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1. Einleitung

1.1 Definition

Die Sarkoidose ist eine entzundlich granulomattse Multisystemerkrankung unbekannter
Atiologie, die sich durch nichtverkasende Granulomherde auszeichnet. Sie tritt weltweit ohne
Ricksicht auf Alter, Geschlecht oder Rasse auf, lasst jedoch Besonderheiten in Bezug auf die
Geschlechterverteilung, familidre Haufung oder Erkrankungsalter erkennen (Sharma, 2005). Sie
ist durch eine U(bersteigerte T-lymphozytdre Immunantwort charakterisiert, welche zur
Granulombildung fuhrt (Drake und Newman, 2006).

Zum ersten Mal beschrieben wurde die Sarkoidose 1886 von J. Hutchinson, einem englischen
Dermatologen und Chirurgen. Die Sarkoidose présentiert sich in ihrer Symptomatik sehr
heterogen und kann als akute Form mit guter Remissionsprognose oder als chronisch
progrediente Form auftreten. Als spezielle Erscheinung des akuten Krankheitsbildes ist das
Lofgren-Syndrom definiert, welches sich mit der typischen Trias aus Sprunggelenksarthritis,
bihilarer Lymphadenopathie und Erythema nodosum prasentiert (L6fgren und Lundback, 1952).
Da in ber 90% der Félle die Lunge das am starksten befallene Organ ist, stehen symptomatisch
meist Husten, Dyspnoe oder bronchiale Hyperreaktivitdt im Vordergrund (Lynch et al., 1997;
Bechtel et al, 1981). Hauterscheinungen, Gelenkschmerzen und organspezifische
Funktionsstorungen konnen sehr unterschiedlich stark ausgepragt sein und werden oft
fehlinterpretiert. Assoziierte klinische Manifestationen und Laborparameter sind haufig
unspezifisch  und  beinhalten  Immunsuppression,  Hyperkalzdmie, = Hyperkalzurie,
Hypergammaglobulinamie und erhohte ACE Serumwerte (Smith et al., 2008). Bei
symptomatischen Patienten ist therapeutisch die systemische Kortisontherapie das Mittel der
Wahl und in besonders schwerwiegenden Féllen eine Behandlung mit Immunsuppressiva
indiziert (Baughman und Lower, 2005). Therapieziel ist die Suppression von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, um die immunologische Reaktion zu
kontrollieren. So ist beispielsweise eine TNF-a-Blockade als Behandlungsoption bei refraktaren
Patienten, die trotz hochster Kortisondosen keine Besserung zeigten, beschrieben worden
(Ziegenhagen et al., 2002).
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In 1-5% kann die Sarkoidoseerkrankung letal verlaufen, meist durch respiratorische Insuffizienz

bzw. Versagen anderer betroffener Organe (Costabel und Hunninghake, 1999).

1.2 Epidemiologie

Die Sarkoidose als entziindlich granulomatdse Erkrankung tritt weltweit mit groRen Differenzen
in Vorkommen und Neuerkrankung auf. Die Pravenlenz variiert zwischen 0,03/100.000 in Korea
(Kim, 2001) und 640/100.000 in Schweden (Hagerstrand und Linell, 1964). In Europa féllt ein
ausgepragtes Nord-Sud-Gefalle mit den hdchsten Erkrankungszahlen in Skandinavien und den
niedrigesten im Mittelmeerraum auf. Dies spiegelt sich ebenfalls in den weltweiten Inzidenzraten
wieder, die sich zwischen 64 in Schweden und 1,4/100.000/Jahr in Japan bewegen (Giuffrida und
Francisco, 2002). Weltweit ist auch eine Manifestationsdiskrepanz zwischen Mé&nnern und
Frauen erkennbar. Hier belaufen sich die Raten auf 16,5 pro 100.000/Jahr bei Mé&nnern und 21,5
pro 100.000/Jahr bei Frauen, was durch eine Lebenszeit-Inzidenz von 1% zu 1.3% gestitzt
werden kann (Hillerdal et al., 1984).

In den USA reichen die Inzidenzraten von 10,9 bei Weilien bis zu 35,5 bei Afro- Amerikanern
(Rybicki et al., 1997). In Deutschland dagegen rechnet man mit einem Auftreten von ungeféhr 10
Erkrankten auf 100.000 Einwohner pro Jahr (Scharkoff, 1993).

Diese Diskrepanzen konnen sowohl auf Umweltfaktoren als auch auf eine genetische
Prédisposition zurlckzufihren sein und unterstiitzen somit die Hypothese einer multifaktoriellen
Genese.

Das Erkrankungsalter zeigt einen Gipfel bei Méannern im Alter zwischen 30-34 Jahren; bei
Frauen fallen zwei Spitzen bei 25-29 und 65-69 Jahren (Byg et al., 2003) auf. Die Inzidenz bei
Kindern ist mit 1,2/100.000/Jahr bei 14 und 15 Jéhrigen und mit 0,06/100.000/Jahr vor dem 4.
Lebensjahr sehr gering (Hoffmann et al., 2004).

Familienbasierte Studien zeigten, dass das Erkrankungsrisiko erhoht ist, sobald eine positive
Familienanamnese vorliegt. Geschwister haben mit 5,8 das hochste relative Risiko an einer
Sarkoidose zu erkranken, gefolgt von Verwandtschaftsbeziehungen 1. Grades mit 5,7; GroReltern
mit 5,2 und Eltern mit 3,8. Das gesamtfamilidre relative Risiko wurde somit auf 4,7 beziffert, und
ist bei weillen Bevolkerungsgruppen wesentlich hoher als bei Afro- Amerikanern (18,0 versus
2,8) (Rybicki et al., 2001).
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Diese Ergebnisse bleiben kontrovers zu diskutieren, da andere Studien belegt haben, dass bei
Afro-Amerikanern mit 17% ein hoheres familidres Risiko besteht als bei Kaukasiern mit 6%
(Rybicki et al., 1998).

Zusammenfassend konnte in allen Untersuchungen der Beweis eines signifikant erhéhten Risikos
fiir eine Erkrankung bei Verwandten 1. und 2. Grades von Sarkoidosepatienten im Vergleich zum
Kontrollkollektiv erbracht werden (Rybicki et al., 2001). Hunninghake et al. (1999) zeigten, dass
Afro-Amerikaner auch hdufiger an der prognostisch ungtnstigeren chronisch progredienten Form
erkranken, wéhrend in den skandinavischen Landern die akute Form, das Lofgren-Syndrom,
haufiger auftritt.

Neuste Studien beschéftigen sich mit dem genetischen Risiko speziell in Zwillingskohorten. So
fuhrten Sverrild et al. (2008) eine Untersuchung in einem danisch-finnischen Kollektiv durch,
bestehend aus monozygoten und dizygoten Zwillingen, von denen mindestens einer an einer
Sarkoidose erkrankt war. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass das heriditire Risiko bei
monozygoten Zwillingen um das 80-fache und bei dizygoten Zwillingen um das 7-fache im
Vergleich zum Normalkollektiv erhdht war, an einer Sarkoidose zu erkranken. Sie
schlussfolgerten, dass eine genetische Disposition einen starken Einfluss auf diese Erkrankung
haben muss (Sverrild et al., 2008).

Die ACCESS-Studie aus dem Jahr 2001 untersuchte 736 Sarkoidosepatienten aus 10
verschiedenen Medizinischen Zentren in den USA Uber einen Zeitraum von 3 Jahren mit dem
Ziel, Zusammenhdnge zwischen Organbefall und Geschlecht, Rasse und Alter zu ergriinden.
Dabei stellte sich heraus, dass Frauen insgesamt ofter von einer Uveitis und Neurosarkoidose
betroffen waren und meist zum Zeitpunkt der Erkrankung 40 Jahre oder alter waren. Manner
hingegen lagen mit dem Altersdurchschnitt unter 40 Jahren und waren h&ufiger von einer
Hyperkalzamie betroffen. Bei Afro-Amerikanern konnte grundsatzlich fir beide Geschlechter ein
hoheres Auftreten einer Uveitis sowie einer Leber-, Knochenmark- und extrathorakaler
Lymphknotensarkoidose festgestellt werden. Auch granulomatfse Hauterscheinungen mit
Ausnahme des Erythema nodosum traten haufiger auf. Unabhangig von Geschlecht, Alter und

Ethnizitat war nur der Befall der Lunge (Baughman et al., 2001).
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1.3 Atiologie

Die Sarkoidose als polyathiologische Erkrankung présentiert sich in erster Linie mit
sarkoidosespezifischen Granulomen, entstehend durch eine (bersteigerte zellvermittelte
Immunantwort auf noch unbekannte Antigene. Zytokine und andere Entziindungsmediatoren
werden wahrend dieses Prozesses von Makrophagen und T-Lymphozyten ausgeschiittet und
beginnen mit dem Aufbau der Granulome. Durch die &hnliche réntgenologische Darstellung
wurde lange Zeit eine Korrelation zur Tuberkulose vermutet, jedoch konnte bis heute noch kein
eindeutiger Zusammenhang mit dem Mykobakterium, ebenso wenig wie eine Verbindung mit
den étiologisch unter Verdacht stehenden Propionibakterien, hergestellt werden (Drake und
Newman, 2006). Die “World Association Of Sarcoidosis And Other Granulomatous Disorders”
(WASOG) benannte auBerdem in den neunziger Jahren noch Borellien, Mykoplasmen,
Herpesviren, Aluminium, Zirkonium, Talk, Kieferpollen und Feinstaub als mdgliche und zu
untersuchende Ausléser (Costabel und Hunninghake, 1999).

Des Weiteren geht man heute von mehreren genetisch disponierenden Komponenten aus. So sind
unter anderem Genpolymorphismen von Kandidatengenen, die immunmodulatorisch aktiv sind,
von Interesse (Smith et al., 2008). Zukinftige Untersuchungen haben die Aufgabe die

Wirkmechanismen dieser Einzelfaktoren zu untersuchen und Zusammenhénge herzustellen.

1.4 Klinik

Die klinische Présentation der Sarkoidose ist sehr heterogen. So ist laut WASOG (1999) bei tber
90% der Patienten die Lunge betroffen, was sich rontgenologisch durch eine Verdichtung des
Lungenparenchyms, haufig in Verbindung mit hilarer Lymphadenopathie, auBert. Bei klinischer
Manifestation tritt dann ein trockener Husten, Dyspnoe oder bronchiale Hyperreaktivitat auf.
Ungeféhr 30-60% aller Sarkoidosepatienten bleiben jedoch génzlich symptomfrei und werden nur
durch eine zuféllige Rontgenuntersuchung diagnostiziert (Lynch et al., 1997; Bechtel et al., 1981;
Hillerdal et al., 1984). Weitere Pradilektionsorgane sind Leber, Augen, Haut, Speicheldrisen,
Gelenke, Herz und Nervensystem, jedoch kann auch jedes andere Organ ebenso involviert sein.
Klinisch besonders relevant ist der Befall von Herz, Leber und neurologischem System, da

hierbei eine Funktionseinschrankung schwerwiegende Folgen mit sich bringen kann.
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Eine Herzbeteiligung, die in ca. 5% der Falle auftritt (Judson et al., 2003), kann sich zu jedem
Zeitpunkt des Krankheitsverlaufs manifestieren. Im Besonderen ist das Myokard des linken
Ventrikels in die Granulombildung involviert, was zu Komplikationen wie AV-Block,
Rechtsschenkelblock, ventrikularer Tachykardie und plotzlichem Herztod fuhren kann
(Chapelon-Abric, 2004).

Der Befall des Nervensystems tritt bei etwa 5-10% der Patienten auf (Stern et al., 1985; James
und Sharma, 1967) und kann sich sowohl auf das zentrale wie auch das periphere Nervensystem
erstrecken. Die Symptome sind lokalisationsabhangig und gehen von Kopfschmerzen,
Sehstérungen und neuro-endokrinen Symptomen (ber Hydrozephali und psychatrische
Symptome bis zu kognitiven Einschrankungen. Das Magnetresonanztomogramm (MRT) ist hier
das diagnostische Mittel der Wahl und leitet nach sicherem Ausschluss anderer neurologischer
Erkrankungen zur Diagnose (Hoitsma und Sharma, 2005).

Eine Beteiligung der Gelenke kann sich sowohl akut, im Rahmen des L&fgren-Symdroms, als
auch chronisch progredient darstellen. Obwohl Gelenkschmerzen in bis zu 39% der Falle
auftreten, bildet sich sehr selten eine deformierende Arthritis aus (Jansen und Geusens, 2005).
Hautbefall bei Sarkoidose tritt in etwa 25% auf und prasentiert sich sehr heterogen in seiner
Erscheinung. Er kann sich in Lasionenen wie Papeln, Knétchen und Rétungen manifestieren. Das
Erythema nodosum tritt meist in Verbindung mit dem Lofgren-Syndrom auf und hat eine gute
Prognose, nach Wochen bis Monaten wieder komplett zu verschwinden. Die meisten anderen
Hauterscheinungen sind jedoch eher mit einem chronisch-progredienten Verlauf assoziiert.
Besonders geflrchtet ist der Lupus Pernio, welcher sich zunéchst mit Rétungen auf Nase und
Wangen ankindigt und im Folgenden die unterliegenden Knorpel- und Knochenstrukturen
zerstoren kann (Newman et al., 1997; Hunninghake et al., 1999).

Prozentual folgen als befallene Organe die Milz (5-10%) (Moller, 2005), die Speicheldrisen (5-
10%) (Aubart et al., 2006), der Gastrointestinaltrakt (<1%) (Moller, 2005) und dann die Nieren
(0.7%) (Sharma, 2005).

Eine Hyperkalzédmie, die in rund 11% auftritt und eine Hyperkalzurie in 36% der Félle sind
haufige Symptome der Sarkoidoseerkrankung. Dies sind nicht zu vernachldssigende
Komplikationen, die durch eine Uberexpression von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 (Calzitriol)
durch aktivierte Makrophagen des granulomatdsen Gewebes entstehen (Sharma, 2005). Calzitriol
erhoht die Absorption von Kalzium aus dem enteralen System und beeinflusst die

Immunregulation.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22James%20DG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22James%20DG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22James%20DG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Ein weiterer Parameter fir die Aktivitat der Krankheit ist das Serum-Angiotensin-Converting-
Enzym (SACE), welches in etwa 60% der Falle erhoht ist (Costable et al., 2005). ACE wird von
den Epitheloidzellen der Granulome produziert und reflektiert somit die Granulomlast.
Variationen der Normwerte konnen durch einen Insertions-/Deletions-Polymorphismus auftreten,
bei dem je nach Genotyp die Serumwerte grundsatzlich hoch bzw. niedrig sind. Daher ist es von

Vorteil, zur Einordnung der Absolutwerte den Genotyp zu kennen (Sharma et al., 1997).

1.5 Diagnostik

Die Diagnosestellung ist oft sehr schwierig und variabel, da es keinen spezifischen Test gibt, der
klar zwischen Erkrankung und Nichterkrankung unterscheidet.

Das alleinige Vorhandensein von Granulomen ist nicht beweisend fir eine Sarkoidose, vielmehr
muss der Untersucher auf bestimmte additive Kriterien achten, wie z.B. eine passende Klinik, ein
auffalliges Rontgenbild, histologisch gesicherte nicht verkdsende Granulome und den Ausschluss
einer anderen Erkrankung mit identischer Histologie. Bei einem Verdacht auf Sarkoidose sollten
folgende Untersuchungsziele angestrebt werden:

1. Sichere Bestétigung der Histologie

2. Beurteilung von Ausdehnung und Schweregrad der Organbeteiligung

3. Evaluation eines moglichen medikamentdsen Behandlungsprofits flr den Patienten

(Costable et al., 2005).

So werden zur weiteren Diagnosesicherung und Aktivitatsbeurteilung in der Regel nach
Durchfiihrung eines Rontgen-Thorax und ggf. einer Computertomographie eine Bronchoskopie
mit transbronchialer Biopsie und bronchoalveoldrer Lavage durchgefiihrt. Weiterhin werden
Serumparameter wie ACE und der losliche Interleukin-2-Rezeptor (SIL-2-R) bestimmt. Ein
Lungenfunktionstest mit Bestimmung der Diffusionskapazitat fur Kohlenmonoxid (DL.,) ist
ebenfalls erforderlich. Die Involvierung wichtiger Organsysteme wie Leber, Milz, Herz und Auge
sollte ebenfalls diagnostisch abgeklart werden (Costable et al., 2005).

Flexible fiberoptische Bronchoskope werden zur Entnahme von transbronchialen Lungenbiopsien
(TBLB) benutzt und erreichen mit 60-90% eine hohe Trefferquote von Materialgewinn auch bei
Patienten mit Stadium 1 (Gilman und Wang, 1980; Poe et al., 1979).

Um eine Beteiligung von mediastinalen oder subcarinalen Lymphknoten zu bestimmen, kann die

CT-gesteuerte Fein-Nadel-Aspiration (FNA) angewandt werden. Als Komplikationen bei dieser
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Methode konnen ein  Pneumothorax (10-60%) oder Hamoptysis (5-10%) auftreten
(Zwischenberger et al., 2002).

Histologie: Die histologische Befundung der Biopsiepraparate ist besonders wichtig, um andere
granulomattse Erkrankungen ausschlieBen zu kénnen. Das histologische Erscheinungsbild der
Sarkoidose  ist  charakterisiert durch  kompakte, = homogene nicht verkdsende
Epitheloidzellgranulome. Diese sind umgeben von einem Lymphozytenwall und beinhalten oft
mehrkernige Riesenzellen vom Langerhans-Typ, die Einschlusskdrperchen wie Schaumann- oder

Astereoidkdrperchen aufweisen (Kirsten und Costabel, 2005).

Rontgen-Thorax: Absolut obligat ist die rontgenologische Untersuchung. Der charakteristische
radiologische Befund ist in bis zu 85% der Falle die bihilare Lymphadenopathie, oft begleitet von
Verbreiterungen der paratrachealen Lymphknoten. Parenchymale Infiltrationen sind haufig (25-
50%) und betreffen meist die zentralen Bereiche oder die Oberfelder (Lynch et al., 1997).

Die Stadieneinteilung erfolgt radiologisch nach Scadding (1961):

Stadium 0: normales Rontgen mit extrathorakalem Befall

Stadium 1: bihilare Lymphadenopathie

Stadium 2: bihilare Lymphadenopathie mit parenchymaler Infiltration

Stadium 3: Lungenbefall ohne bihilare Lymphadenopathie

Stadium 4: irreversible Lungenfibrose

Die Prognose flir das Stadium 1 ist am besten, da hier noch eine Spontanremission in 60-90% der
Félle mdglich ist. Im Stadium 2 kommt eine Remission nur noch in 40-70% der Félle vor. In den
Stadien 3 und 4 ist die Prognose mit Remissionsraten von 10-20% bzw. 0% eher schlecht
(Scadding, 1961; Hillerdal et al., 1984; Ragmer, 1982; Neville et al., 1983).

Die Langzeitprognose kann meist erst nach 1-2 Jahren gestellt werden, nachdem der Verlauf und

das Ansprechen der medikamentdsen Therapie observiert werden konnten.

Computertomographie: Obwohl die Computertomographie (CT) dem Rontgen in ihrer
Auflosung weit Uberlegen ist, wird sie nur in bestimmten Situationen eingesetzt (Mafia et al.,
1995; Muller und Miller, 1993). Die CT und die hochauflésende HRCT werden in klinisch und
radiologisch unklaren Situationen benutzt, beispielsweise um eine Differenzierung zwischen

Inflammation und Fibrose zu diagnostizieren. In den Ubergangsbereichen verschiedener Stadien
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ist dies wichtig, um die Therapie exakt abstimmen zu kénnen (Mdller und Miller, 1993). Diese
computertomographischen Leitlinien sind jedoch als Standards in den neunziger Jahren festgelegt
worden. Da keine aktualisierten Leitlinien vorliegen, variiert der Einsatz der CT-Diagnostik in
der klinischen Routine stark.

Lungenfunktionstest: Veranderungen in der Lungenfunktion sind bei 20% der Stadium 1-
Patienten erkennbar, jedoch schon bei 40-80% der Erkrankten im Stadium 2 bis 4 (Lynch et al.,
1997; Remer, 1982; Neville et al., 1983; Alhamad et al., 2001; Sharma und Johnson, 1988).
Sensitive Parameter fir die Reduktion des Lungenvolumens sind die totale Lungenkapazitat
(TLC) und die Vitalkapazitat (VC) (Lynch et al, 1997). Auch die Diffusionskapazitat (DL,) ist
haufig erniedrigt, jedoch weniger signifikant als z.B. bei der Idiopathischen Pulmonalen Fibrose
(Dunn et al., 1988). Oft wird erst im Endstadium der Sarkoidose eine Sauerstoffsubstitution
benotigt (Lynch et al, 1997).

Atemwegsobstruktionen spiegeln sich in dem Parameter FEV1 wieder, welcher das forcierte
expiratorische Volumen (ber eine Sekunde beschreibt und bei 30-50% der Patienten mit
parenchymalem Befall erniedrigt ist (Sharma und Johnson, 1988; Harrison et al., 1991). In einer
Studie von Bechtel et al. (1981) wurde festgestellt, dass 50% der Patienten mit Stadium 1 und 2
eine bronchiale Hyperreaktivitat auf Methacholinstimulation préasentieren. Klinisch &ufert sich
dies durch einen chronischen trockenen Husten, welcher auf die granulomattse Inflammation der
Bronchialschleimhaut zuriickzufiihren ist (Benatar und Clark, 1974).

Eine seltene Komplikation kénnen Bronchiektasen darstellen, die aber meist erst im Stadium 4
auftreten (Delobbe et al., 2002).

Labor: Ein wichtiger Laborparameter zur Aktivitatsbeschreibung der Sarkoidose ist das ACE,
welches in 30-80% der Sarkoidosefélle erhoht ist (Lynch et al., 1997; Muller-Quernheim et al.,
1991). Trotz allem sollte es niemals als alleiniger Indikator fiir die Entscheidung zur Einleitung
einer Therapie benutzt werden.

Neuere Studien ergaben eine hohe Sensitivitat des loslichen Interleukin-Rezeptors (sIL-2R) als
Verlaufparameter (Rothkrantz-Kos et al., 2003; Grutters et al., 2003). Assoziierte Laborparameter
sind hé&ufig unspezifisch und beinhalten  Hyperkalzdmie, = Hyperkalzurie  und

Hypergammaglobulindmie (Smith et al., 2008).
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Bronchoalveoldre Lavage: Mit der bronchoalveoldren Lavage (BAL) werden speziell alle
Entzindungszellen analysiert, die sich im bronchoélveoldaren System befinden. Die
Uberexpression von Zytokinen durch T-Lymphozyten und Makrophagen leitet den
granulomat6sen Prozess ein (Newman et al., 1997), welcher, je nach Intensitét, das klinische Bild
bestimmt.

Typischerweise finden sich in der BAL eine deutliche Lymphozytose, niedrige oder normale
Granulozytenzahlen und ein erhdhter CD4/CDg-Quotient (Welker et al., 2004). Diese Parameter
sind jedoch nicht spezifisch fiir eine Sarkoidose, sondern auch bei anderen interstitiellen

Lungenerkrankungen prasent.

Nuklearmedizinische Diagnostik: Eine Bildgebung mit nuklearmedizinischen Methoden ist seit
den siebziger Jahren des vorigen Jahrhunderts ein weiteres Diagnosemittel, insbesondere zur
stadienbezogenen Einteilung der Sarkoidose. Eine haufig verwendete Substanz ist Gallium-67-
Citrat, welches sich sehr gut in malignen Tumoren, Lymphomen und entzindlichem Gewebe,
wahrscheinlich in aktivierten Makrophagen anreichert (Mafa, 1997). Thallium-201 wird
bevorzugt bei kardialer Sarkoidose (Sharma et al.,, 1993) und Technetium-99m bei der
Knochenszintigraphie verwendet. Die Relevanz der Ganzkdrper-Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) tritt auch immer mehr in den Vordergrund. Wurde sie bisher hauptséachlich
zur Krebsdiagnostik genutzt, wendet man sie nun auch vermehrt zur Diagnostik entziindlicher
und infektidser Ablaufe an (Zhuang und Alavi, 2002; Alavi et al., 2002). Insgesamt eignen sich
alle diese nuklearmedizinischen Methoden zur Verlaufskontrolle. Der genaue Benefit ist jedoch

bislang nicht in kontrollierten Studien untersucht worden.

1.6 Pathologie

1.6.1 Morphologie

Die Histologie der Sarkoidose ist charakterisiert durch kleine, granulomattse Entziindungsherde.
Die Epitheloidzellegranulome bestehen aus hoch differenzierten mononukledren Phagozyten und
Lymphozyten. Das Zentrum des Granuloms formiert sich iberwiegend aus CDg.-Lymphozyten,
wéhrend die periphere Zone eher von CDg.-Lymphozyten gebildet wird (Rosen, 1994; Colby,
1995; Semenzato et al., 1994). Die Granulome werden zunachst peripher, dann auch zentral

fibrotisch umgebaut und weisen gelegentlich fokale Nekroseherde auf (Rosen, 1994). Im
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Elektronenmikroskop zeigen sich zytoplasmatische Einschlusskdrperchen, sogenannte
Schaumannkaérperchen, die basophile Kalzifikationen darstellen, und auch
Kalziumoxalatkristalle. Die morphologische Diagnostik der pulmonalen Sarkoidose basiert auf
drei Hauptkriterien: 1. Présenz von kompakten Granulomen mit Lymphozyten- und
Fibroblastenrandwall; 2. perilymphatisch interstitielle Verteilung von Granulomen zur

Biopsieentnahme; 3. Ausschluss anderer Pathologien (Tuder, 1996).

1.6.2 Pathogenese

Aktivierte CD4+-Lymphozyten und Makrophagen proliferieren auf einen unbekannten endo- oder
exogenen Stimulus hin und infiltrieren das Gewebe. Auch im gesunden Lungenparenchym sind,
wenn auch sehr vereinzelt, lymphoide Ansammlungen vorhanden, jedoch kdnnen bei einer
aktiven pulmonalen Sarkoidose bis zu 25x10° T-Lymphozyten/ul aus der BAL Fliissigkeit
extrahiert werden. Die CD,4+/CDg,-Ratio ist in diesen Geweben sehr hoch (>10, Norm 1,7 bis 3).
Die T-Helferzellen CDj:+ und CDgsgre exprimieren hauptsachlich Interferon-y und IL-2
(Semenzato et al., 1996; Semenzato et al., 1981), beides Zytokine, die zur Entwicklung einer
Hypersensitivitatsreaktion im Zielorgan beitragen. IFN-y steigert die Expression kostimulierender
Molekile auf Entziindungszellen wie CDgy und CDgg (Agostini et al., 1999) und hat durch die
Proliferationshemmung endothelialer Zellen und Synthesehemmung von Kollagen durch
Fibroblasten eine wichtige antifibrotische Funktion. Auch IL-2 wird im entziindungsaktiven
Gewebe freigesetzt und sorgt mit seiner Funktion als lokaler Wachstumsfaktor fur T-
Lymphozyten fur deren vermehrte Infiltration und verstarkt somit die Proliferation der
Granulome (Hunninghake et al., 1983; Pinkston et al., 1983; Mdller-Quernheim et al., 1996).
Eine weitere wichtige Rolle spielen Makrophagen im granulomatdsen Gewebe. Sie exprimieren
Zytokine wie IL-1, IL-12, IL-18 und den Tumor-Nekrose-Faktor-o. IL-1 agiert als
proinflammatorischer Stimulator und Unterstiitzer der Granulombildung und Fibrosierung durch
Fibroblastenproliferation und gesteigerte Kollagensynthese. Erhohte IL-1-Spiegel konnten von
Hunninghake et al. (1984) bei Patienten mit aktiver Sarkoidose nachgewiesen werden.

TNF-a ist ein wichtiges inflammatorisches Zytokin, welches IL-1 hochreguliert, neutrophile
Granulozyten anzieht, die Phagozytose der Makrophagen stimuliert und T-Lymphozyten aktiviert
(Dai et al., 2005; Zheng et al., 1995). Aullerdem induziert es, via IL-6, die Freisetzung weiterer
Lymphokine sowie eine Fibroblastenproliferation und eine gesteigerte Prostaglandin-Produktion.

Durch Verstarkungsmechanismen wird tber IL-12 und IL-18 die Proliferation und Freisetzung
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von IFN-y und IL-2 stimuliert. Erganzend stellen Chemokine eine wichtige Komponente des
Entzindungsablaufes dar, da sie fur die Akkumulation von Immunzellen sorgen (Semenzato et
al., 2005). Als profibrotische Modulatoren stehen, neben den oben schon erwdhnten, noch
Wachstumsfaktoren aus der Familie der TGF-verwandten Zytokine (TGF-B), PDGF (plateled-
derived growth factor) und der ,,Insulin like growth factor-I (ILGF-1) im Verdacht (Semenzato
et al., 2005).

Die stetigen Umbauprozesse des Gewebes bei Fibrosierung erkléren Drent et al. (1999) durch die
von Makrophagen exprimierten Zytokine und Immunglobulin-G-Komplexe, welche fir eine
Hochregulation von Nitrit-Oxid-Synthase in Granulomzellen verantwortlich sein kénnten (Drent
et al.,, 1999). Der hierbei zur Fibrosierung fihrende Hauptfaktor ist die Migration von
Fibroblasten und Epitheloidzellen, die vom Interstitium in die alveoldren Zwischenrdume
wandern und mit der umgebenden interstitiellen Matrix verkleben. Verantwortlich daftr ist die
lokale Freisetzung von Chemokinen, Gerinnungsfaktoren und Matrixproteinen wie Kollagen,
Laminin, Fibronection und Elastinderivaten (Shigehara et al., 1998; Probst-Cousin et al., 1997;
Marshall et al., 1996; Roman et al., 1995). Bei Patienten mit pulmonaler Sarkoidose ist nicht nur
eine hohere Fibroblastendichte nachzuweisen, sondern Suganuma et al. (1995) konnten auRRerdem
belegen, dass sowohl ein erhdhtes Teilungsvermdgen als auch eine gesteigerte

Migrationsfahigkeit der Zellen zu beobachten waren (Suganuma et al., 1995).

1.6.2.1 Kandidatengene bei der Sarkoidose
Die Auswahl von Kandidatengenen bezieht sich hier auf solche Gene, die fur
immunmodulierende Zellen kodieren und nach heutigen Erkenntnissen in das entzlindlich-

granulomattse Geschehen der Sarkoidose involviert sind oder sein kénnten.

HLA: Die Humanen Leukozyten Antigene, kodiert vom MHC-Komplex (major histocompatility
complex) auf Chromosom 6, stehen im Verdacht, den Kklinischen Verlauf einer
Sarkoidoseerkrankung zu beeinflussen (Grunewald et al., 2004). Diese Zelloberflachen-Molekiile
spielen eine entscheidende Rolle in der Antigenprésentation korperfremder Substanzen, und

manche Subtypen wurden vermehrt bei Sarkoidoseerkrankten gefunden (Brewerton, 1978).

Tumor-Nekrose-Faktor-a: Diverse Studien wiesen eine erhdohte TNF-o Sekretion durch

aktivierte Makrophagen bei Patientenkollektiven mit aktiver Sarkoidose nach (Dai et al., 2005;
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Zheng et al., 1995). Ausserdem wurde ein Basenpolymorphismus in Position -308 der
Promotorregion von TNF-a (Wilson et al., 1992) mit einer erhéhten TNF-o Transkription in

Verbindung gebracht (Kroeger et al., 1997).

Interferon-a: Granulomattse Erkrankungen wie die Sarkoidose treten laut neuerer Studien
vermehrt in Verbindung mit erhéhten IFN-a Spiegeln auf. Im Zusammenhang mit induzierten
Interferon-Therapien wurde ebenfalls ein vermehrtes Auftreten granulomattser Erkrankungen
beobachtet (Papaioannides et al., 2004; Yavorkovsky et al., 1998). Akahoshi et al. (2004)
entdeckten eine Assoziation zwischen einem INF-T551G (lle184Arg) Polymorphismus und dem

gehduften Auftreten der Sarkoidoseerkrankung.

Angiotensin-Converting-Enzym: Analysen des ACE-Genotyps ergaben keinen Zusammenhang
zwischen dem 287-bp Insertions-/Deletions-Polymorphismus im Intron 16 des ACE-Gens und
einem gehauften Auftreten der Sarkoidose. Jedoch konnten mehrere Studien zeigen, dass die
Frequenz der DD-Homozygoten im Sarkoidosekollektiv wesentlich hoher lag als in den
Kontrollgruppen. Da der Normwert fiir den DD-Typ am hochsten und der fur den 11-Typ am
niedrigsten einzuordnen ist (Arbustini et al., 1996), ist zu berticksichtigen, dass grundsatzlich bei
vielen Erkrankten hohere Serumwerte vorliegen (Salobir et al., 2007; Alia et al., 2005; McGrath
et al., 2001; Schurmann et al., 2001). Die Genotypisierung ist sehr hilfreich, um die ACE-
Serumwerte und die damit verbundene Verlaufskontrolle eines jeden Genotyps richtig
einzuordnen (Tomita et al.,, 1997; Alia et al.,, 2005). Erhohte Serumwerte werden als
Aktivitatsmarker und zur Bestimmung der Granulomlast angesehen, daher sollte der Enzymwert
immer im Kontext des jeweiligen Genotyps interpretiert werden. [Die Normwerte des DD-
Genotyps liegen bei 59,8 U/l; die des ID-Typs bei 47,7 U/l und der II-Genotyp weist
durchschnittlich einen Wert von 32,2 U/l auf. Ohne Genotypkorrektur liegt der Mittelwert bei
48,0 U/l (Ruprecht et al., 2001)].

Toll-Like-Rezeptoren: TLR-4 ist der erste und am besten untersuchte ,,toll like receptor, da er
eine tragende Rolle in der Initialisierung einer Immunantwort spielt (Akira et al., 2001). Pabst et
al. (2006) untersuchten ein deutsches Kollektiv mittels Restriktions-Fragment-Langen-

Polymorphismus (RFLP)-Analysen auf die Polymorphismen Asp299Gly und Thre399lle und
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fanden keinen Zusammenhang mit dem Auftreten der Erkrankung, jedoch eine signifikante

Korrelation zur chronischen Verlaufsform fur beide Allelpolymorphismen (Pabst et al., 2006).

BTNL-2: BTNL-2 (butyrophilin-like 2) gehort zur Superfamilie der Immunglobulin-Gene und
hat mdoglicherweise auch eine T-Zell-stimulierende Funktion (Valentonyte et al., 2005).
Valentonyte et al. (2005) stellten in ihrer Studie mit ber 900 deutschen Sarkoidosepatienten
einen signifikanten Zusammenhang zwischen einem 15kb-Segment und dem Auftreten der
Erkrankung her (Valentonyte et al., 2005). 10 SNPs des BTNL-2 Gens wurden in einer
amerikanischen Studie genauer auf ihre Alleelfrequenzen hin untersucht, und es stellte sich
heraus, dass die Hochrisiko-Allele nur bei der weien Bevolkerung auftraten (Rybicki et al.,
2005). Li et al. (2006) bestatigten den Zusammenhang dieses Risiko-Allels mit der chronischen

Verlaufsform der Sarkoidose in einem deutschen Kollektiv.

ANXA: Eine aktuelle Studie beschaftigt sich mit dem Annexin A11-Gen auf Chromosom
10923.2, welchem komplexe und essentielle Funktionen in diversen biologischen Ablaufen, wie
Apoptose und Proliferation, zukommen (Hofmann et al., 2008). Die Forschungsgruppe um
Hofmann, die 499 deutsche Sarkoidosepatienten einem  &quivalenten  gesunden
Vergleichskollektiv  gegeniberstellte, konnte signifikante Zusammenhdnge zwischen
vorhandenen Gen-polymorphismen und Sarkoidoseerkrankung nachweisen (Hofmann et al.,
2008).

TGF: Der ,transforming growth factor-p* ist ein Zytokin, welches von Alveolarmakrophagen im
entzindlichen Geschehen ausgeschittet wird. Die drei bekannten Isoformen des
Wachstumsfaktors (TGF-B1 bis 3) beeinflussen pluripotent sowohl die Immunantwort als auch
die Angiogenese und Fibroseprozesse bei Sarkoidoseerkrankten (Awad et al., 1998). TGF-p1
Level sind bei Patienten mit schlechter Lungenfunktion erhoht (Salez et al., 1998), und Kruit et
al. (2007) fanden heraus, dass die TGF-B2 59941G- und TGF-B3 4875A-Mutationsallele
Abhédngigkeiten zur Entwicklung einer Lungenfibrose aufwiesen, das TGF-f3 15101G-
Wildtypallel jedoch bei Fibrosepatienten erniedrigt war (Kruit et al., 2006).
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1.6.3 Pathophysiologie

Da bei > 90% der Sarkoidoseerkrankten eine Beteiligung der Lunge vorliegt (Hunninghake,
1999), sind hier auch die groRten pathophysiologischen Verdnderungen festzustellen.
Atemwegsobstruktionen entstehen beispielsweise aufgrund von reversiblen Entziindungen der
Bronchialschleimhaut, endobronchialen Raumforderungen, extrinsischer Kompression durch z.B.
hilare oder mediastinale Lymphadenopathie und im Endstadium durch irreversible
Vernarbungsprozesse im Sinne einer Fibrose (Laohaburanakit und Chan, 2003). Obstruktive
Ventilationsstorungen treten in ca. 30% der Félle auf und sprechen gewohnlich nicht auf
Bronchodilatatoren an (Baughman et al., 1997). Indexparameter fir die Lungenfunktion sind der
Tiffenau-Index FEV1/FVC (Norm >70%) und die Diffusionskapazitit (Norm >75%).
Veranderungen der Diffusionskapazitat von Kohlenmonoxid uber die Alveolarwande sind bei der
pulmonalen Sarkoidose auf eine Verdickung der Alveolarmembran und ein Missverhéltnis von
Ventilation, Perfusion und Diffusion zuriickzufihren. Da das pulmonale Kapillarendothelium
ebenfalls am Gasaustausch beteiligt ist, ist eine herabgesetzte DL, auch als Indikator fir eine
Affektion des pulmonalen Kapillarbettes anzusehen (Carrington, 1976; Rosen et al., 1977).
Rontgenologisch &uRert sich eine Fibrosierung des Lungenparenchyms zundchst durch eine
Volumenreduktion, hilidare Retraktionen und grobkérnige Banden. Bei Fortschreiten der
fibrozystischen Umwandlung kdénnen groRe Bullae (Packe et al., 1986), Zysten mit erhohter
Strahlendurchlassigkeit (Ichikawa et al., 1994), Distorsionen (Lynch, 2003) oder Bronchiektasen
(Lewis et al., 2002) beobachtet werden.

1.7 Komplikationen

Jede Manifestation von Sarkoidosegranulomen kann im Zielorgan zu Komplikationen fihren,
jedoch ist das Hauptaugenmerk auf die Kardiale- und Neurosarkoidose zu legen, da hierbei
relativ schnell lebensbedrohliche Funktionseinschrankungen auftreten kdnnen. Des Weiteren gilt
die Fibrose bei Lungenbefall als schwerwiegendste Komplikation und soll anschlieRend néher

behandelt werden.

1.7.1 Neurosarkoidose
Die Inzidenz der klinischen Beteiligung des Nervensystems wird auf 5-10% geschatzt (Stern et

al., 1985; James und Sharma, 1967). Der Befall des neurologischen Systems kann sich sehr
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heterogen prasentieren und tritt als akutes Krankheitsbild oder als schleichender Prozess auf.
Jeder Teil des Nervensystems kann befallen sein, am haufigsten manifestiert sich die Erkrankung
jedoch an den Hirnnerven, dem Hypothalamus und der Hypophyse (Stern et al., 1985). Ein Drittel
der Patienten weist multiple neurologische Lé&sionen auf, welche teilweise schwer zu
diagnostizieren sind, wenn kein Biopsiebefund vorliegt (Kidd und Beynon, 2003). Aseptische
Meningitiden mit kranieller Neuropathie, Hydrozephali, Enzephalopathien und hypothalamische
Dysfunktionen sind die pradominanten Symptome bei zentralem Befall und konnen
schwerwiegende und lebensbedrohliche Folgen nach sich ziehen (Kidd und Beynon, 2003).

1.7.2 Kardiale Sarkoidose

Die Diagnose der kardialen Sarkoidose ist schwer zu stellen, da die klinische Manifestation stark
von Lokalisation und Ausdehnung der Granulome abhangt. Es kdnnen Arrythmien, AV- oder
Schenkelbldcke, plotzliches Herzversagen und Kammerflimmern durch den Befall des Reiz-
Leitungssystems auftreten (Sharma, 2003). Der Befall des Myokards stellt sich meist mit einer
lokalen Hypertrophie oder Dyskinesie dar. Die Vernarbungsprozesse und das ,,remodelling* des
myokardialen Gewebes flhren langfristig zu einer Dilatation des linken Ventrikels, zu lokaler
Hypokinesie oder Aneurysmata der Herzwand (Sharma et al., 1993; Fleming, 1994). Bei
Fortschreiten der Erkrankung trotz medikamentdser Behandlung ist eine Herztransplantation eine
Therapieoption (Shammas und Movahed, 1993). Ein Rezidiv der Entzindung wird dadurch
jedoch nicht ausgeschlossen (Oni et al., 1992).

1.7.3 Lungenfibrose

Waéhrend sich die Granulome bei den ~60% der Erkrankten mit einer spontanen Remission
zuruckbilden, entwickelt sich daraus bei den chronischen Verlaufe haufig eine Lungenfibrose.
Die fibrotische Umwandlung resultiert aus der Ty;-Immunantwort, welche von Makrophagen,
Neutrophilen, Eosinophilen und Mastzellen moduliert wird (Bjermer et al., 1987; Inoue et al.,
1996). Die resultierende Uberproduktion von Superoxidanionen, Sauerstoffradikalen und
Proteasen kann lokale Mikroverletzungen, Basalmenbranschédden mit Permeabilitatserhdhung und
Zerstorung der normalen parenchymalen Lungenstruktur mit sich bringen (Agostini und
Semenzato, 1998). Bei Versagen aller anderen Therapieoptionen kann es indiziert sein, eine
Lungentransplantation vorzunehmen, welche jedoch das Wiederauftreten der pulmonalen
Sarkoidose (in ca. 50% vorkommend) nicht ausschliel3t (Walker et al., 1998).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Shammas%20RL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Movahed%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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1.8 Molekulargenetische und -biologische Ansédtze zur Entwicklung einer

pulmonalen Fibrose am Beispiel der ldiopathischen Lungenfibrose und der

Sarkoidose

Im Folgenden sollen die Zusammenhédnge dieser beiden Krankheitsbilder, die beide einen
fibrotischen Verlauf aufweisen, herausgearbeitet werden. Zur Unterscheidung ist in den meisten
Féllen eine transbronchiale Biopsie notwendig, anhand derer die eindeutige Zuweisung zur
Sarkoidose oder IPF mdglich gemacht wird (Flaherty et al., 2001).

Rdntgenologisch kann héufig die Lokalisation der Lasionen wegweisend sein, da sie sich bei der
Sarkoidose meist im oberen Lungenlappen und bei der IPF haufiger im unteren Lappen befinden
(Hiraga, 1969; Staples et al., 1987). Histopathologisch hebt sich die Sarkoidose durch nicht-
verkésende Granulomherde hervor, welche bei der IPF in der Regel nicht zu finden sind
(Katzenstein und Myers, 1998). Abgesehen davon préasentiert sich die Morphologie des
fibrotischen Lungengewebes ebenso wie das klinische Erscheinungsbild jedoch in beiden Féllen
auBerst dhnlich. Es ist also naheliegend, dass sowohl auf molekularbiologischer als auch auf

molekulargenetischer Ebene Korrelationen zu finden sind.

1.8.1 Idiopathische Lungenfibrose

Die idiopathische Lungenfibrose ist definiert als eine Unterform einer chronisch interstitiellen
Lungenerkrankung mit dem histologischen Bild einer ,,gewohnlichen interstitiellen Pneumonie*
(UIP = usual interstitial pneumonia). Diese Erkrankung ist oftmals mit einem perakuten Verlauf
verbunden, der in den meisten Féllen zum Tode fuhrt (ATS, 2000). Sie charakterisiert sich durch
eine gestorte Wundheilung des Lungengewebes, resultierend aus zahlreichen Mikroverletzungen
des Alveolarepithels und der Basalmenbran. Die Epithelzellen werden dadurch zur Sekretion
profibrotischer Molekile stimuliert (Selman et al.,, 2001). Die verstarkte Proliferation von
Fibroblasten und extrazellularer Matrix fthren schnell zur Fibrose und daraus folgendem Defekt
der alveol&ren Einheiten (Krein und Winston, 2002).

Die Atiologie der IPF ist weitestgehend unbekannt, jedoch vermutet man ein Zusammenspiel von
Umweltfaktoren und genetischen Dispositionen. So werden verschiedene Wachstumsfaktoren in
Zusammenhang mit der Pathogenese der IPF gebracht, da diese Faktoren profibrotische und
matrixstimulierende Eigenschaften aufweisen und auch vermehrt in fibrotischen Lungen

identifiziert werden konnten (Krein und Winston, 2002).
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TGF-B: Der “transforming growth factor-f” ist ein Wachstumsfaktor, der von vielen
verschiedenen Zelltypen aktiviert und exprimiert wird und der als einer der entscheidenden
Mediatoren bei der Fibrose mitwirkt. Man unterscheidet drei Isoformen des Wachstumsfaktors:
TGF-B1, TGF-B2 und TGF-B3, von denen der erste bis jetzt am eingehendsten untersucht wurde.
Dem Wachstumsfaktor kommt beispielsweise die Rolle zu, Wundheilungsprozesse des
Lungenparenchyms zu steuern. Dies geschieht durch Reduktion proinflammatorischer Zytokine
(welche von Makrophagen ausgeschittet werden), Rekrutierung von Fibroblasten,
Differenzierung von Myofibroblasten und Stimulation von Extrazellularen-Matrix-Proteinen
(Lasky und Brody, 2000). Die verstarkte Présenz von TGF-p und die erhohte TGF-B-
Rezeptordichte auf pulmonalen Fibroblasten bei Patienten mit Lungenfibrose wurden in neueren
Studien nachgewiesen (Krein und Winston, 2002). TGF-B bindet an seinen Heterodimer-
Rezeptor an der Oberflache von ,.target cells* und induziert so tiber seine Serin/Threonin Kinase-
Aktivitat und Transduktionskaskaden den Signalweg (Letterio und Roberts, 1998). Die Isoform
TGF-B1 ist chemotaktisch auf Fibroblasten wirksam, stimuliert die Synthese von Matrix- und
Glykoproteinen und inhibiert den Kollagenabbau durch Induktion von Proteaseinhibitoren und
Reduktion von Metalloproteasen (Ward und Hunninghake, 1998). TGF-B3 initiiert genau wie
TGF-B1 profibrotische Effekte im Lungenparenchym jedoch mit schwécheren Auswirkungen und
ohne inhibitorische Wirkung auf die Extrazellulare Matrix-Degradation (Ask et al., 2008). Des
Weiteren wird TGF-B3 eine regulatorische Funktion zugeschrieben, indem es die von TGF-p1
induzierte Genexpression herunterreguliert. Ask et al. (2008) postulieren auf dieser Basis, dass
TGF-B3 eine wichtige Rolle in der normalen Wundheilung, nicht jedoch in der fibrotischen
Wundheilung spielt (Ask et al., 2008). Eine &ltere Studie von Coker et al. (1997) untersuchte
ebenfalls alle 3 Isoformen auf ihre genauere Funktion hin und kam zu dem Ergebnis, dass alle
drei Typen Uber Fibroblastenstimulation die Kollagensynthese steigern, TGF-B3 hierbei jedoch
10 mal potenter wirkt als TGF-f1 und TGF-B2 und auflerdem einen inhibitorischen Einfluss auf
die intrazellulare Prokollagen- Degradation hat (Coker et al., 1997). Die kontroversen Ergebnisse

der beiden Studien bleiben also noch zu diskutieren.

IGF-1: Der ,,Insulin-like-growth-factor-1 ist ein Polypeptid mit Strukturdhnlichkeiten zu Insulin
und physiologischen Funktionen wie Teilung, Differenzierung, Migration, Wachstum und
Apoptoseinhibition von Zellen sowie Genregulation der Transkription. IGF-1 hat eine lange

Halbwertszeit und seine Verflgbarkeit wird tUber Bindungsproteine moduliert (Kim et al., 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lasky%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Brody%20AR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ward%20PA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hunninghake%20GW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

27

Studien aus den neunziger Jahren wiesen schon eine erhéhte IGF-1 Konzentration im
Lungengewebe von IPF-Patienten nach und identifizierten aulerdem Alveolarmakrophagen als
Quellen der Proteinproduktion (Bitterman et al., 1983; Rom et al., 1988). Krein und Winston
(2002) fanden heraus, dass es bei Epithelschéden, Entziindung und Zytokinausschiittung vermehrt
zu IGF-1 Expression durch Makrophagen und Epithelzellen kommt. IGF selbst stimuliert dann
sekundar die Fibroblastenproliferation (Krein und Winston, 2002). In einer Studie von Homma et
al. (1995) wurde der Zusammenhang zwischen TGF-B und IGF-1 mit dem Ergebnis untersucht,
dass in der frihen Phase der IPF sehr viele IGF immunoreaktive Zellen vorhanden waren,
wohingegen zu einem spateren Zeitpunkt der Krankheit die Zellzahl extrem erniedrigt war. Es
hatte eine negative Regulation durch TGF-p stattgefunden, und da somit der Zellschutz via IGF-1
nicht mehr vorhanden war, resultierte eine gestdrte Gewebereparatur, welche in letzter Instanz
dann zur fibrotischen Vernarbung fiihrte (Homma et al., 1995).

Bergeron et al. (2003) untersuchten 17 verschiedene Zytokine in Bezug auf
Fibrosierungsprozesse bei der IPF. Alle 17 Zytokine waren mittels mRNA Nachweis im
fibrotischen Gewebe préasent, jedoch waren lediglich die Mengen von TGF- und IL-10 im
Vergleich zum Kontrollkollektiv auffallend hoch.

Die hohen IL-10 Levels bei den IPF Patienten lassen sich durch die gesteigerte Expression des
Zytokins  durch  hyperplastischen  Alveolarepithelzellen  erklaren. IL-10 wird als
antiinflammatorischer Faktor gesehen, und so kdnnte ihm im Fibrosegeschehen eine protektive
Funktion, z.B. ,,Downregulierung der inflammtorischen Reaktion, zukommen (Moore et al.,
2001). Diese Erkenntnisse sind konkordant mit weiteren Forschungsergebnissen im
Zusammenhang mit der Atiologie der IPF. Es wurde von Lukacs und Kollegen (2001) eine
unterstiitzende Funktion durch IL-10 bei der Immunantwort tber T-Helfer Zellen beobachtet
(Lukacs et al, 2001). Fur TGF-B konnte gezeigt werden, dass es von vielen in die IPF involvierten
Zellen, wie Alveolar- und Bronchialepithelzellen, Alveolarmakrophagen, Endothelzellen,
Bindegewebszellen und Lymphozyten, exprimiert wird. Des Weiteren gelang der farbetechnische
Nachweis des Zytokins in Lungenbiopsiegewebeproben bei Fibrose, jedoch nicht im normalen
Lungengewebe. Auch PDGF und TNF-a wurden von Bergeron et al. (2003) eingehend im
Zusammenhang mit der Erkrankung und Fibrosierung untersucht, jedoch konnten keine
Signifikanzen festgestellt werden. Der dominierende Effekt von PDGF st die
Fibroblastenproliferation und —migration. Friihere Studien wiesen eine verstarkte Prasenz des
Wachstumsfaktors bei IPF- Patienten nach (Antoniades et al., 1990).
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Die Untersuchung des ,,keratinocyte growth factor* (KGF) ergab im Zusammenhang mit der IPF
keine signifikanten Ergebnisse, da der Wachstumsfaktor ebenso héaufig in normalem
Lungengewebe wie in fibrotischnem Gewebe auftrat. Er trdgt zur Proliferation des
Alveolarepithels bei und hat eine wichtige Rolle bei Reparaturmechanismen des Lungengewebes
(Bergeron et al., 2003).

1.8.2 Fibrose bei Sarkoidose

Ungefahr 25% aller Sarkoidosepatienten entwickeln einen chronischen Krankheitsverlauf und
damit auch haufig eine pulmonale Fibrose (Hunninghake und Crystal, 1981). Die pulmonale
Fibrose bei Sarkoidose charakterisiert sich wie auch bei der IPF durch eine unproportionale
Vermehrung von extrazellulérer Matrix, entstehend durch proliferative
Fibroblastenansammlungen (Krein und Winston, 2002). TGF-f hat dabei bedeutende Funktionen.
Die Isoform TGF-f1 wurde in diversen Studien im Zusammenhang mit fibrotischen
Erkrankungen schon eingehend untersucht (Ask et al., 2008; Coker et al., 1997; Bergeron et al.,
2003; Salez et al., 1998), Uber die Isoformen TGF-B2 und TGF-B3 hingegen sind erst wenige
Erkenntnisse gewonnen worden (Ask et al., 2008; Coker et al., 1997). TGF-f2 und TGF-p3
wurden von Susol et al. (2000) mit Hautfibrosierung bei systemischer Sklerose assoziiert. Coker
et al. (1997) vermuteten, dass bei der IPF ein mogliches Ungleichgewicht zwischen TGF-B1 und
TGF-B3 in Bezug auf eine Fibrosierung verantwortlich sein kdnnte (Coker et al., 1997). Diese
Beobachtung waére fir die Entwicklung einer Fibrose bei Sarkoidose d&quivalent. Auf
molekulargenetischer Ebene wurden fiir alle drei Isoformen des Wachstumsfaktors bereits
Genpolymorphismen identifiziert und in Verbindung mit diversen Funktionalitdten und
Unterschieden in der Proteinexpression gebracht. Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) im
Codon 10(LeulOPro) und Codon 25(Arg25Pro) des TGF-B1 Gens wurden beide mit erhohter
TGF-B1 Expression assoziiert (Awad et al., 1998). Diese und andere Polymorphismen im TGF-
B1 Gen (Xaubet et al., 2003) sind verantwortlich fiir ein erhohtes Risiko einer pulmonalen
Fibroseentstehung. Speziell fur die Fibrose bei Sarkoidose konnten diese Forschungsergebnisse
jedoch nicht bestatigt werden. Weder in einem japanischen noch in einem deutschen Kollektiv
konnten bisher eindeutige Assoziationen zwischen den Polymorphismen im TGF-B1 Gen und
Auftreten oder Verlauf der Sarkoidose gefunden werden (Niimi et al., 2002; Murakdzy et al.,
2001). Fir noch detailliertere Forschungsergebnisse untersuchten Kruit et al. (2006) TFG-BI,
TFG-B2 und TFG-B3 nicht nur auf einzelne SNPs, sondern konstruierten Haplotypen jeder
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Isoform, mit dem Ziel herauszufinden, wie die Verteilung zwischen Sarkoidosepatienten mit und
ohne Lungenfibrose und im Vergleich zum Normalkollektiv sei (Kruit et al., 2006 a). Untersucht
wurden dabei 7 TGF-B1, 13 TGF-B2 und 6 TGF-B3 Haplotypen. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Verteilung dieser Haplotypen keine Differenzen zwischen Gesunden und Sarkoidosepatienten
aufwies. Einzig der Haplotyp 4 im TGF-B3 Gen korrelierte mit Fibrosierung bei
Sarkoidosepatienten. Die beiden Gruppen der Fibrose- und Nicht-Fibrosepatienten zeigten im
Ergebnis eine unterschiedliche Allelverteilung im TGF-3-Gen. Kruit et al. (2006 a)
schlussfolgerten, dass es keinen Zusammenhang der drei Isoformen und einem Auftreten der
Erkrankung im Rahmen eines Genpolymorphismus gibt, wohl aber eine Assoziation zur
Fibroseentwicklung bei vorhandener TGF-B3 Genvariation (Kruit et al., 2006 a).

Neuere Forschungen beziehen sich auf Korrelationen zwischen einem Enzym, der Chymase, und
der Pathogenese der Sarkoidose (Kruit et al., 2006 b). Chymase ist eine Serin-Proteinase, die von
aktivierten Mastzellen freigesetzt wird. lhr wird eine tragende Rolle im Gewebswiederaufbau in
Lunge, Herz und Haut zugeschrieben. Sie kann Angiotensin | zu Angiotensin Il konvertieren und
besitzt dabei eine viel hdhere Affinitat zu ihrem Substrat als ACE (Urata et al., 1990). AuRerdem
aktiviert das Enzym noch den Wachstumsfaktor TGF-f1 (Lindstedt et al., 2001). Die
Arbeitsgruppe um Kruit et al. (2006 b) konstruierte CMAL-Gen-Haplotypen flr
Sarkoidosepatienten und ein Normalkollektiv hollandischer und japanischer Ethnizitat, um den
Einfluss der Polymorphismen auf eine Fibroseentstehung zu untersuchen. Es konnte resultierend
kein Zusammenhang zwischen CMA1 Genotypen und Fibroseentstehung in einem der beiden
Kollektive festgestellt werden (Kruit et al., 2006 b).

1.9. Studienaufbau und Ziel

1.9.1 Molekularbiologischer Hintergrund der Arbeit

Das menschliche Genom setzt sich aus etwa 3,2 Milliarden DNA Bausteinen zusammen und bis
heute sind ungefahr 30.000 bis 40.000 Gene identifiziert. Das entspricht etwa 90 Prozent der
euchromatischen Bereiche. Die exakte Kenntnis von Basenabfolgen macht es moglich bestimmte
Zielsequenzen genauer zu untersuchen, was mit Hilfe von DNA-Markern durchgefiihrt werden
kann. Wurden in den 90er Jahren hauptséchlich Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen
und Mini- oder Mikro-Satelliten zur Sequenzmarkierung benutzt, so kam in den letzten Jahren

den ,single-nucleotide-polymorphisms® (SNPs) eine wachsende Bedeutung zu, da sie es
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ermdglichen in sowohl kodierenden und auch in nicht kodierenden Regionen Mutationen eines
einzelnen Basenpaares darzustellen. SNPs sind mit etwa 90 Prozent mit Abstand der haufigste
Typ interindividueller genetischer Variabilitat beim Menschen und man schétzt ihr Vorkommen
auf etwa 11 Millionen mit einem durchschnittlichen Auftreten alle 290 Basenpaare (Cichon et al.,
2002).

1.9.2 Beschreibung des Polymorphismus

Der in dieser Arbeit untersuchte Einzel-Nukleotid-Polymorphismus fir TGF-B2 (59941 A/G
rs1891467) befindet sich auf dem Chromosom 1 im Intron 2. (1g41)

Die GroRe der zu amplifizierenden Basensequenz bel&uft sich auf 281 Basenpaare. Als Vorlage
des hier untersuchten SNPs diente die Arbeit von Kruit et al. (2006), in der dieser neben anderen

Polymorphismen untersucht wurde.

Der Basenaustausch von Adenin zu Guanin bei vorhandener Mutation ist hier fettgedruckt, die
Ansatzstellen der Primer sind unterstrichen und die Sensor- und Anchorsequenzen kursiv

dargestellt.

S’TTGTAAACAGGCAACTTAAATACATCCTGATGCCATATGAATAGTGGTACTTGCAT
ATAGGGTATAGGCGGGGAAATTTCACCAGGGAGCTGACATTTTGATGAGGCCTTGAGA
CGTATCTATTAAAACCTGATGGGGGATCATCATTCTTGGCAGGAAGGGCAGGCACTGC
AAAGACAGTCTTGAATGGGCTTGCTGAGGGTACCTGATGCATAGCGCTCAGTGCCTG
GAGGTGAGGAGAGACTGGGGAGAAGGTGGCCCTCCAAAGATAGTGTGTAGAGTGAC
ACTACAGAGGATT’3

1.9.3 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Diese Studie verfolgt den Ansatz einer Analyse des Genpolymorphismus TGF-B2 (59941 A/G
rs1891467) und dessen moglichen Bezug zur Sarkoidose. Es handelt sich hierbei um einen SNP
des Wachstumsfaktor-B2-Gens, der bereits in einer vorausgegangenen Studie von Kruit et al.
(2006) untersucht wurde. Hierbei konnte er in Verbindung mit einem fibrotischen Verlauf bei
Sarkoidosepatienten gebracht werden, da das mutierte Allel in dieser Untergruppe des
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Studienkollektivs deutlich haufiger prasent war. Diese Signifikanz soll in der von uns
durchgefuhrten Studie mit weitaus groReren Kollektiven geprift werden. Im Rahmen der hier
durchgefuhrten Fall-Kontrollstudie werden zundchst die beiden Hauptkollektive, d.h. das
Sarkoidosegesamtkollektiv und das Vergleichskollektiv, unter dem Aspekt der Geno-/
Phénotypanalyse gegenubergestellt. Zur besseren Differenzierung werden im Folgenden auch die
Subkollektive analysiert und sowohl einander als auch der Kontrollkohorte gegeniibergestellt.
Hierbei spielen besonders die Krankheitsverlaufe eine wichtige Rolle. Differenziert wird dabei
zwischen Patienten mit einem akuten Verlauf mit Remission und Patienten mit einem
chronischen Fortschreiten der Erkrankung. AuBerdem unterscheiden wir zwischen Patienten mit
und ohne Lungenfibrose. Ein akuter Verlauf der Sarkoidose zeigt sich durch ein einmaliges
Auftreten der Krankheitssymptome mit schnellem Beginn und einer vollstdndigen Remission in
einem Zeitfenster, das kleiner als zwei Jahre ist. Das Lofgren-Sydrom als Unterform des akuten
Krankheitsbildes zeichnet sich durch die typische Symptom-Trias von Sprunggelenksarthritis,
bihilarer Lymphadenopathie und Erythema nodosum aus und ist mit einer guten Prognose
vergesellschaftet (Léfgren und Lundback, 1952). Der chronische Verlauf hingegen ist gegeben,
wenn der Patient entweder tber den Zeitraum von mehr als zwei Jahren Symptome aufweist oder

zu einem spateren Zeitpunkt erneut einen Krankheitsschub erleidet.
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2. Material und Methoden

2.1 Probanden

Wir untersuchten ein Sarkoidosekollektiv kaukasischer Herkunft, bestehend aus 296 Patienten
mit einer Kklinisch gesicherten Diagnose. Als Leitlinien hierfur dienten die WASOG Kriterien,
welche 1999 von der American Thoracic Society in Zusammenarbeit mit der European Thoracic
Society und der World Association of Sarcoidosis and other granulomatous Disorders zur
Diagnosesicherung aufgestellt wurden (ATS et al., 1999). 168 Patienten unserer teilnehmenden
Sarkoidosepatienten waren weiblich und 128 méannlich.

Das Kontrollkollektiv formierte sich aus 377 Personen, die dem Patientenkollektiv in Alter,
Geschlecht und ethnischer Herkunft angepasst wurden und bei denen eine Sarkoidose
ausgeschlossen werden konnte. Alle teilnehmenden Personen wurden von uns selber rekrutiert.
Dies geschah hauptséchlich in der Pneumologischen Ambulanz der Medizinischen Klinik 11 der
Universitatsklinik Bonn. Weiterhin wurden im Rahmen von Treffen der Selbsthilfegruppen aus
Bonn, Koln, Mainz, Altenkirchen und Wuppertal sowie bei Informationsveranstaltungen der
Unikliniken Patienten rekrutiert. Zusétzlich konnten durch die Zusammenarbeit vieler
niedergelassener Arzte aller Fachrichtungen in Bonn und Umgebung weitere Kontakte hergestellt
werden. Abgesehen von der Blutabnahme zur genetischen Untersuchung fuhrten wir bei den
Patienten eine sehr genaue und ausfihrliche Anamnese durch und evaluierten den Gesamtstatus
uber mehrere von uns Uberarbeitete Fragebdgen. Hierbei kam der Quality of Life- Fragebogen der
WHO, ein von Dr. M. Drent aus Maastricht, Niederlanden entwickelter Fragebogen zur
Erfassung der Mudigkeit (Fatigue Assessment Scale) sowie ein von der Uniklinik standardisierter
Anamnesebogen speziell fir Sarkoidosepatienten zum Einsatz. Die Studiendurchfiihrung fand
mit schriftlichem Einverstdndnis aller teilnehmenden Probanden statt und wurde auf der
Grundlage der revidierten Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes (1983) und den
entsprechenden gesetzlichen Grundlagen durchgefiihrt. Das Projekt wurde durch die

Ethikkommission der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn bewilligt.
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2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien
» Chemikalien fiir die DNA-Extraktion:
Lysis-Puffer (Natriumchloridlésung, EDTA, Aqua dest.)
0,1% Triton X 100-L6sung
10% Sodium-Dodecyl-Sulfat-Losung

20mg/ml Proteinase-K-Losung, 6M Natriumchlorid-Ldsung
TE8-Puffer (Tris-HCI, Aqua dest.)

» Chemikalien fiir die Real-Time- PCR (LightCycler):
MasterMix : dNTPs, Puffer, Tag DNA Polymerase
20pmol/ pl Primer

2mmol/pl Magnesiumchlorid
H,O( Aqua dest.)

3pmol/ pul Anchor/Sensor Sonden
200 pg/ml DNA

2.2.2 Geréte

Zentrifuge: Mikrofuge E™ (Firma Beckmann, Miinchen, Deutschland)
Uberkopfschittler

Wasserbad/Inkubator

Vortexgerat: Vortex Genie (Firma Bender &Hobein AG, Ziirich, Schweiz)
LightCycler® Rochel.5. Instrument (Firma Roche, Mannheim, Deutschland)
LightCycler® Software 3.5. (Firma Roche, Mannheim, Deutschland)

2.2.3 Primer

Primer sind Oligonukleotide, die als Initiatoren fir die Replikation bestimmter DNA Abschnitte
dienen. Die amplifizierenden Enzyme, hier die DNA-Polymerase, sind biochemisch auf die
Hydroxylgruppe der Primer angewiesen, um die Reaktion zu starten. Bei der PCR l&sst sich das
zu amplifizierende DNA-Fragment durch die Wahl der Forward und Reverse-Primer festlegen,

die am komplementdren Doppelstrang exakt die zu amplifizierende Nukleotidsequenz flankieren.
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Das Primerdesign muss bestimmten Anforderungen entsprechen, um optimal arbeiten zu kdénnen.
So sollte die Lange in Basenpaaren, das Verhaltnis von CG- zu AT-Basenpaaren aufgrund ihrer
Wasserstoffbriickenbindungskréfte und die damit verbundene Schmelztemperatur spezifisch zum
verwendeten Enzym passen, um einen reibungslosen Reaktionsablauf zu gewéhrleisten.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer fur TGF-f2 stammen von der Firma TIB MOLBIOL
Syntheselabor GmbH Berlin (Deutschland).

Primer flir TGF-B2 (59941 A/G rs1891467):
1. 5’¢gTAAACAggCAACTTAAATACA 3’ F
2. 5’CACTCTACACACTATCTTTggA 3’ R

2.2.4 LightCycler® Sonden
Zur sequenzspezifischen Detektion von Polymorphismen werden mit Farbstoff markierte
Oligonukleotide als Sonden benétigt. In dieser Arbeit wurden Sonden, mit Markierung des

Sensors durch Floureszein und Markierung des Anchors durch LightCycler Red 640 verwendet.

Sonden fiir TGF-f2 (59941 A/G rs1891467):
1. Sensor A : 5’- GCTGACATTTTGATGAGGCC--FL’3
2. Anchor TGF-B2 : 5’- LC640-TGAGACGTATCTATTAAAACCTGATGGGGG--PH -3

2.2.5 DNA-Polymerase

Der DNA-Polymerase kommt die Funktion zu, Desoxy-Nukleosidtriphosphat Monomere
(dNTPs) chemisch zum DNA Polymer zu verknupfen und sie wird daher bei der DNA
Replikation benotigt. Biotechnologisch wird sie bei der PCR eingesetzt, um ein durch bestimmte
Primer (siehe 2.2.3) flankiertes DNA-Fragment zu amplifizieren. Die hier verwendete Tag-
Polymerase ist ein thermostabiles Enzym, welches aus dem Bakterium Thermus aquaticus,
normalerweise in heilen Quellen vorkommend, stammt und in Escherichia coli gentechnisch

angeziichtet werden kann.
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2.3 Durchfuhrung der Untersuchungen

2.3.1 Blutentnahme

Jedem Patienten aus dem Patienten- und Kontrollpersonen-Kollektiv wurde mittels des
Vacutainer Systems je ein Rohrchen vendses Blut abgenommen. Die 9ml EDTA Vollblutproben
wurden folgend zur DNA Extraktion verwendet. VVor der Abnahme war jeder Patient verpflichtet,
eine Einverstandniserklarung zu unterschreiben, welche die genetische Untersuchung der DNA

durch unser Labor, mit Bewilligung der Ethikkommission, erlaubte.

2.3.2 Isolierung genomischer DNA aus Vollblut nach der Aussalzmethode (Miller et al.,
1988)

Zur Gewinnung der DNA wurden 9 ml EDTA-Blut mit Aqua dest. auf 50 ml aufgefullt. Nach
einer 30 minutigen Ruhephase bei 4°C wurde der Ansatz 20 Minuten bei 3000 rpm (r = 20 cm,
3500xg) zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend abdekantiert und verworfen. Das Sediment
wurde in einem zweiten, analogen Durchgang entsprechend mit Aqua dest. lysiert, zentrifugiert
und vom Uberstand getrennt. Das erhaltene Pellet aus Leukozyten wurde mit 30 ml einer
0,1%igen Triton-Losung versetzt und durchmischt. Nach erneuter Zentrifugation und
anschlieBender Separation des Rickstands wurde dieser mit 5 ml Lysis-Puffer resuspendiert.
Durch Zugabe von 250 ul 10% Sodium-Dodecyl-Sulfat wurden die Zellkerne zur Fragmentation
gebracht; diese Zellfragmente wurden im Anschluss durch 100 ul Proteinase-K-L6sung bei 37°C
im Wasserbad Uber Nacht inkubiert und enzymatisch gespalten. Um die in der Probe enthaltenen
Proteine ,,auszusalzen® (= auszufillen), wurde der Ansatz am Folgetag in eine 15 ml Falcon-Tube
uberfuhrt, mit 1,5 ml 6M NaCl-Losung versetzt und 90 Minuten lang auf einem
Uberkopfschittler durchmischt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand in eine 50 ml Falcon-
Tube Uberfuhrt. Durch Zugabe von 25 ml 100% EtOH wurde die DNA geféllt. Die nun
fadenformige DNA wurde aus dem Ansatz entnommen, in 70% EtOH gewaschen und
abschliel’end in 250 pl TE8-Puffer gelost.

2.3.3 DNA-Amplifikation durch PCR
Das so gewonnene genetische Material muss nun mittels der PCR Methode amplifiziert werden,
um weitere Untersuchungen der Genpolymorphismen anschlieBen zu kénnen. Das Ziel der PCR

ist es enzymatisch, mittels einer DNA-abh&ngigen DNA-Polymerase (siehe 2.2.5), einen
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bestimmten Abschnitt der DNA in vitro semikonservativ zu vervielféltigen. Um dies umzusetzen,

muss ein aus drei Phasen bestehender Mechanismus zyklisch repetiert werden.

1. Hitzedenaturierung des DNA-Doppelstrangs

Durch Erhitzen der DNA auf ca. 94-96°C werden alle Wassserstoffbriickenbindungen zwischen
den komplementdaren Basen beider Strange aufgebrochen, woraus zwei DNA  Einzelstrange
resultieren. Diese initiale Denaturierung ist Grundlage fir die nachfolgenden
Amplifikationszyklen.

2. Anlagerung (Annealing) der Oligonukleotidprimer

Durch ein Abkiihlen des Reaktionsansatzes auf eine Temperatur zwischen 50°C und 70°C findet
die Anlagerung der beiden spezifischen Oligonukleotidprimer an das zu amplifizierende DNA-
Fragment statt. Diese Anlagerungstemperatur ist stark abhéngig von der Schmelztemperatur der

Primer und muss je nach Ansatz individuell bestimmt werden.

3. Elongation der Oligonukleotidprimer durch die hitzestabile DNA-Polymerase

Die einzelstrangige Matrizen-DNA wird nun durch Anlagerung der jeweils komplementaren
dNTPs (Desoxynukleotidtriphosphate: dATP, dGTP, dCTP und dTTP) mit Hilfe der DNA-
Polymerase verlangert. Die Primer dienen hierbei, durch Bereitstellung ihrer Hydroxylgruppe, als
Initiatoren. Abh&ngig vom Arbeitsoptimum der verwendeten Polymerase muss die Temperatur in
diesem Schritt angepasst werden. Des Weiteren ist die, dem Konzentrationsverhaltnis angepasste,
Zugabe von Magnesiumchlorid und Pufferlésung notwendig, um die Reaktionsbedingungen zu

optimieren. Nun beginnt der Zyklus mit Schritt 1 von Neuem.
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Reagenzien [ul]
LC-MasterMix* 1,0
Magnesiumchlorid 0,4
Foward Primer 0,5
Reverse Primer 0,5
H,O 5,6
Anchor LC 640 05
Sensor FL® 0,5
DNA 1,0

LdNTPs, Puffer, Taq DNA Polymerase; ? LightCycler®Red markierte Sonde; 2 Floureszeinmarkierte Sonde
Tabelle 1: LightCycler®-Reaktionsansatz (10 pl) fiir TGF-P2 (59941 A/G rs1891467)
Um eine Kontamination der Proben und somit falsche Ergebnisse auszuschliel3en, wurde eine

Referenzprobe, die statt DNA nur H,O enthielt, zugeflgt.

2.4 LightCycler® 1.5,

Der LightCycler® vereint die klassische Methodik der PCR und Gelelektrophorese in einem
Gerét. Er ist geeignet fur wiederholbare kinetische Quantifikationen von DNA, cDNA und RNA.
Der PCR Vorgang wird wie oben beschrieben (siehe 2.3.3) durchgefiihrt. Im 2. Schritt wird die
Fluoreszensminderung durch abspringende Sonden wahrend eines Schmelzvorganges erfasst,

womit die Existenz mdglicher DNA- Polymorphismen bestimmt werden kann.

2.4.1 Aufbau des LightCyclers®:

Das Gerét besteht aus vier Elementen:

a) einer thermostatisierten Reaktionskammer

b) einem Probenrotor

c) einer Heiz- bzw. Kihlvorrichtung

d) einem Fluorimeter

Durch diesen Aufbau ergibt sich eine Kombination aus PCR-Cycler und Fluoreszenzphotometer
(Wittwer et al., 1997 a).
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Der funktionale Aufbau des LightCyclers®, bestehend aus einem Temperatursensor im Inneren
der Reaktionskammer, einer Heizspirale und einem Ventilator, ermdglicht extrem schnelle
Aufheiz- und Abkihlraten von bis zu 20°C pro Sekunde. Des Weiteren tragt die
Konstruktionsweise der ReaktionsgefaRe zu einer Zeitersparnis wahrend des PCR-Ablaufes bei.
Die speziell angefertigten Glaskapillaren haben ein glnstiges Volumen-Oberflachen-Verhaltnis
und bewirken somit einen extrem schnellen Wérmetransport in das nur 10 bis 20 pl betragende
Reaktionsgemisch. Das Fluorimeter (Fluoreszenzphotometer) ist aus halbdurchldssigen Spiegeln
und wellenléangenspezifischen Filtern konstruiert. Diese leiten die von den Proben emittierte
Fluoreszenzstrahlung aus den Reaktionskapillaren zu den drei Photohybriden (530 nm, 640 nm,
705 nm), welche dort von optischen in elektrische Signale umgewandelt und zum PC Ubermittelt
werden. Da die Fluoreszenz zeitsynchron (ber alle Arbeitsphasen des LightCyclers® hin
gemessen wird, ist der Arbeitsprozess wahrend der gesamten Laufzeit ohne Zeitverzdgerung am
PC verfolgbar und daher in Echtzeit (,,Realtime*) beurteilbar (Wittwer et al., 1997 a ).

i i ¢
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Thermal chamber —
Fan motor Fan

LED lightsource Photohybrids

Abbildung 1: Schematische Abbildung eines 3-Kanalphotometers (Roche Diagnostics, 2010 a)
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2.4.2 Messprinzip des LightCyclers®

Fiir die Messung der DNA Proben mit dem LightCycler® ist es notwendig mit speziellen Markern

und Sonden zu arbeiten.

LightCycler®Sonden  (Hybridization ~ Probes): Bei dieser Methode werden zwei
sequenzspezifische Oligonukleotide (Hybridization Probes) zum normalen PCR-Ansatz
zugegeben. Die Sonden sind mit zwei unterschiedlich fluoreszierenden Farbstoffen markiert
(Fluoreszein und LightCycler-Red 640 oder 705). In dieser Arbeit wurden Fluoreszein und
LightCycler Red 640 verwendet. Die Detektion der spezifischen Nukleotidsequenz beruht auf
dem FRET-Prinzip (Fluoreszens Resonance Energy Transfer). Dieses Prinzip beschreibt den
Energietransfer, den die beiden Sonden untereinander vornehmen. Durch Anregung des
Fluoreszeins der Donor-Sonde, mit Licht der Wellenlange 470 nm, Ubertragt diese statt zu
fluoreszieren, mindestens 50% ihrer Energie durch Dipol-Dipol-Kréfte auf die benachbarte
Akzeptor-Sonde. Durch diesen Energietransfer wird der Fluoreszenzfarbstoff der Akzeptor-Probe
angeregt. Diese emmitiert nun eine Fluoreszenz der Wellenlange 640 nm, die durch das
Fluorimeter registriert werden kann. Dadurch ist eine direkte proportionale Messung der Menge
an Ziel-DNA moglich. Die Fluoreszenz jeder Probe wird einmal pro PCR-Zyklus direkt nach
Abschluss der Primeranlagerung gemessen, da dann beide Hybridisations Sonden an die DNA
gebunden sind und der Energietransfer zwischen ihnen stattfinden kann. Ungebundene Sonden

erzeugen kein Fluoreszenzsignal, da das FRET Prinzip keine Wirkung hat.

Schmelzkurvenermittlung: Die Schmelzkurvenermittlung hat zum Ziel zu erkennen, welche PCR
Amplifikate Allelpolymorphismen aufweisen. Durch eine schrittweise und kontinuierliche
Temperaturerhohung werden die DNA Abschnitte bei produktspezifischen Temperaturen zum
Schmelzen gebracht. An diesem spezifischen Temperaturpunkt sinkt die Fluoreszenz abrupt ab,
da sich bei der Trennung der beiden DNA Strange die auflagernden Sonden voneinander
entfernen und somit kein ,,FRET* mehr stattfindet.

Bei Ubereinstimmung der Zielsequenz mit der Sondensequenz bleiben die Hybridisations Sonden
maximal lange an den DNA-Strang gebunden. Liegt jedoch eine Mutation in Form eines
Basenaustausches in dem Bereich vor, schwécht dies die Bindung in diesen Sequenzabschnitt.
Somit 16st sich die Sonde in Anhangigkeit von der Basenubereinstimmung zwischen DNA und

Sondensequenz zu unterschiedlichen Zeit- und bei verschiedenen Schmelzpunkten. Da in dieser



40

Arbeit der Sensor A den Wildtyp reprasentierte, konnte sich die Sonde bei vorhandener Mutation
in Form eines Basenaustausches A/G nicht optimal der Ziel-DNA anlagern. Somit sprang sie
schon fruher, d.h. bei niedrigeren Temperaturen, ab als bei mutationsfreien DNA-Sequenzen.

Durch dieses Funktionsprinzip kann eine sehr zuverléssige Genotypisierung vorgenommen

werden.
1. PCR

TGF-p2
Initiale Denaturierung 95°C —5min
Denaturierung 95°C — 3 sec
Anlagerung 54°C — 20 sec
Elongation 72°C — 25 sec
Zyklenanzahl 45

Mit jedem Amplifikationszyklus findet eine Verdopplung der DNA-Molekiile statt, wodurch es

zu einer exponentiellen Vermehrung der Sequenz kommt.

2. Schmelzkurve

1. Schmelzpunkt 95°C —5sec
2. Schmelzpunkt 45°C - 60 sec
3. Schmelzpunkt 80°C — 0 sec
Zyklenzahl 1

3. Abkulhlphase

Kihlen 40°C — 30 sec
Zyklen 1

Tabelle 2 : LightCycler®Programm fiir den untersuchten Polymorphismus TGF-B2 (59941 A/G

rs1891467)
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Mit Hilfe der LightCycler® Software 3.5. ist es moglich, die Genotypisierung der
Polymorphismen direkt nach dem Realtime-PCR-Lauf elektronisch auszuwerten. So kann anhand
der Schmelzpunkttemperatur, bei der das Floureszensignal aufgrund von abspringenden Sonden
schwacher wird, zwischen homozygotem Wildtyp, Heterozygotie und homozygotem Mutanten
unterschieden werden. Bei dem hier untersuchten Polymorphismus fir TGF-B2 (59941 A/G
rs1891467) stellte sich der homozygote Wildtyp mit einer Schmelztemperatur von ca. 64,2°C und
der homozygote Mutant mit einem Schmelzpunkt bei ca. 56,1°C dar. Die Schmelzkurve des

heterozygoten Typs wies zwei Peaks, jeweils bei den oben genannten Temperaturen, auf.

0.009-, 1.Schmelzounkt

} 2. Schmelzounkt
0.008- | /

0.007- /
Homozygot 7
0.006-| Mutation

Homozygot

0.005-
\ Wildtyp

0.004- 4

0.003-| / Heterozygot

0.002-

Fluorescence -d(F2/F1)/dT

Kontrolle

B0 500 520 540 560 560 600 620 640 660 680 700 720 740 750

Temperature (°C)

Abbildung 2: Schmelzkurvendarstellung mit Genotypenverteilung (Roche Diagnostics, 2010 b)
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2.5 Statistik

Die statistische Datenanalyse wurde mit Hilfe des Programmsystems SPSS 14 (SPSS GmbH
Software, Miinchen, Deutschland) durchgefihrt.

2.5.1 Variableneinteilung

Die diskreten Variablen mit nominalem Messniveau, die die Bedingungen der Reflexivitét,
Symmetrie und Transitivitat erfullten, umfassten folgende Merkmale:

- Geschlecht

- Rasse

- Genotypen des untersuchten Polymorphismus TGF-2 (59941 A/G rs1891467)

- Allelfrequenzen des Polymorphismus

- Krankheitsverlauf der Sarkoidose (akut/chronisch)

- Stadieneinteilung (I-1V)

- Fibrose (ja/nein)

Zu den stetigen, intervallskalierten Variablen mit metrischem Messniveau wurden folgende
Datengruppen bearbeitet:

- Alter bei Erstdiagnose

- Alter bei Blutentnahme

- Lungenfunktionsparameter (FEV;, FEV1/FVC und Diffusionskapazitét)

2.5.2 Haufigkeitsverteilung

Deskriptive Statistik: Anhand von Kreuztabellen lassen sich Zusammenhange zwischen
nominalen und ordinalen Variablen darstellen. Hier kdnnen verschiedene Kollektive einander
gegeniibergestellt und dann unter dem Aspekt der unterschiedlichen Hé&ufigkeitsverteilung

verglichen werden.

Analytische Statistik: Anhand des T-Tests kdnnen Mittelwerte und Standardabweichungen
berechnet und diese dann fir alle Kollektive analysiert werden.
Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson gibt Auskunft Uber die Signifikanz der

Untersuchungsergebnisse durch Uberpriifung der Unabhéngigkeit relevanter Variablen.
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Der Chi-Quadrat-Wert p berechnet sich aus der Differenz zwischen beobachteten und erwarteten

Ereignissen:

p =¥* =2 (Beobachtungswert — Erwartungswert)? / Erwartungswert

Statistische Signifikanz wird bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,05 d.h. p < 0,05 erreicht.
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3. Ergebnisse

3.1 Statistische Datenanalysen

Die beiden untersuchten Kollektive wurden sowohl in ihrer Gesamtheit als auch differenziert im
Hinblick auf eine Lungenfibrose im Sarkoidosekollektiv einander gegeniibergestelit.

In der folgenden Tabelle sind die Variablen - Geschlecht, Herkunft, Alter - zusammenfassend
dargestellt.

3.1.1 Demographische Basisdaten

Variable Sarkoidose- Sarkoidose mit

] Kontrollkollektiv
Gesamtkollektiv | Fibrose

Gesamtzahl 296 32 377

Geschlecht | Weiblich 168 (56,8%) 14 (43,8%) 202 (53,4%)
Mannlich 128 (43,2%) 18 (56,2%) 175 (46,6%)
Herkunft Deutsch 268 (91,2%) 31 (96,9%) 346 (91,5%)

Européisch 28 (8,8%) 1 (3,1%) 31 (8,5%)
Alter
bei 53,01 +£12,94 56,66 * 8,83 53,17 £ 17,59
Studieneintritt
Alter bei
41 +12,30 40,80 £ 9,13 /

Erstdiagnose

Tabelle 3: Demographische Basisdaten der Patienten- und Kontrollkohorte (dargestellt sind jeweils die
Absolutwerte bzw. Prozentsétze der diskreten Variablen und die Mittelwerte + Standardabweichungen der
stetigen Variablen)



45

Das Verhdltnis von Ménnern und Frauen zeigte in beiden Gesamtkohorten, mit 56,8%
Sarkoidosepatientinnen und 53,4% gesunden Teilnehmerinnen, eine leichtes Uberwiegen des
weiblichen Geschlechts. Im Fibrosekollektiv waren jedoch mit 56,2% die Manner zahlenmaRig
uberlegen. Beide Kollektive formierten sich ausschlieBlich aus Teilnehmern kaukasischer
Herkunft, davon war der Uberwiegende Anteil deutschstdammig und die Ubrigen Teilnehmer
sonstiger européischer Abstammung. Bei Studieneintritt wiesen beide Gruppen einen dhnlichen
Altersdurchschnitt auf und die Altersspanne reichte zum Zeitpunkt der Datenerfassung von 19 bis
83 im Sarkoidosekollektiv und von 19 bis 94 bei den Vergleichspersonen. Das Alter der
Sarkoidosepatienten bei Erstdiagnose betrug durchschnittlich 41 £12,3 Jahre. Es sind somit keine
grolRen Differenzen der demographischen Daten erkennbar. Dies ist eine Voraussetzung fiir eine
gute Aquivalenz der beiden Gruppen. Die Auswahl der in die Kontrollgruppe eingeschlossenen
Personen wurde in dieser Hinsicht bestmdglich auf die Sarkoidoseteilnehmer abgestimmt.
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3.1.2 Verlaufsparametrische Basisdaten

Variable

Sarkoidose-

Gesamtkollektiv

Sarkoidose+Fibrose

Kontrollkollektiv

Ruhe FEV; (1) 2,89+0,91 2,55+0,97 2,52 +0,94
FEV:
90,70 + 19,89 81,27+ 25,40 88,41 + 25,27
(%des Sollwertes)
Diffusionskapzitat
TLCOC_SB1 87,89 + 16,53 82,99 + 19,16
(%des Sollwertes)
Diffusionskapzitat
TLeo VA 2 97,76 £ 15,54 93,22 + 18,58 /
(%des Sollwertes)
Verlauf Akut® 70 (23,8%) / /
Chronisch® 168 (57,1%) 32 (100%) /
Unklar’ 58 (19,1%) / /
Stadien
(Erstdiagnose) 0 10 34%) / /
la- Lofgren 42 (14,2%) 2 (6,3%) /
Ic 38 (12,8%) 2 (6,3%) /
T 88 (29,7%) 6 (18,7%) /
1T 21 (7,1%) 20 (62,4%) /
Keine
Angaben 97 (32,8%) 2 (6,3%) /
Stadien (Verlauf) 0 21 (7,1%) / /
| 11 (3,7%) / /
I 41 (13,8%) / /
1T 20 (6,8%) 19 (59,4%) /
ohne Angaben 203 (68,6%) 13 (40,6%) /

! Diffusionskapazitat mit Hb-korrigiertem CO-Transferfaktor

? Diffusionskapazitat mit Hb-korrigiertem CO-Transferfaktor geteilt durch das Alveolarvolumen

¥ eine Krankheitsepisode, mit Remission innerhalb von 2 Jahren
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*mehr als 1 Krankheitsschub oder eine Erkrankungsdauer von mehr als 2 Jahren

® da keine Angaben vorhanden oder Beobachtungszeitraum zu kurz (weniger als 2 Jahre)

Tabelle 4: Verlaufsparameter der Patienten- und Kontrollkohorte (dargestellt sind jeweils die
Absolutwerte bzw. Prozentsétze der diskreten Variablen und die Mittelwerte + Standardabweichungen der
stetigen Variablen)

Anhand der Lungenfunktionswerte konnten keine signifikanten Differenzen zwischen beiden
Gruppen festgestellt werden, einzig die FEV; in Prozent vom Soll war bei der Fibrosegruppe
niedriger als im Vergleichskollektiv und Sarkoidosegesamtkollektiv. AulRerdem lagen die Werte
fur die Diffusionskapazitat im Fibrosekollektiv unterhalb der Norm. Bei der Verteilung der
Krankheitsverlaufe (berwogen mit 168 Patienten (57,1%) die chronischen Félle im
Sarkoidosegesamtkollektiv gegentber den akuten Verlaufen mit 70 Fallen (23,8%). Das
Fibrosekollektiv formierte sich definitionsgemal? zu 100% aus chronischen Féllen. Die meisten
Patienten des Sarkoidosegesamtkollektivs wurden sowohl bei Erstdiagnose als auch im Verlauf
mit dem Stadium Il Klassifiziert, wohingegen sich in der Fibrosegruppe bereits bei Erstdiagnose
ein starkes Uberwiegen der Stadium 111 Patienten zeigte. Dieser Trend bestatigte sich im Verlauf

mit einer Stadium-111-Zugehdrigkeit der Fibrosepatienten von 59,4 %.
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3.1.3 Verteilung von Genotypen und Allelfrequenzen

Variable Sarkoidose Sarkoidose mit
] ] Kontrollkollektiv
Gesamtkollektiv | Fibrose

TGF-p2 Homozygot 204 (68,9%) 27 (84,4%) 261 (69,2%)
Wildtyp
Heterozygot 79 (26,7%) 4 (12,5%) 93 (24,7%)
Homozygot 13 (4,4%) 1(3,1%) 23 (6,1%)
Mutant

Gesamt 296 32 377
Allelfrequenz 0,177 0,094 0,184
des (105/592) (6/64) (139/754)
Mutationsallels
Prévalenz 0,311 0,156 0,308
des (92/296) (5/32) (116/377)
Mutationsallels
P-Wert 0,556 0,197 /
(verglichen mit
Kontrollkohorte)

Tabelle 5: Sarkoidosegesamtkollektiv, Fibrosekollektiv und Normalpersonenkollektiv
Genotypenverteilung, Allelfrequenz, Pravalenz und p-Wert des TGF-p2 (59941 A/G rs1891467)

Polymorphismus (dargestellt sind jeweils die Absolutwerte bzw. Prozentsétze der diskreten Variablen)

Die Verteilung des Genpolymorphismus TGF-B2 (59941 A/G rs1891467) wurde fur alle
Sarkoidosepatienten, das gesamte Vergleichskollektiv, sowie fiir jede Untergruppe der beiden
Hauptkollektive untersucht. Die Gegeniberstellung zeigte folgende Ergebnisse: Der homozygote
Wildtyp (A/A) trat in allen Gruppen ausnahmslos am haufigsten auf, gefolgt vom heterozygoten
(A/G) und dann vom homozygoten Genotyp mit Mutation (G/G). Die Allelfrequenzen des
mutierten Allels présentierten sich fiir die Sarkoidose- und Normal-Gesamtkollektive nahezu
identisch, was sich auch in den Pravalenzwerten wiederspiegelte. Im Vergleich zeigten das
Sarkoidosegesamtkollektiv und die gesunde Vergleichsgruppe fast identische prozentuale

Haufigkeitsverteilungen, wohingegen das Fibrosekollektiv zwar ebenfalls diesem Trend folgte,
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jedoch prozentual leicht von den Ergebnissen der beiden Gesamtkollektive abwich. Mit 84,4%
trat hier der Wildtyp noch wesentlich h&ufiger auf, als es mit rund 69% bei den beiden
Gesamtkollektiven der Fall war. Der heterozygote Genotyp war mit 12,5% seltener zu
beobachten als in den beiden groRen Hauptgruppen. Auch die Allelfrequenz des Mutationsallels
trat mit 0,094 seltener im Fibrosekollektiv auf als mit 0,177 bzw. 0,184 im Sarkoidosegesamt-
bzw. Kontrollkollektiv. Der Chi- Quadrat-Test nach Pearson wies weder flr die Fibrosepatienten
noch fir das Sarkoidosegesamtkollektiv versus Normalkollektiv eine Signifikanz auf, da alle p-
Werte >0,05 waren.
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Sarkoidose-Patienten mit

Fibrose

Sarkoidose-Patienten ohne

Fibrose

Gesamt (n)

32

172

Homozygot fur den

27 (84,4%)

108 (62,79%)

Wildtyp (AA)

Heterozygot fur die 4 (12,5%) 55 (31,98%)
Mutation (AG)

Homozygot fir die 1(3,1%) 9 (5,23%)
Mutation

(GG)

Allelfrequenz 0,094 0,212
des Mutationsallels (6/66) (73/344)
Pravalenz 0,156 0,372
des Mutationsallels (5/32) (64/172)
P-Wert (verglichen mit 0,058 /

Sark.-Pat. ohne Fibrose)

Tabelle 6: Sarkoidosepatienten mit Fibrose vs. Sarkoidose-Patienten ohne Fibrose (exklusive Unklare).
Genotypenverteilung, Allelfrequenz, Prdvalenz und p-Wert des TGF-B2 (59941 A/G rs1891467)

Polymorphismus (dargestellt sind jeweils die Absolutwerte bwz. Prozentsétze der diskreten Variablen)

In beiden Gruppen konnte ein deutliches Uberwiegen des homozygoten Wildtyps beobachtet
werden wobei sich der heterozygote Genotyp im Patientenkollektiv ohne Fibrose mit 31,98%
doppelt so haufig darstellte wie in der Fibrosegruppe mit 12,5%. Dies spiegelte sich auch in der
Frequenz sowie in der Prdvalenz des Mutationsallels wieder. Im Fibrosekollektiv war die
Allelfrequenz mit 0,094 nur halb so groRR wie die des Vergleichkollektivs mit 0,212 ebenso wie
die Pravalenz mit 0,156 fur Fibrosepatienten gegentber 0,372 fir die Patienten ohne Fibrose. Der

p-Wert betrug hier 0,058 und wies somit auf einen Trend in der Genotypenverteilung hin. Dieser

Berechnung wurden alle Patienten mit einer unklaren Stadieneinteilung entzogen.
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Sarkoidose mit Fibrose versus Sarkoidose ohne Fibrose
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Abbildung 4
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Sarkoidose-Patienten mit

Fibrose

Sarkoidose-Patienten ohne

Fibrose

Gesamt (n)

32

264

Homozygot fir den Wildtyp
(AA)

27 (84,4%)

177 (67,04%)

Heterozygot fur die 4 (12,5%) 75 (28,41%)
Mutation (AG)

Homozygot fur die Mutation 1(3,1%) 12 (4,55%)
(GG)

Allelfrequenz 0,094 0,188
des Mutationsallels (6/64) (99/528)
Prévalenz 0,156 0,33
des Mutationsallels (5/32) (88/264)
P-Wert (verglichen mit 0,082 /

Sark.-Pat. ohne Fibrose)

Tabelle 7: Sarkoidose-Patienten mit Fibrose vs. Sarkoidose-Patienten ohne Fibrose (inklusive Unklare).
Genotypenverteilung, Allelfrequenz, Pravalenz und p-Wert des TGF-p2 (59941 A/G rs1891467)

Polymorphismus (dargestellt sind jeweils die Absolutwerte bzw. Prozentsétze der diskreten Variablen)

Der Vergleich aller Sarkoidosepatienten ohne Fibrose inklusive der als unklar definierten
Sarkoidosepatienten mit dem Fibrosekollektiv ergab in relativen Haufigkeiten ein fast identisches
Ergebnis zu den Resultaten der Berechnungen, bei denen alle unklar zuzuordnenden Patienten
entfernt wurden. Die Frequenzen lagen bei 0,67(A/A), 0,284(G/A) und 0,045(G/G) fur das
Kollektiv ohne Fibrose wobei die Genotypenverteilung fiir das Fibrosekollektiv identisch mit
denen im Diagramm 2 dargestellten blieben. Mit einem p-Wert von 0,082 zeichnete sich

wiederum eine Tendenz der Genotypenverteilung in Bezug auf einen Zusammenhang zwischen

TGF-B2 Polymorphismus und Patientenkollektiv ab.
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Sarkoidose mit Fibrose versus Sarkoidose ohne Fibrose
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Sarkoidose-Patienten mit

chronischem Verlauf

Sarkoidose-Patienten ohne

chronischen Verlauf

Gesamt (n) 168 128

Homozygot fir den Wildtyp
(AA)

117 (69,64%) 87 (67,97%)

Heterozygot fur die 49 (29,17%) 30 (23,44%)
Mutation (AG)

Homozygot fur die Mutation 2 (1,19%) 11 (8,59%)
(GG)

Allelfrequenz 0,158 0,203
des Mutationsallels (53/336) (52/256)
Prévalenz 0,304 0,32
des Mutationsallels (51/168) (41/128)
P-Wert (verglichen mit 0,009 /

Sark. ohne chron. Verlauf)

Tabelle 8: Sarkoidosepatienten mit einem chronischen Verlauf versus Sarkoidosepatienten ohne einen
chronischen Verlauf (unklare inklusive) Genotypenverteilung, Allelfrequenz, Pravalenz und p-Wert des
TGF-B2 (59941 A/G 1s1891467) Polymorphismus (dargestellt sind jeweils die Absolutwerte bzw.

Prozentsdtze der diskreten Variablen)

Die Gegenuberstellung dieser beiden Gruppen konnte zunachst sehr ahnliche Verteilungen fir
den homozygoten Wildtyp sowie fiir den heterozygoten Mutationstypen darstellen, jedoch zeigte
sich mit einer deutlichen Signifikanz von 0,009 ein absolutes Uberwiegen des homozygoten
Mutationsgenotyps mit 8,59% in der Gruppe der nicht chronisch erkrankten Sarkoidosepatienten
im Vergleich zum Kollektiv mit chronischem Verlauf, welches einen Wert von nur 1,19%
aufwies. Da in diese Berechnung auch alle als unklar definierten Patienten miteinbezogen
wurden, wird im Folgenden eine Darstellung unter Ausschluss dieser Patienten erfolgen, um die

Signifikanz auch dort zu bestétigen.
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Sarkoidose chronisch versus Sarkoidose nicht chronisch
80,00%

69,64% 67,97%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00% 29,17%
, (]

23,44%

20,00%

8,59%

10,00%

AT TS

]

0,00%

Sarkoidose-Patienten  Sarkoidose-Patienten
mit chronischem Verlauf ohne chronischen
Verlauf

‘ BHomozygot fur den Wildtyp A/A B Heterozygot fur die Mutation A/G OHomozygot fir die Mutation G/G

Abbildung 6
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Sarkoidose-Patienten mit Sarkoidose-Patienten ohne
chronischem Verlauf chronischen Verlauf
Gesamt (n) 168 70
Homozygot fir den Wildtyp 117 (69,64%) 42 (60%)
(AA)
Heterozygot fur die 49 (29,17%) 20 (28,57%)
Mutation (AG)
Homozygot fur die Mutation 2 (1,19%) 8 (11,43%)
(GG)
Allelfrequenz 0,158 0,257
des Mutationsallels (53/336) (36/140)
Prévalenz 0,304 0,4
des Mutationsallels (51/168) (28/70)
P-Wert (verglichen mit 0,001 /
Sark. ohne chron. Verlauf)

Tabelle 9: Sarkoidosepatienten mit einem chronischen Verlauf versus Sarkoidosepatienten ohne einen
chronischen Verlauf (unklare exklusive) Genotypenverteilung, Allelfrequenz, Pravalenz und p-Wert des
TGF-B2 (59941 A/G 1s1891467) Polymorphismus (dargestellt sind jeweils die Absolutwerte bzw.

Prozentsdtze der diskreten Variablen)

In dieser Berechnung zeigte sich mit einer Signifikanz von p=0,001 ein noch deutlicheres
Ergebnis in der Genotypenverteilung bei der Gegenuberstellung der beiden Kollektive. Die
chronischen Patienten prasentierten ein Uberwiegen des Wildtyps mit 69,64%, gefolgt vom
Auftreten des Heterozygoten mit 29,17%. Diese Ergebnisse fanden sich in &hnlicher Verteilung
in der Gruppe der nicht chronisch Erkrankten mit 60% und 28,57%. Im Gegensatz dazu wurden
jedoch nur 2 von 168 chronischen Patienten dem homozygoten Mutationsgenotyp zugeordnet,
was 1,19% entspricht, wahrend 8 von 70 Patienten ohne chronischen Verlauf mit 11,43% den
uberwiegenden Anteil der homozygoten Alleltrdger G/G darstellten. Die Patienten ohne
chronischen Verlauf wiesen damit 10 Mal hdufiger den homozygoten Mutationygenotypen auf

als die chronisch Erkrankten. In dieser Berechnung konnte fiir 58 Patienten keine eindeutige
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Zuordnung zu den Kategorien: chronisch oder nicht chronisch stattfinden; daher wurden sie der

Statistik entzogen.

Sarkoidose chronisch versus Sarkoidose nicht chronisch
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Sarkoidose-Patienten mit

chronischem Verlauf

Normalkollektiv

Gesamt (n)

168

377

Homozygot fir den Wildtyp
(AA)

117 (69,64%)

261 (69,2%)

Heterozygot fur die 49 (29,17%) 93 (24,7%)
Mutation (AG)

Homozygot fur die Mutation 2 (1,19%) 23 (6,1%)
(GG)

Allelfrequenz 0,158 0,184
des Mutationsallels (53/336) (139/754)
Prévalenz 0,304 0,308
des Mutationsallels (51/168) (116/377)
P-Wert (verglichen mit 0,030 /

Normalpersonen)

Tabelle 10:

Sarkoidosepatienten  mit

einem

chronischen

Verlauf versus Normalkollektiv

Genotypenverteilung, Allelfrequenz, Prdvalenz und p-Wert des TGF-B2 (59941 A/G rs1891467)

Polymorphismus (dargestellt sind jeweils die Absolutwerte bzw. Prozentsatze der diskreten Variablen)

Die Gegenuberstellung von chronischen Sarkoidosepatienten mit dem Normalkollektiv lie8 mit

p= 0,03 erneut eine deutliche Signifikanz bei der Genotypenverteilung erkennen. Wieder wiesen

nur 2 von 170 Sarkoidosepatienten den G/G Polymorphismus auf. Dies entspricht erneut nur

1,19%. Im Gegensatz dazu fanden sich 23 von 377, also 6,1% der Normalpersonen, die die G/G

Allelsequenz reprasentierten.
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Sarkoidose chronisch versus Normalpersonen
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Sarkoidose-Patienten mit

akutem Verlauf

Normalkollektiv

Gesamt (n)

70

377

Homozygot fir den Wildtyp
(AA)

42 (60%)

261 (69,2%)

Heterozygot fur die 20 (28,57%) 93 (24,7%)
Mutation (AG)

Homozygot fur die Mutation 8 (11,43%) 23 (6,1%)
(GG)

AIIeIfrequ-enz 0.257 0,184
des Mutationsallels (36/140) (139/754)
Prévalenz 0,4 0,308
des Mutationsallels (28/70) (116/377)
P-Wert (verglichen mit 0,173 /

Normalpersonen)

Tabelle 11: Sarkoidosepatienten mit einem akutem Verlauf versus Normalpersonen Genotypenverteilung,
Allelfrequenz, Prévalenz und p-Wert des TGF-2 (59941 A/G rs1891467) Polymorphismus (dargestellt

sind jeweils die Absolutwerte bzw. Prozentsétze der diskreten Variablen)

Bei der Gegeniberstellung von akuten Sarkoidoseféllen und dem Vergleichskollektiv konnte
keine Signifikanz bei der Allelverteilung beider Gruppen festgestellt werden (wobei hier immer

Sarkoidosefalle mit akutem Verlauf versus Normalpersonen verglichen wurden). Der p-Wert war

mit 0,173 als nicht signifikant anzusehen.
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Sarkoidose akut versus Normalpersonen
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Abbildung 9

3.2 Fazit:

Viele der hier bearbeiteten Gegenuberstellungen wiesen keine eindriicklichen Differenzen in
ihren Verteilungsmustern der verschiedenen Genotypen fur den TGF-2 (59941 A/G rs1891467)
Polymorphismus auf. Dies spiegelten auch die Chi-Quadrat-Testresultate wieder, welche in
betreffenden Vergleichen konstant {ber 0,05 lagen und somit keine analytischen
Zusammenhange erkennen lieBen. In der Gegeniberstellung von Fibrosepatienten mit einem
Sarkoidosekollektiv ohne Fibrose konnte ein Trend anhand eines p-Wertes von 0,058
nachgewiesen werden. Aullerdem wies der Vergleich von chronisch erkrankten Patienten mit
nicht chronischen Sarkoidosepatienten und auch dem Normalpersonenkollektiv in mehreren
Berechnungen mit p-Werten unter 0,05 deutliche Signifikanzen auf, die in der anschlielenden

Diskussion eingehend behandelt werden sollen.
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4. Diskussion

Fur den im Sarkoidosekollektiv untersuchten TGF-B2 59941 A/G Polymorphismus konnten
signifikante Assoziationen zwischen mehreren definierten Untergruppen nachgewiesen werden.
Die A-Allelfrequenz des SNPs war im Sarkoidosekollektiv mit chronischem Krankheitsverlauf
signifikant hoher als im Sarkoidosekollektiv ohne chronischen Krankheitsverlauf. Der hier
errechnete p-Wert betrug 0,001. Auch die Gegentiberstellung der chronischen Sarkoidosegruppe
mit dem gesunden Normalpersonenkollektiv zeigte mit einem p-Wert von 0,03 signifikante
Zusammenhdnge. Des Weiteren konnte eine starke Tendenz beim Vergleich von
Sarkoidosepatienten mit und Sarkoidosepatienten ohne eine Lungenfibrose und deren
Genotypenverteilung nachgewiesen werden, wobei der p-Wert mit 0,058 nicht signifikant war. In
den Gruppen der chronisch erkrankten bzw. fibrotischen Patienten wurde deutlich, dass der G/G
homozygote Mutationstyp deutlich seltener auftrat. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung
zu, dass dem TGF-B2 G/G Genotyp des untersuchten Polymorphismus moglicherweise als
Baustein eines multifaktoriellen Geschehens im Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf bei
Sarkoidosepatienten eine protektive Funktion zukommen kénnte. Es zeigten sich ansonsten keine
weiteren Assoziationen zwischen bestimmten Phé&notypen und dem TGF-B2 59941 A/G
Polymorphismus.

Bisherige Studien verweisen darauf, dass aus fibrotischen Lungen isolierte Fibroblasten eine
deutlich erhohte Sekretionsrate von Wachstumsfaktoren, im Speziellen von TGF-, im Vergleich
zum gesunden Lungengewebe aufweisen. In diesen Studien wurde vor allem die Expression von
TGF-B untersucht, welches durch Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und durch
Auslésen von Entziindungskaskaden dazu fuhrt, dass das Lungengewebe bindegewebig
umstrukturiert wird. Dem Wachstumsfaktor wird ein potenter Einfluss auf Fibrosierungsprozesse
wie bei der Sarkoidose aber auch bei vielen anderen Erkrankungen wie der ldiopathischen
Lungenfibrose, der Bronchopulmonalen Dysplasie, der Systemischen Sklerose oder der
Rheumatoiden Arthritis zugeschrieben (Krein und Winston, 2002). In diesen Untersuchungen
wurde der Fokus jedoch nur auf die Expression von TGF-3 und nicht etwa auf das Vorhandensein
von Genpolymorphismen gelegt. Eine in vitro Studie von Coker et al. (1997) zeigte, dass alle drei
Isoformen des Wachstumsfaktors grundsétzlich die Féhigkeit besitzen, (ber eine
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Fibroblastenstimulation die Prokollagensynthese zu forcieren und somit zu einer Fibrosierung
beizutragen. Hierbei ist anzumerken, dass die verschiedenen Isoformen in ihrer Potenz erheblich
variieren. So gilt TGF-B3 nach den vorliegenden Erkenntnissen von Coker et al. (1997) als zehn
Mal potenter als die beiden anderen Isoformen. O’Kane und Ferguson (1997) hingegen
untersuchten das Gleichgewicht der Isoformen B1, p2 und B3 der TGF-Superfamilie in der
Wundheilung und kamen zu dem Ergebnis, dass durch eine manipulative Reduktion von TGF-$1
und TGF-B2, beispielsweise durch Antikorper, die Fibrosierung reduziert werden konnte. TGF-3
hingegen  schien  einen inhibitorischen  Effekt auf TGF-f1  und auf die
Extrazellularmatrixproduktion auszuiiben (O’Kane und Ferguson, 1997). Dieses Gleichgewicht
der drei Isoformen spielt anscheinend eine wichtige Rolle in der Wundheilung und der damit
verbundenen Fibrosierung. Eine Studie von Shah et al. (1995) befasste sich eingehender mit der
Verteilung der Isoformen in Hautwunden und konnten zeigen, dass TGF-f1 und TGF-B2
profibrotische Funktionen und TGF-B3 eine eher hemmende Wirkung auf Vernarbungsprozesse
hatte. Durch Addition neutralisierender Antikorper von TGF-f1 und TGF-B2 reduzierte sich der
Narbenanteil bei der dermalen Wundheilung. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass die
Reduktion von TGF-B1 alleine nur eine partielle Verbesserung der Vernarbung brachte und dass
der alleinige Einsatz von Anti-TGF-f2 keine Differenzen zu den Kontrollnarben aufwies. Der
Einsatz von Antikdrpern beider Isoformen in Kombination ist somit sinnvoll, um die gewinschte
Fibrosierungsreduktion erreichen zu kénnen. Eine Hemmung von TGF-3 wies aullerdem eine
Reduktion von Monozyten und Makrophagen, Fibronektin und Kollagen auf und fiihrte somit
ebenfalls zu einer besseren Wundheilung bzw. einer reduzierten Vernarbung. Als Fazit stellten
Shah et al. (1995) die Mdglichkeit in Aussicht, diesen TGF-B Antikorpereinsatz als mogliche
Therapieoption bei Narbenbildung einzusetzen (Shah et al. 1995). Neuere Studien nutzten diese
Erkenntnisse und befassten sich bereits mit der Wirksamkeit der Antikdpertherapie speziell fir
TGF-2 in der Ophthalmologie. Hierbei wurde der Antikorper nach durchgefiihrter
Trabekulektomie bei Weit- und Engwinkelglaukomen als Fibrosierungsinhibitor eingesetzt
(Khaw et al., 2007). Bisher konnte jedoch keine Wirksamkeit fir den alleinigen Einsatz des
TGF-B2 Antikorpers nachgewiesen werden (Khaw et al., 2007). Dies unterstiitzt wiederum die
Ergebnisse von Shah et al. (1995). Die Resultate fur einen gemeinsamen Einsatz der Antikorper
gegen alle Isoformen beispielsweise in der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde und in der Onkologie
sind dagegen erfolgversprechender. Durch die Antikdrperbehandlung bei laryngotrachealen

Stenosen konnte beispielsweise eine Reduktion von Fibrosierungsprozessen erzielt werden
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(Simpson et al., 2008). In der Onkologie bewiesen Anscher et al. (2006) die wirksame
Herabsetzung von Inflammation und Fibrosierung nach einer Bestrahlungstherapie bei
Lungenkrebs. Wenn man nun diese Féhigkeiten des Wachstumsfaktors TGF-p als Basis fiir
Forschungen auf molekulargenetischer Ebene nimmt, ist die Untersuchung von
Genpolymorphismen der einzelnen Isoformen ein weiterer Ansatzpunkt. Falls existierende
Polymorphismen einen Einfluss auf die Funktion des Wachstumsfaktors haben, muss nicht nur
die Expression der vorhandenen Isoformen, sondern auch deren Funktionalitat berlicksichtigt
werden. Auch das Verhaltnis, in welchem die Isoformen zueinander stehen, koénnte von
Bedeutung sein, da bereits deutlich wurde, dass dieses Gleichgewicht eine tragende Rolle spielt.
Bei der Mutation eines oder beider Allele einer TGF-B-Isoform kdénnte es sowohl zu einer
Funktionssteigerung bzw. zu einem Funktionsverlust als auch zu verénderten Proteinlevels
kommen, die das Individuum dann mdglicherweise fir eine Fibrose pradisponieren. Die
Funktionalitat von Polymorphismen aller drei Isoformen haben Susol et al. (2000), mit Hilfe von
Mikrosatelliten-Markern flr die Systemische Sklerose untersucht. Sie kamen zu dem Ergebnis,
dass Assoziationen zwischen dem Auftreten der Erkrankung und TGF-B2 sowie TGF-B3-
Polymorphismen bestehen (Susol et al., 2000). Awad et al. (1998) untersuchten
Genpolymorphismen bei der Lungenfibrose und beschrieben eine Assoziation eines TGF-f1-
Polymorphismus in Codon 10 und in Codon 25 mit erhohten Spiegeln der Isoform beim
homozygoten Wildtyp im Vergleich zum heterozygoten Genotypen. Hier kann also
beispielsweise von einem Funktionsverlust bei vorhandener Mutation ausgegangen werden
(Awad et al., 1998). Der T869C Polymorphismus in Codon 10 wurde von einer japanischen
Forschungsgruppe um Niimi et al. (2002) speziell bei Sarkoidosepatienten untersucht. Hierbei
konnten jedoch keine signifikanten Assoziationen festgestellt werden. Auch unter
Beriicksichtigung der Stadien waren keine Signifikanzen erkennbar. Jedoch fallt in dieser Studie
auf, dass nur 4 von den 104 Sarkoidosepatienten ein Stadium Il und kein Einziger ein Stadium
IV aufwiesen. Im Hinblick auf einen Zusammenhang zwischen Polymorphismus und
Fibrosierung ist diese Studie aufgrund der Zusammensetzung des Studienkollektivs daher
keinesfalls aussagekréftig. Der von uns untersuchte 59941 A/G (rs1891467) Polymorphismus des
TGF-B2 Gens wurde aufler von Kruit et al. (2006) noch nicht im Zusammenhang mit der

Sarkoidose untersucht.
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Unser Studienziel war es, den Fokus auf den Zusammenhang zwischen vorliegenden Genotypen
und Phénotypen zu legen und darzustellen, welchen eventuellen Einfluss der 59941 A/G
(rs1891467) Polymorphismus auf die Sarkoidose ausiibt. Diesen Geno-Phanotyp-Ansatz
verfolgte auch die niederlandische Forschungsgruppe von Kruit et al. (2006), die ihr
Hauptaugenmerk auf den Zusammenhang zwischen der Pravalenz der Polymorphismen und dem
Auftreten einer Lungenfibrose bei Sarkoidosepatienten legte. Die Forschungsgruppe untersuchte
hierfir ein niederlandisches Kollektiv auf SNPs der Isoformen 1 bis 3 des TGF-f Gens und
erstellte anhand dessen Haplotypen mit Carrierfrequenzangaben, die zum Vergleich der
Einzelkollektive dienten. Der Vergleich der beiden Studien ist zuldssig, da die Untersuchung
anhand ahnlicher Kriterien stattfand. So formierten sich die Kollektive aus Teilnehmern
kaukasischer Herkunft mit geographisch eng beieinander liegendem Ursprung, wodurch eine
gewisse Ubereinstimmung des Genoms gegeben ist. Die Einteilung der rontgenologischen
Stadien der Sarkoidose wurde in beiden Studien auf der Grundlage der Zuordnung durch
Scadding (1961) vorgenommen, wobei die Zuweisung zur Fibrose in beiden Studien die Stadien
I11 und IV einschloss. Auch der Abgleich von Patienten und gesunden Normalpersonen fand bei
beiden Forschungsgruppen statt, um einen validen Vergleich zu garantieren. In der Studie von
Kruit und Kollegen wurde ein Sarkoidosekollektiv von 154 und ein Kontrollkollektiv bestehend
aus 315 Personen untersucht. Die Patientenkohorte formierte sich aus 50 akuten, selbst-
limitierenden und 46 Fallen mit Lofgrensyndrom sowie 58 chronischen Patienten. Davon
prasentierten 24 Patienten eine Lungenfibrose. Die beiden Gruppen wurden (ber 4 Jahre hinweg
verfolgt und die Verlaufsparameter verglichen. Die in unserer Arbeit untersuchten Kollektive
wurden ebenfalls einem ,follow up“ unterzogen, welches sich auf einen Zeitraum von
durchschnittlich 5,6 Jahren bezieht. In unser Kontrollkollektiv wurden 378 freiwillige Teilnehmer
eingeschlossen, von denen jedoch nur 377 genotypisiert werden konnten. Unser
Sarkoidosekollektiv umfasste 296 Studienpatienten. Hierbei handelte es sich um 168 Patienten
mit einem chronischen Verlauf, 136 davon ohne und 32 mit einer Lungenfibrose. Von den 70
Patienten mit einem akuten Verlauf hatten 42 ein Lofgren Syndrom und Kkeiner eine
Lungenfibrose. Die restlichen 58 Patienten konnten keiner klaren Stadieneinteilung zugefiihrt
werden, da sie hauptsachlich aus den Selbsthilfegruppen rekrutiert wurden. Aufgrund dieser
weitaus hoheren Teilnehmeranzahl in beiden Kollektiven wird die Aussagekraft der ermittelten
Ergebnisse erheblich gesteigert, was uns im Vergleich zu Kruit et al. (2006) moglicherweise ein

stabileres Fundament in Bezug auf unsere Ergebnisse liefert. In der Studien der niederlédndischen
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Forschungsgruppe wurden SNPs fur alle 3 Isoformen von TGF-B untersucht. Im Gegensatz dazu
wurde der Fokus unserer Studie einzig auf den TGF-p2-59941-A/G(rs1891467)-SNP und seine
Allelfrequenzen in den verschiedenen Kollektiven gelegt. Auch Kruit und seine
Forschungsgruppe beschéftigten sich mit diesem Genlocus und postulierten, dass fir Patienten
mit einer Lungenfibrose ein Uberwiegen des G Allels, bestatigt durch eine Gesamtcarrierfrequenz
von 0,62 fir den TGF-B2 59941 A/G Polymorphismus festgestellt werden konnte. Mit einer
Allelfrequenz von 0,41 fir akute und 0,28 fir chronische Krankheitsverlaufe trat das
Mutationsallel in den Bezugsgruppen deutlich seltener auf. AulRerdem zeichneten sich im
Kontrollkollektiv Verteilungsfrequenzen von 0,33 fiir den A/G- und 0,64 flr den A/A- Genotyp
ab, im Vergleich zu A/G-Frequenzen von 0,58 und A/A- Frequenzen von 0,38 bei
Fibrosepatienten. Bei Kruit konnte also gezeigt werden, dass der homozygote Wildtyp A/A mit
38% im Fibrosekollektiv sehr viel seltener auftrat als im gesunden Vergleichskollekiv. Die A/G-
Frequenz der Normalpersonen kam mit 33% wesentlich seltener vor als bei den Fibrosepatienten,
die eine Frequenz des A/G Typs von 58% aufwiesen. Diese Ergebnisse lieferten Kruit et al. die
Diskussionsbasis ihrer Aussage, dass die Prdsenz des Mutationsgens mit einem fibrotischen
Verlauf der Sarkoidoseerkrankung assoziiert sein konnte. Die Verteilung fur alle von uns
untersuchten Kollektive dieser Studie stellte sich wie folgt dar: die Allelfrequenz des G-Allels fur
Fibrosepatienten betrug 0,094; flr akute und chronische Verlaufe: 0,257 und 0,158; fur das
Sarkoidosegesamtkollektiv 0,177 und fur das gesunde Vergleichskollektiv 0,184. Bereits hier, nur
bei der Betrachtung der Gesamtfrequenz des Mutationsallels, zeigen sich sehr deutliche
Differenzen zu den Studienergebnissen von Kruit et al. (2006). Die von uns genotypisierten
Fibrosepatienten weisen lediglich eine Carrierfrequenz von 9,4% auf, was ca. einem Sechstel der
durch die niederlandische Forschungsgruppe ermittelten Ergebnisse entspricht. Auch in der
Gruppe der akut und chronisch Erkrankten trat das mutierte Allel im Studienvergleich mit 25,7%
und 15,8% nur halb so hdufig auf. Ein differenzierteres Betrachten der Frequenzen fiir jeden
einzelnen Genotyp wies erneut deutliche Differenzen im Vergleich der beiden Studien auf.
Zunachst konnte festgestellt werden, dass fir den A/A- Wildtyp der Kontrollkollektive beider
Studien kein groRer Unterschied im VVorkommen ermittelt werden konnten, wohingegen jedoch
die Allelfrequenz des heterozygoten A/G Typs bei Kruit et al. (2006) doppelt so hoch lag wie in
unserem Kollektiv, d.h. der heterozygote Typ wesentlich haufiger zu identifizieren war. Des
Weiteren liel? der Vergleich der Fibrosekollektive untereinander deutlich werden, dass in unserer

Studie mit einer A/A Allelfrequenz des Wildtyps von 0,844 das Auftreten deutlich hoher lag als
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in der niederlandischen Vergleichsgruppe mit 0,38. Die A/G Allelfrequenz zeigt sich jedoch mit
0,58 erheblich haufiger bei Kruit und Mitarbeitern als bei unseren Untersuchungen mit 0,063 was
die Aussage zuldsst, dass das Mutationsallel in unserem Fibrosekollektiv fast 10 Mal seltener
auftritt als in dem niederléandischen Kollektiv. Die Auswertung der in diesen beiden voneinander
unabhéngigen Studien ermittelten Allelfrequenzen fir die unterschiedlichen Kollektive weist
deutliche Differenzen, bzw. diametrale Ergebnisse auf. Die MutmaBung von Kruit et al. (2006)
uber ein frequenteres Auftreten des mutierten Alles bei Fibrosepatienten konnte daher von uns
definitv nicht bestatigt werden. Unsere Ergebnisse zeigten auferdem einen Trend im
Zusammenhang von Polymorphismus und chronischem Krankheitsverlauf, was bei der
niederlandischen Studie nicht der Fall war. Das Vorhandensein einer Lungenfibrose und einem
chronischen Verlauf der Sarkoidose sollte differenziert beurteilt werden, da nicht jeder
chronische Patient zwangslaufig eine Lungenfibrose entwickelt. Da in der Literatur das Auftreten
des TGF-B2-Polymorphismus einzig im Zusammenhang mit einer Fibrosierung untersucht wurde,
sind keine Daten zum Einfluss auf den Krankheitsverlauf verfligbar. Wir konnten jedoch eine
signifikante Assoziation zwischen chronischem Verlauf und Vorliegen des G-Allels des 59941
A/G Polymorphismus’ nachweisen. Es ist teilweise sehr schwierig, trotz rontgenologischer
Stadieneinteilung zwischen chronischen Patienten mit einem fibrotischen Lungenbefall und
denen ohne diesen Verlauf zu differenzieren. In unklaren Fallen wird das Rontgen oft durch eine
HRCT-Untersuchung ersetzt und somit anders beurteilt, da die Detektionsrate von Fibroseherden
im CT wesentlich hoher liegt. Dennoch werden die Patienten der Rontgenstadieneinteilung nach
Scadding (1961) zugeordnet, was streng genommen die Stadieneinteilung verfalscht. Da nicht
jede Lungenfibrose durch eine Biopsie gesichert werden kann, sollte bei der Zuteilung der
Stadien sehr sorgféltig und vor allem einheitlich vorgegangen werden. Eine neue Studie von
Prasse et al. (2008) befasste sich mit diesem Problem und entwickelte eine alternative
Klassifikation zur Einteilung der Sarkoidosestadien unter Berlcksichtigung differenzierter
diagnostischer Aspekte. Das ,,SCAC*“-Protokoll zielt vor allem auf die klinische Présentation der
Patienten ab und beinhaltet desweiteren die Analyse von Serumparametern und additiver
Diagnostik wie BAL und Lungenfunktionsanalysen (Prasse et al., 2008). Zur besseren
Beurteilung des Krankheitsgrades mit der Konsequenz einer adaquaten Behandlung sind solche
Protokolle in Zukunft der alten Klassifikation durchaus vorzuziehen.

Die hochsten Gesamtcarrierfrequenzen fanden sich in der Gruppe der akut Erkrankten bzw. nicht

chronischen Patienten. Mit einer Signifikanz von 0,001 zeigt sich ein viel haufigeres Vorkommen
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des homozygoten Mutationstyps mit 11,43% bei nicht chronischen Patienten, bzw. mit 6,1%
beim Normalkollektiv, im Vergleich zu einem VVorkommen des Genotyps von lediglich 1,19% im

chronischen Kollektiv bzw. mit 3,1% in der Sarkoidosegruppe mit Lungenfibrose.

Auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse kann entgegen der Postulierungen von Kruit et
al. die Hypothese aufgestellt werden, dass zwar eine vermehrte Expression von TGF-f2 zur
Entwicklung einer Fibrose beitragen kann, die Mutation eines oder beider Allele des Gens jedoch
nicht zwangslaufig einen negativen Einfluss auf den Verlauf haben muss. Die hier gewonnene
Datenlage zeigt vielmehr ein gegenteiliges Bild und lasst die Vermutung zu, dass durch die
Mutation in einem oder sogar beiden Allelen des TGF-B2 Gens moglicherweise die
profibrotische Funktion der PB2-Isoform des Wachstumsfaktors herabgesetzt sein konnte.
Demnach hétte der mutationsfreie Genotyp, hier das Patientenkollektiv in einem chronischen
Stadium bzw. mit einer diagnostizierten Lungenfibrose, eine héhere Wahrscheinlichkeit eine
Fibrose zu entwickeln. Diesem Ansatz folgend waren dann die Individuen mit einer hohen
Mutationsrate, evtl. durch eine Fehlfunktion von TGF-B2, vor einem chronischen Verlauf mit
moglicher Fibrosierung geschitzt. Diese These wird durch die Ergebnissen in allen relevanten
Risikogruppen dieser Arbeit gestiitzt, da die Kollektive mit den héchsten Mutationsraten durch
die akut erkrankten Sarkoidosepatienten bzw. die Patienten ohne Lungenfibrose sowie durch das
Normalpersonenkollektiv représentiert wurden. Eine Expressionsanalyse wiirde zeigen, wie
wichtig das quantitative Verhéltnis der verschiedenen Isoformen zueinander ist. Eine weitere
offene Frage ist, inwieweit auch das Verhéltnis anderer Entziindungsmediatoren zueinander,
welche die bei der Sarkoidose entstehende Immunreaktion hervorrufen, einen Einfluss ausibt.
Ebenso verhalt es sich mit der Bewertung von Polymorphismen der TGF- Gene in Bezug auf
deren phéanotypische Auswirkung. Die bis heute bekannten Forschungsdaten lassen kontroverse
Hypothesen Uber einen Einfluss der Polymorphismen zu. Anhand der Ergebniss dieser Arbeit
kénnte gemutmalit werden, dass speziell fir den TGF-B2 59941 A/G Polymorphismus bei
Vorliegen der Mutation in beiden Allelen ein Funktionsverlust als mogliche Auswirkung in Frage
kommt. Diese Spekulationen konnen jedoch nur durch funktionelle Studien bestétigt werden, in
denen die Auswirkung der Polymorphismen in verschiedenen Kollektiven evaluiert wirde.
Hierzu konnten beispielsweise BAL, Serum oder Biopsiepréparate auf die Expression von TGF-3
untersucht werden. Eine weitere Moglichkeit bestiinde im ,,Knock-out* Tiermodel verschiedener

Expressionsmuster mit Phanotypenanalysen. Es muss auflerdem beachtet werden, dass es
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eventuell nicht nur zu einem Funktionsverlust oder einer Funktionssteigerung kommen kann,
sondern dass auch Hemm- und Potenzierungsmechanismen der Isoformen untereinander auRer
Kraft gesetzt werden kdnnen. Die absolute Hemmung, wie z.B. in der Antikorpertherapie, einer
oder mehrerer Isoformen von TGF-B, ist nicht als beweisend anzusehen, da die Veranderung der
durch die Mutation entstehenden Abléufe erforscht werden soll und nicht die Auswirkung des
kompletten Verlustes. Die Funktionalitit von TGF-B sollte in weiteren Studien mit groBeren
Kollektiven, bestehend aus Patienten unterschiedlicher Ethnizitat, untersucht werden. Die
unterschiedlichen Spiegel der Isoformen im granulomatésen Gewebe konnten so mit ihrer
jeweiligen Funktion in Zusammenhang gebracht werden. Neben diesem funktionellen Ansatz
sind auch weitere Genotyp-Phénotyp-Untersuchungen notwendig. Die Ansatze vorangegangener
Studien beziehen zwar die Verlaufsformen und Stadien der Sarkoidose in die Genotypisierung
mit ein, jedoch kdnnten weitere Zusammenhange wie z.B. Art und Anzahl der befallenen Organe

in Korrelation mit den jeweiligen Genotypen untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Die Sarkoidose als polyatiologische Multisystemerkrankung ist charakterisiert durch nicht
verkasenden Granulomherde, die sich im ganzen Kdrper manifestieren konnen, am héufigsten
jedoch in der Lunge zu finden sind. Die Begleitsymptome sind oft sehr unspezifisch und variabel.
Die Atiologie der Sarkoidose ist immer noch weitestgehend ungeklart, dennoch kann nach
heutigem Wissensstand von einem multifaktoriellen Geschehen ausgegangen werden.
Umwelteinflisse und genetische Dispositionen stehen gleichermaen im Verdacht zu der
Entstehung der Erkrankung beizutragen. Ziel dieser Arbeit war es, den Zusammenhang von
Einzelnukleotid-Polymorphismen mit der Sarkoidose zu spezifizieren. Der hier bearbeitete 59941
AJG (rs1891467) Polymorphismus des TGF-f2 Gens wurde hinsichtlich seines Einflusses auf den
Krankheitsverlauf mit mdglicher Fibrosierung bei Sarkoidosepatienten untersucht. In
vorangegangenen Studien konnte TGF-f mit seinen einzelnen Isoformen quantitativ mit
fibrotischen Umbauvorgangen der Lunge in Verbindung gebracht werden. Der Einfluss von
Polymorphismen des Gens ist bisher jedoch noch unzureichend untersucht. Die hier verwendeten
Probandenkollektive formierten sich aus 296 Sarkoidosepatienten, die entsprechend ihres
Erkrankungsgrades in rontgenologische Stadien eingeteilt wurden, sowie aus 377 gesunden
Vergleichspersonen. Alle Teilnehmer wurden fur den 59941 A/G (rs1891467) Polymorphismus
genotypisiert. Assoziationsanalysen ergaben signifikante Ergebnisse fur die Patientengruppe der
chronischen Sarkoidosepatienten im Vergleich zu denen mit nicht chronischen Verlaufen und den
gesunden Normalpersonen. Mit einem p-Wert von 0,001 war das Vorkommen des homozygoten
Mutationstyps in der Gruppe der chronischen Patienten zehn Mal seltener zu finden als bei den
Erkrankten mit nicht chronischen bzw. akuten Verlaufen. Eine Assoziation zur Entstehung einer
Lungenfibrose konnte nicht direkt nachgewiesen werden, jedoch war ein eindeutiger Trend
festzustellen. Die Patienten mit fibrotischem Verlauf wiesen von allen untersuchten Gruppen am
seltensten das Mutationsallel auf und prasentierten ebenso wie die chronischen Patienten
auffallend seltener den homozygoten Mutationstyp als die Vergleichskollektive. Vor dem
Hintergrund der hier erarbeiteten Daten kann die Hypothese aufgestellt werden, dass der 59941
AJ/G (rs1891467) Polymorphismus im TGF-2 Gen, als Teil eines multifaktoriellen Geschehens,
bei vorhandener Mutation eine protektive Funktion haben kdnnte. Da die Kollektive mit den

hochsten Mutationsraten eines oder beider Allele von gesunden Teilnehmern und Patienten mit
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akuten Verlaufen reprasentiert wurden, scheinen sie durch einen méglichen Funktionsverlust bei
vorliegender Mutation einen gewissen Schutz vor chronischen Verlaufen und der Ausbildung
einer Lungenfibrose zu haben. Die Rolle des 59941 A/G (rs1891467) Polymorphismus sollte in

Zukunft vor allem in funktionellen und grof? angelegten Studien weiter untersucht werden.

Présentation auf der Jahrestagung der European Respiratory Society 2009 (Wien): Transforming growth factor beta
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