktionsverlust. Den Alltag der be-
troffenen Patienten beeintrdchtigen neben den Schmerzen vor allem die Bewe-
gungseinschrankungen. Die Autoimmunreaktion richtet sich nicht nur gegen die Ge-
lenke, sondem kann auch andere Organsysteme betreffen. Klinisch manifestiert sich
dies meist durch allgemeine Abgeschlagenheit bzw. grippeahnliche Symptome (Ale-
taha et al_, 2010; Wells et al_, 2009).

Die Diagnostik der Erkrankung erfolgt anhand internationaler klinischer Kriterien nach
der ,American Rheumatology Association”® und der ,European League Against
Rheumatism®. Dafiir werden vier Kategorien anhand eines Punktesystems beurteilt.
Erreichen die Patienten in Summe 6/10 Punkten oder mehr, so liegt eine RA vor. Die
vier Kategoren bilden sich aus der Anzahl der geschwollenen Gelenke, den serolo-
gischen Blutuntersuchungen auf RF und ACPAs, der Bestimmung der Akut-Phase-
Proteine und der Dauer der Symptome (Aletaha et al_, 2010).

Die Labordiagnostik setzt sich zusammen aus der Bestimmung von Entziindungspa-
rametern (Blutsenkungsgeschwindigkeit, C reaktives Protein, IL6) und Autoantikor-
pern (Rheumafaktor, ACPA). Die Bestimmung der ACPAs erfolgt aufgrund der diag-
nostischen Uberlegenheit. Der Nachweis der ACPAs ist oft schon Jahre vor Aus-
bruch der RA mdglich. Des Weiteren sprcht der Nachweis fur einen aggressiveren
Verlauf der Erkrankung (Engelmann und Miller-Hilke, 2009). Um das Mal} der Ge-
lenkdestruktion zu bestimmen, werden rontgenologische Aufnahmen bewertet (Rad-
stake et al., 2006). Als sensitiver Marker fur die Beurteilung der momentanen Kno-
chenresorption dienen die carboxy-terminalen collagen crosslinks (CTx) (Rosen et
al_, 2000).

Die Auspragung der Kklinischen Aktivitat der RA lasst sich anhand des  Disease Acti-
vity Scores 28" (DAS28) quantifizieren. Der Score beinhaltet die Anzahl geschwolle-
ner, steifer und schmerzhafter Gelenke, die Bestimmung der Entzindungsparameter
(CRP/BSG) sowie der Akute-Phase-Proteine. Weiterhin fliel3t der vom Patienten sub-
jektiv empfundene Gesundheitszustand (visuelle Analogskala 0 (keine Einschran-

kungen) bis 100 (starkste Einschrankungen)) in die Berechnung des DASZ28 ein
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(Welsing und Riel, 2004). Der Score erlaubt den Verlauf der Erkrankung zu doku-
mentieren und liefert eine Maglichkeit die Effektivitat einer Therapie abzuleiten
(Fransen et al_, 2004; Wells et al_, 2009). Der Referenzbereich des DAS28 liegt fur
eine fehlende Krankheitsaktivitat bei 0,0 — 2,6 Punkten. Werden Werte des DASZ28
zwischen 2,7 und 3,1 Punkten ermittelt, spricht man von einer geringen Krankheits-
aktivitat. Erreichen Patienten einen DAS28 zwischen 3,1 — 5,2 Punkten, so steht dies
fur eine mittlere Krankheitsaktivitidt. Werden mehr als 5,2 Punkte ermittelt, liegt eine
hohe Krankheitsaktivitat vor (Deutsche Gesellschaft fur Rheumatologie, 2012; Fran-
sen et al_, 2004; Kavanaugh et al_, 2012).

2.1.4 Therapie

Sobald die Diagnose RA gestellt ist, muss die Therapie schnellstméglich eingeleitet
werden. Die Patienten bendtigen sowohl eine pharmakologische Therapie als auch
Unterstitzung durch physikalische und physiotherapeutische Maltnahmen sowie ei-
ne adaquate Hilfsmittelversorgung. Ziel der pharmakologischen Therapie ist die Ver-
zogerung der Krankheitsprogression (Wollenhaupt et al., 2009). Die Patienten erhal-
ten zur symptomatischen Behandlung bei Bedarf nicht-steroidale Antirheumatika
(NSAR). Die Einleitung einer kortikosteroidhaltigen Therapie erfolgt bei gesicherier
Diagnose.

In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf Medikamenten, die in das pathophysiologi-
sche Geschehen eingreifen. Um die Krankheitsprogression maglichst rasch zu ver-
langsamen, werden Disease modifying antirheumathic Drugs (DMARDs) eingesetzt.
Hier stehen kleine Molekiile (im weiteren Verlauf als DMARDs bezeichnet) und Bio-
logika zur Verfugung. Zu den DMARDs der Basistherapie zdahlen im Wesentlichen
Methotrexat (MTX), Leflunomid und Sulfasalazin. Diese Praparate hemmen die
Proliferation von Immunzellen und mildern dadurch den Krankheitsverlauf (Brune und
Manger, 2010). MTX wird entsprechend der aktuellen Leitlinien standardméatig als
Mittel der ersten Wahl verordnet. Zur Uberbriickung des verzogerten Wirkungsein-
tntts von MTX wird die gleichzeitige Anwendung von Glukokortikoiden empfohlen.
Kommt es unter dieser Standard-Basistherapie nach 3 Monaten zu keiner Verbesse-
rung der Symptome, sollte eine klassische DMARD-Kombinationstherapie, bei-
spielsweise MTX + Leflunomid, eingesetzt werden. Sofem nach weiteren 3 Monaten

keine Kontrolle der Krankheitsaktivitat erreicht wird, empfehlen die Leitlinien die
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Kombination von MTX mit molekulargenetisch oder zellbiologisch hergestellten Anti-
korpern, so genannten Biologika (Deutsche Gesellschaft fur Rheumatologie, 2012).
Diese Medikamente unterbinden gezielt Schritte in der Entzindungskaskade der Au-
toimmunreaktion. Die wichtigsten Praparate sind Hemmer des inflammatorischen
fytokins TNFa. Infliximab, ein monoklonaler Fusionsantikdrper aus Maus und
Mensch, fangt geldstes TNFa ab. Adalimumab und Etanercept sind weitere Prapara-
te, die TNFa binden und so seine biologische Aktivitat hemmen. Diese Hemmung
sorgt fur eine effektive Unterbrechung der Entzindungskaskade. Kommt es unter der
Therapie mit TNFa-Blockern zu Unvertraglichkeiten oder fehlender Kontrolle der
Krankheitsaktivitat, besteht die Moglichkeit auf andere Biologika mit unterschiedli-
chen Wirkmechanismen zuriickzugreifen.

Tocilizumab blockiert den IL6-Rezeptor und verhindert so die Ausschittung von
Akut-Phase Proteinen sowie die Aktivierung von Ostecklasten. Die Wirkung von
Tocilizumab unterbindet die Entzindungsreaktion und verhindert den verstarkten
Knochenabbau (Brune und Manger, 2010; Smolen und Steiner, 2003). Die erfolgver-
sprechende Indikation besteht vor allem fur Patienten, die therapierefraktar fir ande-
re Biologika sind (Deutsche Gesellschaft fur Rheumatologie, 2012; Wollenhaupt et
2009). Eine weitere therapeutische Methode ist die Modulation der B-
Lymphozyten. Dies kann mit Hilfe des CD20 Antikdrpers Rituximab erfolgen (Emery
et al., 2014). Die B-Zellantwort lasst sich ebenfalls Uber den FcyRIlb modulieren, so

dass dieser Rezeptor einen geeigneten Angriffspunkt zur medikamentésen Therapie

al.

Ll

darstellt. Chu et al. haben einen AntikGrper getestet, der spezifisch an den FcyRIIb
bindet und effektiv die B-Zell-Aktivierung in allen Reifestadien hemmt (Chu et al_,
2014). Ob dieser sich in der Therapie der RA etabliert, bleibt abzuwarten.

2.2 Lage und Physiologie des FcyRIlb

2.2.1 Der regulierende FcyRIlb

Wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben, sind Fc-Rezeptoren Membranrezeptoren fur ver-
schiedene Isotypen der Immunglobuline. Die FcR binden die Fc-Domane der Anti-
korper und stellen somit das Bindeglied zwischen Antikdrper und Immunreaktion dar.
Das Gen fur den FCGR2b ist auf Chromosom 1932 lokalisiert und erstreckt sich aber

eine Lange von 15507 Basenpaaren. Das resultierende Protein, der FcyRllb, wird in
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seiner Expressionsstarke durch die Bindung von Transkriptionsfaktoren an den Pro-
motor reguliert (Su et al., 2004a). Der FcyRIlb wird aus einem membranstandigen
monomeren Protein gebildet. Dieses durchzieht die Lipid-Doppelschicht und ragt bis
ins Zytosol hinein. Die Funktionsfahigkeit des Rezeptors ist abhangig von seiner In-
tegration in die Plasmamembran. Die Integration des FcyRIlb wird durch den Anteil
und die Lokalisation des Cholesternins in der Lipid-Doppelschicht bestimmt (Nimmer-
jahn und Ravetch, 2006). Der FcyRIlb tragt auf dem zytosolischen Teil ein ,immuno-
receptor tyrosin-based inhibitory Motif* (ITIM), Ober welches hemmende Signal-
kaskaden eingeleitet werden kdnnen (Bolland et al_, 1998) (vergleiche Abbildung 4).

Der FcyRIIb ist der einzige inhibitorische Rezeptor unter den FcR. Er wird auf Ef-
fektorzellen wie Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, naturlichen Killerzellen,

DC und Mastzellen gemeinsam mit aktivierenden FcR exprimiert.
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Abbildung 4: Schema der Koaktivierung von BCR und FcyRIlb mittels Immunkomplex. A Signal-
kaskade des hemmenden Foy Rezeptors llb (FoyRIIb) bei Quervemetzung mit B-Zell-Rezeptor (BCR).
Die Aktivierung des FocyRIIb erfolgt durch die Quervernetzung von Immunkomplexen mit dem B-Zell-
Rezeptor (BCR). Dies fiihrt zur Phosphorylierung des  Immunoreceptor tyrosin-based inhibitory Motifs
(ITIM)*. Die Phosphorylierung rekrutiert Molekiile wie zum Beispiel die SHIP-Phosphatase. Die SHIP-
Phosphatase greift durch Hydrolyse von Phosphoinositid-Zwischenprodukten in akfivierende Signal-
wege ein. Dies verhindert die Rekrutierung weiterer Kinasen und hemmt so den Calcium (Ca®) Ein-
strom ins endoplasmatische Retikulum. Des Weiteren wird die Transdukiion der RAS-RAF-MAP-
Kinasen gehemmit. Gleichzeitig wirkt die Phosphorylierung des ITIMs auf die aktivierenden Signalwe-
ge des BCRs ebenfalls modulierend (Nitschke und Tsubata, 2004). Auf B-Lymphozyten werden aklti-
vierende Signale des BCR und hemmende Signale des FcyRIlb verrechnet. Dies moduliert den
Schwellenwert zur Aktivierung der Zelle (modifiziert nach (Nimmerjahn und Ravetch, 2008)). B. Sig-
nalkaskade bei Selbstligation des FcyRllb. Die Bindung des Immunkomplexes filhrt zur Phosphorylie-
rung der ITIM- Sequenz. In der Folge wird tber c-Abl die Apoptose der B-Lymphozyten/ Plasmazellen
eingeleitet (in Anlehnung an Li et al., 2003).
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Fur die Pathogenese der RA spielt sowohl die Expression des FcyRllb auf B-
Lymphozyten und DC als auch die Kontrolle der Zellaktivierung des angeborenen
Immunsystems eine Rolle (Li et al., 2003; Nimmenahn und Ravetch, 2006). Der
FcyRIIb ist der einzige Rezeptor seiner Klasse, der auf B-Lymphozyten zu finden ist.
Dort wird er mit dem B-Zell-Rezeptor (BCR) koexprimiert. Beide Rezeptoren werden
durch die Bindung von Immunkomplexen aktiviert. Jedoch werden gegensatzliche
Signalwege eingeleitet. Wahrend Gber den BCR eine aktivierende Signalkaskade
initilert wird, wirkt der FcyRIIb mit den hemmenden Einflussen als modulierender Ge-
genspieler. Das Zusammenspiel der Signalkaskaden von BCR und FcyRIlb entschei-
det iber den Werdegang der B-Lymphozyten (vergleich Abbildung 4A.).

Ausgeldst wird die Rezeptorantwort durch die Bindung von Immunkomplexen. Es
kommt zur Quervernetzung des BCR mit dem FcyRIIb. Der aktivierende BCR und der
inhibierende FcyRIllb werden auf diese Weise koaktiviert. Das ITIM wird durch die
Tyrosinkinase des BCR phosphoryliert. Dies induziert (iber eine Signalkaskade die
Hydrolysierung von Phosphatidyl-Inositol-(3, 4, 5)-Triphosphat. Nachfolgend wird die
Rekrutierung weiterer Tyrosinkinase-Proteine unterbunden (Bolland et al_, 1998). Die
B-Lymphozyten konnen, in Abhangigkeit des FcyRIIb-Signals, proliferieren, einen

Klassenwechsel durchlaufen oder bis zur Plasmazelle ausreifen.
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Abbildung 5:  Koaktivierung aktivierender und hemmender FcyR mittels Immunkomplex. Die Abbil-
dung links zeigt die APC abhangige Differenzierung der TC unter Einfluss aktivierender und hemmen-
der FcR. Der Ausschnitt der Koexpression beider FcR ist im rechten Bild vergroRert dargestellt. Diese
Abbildung verdeutlicht, dass die aktivierende Signalkaskade der FcR durch die Hemmung des FoyRIIb
moduliert wird. Eine Dominanz der aktivierenden Signalkaskade fordert die Antigenprasentation auf
TC, steigert die proinflammatorische Immunreaktion und tragt zur Regulation der peripheren Toleranz
bei. Abbildung in Anlehnung an (Nimmerjahn und Ravetch, 2008) erstellt.
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Dominieren die hemmenden Einflusse des FcyRllb, werden die B-Lymphozyten in
den jeweilligen Entwicklungsstadien in ihrer Proliferation und Differenzierung ge-
hemmt (Boruchov et al_, 2005; Dhodapkar et al., 2005). Binden Immunkomplexe si-
multan an zwei nebeneinanderliegende FcyRllb, wird ebenfalls eine Phosphorylie-
rung des ITIMs ausgelost (vergleiche Abbildung 4B.). Die nachgeschaltete Signal-
transduktion fuhrt Gber einen c-Abl abhangigen Signalweg zur Apoptose der B-
Lymphozyten in unterschiedlichsten Reifestadien (Li et al., 2003; Pearse et al,
1999). So kénnen anhand der FcyRllb-Expression autoreaktive B-Lymphozyten in
der Peripherie aussortiert werden. Dies ist wesentlich fur die Entwicklung der peri-
pheren Toleranz der B-Lymphozyten (Li et al., 2003; Nimmenahn und Ravetch, 2008;
Steinman et al., 2003). Neben der Expression von FcyRllb auf den B-Lymphozyten
werden die Immunantwort sowie die Toleranzentwicklung auch durch die Expression
der Rezeptoren auf DC reguliert. Die Expression des FcyRIlb kontrolliert bei diesen
Zellen ebenfalls die Immunkomplex-vermittelte Differenzierung. Der Aktivierungsgrad
der DC entscheidet Uber die antigenspezifische Antwort der T-Lymphozyten (Nim-
merjahn und Ravetch, 2006; Steinman et al_, 2003).

Die Expression des FcyRIlIb auf den Zellen des angeborenen Immunsystems modu-
liert die efferente Phase der Immunreaktion. Auf Zellen des angeborenen Immunsys-
tems werden aktivierende FcR mit dem hemmenden FcyRIlb koexprimiert. Die resul-
tierende Immunreaktion hangt von der jeweils dominierenden Rezeptorfunktion ab.
Uberwiegt die aktivierende Signalkaskade der FcR durch Phosphorylierung der
ITAMs, wird eine proinflammatorische Immunantwort eingeleitet (vergleiche Abbil-
dung 5). Die Effektorzellen des angeborenen Immunsystems sezemieren vasoaktive
Substanzen, férdern Chemotaxis und setzten zytotoxische Substanzen frei. Insbe-
sondere bel DC wird die Phagozytose gefordert. Dies ermdglicht die Bekampfung
von Infektionen, fordert die Antigenprasentation und die Interaktion mit T-
Lymphozyten zur Unterhaltung der pernpheren Immunreaktion (Nimmerjahn und
Ravetch, 2008).

Die hemmenden Einflusse, die durch Aktivierung des ITIM des FcyRIllb vermittelt
werden, kontrollieren die Entzindungsreaktion. Bei der Interaktion von DC und T-
Lymphozyten spielen das Gleichgewicht zwischen aktivierenden und hemmenden
FcR sowie die adaptive Immunreaktion eine entscheidende Rolle fur die Aktivierung

der Zellen. Die FcR vermittelte Intemalisierung von Immunkomplexen fordert die Dif-
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ferenzierung von T-Effektorzellen. Die inhibierenden Einflisse des FcyRIIb hingegen
verhindem eine spontane Reifung der DC und versetzen T-Lymphozyten ohne ko-
stimulatorische Signale in einen anergen Zustand. Fehlt der FcyRIlb, kommt es zur
Anhaufung antigenspezifischer T-Lymphozyten (Dhodapkar et al_, 2005; Steinman et
al_, 2003).

Anhand der physiologischen Funktion des FeyRIIb lasst sich ableiten, dass der Ver-
lust oder Funktionseinbulten des FcyRIlb zu einem Ungleichgewicht der Immunant-
worten sowie zum Bruch der pernipheren Toleranzentwicklung fuhren. Dadurch kon-
nen B-Lymphozyten ungehindert zu antikdrperproduzierenden Plasmazellen diffe-
renzieren. Gleichzeitig kéinnen DC effizienter internalisierte Antigene prasentieren
und die antigenspezifische Antwort der T-Lymphozyten fordemn (McGaha et al_, 2008;
Sato-Hayashizaki et al_, 2011).

2.3 Genetische Polymorphismen des FCGR2b

Fur den FeyRIlIb sind mehrere Mutationen entdeckt worden. Primar handelt es sich
dabei um Punktmutationen. Funktionale Konsequenzen sind fur die Punktmutationen
im Promotor und im Transmembranexon beschrieben worden. Fir den Promotorpo-
lymorphismus (G<C rs3219018) werden in der Literatur eine reduzierte Transkription
der Promotorregion und eine verminderte Expression des FcyRllb auf B-
Lymphozyten als Folge des Polymorphismus erwahnt (Blank et al., 2005). Der
Transmembran-Polymorphismus (T<C rs1050501) resultiert in einer verminderten
Integration des Rezeptors in die Lipid-Doppelschicht. Dies fuhrt zu einer Beeintrach-
tigung der Signaltransduktion (Chen et al., 2008; Kono et al_, 2005; Li et al., 2003).
Fir beide Polymorphismen sind Assoziationen mit Autoimmunerkrankungen deskri-
biert. Die Autoren Blank et al. und Su et. al haben festgestellt, dass durch Verande-
rungen in der Promotorregion eine Assoziation mit der Autoimmunerkrankung SLE
bestehe (Blank et al., 2005; Su et al., 2004b). Bei Veranderungen im Abschnitt des
Transmembran-Exons ist neben einem gehauften Auftreten des SLE auch eine ver-
mehrte Gelenkdestruktion bei Patienten mit RA beschrieben worden (Chen et al_,
2008; Kono et al_, 2005; Radstake et al., 2006).
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2.3.1 Promotor Polymorphismus

Die Promotorregion des FCGR2b-Gens umfasst 2kb und ist u.a. von Su et al. unter-
sucht worden. Die Arbeitsgruppe hat zehn Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs)
entdeckt (Su et al_, 2004b). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die Assozia-
tionen mit dem Vorkommen des SNPs (rs3219018) an Position -386 untersucht. An
dieser Stelle der DNA kann entweder Guanin (G) oder Cytosin (C) lokalisiert sein.
Die Base ,G" entspricht dem Wildtyp oder dem haufigen Allel. Hingegen steht die
Base ,C" fiir ein seltenes Allel beziehungsweise die Allelvariante (Blank et al., 2005;
U_.S. National Library of Medicine, 2014a).

Der Polymorphismus ist in der Region fur die Bindungselemente der Transkriptions-
faktoren lokalisiert. Bedingt durch den Basenaustausch wird eine verminderte Affini-
tat zum Transknptionsfaktor AP-1 beschrieben. AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der
als Antwort auf Entzindungsmediatoren fur eine gesteigerte Expression bestimmier
Gene sorgt, wie in diesem Fall dem FCGRZ2b-Gen. Die verminderte Affinitdt des
Transkriptionsfaktors zum Promotor fihrt zu einer reduzierten Expression des
FCGRZ2b-Gens. Bei der Untersuchung des SLE konnte ein direkter Zusammenhang
zwischen dem homozygoten Vorliegen des seltenen Allels im Promotorabschnitt und
der Entstehung des SLE gezeigt werden (Blank et al., 2005). Der Zusammenhang
und die Auswirkungen des Promotor-Polymorphismus auf das Krankheitsbild der RA

sind bislang in der europaischen Bevdlkerung nicht erforscht worden.

2.3.2 Transmembran Polymorphismus

Der kodierende Abschnitt der DNA zur Untersuchung des TM-Polymorphismus des
FCGRZ2b-Gens (rs1050501) ist auf Exon 7 lokalisiert. An Position 695 des DNA-
Abschnitts kann entweder die Base Thymin (T) oder die Base Cytosin (C) vorliegen.
Hier entspricht die Base T dem Wildtyp oder dem haufigen Allel, wahrend die Base
JC" fur das seltene Allel oder die Allelvariante steht (U.S. National Library of Medici-
ne, 2014b). Im Protein des Rezeptors wird dadurch an Position 187 die Aminosaure
Isoleucin statt Threonin eingebaut. Durch diese Allelvanante wird die Signalkaskade
des FcyRlIlb bei Koaktivierung mit dem BCR beeinflusst. Bedingt durch den Amino-
sdureaustausch wirkt die hemmende Signalkaskade des FcyRllb auf die B-
Lymphozyten, DC oder andere Effektorzellen des angeborenen Immunsystems we-

niger hemmend (Li et al., 2003). Kono et al. erklaren die abgeschwachte Funktion
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des FcyRIIb durch eine abweichende Anordnung von Lipid Rafts in der Plasma-
membran. Dies fuhrt zu einer verminderten Integration des Rezeptors in die Phos-
pholipid-Doppelschicht sowie zu einer abweichenden Anordnung auf der Zelloberfla-
che. Nachfolgend kann die reguldre Signalkaskade nicht adaquat ausgelost werden,
s0 dass es zu einer ineffizienten Regulation der Immunreaktionen kommt (Floto et
al_, 2005; Kono et al_, 2005). Auf den Signalweg der Apoptose resultiert bel Vorliegen
des seltenen Allels kein signifikanter Einfluss (Li et al_, 2003). Wie in Kapitel 2.2 be-
schrieben, fuhrt ein Funktionsverlust des FcyRIIb zu einer verminderten Kontrolle der
peripheren Toleranzentwicklung der B-Lymphozyten. Ebenfalls hat dies eine vermin-
derte Kontrolle der Antikérperproduktion zur Folge. Bei Vorliegen einer Dysfunktion
des FcyRIllb kommt es deshalb zur verstarkten Immunreaktion sowie zu einer erleich-
terten Aktivierung autoreaktiver Effektorzellen (Floto et al., 2005). Patienten mit TM-
Polymorphismus weisen eine Korrelation mit der Autoimmunerkrankungen SLE auf.
Patienten mit dieser Erkrankung sind gehautft Trager des seltenen Allels im TM-Exon
(Kono et al., 2005). Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass das Vorkommen
der Allelvariante im TM-Exon abhangig von der ethnischen Herkunit ist. Bei Européa-
em tntt der TM-Polymorphismus sehr selten auf und liegt nur in einem gerningen Pro-
Zentsatz homozygot vor (U.S. National Library of Medicine, 2014b). Gleichzeitig er-
kranken Europaer vergleichsweise selten an einem SLE (Kono et al_, 2005; Willcocks
et al., 2010). Hingegen tragen Bevdlkerungsgruppen mit asiatischer Abstammung
haufiger ein seltenes Allel im Transmembranabschnitt. Im Vergleich zu Eurpaern o-
der Afro-Amerikanemn liegt ein seltenes Allel bei Asiaten deutlich haufiger in homozy-
goter Auspragung vor (U.5. National Library of Medicine, 2014b). Ebenfalls besteht
in dieser Bevdélkerungsgruppe ein vermehrtes Vorkommen des SLE (Willcocks et al_,
2010). Afro-Amerikaner tragen das seltene Allel am haufigsten in heterozygoter Aus-
pragung. Sie weisen den hachsten Prozentsatz fur das Vorliegen der Allelvanante im
TM-Exon auf (U.S. National Library of Medicine, 2014b). Fur die afrikanische Beval-
kerung konnte in Studien gleichermalen eine gehaufte Assoziation mit dem SLE
nachgewiesen werden (Clatworthy et al_, 2007; Willcocks et al_, 2010). Berucksichtigt
man die Verteilung der Allelvanante in den ethnischen Gruppen, fallt auf, dass sie
gehautft in Bevilkerungsstammen auftritt, in denen die Malaria eine Rolle spielt. So-

mit kann die Allelvanante in diesen Bevdlkerungsgruppen einen evolutionaren Vorteil
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geboten haben. Diese Vermutung wird durch das gehaufte Vorkommen des TM-
Polymorphismus in Malaria-Endemiegebieten bestatigt (Willcocks et al_, 2010).
Untersuchungen der seltenen Allelvanante im TM-Exon weisen im Zusammenhang
mit der RA auf eine stéarkere Gelenkdestruktion im Krankheitsverlauf hin (Radstake et
al_, 2006). Dennoch gibt es bislang keine detaillierten Kenntnisse Uber die Rolle des
FcyRlIlb in der Pathogenese der RA (Catalan et al., 2010; Maur und Jury, 2010).

2.4 Hypothese
Die hier adressierten Transmembran- und Promotorpolymorphismen im FCGR2b-
Gen fuhren zu einer Abschwachung der Funktion des Proteins und somit zu einer
Storung der Immuntoleranz (Blank et al_, 2005; Chen et al_, 2008; Kono et al_, 2005).
Da far den SLE als Prototyp der systemischen Autoimmunerkrankungen eine Korre-
lation mit Polymorphismen im FCGRZ2b bereits bestatigt worden ist (Blank et al_,
2005; Kono et al_, 2005), ergeben sich fur die vorliegende Arbeit folgende Hypothe-
sen:
1. Die RA, als weitere durch Autoantikorper vermittelte Autoimmunerkrankung,
weist ebenfalls eine Assoziation mit Polymorphsimen im FCGR2b-Gen auf.
2. RA Patienten, die einen FCGRZ2b-Polymorphismus (also ein seltenes Allel
des Gens) tragen, konnen klinisch und laborchemisch von Wildtyp-Tragern
(das haufige Allel) unterschieden werden.
3. Die Anwesenheit von Transmembran- oder Promotorpolymorphismus korre-

liert mit einer spezifischen Expression von Oberflachenproteinen auf Lympho-

Zyten.

20



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 DNA-Isolierung aus Blutproben

Die zu untersuchende DNA wurde aus Blutproben von allen Patienten der rheumato-
logischen Sprechstunde des Sadstadt-Klinikums in Rostock isoliert. Dazu wurde das
Isolations-Kit von Qiagen verwendet. Wie im Herstellerprotokoll vermerkt, wurde in
15 ml Réhrchen ein Gemisch aus 200 pl Protease, 1000 pl Blut der Patienten, 800 pl
PBS und 2400 pl AL Buffer hergestellt. Nach 15-fachem Invertieren des Réhrchens
und einminitigem Schitteln wurde das Gemisch 15 Minuten bel 70°C und 750 rpm
im Thermocycler inkubiert. Anschlieend wurden 2000 pyl Ethanol zugegeben. Das
Gemisch wurde sorgfaltig mittels 10-fachem Invertierens und kraftigen Schittelns
vermengt. Aus den 15 ml Rohrchen wurde die Halfte auf die QlAamp Midi Saule ge-
geben und 3 Minuten bei 1850 x g zentrifugiert. Mit der zweiten Halfte wurde dieser
Arbeitsschritt wiederholt. Der Durchfluss wurde verworfen. Im folgenden Arbeits-
schntt wurde auf die Saule 2000 pl AW1 Buffer gegeben. Dies wurde far 1 Minute bei
4500 x g zentrifugiert. Nun wurden 2000 pl AW?2 Buffer hinzugegeben und fir 15 Mi-
nuten bei 4500 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde die QlAamp Midi Saule in ein
neues Rohrchen gesetzt. Auf die Saule wurden 300 pl HPLC-Wasser pipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von 5 Minuten wurde das Gemisch fur 2 Minuten bei 4500 x g
zentrifugiert. Dieser Arbeitsschritt ist nochmals wiederholt worden. Dabei enthielt der
Durchfluss nach der Zentrifugation die DNA und wurde weiter verwendet. Zur Quanti-
fizierung und Qualitatskontrolle des DNA Templates wurde das Nanodrop 1000

Spektrometer von Thermo Scientific verwendet.

3.2 Amplifikation des FCGR2b Rezeptorfragments

Zur Amplifikation des genspezifischen DNA-Abschnittes wurden die in Tabelle 1 auf-
gefuhrien Matenalien verwendet.

Fir den jeweiligen Nucleotid-Polymorphismus wurden die entsprechenden Primer
aus Tabelle 2 in Gebrauch genommen. Sie amplifizierten entweder den Promotor
oder das TM-Exon im Gen des FCGRZ2b. Das Gen des FCGRZb unterscheidet sich

nur in wenigen Basen vom kodierenden Gen des FCGRZc.
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Tabelle 1: Chemikalien zur Amplifikation des 2,3kb Fragments
Komponenten 25yl Reaktion finale Konzentration
5% LongAmp Taq Reaction Buffer 5l 1%
10 mM dNTPs 0.75 pl 300 pM
10 pM Primer (5'/3'-Mix) Je05spl Je 0.2 uM (0.05-1 pM)
Template DNA variable 200-400 ng
Nuclease-free water to 25 pl
LongAmp Taq DNA-Polymerase 1pl 2 5 units

Fur die eindeutige Amplifikation des FCGR2b-Gens binden die Pnmer gezielt DNA-
Positionen mit Sequenzunterschieden zum FCGRZ2c-Gen. Die Amplifizierung des
TM-Exons wird durch den Sequenzunterschied des TM-sense-Primers an Positionen
16 und 21 verifiziert. Die kodierenden Basen ,C* und ,T" sind an dieser Stelle spezi-
fisch fur das FCGRZ2b-Gen. Die Prnmer-Hybridisierung zur Amplifikation des Promo-
tors erfolgte spezifisch fur das FCGR2b-Gen mit Hilfe des Sequenzunterschiedes an
den Primer-Positionen 22 und 23. Der Ansatz fur die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) wurde in 0,2 ml Reagenzbehalter pipettiert. Die anschliefende PCR wurde
unter den in Tabelle 3 aufgelisteten Bedingungen im Thermocycler (Eppendort,
Hamburg, Deutschland) durchgefihrt.

1894 bp _2323bp
Transmembran
€ forward
Promotor Promaotor *
forward reverse > Transmembran
war f reverse
é,
rs 1050501
rs3219018 oI

!»“—@—EBH Exs | xp | Ex7 | [Ex8] ] UTR 3" |

Abbildung 6:  Lage der Primer zur Amplifikation von Promotor und Transmembran-Exon. Die Ampli-
fikation des Promotorabschnitts in Leserichtung erfolgt mit dem Primer ,Promotor forward”. In die ent-
gegengesetzte Richtung amplifiziert der Primer _Promotor reverse®. Das zu amplifizierende Fragment
hat eine Lange von 1894 Basenpaaren (bp). Der Transmembranabschnitt wird mit Hilfe der Primer
.Transmembran forward® in 5-3' Richtung und durch den Primer ,Transmembran reverse® in die ent-
gegengesetzte Leserichtung amplifiziert. Dieses Fragment ist 2323 bp lang.
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Tabelle 2: Primer fiir PCR Fragment
_ C in Stock- _
SNP Primer  5-3' Sequenz ) C in 25ul
lGsung
TM forward AAGGGGAGCCCTTCCCTCTGTT 100 uM 0,2 uM
TM-Exon
TM reverse GTGGCCCCTGGTTCTCAGAA 100 uM 0,2 uM
Promotor
CAATTTACCGAGAGCAAGACAGC 100 uM 0,2 uM
forward
Promotor
Promotor
GCAGTCAGCCCAGTCACTCTCAGT 100 uM 0,2 uM
reverse

Kursiv und fett gedruckte Basen dienen der Differenzierung zwischen FoyRIlb und FeyRlle bei der Primer-
Hybridisierung.

Tabelle 3: PCR-Protokoll
Arbeitsschritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94°C 5 min
1. Denaturierung 94°C 30 sek
30 Zyklen 2. Primer-Hybridisierung 58°C 1 min
3. Strang-Verldngerung 65°C 12,5 min (50sek/kb)
Synthetisierungsphase 65°C 10 min
Halten 4°C w0

3.3 Sequenzierung nach Sanger

Sanger hat die Didesoxymethode bzw. die Kettenabbruchreaktion 1975 entwickelt
und 1977 die erste vollstandige Sequenzierung mittels dieser Methode durchgefiuhrt.
Die zu amplifizierende DNA wird jeweils mit einem Vorwarts- /Rickwarts-Primer,
Desoxy-Nukleotid-Triphosphaten (dNTPs) und fluoreszierenden Didesoxy-Nukleotid-
Triphosphaten (ddNTPs) angesetzt. Nach dem Prinzip der PCR wird die Einzel-
strang-DNA verlangert. Kommt es bei der Synthese zum Einbau der ddNTPs, die im
Gegensatz zu den dNTPs keine 3° OH-Gruppe besitzen, so wird eine weitere Syn-
these des Stranges verhindert, da keine weitere Phosphodiesterbindung zu einem
weiteren Nukleotid méglich ist. Demzufolge kommt es zum Kettenabbruch.

Die Konzentration der dNTPs ist um das 10-fache hioher als die der ddNTPs, so dass

unterschiedlich lange DNMNA-Fragmente entstehen. Zur Differenzierung der unter-
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schiedlichen Basen (Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin) sind die ddNTPs mit ver-
schiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Mittels Kapillar-Gelelektrophorese wer-
den die Produkte der Sequenzreaktion nach ihrer Grélte aufgetrennt und analysiert.
Die DNA Fragmente unterschiedlicher Lange differieren in ihrer Fluoreszenz auf-
grund der ddNTPs am Ende. Die fluoreszierenden Fragmente werden bei unter-

schiedlichen Wellenlangen detektiert.

3.3.1 Aufreinigung des PCR-Produktes

Als Ausgangsmatenal wurde das PCR-Produkt des FCGR2b Fragments verwendet
(vgl. Kapitel 3.2). Die Aufreinigung des PCR-Produktes erfolgte mittels Invisorb
Fragment CleanUp Kit (REF 1020300200; Stratec, Berlin, Deutschland) und diente
der Entfernung von Uberschissigen Nukleotiden. Die Vorgehensweise gestaltete sich
wie folgt: Als erstes wurde das PCR-Produkt mit 250 pl Invisorb Bindepuffer versetzt
und auf ein Spin-Filter Reagenz gegeben. Im zweiten Schntt wurde das Gemisch
Zentrifugiert und der Spin Filter anschlielfend auf ein neues Reagenzgefalt gesetzt.
Dem Gemisch im Reagenzgefald wurden 2/3 des urspringlichen Volumens Invisorb
Elutionspuffer hinzugefugt. Nachfolgend wurde das Produkt 5 Minuten inkubiert und
dann zentrifugiert. Der nachste Arbeitsschntt diente der Ermittlung der amplifizierten
Menge des jeweiligen PCR-Produktes. Dazu wurde je 1 pyl des aufgereinigien PCR-
Produktes mit je 1 pl 10fach Loading dye und destilliertem Wasser aufbereitet, so
dass ein Endvolumen von 10 pl vorlag. Die Quantifizierung erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dazu wurde ein 0,7%iges Agarosegel (1 g Agarose, 150 ml 1x
TAE, 3 ul Ethidiumbromid) hergestellt. Als Grolienstandard wurde fur den Vergleich
des DNA-Gehaltes der Lamdba Hindlll/phiX Haelll- Marker verwendet, fur den die
DNA Menge in den Banden bekannt war. Das Gel lief in einer Kammer mit 1-fach
TAE-Puffer und Ethidiumbromid bei 130 Volt. Im Anschluss wurde das Gel fotogra-
fiert. Abschlietend erfolgte die Bestimmung des DNA-Gehaltes im PCR-Produkt an-
hand der mit UV-Licht erstellten Fotos und der Angaben des Standard Markers. Dies

war fur den nachfolgenden Arbeitsschritt maligeblich.
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3.3.2 Sequenzierungsreaktion

Tabelle 4: Primer zur Sequenzreaktion
) Template-
SNP Bezeichnung 5'-3' Sequenz
menge

TM-forward AAGGGGAGCCCTTCCCTCTGTT 100ng
TM- Exon

TM-antisense CATCACCCACCATGTCTCAC 150ng

Promotor-sense TGACATACCTCCTTGTCCTTIGTT 150ng
Promotor Verification Promotor TGGAGATGTTGAGGGTGAAC 150ng

Promotor-antisense ACTCCCTTICTTCTTCCTCTGAG 100ng

Basen, die kursiv und fett markiert sind, dienen der Differenzierung zwischen FcyRIlb und FeyRllc bei der Primer-
Hybridisierung.

Das gereinigte PCR Produkt (siehe 3.3.1) wurde im Anschluss fur die Sequenzie-
rungsreaktion genutzt. Dafur wurde der GenomeLab™
quencing (DTCS) Quick Start Master Mix (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)

verwendet. Je nach zu untersuchendem DNA-Abschnitt wurden die Primer aus Ta-

Dye Temminator Cycle Se-

belle 4 mit jeweils 2 ul hinzugefugt. Fir die Sequenzierungsreaktion wurden 25-100
fmol des PCR-Produktes sowie 2 pl des jewelligen Vorwarts- oder Ruckwarts-
Primers zu 8 pl des DTCS Quick Start Master Mix pipettiert und auf ein Endvolumen
von 20 pl mit HLPC-Wasser erganzt.

WVerification
forward
Tranzsmembran
= forward
Promotor =
SEnse
a.
rs1050501
rs3219018
GIC
UTR 3"

L o L 3
Promotor Transmembran
antisense antisense

Abbildung 7:  Schematische Anordnung der Primer zur Sequenzierung. Die Amplifikation mittels des
Primers  Verification Promotor® dient der ldentifizierung des FCGR2b-Gens. Die Primer Promotor
sense” und ,Promotor antisense” amplifizieren den DNA-Abschnitt des Promotors in beide Richtun-
gen. Das Transmembran-Exons im FCGR2b-Gen wird durch die Primer ,TM-forward* und TM-
antisense” amplifiziert. Die Reaktionsprodukte werden fir die anschlieRende Sequenzierungsreaktion
genutzt.
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In diesem Endvolumen betrug die Konzentration der Prnmer 3,2 pM. Das Gemisch
wurde in den Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) geladen und durch-
lief insgesamt 35 Zyklen: 1. Denaturierung beil 94°C fur 20 Sekunden, 2. Primerhyb-
ridisierung bei 50°C fur 20 Sekunden und 3. Strangverlangerung bei 60°C far 4 Minu-
ten. Nach Abschluss der 35 Zyklen wurde die Temperatur bei 4°C gehalten, bis das

Gerat abgeschaltet und die Proben entnommen wurden.

3.3.3 Ethanolprazipitation

Mach erfolgter Sequenzierungsreaktion wurde jedes Produkt mit einer frisch herge-
stellten Stopp-Losung/Glykogen-Mix (2 yl 3 M Natnum-Acetat (pH 5,2), 2 pyl 100 mM
Matnum-EDTA (pH 8,0), 1 pl 20 mg/ml Glykogen) und mit 60 pl eiskaltem 95%igem
Ethanol gewaschen. Das Gemisch wurde far 15 Minuten in der Biofuge fresco (Hera-
eus, Newport, England) bei 13000 U/min und 4°C zentrifugiert. Anschlielfend wurde
der Uberstand mittels Pipette abgenommen. Ein Pellet sollte sichtbar sein. Das Pellet
wurde zweimal mit je 200 pl kaltem 70%-igem Ethanol gewaschen. Bei diesem Ar-
beitsschritt wurde das Gemisch jeweils 5 Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert und
der Uberstand in beiden Fallen mit Hilfe einer Pipette entfernt. Das Pellet wurde bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlielend in 40 pl Sample Loading Solution

(S5LS) (GenomelLab™ von Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland) resuspendiert.

3.3.4 Sequenzierung mittels kapillarer Gelelektrophorese

Die geldsten Produkte der Sequenzierungsreaktion wurden in eine 96-Well-Platte
(Sample Plate (P/N 609801)) gegeben und mit einem Tropfen Mineraldl (Geno-
melLab™) Uberschichtet. Eine weitere Platte wurde mit Separations-Puffer (Geno-
meLab™) in den zu sequenzierenden Reihen beflllt. Beide Platten wurden in das
automatisierte genetische Analysesystemm CEQ 8800 (Beckmann Coulter, Krefeld,
Deutschland) geladen und mit Hilfe des Elektrophorese-Programms LFR-1° analy-
siert. Die Kapillaren des Gerats wurden mit Gel befillt und konnten so die einzel-
strangige DNA elektrophoretisch auftrennen und tber einen Fluoreszenzdetekior

erfassen.
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3.3.5 Auswertung der Sequenzreaktion

Mach Abschluss der Sequenzierung wurden die erhobenen Daten auf die entspre-
chenden Basenabfolgen in den gewinschten DMNA-Abschnitten analysiert. Dafur
wurde das Programm ,Genome Lab — Sequenzierung” benutzt. Anhand der bildli-
chen Darstellung (Auspragung der Wellenform) der fluoreszenzmarkierten Basen
wurde die Qualitat der Sequenzierung beurteilt. Im nachsten Schritt wurde die Ba-
sensequenz manuell kontrolliert. Anhand der Basensequenz konnte sowohl zwischen
der Basenabfolge der Gene FCGR2b und FCGRZc differenziert werden als auch die
Allelauspragung an den SMNP-Positionen festgestellt werden. Die jeweilige Al-
lelauspragung im TM-Exon und Promotor wurde anhand der Basenabfolge des Vor-
warts- und Ruckwartsstranges identifiziert. Mittels Sequenzierung der Einzelstréange

war eine Aussage uber den Genotyp der vorliegenden Allelkombination auf dem je-

welligen Locus méglich.
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Abbildung 8:  Visuelle Darstellung der Sequenzierungsreaktion im Basenabschnitt des TM-Exons an
der Stelle der Allelvariante (695 T=C; rs1050501) mit dem Primer _Transmembran forward”. A zeigt
die Basenabfolge des TM-Exons mit homozygoter Auspragung des haufigen Allels ,T*. B zeigt die
Basenabfolge im TM Exon mit heterozygoter Auspragung des seltenen Allels mit den Basen ,T* und
.C". C zeigt die Basenabfolge des TM-Exons mit homozygoter Auspragung des seltenen Allels ,C*.
Die Position der Allelvariante im TM-Exon ist mit einem Rahmen markiert.
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3.4 Externe Daten

Die Daten der Durchflusszytometrie (FACS Ana II; BD, Deutschland) zur Quantifizie-
rung der Oberflachenmarker CTLA-4, CD127, CD25, CD4, GITR, CD80, CD86 und
FOXP3 wurden von dem Institut fir Immunologie der Universitat Rostock zur Verfu-
gung gestellt. Dies qilt ebenfalls fur die verwendeten Daten der ACPA ELISA und
Serumkonzentrationen der Zytokine (Engelmann et al., 2014).

3.5 Statistische Analyse

Die Allelfrequenz und Genotypverteilung wurde mit Hilfe des Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht-Modells auf populationsgenetische Gesichtspunkte tberprift.

Alle Daten wurden in den jeweiligen Gruppen auf Normalverteilung getestet. Dazu ist
der Shapiro-Wilk Test verwendet worden, da dieser eine hohe Teststarke fur kleine
Stichproben (n < 50) aufweist. Lag der p-Wert < a = 0,05, so waren die Daten nicht
normalverteilt (Bortz und Schuster, 2010). Bei einem p-Wert > a = 0,05 war eine
Mormalverteilung gegeben. Normalverieilte Datensatze wurden mit dem t-Test fur
unabhangige Stichproben analysiert. Dieser diente der Feststellung signifikanter Un-
terschiede zwischen Tragemn eines seltenen Allels im TM-Exon oder der Promotorre-
gion zu Tragem ausschliellich haufiger Allele in diesen Regionen. Folgten die Da-
tensatze keiner Normalverteilung, wurde zum Vergleich der Gruppe mit ausschliel3-
lich haufigen Allelen gegenuber der Gruppe mit einem seltenen Allel fur die Berech-
nung der p-Werte der Mann-Whitney-U-Test durchgefahrt.

Die Analyse von Haufigkeitsverteilungen zwischen Tragermn des seltenen und des
haufigen Allels erfolgte mittels des Chi-Quadrat-Tests (medikamentdse Therapie)
oder des exakten Fisher-Tests (Nachweis IL6 und IL10).

Bei allen Analysen wurde ein p-Wert < a = 0,05 als signifikant angenommen. Alle

Berechnungen und Abbildungen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 6.0 erzeugt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Patientengruppen

Tabelle 5: Gruppeneinteilung fir haufiges Allel und seltenes Allel

Gruppeneinteilung Genotyp n o,

Ausschliefilich haufige Allele

_ O 0 GGE" 50 47 6
im TM-Exon und Promotor

Mindestens ein seltenes Allel 38 369
im TM-Exon oder Promotor ~ »1© 0--GC70-.CC ’
ausgeschlossen 17 16,2
Gesamtsumme 105 100

Fir die Analyse wurden 105 Patientenproben untersucht. Bel n= 88 Patientenproben
konnte die DNA am kodierenden Abschnitt des FCGR2b-Gens fur den Transmemb-
ran (rs1050501 (695 T=C)) - und Promotorpolymorphismus ((rs3219018 (-386 G=C))
sequenziert werden, so dass die Proben in die Datenerhebung eingeschlossen wer-
den konnten. Von der Untersuchung ausgeschlossen (n=17) wurden alle nicht ein-
deutig sequenzierten Proben. Die Ergebnisse der Sequenzierung stellten die Grund-
lage fur die Aufteilung in die Untersuchungsgruppen dar. Abbildung 9 zeigt die Auftei-
lung der Untersuchungsproben in die Gruppen , Trager ausschlieflich haufiger Allele”
und ,Trager eines seltenen Allels”. Die Zuordnung in die Gruppe der haufigen Allele
erfolgte, wenn sichergestellt werden konnte, dass weder im TM-Exon noch im Pro-
motor die Allelvariante zu finden war. Probanden wurden der Gruppe ,Trager eines
seltenen Allels” zugeteilt, wenn die Allelvariante entweder im TM-Exon oder im Pro-
motor vorlag. Zum Vergleich stellt Tabelle 5 sowohl die Aufteilung inklusive Angaben
der Genotypen als auch die Anzahl (n) der Patienten in den jeweiligen Gruppen und
die prozentuale Verteilung dar.

Als Erganzung wurden die Probanden der Gruppe ,seltenes Allel im TM-Exon oder

Promotor” fur einige Untersuchungen spezifisch nach Lage der Polymorphismen un-
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terteilt. Die Einteilung in die Gruppe ,seltenes Allel im TM-Exon® erfolgte bei Nach-
weis der Allelvanante im TM-Exon und Wildtyp im Promotor. Lag ein seltenes Allel im
Promotor und wies das TM-Exon den Wildtyp auf, wurden die Probanden in die
Gruppe ,seltenes Allel Promotor® eingeteilt. Bei Auspragung des seltenen Allels im
TM-Exon und Promotor erfolgte die Einteilung in die Gruppe ,seltenes Allel im TM-
Exon und Promotor®. Fur die Zuordnung in die Gruppe  haufiges Allel” galt weiterhin,
dass auf beiden DNA-Abschnitten die haufigen Allele ausgepragt sein mussten. Aus
diesen Knterien ergibt sich die in Abbildung 9 aufgefuhrte schematische Darstellung
der Gruppeneinteilung inklusive differenziertem Tragerstatus der Allele. Far die Be-
rechnung der Allelfrequenzen aus den Genotypen der einzelnen Patientenproben
sind die Ergebnisse isoliert fur das TM-Exon und den Promotor ausgewertet worden.
Die Sequenzierung des TM-Exons (n= 95) wies in 87% der Félle eine Expression
von Thymin (T) und in 13% eine Expression von Cytosin (C) auf. Dies resultierte aus
folgender Verteilung der Genotypen: 79% (n=75) homozygot fir das haufige Allel (T),

16% (n=15) heterozygot und 5% (n=5) homozygot fur ein seltenes Allel (C) im TM-
Exon.

Analysierie Proben (n=105)
Allele nicht sicher zu Trager ausschieflich haufiger Trager eines ,gsitensn
identifizieren (n=17) Allele® {n=50) Allels® (n=38)
-+ auspgeschlossen TM-Exon TT* und Promotor TM-Exon TG (CC° oder
Heley Promedor GC CC®
LSeltenes Al C° ~oeltenss Allel™ C°
im TM-Exon (n= 16) im Promotor (n=18)
Seltenes Allel” im
TM-Exon und
Promotor (n=4)

Abbildung 9  Schematische Darstellung der Gruppeneinteilung. Es standen 105 Patientenproben
zur Verfugung. Davon wurden n= 17 ausgeschlossen, da keine eindeutige Identifizierung der Allele
moglich war. Als Trager ausschlieflich haufiger Allele” im TM-Exon und Promotor konnten n= 50
identifiziert werden. Trager eines ,seltenen Allels® im TM-Exon oder im Promotor waren n= 38. Isoliert
wiesen n= 16 ein seltenes Allel im TM-Exon auf, wahrend bei n= 18 die Allelvariante im Promotor lag.
Von allen Tragemn eines seltenen Allels wiesen n=4 die Allelvariante sowohl im TM-Exon als auch im
Promotor auf.
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Die Sequenzierung des Promotors (n=94) ergab folgende Verteilung der Genotypen:

7% (n= 72) homozygot fur das haufige Allel (G), 22% (n=21) heterozygot und 1%
(n= 1) homozygot fur ein seltenes Allel (C). Die daraus resultierende Allelfrequenz
Zeigte fur den Promotor in 88% der Falle eine Expression der Base Guanin (G) und
in 12% der Base Cytosin (C).

Isoliert betrachtet, waren von insgesamt 105 analysierten Proben 10 fur das TM-
Exon in der Sequenzierung nicht auswertbar. Die Sequenzierung des Promotors war
bei 11 Patientenproben nicht mdglich, so dass diese aus der Berechnung der Al-
lelfrequenz ausgeschlossen wurden. Die Genotypverteilung bei Allelvariante im TM-
Exon weicht vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p=0,003) ab, wahrend die Al-
lelauspragung im Promotor nach Hardy-Weinberg im Gleichgewicht (p=0,696) liegt.
Fir den im TM-Exon gelegenen Polymorphismus ist die von uns bestimmte Geno-
typverteilung vergleichbar mit der von Radstake et. al beschriebenen Verteilung
(Radstake et al_, 2006). Die Verteilung der Allelvanante im DNA-Abschnitt des Pro-
motors entspricht bel unserer Kohorte der Allelfrequenz einer gesunden européi-
schen Bevdlkerung (Blank et al., 2005). Vergleichbare Literatur, die spezifisch fur

europaischen RA-Patienten die Genotypfrequenz angibt, liegt derzeit nicht vor.

4.2 Trend zur Basistherapie der RA bei Patienten mit einem selte-
nen Allel

Die Leitlinien gerechte Therapiestrategie der RA beginnt mit der Basistherapie. Hier
kommen sogenannte DMARDs zum Einsatz. Als Komedikation kénnen Steroide hin-
zugezogen werden. Wird durch diese Basistherapie kein zufriedenstellendes Ergeb-
nis erreicht, kommen Biologika als erweiterte Therapiemalinahme zum Einsatz (Wol-
lenhaupt et al_, 2009).

In Abbildung 10 ist die Verteilung der medikamentdsen Therapiemallnahmen in der
untersuchten Kohorte dargestellt. Bei Vorliegen von ausschliel3lich haufigen Allelen
erfolgt die Behandlung in 66% der Falle mit Biologika (n=31). Nur 34% (n=16) der
Probanden bekommen die Basistherapie. Sind die Patienten Trager eines seltenen
Allels, erhalten 46% (n= 16) die erweiterte Therapie mit Biologika und 54% (n= 19)
werden mit DMARDS/Steroide behandelt.
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In Summe zeigt sich ein Trend zur anteilig haufigeren Anwendung von Biologika bei
Probanden mit ausschliefilich haufigem Allel im Vergleich zu Tragem eines seltenen
Allels. Der Chi-Quadrat-Test liefert diesbeziglich keinen signifikanten Unterschied
(p-Wert = 0,067). Demnach findet sich aus statistischen Gesichtspunkten kein Beleg
dafur, dass Patienten mit Auspragung eines seltenen Allels eine andere medikamen-
tise Therapie erhalten als Patienten, die ausschlielich haufige Allele tragen. In die-
sem Fall ist lediglich der Trend zu beobachten, dass Probanden mit Auspragung ei-
nes seltenen Allels seltener das Spektrum der erweiterten Therapie mit Biologika
ausschopfen missen.

In diesem Zusammenhang sind auch die jewells applizierten Steroiddosen in beiden
Gruppen miteinander verglichen worden (keine Abbildung). Die Steroiddosis ist bei
36 Probanden der Untersuchungsgruppe bekannt gewesen. Patienten mit aus-
schliellich haufiger Allelauspragung (n=17) erhielten im Median 5 mg, wahrend Pati-

enten mit einem seltenen Allel (n=19) nur 2 mg verabreicht bekamen.

p= 0,067"

60~ I ] DMARDS/ Cortisol

Il Biologika

20-

Patienten [n]

Trager ausschlie8lich Trager eines
.haufiger Allele” Jseltenen Allels”

Abbildung 10: Im Trend erhalten Trager eines selienen Allels auf einem der beiden Loci eher die
Basistherapie mit DMARDs und Cortisol. Als Balkendiagramm ist die absolute Verteilung der medika-
mentdsen Therapie zwischen Tragem ausschlieBlich haufiger (n= 47) und eines seltenen Allels (n=
35) dargestellt. Innerhalb dieser Gruppen ldsst sich die pharmakologische Therapie unterteilen in die
Basistherapie mit DMARDs und Cortisol (weill) oder die erweiterte pharmakologische Mafnahme von
Biologika (schwarz). Die Verteilung der Medikamente emeicht im Chi-Quadrat-Test kein signifikant
unterschiedliches Niveau (p-Wert =0,05).
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Diese Abweichung der Dosis zwischen den Untersuchungsgruppen konnte im Mann-
Whitney-U-Test nicht mit einem signifikanten Unterschied belegt werden. Demnach
lasst sich festhalten, dass die untersuchten Probanden auch bei Vorliegen des selie-
nen Allels keine von ihrer Vergleichsgruppe abweichende Steroiddosis erhielten.

Zusammenfassend kann fur die Therapie der RA angenommen werden, dass Patien-
ten mit vorliegendem, seltenen Allel im TM-Exon oder im Promotor einen Trend zur
Basistherapie aufweisen, aber in keinem Fall eine intensivere Therapie erhalten als

Trager ausschliel3lich haufiger Allele.

4.3 Kaum nachweisbarer Serumspiegel von Interleukin 6 bei Tra-

gern eines seltenen Allels
Zur Beurteilung der friihen Entzindungsaktivitat im Kdrper dient IL6 als ein spezifi-
scher Marker. Die unterschiedliche Serumkonzentration des Zytokins in den Unter-
suchungsgruppen ist in Abbildung 11 dargestellt. Bei Patienten mit ausschlieltlich
haufigen Allelen (n=14) wurde eine mediane Serumkonzentration von 16,52 ng/L

gemessen.

20  p=00084"
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Abbildung 11: Trager eines seltenen Allels zeigen einen geringeren IL6 Serumspiegel. Die Boxplots
zeigen eine signifikant niedrigere Serumkonzentration von IL6 bei Vorliegen eines seltenen Allels im
TM-Exon und/ oder im Promotor. Die Boxplots zeigen die Verteilung der Quarile inklusive Median
sowie das Minimum und das Maximum der Werte. Der Vergleich der IL6 Serumspiegel [ng/L] zwi-
schen Tragern ausschlieBlich haufiger Allele (n=14) und Trigem eines seltenen Allels (n=17) weist im
Mann-Whitney-Test einen signifikant geringeren Serumspiegel fur die Polymorphismustrager auf (p-
Wert < 0,01).
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Trugen Patienten hingegen ein seltenes Allel (n=17), konnte nachgewiesen werden,
dass der Serumspiegel von IL6 signifikant niedriger ausfiel. Bei der Halfte der Patien-
ten lag der Serumspiegel unterhalb der Nachweisgrenze (Median = 0,0 ng/L). Nicht
in die statistische Berechnung mit eingeflossen sind Proben von Patienten, die mit
dem IL6-Antagonisten Tocilizumab behandelt wurden.

Zusammenfassend kann daraus abgeleitet werden, dass Patienten mit rheumatoider
Arthntis und gleichzeitiger Auspragung eines seltenen Allels im TM-Exon und/ oder
im Promotor eine signifikant niedrigere Serumkonzentration von ILG6 aufweisen als
Trager haufiger Allele. Dies lasst vermuten, dass bel Expression eines seltenen Al-
lels eine deutlich niedngere proinflammatorische Aktivitat auftritt. Als Marker fur anti-
inflammatorische Reaktionen wird die Konzentration des Zytokins Interleukin 10
(IL10) bestimmt. Tragen Patienten ausschlielllich haufige Allele (n= 18), liegt die Se-
rumkonzentration bel einem Median von 0,0 pg/L. Gleiches gilt fur Trager einer sel-
tenen Allelvariante (n= 20). Der Mann-Whitney-U-Tests weist auf eine signifikant (p=
0,04) niedngere IL10 Konzentration bei Tragem eines seltenen Allels hin. In Summe
scheint in dieser Untersuchungsgruppe ein Trend fir eine geringere antiinflammato-

rische Aktivitat vorzuherrschen.
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Abbildung 12: Bei Vorliegen eines seltenen Allels in einem Locus fallt die antiinflammatorische Ant-
wort gemessen am IL10 Serumspiegel deutlich geringer aus. Die Boxplots zeigen einen Trend zu
starkerer Antiinflammation durch IL10 bei Tragem ausschlieBlich haufiger Allele. Die Konzentration
von IL10 im Serum ist von Minimum bis Maximum gezeigt. Bei Auspragung der haufigen Allele auf
beiden Loci (n=18), verglichen mit Tragem eines seltenen Allels auf mindestens einem der beiden
Loci (n= 20), weist der Mann-Whitney-U-Test eine statistisch niedrigere Serumkonzentration von IL10
in der Gruppe mit einem seltenen Allel auf.
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Die gemeinsame Betrachtung der Zytokinkonzentrationen von IL6 und IL10 verdeut-
licht die oben beschriebenen Ergebnisse. Das proinflammatorische Zytokin IL6 kann
lediglich bei 40% (n=8) der Trager eines seltenen Allels nachgewiesen werden. Der
antiinflammatorische Gegenspieler IL10 liegt in dieser Gruppe bei 5% (n=1) oberhalb
der Nachweisgrenze. Eine wiederholte Analyse mit dem exakten Fisher-Test zeigt,
dass IL10 signifikant (p= 0,02) haufig unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Fur Trager
ausschlielich haufiger Allele gilt, dass das proinflammatorische Zytokin IL6 bel 83%
(n= 15) der Probanden nachweisbar ist. Demgegeniber steht bei 28% (n=5) der
Machweis des antinflammatonischen Zytokins IL10. Die Analyse mit dem exakten
Fisher-Test ergab bei Tragem ausschlielilich haufiger Allele einen hoch signifikant
(p= 0,002) haufigeren Machweis von ILEG.

In der Zusammenschau Uberwiegt die IL6 vermittelte proinflammatorische Immun-
antwort bei Tragemn ausschlietlich haufiger Allele signifikant (exakter Fisher-Test: p=

0,009) im Vergleich zu Probanden mit einem seltenen Allel.

4.4 Ahnliche Konzentrationen des C-reaktiven Proteins in den Un-

tersuchu ngsgruppen
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Abbildung 13: Kein Unterschied der Entziindungsaktivitit gemessen am CRP-Spiegel. Boxplots
Zeigen im Median keinen Unterschied im Blutspiegel des CRPs bei RA-Patienten mit ausschlie@lich
haufiger (n=49; grauer Boxplot) und seltener Allelvariante im TM-Exon und/oder Promotor (n=36; wei-
Rer Boxplot) des FcyRIIb-Gens. Die Boxplots zeigen die Streuung der Messwerte um den Median mit
dem oberen und unteren Quartil sowie dem oberen und unteren Extremwert. Die mittlere Linie gibt
den Median der Messwerte an. Das Viereck wird durch das obere und untere Quartil begrenzt. Die
auReren Linien spiegeln das Streuungsmag der Extremwerte des Minimums und Maximums wider.
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Das CRP spiegelt die inflammatorische Reaktion im Kdrper wider. Wie in Abbildung
13 dargestellt, lag das CRP innerhalb der Probandengruppe mit einem seltenen Allel
(n= 36) im Median bei 6,6 mg/l. In der Gruppe mit haufiger Allelauspragung (n= 49)
betragt der Median 5,95 mg/l. Anhand des Mann-Whitney-U-Tests konnte kein signi-
fikanter Unterschied der CRP-Konzentration zwischen den beiden Untersuchungs-
gruppen festgestellt werden. Demzufolge kann angenommen werden, dass Trager
eines seltenen Allels beziglich der Entzindungsreaktion, gemessen uber das CRP,
keine starkere systemische Entzindungsreaktion im Vergleich zu Tragermn aus-
schlielilich haufiger Allele aufweisen.

Bei zusammenfassender Betrachtung der Entzindungsparameter IL6 und CRP kann
festgehalten werden, dass die Tendenz eines hiheren IL6-Spiegels bel Tragem aus-
schliellich haufiger Allele sich nicht in der Hohe der CRP-Konzentration widerspie-

gelt.

4.5 Erstdiagnose erfolgt bei Tragern eines seltenen Allels zu einem
spateren Zeitpunkt
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Abbildung 14: Trager eines seltenen Allels weisen auf einen Trend zu spaterer Erstdiagnose der RA
hin. Die Boxplots zeigen den Median, das obere und untere Quartil sowie die Spannbreite zwischen
jungsten und altesten Patienten. Der Vergleich der Untersuchungsgruppe mit ausschlieRlich haufigem
Allel auf beiden Loci (n=45) gegentber der Gruppe mit einem seltenen Allel auf einem der beiden
DMA-Abschnitte (n=32) berechnet im Mann-Whitney Test einen p-Wert =0,067 und liefert somit keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen, sondern zeigt lediglich einen
Trend auf. Die mittlere Linie der Boxplots gibt den Median der Messwerte an. Das Viereck wird durch
das obere und untere Quartil begrenzt. Die auReren Linien spiegeln das Streuungsmai der Extrem-
werte des Minimums und Maximums wider.
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Die Gruppen ,Trager ausschlieBlich haufiger Allele® und Trager eines seltenen Al-
lels® wurden nach dem Gesichtspunkt Alter bei Erstdiagnose” analysiert. Wie in Ab-
bildung 14 zu erkennen ist, sind Patienten mit Auspragung ausschlielilich haufiger
Allele (n=45) bei Erstdiagnose der RA im Median 44 Jahre alt gewesen. Dem gegen-
Uber waren Trager eines seltenen Allels (n=32) zum Zeitpunkt der Erstdiagnose im
Median 53,9 Jahre alt. Der zeitliche Unterschied von ca. 10 Jahren bei Feststellung
der Erstdiagnose zeigte den Trend (p= 0,065), dass beil Tragern eines seltenen Allels

im TM-Exon oder im Promotor die RA spater diagnostiziert wurde.

4.6 Keine Unterschiede der Krankheitsaktivitat

Der DAS28 ist ein validierter Parameter, welcher beil der RA zur quantitativen Beur-
teilung der Krankheitsaktivitat (siehe auch Kapitel 2.1.3) verwendet wird (Wells et al_,
2009). Der DASZ28E ist bei n= 44 der untersuchten Patientenproben erhoben worden.
Wie Abbildung 15 veranschaulicht, wiesen Probanden mit Auspragung ausschlieftlich
haufiger Allele (n= 23) im Mittel einen DAS28 von 3,7 Punkten auf, wahrend fur Tra-

ger eines seltenen Allels (n= 21) der Mittelwert mit einem marginal niedrigeren Score
von 2,9 Punkten berechnet wurde.
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Abbildung 15: Kein schwererer Verlauf bei Tragem eines seltenen Allels gemessen am DAS28. Die
Boxplots stellen den Median, das obere und untere Quartil sowie die Spannbreite von Minimalwert bis
Maximalwert zwischen RA-Patienten mit ausschlielich haufiger (n= 23) und seltener Allelvariante im
TM-Exon und/ oder Promotor (n= 21) dar. Der t-Test fiir unabhangige Stichproben weist keinen signi-
fikanten Unterschied auf. Die mittlere Linie der Boxplots gibt den Median der Messwerte an. Das Vier-
eck wird durch das obere und untere Quartil begrenzt. Die duReren Linien spiegeln das Streuungs-
maR der Extremwerte des Minimums und Maximums wider.
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Dies bedeutete nach den Referenzwerten (vgl. Kapitel 2.1.3), dass Trager eines sel-
tenen Allels im Mittel eine fehlende oder zumindest niedrige Aktivitat der Erkrankung
aufwiesen (<2,6; 2,7-3,1). Hingegen war die durchschnittliche Krankheitsaktivitat bei
Tragern ausschlielilich haufiger Allele mittelgradig (3,1 — 5,2). Im t-Test fur unabhan-
gige Stichproben wichen beide Mittelwerte nicht signifikant voneinander ab. Dem-
nach kann fir unsere Kohorte festgehalten werden, dass die Krankheitsaktivitat, ge-
messen am DAS28, durch das Vorliegen einer Allelvariante nicht beeinflusst wird.

Als Marker fur die Beurteilung der Knochenresorption ist die Serumkonzentration von
CTx bestimmt worden. Der Vergleich zwischen den beiden Untersuchungsgruppen
ergab fur die CTx-Serumkonzentrationen ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
(Rohdaten im Anhang). In unserer Kohorte weisen Trager eines seltenen Allels keine

verstarke Knochenresorption auf.

4.7 Hohe der ACPA-Titer variiert nicht zwischen den Kohorten

Die ACPA-Titer zur Beurtellung des Krankheitsverlaufs ab Diagnose sind bel n= 81
der Probanden bestimmt worden. Diese AntikGrpergruppe lasst sich untergliedem in
Antikdrper gegen citrulliniertes cyclisches Peptid (CCP) und Antikdrper gegen mutier-
tes cyclisches Vimentin (MCV). Die Bestimmung der Autoantikérper der Immunglobu-
linklassen G1 (lgG1) und G4 (lgG4) erfolgte mittels ELISA und wurde als optische
Dichte [OD] gemessen. Die im ELISA gemessene OD entspricht der Héhe der Anti-
korpertiter der jeweiligen Subklassen. Je hdher die OD, desto hdher auch die Anti-
korpertiter. In Abbildung 16 sind Anti-CCP und Anti-MCV mit den Ig-Subklassen fur
Trager des haufigen Allels im Vergleich zu Tragem eines seltenen Allels dargestellt.
Die Autoantikorper gegen CCP der IgG1 lagen bel Tragemn eines seltenen Allels
(n=38) im Median bei einem Titer von 0,99 [OD]. In der Gruppe mit ausschlief3lich
haufiger Allelauspragung (n= 50) ist der Antikérpertiter im Median bei 0,96 [OD] ge-
messen worden. Die gemessenen Titer von Anti-CCP 1gG1 wiesen im Vergleich von
Tragern ausschliellich haufiger Allele gegenuber Tragem eines seltenen Allels kei-
nen signifikanten Unterschied auf. Gleiches galt fur die gegen CCP gerichteten Im-
munglobuline der Klasse G4 (IgG4). Fur diese Autoantikdrper wurde bei Probanden
mit einer Allelvanante (n= 38) im Median ein Titer von 0,19 [OD] und in der Gruppe
mit ausschlielflich haufigen Allelen (n=50) ein medianer Titer von 0,16 [OD] gemes-

sen. Die statistische Uberpriifung anhand des Mann-Whitney-U-Tests ergab in die-
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sem Fall keinen signifikanten Unterschied. Fir die CCP-Autoantikorper der Klassen
lgG1 und 1gG4 kann deshalb angenommen werden, dass die Allelauspragung keinen
Einfluss auf die Héhe der AntikGrpertiter hat.

Fir die Klasse der Autoantikdrper, MCV IgG1, wurde bei Tragem eines seltenen Al-
lels (n=38) ein medianer Titer des Ant-MCV IgG1 von 0,14 [OD] gemessen. Unter
den Probanden mit ausschlielich haufigen Allelen im TM-Exon und Promotor lag der
Titer mit 0,15 [OD] ebenso niedng. Der Titer fur Anti-MCV 1gG4 wurde bei Tragern
eines seltenen Allels (n=38) mit einem Median 0,06 [OD] und bei Tragem ausschliel3-
lich haufiger Allele mit einem Median von 0,07 [OD] berechnet. Die Titer der Autoan-
tikdrper MCV lgG1/1gG4 zwischen Tragem ausschlielilich haufiger und eines selte-

nen Allels weisen somit keinen signifikanten Unterschied auf.
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Abbildung 16: Kein Unterschied der einzelnen ACPA-Titer zwischen Tragem ausschlie®lich jhaufiger
Allele” und eines _seltenen Allels”. In der oberen Reihe sind die Anti-CCP-Titer abgebildet fir Trager
ausschlieflich haufiger Allele (dunkel) und Trager eines seltenen Allels (hell). Oben links ist die Vertei-
lung der Anti-CCP IgG1 Titer gezeigt und oben rechts die Verteilung der CCP IgG4 Titer. In der unte-
ren Reihe ist der Vergleich der Anti-MCV-Titer zwischen den beiden Untersuchungsgruppen zu finden.
Links ist die Verteilung der Anti-MCV 1gG1 Titer und rechts Anti-MCV 1gG4 Titer abgebildet. Die statis-
fische Berechnung der einzelnen ACPA-Titer ergibt keinen signifikanten Unterschied im Mann-
Whitney-U-Test. Die mittlere Linie der Boxplots gibt den Median der Messwerte an. Das Viereck der
Boxplots wird durch den Median unterteilt und durch das obere und untere Quartil begrenzt. Die dulie-
ren Linien spiegeln das Streuungsmag der Extremwerte mit Minimum und Maximum wider.
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Zusammenfassend liefert die Analyse der gangigsten ACPA-Subklassen zwischen
Tragern ausschlielilich haufiger Allele und Tragern eines seltenen Allels keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede. Fur unsere Kohorte kann demnach festgehalten
werden, dass das alleinige Vorliegen eines Polymorphismus im FCGR2b-Gen keine
hoheren ACPA-Titer zur Folge hat.

4.8 Differenzierte Lymphozytenaktivierung bei RA-Patienten in Ab-

hangigkeit der Allelauspragung im Promotor oder TM-Exon

4.8.1 Geringere CTLA-4 Expression auf T-Lymphozyten bei Tragern
eines seltenen Allels

Populationen von T-Lymphozyten lassen sich anhand ihrer Oberflachenantigene dif-
ferenzieren. In dieser Arbeit wurde die Expression des CTLA-4 auf konventionellen
T-Lymphozyten untersucht (vergleiche Abbildung 17). Die Expression von CTLA-4
wurde als mittlere Fluoreszenz Intensitat (MFI) gemessen und betrug bei Tragern
ausschlieBlich haufiger Allele (n=17) im Median 104 [MFI]. In der Probandengruppe

der Trager eines seltenen Allels (n= 16) wurde CTLA-4 weniger stark exprimiert.
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Abbildung 17: Geringere Expressionsstarke von CTLA-4 bei Tragem eines seltenen Allels. Der Ver-
gleich von Tragem der haufigen Allele (n=17) und Tragem eines seltenen Allels (n= 16) weist im
Mann-Whitney-Test eine signifikant geringere Expression von CTLA-4 bei Tragem eines seltenen
Allels auf (p-Wert <0,05). Die Boxplots stellen den Median, das obere und untere Quartil sowie die
Spannbreite von minimaler MFI bis maximale MFI dar. Die mittlere Linie der Boxplots gibt den Median
der Messwerte an. Das Viereck wird durch das obere und untere Quartil begrenzt. Die dufieren Linien
spiegeln das StreuungsmaR der Extremwerte zwischen Minimum und Maximum wider.
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Der Median lag in dieser Gruppe bei 83 [MFI]. Die MFI von CTLA-4 auf konventionel-
len T-Lymphozyten war bel Probanden mit einem seltenen Allel signifikant (p-Wert=
0,03) niedriger als in der Vergleichsgruppe, den Tragern ausschliellich haufiger Alle-
le.

In den folgenden Darstellungen der Ergebnisse werden die Trager eines seltenen
Allels nach der Lokalisation im TM-Exon oder Promotor differenziert betrachtet.
Die Expression von CTLA-4 auf naturlichen regulatorischen T-Lymphozyten (CD 127
Helios™ FOXP3%) ist in Abbildung 18 veranschaulicht. Der gemessene Median fur die
Expression von CTLA-4 auf regulatorischen T-Lymphozyten lag bel Tragem des sel-
tenen Allels im TM-Exon (n= 5) mit 634 [MFI] deutlich niedniger als in der Gruppe der
Trager des seltenen Allels im Promotor (n= 8). Bei Vorliegen des seltenen Allels im
Promotor lag der Median bei 1411 [MFI]. Die Expression von CTLA-4 auf regulatori-
schen T-Lymphozyten unterschied sich somit signifikant zwischen den Tragern des
seltenen Allels im TM-Exon und Tragern des seltenen Allels im Promotor (p < 0,05).
In der Gruppe der Trager mit ausschliel3lich haufigen Allelen (n= 17) wurde im Medi-
an eine CTLA-4 Expression von 845 [MFI] gemessen. Der Vergleich von Tragern
ausschlieBlich haufiger Allele mit Tragern des seltenen Allels im TM-Exon ergibt an-
hand des Mann-Whitney-U-Tests einen hoch signifikanten Unterschied (p-Wert <

0,01) zwischen den Gruppen.
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Abbildung 18: CTLA-4 wird bei Tragem eines seltenen Allels im TM-Exon signifikant niedriger expri-
miert als in den Vergleichsgruppen. Das Punktediagramm bildet die Anzahl der Patienten mit aus-
schlieRlich haufigen Allelen (links; schwarz) (n=17) und seltenem Allel im TM-Exon (mittig :wei) (n=5)
sowie im Promotor (rechts; weil) (n=8) ab und zeigt die jeweilige Expressionsstirke von CTLA-4 auf
nattifichen regulatorischen T-Lymphozyten gemessen in MFL. Die Einzelmesswerte (Punkte) streuen
um den Median (Linie). Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Expression von CTLA-4 mit
dem Vorliegen eines seltenen Allels korreliert. Die Korrelation zwischen Allelvariante
und CTLA-4 Expression variert zwischen konventionellen und regulatorischen T-
Lymphozyten. Auf konventionellen T-Lymphozyten korrelierte das Vorliegen eines
Polymorphismus mit einer verminderten Expression von CTLA-4. Hingegen korrelier-
te auf regulatorischen T-Lymphozyten die signifikant geringste Expression von
CTLA4 mit Vorliegen des Transmembranpolymorphismus. Trager des Promotorpo-
lymorphismus wiesen eine Korrelation mit einer vermehrten CTLA-4 Expression auf
regulatorischen T-Lymphozyten auf . Die geringe Expression von CTLA-4 kann nach
physiologischen Kenntnissen in einer fehlenden Hemmung der Effektorzellen resul-

tieren (vergleiche Kapitel 2.1.2).

4.8.2 Veranderte Expression der kostimulatorischen Oberflachenan-
tigene CD80/CD86 auf B-Lymphozyten bei Tragern des selte-
nen Allels

Naive B-Lymphozyten
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Abbildung 19: Die Expression von CD86 auf naiven B-Zellen ist bei Tragem eines seltenen Allels im
TM-Exon am niedrigsten. Das Punktediagramm bildet die Anzahl der Patienten mit ausschlie@lich
haufigen Allelen (links; schwarz) und einem seltenen Allel im TM-Exon (mittig; wei) oder im Promotor
(rechts; weiR) ab. Die signifikant geringste Expressionsfrequenz fir CD86 zeigte sich im Mann-
Whitney-Test bei Vorliegen eines seltenen Allels im TM-Exon. Die Einzelmesswerte (Punkte) streuen
um den Median (Linie).
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Im Folgenden wurde die Expression von kostimulatorischen Molekiilen (CD80/CD&6)
auf Populationen der B-Lymphozyten untersucht. Beide Oberflachenproteine wurden
unter Beriicksichtigung der Expression auf naiven B-Lymphozyten und B-
Gedachtnis-Zellen analysiert. Auf diesen beiden Klassen der B-Lymphozyten korre-
liert die Expression von CD&86 unterschiedliche mit dem jeweiligen Polymorphismus
im FCGR2b-Gen (vergleiche Abbildung 19 und Abbildung 20).

Auf naiven B-Lymphozyten wurde die Expression von CD86 bel Tragem ausschlielt-
lich haufiger Allele (n=18) mit einer mittleren Intensitat von 81,5 [MFI] gemessen. Fur
Trager des seltenen Allels im TM-Exon (n=6) lag die gemessene Intensitat mit einem
Median von 38,5 [MFI] deutlich niedriger. In der Gruppe mit seltenem Allel im Promo-
tor (n= 10) wiesen Probanden fur die CD86 Expression im Median eine MFI von 77,5
[MFI] auf.

Auf B-Gedachtniszellen korreliert die Expression von CD86 am starksten mit der sel-
tenen Allelvanante im TM-Exon. In der Gruppe der Trager des seltenen Allels im TM-
Exon (n= 6) lag die MFI mit einem Median von 47 [MFI] signifikant unter den media-
nen Messwerten der Trager des seltenen Allels im Promotor (95,5 [MFI]; n= 10; p-
Wert =0,031) sowie den Tragern ausschliellich haufiger Allele (85 [MFI]; n= 18; p-
Wert =0,0030) (vergleiche Abbildung 20).
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Abbildung 20: Die Expression von CD86 auf B-Gedachtniszellen ist bei seltenem Allel im TM-Exon
am niedrigsten. Der Graph bildet im Punktediagramm die Anzahl der Patienten mit ausschlieflich
haufigen Allelen (links; schwarz) und seltenem Allel im TM-Exon (mittig; wei) oder im Promator
(rechts, weiB) ab. Die statistische Analyse zeigte im Mann-Whitney-U-Test die geringste Expressions-
frequenz von CDB86 beim Vorliegen eines seltenen Allels im TM-Exon. Die Einzelmesswerte (Punkie)
streuen um den Median (Linie).
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Fir beide Klassen der B-Lymphozyten qilt: der Median fur die Fluoreszenzintensitét
von CD86 nahm in der Untersuchung bei Tragem des seltenen Allels im Promotor
und Tragern ausschliel3lich haufiger Allele anndhernd gleiche Werte an, ohne signifi-
kante Differenz. Der Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Tests verdeutlichte, dass bel Tragern des seltenen Allels im TM-
Exon die Expression von CD86 auf naiven B-Lymphozyten (p-Wert =0,0379; verglei-
che Abbildung 19) und B-Gedachtniszellen (p-Wert =0,0317; vergleiche Abbildung
20) signifikant niednger als in den beiden anderen Gruppen ausfiel.

Auf B-Gedachtnis-Zellen wurde erganzend das kostimulatorische Molekill CD80 un-
tersucht (vergleiche Abbildung 21). Die Expression dieses Oberflachenproteins kor-
relierte, im Gegensatz zu CD86, nicht signifikant mit der Auspragung des seltenen
Allels im TM-Exon des FCGRZ2b-Gens. Hingegen zeigten Trager des seltenen Allels
im Promotor (171,7 [MFI]) im Vergleich zu Tragem ausschliellich haufiger Allele
(114 [MFI]) eine signifikant erhohte Expressionsstarke (p-Wert =0,0170) von CD&0
auf B-Gedachtniszellen. Der Vergleich beider Gruppen mit Tragern des seltenen Al-
lels im TM-Exon (125 [MFI]) wies auf keinen signifikanten Unterschied der Expressi-

onsstarke von CD80 hin.
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Abbildung 21: Trager eines Promotorpolymorphismus exprimieren deutlich mehr CD80 auf B-
Gedachtniszellen. Das Punktediagramm bildet die Expression von CD80 auf B-Gedachtnis-Zellen ab.
Die Punktediagramme stellen jeweils die Anzahl der Patienten mit ausschlieBlich haufigem Allel (links;
schwarz) (n=18) und seltenem Allel im TM-Exon (mittig; weiR) (n=6) oder im Promotor (rechts; weiR)
(n=10) dar. Die Einzelmesswerte (Punkte) streuen um den Mittelwert (Linie). Die p-Werte sind mit Hilfe
des t-Tests berechnet worden.
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Somit kann konstatiert werden, dass abhangig vom Vorliegen des TM- oder Promo-
torpolymorphismus die Expression der kostimulatorischen Molekile CD86 und CD80
variert. Die veranderte Expression der Oberflachenmolekiile spielt eine essenzielle
Rolle bei der Interaktion von B- und T-Lymphozyten (vergleiche Kapitel 2.1.2). Far
beide Polymorphismen kann vermutet werden, dass die veranderte Expression der
kostimulatorischen Molekiile auf B-Lymphozyten die suppressive Funktion der regu-
latorischen T-Lymphozyten unterstutzt (Manzott et al., 2002; Zheng et al., 2004).
Dennoch kann aufgrund der Expression von CD86 eine Akfivierung autoreaktiver T-
Lymphozyten, somit auch der Autoimmunreaktion, nicht vollstandig vermieden wer-
den (O'Neill et al_, 2007).
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9 Diskussion

Die eingangs gestellte Hypothese, Polymorphismen im FCGR2b-Gen sind mit einem
negativen Verlauf der klinischen Symptomatik der RA assoziiert, konnte fur die un-
tersuchte Kohorte nicht bestatigt werden. Hypothese zwei, Trager der Allelvariante
konnen klinisch und laborchemisch von Wildtyp-Tragem (haufiges Allel) unterschie-
den werden, konnte nicht bestatigt werden. Die erhobenen Daten liefern viel mehr
einen Anhalt dafur, dass das Vorliegen der Allelvariante im TM-Exon oder Promotor
mit einem spateren Krankheitsbeginn und einem milderen Verlauf des klinischen Er-
scheinungsbildes der RA assoziiert sind. Die dritte Hypothese, die Expression von
Oberflachenproteinen auf Lymphozyten variiere in Abhangigkeit des jeweiligen Po-
lymorphismus, konnte anhand der Untersuchungsergebnisse belegt werden.

Die vorliegende Arbeit beleuchtet als erste die Auswirkungen der FCGRZ2b Polymor-

phismen im Promotor und im TM-Exon auf Aspekte des klinischen Bildes der RA.

Die Anwesenheit der Polymorphismen bei RA Patienten weist auf andere Kor-

relationen als beim SLE hin

Wie zu Beginn der Arbeit beschrieben, wurden sowohl der TM- als auch der Promo-
torpolymorphismus bislang pniméar im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild des
SLE untersucht. In den vergangenen Jahren wurde gezeigt, dass Trager eines selie-
nen Allels im Promotor oder TM-Exon aus bestimmten Bevdlkerungsgruppen, vor-
nehmlich Asiaten oder Afro-Amerikaner, gehauft an einem SLE erkranken (Blank et
al_, 2005; Clatworthy et al., 2007; Willcocks et al_, 2010). Eine Arbeit mit schwedi-
scher Kohorte konnte dies fur ihre Einwohner jedoch nicht bestatigen (Magnusson et
al_, 2004). Dies zeigt, wie heterogen die Auswirkungen der Polymorphismen in Ab-
hangigkeit von der Bevolkerungsgruppe sein kdnnen. Die Arbeit von Waisberg et. al
weist darauf hin, dass phanotypische Erscheinungen der Allelvarianten abhangig von
den einflussnehmenden Umweltfaktoren sind. Wird das Immunsystem permanent mit
parasitdren Infektionserkrankungen konfrontiet, haben Trager des TM-
Polymorphismus einen Vorteil gegeniiber den Infektionserkrankungen. Fehit dieser
Umwelteinfluss, erkranken die Trager des seltenen Allels im TM-Exon gehauft am
SLE. Dies konsolidiert, wie multifaktonell die Pathogenese systemischer Autoimmun-

erkrankungen ist (Waisberg et al_, 2011). Wie ausschlaggebend Umweltfaktoren fur
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die Pathogenese sind, haben Kawano et. al im Mausmodell demonstriert. Sie haben
gezeigt, dass additive epistatische Faktoren bei FcyRlIb-defizienten Mausen zu einer
Konversion der RA in einen SLE fuhren konnen (Kawano et al., 2013). Demnach bil-
den die ethnische Herkunft inklusive der genetischen Ausstattung, des individuellen
Lebensstils und die vom Lebensstandort abhangigen Umwelteinflisse sich addieren-
de Faktoren, die mit der Krankheitsentstehung der beiden Autoimmunerkrankungen
assoziiert sind (Jawaheer et al_, 2001; Klareskog et al., 2010). Die herausgearbeite-
ten Ahnlichkeiten der Pathogenese von SLE und RA kénnen auch fir die Assoziation
mit den Polymorphismen im FCGRZ2b angenommen werden. Im Vergleich zu den
Kohorten in anderen Publikationen, wies die in dieser Arbeit untersuchte Stichprobe
von RA-Patienten eine ahnliche Vertellung der Allelhaufigkeiten auf, wie die der eu-
ropaischen Normalbevilkerung (U.S. National Library of Medicine, 2014a, 2014b).
Somit bestand bei RA-Patienten unserer Kohorte keine Assoziation zu einem ver-
mehrten Vorkommen der seltenen Allele im FCGR2b Gen, im Gegensatz zu den be-
schrniebenen Untersuchungen von SLE Patienten (Blank et al., 2005). Dies lasst ver-
muten, dass trotz vieler Ahnlichkeiten der beiden systemischen Autoimmunerkran-
kungen die Polymorphismen im FCGRZ2b unterschiedliche Assoziationen zu den
krankheitsspezifischen Merkmalen aufweisen. Welche Korrelation zwischen dem
Vorliegen eines der seltenen Allele im FCGR2b und der RA besteht, wird im Folgen-
den diskutiert.

Die Auspragung einer Allelvariante korreliert mit einem niedrigen proinflamma-
torischen IL6-Spiegel

Die Charakterisierung der klinisch messbaren Entziindung wurde anhand von labor-
chemischen Parametern durchgefuhrt. Snrangan und Choy schreiben dem proin-
flammatorischen Zytokin IL6 eine zentrale Rolle in der Pathogenese der rheumatoi-
den Arthritis zu (Snrangan und Choy, 2010). In der beschriebenen Kohorte wiesen
Patienten mit Allelvariante einen sehr niedrigen IL6 Serumspiegel auf. Da aus der
Literatur bekannt ist, dass bestimmie Medikamente zur Behandlung der RA den IL6
Spiegel beeinflussen, wurden Probanden, welche den IL6-Inhibitor Tocilizumab er-
halten haben, aus statistischen Berechnungen von IL6-Serumspiegeln ausgeschlos-
sen (Brizzolara et al_, 2011; Fiocco et al_, 2008; Nishimoto et al_, 2008).

Als weiteren Effekt induziert IL6 die Entwicklung systemischer Symptome. Ebenso

spielt es eine Rolle bei der Auspragung der Gelenkbeteiligung sowie bei der Beein-
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flussung der humoralen Immunantwort. Niedrige Serumspiegel des Zytokins ILG, wie
sie hier bei Tragern der Allelvariante gemessen wurden, gelten als positive Pra-
diktoren fur den Krankheitsverlauf der RA und sprechen fur ein besseres funktionel-
les Ergebnis (Kojima et al., 2013; Shimamoto et al., 2013).

Die in dieser Arbeit ausgewerteten Parameter zur Schwere der RA sind in ahnlicher
Weise auch in anderen Untersuchungen begutachtet worden. So haben Radstake et
al. die IL6 Produktion von DC in vitro bei RA-Patienten mit seltenem Allel im TM-
Exon untersucht. Die Arbeitsgruppe hat Patienten in der aktiven Krankheitsphase
Blut abgenommen, daraus DC kultiviert und im Uberstand der Kultur die Konzentrati-
on verschiedener Zytokine gemessen. Die Stimulation der DC erfolgte mittels Lipopo-
lysaccharid und Immunkomplexen. Bel Probanden im aktiven Krankheitsschub mit
einem DAS28 > 5,2 und einer Basistherapie mit MTX, die gleichsam Trager der sel-
tenen Allelvariante im TM-Exon waren, wurde eine gesteigerte IL6 und IL10 Produk-
tion beobachtet (Radstake et al , 2006). Die in dieser Arbeit beobachteten, kaum
nachweisbaren Serumspiegel von ILE6 beil Tragem eines seltenen Allels stehen im
Gegensatz zu den in vifro erhobenen Ergebnisse von Radstake et al. In diesem Zu-
sammenhang ist zu berucksichtigen, dass sich die in der hier vorliegenden Untersu-
chung erhobenen Ergebnisse auf gut therapierte RA-Patienten beziehen, welche sich
nicht zwingend in einer akuten Krankheitsphase befanden. Zudem wurden Proban-
den, die mit einem ILE interagierenden Medikament behandelt wurden, ausgeschlos-
sen. Des Weiteren wurden die Daten in der vorliegenden Arbeit retrospektiv erhoben
und beriucksichtigen neben der Allelvaniante im TM-Exon auch die Auspragung des
seltenen Allels im Promotor. Hingegen haben Radstake et al. eine prospektive Fall-
Kontroll-Studie durchgefihrt, die lediglich eine Aussage zur Allelvariante im TM-Exon
trifft (Radstake et al., 2006). Trotz aller Unterschiede weist die vorliegende Datener-
hebung daraufhin, dass Trager der Allelvariante im therapierten Stadium nicht von
einer starkeren Entziindungsaktivitat - gemessen am IL6 Serumspiegel - betroffen
sind.

Keine Korrelation zwischen der Anwesenheit einer Allelvariante und charakte-

ristischen, klinisch-laborchemischen Parametern der RA nachweisbar

Das Zytokin IL6 induziert die Bildung von Akut-Phase-Proteinen in der Leber. Eines
dieser Akut-Phase-Proteine ist das CRP (Castell et al_, 1989). Amos et al. haben ge-

Zeigt, dass die Gelenkdestruktion bei RA-Patienten mit einem erhohten CRP-Spiegel
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korreliert (Amos et al_, 1977). In der vorliegenden Untersuchung ist bei RA-Patienten
der CRP-5Spiegel in Abhangigkeit der Allelvanianten im FCGR2b untersucht worden.
Eindeutig wiesen Trager eines seltenen Allels keine starkeren Entzindungsparame-
ter auf als die Kontrollgruppe. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Intensitat der
Inflammation - gemessen am CRP-Spiegel - unabhéngig vom Yorliegen des haufigen
oder seltenen Allels im Promotor oder TM-Exon ausfallt. Eine vergleichende Studie,
die den CRP-5piegel in Abhéangigkeit der Allelvarianten im FCGRZ2b untersucht hat,
liegt derzeit nicht vor.

Die charaktenistischen pathologischen Aspekte der RA wurden einerseits mit Hilfe
des Krankheitsaktivitdtsindex DAS28 und andererseits durch die Bestimmung der
ACPA-TIter analysiert. Fur beide Parameter konnte zwischen Tragem der Allelvanan-
te und Tragemn ausschlielRlich haufiger Allele kein Unterschied nachgewiesen wer-
den. Zur Interpretation des DAS28 ist anzumerken, dass dieser standardisierte Index
durch qualifiziertes Personal der rheumatologischen Sprechstunde im Sidstadtklini-
kums Rostock erhoben wurde. Die klare Definition des DAS28 ermdglichte eine vali-
de Datenerfassung (Fransen et al., 2004; Wells et al_, 2009).

Die ACPA-Titer gelten als spezifische Laborparameter mit pradiktiver Aussagekraft
zum Krankheitsverlauf der RA (Niewold et al., 2007; Vossenaar et al_, 2004). Die un-
tersuchte Kohorte wurde bewusst aus ACPA positiven RA-Patienten generiert, da
diese Patientengruppe eine einheitliche Pathophysiologie bietet und signifikante Un-
terschiede zu ACPA negativen Probanden aufweist (Padyukov et al_, 2010). Die An-
tikérperproduktion wird durch IL6 dber die B-Lymphozyten sowie Uber die Interaktion
von B- und T-Lymphozyten getriggert (Carreno und Collins, 2002; Srirangan und
Choy, 2010). Der Vergleich beider Untersuchungsgruppen lieferte keinen Hinweis auf
signifikante Unterschiede der ACPA-Titer. Allerdings fiel auf, dass unter den ACPA
positiven RA-Patienten nur 21% Trager des seltenen Allels im TM-Exon waren. Dies
bestatigt die von Chen et al. publizierten Daten, dass ACPA positive RA-Patienten
eher das haufige Allel im TM-Exon tragen (Chen et al., 2008). Die Ubereinstimmung
der Allelhaufigkeiten zwischen zwel ethnisch und genetisch unabhangigen Populati-
onen erhartet somit den Verdacht, dass das Vorliegen des seltenen Allels in keinem
Zusammenhang mit der Entstehung einer ACPA positiven RA steht. Die Bestimmung
der spezifischen ACPA Titer (Anti-CCP Antikérper und Anti-MCY Antikorper) dient
diagnostischen und prognostischen Zwecken. Aus der Literatur ist bekannt, dass

ACPA positive RA-Patienten einen aggressiveren Verauf der Erkrankung erleben als
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ACPA negative Patienten (Innala et al_, 2008; Mathsson et al., 2008). Die hier erho-
benen Daten legen nahe, dass bei ACPA positiven RA-Patienten durch Vorliegen
eines Polymorphismus im FCGRZ2b-Gen ein gravierenderer Krankheitsverlauf -

gemessen am ACPA Status der Patienten - ausbleibt.

Das Vorliegen einer Allelvariante korreliert mit einem héheren Lebensalter bei

Erstmanifestation

Patienten mit der Allelvariante wiesen einen Trend zu spaterer Erstmanifestation der
RA auf. Bel spaterer Erstmanifestation kann davon ausgegangen werden, dass eine
kirzere Krankheitsdauer erlebt wird. Wie bereits in vergangenen Untersuchungen
festgestellt wurde, beeinflusst die Krankheitsdauer sowohl die Schwere des Krank-
heitsverlaufs als auch das Auftreten von Komorbiditaten (Healey, 1986; Huscher et
al_, 2013). Der verzogerte Krankheitsbeginn der RA bei Tragern eines seltenen Allels
lasst die Vermutung zu, dass Probanden mit Allelvarniante weniger gravierend von der

Erkrankung beeintrachtigt sein kdnnen.

Der Tragerstatus eines seltenen Allels korreliert mit einer gehduften Anwen-

dung der Basistherapie

Wie in Kapitel 2.1.4 erwahnt, besteht die pharmakologische Basistherapie aus einer
Kombination von Cortisol und DMARDs. Erst wenn die Kombination von klassischen
DMARDs nicht zur gewunschten Remission fuhrt, wird empfohlen die Patienten auf
Biologika umzustellen (Deutsche Gesellschaft fur Rheumatologie, 2012). In der vor-
liegenden Stichprobe erhielten Patienten mit Allelvaniante anteilig am haufigsten die
gleichzeitige Gabe von Cortisol und DMARDs. Probanden mit ausschlielilich haufi-
gen Allelen bendtigten hingegen eher eine komplexe medikamentése Therapie mit
Biologika. Die Umstellung auf Biologika wird in den Leitlinien bel andauernder Aktivi-
tat der RA unter Basistherapie empfohlen (Deutsche Gesellschaft fur Rheumatologie,
2012; van de Putte, 2004). Im Rahmen der vorliegenden Datenerhebung ist eine leit-
linienkonforme Therapie angenommen worden. Die Patienten wurden regelmafiig in
einer Spezialsprechstunde betreut, so dass von einer individuell erfolgreichen Thera-
pie gemal: medizinischer Standards ausgegangen werden kann, obwohl eine Publi-
kation fur Nordamerika auf eine Unterversorgung in der medikamentdsen Therapie
von alteren RA-Patienten hinweist (Tutuncu et al., 2006). Die medikamentise Ver-

sorgungssituation in Deutschland ist aktuell allerdings unklar. Die erfolgreiche Be-
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handlung der RA-Patienten mit einem seltenen Allel unter Einnahme der Basismedi-
kation kann auf ein verbessertes Ansprechen zuriickzufuhren sein. Altemativ kann
unter der Annahme einer leitlinienkonformen, individuell erfolgreichen, Therapie ein
indirekter Rickschluss auf den Krankheitsverlauf gezogen werden. Das erfolgreiche
Ansprechen auf die Basistherapie lasst fir diesen Fall einen milderen Krankheitsver-
lauf der RA vermuten. Dabei ist kntisch zu erwahnen, dass bei der Erhebung der
pharmakologischen Therapie kein Verlauf dokumentiert wurde. Die Auswertung er-
folgte auf Basis der therapeutischen Versorgung zu einem bestimmiten Zeitpunkt.
Deshalb konnte nicht differenziert betrachtet werden, welchen Effekt unerwiinschte
Mebenwirkungen auf die Therapieauswahl genommen haben oder ob die Patienten

im weiteren Verlauf eine Therapieumstellung bendtigten.

Das Vorliegen einer Allelvariante ist nicht mit einer vermehrten Knochenre-

sorption assoziiert

In der Vergangenheit durchgefihrie Untersuchungen zum Transmembranpolymor-
phismus bei RA-Patienten postulierten eine gesteigerte Gelenkdestruktion, die radio-
logisch nachweisbar war (Radstake et al., 2006). Bei den hier untersuchten Proban-
den wurde die Gelenkdestruktion nicht isoliert betrachtet, sondern lediglich die Mo-
mentaufnahme der Knochenresorption anhand der Bestimmung von CTx im Serum.
Aus der Messung der CTx-Konzentration konnte fur Probanden mit einem seltenen
Allel kein Hinweis auf einen schwereren Verlauf der RA verzeichnet werden (Rohda-
ten im Anhang), da kein signifikanter Unterschied zwischen Tragemn eines seltenen
Allels und Tragem ausschlielilich haufiger Allele nachweisbar war. Die von Radstake
et al. beschriebene starkere Gelenkdestruktion bei RA-Patienten mit TM-
Polymorphismus konnte durch die vorliegenden Ergebnisse nicht bestatigt werden
(Radstake et al_, 2006).

Die Oberflachenexpression von kostimulatorischen Molekilen auf B-
Lymphozyten korreliert unterschiedlich mit der Anwesenheit des Transmemb-

ran- und Promotorpolymorphismus bei RA-Patienten

Eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der RA spielt die Hombostase der B- und

T-Lymphozyten. Daran sind im Wesentlichen kostimulatorische Signalwege beteiligt,

die dber CD80/86 und CTLA-4/CD28 reguliert werden (vergleiche Kapitel 2.1.2)

(Chu et al_, 2014; Jain et al_, 2010). Mit Ausnahme von CD28 ist die Expression die-
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ser Molekile erfasst worden. Die beiden Oberflachenmolekule CD80 und CD86 rufen
bei der Interaktion mit CTLA-4 gegensatzliche Wirkungen hervor (Manzotti et al_,
2002; Zheng et al_, 2004). Auf B-Lymphozyten wurde die Expression von CD80 und
CD&6 gemessen. Das Vorliegen des Promotorpolymorphismus korrelierte mit einer
verstarkten Expression von CD80 auf B-Lymphozyten. CD80 stellt den dominanten
Bindungspartner von CTLA-4 dar und ruft eine effektive Suppression der nachge-
schalteten Immunantwort durch regulatorische T-Lymphozyten hervor (Zheng et al_,
2004).

Beil Tragermn des TM-Polymorphismus besteht hingegen eine signifikante Korrelation
Zu einer verminderten Expression von CD86. Die Interaktion von CTLA-4 mit CD86
fuhrt zu einer Hemmung der suppressiven Funktion regulatorischer T-Lymphozyten.
Ist das Molekiil an der Oberflache sehr stark exprimiert, sind die Zellen sogar resis-
tent gegeniiber der Suppression von regulatorischen T-Lymphozyten (Zheng et al,
2004). Eine verminderte Expression von CD86 auf B-Lymphozyten, wie sie hier vor-
liegt, kann demnach mit einer verbesserten Selektion autoreaktiver Zellen assoziiert
sein. Dies konnte bedingt sein durch eine ungehinderte Interaktion von CD80 und
CTLA4 (Manzotti et al., 2002; Zheng et al_, 2004).

Der Transmembranpolymorphismus korreliert mit einer verminderten Aktivitat

der B-Lymphozyten

Die festgestellte verminderte Expression von CD86 auf naiven und Gedachtnis-B-
Lymphozyten weist auf einen verminderten Aktivierungsgrad dieser Zellpopulation
hin (O'Neill et al, 2007). Die Bedeutung der Expression von CD86 auf B-
Lymphozyten wurde von O’Neill und Kollegen untersucht. Sie beschrieben, dass die
fehlende Expression von CD80/86 auf B-Lymphozyten im Mausmodell den Ausbruch
der RA verhindert (O’'MNeill et al_, 2007). Die Kormrelation des TM-Polymorphismus mit
einer verminderten Expression von CD86 kinnte demnach mit einem verminderten
Ausbruch der RA assoziiert sein. Das Mausmodell von O’'Melll et al. zeigte, dass die
vollstandige Herabregulation von CD80/86 keinen Einfluss auf die Antikérperproduk-
tion beil Proteoglykan-induzierter Arthritis hatte. Den ausbleibenden Effekt der Herab-
regulation von CD80/86 auf die Antikérperproduktion fuhrten O’'Neill et al. auf die al-
leinige Beteiligung autoreaktiver T-Lymphozyten zurtick (O'Neill et al., 2007). Der in
dieser Arbeit beobachtete signifikante Unterschied der CD86-Expression korrelierte
nicht mit einem signifikanten Unterschied der ACPA-Titer bei RA Patienten.
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B-Lymphozyten spielen bei der Pathogenese der RA eine besondere Rolle im

Zusammenhang mit dem FcyRIIb

Die klinische Erfahrung sowie jungste Publikationen legen nahe, dass B-
Lymphozyten dennoch entscheidend am Krankheitsverlauf der RA beteiligt sind (Chu
et al., 2014; Emery et al_, 2014). Emery und Kollegen haben in ihrer Untersuchung
herausgefunden, dass bei Therapieversagen von TNFa-Inhibitoren ein Wechsel zur
Behandlung mit dem AntikGrper Rituximab besser wirkt als die Anwendung eines
alternativen TNFa-Inhibitors (Emery et al., 2014). Rituximab richtet sich gegen das
Oberflachenprotein CD20 auf B-Lymphozyten und filhrt zur Deletion der Zellen. Eine
Verbesserung des Krankheitsverlaufs unter Rituximab bestatigt, dass B-
Lymphozyten an der Pathogenese der RA wesentlich beteiligt sind (Emery et al_,
2014). Des Weiteren haben Chu et al. einen Antikdrper getestet, der Gber den BCR
die physiologische Phosphorylierung des FcyRIIb triggert. Gemessen an der Expres-
sion von CD86 kommt es zur Hemmung der Aktivierung der B-Lymphozyten (Chu et
al., 2014). In der hier vorliegenden Untersuchung wurde eine verminderte CD&6-
Expression auf B-Lymphozyten bel RA-Patienten mit TM-Polymorphismus gemes-
sen. Obwohl der FcyRIIb in seiner Funktion eingeschrankt ist, weisen diese Ergeb-
nisse nicht auf eine fehlende Hemmung der B-Lymphozyten hin. Dieser Tatsache
steht ebenfalls die Publikation von Catalan et al. entgegen. Die Arbeitsgruppe be-
schreibt bei RA-Patienten eine verminderte Expression des FcyRIlIb auf Gedachtnis-
B-Lymphozyten bei einem gleichzeitig erhéhten Antell von CD86 positiven, naiven
und Gedachtnis-B-Lymphozyten. Eine Korrelation zwischen der verminderten Ex-
pression von FcyRIlb und der Expression von CD86 auf B-Lymphozyten konnte in
dieser Untersuchung jedoch nicht nachgewiesen werden (Catalan et al., 2010). In
Erganzung zur Untersuchung von Catalan et al. vermuten Maun und Jury, dass der
erhdhte Anteil von CD86 positiven, naiven B-Lymphozyten bei RA-Patienten eine
Herabregulation von FcyRIlb bedingen kénne (Catalan et al., 2010; Mauri und Jury,
2010). Bis heute gibt es keine Verdffentlichungen, welche sich mit dieser speziellen
Fragestellung befassen. Zu dem ist anzumerken, dass die von Catalan und Kollegen
durchgefuhrten Untersuchungen nicht die Funktionsfahigkeit der exprimierten
FcyRIlb auf den B-Lymphozyten bertcksichtigen. Ebenfalls ist die Ursache der ver-
minderten Expression des FcyRllb bei RA-Patienten nicht abschlieend geklart (Ca-

talan et al_, 2010). Fur die von uns durchgefilhrte Untersuchung ist klar, dass Trager
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des TM-Polymomphismus nachweislich einen funktionell beeintrachtigten Rezeptor
bilden (Kono et al., 2005; Li et al., 2003). Somit kann davon ausgegangen werden,
dass der Rezeptor sowohl auf B-Lymphozyten als auch auf allen anderen vorkom-
menden Zellen eine Dysfunktion aufweist (Nimmerjahn und Ravetch, 2008). Die vor-
liegende Studie kann die Annahme, dass ein im Transmembranabschnitt defekier
FcyRIlb mit einer vermehrten Aktivierung der B-Lymphozyten (Hochregulation von
CD&6) in Zusammenhang steht, nicht konsolidieren (Catalan et al., 2010; Chu et al_,
2014; O'Neill et al_, 2007). Die gegensaizlichen Ergebnisse kdnnen durch eine unab-
hangige Expression des FcyRIllb und von CD86 bedingt sein. Die Unterschiede zu
Catalan et al. ergeben sich bereits aus der unterschiedlichen Methodik. Die Arbeits-
gruppe hat den prozentualen Anteil der CD86 positiven Zellen gemessen, wahrend in
der vorliegenden Untersuchung die Expressionsstarke anhand der MFlI gemessen
wurde (Catalan et al_, 2010). Far die verdffentlichten Daten von Chu et al. muss be-
dacht werden, dass in dieser Datenerhebung die bekannten Polymorphismen im Gen
des FCGRZb nicht bertcksichtigt wurden, so dass offen bleibt, ob nicht auch eine
Restaktivitat der beeintrachtigten FcyRIIb fur die Wirkung des monoklonalen Antikor-
pers ausreichend sein kénnte (Chu et al_, 2014). Die im Ergebnisteil dargestellte Ex-
pressionsstarke von CD86 auf B-Lymphozyten spricht dafur, dass Trager des TM-
Polymorphismus weniger aktivierte B-Lymphozyten aufweisen (Mann et al., 2007).
Der Zusammenhang zwischen der Beeintrachtigung des FcyRIIb durch ein seltenes
Allel im TM-Exon und der Expression von CD86 auf B-Lymphozyten kann nicht ab-
schlielfend geklart werden. Nichtsdestotrotz liefem diese Erkenntnisse keinen Anhalt
fur einen gravierenderen Verlauf der RA beil Probanden mit TM-Polymorphismus. Um
eine wissenschaftlich fundierte Aussage treffen zu kénnen, sollte geprift werden, ob
ein direkter Zusammenhang zwischen der Expression von CDE86 auf B-Lymphozyten
und der Expression des FcyRIIb bei Tragem eines seltenen Allels im TM-Exon oder
Promotor besteht.

Wie komplex die Interaktionen der einzelnen Oberflachenmolekile sind und wie
wichtig die Beriicksichtigung der einzelnen Zellpopulationen ist, wird mit der Publika-
tion von Yilmaz-Ellis und Kollegen verdeutlicht. Diese Verdffentlichung beschreibt im
Mausmodell, dass die fehlende Expression von FcyRIlb auf B-Lymphozyten keine
gesteigerte Anfalligkeit fur eine Kollagen induzierte Arthritis (CIA) hervorrufe. Die

zentrale Rolle der erhdhten Krankheitsanfalligkeit sowie eine gesteigerte Inzidenz der
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CIA seien durch eine nicht balancierte Expression aktivierender und hemmender FcR
auf myeloischen Effektorzellen, wie Makrophagen oder dendritische Zellen, bedingt
(Yilmaz-Elis et al., 2014). Wie auch die vorliegenden Daten bestatigen, kann das
Vorliegen der Allelvananten im FCGR2b die Krankheitsentstehung der RA nicht ver-
hindemn, aber ein zwingend gravierenderer Verlauf wird dadurch ebenso wenig besta-
tigt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die zellularen Mechanismen in
der Pathogenese der RA unter Einfluss des FcyRIlb weiterhin unzureichend erforscht
sind. Dennoch sprechen alle hier ausgewertete Daten gegen einen schwereren Klini-
schen Verlauf der RA beil Tragem eines seltenen Allels. Zur Aufklarung der dazu fuh-

renden Mechanismen bedarf es weiterer wissenschaftlicher Projekte.

Die Anwesenheit einer Allelvariante korreliert mit einer verminderten Expressi-

on von CTLA-4 auf konventionellen T-Lymphozyten

An der Pathogenese der RA sind T-Lymphozyten wesentlich beteiligt (vergleiche
2.1.2). In diesem Zusammenhang ist die Expression von CTLA-4 in Abhangigkeit der
Allelauspragungen im FCGRZ2b Gen untersucht worden. Wie in Kapitel 2.1.2 be-
schrieben, reguliert CTLA-4 die Aktivierung der T-Lymphozyten auf unterschiedlichen
Wegen. Die konkurmierende Bindung mit CD28 an die Oberflachenmolekile
CD&0/86, die Einleitung hemmender Signalkaskaden zum Arrest des Zellzyklus so-
wie die vorzeitige Beendigung der Interaktion von T-Lymphozyten mit APC stellen die
wesentlichen Mechanismen dar, um die Aktivierung der T-Lymphozyten zu hemmen
und so regulatornisch auf die T-Lymphozyten vermittelte Immunreaktion einzuwirken
(Greene et al_, 1996; Krummel und Allison, 1996; Linsley et al., 1996). Die vorliegen-
de Datenerhebung hat gezeigt, dass auf konventionellen T-Lymphozyten bei Tragern
der Allelvariante weniger CTLA-4 exprnimiert wird. Dies kéinnte durch einen vermin-
derten intrazellularen Speicher von CTLA-4 oder eine Beeintrachtigung der Externa-
lisierung an die Zelloberflache begrindet sein. Zukiinftige Forschungsprojekte konn-
ten dazu beitragen diese und weiterfiihrende Fragen zu klaren.

Die Tatsache, dass Trager einer Allelvariante weniger CTLA-4 auf konventionellen T-
Lymphozyten exprimieren, hat nach Jain und Kollegen eine verminderie Hemmung
von aberranten oder auch pathogenen T-Lymphozyten zur Folge (Jain et al., 2010).
Die verminderte Expression von CTLA-4 erlaubt die fortlaufende Proliferation von

autoreaktiven T-Lymphozyten, so dass die Krankheitsentstehung sowie der Krank-
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heitsfortschritt nicht verhindert werden kénnen. Dies bestéatigt die zentrale Rolle der
T-Lymphozyten in der Entstehung und Unterhaltung der RA (Cope et al_, 2007; Jain
et al_, 2010; Sakaguchi et al_, 2012). Dennoch bedeutet eine verminderte Expression
noch keinen absoluten Funktionsverlust des Molekils, so dass aufgrund dessen kein
gravierender Krankheitsverlauf bei Tragem eines seltenen Allels vermutet werden
kann. Zudem ist aus Mausexpenmenten bekannt, dass regulatorische T-
Lymphozyten von Ctla4”"-Mausen die Aktivierung konventioneller T-Lymphozyten in
vitro unterdricken konnen (Tang et al., 2004). Dies lasst vermuten, dass nicht allein
die Expression von CTLA-4 ausschlaggebend fur die nachfolgende durch T-

Lymphozyten vermittelte Immunreaktion ist.

Das Vorliegen des Transmembranpolymorphismus korreliert mit der niedrigs-
ten CTLA-4-Expression auf regulatorischen T-Lymphozyten

Meben konventionellen T-Lymphozyten ist die Expression von CTLA-4 auf regulatori-
schen T-Lymphozyten evaluiert worden. Die Expression des Molekils auf regulatori-
schen T-Lymphozyten steht in enger Wechselwirkung mit der untersuchten Expres-
sion von CD80 und CD86 auf B-Lymphozyten (vergleiche 2.1.2). Die Expression von
CTLA4 auf regulatorischen T-Lymphozyten unterscheidet sich signifikant zwischen
Tragern eines seltenen Allels im TM-Exon und im Promotor. Die Allelvanianten korre-
lieren gegensatzlich mit der Expressionsstarke von CTLA-4. Der Transmembranpo-
lymorphismus ist mit der niedrigsten Expression von CTLA-4 assoziiert. Wenig
CTLA4 auf der Zelloberflache fuhrt zu einem Ungleichgewicht der T-Lymphozyten-
Population und sollte eine verminderte Expression von CD80/86 nach sich ziehen
(Flores-Borja et al_, 2008; Qureshi et al_, 2011). Diese Beobachtung kann anhand der
vorliegenden Untersuchung nicht bestatigt werden. Probanden mit TM-
Polymorphismus weisen zwar eine signifikant verminderte Expression von CD86 auf,
wahrend jedoch die Expression von CD80 nicht signifikant verandert ist. Der TM-
Polymorphismus ist demnach mit einer verminderten Expression der Interaktions-
partner CTLA-4 und CD86 assoziert. Ob es zu Auswirkungen des TM-
Polymorphismus im FCGR2b auf die molekulare Interaktion sowie die Oberflachen-
expression von CD86 und CTLA-4 kommt und wie sich eventuelle Effekte nieder-
schlagen, bleibt offen. In welchem wegweisenden Zusammenhang die gleichgench-
tete Herabregulation von CTLA-4 und CD&86 bei Tragem eines seltenen Allels mit der

humanen rheumatoiden Arthritis steht, sollte im Rahmen weiterer Forschungsprojek-
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te geklart werden. Eine mogliche Interpretation der gleichgerichteten, verminderten
Expression von CD86 und CTLA-4 kinnte sein, dass durch weniger CD86 die Bin-
dung von CTLA-4 mit CD80 effektiver verlduft und deshalb CTLA-4 weniger stark
exprimiert werden muss. So wurde trotzdem eine suppressive Funktion von regulato-
rischen T-Lymphozyten ausgeibt werden konnen (Sansom et al., 2003).

Fir die Allelvanante im Promotor wurde hingegen eine signifikant vermehrte Expres-
sion von CD80 auf B-Lymphozyten im Vergleich zu Tragern ausschliellich haufiger
Allele festgestellt. Die Expression von CTLA-4 ist signifikant héher gegentuber Tra-
gern des seltenen Allels im TM-Exon. Diese beiden Ergebnisse lassen in Verbindung
mit den Erkenntnissen von Zheng und Qureshi eine gute suppressive Funktion der
regulatorischen T-Lymphozyten vermuten (Qureshi et al_, 2011; Zheng et al_, 2004).
Trotz unterschiedlicher Einfliisse auf die Expression der Oberflachenmolekille zur
Regulation der T-Lymphozyten-Antwort liefert weder das Vorliegen des Promotor-
noch des TM-Polymorphismus einen sicheren Anhalt fir eine Assoziation mit einem

schwereren Krankheitsverauf der RA.

Polymorphismen im FCGR2b-Gen spielen eine Rolle bei infektiés-

entzindlichen Erkrankungen

Mit den Auswirkungen der Polymorphismen hat man sich auch im Zusammenhang
mit infektiosen Erkrankungen beschéftigt. In Malaria-Endemiegebieten haben Unter-
suchungen der Polymorphismen darauf hingewiesen, dass Trager des TM-
Polymorphismus einen Schutz gegenuber schweren Malariaerkrankungen besitzen.
Eine Korrelation zum Promotorpolymorphismus besteht nicht, da Trager eines selte-
nen Allels im Promotor in der untersuchten Kohorte so gut wie nicht vorkamen (Will-
cocks et al., 2010). Neben parasitaren Erkrankungen wurden im Mausmodell auch
bakterielle Infektionen untersucht. Dort wurde bei Mausen ohne fcyrllb eine gestei-
gerte Phagozytoseaktivitidt der Makrophagen gegeniber Streptokokkus pneumoniae
beobachtet (Clatworthy und Smith, 2004). Ein etwaiger Selektionsvorteil durch Poly-
morphismen im FCGR2b gegeniber bakteriellen Infektionen konnte in einer Unter-
suchung der kenianischen Bevilkerung nicht bestatigt werden (Clatworthy und
Smith, 2004). Wenngleich kontroverse Ergebnisse zum Einfluss der Einzelnukleotid-
verdanderungen im TM-Exon des FCGRZb auf die Phagozytoseaktivitat der Makro-
phagen beziehungsweise die Antwort des angeborenen Immunsystems verdffentlich
wurden, konnte dies einen Erklarungsansatz fur die hier erhobenen Ergebnisse bie-
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ten. Aus jungsten Publikationen ist bekannt, dass Infektionsemreger wie Porphyromo-
nas gingivalis Risikofaktoren fur die Entstehung der RA darstellen (Scher et al,
2014). Im Falle der multifaktonellen Genese der RA liegt unter Bericksichtigung der
aktuell erhobenen Ergebnisse die Vermutung nahe, dass die Allelvarianten einen
Vortell gegeniber infektiGsen Risikofaktoren der RA darstellen kdnnten. Vemmutlich
konnten die von Scher und Kollegen beschriebenen infektios-entzandlichen Kompo-
nenten der Krankheitsentstehung bei Vorliegen des TM-Polymorphismus besser be-
waltigt werden (Scher et al_, 2014). Eine weitere Erklarung fur die vermeintlich milde-
re Krankheitsaktivitat konnte eine gesteigerte antigenspezifische Phagozytoseaktivi-
tat von Makrophagen sein, wie sie bereits im murinen Modell der RA nachgewiesen
wurde (Clatworthy und Smith, 2004). Dennoch kann aufgrund der multifaktoriellen
Genese die Krankheitsentstiehung der RA durch das alleinige Vorliegen der Allelvari-
ante scheinbar nicht verhindert werden. Ob beil européaischen RA-Patienten mit Allel-
varnante im FCGRZ2b tatsachlich eine gesteigerte Phagozytoseaktivitat des angebo-
renen Immunsystems vorliegt, wurde in der vorliegenden Studie nicht untersucht. Der
genaue Zusammenhang zwischen TM-Polymorphismus und der infektios-
inflammatorischen Komponente der RA sollte in zukinftigen Forschungsprojekten
naher analysiert werden. Ein moglicher Untersuchungsansatz ware die Evaluierung
von RA-Patienten mit Allelvariante auf ihre Exposition gegeniber bekannten Risiko-

faktoren, die zur entzindlichen Genese der RA beitragen (Klareskog et al., 2010).

Zusammenfassung der Diskussion

Fir die erhobenen Ergebnisse kann konstatiert werden, dass die erwartete negative
Korrelation der genetischen Veranderung im FCGR2b-Gen mit der RA ausbleibt. Die
vorliegenden Ergebnisse untermauern die von Radstake et al. festgestellte gravie-
rendere Gelenkdestruktion bei RA-Patienten mit TM-Polymorphsimus nicht (Radsta-
ke et al., 2006). Auch konnte die fur Tawanesen ermittelte gesteigerte AntikGrper-
produktion bei RA-Patienten mit seltenem Allel im TM-Exon nicht bestéatigt werden
(Chen et al., 2008). Ebenso wenig liefern die Ergebnisse einen Anhalt fur eine im
Mausexperiment festgestellte, gesteigerte Inzidenz und erhdhte Krankheitsanfallig-
keit fur CIA (Yilmaz-Elis et al., 2014). Die erhobenen Daten vermitteln den Anschein,
dass die Effekte der Polymorphismen, welche zur Assoziation des SLE beitragen, fur
die Genese der RA eher eine untergeordnete Rolle spielen. Im Falle der RA miissen

vor allem die Infektios-entzindlichen Einflussfaktoren wie Rauchen oder Parodonti-
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Diskussion

tis-Erreger im Hinblick auf die Pathogenese der Erkrankung und die Wechselwirkung
der Polymorphismen beriicksichtigt werden (Klareskog et al., 2010; Scher et al,
2014). Wie bereits erwahnt, stellt der TM-Polymorphismus einen Selektionsvortell in
Malanagebieten dar. Fur die untersuchte Kohorte kann demnach vermutet werden,
dass mit hoher Wahrscheinlichkeit der TM-Polymorphismus mit der entzindlichen

Genese der RA assoziiert ist.

Kritische Einordnung der Ergebnisse

Fir die allgemeine Interpretation der Ergebnisse sollte kritisch beriicksichtigt werden,
dass die Datenangaben nicht fur alle untersuchten Proben vollstandig waren. Daraus
haben sich fur einzelne Aspekte unterschiedliche Gruppengrilien ergeben. Dies
wurde jedoch bei der Wahl der statistischen Methoden beriicksichtigt, so dass alle
Ergebnisse aussagekraftig sind.

Die retrospektive Datenerhebung war geeignet, um die im Vorfeld aufgestellte Hypo-
these, RA-Patienten mit einem seltenen Allel erleben einen gravierenden Verlauf der
Erkrankung, empirisch zu Gberprifen. Eine prospektive Studie ware in der Lage Kau-
salzusammenhange dieser Hypothese zu priifen und wirde die Fehlerquellen mini-
mieren. Um einen grundsatzlichen Forschungsbedarf fur die Zusammenhange zwi-
schen FCGR2b Polymorphismen und den klinischen Auspragungen der RA zu tes-
ten, war die retrospektive Datenerhebung ein probates Mittel. So liefert diese Arbeit
einen richtungsweisenden Beitrag zu aktuellen Forschungsthemen der RA und wirft
weitere Fragen zum Ablauf pathogenetischer Prozesse und zu ihren Einflissen auf

die Auspragung klinischer Symptome der RA auf.
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Fazit und Ausblick

6 Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte die Hypothese, dass die Auspragung von Polymor-
phismen im TM-Exon und Promotor des FCGRZ2b-Gens bel RA-Patienten mit einem
aggressiveren Verlauf der Erkrankung assoziiert ist, widerlegen. Gleichermalien
konnte die Hypothese, RA-Patienten mit Allelvariante unterscheiden sich in Klini-
schen und laborchemischen Merkmalen von Wildtyp-Tragem, nicht bestatigt werden.
Dartber hinaus wurde festgestellt, dass die Expression von Oberflachenmolekiilen
auf Lymphozyten in Abhangigkeit des anwesenden Polymorphismus variiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen wertvollen Beitrag zum weiteren Verstand-
nis der komplexen Zusammenhange in der Pathogenese der RA. Wenngleich diese
Erkenntnisse viele neue Fragen aufgeworfen haben.

In der untersuchten Kohorte wiesen Trager eines seltenen Allels weder hihere
ACPA-Titer noch CRP-Spiegel auf. Gleichzeitig wurden niedrigere IL-6 Serumspie-
gel, ein spaterer Krankheitsbeginn und ein hoherer Anteil der Behandlung mittels
Basistherapeutika festgestellt. Dies lasst den Rickschluss zu, dass das Vorliegen
einer Allelvariante bei ACPA positiven RA-Patienten eher einen Vorteil fur den
Krankheitsverlauf darstelit.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine unterschiedliche Korrelation der FCGR2b Po-
lymorphismen mit der Expression von kostimulatorischen Oberflachenmolekilen auf
B-Lymphozyten beobachtet. Daraus kann die Frage abgeleitet werden, ob eine Inter-
aktion zwischen B- und T-Lymphozyten zu beobachten ist. Wirde sich die Annahme
bestatigen, dass die Interaktion zwischen den Lymphozyten mit der Anwesenheit der
Polymorphismen korreliert, sollte in weiterfuhrenden Untersuchungen geklart werden,
welchen Beitrag molekularen Mechanismen zur Interaktion von B- und T-
Lymphozyten in diesem spezifischen Fall leisten. Dabei sollte im Focus der Analyse
die spezifische Rolle der B-Lymphozyten und deren Aktivierungsgrad sowie die
Funktion der regulatorischen T-Lymphozyten stehen. Die Umsetzung dieser Er-
kenntnisse auf therapeutische Malinahmen zur Eindammung der Autoimmunreaktion
bei der RA ware der nachste logische Schritt, zu dem diese Arbeit den Anstol: geben

kann.
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Kontrolle

Serum  Serum
ILG IL10
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA

61

CRP

5,60
8,20
45,90
43,70
3,00
33,20
5,05
46,85
9,75
33,05
105,28
4,88
10,12
28,33
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Thesen

VIIl. Thesen

1. Der FecyRIIb korreliert in seiner genetischen Vielfalt anders mit dem klinischen
Bild der RA als mit dem Erscheinungsbild des SLE.

2. Trager eines seltenen TM- oder Promotorallels des FCGRZ2b Gens haben kei-
ne Nachteile im Krankheitsverlauf der RA.

3. Auch wenn die Zytokinproduktion von IL6 und IL10 unterschiedlich mit der Al-
lelvanante im TM-Exon und Promotor korreliert, weist das Netto-Resultat der
Entzindungsparameter keine signifikanten Unterschiede auf.

4 Klinische und laborchemische Parameter der FCGRZb-Polymorphismus-
tragenden Kohorte weisen keine Korrelation mit dem Krankheitsverauf der RA
auf.

5. RA-Patienten mit einem seltenen Allel erhalten zur Therapie ihrer Erkrankung
niedrigere Steroiddosen und anteilig am haufigsten die Basismedikation.

6. Die negative Korrelation zwischen Allelvariante und Hoéhe der ACPA-TIter
bleibt aus.

7. Die genetische Veranderung im TM-Exon korreliert mit einem verminderten
Aktivierungsgrad der B-Lymphozyten.

8. Die differentielle Expression kostimulatorischer Molekile lasst vermuten, dass
bei Vorliegen einer Allelvaniante Uber unterschiedliche Wege eine effekiive
Suppression durch regulatorische T-Lymphozyten auf die nachgeschaltete
Immunreaktion ausgeiibt werden kann.

9. Die Allelvarianten konnten bei der multifaktoriellen Genese der RA einen Vor-
teil gegendber Infektios-inflammatorischen Risikofaktoren darstellen.

10. Allelvarianten im FCGR2b Gen stellen nicht zwingend einen negativen Risiko-

faktor in der komplexen Pathogenese der RA dar.
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