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Zusammenfassung
Vinzenz Oiji: Corneodesmosin und die Genetik der Psoriasis vulgaris unter

Betrachtung geschlechtsspezifischer Allel-Transmissionen im MHC

Ein vielfach bestitigter genetischer Suszeptibilitits-Lokus der Psoriasis vulgaris befindet
sich im MHC nahe HLA-B und -C (PSORS1/6p21.3). Vermutlich liegt das oder liegen die in
die Pathogenese involvierte/n Gen/e auf dem ancestralen Haplotypen EH-57.1 (Schmitt-
Egenolfetal., 1996). Als Kandidaten-Gen ist das 160 kb distal von HLA-C liegende
Corneodesmosin-Gen von hohem Interesse, da es mit der Psoriasis vulgaris assoziiert ist und
eine  wichtige Rolle 1im epidermalen  Desquamationsprozel  spielen  konnte
(Zhou und Chaplin, 1993; Guerrin et al., 1998; Jenisch et al.,1999, u. a.).

In Bezug auf diesen Forschungsstand wurde bei 199 deutschen Falk-Rubinstein-Trios der
Mikrosatelliten-Marker TN62 (proximal von HLA-C) und der Corneodesmosin-SNP *1243
analysiert, um ihre Allel-Transmissionen in einem 7Transmissions/Disequilibrium-Test (TDT
nach Spielman et al., 1993) zu  vergleichen. Signifikante =~ p-Werte  zeigen
Kopplungsungleichgewichte oder eine direkte pathogenetische Involvierung von Genvarianten
an. Im RC-TDT nach Knapp (1999) ergab CDSN*1243 fiir Allel 2 (f=0,59) ein signifikantes
Pexaie VO 0,0084 und TN62 fiir Allel 4 (f=0,099) ein hochsignifikantes p... von 6,2x 107
(multiallelischer Test/FBAT; P =0,001; df 20). Zusatzlich wurde im Hinblick auf den oft zu
beobachtenden paternalen Effekt der Psoriasis (Traupe et al., 1992) eine ,,parent-of-origin‘-
Analyse durchgefiihrt. Im Vergleich der maternalen und paternalen Transmissionen
iiberwogen bei CDSN*1243(2) die paternalen Transmissionen (P =0,023 zu
Ppar. = 0,00055), bei TN62(4) dagegen die maternalen Transmissionen (P, = 0,96x 10° zu
Ppar. = 0,00159).

Die Ergebnisse sprechen fiir das Vorliegen eines Kopplungsungleichgewichts zwischen
CDSN*1243 und PSORSI. Vermutlich liegen CDSN*1243(2) und TN62(4) auf
unterschiedlichen Haplotypen. Die potentiellen Transmissionseffekte konnten im Sinne einer
genomischen Prdgung interpretiert werden. An die Einfliisse einer Segregationsdistorsion oder
an die Beteiligung eines X-chromosomalen Gens sollte gedacht werden, wenn sich in weiteren
Untersuchungen der Befund bestitigt, dass es hauptsdchlich die Tochter sind, an die die
Risiko-Allele transmittiert werden (TN62: pj.; = 0,035).
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1. Einleitung

Die Psoriasis ist eine héufige, genetisch determinierte und weltweit vorkommende
chronische Hautkrankheit, deren Atiologie und Pathogenese bislang nur unzureichend geklirt
ist. Bei der nicht-infektiosen Krankheit spielen Entziindungsphidnomene und epidermale
Hyperproliferation eine wichtige Rolle. Tendenziell ist sie in Europa und Nordamerika
(Prdavalenz in der ,,kaukasischen* Bevolkerung 1 — 3 %) stirker verbreitet als beispielsweise
in China (Privalenz 0,5 %). Bereits 1808 hat Willan die ersten abgrenzbaren Kennzeichen der
Psoriasis beschrieben (Bhalerao, 1998). Die Schuppenflechte besitzt viele klinische und
morphologische Varianten, doch die typische Effloreszenz ist sehr charakteristisch; es handelt
sich um scharf begrenzte, in typischer Weise silbrig-weill schuppende Herde (asbestfarben)
auf reichlich rot infiltriertem (lachsfarbenen) und epidermal verdicktem Grund.

Diese Beschreibung gilt insbesondere fiir die Psoriasis vulgaris, der mit 90 % hiufigsten
Form der Schuppenflechte. Fiir viele Betroffene geht die Schuppenflechte mit einer
erheblichen Beeintrachtigung der Lebensqualitit einher. Auch génzlich andersartige
Hauteffloreszenzen oder extrakutane Symptome spielen bei der Psoriasis eine wichtige Rolle
(Psoriasis pustulosa, Psoriasis arthropathica).

Es folgt eine genauere Beschreibung der Klinik der verschiedenen Psoriasisformen.

1.1. Psoriasis vulgaris und Plaque-Psoriasis

Das besondere Interesse dieser Arbeit gilt der klinisch héufigsten Form der
Schuppenflechte. Aus bestimmten Griinden wurden zur genetischen Untersuchung
ausschlieBlich Betroffene mit Psoriasis vulgaris herangezogen (s. Kap. 1.2.).

Bei der Psoriasis vulgaris findet sich die klassische oben beschriebene Hautverdnderung.
Pridilektionsstellen sind die Streckseiten des Korpers (Ellenbogen und Knie). Im Gegensatz
zu anderen entziindlichen Hautkrankheiten jucken die betroffenen Stellen eher wenig.

Meist beginnt die Ausbreitung mit einer scharf begrenzten, entziindlichen epidermalen
Papel und einer locker darauf haftenden groblamelliren Schuppung. Punkformige Elemente
konnen sich auf Tropfenform, Miinzgroe oder durch ZusammenflieBen auf ausgedehnte
bizarre Formen vergrofern. Grundeffloreszenz ist somit die erythematdse Papel mit ihrer

silbrig gldnzenden Schuppung. Die typischen u. a. von Person zu Person variierenden
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morphologischen Erscheinungsbilder (Morphen) der Psoriasis vulgaris nennt man Psoriasis
punctata (meist im akuten Schub), guttata (Tropfenform), nummularis (ein bis mehrere
Zentimeter, oval oder unregelmifig, die hdufigste Form) oder Psoriasis geographica. Im
Extremfall, z. B. nach iibermiBiger Bestrahlung des Korpers, ist das gesamte Integument
befallen: Psoriatische Erythrodermie.

Viele Psoriasis-Patienten konnen berichten, dass sich die typischen Lésionen an Hautstellen
entwickeln, an denen es vorher zu Verletzungen oder zu hiufiger Beanspruchung gekommen
ist (Farber et al., 1968). Dieser krankheitstypische Aspekt ist unter dem Begriff des Kobner-
Phinomens (,,isomorphen Reizeffekt) bekannt. Dabei provozieren exogene Irritationen an
einer Hautstelle genau an dieser neue psoriatische Herde (Boyd und Neldner, 1990). Fiir die
Diagnose-Sicherung der Psoriasis vulgaris sind die Psoriasis-Kratz-Phdnomene wichtig und
hilfreich (Tab. I.1.). Von besonderer Bedeutung in unseren Untersuchungen ist ebenfalls die
Beurteilung der Finger- und Zehennigel auf Anzeichen einer eventuell latent vorhandenen
Psoriasis: Tiipfelndgel, d. h. viele kleine Einziehungen der Nagelplatte, Onycholysen am
Nagelrand oder in der Mitte (,,Olfleck®) sind — richtig beurteilt — charakteristische

Kennzeichen einer Psoriasis-Betroffenheit bzw. -Krankheitsveranlagung.

UBERSICHT

. Die locker haftenden Schuppen lassen sich als
Kerzentropfphdnomen o _
Ganzes abheben wie ein Tropfen an einer Kerze.

) _ Kratzt man Uber die Schuppung am Psoriasis-Herd,
Kerzenphanomen (Zeichen der _ . .
fallen Schuppen wie von einer Stearin-Kerze
Hyperkeratose)
abgeschabt herunter.

. . Nach Abldsen der Schuppung lasst sich durch
Phanomen des letzten Hautchens

- Kratzen pl6tzlich ein sehr feines, diinnes,
(sehr charakteristisch) . B
glanzendes Hautchen vom Herd entfernen.

Phanomen des blutigen Tau, sog. Das Abl6sen dieser letzten Epidermisschicht

Auspitz-Phénomen (Zeichen einer verletzt leicht die sehr oberflachlich liegenden

Akanthose) Gefale der Papillenspitzen und zeigt eine feine

schmerzlose, punktférmige Blutung.

Tab. 1.1.: Zum Ausldsen der Phanomene benutzt man einen Holzspatel. Das Auspitz-
Phanomen kommt auch bei anderen psoriasiformen Dermatosen vor, z. B. dem Morbus

Reiter oder der Pityriasis rubra pilaris.



Nach dem Verteilungsmuster der Hautldsionen - die héufigsten Stellen sind Knie,
Ellenbogen, FuBBknochel, Bauchnabel und Sakralregion - und dem Verlauf der Krankheit

unterscheidet man ferner einige typische klinische Varianten der Psoriasis (Auswahl):

1.) Eruptive (exanthematische) Psoriasis (Rumpf, proximale Extremitdten, ,,Guttata*-Form)

2.) Plaque-Typ-Psoriasis (chronisch-stabil, hdufigster Typ)

3.) Seborrhoischer Typ (Rumpf, Kapillitium, weniger Schuppung)

4.) Psoriasis der Kopfhaut (fast bei 50 % der Betroffenen involviert)

5.) Psoriasis inversa (keine streckseitenbetonte Verteilung, sondern Befall der
intertrigindsen Areale)

6.) Erythrodermische Psoriasis (s. 0., Rotung steht gegeniiber Schuppung im Vordergrund,

extrem entziindlicher Charakter)

Die Erstmanifestation der Psoriasis, die prinzipiell in jedem Alter moglich ist, ereignet sich
bei jiingeren Patienten hdufig wihrend der Pubertit (Whyte et al., 1964; Nyfors et al., 1975).
Typisch ist hier die exanthematisch kleinfleckige Psoriasis guttata, bei der angenommen wird,
dass ihr in 80 % der Fille eine Streptokokken-Infektion vorausgeht (Barker et al., Juli 1991).
Valdimarsson und Mitarbeiter (1997) vermuten hier eine T-Zell-spezifische Kreuzreaktion
des bakteriellen M-Proteins mit bestimmten Keratin-Proteinen. Der weitere Krankheitsverlauf
lasst sich nicht vorhersagen. Die Hautldsionen kdnnen sich spontan zuriickbilden oder sich in

eine chronische Verlaufsform (vom Plaque-Typ) entwickeln.

1.1.1.  Therapie der Psoriasis vulgaris und krankheitsbeeinflussende Faktoren

Eine Therapie, die Psoriasis dauerhaft ausheilen konnte, ist bisher nicht gefunden worden
und kann es wegen der erheblichen genetischen Komponente auch noch nicht geben. Zur
Verfiigung steht jedoch ein breites Spektrum symptomatisch wirkender Mittel, mit denen sich
die Psoriasis meistens gut behandeln ldsst. Fiir therapiebediirftige Betroffene ist die
Behandlung jedoch mit viel Zeitaufwand verbunden.

Die grundsétzlichen Therapieoptionen umfassen topische Therapieverfahren, bei denen
Wirkstoffe wie Retinoide oder Vitamin-D-Analoga als Salbe auf die Haut gebracht werden,
oder systemische Behandlungen wie z.B. Retinoide oder Medikamente, die die
Immunantwort modulieren (z. B. Ciclosporin A, Methotrexat oder Fumarsdure-Ester). Eine

weitere Behandlungsmdglichkeit besteht in dem Einsatz von UV-Licht, wobei insbesondere



ein schmales Aktionsspektrum im UV-B-Bereiche um 312 nm bevorzugt angewandt wird.
Der UV-A-Wellenbereich lésst sich nutzen, wenn gleichzeitig lichtverstirkende Medikamente
wie Psoralene (Psoralen+ UV-A ~PUVA) im Sinne einer Photochemotherapie gegeben
werden. Auch fiir die UV-Lichttherapie diirfte die in der Haut bewirkte Immunsuppression
einen wesentlichen Wirkmechanismus darstellen. Letztendlich geht deren Anwendung auf die
von vielen Patienten personlich gemachte Erfahrung zuriick, dass sich ihre Hauterkrankung
unter der haufigeren Einwirkung von Sonnenlicht im Sommer deutlich bessert und sich
manchmal sogar eine Vollremission einstellt. Farber und Nall (1974) berichteten, dass 90 %
von 2627 Patienten klagten, kaltes Wetter verschlimmere ihre Psoriasis, wahrend 80 % von
3280 Patienten unter Sonnenlicht eine Verbesserung feststellten.

Wie sich an diesem Beispiel zeigt, steht das Krankheitsgeschehen der Psoriasis unter dem
Einfluss von Umweltbedingungen und Lebensgewohnheiten. Viele Faktoren wurden in
epidemiologischen Studien identifiziert. Naldi und Mitarbeiter (1996) beschrieben eine
positive Assoziation des BMI (body mass index) mit der Psoriasis und deuteten an, dass sich
das Einhalten einer ,,mediterranen Didt* positiv auf das Krankheitsgeschehen auswirken kann.
Rauchen, Alkohol-Konsum und Stress stellten dagegen Risikofaktoren fiir das Auftreten und
eine Verschlimmerung der Krankheit dar (Braathenetal., 1989; Naldietal.,, 1992;
Gupta et al., 1993; Piokolainen et al., 1994). Das relative Risiko, an Psoriasis zu erkranken, ist
bei einem tiglichen Konsum von mehr als 20 Zigaretten signifikant erhoht (Mills et al., 1992).
Der bereits von Farber und Nall (1968) oder Gaston und Mitarbeiter (1987) beschriebene
Zusammenhang von Psoriasis und Stress wurde auch durch neuere Experimente bestétigt. So
zeigen Schmid-Ott und Mitarbeiter (1998) im Versuch, dass bei Psoriasis-Patienten eine
erhohte stressinduzierte Immunantwort gemessen werden kann.

Wenn eine Therapie notwendig wird, so richtet man sich nach dem Erkrankungstyp und
dem Schweregrad, der - zumindest was die unmittelbare Involvierung der Haut betrifft - mit
Hilfe des PASI-Scores (psoriasis area and severity index) in etwa abgeschétzt werden kann.
Die individuell unterschiedlichen Mboglichkeiten zur positiven Beeinflussung des
Krankheitsgeschehens durch eine angepasste Lebensfiihrung diirfen bei der Therapie nicht
vergessen werden. Wichtig ist auch die kontinuierliche Anwendung von lokalen
Hautpflegemittel, d h. von Salben, eventl. auch mit Harnstoffzusatzen.

Der erfolgreiche, aber mit vielen Nebenwirkungen verbundene Einsatz systemischer
immunsuppressiver Prdparate wie Ciclosporin A oder Fumarsdure-Ester hat die
pathophysiologischen Konzepte zur Psoriasis nachhaltig beeinflusst (Lehmann und Ruzicka,

1996; Schopf und Augustin 1996, Altmeyer und Niichel, 1996; Fritsch, 1997). Man geht



davon aus, dass bei der Psoriasis eine immunologische Reaktion vom TH;-Typ stattfindet, die
fiir die Erkrankung wesentlich ist (s.u.). Im Anhang (Tab. 1.1.) werden die wichtigsten

Behandlungsmoglichkeiten und deren Nebenwirkungen aufgefiihrt.

1.2. Psoriasis pustulosa

Die Psoriasis pustulosa stellt eine Sondergruppe Psoriasis-verwandter Dermatosen dar. Die
Grundeffloreszenz ist sehr unterschiedlich zur Psoriasis vulgaris. Sie besteht aus multiplen
intraepidermalen, weil3-gelblichen Pusteln auf gerdteter Haut. Der Inhalt der
beriihrungsschmerzhaften Pusteln ist steril (Leukozytenansammlungen). Die Histologie deutet
auf gemeinsame &tiologisch-pathogenetische Faktoren mit der Psoriasis vulgaris hin (Munro-
Mikroabszesse s.u.). Dieser Zusammenhang gilt besonders fiir die generalisierte
Psoriasis pustulosa vom Typ Zumbusch und vom zirzindren Typ. Bei diesen beiden Formen
der Psoriasis pustulosa kann es zu einem Manifestationswechsel der Krankheit hin zur

Psoriasis vulgaris (und vice versa) kommen.

- Die generalisierte Psoriasis pustulosa (Typ Zumbusch) gilt als sehr schwere Auspragung
einer Psoriasis. Sie kann mit erheblichen allgemeinen Krankheitssymptomen einher
gehen: Unter Umstinden komplette Erythrodermie, multiple konfluierende sich
eroffnende und schuppende Pusteln (,,Eiterseen®), hohes Fieber, korperlicher Verfall,
tetanische Kriampfe (Hypokédlzdmie), etc.. In der Regel kommt es jedoch zur
Spontanremission nach Wochen. Arthralgien sind hdufig assoziiert; bemerkenswert ist
analog zur Psoriasis arthropathica die Assoziation mit HLA-B;;.

- Eine wichtige lokalisierte Form der Psoriasis pustulosa ist die chronisch rezidivierende,
therapieresistente Psoriasis pustulosa palmoplantaris (Typ Barber). Im Gegensatz zum

Psoriasis vulgaris Typl ist bei ihr bisher keine Korrelation mit HLA-Antigenen bekannt.

Zur Therapie lokaler und systemischer Formen der Psoriasis pustulosa eignen sich (anfangs)
besonders gut Retinoide (Acitretin). In chronischen oder schweren Fillen ist man haufig auf
eine Kombinationstherapie, Photochemotherapie und auf Methotrexat angewiesen.

Die Krankheitsauspragungen und unterschiedlichen HLA-Assoziationen lassen vermuten,
dass es sich bei den Formen der Psoriasis pustulosa - insbesondere bei der palmoplantaren
Pustulosis — um eigenstdndige Entitdten handelt, die sich von der Psoriasis vulgaris deutlich
unterscheiden. Um eine moglichst homogene Krankengruppe zu haben, haben wir uns bei

unserer Untersuchung auf die Psoriasis vulgaris beschrinkt.



1.3. Psoriasis arthropathica

Die zweithdufigste Form der drei Psoriasis-Typen ist die Psoriasis arthropathica, die als eine
seronegative  Spondyloarthropathie = zumeist mit den fiir Psoriasis typischen
Hauteffloreszenzen einhergeht, sich aber auch nur auf die extrakutanen Symptome
beschridnken kann. Die Pravalenz der klinisch relevanten Arthropathie bei Psoriasis vulgaris
betrdgt 5-10 %; noch hdufiger geht die Psoriasis pustulosa mit einer Gelenkbeteiligung
einher. Die Psoriasis arthropathica ist wie die Psoriasis pustulosa mit HLA-B,; assoziiert
(Metzger et al., 1975). Im Gegensatz zur Psoriasis pustulosa liegt bei der Psoriasis
arthropathica zusitzlich eine HLA-Cw6-Assoziation wie bei der Psoriasis vulgaris Typl vor
(Svejegaard, 1974; Ward, 1978). Folgende drei Formen der Arthropathie konnen

unterschieden werden:

Der periphere Typ betrifft meist ein oder mehrere Interphalangealgelenke der Finger
oder Zehen, wobei man im Vergleich mit der chronisch rheumatoiden Arthritis eine eher
asymmetrische Verteilung der Gelenksentziindungen findet (Befall in einem
,Fingergelenkstrahl®).

Isoliert oder in Kombination mit den anderen Typen kann auch eine Monoarthritis
groBer Gelenke vorherrschen (Knie, Hiifte, Sprunggelenk).

Der axiale Typ (Entziindung der Wirbelsdaulengelenke und/oder Sakroiliakalgelenke) ist
vom Morbus Bechterew abzugrenzen und kann ebenfalls in Kombination mit den

anderen beiden Typen auftreten.

Charakteristisch fiir alle Typen ist die begleitende schmerzhafte Enthesiopathie, d. h. die
Beteiligung der die Gelenke umgebenen Weichteilstrukturen. Die Diagnosestellung ist nicht
auf den Ausschlufl einer PCP oder eines M. Bechterews beschrinkt. Bei Verdacht auf
Psoriasis arthropathica ist eine genaue dermatologische Untersuchung auf Psoriasis-Zeichen
erforderlich. Oft ldsst sich an den arthritisch betroffenen Fingern eine ausgepriagte
Nagelpsoriasis bis hin zu einer Nageldystrophie beobachten.

Das Manifestationsalter einer Psoriasis arthropathica liegt zwischen dem 30. und 40.
Lebensjahr. Fiir den Betroffenen konnen sich schwerwiegende funktionelle Einbussen des
Bewegungsapparates und insbesondere der Hand entwickeln. Im schlimmsten Fall kommt es
zu einer Verstiimmelung (Arthritis mutilans), der man mit einer wirkungsvollen systemischen

Therapie (Methotrexat, Cyclosporin) rechtzeitig entgegen wirken sollte.



14. Allgemeine Begriffe und Grundlagen der genetischen Kartierung

In diesem Abschnitt werden einige wichtige Begriffe und Grundlagen aus der
Molekulargenetik erklért.

Die im Jahr 2000 erreichte vorldufige (,,draft“-) Sequenzierung des menschlichen Erbguts
spiegelt die Absicht der Molekularbiologen und Mediziner wider, die Funktion der Gene —
zumindest diejenigen mit besonderer klinischer Relevanz — besser verstehen zu konnen.
Tatsachlich ist die Kenntnis der DNA-Sequenz eine wichtige Vorarbeit zur Entschliisselung
genetisch determinierter Krankheiten wie der Psoriasis vulgaris. Sie ermoglicht eine genaue
Kartierung der DNA, die Bestimmung der genetischen Marker oder die Bereitstellung von
sog. Kandidatengenen.

Auf diesen unverzichtbaren Hilfsmitteln basieren die Studien-Methoden zur Identifizierung
von Krankheitsgenen:

1) Kopplungsanalysen
2) Assoziationsstudien/Kopplungsungleichgewichtsstudien

Mit Hilfe von Kopplungsanalysen kartiert man chromosomale Regionen, d.h. sog.
Suszeptibilitdtsloci. Mit dieser Methode kann fiir jede Krankheit, bei der eine genetische
Atiologie in Frage kommt, ein eventuell verantwortlicher Ort (Locus) auf der DNA gesucht
werden. Die Struktur dieses DNA-Abschnitts kann zundchst unbekannt sein (Lander und
Schork, 1994). Prinzipiell ist es darauthin jedoch mdglich, in dieser Region ein bereits
bekanntes Gen zu ermitteln oder dort ein neues Gen durch positionelle Klonierung mit
rekombinanter DNA zu isolieren. Ist der Zusammenhang der Krankheit mit einem bestimmten
Gendefekt noch nicht bewiesen, spricht man von Gen-Loci oder Suszeptibilitdits-Regionen
einer Krankheit. In der Regel ist es eine wichtige Aufgabe, den oft noch zu langen DNA-
Abschnitt weiter einzugrenzen. Hier kommen vor allem Kopplungsungleichgewichts-
Untersuchungen in Betracht, die zum Beispiel den Nachweis erbringen, dass bestimmte
krankheitsverursachende Mutationen auf einem bestimmten ancestralen Haplotyp entstanden
sind. Technisch gesehen handelt es sich um Assoziationsstudien, bei denen bestimmte Allele,
die den Suszeptibilitits-Haplotyp ausmachen, analysiert werden. Endgiiltiges Ziel ist der
Nachweis einer funktionell relevanten Genmutation bei Individuen mit der Krankheit und eine
Erkladrung zur Involvierung des Gens im Krankheitsgeschehen.

Von genetisch komplexen Krankheiten spricht man im weitesten Sinne, wenn sich deren
Vererbungsmuster nicht mit einem klassischen, rezessiven oder dominanten Mendel’schen

Erbgang tiberein bringen ldsst. Meist ist es nicht moglich, in diesen Stammb&dumen einen



genetischen Marker zu finden, der perfekt mit der Erkrankung cosegregiert. Oft sind mehrere
Gene, eventl. auch Gene mit gegenregulatorischen Einfliissen, am Krankheitsgeschehen
beteiligt. Zu den Charakteristika dieser genetisch determinierten Krankheiten gehdren im

Einzelnen (Lander und Schork, 1994):

1) Inkomplette Penetranz des Genotyps

2)  Heterogenitdt: Mehrere Mutationen an verschiedenen Stellen konnen den gleichen
Phénotyp verursachen.

3) Polygene Vererbung: Mehrere Gene und deren Mutationen im Zusammenspiel
verursachen eine Krankheit. Hier vermutet man, dass Schwelleneffekte eine wichtige
Rolle fiir die Auspridgung der Krankheit spielen.

4)  Multifaktoriell

5) Alternative Transmissionsmechanismen wie mitochondriale Vererbung oder

Genomisches Imprinting (Kap. 1.4.3.)

Die Entschliisselung genetisch komplexer Krankheiten erfordert groe Datenmengen und

oft aufwendige statistische Testverfahren.

1.4.1. Kopplung versus Assoziation in der Bevolkerung

Unter einem Allel versteht man die Zustandsform (,,Auspragung®) eines Gens oder eines
genetischen Markers. Liegen Allele auf unterschiedlichen Chromosomen, werden sie nach
den einfachen Mendel’schen Vererbungsregeln mit einer jeweiligen Wahrscheinlichkeit von
50 % auf die nachfolgende Generation iibertragen. Sind jedoch zwei Allele benachbart auf
einem gemeinsamen Chromosom gelegen, beobachtet man mdglicher Weise eine gekoppelte
Vererbung. Die Wahrscheinlichkeit, in der Meiose nicht voneinander getrennt, d. h.
rekombiniert, zu werden, ist vom Ausmal} der Nachbarschaft der Allele abhéngig. Allele von
sehr eng benachbarten Genen lassen sich deshalb auch noch nach mehr als 20 Generationen
gemeinsam nachweisen. Die Kombination von wenigstens zwei Allelen wird als Haplotyp
bezeichnet. Daneben gibt es extendierte ancestrale Haplotypen, die meistens weit mehr als
zweil verschiedene Allele umfassen (Gongalo etal.,, 2001). Zu einer Umgestaltung von
Haplotypen kommt es wihrend der Meiose in den Keimzellen. Hier findet zwischen den
homologen Chromosomen ein gegenseitiger Austausch genetischen Materials statt (Crossing-
Over). Zuvor nebeneinander gelegene und gemeinsam transmittierte DNA-Abschnitte konnen

dabei getrennt werden und segregieren dann unabhingig. Dieser Vorgang der Trennung und



des Austausches von Allelen und somit der Umgestaltung von Haplotypen wird als
Rekombination bezeichnet, wobei die Rekombinations-Wahrscheinlichkeit (0) stark vom
Abstand der Allele beeinflusst wird. Um so mehr DNA-Basen zwischen ihnen liegen, um so
wahrscheinlicher ist ein trennendes ,,Crossing-over” in diesem Bereich. Dieser
Zusammenhang erlaubt bei der genetischen Kartierung mit Hilfe der klassischen
Kopplungsanalyse eine Abstandsdefinition in Centimorgan (1 cM=1%0). Fiir den
physikalischen Abstand ist wegen der unterschiedlichen Verteilung der Crossing-Over im
menschlichen Genom (,,Hotspots“ etc.) nur eine ungefdhre Relation herstellbar
(1 cM ~ 1 Megabase). Bei Assoziations-Studien mit Allelen aus Regionen, in denen sich

Kopplungsungleichgewichte befinden, entsprechen einem ¢cM wahrscheinlich weit weniger

oder nur 200 kb bis 500 kb (Gongalo et al., 2001).

Ab wann spricht man von Kopplung? Und wie findet man sie heraus?

Ergibt sich bei syntdn, d.h. auf einem Chromosom, liegenden Loci eine
Rekombinationsfrequenz von 50 %, entspricht dies einer unabhédngigen Vererbung so wie bei
Loci, die auf zwei unterschiedlichen Chromosomen liegen. Von einer Kopplung (engl.:
,»linkage®) spricht man, wenn Loci eine beobachtete Rekombinationsfrequenz von deutlich
weniger als 50 % zeigen.

Zur Kopplungsanalyse genetischer Krankheiten gibt es im wesentlichen zwei
Berechnungsmodelle: Parametrische Methoden und nicht-parametrische Methoden. Bei
einfach mendelnden Erbgéngen berechnet man die sog. LOD-Scores (Morton, 1955). Hierfiir
bendtigt man eine Reihe von GroBfamilien mit moglichst drei oder mehr Generationen, bei
denen sich die ,Meiosen-Phasen genau bestimmen lassen. Unter der Annahme eines
ausgewdhlten Vererbungsmodels und der Phinokopierate sowie der Penetranz errechnet man
fiir die einzelnen GroBfamilien das Verhéltnis der Wahrscheinlichkeit von Kopplung bei einer
gegebenen Rekombinationsfrequenz ® zur Wahrscheinlichkeit von  Nicht-Kopplung

(6 =50 %). Der Quotient lautet somit:

Wahrscheinlichkeit des beobachteten Familien-Stammbaums, wenn 6 = 0,1

Wabhrscheinlichkeit des beobachteten Familien-Stammbaums, wenn 0 = 0,5

Ubereinkunftsgemil berechnet man diesen Wert als Logarithmus in Abhingigkeit von der
Rekombinationsfraktion 6 {,,logarithm of the odds*; LOD-Wert Z (6)}. LOD-Werte von

Z (0) > 3 gelten als eine Bestdtigung von Kopplung; ein Z unter —2 wird als Beweis von



Nicht-Kopplung angesehen. Bei Z (0) = 3 ist die Chance fiir Kopplung somit 1.000 : 1. Wenn
man einen LOD-Score von 3 mit der Aussagekraft eines klassischen p-Wertes, wie er
Medizinern aus z. B. Medikamenten-Testungen vertraut ist, vergleichen mochte, muss
folgender Zusammenhang bedacht werden. Die a priori-Wahrscheinlichkeit fiir Kopplung
zwischen dem frait (,,Krankheitslokus®) und dem benutzten Markerlokus ist nicht etwa Null,
sondern betrdgt in etwa 1/50 (Strachan und Read, 1996). Mit anderen Worten, ein LOD-Score
von 3 entspricht in etwa einem p-Wert von 0,05. LOD-Score-Werte mehrerer Familien lassen
sich addieren. Der hochste LOD-Score-Wert bei einer bestimmten
Rekombinationsfrequenz 0 entspricht gleichzeitig dem wahrscheinlichsten Abstand der
untersuchten Loci, d. h. dem genetischen Abstand zwischen Krankheits- und Marker-Lokus.
Bei Krankheiten wie der Psoriasis vulgaris fehlt flir aussagekréiftige LOD-Werte haufig die
Kenntnis des richtigen Vererbungsmodus in den Stammbdumen. Diese kdnnen nur in sehr
aufwendigen ,,Maximierungs-Analysen* modelliert werden oder werden relativ willkiirlich
festgelegt. Allel-Sharing-Methoden (Weeks und Lange, 1988) kommen dagegen ohne
Vererbungsmodelle und Parameter wie Phénotyp und Penetranz der jeweiligen Allele aus.
Am einfachsten ist die Geschwisterpaar-Untersuchung (,,affected sib pair analysis®), bei der
man nach identisch vererbten DNA-Regionen (IBD ~ ,identical by descent) sucht, die
haufiger als nach Mendel’scher Segregation erwartet bei zwei betroffenen Kindern
vorkommen. Auch die ebenfalls nicht-parametrische Kopplungs-Analyse (NPL, Kruglyak
et al., 1996) beriicksichtigt nur betroffene Familienangehorige. Bei komplexer Genetik gelten
nicht-parametrische Verfahren im Vergleich zu den parametrischen Kopplungsmodellen als

allgemein robuster, hdufig aber als weniger empfindlich (Abreu et al. 1999).

Die Begriffe Kopplung und Assoziation miissen klar auseinander gehalten werden.
Wiéhrend Kopplungsanalysen Positionen von Loci in einzelnen Familien betrachten,
untersuchen Assoziationsstudien die Beziehung von Allelen in einer Patientengruppe, z. B.
einer Kohorte von vielen Kleinfamilien (Trios). Es wird getestet, ob ein bestimmtes Allel mit
signifikant hoherer Frequenz bei den Betroffenen gegeniiber den Nicht-Betroffenen einer
Krankheit vorkommt (,,Korrelation statt Familien-Cosegregation®, Lander und Schork, 1994).
Es handelt sich bei den Assoziationsstudien entweder um Fall-Kontroll-Studien, deren
Qualitdt sehr von der Auswahl der Kontrollgruppe abhdngt, wenn man ein Fall-Kontroll-
Design als Studienansatz wiéhlt, oder aber um Familien-basierte Assoziationsstudien. Es sollte
eine moglichst homogene Bevolkerung ausgewidhlt werden. Das Problem der interferierenden

Bevolkerungsstruktur ldsst sich in Test-Methoden mit ,,internen Kontrollen® teilweise
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beheben (,,HRR®, Falk und Rubinstein, 1993;). Zum Transmissions/Disequilibrium-Test
(TDT, Spielman et al., 1993) folgt in Kapitel 2.1. eine genauere Beschreibung.

Um dem potentiellen genetischen Defekt bei einer Krankheit ndher zu kommen, kdnnen
beliebige polymorphe DNA-Abschnitt auf eine Assoziation hin untersucht werden. Von
besonderer Relevanz sind natiirlich die bereits bestehenden Suszeptibilitits-Loci, die es weiter
einzugrenzen gilt.

Eine positive Assoziation eines Allels mit einer bestimmten Krankheit kann aus drei

Griinden entstehen:

1) Das gewisse Allel ist selbst fiir die Entstehung der Krankheit mitverantwortlich, d. h. die
genetische Anlage konnte generell die Krankheitsursache darstellen. (Eine positive
Assoziation miisste man dann in den meisten untersuchten Populationen finden.)

2) Die Assoziation ergibt sich als Artefakt auf Grund einer inhomogenen
Bevolkerungsstruktur. (GroBBere Gefahr bei den einfachen Fall-Kontroll-Studien.)

3) Eine positive Assoziation taucht auf, wenn sich das Allel in einem
Kopplungsungleichgewicht mit dem die Krankheit tatsdchlich verursachenden DNA-
Abschnitt befindet.

1.4.2. Kopplungsungleichgewicht

Kurz gesagt beschreibt der Begriff des Kopplungsungleichgewichts das Auftreten einer
»hicht durch Zufall erkldrbaren Assoziation von Allelen an gekoppelten DNA-Abschnitten*
(Lynn etal, 1995). Die Entstehung des Kopplungsungleichgewichts kann man sich so
vorstellen, dass vor vielen Generationen bei einem Urahn zwischen einem Krankheitsgen und
bestimmten DNA-Polymorphismen eine enge Lagebeziehung bestanden hat. Kommt es in der
demographischen Entwicklung der Population nun beispielsweise zur Abwanderung weniger
Trager mit diesem Ur-Haplotyp, kann sich dieser Ur-Haplotyp an anderer Stelle unter
besseren Lebensbedingungen in einer expandierenden Population ,.klonal* vermehren. Damit
wiére recht wahrscheinlich, dass scheinbar nicht miteinander verwandte Personen in dieser
Bevolkerung den chromosomalen Abschnitt der Krankheit von einem gemeinsamen
Vorfahren geerbt haben (,,bottleneck hypothesis®, Collins et al., 1999; ,founder effekt™,
Terwilliger und Weiss, 1998; Jorde et al., 1998). Um dieses Phidnomen besser zu verstehen,
muss man bedenken, dass die heute in Europa lebenden Bevolkerungen sehr wahrscheinlich

auf nur wenige Vorfahren zuriickzufiihren sind, die vor etwa ca. 44.000 Jahren Afrika
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verlassen haben. Diese Theorie ergibt sich einerseits aus den Erkenntnissen der Archéologie,
andererseits wird sie durch die Untersuchungen zur Vererbung der ,,non-recombining region‘
des humanen Y-Chromosoms (Underhill et al., 2000) und aus Analysen der mitochondrialen
DNA (Quintana-Murci et al., 1999) getragen. Uber die Generationen hinweg minimieren sich
in einer expandierenden Population die Kopplungsungleichgewichte.

Auf jeden Fall hat das Phdnomen des Kopplungsungleichgewichts fiir die Genomanalyse
enorme Bedeutung. Wenn ein Kopplungsungleichgewicht Ursache einer Assoziation ist, sollte
man nahe dem Lokus A ein Gen entdecken, das bei Menschen mit der Krankheit D mutiert ist
(Lander und Schork, 1994). Anders ausgedriickt: Gibt es auf einem DNA-Abschnitt ein Allel,
welches zu einer Krankheit pradisponiert und befindet es sich gleichzeitig im
Kopplungsungleichgewicht mit Allelen mehrerer in der Nihe liegender Marker-Loci, ldsst
sich dieser Umstand zur Kartierung von Krankheitsgenen ausnutzen (Terwilliger und
Weiss, 1998). Der Begriff umfasst somit die Prdsenz der beiden Begriffe Kopplung und
Assoziation gleichzeitig: Kopplung zwischen Marker/n und Krankheitsgen/en und Assoziation
zwischen Marker/n und Krankheit (Spielman und Warren, 1996). Ein approbates Mittel in der
Genomanalyse  zur  Aufsuchung von  Kopplungsungleichgewichten  ist  der
Transmission/Disequilibrium-Test (TDT) von Spielman und Mitarbeitern (1993).

Es stellt sich die Frage, welche Population sich am besten zur Suche eines Krankheitsgens
eignet. Nach Terwilliger und Weiss (1998) sollte die Haufigkeit der jeweiligen Krankheit
beim Menschen beriicksichtigt werden. Die Genanalyse seltener Krankheiten ldsst sich gut in
expandierenden Populationen durchfilhren. Zum Beispiel ist eine sehr grofle
Bevolkerungsexpansion fiir Europa nach dem Ende der Eiszeit vor ca. 16.000 Jahren
anzunehmen.

Assoziationen aufgrund von Kopplungsungleichgewichten konnen in unterschiedlichen
Bevolkerungen sehr widerspriichlich sein. In einer Bevolkerung kann das Allel A positiv
assoziiert sein, wihrend dies bei Menschen in einem entfernten geographischen Raum fiir
Allel B der Fall ist, weil hier z. B. eine andere Griinder-Mutation erfasst wird. Bei der
Psoriasis vulgaris sind als Beispiel die unterschiedlichen HLA-Assoziationen von Japanern
und Europdern anfiihrbar (Nakagawa et al., 1990, Henseler und Christopher, 1985). Wie
Underhill und Mitarbeiter (2000) anhand der Analyse der y-chromosomalen Haplotypen der
,hon-recombining region®“ (NRY-Region) festgestellt haben, gehdren FEuropder ganz
tiberwiegend zum entsprechenden Haplotyp VI und IX, Japaner hingegen zum Haplotyp IV.

Ein Kopplungsungleichgewicht findet man gewo6hnlich nur mit Markern, die in einem

Bereich von ca. 500 kb DNA vom Krankheitslokus entfernt liegen (Gongalo et al., 2001).
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1.4.3. Genomische Pragung

Wie in der Aufzéhlung in Kapitel 1.4. bereits angesprochen, kommt es unter dem Einfluss
einer genomischen Prigung zu Abweichungen von den Mendel’schen Regeln.

Der urspriinglich aus der Verhaltenforschung stammende Begriff der Prigung (Konrad
Lorenz, 1952) taucht als eine Definition besonderer genetischer Ereignisse als erstes in der
Arbeit von Helen Crouse (1960) auf: Ein Chromosom aus der ménnlichen Keimzelllinie
erhalte eine gewisse Prigung, die zu anderen Resultaten fiihre, als wenn das gleiche
Chromosom aus der miitterlichen Linie stammte. Zahlreiche weitere Autoren haben den
Begriff entsprechend ihren Beobachtungen modifiziert. Erwédhnenswert sind einige
interessante Untersuchungen:

Die Kerntransplantationsversuche von Surani (1986) und Solter (1988) an Eizellen von
Maiusen bewiesen, dass fiir eine normale Entwicklung des Embryos sowohl der miitterliche
als auch der viterliche Pronukleus erforderlich ist. Interessanter Weise zeigte die kiinstlich
erzeugte ,Parthenogenese™ (~ eingeschlechtliche Fortpflanzung) mit ,,gynogenonen
Embryonen® (Zygote ist aus zwei miitterlichen Vorkernen entstanden) eine bevorzugte
Entwicklung embryonalen Gewebes, wohingegen aus ,,androgenonem Gewebe* bevorzugt
Plazenta- und Eihautgewebe entstand. Als analoges Beispiel beim Menschen ldsst sich die
Blasenmole anfiihren, bei der es offenbar in Folge einer Dispermie zu einer Fehlbildung aus
Plazentagewebe kommt (Lawler et al. 1982).

In Translokationsexperimenten mit bestimmten autosomalen Segmenten von Maéusen
fanden Cattanach und Kirk (1985) heraus, dass sich bei paternalen uniparentalen Disomien
entgegengesetzte Entwicklungs-Effekte gegeniiber maternalen uniparentalen Disomien
zeigen. Von einer uniparentalen Disomie (UDP) spricht man in Fillen, wo homologe
Chromosomenpaare oder Chromosomenteile von nur einem Elternteil geerbt werden. Ein
derartiges Phanomen ldsst sich beispielsweise beim Prader-Willi-Syndrom beobachten, wenn
beide Chromosomen 15 von der Mutter geerbt werden. Cattanach und Kirk (1985) folgerten
aus ihren Beobachtungen, dass einzelne autosomale Regionen in den elterlichen Keimzellen
unterschiedlich genetisch gepréigt sein miissten.

Einen besonderen Fortschritt ergab die Analyse von Genen in transgenen Méusen.
Erstaunlicher Weise fand man bei einem Viertel aller auf die Mause iibertragenen und
untersuchten ,,fremden* Gene eine unterschiedlich starke Expression, die davon abhing,

welcher Elternteil das jeweilige Gen transmittierte. Eine verminderte Expression schien mit
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einem erhohten Methylierungszustand der Transgene im Zusammenhang zu stehen.
(Sapienza et al., 1987; Hall, 1990).

Verschiedene Syndrome des Menschen stehen mit einer genomischen Prigung im
Zusammenhang. Dazu gehoren das oben erwdhnte Prader-Willi- (Butler et al., 1986), das
Angelman-Syndrom (Knoll et al., 1987) und das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (Reik et al.,
1995). Auch bei der Entstehung maligner Tumoren st6f3t man auf das Phdnomen: Der Verlust
an Heterozygotie kann ein ,,verdecktes* Tumor-Gen aktivieren. Bei der Onkogenese der
Glomus-Tumoren  féllt auf, dass es bei paternalen gegeniiber maternalen

Chromosomenverlusten zu kontriaren Entwicklungen kommt (Van der Mey, 1989).

Die DNA-Methylierung wird inzwischen als ein epigenetisches Signal aufgefasst, das die
Expression von Genen reprimiert und damit einen wichtigen Determinierungsfaktor in der
Zelldifferenzierung darstellt. Die Methylgruppe bindet bevorzugt an die Base Cytosin in
CpG-Inseln. Diese methylierten CpG-Inseln erhalten sich iiber die DNA-Replikation hinweg,
thr Methylierungszustand ist jedoch reversibel. Auf diese Art und Weise kann das
Methylierungsmuster in jeder Gametogenese neu an das Geschlecht angepasst werden. Ein
gutes Beispiel fiir die epigenetisch beeinflusste ,,Gen-Steuerung™ geben die Untersuchungen
zum ,insulin like growth factor 2 der Maus: Das Gen des Igf2 ist, wenn es aus der paternalen
Keimzelllinie stammt, unmethyliert und somit potentiell aktiv. Das Gen eines Rezeptors
(M6p/Igf2r), der fiir den Abbau dieses potenten Wachstumsfaktors zustidndig ist, liegt
dagegen nur von der Mutter vererbt aktiv vor, d. h. das maternale Rezeptorgen fiir den Abbau
ist nicht methyliert. Damit fordert das paternale Gen das Wachstum, und das maternale Gen
bildet den dazugehorigen antagonistischen Mechanismus. Eine fehlerhafte Pragung wiirde die
Embryonalentwicklung aus dem  Gleichgewicht  bringen (Reik et al., 1995;
John und Surani, 2000).

Zur Steuerung und zum Zeitpunkt des ,,Imprinting* weill man bisher wenig. Vermutet wird,
dass die Chromatinsubstitution in der ménnlichen Keimbahn eine spezielle
Umprogrammierung des Genoms in der Oozyte vorbereitet, die wiederum hauptsdchlich vom
miitterlichen Erbgut abhdngig ist. Unter der Chromatinsubstitution versteht man den
Austausch der somatischen Histone gegen stirker basische chromosomale Proteine. Aus
verschiedenen Griinden scheint die genetische Pragung eine wichtige Rolle in der Evolution
der Sdugetiere und des Menschen gespielt zu haben, z. B. als spezieller Mechanismus zur
Aufrechterhaltung der geschlechtlichen Fortpflanzung (Kelley et al., 1988) oder bei der
Entwicklung der Plazenta (Haig und Graham, 1991; John und Surani, 2000).
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Zusammenfassend ldsst sich sagen: Man spricht von einer genomischen Prigung, wenn die
Allele der Miitter anders exprimiert werden als die Allele der Viter (Knippers, 1995). In
einem ,.,genomic imprinting “-Erbgang wird das betroffene Allel zwar nach den Mendel’schen
Regeln vererbt, jedoch ist die Ausprigung des Merkmals vom jeweiligen Geschlecht
abhingig, welches das Allel transmittiert hat. Barlow (1994) definiert die genomische
Pragung als einen ,reversibler ProzeB, bei dem in der Elterngeneration eine gameten-
spezifische DNA-Modifikation stattfindet und es aufgrund dessen zu Funktionsunterschieden

im maternalen und paternalen Genom der diploiden Nachkommenzellen kommt*.

1.5. Epidemiologie der Psoriasis vulgaris

1.5.1. Pravalenz der Psoriasis vulgaris

Die Privalenz der Psoriasis vulgaris wird auf ~2 % bis 3 % geschitzt (Lomholt, 1963;
Nevitt and Hutchinson, 1996; Plunkett und Marks, 1998). Tatsdchlich variiert sie stark in
Abhingigkeit von den Kontinenten und Populationen. Ein interessantes Beispiel fiir den
Einfluss der ethnischen Herkunft zeigt sich in Australien: Plunkett und Marks (1998)
berichten in ihrem australischen epidemiologischen ,,Review®, dass bei den australischen
Ureinwohnern mit reiner Abstammung Psoriasis sehr selten oder gar nicht vorkommt,
wohingegen die Prévalenz der Krankheit bei der weiflen australischen Bevolkerung mit 2,6 %
der Héaufigkeit in den westlichen Léndern entspricht. Allgemein wird von einer hoheren
Frequenz der Krankheit in den Volkern der ehemaligen Sowjetunion und in Norwegen (5 —
10 %), von einer moderaten Pridvalenz in Europa und den USA (2 —3 %) und einer geringen
Pravalenz bei den nordamerikanischen und lateinamerikanischen Indios, bei den Mongolen
und in Westafrika (0 — 0,3 %) berichtet (Camp, 1992; Farber und Nall, 1994, Bhalerao und
Bowcock, 1998). Die unterschiedlichen klimatischen Bedingungen und Lebensgewohnheiten
in den einzelnen Lédndern miissen als wichtige Einfullfaktoren fiir die Morbiditét
beriicksichtigt werden. Der genetische Hintergrund scheint jedoch von iiberwiegender
Bedeutung zu sein.

Hinsichtlich der Geschlechtsverteilung bei Psoriatikern fand Lomholt bei seinen
Untersuchungen 1947/48 auf den Farder Inseln in einem Kollektiv von 10.984 Personen ein
etwas hidufigeres Vorliegen der Erkrankung bei Minnern (51 %) als bei Frauen (49 %)
(Lomholt, 1963). In Ubereinstimmung mit Beobachtungen von Brandrup und Green (1981)

nehmen Swanbeck und Mitarbeiter (1994) an, dass Psoriasis etwas haufiger bei Mannern als
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bei Frauen vorkommt. Wenn ein Unterschied hinsichtlich der Geschlechtsverteilung
vorhanden ist, erweist sich dieser jedoch als gering (Henseler, 1993).

Eine Studie liber 36 Zwillingspaare in Ddnemark ergab eine Konkordanz von Psoriasis bei
72 % der eineiigen Zwillingspaare, verglichen mit 15 % bei den zweieiigen Zwillingspaaren
(Brandrup et al., 1978). Auch Faber und Mitarbeiter (1974) fanden eine im Vergleich
wesentlich hohere Konkordanz-Rate bei den monozygoten Zwillingen. Aullerdem fiel bei den
eineiigen Geschwistern die Ahnlichkeit in der Verteilung der psoriatischen Hautlésionen am
Kérper auf. Es fand sich eine verbliiffende Ubereinstimmung in der Ausprigung der
Krankheit und im ,,age of onset”. Diese Beobachtungen konnte man bei den zweieiigen
Zwillingspaaren nicht machen (Farberetal., 1974). An der nicht hundertprozentigen
Konkordanz-Rate bei den eineiigen Zwillingen erkennt man jedoch, dass die Psoriasis trotz
der starken genetischen Pradisposition auch unter dem Einfluss duBerer Faktoren steht.

Fir die genetische Beratung présentierten Swanbeck und Mitarbeiter (1997) eine
skandinavische Studie, die mit Hilfe der Daten von 3.095 Psoriatikern und ithren Familien
erstellt wurde. Demnach liegt das lebenslange Erkrankungsrisiko fiir jemanden, dessen Eltern
nicht von Psoriasis betroffen sind, bei ca. 4 Prozent. Wenn ein oder beide Eltern Psoriasis
haben, betrigt die Wahrscheinlichkeit jedoch 28 bzw. 65 %. Wenn sich bereits ein betroffenes
Kind in der Familie befindet, liegt das jeweilige Erkrankungs-Risiko fiir weitere Geschwister
bei 24 %, wenn kein Elternteil Psoriasis hat, bei 51 % wenn Mutter oder Vater betroffen sind,
bzw. bei 83 %, wenn beide Eltern Psoriasis haben. Bei deutschen Patienten sind die
Risikoziffern deutlich niedriger und konnen in etwa halbiert werden (Andressen und

Henseler, 1982).

1.5.2.  Zusammenhange mit anderen Krankheiten

Als bislang einzige nicht-kutane Manifestation der Psoriasis gilt die Psoriasis-Arthritis.
Signifikant hdufiger findet man bei Psoriasis-Patienten Krankheiten wie Bluthochdruck,
Herzinsuffizienz, Adipositas sowie Diabetes mellitus (Christophers und Mrowietz, 1999). Die
Assoziation von Psoriasis mit Morbus Crohn (Lee et al., 1990) hat durch die genetische
Analyse der beiden Krankheiten eine gewisse Bestitigung bekommen, denn fiir beide existiert
offenbar ein Suszeptibilitits-Faktor auf Chomosom 16q (Nair et al., 1997) und Chromosom
19p (Lee et al., 2000). Auch existiert eine erhohte Inzidenz der Psoriasis bei HIV positiven
Patienten (Johnson, et al., 1985; Duvic et al., 1987). In einer Studie iiber 700 HIV-infizierte

Patienten mit Hauterkrankungen wurde bei 5% von ihnen eine Psoriasis diagnostiziert
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(Normalbevdlkerung ~ 2 %). Haufig erkrankten die Patienten in einem fortgeschrittenen
Stadium der HIV-Infektion, wenn das Verhiltnis der CD4+ zu CDgt+ Zellen unter den Wert
von 0,4 sank (Wolfer et al., 1996). Interessanter Weise wirkt sich Cyclosporin A, das auch zur
Therapie schwerer Psoriasis-Manifestationen eingesetzt wird, positiv auf die Verhinderung
der Progression der HIV-Infektion aus (Levy et al., 1995).

Andererseits gibt es einige Krankheiten, die in negativer Assoziation zur Psoriasis stehen:
Neurodermitis  (atopisches Ekzem), exogen-allergisches Asthma und allergische
Rhinokonjunktivitis - zusammengenommen das ,,atopische Syndrom® - sind bei Psoriasis-
Patienten selten anzutreffen (Christophers und Mrowietz, 1999). Pathogenetisch stellt sich der
psoriatische Formenkreis, bei dem eine TH;-Immunantwort vorliegt (s. u.) gegeniiber dem
atopischen Syndrom, dem Musterbeispiel fiir eine TH>-mediierte Entziindungsreaktion, als

gegensitzlicher Krankheitstyp dar (Fritsch, 1997).

1.6. Histologie der Psoriasis vulgaris

Zunichst sei die Histophysiologie einer gesunden Epidermis skizziert (Schiebler et al.,
1986): Das auf der Basalmembran haftende Stratum basale stellt die Regenerationsschicht der
sich ,terminal differenzierenden* Keratinozyten dar. Dabei ist zu beachten, dass die
Basalmembran selbst eine Syntheseleistung der Keratinozyten darstellt. Die sich abflachenden
Zellen des Stratum spinosum, das wegen seinen zur Zugfestigkeit der Epidermis stark
beitragenden Zellausldufer (Desmosomen) auch ,,Stachelzellschicht* genannt wird, sind
ebenfalls noch vereinzelt mitotisch aktiv. Zahlreiche basophile Keratohyalingranula
charakterisieren das sich anschlieBende Stratum granulosum. Im Stratum corneum kann in der
dicken Epidermis (an Palmae u. Plantae) das schmale homogen eosinophile Band des
Stratum lucidum von den oberen fest gepackten kernlosen Hornzellen unterschieden werden.
Von der Flichenausdehnung her gesehen iiberdeckt eine Stratum-corneum-Zelle etwa 25
Zellen des Stratum basale. Die Regerationszeit der Epidermis betrdgt normalerweise ungeféahr
30 Tage, wobei die Mitoseaktivitdt der Keratinozyten durch ein kompliziertes Zusammenspiel
mit dem Stratum papillare der Dermis gesteuert wird. In den Bindegewebszapfen befinden
sich die fiir die Erndhrung der Epidermis wichtigen Kapillarschleifen und Lymphozyten, die
mit den suprabasal in der Epidermis liegenden Langerhanszellen in Kontakt treten konnen.
Fiir den wichtigen Prozess der Induktion einer Immunantwort geht man allerdings davon aus,

dass die Langerhanszellen das Antigen aufnehmen, dieses verarbeiten, sich dann aus der Haut
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heraus in den zugehorigen Lymphknoten begeben und dort das prozessierte Antigen den T-
Lymphozyten préasentieren.

Altman und Kamino (1999) stellen die histologisch-diagnostischen Kriterien zur
Prisentation der chronischen Plaque-Psoriasis sehr differenziert zusammen: Kennzeichnend
fiir alle Psoriasisformen sind die dilatierten und irreguldr geschlungenen Kapillaren im
Stratum papillare, deren Alteration auch in den abgeheilten Hautstellen erkennbar ist. Die
Bindegewebszapfen des oedematdsen Stratum papillare sind vergroBert und enthalten
perivaskuldr zahlreiche Rundzellinfiltrate aus Lymphozyten (CDs+ gegeniiber CDg+
vermehrt), Monozyten und spiter auch neutrophilen Zellen. Insgesamt herrscht eine
epidermale Hyperplasie mit zahlreichen basalen Mitosefiguren und einer Verdickung des
Stratum spinosum (Akanthose). Wihrend die oberen Keratinozyten abgeblasst erscheinen und
entgegen der Norm Zellkerne enthalten (Hyperparakeratose), ist das darunter liegende
Stratum granulosum spéter u. U. vollig ausgediinnt (Hypogranulose).

Der Zellzyklus der hyperproliferativen psoriatischen Keratinozyten ist auf 1 -5 Tage
verkiirzt, wobei die Reifung und AbstoBBung der Hornlamelle innerhalb von 4 Tagen geschieht
(Weinstein et al., 1987). Atypische Differenzierungsformen kénnen jedoch nicht beobachtet
werden.

Ein typisches histologisches Merkmal sind die sterilen ,,Munro-Mikroabszesse®, die durch
Diapedese neutrophiler Granulozyten in parakeratotisch verdnderte Epidermis-Schichten
entstehen. Ohne die Munro-Mikroabszesse kann die histologische Diagnose fiir Psoriasis
nicht sicher gestellt werden (Camisa, 1994). Die Produktion von Keratinen in psoriatischer

Haut ist entgegen der Norm verdndert (Wilson et al., 1994; u. a.).

1.7. Immunologie und Pathogenese der Psoriasis vulgaris

Die bisherige immundermatologische Forschung zeigt deutlich das komplexe
Zusammenspiel der immunkompetenten Zellen, der Zytokine und einiger weiterer
Mediatoren. Im Zentrum des Immunsystems stehen die T-Helfer-Zellen, die verschiedene
Effekte wie die Induktion zytotoxischer CDg+ T-Zellen, die die Bildung von Antikérpern
durch die B-Zellen, die Aktivierung von Makrophagen oder die Degranulation von Mastzellen
hervorrufen konnen. Die Steuerung dieser Reaktionen wird iiber die Expression und
Sezernierung eines bestimmten Zytokin-Musters geregelt. Zytokine sind niedermolekulare

Proteine, meist Glykoproteine, die als l9sliche Botenstoffe von immunkompetenten Zellen
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aber fast auch von allen anderen Zellen, wie z. B. den Keratinozyten oder Endothelien,
gebildet werden konnen. Zu den Zytokinen gehdren unter anderem die Interleukine, Tumor-
Nekrose-Faktoren, Wachstumsfaktoren und Interferone (Heilig et al., 1998). Inzwischen ist
klar, dass sie im Rahmen der Pathogenese von Hautkrankheiten eine entscheidende Rolle
spielen (Luger und Schwarz, 1993).

Im Gegensatz zum Hauptmechanismus in der Pathogenese von allergischen
Hauterkrankungen ist die Psoriasis eher durch das Bild einer T-Helfer-Zellen-Reaktion vom
Typ 1 (THI-Reaktion) charakterisiert, denn in den psoriatischen Hautldsionen findet man
vorrangig die Expression von IL-2 und Gamma-Interferon (IFN-y) und weniger die von von

IL-4, IL-5 oder IL-10 (Ortonne, 1999; Nickoloff, Sept. 1999):

- Das von den T-Zellen stammende IL-2 ist fiir die Aktivierung und das Wachstum ihrer
selbst zustandig (Synonym: TCGF).

- Gamma-Interferon ist hochstwahrscheinlich sehr bedeutend fiir die Attraktion der T-
Lymphozyten in die Epidermis, indem es die Expression von ICAM-1 auf den
Endothelzellen fordert (Griffiths et al., 1989). Im Gegensatz zum antiviral wirkenden
Typ 1 Interferon (IFN-o, IFN-B) steht bei IFN-y die zelluldre und humorale
Immunabwehr im Vordergrund. Es kommt zu einer effektiveren Antigen-Présentation
an die CD8+ zytotoxischen Zellen und CD4+ T-Helfer-Zellen. Uber Zytokine wird die
Effizienz der Phagozytose der Makrophagen und der Immunglobulin-Klassenwechsel
von IgM auf IgG gefordert. Das bei Psoriatikern vermehrt erscheinende IFN-y
(Barker et al, 1991) mag somit die Abwehr der Haut gegeniiber Bakterien, Viren,

Pilzen oder auch Neoplasien unterstiitzen.

Den starken FEinfluss von IFN-y und IL-2 illustriert die Beobachtung, dass die
Verabreichung dieser Zytokine im Rahmen einer anti-rheumatischen oder anti-neoplastischen

Therapie zu einer deutlichen Verschlechterung einer préexistenten Psoriasis fiihrt

(O’Connell et al., 1992; Okanoue et el., 1994).

In auffdlligem Kontrast zu anderen entziindlichen Hautkrankheiten ist die Psoriasis durch
den beschleunigten ,, Turnover* in der Epidermis gekennzeichnet, d. h. durch die schnellere
Wanderung der Keratinozyten von der Basalzelle bis hin zur abschilfernden Hornschuppe
(Valdimarsson et al., 1995; Nickoloff, Sept. 1999). Dieses epidermale Reaktionsmuster ist
fast ausschlieBlich der Psoriasis eigen. Ein dhnliches Reaktionsmuster wird interessanter

Weise bei einer seltenen monogen vererbten Hauterkrankung, der epidermolytischen
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Hyperkeratose, als Folge von Mutationen in den Genen fiir Keratin 1 oder Keratin 10
gefunden (Rothnagel et al.,1992). Die Interaktion zwischen T-Lymphozyten und
Keratinozyten iiber Cytokine spielt bei der Psoriasis offenbar die Hauptrolle beim
beschleunigten Umsatz der Keratinozyten (Baker und Fry, 1992).

Valdimarsson und Mitarbeiter (1986) verdffentlichten die Hypothese, dass aktivierte T-
Zellen durch eine abnormale Antigen-Expression zusammen mit dendritischen
Langerhanszellen in die unteren Schichten zwischen Dermis und Epidermis migrieren und
dort eine Keratinozyten-Proliferation verursachen konnten. Besonders die Tatsache, dass sich
eine Reihe immunsuppressiver Substanzen hervorragend zur Therapie der Psoriasis einsetzen
lasst, hat das immunologische Konzept der Krankheit und die besondere Rolle der T-
Lymphozyten unterstiitzt (Nickoloff, Sept. 1999). Beispielsweise war die Einfiihrung von
Cyclosporin ein Durchbruch fiir die Therapie schwerster Psoriasis-Formen (Ellis et al., 1986).
Dessen immunsuppressive Wirkung kommt durch die hemmende Wirkung auf die
lymphozytére Produktion von IL-2 zustande. Es konnte jedoch keine Verdnderungen der
Aktivitdt der Keratinozyten beobachtet werden (Gottlieb et al., 1992).

Ein weiteres immunsuppressiv wirkendes Medikament zur Behandlung der Psoriasis stellt
Fumarsédure-Ester (,,Fumaderm®) dar (Altmeyer, 1996). Der Wirkmechanismus scheint
insbesondere auf einer Stimulation der IL-10-Sekretion zu basieren, die zu einer Suppression
des THI1-Cytokin-Musters der Psoriasis mit beitrdgt (Ockenfels et al., 1998).

Den Einfluss von IL-2 auf das Krankheitsgeschehen und damit indirekt auch auf den
Wirkmechanismus von Cyclosporin illustriert ein weiterer immunsuppressiver Ansatz: In
einer therapeutischen Studie gab man einer Patienten-Gruppe von 10 Personen das IL-2-
Lymphozyten-Toxin DAB389, ein Konjugat aus Diphtherie-Toxin und IL-2, das selektiv
aktive Lymphozyten aber nicht die Keratinozyten blockt. Nach zwei niedrig dosierten Zyklen
zeigten vier Patienten eine starke und weitere vier eine moderate Verbesserung des
Krankheitsbildes (Gottlieb et al., 1995).

Mit Beginn der 90-er Jahre wurden zur Erforschung der Psoriasis auch Experimente an
Tiermodellen hinzugezogen (Bhalerao und Bowcock, 1998). Ein Vorgehen bestand darin,
symptomlose Haut von Psoriasis-Patienten (PN) und Haut von gesunden Probanden (NN) auf
SCID-Méuse, d.h. auf Miuse mit schwerem Immundefekt, zu verpflanzen, diesen dann
Immunzellen in die Dermis zu injizieren und den resultierenden Phénotyp histologisch-
klinisch zu untersuchen. So bewiesen einige Versuche, dass es den T-Lymphozyten moglich

ist, an symptomloser Haut eine Konversion in psoriatische Plaques hervorzurufen.
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Letztendlich zeigte aber nur die PN-Haut eine psoriatische Transformation (Wrone-Smith und
Nickoloft, 1996; Nickoloff und Wrone-Smith, 1999).

Skov und Mitarbeiter (1997) konnten in einem In-vitro-Experiment zeigen, dass auf den
psoriatischen Keratinozyten scheinbar eine Uberexprimierung des T-Zell-aktivierenden
Molekiils CDw60 stattfand, wenn man zuvor aktivierte T-Zellen aus ldsionaler Psoriasis-Haut
mit den Keratinozyten in Kontakt treten lieB3.

All diese Beobachtungen und Versuche stellten einen Beweis fiir die maBgebliche

Involvierung der T-Zellen in die Pathogenese der Psoriasis dar.

Das Zytokin-Muster, das bei der Aktivierung der Keratinozyten eine Rolle spielt, ist
inzwischen recht gut erforscht. Dabei sezernieren auch die Keratinozyten einen groflen Anteil
der Botenstoffe, die multiple Effekte auf sie selbst und auf andere Zelltypen einschlieBlich der
T-Lymphozyten haben. Zu den Zytokinen gehdren die Interleukine IL-1, IL-6 und IL-8, der
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a1), der transforming growth factor (TGF-a) und wiederum

[FN-y (Baker und Frey, 1992; Ortonne, 1999):

- IL-1 und TNF-o wird aufler von den Keratinozyten auch von antigenprédsentierenden
Zellen produziert. Wie das bereits beschriebene IFN-y veranlassen die beiden zentralen
Botenstoffe IL-1 und TNF-o die Expression wichtiger Zelladhdsionsmolekiile. Dazu
zahlen das ELAM-1 auf den Endothelzellen, das VCAM-1 (vascular cell adhesion
molekule), das komplementir mit VLA-4 (very late antigen) wirkt, und das ICAM-1, das
iiber die Interaktion mit dem LFA-1 (leukocyte function-associated antigen) die
Infiltration der Leukozyten fordert (Griffiths, etal.1989; Baker und Frey, 1992;
Ortonne, 1999). Paukkonen und Mitarbeiter (1995) konnten mit einer Untersuchung an 36
psoriatischen Patienten nachweisen, dass das Erscheinen von ICAM-1 auf den
Keratinozyten mit der Manifestation der psoriatischen Lésionen einhergeht.

- Die beiden Interleukine IL-6 und IL-8 fordern die Aktivierung, Proliferation und
Chemotaxis der T-Lymphozyten und damit deren Infiltration in die Dermis. IL-6 wird
sowohl von den Keratinozyten als auch Leukozyten gebildet. Die Untersuchungen von
Grossman und Mitarbeitern (1991) zeigten, dass IL-6 im Plasma von Patienten mit aktiver
Psoriasis deutlich erhoht ist und dass dieses Interleukin direkt zur Proliferation von
normalen Keratinozyten beitragen kann. Auch das ,releasing® von IL-8 stimuliert das
Wachstum der Keratinozyten (Baker und Frey, 1992). IL-8 ist zudem ein herausragender

Faktor bei der Granulozyten- und Monozytenaktivierung (Holmes et al., 1991), der bei der
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Entstehung der charakteristischen psoriatischen = Mikroabszesse entscheidend
mitverantwortlich sein konnte.
- Der von den Keratinozyten gebildete TGF-a (transforming growth factor) wirkt auf diese

selbst und zeigt eine Induzierbarkeit durch TNF-a (Baker und Frey, 1992).

Im Zusammenspiel des psoriatischen Zytokin-Musters scheint neben diesen
inflammatorischen Substanzen auch das System der epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF)
von Einfluss zu sein. Im Experiment mit transgenen Mausen konnte gezeigt werden, dass der

“«“

von den Keratinozyten vermehrt gebildete ,.epidermal growth factor” Amphiregulin
histologisch eine psoriasiforme Hautldsionen hervorruft (Cook et al., 1997).

Die Zytokin-Phdnomene der Psoriasis befinden sich im Einklang mit dem Wirken ,,einer der
dltesten antipsoriatischen Lokaltherapien® (Fritsch, 1997), der Behandlung durch Dithranol.
So stellte man bei 27 Psoriasis-Patienten fest, dass es bei ithnen im Blut im Vergleich der

Plasma-Konzentrationen vor und nach der Behandlung mit Dithranol zu einem deutlichen

Riickgang der IFN-y- und TNF-a-Spiegel kam (Chodorowska, 1998).

In der zentralen Frage nach dem Ausloser der Immunaktivierung analysierte man bereits
frithzeitig das Verhéltnis zwischen den CD4+ und CDg+ Lymphozyten. Seit langem ist aus
longitudinalen Studien bei der Psoriasis guttata bekannt, dass die Eruption mit dem
epidermalen Einstrom und der Aktivierung von CD4+ Zellen einhergeht und dass das
Abklingen des akuten Schubs mit einem Anstieg der CDg+ Zellen assoziiert ist
(Baker et al., 1984). Im Versuch von Nickoloff und Wrone-Smith (1999) zeigte die
Injizierung von CDg+ Zellen in die Dermis von SCID-Miusen im Gegensatz zur Injizierung
der autologen aktivierten CD4+ Zellen kein Auftreten von psoriatischen Plaques. Nickoloff
(Sept. 1999) schlussfolgerte daraus, dass CD4+ Zellen mit ihrem vermehrten Erscheinen in
der Dermis ein Mikromilieu erzeugten, das die bereits vorher intraepidermal vorhandenen
CDg+ Zellen ,aufwecken konnte”. Bei diesem Vorgang sei jedoch noch ein weiteres
Hilfssignal von den CD4+ Zellen an die CDg+ Zellen notwendig, dessen Natur kiirzlich von
Tumor-Immunologen entschliisselt wurde (Lanzavecchia, 1998). Demnach kidme es iiber die
Interaktion der antigenpridsentierenden Zellen zu einer CDst+ — APZ — CDg+
Kommunikation, welche die CDg+ Zellen dazu aktivieren konne, beispielsweise Tumorzellen
anzugreifen und zu zerstoren. Hierbei interagiert offenbar der CD-40L-Rezeptor der CD4+
Zellen mit dem APZ-Rezeptor CD-40.

Zu den antigenpréasentierenden Zellen, die ein zentrales Elemente in der Immunantwort der

Haut darstellen, gehdren die Langerhans-Zellen und Makrophagen, die den CD4+ T-Zellen
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fremde Antigene iiber die MHC Klasse I/ préisentieren, den CDg+ T-Zellen korpereigene,
bakterielle oder virale Peptide jedoch iiber die MHC Klasse / darbieten (Heilig et al., 1998).
Bei der Aktivierung der CDs+ Zellen durch die APZ gibt es einige weitere Liganden-
Rezeptoren-Paare (s. Abb. 1.1.). Neben der Antigenerkennung durch das Signal erster Art ist
zur kompletten CDg+ Zell-Aktivierung, wie sie bei der Psoriasis vorstellbar ist, ein Signal
zweiter Art notwenig, bei dem mehrere Zelloberflichen-Molekiile eine Rolle spielen
(Nickoloff, Sept. 1999). Von besonderer Bedeutung scheint das Paar B7/CD-28 zu sein. Ein
Fusionsprotein (CTLA4Ig), das die Rezeptoren CD-28 und CD-152 blockiert, hat in der
experimentellen Behandlung von 43 Patienten mit chronisch stabiler Psoriasis vulgaris bei

46 % eine deutliche Besserung des klinischen Bildes gezeigt (Abrams et al., 1999).

Signal
zweiter Art

Signal erster
Art

aktivierte
CD8+ T-Zelle

Signal
zweiter Art

APZ CDg+ Zellen

Signal erster Art: MHC Klasse 1 Yas + Antigen ? < TCR/CD-3/CD-8-Komplex

LFA-3 VAN CD-2
Signale VCAM-1 o VLA-4
zweiter Art ICAM-1 N LFA-1
B7-1 und B7-2 VAN CD-28

Abb. 1.1.: Liganden-Rezeptor-Beziehungen zwischen antigenprasentierender Zelle und
aktivierter CDg+ Zelle. Erklarung siehe Text. (Abbildung nach Nickoloff, Sept. 1999).
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Zwar ist man sich im Allgemeinen dariiber einig, dass die aktivierten T-Lymphozyten einen
Hauptfaktor bei der Krankheitsentstehung der Psoriasis darstellen, bislang ist aber noch nicht
sicher, welche Substanz (oder welche Substanzen) den ursdchlichen Triggerfaktor fiir die T-
Lymphozyten darstellt und das chronische ,,waxing and waning* (Krueger und Duvic, 1994)
der Psoriasis bedingt.

Studien bei der Psoriasis guttata deuteten an, dass es moglicher Weise ein Superantigen fiir
eine polyklonale T-Zellvermehrung gibt. So koénnte Psoriasis als Autoimmunkrankheit
aufgefasst werden, die durch einen bestimmten Streptokokken-Serotyp induziert und durch
die Kreuzreaktion eines M-Proteins mit einem epidermalen Keratin der Psoriasis-Patienten
aufrecht erhalten wird (McFadden etal., 1991; Valdimarsson etal., 1995 und 1997). In
diesem Zusammenhang gibt es Hinweise auf strukturelle und immunologische Ahnlichkeiten
von rekombinant hergestellten M6-Peptiden der Streptokokken und bestimmten epidermalen
Keratinen (Sigmundsdottir et al., 1997).

Abgesehen von den bakteriellen Superantigenen oder einfachen Antigenen wurden eine
Reihe weiterer ,,Kandidaten fiir die T-Zell-Aktivierung bei der Psoriasis verddchtigt. Zu
diesen zd@hlt das Neuropeptid Substanz P (Naukkarinen et al., 1989) oder das Humane
Papilloma Virus (Favre et al., 1998). Im Blutserum von Psoriatikern wurde eine signifikant
hohere Pravalenz von Antikdrpern gegen HPV-5-dhnliche Partikel gemessen als bei den
Kontrollgruppen. HPV-Viren sind mit der sehr seltenen Epidermodysplasia verruciformis
assoziiert, die wie die Psoriasis vulgaris einen genetischen Suszeptibilitits-Ort auf
Chromosom 17q aufweist (Tomfohrde et al., 1994; Ramoz et al., 1999).

Trotz der vielen unterschiedlichen Untersuchungen konnte bislang flir keine Substanz
bewiesen werden, dass sie liber den Weg der T-Zell-Aktivierung die primére Ursache der
Psoriasis darstellt.

Nickoloff und Mitarbeiter (Mai 1999) und Nickoloff (Sept. 1999) schlagen ein neues
immunologisches Modell vor, das die Frage nach dem vermeintlichen ,,Autoantigen* usw.
umgeht. Die bisherigen Betrachtungen bezogen sich auf die erworbene Immunabwehr (dem
Zusammenspiel von MHC-Klasse-II-Molekiilen, T-Zell-Rezeptor, CDsg-/CDs-Zellen und
bestimmten Antigen). Andererseits konnte die Aktivierung der T-Lymphozyten auch {iber das
angeborene Immunsystem ablaufen. Die Experimente von Nickoloff und Mitarbeiter (Mai
1999) ergaben Hinweise auf die Involvierung von NK-Zellen (natural killer cells) bei der
Psoriasis. Diese besitzen Rezeptoren wie CD158a p50, CD158b p50 oder CD161, die die
HLA-I-Molekiile Cwl, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8 und verschiedene andere Zelloberflichen-

Rezeptoren auf den Keratinozyten erkennen konnen. Zu diesen alternativen
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Erkennungsmolekiilen der Zellmembran gehdrt u. a. das nicht-klassische HLA-&hnliche
Antigen CD1d, dessen Gen auf Chromosom 1 liegt, und das polymorphe MICA-Antigen, das
wie die HLA-Ketten auf Chromosom 6 kodiert wird. Durch diese alternativen
Liganden/Rezeptor-Beziehungen werden NK-Zellen aktiviert oder deaktiviert (s. Abb. 1.2.;
Nickoloff, Sept. 1999). Bonish und Mitarbeiter (2000) zeigten, dass der CD1d-Rezeptor auf
den Keratinozyten bei Psoriasis und anderen inflammatorischen Hauterkrankungen
wahrscheinlich hochreguliert ist. Weitere Experimente lassen vermuten, dass es liber die NK-
Zellen und CD1d-positiven Keratinozyten zu einer erhohten IFN-y-Produktion kommt - und
somit zu einer THIl-Immunantwort, die fiir die Psoriasis typisch ist (Nickoloff et al.,

Dez. 2000).

HLA-Cw2.4.5.6

Keratinozyt

HLA-Cw1,3,7,8

Abb. 1.2.: Die Aktivierung der NK-T-Zellen kann durch den T-Zellrezeptor-Mechanismus
der MHC-Klasse | (linke Seite) oder Uber einige andere Liganden/Rezeptor-Beziehungen
(rechte Seite) stattfinden (Darstellung nach Nickoloff, Sept. 1999).

An den oben dargestellten Forschungsergebnissen erkennt man, dass sich bisher nicht genau
sagen ldsst, ob der ,,Hauptiibeltdter (Nickoloff, Sept. 1999) fiir die Psoriasis primir bei den
T-Lymphozyten oder bei den Keratinozyten, Endothelzellen oder Fibroblasten ,,sitzt".

Kadunce und Krueger (1995) unterstiitzen die ,,framework hypothesis* und schlagen vor,
dass der primire Defekt allein bei den Keratinozyten oder Fibroblasten zu suchen sei. Der
einzigartige pathologische Mechanismus bei der Psoriasis bestinde aus der angeborenen,
tibermdfBigen Proliferationsaktivitit und verdnderten Differenzierung der Keratinozyten. Da
Proliferation und Differenzierung zum groBlen Teil genetisch festgelegt seien, sollte man

deshalb verstirkt nach genetischen Verdnderungen, d. h. Mutationen von Transkriptions- bzw.
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Translationsfaktoren, von Cytokinen oder Wachstumsfaktoren suchen. Die nicht 100 %-ige
Penetranz der Psoriasis konnte gut durch einen grundlegenden Defekt eines
Rezeptor/Liganden-Komplex erkldrt werden, da es bei derartigen Stérung hiufig zu
Schwelleneffekten kommt.

Wrone-Smith und Mitarbeiter (1997) stellten fest, dass Keratinozyten aus psoriatischen
Lasionen gegeniiber Apoptose resistenter sind als Normalhaut-Keratinozyten. In einer
jingeren Untersuchung wird davon gesprochen, dass sich die Keratinozyten von Psoriasis-
Patienten teilweise wie ,,senescent cells® verhalten wiirden, d.h. wie Zellen in einem
vorgealterten Zustand (Chaturvedi et al., 1999). Damit wire die erhohte Resistenz gegeniiber
Apoptose und die trotz der erhohten Proliferationsrate verhéltnismiaBig seltene maligne
Transformation in ein Plattenepithel-Karzinom erkldrbar (Nickoloff, Sept. 1999;
Lindelof et al., 1990).

Eine beeindruckende Arbeit, die stark die Meinung unterstiitzt, dass sich ein Primérdefekt
der Psoriasis in den Keratinozyten befindet, lieferten Carroll und Mitarbeiter (1995). Uber die
Kopplung humaner Integrin-Gene an die Involucrin-Promoter-Region der Maus konstruierten
sie ein transgenes Mausmodell, an dem sie nachwiesen, dass die suprabasale epidermale
Expression des Integrin 3; allein oder in Kombination mit den Integrinen o, und as mit einem
Phénotyp der Haut einhergeht, der der humanen Plaque-Psoriasis sehr dhnlich ist. In der
Histologie der Maéusehaut sah man eine typische epidermale Hyperplasie, dilatierte
Kapillaren, eine Akanthose und Hypogranulose, Hyperkeratosen und je nach Region Ortho-
und Parakeratosen. Auch das charakteristische Infiltrat der CD4+/CDg+ Zellen und eine
erhohte ICAM-1 Expression war vorhanden. Carroll und Mitarbeiter (1995) zeigten, dass
diese Psoriasis-typischen Verdnderungen allein durch die unterschiedliche Integrin-
Expression in der Epidermis hervorgerufen wurden. Die Autoren vermuteten, dass bestimmte
Integrin-Muster eine aberrante epidermale Proliferation und Differenzierung hervorriefen. Die
Keratinozyten 16sten dann sekunddr durch die Aussendung von Cytokinen eine
Entziindungsreaktion aus (Carroll et al., 1995).

Hertle und Mitarbeiter (1995) machten Experimente, bei denen sie die Cytokine TNF-o und
IFN-y, die in psoriatrischer Haut vermehrt vorkommen (s. 0.), in die Haut von Testpersonen
injizierten. Aus den Ergebnissen schlussfolgerten sie, dass die Integrin-Expression nicht von
TNF-o oder IFN-y beeinflusst wird. Wie z. B. bei der Wundheilung zeigten die jeweiligen
Integrinmuster vielmehr einen verdnderten Proliferations- und Differenzierungszustand der
Epidermis an. Wie Carroll und Mitarbeiter (1995) hielten Hertle und Mitarbeiter (1995) das

Entziindungsgeschehen bei der Psoriasis fiir eine sekundér in Erscheinung tretende Reaktion.
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Die kontroversen Debatten bei der Erforschung der Psoriasis haben zu zahlreichen neuen
Erkenntnissen iiber die Vorginge in der Haut gefiihrt, beispielsweise iiber das empfindliche
cytokingesteuerte Proliferationsgleichgewicht der Epidermis. Umgekehrt spiegeln die
Konzepte zur Pathogenese der Psoriasis die gerade aktuellen Meinungen in der kutanen
Biologie wider. Bisher ist die Frage nicht beantwortet, ob die Psoriasis als
Autoimmunkrankheit aufzufassen ist, bei der fehlgeleitete T-Zellen sekundér eine abnormale
Reaktion der Keratinozyten ausldsen, oder ob es sich vielmehr um einen angeborenen Defekt
im epidermalen Antwortschema auf infektidose und/oder physiko/chemikalische Reize handelt
(Nickoloff, Schroder et al., 2000). Es ist ebenfalls vorstellbar, dass beides - eine bestimmte
angeborene epidermale Reaktionsbereitschaft und eine fehlgeleitete T-Zell-Immunantwort -

erforderlich ist, um eine Psoriasis vulgaris auszuldsen.

1.8. Die Genetik der Psoriasis vulgaris

Anhand vielfdltiger epidemiologischer Untersuchungen (Lombholt, 1963; Farber et al., 1974,
u. a.) und an der Assoziation der Psoriasis vulgaris mit den HLA-Antigenen (Brenner et al.,

1978; u.a.) erkannte man frithzeitig die starke genetische Determinierung der Krankheit.

1.8.1. Vererbungsmodus und Hinweise auf einen paternalen Effekt

Bis heute ist man sich nicht dariiber einig, welches Vererbungsmodell der Psoriasis vulgaris
definitiv zuzuordnen ist. Zum einen wurde frither hiufig die Meinung vertreten, es handle sich
um einen automsomal dominanten Erbgang mit reduzierter Penetranz (Abele et al., 1963; u.a.)
oder um einen autosomal rezessiven Erbgang mit hoher Allel-Frequenz (Swanbeck et al.,
1994; u.a.). Ein dominantes Modell schlug bereits Romanus (1945) vor. Abele und
Mitarbeiter (1963) schitzen die Penetranz des dominant vererbten Gens auf 60 %. Thre Studie
basierte auf den Befragungen und klinischen Untersuchungen einer Bevolkerungsstichprobe
aus North Carolina. Swanbeck und Mitarbeiter (1994) zeigten in einer populationsgenetischen
Studie, dass ein rezessives Vererbungsmodel am besten mit der Krankheitsverteilung in
Psoriasis-Familien {ibereinstimmen wiirde. Bei einer hohen Genfrequenz sei in vielen
Stammb&iumen ein pseudodominanter Erbgang zu beobachten (Swanbeck et al., 1994).

Inzwischen gehen — insbesondere aufgrund der molekularen Daten (Kopplungsanalysen) -

samtliche auf dem Gebiet aktiv forschenden Gruppen davon aus, dass mehrere
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unterschiedliche Gene die Psoriasis verursachen, d.h. dass die Krankheit polygen und
zugleich heterogen ist (Lee et al., 2000; u. a.). Zu diesem Schluss kam Lomholt (1963) bei
seiner grof} angelegten Studie auf den Farder Inseln. Elder und Mitarbeiter (1994) favorisieren
aufgrund ihrer Untersuchungen das Multilokus-Modell: Es gebe eine limitierte Zahl von
Hauptgenen, die zusammen mit dem HLA-Typ an der Krankheitsentstehung der
Psoriasis vulgaris beteiligt seien.

Als weiterer Einblick in die komplexe Vererbung von Psoriasis kann die Untersuchungen
von Happle (1991), Traupe und Mitarbeitern (1992) und Zachos und Mitarbeitern (1998)
angesehen werden:

Happle (1991) kommentierte den seltenen Fall einer linearen Psoriasis und vermutete, dass
die unregelmifige Manifestation der Krankheit durch eine somatische Rekombination in der
Haut im Zusammenhang mit anderen pradisponierenden Genen und Umweltfaktoren erzeugt
werden kann. Er schlug vor, dass ein somatisches Crossing-Over in der friihen Entwicklung
einer Tochterzelle zur Homozygotie eines Psoriasis-Gens und folglich zu einem Klon
alterierter Stammzellen fithren konnte.

Zu dieser Vorstellung passt die experimentelle Arbeit von Zachos und Mitarbeitern (1998),
die bei der Analyse von chronischen Psoriasis-Plaque-Herden einen Hinweis dafiir fanden,
dass der Verlust an Heterozygotie (LOH ~ loss of heterozygosity) in den Keratinozyten ein
wichtiges Phdnomen bei der Entstehung von Psoriasis darstellen kann. Sie untersuchten sie 14
Patienten mit 11 Mikrosatelliten-Markern und fanden einen LOH wenigstens bei einem der
getesteten Mikrosatelliten bei 9 von 14 Patienten, mit anderen Worten bei 64 % der Patienten.
Ob dieser Befund in einer Folgestudie bestétigt werden kann, bleibt abzuwarten.

Traupe und Mitarbeiter (1992) fanden in ihrer Studie heraus, dass das Geburtsgewicht der
Kinder von Psoriatikern signifikant hoher lag, wenn der Vater betroffen war. Gleichzeitig
zeigten sie anhand einer Nachuntersuchungen der Daten von den Farder Inseln
(Lomholt, 1963), dass eine hohere Penetranz der Krankheit vorlag, wenn der Vater erkrankt
oder angenommener Gentrdger war. Konkret hatten in den Lomholt’schen Familien-
Stammbéaumen (1963) die psoriatischenViter mit 28,4 % oOfter ein ebenfalls betroffenes Kind
als die Miitter mit Psoriasis (20,8 %). Dieser Unterschied ist signifikant (P = 0,015). Diese
Beobachtungen sprechen fiir das Vorliegen eines oder mehrerer Gene, die einer ,,genomischen
Pragung®“ unterliegen (s.Kap.1.4.3.). Traupe und Mitarbeiter (1992) nennen im
Diskussionsteil ihrer Arbeit einige Einfliisse, die eine genomische Prigung auf die
Krankheitsaktivitdt der Psoriasis haben konnte. Diese Form der epigenetischen Modifikation,

d. h. diese Art und Weise, die Transkriptionsrate von Genen zu kontrollieren, konnte
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beispielsweise zu einer Reaktivierung einer stillen Gen-Mutation oder zu einer Repression
einer aktiven Mutation fithren. Das ,,genomic imprinting* wiirde im ersten Fall die klinische
Manifestation der Psoriasis fordern und im zweiten Fall unterdriicken.

Der Hinweise auf einen paternalen Effekt bei der Psoriasis wurde in den Jahren darauf in
verschiedenen anderen Studien bestdtigt. So berichten Rahman und Mitarbeiter (1999) von
einer verstarkt paternal vererbten psoriatischen Arthropathie. Sie untersuchten 95 zufillig
ausgewdhlte Probanden, die in einer kanadischen Psoriasis-Arthritis-Klinik behandelt wurden
und deren Eltern ebenfalls eine kutane oder arthropathische Manifestation der Psoriasis
aufwiesen. 62 Probanden (65 %) hatten einen betroffenen Vater, aber nur 33 Probanden
(35 %) eine betroffene Mutter. Dieser Unterschied war signifikant (P =0,001). In der
allgemeinen Patientenstichprobe wurden ebenfalls die Kinder der Probanden registriert. Eine
psoriatische Manifestation bei den Nachkommen von betroffenen Vétern fand man bei 11 von
74 Nachkommen. Bei den Nachkommen der betroffenen Miittern ergab sich ein Verhéltnis
von 9 zu 108. Vielleicht aufgrund der nicht ausreichenden Anzahl der untersuchten Personen
fehlte es hier an statistischer Signifikanz (P = 0,10) fiir den paternalen Effekt. Interessanter
Weise ergaben die Daten von Rahman und Mitarbeitern (1999) einen leichten Trend zu einer
hiufigeren Vater-zu-Sohn- als Vater-zu-Tochter-Vererbung (53 % versus 47 %) und zu einer
parallel haufigeren Mutter-zu-Tochter- als Mutter-zu-Sohn-Vererbung (55 % versus 45 %).

Erwdhnenswert ist, dass in anderen groflen populationsgenetischen Studien iiber die
Psoriasis vulgaris deutliche Hinweise auf einen paternalen Effekt gesehen werden konnen,
ohne dass diese Auffilligkeiten in den Untersuchungen selbst in Richtung dieses Effekts
interpretiert wurden. Auf den paternalen Effekt in den Lombholt’schen Daten (1963) haben
Traupe und Mitarbeiter (1992) hingewiesen. Analysiert man die Arbeit von Farber und Nall
(1974), findet man anhand einer Tabelle iiber die Haufigkeit der Psoriasis bei den
Angehorigen ersten Grades von Psoriatikern heraus, dass von insgesamt 867 betroffenen
Eltern nur 395 Miitter aber 472 Viter ein Kind mit Psoriasis hatten. So gesehen ist die
Abweichung von der 50-%-Verteilung signifikant (p ~0,01; unter Vorbehalt, da die
Definition der Indexperson nicht bekannt ist). Farber und Nall (1974) machen in ihrer Arbeit
nicht auf diesen Unterschied aufmerksam. In einer jliingeren epidemiologischen Untersuchung
von Swanbeck und Mitarbeitern (1994), die auf der Auswertung von Fragebdgen basierte,
findet man Angaben dariiber, wie viele Psoriatiker der Stichprobe ebenfalls einen betroffenen
Vater oder eine betroffene Mutter hatten und bei wie vielen Probanden beide Eltern betroffen
waren oder kein Elternteil. Rechnet man die Zahlen fiir ménnliche und weibliche Probanden

aus beiden Altersgruppen (Erkrankungsalter vor und nach dem 40. Lebensjahr) zusammen,
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zeigt sich, dass 985 Probanden einen Vater mit Psoriasis hatten. Dagegen gaben aber nur 754
Probanden an, dass ihre Mutter die Krankheit hatte oder gehabt hatte.

Die in den oben erwahnten Studien (Lomholt, 1963; Farber und Nall, 1974; Swanbeck et al.,
1994) erkennbaren deutlichen Hinweise auf einen paternalen Effekt bemerken auch Burden
und Mitarbeiter (1998). Selbst wenn die einzelnen Analysen nicht immer signifikante
Ergebnisse erzielen, sei doch die regelméfBige Tendenz zur bevorzugten véterlichen
Vererbung ein sehr bemerkenswertes Zeichen. Burden und Mitarbeiter (1998) untersuchten in
einer parametrischen und nicht-parametrischen Kopplungsanalyse einige genetische Marker
auf Chromosom 4q, 6p und 17q (Kap. 1.8.3.). Dabei stellten sie neben der Kopplung der
Marker D6S273, D6S291 und D6S426 von Chromosom 6 fest, dass deren Allele bei den
Geschwistern mit Psoriasis deutlich hidufiger gemeinsam vorkamen, wenn die Marker-Allele
véterlichen Ursprungs waren (paternale Allele: P = 0,00083; 0,021 bzw. 0,067) als wenn sie
von der Mutter stammten (maternale Allele: P =0,5; 0,5 bzw. 0,28). Von den 764 Individuen
hatten nach den Angaben in den Teilnahmefragebdgen 13 % einen betroffenen Vater und
11 % eine betroffene Mutter (P =0,044). Das mittlere Erkrankungsalter der Viter lag
durchschnittlich 24,1 Jahre {iber dem Erkrankungsalter der Kinder, wihrend dieser
Unterschied bei den Miittern nur 10,9 Jahre betrug (P = 0,009; bei insgesamt 61 Eltern-Kind-
Paaren mit Psoriasis vulgaris). Burden und Mitarbeiter (1998) vermuteten, dass sich auf

Chromosom 6 ein paternal vererbtes Gen fiir die Psoriasis vulgaris befindet.

UBERSICHT

- Traupe et al., 1992
Autoren, die auf einen paternalen Effekt bei der - Burden et al., 1998
Psoriasis hinweisen: - Rahman et al., 1999

- Karason et al., 2003 (neu)

Studien, in deren Daten sich deutliche oder - Lomholt, 1963
eindeutige Hinweise auf einen paternalen Effekt - Farber und Nall, 1974
befinden: - Swanbeck et al., 1994

Tab. 1.2.: Ubersicht zu den bisherigen Beschreibungen eines paternalen Effekts bei der

Psoriasis.
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1.8.2. HLA-Assoziation und Psoriasis Typ 1 & 2

Russell und Mitarbeiter (1972) erbrachten erstmals den Nachweis, dass bestimmte HLA-
Antigene iiberzufdllig hdufig bei Patienten mit Psoriasis vorkommen. Hierbei handelt es sich
um Molekiile des sogenannten Major-Histokompatibilitits-Komplexes (MHC) oder auch
,human leukocyte antigen“-Komplex (HLA-Komplex), die auf der Oberfliche aller
kernhaltigen Korperzellen (Ausnahme: Erythrozyten und Trophoblasten) exprimiert werden
und im Rahmen der Immunantwort eine wesentliche Rolle spielen (Heilig et al., 1998). Die
Gene fiir den MHC liegen auf dem kurzen Arm von Chromosom 6, wobei die Klasse I die
Loci HLA-A, HLA-B und HLA-C umfasst. Die Klasse-II-Antigene werden in der HLA-D-
Region mit den zumindest drei Subregionen HLA-DP, -DQ und -DR codiert. Der
franzosische Hamatologe Dausset (1958) beschrieb als erster ein MHC-Antigen, welches
heute HLA A2 genannt wird.

Fiir die Psoriasis fanden Russell und Mitarbeiter in Finnland (1972), dass HLA-B 13 der
MHC Klasse I bei 12 von 44 nicht-verwandten Psoriatikern vorhanden war und bei den
Kontrollpersonen nur bei 3 von 89. Eine dem HLA-B-Lokus gegeniiber noch stirkere
Psoriasis-Assoziation wiesen dann Tiilikainen und Mitarbeiter (1980) mit HLA-Cw6 nach.
Diese wichtige HLA-Cwo6-Assoziation wurde von Henseler und Christophers (1985) bestétigt,
die in ihrer Arbeit vor allen Dingen die These einer bimodalen Krankheitsverteilung der
Psoriasis (Gunawardena et al., 1978) unterstiitzten. Sie analysierten des Erkrankungsalters
von 2.147 Betroffenen und wiesen zwei Hiufigkeitsgipfel mit jeweils unterschiedlichen HLA-
Assoziationen nach: Von den Patienten, die vor dem vierzigsten Lebensjahr erkrankten, waren
85 % Cwo6-positiv, im Gegensatz zu 15 % der Psoriatiker mit spdtem Krankheitsbeginn
(>40a). Schon Tiilikainen und Mitarbeiter (1980) hatten bemerkt, dass die HLA-Cwo6-
Assoziation bevorzugt bei der Psoriasis guttata zu finden ist, die ja hdufig als
Erstmanifestation in jungen Jahren in Folge einer Streptokokkeninfektion auftritt. Zugleich
boten tiber 50 % der Patienten mit friihem Erkrankungsalter eine positive Familienanamnese
beziiglich eines Elternteils, wéhrend bei den Psoriatikern mit spiater Manifestation nie ein
Elternteil betroffen war (Tab. 1.3.).

Auftillig war beim Psoriasis-Friihtyp, dass das ,,age of onset™ der Manner durchschnittlich
6 Jahre hoher lag als bei den Frauen. Die Probanden mit einem ,,early age of onset” (< 40 a)
zeigen iiberdurchschnittlich hdufig das Antigen DR7 aus der HLA-Klasse II (Christophers
und Henseler, 1989), sowie die HLA-Klasse-I-Antigene B13 und Bw57 (Brenner et al., 1978;

Henseler und Christophers, 1985), wihrend Patienten mit ,late onset (> 40 a) ofters die
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Antigene HLA Cw2 und B27 (Henseler und Christopher, 1985) aufweisen. Bei Psoriatikern
mit Gelenkbeteiligung konnte in 50% der Fille HLA B27 nachgewiesen werden
(Metzger et al., 1975), wéhrend bei Patienten mit Psoriasis pustulosa keine signifikante
Assoziation zu den HLA-Antigenen HLA B13 und BW 17 gefunden wurde (Svejegaard et al.,
1974; Ward et al., 1978).

Die Psoriasis-HLA-Assoziationen unterschiedlicher Populationen weichen unter Umstédnden
betrachtlich voneinander ab. So sind in Japan nur 10 % der Betroffenen HLA-Cw6-positiv,
wihrend HLA-Cw6 bei kaukasischen Psoriatikern zu >65% (Typ1) vorkommt
(Asahina et al., 1991; Henseler und Christopher, 1985; Schmitt-Egenolf et al., 1996). Dafiir

herrscht in Japan offenbar eine starke Psoriasis-Assoziation mit HLA-Cw11 (Nakagawa et al.,
1990).

Psoriasis Typ1 Psoriasis Typ2
Manifestationsalter: I\ljlr'a?r?r?:r:: 122 I\F/Itéa:::r:: %(;
HLA-Assoziation: Cwe6, B13, Bw57, DR7 B27, (Cw2)
Krankheitscharakteristika: hohe Rezidivheigung geringe Krankheitsaktivitat
Familienanamnese: positiv negativ

Tab. 1.3.: Typisierung der Psoriasis (Henseler und Christophers, 1985; Christophers und
Henseler, 1989).

Name: Chromosomale Region:
PSORS1 6p21.3

PSORS2 17q

PSORS3 4q

PSORS4 1cen-g21

PSORS5 3921

PSORS6 19p13

Tab. 1.4.: Bisher im OMIM (online mendelian inheritance in Man; Stand Dezember 2000)
veroffentlichte chromosomale Abschnitte, die in das Krankheitsgeschehen der

Psoriasis vulgaris involviert sind. In der Literatur werden Kopplung oder Assoziation fir viele
weitere DNA-Regionen beschrieben.
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1.8.3. Die genetische Kartierung der Psoriasis vulgaris

Durch umfangreiche Genomanalysen wurden in den letzten Jahren zahlreiche
chromosomale Regionen und Kandidaten-Gene fiir die Psoriasis vulgaris entdeckt.
Tabelle 1.4. gibt einen Uberblick iiber die im OMIM (online mendelian inheritance in Man,
John Hopkins University; Stand Dezember 2000) angefiihrten ,,Suszeptibilitdts-Loci®. Am
etabliertesten erscheint bisher der DNA-Abschnitt auf Chromosom 6p.

PSORS1:

Die Region auf 6 p21.3 stellt einen an Genen sehr dichten chromosomalen Abschnitt dar.
Von 40 % der 224 erkannten Gene (davon wurden vermutlich 128 exprimiert) wird
angenommen, dass deren Funktion mit der Tétigkeit des Immunsystems im Zusammenhang
steht. Teilweise gibt es Gene mit mehr als 200 Allel-Varianten, woraus sich eine hohe Anzahl
von Polymorphismen ergibt (The MHC sequencing consortium, 1999). Die Gene der HLA-
Klasse-I liegen am weitesten in telomerer Richtung, zentromer befindet sich die HLA-
Klasse II, und zwischen den beiden ist die Klasse-III-Region mit den Complementfaktoren
und beispielsweise dem Gen fiir TNF-a platziert (s. Abb. 1.3.).

Seitdem Tiilikainen und Mitarbeiter in ihrer ersten Studie (1980) festgestellt haben, dass das
relative Risiko, an Psoriasis zu erkranken, fiir HLA-Cw6-positive Individuen stark erhoht ist,
wurde die Assoziation der HLA-Klasse-I-Allele Cw6 und B57 weltweit am héufigsten
reproduziert (Elder et al., 1994; Balendran et al., 1999; u.a.). Die HLA-Assoziationen sind
von vielen Autoren dahingehend gedeutet worden, dass es sich bei der Psoriasis um eine T-
Zell-mediierte autoimmune Krankheit handeln konnte.

Neben der HLA-Assoziation wurde ebenfalls mehrmals eine Kopplung von bestimmten
MHC-Komponenten auf Chromosom 6 nachgewiesen (Trembath et al., 1997; Burden et al.,
1998; Leder et al., 1998; Jenisch et al., Nov. 1998).

Inzwischen hat man herausgefunden, dass mehr noch als die einzelnen HLA-Komponenten
spezielle HLA-Haplotypen, d. h. ganze Komplexe von HLA-Allelen, mit Psoriasis vulgaris
assoziiert sind (Ikdheimo et al., 1996; Schmitt-Egenolf et al., 1996; Jenisch et al., Mai 1998).
Bahnbrechend hierfiir war die Studie von Schmitt-Egenolf und Mitarbeitern (1996). Sie
zeigten bei 60 Typl-Psoriatikern aus Nord-Deutschland eine HLA-Assoziation mit dem
»extended haplotype® Cw6-B57-DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*0303. Dieser wird auf ein
Kopplungsungleichgewicht im MHC zuriickgefiihrt und ist von Degli-Eposti und Mitarbeitern
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(Chrom. 6) @

Ubersicht Gber den Histokompatibilitats-Komplex auf 6p21.3: a
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Abb. 1.3.: Der MHC liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 6. Dem derzeitigen Stand
nach umfasst er insgesamt 3.838.986 Basenpaare: CEN ~ zentromer, Ptel ~telomer 6p,
CDSN ~ Corneodesmosin (http://www.sanger.ac.uk/HGP/Chr6/MHC.shtml).

(1992) mit EH-57.1 benannt worden, wobei die Bezeichnung AH (,,ancestral haplotyp*) hier
synonym verwendet werden kann. Die Studie liber den EH-57.1 bei Psoriasis vulgaris
(Schmitt-Egenolf et al., 1996) ergab eine starke Assoziation auf der telomeren Seite des
Haplotyps, die den Verdacht nahe legt, dass ein ,,Susceptibilitits-Gen* fiir Psoriasis vulgaris
telomer der HLA-Klasse II, d. h. im Zentrum des MHC oder in der Klasse I, liegen kénnte.

Jenisch und Mitarbeiter (Nov., 1998) fiihrten die Haplotyp-Untersuchung mit
parametrischen Kopplungsanalysen bei 80 deutschen Grof3familien fort, bestédtigten damit den
EH 57.1 (Cw6-B57-DRB1*0701-DQB1*0303) von Schmitt-Egenolf und Mitarbeitern (1996)
und fanden drei weitere mit PSORS1 gekoppelte ,,ancestrale Haplotypen®. In Fall-Kontroll-
Untersuchungen zeigten sie, dass die Haplotypen stirker mit PSORS1 assoziiert sind als die
einzelnen HLA-Allele. Aus diesen Ergebnissen schlussfolgerten sie analog den Vermutungen
einer frilheren Arbeit (Jenisch et al., Mai 1998), dass das vermutete Psoriasis-Gen im
ancestralen Haplotyp liegt, es sich dabei aber nicht um ein bestimmtes HLA-Allel selbst
handelt.

Leder und Mitarbeiter (1998) fanden sehr deutliche Anzeichen fiir eine Kopplung zwischen
HLA-B und PSORSI. Sie benutzen ein dominantes Vererbungsmodel mit geringer Penetranz

(20 %) und erhielten eine geschitzte Rekombinationsrate der beiden Loci von fast 0,00
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(LOD = 23,7). Trotz der geographisch und ethnisch unterschiedlichen Herkunft der Familien
ergab sich kein Verdacht auf Kopplungs-Heterogenitit. Dennoch vermuteten Leder und
Mitarbeiter (1998), dass das bei ihnen streng assoziierte HLA-B17 nicht selbst das
Krankheitsgen sein kann. Inzwischen weil man, dass das Allel B57 stirker als B17 mit
Psoriasis assoziiert ist. In den frithen Untersuchungen — wie auch hier — wurde aber B57 nicht
typisiert.

Eine der Absichten von Jenisch und Mitarbeitern (Mai, 1998) war es, die Lage des
PSORS1-Gens mit Hilfe des Tests auf Kopplungsungleichgewichte (TDT) und mit einer
parametrischen Kopplungsanalyse im MHC genauer zu bestimmen. Thre Daten zeigten, dass
es Anzeichen fiir eine Kopplung von HLA-C gibt und dass familidre und sporadische
Psoriasis teilweise mit den gleichen Risiko-Allelen einhergeht.

Zum Forschungsstand iiber die Feinkartierung im MHC siehe Kapitel 1.8.5..

PSORS2 - PSORS6:

In einer genomweiten Kopplungsanalyse mit polymorphen Mikrosatelliten an
8 Stammbdumen von GroBfamilien mit mehreren betroffenen Angehdrigen (~ Multiplex-
Familien) stieBen Tomfohrde und Mitarbeiter (1994) auf eine zweite Kandidatenregion fiir ein
Psoriasis-Gen (PSORS2) auf dem distalen Ende von Chromosom 17q. In der Familie mit dem
eindeutigsten Hinweis auf Kopplung lag die Rekombinations-Rate zwischen PSORS2 und
dem Marker D17S784 bei 0,04 mit einem maximalen LOD-Wert von 5,33. Es ergaben sich
insgesamt Hinweise auf Heterogenitét, wobei keine der Familien mit dem Lokus auf 17q eine
Assoziation mit HLA-Cw6 aufwies und die nicht auf 17q koppelnden Familien nur eine
leichte Assoziation.

Matthews und Mitarbeiter (1995) konnten das Kopplungsergebnis fiir 17q in einer
Untersuchung an einer englischen Grof3familie nicht bestitigen. Auch Nair und Mitarbeiter
(1995) fanden zunichst keine Anzeichen fiir Kopplung, insbesondere nicht fiir den Marker
D17S784. Sie benutzten 24 , Multiplex-Stammbédume* und insgesamt 12 Mikrosatelliten-
Marker fiir Chromosom 17.

Eine weitere Untersuchung von Nair und Mitarbeitern (1997), die diesmal mit einem
Kopplungstest auf Rekombinations-Basis und mit Allel-Sharing-Methoden durchgefiihrt
wurde, brachte die Bestitigung von PSORS2 (Zpax =2,09, D17S802: P =0,0056).
Interessanter Weise entdeckten sie in diesen Kopplungsanalysen weitere neue Regionen (16q:

Zmax = 2,50 und 20p: Zumax = 2,62). Besondere Relevanz hat das positive Kopplungsergebnis
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von Chromosom 16q, da diese Region mit einem vermuteten Gen-Lokus fiir Morbus Crohn
iiberlappt und eine Assoziation der beiden Krankheiten bekannt ist (Lee et al., 1990).

PSORS3 bezeichnet die Psoriasis-Suszeptibilitits-Region auf Chromosom4. Die
parametrische Kopplungsanalyse von sechs englischen Grof3familien mit chronischer Plaque-
Psoriasis (Matthews et al., 1996) ergab fiir den Mikrosatelliten D4S1535 auf Chromosom 4q
insgesamt ein Zy,, von 3,03 und deren NPL-Analyse ein P von 0,0026. Die Daten von vier
der sechs Familien stimmten gut mit einem hauptverursachenden Gen auf Chromosom 4q
tiberein. Kritisch merkten Matthews und Mitarbeiter (1996) an, dass in den genetischen
Studien zur Psoriasis vulgaris die Absicherung der Diagnose durch einen Dermatologen sehr
wichtig sei, da sich bei der Analyse dieser Hautkrankheit schnell Fehler durch Phianokopie,
inkomplette Penetranz usw. ergeben kdnnen.

Grundsitzlich wurden die beiden Regionen 17q und 4q auch durch Samuelsson und
Mitarbeiter (1999) bestitigt. Enlund und Mitarbeiter (1999) untersuchten 20 Familien in Siid-
Schweden und fanden obendrein eine Kopplung auf Chromosom 3g21 (PSORSS). Die im
weiteren durchgefiihrte NPL-Analyse von 104 siid-schwedischen Familien ergab fiir diesen
Lokus ein P von 0,04 (D3S1589). Um eine homogenere Gruppe zu erhalten, stratifizierten sie
die 104 Familien dadurch, dass sie nur mit den 40 Familien rechneten, bei denen mindestens
ein Elternteil speziell aus Siidwest-Schweden kam. In dieser Gruppe erhielt man fiir den
gleichen Marker einen deutlicheren NPL-Wert von P=0,01 (D3S1589). Aufgrund dieser
Beobachtung zogen Enlund und Mitarbeiter (1999) nochmals 148 neue ,single-affected*
Trios speziell aus Siidwest-Schweden zu einer TDT-Analyse heran und erhielten hier mit dem
gleichen Marker-Set einen maximalen P-Wert von sogar 0,0007 (D3S1551). Die Ergebnisse
aus den unterschiedlichen Regionen Schwedens geben nach der Einschitzung von Enlund und
Mitarbeiter (1999) einen Hinweis auf die Existenz einer ,,founder mutation in der Nihe eines
ihrer 3q-Marker.

Uberraschender Weise konnte bei der Analyse der Psoriasis-Loci auf Chromosom 6 und
Chromosom 17 in Italien keine Kopplung nachgewiesen werden (Capon et al., Jan. 1999).
Dafiir deckte der partielle Genomscan von Capon und Mitarbeitern (Jan. 1999), die insgesamt
22 italienische Grof3familien mit 108 Betroffenen und 116 Nicht-Betroffenen untersuchten,
eine neue putative Region auf Chromosom I (PSORS4) auf. Mit dem Marker D1S305
erhielten sie fiir die gesamte Gruppe beispielsweise ein Zg.x von 3,75 bei einer
Rekombinationsrate (0) von 0,05. In einer weiteren Untersuchung in Italien demonstrierten
Capon und Mitarbeiter (1999) mit Hilfe des TDT, dass die Familien mit einer Kopplung auf

Chromosom 1 ebenfalls eine Assoziation mit HLA-C aufweisen. Der entsprechende p-Wert
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hierfiir lag bei p =0,014. Ein definitiver ,,Beweis* wurde damit nicht erbracht. Als zweites
iiberpriiften sie die Korrelation der NPL-Werte von HLA-C mit denen vom Marker D1S305
auf Chromosom 1. Der gewichtete LOD-Wert fiir PSORSI zeigte einen signifikanten Anstieg
von der Basislinie. Damit wurde in Italien das erste Mal eine Interaktion zwischen dem
Chromosom-6-Lokus und dem putativen Chromosom-1-Lokus nachgewiesen.

Die Untersuchungen von 32 deutschen GroBfamilien ergaben jiingst einen deutlichen
Hinweise auf ein weiteres Gen auf Chromosom 19p13 (Leeetal., 2000). Die nicht-
parametrische LOD-Score-Analyse wies hier ein P von 0,0002 fiir den Marker D19S916 auf.
Die parametrische Kopplungsanalyse zeigte einen LOD-Wert von 4,06, der einem P-Wert von
0,0001 entsprach. Unter Beriicksichtigung des multiplen Testens mit 370 Markern mit
verschiedenen Vererbungs-Modellen und durch eine Simulation der Ergebnisse mit 20.000
Replikationen zeigte sich ein genomweiter P-Wert fiir diesen LOD-Score von p = 0,037. Als
interessantes Kandidaten-Gen auf 19p13 kommt das Gen von ICAM-1 in Frage, dem
Nickoloff (Sept. 1999) u. a. eine wichtige Rolle bei der Costimulation der CDg+ Zellen durch
die APZ zuschreibt. Auch iiberschneidet sich diese neuste Psoriasis-Region mit einem
Susceptibilitits-Lokus von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Rioux et al., 2000). Zusitzlich
wurde PSORSI bestdtigt und wurden in der Genomanalyse weitere Suszeptibilitits-Regionen

auf Chromosom 8q und 21q identifiziert.

1.8.4. Biochemie und Genetik von Corneodesmosin

Bei Corneodesmosomen handelt es sich um interzelluldire Strukturproteine, die am
kontrollierten Desquamationsproze3 der oberflachlich gelegenen Keratinozyten mafigeblich
beteiligt sind. Serre und Mitarbeiter (1991) identifizierten mit Hilfe von monoklonalen
Antikorpern, die gegen das plantare Stratum corneum gerichtete waren, ein neues Protein der
Corneodesmosomen, das sie Corneodesmosin nannten. Es wurde gezeigt, dass sich das
Protein in den oberen Schichten des Stratum spinosum zuerst in den cytoplasmatischen
Einschlusskorperchen (Keratinosomen) befindet und dann im Stratum granulosum in den
interzelluldren Anteilen der Desmosomen. Zum Schluss im Stratum corneum konnte man es
nur noch im Kern der Corneodesmosomen nachweisen (Serre etal., 1991). Haftek und
Mitarbeiter zeigten (1991), dass Corneodesmosin in den ,cornified cell envelope*
eingebunden ist, womit die widerstandsfahige 15 nm dicke Proteinstruktur um die

Keratinozyten im Stratum corneum gemeint ist.
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Kurze Zeit nach Auffinden des Corneodesmosin-Proteins entdeckten Zhou und Chaplin
(1993) mit einer Analyse von CpG-Inseln in der MHC-Klasse-1-Region ein 160 kb telomer
von HLA-C gelegenes Gen, das sie aufgrund seiner selektiven Expression in der Haut als S-
Gen bezeichneten. Sie stellten fest, dass die hergeleitete Aminoséure-Sequenz sehr reich an
Serin (30,9 %), Glycin (15,7 %) und Prolin (10,2 %) ist und die Sequenz signifikante
Ahnlichkeiten zu anderen Komponenten des Stratum granulosum aufweist (Loricrin,
Keratin 1 und Keratin 10). Das S-Gen besteht aus zwei Exons, die durch ein Intron von 2,9 kb
getrennt werden und ein Protein von 486 AS codieren. In der In-situ-Hybridisierung zeigte
sich, dass die Expression des S-Gens speziell in den sich differenzierenden Keratinozyten des
Stratum granulosum stattfindet. Der Zusammenhang zum Corneodesmosin von Serre und
Mitarbeitern (1991) wurde von Zhou und Chaplin (1993) noch nicht hergestellt. Die Funktion
des S-Gens war zundchst unklar. Im Hinblick auf die enge Kopplung zum HLA-Lokus
vermuteten die beiden amerikanischen Wissenschaftler jedoch sofort, dass eine Mutation im
S-Gen an der Entstehung von Psoriasis beteiligt sein konnte.

Von der franzdsischen Gruppe (Simon et al., 1997; Guerrin et al., 1998) wurde wenige Jahre
spéter der Beweis erbracht, dass Corneodesmosin das Genprodukt des S-Gens ist. Simon und
Mitarbeiter (1997) verdffentlichten einige Experimente, die die Eigenschaften von
Corneodesmosin niher bestimmen. Bei der urspriinglichen molekularen Form von 52-56-kDa
handelt es sich um ein basisches Phosphoprotein mit einem isoelektrischen Punkt von > 8,0
und hauptséchlich N-glykosidischen Bindungen. Im weiteren Verlauf zeigt sich, dass mit der
Reifung der Keratinozyten schrittweise eine Proteolyse des Corneodesmosins von 52-56 kDa
bis zu 33 kDa stattfindet (Serre et al., 1991; Lundstrom et al., 1994). Weitere Details vom
Modell der ,Maturation des Proteins in der Epidermis demonstrieren Guerrin und
Mitarbeiter (1998). Zunéchst einmal bewiesen sie endgiiltig durch molekulares Klonen der
cDNA die Ubereinstimmung des S-Gens mit Corneodesmosin. Dabei zeigte sich, dass durch
verschiedene Polymorphismen das Protein ldnger ist als das urspriingliche Corneodesmosin
von Serre und Mitarbeitern (1991). Die Analysen lieBen annehmen, dass die C- und N-
terminalen Serin- und Glycin-reichen Doménen, die sich wahrscheinlich als Schleifenform
konformieren, vor der Desquamation der Keratinozyten beidseitig am Molekiil abgespalten
werden. Guerrin und Mitarbeiter (1998) vermuteten, dass diese Schleifen die Zell-Zell-
Adhésion beeinflussen, dass es in Folge der Proteolyse schrittweise zur Authebung der
adhisiven Eigenschaften des Proteins kommt und dass damit die regelrechte Desquamation

der oberflachlichen Keratinozyten gefordert wird.
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Wie gesagt, bereits bei seiner ersten Veroffentlichung wurde das S-Gen als
hochverdéchtiges Kandidaten-Gen fiir die Psoriasis vulgaris betrachtet
(Zhou und Chaplin, 1993). Ishihara und Mitarbeiter (1996) untersuchten es daraufhin als Erste
an einer Gruppe von Psoriasis-Patienten. Die Sequenzierung der beiden Exons nach einer
PCR-Amplifikation erlaubte die Identifikation von zwei biallelischen Polymorphismen im
ersten Exon und sieben derartigen Polymorphismen im zweiten Exon. Resultierend kam es an
der Aminosédure-Position 186 zu einer Substitution von Serin zu Phenylalanin, an
Position 393 zum Austausch von Glycin zu Valin und an Position 394 zum Austausch von
Serin zu Leucin. Ishihara und Mitarbeiter (1996) kamen letztendlich zu dem Ergebnis, dass
das S-Gen scheinbar nicht den primdren Defekt bei der Psoriasis vulgaris ausmacht. Sie hatten
63 Individuen mit sporadischer Psoriasis vulgaris mit 88 gesunden Kontrollpersonen
verglichen und dabei keinen signifikanten Unterschied fiir irgendeine der Substitutionen
gefunden. Zusitzlich testeten sie die HLA-Typen der Individuen. Auf der einen Seite bildeten
sie eine Untergruppe von 27 Psoriatikern, die serologisch HLA-Cw6 und/oder HLA-Cw7
positiv waren, auf der anderen Seite eine Kontrollgruppe mit 28 Personen, die die gleiche
HLA-Typisierung hatten. Auch hier ergab sich kein Unterschied von Betroffenen zu Nicht-
Betroffenen. Ishihara und Mitarbeiter (1996) vermuten, dass die Polymorphismen des S-Gens
vielleicht im Kopplungsungleichgewicht mit bestimmten HLA-Typen stehen.

Tazi-Ahnini und Mitarbeiter (1999) analysierten in einer Fall-Kontroll-Studie die allelische
Verteilung der zwei CDSN-Polymorphismen (CDSN ~ Corneodesmosin) an den
Nukleotidpositionen +619 und +1243, die den Aminosdure-Positionen 186 bzw. 394
entsprechen. Zunéchst bestitigten sie eine signifikante Assoziation von HLA-Cw6 und
Psoriasis vulgaris (odds ratio = 7,75). Keine Assoziation wurde beim CDSN-Polymorphismus
an Position +619 gefunden, obwohl er in unmittelbarer Ndhe von HLA-C liegt und sich im
direkten Kopplungsungleichgewicht mit diesem Lokus befinden sollte. Allerdings ergab sich
eine signifikante Beziehung der Homozygotie des selteneren Allels an Position +1243 zur
Psoriasis vulgaris (ORpom = 2,66; P=2x 107). Dieser Effekt zeigte sich besonders beim
Psoriasis-Typ la (ORpom =3,43). Nach der Einordnung von Swanbeck und Mitarbeitern
(1995) hatten Tazi-Anini ihre Studiengruppe, die aus 235 sorgfiltig ausgewéhlten nord-
englischen Psoriatikern mit Plaque-Psoriasis und 374 gesunden Kontroll-Personen bestand, in
die drei Gruppen im Alter von unter 20 Jahren (Typ 1a), zwischen 21 und 40 Jahren (Typ 1b)
und iiber 40 Jahren (Typ2) unterteilt. Das in der Kontrollgruppe seltenere Allel an
Position 1243 besall bei ihnen die Base Thymin (Allel 2). Weiterhin zeigte sich, dass die
Homozygotie fiir das krankheitsassoziierte Allel 1243 (T) in Kopplung mit HLA-Cw6 ein
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besonderes Krankheitsrisiko darstellte (ORpom =9,38). Aus diesem Grund vermuteten die
Autoren, dass eine Verdnderung im S-Gen einen zusétzlichen Faktor bei der Entstehung von
Psoriasis vulgaris darstellen konnte.

Tazi-Ahnini und Mitarbeiter (1999) stellten fest, dass die ,,Trend“-Analyse, die sie
herangezogen hatten, um Signifikanz zu erreichen, als Methode nicht gut geeignet war, um
den Zusammenhang von HLA-Cw6 und dem S-Gen zu erforschen. Vornehmliches Ziel der
Studie von Tazi-Ahnini und Mitarbeitern (1999) mag es - nach meiner Interpretation -
zunichst gewesen sein, die Ergebnisse von Ishihara und Mitarbeiter (1996) zu iiberpriifen und
weitere Untersuchungen des CDSN-Gens, z. B. mit dem TDT, anzuregen. Gegen Ishihara und
Mitarbeiter (1996) wendeten sie ein, dass deren Studie in Japan eine geringe statistische
Power habe und dass bei ihr zu > 95 % sporadische Psoriasis-Fille verwendet wurden.

Unabhéngig von Tazi-Ahnini und Mitarbeitern (1999) gingen Jenisch und Mitarbeiter
(1999) vor. Sie sequenzierten erneut das zweite Exon des S- bzw- CDSN-Gens in 86 HLA-
typisierten Individuen aus 10 deutschen und 3 amerikanischen (Michigan) Multiplex-
Familien. Insgesamt fanden sie 11 ,stille DNA-Polymorphismen und 7 Varianten mit einer
resultierenden Aminosdure-Substitution. Die Analyse der Stammbédume zeigte, dass die
einzelnen DNA-Varianten in der Anordnung von 7 Haplotypen in den Familien zu finden
waren, bzw. in der Anordnung von 6 verschiedenen Aminoséure-Sequenzen. Der so von
ihnen bezeichnete Haplotyp CD2 besall die Aminosdure Phenylalanin an der polymorphen
Basenposition +619 und Serin an Position +1243. Dabei stimmte keines dieser Allele zu
100 % mit der homologen S-Gen-Sequenz von Zhou und Chaplin (1993) oder mit der
Aminosédure-Sequenz von Guerrin und Mitarbeitern (1998) tiberein. Alle Allele lagen aber im
direkten Kopplungsungleichgewicht mit HLA-B und C. Deswegen handle es sich nach
Jenisch und Mitarbeiter (1999) hier nicht um spontane sondern eher um alte und gut
konservierte Polymorphismen.

Im Weiteren fiihrten sie mit den Haplotypen CD 1 - 7 einen TDT durch und verglichen die
Ergebnisse mit der Assoziation von bestimmten HLA-Haplotypen. Dabei stellen sie fest, dass
der Haplotyp CD2, der mit HLA-Cw*06-B57-DRB1*07-DQB1*0303 gekoppelt war, bei den
Transmissionen ein hoheres relatives Risiko aufwies als HLA-Cwo6 alleine. Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant (CD2: t/nt =3,4; HLA-Cw6: t/nt=2,5). Andere
Haplotypen des Corneodesmosin-Gens zeigten keinerlei Transmissionsunterschiede. Jenisch
und Mitarbeiter (1999) vermuten, dass die Assoziation der CD-Haplotypen durch ein
Kopplungsungleichgewicht mit PSORS1 entsteht. Als Kandidaten-Gen fiir Psoriasis vulgaris

kédme das S-Gen aber weiterhin in Frage.
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Die Ergebnisse der Untersuchung an der deutschen Bevolkerung von Jenisch und
Mitarbeitern  (1999) passen sehr gut zum Resultat einer weiteren englischen
Assoziationsstudie. Allen und Mitarbeiter (1999) untersuchten mit dem TDT 152 ,,parent-
offspring“-Trios aus 99 unabhingigen Familien-Stammbdumen und erhielten eine sehr
signifikant bevorzugte Transmission von Allel 1243 (C) (P = 0,0003). Hoch signifikant war
der Transmissions-Unterschied fiir Allel 5, das sich aus dem polymorphen Haplotyp
+619 (T — Phe), +1240 (G — Gly) und +1243 (C — Ser) zusammensetzt (P = 0,0000028).
38 % der Allel 5-Transmissionen waren unabhingig von den mit der Krankheit assoziierten
HLA-Cw6-Haplotypen. Daraus schlossen Allen und Mitarbeiter (1999), dass das S-Gen allein
mehr als HLA-C zur Psoriasis pridisponiert. Das von Allen und Mitarbeitern (1999)
definierte Allel 5 stimmt mit den zwei Allelen +619 (t) und +1243 (c¢) mit dem CD2-Haplotyp

von Jenisch und Mitarbeitern iiberein (1999).

1.8.5. Corneodesmosin und TN62 bei der Feinkartierung im MHC

Zu Beginn dieser Arbeit existierten zwei molekulargenetische Studien, die sich unter
Kenntnis des S-Gens mit der Feinkartierung im MHC auf 6p21.3 beschéiftigten
(Balendran et al., 1999; Oka et al., 1999). Einen Uberblick iiber die bisher bekannten MHC-
Gene zwischen dem anonymen DNA-Mikrosatelliten TN62 und dem S-Gen gibt Tabelle 1.5..
Oka und Mitarbeiter (1999) untersuchten an 76 japanischen Psoriasis-Patienten mit 11
Mikrosatelliten-Markern einen 1060 kb langen Abschnitt nahe dem HLA-C-Lokus. Ihre
statistische Analyse liber die Verteilung der Allelhdufigkeiten und deren Abweichung vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ergab ein pathogenetisch relevantes Intervall, das sich 89 —
200 kb in telomerer Richtung vom HLA-C-Gen befindet (>95 % Konfidenz-Intervall).
Zusitzlich zu den Genen POUSF1 (OTOF3 ~ octamer transcription factor), TCF19
(SC1 ~ cell growth-regulated gene) und S (CDSN) sind in diesem 111-kb-Segment noch vier
weitere exprimierte Gene bekannt (s. Tab. 1.5.). Nach Einschitzung von Oka und
Mitarbeitern (1999) sei das HLA-C-Gen selbst nicht der Primdr-Lokus bei der
Psoriasis vulgaris. Dies konne man daran erkennen, dass in Japan nur 10 % der Betroffenen
HLA-Cwo6-positiv sind, wihrend HLA-Cw6 bei kaukasischen Psoriatikern zu > 65 %
vorkommt (Asahina et al., 1991; Henseler und Christopher, 1985; Schmitt-Egenolf et al.,
1996). Eine Bestitigung ihrer Vermutung, dass PSORS1 telomer von HLA-C liegen konnte,

sehen Oka und Mitarbeiter (1999) in den Ergebnissen von Jenisch und Mitarbeitern
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(Mai 1998). Das S-Gen als putatives Psoriasis-Gen auf Chromosom 6p schlie3en sie trotz der
widerspriichlichen Ergebnisse der FEuropder (Allenetal., 1999; u.a.) und Japaner
(Ishihara et al., 1996) nicht aus.

Balendran und Mitarbeiter (1999) platzieren das vermutliche PSORS1-Gen dagegen in ein
Intervall von 285 kb zentromer von HLA-C. Diese Lokalisation entspricht der Grenze von
HLA-Klasse III und I (s. Abb. 1.3.). Balendran und Mitarbeiter (1999) fiihrten bei 77
unabhingigen englischen Trios mit mindestens zwei betroffenen Kindern u. a. eine Sibpair-
Analyse und einen TDT durch. Fiir die flankierenden Marker des zentromer von HLA-C
gelegenen Abschnitts erhielten sie im multiallelischen TDT (Spielman und Ewens, 1996) den
stiarksten Hinweis auf ein Kopplungsungleichgewicht (cen — tel: TN62 = 1,0 x 10”7, HLA-
B=4,0x10" und HLA-C=27x 10"9), wihrend die von ihnen ausgewéhlten
Mikrosatelliten-Marker der telomeren Seite von HLA-C keine signifikanten Werte erzielten
(p > 0,05). Bei den betroffenen Individuen bestand der hdufigste Haplotyp aus den Allel-
Komponenten TN62-3, HLA-B*5701 und HLA-C*0602 (91 von 422 Chromosomen). Im
engeren Bereich um HLA-C untersuchten Balendran und Mitarbeiter (1999) 6 Marker auf der
zentromeren Seite, jedoch nur einen Marker auf einem gleichlangen Abschnitt der telomeren
Seite (D6S265, p=0,06). Die Polymorphismen des Corneodesmosin-Gens, die ndher an
HLA-C liegen als der Mikrosatelliten-Marker TN62, wurden nicht untersucht. Mit Allel 3 des
Markers TN62 fand man in dieser Studie den signifikantesten TDT-Wert (P = 1,0x 107" aller

eingesetzten Marker. Insgesamt wies TN62 12 unterschiedliche Allele auf.
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Nummer Name bzw. Orien- Klone Acc.No./ Gen-Start bis Gen-
im MHC alternativer Name tierung Klone-Name Ende im MHC
(telomer — centromer)

81 CDSN/Corneodesmosin/S-Gen - AB023060/ TY1C2 1402815 — 1408151
82 SEEK1 + AB023060/ TY1C2
83 SPR1 - AB023060/ TY1C2
84 HCR - AB023060/ TY1C2
85 TCF19/SCA1 + AB023059/ TY1G9 1446851 — 1451505
86 POU5F/OTF3 - D84394/pM30 1452065 — 1458406
87 NOB-Pseudogen ? D84394/pM30 1520774 — 1524055
88 HCGII-2-Pseudogen - D84394/pM30 1539450 — 1540364
89 HCGIX-3-Pseudogen - D84394/pM30 1485684 — 1541942
90 NOB5-Pseudogen ? D84394/pM30 1547155 — 1554972
91 HLA-C - D84394/pMN201 1554973 — 1558294
92 HCGiV-2-Pseudogen + D84394/pMN201 1559474 — 1559708
93 KIAA0055-hom-Pseudogen + D84394/pMN201 1561787 — 1565653
94 RPL3-hom-Pseudogen + D84394/pMN201 1566517 — 1567783
95 HCGII-1-Pseudogen - D84394/pMN213-5 1631282 — 1642337
96 HLA-B - D84394/pMN213-5 1639541 - 1642824
97 HCGIV-1-Pseudogen + D84394/pM213-5 1643551 - 1643931
98 DHFRP-Pseudogen - D84394/pM213-5 1652530 - 1652644
929 HLA-17-Pseudogen - D84394/pM213-5 1652530 - 1652644
100 P5-8-Pseudogen + D84394/pM213-5 1669450 - 1671895
101 NOB2-Pseudogen ? D84394/pM213-5 1672666 - 1673925
102 NOB3-Pseudogen ? D84394/pM213-5 1633367 - 1680568
103 NOB1-Pseudogen ? D84394/pM67 1685992 — 1687689
104 HCGIX-2-Pseudogen - D84394/pM67 1685798 - 1695923
105 MICA + D84394/pM67 1689269 - 1700988
106 HLA-X-Pseudogen - AB000879/ TY3A9 1747684 - 1748329
107 P5-1 Gen (?) + AB000879/ TY3A9 1749030 - 1751648
108 3.8-1.1  Gen (?) ABO000879/ TY3A9 1757066 - 1758245
109 HCGIX-1-Pseudogen - ABO000879/ TY2A9 1780146 - 1791139
110 MICB/PERB11.2 + AB000879/ TY2A9 1784009 - 1796938
111 BAT1 - AC006046/r9a 1812747 - 1822495
112 ATP6G/NG38 VATG - AC006046/m9a 1827355 - 1828502
113 NFKBIL1/IKBL + AC006046/m9a 1829637 - 1840552
114 LTA/TNF-beta/lymphotoxin A + AF129756/ 201G24 1857673 - 1858623
115 TNF/TNF-alpha/cachectin + AF129756/ 201G24 1860672 - 1862467
116 LTB/TNF-c/lymphotoxin B - AF129756/ 201G24 1865639 - 1867347
117 LST1/B144 + AF129756/ 201G24 1872230 — 1873606
118 1C7 - AF129756/ 201G24 1873997 - 1877630
119 AlIF1/G! + AF129756/ 201G24 1900240 - 1901810
120 BAT2/G2 + AF129756/ 201G24 1907693 - 1922490

Tab. 1.5.: MHC-Gene des Menschen aus dem Abschnitt von CDSN bis BAT2/G2. Der
Mikrosatellit TN62 liegt 285 kb zentromer von HLA-C zwischen NFKBIL1 (Nr. 113 ) und LTA
(Nr. 114). Insgesamt befinden sich im MHC 229 Gene, von denen wahrscheinlich 50 %
exprimiert werden (Stand: 31.05.2000; http://www.sanger.ac.uk/HGP/Chr6/MHC.shtml;
Shiina et al., 1999).
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1.9. Fragestellung

Die Fragestellung dieser Arbeit bezieht sich auf die Feinkartierung des Psoriasis-
Suszeptibilitits-Gens PSORSI im MHC-Komplex. Wie sich aus den Abschnitten 1.8.2. und
1.8.3. ergibt, enthdlt die HLA-Region ein entscheidendes Suszeptibilitits-Gen fir die
Psoriasis vulgaris. Die Darstellung in den Abschnitten 1.8.4. und 1.8.5. weist darauf hin, dass
das CDSN-Gen aufgrund seiner physiologischen Funktion und seiner bisherigen
molekulargenetischen Untersuchungsergebnisse weiterhin flir die Psoriasis vulgaris als
Kandidaten-Gen im HLA-Bereich in Frage kommt. Zu beriicksichtigen ist, dass bei der
Vererbung der Psoriasis vulgaris geschlechtsspezifische Effekte eine Rolle spielen (s.
Abschnitt 1.8.1.).

Nun stellt sich die Frage, ob sich die Psoriasis-vulgaris-Assoziation des Corneodesmosin-
Polymorphismus 1243 ebenfalls in einer grofen deutschen Studiengruppe nachweisen 14ft.
Zweitens, welches Ergebnis zeigt sich diesbeziiglich in derselben Patientengruppe fiir den
zentromer gelegenen anonymen DNA-Mikrosatelliten 7N62? Drittens, gibt es eventuell Allel-
spezifische Transmissions-Effekte der maternalen bzw. paternalen Vererbung der Risiko-
Allele von CDSN*1243 und TN62?

Um diesen Fragen nachzugehen, wurden 210 Familien rekrutiert, in denen die Kinder und
1. d. R. auch ein Elternteil Psoriasis vulgaris hatten, wurden die beiden Marker TN62 und
CDSN*1243 genotypisiert und diese Daten in einem TDT untersucht. In einem weiteren Test
wurden die paternalen und maternalen Allel-Transmissionen getrennt betrachtet und die

Geschlechter der betroffenen Indexpersonen beriicksichtigt.
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2. Methoden

2.1. Assoziationsstudien mit internen Kontrollen

Ziel unserer genetischen Analyse ist es, die Genotypen des ,single nucleotid
polymorphismus® (SNP) CDSN*1243 und des Mikrosatellit tn62 in Familien mit an Psoriasis
vulgaris erkrankten Kindern zu bestimmen und zu untersuchen, ob ein bestimmtes Allel von
CDSN*1243 oder tn62 mit Psoriasis assoziiert ist. Dabei benutzen wir als biomathematisches
Instrument den Transmissions/Disequilibrium-Test (TDT) nach Spielman (1993). In diesem
Abschnitt soll kurz die Entwicklung, Technik und Aussage dieser hédufig verwendeten
Methode beschrieben werden.

Bei den klassischen Assoziationsstudien mit einem Fall-Kontroll-Aufbau besteht eine
Schwierigkeit darin, die richtige, d.h. gut ,gematchte, Kontrollgruppe zu finden
(Kap. 1.4.1.). Als Alternative bieten sich daher Assoziationsstudien mit internen Kontrollen
an, die den Fehler 1. Art vermeiden. Rubinstein und Mitarbeiter (1981) und Falk und
Rubinstein (1987) entwickelten im Zusammenhang mit Untersuchungen des HLA-Komplexes
und des Insulin-abhidngigen Diabetes mellitus (IDDM) die Methode des HRR (haplotype
relative risk). Diese Methode etablierte sich als ein auf Familien basierender Assoziationstest
(Field et al., 1986; Ott, 1989) und wird in der Literatur auch als AFBAC-Methode (affected
family based controls, Thomson 1995) bezeichnet. Uber einzelne betroffene Kinder werden
Familien nach dem Zufallsprinzip gesammelt und die Genotypen eines Markers bei Eltern
und Kind typisiert. Die nicht von den Eltern an das betroffene Kind vererbten Allele werden
als ,,interne Kontrolle* (Lander und Schork, 1994) benutzt und mit den weitergegebenen
Allelen in einem 2 x 2 Kontingenz-Test verglichen.

Allerdings sind mit diesem Vorgehen die Probleme der Fall-Kontroll-Studien nicht génzlich
behoben. Da bei den Transmissionen sowohl homozygote als auch heterozygote Eltern
berticksichtigt werden, ist die Auszédhlung der Allele von den Allel-Frequenzen der jeweiligen
Bevolkerung abhédngig: Ein homozygoter Elternteil mit dem Genotyp AjA; gibt sein Allel A,
zwangsldufig an das Kind weiter. Dieser Fall ereignet sich im Verhéltnis weniger haufig,
wenn A; das seltenere Allel ist und somit weniger Eltern in der untersuchten Population
homozygot fiir dieses Allel sind. Damit impliziert die AFBAC/HRR-Methode weiterhin eine
Abhingigkeit von der Bevolkerungsstruktur.
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Der Transmissions/Disequilibrium Test (TDT) kann als eine Weiterentwicklung der

Methode von Falk und Rubinstein (1987) angesehen werden. Nachdem bereits andere

Autoren ein dhnliches Vorgehen angewandt hatten (Parsian et al., 1991), stellten Spielman

und Mitarbeiter (1993) den TDT vor - einen Test auf Kopplung zwischen Krankheitslokus

und Markern, fiir die eine Bevolkerungs-Assoziation gefunden wird. Im Zusammenhang mit

einer genetischen Analyse zum IDDM untersuchten sie die statistischen Eigenschaften und

die Aussagekraft des Tests.

Wie wird der TDT durchgefiihrt?

Wie die anderen Assoziationsstudien mit
internen Kontrollen basiert der TDT auf
einer Sammlung von genotypisierten ,,Falk-
Rubenstein-Trios“. Er beriicksichtigt jedoch
nur Eltern, die heterozygot fiir unter
Umstdnden mit einer Krankheit assoziierte
Marker sind, und vergleicht die
Haufigkeiten, mit denen ein Marker-Allel
oder dessen Alternativ-Allele auf die
betroffenen Nachkommen weitergegeben
werden. Als Beispiel betrachte man den
Marker-Lokus M mit den Allelen M; und
M,, bei dem die Genotypen der betroffenen

Kinder und die der Eltern bestimmt wurden

(Abb. 2.1.).

MMz

MiM, D__O

® wvm

11

Abb. 2.1.:

Rubinstein-Trios mit den Genotypen der

Stammbaum eines Falk-

Personen fir den Marker-Lokus M. Die
heterozygote Mutter gibt Allel My an ihre
betroffene Tochter weiter. Der homozygote
Ubertragt  Allel  M;

zwangslaufig.

Vater dagegen

Von den Genotypen der Eltern M;M;, MM, oder M)M, ausgehend zdhlt man die

Transmissionsereignisse folgendermalen (Spielman et al., 1993):

a. Anzahl der Ms-Transmissionen vom elterlichen Genotyp MM, auf das betroffene Kind;

b. Anzahl der M;-Transmissionen vom elterlichen Genotyp MM, auf das betroffene Kind;

c. Anzahl der Mo-Transmissionen vom elterlichen Genotyp MM, auf das betroffene Kind;

d. Anzahl der My-Transmissionen vom elterlichen Genotyp M,M, auf das betroffene Kind.

Die statistische Auswertung erfolgt standardisiert mit einer Vier-Felder-Tafel, in der die

ausgezdhlten Ereignisse a, b, ¢ und d eingetragen sind.
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Tab. 2.1.: Kombinationen der transmittierten und nicht-transmittierten Marker-Allele M4 und

M, von 2n Eltern auf n betroffene Kinder (Spielman et al., 1993).

Nicht-transmittierte Allele

Transmittierte Allele M; M, Insgesamt:
My a b a+b
Moo c d c+d
Insgesamt........ a+c b+d 2n

Am Ende errechnet man die Signifikanz des Unterschieds von b und ¢ mit einer
binominalen Teststatistik. Als allgemein iibliche Approximation gilt hier der ,,McNemar-
Test“ (Sokal und Rohlf, 1969). Die PriifgroBe nach McNemar ist y*-verteilt mit einem

Freiheitsgrad und ergibt sich aus dem Term:
' =0b-cy/(b+c)

Der mafigebliche Unterschied zu den Methoden der AFBAC/HRR-Tests ist, dass der TDT
nur die Transmissionen von heterozygoten Eltern beriicksichtigt (Punkt b und c.). Hinter
dieser Einschrinkung, die leider hdufig einen Verlust an Datenmenge zur Folge hat, steht der
Gedanke, dass Allel M; und M, unabhéngig voneinander an einen betroffenen Nachkommen
vererbt werden, auller wenn eines der beiden Allele als assoziierter Marker mit dem

Krankheitslokus gekoppelt transmittiert wird.

Was sagt der TDT aus?

Besteht keine Kopplung zwischen Marker und Krankheitslokus, miissen M; und M,
unabhingig voneinander segregieren. Ausgehend von den heterozygoten Eltern ergibt der
TDT selbst in Anwesenheit einer interferierenden Bevolkerungsstruktur keine positive
Assoziation. Umgekehrt zeigt sich auch kein Transmissions-Unterschied, wenn zwar
Kopplung vorhanden ist aber keine Assoziation des Allels. Der TDT priift somit Kopplung
und Assoziation gleichzeitig. Zu beachten ist allerdings, dass dies nur dann der Fall ist, wenn
nicht mehrere Trios pro Familie benutzt werden (,,simplex only“, Spielman und Ewens,
1996).

Zusammenfassend ldsst sich sagen: Der TDT ist ein Test, der in Gegenwart einer Allel-
Assoziation eine Kopplung ermitteln kann. Der Test hat den Vorteil, dass er nicht von einer
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genetisch inhomogenen Bevolkerung gestort wird. Fithrt man ihn mit einer Simplex-Trio-
Studiengruppe durch, weist er Kopplung und Assoziation zusammen nach und verdient er zu

Recht den Namen ,,Transmissionstest auf Kopplungsungleichgewichte®.

2.2. Auswahlkriterien und Auswahlmodus

Auswabhlkriterien zur Rekrutierung der teilnehmenden Probanden haben fiir die
Aussagekraft und Qualitdt der Assoziationsstudie eine gro3e Bedeutung. Deren Festlegungen
richten sich nach dem Studienkonzept des TDTs und sind im Sinn der Fragestellung zur
Psoriasis vulgaris begriindet. Bei unserer Untersuchung bestanden im einzelnen flinf

Festlegungs-Punkte:

(1) Familienkonstellation:

1:1 11:1 .2 11:1 11:1 12
Fall 1 = familiares Trio Fall 3 = sporadisches Trio
Fall 2 = rekonstruiertes familiares Trio Fall 4 = indirekt familiares Trio

11:1
Abb. 2.2.: Triokonstellationen, die fir den TDT bzw. RC-TDT zugelassen

wurden

Wie in Abbildung 2.2. (Fall 1 bis 4) zu erkennen ist, bendtigt man fiir den TDT Familien-
Trios mit einem betroffenen Kind. In dieser Studie bezieht sich die Fragestellung speziell auf
die familidre Psoriasis. Ziel war es, Trios mit einem ebenfalls betroffenen Elternteil zu
sammeln (Fall 1). Diese direkt familidren Trios waren jedoch nicht leicht zu rekrutieren. Um
eine hohere Trio-Anzahl zu erhalten, wurden deshalb ebenfalls indirekt familidire Trios
zugelassen (Fall 4). Nur ein kleiner Teil der gesammelten Trios bestand aus sporadischen

Fillen (Fall 3), wobei hier jedoch noch das Erkrankungsalter bei Erstmanifestation (,,age of
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onset™) fiir einen Typl-Psoriasis sprechen kann. Einen Sonderfall bilden Situationen, in denen
ein Elternteil fehlt. Zu Recht weisen Curtis und Sham (1995) darauf hin, dass diese Fille beim
Testen mit ,biallelischen Markern mit unterschiedlichen Allel-Frequenzen zu einer
Verzerrung der Werte filhren und deshalb ausgeschlossen werden miissen. Mit der Methode
des RC-TDT (Knapp, 1999), die zusitzlich zum erkrankten Kind die Genotypen weiterer
Geschwisterkinder benotigt (Fall 3), 14Bt sich jedoch der Genotyp der fehlenden Eltern
rekonstruieren und der TDT auch hier anwenden. Allgemein haben wir nur ,,Simplex‘- und

nicht ,,Multiplex-Trios* verwendet.

(2) Erkrankungsalter bei Erstmanifestation (,,age of onset®):

Das ,,Age of Onset“ der betroffenen Indexpersonen sollte unter der Altersstufe von 40
Jahren liegen. Nur der Psoriasis-Typ1 (Henseler und Christophers, 1985), bei dem Betroffene
eine HLA-Assoziation und Neigung zur generalisierteren Form der Psoriasis zeigen, soll

untersucht werden.

3) Angabe der Indexperson:
Die Person, liber die ein Trio rekrutiert wird, bezeichnet man als Indexperson. Unsere

Familien wurden tiiber die betroffen Kinder als Indexpersonen gesammelt.

4) Betroffenheit/Nicht-Betroffenheit:

Als Betroffene gelten im Studienkollektiv Individuen, die eindeutige Zeichen einer Psoriasis
vulgaris oder eine sichere Krankengeschichte hierzu aufweisen konnten. Nicht-Betroffene sind
nach der Begutachtung durch einen geschulten Mitarbeiter nur die Teilnehmer ohne
Anzeichen fiir Psoriasis vulgaris oder eine andere Form der Schuppenflechte.

Probanden mit einer Psoriasis arthropathica wurden nicht als Indexperson zugelassen.
Probanden mit Psoriasis pustulosa wurden weder als Betroffene noch als Nicht-Betroffene,

Indexpersonen oder Angehorige in die Untersuchung miteinbezogen.

®)) Herkunft der Familie
Ein Kopplungsungleichgewicht findet man am ehesten in einer von der Abstammung her
einheitlichen Population. Aus diesem Grund haben wir nach Modglichkeit Familien

westfdlischen Ursprungs rekrutiert.

Ein wichtiger Aspekt bei der Gewinnung der Familien fiir diese Studie ist, dass alle
teilnehmenden Familien und ihre einzelnen Angehdrigen tiber die geplanten Untersuchungen

aufgeklart wurden und sich mit ihnen einverstanden erkldrten. Dazu wurden schriftliche
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Aufkldrungsbogen verwendet und die Empfehlungen der Ethik-Kommission der
Arztekammer Westfalen-Lippe beachtet. Aufgrund unserer Auswahlkriterien wird erwartet,

dass sich die erarbeitete Studiengruppe fiir die Fragestellung in besonderem Mal3e eignet.

2.3. Rekrutierung der Familien

In den Jahren 1999 und 2000 erfolgte ausgehend von der Universitdtshautklinik Miinster die
Rekrutierung und der Besuch der Probanden mit ihren Familien. Im allgemeinen bestand
unser Vorgehen darin, nach vorheriger Riicksprache und Zustimmung in bestimmten
Einrichtungen Informations- und Fragebdgen auszulegen (s. Anhang 1.2.) oder dort selbst
priasent zu sein und Psoriasis-Patienten direkt auf unser Projekt aufmerksam zu machen.

Folgende Stellen haben sich als Rekrutierungsschwerpunkte erwiesen:

- Klinikbereich Psoriasis der Fachklinik Bad Bentheim
- Ambulanz und Stationen der Universitatshautklinik Munster
- Apparategemeinschaft niedergelassener Dermatologen in Miinster

- Kooperierende Hautarztpraxen aus der Umgebung

Bis auf wenige Ausnahmen stielen wir bei den Betroffenen auf ein reges Interesse an einer
weiteren Aufkldrung der Psoriasis durch wissenschaftliche Untersuchungen. Damit war auch
die groBe Bereitschaft verbunden, unsere Fragen zur Krankheitsausprigung und
Familienkonstellation zu beantworten. Um ein geeignetes Trio zu finden, musste meist eine
grofle Zahl von moglichen Indexpersonen kontaktiert werden, da viele Familien nicht den
Aufnahmekriterien der Studie entsprachen. Es sollten mdglichst beide Elternteile zur
Verfiigung stehen, was bei dlteren Indexpersonen hdufig nicht mehr der Fall war. Zu
Schwierigkeiten kam es, wenn Familienmitglieder zu weit auseinander wohnten. Manche
Familien konnten nicht in die Studie einbezogen werden, weil ein Familienmitglied die
Blutabnahme ablehnte. Auf der Suche nach familidren Trios konnten von 400 Fragebdgen, die
je von einer betroffenen Person ausgefiillt wurden, letztendlich nur 40 Familien identifiziert
und spéter real zu Hause besucht werden. Dafiir waren etwa auch 400 Telefonate im Vorfeld
notwendig. Die eigene Leistung bestand darin, 40 neue Trios zu Hause zu besuchen und

klinisch zu charakterisieren.
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2.4. Befragung, Untersuchung und Blutabnahme

In der Regel fand die Befragung, Untersuchung und Blutabnahme im Rahmen eines
Hausbesuches statt, der je nach Interesse der Teilnehmer ein bis zwei Stunden in Anspruch
nehmen konnte. Die Anfahrtswege mit einer durchschnittlichen Entfernung von ca. 60 km
filhrten in die ndhere Umgebung von Miinster, in die Regionen von Bad Bentheim,
Osnabriick/Minden, Oldenburg/Bremen, Dortmund/Essen und Paderborn/Bielefeld. Bei
manchen Familien waren wiederholte Besuche erforderlich. So wurden fiir die Rekrutierung
insgesamt > 5200 km an Fahrtwegen zuriickgelegt.

Jeder Besuch ging mit einer dermatologischen Untersuchung aller teilnehmenden
Familienmitglieder einher. Dabei war es von Vorteil, dass sich die Psoriasis vulgaris relativ
schnell und ohne aufwendige Methoden diagnostizieren ldsst. Bei Fillen mit geringer
Auspriagung wurden nur Betroffene mit einer sicheren Psoriasis-Vorgeschichte beriicksichtigt.
In der Regel waren die meisten Betroffenen durch ihren Hautarzt vordiagnostiziert.

Die Befragungsergebnisse, insbesondere die personlichen Daten ,,Alter und ,,Age of
Onset®, und die Befunde der Untersuchung wurden auf dem Einverstidndnis- und Fragebogen
dokumentiert, der im Anhang A.3. angefiigt ist. Bei der Blutentnahme verwendeten wir je
Teilnehmer drei EDTA-R&hrchen zu 9 ml.

Die hier vorgelegte molekulargenetische Untersuchung bezieht sich auf eine Gesamtgruppe

von 210 Familien mit 671 Personen.
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2.5. Molekulargenetische Methoden

Der zweite praktische Arbeitsteil umfasste die Generierung der Daten in einem
molekulargenetischen Labor, das auf die genetische Analyse mit Mikrosatelliten spezialisiert
ist (Max Delbriick Centrum, Berlin-Buch, 2000). Fiir die Genotypisierung des
Polymorphismus CDSN*1243 und des Mikrosatelliten-Marker tn62 waren einige

molekulargenetische Methoden notwendig, deren Prinzipien ich zunéchst erlautern mdchte.

2.5.1. Prinzip der PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion, engl. abgekiirzt PCR, ist in den USA als eine In-vitro-
Labortechnik entwickelt worden, mit der definierte DNA-Fragmente (50 bp - > 1.000 bp) mit
sehr hoher Spezifitdt vervielfiltigt werden konnen (Saiki et al.,1985). Fiir die im PCR-Gerit
automatisierte, zyklische/enzymatische Reaktion ist ein Uberschuss an Nukleinsiuren
notwendig.

Nach der Denaturierung der DNA lagern sich an die Einzelstringe ausgewdhlte
sequenzspezifische Oligonukleotid-Primer an, von deren 3’-Hydroxyl-Ende aus die
thermostabile Tag-Polymerase nach dem Prinzip der komplementiren Basenpaarung einen
neuen Gegenstrang synthetisiert. Zum Einbau der Nukleotide benétigt das Enzym Mg -Ionen
als Cofaktor. An der Strang-Kopie determiniert der Downstream-Primer eine Synthese zuriick
zum 5’-Ende. Diese Duplikate dienen in den kommenden Reaktionszyklen als Matrizen. Es
folgt eine exponentielle Akkumulation des gewiinschten DNA-Abschnitts. Somit besteht ein
Zyklus aus den drei Teilen:

1. Denaturierung: Auftrennung des DNA-Doppelstranges bei einer Temperatur
von > 92°C in seine beiden Einzelstringe.

2. Primer-Anlagerung (Annealing): Beim Abkiihlen auf eine niedrigere Temperatur
(37° =72 °C) lagern sich die Primer - die Zielregion flankierend — der DNA an.

3. Primer-Extension: Bei einer Temperatur von 72 °C erfolgt die Polymerase abhingige

Kettenverlangerung und der AbschluB3 des Amplifizierungszyklus.

Abweichend von der bei 35 Zyklen theoretisch vorstellbaren Ausbeute von 34 x 10° Kopien
liegt die Effizienz der Reaktion in der Praxis iiblicherweise zwischen 70 - 80 %. Bei
anfanglich exponentiellem Verlauf kommt es nach einer gewissen Zykluszahl zum
sogenannten ,,Plateau-Effekt”. Ein Anstieg der Schmelztemperatur der DNA-Doppelstrang-
Molekiile, eine kompetitive Hemmung von Primer-Anlagerung und ,,Reannealing® der
Produktstringe und eine fortschreitende thermische Inaktivierung der Polymerase

52



(Halbwertzeit der Tag-Polymerase bei 95 °C ca. 40 min) spielen dabei eine Rolle. Zu
berticksichtigen ist auch die 5’-3’-Exonuklease-Aktivitidt des Enzyms, die zu einem Verdau
der Matrizen fiihrt.

Bei der Durchfiihrung einer PCR gilt es, ein Optimum zwischen Ausbeute und
Amplifizierungsspezifitit zu finden. Von entscheidender Bedeutung ist die Qualitdt und
Reinheit der eingesetzten Template-DNA. Bei der Primer-Wahl ist zu beachten, dass deren
Schmelztemperatur ungeféhr gleich ist, sie nicht gegenseitig komplementér sind und sie keine
speziellen Palindrome besitzen, die zu Haarnadelstrukturen, d. h. einer ,,Selbstriickfaltung®,
tendieren. Zahlreiche Variablen wie die Konzentrationen der Mg -Ionen, dNTPs oder des
Enzyms lassen sich fiir eine PCR strategisch beeinflussen. Am schnellsten zum Ziel fiihrt oft
schon die Modifikation der Zyklusteile nach Zeit und Temperatur. Die von uns angewandten

Optimierungsstrategien werden genauer in Kapitel 2.6.4. dargestellt.

(Gegenstrang)

Denaturierung

Primer-Anlagerung
(37 -72°C)

Primer-Extension (72 °C)

Abb. 2.3.: Schematische Darstellung der PCR. Die Amplifizierung am Gegenstrang ist nicht
abgebildet.
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2.5.2. Prinzip und Technik der Genotypisierung von Mikrosatelliten

Wie die Ausfiihrungen in Kapitel 1.6. zeigen, bendtigt man fiir die Kartierung von
Krankheits-Genen eine grole Anzahl an polymorphen Markern. Bereits seit den 70er Jahren
benutzt man Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (DNA-RFLPs). Als in der Regel
biallelische Marker besitzen sie auf Grund hiufiger Homozygotie wenig Informativitit
(polymorphism information content, PIC < 0,375). Eine Verbesserung brachte die Entdeckung
der VNTR-Minisatelliten (variable number of tandem repeats), die viele Allele und somit eine
hohere Wahrscheinlichkeit aufweisen, dass eine zufillig ausgewéhlte Person heterozygot fiir
den Marker ist. Dagegen aber gleichmifBiger und in hoher Zahl iiber das gesamte Genom
verteilt sind die Mikrosatelliten (Jeffreys et al., 1988), wobei es sich hier um kurze repetitive
Mono-, Di-, Tri-, und Tetra-Nukleotide handelt, die fiir das PCR-Standard-Verfahren gut
geeignet sind. Im humanen Genom befindet sich im Schnitt alle 7.000 bp ein Mikrosatellit, so
dass hiermit eine relativ dichte genetische Karte erstellt werden kann (Automatische
Genetische Analyse, Mertes, 1997). Sie befinden sich sowohl in codierenden als auch in nicht
codierenden DNA—Abschnitten. Genetisch kartiert wurden eine Vielzahl von Markern beim
CEPH (Centre d’Etudes de Polymorphisme Humain, DIB et al., 1996) oder in der sog.
Marshfield-Karte (Broman et al., 1998).

Mit welcher Technik werden die Allele der Mikrosatelliten bestimmt?

Die Polymorphie der Allele von Mikrosatelliten driickt sich in der Variabilitdt der Linge der
sich wiederholenden Nukleotidmuster aus. So kann ein Allel die Sequenz {AT...CAA (GT)y
ATG...CT} besitzen, wohingegen ein Zweites die Sequenz {AT..CAA (GT),s ATG...CT}
trdgt. Sind die flankierenden Sequenzen des Mikrosatelliten bekannt (AT..CAA und
ATG...CT), lassen sich mit den entsprechenden Primern von diesem Bereich in einer PCR
millionenfach Kopien herstellen, deren Lénge in einer Gelelektrophorese unterschieden
werden kann.

Die Mikrosatelliten-Analyse mit Hilfe eines Sequenzierautomaten (Aufldsung bis zu 1 bp)
basiert heutzutage auf der Fluoreszenzfarbstoff-Markierung der DNA-Primer. Laser konnen
sehr geringe Mengen der kovalent an die Oligonukleotid-Primer gebundenen Fluorophoren zu
Lichtemissionen unterschiedlicher Wellenldngen anregen. In Polyacrylamid-gelen ist der
Logarithmus der DNA-FragmentgroBe umgekehrt proportional zur Wanderungs-
Geschwindigkeit. Im  Gelelektrophoreseautomat werden die DNA-Stiicke iiber
Spektralanalyse und CCD-Aufnahmetechnik nach GroBe und Wellenldnge gesondert
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detektiert. Auf diese Art und Weise lassen sich in einem Gel-Lauf bei gilinstiger Auswahl der
Mikrosatellitenlingen tiiber 10 dieser Marker gleichzeitig testen. Die farbmarkierten
Oligonukleotide sind nach den Strukturen der beispielsweise verwendeten [F]-Amiditen mit
FAM (blau), TET (griin) und HEX (gelb) bezeichnet. Als Bezugsgréle zur Fragment-
Langenberechnung nach der Elektrophorese dient ein meist laborinterner Langenstandard, fiir
den eine separate Farbmarkierung reserviert wird (ROX = rot).

Zur Untersuchung der 210 Familien-Trios benutzten wir Kapillarsequenzierer, die
gegeniiber Polyacrylamidgel-Apparaten fiir allgemein kleine Fragmente eine erhohte
Analysegeschwindigkeit und Automatisiertheit aufweisen. Hierbei werden hohe Spannungen
eingesetzt, um Molekiile unterschiedlicher Ladung und GroBe zu trennen. Die Kapillaren
besitzen einen Innendurchmesser im Mikromillimeterbereich und eine variable Trennstrecke,
wobei die Temperatur im Gerédt konstant gehalten werden muss. Wichtig ist neben der
Reinheit der von uns mehrmals benutzten Gelmatrix insbesondere die Vermeidung von
Elektroosmose in den Kapillaren. Die Injektion der Molekiile geschieht gut steuerbar {iber ein

Drucksystem. Ein an die Maschine angeschlossener Rechner verarbeitet die Detektionssignale

Spektralkanal 2

- FAM -
P
488-nm L Y
-nm -aser T Spektralkanal 1
% _ . Filter 1 -ET ROX -
N (Farbe fur den
AN Emittiertes ! Langenstandard)
h Fluoreszenzlicht / Filter 2 _
oy { PMT
/Laufrichtung der Lichtspalter
DNA-Molekile
+
Mikrokapillare PMT = Photomultipler
Abb. 24.. Schema zur automatischen Laser-Scanning-Technologie  des

Kapillarsequenzierers. Erlauterung: Der MegaBACE™ arbeitet mit insgesamt vier
verschiedenen Spektralkanalen. Jeder Einzelne wandelt die Signale einer Fluoreszenzfarbe
mit Hilfe des Photomultiplers in elektrische Impulse um. Kanal 3 und 4 (nicht abgebildet)
verwendet einen 532-Laser und erfasst nach dieser Einstellung die Markerfarben HEX bzw.

TET. Die Registriervorgange finden in allen 96 Kapillaren gleichzeitig statt.
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in den gleichzeitig laufenden 96 Kapillaren. Von ihm aus werden auch die zahlreichen
Elektrophorese-Parameter eingestellt und iiberwacht (Technik des Kapillarsequenzierers s.
Abb. 2.4.).

Nach der Elektrophorese erfolgt die Auswertung der Rohdaten in einem
Allel/Genotypisierungsprogramm. Mit den Werten des Léngenstandards wird eine
Kalibrierungskurve erzeugt, von der aus sich die Léngen der unbekannten Fragmente

extrapolieren lassen.

2.5.3. Prinzip der SNP-Analyse

Viele genetische Polymorphismen bestehen aus Substitutionen einer einzelnen Base im
DNA-Strang. Dieses Phdnomen beschreibt der Begriff ,single nukleotid polymorphism*
(SNP). Die hiufig verwendete Methode, bei der man SNPs mit Hilfe von
Restriktionsenzymen klassifiziert, mag im Vergleich zur in Kapitel 2.5.2. beschriebenen
Technik elegant und einfach erscheinen.

Restriktionsendonukleasen erkennen sehr spezifisch Basensequenzen der DNA-Doppelhelix
und schneiden in jedem Strang einmal die Phosphodiesterbindung. Bereits die Substitution
einer Base aus der Erkennungsregion entscheidet iiber die Tétigkeit des Enzyms. Diese
prizisen ,,Skalpelle findet man als ,,Werkzeug der Natur* in vielen Prokaryonten. Ihre
Aufgabe besteht darin, fremde DNA zu eliminieren. Zelleigene DNA wird durch
Methylierung vor dem Enzym geschiitzt. Die Bezeichnung eines Restriktionsenzyms setzt
sich aus der dreibuchstabigen Abkiirzung des Wirtsorganismus und einer romischen Zahl

zusammen (Stryer, 1991).

Wie geht man bei der SNP-Analyse mit Restriktionsenzym und Agarose-Gel vor?

Um einen SNP im Gen eines Probanden zu bestimmen, ist als erstes eine Amplifizierung
des DNA-Abschnittes notwendig, auf dem sich der Polymorphimus und damit die
Erkennungsregion und Schnittstelle eines Restriktionsenzyms befindet. Man bedient sich der
Polymerasekettenreaktion. Das Segment der flankierenden Primer sollte eine Grof3enordnung
aufweisen, die sich zu einer Auftrennung im Agarose-Gel eignet (0,2 — 60 kb). Anschlielend
werden die angereicherten Strangkopien iiber mehrere Stunden mit dem Restriktionsenzym
bei einer bestimmten Temperatur inkubiert. Der dritte Arbeitsschritt besteht aus der Kontrolle
der Inkubationsprodukte in der Agarose-Gelelektrophorese. Die Wanderung der Fragmente

im elektrischen Feld hingt von der GréBe und Konformation der DNA, von Stromstérke,
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Pufferbedingungen und vor allem von der Agarosekonzentration ab. Sie erfolgt in Richtung
der Anode. Das im Gel verteilte Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und macht diese
unter UV-Licht-Bestrahlung intensiv orange fluoreszierend sichtbar.

Bei der Auswertung der Gele lassen sich drei Ereignisse beobachten: Der Proband ist fiir die
urspriingliche Basensequenz homozygot; oder er ist heterozygoter oder homozygoter Trager
der Basen-Substitution (Abb. 2.5.). Die Allele des SNPs werden mit Allel 1 und Allel 2
bezeichnet, wobei es sich anbietet, das in der ,Normalbevolkerung® am héufigsten

vorkommende Allel als Allel 1 zu definieren.

1.) Amplifizierung 2.) Inkubation 3.) Gelelektrophorese

N

DNA-Abschnitt des Moglichkeiten der Agarosebild:
Polymorphismus Schnittereignisse:

Restriktions-
homozygot
< // endonuklease positiv

| -
\\ijr qu—_»\a
-

heterozygot
PCR-Produkte 37 °C
(4 bis 8 h)
DNA  zweier  homologer
Chromosomen einer Person homozygot
negativ

Abb. 2.5.: Schema einer SNP-Analyse. Wenn die DNA-Fragmente vom Restriktionsenzym
in zwei unterschiedlich lange Teile geschnitten werden, zeigen sich bei Heterozygotie

insgesamt drei Banden.
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2.6. Generieren der Daten im Labor

Am Beginn der Genotypisierung der ca. 700 Personen stand die DNA-Extraktion. Nach
Herstellung der Mutterplatten konnte die Auswertung groftenteils {iber die automatischen
Arbeitsstationen des Labors bewerkstelligt werden. Zu diesen zdhlen beispielsweise die
Pipettierroboter und das ,,Bar-Code‘“-System, das jede Arbeits/Mikrotiterplatte elektronisch
erfasst. Zur Herkunft der im Labor benutzten Gerdte, Chemikalien, Enzyme und zur

Herstellung der Losungen siche Anhang A.S..

2.6.1. DNA-Extraktion

Am Beginn einer erfolgreichen genetischen Analyse steht die Préparation einer reinen und
intakten DNA. Kontaminationen mit RNA, Polysacchariden (Heparin), Proteinen, Salzen oder
Ethanol vermindern die Polymerase-Aktivitidt. Die EDTA-Blutproben wurden bis zur DNA-
Extraktion in Tiefkiihltruhen (-65/-20 °C) gelagert. Das Protokoll fiir die DNA-Extraktion
stammt aus einer effizienten abgewandelten Version von ,,Nucleon* (A.4.).

Am Ende der Extraktion erhielt man die sogenannte Stock-DNA, die in einem

Eppendorfgefal3 in 0,5 ml 1-fach TE bei pH 8,0 und — 20° aufbewahrt wurde.
2.6.2. DNA-Qualitatskontrolle
Vor dem Auftragen der DNA-Proben auf die Mutterplatte stellten wir von der Stock-DNA

fiir jede Probe eine Verdiinnungs-DNA (im Verhéltnis 1 : 5) her:

Durchflihrung: - 200 pl Stock-DNA + 800 pl dH,O
- vorsichtig schiitteln und anzentrifugieren

- vor Weiterverarbeitung 24 h 16sen lassen

Die Verdiinnung testeten wir in einer Agarose-Gelelektrophorese. Ziel war es, die Qualitét
und Konzentration der DNA zu bestimmen und durch Nachextraktion oder Verdiinnung

einheitlich hochwertige DNA-Proben fiir die Herstellung der Template-DNA zu erhalten.

Durchfihrung:

Herstellung eines 0,7 % Agarose-Gels (s. Kap. 2.6.7.)

- 1 x TAE-Puffer-Losung in die Kammer geben

- Pipettieren von 2,5 pul Verdiinnungs-DNA mit 3 pl
Stopmix und Auftragen des Gemisches in die Geltaschen

- 2,5 ul SL-Leiter in je eine Geltasche pro Reihe geben
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Der Smart Ladder (SL-Leiter) ermoglicht bei Kenntnis der aufgetragenen Menge eine
Abschitzung der DNA-Konzentration. Im Allgemeinen lagen diese fiir die Verdiinnungs-DNA

im Bereich von 50 ng/pl und mehr. Bei einigen dlteren Proben war die DNA degradiert.

2.6.. Darstellung der Kontrolle einer SL 1wl 4y .5 6.7
offensichtlich erfolgreichen DNA-Extraktion. Links
ist der SL-Leiter aufgetragen, dessen erste Bande
eine Konzentration von 50 ng/ul anzeigt. Den
Proben 7 und 10 wurde weitere Stock-DNA
zugegeben. Bei den anderen erfolgte eine
Verdinnung mit dH,O. Verwendet wurde eine
horizontale 16er Gelkammer und ein 0,7 %

Agarose-Gel.

2.6.3. Erstellen von Mutterplatten, Verdinnungs- und Tochterplatten

Der Weg von der Mutterplatte zu ihren Tochterplatten beschreibt den letzten

Priparationsschritt zum Erhalt einer Template-DNA.

1. Mutterplatten:

In die einzelnen Senken der ,,Tief-Block-Platte® gaben wir 500 ul Verdiinnungs-DNA
(ca. 50 ng/ul). Insgesamt wurden sieben Mutterplatten mit je 94 Probanden und zwei K3-
Proben pro Platte hergestellt. Die Koordinaten der Proben auf der Mutterplatte gelangten fiir

die Auswertung in die zentrale Datenverarbeitung.

2. Verdiinnungsplatten:

Von jeder Mutterplatte stellten wir mit Hilfe des ,,Igel (Pipettiersystem CybiWell™) zwei
Platten mit einer 1 : 10 Verdiinnung her. Neben einer erneuten Streckung der DNA-Menge
erhielt man damit zwei Verdiinnungsplatten, von denen aus je nach Bedarf Tochterplatten
abpipettiert werden konnten. Die Mutterplatten fungierten als Reserven. Die einzelnen
»wells* der Verdlinnungsplatten enthielten 200 pul geloste DNA mit einer Konzentration von

ca. 5 ng/ul.
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3. Tochterplatten:

Fiir jede PCR eines Marker benétigt man eine Tochterplatte. Pro ,,well“ gab man auf diese

Mikrotiterplatten zundchst 3 pl Verdiinnungs-DNA und préparierte durch Trocknung bei

Raumluft iiber 24 h somit 15 ng Template-DNA pro Probe. Wie die Mutter- und

Verdiinnungsplatten wurden die Tochterplatten im Gefrierschrank autbewahrt.

2.6.4. PCR-Ansatz und Programm zur Genotypisierung von tn62

Bei der Genotypisierung des Mikrosatelliten-Markers tn62 orientierten wir uns an den

Literaturangaben von Lako und Mitarbeiter (1999):

Tab. 2.2.: Eigenschaften der Primer des Mikrosatelliten-Marker tn62:

Allel-Reichweite: 146 — 197 bp

Repetitive Sequenz: (TC)4o CCT(C)s5-(TC)3-(C)s-TGCAA-(CA)15(CA)+5
Forward-Primer: 5-TCCAATCACCTCTGCTCACCTC-3
Reverse-Primer: 5-CTAGATTTCATCCAGCCACAGG-3

Pro Template-DNA von 15 ng wéhlten wir
den PCR-Ansatz so, wie er in Tabelle 2.3.
zusammen mit dem zugehdrigen Mastermix fiir
eine  Tochterplatte und den  Substrat-
konzentrationen angegeben ist. Bei der
Optimierung des PCR-Ansatzes und der
Cycler-Programme galten die in Kap. 2.5.1.
dargestellten PCR-Grundprinzipien.
Insbesondere bedienten wir uns der Technik
des , Kalt-Starts*“: Der PCR-Ansatz wurde unter
Eiskiihlung pipetiert und in einem Kalteblock
gehalten, wihrend der Transfer-Roboter
»lecan® den Mastermix auf die Template-DNA
der Tochterplatten iibertrug. Unspezifische
Reaktionen der Tag-Polymerase vor dem Start

der PCR sollten dadurch verhindert werden.

Abb. 2.7: Thermozykler-Programmierung
AD100 (“Annealing”-Temp. schattiert):

Step 1 = 94.0 degrees for 3 minutes.
Step 2 = 94.0 degrees for 30 seconds.
Step 3 = 61.0 degrees for 30 seconds.
Step 4 = 72.0 degrees for 30 seconds.
Step 5 = Goto step 2 for 2 more cycles.
Step 6 = 94.0 degrees for 30 seconds.
Step 7 = 59.0 degrees for 30 seconds.
Step 8 = 72.0 degrees for 30 seconds.
Step 9 = Goto step 6 for 2 more cycles.
Step 10 = 94.0 degrees for 30 seconds.
Step 11 = 57.0 degrees for 30 seconds.
Step 12 = 72.0 degrees for 30 seconds.
Step 13 = Goto step 10 for 2 more cycles.
Step 14 = 90.0 degrees for 30 seconds.
Step 15 = 55.0 degrees for 30 seconds.
Step 16 = 72.0 degrees for 30 seconds.
Step 17 = Goto step 14 for 30 more cycles.
Step 18 = 72.0 degrees for 20 minutes.
Step 19 = 16.0 degrees for ever.

Step 20 = End.
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Auch die Methode der ,,Touchdown-PCR* diente einer Erhohung der Spezifitit. Hierbei

handelt es sich um Cycler-Programme, die mit einer angehobenen ,,Annealing*‘-Temperatur

beginnen und diese mit der Zahl der durchlaufenen Zyklen senken.
Als PCR-Programm fiir den TET-Marker tn62 benutzten wir den Algorithmus AD100
(Abb. 2.8.). Die PCR-Platten wurden mit einer Gummi-Matte abgedichtet und die Deckel der

Peltier-Thermocycler-Blocke mitbeheizt.

Tab. 2.3.: PCR-Ansatz und Mastermix fir tn62

PCR-Ansatz pro PCR-Mastermix pro Substrat-Lésunaen
tn62 Template-DNA Tochterplatte 9
| | [c]
() (ul)
Forward-Primer: 0,64 67,2 10 pmol/pul
Reverse-Primer: 0,64 67,2 10 pmol/pul
dNTP: 0,16 16,8 100 pmol/pl
dNTP-Puffer: 1,20 126,0 10x NH,4, Mg*™, pH 8,8
Tay-Polymerase: 0,08 8,4 5 U/ul
dH,0: 9,28 9744 PCR-rein
insgesamt: 12,00 1260,0
2.6.5. PCR-Ansatz und Programm zur
} PCR-Ansatz pro
SNP-Analyse CDSN*1243 Template-DNA
(ul)

Bei der Genotypisierung des Corneodesmosin- | Forward-Primer 0,80
Polymorphismus 1243 hielten wir uns an das Reverse-Primer 0.80
methodische Vorgehen von Ishihara (1996) und dNTP 0.20
Tazi-Ahnini  (1999). Die Amplifizierung des dNTP-Puffer 1,50
betreffenden DNA-Abschnittes erforderte zwei

Tag-Polymerase 0,10
speziell ausgewdhlte Oligonukleotid-Primer dH,0 11.60
(S15/S16), die im zweiten Exon des S-Gens auf _
insgesamt: 15,00
Chromosom 6p liegen. Das resultierende PCR-
Produkt hat eine Lange von 212 bp. Tab.24..  PCR-Ansatz  pro

Der PCR-Ansatz pro Template-DNA von 15 ng
sollte 15ul betragen (Tab. 2.4.). Das Volumen des

Template-DNA

far CDSN*1243.

(Die Konzentrationen der Substrate

entsprechen denen von tn62.)
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Master-Mixes fiir eine Tochterplatte errechnet sich wiederum durch Multiplikation mit 105
(Uberschuss eingeplant). Bei der Pipettierung und Durchfiihrung der PCR gingen wir analog
der Beschreibung in Kap. 2.6.4. vor. Jedoch verlangten die Primer ein anderes Cycler-
Programm: Abweichend von der initialen Hitze-Denaturierung von 4 min und der Abschluss-
Elongation von 8 Minuten dauerten hier die Denaturierungs-, Annealing- und Synthesezeiten
aller Zyklen je 20 Sekunden. Denaturierungs- und Elongationstemperatur betrugen generell
94 bzw. 72 °C. Die Annealingtemperatur der ersten 6 Zyklen variierte von 63, 62, 61, 60, 59
auf 58 °C und war fiir die restlichen 29 Schritte gleichbleibend auf 57 °C festgelegt. Nach der
Amplifizierung folgte die Hph1-Inkubation der PCR-Produktes.

Name | Nukleotidposition Primer Anlagerungs-Temp.

S15 1112 - 1131 5’-CATTGCGTTCCAGCCAGTGG-3’
S16* 1302 - 1323 5-AACTGGAGCTGCTGCTGAAGGA-3

56 °C

Tab. 2.5.: Oligonukleotid-Primer, die fur die Amplifikation des polymorphen Abschnitts von

Corneodesmosin benutzt wurden (* Reverse-Primer).

2.6.6. Kapillar-Elektrophorese

Vorbereitungen:

(1) Poolen der PCR-Produkte :

Um die 8bis 10 Mikrosatelliten-Marker eines ,,Panels® gleichzeitig in einem
Kapillarelektrophorese-Lauf analysieren zu kénnen, wurde zundchst mit dem ,,Pooling-Igel*
eine Pooling-Platte und von dieser eine Verdiinnungpooling-Platte erstellt. Hierzu gaben wir
die PCR-Produkte der Marker mit 5 p/ pro ,,well* equimolar auf eine gemeinsame Mikrotiter-
platte und verdiinnten /2 p/ des ,,Poolings* mit weiteren /0 u/ dH,O. Bei der Zusammen-

stellung der Panel war darauf zu achten, dass die Allel-Reichweiten der Mikrosatelliten

innerhalb eines Marker-Farbspektrums (FAM, TET, HEX) unterschiedlich waren.

(2) Herstellen einer Auftragsplatte:

Die Herstellung der Auftragsplatte bestand aus der Zugabe von 2 p/ des Verdiinnungs-
poolings auf eine mit 3 w/ Mega-Bace-Standard bestiickten Auftragsplatte. Zu beachten war
hier, dass der Standard nur mit deionisiertem Formamid verdiinnt wurde und dieser sehr

lichtempfindlich war.
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(3) Vorbereitung der Gelmatrix und Pufferplatte:

Fir jeden Elektrophorese-Lauf bendtigt das Gerdt sechs Tuben mit einer speziellen
»linearen Polyacrylamid-Gelmatrix“ (MegaBace™Long-read Matrix), die {iber eine
Druckluftautomatik in die Kapillaren geladen wird. Um Inhomogenititen des Gels zu
beseitigen, zentrifugierte man die Tuben vor Gebrauch fiir vier Minuten mit 10.000 rpm.

AuBerdem wurde fiir jeden Lauf eine Pufferplatte mit 100 pul LPA-Puffer/Block pipettiert.

Ablauf am MegaBace™:

Die Arbeitserleichterung bei der Kapillarelektrophorese ist dadurch gekennzeichnet, dass
die Gelmatrix und der Inhalt der Auftragsplatte (PCR-Produkte und Léngenstandard)
automatisch in die Kapillaren {ibertragen wird. Nach Eingabe der Pane/-Nummer und der
Elektrophorese-Parameter im Instrument-Kontroll-Programm gaben zwei LCD-Anzeigen dem
Geritebediener entsprechende Informationen und Anweisungen zur Vorbereitung und zum

Ablauf der Elektrophorese.

Abb. 2.8.: Darstellung des -
.MegaBace™" und der

zugehorigen Einschubele- 1
Schubfacher:

mente: Pufferplatte, Matrix-

tuben, Wasserbehélter und [ I

Auftragsplatte  (modifiziert Li. Re. .o
== 7} ==|| < LCD
A /

aus der Anleitung des

Gerates). * *
P
Schritt 1:
Six 2-ml Tubes,
A Plate with LPA Buffer ~ cach with 0.7 ml Matrix
Schritt 2:

_ Tank Filled Plate of Samples
with Deionized Filtered Water
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1. Schritt: ,Inject matrix and prerun®

Ausstof3 der alten Matrix aus den Kapillaren in eine zu verwerfene Pufferplatte

Laden der neuen Matrix nach Einlegen der sechs zentrifugierten Matrixtuben

Eingabe der neu pipettierten LPA-Puffer-Platte

Nun: Denaturieren der Auftragsplatten-DNA (1 min, 94 °C), die Platte abdecken und
auf Eis legen (cave: lichtempfindlich und Gefahr der Austrocknung)

2. Schritt: ,inject samples and run*“

Nach einem kurzen Spiilung (,,rinse tips*) mit Eingabe des dH,O-Gefédlles folgt die
Injektion der PCR-Produkte von der Auftragsplatte in die Kapillaren.
Erneute Spiihlung und Laden der aufbewahrten Pufferplatte

3. Schritt: ,sample run in progress*

2.6.7.

Auf dem Monitor erscheint ein Elektrophorese-Lautbild, iiber das sich die
Auftrennung in den Kapillaren beobachten lésst.

Am Ende werden die Elektrophorese-Daten an den Auswertungsrechner transferiert.

Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Genotypisierung von CDSN*1243 basierte auf der Agarose-Gel-Elelektrophorese. Es

sollten PCR-Produkte mit einer Lange von 89 bp bis 212 bp aufgetrennt werden. Dafiir gossen

wir Agarose-Gele mit einer Konzentration von 2 %. Fiir den Test von Nativ-DNA wurden

0,7 % Agarose-Gele benutzt.

Herstellung der Gele:

Abwiegen von 2 g bzw. 0,7 g Agarose in einer locker verschlieRbaren Glasflasche
Dazu 100 ml 1-fach TAE geben

Schlierenfreies Losen der Agarose unter Schwenken und Erhitzen in der Mikrowelle
Pipetieren von 5 ul Ethidiumbromid pro 100 ml TAE/Agarose unter dem Abzug
Agarose-Gemisch ca. 10 min. abkihlen lassen und dann in der mit den Kdmmen und

Grenzbldcken vorbereiteten Gelkammer gut verteilt ausgiefen

Die Beladung und der Lauf des Gels erfolgte wie in Kapitel 2.6.2. beschrieben. Das Bild der

fluoreszierenden Banden wurde im  UV-Transilluminator mit einer Kamera

photodokumentiert. Fiir den SNP mussten wir Gele mit relativ grofen Auftragstaschen

verwenden (40er horizontale Gelkammern).
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2.6.8. Restriktionsenzym-Analyse von CDSN*1243

Nach der CDSN-PCR fand die Inkubation mit dem Restriktionsenzym statt. Der
Nukleotidaustausch an Position 1243 lie sich mit Hilfe des Restriktionsenzyms Hphl
unterscheiden. In Abbildung 2.9. ist ein Teil der Nukleotidsequenz des Gens (Guerrin, 1998)
mit dem polymorphen Abschnitt 1241 bis 1250 widergegeben.

Abb. 2.9.: Ausschnitt aus dem Corneodesmosin-Gen (Position 1081 - 1381) mit
Darstellung der Primer-Anlagerungsstellen (D6S15 bzw. 16) und Schnittprodukte (kursiv
gedruckt):

D6S15 — ...
1081 tcatccccag ccagtcggca gcttectcgg ccattgcecgtt ccagccagtg gggactggtg
1141 gggtccagct ctgtggaggc ggctccacgg gctccaaggg accctgctct ccctccagtt

1201 ctcgagtccc cagcagttct agcatttcca gcag # cgccgg ttcaccctac catccctgcg
Schnitt in zwei Fragmente ) T Erkennungsstelle

SNP CDSN*1243: Folge flr die Inkubation:

5-TTCACCCTAC-3% — Hph1 schneidet (Serin)

Substitution von Cytosin zu

Thymin an Position 1243 — TTA — Hph1 schneidet nicht (Leucin)

. <« D6Sl6
1261 gcagtgcttc ccagagcccc tgctccccac caggcaccgg ctccttcagc agcagctcca
1321 gttcccaatc gagtggcaaa atcatccttc agccttgtgg cagcaagtcc agctcttcectg
1381 gtcacccttg catgtctgtc tccteccttga cactgactgg gggccccgat ggctctcccce

Das markierte Basentriplett TCA stellt im Produkt des Corneodesmosin-Gens die
Aminosduren-Position 394 dar und bildet den genetischen Code fiir Serin. Die Verdnderung
zu TTA ersetzt an dieser Stelle Serin mit Leucin (Ishihara et al., 1996). Allel 2 produziert
zwei unterschiedlich lange Fragmente (123 bp + 89 bp), wohingegen Allel 1 das Fragment
von 212 bp nicht schneidet (siche auch Tab. 3.5. bzw. http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Testinkubation:

Vor der Analyse des Markers war zu bedenken, dass die heterozygoten Proben wegen der
schwachen zweiten und dritten Bande im Agarose-Gel schwer erkennbar sein konnten. Daher

stellte sich die Frage, ob bei der Agarose-Gel-Elelektrophorese eine Beseitigung von
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,Background“ ndtig sein wiirde. Aus diesem Grund reinigten wir einige PCR-Produkte auf
und verglichen sie nach einer Test-Inkubation mit den direkt inkubierten Schnittprodukten.
Die Aufreinigung geschah fiir jede Probe einzeln in einem Eppendorfgefdl und umfasste zwei
Wasch- und Féllungsschritte mit Essigsdure (3 M) und kaltem Ethanol (96 % und 70 %). Das
resultierende Test-Gel zeigte jedoch, dass die Banden der heterozygoten Genotypen auch

ohne den aufwendigen Zwischenschritt nachweisbar waren.

Durchfihrung der Inkubation:

Zunéchst stellten wir einen Mastermix aus Enzym, Enzym-Puffer und dH,0 (Tab. 2.6.) her.
Von diesem aus fillten wir mit dem ,,Tecan” je 10 ul in die ,,Senken* mehrerer leerer
Mikrotiterplatten, auf denen der Inkubationsansatz durch einen Pooling-Schritt der PCR-
Produkt (10 pl/well) vervollstindigt wurde. Mit einem einfachen Temperatur-Programm

(37°C tiber 6 h) inkubierten wir die Proben direkt in den Thermobldcken der PCR-Gerite.

Inkubationsansatz — 2 000 units - 5.000
Hph1 pro Probe P ,000 units - 5,
(p_l) U/ml
PCR-Produkte: 10.0 RECOMBINANT Store at —20°C
Recognition Site:
NE-Puffer (1x) 2,0 5.. . GGTGAN);Y...3
R i 17 3’...CCACT(N)7A...5’
estriktionsenzym: ’ Source : An E. coli strain that carries the cloned
Hph | gene from Haemophilus parahaemolyticus.
dH,0: 6,3
Supplied in: 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7.4),
| t: 200 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 200 pg/ml BSA, and
Insgesamt. = 50% glycerol.
. R ts S lied with E 8
Tab. 2.6.: Hph1-Inkubationsansatz pro l(f;gﬁ'ééuf‘;;’r";e Wi Bsyme
Probe. Wie Tazi-Ahnini und Mitarbeiter Reaction Conditions: 1X NEBuffer 4. Incubate at
(1996)  verwendeten  wir  einen 97G

Reaktionsansatz von 20 ul. Allerdings
erhdhten wir die Enzym-Menge auf
8,5 U/ul.

Abb. 2.10.: Information der Lieferpak-
kung zur Handhabung von Hph1 und An-

gaben zu dessen Herkunft.
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Durchfiihrung der Elektrophorese:

Die Herstellung, Beladung und Auswertung der Gele erfolgte manuell. Man verwendete ein
2 % Agarose-Gel, wobei wir fiir jede Mikrotiterplatte 2 '2 Gelkammern bearbeiteten
(insgesamt 18 Gele). Vor dem Befiillen der Geltaschen wurden zu jeden 20 (+/- 2) ul einer
Probe weitere 5 pul Stop-Mix zugemischt. In die Taschen gab man dann 20 ul der so
angefdrbten Inkubationsprodukte. Am Rand einer Reihe wurde als Lidngenmarker ein kb-
Leiter aufgetragen (3,5 ul). Die Laufzeit der Gele betrug bei ca. 100 mA und 100 mV im
Durchschnitt 50 Minuten.

2.6.9. Erfassung der Rohdaten und Datenverarbeiten

Fiir die Erfassung der Genotypisierungsdaten wurden alle Probanden in einer Pedfile-Datei
erfasst. Jede einzelne Probe besall eine vierstellige Kennzahl. Das Geschlecht, die
Familienposition (Vater, Mutter, Indexperson bzw. Kind) und der Krankheitsstatus (betroffen,

nicht-betroffen) wurden analog nach dem Beispiel von Abb.2.12. codiert.

Kb-Langenstandard:

E E__ L - s
- - - (ca. in bp)

—— 500

— 400
— 350
— 300

—— 200
e L e -
- & = = - — 140

- s @ e — @ .
-

Abb. 2.11.: Dokumentation von Gel L (Mutterplatte 5). Rechts aufgetragen ist der kb-
Langenstandard, dessen Angabe ungeféahr mit den Fragmenten der Schnittprodukte (212,
123 und 89 bp) Ubereinstimmt. Zwar ist die dritte SNP-Bande nicht separat zu erkennen
(*Primer-Uberschuss), jedoch sind die Genotypen gut feststellbar. Beispiel oben links:
(1) ~ homozygot fir Allel 1, (2) ~ heterozygot, (3) ~ homozygot fur Allel 2 (vergleiche Abb.
2.5.und Tab. 3.5.).
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Beim SNP sind die Genotypen wie in Abbildung 2.11. dargestellt direkt aus dem Gelbild
ersichtlich. Nach Festlegung der Allele (Tab. 3.5.) wurden sie im jeweiligen Zahlencode in
die Datei eingetragen.

Die Nummerierung der Allele eines Mikrosatelliten richtet sich nach der Lédnge der
polymorphen Abschnitte. Diese Angabe erhielt man {iber die Software des
Kapillarsequenzierers (,,Genetic Profiler v1.0). Voraussetzung war das korrekte Labeln der
Allelkurven: Die Detektionssignale ergaben charakteristische Fluoreszenz-Kurven in
Abhidngigkeit von der Farbmarkierung und Mikrosatelliten-Art (Mono-, Di-, Tri-,
Tetranukleotide). Bei der Auswertung hatte man sich zuvor darauf zu einigen, an welche
Stelle des Musters der fiir die Liangenberechnung relevante Peak hingehoren sollte. Folglich
wurden bei heterozygoten Probanden zwei Allel-Peaks markiert, bei Homozygoten nur ein
Allel. Zum Teil war eine automatische Mustererkennung durch das Programm moglich. Als
Mononukleotid-Marker musste tn62 jedoch rein manuell ,,gelabelt” werden. Wir fanden
insgesamt 21 verschiedene Allele, die entsprechend nummeriert in die Pedfile-Datei

eingetragen wurden.

Trio Probe Eltern Geschlecht*|Status*™| CDSN*1243 tn62

9123 9123 0 0 1 2 1 2 4 18
9123 9125 0 0 2 1 1 2 7 20
9123 9124 | 9123 | 9125 1 2 2 2 7
9126 9126 0 0 1 2 1 2 10 16
9126 9128 0 0 2 1 2 2 1 10
9126 9127 | 9126 | 9128 2 2 2 2 10 10

Abb. 2.12.: Beispiel zweier alleltypisierter Trios in der Pedfile-Datei. (*1 ~ mannlich/
2 ~weiblich; **1 ~ betroffen/2 ~ nicht betroffen). Der SNP CDSN*1243 stellt einen
,biallelischen® Marker dar. Tn62 besitzt als Mikrosatellit eine groRere Anzahl von Allelen. (Die
CDSN-Allele der beiden Trios entsprechen nicht der Abb. 2.11.).
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2.7. ,Mendel-Check*

Mit dem Begriff ,,Mendel-Check* ist gemeint, dass die Allele aller Marker auf eine korrekte
Vererbung innerhalb der Familien {iberpriift werden. Aus zwei Griinden tauchten hier ab und

zu Unstimmigkeiten mit den Mendel’schen Regeln auf:

(1) Die untersuchten vermeintlichen Angehorigen sind in Wirklichkeit nicht miteinander
verwandt. Besonders hdufig kommt der Fall ,Non-Paternitit* vor, d. h. dass der Vater
entgegen den Angaben der Familie eben nicht der Vater des Kindes ist. In diesem Fall
musste die nicht passende Person aus der Untersuchung herausgenommen werden.
Dadurch gingen der Studie mehr als 5 % der gesammelten Familien verloren.

(2) Bei den Mikrosatelliten kam es beim Labeln gelegentlich zur Aufstellung fehlerhafter
Genotypen. Diese konnten jedoch meist mit Hilfe der ,,Kreuz-Referenz* im Stammbaum

korrigiert werden. Als Anhaltspunkt galt die Plausibilitdt der Mendel’schen Vererbung.

Der Mendel-Check wurde mit einem Computer-Programm durchgefiihrt, dessen
Algorithmus alle Genotypen auf Vererbungs-Inkompatibilititen kontrollierte. Bestanden die
Daten diesen PedCheck (Jeffrey und Weeks, 1998), wurden sie dem TDT zugefiihrt.

2.8. Transmissions/Disequilibrium-Test (TDT)

Wir verwendeten fiir den ,,Test auf Kopplungsungleichgewichte* speziell die Methode des
RC-TDT (reconstruction-combined transmission/disequilibrium, Knapp, 1999). Auch ein
multiallelischer Test mit dem FBAT (family based association test, Horvath and Laird, 2000)
wurde durchgefiihrt. Als Grundlage der Programme diente im ,,Institut fiir Bioinformatik
Bonn*“ das SAS-Statistik-Paket. Die statistische Methode bei der Suche nach einem
geschlechtsspezifischen Transmissionseffekt tibernahmen wir von Bennett und Mitarbeiter

(1997) (s. Kap. 3.5. und 3.7.).
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung des Datensatzes

In diesem Abschnitt werden die quantitativen und qualitativen FEigenschaften der

Bevolkerungs-Stichprobe dargestellt.

3.1.1. DatensatzgrofRe

Zuniachst liegt ein Datensatz vor, der sich aus 671 Personen aus 210 Familien
zusammensetzt. In dieser Gruppe ist jedoch bei 11 Trios die Indexperson nicht eindeutig
definiert, so dass diese Trios keine Falk-Rubinstein-Trios (Falk und Rubinstein, 1987)
darstellen.

Damit verbleiben fiir die Auswertung /99 Familien mit insgesamt 628 Personen. Im
Einzelnen handelt es sich um 172 Trios, 24 Familien mit 4 Personen, 2 Familien mit

5 Personen und einer Familie mit 6 Personen (Tab. 3.1.).

Tab. 3.1.: Zusammensetzung und

Familien-Art: Anzahl:
GrofRe des Datensatzes, der fir die
Einfache Trios 172 Berechung des RC-TDT benutzt
Familien mit 4 Personen 24 wird. Die ursprungliche Trio-Anzahl
Familien mit 5 Personen > von 210 Familien wurde um 11 Trios
reduziert.
Familien mit 6 Personen 1
Summe: 199

3.1.2. Zahl der Betroffenen

Von den 628 Personen sind 328 Individuen als ,,krank* (von Psoriasis vulgaris betroffen)
und 276 als ,,gesund* (nicht-betroffen) eingestuft worden. Bei 24 Teilnehmern ist die
Diagnose unklar, wobei hier die 21 nicht angetroffenen Elternteile der unvollstindigen Trios
mitgezéhlt sind, bei denen es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um gesunde Angehorige

handelt.
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Diagnose: Absolut: % Tab. 3.2.: Haufigkeit der Psoriasis-
Psoriasis 308 52.2 vulgaris-Trager in der Studiengruppe.
Bei den mit ,Diagnose unbekannt®
Keine Psoriasis 276 44,0 ]
eingeordneten Personen handelt es
Unbekannt 24 3.8 sich zum grof3en Teil um die fehlenden
Summe: 628 100 Elternteile der unvollstandigen Trios.

Betrachtet man die Gesamtheit der Studienteilnehmer ist die Frage angebracht, ob bei den
Personen mit Psoriasis vulgaris Méanner und Frauen in etwa gleich hiufig vorkommen.

Abbildung 3.1. zeigt wie erwartet eine ausgeglichene Verteilung.

Manner 48,7 %

Frauen 51,1 %

Abb. 3.1.: Verhaltnis von betroffenen Mannern zu betroffenen Frauen. Die Stichprobe von
328 Individuen zeigt keine auffallige Abweichung von der Normalbevolkerung, in der Manner
und Frauen fast gleich haufig erkranken (Lomholt, 1963).

3.1.3. Mittleres Erkrankungsalter

Das Erkrankungsalter beim erstmaligen Auftreten von Psoriasis vulgaris (,,Age of Onset®)
liegt nach den Angaben der Betroffenen durchschnittlich bei rund 12 Jahren. Es bezieht sich
nur auf die Indexpersonen und charakterisiert unsere Patientengruppe ganz eindeutig als

frithmanifestierende ,,Typ1“-Psoriasis (Christophers und Henseler, 1989).
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3.1.4. Herkunft der Familien

Um eine moglichst grofle Patientengruppe analysieren zu konnen, wurden 26 Familien aus
Brandenburg mit in die Untersuchung einbezogen. Der Grofiteil (n = 173) Teil der Familien
ist jedoch von Miinster aus rekrutiert worden und kann als Gruppe ,,westfélischen Ursprungs*
bezeichnet werden. Dabei wurde bewusst darauf geachtet, dass Familien mit offensichtlichen
Vorfahren aus anderen Lédndern (Tirkei, Italien, Polen, u.a.) nicht von uns angesprochen
wurden, denn fiir Kopplungsungleichgewichts-Studien bietet eine ethnisch homogene

Population einige wesentliche methodische Vorteile.

Abb. 3.2.: Aufteilung der Studiengruppe nach Herkunft der Familien. Von 199 Familien

stammen 26 Trios aus Brandenburg.

3.1.5. Triokonstellation

Nach der Konstellation der Betroffenen in den Familien lassen sich direkt familidre,
indirekt familidre, sporadische und unklare Trio-Arten unterscheiden (Kap.2.2.). Den mit
ca. 88 % groBten Teil stellen jedoch die Trios dar, bei denen auBler bei der Indexperson auch

in der weiteren Familie Psoriasis vulgaris aufgetreten ist (Tab 3.3.).

Triokonstellation: | Absolut: % Tab. 3.3.: In der Tabelle sind die
Trios nach der Konstellation der
Direkt familiar 114 57,3 ] . )
Betroffenen in der Familie aufgeteilt.
Indirekt familiar 61 30,7 Der Anteil der sporadischen
Sporadisch 19 9,5 Psoriasis-Trios ist gegeniiber den
Unklare Falle 5 25 direkten und indirekten familidren
Summe: 19 100 Trios mit 9,5 % gering.
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3.2. Genotypisierungsrate

Die labortechnische Bestimmung der Genotypen geschah bei CDSN*1243 zu mehr als 98 %
und bei TN62 zu 96 %. Die Genotypisierungsrate insgesamt liegt jedoch etwas niedriger, da
auch die Elternteile, von denen keine Blutprobe vorhanden war, formal als nicht genotypisiert

gezédhlt wurden. Fiir CDSN*1243 liegt die Rate dann bei rund 94 % und fiir TN62 bei 91 %.

Marker: | Typisierungsausfille: | % (von 628) Tab. 3.4.: Genotypisierungsrate

pro Marker in Bezug auf die

CDSN*1243 38 94,0
gesamte Gruppe.

TN62 56 91,1

3.3. Haufigkeit und Verteilung der Allele von CDSN*1243

Bei der Bestimmung der Genotypen von CDSN*1243 anhand der Agarose-Gele wurde das
positive Hph1-Schnittereignis mit Allel 2 bezeichnet (Tab. 3.5.).

Base an Position 1243 | AS an Position 394 | Schnittereignis | Allel-Bezeichnung

Thymin Leucin Hph1 negativ Allel 1

Cytosin Serin Hph1 positiv Allel 2

ab. 3.5.: Ubersicht zu den Zusammenhéngen des Corneodesmosin-Polymorphismus

und Festlegung der Allelbezeichnung

Tazi-Ahnini und Mitarbeiter (1999) benennen der Standard-Nomenklatur nach das in ihrer
Kontrollgruppe am hiufigsten vorkommende Allel mit Allel 1 und das Seltenere mit Allel 2.
Wie sind Allel 1 und Allel 2 in unserer Studiengruppe verteilt? Gibt es hier bereits einen
offensichtlichen Unterschied von Betroffenen zu Nicht-Betroffenen? Es lassen sich folgende

von der Trio-Struktur der Stichprobe unabhéngige Gruppen zusammenstellen:

- Gruppe 1: Probanden mit vermutlich geringer genetischer Pradisposition zu Psoriasis
vulgaris ~ Alle nicht betroffenen Elternteile aus den direkt familidren und sporadischen

Trios (Nicht enthalten: Eltern aus den indirekt familidren Trios)
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- Gruppe 2: Probanden mit Psoriasis vulgaris Typl ~ Alle betroffenen Eltern (nicht deren
Kinder) aus den direkt familidren Trios und alle betroffenen Kinder aus den
indirekt familidren Trios

- Gruppe 3: Probanden mit nicht familidrer Psoriasis vulgaris ~ Alle Betroffenen aus den

sporadischen Trios

Zwar kann Gruppe 1 nicht als eine Stichprobe aus der Normalbevolkerung gelten, jedoch ist
sie mit einer ,,Kontrollgruppe ohne Psoriasis* anndhernd vergleichbar. Sehr knapp liberwiegt
bei diesen 253 Elternteilen Allel 1 mit 50,2 %. Dennoch erscheint unsere Vergabe der Allel-
Bezeichnung als gerechtfertigt. Ein deutlicher Unterschied zeichnet sich gegeniiber Gruppe 2
ab, in der Allel 2 mit 62,5 % iiberwiegt. Bei den betroffenen Kinder aus den sporadischen
Trios zeigt sich gegeniiber den Betroffenen der familidren Trios wiederum eine erhohte Allel-
1-Frequenz. Zu beriicksichtigen ist jedoch die geringe Zahl der Probanden aus den

sporadischen Trios.

n =253 n =392 n=42
%
60 Abb. 3.3.: Verteilung der
Allele bei den Nicht-
50 Betroffenen, den Psoriasis-
40 | Tragern aus den familiaren
Trios und den Psoriasis-
30 [ Tragern aus den spora-
20 | dischen Trios:
Allel 1 ~ grauer Balken
10 — Allel 2 ~ heller Balken
0 ‘
1 2 3 Gruppe
Gruppe: Haufigkeit von Allel 2 %
1 (keine Psoriasis) 126 von 253 49,8
2 (familiare Psoriasis) 245 von 392 62,5
3 (sporadische Psoriasis) 18 von 42 42,9
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34. Heterozygotie und PIC-Werte der Marker

Beim Vergleich der TDT-Werte der beiden Marker sollte deren Aussage-Kraft anhand der
PIC-Werte (polymorphism information content) beriicksichtigt werden (Tab. 3.7.).

P|C:1—Zpi2—z Zpizpjz

i=1 i=1 j=i+1
(p; ~ Haufigkeit des i-ten Allels)

Der PIC-Wert errechnet sich aus den Haufigkeiten der Allele in der Normalbevdlkerung
(Strachan, 1998). Zu beriicksichtigen ist, dass die Allelhdufigkeiten der Indexpersonen und

ihrer Eltern nicht unabhingig voneinander sind.

Fiir CDSN*1243 ergibt sich in der Gruppe der Normalbevolkerung (s. Kap. 3.3.) eine
Allel-Frequenz von 0,50 fiir Allel 2. Damit betrdgt die Heterozygotie des Markers
ebenfalls 50 %, und dessen PIC-Wert liegt bei 0,375 (Tab. 3.7.).

Der Mikrosatelliten-Marker TN62 besitzt im Gegensatz zur Literaturangabe
(Lako et al., 1998) bei unseren Familien statt 14 insgesamt 21 verschiedene Allele. Es
handelt sich hier um einen unregelmifBigen Dinukleotid-Basenmarker. Die Frequenzen
der wichtigsten Allele sind in Tabelle 3.6.(b) aufgefiihrt. Somit liegt auch der
Heterozygotie-Wert von ca. 92 % ebenfalls hoher (Lako et al.: 82,4 %). Im Vergleich
zu CDSN*1243 weist der Marker einen deutlich besseren PIC-Wert von > 0,94 auf.

3.5. Ergebnis des TDT

Bei der Methode des RC-TDT (reconstruction-combined transmission/disequilibrium test,
Knapp, 1999) handelt es sich um einen Test fiir ,,biallelische Marker, bei dem man das
interessierende Allel untersucht und exakte p-Werte erhélt. TN62 weist als Mikrosatelliten-
Marker weit mehr als zwei Allele auf. Um herauszufinden, welches Allel mit der Krankheit
assoziiert ist, filhrten wir als erstes eine Analyse mit dem FBAT (family based association
test, Horvath and Laird, 2000) durch. Hier wurde jedes Allel getestet und der asymptotische p-
Wert zum zugehorigen Z-Wert (N(0,1)-verteilt) ausgegeben. War der p-Wert kleiner als 0,05,
so haben wir mit diesem Allel den RC-TDT durchgefiihrt, um einen exakten p-Wert zu
erhalten. Diese biomathematischen Analysen wurden dankenswerterweise am [Instititut fiir
medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie der Universitdt Bonn (Arbeitsgruppe

von Prof. Dr. T. Wienker) durchgefiihrt.
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Die verbliebenen signifikanten Allele finden sich in Tabelle 3.6. (b) mit der Angabe des
Allels, der Allelfrequenz, der Anzahl der informativen Familien, des Z-Werts, des
asymptotischen und des exakten p-Werts. Negative Z-Werte bedeuten, dass das Allel protektiv
fiir Psoriasis ist, positive, dass es suszeptibel ist. Ferner wurde fiir TN62 mittels FBAT ein
multiallelischer Test durchgefiihrt. Mit der Anzahl der Allele, dem y’-Wert und dem
zugehorigen Freiheitsgrad (df) findet sich dessen p-Wert in Tabelle 3.6. (c).

Tab. 3.6. (a): Ergebnis fir CDSN*1243

Marker Allel | Frequenz | # inform. Fam. | Z-Wert | p asymptotisch| p exakt
CDSN*1243| 2 0,59 137 2,701 0,0069 0,0084
Tab. 3.6. (b): Signifikante Ergebnisse fir TN62
Marker Allel | Frequenz |# inform. Fam. | Z-Wert P asymp. p exakt
TN62 1 0,11 59 -2,095 0,036 0,047
TN62 4 0,099 57 4,947 1,0x 10 6,2x 107
TN62 6 0,066 44 -2,188 0,029 0,04
Tab. 3.6. (c): Ergebnis des multiallelischen Tests (FBAT) fir TN62
Marker # Allele v2 df P
TN62 21 45,28 20 0,001

Fiir die Interpretation der Ergebnisse sind die exakten p-Werte ausschlaggebend: Die
Untersuchung des Datensatzes zeigt, dass sowohl CDSN*1243 als auch TN62 mit Psoriasis
vulgaris assoziiert sind: Der RC-TDT von CDSN*1243 ergibt eine signifikant haufigere
Transmission von Allel 2, das, wie sich bereits in Abbildung 3.3. zeigt, in der Gruppe der
Psoriasis-Typ1-Betroffenen hédufiger vorkommt als bei den Nicht-Betroffenen. Der exakte p-
Wert von TN62 liegt bei Allel 4 im hochsignifikanten Ergebnisbereich.

Im Vergleich mit CDSN*1243 zeigt TN62 wesentlich signifikantere p-Werte. Der
Unterschied relativiert sich jedoch, wenn man die PIC-Werte der Marker berticksichtigt. Fiir
den ,,biallelischen Marker® CDSN*1243 sind gegeniiber dem Mikrosatelliten-Marker TN62

auch ,,schwéchere* p-Werte zu erwarten.

Marker p-Wert PIC-Wert Tab. 3.7.: Vergleich der p-Werte
CDSN*1243 0,0084 (Allel 2) 0,375 der Marker in Gegenuberstel-
TN62 6,2x 107 (Allel 4) > 0,94 lung zu ihren PIC-Werten.
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3.6. Maternale versus paternale Vererbung von Psoriasis vulgaris

Die Auswahl der 199 Trios hat nach dem Zufallsprinzip stattgefunden. Weder das
Geschlecht der Indexperson noch die Transmission vom Vater oder von der Mutter war ein
Selektionskriterium. Daher veranschaulicht Abbildung 3.4. wie erwartet, dass folglich
insgesamt ungefdhr gleich viele Frauen wie Ménner mit Psoriasis vulgaris in der Stichprobe
enthalten sind.

Trifft diese 50%-Aufteilung auch zu, wenn man die betroffenen Indexpersonen allein
betrachtet? Auch stellt sich die Frage, ob bei den 114 direkt familidren Trios ebenso viele
maternale wie paternale Trios gesammelt worden sind? Abbildung 3.4. (a, b) deutet hier

gewisse Unterschiede an:

(a) Geschlechterverteilung bei den Indexpersonen:

Mannlich | 91 45,7 %

Weiblich | 108 | 54,3 %

(199 Index-
(b) Relation von paternalen zu maternalen Trios: personen)

Paternal | 62 |54,4 %

Maternal | 52 45,6 %

(114 direkt
fam. Trios)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Abb. 3.4. a und b: Das Balkendiagramm veranschaulicht, dass bei den Indexpersonen das
weibliche Geschlecht Uberwiegt, wahrend insgesamt mehr paternale Psoriasis-Trios (Vater
betroffen) gesammelt worden sind. Die jeweiligen Abweichung von der 50%-Verteilung sind
jedoch nicht signifikant.

Tendenziell wurden die Trios hdufiger iiber weibliche als iiber minnliche Indexpersonen
rekrutiert, wobei dies vielleicht mit der Ansprechbarkeit der zu rekrutierenden Indexperson
zusammenhingt. Andererseits zeigt sich auch ein leichtes Uberwiegen der paternalen

gegeniiber den maternalen Trios, wobei diese Abweichung hier ebenfalls nicht signifikant ist.
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Die weitere Aufteilung der Trios fiihrt zu einer genaueren Betrachtung: Tabelle 3.8.
schliisselt den Datensatz danach auf, wie viele maternale Trios mit Index-S6hnen und wie
viele maternale Trios mit Index-Tochtern gesammelt worden sind. Die gleiche Auszdhlung
wurde bei den paternalen Trios vorgenommen (paternale Trios mit S6hnen und paternale

Trios mit Tochtern). Die Tabelle liest sich von links nach rechts und von oben nach unten:

- Waihrend bei den paternalen Trios S6hne und Tochter als Indexpersonen gleich hiufig
vorkommen (31 zu 31), findet man bei den maternalen Trios, bei denen ungefihr das
gleiche Verhiltnis von Sohnen zu Tochtern erwartet werden sollte, ménnliche
Indexpersonen seltener als weibliche Indexpersonen (16 zu 36; ¥ = 7,692; p = 0,0056).

- Zum Zweiten erkennt man, dass sich bei der Betrachtung der Index-Sohn-Familien ein
signifikantes Uberwiegen der paternalen Trios ergibt (31 zu 16; x> =4,79; p = 0,029). Bei
den Tochtern allein herrscht andeutungsweise eine Tendenz in die entgegengesetzte
Richtung (31 zu 36).

- Zur Beantwortung der Frage, ob die insgesamt von der Erwartung abweichende
Verteilung in der Tabelle statistisch signifikant ist, ldsst sich der y*-Unabhingigkeits-Test

anwenden. Dieser ergibt einen signifikanten pj.,-Wert von 0,0378 (X2 het. =4,316; 1 df).

Die Interpretation dieser Ergebnisse ist nicht einfach (s. Kap. 4.2.).

Tab. 3.8.: Untersuchung des Geschlechts der Indexpersonen unter dem Aspekt

maternaler/paternaler Vererbung von Psoriasis vulgaris bei 114 direkt familiaren Trios.

i el Sohn Téchter % Sohn P
rio
Maternal 16 36 30,8 0,0056
Paternal 31 31 50,0 1,00
% paternal 66,0 46,3 % het. p-Wert

P 0,029 0,54 0,038

Die maternalen Trios mit betroffenen Séhnen erscheinen im Vergleich zu den anderen
Trio-Konstellationen zahlenmafig unterreprasentiert. Daraus ergeben sich signifikante
Unterschiede der Konstellationen zueinander, die insgesamt auch vom y*-Unabhéngigkeits-
Test (X2 het. = 4,316; pnet = 0,0378; 1 df) bestatigt werden.
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3.7. Maternale versus paternale Transmission der Allele

Bei der Suche nach einem geschlechtsspezifischen Effekt bei der Transmission der Allele
von CDSN*1243 und TN62 gehen wir wie Bennett und Mitarbeit (1997) vor. Man zéhlt die
Transmissionsereignisse getrennt nach maternaler und paternaler Herkunft aus und stellt die
Zahlen in einer Vier-Felder-Tafel einander gegeniiber (2 x 2 Kontingenz-Test auf
Heterogenitit). Die Abweichung von der erwarteten Verteilung (50 %) lédsst sich mit Hilfe der
x -Statistik auf Signifikanz priifen. Gegeniiber dem TDT verringert sich fiir diese Analyse die
Summe der informativen Familien um die Anzahl der Trios, in denen sich die Transmissionen

der Allele nicht genau dem Vater oder der Mutter zuordnen lassen.

1 Corneodesmosin:

Fiir CDSN*1243 konnten 114 informative Trios mit insgesamt 130 phasendefinierten
Transmissionen in die Analyse eingehen. Vergleicht man die beiden Transmissions-Anteile
von Allel2 (,,% t Allel 2*) fiir Miitter und Viter, so scheint zunichst das paternale
Transmissions-Ungleichgewicht verhdltnismaBig gegeniiber dem Maternalen zu iiberwiegen
(Tab. 3.9. a.). Die jeweiligen P-Werte weisen einen Grofenunterschied von mehr als einer
Potenz auf. Dennoch, der Heterogenitits-Test ergibt fiir den Unterschied der paternalen und

maternalen Transmissions-Verteilung kein signifikantes Ergebnis (% he = 1,035; 1 df;

DPher. = 0,31).

CDSN*1243 Allel 1 Allel 2 % t Allel 2 p-Wert v? het. p-Wert
Maternal 25 44 63,8 0,023
0,31
Paternal 17 44 721 0,00055

Tab. 3.9-a: Maternale versus paternale Transmissionen von Allel 2 auf Kinder mit
Psoriasis vulgaris bei CDSN*1243.

Im Datensatz lisst sich tendenziell ein Uberwiegen der paternalen Transmissionen

erkennen. Dieser Hinweis auf einen paternalen Transmissionseffekt im Corneodesmosin-Gen

ist nicht signifikant.
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Stratifizierung:

In den Untergruppen zur getrennten Betrachtung nach dem Geschlecht der Indexperson

(Tab. 3.9. b —c) ergibt sich kein auffallender Unterschied im Vergleich zum Ergebnis der

Gesamtgruppe:
Tab. 3.9-b: Tab. 3.9-c:

Soéhne: Maternal | Paternal Tochter: Maternal | Paternal
Allel 1 15 8 Allel 1 10 9
Allel 2 18 16 Allel 2 26 28

% t Allel 2 54,6 66,7 % t Allel 2 72,2 75,7
P 0,60 0,10 P 0,0077 0,0018
v* het. p-Wert 0,36 v* het. p-Wert 0,74

Tab. 3.9. (a—c): Maternale versus paternale Transmissionen von Allel 2 auf Kinder mit
Psoriasis vulgaris: (a) Alle Indexpersonen, (b) Séhne getrennt, (¢) Tochter getrennt. Weder
bei den Séhnen noch bei den Tochtern ergibt sich ein paternaler Transmissionseffekt von

Allel 2, der sich aber in der Gesamtgruppe sehr diskret andeutet (Tab. 3.9-a).

Q) TN62:

Fiir TN62 ergibt sich aus der wie bei CDSN*1243 erfolgten Analyse ein entgegengesetztes
Ergebnis. Zur Auswertung kommen 55 Trios mit 56 phasendefinierten Transmissionen
(Tab. 3.10-a.): Bei Miittern wird Alle 4 25mal transmittiert und Nicht-Allel 4 nur 2mal; eine
paternale Transmission von Allel 4 gibt es bei 23 Trios und von Nicht-Allel 4 bei 6 Trios.
Obwohl der P-Wert bei maternalen Trios offensichtlich um wenigstens zwei Potenzen
signifikanter ist, ergibt der xz-Unabhéingigkeitstest einen pp..-Wert von 0,16 ()g2 het. = 2,02
1 df):

TN62 Allel 4 Nicht Allel 4 | % t Allel 4 P xz het. p-Wert
Maternal 25 2 92,6 0,96x 10°
0,16
Paternal 23 6 79,3 0,00159

Tab. 3.10-a: Maternale versus paternale Transmission von Allel 4 bei allen Indexpersonen.

Der Unterschied ist damit nicht signifikant fiir einen maternalen Transmissionseffekt, kann

jedoch als ein Hinweis auf einen Effekt gelten.
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Vergleicht man das Ergebnis unseres °-Heterogenitits-Tests mit dem von Bennett und
Mitarbeiter (1997), die einen maternalen Transmissionseffekt fiir das Allel 814 mit
Pher. = 0,0017 (X2 het. = 9,856) finden, muss beriicksichtigt werden, dass in deren Arbeit mehr
als fiinf mal so viele Transmissionsereignisse untersucht werden konnten. LieBe sich die
Effektstirke in unseren 55 Trios auf eine entsprechend groflere Gruppe iibertragen, lage deren
Prer-Wert in einem signifikanteren Bereich als in der Arbeit von Bennett. Der extrapolierte
Prer-Wert bei gleicher Effektstirke wiirde in einer 5x groBeren Gruppe 0,0015 betragen.
Zunichst bleibt jedoch zu beweisen, dass sich die in unserer kleinen Gruppe gegebenen

Zahlenverhiltnisse auch auf eine Gro3gruppe iibertragen lassen.

Stratifizierung:

Analog zu Tabelle 3.9. (b, ¢c) werden in Tabelle 3.10. (b, c) die maternalen und paternalen
Transmissionen bei S6hnen und Tochtern getrennt verglichen. Unter der Beriicksichtigung,
dass die P-Werte nicht fiir Tests mit kleinen Fallzahlen (und fiir multiples Testen) korrigiert
sind, mag man hier folgende Gegebenheiten erkennen: Bei den Tochtern (Tab. 3.10-c.) lasst
sich ein maternaler Transmissionseffekt mit groler Sicherheit ausschlielen
(xz het. = 1,96x 10'3; df =1; prer. = 0,97). Ein kleiner Hinweis auf den Effekt ergibt sich aber
bei den S6hnen, wo sich die p-Werte um mehr als eine Potenz voneinander unterscheiden und

der pr.~Wert bei 0,12 liegt ()(2 het. = 2,38; df =1).

Tab. 3.10-b: Tab. 3.10-c:
Sohne: Maternal Paternal Tochter: Maternal Paternal
Allel 4 9 8 Allel 4 16 15
Nicht Allel 4 1 5 Nicht Allel 4 1 1
% t Allel 4 90,0 61,5 % t Allel 4 94,1 93,8
P 0,011 0,41 P 0,27x 10° | 0,47x 107
v* het. p-Wert 0,12 v het. p-Wert 0,97

Tab. 3.10. (a — c¢): Maternale versus paternale Transmissionen von Allel 4 auf Kinder mit
Psoriasis vulgaris: (a) Alle Indexpersonen, (b) S6hne getrennt, (c) Téchter getrennt. Bei den
Soéhnen ergibt sich mit ppe = 0,72 ein gewisser Hinweis auf einen maternalen
Transmissionseffekt, wahrend sich bei den Tochtern kein Unterschied von maternalen zu
paternalen Transmissionen zeigt. Fiur alle Indexpersonen liegt der ppe-Wert bei 0,76
(Tab. 3.10-a).
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3.8. Sohne versus Tochter bei der Allel-Verteilung

Die unterschiedliche Anzahl der ménnlichen und weiblichen Indexpersonen bei den
maternalen Trios (Tabelle 3.8.) ldsst an die Beteiligung eines geschlechtschromosomalen
Gens denken. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob bei den Alleltransmissionen
der beiden Marker eine Abhdngigkeit vom Geschlecht der Indexperson besteht.

Bei Corneodesmosin (Tab. 3.11.) erkennt man, dass Allel 2 bei 57 S6hnen nur zu 59,7 %
transmittiert wird, wihrend es bei den 73 Tochtern zu 74,0 % von einem heterozygoten
Elternteil transmittiert wird. Die P-Werte weisen einen Unterschied von mehr als drei 10er
Potenzen auf; der y*-Unabhingigkeits-Test ergibt einen pe.-Wert von 0,083.

Den gleichen Unterschied findet man bei den Allel-4-Transmissionen von TN62. Bei 23
rekrutierten S6hnen betrdgt der Anteil der Transmissionen des Risiko-Allels 73,9 %. Dieser
Wert liegt gegeniiber der Transmissionsrate der insgesamt 33 Tochter 20,0 Prozentpunkte
niedriger (93,9 %; Tab. 3.12.). In diesem Fall ergibt der y>-Unabhingigkeits-Test einen
signifikanten py,,-Wert von 0,035.

Tab. 3.11.: Transmission von Allel 2 von allen Elternteilen Sohne versus Tdochter.

CDSN*1243 Allel 1 Allel 2 % t Allel 2 P %’ het. P-Wert
Sohne 23 34 59,7 0,15

0,083
Tochter 19 54 74,0 0,000042

Tab. 3.12.: Transmission von Allel 4 von allen Elternteilen Sohne versus Tochter

TN62 Allel 4 Nicht Allel 4 | % t Allel 4 P v het. P-Wert
Sohne 17 6 73,9 0,018
0,035
Tochter 31 2 93,9 0,45x 10®

Diese Ergebnisse zeigen, dass es nicht nur bei der Vererbung der Krankheit selbst
(Tab. 3.8.) von Bedeutung ist, welchem Geschlecht die Indexperson angehort, sondern dass
auch die Alleltransmissionen der beiden Marker vom Geschlecht der Indexperson abhéngig zu
sein scheinen.

Dieser verbliiffende Befund muss jedoch an einer groBeren Gruppe auf seine Validitét

iiberpriift werden.
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Ergebnisse des Transmission/Disequilibrium-Test

Die Psoriasis vulgaris ist eine chronische entziindliche Hauterkrankung mit einer komplexen
genetischen Basis. Forschungsgruppen rund um die Welt (USA, Kanada, Japan, Deutschland,
England, Finnland, Schweden, Italien, u.a.) sind seit einigen Jahren dabei, distinkte
Suszeptibilitits-Gene fiir die Krankheit ausfindig zu machen. Diese Arbeit ist insbesondere
durch die Polygenie und Heterogenitit der Psoriasis vulgaris erschwert.

Bislang wurden nur Suszeptibilitits-Loci kartiert, die Identifizierung der jeweiligen
Suszeptibilitits-Gene steht jedoch noch aus. Somit ist auch die Funktion und Rolle, die
Suszeptibilitits-Gene in der Biologie der Psoriasis spielen, weiterhin unklar. Uber
parametrische und nicht-parametrische Kopplungsanalysen wurden zahlreiche putative
Regionen fiir Psoriasis-Suszeptibilitits-Loci auf Chromosom 1cen-q, 2p, 3q, 4q, 6p, 8q, 16q,
17q, 19p und 20p gefunden (Caponetal., 1999; Enlundetal.,, Jan. u. April 1999;
Matthews et al., 1996; Nair et al., 1997; Tomfohrde et al., 1994; Lee et al., 2000; u. a.). Die
signifikantesten Ergebnisse und am haufigsten reproduzierten Hinweise auf Kopplung erhielt
man jedoch vornehmlich fiir die chromosomale Region auf Chromosom 6p bzw. die HLA-
Region (Trembath etal., 1997; Nairetal., 1997; Jenisch etal., Mai 1998; Jenisch et al.,
Nov. 1998; Burden et al., 1998; Samuelsson et al., 1999; Balendran et al., 1999; Lee et al.,
2000; u. a.). Das Risiko fiir HLA-Cw6-Gentrédger, an Psoriasis zu erkranken, ist gegeniiber
den Nicht-Gen-Tragern um das 10 — 12 Fache erhoht (Elder et al., 1994; Christophers und
Henseler, 1989). Die stark, aber nicht so stark wie beispielsweise beim M. Bechterew
(relatives Risiko bei HLA-B27 ~ 90), imponierende HLA-Assoziation der Psoriasis vulgaris
ist seit langem bekannt (Russel et al., 1972; Brenner et al, 1978; Tiilikainen et al., 1980).

So ist man sich zur Zeit dariiber einig, dass mindestens ein wichtiges Suszeptibilititsgen im
Major-Histokompatibilitits-Komplex (MHC) liegen muss, das die Assoziation der Krankheit
mit bestimmten Allelen der HLA-Komponenten-A, -B, -C, -DR, -DQ und -C4 erklart.
Tatsachlich gehoren die meisten dieser Allele zu zwei ancestralen Haplotypen
(Ikdheimo et al., 1996; Schmitt-Egenolf et al., 1996; Jenisch et al., Nov. 1998), die mit EH-
57.1 und EH-13.1 benannt sind (Degli-Eposti et al., 1992). Die zu iiberpriifenden moglichen
Suszeptibilititsgene im MHC befinden sich in einem Bereich von 4 MB. Derzeitige Studien

favorisieren dabei einen Abschnitt nahe HLA-B und —C (Balendran et al., 1999; Oka et al.,
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1999; Teraoka et al., 2000; Nair et al., 2000). Dieser Bereich enthilt eine Reihe von nicht-
HLA-Genen (Tab. 1.5.), die ebenfalls eine Vielzahl von Polymorphismen beherbergen
(Teraoka et al., 2000; Tay et al, 2000; Asumalathi et al., 2000; Enerbick et al., 2000). Viele
Untersuchungen deuten darauf hin, dass sich ein Suszeptibilitidtsgen in unmittelbarer Nahe zu
HLA-B und -C befindet, dass es sich hier aber weder um HLA-B noch um HLA-C selbst
handelt (Trembath et al., 1997; Jenisch et al., Nov. 1998; Nair et al., 2000).

Aufgrund biochemischer Untersuchungen stellt Corneodesmosin in vielerlei Hinsicht ein
interessantes Kandidaten-Gen fiir die Psorisis vulgaris dar. Es wird von den Keratinozyten
synthetisiert, wird aus der Zelle ausgeschleust und ist erst in und dann auBlerhalb der
Desmosomen nachweisbar. Den hohen Anteil der Aminosduren Glycin und Serin findet man
so nur bei epidermalen Strukturprotienen. Mit dem proteolytischen Mechanismus der
Maturation vom 52-56 kDa-Protein zum 33 kDa-Rest, bei dem sich die
Bindungseigenschaften des Proteins verdndern, spielt Corneodesmosin wahrscheinlich eine
bedeutende Rolle in der Ausbildung der Corneodesmosomen und deren Funktion beim
Desquamationsprozess (Serre et al., 1991; Lundstrom et al., 1994; Guerrin et al., 1998). Die
ultrastrukturelle Untersuchung von psoriatischer Epidermis ldsst erkennen, dass die
Transformation der Desmosomen zu den Corneodesmosomen vom Stratum granulosum zum
Stratum corneum nicht stattfindet (Guerrin, 1998). Vicanova und Mitarbeiter (1996) zeigen,
dass die sogenannte rekonstruierte Epidermis von Normalpersonen, die aus einer Kultur von
Keratinozyten unter den Bedingungen eines ,,Luft-feuchten Ubergangs/air liquid interface*
gewonnen wird, eine gestorte Desquamation aufweist. Insbesondere kommt es hier zu einer
verzogerten Transformation der Desmosomen n Corneosomen. Durch
Vergleichsuntersuchungen der rekonstruierten Epidermis und der in vivo gewonnenen
Psoriasis-Epidermis kamen Vicanova und Mitarbeiter (1996) zu dem Schluss, dass auch bei
der Psoriasis eine Transformationsstorung der Desmosomen vorliegen konnte. In diesem
Zusammenhang sei noch einmal auf Kapitel 1.8.4. verwiesen. Dort wird verdeutlicht, wie
Corneodesmosin sich zundchst in zytoplasmatischen Einschlusskorperchen befindet, dann
gespalten wird und schlieflich als Bestandteil von Corneodesmosomen in den ,,cornified cell
envelope* eingebunden ist.

Wie in mehreren Studien gezeigt wurde, sind die Polymorphismen im Corneodesmosin-Gen
stark mit Psoriasis vulgaris assoziiert (Jenisch et al., 1999; Allen et al., 1999). Auch die in der
HLA-Region durchgefiihrten genetischen Analysen schliefen es nicht aus (Balendran et al.,
1999) bzw. unterstiitzen die Moglichkeit (Oka et al., 1999), dass bestimmte Corneodesmosin-

Polymorphismen mit einer Pradisposition zur Psoriasis vulgaris einhergehen.
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In Bezug auf den oben dargestellten Forschungsstand analysierten wir in unserer Arbeit bei
199 deutschen Falk-Rubinstein-Trios (Falk und Rubinstein, 1987) mit einer eindeutig an
Psoriasis vulgaris erkrankten Indexperson die Marker TN62 und CDSN*1243 und
untersuchten die Transmission der Allele in den Familien mit Hilfe des
Transmissions/Disequilibrium-Tests (TDT). Dieses Verfahren beurteilt mit Hilfe der Xz_
Statistik die Abweichung von der 50-%-Verteilung bei den von allen heterozygoten Eltern
ausgehenden Allel-Transmissionen (Spielman et al., 1993). Signifikante P-Werte des TDTs
deuten auf das Vorliegen eines Kopplungsungleichgewichts zwischen Markerlokus und dem
putativen Suszeptibilitdtslokus hin oder lassen sogar auf eine direkte Involvierung der

genetischen Variante in die Pathogenese der Krankheit schliefen.

Die Ergebnisse des TDTs sind in Tabelle 3.6. (a) — (¢) zusammengefasst (Kap. 3.6.). Zu
beriicksichtigen sind die pexa-Werte. Bei 137 informativen Familien zeigt sich fiir
CDSN*1243 ein signifikantes Uberwiegen der Transmission von Allel 2 (peyar = 0,0084).
Allel 2 ist in unserer Untersuchung durch die Base Cytosin an Position +1243 definiert, wobei
der entsprechende Triplett-Code des CDSN-Gens (Position 394) die Aminosédure Serin codiert
(Tab. 3.5.). Bereits an der Haufigkeit und Verteilung der CDSN-Allele (Abb. 3.3.) erkennt
man das im Verhéltnis {iberwiegende Vorkommen von CDSN(C) (~ Allel 2) bei den
Betroffenen mit familidrer Psoriasis (62,5 % im Vergleich zu 49,8 % bei der Nicht-
Betroffenen-Gruppe, Abb. 3.3.). In auffilliger Weise zeigt die Extraktion der wenigen
sporadischen Psoriasis-Fille (Gruppe 3) aus der Gesamtgruppe der Betroffenen, dass bei
diesen geradezu ein umgekehrtes Verhéltnis zu Gunsten von CDSN(T) (~ Allel 1)
vorherrscht. Fiihrt man mit den 19 sporadischen Trios einen separaten TDT durch, ergibt sich
ein zu ca. 95 % ausgeglichenes Transmissionsverhiltnis der beiden Allele (Daten nicht
aufgefiihrt). Wiirde man die Transmissions-Ereignisse der sporadischen Trios aus der
Gesamtberechnung des TDTs entfernen, miisste man somit einen noch signifikanteren p,q.-
Wert als 0,0084 fiir CDSN(C) erwarten (p ~ 0,0065, Daten nicht aufgefiihrt). Trotz der recht
geringen Zahl der sporadischen Trios (n=19) mag deren Verschiedenartigkeit von der
Gesamtgruppe der Betroffenen nicht allein mit einer zufédlligen Abweichung begriindet sein.
Unter Umsténden gehohren diese Betroffenen einer genetisch unterschiedlichen Gruppe an, in
der die Psoriatiker nicht Trager des Psoriasis-typischen ancestralen Haplotyps bzw. des Cw6-
oder DR7-Allels sind.

Fiir TN62 ergibt sich im Vergleich zu CDSN*1243 ein wesentlich signifikanterer p-Wert.

Bei insgesamt 21 verschiedenen Marker-Allelen in der Untersuchungsgruppe und 57
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informativen Familien fiir Allel 4 ergibt das Allel 4 mit einem p,,.,-Wert von 6,2x 107 hier

den signifikantesten TDT-Wert.

Zunichst lésst sich feststellen, dass diese Ergebnisse gut mit anderen Assoziationsstudien

tibereinstimmen (s. Kap. 1.8.):

Der TDT ergibt fiir den Marker CDSN*1243 mit einem p .- Wert von 0,0084 keinen Wert,
der so signifikant ist, dass man vermuten konnte, die Basensubstitution und der daraus
resultierende Aminosduren-Austausch (Leucin — Serin) sei ein ursidchlicher Defekt fiir die
Psoriasis vulgaris. Dies ist auch deswegen unwahrscheinlich, weil die Frequenz des Allels in
der Normalbevdlkerung sehr hoch ist (~ 50 %, Tab. 3.3., Ubereinstimmung mit Tazi-Ahnini,
1999).

Der Mikrosatelliten-Marker TN62 aber ist sehr deutlich mit der Psoriasis vulgaris assoziiert,
so wie es auch Balendran und Mitarbeiter (1999) herausgefunden haben (Balendran:
p=1,0x107; unsere Studie: p=62x107). Daraus folgt, dass sich TN62
hochstwahrscheinlich in einem starken Kopplungsungleichgewicht mit dem putativen
PSORSI1-Gen befindet. Da sich Kopplungsungleichgewichte bei Assoziationsstudien iiber
weite Distanzen der DNA-Abschnitte (~ 500 kb) auswirken konnen (Gongalo et al., 2000),
bedeuten die hoch-signifikanten Ergebnisse fiir TN62 nicht, dass sich der Marker auch
physikalisch nahe am gesuchten Gen befindet. Schmitt-Egenolf und Mitarbeiter (1996)
rekrutierten fiir die bedeutungsvolle Studie zum EH-57.1 ihre Probanden zum groflen Teil in
denselben Gebieten Deutschlands und mit denselben Kriterien wie wir. Es lédsst sich
vermuten, dass TN62*4 ebenfalls zum ancestralen Haplotyp gehort (— Cwo6-B57-TN62*4-
DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*0303).

Die Besonderheit dieser Studie besteht darin, dass wir TN62 (285 kb proximal gelegen von
HLA-C) und CDSN*1243 (160 kp distal gelegen von HLA-C) zusammen in einer grof3en
Studiengruppe untersucht haben. Die beiden Marker liegen ca. 448 kb voneinander entfernt.
Aufgrund der unterschiedlichen Heterozygotie bzw. PIC-Werte der Marker (Tab. 3.7.) lasst
sich allerdings nicht beurteilen, welche Seite des HLA-C-Lokus stirker mit der Krankheit
assoziiert bzw. mit dem putativen PSORS1-Gen gekoppelt ist. Zwei Marker reichen nicht aus,
um diese Frage mit geniigender Sicherheit zu beantworten. Zwar unterscheiden sich die
gemessenen p-Werte um mehr als vier 10er Potenzen, fiir den ,biallelischen Marker*
CDSN*1243 sind gegeniiber dem Mikrosatelliten-Marker TN62 aber auch ,,schlechtere” p-

Werte zu erwarten.
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Das putative PSORS1-Gen mag distal von HLA-C liegen wie beispielsweise auch Jenisch
und Mitarbeiter (1999), Oka und Mitarbeiter (1999) und Nair und Mitarbeiter (2000)
annehmen, oder es mag sich proximal von HLA-C oder HLA-B befinden (Balendran et al.,
1999; Tay et al., 2000 ; u. a.). Vorstellbar ist, dass es in der HLA-Region zwei unabhéngige
Psoriasis-Suszeptibilitédts-Loci gibt, wie eine rezente Untersuchung von Schmitt-Egenolf und
Mitarbeitern (2001) nahe legt. Auffillig ist, dass bei TN62 auch die sporadischen Trios zur
Assoziation beitragen, hingegen bei CDSN*1243 ausschlieBlich die familidren Trios. Diese
Beobachtung legt nahe, dass Corneodesmosin wahrscheinlich nicht zum EH57.1 gehort
sondern zu einem anderen Haplotyp oder aber, dass es unmittelbar in das

Krankheitsgeschehen involviert ist.

Im Detail fallen beim Vergleich unserer Ergebnisse mit denen anderer Studien auch einige

Unterschiede auf:

Allen und Mitarbeiter (1999) erhalten bei ihrem TDT fiir CDSN*1243(C) einen p-Wert von
0,0003, der um iiber eine 10er-Potenz signifikanter als unserer Wert ist. Thr designierter Allel-
5-Haplotyp {+619(T), +1240(G) und +1243(C)} ergibt ein P von 0,0000028. Diese
wesentlich stirkeren Assoziationswerte mogen darauf zuriickzufithren sein, dass Allen und
Mitarbeiter 152 Eltern-Kind-Trios verwendet haben, von denen aber nur 99 aus unabhéngigen
Familien stammen. Der TDT gibt fiir die Assoziation der Marker-Allele in diesem Fall keine
validen Werte an (Spielmanetal., 1996). Wir dagegen haben 199 unabhéngige Trios
(,,simplex only*) verwendet und erfilllen die Bedingungen fiir den ,Test auf
Kopplungsungleichgewichte* vollstindig. Somit ist anzunehmen, dass die tatsdchliche
Assoziation der CDSN-Polymorphismen mit der Psoriasis vulgaris eher im mittleren
signifikanten Bereich wie in unserer Studie (peyxa: = 0,0083) liegt.

Im Nachhinein ergibt die Tatsache, dass wir die anderen SNPs (+619 und +1240) nicht
mitgetestet haben, einen nachteiligen Mangel an Information fiir die Untersuchung. Fiir die
Aufstellung von Haplotypen und den Nachweis der Vererbung der Marker-Allele ,,in Cis* ist
dabei eine erweiterte Technik bei der Marker-Bestimmung notwendig. Von Interesse wire, ob
sich in unserer Gruppe ein Basen-Polymorphismus an Position +1240 befindet. Jenisch und
Mitarbeitern (1999) konnten diesen in Deutschland nicht nachweisen. Zumindest stiitzt die
gefundene Assoziation fiir CDSN*1243(C) auch die Ergebnisse von Jenisch und Mitarbeitern
(1999), denn deren als CD-2-Allel bezeichneter Haplotyp besitzt ebenfalls die Aminoséure
Serin an Position 395 (~ Cytosin an +1243 ~ Allel 2).
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Unser erneut erbrachter Hinweis darauf, dass CDSN*1243(C) mit Psoriasis vulgaris
assoziiert ist, widerspricht deutlich den Ergebnissen von Ishihara und Mitarbeitern (1996) und
Tazi-Ahnini und Mitarbeitern (1999) (s. Kap. 1.8.5.). Das Ergebnis von Ishihara und
Mitarbeitern (1996), die keinen signifikanten Unterschied der Polymorphismen zwischen
Betroffenen und Kontrollen finden, lasst sich vielleicht damit erkldren, das sie nur Psoriatiker
ohne Familienanamnese und somit vermutlich nur den Typ 2 der Psoriasis vulgaris untersucht
haben. Das Erkrankungsalter ihrer Probanden ist nicht angegeben. Jedoch fanden sie auch bei
den Cw6 oder Cw7 positiven Probanden und den entsprechend ,,gematchten* Kontrollen
keinen signifikanten Unterschied. Dies mag nun wiederum an der geringen Anzahl der
Probanden liegen (n=27). Allerdings bemerkten sie andeutungsweise eine Assoziation von
HLA-Cw6 mit den Allelen +619(T), +1240(G) und +1243(C). Deshalb konnte man vermuten,
dass die Assoziation der S-Gen-Polymorphismen dort nicht signifikant ist, weil in Japan
HLA-Cw6 bei Psoriatikern nur mit einer Héufigkeit von ca. 10 % vorkommt. In der
europdischen Bevolkerung wire die deutlich vorhandene Assoziation der SNPs mit der
Psoriasis aufgrund eines Kopplungsungleichgewichts mit HLA-Cw6 oder -DR7 verstiandlich,
da diese HLA-Komponenten hier mit einer Haufigkeit von 85 % beim Typ 1 der Psoriasis zu
finden sind (Henseler und Christophers, 1985). Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ist die,
dass in Japan ein anderes PSORS1-Gen existiert als in Europa (Heterogenitét der Psoriasis).
Mit anderen Worten: Es ldsst sich nicht ausschlieBen, dass Corneodesmosin bei der
kaukasischen Bevolkerung ein Suszeptibilititsgen darstellt in Japan aber nicht.

Das Ergebnis von Tazi-Ahnini und Mitarbeitern (1999) jedoch ist ,,merkwiirdig®. In der
,»Irend“-Analyse fanden sie eine Assoziation der Psoriasis vulgaris mit einer Homozygotie
des in der Kontrollgruppe selteneren Allel 2, welches nach deren Beschreibung jedoch
CDSN(T) darstellte. Diese Beobachtung widersprache uns und allen anderen Studien in
Europa, die eine Assoziation von CDSN(C) beschreiben. Scheinbar handelt es sich um eine
missverstandliche und fehlerhafte Darstellung der Marker-Typisierung im Artikel. Teraoka
und Mitarbeiter (1999) bemerken dieses widerspriichliche Ergebnis; Enerback und Mitarbeiter
(2000) und andere Autoren stellen die Dinge so dar, als wenn Tazi-Ahnini und Mitarbeiter
(1999) CDSN(C) gemeint hétten. Dies so anzunehmen, ist fiir die Interpretation aller
Beobachtungen sicherlich einfacher. Im Prinzip aber miisste abgeklart werden, welches Allel
bei Tazi-Ahnini und Mitarbeitern (1999) wirklich gemeint ist, bevor man deren Ergebnisse

diskutieren kann.

Der Anzahl der verwendeten unabhdngigen Trios nach handelt es sich bei unserer

Studiengruppe um die gréfite Psoriasis-Probanden-Gruppe, die bisher sowohl auf den Marker
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TN62 als auch gleichzeitig auf einen CDSN-Polymorphismus hin untersucht wurde (n = 7199
unabhdngige Trios). AuBBerdem zeichnet sich die Studiengruppe durch ein auffillig niedriges
»age of onset der Indexpersonen (ca. 12 Jahre) und durch einen hohen Trio-Anteil aus, bei
dem ebenfalls ein Elternteil oder ein weiterer anderer naher Angehoriger von Psoriasis
betroffen ist (Tab. 3.3.). Somit bezieht sich unsere Analyse sehr spezifisch auf den Psoriasis-
Typ 1, bei dem Betroffene hiufig die fiir die Psoriasis typische HLA-Assoziation (Cw6, B13,
Bw57 oder DR7), eine positive Familienanamnese und ein niedriges Erkrankungsalter
aufweisen (Henseler und Christophers, 1989). Zu bemerken ist auch, dass die Trios aus einem
vergleichsweise weiten Umkreis rekrutiert wurden, eine weitere ethnische Durchmischung der
Studiengruppe aber begrenzt wurde, um deren Homogenitdt zu bewahren (Abb. 3.2.). Die
Ergebnisse unserer Untersuchung kdnnen daher - meiner Meinung nach - als sehr verldssliche

Aussagen fiir die Typ1-Psoriasis gelten.

Entgegen der idealen Eigenschaft als Kandidaten-Gen der Psoriasis sprechen die Ergebnisse
mehrerer neuerer Studien dagegen, dass es sich beim Corneodesmosin-Gen um ein
unmittelbar involviertes Suszeptibilitdtsgen handelt.

Trotz der genauen Analyse von 15 SNPs in den beiden Exonen des Gens und der
Aufstellung von Haplotypen fanden Enlund und Mitarbeiter (2000) keinen Hinweis darauf,
dass bestimmte Polymorphismen funktionell irgendeinen Einfluss auf die Entstehung der
Psoriasis haben. Fiir CDSN*1243(C) fanden sie bei 104 untersuchten Familien im TDT ein p
von 0,0035. Fiir den SNP an Position +722 ergab sich ein p von 0,000057. An dieser Stelle
kommt es jedoch zu keinem Aminosduren-Austausch. Untersuchte man nur HLA-Cwo6-
negative Familienmitglieder, zeigte sich kein Unterschied der Allel-Transmissionen von
CDSN*722(T). An dieser Arbeit nachpriifenswert ist der dezente Hinweis auf eine
Involvierung von CDSN*619(T/T).

Mehr Gewicht dagegen haben die Untersuchungen von Nair und Mitarbeitern (2000). Mit
grofler Sicherheit schlossen sie HLA-C und Corneodesmosin als Kandidaten-Gene fiir die
Psoriasis vulgaris aus. Mit Hilfe der ,,rekombinanten ancestralen Haplotyp-Analyse* und der
,moving-window*-Strategie unter Verwendung von 339 (!) unabhingigen Trios
identifizierten sie zundchst 2 Risiko-Haplotypen (RH.I und RH.2). RH.I erstreckt sich
telomer von HLA-C {iber ein 59,4-kb-Fragment des EH-57.1 (von M6S167 bis M6S111).
RH.2 ist noch weiter telomer zwischen den Markern M6S200 und M6S162 als ein 126,6-kb-
Fragment zu finden. Wéhrend RH./ im TDT allein betrachtet ein signifikantes Transmissions-
ungleichgewicht besal (p =0,0065), war dies bei RH.2 nicht der Fall (T:NT ~ 6:9). Die
Signifikanz des Unterschieds bei den zwei Risiko-Haplotypen lag bei P =0,03. Daraus
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folgern Nair und Mitarbeiter (2000), dass nur der Abschnitt RH./ als Trager von PSORS1 in
Frage kommt. Das Corneodesmosin-Gen und die Gene PGS, POUSFI und TCF19 (Tab. 1.5.)
liegen auf RH.2. Sie alle werden von Nair und Mitarbeitern (2000) somit als Kandidatengene
ausgeschlossen.

Das PGS8(HCR)-Gen stellt ein sehr interessantes Kandidatengen fiir die Psoriasis dar
(Asumalathi et al., 2000), das auf jeden Fall weiter untersucht werden sollte. 7TCF19 dagegen
wurde bereits auf anderem Wege als Suszeptibilititsgen fiir die Psoriasis vulgaris
ausgeschlossen (Teraoka et al., 2000). Zur weiteren Analyse eignen sich nach der Arbeit von
Nair und Mitarbeitern (2000) somit insbesondere die Gene NOB4, HCGII-2 und HCGIX-3
auf dem RH1, wobei es sich hier allerdings um Pseudogene handelt.

Auch auBerhalb von RH.1 und RH.2 gibt es aktuelle Hinweise auf ein neues Kandidatengen
im MHC, ndmlich PERB11 (Tay et al., 2000). Es bleibt abzuwarten, ob die Untersuchungen
von Nair und Mitarbeitern (2000) den zukiinftigen Analysen standhalten und ob eines ihrer

vorhergesagten Kandidaten-Gene bestdtigt werden kann.

Meiner Meinung nach sollte Corneodesmosin als Kandidaten-Gen fiir die Psoriasis vulgaris
noch nicht vollends auBer Acht gelassen werden. Vielleicht handelt es sich bei der
genetischen Verdnderung am Corneodesmosin-Gen, falls diese eine Psoriasis vulgaris
verursacht, weniger um die Bildung einer Proteinstrukturanomalie als vielmehr um eine
Regulationsstorung des Gens. Zumindest gilt, dass kein Gen als Suszeptibilititsgen
ausgeschlossen werden kann, solange man nicht dessen zugehorige Promotor-Region
untersucht hat.

In einer bisher nicht verdffentlichten Arbeit (Schmitt-Egenolf et al., 2001) konnte mit Hilfe
des erweiterten TDTs nach Wilson (Wilson, 1997) gezeigt werden, dass im Vergleich vom
EH57.1 und vom Corneodesmosin-Haplotyp {+619(T), +1236(T) und +1243(C)} dieser T7C-
Haplotyp eine deutlich hohere Assoziation mit Psoriasis vulgaris aufweist.

Wahrscheinlich ergibt sich die Assoziation der SNPs im S-Gen allein aufgrund eines

Kopplungsungleichgewichts.

Die Existenz der ancestralen Haplotypen spiegelt die demographische Entwicklung des
Menschen wider, der vermutlich vor etwa 44.000 Jahren einen bestimmten Teil Afrikas
verlassen hat (Underhill et al., 2000; Quintana-Murci et al., 1999). Es ist denkbar, dass der
EH57.1 einen Haplotyp darstellt, der bereits zu jener Zeit bestanden hat und auf dem es dann
spéter zu einer Mutation oder auch mehreren Mutationen im PSORS1-Lokus gekommen ist.

Das Durchlaufen verschiedener ,,bottlenecks® mit einer anschlieBenden Expansion der
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Bevolkerung flihrte dann zu einer Vermehrung dieses Risiko-Haplotypen. Gruppen, die in
unterschiedliche Regionen ausgewandert sind und sich dort vermehrt haben (Mittlerer
Osten/Europa, Japan), waren dabei unterschiedlichen Einfliissen ausgesetzt und haben
verstdndlicher Weise eine unterschiedliche ,,Mutationsgeschichte in Bezug auf das Psoriasis-
Suszeptibilititsgen. Viele Ereignisse, die bei der Besiedlung Europas eine wichtige Rolle
gespielt haben, sind heute noch als ,,bottleneck*-Effekt in der Bevolkerung nachweisbar.
Einen grofen Einfluss mag beispielsweise die européische Eiszeit (bis vor ca. 11.000 Jahren),
die vermutliche Uberflutung einer groBen Zahl erster neolithischer Siedlungen am Bosporus
(vor ca. 7.500 Jahren) oder auch der Dreifligjahrige Krieg (1618 bis 1648) gehabt haben. Bei
der zuletzt genannten ,,Katastrophe* kam es in Deutschland zu Bevolkerungsverlusten von bis
zu 50 %.

Mit diesem Modell im Hintergrund lédsst sich gut erkldren, warum heutzutage in Japan
gegeniiber Europa und Nordamerika bei der Psoriasis vulgaris sehr unterschiedliche HLA-
Assoziationen imponieren (s. Abb. 4.1.a. & b.). In diesem Zusammenhang stellt sich die sehr
interessante Frage nach dem Alter des Mikrosatelliten-Marker TN62 und dem Allel 4 des
Markers. Grundsitzlich konnte man iiberpriifen, ob dieser anonyme Marker vielleicht bereits
zusammen mit dem ,,Ur-Haplotypen* aus Afrika ,,ausgewandert” ist. Dazu miisste man
dessen Assoziation bei den japanischen Psoriatikern tberpriifen oder bei chinesischen
Betroffenen. Ergdbe sich in diesen Bevolkerungen, die mit der europdischen Bevolkerung im
Vergleich zu anderen Bevolkerungen besonders weit entfernt verwandt sind (s. Abb. 4.1.a.),
ebenfalls eine starke Assoziation von TN62, konnte man vermuten, dass sich das PSORS1-
Gen auf einem sehr weiten Abschnitt bis centromer von HLA-B befindet.

Uber die CDSN*1243-Assoziation kann man sagen, dass es sich hier wohl um einen alten
gut konservierten Strukturprotein-Polymorphismus handelt, der aber womdglich erst nach der
Auswanderung des EHS57.1-Haplotyps aus Afrika durch ein ,,bottelneck® jiingeren Datums in

Europa entstanden ist.

91



ﬁdoo Pakistan + India
'5, x % Hunza
G %%
% %"’;e Y
Japan % ® C. Asia + Siberia
Taiwan o 732
-]
China 483 ooy Mideast
Py 891
448 448 Morocco
595 %02
Khoisan 881 221 282 675
280 Basque
S. Africa wa2 631
Europe
C. Africa Mali Sardinia
533
Sudan Ethiopia

Abb. 4.1.a.: Verwandtschafts-Beziehungen der Vélker, die sich aus der Analyse der nicht-
rekombinierenden Region auf dem Y-Chromosom ergibt (Abb. Underhill und Mitarbeiter,
2000). Es zeigt sich, dass Japaner und Chinesen von Europdern und Basken sehr weit

enfernt sind.
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Abb. 4.1.b.: Auch die Fossilbefunde belegen den gemeinsamen afrikanischen Ursprung der
Voélker und die Wanderung des frihen Menschen aus Afrika nach Eurasien. Diese fand
offenbar in mehreren Wellen statt und flihrte so zu komplizierten speziellen regionalen

Entwicklungen (Spektrum der Wissenschaft, Dossier 3/2000).
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4.2. Maternale versus paternale Vererbung auf der Ebene des Phanotyps

Die komplexe Genetik der Psoriasis driickt sich insbesondere darin aus, dass es bisher nicht
moglich ist, ihr ein bestimmtes Vererbungsmodell definitiv zuzuordnen. Aufgrund der
molekularen Daten, d. h. der oben erwidhnten Kopplungsanalysen, ist man sich weitgehend
dariiber einig, dass es sich um eine polygene und gleichzeitig heterogene Hautkrankheit
handelt. Ein einfaches rezessives oder dominantes Vererbungsmodell kann bei der Psoriasis
somit nicht erwartet werden.

Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung eines paternalen
Effekts, denn es sprechen einige Untersuchungen dafiir, dass bei der Psoriasis vulgaris das
Erkrankungsrisiko der Kinder grofer ist, wenn der Vater betroffen ist als wenn die Mutter
betroffen ist. Wie in Tabelle 1.2. aufgelistet und in Kapitel 1.8.1. dargestellt, wird der
urspriinglich von Traupe und Mitarbeitern (1992) herausgearbeitete Effekt inzwischen durch
mehrere Studien weiter bestéitigte. Wenn es bei einigen dieser Studien an der statistischen
Signifikanz mangelt, so ist insgesamt aber doch ein Trend vorhanden, der jedes Mal in
dieselbe Richtung weist. Wie man am Beispiel von Swanbeck und Mitarbeitern (1994)
erkennt, scheinen die auf dem Gebiet der Psoriasis-Genetik forschenden Gruppen die Frage
nach einem paternalen oder auch maternalen Effekt gelegentlich zu ignorieren. So wie Farber
und Nall (1974) erwédhnen auch Swanbeck und Mitarbeiter (1994) den deutlich in ihren Daten
erkennbaren Effekt nicht.

Im Rahmen der molekulargenetischen Untersuchungen auf Chromosom 6 und 19 haben wir
hier eine Studiengruppe von 199 Eltern-Kind-Trios vorliegen, bei denen in ~ 57 % der Fille
(114 Trios) jeweils ein Elternteil mitbetroffen ist (Tab. 3.3.). Weder das Geschlecht der
Indexperson noch die Transmission vom Vater oder von der Mutter war ein
Selektionskriterium bei der Auswahl der Familien.

In Abbildung 3.4.(a) erkennt man jedoch, dass bei den rekrutierten Indexpersonen
tendenziell mehr weibliche als minnliche Patienten im Datensatz enthalten sind. Bei der
Gesamtbetrachtung aller Betroffenen unserer Studiengruppe (328 Individuen) zeigt sich nur
ein unwesentlicher Unterschied in der Zahl der betroffenen Ménner und Frauen (Abb. 3.1.).
Allgemein ist bekannt: Wenn sich bei der Psoriasis ein Unterschied der Krankheitshaufigkeit
bei Ménnern und Frauen ergeben sollte, so ist dieser sehr gering (Lomholt, 1963; Henseler,
1993). Die tendenzielle Uberzahl der Frauen bei den Indexpersonen l4sst somit erkennen, dass
es bei der Rekrutierung der Trios, auch wenn es nicht beabsichtigt war, dennoch zu einer
leichten Selektion von Frauen gekommen sein muss. Fiir diese Beobachtung gibt es jedoch

durchaus gute Erkldarungsmoglichkeiten: Unsere Untersuchungen war auf die Mithilfe der
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Bevolkerung angewiesen. Diese bestand darin, dass sich entsprechende Personen freiwillig zu
einer Teilnahme an der Studie bereit erkldrten. Aufgrund einiger Unterschiede im Verhalten
von Frauen und Ménnern — vielleicht auch in Bezug auf deren Umgang mit der Hautkrankheit
- ist es nicht ungewdhnlich, dass sich Frauen im Durchschnitt eher fiir eine Untersuchung
bzw. derartige Studie und fiir ein Mitwirken daran interessierten als Ménner.

Diese Erkldrung passt nicht zu der Beobachtung, dass bei den 144 direkt familidren Trios
tendenziell mehr paternale als maternale Trios vorliegen (paternale Trios 54,4 %; maternale
Trios 45,6 %; Unterschied nicht signifikant; Abb. 3.4.b.). Da die Familien {liber die Kinder
angesprochen wurden, 14sst sich beim Sammeln der Trios kaum eine Selektion vorstellen, die
zu einer Bevorzugung der Familien mit einem ebenfalls betroffenen Vater fiihrte. Dieser
Unterschied spricht vielmehr dafiir, dass das relative Risiko, an Psoriasis vulgaris zu
erkranken, fiir die Kinder betroffener Viter hoher liegt als fiir die Kinder betroffener Miitter,
wie dies von Traupe und Mitarbeitern (1992) und anderen Autoren schon gezeigt wurde.
Diese Beobachtung konnte man daher, wenn auch nur andeutungsweise, als eine diskrete
Bestitigung eines paternalen Effekts bei der Psoriasis ansehen. Die Effektgrofe ist klein und
in unserer Trio-Studiengruppe statistisch nicht signifikant. LieBe sich das bisherige
Zahlenverhiltnis auf eine 5x grofere Gruppe (~500 Trios) extrapolieren, kdme die
Beobachtung des paternalen Effekts in einen signifikanten Bereich.

Dennoch, wie in Kapitel 1.8.1. und im oberen Abschnitt dargestellt wurde, erreicht der
Hinweis auf einen paternalen Effekt bei der Psoriasis auch bei anderen kleinen
Untersuchungen nicht immer den signifikanten Aussagebereich. Wieder einmal aber
beobachten wir hier die Tendenz in paternale Richtung. Vergleicht man unsere Beobachtung
zusammengenommen mit allen bisher in diesem Bereich erfolgten Untersuchungen, lisst sich
annehmen, dass der vermutete paternale Effekt tatsdchlich bei der Psoriasis vorhanden ist,
wenn auch nicht sehr stark ausgeprigt. Dem Effekt muss somit auch ein
molekularbiologischer Mechanismus zugrunde liegen. Traupe und Mitarbeiter (1992)
vermuten, dass der beobachtete paternale Effekt auf der genomischen Prigung eines
Suszeptibilititsgens beruht. Inzwischen nimmt man an, dass dabei insbesondere die
Methylierung von CpG-Inseln im Gen-Promotor-bereich eine wichtige Rolle spielt, wodurch
es dann zu einer Reprimierung der Genexpression kommt (s. Kap. 1.4.3.). Ein paternaler
Effekt konnte beispielsweise durch die Reprimierung eines maternal vererbten

Suszeptibilititsgens zu Stande kommen. Eine Ubersicht zu diesen Zusammenhingen gibt

Abbildung 4.2..
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Abb. 4.2.: Idealisierte Stammbaume eines maternalen und paternalen Imprintings.
Demnach hat ein maternales Imprinting beispielsweise zur Folge, dass sich der Phanotyp
eines Suszeptibilitatsgens nicht entwickelt, wenn das Gen oder Allel maternal vererbt wird

(maternales Imprinting — paternaler Effekt).

4.3. Maternale versus paternale Transmission auf Ebene der Marker

Die genomische Priagung wird beim Menschen hauptsidchlich mit einigen seltenen
genetischen Syndromen, wie beispielsweise dem Prader-Willi- oder Angelman- Syndrom, in
Verbindung gebracht. Bei genetisch komplexen Krankheiten wurde der ,,parent-of-origin
effect bisher nicht systematisch auf molekularer Ebene untersucht. Gleichwohl hat sich
inzwischen gezeigt, dass der epigenetische Prozess, der beim Imprinting eine Rolle spielt
(Methylierung von CpG-Inseln der Promotor-Region), durchaus einen wesentlichen Anteil bei
der Regulierung der Genexpression hat. Aus diesem Grund hat die nach der elterlichen
Herkunft aufgeschliisselte Analyse von Alleltransmissionen eine hohe Relevanz bei der Suche
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nach Suszeptibilititsgenen (Paterson, 1999). Krankheiten, die allgemein als multifaktoriell
oder variabel in ihrer Penetranz beschrieben werden, konnten im besonderen Mal3e von einer
genomischen Pragung beeinflusst werden (Hall, 1990). Dies trifft sicherlich auch fiir die
Psoriasis vulgaris zu (Traupe etal., 1992). Hall (1990) macht in ihrer Arbeit darauf
aufmerksam, dass man die dem Imprinting unterliegenden Segmente der Maus-Chromosomen
auf die Chromosomen des Menschen extrapolieren kann, um damit Verdachtsregionen fiir
dieses Phinomen beim Menschen festzustellen. Einer dieser Abschnitte erstreckt sich von
opter bis p12. In diesem Bereich liegt auch der MHC mit dem PSORS1-Locus. Fiir das Gen
HYMALI auf 624 (Arima et al., 2000) und den Lokus des IDDM2 auf Chromosom 11p15.5
hat diese ,,Vorhersage von Imprinting™ bereits eine Bestitigung gefunden. In mehreren
Untersuchungen wurde fiir das Insulin-Gen (IDDM2) eine erhohte maternale
Transmissionsrate festgestellt (Paterson et al., 1999).

Eine methodische Anleitung beim Vergleich maternaler und paternaler Transmissionen
bezog ich aus der Arbeit von Bennett und Mitarbeitern (1997). In dieser wird die
Transmissionsrate des sog. Allel 814 von heterozygoten 814/III-Eltern separat nach Vitern
und Miittern untersucht. Allel 814 gehort zur Langen-Klasse I der /NS VNTRs, die rezessiv
zum IDDM Typl pradisponieren. VNTR-Allele der Léngenklasse III dagegen wirken
dominant protektiv. Die maternalen und paternalen Transmissionsereignisse verglich man mit
Hilfe des 2 x 2 Kontingenz-Tests auf Heterogenitit, wobei sich mit einem pp-Wert von
0,0017 ein eindeutiger maternaler Transmissionseffekt ergab. Bennett und Mitarbeiter (1997)
folgerten daraus, dass das paternal vererbte Allel 814 der Klasse IlI-positiven Viter protektiv

bei Diabetes wirkt.

Zunichst gingen wir nun der Frage nach, ob sich die maternale Transmissionsrate von
CDSN*1243 von der paternalen Transmissionsrate unterscheidet. Wir fanden bei
CDSN*1243 (C) bei 61 paternalen Transmissionen eine Transmissionsrate von 72,1 %
(P =0,00055) und bei 69 maternalen Transmissionen eine Transmissionsrate von 63,8 %
(P=10,023) (Tab. 3.9. a.). Die jeweiligen p-Werte unterscheiden sich voneinander um fast
zwei 10er Potenzen, der pne-Wert von 0,31 liegt dennoch nicht im signifikanten Bereich. Nur
andeutungsweise zeigt sich ein Uberwiegen der paternalen Transmissionen von Allel 2.

So wie es die Untersuchungen der bisherigen Studien und auch unser Ergebnis nahelegen
(s. Kap. 4.1.), stellt das Corneodesmosin-Gen vermutlich nicht das Suszeptibilitits-Gen fiir
die Psoriasis auf Chromosom 6 (PSORS1) dar. Die nun zusédtzlich durchgefiihrte parent-of-
origin“-Analyse ergibt auch keinen signifikanten paternalen Transmissionsunterschied der

beiden Allele.
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Als zweites wurde das im TDT hochsignifikant héufiger transmittierte Allel 4 des
anonymen Mikrosatelliten-Marker TN62 getrennt nach dessen elterlichen Herkunft
untersucht. In den Ergebnissen (Tab. 3.10. a) zeigt sich gegeniiber der paternalen Tendenz bei
CDSN*1243 (C) ein Uberwiegen der maternalen Transmissionsrate von Allel4. Bei
insgesamt 27 maternalen Transmissionen fanden wir eine Transmissionsrate von 92,6 %
(P =0,96x 107) und bei 29 paternalen Transmissionen eine Transmissionsrate von 79,3 %
(P= 0,00159). Der Heterogenititstest ergibt aber wiederum keinen signifikanten Wert
(Pret. = 0,16). Die p-Werte unterscheiden sich allerdings voneinander zumindest um mehr als
zwel Potenzen und weisen darauf hin, dass das Allel 4 stirker mit der Psoriasis vulgaris
assoziiert sein konnte, wenn es maternal und nicht paternal vererbt wird. Unter der Annahme,
dass man die in unserer Gruppe von 55 Trios beobachtete Effektstirke auf eine 5x groflere
Grofigruppe, wie sie beispielsweise von Bennett und Mitarbeitern (1997) verwendet wurde,
extrapolieren konnte, ergébe sich ein pye. von 0,0015.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass sich CDSN*1243 (C) und TN62 (Allel 4) in einem
Kopplungsungleichgewicht mit PSORS1 befinden, wobei die beiden Markerallele aber
moglicherweise nicht auf demselben Haplotyp liegen. Ansonsten wiirde man wohl keinen
gegensitzlichen Transmissionseffekt erwarten, wie er sich andeutungsweise in dieser

Untersuchung ergibt.

4.4. Sohne versus Tochter bei der Vererbung der Psoriasis vulgaris und bei
den Allel-Transmissionen der Marker CDSN*1243 und TN62

Die in Kapitel 4.2. dargestellten Gegebenheiten in der Untersuchungsgruppe und
insbesondere der auffallende Gegensatz ,,mehr paternale Trios jedoch weniger mdnnliche
Indexpersonen* veranlassten mich, die Gruppe der 114 familidren Trios noch einmal genauer
aufzuschliisseln bzw. zu stratifizieren. In Tabelle 3.8. werden die Trios neben der Einteilung
in maternal und paternal weiterhin getrennt nach dem Geschlecht der Indexperson betrachtet.
U. a. konnte man mit dieser Unterteilung einen moglichen X- oder y-chromosomalen Effekt
herausfinden. Tatsdchlich ergeben sich bei der Stratifizierung einige interessante
Beobachtungen.

Betrachtet man nur die ménnlichen Indexpersonen, zeigt sich, dass die S6hne die Krankheit
signifikant héufiger von ihrem Vater erben als von ihrer Mutter (31 zu 16: P =0,029),
wihrend bei den Tochtern kein Transmissionsunterschied zwischen Vitern und Miittern

gefunden wird. Bei der getrennten Betrachtung der maternalen Trios wird deutlich, dass die
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Miitter mit einem P von 0,0056 wesentlich hédufiger die Krankheit an eine Tochter
weitergeben als an einen Sohn. Man konnte den Sachverhalt insgesamt auch so interpretieren,
dass im Datensatz der 114 Trios scheinbar die ,, maternalen Trios mit mdnnlicher
Indexperson “ unterreprésentiert vorhanden sind.

Da die Verteilung in der Tabelle nicht der erwarteten Verteilung entspricht (ppe.-

Wert = 0,038), kann man die Beobachtung nicht so einfach als Stratifizierungsartefakt abtun.

Man hitte erwartet, dass sich das Geschlechtsverhéltnis von Jungen zu Midchen bei den
Indexpersonen der maternalen Trios nicht wesentlich voneinander unterscheidet; wir finden
aber ein M : F von 1:2,25, wihrend das Geschlechtsverhiltnis bei allen Indexpersonen
1:1,2 betrdgt. Es fillt ins Auge, dass bei den paternalen Trios das Geschlechtsverhéltnis
M:F=1:1 betrigt und somit der a-priori-Erwartung entspricht. Ebenfalls kann man
feststellen, dass sich aufgrund dieser Verteilung ein paternaler Effekt ausschlieBlich bei den
S6hnen zeigt (p =0,029). In der Gesamtgruppe, d. h. bei S6hnen und Tochtern, kommt der
paternale Effekt nicht mehr signifikant zum Vorschein (s. Kap. 4.2.).

Die gefundenen Unterschiede im Geschlechtsverhiltnis bei den Kindern betroffener Miitter
lassen an die Beteiligung eines X- oder y-chromosomalen Gens denken, das vielleicht nur in
einem ,,Subset von Psoriasis-Familien bedeutsam ist. Eine alternative, aber vielleicht auch
etwas ,herbeigeholte” Erklidrung wire eine Segregationsdistorsion aufgrund eines ,,meiotic
drive®, wie dies z. B. fiir die kongenitale myotonische Dystrophie (Magee und Hughes, 1998)
oder fiir die auf Chromosom 19q gelegene Kegel-Stab retinale Dystrophie (Evans et al., 1994)
diskutiert wird.

Die Vermutung, dass die Vererbung der klinisch manifesten Psoriasis zum Teil vom
Geschlecht der Indexperson beeinflusst wird, wird des weiteren durch die Untersuchung der
Alleltransmissionen der Marker CDSN*1243 und TN62 mit der Unterscheidung Index-Sohn
versus Index-Tochter unterstiitzt (Tab. 3.11. und Tab. 3.12.).

Bei CDSN*1243 zeigt sich bei den insgesamt 57 Index-Sohnen eine Transmission des
Risiko-Allels zu 59,7 % (P =0,15) und bei den 73 Index-Tochtern eine Transmission von
74,0 % (P =0,000042). Der Unterschied ergibt im y>-Unabhingigkeitstest ein schwach
signifikanten Wert von pj., = 0,083. Bei TN62 findet die Transmission des Allel 4 bei den 23
S6hnen zu 73,9 % statt (P =0,018) und bei den 33 Tochtern zu 93,9 % (P=0,45x 10°).

Dieser Unterschied ist mit einem pp..-Wert von 0,035 statistisch abgesichert.

98



Insgesamt sollten diese Beobachtungen in einer Folgestudie tiberpriift werden; wir kdnnen
sic im Moment nicht schliissig erkldren. Nicht vollig auszuschlieBen sind denkbare

Verzerrungen bei der Rekrutierung der Familien.

4.5. Aktualisierung und Zusammenfassung der Disskussionspunkte

In einer Assoziationsanalyse auf Basis von SNP-Haplotypen wurde jiingst ein 10 kb langer
PSORSI1-Risiko-Haplotyp identifiziert, der mit seinen beiden Hauptallelen Nr.7 und Nr.9
(Assoziation mit Psoriasis vulgaris beide je P> 10™) 7 bzw. 4 kb proximal von HLA-C liegt
(Veal, etal., 2002). Dieser Haplotyp ist deutlich stirker mit Psoriasis assoziiert als alle
anderen untersuchten Haplotypen. Der DNA-Abschnitt von 10 kb kodiert sehr wahrscheinlich
nicht fiir ein Protein. Diese Arbeit, bei der 171 européische Trio-Familien und je 77 indische
Fall- bzw. Kontrollpersonen untersucht wurden, verdeutlicht, dass sich der MHC aus
bestimmten ,,Haplotyp-Clustern” zusammensetzt. Dabei zeichnet sich ab, dass die HLA-C-
und CDSN-Haplotypen offensichtlich auf unterschiedlichen ,,Blocken* lokalisiert sind. Dieser
Befund pafit sehr gut zu unserer Vermutung, dass TN62 und CDSN wahrscheinlich auf
unterschiedlichen ,,Haplotypen®, d. h. Blocken, lokalisiert sind (s. Kap. 4.3.).

Die paternal und maternal durchgefiihrten Transmissionsanalysen in Erweiterung des TDTs
sollten bei zukiinftigen genetische Untersuchungen mit grof3eren Psoriasis-Studienkollektiven
fortgefiihrt werden. Im MHC konnte ein maternaler Transmissionseffekt bedeutsam sein. An
die Einfliisse einer Segregationsdistorsion im MHC oder an die mogliche Beteiligung eines
X-chromosomalen Gens sollte gedacht werden, wenn sich in weiteren Untersuchungen der
Befund bestitigt, dass es vor allem Tochter sind, an die die Risiko-Allele transmittiert

werden.

Besonders interessant erscheint mir die Frage, ob sich eventuell auch Konsequenzen fiir die
Interaktionsanalysen mit Loci auf anderen Chromosomen ergeben, wenn der ,,parent-of-
origin“-Effekt mitberiicksichtigt wird. Unter Umsténden lassen sich auf diese Art und Weise
vermutete Zusammenhidnge der verschiedenen Suszeptibilitits-Loci, ausgehend vom
PSORSI1-Locus auf 6p21, besser erkennen, z. B. zwischen Chromosom 6 und Chromosom 19
(PSORS6) oder Chromosom 6 und Chromosom 1 (PSORS4). Als Beispiel fiir Imprinting
beeinflusste Interaktionen konnte man sich den Mechanismus des ,,insulin like growth

factor 2*° der Maus vor Augen halten: /gf2 wird bei der Maus paternal exprimiert und dessen
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zugehoriger den Abbau vermittelnder Rezeptor M6p/Igf2r nur maternal. Durch diese
gegenldufige Expression wird der potente Wachstumsfaktor /gf2 reguliert und quasi ,,in
Schach* gehalten. Ein Wegfall der maternal exprimierten ,,Bremse* fiihrt zu einem Bild des
»fetal overgrowth® (John und Surani, 2000).

Man konnte sich fragen, ob das Proliferationsgleichgewicht der Epidermis — im weitesten
Sinne - vielleicht dhnlich gesteuert ist und ob es hier ebenfalls ein paternal exprimiertes
Wachstumsgen und ein maternales ,,Abbau/Brems“-Gen gibt. In diesem Fall wire die
Berticksichtigung des ,,parent-of-origin“-Effekt bei der Aufklidrung der Psoriasisgenetik sehr
wichtig.
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Anhang

A1

Ubersicht zur Therapie der Psoriasis vulgaris (s. Kap. 1.1.2.)

Lokal zur Entschuppung

Salicylsdure (cave Kinder: Resorption
und Nierentoxizitét)

Ol-/Solebider

Olhauben

Lokal antipsoriatisch

Dithranol (Irritation gesunder
Hautstellen, Verfarbung)
Kortikosteroide (Rezidivneigung)
Vitamin-D;s-Prdparate (milde
Irritation, Resorption)

(+) Gut mit Cortison und UV-B lokal
Teerprdparate (Photosensibilisierung)
(+) In Kortisonsalbenmischungen
UV-B-Phototherapie (Langwierig und
aufwendig)

(+) Gute Kombinierbarkeit mit
Retinoiden und Lokaltherapie
Orale/lokale Photochemotherapie

- “PUVA”/’Bade-PUVA”

(wie UV-B, jedoch wirksamer)

Systemisch

Retinoide: Acitretin (teratogen)
(+) Gut in Kombination mit:
PUVA, UV-B, Vit-Ds;-Analoga
lokal

Methotrexat (Leukopenie,
Lebertoxizitit)

Cyclosporin A (Nierentoxizitit)
Fumarsdure (Magen/Darm-
beschwerden, Hitzegefiihl u.a.)
Cortison wird nicht empfohlen (!)

(starker Reboundeffekt)

Neu: Biologicals (Alefacept,
Efalizumab, Etanercept,
Infliximab, u. a.)

Die derzeit wichtigsten medikamentésen und physikalischen Behandlungs-méglichkeiten

der Psoriasis vulgaris. Wesentliche Nebenwirkungen sind in Klammern gesetzt; (+) gibt

Hinweise auf eine Kombinationstherapie.




A.2. Dokumentation des benutzten Informationsbogens zur Rekrutierung (Kap. 2.3.)

Westfalische Wilhelms-Universitat Miinster
iﬂ Klinik und Poliklinik fiir Hautkrankheiten

-Allgemeine Dermatologie und Venerologie-
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med.T. Luger
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Leitung: Prof. Dr. med. H. Traupe

Multicenter-Studie zur Genetik der Schuppenflechte

Sehr geehrte Patientin!
Sehr geehrter Patient!

Die Universitatshautkliniken Munster und der Charité Berlin beschaftigen sich
gemeinsam mit der Erforschung der erblichen Faktoren, die bei der Schuppenflechte
eine Rolle spielen.

Um Patienten mit Schuppenflechte in Zukunft besser helfen zu kdnnen, mochten wir
durch Blutuntersuchungen mehr Uber die Ursachen der Vererbung erfahren. Dabei
sind wir auf Ihre Mithilfe angewiesen!

Unterstutzt durch die Hautfacharzte in Munster und Umgebung haben wir schon bei
vielen Mitgliedern von Familien mit Schuppenflechte Blutuntersuchungen
durchflihren kdnnen. Erste Ergebnisse zu erblichen Faktoren liegen bereits vor.

Wir wirden uns sehr freuen, wenn weitere Familien, bei denen die Schuppenflechte
gehauft vorkommt, namlich bei wenigstens 2 Familienmitgliedern, sich an den
Untersuchungen beteiligen wirden, z.B. durch eine einmalige Blutprobe.

Dies kdnnte im Rahmen eines Hausbesuches geschehen, oder hier in der Praxis
Ihres Hautarztes.

Wenn Sie an einer Mitarbeit interessiert sind, bitten wir Sie, beiliegende Postkarte
auszuflllen, zu frankieren und an uns abzuschicken oder hier in der Praxis
abzugeben! Rickfragen mgl. bei Fr. Stadelmann, Arztin unter 0251/83-56525 od.
Uber die Pforte unter 0251/83-56501 Mo/Di/Fr

Wir bedanken uns im voraus und verbleiben mit freundlichen
Griuflen

Prof. Dr. med. H. Traupe V. Hoppe, cand. med. A. Brinkmann, Arztin i.P.



A.3 Dokumentation des benutzten Einverstandnis- und Fragebogens
(s. Kap.24.)

Dieser Einverstindnis- und Fragebogen wurde bei den Hausbesuchen mit jedem
Familienmitglied einzeln ausgefiillt. Die Informationsseite konnte - meistens noch mit

unseren Adressen versehen - behalten werden.

Psoriasis-Projekt Miinster
Leitung: Prof. Dr. med. H. Traupe

Multicenter-Studie zur Genetik der Schuppenflechte
Information fiur Familienangehorige und Einverstandniserklarung

Sehr geehrte Patientin! Sehr geehrter Patient!
Sehr geehrte Familienangehérigel
Liebes Kind!

Die Schuppenflechte ist eine oft Uber viele Jahre hinweg verlaufende entzindliche
Hauterkrankung. An dem Auftreten der Erkrankung sind sowohl Erbfaktoren als auch
Umweltfaktoren beteiligt.

Unsere Klinik, die Universitat Berlin und die Fachklinik Bad Bentheim beschaftigen
sich gemeinsam mit der Erforschung der erblichen Faktoren, die bei der Psoriasis
eine Rolle spielen. Da diese Vererbung sehr komplex ist, interessieren wir uns fur
Familien, wie lhre Familie, bei der die Schuppenflechte gehauft auftritt, um neue
Erkenntnisse zu gewinnen.

Vererbt wird bei der Schuppenflechte nicht die Erkrankung, sondern die
Anlagebereitschaft. Diese beruht wahrscheinlich auf dem Zusammenspiel mehrerer
Gene. Um in Zukunft Patienten mit Schuppenflechte besser helfen zu kdnnen,
mochten wir Uber diese Anlagebereitschaft mehr erfahren. Ziel ist es im Rahmen
unserer wissenschaftlichen Untersuchungen die Gene, die zur genetischen
Disposition flr die Psoriasis beitragen aufzudecken und spater zu isolieren.

Zur Durchfuhrung dieser Untersuchungen sind wir auf Familien angewiesen, bei
denen die Schuppenflechte gehauft vorkommt. Deshalb haben wir uns an Sie
gewandt!

Wir mochten dazu in lhrer Familie sowohl bei den von der Psoriasis unmittelbar
betroffenen, als auch bei den nicht an der Erkrankung leidenden
Familienangehorigen etwas Blut (ca. 30 ml) fur genetische Untersuchungen



abnehmen, und wir méchten diese Familienangehdrigen von einem Arzt noch einmal
auf das Vorliegen einer Psoriasis vulgaris untersuchen.

Ablauf der Studie:

Sowohl Blutentnahme als auch klinische Untersuchung wird in der Regel im Rahmen
eines Familienbesuchs bei einem Angehdrigen lhrer Familie zuhause, vor Ort,
durchgefuhrt. Zu diesem Besuch kommt ein Arzt zu Ihnen nach Hause, an den Sie
dann auch noch spezielle Fragen richten kdnnen.

Risiken und Nebenwirkungen

Im Rahmen der Blutentnahme kann es gelegentlich zu einem Bluterguf® kommen.
Aulerdem besteht die Moglichkeit, dal® auch bei nicht an Psoriasis erkrankten
Personen aufgrund der Laboruntersuchungen Hinweise fur die Anlagebereitschaft fur
die Psoriasis gefunden werden. Sie haben deshalb die Mdglichkeit, von vornherein
anzukreuzen, daf} Sie Uber etwaige Ergebnisse nicht informiert werden mdéchten.

Datenschutz

Samtliche personlichen Daten, die im Rahmen der Behandlung notwendigerweise
aufgezeichnet werden, werden vertraulich behandelt und werden nicht an Dritte
weitergegeben.

Allgemeines

Die Teilnahme an dieser wissenschaftlichen Studie ist freiwillig. Auch wenn Sie daran
nicht teilnehmen mochten, entstehen lhnen dadurch keine Nachteile.

Mit lhrer Unterschrift bestatigen Sie ausdrucklich, dall Sie die Moglichkeit hatten,
Fragen zu stellen und dal} Sie mit der Weitergabe der Sie betreffenden Daten an die
unmittelbar an diesem wissenschaftlichen Vorhaben beteiligten Wissenschaftlern
einverstanden sind. AuRerdem bestatigen Sie, dal® Sie diese schriftliche Information
erhalten und verstanden haben.

Bitte kreuzen Sie an:

1. Ich bin damit einverstanden, da® mich betreffende wissenschaftliche Ergebnisse
eventuell anderen Familienangehdrigen mitgeteilt werden.

JA (] Nein

2. Ich mdchte Uber mich betreffende Ergebnisse generell informiert werden.
U JA ] Nein

Name:

Vorname:

Geb. am:

Alter bei Beginn der Psoriasis:

StralRe: Datum:

Ort:

Telefonnr.: Unterschrift:




Fragebogen Psoriasis
Eigenanamnese:

Stellung in der Familie:
(bezogen auf den Ausgangspatienten):

O Vater

0 Mutter

0 Kind

Sonstige:

[] Bruder ] Schwester

[] Onkel [] Tante (mdtterl.)
[ Onkel [] Tante (vaterl.)
[ Opa [ Oma (vaterl.)

[ Opa [ Oma (miitterl.)
[ Enkel ] Enkelin

Eigenbeurteilung:

] Psoriasis vulgaris (Haut)
] Psoriasis arthropathica (Gelenke)
[ Psoriasis pustulosa (Pusteln)

Tabelle zur Behandlung der
Psoriasis:

Zur Zeit: fruher:
0 Cignolin @)
[ Psocutan/ Daivonex 0
[ Cortisonsalben 0
[ Cortisontabletten 0
[ UV-Licht O

Zur Zeit: [ friiher: O
] PUVA (UV-Licht mit Tabletten) O

] Bade-PUVA (UV-Licht mit Badern) O

[ Solebader 0]
[ Totes Meer/Mittelmeer 0]
[ Fumarsaure (Fumaderm) )

[ Retinoide (z.B. Neotigason) O

(] Vitaminsaure auRerlich (0]
(] Sandimmun (0]
(] Methotrexat (0]

OSonstiges friher

[ISonstiges jetzt

Beurteilung durch den Arzt:

Diagnose:

0 sicher

[0 wahrscheinlich
0 frei

Psoriasis:

0 leicht

0  mittel

0 schwer

Blutentnahme:
0 ja
[0 nein



Psoriasis

Orientierender Status

Erythem, Infiltrat, Schuppung: 0= nicht vorhanden, 1= milde, 2= moderat, 3= schwer,

4= sehr schwer.

PASI-Score:

Multiplika-
tionsfaktor

Betroffene
Oberfache

1-6

Erythem

0-4

Infiltrat

0-4

Schuppen

0-4

0,1 Kopf

0,2 Rumpf

0,3 obere
Extremitat

0,4 untere
Extremat

Fingerndgel:

Tiipfelchen
Hyperkeratosen
Nageldystrophie




Psoriasis
Orientierender Status

Erythem: 0-4
Schuppung: 0-4
Skalierung der Oberflache:
1= kleiner 10%

2=10-30%

3= 30-50%

4= 50-70%

5=70-90%

6= 90-100%

Kopf Oberflache: Erythem: Schuppung:

e Stirnhaargrenze @ = - e e
e Kopfhaut  — e e
e Okzipitalregion ~  ———— e
e Retroaurikular e e
e Gesicht  e— e e
e Ellenbogen/Arme = ce— e e
e Bauch/Sakralregion @~ - e e

e Knie/Beine = == e e mmmmmen

Stammbaum

(An dieser Stelle wurden bei komplexeren Verhiltnissen die Verwandtschaftsbeziehungen in

einer Skizze festgehalten.)




A4. DNA-Extraktions-Protokoll (s. Kap. 2.6.1.)

1. Lyse der Erythrozyten: o EDTA-Blut + 4 x Volumen der Losung A
(im 50 ml Falcon-R&hrchen)
- 4 min stehen lassen und zwischendurch mehrmal kréfig schiitteln
- 5 min bei 1.300 g zentrifugieren (2.500 rpm in Megafuge 2.0 mit Rotor 8155)
- Uberstand vorsichtig dekantieren und Réhrchen fiir kurze Zeit iiber Kopf auf ein
Papierhandtuch stellen
2. Zell-Lysis: o Zellpellet + 2 ml Losung B
- Resuspendieren mit dem Vortexgerat
- Wenn das Pellet gleichmiBig gelost ist, die Losung in ein 15-ml-Réhrchen iiberfiihren
(1.000 pul Pipette)
3. Deproteinisation: o dazu 500 pl Losung C geben
- per Hand 10 — 15 mal tiber Kopf mischen
4. Extraktion: e dazu kaltes Chloroform (- 4 °C) geben
- per Hand 10 — 15 mal iiber Kopf mischen

5 min bei 1.300 g zentrifugieren (2.500 rpm in Megafuge 2.0 R mit Rotor 8155)
e den Uberstand ohne Interphase vorsichtig abpipettieren
- mit Pipetten von groBBeren Volumina zu Kleineren wechseln
- ggf. die Deproteinisation und den Chloroform-Schritt wiederholen
o dazu 1 x Volumen eiskaltes Isopropanol (- 20 °C) geben und
prazipitierenden
e DNA-Faden mit einem Glasstibchen aufnehmen und in ein
1,5-ml-Eppi mit 1 ml kaltem 70 % Ethanol ( 4 °C) iiberfiihren
- fiir 15 min bei 4 °C mit 14.000 rpm zentrifugieren
- evtl. nochmals mit 70 % Ethanol waschen und 10 min zentrifugieren
5. Alkohol-Entfernung und Préparation der Stock-DNA:
o FEthanol sorgfiltig entfernen und das Pellet im geoffneten
Eppi bei 37 °C fiir 5 — 10 min trocknen
o dazu 450 pl dH>0 geben und 24 h losen lassen
o dazu 50 wl TE 10-fach pipettieren
Aufbewahrung der Stock-DNA (0,5 ml 1-fach TE bei pH 8,0) bei — 20°



DNA-Extraktionslosungen:

Losung A: 10 mM TrisHCI, 320 mM Succhrose, 5 mM MgCl,, 1 % Triton X 100
Losung B: 400 mM TrisHCI, 60 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 % SPS

Losung C: 5 M Na-Perchlorat (100 g) — auf 142 ml mit dH,O auffiillen

AS. Dokumentation der im Labor benutzten Utensilien
Gerate:
Auftragsplatten: Bear Coded Microseal 96 well Plate

— Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf
Autoclav: Wolf Autoklaviergerét
Automatik-Pipetten: edp Rapid Charger / 250 pl — Rainin, USA

Eppendorf EDOS 5221 — Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg

Elektrophorese-Kammer:  40er Horizon® 1114 & 16er Horizon® 58 — Life Technologies,
Gibco BRL Horizontal Gel Elektrophoresis Apparatus

Eppendorf-Reaktionsgefile: 1,5 & 2 ml Eppendorf — Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg

Magnetriihrer: RCT basic - IKA Labortechnik

Kapillarsequenziergerit: Mega Base 1000, DNA Analysis System
- Amersham Pharmazia Biotech Europe GmbH, Freiburg

& Molecular Dynamics Inc., Californien, USA

Mikrotiter-Pipetten: 2 -10—-200 — 1000 — 5000 pl — Gilson, Villiers-le-Bel,
Frankreich

Mikrotiter-Platten: Microtiterplatten 96 Wells — Biozym Diagnostik GmbH,
Hess. Oldendorf

Mikrowelle: R 2V16 700 Watt — Sharp

Mutterplatten: Deep well blocks — Matrix Technologies

Netzgerit: Elektrophoresis Power Supply EPS 200

- Pharmacia Biotech,Uppsala, Schweden

PCR-Gerit: DNA Engine Tetrad / PTC 225 Peltier Thermal Cycler — MJ
Research, Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf

Photodokumentationssstem: MidiDoc(TM) / Mitsubishi Video Copy Processor— Herolab
Molekulare Trenntechnik, Wiesloch

Pipettierroboter: Genesis RSP 150 — Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim



Thermoblock:

Verdiinnungsplatten:

Vortexgerit:
Waage:

Zentrifugen:

Pipettiersystem Cybi(TM)-Well — CyBio AG, Jena
Thermomixer 5436 - Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg

Falc Thermoblock / eliwell EWT Q 905 — Renner GmbH,
Darmstadt

U-Form PS-Microplatten 96 K — Greiner Labortechnik GmbH,
Frickenhausen

MS 1 Minishaker — IKA Labortechnik,

BP 3100S — Sartorius

Megafuge 2.0 R — Heraeus Instruments GmbH, Berlin

Biofuge fresco — Heraeus Instruments GmbH, Berlin

Chemikalien, Enzyme und DNA-Marker:

Agarose, ultra rein:

Borsaure:

Bromphenolblau-Natrium:

Chloroform:
dNTP:
dNTP-Puffer:
EDTA:
Formamid:
Essigsdure:
Ethanol:
Ethidiumbromid:
Harnstoff:
Isopropanol:
LPA-Puffer:
Magnesiumsulfat:

Mega-Base-Matrix:

Mega-Base-Standart:

Natriumacetat:
Natriumchlorid:
Natriumperchlorat:
Natronlauge:

Primer:

Gibco, Paisley, Scotland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Quantum Appligene, Berlin
Quantum Appligene, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Hausabfiillung MDC

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Paisley, Scotland
Merck, Darmstadt

10fach, Amersham Pharmazia
Merck, Darmstadt

Long Read Matrix, Amersham Pharmazia, Freiburg
ET 400 R Size Standart, Amersham Pharmazia, Freiburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BioTez, Berlin



Restriktionsenzym: New England BioLabs, Frankfurt am Main

Salzsdure: Merck, Darmstadt
SL-Leiter: Eurogentec, Koln
Succhrose: Merck, Darmstadt
Taq-DNA-Polymerase: 5 U/ul, Invitec Berlin
TRIS, ultra rein: Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Triton X 100: Serva, Heidelberg

Weitere Losungen:

10x TAE: 0,4 M Tris-Acetat; 10 mM EDTA; pH 8,0

10x TE: 0,1 M Tris; 10 mM EDTA; pH 8,0

Stopmix: 0,25 % Orange G (Merck); 15 g 15% Ficoll 400 (Sigma); 10 mM EDTA

Alle Puffer und Losungen wurden mit dH,O angesetzt und autoklaviert.

Alle Reagenzien entsprachen der Qualitédtsstandart-Norm p. a..



Lebenslauf

Personliche Daten

Name:

Anschrift:

Telephon:
E-mail:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Familienstand:

Staatsangehorigkeit:

Schulausbildung
1981 bis 1985
1985 bis 1986
1986 bis 1994

Ersatzdienst
1994 bis 1995

Hochschulausbildung

WS 1995

15.09.1997
18.09.1998
1998/1999

10.09.2001
26.09.2001

2001 bis 2002
18.11.2002
01.01.2003

10.06.2003
14.12.2004

Vinzenz Oji, geb. Hoppe
Kerkerinckstr. 20

48151 Miinster
0049/(+0)251/2372774
ojiv@uni-muenster.de
19.07.1974

Potsdam

verheiratet

deutsch

Grundschule Babelsberg (Potsdam)
Gymnasium Altotting (Bayern)
Gymnasium Bielefeld (NRW)

15-monatiger Zivildienst Franziskus-Hospital Bielefeld

Aufnahme des Studiums der Humanmedizin an der
Westfalischen Wilhelms-Universitdt Miinster
Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
Erasmus-Studienaustausch ,,Université du droit et de la Santé
Lille*, Frankreich

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
DAAD-Stipendium zur wissenschaftlichen Aus- und
Fortbildung in Indien und Frankreich

Praktisches Jahr in Bangalore, Miinster und Paris
Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Beginn als AIP an der Universitdtshautklinik Miinster

Standesamtliche Hochzeit mit Melody Enyinna Oji

Geburt unseres Sohnes Alanna Nikolaus Oji
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