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1. STAND DER FORSCHUNG

1.1. Einleitung

Wahrend bei monogenen Erkrankungen durch den Nachweis entsprechender
genetischer Veranderungen das Auftreten der Erkrankung haufig mit grol3er
Wahrscheinlichkeit vorhergesagt werden kann, ist eine vergleichbare Aussage fir
komplexe Erkrankungen nicht moglich (1). Bei dieser Erkrankungsgruppe, die auch als
multifaktoriell bezeichnet wird und zu der unter anderem die vendse Thromboembolie
(VTE) sowie die rheumatoide Arthritis (RA) gehoren, entscheidet das bislang nicht
ausreichend charakterisierbare Zusammenspiel eines genetischen Hintergrundes mit
Umweltfaktoren, d.h. die Wechselwirkung zwischen Disposition und Exposition, Gber die
Ausbildung des krankhaften Phanotyps (2). Durch die Entwicklung von
pathogenetischen Modellen, in denen die jeweils bekannten Risikofaktoren in Hinblick
auf ihre Auswirkung auf das Erkrankungsrisiko als solches, auf das Risiko fur
madglicherweise existierende Erkrankungssubgruppen sowie auf den
Erkrankungsverlauf dargestellt sind, wird versucht, die pradiktiven Moglichkeiten flr
komplexe Erkrankungen zu erweitern. Das Ubergeordnete Ziel dieses
wissenschaftlichen Gebietes besteht darin, praventive und therapeutische Ansatze
durch eine bessere Effektabschatzung und eine Individualisierung der Mallhahmen zu
verbessern (2-4).

In den vergangenen Jahren konnte das Verstandnis fur die pathogenetischen Ablaufe,
welche die Entstehung und den Verlauf von VTE oder RA beeinflussen, wesentlich
vertieft werden (5, 6). Dennoch ist man fir diese wie auch fur andere komplexe
Erkrankungen von einem umfassenden pathogenetischen Konzept weit entfernt. In
einer Vielzahl von Untersuchungen wurden Art und Bedeutung verschiedener
genetischer und expositioneller Risikofaktoren von RA und VTE beschrieben (5-9). Wie
und in welchem Umfang verschiedene dieser Faktoren mit einem relativen Risiko von
haufig nur 1,5 bis 2 in die pathogenetischen Mechanismen eingebunden sind, kann zum
jetzigen Zeitpunkt nur vermutet werden (2, 10, 11). Ein erweiterter Einblick in die
verschiedenen Komponenten, welche das Risiko fur und den Verlauf von komplexen
Erkrankungen beeinflussen, wird von Genom-weiten Assoziationsstudien und deren
systembiologischer Interpretation erwartet (4, 11, 12), in die neben den
Indexerkrankungen auch verschiedene Erkrankungssubentitdten einbezogen werden
(13).



1.2. Heterogenitat komplexer Erkrankungen

Sowohl die VTE als auch die RA stellen keine homogenen Erkrankungen dar, sondern
es lassen sich anhand klinisch oder labordiagnostisch fassbarer Parameter Subgruppen
definieren, die sich beispielsweise atiologisch oder prognostisch deutlich voneinander
unterscheiden. Die Berlcksichtigung derartiger Erkrankungssubgruppen in der
wissenschaftlichen Betrachtung hat zu einer detaillierteren Einsicht in die Mechanismen
der jeweiligen Krankheitsentstehung gefuihrt. Ein dominierendes klinisches Ziel der
Untersuchung der Heterogenitat komplexer Erkrankungen besteht darin,
charakteristische Signaturen einzelner Subgruppen zu identifizieren, die eine

spezifischere Verlaufsprognose und Therapie ermdglichen (14-16).

1.2.1. Heterogenitat der venésen Thromboembolie
Fur die Erkrankungsgruppe der vendsen Thromboembolien kann eine Form der
phanotypischen Heterogenitat am Beispiel des Rezidivrisikos unterschiedlicher, klinisch

definierter VTE Subgruppen deutlich gemacht werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Kumulatives 2-Jahres-Rezidivrisiko flir VTE nach dem
Ende der Antikoagulation. A: |Initial perioperative VTE, C: Initial
idiopathische VTE, D: Initiale VTE mit nicht-chirurgischem Risikofaktor.
Baglin T et al. Lancet 2003; 362, 523-6.

Copyright (2003), reprinted with permission from Elsevier.



Charakterisiert man, wie von Baglin und Mitarbeitern beschrieben, die kumulative
Rezidivhaufigkeit bei Patienten mit VTE nach dem Ende der Antikoagulation unter
Berucksichtigung klinisch definierter Subgruppen [u.a. (A) perioperative und (C)
idiopathische Ereignisse], so werden zwischen diesen Subgruppen drastische
Unterschiede im Rezidivrisiko deutlich (17). Wahrend bei Patienten mit einem
relevanten expositionellen Risikofaktor flr das initiale Ereignis (Gruppe A) im
Untersuchungszeitraum keine Rezidive beobachtet wurden, konnte der Gruppe der
idiopathischen VTE (Gruppe C) — d.h. solchen Ereignissen, bei denen Kkein
expositioneller Risikofaktor vorlag — eine kumulative 2-Jahres-Rezidivrate von 19,4%
zugeordnet werden. Klinisch und wissenschaftlich ist wegen des hohen Rezidivrisikos
die Gruppe der idiopathische VTE von besonderem Interesse. Dies umso mehr, da sie
per definitionem keinem bekannten expositionellen Ausldser folgt und da sie bislang
nicht ausreichend durch dispositionelle Faktoren charakterisiert werden kann. Von
Tosetto und Mitarbeitern wurde jedoch als ein signifikanter Risikofaktor fur idiopathische
VTE eine positive Familienanamnese beschrieben (OR: 4,6; 95%Cl: 2,2-9,6) — eine
Assoziation, die fur sekundare Ereignisse nicht nachgewiesen werden konnte (18).
Dieser Befund macht die Existenz einer relevanten hereditaren Komponente fur die

Gruppe der idiopathischen VTE wahrscheinlich.

1.2.2. Heterogenitat der rheumatoiden Arthritis

Fur das Krankheitsbild der RA ist die Existenz von zumindest zwei pathogenetisch
distinkten Subgruppen, die durch unterschiedliche genetische und expositionelle
Faktoren beeinflusst und durch laborchemische Parameter charakterisiert werden
konnen, sehr gut belegt (9, 19). Das Ubergeordnete Charakteristikum der
Subgruppenbildung ist die Prasenz von Antikdrpern gegen citrullinierte Peptide (Anti-
CCP), die sich als hochspezifisch fur die RA erwiesen haben (20, 21). Der Nachweis
von Anti-CCP ist ein gut charakterisiertes prognostisches Kriterium flr einen
schwereren Erkrankungsverlauf der RA (6). Wahrend urspringlich vermutet wurde,
dass das sogenannte HLA-DRB1 Shared Epitope (SE) — der klassische genetische
Risikofaktor flir die RA, welcher durch ein bestimmtes HLA-DRB1 Sequenzmotiv
gebildet wird, — primar mit der RA assoziiert sei (22, 23) und die zusatzliche Bildung von
Anti-CCP beglnstige (24, 25), geht man heute davon aus, dass umgekehrt das SE
lediglich mit der Bildung von Anti-CCP Antikorpern gekoppelt ist, welche wiederum

ihrerseits die Entwicklung der RA begunstigen und deren Kklinischen Verlauf
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beeinflussen (9). Ein Effekt des SE bei der Anti-CCP negativen RA scheint
weitestgehend zu fehlen (19, 26). Auch flr einen zweiten, mittlerweile mehrfach
bestatigten genetischen Risikofaktor der RA, die Protein Tyrosin Phosphatase N22
(PTPN22) Variante Arg620Trp (rs2476601), wurde eine hochsignifikante Heterogenitat
in der Assoziation mit RA zwischen der Anti-CCP positiven und negativen Subgruppe
beschrieben. In Analogie zum SE beschrankt sich auch die Assoziation der PTPN22
Arg620Trp auf die Anti-CCP positive RA (27). Fir die Anti-CCP negative RA wird das
HLA Klasse II Merkmal HLA-DR3 als hereditarer Risikofaktor diskutiert (28). Diese
Untersuchungsergebnisse konnen dahingehend interpretiert werden, dass sich die
pathogenetischen Mechanismen der Anti-CCP positiven und negativen RA in
wesentlichen Punkten voneinander unterscheiden. Ein auf Grundlage dieser Daten

entwickeltes pathogenetisches Modell ist in Abbildung 2 dargestellt (6, 9).

Intermediérer
Phéanotyp 2
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Phanotyp 1

Anti-CCP
negative RA
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Abbildung 2: Modell zur Pathogenese der rheumatoiden Arthritis (RA). Der
Einfluss verschiedener Risikofaktoren, welche das Risiko flir die rheumatoide
Arthritis bzw. deren Charakteristika beeinflussen, ist dargestellt.

Bei der Analyse der Risikobeeinflussung komplexer Erkrankungen sind Interaktionen,
d.h. Wechselwirkungen verschiedener Risikofaktoren untereinander — beispielsweise in
Form von Gen-Umwelt- oder Gen-Gen-Interaktionen —, zu berlcksichtigen, da
ansonsten die resultierenden Effekte deutlich unterschatzt werden konnen (29).

Interaktive Effekte sind dadurch gekennzeichnet, dass das relative Risiko bei Vorliegen
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einer Risikofaktor-Kombination signifikant von der Summe der relativen Risiken der
isoliert betrachteten Faktoren abweicht (30).

Fir die rheumatoide Arthritis existieren viele epidemiologische Studien, die unter
anderem auch detailliert auf interaktive Effekte eingehen, wobei auch in diesen Arbeiten
die Heterogenitat der RA sehr deutlich wird. Besonderes Interesse fand in den
vergangenen Jahren die Interaktion des Rauchens mit dem Shared Epitope (31-33).
Wie bereits in der Abbildung 2 angedeutet, unterscheiden sich auch in Hinblick auf
diese Fragestellung die Anti-CCP positive und negative RA-Subgruppe deutlich
voneinander. Der Raucher-Status beeinflusst das Risiko fur die Anti-CCP negative RA
nicht (Abbildung 3B). Im Gegensatz hierzu liegt in Hinblick auf das Risiko fur die Anti-
CCP positive RA eine hochsignifikante Interaktion zwischen Rauchen und der Prasenz
des SE vor (Abbildung 3A). So besteht bei Tragern des SE zwischen Rauchern
[Abbildung 3A (hintere rote Saulengruppe), 1 SE-Kopie: RR: 6,5; 95%CI: 3,8-11,4 —
2 SE-Kopien: RR: 21,0; 95%CI: 11,0-40,2] und Nichtrauchern [Abbildung 3A (vordere
blaue Saulengruppe), 17 SE-Kopie: RR: 3,3; 95%ClI: 1,8-5,9 — 2 SE-Kopien: RR: 5,4;
95%Cl: 2,7-10,8] eine betrachtliche Differenz hinsichtlich des relativen Risikos flr RA,
wohingegen diese bei SE-negativen Individuen fehlt (32).

10
Relative Risk
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0 Never Smokers B Ever Smokers 0 Never Smokers @ Ever Smokers Double 5

Abbildung 3: Interaktion von Shared Epitope (SE) und Rauchen in Hinblick auf das Risiko flr
rheumatoide Arthritis (RA). Dargestellt sind relatives Risiko und 95%CI fur (A) die Anti-CCP
positive und (B) die Anti-CCP negative RA in Abhangigkeit von SE und Raucher-Status.
Klareskog L et al. Arthritis & Rheumatism 2006; 54, 38-46.

Copyright © (2006, John Wiley & Sons, Inc.). Reprinted with permission of Wiley-Liss, Inc., a subsidiary of John Wiley & Sons, Inc.

Auch fur die erwahnte Variante PTPN22 Arg620Trp wird eine Interaktion mit dem SE in
Hinblick auf die Anti-CCP positive RA angenommen (31). Die Assoziation der
Kombination von SE und PTPN22 Arg620Trp mit dem Risiko flr Anti-CCP positive RA
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(OR: 13,2; 95%CI: 10,2-17,2) ist signifikant starker ausgepragt als die Summe der
Risikosteigerungen dieser beiden Risikofaktoren isoliert betrachtet (PTPN22 Arg620Trp:
OR: 1,4; 95%CI: 1,0-2,1 — SE: OR: 6,1; 95%CI: 4,9-7,5) (31).

1.3. Venose Thromboembolien und Atherosklerose

Wahrend fur die RA — wie auch fur andere chronisch entzindliche Erkrankungen — ein
deutlich erhdhtes Risiko fur atherosklerotische Veranderungen und Komplikationen
lange bekannt ist (34), wurde erst vor wenigen Jahren eine Verbindung zwischen VTE
und Atherosklerose beschrieben, die aktuell noch Gegenstand lebhafter Diskussionen
ist (35). In dieser Arbeit von Prandoni und Mitarbeiter wiesen Patienten mit
idiopathischer VTE verglichen mit Gesunden signifikant haufiger atherosklerotische
Veranderungen auf (OR: 1,8; 95%CI: 1,1-2,9), wohingegen sich die Haufigkeit solcher
Veranderungen bei Patienten mit sekundédren — also durch einen expositionellen
Risikofaktor bedingten — VTE nicht von der Gesunder unterschied (OR: 0,8; 95%CI:
0,5-1,3) (35). Ausgehend von diesen Befunden wurde die Hypothese aufgestellt, dass
fur beide Erkrankungsgruppen, fur VTE und Atherosklerose, Gemeinsamkeiten
hinsichtlich der Risikofaktorprofile bestehen konnten. Unterstutzt wurde diese Annahme
durch zwei kurzlich erschienene Metaanalysen, welche einerseits den gut etablierten
genetischen Risikofaktoren fir VTE — dem Faktor V Leiden und der Prothrombin
Variante 20210G>A — schwache aber hochsignifikante Assoziationen mit dem Risiko fir
koronare Herzerkrankung und akuten Myokardinfarkt zuschrieben (36). In einer zweiten
Arbeit konnten signifikante Risikosteigerungen fur VTE durch einige traditionelle
Atherosklerose-Risikofaktoren, beispielsweise Hypertonus, Diabetes mellitus oder
Hypertriglyzeridamie, nachgewiesen werden (37). Auch wenn in zumindest zwei
anderen Arbeiten eine Beziehung von VTE und Atherosklerose nicht nachgewiesen
werden konnte (38, 39), scheint zum jetzigen Zeitpunkt eine gewisse atiologische

Verwandtschaft von VTE und Atherosklerose recht wahrscheinlich zu sein (40).



1.4. Ziele

Die in der vorliegenden Schrift zusammengefassten Arbeiten hatten zum Ziel, das
Verstandnis der Pathogenese zweier komplexer Erkrankungen — der venodsen
Thromboembolie und der rheumatoiden Arthritis — zu vertiefen. Die dargestellten
Analysen berucksichtigten insbesondere die Heterogenitat dieser beiden
Erkrankungsgruppen. Besondere Beachtung fand in Hinblick auf die vendse
Thromboembolie die Marburg | Variante der Faktor VIl aktivierenden Protease (FSAP),
fur die rheumatoide Arthritis wurde der Schwerpunkt auf die genetische Variabilitat der

Peptidylarginindeiminase Typ 4 (PADI4) gelegt.

In initialen Arbeiten (Abschnitte 2.1. und 2.3.) wurden zum einen gesunde
Referenzkollektive molekulargenetisch charakterisiert und die so erhaltenen Daten in
Beziehung zu denen anderer geographischer Regionen gesetzt. AuRerdem wurden die
diagnostischen Voraussetzungen fur eine Haplotypen-getrennte Sequenzanalyse von
PADI4 geschaffen.

Ziel der in Abschnitt 2.2. dargestellten Arbeit war die Identifizierung einer moglichen
Verbindung hereditarer Atherosklerose-Risikofaktoren mit vendsen Thromboembolien.
Die Darstellung konzentriert sich auf die Variante FSAP Marburg | und deren Einfluss

auf das Risiko fur verschiedene Subgruppen der venésen Thromboembolie.

In den Abschnitten 2.4. und 2.5. sind die Ergebnisse zweier Arbeiten wiedergegeben,
die sich mit der Verbindung des PADI4 Genotyps mit dem Risiko fur die rheumatoide
Arthritis befassen. Wahrend sich die Untersuchung aus Abschnitt 2.4. auf eine reine
Assoziationsbetrachtung des PADI4 Genotyps mit dem RA-Risiko beschrankte, wobei
eine Sequenzanalyse von PADI4 in die Analysen mit einging, umfasste die Arbeit aus
Abschnitt 2.5. eine detaillierte serologische Charakterisierung. Aufl’erdem konnte in
letzterer Arbeit wegen der GroRRe der Studienpopulation der RA-Heterogenitat sowie der

Interaktion von PADI4 Genotyp und Shared Epitope Rechnung getragen werden.



2. EIGENE ARBEITEN

2.1. Hereditare Thrombophilie

Gene polymorphisms implicated in influencing susceptibility to venous and arterial
thromboembolism: frequency distribution in a healthy German population (41).

Hoppe B, Tolou F, Dérner T, Kiesewetter H, Salama A

Thromb Haemost 2006; 96: 465-70

Wie bei jeder Form der genetischen Variabilitdt existieren fur die Faktoren der
hereditaren Thrombophilie, d.h. fur Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) bzw.
Insertions-/Deletionsvarianten, welche das Risiko fur vendse und arterielle
Thromboembolien beeinflussen, erhebliche ethnische und auch regionale Unterschiede
hinsichtlich ihrer Haufigkeitsverteilungen (42). Die Ursachen dieser
Frequenzunterschiede liegen primar in den geographischen Lokalisationen der
sogenannten Griinderpopulationen, aus denen heraus die entsprechenden Varianten
jeweils ihren Ursprung nahmen. Abhangig von ihren selektiven Vor- und Nachteilen
sowie der Migration der entsprechenden Populationen ergeben sich die teilweise
deutlichen Differenzen in den Genotyp-Haufigkeiten (42).

Fir die Durchfihrung einer Assoziationsstudie flr vendse Thromboembolien wurde von
uns eine gesunde Referenzpopulation bestehend aus 282 Blutspendern
molekulargenetisch charakterisiert. Diese Charakterisierung mit Hilfe eines zuvor
entwickelten Panels Allel-spezifischer Primerpaare (43) umfasste unter anderem die
folgenden (potentiellen) thrombophilen Risikofaktoren: Faktor V (FV) Leiden (1691G>A,
rs6025), Prothrombin (PT) 20210G>A (rs1799963), FV 4070A>G (als Kennzeichen des
Faktor V HR2 Haplotyps), Faktor VII (FVII) Arg353GIn (rs6046), Faktor XIII (FXIII)
Val34Leu (rs5985), Faktor VII aktivierende Protease (FSAP) 1601G>A (rs7080536,
Marburg 1), p-Fibrinogen (FGB) -455G>A (rs1800790), Angiotensin Converting Enzyme
(ACE) Intron 16 Insertion/Deletion, Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1) -675
Insertion/Deletion  5G/4G, Tissue Plasminogen Activator (tPA) Intron h
Deletion/Insertion, Apolipoprotein €2/e3/e4 (rs7412 und rs429358), Glykoprotein la
807C>T, Methylentetrahydrofolat Reduktase (MTHFR) 677C>T (rs1801133).

Die in diesem Kollektiv ermittelten Allelfrequenzen, die tabellarisch im beigefligten

Manuskript (Seiten 13 bis 18) aufgeflhrt sind, wiesen teilweise erhebliche Unterschiede
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zu den korrespondierenden Daten auch geographisch nahe benachbarter Lander auf.

Einige in diesem Zusammenhang auffallige Differenzen sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Regionale Frequenzunterschiede thrombophiler Risikofaktoren

Allelfrequenz (95%Cl) P ()

FV 1691G>A (Leiden)

Referenz 3,9% (2,6-5,7)

Niederlande (44) 1,5% (0,71-2,2) 0,003

Italien (45) 1,8% (1,2-2,4) 0,003
FV 4070A>G

Referenz 9,6% (7,4-12,3)

Niederlande (46) 4,1% (2,9-5,4) 0,001

ltalien (47) 4,.2% (2,4-6,0) 0,008
FXII Val34Leu

Referenz 27,1% (23,6-31,0)

GrofRbritannien (48) 30,0% (26,0-34,0) NS

Frankreich (49) 28,8% (25,9-31,8) NS

ltalien (45) 19,8% (18,2-21,4) 0,0001
FSAP 1601G>A (Marburg I)

Referenz 1,6% (0,8-3,1)

Niederlande (50) 3,4% (2,2-4,6) 0,04

ltalien (51) 2,5% (1,4-3.5) NS

Italien (52) 2,3% (1,6-3,1) NS

4,3% (3,6—4,9) 0,002

GroRbritannien (53)

95%Cl: 95% Konfidenzintervall, Referenz: Eigene Referenzpopulation (41); NS: nicht
signifikant; P (x?): P-Wert des % Tests in Bezug auf de Referenzpopulation.

Die dargestellte Auswahl verdeutlicht, in welch hochsignifikantem Umfang die
Frequenzen thrombophiler Risikofaktoren — u.a. auch des klinisch relevanten Faktor V

Leiden — zwischen eng benachbarten Regionen differieren konnen. Auch die
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Untersuchungen des Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC), in denen die
regional gegliederten Ergebnisse von 500 K Mikroarray Analysen einer britischen
Geburtskohorte dargestellt sind, belegen eine teilweise deutliche Heterogenitat
verschiedener Genotypverteilungen zwischen eng benachbarten Regionen innerhalb
Grol3britanniens (54).

Im Bezug auf die Auswahl von Referenzstudienpopulationen wird die Eignung von
Blutspendekollektiven kritisch diskutiert, da fur sie teilweise ein Selektionsbias und
dementsprechend eine in Hinblick auf die allgemeine Bevolkerung unreprasentative
Genotypverteilung angenommen werden konnte. Diese Problematik ist auch im Falle
der in Tabelle 1 und im beigefligten Manuskript dargestellten Daten zu diskutieren, da
es sich hierbei um auf unterschiedliche Weise ausgewahlte Normalkollektive handelt.
Interessanterweise bieten auch hierfur die Daten des WTCCC wichtige Informationen.
Wegen des Fehlens signifikanter Unterschiede hinsichtlich der Verteilungen der ca.
500.000 SNPs umfassenden Mikroarray Analysen von zwei jeweils ungefahr 1.500
Individuen starken Kontrollpopulationen — im einen Fall einer 1958er Geburtskohorte, im
anderen eines Blutspendekollektivs — gehen die Autoren dieser Arbeit davon aus, dass
die Problematik der vermeintlichnen ,Ubergesundheit‘ von Blutspendekollektiven
uberbewertet sei und dass derartige Kollektive durchaus als BezugsgroRe fur

molekular-epidemiologische Untersuchungen verwendet werden kdnnen (54).
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Siehe:

Gene polymorphisms implicated in influencing susceptibility to venous and arterial
thromboembolism: frequency distribution in a healthy German population.

Hoppe B, Tolou F, Dorner T, Kiesewetter H, Salama A

Thromb Haemost 2006; 96: 465-70

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve &db=PubMed&dopt=Citatio
né&list_uids=17003923
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2.2. Die Marburg | Variante der Faktor VII aktivierenden Protease und venodse
Thromboembolien

Marburg | polymorphism of factor Vll-activating protease is associated with idiopathic
venous thromboembolism (55).

Hoppe B, Tolou F, Radtke H, Kiesewetter H, Dérner T, Salama A

Blood 2005; 105: 1549-51

Im Abschnitt 1.3. sind die Arbeiten von Prandoni und Mitarbeitern dargestellt, die
erstmals eine Assoziation von subklinischer Atherosklerose mit idiopathischen VTE
beschrieben (35). Ausgehend von diesem Befund wurde von uns eine Untersuchung
vorgenommen, um eine mogliche Beeinflussung des Risikos fur VTE durch genetische
Varianten, denen eine Bedeutung flr Atherosklerose bzw. Atherothrombosen
zugeordnet wird, zu identifizieren. Hierfur wurde ein zwischen Mai 2003 und Mai 2004
uber die hamostaseologische Ambulanz des Instituts fur Transfusionsmedizin (Charité —
Universitatsmedizin Berlin) rekrutiertes Patientenkollektiv (n = 239) mit vendsen
thromboembolischen Ereignissen im Vergleich zu dem im Abschnitt 2.1.
beschriebenen Kontrollkollektiv (n = 282) untersucht. Bei dem Patientenkollektiv
handelte es sich um pravalente Falle von VTE, wobei sowohl Erstereignisse als auch
Rezidive in die Studie mit einbezogen wurden. Die VTE wurden als idiopathisch oder
sekundar Kklassifiziert. FlUr sekundare Ereignisse wurden als expositionelle bzw.
erworbene Risikofaktoren Immobilitat, Operationen, Verletzungen, Schwangerschaft
sowie Malignome in einem Intervall von weniger als 3 Monaten vor dem Ereignis
angenommen. Die Charakterisierung des Patientenkollektivs umfasste den FV Leiden,
die PT Variante 20210G>A, die Marburg | Variante (rs7080536) der Faktor VII
aktivierenden Protease (FSAP, MIM: 603924), die Aktivitaten bzw. Konzentrationen von
Antithrombin, Protein S, Protein C und Anti-Cardiolipin Antikdrpern sowie das Lupus
Antikoagulanz. Das Kontrollkollektiv wurde lediglich hinsichtlich der molekulargenetisch
bestimmten Risikofaktoren charakterisiert. Die FSAP Marburg | betrifft eine
plasmatische Serinprotease, die im hamostatischen System eine doppelte Funktion
besitzt. Zum einen aktiviert FSAP unabhangig vom Tissue Factor den Faktor VII (56),
zum anderen wirkt sie durch Uberfiihrung der Urokinase von der inaktiven (sc-uPA) in
die aktive Form (tc-uPA) profibrinolytisch (57). Durch die Variante Marburg | wird die
enzymatische Aktivitat der FSAP in Bezug auf Urokinase deutlich vermindert,

wohingegen der prokoagulatorische Effekt erhalten bleibt (58). Die FSAP Marburg |
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wurde durch mittlerweile mehrere unabhangige Arbeiten mit dem Progress
atherosklerotischer Veranderungen in Beziehung gebracht (52, 53, 59). Dieser Befund
scheint aber weniger durch die hamostatische Funktion der FSAP erklart werden zu
konnen als durch deren Effekt auf vaskulare Prozesse (59). So scheint von wesentlicher
Bedeutung zu sein, dass FSAP die zum Teil durch den Platelet derived growth factor-
BB (PDGF-BB) vermittelte Proliferation von vaskularen Muskelzellen als Schritt im
Rahmen der Neointima-Bildung und Atherogenese hemmt und dass dieser protektive
Mechanismus bei FSAP Marburg | vermindert ist (59). Diese funktionellen Aspekte sind
neben dem durch Polyanionen beschleunigten autokatalytischen Prozess der FSAP-
Aktivierung in Abbildung 4 dargestellt.

scFSAP

g (inaktiv)
_5 Hyalurons&ure
= Heparin
> RNA
o)
o
Vaskulare Effekte Hamostatische Effekte
PDGF-BB Inaktivierung sc-uPA Faktor VII
FSAP Marburg |
verminderte Aktivitat
antiproliferativ tc-uPA Faktor Vlla

Abbildung 4: Darstellung der Aktivierung der Faktor VII aktivierenden
Protease (FSAP) sowie der hamostatischen und vaskularen Effekte. Die bei
Vorliegen der Variante FSAP Marburg | verminderten Aktivitaten sind grau
schattiert. sc: single-chain, tc: two-chain.

In unserer Untersuchung erwies sich nun die FSAP Marburg I als signifikanter, von den
anderen untersuchten Faktoren unabhangiger Risikofaktor fur VTE (OR: 3,5; 95%CI:

-20 -



1,2-10,0). In Analogie zu der Beschrankung der Beziehung von Atherosklerose und
VTE auf idiopathische Ereignisse (35) war auch die Assoziation von FSAP Marburg |
nur in Hinblick auf VTE ohne expositionellen Risikofaktor nachweisbar (OR: 6,2; 95%Cl:
2,0-18,9). Eine Assoziation mit sekundédren VTE konnte in unserem Kollektiv nicht
nachgewiesen werden (OR: 1,8; 95%Cl: 0,49-7,0), wobei eine Analyse hinsichtlich der
FSAP Marburg | Frequenzunterschiede zwischen idiopathischen und sekundaren VTE
das Signifikanzniveau von P < 0,05 knapp verfehlte (P = 0,06) (55).

Ahnlich wie die erwdhnte Assoziation von Atherosklerose und VTE (40) ist die
Beziehung von FSAP Marburg | und VTE weiterhin Gegenstand der Diskussion.
Arbeitsgruppen aus den Niederlanden bzw. aus Danemark konnten eine Beziehung von
FSAP Marburg | und tiefen Beinvenenthrombosen (TVT) nicht nachweisen, wobei die
Heterogenitat dieser Erkrankungsgruppe, d.h. die fir die Interpretation unserer Arbeit
essentielle Unterscheidung zwischen idiopathischen und sekundéren Ereignissen, in
diesen Untersuchungen nicht berucksichtigt wurde (50, 60). Eine von uns
vorgenommene zweite Analyse mit einer alternativen Kontrollgruppe bestehend aus
nicht-VTE Patienten konnte den urspringlichen Befund — eine Assoziation von FSAP
Marburg | mit VTE mit Beschrankung auf idiopathische Ereignisse — bestatigen (61).
Zwei weitere Arbeitsgruppen analysierten die Beziehung von FSAP Marburg | und
idiopathischen VTE. Wahrend in der Untersuchung von Franchi und Mitarbeitern keine
derartige Beziehung nachweisbar war (51), war in der Untersuchung von Weisbach und
Mitarbeitern die Frequenz von FSAP Marburg | in der kleinen Gruppe der idiopathischen
VTE (n = 58) mit 10,3% deutlich aber nicht signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (n
= 241; 6,2%). Die statistische Power fur die in dieser Untersuchung beschriebene OR
von 1,7 lag bei weniger als 16% (62). Eine letzte Arbeit die in diesem Zusammenhang
Erwahnung finden soll, ist die Untersuchung von Gulesserian und Mitarbeitern, die nicht
die Assoziation von FSAP Marburg | mit VTE sondern den Einfluss dieser Variante auf
das Rezidivrisiko nach initial idiopathischem Ereignis zum Thema hatte (63). Auch wenn
das 3-Jahres-Rezidivrisiko bei Tragern der Variante mit 20,0% (95%CI: 5,3-34,6) nicht
unwesentlich hoher war als bei Patienten mit dem FSAP-Wildtyp (12,2%; 95%CI: 9,6—
14,8), war der Unterschied zwischen beiden Gruppen statistisch nicht signifikant (63).
Auch zur Thematik dieser Untersuchung ist aufgrund der niedrigen statistischen Power
von ~15% eine endgultige Aussage nicht moglich (64).

Auf Grundlage der verfugbaren Daten zur Beziehung von FSAP Marburg | und

idiopathischen VTE kann bislang ebenso wie fur die Assoziation von Atherosklerose mit
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idiopathischen VTE keine eindeutige Beurteilung des Stellenwerts dieser Verbindung
vorgenommen werden. Die Vielzahl an weiteren Einflussfaktoren sowie die
Heterogenitat komplexer Erkrankungen - beides Komponenten, welche in
weitergehenden Untersuchungen starkere Berucksichtigung finden sollten — erschweren
auch in diesem Fall eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Studienergebnisse. So
kann das von uns verwendete Patientenkollektiv, das sich aus pravalenten Fallen mit
teilweise rekurrierenden Ereignissen zusammensetzte und welches wegen der Funktion
der die Studienpopulationen einschlieRenden Ambulanz als hamostaseologische
Spezialeinrichtung vermutlich einen Uberproportional hohen Anteil an multimorbiden
Patienten aufweist, nicht ohne weiteres mit inzidentellen VTE-Kollektiven — bestehend

aus Patienten mit einem frisch diagnostizierten Initialereignis — verglichen werden (30).
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Siehe:

Marburg | polymorphism of factor Vll-activating protease is associated with idiopathic
venous thromboembolism.

Hoppe B, Tolou F, Radtke H, Kiesewetter H, Dorner T, Salama A

Blood 2005; 105: 1549-51

http:.//www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve &db=PubMed&dopt=Citatio
né&list_uids=15486068
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2.3. Genetische Variabilitat der Peptidylarginindeiminase Typ 4 (PADI4)

High variability of peptidylarginine deiminase 4 (PADI4) in a healthy white population:
characterization of six new variants of PADI4 exons 2-4 by a novel haplotype-specific
sequencing-based approach (65).

Hoppe B, Heymann GA, Tolou F, Kiesewetter H, Dérner T, Salama A

J Mol Med 2004, 82: 762-7

Die genetische Variabilitat der Peptidylarginindeiminase Typ 4 (PADI4, MIM: 605847)
wurde in einer Arbeit von Suzuki und Mitarbeitern erstmals in Zusammenhang mit dem
Risiko fur die rheumatoide Arthritis gebracht (66). Dieses Enzym, das Uberwiegend
nuklear in Zellen der hamatopoetischen Linien lokalisiert ist, deiminiert
proteingebundene Arginin-Reste und Uuberfihrt sie damit in die nicht proteinogene
Aminoséaure Citrullin. Uber die physiologische Bedeutung von PADI4 ist bislang wenig
bekannt. Wegen der PADI4-abhangigen Deiminierung von Histonproteinen an
bestimmten Arginin-Resten und dem funktionellen Antagonismus gegenuber der
Arginin-Methylierung wird eine Bedeutung von PADI4 bei der Transkriptionskontrolle
angenommen (67). PADI4 weist eine ausgesprochen starke genetische Variabilitat auf.
Fir die Krankheitsassoziation relevant sind insbesondere die Varianten, die in den
Exonen 2-4 und den angrenzenden nicht-codierenden Bereichen liegen (Abbildung 5).
Durch sie werden verschiedene Haplotypen definiert, von denen die Haplotypen 2, 3
und 4 (nach der Bezeichnung von Suzuki et al.) mit dem Risiko fur RA assoziiert zu sein

scheinen (66).

I Exon 2 7 Exon 3 7 F Exon 4
| padi4 i90C>T padi4 94C>'§F padi4 95G>é) :
padi4 89A>G padi4 92C>G padi4 104C>T padi4 96T>C
1 A C C C C G T
1B A C G C C G C
2/3 G T G T T C C

Abbildung 5: Organisation des PADI4 Gens im Bereich von Exon 2 bis Exon 4. Benennung der
PADI4-Haplotypen (1, 1B, 2/3 und 4) nach Suzuki et al. (66).
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In allen zuvor erschienenen molekulargenetischen Arbeiten, die sich mit der
Charakterisierung von PADI4 Genotypen befassten, wurden die analysierten SNPs mit
Hilfe von Expectation-Maximization-Algorithmen den wahrscheinlichen Haplotypen
zugeordnet. Eine sichere Zuordnung der cis-trans-Kopplung der untersuchten SNPs
war hierdurch nicht moglich.

Ziel der hier aufgefuhrten Arbeit war es, eine Haplotyp-spezifische Sequenziertechnik
fur den in Frage stehenden Abschnitt des PADI4 Gens zu entwickeln und diese Technik
an einer Gruppe gesunder Individuen anzuwenden, um so einerseits die Anwendbarkeit
uberprufen zu konnen und andererseits die genetische Variabilitat des PADI4 Gens an
eindeutig identifizierten Haplotypen zu charakterisieren. Als Bezugsgrof3e wurden die
SNPs durch konventionelle Sequenziertechniken ermittelt und durch anschlieRende
Berechnung in den wahrscheinlichen haplotypischen Kontext gestellit.

FiUr die Haplotyp-spezifische Sequenzierung entwickelten wir zunachst ein Protokoll fur
die Haplotyp-spezifische Amplifikation eines 5,3 kb grof3en, den nach Suzuki et al. (66)
relevanten Abschnitt des PADI4 Gens umfassenden Fragments. Fur die diesen
Abschnitt in 5’ bzw. 3’ Richtung flankierenden SNPs padi4 89A>G und padi4 96T>C
(Abbildung 5) wurden Haplotyp-spezifische Primerpaare entwickelt, wobei sich — wie
im beigefugten Manuskript beschrieben (Seiten 29 bis 34) — fir die ausreichende
Amplifikation dieses Fragments die Verwendung eines speziellen PCR-Ansatzes mit
Tag DNA Polymerase und einem Proofreading Enzym, der Pyrococcus species GB-D
Polymerase, als notwendig erwies (65). Die Anwesenheit eines Proofreading Enzyms
mit 3’—=5" Exonuklease-Aktivitat ist in Hinblick auf Allel-spezifische Amplifikationen als
kritisch zu betrachten, da das diskriminierende 3’ Ende eines Allel-spezifischen Primers
beim Fehlen des korrespondieren Bindungspartners durch diese Aktivitat gespalten
werden und der derart verklrzte Primer eine Allel-unspezifische Amplifikationsreaktion
unterstitzen konnte. Dass dieses Hindernis bei der von uns etablierten
Sequenzierstrategie ohne Bedeutung war, ist vermutlich auf die Tatsache
zurickzufuhren, dass fur diese Technik beidseits Allele-spezifische Primerpaare
verwendet wurden, d.h. dass jeweils sowohl die vorwarts als auch die ruckwarts
orientierten Primer eine Allel-Spezifitat aufwiesen. Die flr die Spezifitat der
Amplifikationsreaktion kritische Konstellation, dass ein DNA-Strang durch die
konzertierte Aktion eines verklrzten Vorwarts- und eines verkurzten Ruckwartsprimers
synthetisiert wiirde, ist wegen des erheblichen Uberschuss an ungekiirztem Primer sehr

unwahrscheinlich.
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Durch elektrophoretische Separation der resultierenden Amplifikationsprodukte konnte
die Spezifitat der Amplifikationsreaktionen belegt werden — allein anhand dieses
analytischen Schritts war die eindeutige ldentifizierung der jeweils vorliegenden PADI4
Haplotypen moglich (Figure 1, Seite 39). Die Sequenzierung mit Hilfe innerhalb des
Fragments bindender Sequenzierprimer ermoglichte es, alle detektieten SNPs —
einschlieBlich neu identifizierter Varianten — hinsichtlich ihrer cis-trans-Kopplung
aufzulésen (Figure 2, Seite 33). Durch diese Arbeit konnte eine deutliche zusatzliche
genetische Variabilitat des PADI4 Gens festgestellt werden, die insbesondere den
risikoassoziierten Haplotypen 2 und 3 zuzuordnen war (65). Bei 11 von insgesamt 102
mit dieser Technik untersuchten gesunden Probanden konnten insgesamt 6 neue
PADI4-Varianten nachgewiesen und in einen eindeutigen haplotypischen Kontext
gestellt werden (65). Hierbei handelte es sich um 3 nicht-synonyme exonische
Varianten sowie 3 intronische SNPs, die jeweils in der Nahe der Intron-Exon-Grenzen
lokalisiert waren. Unter Verwendung der Sequenzierergebnisse der nicht Haplotyp-
spezifischen Referenztechnik und der nachfolgenden Berechnung der wahrscheinlich
vorliegenden PADI4 Haplotypen war eine eindeutige Charakterisierung fur die neu
identifizierten Varianten PADI4 R131T (acc#: AJ715939) und PADI4 390194C>T (acc#:
AJ715938) nicht mdglich (65).
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Siehe:

High variability of peptidylarginine deiminase 4 (PADI4) in a healthy white population:
characterization of six new variants of PADI4 exons 2-4 by a novel haplotype-specific
sequencing-based approach.

Hoppe B, Heymann GA, Tolou F, Kiesewetter H, Doérner T, Salama A

J Mol Med 2004; 82: 762-7

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve &db=PubMed&dopt=Citatio
n&list_uids=15338034
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2.4. Genetische Variabilitat von PADI4 und das Risiko fir rheumatoide Arthritis
Detailed analysis of the variability of peptidylarginine deiminase type 4 in German
patients with rheumatoid arthritis: a case-control study (68).

Hoppe B, Haupl T, Gruber R, Kiesewetter H, Burmester GR, Salama A, Dérner T
Arthritis Res Ther 2006; 8: R34

Wie im Abschnitt 2.3. ausgeflhrt, wurden am PADI4 Gen Haplotypen beschrieben, die
das Risiko fur rheumatoide Arthritis steigern (66). Transkripte dieser sogenannten
risikoassoziierten Haplotypen 2, 3 und 4 weisen eine groRere Halbwertszeit auf als die
des entsprechenden Wildtyps. Es wurde angenommen, dass durch die grolere
Transkript-Stabilitat der Anteil citrullinierten Proteins erhdht wird (66). Da die zumindest
fur eine RA-Subentitat pathognomonischen Anti-CCP Antikdrper gegen citrullinierte
Epitope gerichtet sind, war und ist der wahrscheinlichste Mechanismus, Uber den eine
Assoziation des PADI4 Genotyps mit dem RA-Risiko erklart werden kann, die
Beeinflussung der Bildung von Anti-CCP Antikdrpern bzw. von entsprechenden
Antigen-Antikérper-Komplexen (69, 70). Durch die Deiminierung positiv geladener
Arginin-Reste zu ungeladenem Citrullin werden die physikochemischen Eigenschaften
an diesen Positionen wesentlich verandert (71). Hierdurch kann die Tertiarstruktur
betroffener Proteine signifikant verandert werden, so dass als mdgliche Mechanismen
fur Autoimmunreaktionen einerseits solche in Frage kommen, die direkt gegen
citrullinierte Epitope gerichtet sind. Andererseits sind durch die Anderungen der
Proteinfaltung Autoimmunreaktionen gegen neu exponierte, nicht citrullinierte Epitope
des betreffenden Molekils moglich (Abbildung 6) (71).

Citrullin abhéangige
Immunreaktion

Immunreaktion
Kryptantigen

Abbildung 6: Die Peptidylarginindeiminase 4 (PADI4) abhangige Uberfiihrung
von proteingebundenem Arginin (®) in Citrullin (%), die resultierenden
Konformationsanderungen sowie mégliche Immunreaktionen sind dargestellt.
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Diese Hypothesen werden durch verschiedene Untersuchungen unterstitzt. Durch die
Applikation citrullinierten Albumins konnte im Tiermodell die immunologische Toleranz
durchbrochen und die Bildung von Antikorpern gegen citrulliniertes aber auch gegen
natives Albumin induziert werden. Bei Patienten mit RA war der intrazellulare Nachweis
citrullinierter Proteine in Synovia-Biopsaten positiv mit der Konzentration von Anti-CCP
Antikdrpern gekoppelt (72). Eine Beziehung der Menge intrazellularer citrullinierter
Proteine zum PADI4 Genotyp konnte allerdings bislang nicht nachgewiesen werden
(73, 74). Ebenso ist die Zahl der Arbeiten, die einen allgemeinen (66) oder einen auf
bestimmte RA-Subgruppen limitierten (75) Einfluss des PADI4 Genotyps auf die
Prasenz bzw. die Konzentration von Anti-CCP Antikdrpern beschreiben, sehr begrenzt.
Dominierend fur die Entwicklung von Anti-CCP Antikdrpern ist mit Sicherheit der Effekt
des Shared Epitope (Abschnitt 1.2.2.) (24, 25).

Nach der ersten Beschreibung einer Assoziation des PADI4 Genotyps mit dem Risiko
fur RA durch Suzuki und Mitarbeiter (66) beschaftigten sich verschiedene
Arbeitsgruppen mit diesem Thema. Interessanterweise beschrankten sich die Studien,
welche diese Assoziation bestatigen konnten, zunachst auf den asiatischen Raum (76-
78). Demgegenuber konnte eine entsprechende Assoziation in europaischen
Kollektiven durch Arbeitsgruppen aus GrofRbritannien (79), Frankreich (80), Spanien
(81) und Schweden (27) nicht nachgewiesen werden.

Unter Verwendung des in Abschnitt 2.3. beschriebenen gesunden Kollektivs (n = 102)
wurde von uns eine Assoziationsstudie zur Beziehung des PADI4 Genotyps mit RA
durchgefuhrt. In diese Studie wurden 102 RA Patienten Uber die Medizinische Klinik mit
Schwerpunkt Rheumatologie und Klinische Immunologie (Charité — Universitatsmedizin
Berlin) eingeschlossen. Der PADI4 Genotyp der gesamten Studienpopulation wurde
durch die erwahnte Haplotyp-spezifische Sequenzierung charakterisiert. Aulierdem
erfolgte eine hoch auflésende Analyse des HLA-DRB1 Genorts, um das Shared Epitope
nachweisen zu kénnen. Der Status des Shared Epitope wurde anhand des folgenden
HLA-DRB1 Motivs festgemacht: DRp1 (67Leu — 69Glu — 71Lys oder Arg — 74Ala —
86Gly oder Val) (82). Weitere ermittelte Charakteristika der RA-Population umfassten
die Konzentration der Anti-CCP Antikorper sowie einen Aktivitats-Score fur die RA
(Disease Activity Score 28) (83). In die Analysen dieser Arbeit wurde neben den bereits
beschriebenen PADI4 Haplotypen auch die zusatzliche genetische Variabilitat dieses

Genorts einschlieflich ihrer haplotypischen Zuordnung einbezogen.
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In dieser Studienpopulation differierten die PADI4 Genotypen zwischen Patienten- und
Kontrollkollektiv teilweise erheblich voneinander. Ein ausreichendes Signifikanz-Niveau
im XZ Test erreichten die Unterschiede in der Frequenz (Kontrollen: 7,8%; Patienten:
14,7%; P = 0,04) und im Trager-Status des PADI4 Haplotyp 4 (Kontrollen: 13,7%;
Patienten: 27,5%; P = 0,02). Bei einer Betrachtung der isolierten SNP-Frequenzen
waren padi4_89A>G, padi4_90C>T und padi4_94C>T mit einer Odds Ratio (OR) von
jeweils 1,6 (95%CI: 1,1-2,3) bei RA Patienten im Vergleich zum Kontrollkollektiv
signifikant Uberreprasentiert. Eine Beziehung des PADI4 Genotyps zu Anti-CCP
Antikérpern oder zum DAS28 lies sich in unseren Untersuchungen nicht nachweisen.
Auch wenn in unserem RA-Kollektiv durch die detaillierte molekulargenetische
Charakterisierung der Exone 2, 3 und 4 des PADI4 Gens funf der in Abschnitt 2.3. (65)
erwahnten bislang unbekannten Varianten sowie eine weitere neue, nicht-synonyme
Variante, PADI4 Thr79Arg (acc#: AJ966355), nachgewiesen werden konnte, zeigten
sich im Vergleich zum Kontrollkollektiv keine signifikanten Unterschiede in der
zusatzlichen genetischen Variabilitat. Auch mogliche Abweichung hinsichtlich der
haplotypischen Organisation der bekannten SNPs im PADI4 Gen zwischen RA
Patienten und Kontrollen konnten ausgeschlossen werden.

Lediglich in einer weiteren kaukasischen Assoziationsstudie, die am Kollektiv des North
American Rheumatoid Arthritis Consortium (NARAC) durchgefuhrt wurde, konnte eine
signifikante Beziehung zwischen dem die risikoassoziierten PADI4-Haplotypen
ausreichend charakterisierenden SNP padi4_94C>T und RA festgestellt werden (27).
Die Ergebnisse dieser Untersuchung waren mit denen der oben erwahnten eigenen
Arbeit gut vergleichbar (NARAC: OR: 1,24; 95%CI: 1,08-1,42).

Drei bislang veroffentlichte Metaanalysen konnten unter Verwertung aller zu den
entsprechenden Zeitpunkten verfugbaren Daten europaischer bzw. europaisch-
stammiger Kollektive eine signifikante Assoziation des risikoassoziierten PADI4
Genotyps mit RA nachweisen (27, 84, 85). Der Effekt der PADI4-Variabilitat auf das
Risiko fur RA scheint daher in der Tat nicht nur auf den asiatischen Raum begrenzt zu
sein, wenn auch ihre Bedeutung in asiatischen Populationen im Vergleich zu

europaischen deutlich starker ausgepragt ist.
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Siehe:

Detailed analysis of the variability of peptidylarginine deiminase type 4 in German
patients with rheumatoid arthritis: a case-control study.

Hoppe B, Haupl T, Gruber R, Kiesewetter H, Burmester GR, Salama A, Dérner T
Arthritis Res Ther 2006; 8: R34

http:.//www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve &db=PubMed&dopt=Citatio
n&list_uids=16469113
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2.5. PADI4 Genotyp und Heterogenitat der rheumatoiden Arthritis

Influence of peptidylarginine deiminase type 4 genotype and shared epitope on clinical
characteristics and autoantibody profile of rheumatoid arthritis (86).

Hoppe B, Hé&upl T, Egerer K, Gruber R, Kiesewetter H, Salama A, Burmester GR,
Dérner T

Ann Rheum Dis 2008; doi: 10.1136/ard.2008.091983

Die derzeitige Datenlage zur Verbindung des PADI4 Genotyps mit dem Risiko fur RA ist
heterogen (Abschnitt 2.4.). Wahrend fur diese Beziehung in asiatischen Populationen
kein Zweifel besteht, und fur Kaukasier bei allen verfugbaren metaanalytischen
Betrachtungen eine schwachere aber signifikante Assoziation nachgewiesen werden
konnte (27, 84, 85), gibt es fur die zwischen verschiedenen kaukasischen Kollektiven
differierenden Ergebnisse bislang keine explizite Erklarung. Ein wesentlicher
Unterschied zwischen den verschiedenen untersuchten kaukasischen RA-Kollektiven
besteht in ihren klinischen Charakteristika. Aus grundsatzlichen Erwagungen werden
zur Erfassung von Einflussfaktoren flr das Risiko des Auftretens einer Erkrankung
inzidentelle Fé&lle bevorzugt, da bei diesen ein Einfluss des Risikofaktors auf den
Erkrankungsverlauf — insbesondere die Erkrankungsdauer — weniger stark zur Geltung
kommt als bei pravalenten Féallen. Bei letzteren kann der Zeitpunkt der
Diagnosestellung lange zurickliegen (30). Eine ausreichende Beschreibung dieser
klinischen Charakteristika in den bisherigen Studien zur Beziehung des PADI4

Genotyps zur RA wird lediglich von Plenge et al. gegeben (Tabelle 2) (27).

Tabelle 2: Charakteristika des Swedish Epidemiological Investigation of Rheumatoid Arthritis
(EIRA) und des North American Rheumatoid Arthritis Consortium (NARAC) Kollektivs (27).

EIRA NARAC

Selektion Inzidentelle RA Pravalente RA, = 1 RA Geschwister
Erkrankungsdauer [a] <3 16,2+ 11,8
Prasenz von

Rheumafaktor 66,2% 78,2%

Anti-CCP 60,9% 77,8%

Shared Epitope 49% 62%

padi4_94T 41% 46%

Erosionen nicht angegeben 95,3%
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Wahrend im EIRA Kollektiv keine Assoziation zwischen dem Risiko fur RA und dem
PADI4 Genotyp nachgewiesen werden konnte (OR: 1,01; P = 0,47), war dieser Genotyp
im NARAC Kollektiv hochsignifikant mit RA gekoppelt (OR: 1,24; P = 0,001) (27). Wie in
der Tabelle 2, welche einige ausgewahlte Details der von Plenge et al. untersuchten
RA-Kollektive darstellt, beschrieben ist, existieren deutliche Unterschiede zwischen
beiden RA-Kollektiven hinsichtlich ihrer klinischen Charakteristika. Im EIRA Kollektiv
wurden ausschlieBlich inzidentelle Falle mit einer mittleren Erkrankungsdauer von
weniger als 3 Jahren eingeschlossen, wohingegen das NARAC Kollektiv durch
pravalente Falle von RA (mittlere Erkrankungsdauer: 16,2 Jahre) gebildet wurde, bei
denen aullerdem mindestens ein Geschwister ebenfalls an RA erkrankt sein musste.
Zwischen beiden Kollektiven bestanden fiir die Prasenz des Rheumafaktors (P < 10°),
der Anti-CCP Antikorper (P < 107'°) und des Shared Epitope (P < 10°®) hochsignifikante
Unterschiede. Diese Differenzen zwischen zwei RA-Kollektiven kaukasischen
Ursprungs, von denen das eine keine, das andere eine hochsignifikante Assoziation
des PADI4 Genotyps mit dem Risiko fur RA zeigte, machen Unterschiede hinsichtlich
der klinischen Charakteristika der jeweiligen Kollektive zu einer potentiellen Erklarung
fur die allgemeine Heterogenitat der Ergebnisse der bislang vorliegenden Studien zu
diesem Thema.

Um diese Hypothese uberprifen zu koénnen, wurde das unter Abschnitt 2.4.
373,
Kontrollen: n = 617) (86). Aullerdem wurde eine detaillierte Charakterisierung

beschriebene RA-Studienkollektiv (68) erheblich vergréliert (Patienten: n

vorgenommen, die verschiedene serologische Parameter — u.a. Anti-CCP Antikorper
und antinukleare Antikérper (ANA) — und klinische Aspekte umfasste. Neben dem
ublicherweise zur Bemessung der RA Erkankungsschwere genutzten und gut
etablierten Steinbrocker Score (87), der eine ordinale Kategorisierung der
Gelenkdestruktion erlaubt, wurde von uns zusatzlich ein vergleichsweise neuer
klinischer Parameter zum RA-Verlauf, die sogenannte kumulative Therapieintensitét
(CTI), verwendet (88). Hierflr erfolgte eine ordinale Kategorisierung der im RA-Kollektiv
verwendeten RA-spezifischen Medikamente, wobei diese a priori in eine niedrige (CTI-
1), eine mittlere (CTI-2) bzw. eine hohe Therapieintensitatskategorie (CTI-3) eingestuft
wurden (Methods, Seite 55). Die Zuordnung der Patienten zu einer dieser Kategorien
erfolgte unter Berlcksichtigung der gesamten verfiigbaren Medikamentenanamnese
nach demjenigen Wirkstoff, welcher der hochsten CTI-Kategorie entsprach. Da der

Umfang der Gelenkdestruktion von vielen unterschiedlichen Variablen — unter anderem
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der Erkrankungsdauer, dem Beginn der spezifischen RA-Therapie sowie der
Therapiestrategie (89) — abhangig ist, stellt die kumulative Therapieintensitat eine gute,
wenn nicht essentielle Erganzung dar, um den klinischen Verlauf der RA zu
beschreiben.

Aus der beigefugten Arbeit sollen hier drei zentrale Befunde erwahnt werden.

(i) Der PADI4 Genotyp ist mit dem Risiko fiir RA assoziiert

Der PADI4 Genotyp — in diesem Fall der SNP padi4_94C>T (rs2240340) — war auch in
diesem deutlich vergroRerten pravalenten RA-Kollektiv (mittlere Erkrankungsdauer: 8,1
Jahre) signifikant mit RA assoziiert (OR: 1,38; P = 0,02), wobei der Effekt wegen der
hochsignifikanten Abhangigkeit von der padi4_ 94T Alleldosis [Trend Test, P = 0,005:
padi4 94CC: OR: 1 (Referenzgruppe) — 1 Kopie (CT): OR: 1,28; P = 0,09 — 2 Kopien
(TT): OR: 1,70; P = 0,006] einem kodominanten Modell zuzuordnen war. Diese
Assoziation zeigte daruber hinaus eine bemerkenswerte Beschrankung auf die
Patientengruppe mit einem schwereren Erkrankungsverlauf — im einen Fall gemessen
an der kumulativen Therapieintensitat (CTI = 2) (Abbildung 7A, hintere Saulengruppe),
im anderen am Erosionsstatus (Steinbrocker Score = |l) (Abbildung 7B, hintere

Saulengruppe).

Trend Test, P = 0.0003

Trend Test, P = 0.0005

| 7 (P =0.0002) 2.5
1.5
1.0 -

104

054" 054"

Assoziation mit RA [Odds Ratio]
Assoziation mit RA [Odds Ratio]

CTI-2/3 Erosiv

0.0 0.0

padi4_94CC CTI1 padi4_94CC Non erosiv

padi4_94CT padi4_94CT

padid_94TT padia_o4TT
Abbildung 7: Assoziation von padi4_94C>T mit dem Risiko fur RA in Abhangigkeit vom
Erkrankungsschweregrad. Fir die aufgefiihrten Analysen diente der Wildtyp (padi4_94CC) als
Referenzgruppe. Die Assoziationsteste sind (A) nach der kumulativen Therapieintensitat (CTI-1
v. CTI-2/3) bzw. (B) nach dem Erosionsstatus [Steinbrocker < Il (non erosiv) v. = Il (erosiv)]
stratifiziert. Die signifikante Assoziation des PADI4 Genotyps mit RA beschrankte sich auf die
Gruppe mit CTI-2/3 bzw. erosivem Gelenkstatus.

- 46 -



Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass der PADI4 Genotyp nicht
ausschlieBlich bzw. bei Kaukasiern nicht im Wesentlichen das RA-Erkrankungsrisiko

beeinflusst, sondern dass durch ihn der klinische Verlauf der RA moduliert wird.

(i) Der PADI4 Genotyp beeinflusst die Erkrankungsschwere der RA

Das Tragen der padi4_94T Variante war in unserem RA-Kollektiv mit signifikant
hdheren Steinbrocker Scores assoziiert [Trend Test, 1 Kopie (CT): P < 0,004 — 2
Kopien (TT): P < 10®], wobei der Anteil von Trigern des padi4 94TT Genotyps vom
Kontrollkollektiv (14,4%) Uber die Steinbrocker Scores | (17,1%), Il (19,2%), 11l (34,2%)
und IV (41,7%) kontinuierlich und deutlich anstieg (Figure 2, Seite 68).

Auch in unserer Studienpopulation waren Anti-CCP Antikdrper ein Indikator fur einen
schwereren Erkrankungsverlauf. So bestand eine positive Assoziation von Anti-CCP mit
einer hoheren kumulativen Therapieintensitat (CTI-2/3) (OR: 1,69; P < 0,02). Diese
Beziehung war jedoch signifikant vom PADI4 Genotyp abhangig, d.h. zwischen Anti-
CCP und PADI4 Genotyp bestand eine signifikante Interaktion in Hinblick auf die CTI
(Figure 1, Seite 67). Dies wurde daran deutlich, dass sich die Assoziation von Anti-
CCP mit CTI-2/3 auf Trager der Variante padi4_94T (OR: 2,00; P = 0,01) beschrankte.
Am starksten ausgepragt war diese Beziehung bei Homozygotie fur die Variante
(padi4_94TT: OR: 5,20; P = 0,002) (Table 2, Seite 58).

(iii) PADI4 und Shared Epitope interagieren in Hinblick auf antinukleére Antikérper

Der in Hinblick auf die Heterogenitat der RA auffalligste Befund stammt von den
Analysen der serologischen Charakteristika des RA-Kollektivs in Abhangigkeit von
PADI4 Genotyp und Shared Epitope. Antinukleare Antikérper (ANA) sind in den
wenigen RA-Studienkollektiven, die hinsichtlich dieser Autoantikorperspezifitat
charakterisiert wurden, mit einer Frequenz von bis zu 50% nachweisbar (90). Diese
Tatsache und eine mdogliche Bedeutung dieses serologischen Parameters fur die RA
werden bislang in den Studien weitgehend ausgeblendet. In der von uns
vorgenommenen Analyse, deren Ergebnisse in Abbildung 8 dargestellt sind, konnte
ein hochsignifikanter interaktiver Effekt von PADI4 Genotyp und SE in Hinblick auf die

Ausbildung von ANA nachgewiesen werden.
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;P =0.001
padi4_94CC selse
padi4_94CT
Trend Test: padi4_94TT
'

se/se: P =0.03; SE: P = 0.02

Abbildung 8: Antinukledre Antikorper (ANA) in Abhangigkeit von Shared Epitope (SE) und
PADI4 Genotyp. Die Frequenz von ANA in RA Subgruppen definiert durch den padi4_94C>T
Genotyp und den SE-Status ist dargestellt. Trend Test: Linearer Trend Test der log odds Uber
der padi4_94T Alleldosis im SE-negativen (se/se) und SE-positiven (SE) Stratum.

Wahrend bei Tragern des SE der PADI4 Genotyp Alleldosis-abhangig negativ mit dem
Auftreten antinuklearer Antikorper assoziiert war (Trend Test: P = 0,02), zeigte sich in
der SE-negativen Gruppe (se/se) ein exakt gegenlaufiger Effekt, d.h. eine vom PADI4
Genotyp Alleldosis-abhangige, positive Assoziation mit ANA (Trend Test: P = 0,03). Die
Heterogenitat hinsichtlich der Beziehung von padi4_94C>T und ANA zwischen dem SE-

positiven und dem SE-negativen Stratum war hochsignifikant (P = 0,001).

Ausgehend von den hier beschriebenen Ergebnissen kann das im Abschnitt 1.2.2.
beschriebene hypothetische Modell der RA-Pathogenese (Abbildung 2) um einige
weitere, ebenfalls hypothetische Aspekte erganzt werden, die in Abbildung 9
aufgenommen sind.

Zum einen kann der PADI4 Genotyp als ein moéglicher Modulator des Effektes der Anti-
CCP Antikorper auf den klinischen Verlauf der RA angenommen werden. Nach diesem
Modell ist eine Kategorisierung hinsichtlich des Anti-CCP Status sinnvoll, eine genauere
Information hinsichtlich der Bedeutung dieses Antikorpers fur die Erkrankungsschwere
ware jedoch durch Hinzunahme des PADI4 Genotyps zu erhalten. Eine Ubertragung

von Ergebnissen einer retrospektiven Studie auf derartige prognostische Ansatze ist
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selbstverstandlich mit genlgender Vorsicht zu betrachten und durch prospektive

Arbeiten zu bestatigen.

HLA-DRBA1
Shared epitope

Anti-CCP
positive RA

Anti-CCP

padi4 94C>T

negative RA
Verlaufsmodulation

ANA ANA
negative RA positive RA

Erkrankung mit heterogenem Phé&notyp
(Verlaufsformen der RA)

Heterogene Erkrankungsgruppe

Abbildung 9: Erweitertes Modell zur Pathogenese der rheumatoiden Arthritis (RA). Die
Beziehung verschiedener Risikofaktoren zur RA ist dargestellt. Der mogliche Einfluss des
PADI4 Genotyps (padi4 94C>T) auf den Verlauf der Anti-CCP positiven RA sowie — in
Abhangigkeit vom Vorhandensein des Shared Epitope — auf die Entwicklung von
antinukledaren Antikdrpern (ANA) ist angedeutet.

Eine zweite Erganzung bezieht sich auf eine mogliche weitere Diversifizierung der RA in
Hinblick auf den ANA-Status (Abbildung 9). So mag es wegen der in unserem Kollektiv
eindeutig nachweisbaren Wechselwirkung zwischen dem Shared Epitope und dem
PADI4 Genotyp in Hinblick auf die Entwicklung von ANA zulassig sein, die Hypothese
aufzustellen, dass durch das Wechselspiel beider Genotypen zwei weitere RA-
Subgruppen — eine ANA-negative und eine ANA-positive Form der RA — ausgebildet
werden.

Inwieweit der Einfluss des PADI4 Genotyps auf die klinischen Charakteristika der RA
mit der Heterogenitat hinsichtlich der Prasenz antinuklearer Antikorper in
Zusammenhang steht — dies in Analogie beispielsweise zur Anti-CCP positiven und
negativen RA (19) — kann aufgrund der bislang vorliegenden Daten ebenfalls noch nicht

entschieden werden. Die beschriebenen Befunde legen aber nahe, dass sowohl der
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PADI4 Genotyp als auch der

Nachweis von antinukledaren Antikorpern in

weitergehenden Studien Berlcksichtigung finden sollten.
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Siehe:

Influence of peptidylarginine deiminase type 4 genotype and shared epitope on clinical
characteristics and autoantibody profile of rheumatoid arthritis.
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3. ABSCHLIERENDE BETRACHTUNGEN

Molekular-epidemiologische  Untersuchungen komplexer Erkrankungen konnen
gewissermallen als Bindeglied zwischen klinischer und Grundlagen-orientierter
Forschung aufgefasst werden. Auf der einen Seite steht das Ziel, die Beziehung eines
Merkmals zum Erkrankungsrisiko selbst oder zu einem bestimmten Erkrankungsverlauf
fur prophylaktische oder therapeutische Entscheidungen nutzbar zu machen (2, 91).
Andererseits verlangt der Nachweis einer derartigen Beziehung die Aufklarung des
zugrundeliegenden biologischen Mechanismus (92).

Insbesondere von einer Uberfilhrung molekular-epidemiologischer Untersuchungs-
ergebnisse in klinische Diagnose- und Behandlungsablaufe ist man heute noch weit
entfernt (91). Dies liegt unter anderem an der betrachtlichen Heterogenitat der
einzelnen komplexen Erkrankungen, deren Umfang sich zunehmend erschlief3t, sowie
an der interaktiven Art und Weise, wie verschiedene Risikofaktoren in die
pathogenetischen Mechanismen eingebunden sind.

Die in unseren Arbeiten zur rheumatoiden Arthritis (RA) dargestellten Befunde, die den
PADI4 Genotyp als Risikofaktor fur diese Erkrankung beschreiben (65, 68), die darauf
hinweisen, dass diese Assoziation auf solche Patienten mit einem schweren
Erkrankungsverlauf beschrankt ist (86), die den PADI4 Genotyp als signifikanten
Modulator des den Krankheitsverlauf beeinflussenden Effekts der Anti-CCP Antikorper
identifizieren (86) und die eine Gen-Gen-Interaktion zwischen dem HLA-DRB1 Shared
Epitope und dem PADI4 Genotyp in Hinblick auf die Entwicklung von antinuklearen
Antikérpern (ANA) nachweisen (86), ein Befund, welcher die Hypothese zweier weiterer
RA Subgruppen — einer ANA positiven und einer ANA negativen — nahe legt, stellen
exemplarisch die Vielschichtigkeit dieser Erkrankung dar. Auch die von uns
beschriebene Beziehung der Marburg | Variante der FSAP mit vendsen
Thromboembolien (55), die sich auf die Subgruppe der idiopathischen Ereignisse
beschrankt (61), verdeutlicht die Notwendigkeit, bei Untersuchungen zu komplexen
Erkrankungen die  Erkrankungsheterogenitat in  angemessener Weise zu
berucksichtigen.

Wegen der ausgesprochenen Komplexitat solcher vieldimensionaler Betrachtungen
Uberrascht es nicht, dass fur die Risiko- und Verlaufsabschatzung vieler komplexer
Erkrankungen die Familienanamnese als Synthese aus Exposition und Disposition —

aus genetischen und Umweltfaktoren sowie aus familiar gepragten Verhaltensweisen —
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dem Grolteil auch gut charakterisierter genetischer Risikofaktoren heute noch deutlich
uberlegen ist (1, 93, 94). Dies ist vielmehr als Hinweis auf die Notwendigkeit
weitergehender BemuUhungen in der molekular-epidemiologischen Forschung zu

werten.
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