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Einleitung

Einleitung

Psoriasis

Die Autoimmunerkrankung Psoriasis vulgaris, auch als Schuppenflechte bezeichnet, ist eine
chronisch entziindliche Erkrankung der Haut. Charakterisiert wird die Psoriasis durch vier, in
den erkrankten Hautpartien stattfindende Vorginge. Dabei handelt es sich um eine
Keratinozyten-Hyperproliferation, die Erweiterung papillarer Blutgefifle, das Eindringen
polymorphonuklearer Leukozyten aus den Blutgefiflen der Haut in Dermis und Epidermis,
sowie Anderungen in der Epidermis-Differenzierung. Aufgrund dieser Vorgiinge zeigen die
als Plaque bezeichneten erkrankten Hautpartien ihre charakteristische Rotung und Schélung
(Stern, 1997). Psoriasis vulgaris zihlt zu der am héufigsten vorkommenden Psoriasis-Form.
Von ihr sind ca. 80-90% der Erkrankten betroffen (Lomholt, 1963). Ausbruchsursache und
Stirke der Erkrankung sind multifaktoriellen Ursachen unterworfen. So besteht zum einen
eine genetische Prédisposition, aber auch Umweltfaktoren nehmen Einfluss auf Ausbruch
und Verlauf der Erkrankung (Lomholt, 1963; Henseler und Christophers, 1985; Naldi, 1995).
Obwohl die Erkrankung bereits Anfang des 19. Jahrhunderts beschrieben wurde, sind auch
heute noch die pathogenen Mechanismen weitgehend unbekannt. Bis in die frithen 80er Jahre
ging man davon aus, dass die Psoriasis eine die Keratinozyten betreffende Erkrankung sei.
Heute wird sie, unter anderem aufgrund von Untersuchungen iiber die Wirkung von
Immunsuppressiva, zu den T-Zell-vermittelten Erkrankungen gezéhlt (Ellis et al.,, 1986;

Griffiths et al., 1986).

Immunologie der Psoriasis

An der Immunantwort beteiligte Zellen spielen in der Krankheitsentwicklung der Psoriasis
vulgaris eine Rolle. Die Beteiligung der T-Zellen in der Krankheitsentwicklung zeigt sich
durch den mit dem Ausbruch psoriatischer Lisionen einhergehenden epidermalen Influx und
Aktivierung von CD4" T-Zellen. Auch konnte in nicht betroffenen Hautpartien von an
Psoriasis erkrankten Personen eine Zunahme von CD8* T-Zellen in der Epidermis beobachtet
werden (Baker et al., 1984). Vor allem durchgefiihrte Untersuchungen mit dem Immun-
suppressiva Cyclosporin A stellten den Beweis fiir eine T-Zell-vermittelte Erkrankung dar
(Ellis et al., 1986; Griffiths et al., 1986). Dieses inhibiert selektiv die Cytokin-Produktion
durch CD4" T-Lymphozyten und zeigt sich sehr effektiv in der Behandlung der Psoriasis. Die
Arbeitsgruppe um Wrone-Smith zeigte, dass durch das Einspritzen autologer T-Zellen bei auf

SCID-Miusen transplantierter, nicht erkrankter psoriatischer Haut Lésionen induziert werden
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konnten (Wrone-Smith et al, 1996). Im gleichen Modell zeigten sich Unterschiede zwischen
den Injektionen gereinigter CD4" und CD8" T-Lymphozyten. Nur die CD4" T-Lymphozyten
konnten psoriatische Lésionen in nicht-erkrankter psoriatischer Haut induzieren (Nickoloff et
al., 1999).

In psoriatischer Haut zeigt sich eine Uberexpression von Cytokinen aktivierter T-
Lymphozyten, dabei iiberwiegen vor allem Ty1-Cytokine wie Interleukin-12 (Yawalkar et al.,

1998), Interferon-y und Tumornekrosefaktor-a (Gearing et al., 1990).

Epidemiologie der Psoriasis

Die Privalenz zur Entwicklung von Psoriasis variiert mit Ethnologie und geographischer
Lage und wird allgemein mit 1 bis 3 % angegeben. Untersuchungen zeigen aber beachtliche
Unterschiede im Vorkommen der Erkrankung in der jeweiligen Bevolkerung. So weisen
Populationen kaukasischen Ursprungs eine stirkere Privalenz auf, die im Bereich von 2 bis
5% liegt (Farber et al. 1991). Die niedrigsten Werte zeigen Untersuchungen in China mit 0,1
bis 0,3 %, sowie in West Afrika und bei Ureinwohnern Latein- und Nordamerikas (0O bis
0,3%) (Yui Yip, 1984; Farber et al., 1991). Genetische Untersuchungen, durchgefiihrt mit
Familien- und Zwillings-Studien, haben gezeigt, dass eine starke genetische Komponente in
der Pathogenese von Psoriasis vorhanden ist. So ergab eine von Lomholt auf den Faroer
Inseln durchgefiihrte Untersuchung, dass bei 91% der an Psoriasis erkrankten Patienten
weitere Erkrankungsfille innerhalb der Verwandtschaft vorlagen (Lomholt, 1963). Einen
weiteren Hinweis darauf, dass es einen starken genetischen Faktor gibt, stellen die
unterschiedlichen Konkordanz-Raten von monozygotischen (50 bis 70 %) und dizygotischen
Zwillingen (15 bis 23 %) dar (Farber et al., 1974; Brandrup et al., 1982). Auch weisen
monozygotische Zwillinge Ahnlichkeiten im Bereich des Schweregrads der Erkrankung, dem
Alter bei Krankheitsausbruch und dem Krankheitsverlauf auf (Farber et al., 1974). Ein
weiteres epidemiologisches Merkmal stellt die Altersverteilung dar und die hierdurch
mogliche Einteilung in einen juvenilen (Typ I) und einen adulten (Typ II) Krankheitsbeginn
(Henseler und Christophers, 1985). Unter dem Typ I werden Personen gefasst, bei denen die
Erkrankung vor dem 40. Lebensjahr ausbricht. Neben einer familidren Haufung und einem
stiarkeren Krankheitsverlauf als beim Typ II, besteht fiir den Typ I eine starke Assoziation mit
Antigenen des HLA-Systems, insbesondere mit HLA-Cw*6. Bei einer Psoriasis vom Typ II
setzt die Erkrankung erst nach dem 40. Lebensjahr ein. Sie tritt sporadisch auf und zeigt einen

schwicheren genetische Hintergrund als der Typ I (Henseler und Christophers, 1985).
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Das die Ursache der Erkrankung aber nicht allein auf genetischer Basis liegt, zeigt sich vor
allem anhand der im Bereich von nur 70 % liegenden Konkordanzrate monozygotischer
Zwillinge. Weitere Faktoren, wie die Umwelt, tragen zur Pathogenese bei. Aus diesem Grund
wird die Schuppenflechte zu den multifaktoriellen Erkrankungen gezdhlt. Triggernde
Faktoren stellen unter anderem Stress, Drogen und Streptokokken-Infektionen dar (Naldi,

1995; Tagami, 1997; Telfer et al., 1992; Naldi et al., 2001).

Genetik der Psoriasis
Da es sich bei der Psoriasis um eine komplexe Erkrankung handelt, wird versucht, iiber die
genetische Disposition und die Ausprigung von Allelen potentieller Verdachtsgene, einen

Einblick in die biochemischen Vorginge zu erlangen.

Grundlagen genetischer Analysen

Die Ansitze genetischer Untersuchungen komplexer Erkrankungen beruhen unter anderem
auf Assoziations- und Kopplungsanalysen. Assoziationsanalysen {iiberpriifen die auf
Populationsfrequenzen fokussierte Korrelationen zwischen einer Erkrankung und dem Allel
eines Verdachtsgens. Kopplungsanalysen hingegen beruhen auf der gemeinsamen
Transmission von Markern und krankheitsassoziierten Genen innerhalb von Stammbéidumen

(Lander et al., 1994).

Zur Identifizierung einer der Erkrankung zugrunde liegenden Verdachtsregion, wird mit
Kopplungsanalysen begonnen. Hier wird zugrunde gelegt, dass die Allele zweier auf einem
Chromosom befindlicher Loki, aufgrund ihrer physikalischen Néhe zueinander, wéhrend der
Meiose nicht unabhingig voneinander vererbt werden. Somit wird bei diesen Analysen die
Kopplung iiber die gemeinsame Vererbung eines krankheitsassoziierten Gens mit einem
genetischen Marker {iiberpriift. Der Grad der Kopplung wird dabei iiber die
Rekombinationsfraktion (0) ermittelt. Diese gibt die Hiufigkeit des Auftretens von
Rekombinationsereignissen zwischen Krankheitsgen und Marker an. Bei unabhingiger
Vererbung betrigt 6 = 0,5, bei kompletter Kopplung 6 = 0 (Ott, 1991). Zur Abschitzung der
Rekombinationsfraktion bedient man sich in Kopplungsanalysen des LOD-Scores (Z(0)),
einer MaBigroBe fiir die Wahrscheinlichkeit genetischer Kopplung. Definiert ist er als
Logarithmus (logjo) des Quotienten aus der Wahrscheinlichkeit von Kopplung zwischen

Marker und Krankheitsgen und der Wahrscheinlichkeit unabhéngiger Vererbung (Ott, 1991).
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Im Zusammenhang mit Kopplungsanalysen werden parametrische und nicht-parametrische
Analysen unterschieden. Im Fall von komplexen Erkrankungen, wie die Psoriasis eine
darstellt, wird auf nicht-parametrische Analysen zuriickgegriffen. Diese setzen im Gegensatz
zu parametrischen Analysen keine den Vererbungsmodus definierende Parameter, wie
Privalenz (®) der Erkrankung oder Frequenz (p) des Krankheitsallels D, voraus. Hier wird
eine iiber die Erwartung hinausgehende Ubereinstimmung von Allelen erkrankter
Geschwister beobachtet (Lander et al., 1994).

Mit der auf Rekombination basierenden Kopplungsanalyse wird also eine grobe Lokalisation
der Verdachtsregion vorgenommen. Uber Feinkartierung des Kopplungsungleichgewichts
wird nun versucht, moglichst viele der in dieser Region befindlichen Gene auszuschlielen
(Jorde, 1995). Der Analyse liegt die Annahme der iiberzufillig hiufig gemeinsamen
Vererbung von Allelen eng benachbarter Gene zugrunde, die somit einen auf einem
Chromosom liegenden Haplotypen bilden. Sie wird {iber Assoziationsstudien durchgefiihrt.
Diese konnen anhand von unverwandten Gruppen aus erkrankten und gesunden Personen
(Case / Control), aber auch familienbasiert, mit sogenannten Trios, durchgefiihrt werden.
Uber die Nutzung der Trios wird der Einfluss von Populations-Stratifizierungen verringert
(Lander et al., 1994; Falk et al., 1987). Bei diesen, aus einem erkrankten Nachkommen und
seinen Eltern bestehenden Gruppen, wird die Transmission eines krankheitsassoziierten
Marker-Allels eines heterozygoten Elternteils auf den erkrankten Nachkommen ermittelt. Das
alternative Marker-Allel dient hierbei als familienbasierte Kontrolle. Moglich ist dies mittels
eines Transmissions-Ungleichgewichts-Tests (TDT) (Spielmann et al., 1993; Spielmann et al.,

1996).

Haplotypen-Karte

Untersuchungen zeigen, dass das menschliche Genom in sogenannte Blocke mit begrenzter
Haplotyp-Diversitit eingeteilt werden kann. Ursache hierfiir ist, dass es innerhalb dieser
Bereiche kaum Zeichen fiir Rekombination gibt, dafiir aber starkes Kopplungsungleich-
gewicht herrscht. Aus diesem Grund konnen iiber 4 bis 5 hidufige Haplotypen ca. 90% aller
Haplotypen eines Blocks beschrieben werden. (Daly et al., 2001; Patil et al., 2001; Gabriel et
al., 2002). Wihrend die GroBe der Blocke variiert, korrelieren ihre Grenzen und ihre
spezifischen Haplotypen zwischen unterschiedlichen Populationen (Gabriel et al., 2002).
Innerhalb des auf Chromosom 6 liegenden Haupt-Histokompatibilitdts-Komplexes (Major
Histocompatibility Complex, MHC) bestehen sogenannte ,,Polymorphic Frozen Blocks®

(PFBs), in denen es kaum zu Rekombinationen kommt. Als Grund hierfiir wird vermutet, dass
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der hohe Grad an auftretenden Polymorphismen die Rekombination weitgehend unterdriickt
(Marshall et al., 1993, Dawkins et al., 1999). Die PFBs reichen iiber einige kb-Linge und
wurden nahezu unverédndert als Block von einem entfernten Vorfahren konserviert. Die sich
daraus ergebenden konservierten Haplotypen, sogenannte ancestrale Haplotypen, sind
innerhalb von Populationen zu verfolgen (Degli-Esposti et al., 1992). Sind die den Blocken
zugrunde liegenden Haplotyp erst einmal bekannt, konnen sie iiber einige wenige SNPs
(sogenannten tag-SNPs) innerhalb des Blocks identifiziert werden. Die Genotypisierung
dieser SNPs, als genetische Marker, stellen eine kostengiinstigere Moglichkeit fiir die
Durchfiihrung genomweiter Assoziationsanalysen mit unverwandten Personen dar.

Bei SNPs bzw. Single-Nucleotide-Polymorphismen handelt es sich um iiber das Genom
verteilte bi-allelische Sequenzvarianten. Diese treten im Durchschnitt alle 100 bis 1000
Basenpaare (bp) mit einer Frequenz von mehr als 0,01 in der gesamten Population auf. Sie
machen 90 % der DNA-Sequenz-Variationen im menschlichen Genom aus und sind, aufgrund
ihrer hohen Dichte und Stabilitit gegeniiber Mutationen, als Marker fiir die Kartierung

komplexer Erkrankungen geeignet (Collins et al., 1998; Brookes, 1999).

Genetische Kopplungsanalysen bei Psoriasis

Bislang konnten in unabhiingigen Studien, mit Hilfe genetischer Kopplungsanalysen, sieben
Psoriasis-Verdachtsregionen identifiziert werden. Die erste gro3e Genom-weite Untersuchung
wurde 1994 mit 8 amerikanischen Familien kaukasischen Ursprungs durchgefiihrt. Sie fiihrte
zur Identifizierung einer als PSORS2 (Psoriasis Susceptibility 2) deklarierten Region im
Bereich Chromosom 1725 (Tomfohrde et al, 1994; Nair et al., 1997). Spiter durchgefiihrte
Untersuchungen zeigten weitere Verdachtsbereiche auf Chromosom 4q (PSORS3) (Matthews
et al., 1996), Chromosom 1p21 (PSORS4) (Capon et al., 1999), Chromosom 3q21 (PSORSS5)
(Enlund et al., 1999), auf Chromosom 19pl13 (PSORS6) (Lee et al., 2000) und auf
Chromosom 1p (PSORS7) (Veal et al., 2001). Die stirkste Psoriasis-Verdachtsregion wurde
auf dem Chromosom 6p21.3 von mehreren Gruppen, unabhingig voneinander, identifiziert
(Trembath et al., 1997; Nair et al., 1997, Jenisch et al., 1998, Capon et al., 1999). Die als
PSORSI1 bezeichnete Region liegt in dem, fiir das menschliche Immunsystem essentiellen
humanen Haupt-Histokompatibilitits-Komplex (Major Histocompatibility Complex; MHC).
Dieser Bereich ist besonders interessant durch die Beteiligung der T-Zellen in der

Krankheitsentwicklung von Psoriasis vulgaris.
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Immungenetik

Aufgrund der Beteiligung von T-Zellen an der Krankheitsentwicklung, der Ergebnisse
genetischer Kopplungsanalysen und der starken Assoziation mit HLA-Allelen, erfolgt die
Untersuchung der genetischen Grundlage der Erkrankung innerhalb des humanen Haupt-
Histokompatibilitits-Komplexes auf Chromosom 6. Dabei liegt unter anderem die Theorie zu
Grunde, dass es im MHC ein krankheitsverursachendes Nicht-HLA-Gen gibt, das aufgrund
des in diesem Bereich bestehenden starken Kopplungsungleichgewichts mit den Psoriasis
assoziierten HLA-Allelen auftritt. Auch scheint es aufgrund der im MHC vorkommenden
Genvariabilitit sinnvoll, diese Region in ihrer Ausprigung mit sdmtlichen Genen und

Pseudogenen zu untersuchen.

HLA-Assoziation

Humaner Haupt-Histokompatibilitiats-Komplex (MHC)

Der Haupt-Histokompatibilitits-Komplex liegt auf dem kurzen Arm des menschlichen
Chromosom 6 im Bereich 6p21.31 und 6p21.32. Er wird unter anderem auch als Humanes-
Leukozyten-Antigen-System, kurz HLA-System, bezeichnet und ist essentiell fiir das
menschliche Immunsystem. Seine zentrale Funktion besteht in der iiber MHC-Molekiile
vermittelten Pridsentation von Antigenen an T-Lymphocyten. Mit iiber 200 identifizierten
Loki ist er die am dichtesten mit Genen besetzte Region, von denen mehr als 40 fiir
Leukozyten-Antigene codieren. Auch finden sich hier die am stirksten polymorphen Proteine,
welche durch Gene der Klasse I und II codiert werden, wobei manche bis zu 200 Allel-
Varianten besitzen (MHC sequencing consortium, 1999). Der 4 Megabasen (Mb) grofie
Bereich wird in drei, sich in Funktion und Struktur voneinander unterscheidende Klassen
eingeteilt. Von telomer nach zentromer werden diese als MHC-Klassen I, III und II

bezeichnet.

MHC-Klasse I-Molekiile werden an der Oberflidche fast aller kernhaltiger Zellen exprimiert.
Sie prisentieren den cytotoxischen CD8+ T-Zellen Peptide von im Cytosol abgebauten
Proteinen, z.B. von Viren. Die MHC-Klasse I umfasst, neben den klassischen Trans-
plantationsantigenen HLA-A, HLA-B, HLA-C, auch die nicht-klassischen HLA-Gene (HLA-
E, HLA-F, HLA-G), verschiedene Gen-Familien (MHC class I-related chain —-MIC-, P5),

sowie die grofite Anzahl an Pseudogenen (Shiina et al., 1999). Zuriickzufiihren ist dies auf die
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im Laufe der Evolution stattgefundene, wiederholte Duplikation von Genen und die Insertion
repetitiver Segmente (Shiina et al., 1999). Innerhalb dieser Klasse spielen, neben den
klassischen HLLA-Genen, auch die MHC Klasse I verwandten Gene (MHC class I-related
chain; MIC) eine immunologische Rolle (Shiina et al., 1999).

Die Klasse III codiert fiir viele, mit der angeborenen Immunitéit assoziierten Gene, deren
Produkte wichtige Immunfunktionen besitzen. Hierzu zéihlen die Complement-Faktoren C2,
Faktor B und C4 und Cytokine der Tumornekrosefaktoren TNF-Alpha und TNF-Beta
(Janeway und Travers, 1997).

Die Molekiile der MHC-Klasse II werden vorwiegend auf B-Lymphozyten und Makrophagen
exprimiert und werden fiir die Antigenprisentation extrazelluldrer Proteine fiir die T-Helfer-
Zellen benotigt. Neben den HLA-Klasse II Loki (-DP, -DM, -DQ, -DR) sind weitere Loki

dieser Klasse mit der Antigenprozessierung und dem Transport assoziiert.

Im MHC tritt die Besonderheit der Genvariabilitiit auf. Sie zeigt sich z.B. fiir die Expression
der HLA-DR-Region im Bereich der MHC Klasse II. Hier sind, neben einem DRA-Gen (a-
Kette), mehrere DR-Gene (B-Kette) lokalisiert (Klein et al., 1986). Die Expression der DR-
Gene erfolgt nicht iiber alle Gene, sondern in Abhingigkeit vom jeweiligen Haplotypen, da
ihre Zahl auf den Chromosomen nicht konstant ist. Selbiges gilt fiir die Gene C4A und C4B
der MHC-Klasse III.

Neben dem hohen Grad an Polymorphismus ist ein weiteres Merkmal des HLA-Systems das
bestehende starke Kopplungsungleichgewicht, in welchem sich die Allele der HLA-Gene
befinden. Dies fiihrt dazu, dass bestimmte HLA-Muster iiberzufillig hidufig gemeinsam, auf
einem Haplotyp liegend, vererbt werden. Ein Beispiel hierfiir stellt das gemeinsame Auftreten
von HLA-A*1, HLA-B*8 und HLA-DR*3 dar, das in der deutschen Normalbevolkerung
hiufiger vorkommt, als es aufgrund seiner Allel-Frequenzen zu erwarten wire. Es handelt
sich hierbei um eine auf einem Haplotyp liegende Kopplungsgruppe. FEinige dieser
Kopplungsgruppen sind in vielen ethnischen Gruppen zu finden. Sie werden aufgrund ihrer
Konserviertheit als ancestrale Haplotypen (AH) bezeichnet. Bei den meisten der in der
Bevolkerung auftauchenden HLA-Haplotypen handelt es sich um ancestrale Haplotypen bzw.
um Rekombinanten zweier ancestraler Haplotypen (Degli-Esposti et al., 1992; Dawkins et al.,
1999)

Der Haupt-Histokompatibilitits-Komplex ist stark mit Erkrankungen, vor allem
Autoimmunerkrankungen, assoziiert. Krankheitsassoziationen sind zur Zeit fiir die Klassen I

und II bekannt. So ist unter anderem das HLA-Klasse I - Allel HLA-B*27 mit Morbus
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Bechterew assoziiert, die HLA Klasse II — Allele DR*15 und DQw*6 mit der Erkrankung

Narcolepsie.

HILLA-Assoziation mit Psoriasis

Bereits in den 70er Jahren zeigte eine Untersuchung, dass die HLA-Klasse I - Loki HLA-
B*13 und HLA-B*17 (heute = B*57) signifikant hidufiger in an Psoriasis erkrankten Personen
vorhanden waren, als in gesunden Kontrollpersonen. Selbiges wurde spiter auch fiir das
HLA-B-Allel-37 festgestellt (Russel et al., 1972; White et al., 1972; Brenner et al., 1978). Fiir
den HLA-C Lokus konnte ein Zusammenhang zwischen Psoriasis und HLA-Cw*6 hergestellt
werden, sowie fiir HLA-Cw*11 in japanische Patienten (Brenner et al., 1978; Tiilikainen et
al., 1980; Nakagawa et al., 1990). Fir HLA-Cw*6 zeigte sich, neben einem fast 20fach
erhohtem Erkrankungsrisiko von Tridgern des Allels, auch eine hohere Frequenz von HLA-
Cw*6 bei juvenilem Krankheitsbeginn (85,3%) als bei adultem (14,7%) (Tiilikainen et al.,
1980; Henseler wund Christophers, 1985). Bisher bestehen keine weiteren
Krankheitsassoziationen fiir HLA-C, auller der Kopplung mit der Psoriasis. Eine innerhalb
der Klasse II bestehende Assoziation mit der Psoriasis betrifft die Allele HLA-DR*0701,
DQA*0201 und DQB*0303 (Baker et al., 1984; Schmitt-Egenolf et al., 1993).

Psoriasis-Assoziation mit HLLA-Haplotypen

Aufgrund der Blockstrukturen des Haupt-Histokompatibilitits-Komplexes (MHC) ist das
Psoriasis-Risiko im Bereich des MHC nicht nur durch HLA-Cw*6 markiert, sondern auch
iber ancestrale Haplotypen verfolgbar. In kaukasischer Bevolkerung handelt es sich bei den
mit Psoriasis assoziierten ancestralen Haplotyen um AH57.1 und AH13.1. Beide enthalten
neben HLA-Cw*6 auch HLA-DR*7. Weiter ist der HLA-Haplotyp Cw*6-B*37-DR*7-DQ*2
mit Psoriasis assoziiert, bei dem es sich nicht um einen ancestralen Haplotypen handelt.
Innerhalb und zwischen den Haplotypen der Klasse I und Klasse II besteht eine
unterschiedliche Stirke der Assoziation. Beziiglich der Klasse II zeigt der Haplotyp DR*7-
DQ™*9 (AHS57.1) eine stirkere Assoziation als DR*7-DQ*2 (AH13.1) (Schmitt-Egenolf et al.,
1993; Jenisch et al., 1995). Neben der an sich bestehenden Assoziation von AH57.1 mit
Psoriasis (26x hoheres Risiko), zeigt sich die stirkste Assoziation dieses Haplotyps mit den
auf der Seite der HLA-Klasse I gelegenen Allelen (HLA-Cw*6, HLA-B*57) und somit eine
wahrscheinliche Lokalisation des Verdachtsgens auf der Seite der HLA-Klasse I (Schmitt-
Egenolf et al, 1996; Jenisch et al, 1998). Obwohl fiir HLA-Cw*6 ein starkes

Verdachtsmoment als krankheitsbedingender Faktor besteht, ist davon auszugehen, dass dies
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eher auf ein bestehendes starkes Kopplungsungleichgewicht mit dem auslosenden Faktor
beruht. Einer der Griinde fiir diese Annahme liegt darin, dass nicht alle der an Psoriasis
vulgaris erkrankten Personen Triger von HLA-Cw*6 sind. Auch enthilt der mit Psoriasis
assoziierte ancestrale Haplotyp EHS.1, anstelle von HLA-Cw*6, das Allel HLA-Cw*7
(Jenisch et al., 1999).

Psoriasis Verdachtsbereich 1 (PSORS1)

Uber die Genotypisierung mit Mikrosatelliten und anschlieBenden Kopplungsanalysen konnte
der Psoriasis Verdachtsbereich bis auf eine 60 kb Region telomer von HLA-C eingegrenzt
werden (Balendran et al.,, 1999; Oka et al.,, 1999; Nair et al., 2000). Innerhalb dieses
Verdachtsbereichs liegen sowohl exprimierte Gene (POUSF1, TCF19, HCR, SPR1, SEEKI,
CDSN, STG), als auch Pseudogene (NOBS5, HCGIX-3, HCGII-2, NOB4).

Psoriasis assoziierte Bereiche telomer von HLA-C

Im Zusammenhang mit Psoriasis vulgaris konnte eine Assoziation mit dem Gen POUSF1
festgestellt werden (Gonzalez et al., 2000). POUSF1 zihlt zur POU-Familie der
Transkriptionsfaktoren, welche die Aktivierung und Unterdriickung spezifischer Gen-
Expressions-Programme regulieren. Aufgrund der Expression von POUSF1 in pluripotenten
Stammzellen und seiner Funktion in der Frithentwicklung (Schoéler et al, 1990; Rosner et al.,
1990; Nichols et al., 1998; Niwa et al., 2000), gilt seine Beteiligung an der Erkrankung
Psoriasis vulgaris als eher unwahrscheinlich (Okamoto et al., 1990; Gonzalez et al., 2000).
Auch konnte das Ergebnis bei einer Studie mit Personen chinesischer Herkunft nicht bestitigt
werden (Chang et al., 2003).

Fiir das untersuchte Gen TCF19, welches in der G;-S-Phase des Zellzyklus exprimiert wird
und einen moglichen Transaktivierungsfaktor darstellt, wurde keine Assoziation mit Psoraisis
vulgaris festgestellt (Ku et al., 1991; Teraoka et al., 2000).

Als Kandidat in der Verdachtsregion gilt das am distalen Ende von PSORS1 gelegene CDSN
(Corneodesmosin). Es  wird speziell in Keratinozyten in den terminalen
Differenzierungsphasen exprimiert und ist mit Psoriasis vulgaris assoziiert (Zhou et al., 1993;
Tazi-Ahnini et al. 1999, Allan et al., 1999; Jenisch et al., 1999). Die Gruppen um Tazi-Ahnini
und Allan zeigen eine Assoziation zwischen der Erkrankung und dem SNP 1243 im Exon 2.
(Tazi-Ahnini et al., 1999; Allan et al., 1999). Jenisch et al. (1999) konnte eine signifikante

Assoziation mit einem als CD2 bezeichneten Haplotypen nachweisen, welcher durch die
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beiden SNPs 619 und 1243 definiert wird. Dieser zeigt, trotz bestehendem
Kopplungsungleichgewicht mit HLA-Cw*6, eine stirkere Krankheitsassoziation (relatives
Risiko: 3,4) als HLA-C (relatives Risiko: 2,5) (Jenisch et al., 1999). Keine Assoziation
zwischen CDSN und Psoriasis vulgaris zeigte sich in Untersuchungen mit Probanden
japanischer, spanischer und finnischer Herkunft (Ishihara et al., 1996; Gonzalez et al., 2000;
Asumalahti et al., 2000).

Ein weiterer Kandidat in der PSORS1-Verdachtsregion ist das HCR-Gen (alpha-helix coiled-
coil rod homolog), dass in fast allen menschlichen Geweben und auch in Keratinozyten
exprimiert wird. Eine Untersuchung von Asumalahti et al. zeigt ein mit Psoriasis assoziiertes,
konserviertes Allel HCR*WWCC. Dieses Allel besteht aus vier, zu Aminosiduresubstitutionen
fiihrenden SNPs, lokalisiert auf den Positionen 307, 325, 1723 und 2327. Aus diesen
Substitutionen wurde der Name des Allels abgeleitet. So fiihrt der SNP auf den Positionen
307 und 325 zum Austausch der Aminosdure Arginin zu Tryptophan (W), die Positionen
1723 und 2327 zum Austausch von Glycin zu Cystein (C). Von drei der Substitutionen wird
vermutet, dass sie eine Anderung in der Sekundirstruktur des Proteins induzieren (Asumalahti
et al., 2000; Asumalahti et al., 2002). Die Gruppe um O’Brien et al. (2001) geht davon aus,
dass die Assoziation von HCR mit Psoriasis eher auf Kopplungsungleichgewicht mit HLA-
Cw*6 zuriickzufithren 1ist, als auf eine direkte Beteiligung des Gens an der
Krankheitsentwicklung (O’Brien et al., 2001).

Fir die Gene SEEKI1 (Psoriasis Susceptibility 1 Candidate 1, PSORS1C1) und SPR1
(PSORS1C2) ergab die Untersuchung von Holm et al., dass von fiinf in SEEK1 lokalisierten
und mit Psoriasis assoziierten SNPs, zwei eine von HLA-Cw*6 unabhidngige Assoziation
zeigen. Fir SPR1 wurde ein, aufgrund von Kopplungsungleichgewicht mit HLA-Cw*6
assoziierter SNP identifiziert (Holm et al., 2003).

Psoriasis-assoziierte Bereiche zentromer von HLA-C

Neben der Region telomer von HLA-C wurde auch der Bereich zentromer von HLA-C auf
seine Assoziation mit Psoriasis vulgaris untersucht. So konnten Veal et al., nach
Durchfithrung einer hochauflésenden genetischen Untersuchung, zwei signifikant mit
Psoriasis assoziierte SNPs (n.7 und n.9) im Bereich 7 und 4 kb proximal von HLA-C
identifizieren (p<10'9) (Veal et al., 2002).

Weiter zeigt, im Bereich zentromer der Klasse I, das MHC Klasse I verwandte Gen (MHC
class I-related chain; MIC) MICA eine Assoziation mit Psoriasis (Tay et al., 2000). Die

Expression der Gene MICA und MICB, unter anderem im gastrointestinalem Epithelium,
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wird durch Zellstress (z.B. Hitzeschock) induziert. Thre Molekiile werden durch Rezeptoren
auf natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Gamma-Delta-T-Zellen (y3-T-Zellen) erkannt
(Groh et al., 1996; Li et al., 1999; Bauer et al., 1999).

Das in der MHC-Klasse III lokalisierte Gen TNF-Alpha zeigt beziiglich einer Assoziation
zwischen der Psoriasis und eines in der Promotor-Region auf der Position —238 befindlichen
SNP widersprechende Ergebnisse. Es wurde eine Assoziation zwischen der Erkrankung und
dem SNP in kaukasischen Probanden festgestellt, welcher zu einer Beeinflussung der
Transkription von TNF-Alpha zu fithren scheint (Hohler et al., 1997, Kaluza et al., 2000).
Nicht bestitigt werden konnte das Ergebnis in Untersuchungen mit japanischen Psoriasis-

Erkrankten (Hamamoto et al., 2000; Nishibu et al., 2002).

Insgesamt zeigt sich ein sehr widerspriichliches Bild von scheinbar mit der Erkrankung
assoziierten Genen. Sowohl innerhalb der klassischen HLA-Gene, als auch bei den Nicht-
HLA-Genen, zeichnet sich keine eindeutige Zuordnungsmoglichkeit der Erkrankung zu
bestimmten Genen ab. Aufgrund der im MHC vorhandenen Blockstrukturen und das
herrschende starke Kopplungsungleichgewicht ist unklar, inwieweit die Assoziationen auf
direkte Beteiligung der Gene schlieBen lassen oder auf Kopplungsungleichgewicht

zuriickzufiihren sind.
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Zielsetzung

Im Zusammenhang mit der Autoimmunerkrankung Psoriasis vulgaris wurden bisher
insgesamt 7 Verdachtsbereiche identifiziert, die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert
sind. Der als Psoriasis-Verdachtsregion 1 (PSORS1) bezeichnete Hauptverdachtsbereich liegt
auf dem kurzen Arm des Chromosom 6, innerhalb des humanen Haupt-Histokompatibilitits-
Komplexes, einer immunologisch relevanten Region. Innerhalb dieser Region bestehen
zwischen der Erkrankung und Nicht-HLA-Genen (z.B. CDSN, HCR), HLA-Genen (HLA-
Cw*6) und ancestralen Haplotypen (AHS57.1) Assoziationen.

In dieser Arbeit sollen
tiber ein dicht gesetztes Netz von SNP-Markern, innerhalb von PSORSI1, weitere
Assoziationen der Erkrankung mit polymorphen Positionen von Genen / Pseudogenen

dieser Region identifiziert werden;

die Region zentromer von PSORS1 iiber SNP-Marker auf einen Zusammenhang mit

der Erkrankung Psoriasis vulgaris iiberpriift werden;

das Vorkommen assoziierter polymorpher Positionen, als Haplotyp, im

Zusammenhang mit Psoriasis assoziierten HLA-Haplotypen untersucht werden.

-16-



Material und Methoden

Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit wird aufgrund dessen, dass sie aufeinander aufbaut, in zwei
Teilbereiche gegliedert. Ein Bereich befasst sich mit der Feinkartierung einer im Psoriasis
Verdachtsbereich  PSORS1 im Haupt-Histokompatibilitits-Komplex auf Chromosom 6
gelegenen Region. Fiir diese wird mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung eine SNP-Karte
erstellt (Il.). Der zweite Bereich der Arbeit beruht auf der Durchfithrung von
Assoziationsanalysen mit Markern, welche anhand der erstellten SNP-Karte ausgewdihlt
werden. Die Analysen werden anhand von Kohorten gesunder und an Psoriasis vulgaris
erkrankter Personen erstellt. Technische Grundlage hierfiir ist die Hochdurchsatz-

Genotypisierung mit der TagMan®-Technologie (I11.).

I. Kohorten

Fiir die Sequenzanalyse stand die genomische DNA von gesunden Familien zur Verfiigung
(Tab. 1). Grundlage der Genotypisierung war die genomische DNA unverwandter, gesunder
und an Psoriasis vulgaris erkrankter Personen, sowie genomische DNA von Familien mit
erkrankten Mitgliedern (Tab.1). Die Assoziationsanalysen wurden mit aus Deutschland

stammenden Personen durchgefiihrt und mit aus den USA stammenden Proben repliziert.

Tabelle 1: Kohorten-Ubersicht

Deutschland Deutschland  Deutschland ~ Deutschland USA USA
Kohorte 0 | Il 1} v \Y
Gesundheitsstatus Gesund gesund krank gesund + krank|  gesund gesund + krank
Origin kaukasisch | kaukasisch kaukasisch kaukasisch kaukasisch kaukasisch
Analyse SNP-Karte | Case/Control | Case/Control TDT Case/Control | Case / Control
LDA DT
Einzelpers.(E) / Familie (F) F E E F E F
Personen Gesamt (M* / W*) 62 367 (197/164) |309 (184/125)|357 (166 / 191) 342 720 (335/385)
Familieninformation:
Stammbaume 17 52 157
Anzahl Familien 17 104 197
Anzahl ASP* 0 17 18
Typisierung (2 ET*/ 1 ET) 62 58/ 46 159 /38
Erkrankte Personen (gesamt) 0 185 425

*ET= Elternteil; *M=minnlich; *W=weiblich; *ASP=Affected Sibpairs; LDA = Linkage Disequilibrium Analyse

I.1. Kohorte 0
Fiir die Sequenzanalyse stand die genomische DNA von insgesamt 62 gesunden Personen

kaukasischen Ursprungs zur Verfiigung. Die 62 Personen setzten sich aus 17 Familien mit
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durchschnittlich 3 Familienmitgliedern zusammen (Tab. 1). Rekrutiert wurden sie von Dr.
Stefan Jenisch vom Institut fiir Immunologie des Universititsklinikums Schleswig-Holstein,
Campus Kiel. Sémtliche Personen wurden HLA-typisiert, wodurch eine Ermittlung der

Anzahl unabhingiger Chromosomen auf 62 moglich war (Tab. 2).

Tabelle 2: Familieniibersicht SNP-Karte

HLA-
Familie Generationen Personenanzahl Haplotypen
1 1 6 4
2 1 2 3
3 1 4 4
4 1 3 4
5 1 7 4
6 1 5 4
7 1 3 4
8 1 4 4
9 1 3 4
10 1 2 3
11 1 3 4
12 1 3 3
13 1 3 3
14 1 3 4
15 1 3 2
16 1 3 4
17 1 5 4
Gesamt: 62 62

1.2 Kohorten II, III, V: Patienten

Patienten mit Psoriasis vulgaris wurden vom Institut fiir Dermatologie des
Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, Deutschland, und dem Department
of Dermatology, University of Michigan, Ann Arbor, USA, nach gemeinsamen Kriterien
rekrutiert. Die Diagnose Psoriasis vulgaris wurde von erfahrenen Dermatologen gestellt.
Patienten wurden aufgenommen, wenn sie mindestens zwei der Kriterien Haut-, Kopfthaut-,
Nagel- oder Gelenk-Lisionen, oder eine Lision, die mehr als 1% der Gesamtkorperoberfliche
betrifft, erfiillten (Christophers et al., 1993). Weitere Voraussetzung fiir die Aufnahme von
Einzelpersonen und Familien war das Vorliegen der epidemiologischen Kriterien eines
Krankheitsausbruchs vor dem 40. Lebensjahr und eine familidre Hdufung (Henseler et al.,
1985). Alle Patienten waren kaukasischen Ursprungs. Sie wurden vom HLA-Labor des

Instituts fiir Immunologie des Universititsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, HLA-
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typisiert bzw. wurden die Daten fiir die aus den USA stammenden Proben vom Department of
Dermatology, University of Michigan, Ann Arbor, zur Verfiigung gestellt.

Deutsche Kohorte: Fiir die Assoziationsanalyse Erkrankt versus Gesund (Case / Control)

stand die genomische DNA von 309 unverwandten, erkrankten Personen zur Verfiigung. Die
Durchfithrung der familienbasierten Assoziationsanalyse erfolgte mit 52 Familien-
Stammbé&dumen (Tab. 1).

Amerikanische Kohorte: Fiir die Durchfiithrungen der Case / Control — und familienbasierten

Assoziationsanalysen standen 157 Familien-Stammbdume zur Verfiigung (Tab. 1).

1.3 Kohorten I, IV: Kontrollen

Fiir die Case / Control — Analysen stand die DNA von 367 bzw. 342 Blutspendern aus
Deutschland bzw. den USA zur Verfiigung (Tab. 1). Samtliche Personen sind kaukasischen
Ursprungs. Die HLA-Typisierung der Proben wurde vom HLA-Labor des Instituts fiir
Immunologie des Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, vorgenommen.
Beziiglich der aus den USA stammenden Kontrollpersonen sind die Informationen, das

Geschlecht betreffend, fiir die Hilfte der Teilnehmer nicht verfiigbar.

II. SNP-Karte

Fir die Erstellung einer SNP-Karte wurde genomische DNA auf vorhandene
Sequenzvariationen untersucht. Der analysierte Bereich liegt innerhalb des auf Chromosom 6
lokalisierten MHC und umfasst innerhalb der Klasse I eine Region von ca. 113 kb, zentromer
und telomer von HLA-C gelegen. Zentromer von HLA-C handelt es sich dabei um das
Pseudogen HCGIV-2. Telomer von HLA-C wurden die Pseudogene HCGII-2, NOB4 und die
exprimierten Gene POUSF1 und TCF19 auf Sequenzvariationen untersucht. Fiir die
Ermittlung der Anzahl unabhéngiger Chromosomen und die Konstruktion von Haplotypen

wurden die der Analyse zugrunde liegenden DNAs zusitzlich HLA-typisiert.

I1I.1. DNA-Priparation

Die DNA-Priparation aus den Blutproben der an der Untersuchung beteiligten Personen
wurde mit Hilfe eines kommerziell erwerblichen Kits der Firma QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland, vorgenommen. Benutzt wurde hierzu der Kit QlAamp® DNA Blood Midi Kit.
Durchgefiihrt wurde die Priparation durch das HLA-Labor des Institutes fiir Immunologie des

Universitétsklinikums Schleswig Holstein, Campus Kiel.
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I1.2 HLA-Typisierung

Zusitzlich zur DNA-Analyse wurde bei allen Personen eine Typisierung der Humanen-
Leukocyten-Antigene (HLA) vorgenommen. Hierdurch konnte die Anzahl unabhiéngiger
Chromosomen auf insgesamt 62 bestimmt werden. In jeder Familie wurden vorkommende
HLA-Haplotypen einmal gez#hlt, reprisentativ fiir die Anzahl unabhingiger Chromosomen
(Tab. 2). Es wurden die Humanen-Leukozyten-Antigene der Klasse I und I des MHC mit auf
DNA-basierenden Techniken bestimmt. Die Typisierungen wurden durch das HLA-Labor des
Institutes fiir Immunologie des Universitétsklinikums Schleswig Holstein, Campus Kiel,

durchgefiihrt.

I1.2.1 Typisierung: HLA-Klasse I

Die Bestimmung von HLA-A und HLA-B wurde durch Polymerase-Kettenreaktion mit
sequenzspezifischen Qligonukleotiden (PCR-SSO) durchgefiihrt. Hierfir wurde ein
kommerziell erhéltlicher HLA-Typisierungs-Kit der Firma Dynal GmbH, Hamburg,
Deutschland, benutzt (Dynal SSO-HLA-A, HLA-B). Die Typisierung des Klasse I Molekiils
HLA-Cw wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion mit sequenzspezifischen Primern (SSP)
durchgefiihrt. Hierbei wurde ein im Institut fiir Immunologie des Universititsklinikums

Schleswig Holstein, Campus Kiel, entwickelter Haustest benutzt.

I1.2.2 Typisierung: HLA-Klasse I1

Die Typisierung der Klasse II Molekiile HLA-DR und HLA-DQ wurde, mittels einer
Polymerase-Kettenreaktion mit sequenzspezifischen Primern (SSP), mit einem Kit der Firma
Dynal GmbH, Hamburg, Deutschland, durchgefiihrt (Dynal SSP HLA DR DQ). Die PCR-
SSP-Typisierung beruht darauf, dass ein Primer, dessen Sequenz komplementir zur
Zielsequenz ist, sehr effektiv fiir die PCR-Reaktion genutzt werden kann, da die Primer-Paare

am 3’-Ende perfekt zu einem einzelnen Allel oder einer Gruppe von Allelen passen.

I1.3. Sequenzinformationen
Die der Analyse zugrunde liegenden Sequenzen wurden von der Chromosom 6 Kartierungs-
gruppe des Sanger Institutes erstellt, mit aus den Datenbanken NCBI und Celera Discovery

Systems™ stammenden Sequenzen aligned und auf ihre Exon-Struktur iiberpriift.
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I1.3.1 Sequenzen

Die fiir die Sequenzanalyse zugrunde liegenden Sequenzdaten wurden von der Chromosom 6
Kartierungsgruppe des Sanger Institutes erstellt und im Oktober 1999 veroffentlicht. Daten
iber Gen-Bezeichnung, Status, Beginn und Ende des Gens innerhalb der Konsensussequenz
und vermutete Funktionen sind in einer frei verfiigbaren Gen-Liste einsehbar und hier im
Anhang als Anhang 1.1 beigefiigt. Die dazugehorige Konsensussequenz ist ebenfalls im

Internet frei verfiigbar.

I1.3.2 Alignment

Alle aus der Konsensussequenz des Sanger Instituts genutzten Sequenzen wurden mit den
entsprechenden Sequenzen aus der Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI), USA, verglichen. Das Alignment wurde mittels des im Internet frei
verfiigbaren Programms ClustalW durchgefiihrt. Fiir die exprimierten Gene TCF19 und
POUSF1 standen, neben den aus NCBI stammenden Sequenzen AP000509 und AC004195,
Sequenzen aus der Datenbank Celera Discovery Systems™ zur Verfiigung (TCF 19 —
hCG25998; POUSF1 — hCG25999). Die untersuchten Pseudogene NOB4, HCGII-2,
HCGIV-2 wurden mit den NCBI-Sequenzen AP000508 bzw. AP000509 verglichen. Die
Sequenz APO00508 umfasst genomische DNA im Bereich der HLA-Klasse I Region. Sie
beginnt zentromer von HLA-C mit dem Pseudogen RPL3.hom und endet mit dem telomer
von HLA-C liegendem Pseudogen HCGII-2. Unter AP000509 ist der Bereich zentromer von
HLA-C bis zum Gen HCR enthalten.

I1.3.3 Exon-Strukturen

Alle untersuchten Sequenzen wurden auf ihre Exon-Struktur iiberpriift. Hierfiir wurden die im
Internet verfiigbaren Programme FGENESH und GENSCAN genutzt. Die Programme
ermitteln anhand des Hidden Markov Modells innerhalb von Sequenzen vorhandene Exon-
Strukturen. Von den Programmen vorhergesagte Aminosiduresequenzen wurden mit dem

Programm Blast auf ihre Identitit iiberpriift.
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I1.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fir die untersuchten Bereiche wurden entsprechende PCR- und Sequenzier-Primer

konstruiert, welche anschlieSend in der Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt wurden.

I1.4.1 Primer-Design

Fiir die Amplifikation der Produkte der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden mit Hilfe
des Programms Vector NTI™ und dem im Internet frei verfiigbaren Programm Primer3,
Version 0.6, PCR-Primer, sowie fiir die anschlieBende Sequenzierung die entsprechenden
Sequenzier-Primer konstruiert. Die durchschnittliche PCR-Produktgréfe betrug 1000
Basenpaare. Es wurden je nach Grofle des untersuchten Bereiches zwischen 1 und 4 PCR-
Primerpaare erstellt (Anhang 1.2). Bei Verwendung von mehr als einem PCR-Primerpaar
wurden diese so ausgewihlt, dass die PCR-Produkte iiberlappten. Die Sequenzier-Primer

wurden im Abstand von ca. 300 Basenpaaren voneinander platziert (Anhang 1.3).

Die PCR-Primer umfassten die gesamte Linge der in der Gen-Liste des Sanger Institutes
beschriebenen und hier untersuchen Gene (TCF19, POUSF1) und Pseudogene (NOB4,
HCGII-2, HCGIV-2). Auch wurde die Lage von ermittelten Exon-Strukturen der einzelnen

Gene / Pseudogene in die Auswahl und Platzierung der Primer beriicksichtigt.

I1.4.2 Primer-Herstellung
Sdamtliche PCR- und Sequenzier-Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL
Syntheselabor, Berlin, Deutschland, hergestellt.

11.4.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die genomische DNA der insgesamt 62 Personen wurde mit den entsprechenden PCR-
Primerpaaren fiir die untersuchten Regionen TCF19, POUSF1, NOB4, HCGII-2 und HCGIV-
2 amplifiziert. Jede PCR-Reaktion umfasste ein Volumen von 52 ul und enthielt 50 ng

genomische DNA.
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Die Ansitze sahen folgendermalen aus:

Lichrosolv® (Wasser fiir die Chromatographie) 12 pl

MIX, bestehend aus: 16 pl

10x PCR-Puffer (100 mM Tris-HCL, 500 mM KCL) 5,12 ul

MgCl, (50mM) 3,08 ul

dNTP-Mix (10mM) 0,40 pul

Taq DNA polymerase (5 U/ul) 0,22 pul

Primermix (jeweils 0,65 uM) 20 pl

DNA _4ul
52 ul

Bei Lichrosolv® handelt es sich um Wasser fiir die Chromatographie der Firma Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland. Alle benutzten Reagenzien stammen von der Firma
Invitrogen life technologies, Karlsruhe, Deutschland. Die dNTPs wurden bei der Firma Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland, bestellt.

Durchgefiihrt wurde die Polymerase-Kettenreaktion in einem Biometra T1 Thermocycler der

Firma Whatman Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland, unter den folgenden

Bedingungen:

Initiale Denaturierung : 5 min 95°

ZyKklen ;o Ix

Denaturierung : 20 sec. 95°

Annealing : 20 sec. entspr. jeweiligem Temperaturoptimum
Elongation : 1 min 72°C

ZyKklen 1 35x

Letzter Schritt : 5 min 72°C

Zyklen ;o Ix

Fir die Optimierung der PCR-Primer wurden je Primerpaar mehrere Lidufe bei
unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt. Die optimale Temperatur liegt fiir die

benutzten PCR-Primer in einem Bereich von 58°C bis 61°C (Anhang 1.2).

Alle PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines 2%igen Agarosegels (2g Agarose der Firma
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland, 100 ml TBE-Puffer) auf eine erfolgreiche Amplifikation
hin iiberpriift. Die Dauer der Elektrophorese betrug 25 Minuten bei 200 V, 500 mA. Es folgte
eine Uberpriifung unter UV-Licht auf das Vorhandensein der PCR-Produkte und die

Dokumentation durch fotografieren des Gels.
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I1.4.4 Amplifikat-Aufreinigung

Vor Sequenzierung der amplifizierten PCR-Produkte erfolgte eine Aufreinigung dieser iiber
einen Enzym-Verdau. Hierzu wurde jedem PCR-Produkt ein Reaktionsmix aus 0,30 pl
Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/ul) und 0,15 pl Exonuclease I (10 U/ul) der Firma
Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland, zugefiigt, der auf ein Volumen von 2 pl mit
autoklaviertem Wasser aufgefiillt wurde. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fiir 15 Minuten.
Zur anschliefenden enzymattischen Inaktivierung wurden die Amplifikate fiir 15 Minuten bei
72°C inkubiert. Dieser Schritt erfolgte in Zusammenarbeit mit der I. Medizin des
Universitétsklinikums Schleswig Holstein, Campus Kiel.

Fiir die im Hause der Immunologie des Universitédtsklinikums Schleswig Holstein, Campus
Kiel, durchgefiihrten Sequenzierungen wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des QIAquick®
PCR Purification Kit (250) der Firma QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland, aufgereinigt.

I1.5 Hochdurchsatz-Sequenzierung

Fir die Sequenzierung der PCR-Produkte mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung, war die
Fluoreszenz-Dye-Terminator Technologie technische Grundlage. Hierbei wird die DNA mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und vom Gerit, wihrend der Elektrophorese, mittels Laser

angeregt und gemessen.

I1.5.1 Sequenzier-Reaktion

Fiir die Sequenzier-Reaktion wurde der ABI Prism BigDye Terminator Kit (ABI Prism®
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit Version 3.0) der Firma Applied
Biosystem (Foster City, CA, USA) verwandt. Es wurden jeweils 2 ul des aufgereinigten PCR-

Produkts eingesetzt.

Ansatz pro Reaktion:

PCR-Produkt 2 ul
Primer (1,6 pMol/ul) 1l
ABI Prism BigDye Terminator-RR-Mix 1l
Lichrosolv®-Wasser 6Hul
Gesamtvolumen 10 pul

Bei Lichrosolv® handelt es sich um Wasser fiir die Chromatographie der Firma Merck

KGaA, Darmstadt, Deutschland.
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Die Reaktion verlief in einem Biometra Thermocycler der Firma Whatman Biometra GmbH,

Gottingen, Deutschland, unter folgenden Bedingungen:

Initiale Denaturierung : 5 min 96°
Zyklen ;o Ix
Denaturierung : 1 min 95°
Annealing : 45 sec. 55°C
Elongation : 4 min 60°C
ZyKklen 1 25x

I1.5.2 Aufreinigung der Sequenzier-Reaktionen

Vor Durchfithrung der Sequenzierungen erfolgte eine Aufreinigung der Produkte mittels
Sephadex-Puder der Firma Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland.
Uber diese Reinigung wird das Produkt der Sequenzier-Reaktion von Proteinen und
Nukleotiden gereinigt, da diese nicht von dem Puder absorbiert werden.

Sephadex-Platten (MAHVN 4550) wurden mit Sephadex-Puder (G50 Superfine) iiber ein
Multi-Screen Filterungssystem beladen. Die Produkte stammen von der Firma Amersham
Biosciences, Freiburg, Deutschland. Es folgte das Befiillen der Platten mit 300 pul Wasser fiir
die Chromatographie, Lichrosolv® der Firma Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, und das
Aufquellen iiber Nacht. Nach dem Quellen wurden die Platten fiir 5 min bei 2100 rpm
zentrifugiert und der Wasser-Uberstand entfernt. Ein erneuter Waschgang mit 150 l
Lichrosolv® -Wasser und anschlieBendem Zentrifugieren fiir 5 min bei 2100 rpm folgte
anschlieend. Die Produkte der Sequenzier-Reaktionen wurden mit 10 pl Lichrosolv®-
Wasser zur VolumenvergroBerung aufgefiillt und auf die Reinigungssidulen gegeben. Diese
wurden vorab mit einer MicroAmp® Optical 96- Mikrotiter-Platte (Applied Biosystem Inc.,
Foster City, CA, USA) verbunden. Durch Zentrifugation bei 2100 rpm fiir 5 min wurden die
Proben durch die Reinigungssdule gedriickt und die Proben-Platten anschlieBend, bis zur
Sequenzierung, bei minus 20°C im Dunkeln gelagert. Die Aufreinigung der Sequenzier-
Reaktionen fiir die Hochdurchsatz-Sequenzierungen geschah in Zusammenarbeit mit der I.
Medizin des Universititsklinikums Schleswig Holstein, Campus Kiel.

Bei Sequenzierungen, die im Hause des Institutes fiir Imnmunologie des Universitéitsklinikums
Schleswig Holstein, Campus Kiel, durchgefiihrt wurden, erfolgte die Aufreinigung der
Produkte mit DyeEx™ 2.0 Spin Kit der Firma QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland,

entsprechend dem Firmen-Protokoll.
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I1.5.3 Sequenzierung

Die anschlieBende Hochdurchsatz-Sequenzierung erfolgte in dem mit 96 Kapillaren
ausgestatteten ABI PRISM 3700 DNA Analyzer der Fima Applied Biosystem (Foster City,
CA, USA). Das Prinzip der automatisierten DNA-Sequenzierung beruht auf der Fluoreszenz-
Dye-Terminator Technologie (ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit Version 3.0, Applied Biosystem; ABI PRISM 3700 DNA Analyzer — 96
capillary sequencer). Fiir Sequenzierungen im Hause des Institutes fiir Immunologie des
Universitétsklinikums Schleswig Holstein, Campus Kiel, stand ein ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer der Firma Applied Biosystem (Foster City, CA, USA) zur Verfiigung.

I1.6 Sequenzanalyse

Die sequenzierten Bereiche der Gene TCF19 und POUSFI, sowie der Pseudogene NOB4,
HCGII-1 und HCGIV-2, wurden auf Sequenz-Variationen untersucht. Dabei handelte es sich
um Basensubstitutionen (Single Nucleotid Polymorphismen; SNP), Insertionen und

Deletionen (= Indel).

I1.6.1 Sequenz-Auswertung

Zur Analyse der Sequenzen wurden die einzelnen Sequenzabschnitte jeweils innerhalb einer
Familie zusammengefasst und verglichen. Hierfiir stand das Programm Sequencher™ 4.0 der
Firma Gene Codes Corporation, USA, zur Verfiigung. Identifizierte Variationen konnten
aufgrund der vorhandenen HLA-Daten den einzelnen Chromosomen zugeordnet und ihre

Vererbung verfolgt werden.

I1.6.2 Validierung von Substitutionen
Fiir die Validierung der SNPs mussten nachfolgende Kriterien erfiillt sein:
e Validierung iiber Segregationsanalyse
e alle SNP-Formen (homozygotes Auftreten beider moglichen Basenvarianten, sowie
das heterogene Auftreten der Basen) miissen innerhalb einer Familie, wie in Abb. 1
dargestellt, auftreten und iiber Segregation verfolgbar sein
e replizierte Sequenzierung
e Vergleich von in Frage stehenden und validierten SNPs mit den Datenbanken des
National Center for Biotechnology Information (NCBI) und Celera Discovery

System™: Die Validierung iiber Datenbanken erfolgte iiber Positionsbestimmung auf
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Chromosom 6. Weiter erfolgte ein Sequenzabgleich iiber Alignment sdamtlicher, durch
die Datenbanken validierter SNPs mit dem Programm ClustalW. Ebenso wurden die
Abstinde der SNPs in der MHC Konsensussequenz und den Sequenzierungen mit den
Abstinden der entsprechend auf Chromosom 6 kartierten NCBI Referenz-SNPs
(NT_007592.13) verglichen.

Th A GRS aG rag et oh =
& CHYE T G C
A C C NN T G C

b

S_an_ 061 _ab1 Fragment b=
PN C = T G C
AC C C T GG C
N [ T [E] C
A C cC T T GG C

Abb. L.: Validierung von SNPs innerhalb von Familien.

I1.7 Haplotypen
Es wurde eine Ubersicht iiber die auf den einzelnen Chromosomen auftretenden Haplotypen

erstellt und ihr Auftreten in Kopplung mit bestimmten HLA-Mustern tiberpriift.

I1.7.1 Haplotypen-Ubersicht

Ausgewihlt wurden Haplotypen, welche iiber sdmtliche polymorphe Positionen liickenlos
verfolgbar waren und bei denen eine zweifelsfreie Zuordnung der polymorphen Positionen zu
dem entsprechenden Chromosom mdglich war.

Die einzelnen Haplotypen wurden zu sogenannten Blocken zusammengefasst. Als Kriterium

hierfiir galt die Ubereinstimmung der Haplotypen in ihrem Aufbau.

I1.7.2 Haplotypen / HLA-Muster
e Es wurde das Auftreten der beobachteten Haplotypen in Bezug auf ihr Vorkommen

mit Allelen von HLA-B und HLA-C betrachtet.

27-



Material und Methoden

¢ Es wurde das Auftreten bestimmter HLA-Kombinationen im Zusammenhang mit den

zu Blocken zusammengefassten Haplotypen iiberpriift.

Fir den Punkt 1.7 war aufgrund der Limitierung, entstanden durch die Aufnahme nur
liickenloser Haplotypen in die Auswertung, die verbleibende Anzahl unabhingiger
Chromosomen zu gering, um eine statistische Auswertung zu ermdglichen. Bei den hier

festgestellten Kopplungen handelt es sich somit um reine Beobachtungswerte.

II1. Assoziationsanalysen

Der Durchfiihrung von Assoziationsanalysen lagen Marker aus der oben erstellten SNP-Karte,
sowie Marker aus der Literatur zu Grunde. Die auf das Vorliegen von Kopplungsun-
gleichgewicht beruhenden Analysen wurden zum einen als Case / Control — Analysen mit
unverwandten gesunden und erkrankten Personen durchgefiihrt. Zum anderen erfolgte die
Analyse familienbasiert. Den jeweiligen Untersuchungen standen aus Deutschland und den
USA stammende Kohorten gesunder und an Psoriasis vulgaris erkrankter Personen und
Familien zur Verfiigung. Die zu analysierenden polymorphen Positionen umfassten einen
Bereich von insgesamt 1,923 kb, der sich innerhalb des auf Chromosom 6 gelegenen MHC
von der Klasse I bis in die Klasse II erstreckt. Die Genotypisierungen wurden auf der
Hochdurchsatz-SNP-Genotypisierungs-Plattform der 1. Medizin des Universitéitsklinikums

Schleswig-Holstein, Campus Kiel, durchgefiihrt.

II1.1 Genotypisierungs-Technologie: TagMan® Technologie

In der Hochdurchsatz-Typisierung haben sich in den letzten Jahren verschiedene
Genotypisierungs-Technologien entwickelt, mit dem Ziel der moglichst kostengiinstigen und
schnellen Durchfiithrung von Typisierung. Die derzeitigen Methoden beruhen auf der Nutzung
von auf Fluorszenz-Farbstoffen basierenden Verfahren wie u.a. TagMan®-Technologien
(Livak et al., 1995) oder Allel-spezifische Oligonukleotid-Ligations-Assays (Tobe et al.
1996). Daneben spielen aber auch Mini-Sequenzierungen (Chen et al., 1997) und die
Mikroarray-Technologie (Hacia et al. 1998) in der Hochdurchsatz-Genotypisierung eine
Rolle. Bei der TagMan® Technologie wird die 5’-Exonuclease-Aktivitit der Tag-Polymerase
genutzt, um das sich wihrend der PCR-Reaktion entwickelnde Fluoreszenz-Reportersignal zu
messen (Livak et al., 1995). Fiir die SNP-Genotypisierung wurde je ein Paar TagMan-Marker,

sowie ein Paar PCR-Primer konstruiert. Die TagMan-Marker unterscheiden sich an ihrer
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polymorphen Position und sind in der Typisierung mit jeweils Ursprungs-Allel und Allel-
Variante vertreten. Jeder der beiden Marker ist mit einem unterschiedlichen Fluoreszenz-
Farbstoff gekoppelt. Die Kopplung der Marker mit dem Fluoreszenz-Farbstoff (als Reporter-
Farbstoff bezeichnet) erfolgt am 5° Ende. Am 3’ Ende der Marker befindet sich ein, wie der
Reporter-Farbstoff, kovalent gebundener ,,Quenscher*-Farbstoff. Bei intakten Markern wird
aufgrund der unmittelbaren Ndhe von Reporter- und ,,Quenscher*‘-Farbstoff keine Fluoreszenz
frei, da diese durch den ,,Quenscher unterdriickt wird. Wihrend der Zweistrangsynthese in
der Polymerase-Kettenreaktion hybridisiert die Sonde an die entsprechende polymorphe
Position. In der Extensionsphase der Reaktion wird der Reporter-Farbstoff abgespalten und
das entsprechende Fluoreszenzsignal frei. Die spezifische Genotypisierung wird iiber die
Signalintensitit der beiden unterschiedlichen Reporterfarbstoffe ermittelt. Das Verfahren
kann neben der SNP-Genotypisierung auch zur Untersuchung von Insertionen und Deletionen
angewandt werden. (Shi et al., 1999, Shi, 2001). In der hier durchgefiihrten Untersuchung
wurden die Marker mit den Farbstoffen FAMT™ (6-carbofluorescein) und VIC®
(Handelsname bei Applied Biosystem) markiert.

II1.1.1 Genotypisierungs-Plattform Campus Kiel

Der Campus Kiel des Universititsklinikums Schleswig Holstein hat eine Plattform fiir
Hochduchsatz-SNP-Genotypisierung etabliert, mit der sie durch Einsatz von 384-Well-
Technologie in der Lage ist, Genotypisierungen von 40.000 SNPs pro Tag durchzufiihren
(Hampe et al., 1999, 2001; Olavesen et al., 2000). Hier wurde mit TagMan®-Typisierungs-
Technologie von Applied Biosystem gearbeitet. Das Prinzip beruht auf der Aktivitéit der 5’-
Exonuclease der Tag-Polymerase und stellt eine Kombination von Polymerase-Kettenreaktion

und kompetitiver Hybridisierung dar.

I11.1.2 Genotypisierungs-Ablauf

Vor Genotypisierung wurde in einem automatisierten Prozess (TECAN Genesis 150 pipetting
robot, TECAN 96well Fluorometer, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland)
genomische DNA gemessen und verdiinnt, falls erforderlich. AnschlieBend wurden 2 ng DNA
pro Well mittels eines 96- und 384-Kanal Pipettier-Roboter (Robbins Scientific Hydra
microdispenser, Dunn Labortechnik GmbH, Asbach, Deutschland) in 96er bzw. 384er
Mikrotiterplatten (Costar Corning Incorporated; Cambridge MA, USA, Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) alliquotiert und bei 60°C getrocknet. Ebenfalls auf den
Platten befanden sich zwei Kontrollen einer CEPH-Zell-Linie (Centre d’Etude du
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Polymorphisme Humain, Paris, France), sowie vier Leerkontrollen. Die Kontrollen sind fiir
jedes Platten-Layout immer auf den gleichen Positionen lokalisiert. Die Informationen
beziiglich Platten-Layout und damit verbunden, die {iber Barcodes festgehaltenen
Informationen iiber auf der Platte enthaltene DNA, wurden in das Datenbank-System
eingegeben. Hierdurch konnte in den anschlieBenden Analysen das Genotypisierungsergebnis
der DNA-Probe jedes Individuums analysiert werden. Nach Qualitdtskontrolle und
Hitzeversiegelung der Platten mit einem ABGENE ALPS300 (ABgene, Epsom, UK) wird
eine Lagerung der Platten bei Raumtemperatur bis zu einem Jahr moglich.

Fiir die bi-allelische Genotypisierung wurde eine 5 pl PCR-Reaktionslosung angesetzt. Diese
enthilt 2,50 pul TagMan®Univeral PCR Master Mix (Applied Biosystem Inc., Foster City,
CA, USA). Die Endkonzentration der mit FAM™ bzw. VIC® gekoppelten Marker entsprach
200 nM. Der Finsatz des Vorwirts- bzw. Riickwérts-Primers entsprach einer
Endkonzentration von 900 nM. Aufgrund der jeweiligen unterschiedlichen
Ausgangskonzentration simtlicher Marker (Assay-on-Demand, Assay-by-Design), wurden sie
mit LiChrosolv®, Wasser fiir die Chromatographie der Firma Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland, verdiinnt. Selbiges galt fiir samtliche eingesetzten Primer. Die Reaktion wurde
dann auf ein Endvolumen von 5 pl entsprechend mit LiChrosolv® aufgefiillt. Die Zugabe der
Reaktionslosung in die 384er-Mikrotitterplatte, welche die getrocknete DNA enthielt, wurde
anschlieBend iiber einen automatisierten Prozess mit einem TECAN Genesis RSP10

Multipipettier-Roboter (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland) durchgefiihrt.

Die PCR im Biometra Thermocycler der Firma Whatman Biometra GmbH, Gottingen,

Deutschland, fand unter den nachfolgenden Bedingungen statt:

Temperatur: 50°C 2 min

ZyKlen: 1x

Temperatur: 95°C 10 min

ZyKlen: 1x

Temperatur: 95°C 15 sec
60°C 1 min

ZyKlen: 45

Die durch Anlagerung des passenden Markers an das PCR-Produkt und durch Abspaltung des
Quenscher frei werdende Fluoreszenz wurde im ABI Prism 7900HT Sequence Detection

System (Applied Biosystem, CA, USA) gelesen und die Daten in die Datenbank importiert.

-30-



Material und Methoden

I11.1.3 Markerauswabhl fiir Genotypisierung

Die durchgefiihrte Genotypisierung umfasst eine Auswahl von 98 Marker, welche sich auf

einen Analysebereich von 1,923 kb verteilen. Die Marker wurden anhand folgender Kriterien

ausgewihlt:

Verfiigbarkeit bei ABI (Applied Biosystem, CA, USA)

Fiir die Genotypisierung genutzte Marker wurden zum Teil nach Verfiigbarkeit
iiber die Firma ABI Applied Biosystem Inc., Foster City, CA, USA, ausgewihlt
(Assay-on-Demand). Hierdurch konnte ein gréBerer Bereich in der Untersuchung
beriicksichtigt werden. Es wurden nicht nur Marker ausgewihlt, die sich innerhalb
der von uns mittels Sequenzanalyse untersuchten Region befanden, sondern auch

solche, die sich in Bereichen zentromer bzw. telomer davon befanden.

Daten der Sequenzanalyse

Weiter lagen der Marker-Auswahl unsere Sequenzierdaten zugrunde, um spezielle
Bereiche genauer untersuchen zu koénnen. In Frage kommende SNPs und Insertionen /
Deletionen wurden nach ihrer Lokalisation (Exon / Intron) und nach der Haufigkeit
ihres Auftretens ausgewihlt. Uber die Sequenzierdaten konnte sichergestellt werden,
dass die Variante des untersuchten SNPs ausreichend vertreten war.

Um eine stidrkere Abgrenzung zwischen im Bereich MICA und MICB gelegenen
Markern zu bekommen, wurde ein Teil des dort lokalisierten Gens P5.1 (HCP-5)
entsprechend den unter I. erfassten Punkten der Sequenzanalyse sequenziert,
bearbeitet und aufgrund der Daten Marker ausgewihlt.

Zusitzlich wurden von Dr. Stefan Jenisch durchgefiihrte Sequenzierungen des telomer
von HLA-C gelegenen Pseudogens KIAAO0055.hom in dieser Analyse, entsprechend
dem vorhergehenden Punkt 1.6 der Sequenzanalyse, ausgewertet und Marker
aufgenommen.

Von Dr. Stefan Jenisch konstruierte Marker fiir den Bereich MICA und MICB
beruhen auf die von ihm iiber diesen Bereich erfassten Sequenzdaten.

Die entsprechenden Sonden zdhlen zu Assay-by-Design, Applied Biosystems Inc.,

Foster City, CA, USA.

HLA-Haplotypen

Die der Sequenzanalyse zugrunde liegende Kohorte aus insgesamt 62 Personen

umfasst ein breites Spektrum an HLA-Haplotypen. Zur Auswahl von Markern fiir die
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Genotypisierung wurden sehr hdufig auftretende HLA-Allel-Kombinationen, wie
HLA-B*5801 / HLA-Cw*0304, mit Psoriasis assoziierten Allel-Kombinationen
verglichen. Darunter fallen die Kombinationen HLA-B*13 / HLA-Cw*06, HLA-B*57
/ HLA-Cw*06 und HLA-B*37 / HLA-Cw*06. Es wurden neben SNPs auch
Insertionen / Deletionen beriicksichtigt. Die entsprechenden Sonden zihlen zu Assay-

by-Design, Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA.

e Literatur
Es wurden Marker untersucht, deren Assoziation mit Psoriasis bereits bekannt ist und
die innerhalb und auBlerhalb von PSORS1 lokalisiert sind (Tab. 3). Die entsprechenden
Sonden zihlen zu Assay-by-Design, Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA.

Tabelle 3: Ubersicht aus der Literatur entnommene Marker

Marker / Veroffentlichung

Bezeichnung  Position/Bezeichnung*

Genotypisierung Literatur
Jenisch et al., 1999: Tissue Antigens, 54: 439-449 CDSN CDSNO00619 619
CDSNO01593 1593
CDSNO01215 1215
CDSN01243 1243
Asumalahti etal., 2000: Human Molec.Genetics, 9 (10): 1533-1542 HCR HCG00251 307
Asumalahti etal., 2002: Human Molec.Genetics, 11 (5): 589-597 HCG00269 325
HCGO00715 771
HCG01667 1723
HCG02122 2178
HCG02271 2327
Veal et al., 2002: Am. J. Hum. Gen., 71: 554-564 KIAA0055.hom| 06KIA_ 01 *SNP: n.9
Hohler et al., 1997: J. Invest. Dermatol., 109 (4): 562-565 TNF-Alpha | 06_TNF_238 —238
Okamoto et al., 2003: Am. J. Hum. Gen., 72: 303-312 BAT1 BAT1a2008 *SNPa2008
hcV3273586 *SNP96452
IkBL IkBL86695 *SNP86695

I11.2 Marker-Design

Sdmtliche Sonden wurden von der Firma Applied Biosystem hergestellt. Als Fluoreszenz-
Farbstoffe dienten die beiden Farbstoffe VIC® und FAM™. Die Marker unterteilten sich in
sogenannte Assay-on-Demand und Assay-on-Design. Marker ,,Assay-on-Design® wurden
teilweise von ABI anhand von uns vorgegebener Sequenzabschnitte designed bzw. erfolgte
das Primer- und Sondendesign direkt durch mich. Ein Teil der Assays-on-Demand und

Assay-on-Design wurden von der I. Medizin, Universititsklinikum Schleswig-Holstein,
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Campus Kiel, zur Verfiigung gestellt. Eine Gesamtiibersicht liber die Verteilung der Marker

befindet sich im Anhang unter 1.6.

II1.2.1 Assay-on-Demand

Marker “Assay-on-Demand” sind direkt iiber die Firma ABI (Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA, USA) als TagMan® Assay-on-Demand™ SNP Genotypisierungs-Produkte
erhiltlich. Diese Assays sind komplett von ABI designed und benutzerfertig. Informationen
tiber chromosomale Position, Art der Substitution etc. konnen einem Katalog entnommen

werden. Eine Ubersicht iiber die genotypisierten Assay-on-Demand enthilt Anhang 1.4.

I11.2.2 Assay-by-Design

Unter Assay-by-Design verstehen sich Sonden und PCR-Primer, die von Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA, USA speziell fiir den entsprechend von uns zu untersuchenden SNP
hergestellt wurden. Anhand der von uns erhobenen Sequenzdaten wurden, neben den
benotigten PCR-Primern, auch die entsprechenden Sonden in einem automatisierten
Verfahren von Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA Kkonstruiert bzw. von uns

konstruierte Sonden und Primer gefertigt (Anhang L.5).

Markerdesign von ABI anhand unserer Sequenzdaten:

e Die fiir das Markerdesign bendtigten Sequenzdaten wurden vorab mit Hilfe des
Programms REPEAT MASKER, welches im Internet frei verfiigbar ist, beziiglich
ihrer Struktur {iiberpriift. Dieses Programm iiberpriift DNA-Bereiche auf das
Vorhandensein repititiver Sequenzen, sowie auf Bereiche niedriger Komplexitit
(A.F.A. Smit und P. Green, unpubl. Data). Bereiche niedriger Komplexitét beinhalten
hauptsichlich poly-Purin oder poly-Pyrimidin Strecken oder besitzen einen extrem
hohen Gehalt an AT oder GC. Uber NCBI wurde mittels des Programms Blast die
genaue Position jeden Markers auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 im Bereich
p21.3 bestimmt. Diese Positionsangaben wurden spiiter fiir die graphische Darstellung
des FErgebnisses der Assoziationsanalyse bendtigt. Sdmtliche chromosomale
Positionen der untersuchten SNPs, sowie der Insertionen / Deletionen, beziehen sich
auf die NCBI-Referenzsequenz NT_007592.13. Sie wurden den jeweiligen
Aktualisierung der SNP-Datenbank durch NCBI entsprechend angeglichen. Samtliche
aus der SNP-Datenbank entnommene Informationen, beziiglich Position und

Validierungsstatus der Referenz-SNPs, entsprechen dem jeweils aktualisierten Stand
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der NCBI Datenbank bis einschlieBlich Aktualisierungs-Nummer (Build) 118. Ebenso
konnte hierdurch iiberpriift werden, ob die Sondensequenz mit weiteren Positionen
aligned.

¢ Entsprechend dem Protokoll von Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA,
wurde eine Sequenz mit jeweils 100 bp in 5’ und 3’-Richtung von der polymorphen
Position, sowie die Basensubstitution selbst, angegeben. In der den Polymorphismus
umgebenden Sequenz mussten eventuell bestehende weitere Substitutionen
beriicksichtigt und entsprechend UBI-Code kenntlich gemacht werden. Im Bereich 20
bp um die zu untersuchende polymorphe Position sollten sich keine weiteren SNPs

befinden. Fiir die Untersuchung von Insertionen / Deletionen galt entsprechendes.

Eigenes Markerdesign:

Sobald kein automatisches Design der Sonden durch Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA, USA, moglich war, wurden sowohl die PCR-Primerpaare, als auch die Sonden direkt von
mir konstruiert.

Entsprechend den von Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA, erstellten Richtlinien
fiir SNP-Detektions-Assays wurden, mit Hilfe des Programms Primer Express® Version 1.5
(Applied Biosystem Inc., Foster City, CA, USA), sowohl PCR-Primer, als auch die Marker
fiir den zu untersuchenden Polymorphismus konstruiert. Die PCR-Produkte sollten dabei eine
Linge von 50-150 bp nicht iiberschreiten. Sdmtliche PCR-Primer wurden so konstruiert, das
sie eine Sequenzlinge von mind. 18 bp aufwiesen und eine Schmelztemperatur (Tm) im
Bereich von 58,5°C. Der Vorwirtsprimer wurde so ausgewéhlt, dass sein Abstand zur Sonde
maximal 50 bp, mindestens aber 20 bp entsprach. Es folgte eine Uberpriifung simtlicher
Primer auf ihre Spezifitit mittels des Programms Blast von NCBI. Die konstruierten
Markersequenzen umfassten mindestens 13 bp, maximal 30 bp. Der SNP befand sich dabei in
der Mitte bzw. im hinteren Drittel der Sequenz, je nachdem, was bei der Konstruktion
moglich war. Fiir die Konstruktion wurde entweder die 5’-Richtung der Sequenz benutzt bzw.
bei Bedarf die komplementire Sequenz, z.B. wenn der Anteil an Guanin-Basen zu hoch war.
Die Schmelztemperatur, die 8-10°C iiber die der PCR-Primer liegen sollte, betrug fiir alle
Sonden 67°C. Innerhalb eines Sondenpaares darf sie nur um 0,5°C voneinander abweichen.
Ein wichtiger Punkt bei der Marker-Konstruktion war, dass das 5’-Ende der Marker nicht mit

der Base Guanin beginnen darf, da dies zu Problemen mit dem gekoppelten Farbstoff fiihrt.
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II1.2.3 Marker-Alignment

Sdamtliche Marker wurden fortlaufend auf ihr Alignment mit anderen Sequenzen iiberpriift.
Hierdurch wurde sichergestellt, dass jede Sonde nur an der fiir sie definierten Position auf
Chromosom 6 greift. Die Alignments starteten mit dem NCBI-Build 114 der SNP-Datenbank
von NCBI. Hierzu wurde die im Internet unter NCBI Blast zur Verfiigung stehende Seite be-

nutzt.

I11.3 Uberpriifung der Genotypisierung
Samtliche Marker wurden nach erfolgter Genotypisierung und vor Aufnahme in die Analyse
auf ihr Vorliegen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und beziiglich ihrer fehlerfreien

Segregation iiberpriift.

I11.3.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-Equilibrium; HWE)

Vor Aufnahme des jeweiligen Markers in die Analyse wurde sein Vorliegen im
populationsgenetischen Gleichgewicht entsprechend der Hardy-Weinberg-Regel iiberpriift.
Sie besagt, dass in einer ,,idealen Population* die relative Frequenz mit der bestimmte Allele
im Genpool vertreten sind, iiber die Generationenfolge hinweg unveridndert bleiben
(p*+2pq+q°=1). Das auf der Genotypisierungs-Plattform der I. Medizin des Universitiits-
klinikums Schleswig Holstein, Campus Kiel, automatisierte Verfahren zeigte dabei an, ob
Abweichungen vorlagen. Ist dies der Fall, so wurde automatisch ihre Stirke ermittelt und
zwischen signifikanter und noch nicht signifikanter Abweichung unterschieden.

In dieser Analyse eingesetzte Marker, die signifikante Abweichungen zeigten, wurden nicht

in die Analyse aufgenommen.

I11.3.2 Mendel-Check

Bevor die Informationen der genotypisierten Platten in die Datenbank gegeben werden, wurde
die Mendelsche Segregation iiberpriift. Dieser Vorgang erfolgte iiber die Genotypisierungs-
Abteilung der I. Medizin des Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel. Es ist
ein automatisierter Vorgang, in welchem innerhalb der genotypisierten Familien auf Fehler in
der Vererbung nach den Mendelschen Regeln getestet wird. Treten Fehler auf, so wird der

entsprechende Familienstammbaum angezeigt. Fehler konnen z.B. auftreten, wenn sich
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innerhalb eines Familienstammbaums eine Person befindet, bei der es sich nicht um ein
tatséchliches Familienmitglied handelt.

Marker die mehr als drei Mendelfehler zeigten, wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Bei
Markern innerhalb des Bereiches wurde jeder einzelne Mendelfehler fiir die Analysen auf

Null gesetzt.

IV. Segregation

Fiir die Rekonstruktion von Haplotypen anhand der deutschen Kohorte (III) wurde das von
Dr. Stefan Jenisch, Institut fiir Immunologie, Universititsklinikum Schleswig-Holstein,
Campus Kiel, entwickelte Programm Segregation benutzt. Das Programm entwickelt, durch
Segregationsanalyse der vorhanden MHC-Daten, der Vererbung zugrunde liegende

Haplotypen.

V. Statistik
V.1 Chiquadrat-Test

Uber den Chiquadrat-Test ldsst sich die Signifikanz der Ergebnisse einer Untersuchung
bestimmen. Er gibt an, ob Unterschiede zwischen erwarteten und beobachteten Werten als
zufillig betrachtet werden miissen oder ob ein signifikanter Unterschied vorliegt.

Hier fand eine 2x2 Tabelle Anwendung (Abb. 2). Dem ermittelten Chiquadrat-Wert lag ein

Freiheitsgrad zugrunde.

vorhanden nicht vorhanden |Summe
Positiv a C atc
Negativ b D b+d
Summe a+b c+d a+b+c+d

Abb. 2: Vier-Felder-Tafel

V.2 Fisher-Exakt-Test

Uber diesen Test kann vor allem die statistische Signifikanz fiir Allel-Assoziationen zwischen
der Kontrollgruppe und der Gruppe erkrankter Personen fiir kleinere Fallzahlen ermittelt
werden. Zugrunde liegt die 4-Felder Tafel.

In dieser Analyse wurde ein von J. Ott entwickeltes Programm zur Analyse genetischer

Kopplung 2BY2 Version 1.50 (UTILITY PROGRAMS FOR ANALYSIS OF GENETIC
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LINKAGE, Copyright (C) 1988, J. Ott) benutzt. Neben der statistischen Signifikanz wurde
iber das Programm auch die Odds Ratio mit 95 % Konfidenzintervall (95% CI) ermittelt.

V.3. Transmissions-Ungleichgewichts-Test (Transmission-Disequilibrium-Test; TDT)
Bei dem TDT-Test handelt es sich um eine familienbasierte Assoziationsanalyse. Er beruht
auf dem Vergleich, wie oft ein bestimmtes Marker-Allel von Eltern auf ein erkranktes Kind
ibertragen oder nicht iibertragen wird. Abweichungen konnen dann mittels Chiquadrat-Test
statistisch bewertet werden (Spielmann et al., 1993). Innerhalb der familienbasierten
Assoziationsanalyse mit Trios verringert sich der Einfluss von Populations-Stratifizierungen
(Lander et al., 1994; Falk et al., 1987).

In dieser Untersuchung wurde das Programm Multi_ TRANSMIT, Version 2.5, das von David
Clayton entwickelt wurde, genutzt (Clayton, 1999).

Multi_TRANSMIT iiberpriift die Transmission der Marker von Eltern auf erkrankte
Nachkommen in Bezug auf Assoziationen zwischen genetischem Marker und der
Erkrankung. Weiter ist das Programm in der Lage, in der Familie vorkommende mdgliche
Haplotypen zu rekonstruieren, ihre Wahrscheinlichkeit zu bestimmen und einen gewichteten
TDT durchzufiihren. Sind die elterlichen Genotypen unbekannt, kann iiber Daten gesunder
Nachkommen die Zahl moglicher elterlicher Genotypen verringert werden, die fiir die
Uberpriifung beachtet werden miissen. Mittels asymptotischen Chiquadrat-Test wird zum
einen fiir jedes Allel, bzw. bei der Muli-Lokus-Analyse fiir jeden Haplotypen, unter
Beriicksichtigung von 1-df (Freiheitsgrad) auf tibermifige Transmission des entsprechenden
Haplotypes getestet. Neben Einzel-Lokus-Analysen wurden Multi-Lokus-Analysen von mit
bis zu vier Markern durchgefiihrt. Dabei wandert das Programm von Marker zu Marker und
fasst jeden einzelnen mit den folgenden Markern zusammen. Beziiglich der Allel-Zuordnung
muss beachtet werden, dass im Vergleich zur Case / Control hier eine neue Nummerierung
der Allele erfolgt. Das Allel mit der hochsten Frequenz wird vom Programm Multi_Transmit
als Allel 1 gesetzt, das mit der niedrigeren Frequenz als Allel 2. Aus diesem Grund kann es
beziiglich der Allel-Nummerierung zwischen den Case / Control Analysen und

Multi_Transmit zu unterschieden in der Allelnummer des betrachteten Allels kommen.

V.4. Case / Control - Assoziationsanalyse
Durch diese Analysemethode erfolgt der direkte Vergleich der Hiufigkeit des Auftretens
eines Allels zwischen erkrankten, unverwandten Personen (Case) und nicht erkrankten, als

gesund angesehenen Personen (Control). Unterschiede in den Allel-Frequenzen eines
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bestimmten Markers zwischen diesen beiden Kohorten ist ein Hinweis auf das Vorliegen
einer Assoziation zwischen Marker und Erkrankung.

Die Berechnung der statistischen Signifikanz von Frequenz-Unterschieden wurden mittels des
Programms haplo_ccmap durchgefiihrt, welches eine Analyseoption des Programms
HAPMAX ist.

Das Programm ist im Internet frei verfiigbar. Es errechnet den P-Wert eines global
Chiquadrat-Test. Weiter berechnet es den P-Wert fiir das Wahrscheinlichkeitsverhéltnis
(Likelihood Ratio, LR), welches das Verhiltnis der Wahrscheinlichkeit eines bestimmten
Ergebnisses bei Kranken und Gesunden angibt. Dieser Wert wird spiter zum Plotten der
Marker-Daten gegen ihre physikalische Position benutzt.

Die statistische Bewertung wurde zusitzlich mit einem Hausprogramm der I. Medizin des
Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, ermittelt. Das Programm fiihrt iiber
die Ermittlung der Allel-Frequenzen / Genotyp-Frequenzen einen automatisierten Chiquadrat-

Test durch.

V.5. Chancenverhiltnis (Odds Ratio; OR)

Weiter wurde die sogenannte Odds Ratio (OR) ermittelt, welche eine gute Approximation des
Relativen Risikos (RR) darstellt fiir Erkrankungen mit niedrigem Risiko in einer Population.
Der Berechnung liegt die Formel R;=(n1n4/n2n3) zugrunde, mit nl und n2 als Anzahl
Patienten (nl) bzw. gesunden Kontrollpersonen (n2), welche das Charakteristikum zeigen.
Demgegeniiber beziehen sich n3 und n4 auf die entsprechende Anzahl Patienten bzw.
Kontrollpersonen ohne das entsprechende Charakteristikum (Ott, 1991). Somit bezeichnet sie
das Verhiltnis von zwei Odds fiir ein bestimmtes Charakteristikum. Eine OR von 1 zeigt, dass
es keinen Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen gibt. Je weiter sie von 1 entfernt ist,

um so groBer ist der Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen.

V.6. Daten-Plots

Die graphische Darstellung der Daten erfolgte iiber eine unter dem Programm HAPMAX
gefiihrte Plotter-Funktion. Hierbei wurden die in den Assoziationsanalysen ermittelten Werte
gegen die physikalische Position der Marker geplottet. Diese wurde vorab anhand der

Referenzsequenz NT_007592.13 ermittelt.
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V.7. Kopplungsungleichgewichtsanalyse (Linkage Disequilibrium-Analyse; LDA)

Unter Kopplungsungleichgewicht versteht man die nicht zufillige gemeinsame Vererbung
von Allelen, welche durch ihre Nihe zueinander gekoppelt sind. Uber seine Berechnung kann
die Stirke des Kopplungsungleichgewichts zwischen Marker-Loki ermittelt werden. Seine
Berechnung erfolgt unter Nutzung unterschiedlicher statistischer Maf3e. Grundlage ist der LD-
Koeffizient, D, welcher von der Allel-Frequenz in der Population abhingig ist. Sein
maximaler Wert ist durch Dy.x = min(pi1qa, p2qi) gegeben, der minimale Wert iiber Dy, =
max(-piqi, -p2qz) (Lewontin, 1964, Ott, 1991). Aufgrund dieser Eingrenzung wird eine
normalisierte Einschitzung des vorliegenden Kopplungsungleichgewichts genutzt. Das
theoretische Maximum D’ ergibt sich dann aus D’=D/Dmax oder D’=D/Dmin (Lewontin,
1964, Ott, 1991). D’ ist weniger stark von der Allel-Frequenz abhingig als D, trotzdem kann
es in einigen Fillen von ihr beeinflusst werden.

Zur Berechnung des Kopplungsungleichgewichts zwischen den genotypisierten Markern

wurde eine Analyseoption des Programms HAPMAX genutzt.
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Ergebnisse:

Der Ergebnisteil ist in zwei Teilbereiche aufgegliedert. Der molekularbiologisch ausge-
richtete erste Bereich (I.1) befasst sich mit der hochauflésenden SNP-Kartierung einer Region
innerhalb des MHC, auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6. Die erstellte SNP-Karte soll
eine genauere Betrachtung des Bereiches in den anschlieBend durchgefiihrten
Assoziationsanalysen ermoglichen. Der zweite Teilbereich (1.2) betrifft die epidemiologische
Untersuchung der Autoimmunerkrankung Psoriasis vulgaris mittels itiber die SNP-Karte

ausgewihlter Marker.

I.1 Erstellung einer hochauflosenden SNP-Karte im Bereich PSORS1

Die zur Konstruktion einer hochauflésenden SNP-Karte analysierte Region liegt innerhalb des
als PSORSI1 bezeichneten Psoriasis-Verdachtsbereichs, der sich in der Klasse I des Haupt-
Histokompatibilitits-Komplexes auf Chromosom 6 befindet (Abb. I.1a). Der untersuchte
Bereich umfasst insgesamt 113kb, zentromer und telomer von HLA-C gelegen (Abb. L.1b).
Als Grundlage der Sequenzierung stand die genomische DNA von 62 Personen zur
Verfiigung, welche insgesamt 17 Familien kaukasischen Ursprungs entstammte. Insgesamt

wurden zwei exprimierte Gene, sowie drei als Pseudogene deklarierte Sequenzabschnitte

untersucht.
| MHC |
Klasse |
a) | ey |
TCF19 CDSN
MICB Mica  POUSF1  HCR MICC MICD
BE 11 0oon b i1 11 1 |
HLA-B | HLA-C HLA-X HLA-E HLA-J HLA-A HLA-H HLA-G HLA-F
b)
< Zentromer Telomer >

HLA-C

1. I 2. 3. 4.5.

Pseudogen
Il Gen

Abb. I.1.1a) Gesamtiibersicht MHC Klasse I
1.1.1b) Ausschnitt des fiir die Konstruktion einer SNP-Karte sequenzierten Bereiches

1.HCGIV-02; 2. HCGII-2; 3. NOB4; 4. POUSF1 (OTF3); 5. TCF19 (SC1)
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I.1.1 HCGIV-02

HCGIV-02 ist ein Pseudogen aus der zur Familie der Multi-Gene gehdrenden
Hemochromatosis-Kandidaten-Gene, die im Laufe der evolutionidren Entwicklung des Haupt-
Histokompatibilitits-Komplexes durch Duplikation entstanden ist. HCGIV-02 befindet sich
ca. 1 kb zentromer von HLA-C und umfasst 234 bp.

Eine Uberpriifung mittels der Programme GENSCAN und FGENESH ergab, das die Sequenz

keine Regionen enthilt, die auf eine eventuelle Expression schlieen lassen (Anhang IL.1.1).

I.1.1.1 Sequenzanalyse

Insgesamt wurden 4 SNPs und ein Indel iiber die beschriebenen Kriterien identifiziert. Der
durchschnittliche Abstand zwischen den vier SNPs betrigt 41 bp. Der kleinste Abstand liegt
zwischen den Substitutionen auf Position 23 und 38 mit 15 bp. Der grofite Sequenzabschnitt
zwischen zwei SNPs liegt zwischen den Positionen 38 und 128 und betrdgt 90 bp (Tabelle
1.1). Bei den vorliegenden SNPs handelt es sich zu 75% um Transitionen (C < T/ G < A),
zu 25% um Transversion (hier C <> G). Insgesamt zeigt sich, dass benachbarte SNPs nicht

zufillig in Kombination miteinander vererbt werden ((2x2-Felder)-Chiquadrat-Test).

Tabelle 1.1: SNP-Ubersicht fiir HCGIV-02

Position MHC Position Substitution/ |Validierungs-

Konsensus-Sequenz Pseudogen Sequenzvariation kriterium

1559509 9 *T / -T* Segregation

1559523 23 T/C Segregation

1559538 38 *C/G Segregation

1559628 128 C/T Segregation

1559687 187 C/T Segregation
*Sondenkonstruktion

# Deletion der Base T

1.1.1.2 SNP Haplotypen
Es konnte das Auftreten von insgesamt sieben unterschiedlichen Kombinationen beobachtet
werden, hier als SNP-Haplotypen bezeichnet. Die Héufigkeit wurde iiber das Auftreten der

einzelnen Haplotypen auf unabhingigen Chromosomen ermittelt (Tabelle 1.2).
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Eine Uberpriifung auf das Vorliegen von Kopplungsungleichgewicht zwischen diversen
HLA-Haplotypen und den hier vorliegenden SNP-Haplotypen zeigt, dass jeweils bestimmte
SNP- und HLA-Haplotypen der Klasse I kombiniert miteinander auftreten (Tabelle 1.3).

Tabelle 1.2: Auftretende SNP-Haplotypen HCGIV-02

SNP Position
Haplotyp 9* 23 38 128 187 Hiiufigkeit (%)**
1 T T G T C 14%
2 T T G C C 7%
3 T T C T C 5%
4 T T C C C 25%
/ T G C C 5%
6 / T G T T 9%
7 T C G T C 35%

* [ = Deletion
**Die prozentuale Hiufigkeit bezieht sich auf das Vorkommen auf unabhingigen
Chromosomen. Es fanden nur Chromosomen Beriicksichtigung, bei denen eine

eindeutige, liickenlose Zuordnung méglich war.

1.1.1.3 SNP-Block

Die SNP-Haplotypen wurden aufgrund der farbig markierten, konservierten Positionen,
welche iiber mehrere unabhiingige Chromosomen hinweg komplette Ubereinstimmung
zeigten, in Blocke eingeteilt (Tabelle 1.2). So besteht der erste Block fiir die Haplotypen 1 bis
4 aus drei SNPs der Positionen 9, 23 und 187, welche nur in Kombination miteinander
auftreten. Ein zweiter Bock besteht aus den Haplotypen 5 und 6 und setzt sich aus den
Positionen 9, 23 und 38 zusammen. Der dritte Block, aus Haplotyp 7 bestehend, kam iiber alle
definierten SNP-Positionen immer in der gleichen Ausprigung vor. Insgesamt sind der erste

und dritte Block auf 86% der Chromosomen vertreten.

Schaut man sich die Vererbung der einzelnen Blocke mit dem entsprechenden HLA-
Haplotypen an, so zeigt sich von zentromer nach telomer in den Kombinationen HLA-B —
HCGIV-2 -HLA-C nur eine Uberschneidung (Tabelle 1.3). Diese erscheint zwischen dem
SNP-Haplotypen 6 (Block 2) und dem SNP-Haplotypen 7 (Block 3).
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Beide Haplotypen sind von den Ausprigungen ihrer SNP-Positionen und beziiglich der
Insertion sehr unterschiedlich. Wéhrend der SNP-Haplotyp 7 einer der am hiufigsten
beobachteten Haplotypen (35%) ist, tritt der SNP-Haplotyp 6 eher selten auf (6%).

Tabelle 1.3: SNP-Haplotypen / HLA-Haplotypen

SNP-
Haplotyp

*01 *27 X X
*01 *55 X X
*02 *4004 X X
*02 *44 X X
*0303 |*1501 X X
*0303 [*35
*0304 [*1501 X X
*0304 |*4001
*0304 [*55 X X
*0304 |*5801
*04 *18 X X
*04 *35 X X X
*04 *44
*05 *44 X X
*06 *37 X X
*06 *57 X X
*0701 |*08

*0701 [*1517
*0701 [*49

*0701 [*57

*0702 |*07 X X
*0704 |*44 X | X X | X
*08 *14 X X
*1203 |*18 X
*1203 |*38 X
*15 *07 X X
*15 *51 X X

*Es wurden nur SNP-Analysen einbezogen, deren Basenzuordnung eindeutig war.
Hierdurch wurde die Anzahl unabhéngiger Chromosomen zu gering um eine statistische
Auswertung durchfiihren zu kénnen.

XXX
X > | X

» [ X
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I.1.2 HCGII-2

Das Pseudogen HCGII-2 ist ein Mitglied der Hemochromatosis-Kandidaten-Genfamilie. Es
umfasst 914 bp.

Eine Uberpriifung der Sequenzstruktur mit den Programmen GENESCAN und FGENEH auf

vorhandene Exon- / Intron-Bereiche ergab, dass keine Exonstrukturen vorhanden sind.

I.1.2.1 Sequenzanalyse
Insgesamt konnten 13 SNPs validiert werden (Tabelle 1.4). Andere Sequenzvariationen, wie

Insertionen oder Deletionen, wurden nicht beobachtet.

Tabelle 1.4: SNP-Ubersicht HCGII-2

Position Position Substitution / Validierungs-

MHC Konsensus- Pseudogen Sequenzvariation kriterium
sequenz
1539556 809 A/C Segregation / NCBI: rs2894195
1539557 808 G/A Segregation / NCBI: rs3130440
1539593 772 T/C Segregation / NCBI: rs2394946
1539791 574 *A /G Segregation / NCBI: rs1793892
1539887 478 T/C NCBI : rs3869125
1539943 422 C/T Segregation / NCBI: rs1639113
1539955 410 A/G Segregation
1539965 400 *C/G Segregation / NCBI: rs2394948
1539980 385 *A/lG Segregation
1540013 352 C/T NCBI: rs3095256
1540021 344 *G/T Segregation / NCBI: rs3095255
1540108 257 C/G NCBI : 153095254
1540138 227 *AIG Segregation / NCBI: rs1793891

* Sondenkonstruktion

Drei der insgesamt 13 SNPs konnten nur iiber NCBI validiert werden. Die SNPs der
Positionen 257, 352 und 478 traten nur in heterozygoter Form auf bzw. konnten nicht iiber
Segregation validiert werden. Der durchschnittliche Abstand zwischen dem Auftreten der
SNPs betrégt 45 bp. Neben zwei direkt nebeneinander lokalisierten SNPs auf den Positionen
808 und 809, wurde als maximaler Abstand ein Sequenzbereich von 198 bp beobachtet.
Dieser befindet sich zwischen den SNPs auf den Positionen 772 und 574. Bei 69% der
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beobachteten Substitutionen handelt es sich um Transitionen, bei 31% um Transversionen
(hier: A < C/C < G/G < T). Bezogen auf das gemeinsame Auftreten benachbarter SNPs
zeigt sich, das sie nicht unabhidngig voneinander vererbt werden ((2x2-Felder Tafel)-

Chiquadrat-Test).

I.1.2.2. SNP-Haplotypen

Uber die Vererbung der SNPs sind 10 verschiedene SNP-Haplotypen identifizierbar. Von
diesen unterscheiden sich 4 nur in einer Position (Tabelle 1.5). Die Haufigkeit des Auftretens
der einzelnen Haplotypen wurde iiber ihr Vorkommen auf unabhingigen Chromosomen
ermittelt. Eine Uberpriifung iiber das Vorliegen von Kopplungsungleichgewicht mit den
klassischen Transplantationsantigenen HLA-B und -C zeigt, dass jeweils eine bestimmte
Kombination von SNP- und HLA-Haplotypen vorliegt (Tabelle 1.6). Insgesamt treten
zwischen dem Vorkommen verschiedener SNP-Haplotypen mit einem HLA-Haplotyp 4
Uberschneidungen auf. So erscheint die HLA-Kombination HLA-B*44/HLA-Cw*02 sowohl
mit dem SNP-Haplotypen 5, als auch mit dem SNP-Haplotypen 9. HLA-B*35/HLA-Cw*04
tritt gemeinsam mit den SNP-Haplotypen 7 und 9 auf, HLA-B*44/HLA-Cw*05 mit den SNP-
Haplotypen 1 und 2. Die SNP-Haplotypen 9 und 10 erscheinen beide mit HLA-B*08/HLA-
Cw*0701. Es fillt auf, dass sich die Uberschneidungen nie zwischen SNP-Haplotypen
ereignet, die sehr héufig auf den unabhingigen Chromosomen zu finden sind. Es sind
vielmehr Uberschneidungen zwischen hiufigeren (z.B. SNP-Haplotyp 1; 25%) und selteneren
(5-9%) Haplotypen.

Tabelle 1.5: Auftretende SNP-Haplotypen HCGII-2

SNP-Position Haufigkeiten
SNP-Haplotyp 227 257 344 352 385 400 410 422 478 574 772 808 809 (%)

3 G T T G G A 5
4 G cC C A G A 11
5 G cC T A G A 5
6 T C C A A C 3
7 G G T ¢ A G A C T A T A C 9
8 G 6 6 ¢ A G A C T A T G A 3
9 C 31
10 G 5

*Die prozentuale Haufigkeit bezieht sich auf das Vorkommen liickenloser Haplotypen auf unabhidngigen Chromosomen.
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1.1.2.3 SNP-Block

Die insgesamt 10 Haplotypen lassen sich aufgrund ihrer Struktur (farbig markiert) von vier
Grund-Haplotypen ableiten (Tabelle 1.5). Die SNP-Haplotypen 1 und 2 konnen zu einem
Block zusammengefasst werden. Dieser scheint, bis auf eine Position, iiber seine volle Linge
konserviert zu sein. Die SNP-Haplotypen 3 bis 6 ergeben einen zweiten Block. Die SNP-
Haplotypen 7 und 8 stellen den dritten und die Nummern 9 und 10, ebenfalls stark

konserviert, den vierten Block dar.

Eine Uberpriifung iiber das Vorliegen von Kopplungsungleichgewicht zwischen HLA-
Haplotypen und SNP-Blocken zeigt nur wenige Uberschneidungen (Tabelle 1.6).
Uberschneidungen treten, bezogen auf die gebildeten Blocke, zwischen Block 1 und 2, 2 und

4 und 3 und 4 auf. Keine Uberschneidung tritt zwischen den Blocken 2 und 3 auf.

Tabelle 1.6: Auftretende Kombinationen SNP- und HLA-Haplotypen

SNP-Haplotyp

1 2 3

01 |27 X X

01 |'51 X X

*02  [*4002 X X

*02  [*44 X X X X

*0303 [*1501 | X

*0303 |*35 X

XX |[>

*0304 [*1501 | X

*0304 |*5801 X X

*04  [*18 X X

*04 "85 X X X X

04 |44 X X

*05 |44 X X X X

*06 |37 X

*06 |57

XX |[X|X

X
*0701 |08 X | X
*0701 [*57 X

*0702 |07 X X

*0704 [*44 X X

*1203 [*18 X

x| X

*1203 |*39 X

15 [*51 X X

* Es wurden nur SNP-Analysen einbezogen, deren Basenzuordnung eindeutig war. Hierdurch wurde die Anzahl
unabhingiger Chromosomen zu gering um eine statistische Auswertung durchfiihren zu konnen.
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I.1.3 NOB4

NOB¢4 ist ein bisher weitgehendst unbeschriebenes Pseudogen, welches 3295 bp umfasst. Es
ist 34 kb in telomerer Richtung von HLA-C gelegen. Es ist weder seine Orientierung, noch
eine Funktion oder Homologie zu anderen Genen bekannt.

Eine Uberpriifung der Struktur von NOB4 ergab im Bereich der Basen 2046 bis 2384 ein
vermutetes, aus einem Exon bestehendes Gen (Anhang IL.I.1). Dieses codiert fiir ein aus 112
Aminoséuren bestehendes Protein (Abb. 1.1.2). In diesem Ergebnis stimmen die Programme

FGENESH und GENSCAN iiberein.

M G Q VWALVRSTIULET LFHTDDE EE G E Y
atg gga caa gtg tgg gt ctg gtt cgt tce acc ttg gaa ctt ttt cac act gat gat gag gag gaa gga gag tat

bD E vT E E VTEQVYLUPAK AKV A Q E E E
gac gaa gta aca gaa gag gtt aca gag cag gtt tat ttg cca gct aaa gct aaa gtg gea cag gag gaa gag

V HPY PS A P PHYYFE EK EWP D P P DULSF
gtt cat ccc tac cct tct geca ccc cct cat tat tat ttt gaa gaa aaa gag tgg cca gac cct cca gat ctt tct ttt

L E DT G R KVV AP VTE QHTZ L ER L LS VL
ctg gag gac act ggg cga aaa gta gtt gcc cca gtg act gag cag cac ctc gag cga ctg ctg tca gtt cta

F R Q E FS R L D E R V I
ttc agg cag gag ttc agc agg cta gac gag agg gtg ata tag

Abb. 1.1.2:

Aminosiuresequenz der 338bp codierenden Sequenz

Laut dem Programm GENSCAN wurde die Struktur, welche der Aminosduresequenz
zugrunde liegt, als optimales Exon eingestuft. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass dies
nicht immer unbedingt mit den tatsdchlichen vorhandenen Exonen innerhalb von Genen
korrespondiert. Der von GENSCAN ermittelte Wert zur Einschitzung, ob es sich bei der
Struktur tatsdchlich um ein Exon handelt oder nicht, beruht auf einer logarithmische
Wahrscheinlichkeitsmessung ~ der  Qualitdt der  Charakteristika, basierend auf
Sequenzeigenschaften. Das hier vorhergesagte Exon erreicht einen Wert von 0.947 und fillt
somit in den Bereich der moderaten bis hohen Wahrscheinlichkeit fiir die Richtigkeit des
Vorliegens eines Exons (0.50 < P < 0.99). Eine mittels Blast durchgefiihrte Uberpriifung der
Aminoséduresequenz zeigte keine konservierten Domidnen und somit keine Homologien zu

anderen in der Datenbank vorhandenen Proteinen.
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I.1.3.1 Sequenzanalyse
Insgesamt konnten 29 Sequenzsubstitutionen validiert werden (Tabelle 1.7). Die Validierung

von 5 SNPs war nur {iber die NCBI SNP-Datenbank moglich.

Tabelle 1.7: SNP-Ubersicht NOB4

Position | Position = Substitution / Validierungskriterium
MHC |Pseudogen Sequenzvariation

Konsensus-
sequenz
1521156 382 G/A Segregation
1521197 423 A/C Segregation / NCBI: rs7382551
1521306 532 C/A Segregation
1521421 647 C/G Segregation
1521463 689 T/C Segregation
1521473 699 C/T Segregation
1521612 838 T/C Segregation
1521613 839 T/C Segregation
1521685 911 T/G Segregation
1521721 947 C/G Segregation
1521752 978 G/C Segregation / NCBI: rs6927461
1522195 1421 G/A NCBI: rs2394888
1522254 1480 T/C NCBI: 12394889
1522255 1481 C/T NCBI: 152894183
1522435 1661 C/T Segregation / NCBI: rs7767978
1522524 1750 C/G Segregation/NCBI: rs7768019
1522526 1752 G/A NCBI: 152894184
1522614 1840 G/A Segregation / NCBI: rs7768431
1522629 1855 T/C Segregation/NCBI: rs7750355
1522635 1861 T/C NCBI: rs7451198
1523023 2249 G/T Segregation / NCBI: rs7769114
1523028 2254 A/G Segregation / NCBI: rs7768843
1523166 2392 C/G Segregation / NCBI: rs7769147
1523519 2745 G/A Segregation / NCBI: rs7745136
1523693 2919 C/T Segregation
1523708 2934 A/C Segregation / NCBI: rs7745050
1523715 2941 C/T Segregation / NCBI: rs7745197
1523835 3061 *A/T Segregation
1523957 3183 *G/lA Segregation / NCBI: rs7745906

* Sondenkonstruktion
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Der durchschnittliche Abstand zwischen den SNPs betrigt 97 bp mit einem minimalen
Abstand von 1 bp zwischen den Positionen 838 / 839 und 1480 / 1481. Der grofte Abstand
besteht zwischen den Positionen 992 / 1435 und umfasst 443 bp. Insgesamt zeigt sich auch
hier, dass es sich hidufig bei den Substitutionen um Transitionen handelt (62%), wéhrend die
restlichen 38% sich auf die Kombinationen G < T; A <« T; A < C und C < G aufteilen.
Innerhalb der untersuchten Sequenz treten keine Insertionen oder Deletionen auf. Betrachtet
man die Vererbung der SNPs untereinander, zeigt sich, dass benachbarte SNPs signifikant

hiufig ((2x2-Feldertafel)-Chiquadrat-Test) gemeinsam vererbt werden.

1.1.3.2 SNP-Haplotypen

Beim Vergleich der auftretenden SNP-Kombinationen anhand validierter Positionen zeigen
sich 10 SNP-Haplotypen, deren Hiufigkeit iiber das Auftreten auf unabhingigen
Chromosomen ermittelt wurde (Tabelle 1.8). Insgesamt l&sst sich eine Korrelation zwischen
den einzelnen SNP-Haplotypen und den HLA-B und HLA-C Mustern der einzelnen Personen
erkennen (Tabelle 1.9). So tritt der Haplotyp 7 auf mehreren unabhingigen Chromosomen mit
den HLA-Kombinationen HLA-Cw*0303/HLA-B*35 und HLA-B*15 auf, sowie mit HLA—
Cw*0304/HLA-B*58. Dieser SNP-Haplotyp ist der am hiufigsten vorkommende Haplotyp in
bezug auf die Anzahl auswertbarer unabhéngiger Chromosomen. Er tritt, auler mit dem oben
genannten, mit keinem weiteren HLA-Haplotyp auf. Eine Uberschneidung im Vorkommen
mit dem HLA-Haplotypen HLA-B*51/HLA-Cw*15 zeigt sich fiir die SNP-Haplotypen 2 und
4, beide eher selten und aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu einem SNP-Block (1) gehdrend.

I.1.3.3 SNP-Block

Die SNP-Haplotypen konnen iiber die SNP-Positionen in drei auftretende Grund-Haplotypen
eingeordnet werden, womit sich drei Blocke ergeben (farbig markiert): Block 1: Haplotyp 1
bis 5; Block 2: Haplotyp 6; Block 3: Haplotyp 7 bis 10 (Tabelle 1.8). Der mit der Nummer 6
bezifferte SNP-Haplotyp bewegt sich in seinen SNP-Kombinationen zwischen den Blocken 1
und 2, welche bei insgesamt 96% der unabhéngigen Chromosomen auftraten. Insgesamt zeigt
sich, dass es kaum Uberschneidungen zwischen SNP-Blocken und bestimmten Humanen-
Leukozyten-Antigenen gibt (Tabelle 1.9). So tritt Block 1, unabhingig von den anderen,
hiufig mit HLA-Cw*15, HLA-Cw*0701 und HLA-Cw*06 auf. In Kombination mit HLA-
Cw*04 erscheint sowohl der erste, als auch der dritte Block, jeweils mit entsprechend

unterschiedlichem HLA-B-Allel.
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Tabelle 1.8: Auftretende SNP-Haplotypen fiir NOB4

SNP-  Positionen Haufigkeit

Haplotyp 382 423 532 647 689 699 838 839 911 947 978 1421 1480 1481 1661 1750 1752 1840 1855 1861 2249 2254 2392 2745 2919 2934 2941 3061 3183 (%)
1 G A CTTOCTSGTT CGSGTTCGCT CT GCGGT T GAOCGT C A C A G 19
2 G A CCOCCTOC CTGGGGTTCGCT CT GCGGT CTGGT GC G C A C A G 4
3 G A CCOCTOC CTGSGT CGTTITCT GCSGTGT GCTGGG G C A C A G 23
4 G A ACTCTT GCTGSGSGGTTGCT COCGCGSGT CTGGT GCGCGC A C A G 4
5 G A ATTOCTSGTI CGGTGCT CO GCGGT T GATCGCGT GC A C A G 4
6 G ¢ A CTTT GCTTT CGA AT GCTT CT CAGT GCT CTGUGATCGCA AT A G 4
7 AAC A CT T OCT TGO CGTTCTGGA AT CTGGT GCATCTCT T A 30
8 AAC A C T T CT T GOCG T C TG G G C T G G C G C A C A G 4
9 A C A CT COCT TGO CGTTCTGGGTC T T GGG C A C A G 4
10 A C A C C T C T G G G G T C €C €C G G €C T G G C G C A C A G 4
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Tabelle 1.9: SNP- / HLA-Haplotypen

SNP-
Haplotyp

01 |27
01 [*51

02 [*4002
02 |44 X
*0303 [*1501 X
*0303 |*35 X
*0304 [*1501 X
*0304 [*5801
04 [18

04  [*35 X X
04 |44 X X
05 [44
06 |37 X
06 |57 X
*0701 [08 X
*0701 [49 X
*0701 |57
*0702 [07
0704 [*44 X X
*1203 [*18 X X
*1203 [*39
15 |07 X X
15 |51 X X X

*Es wurden nur SNP-Analysen einbezogen, deren Basenzuordnung ein-
deutig war. Hierdurch wurde die Anzahl unabhingiger Chromosomen
zu gering, um eine statistische Auswertung durchfiihren zu konnen.

XXX | X

XXX | X

1.1.4 TCF19

TCF19, auch als SC1 bezeichnet, ist ein 103 kb in telomerer Richtung von HLA-C
lokalisiertes Gen, welches in den frithen Phasen des Zellwachstums exprimiert wird (Ku et al.,
1991). Seine Sequenz weist 3 Exone auf, die ein insgesamt ca. 2,5 kb grofles Transkript
umfassen. TCF19 codiert fiir ein aus 344 Aminoséduren bestehendes Protein.

Eine Uberpriifung der Exon-Struktur mit Hilfe der Programme GENSCAN und FGENESH

ergab ebenfalls eine aus drei Exonen bestehende Struktur (Anhang I1.1.1).

I.1.4.1 Sequenzanalyse
Insgesamt enthdlt TCF19 18 validierbare SNPs, welche zumeist in den Intron-Regionen

liegen (Tabelle 1.10). Fiir insgesamt 5 SNPs war eine Validierung nur iiber die Datenbanken
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NCBI und Celera Discovery System™ oder iiber die Verdffentlichung der Gruppe Teraoka et
al. (2000) moglich. Unter anderem fallen hierunter auch drei Substitutionen im Bereich des
Exon 2, die bereits von Teraoka et al. (2000) identifiziert wurden. Unter ihnen ist auch ein auf
der Position 2738 lokalisierter Tri-Morphismus. Fiir diese Position ist von den Datenbanken
der Austausch der Base Cytosin durch Adenin validiert. Eine von dieser Gruppe ebenfalls
identifizierte Deletion im Intron 2 von 4 bp wurde in dieser Arbeit nicht sichtbar. Beziiglich
der in der SNP-Datenbank von NCBI enthaltenen SNPs fiir TCF19, zeigt sich die Anzahl
schwankend. Von Januar bis Mérz 2003 stieg ihre Anzahl von 10 auf 50 Eintragungen mit
unterschiedlichem Validierungsstatus. Seit August 2003 enthilt sie 44 SNPs (NCBI-Build
116). Als einzige Sequenzvariation, neben den Substitutionen, wurde ein als polymorpher
Block (PMB) bezeichneter, 35 bp umfassender Bereich identifiziert (Abb. 1.1.3). Dieser ist
nicht in der Konsensussequenz aus dem Jahr 1999 enthalten. Die an dieser Stelle laut
Konsensussequenz befindlichen 5 Basen TTCAA (Position 1997) wurden nicht gefunden. Ein
Sequenzabgleich von der, der Sequenzierung zu Grunde liegenden TCF19-Sequenz mit einer
aus der Datenbank Celera Discovery System™ stammenden TCF19 Sequenz (hCG25998.3,
5813bp) zeigt, dass diese die 35 Basen enthilt. Dies gilt ebenso fiir die aus der NCBI
Datenbank stammende Sequenz AC(004195, welche die komplette Sequenz des Bereichs
Chromosom 6p21 enthilt. Der Block taucht in homozygoter Form fiir 35 bp auf, die anstelle
der fiinf Basen TTCAA gefunden wurden. Weiter gibt es aber auch Sequenzen, in denen
scheinbar 20 Basen des Bereichs heterozygot sind. Eine homozygote Sequenzvariante fiir
diese 20 Basen konnte aber nicht gefunden werden. Insgesamt scheint weder das Vorkommen
der 5 Basen TTCAA, noch der Ersatz durch die 35 Basen im Bereich des ersten Intron einen

Einfluss auf die Exon-Grenzen zu haben.
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Abb. 1.1.3: Ubersicht polymorpher Block (PMB)
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Der durchschnittliche Abstand der 18 SNPs zueinander betrigt 179 bp. Der minimalen
Entfernung zwischen zwei SNPs (Positionen 1375 und 1390) von 15 bp, steht ein maximaler
Abstand von 602 bp (Positionen 1804 und 2406) gegeniiber. In die Ermittlung des
durchschnittlichen Abstands wurde der polymorphe Block nicht einbezogen. Es zeigen sich
79% Transitionen, sowie 21% Transversionen, verteilt auf die Kombinationen T <~ A und C
<> A. Betrachtet man das gemeinsame Vorkommen benachbarter SNPs zeigt sich, dass diese
signifikant nicht unabhingig voneinander vererbt werden, ermittelt iiber (2x2 Felder)-

Chiquadrat-Test).

Tabelle 1.30 SNP-Ubersicht TCF19

Position MHC- Position Substitution / Validierungskriterium
Konsensussequenz Gensequenz Sequenzvariation
1447543 *693 C/T Segregation
NCBIrs1150765 / Celera:hCV2452216
1447583 733 A/G Segregation
NCBI:1s6905862 / Celera:hCV2452215
1447928 1078 T/A Segregation/NCBI : rs6929434
1448225 1375 A/T Segregation/Celera:
hCV11197511
1448240 1390 G/A Segregation/ Celera:
hCV11197512
1448392 1542 C/T Segregation
1448533 1683 C/A Segregation
NCBI:rs3130934/Celera:hCV11197515
1448654 1804 G/A Segregation
1448848-1448853 1997 PM-Block
1449256 *2406 C/T Segregation/NCBI: 157750641
1449562 %2712 G/A NCBIL:rs2073721 / Celera:hCV25472474
Teraoka et al., 2000
1449588 2738 C/AG NCBI:rs2073722/Celera:hCV 15949627
Teraoka et al., 2000
1449653 *2803 C/T NCBI:rs2073724/Celera:hCV 15949637
Teraoka et al., 2000
1449965 *3115 A/G Segregation
1450024 3174 C/T NCBIL:rs2073723/Celera:hCV2452211
1450448 35908 C/T NCBI:rs1065461/Celera:hCV7489586
1450539 3689 A/G Segregation
NCBI:rs1419881 / Celera:hCV7489577
1450706 3856 A/G Segregation
NCBI: rs1841/Celera: hCV11197516
1450767 3917 C/T Segregation
NCBI: rs1044870 / Celera: 8941388

* Sondenkonstruktion
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Von den 18 SNPs befinden sich 8 SNPs in den Exonen 2 und 3. Die vier im Exon 2

befindlichen SNPs liegen in dem fiir das Protein codierenden Bereich und fiihren zum Teil zu

Anderungen in der Aminosiuresequenz (Tabelle 1.11).

Tabelle 1.11 SNPs in codierenden Regionen / Exon-Bereichen

Position Gen Substitution *Funktion

Protein

Exon2: 2406 |[CCC/TCC |[Nicht-Synonym Pro / Ser

Exon2: 2712 |GTG/ATG [Nicht-Synonym Val / Met

Exon2: 2738 |[CCC/CCA |Synonym Pro / Pro

Exon 2: 2803 [CCT/CTT |Nicht-Synonym Pro / Leu

Exon3: 3598 |ACC/ACT [** Synonym (UTR3) Thr / Thr

Exon3: 3689 |A/G **UTR3

Exon3: 3856 |A/G **UTR3

Exon3: 3917 |GTT/GCT [** Nicht-Synonym Val / Ala
(UTRS)

Informationen entstammen NCBI Datenbank* und Celera Discovery System™*

1.1.4.2 SNP-Haplotypen

Beim Vergleich der auftretenden SNP-Kombinationen ergeben sich insgesamt 10
unterschiedliche SNP-Haplotypen, deren Héiufigkeiten anhand der Anzahl unabhingiger
Chromosomen ermittelt wurde (Tabelle 1.12). Die Haplotypen 1, 2, 9 und 10 sind am
stiarksten konserviert. Ein Vergleich beziiglich des Auftretens der einzelnen SNP-Haplotypen

mit HLA-Haplotypen zeigt keine Uberschneidungen (Tabelle 1.13).

Tabelle 1.12 SNP-Haplotypen TCF19

SNP  Position Haufigkeit

Haplotyp 693 733 1078 1375 1390 1542 1683 1804 1997 2406 2712 2738 2803 3115 3174 3598 3689 3856 3917 (%)

11

17
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>>>>> >
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»

9 T A T A G C C G N
10 T A T A G C C G N

*N = in homozygoter Form vorkommende 35 Basen
** Es wurden nur vollstindig analysierbare, auf unabhidngigen Chromosomen befindliche SNP-Haplotypen in die Analyse
einbezogen.
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1.1.4.3 SNP-Block

Anhand gemeinsam vererbter SNP-Positionen konnen die Haplotypen in drei Blocke
eingeteilt werden (Tab. 1.12, farbige Markierung). Ein Block (1) wird durch die SNP-
Haplotypen 1 und 2 gebildet, ein zweiter durch die SNP-Haplotypen 3 bis 7. Der dritte SNP-
Block entsteht durch die Haplotypen 9 und 10. Die SNP-Kombinationen in den Blocken 2
und 3 treten auf 78% der unabhingigen Chromosomen auf. Der als polymorpher Block
(PMB) bezeichnete, nur in heterozygoter Form vorkommende Bereich, tritt nur in einem

definierten Haplotyp auf.

Die Blocke zeigen untereinander keine Uberschneidungen in ihrem Vorkommen mit HLA-
Haplotypen (Tabelle 1.13). So treten fiir HLA-Cw*6 und HLA-Cw*0701 nur die unter Block
3 zusammengefassten SNP-Haplotypen 9 und 10 auf.

Tabelle 1.13 SNP-Haplotypen / HLA-Haplotypen

SNP-
Haplotyp

*01 |27 X X

02 |44 X X

*0303 |*1501 X X

*0303 [*35 X X

*0304 *1501 X X

*0304 [*4001 X X

*0304 [*55 X X

*0304 5801 X

*04  [*18 X

*04 |35 X

04 |44 X

XXX X [X

*05  [*44 X

06 |37 X

*06 |57 X

*0701 [*08 X

*0701 [*1517 X

XXX X[ X

*0701 [*57 X

*0702 *07 X X

*08 |14 X

x

*1203 [*18 X X

*1203 |38 X X

*15 07 X X

*15 "5 X X
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I.1.5 POUSF1

POUSF1, auch unter den Bezeichnungen OCT3/4 und OTF3 bekannt, umfasst 6341 bp. Es
besteht aus 4 Exonen und codiert fiir ein aus 265 Aminosiduren bestehendes, eine POU-
homeo-Domine besitzendes, DNA-bindendes Protein.

Von der 6341 bp umfassenden genomischen Sequenz wurden 4141 bp sequenziert. Ein
Bereich zwischen den Positionen 2734 und 4934 fiel raus, da eine Uberpriifung der Sequenz
mit dem Programm REPEAT MASKER zeigte, dass dieser Bereich eine niedrige Komplexitit
aufweist. Eine Uberpriifung der Sequenz von POU5F1 mit GENESCAN und FGENESH auf
vorhandene Exone ergab, dass sich in diesem Bereich keine Exon-Strukturen befinden

(Anhang IL.I.1).

I.1.5.1 Sequenzanalyse

Insgesamt wurden innerhalb der genomischen Sequenz von POUSF1 24 SNPs validiert,
davon 13 SNPs nur iiber die Datenbanken NCBI und Celera Discovery System™ (Tabelle
1.14).

Die Zahl der in der NCBI SNP-Datenbank angegebenen SNPs schwankt und wurde von 16
im Januar 2003 bis Mirz 2003 auf 62 SNPs erhoht. Zur Zeit betrdgt die Anzahl an
eingetragenen SNPs und Insertionen/Deletionen 39 (NCBI-Build: 116). Fiir 4 SNPs, die iiber
Segregation validiert werden konnten, scheinen weder in der Datenbank Celera Discovery
System™ noch in NCBI Eintragungen zu bestehen. Insgesamt treten im sequenzierten
Bereich sieben Insertionen / Deletionen auf, von denen ebenfalls nicht alle in den

Datenbanken vorhanden sind.

Fiir den durchschnittlichen Abstand der SNPs zueinander wurde nur der sequenzierte Bereich
beriicksichtigt. Nicht beriicksichtigt wurden die vorkommenden Sequenzvariationen in Form
von Insertionen / Deletionen. Es ergibt sich ein durchschnittlicher Abstand der SNPs von 167
bp. Ein maximaler Abstand von 626 Basen besteht zwischen den Positionen 768 und 1394.

Der kleinste Abstand von 6 bp zeigt sich zwischen Position 6274 und 6280.
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Tabelle 1.14: SNP-Ubersicht POU5F1

Position MHC- | Position Substitution /

Konsensus-

Gen

Sequenzvariation

Validierungskriterium

sequenz

1452087 23 T/C Segregation/NCBI:rs13409
1452361 297 *T/C Segregation/NCBI:rs1061118
1452596 532 *ClA Segregation/NCBI:rs2394882
Celera: hCV16221667

1452603 539 T/C NCBI:rs9263795
1452641 - 577 *GA / -GA” Segregation/NCBI:rs3064866
1452642

1452832 768 C/T Segregation

1453458 1394 A/G NCBI: rs2106074/Celera: hCV 16097375
1;¥253§53316— 1467 |CCAAGC/-CCAAGCT Segregation/NCBI:rs3064868
1453577 - 1512 *GA / -GA” Segregation/NCBI:rs3064871
1453578

1453851 1787 C/G NCBI:rs9501063
1453900 1836 *T/1G Segregation/NCBI:rs3130932
1454044 1980 G/C Celera: h(CV8941375
1454079 2015 GAG / -GAG" Segregation/NCBI:rs9281234
1454083 2019 A/C Celera: hCV2452207
1454136 2072 T/C Segregation

1454551 2487 T/C Celera : hCV2452206
1454559 2495 G/A Segregation

1454682 — 2618 CTC/-CTC* Segregation/NCBI:rs9281235
1454684

1457128 5064 G/A NCBI: rs3130503
1457198 5134 Al- Segregation

1457595 5531 G/C Segregation

1457623 5559 G/A NCBI: rs1265161/Celera: hCV7489549
1457683 — 5619 | CAGA /-CAGA" Segregation

1457686

1457712 5648 C/T Segregation

1457726 5662 C/T NCBI : 153132522
1457741 5677 T/G NCBI : 153094193
1457771 5707 G/C NCBI : 153094192
1457804 5740 T/A NCBI : 153130504
1458074 6010 *G/A Segregation/NCBI:rs1062630
1458338 6274 A/G NCBI: 151265160/Celera: hCV7489542
1458344 6280 T/C Segregation/NCBI:rs2077010

Celera : h(CV15864150

* Sondenkonstruktion
# Deletion

Von den insgesamt 24 SNPs und 7 Sequenzvariationen befinden sich 4 SNPs in Exon-

Bereichen (Tabelle 1.15).
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Tabelle 1.15: SNPs in Exon-Bereichen*

Position Gen Substitution Funktion Protein

Exon1: 1836 T/G Nicht-Synonym Arg / Met
Exon1: 1787 C/G Synonym Pro / Pro
Exon4: 297 T/C Synonym Ser / Ser
Exond4: 23 T/C UTR*

* Informationen aus NCBI Datenbank; **untranslated region

Bei 62,5% der SNPs handelt es sich um Transitionen (G < A; T < C). Die restlichen 37,5%
verteilen sich auf die Kombinationen C <+ A, G <> C, T <> G und T <> A. Benachbarte SNPs,
sowie benachbarte SNPs und Insertionen / Deletionen treten in festen Konstellationen
miteinander auf. Das sie nicht unabhiingig voneinander vererbt werden, zeigt ein

durchgefiihrter (2x2Felder)-Chiquadrat-Test.

1.1.5.2 SNP-Haplotypen

Insgesamt wurde das Auftreten von 17 SNP-Haplotypen beobachtet und die Hiufigkeiten
anhand der Anzahl unabhingiger Chromosomen ermittelt (Tabelle 1.16). Beziiglich ihres
Auftretens mit HLA-C und HLA-B zeigte sich, dass es 4 Uberschneidungen zwischen
verschiedenen SNP-Haplotypen mit gemeinsamen HLA-Haplotypen gibt (Tabelle 1.17). So
treten die SNP-Haplotypen 1, 5 und 17 gemeinsam mit dem HLA-Haplotypen HLA-
B*1501/HLA-Cw*0304 auf, die SNP-Haplotypen 8 und 15 gemeinsam mit dem Haplotypen
HLA-B*35/HLA-Cw*04. Die SNP-Haplotypen 9 und 10 treten gemeinsam mit dem
Haplotypen HLA-B*44/HLA-Cw*05 und die SNP-Haplotypen 2,6,13 und 16 treten
zusammen mit HLA-B*08/HLA-Cw*0701 auf.

1.1.5.3 SNP-Block

Von den 17 SNP-Haplotypen lassen sich, aufgrund ihrer Struktur, drei Blocke ableiten
(Tabelle 1.16, farbige Markierung). Block 1 umfasst die SNP-Haplotypen 1 bis 8, Block 2
besteht aus den SNP-Haplotypen 9 bis 12, Block 3 aus 13 bis 17. Insgesamt treten die als
Block 1 und 3 eingeteilten SNP-Haplotypen bei 76% der unabhéngigen Chromosomen auf. Es
zeigt sich, HLA-C betreffend, ein ausgewogenes Bild (Tabelle 1.17). So tritt z.B. nur der
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Block 1 mit HLA-Cw*15 auf. Fiir den zugrunde liegende SNP-Haplotypen 3 wurde ein

Vorkommen von 14% auf unabhingigen Chromosomen beobachtet.

Tabelle 1.17: SNP-Haplotypen / HLA-Haplotypen

SNP-
Haplotyp!

1 2/3 4 5 6|7 8 9/10/11 12 13|14 15 16 17

*01 *27 X X
*01 *51 X X
*02 *44 X X
*0303 [*1501 X X
*0303 [*35 X X
*0304 [*1501 X X X X X
*0304 [*4001
*0304 |*55 X X
*0304 [*5801 X X
*04 *18 X X
*04 *35 X X X X
*04 *44 X X
*05 *44 X | X X
*06 *37 X
*06 *57 X
*0701 |*08 X X X X
*0701 [*1517 X
*0701 [*49 X X
*0701 [*57 X X
*0702 [*07 X X
*0702 [*0702 X X
*0704 [*44 X X
*08 *14 X X
*1203 [*18 X X
*1203 [*38 X X
*15 *07 X X
*15 *51 X X

x
x

X X |X [X
x
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Tabelle 1.16: Auftretende SNP-Haplotypen fiir POU5F1

Haufigkeit

Positionen

SNP-
Haplotyp 23 297 532 539 577 768 1394 1467 1512 1787 1836 1980
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I.2. Epidemiologische Untersuchung iiber Assoziationen zwischen Psoriasis

vulgaris und polymorphen Positionen im MHC
Fiir die Durchfiihrung von Case / Control- (gesunde vs. erkrankter unverwandter Personen)
und familienbasierten Assoziationsanalysen wurden 95 Marker auf der Hochdurchsatz-
Genotypisierungsplattform der I. Medizin des Universititsklinikums Schleswig-Holstein,
Campus Kiel, genotypisiert. Bei den durchgefiihrten Analysen wird auf Assoziationen
zwischen der Erkrankung und ausgewihlten Markern getestet. Der Analysebereich umfasst
1,923 kb und beginnt im Bereich der Klasse I des MHC mit dem Gen DDR1 (Discoidin
Domain Rezeptor 1), einem Tyrosin-Kinase-Rezeptor. Der Analysebereich wurde bis in die
MHC-Klasse III ausgedehnt, in welchem unter anderem Gene fiir Tumornekrosefaktoren und
Hitzeschockproteine lokalisiert sind. Der Analysebereich endet mit einem zur Familie der
Butyrophiline-Gene gehtdrenden Gen, BTNL2. Der analysierte Bereich wurde iiber den als
PSORS1 bezeichneten Psoriasis vulgaris - Verdachtsbereich hinaus gewihlt, um die genaue
Ausdehnung von mit Psoriasis vulgaris assoziierten Markern verfolgen zu konnen (Abb.

1.2.1).

Chromosom 6

.
— p21.31
=
=
!
=
=
PSORS1-Bereich
CEDI'”ECGDHW
DORT | | HERqepyg HCGIL2 KIAD0SShom  PS IkEL
cogn cns-:|-r1r FOLSF NOB4 | HOGN-2 MICA | MICE BOTI | TNF-phs BTHLZ
MHC MHC MHC
Klasse | HLA-C HLA-B Klasse llI Klasse Il
telomer | zentromer

Abb. 1.2.1 Ubersicht Markerverteilung
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I.2.1 Sequenzanalyse
Fiir die Markerauswahl im Bereich zentromer von HLA-C (MHC Klasse I) wurde ein Bereich

des Gens P5-1, sowie das Pseudogen KIAAO0055.hom sequenziert und analysiert (Material
und Methoden: Punkt 1.4 bis 1.6).

P5-1

Neben KIAA0055.hom wurde fiir die Durchfithrung der Analysen ein ca. 1200 bp groBer
Teilbereich des Gens P5-1 sequenziert. P5-1 exprimiert in B-Zell-Linien, NK-Zellen und
aktivierten T-Zellen (Vernet et al., 1993) ein 143 Aminosduren umfassendes Protein, iiber
dessen Funktion keine niheren Informationen vorliegen. Die Sequenzierung des Teilbereiches
wurde zur niheren Abgrenzung der Gene MICA und MICB vorgenommen, zwischen denen
es lokalisiert ist. Insgesamt konnten 8 SNPs validiert werden, wobei eine Validierung iiber
Segregation nur bei zwei SNPs moglich war (Tab. 2.1). Es wurden iiber die Sequenzanalyse

drei SNPs fiir die Markerkonstruktion ausgewihlt (Tab. 2.1):

Tabelle 2.1: SNP-Ubersicht P5-1

Position Position | Substitution SONDEN- Validierungskriterium

MHC Pseudogen bezeichnung
Konsensus-

sequenz

1749144 115 G/A NCBI:rs2518030
1749753 724 G/T 06P5-1_00824 NCBI:rs2255221
1749785 756 G/A NCBI:rs2255223
1749842 813 T/G 06P5-1_00913 NCBI:rs3997925
1749875 846 A/G 06P5-1_00946 NCBI:rs3130907
1749882 853 T/C * Segregation/NCBl:rs2243621
1750068 1039 G/A NCBI:rs2263318
1750187 1158 C/T * Segregation/NCBI:rs2284178

* keine Sondenkonstruktion moglich

KIAA0055.hom

Das Pseudogen umfasst 3 kb und liegt zentromer von HLA-C. Nach Sequenzierung und
durchgefiihrter Sequenzanalyse konnten 30 SNPs und zwei Sequenzvariationen validiert
werden (Tab. 2.1). Zum Teil war eine Validierung nur tiber die SNP-Datenbank von NCBI
moglich bzw. iiber eine Verdffentlichung der Gruppe um Veal et al. (2002). Der
durchschnittliche SNP-Abstand betriigt 128 bp.
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Fiir die Durchfiihrung der Genotypisierung wurden 5 SNPs und eine Sequenzvariation, in

Form einer Insertion/Deletion der Base Cytosin, ausgewihlt (Tab. 2.2):

Tabelle 2.2: SNP-Ubersicht KIAA0055.hom

Position Position Substitution / SONDEN- Validierungskriterium
MHC Pseudogen Sequenzvariation bezeichnung
Konsensus-
sequenz
1561788 2 C/T Segregation
1561800 14 G/A Segregation
1561855 69 A/G Segregation/NCBI:rs3132483
1561861 75 G/A NCBI:rs3132482
1562044 258 C/T NCBI:rs2524077
1562056 270 A/G Segregation
1562208 422 G/C Segregation
1562269 483 A/G Segregation
1562271 485 A/G Segregation/NCBI:rs2524076
1562287 501 T/G 06KIAA_587| Segregation/NCBI:rs2844613
1562300 514 T/C Segregation
1562336 550 C/T Segregation
1562420 634 T/A Segregation/NCBI:rs2844611
1562489 702 _/C 06KIAA_788 Segregation
1562523 737 C/T 06KIAA_823 Segregation
1562595 809 A/C NCBILrs6918237
1562739 953 A/G Segregation
1562973 1187 G/A NCBILrs6919409
1563157 1371 A/T NCBI:rs6919310
1563502 1716 G/T NCBI:rs2524068
1563964 2178 A/G 06KIA_O1 | Segregation/ Veal et al., 2002
(n.9)
1564165 2379 A/G 06KIA_02 NCBI:rs6906846
1564250 2464 G/A 06KIA_03 NCBI:rs2524067
1564003 2217 G/C NCBIL:rs2853948
1564340 | 2554 G/A NCBILrs6907206
1564654 2868 T/C Segregation
1564752 | 2966 A/G NCBILrs6911623
1565037 3251 _/G Segregation
1565132 3346 A/G NCBI:rs7381988
1565526 3740 T/C Segregation
1565550 3764 G/A Veal et al., 2002 (n.8)
1565632 3846 A/G Segregation
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1.2.2 Assoziationsanalysen
Fiir die epidemiologische Untersuchung wurden Assoziationsanalysen auf Basis erkrankter
versus gesunder Personen, sowie auf Familien basierend, mit deutschen und amerikanischen

Probanden durchgefiihrt.

Analyse: erkrankte Personen versus gesunde Personen (Case / Control - Analyse)
Fiir die Durchfithrung der Analysen standen unverwandte gesunde Kontrollpersonen und an
Psoriasis vulgaris erkrankte unverwandte Personen zur Verfiigung. Die analysierten Kohorten

stammen aus Deutschland und den USA (Material und Methoden, Tab. 1).

L.2.2.1. Ergebnis Case / Control — Analyse; Kohorte I + II, Deutschland
Es wurden die Allel-Frequenzen von 95 genotypisierten Markern innerhalb einer Einzel-
Markeranalyse ausgewertet und auf eine Assoziation mit Psoriasis vulgaris untersucht (Tab.

2.3).

Tabelle 2.3: Marker mit P-Werten < 0.0001, ermittelt anhand der
Allel-Frequenzen; Kohorte I + II (Deutschland)

haplo_CC
Bereich Marker Chiquadrat P-Wert P-Wert
(LR)

C6orf16 hCV2438369 33.7404 0.0001 1,12E-09
hCV2438347 32.5504 0.0001 1,67E-09
C6orf17 hCV2438324 27.3852 0.0001 5,14E-08
HCR HCG0002271 24.7018 0.0001 2,61E-07
hCV2438318 23.7222 0.0001 3,85E-07
HCG0001667 35.7443 0.0001 1,63E-09
hCV2438314 36.6910 0.0001 9,05E-10
hCV2452236 26.0430 0.0001 1,24E-07
HCG0000269 28.0540 0.0001 4,82E-09
TCF19 TCF19_694 34.0409 0.0001 2,90E-09
Pou5F1 06Pou5_16075 31.5724 0.0001 1,09E-08
hCV2452203 28.5839 0.0001 1,01E-07
hCV8941350 34.7199 0.0001 2,58E-09
HCGII-2 06HCGI1201 42.8936 0.0001 4,38E-11
KIAA0055.hom 06KIAA_823 51.4694 0.0001 1,13E-13
06KIA_01 54.9965 0.0001 1,84E-14
MICA MICA000005 35.6186 0.0001 2,57E-09
MICA000001 12.9689 0.0003 6,00E-04

P5-1 P5-1_913 49.4135 0.0001 1,72E-13
hCV2995611 19.4130 0.0001 5,96E-06
MICB 06MICB_011 46.7256 0.0001 2,57E-12

TNF-Alpha | TNF alpha_-238 | 43.1613 0.0001 1,28E-11
TNXB hCV3293884 13.4031 0.0002 4,00E-04
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Insgesamt weisen 23 Marker hochsignifikante Werte im Bereich von p=0.0001 auf. Bei der
durchgefiihrten Einzel-Markeranalyse zeigen innerhalb und auBerhalb von PSORSI
lokalisierte Marker hohe Signifikanzen. Dabei handelt es sich telomer von HLA-C um
Marker, die in den Bereichen der ORFs (Open Reading Frames) 16 (SEEK-Gen) und 17
(SPR-Gen), HCR, TCF19, POUSF1 und HCGII-2 platziert wurden. Marker, die sich telomer
von C6orf16 befinden, zeigen keine Assoziationen.

In der Region zentromer von HLA-C konnte fiir Marker innerhalb des Pseudogens
KIAA0055.hom und der Gene MICA, P5-1 und MICB eine signifikante Assoziation ermittelt
werden. Dies trifft ebenso auf einen in der Klasse III des MHC im Promoterbereich des Gens
TNF-Alpha lokalisieren Marker zu. Als einziger Marker zentromer von TNF-Alpha zeigt ein

im Bereich des Gens TNXB platzierter Marker eine Assoziation in bezug auf Psoriasis.

Eine Gesamtiibersicht iiber die Analyse-Ergebnisse sdmtlicher Marker befindet sich im
Anhang (ILIL.1 / IL.IL.2). Die sich aus der Berechnung mittels HAPMAX {iiber Haplo_CCmap
aus den Wabhrscheinlichkeitsverhéltnissen ergebenden P-Werte wurden anschlieend gegen
die physikalischen Positionen der jeweiligen Marker auf Chromosom 6 geplottet (Abb. 1.2.2).
Diese wurde anhand der NCBI Referenzsequenz NT_007592.12 ermittelt.

1.2.2.2. Ergebnisse Case / Control — Analyse; Kohorte IV + V, USA

Von 53 ausgewidhlten Markern konnten nach Genotypisierung 46 Marker ausgewertet
werden. Es fielen die in Tabelle 2.4 angegebenen Marker aus der Analyse raus, da zum Teil
die Genotypisierungsergebnisse noch nicht vorlagen bzw. Marker trotz wiederholter

Genotypisierung keine auswertbaren Ergebnisse zeigten.

Tab. 2.4: Innerhalb der US-Kohorte nicht genotypisierte Marker

Ursprung Kohorte Gen Markerbezeichnung

USA IV +V Cé6orf17 hCV2438324
HCR hCVv2438314
POUS5FA Pou5F16075
MICA MICA000007

MICA_E4 8561

TNF-Alpha | TNF-Alpha_1031

TNF-Alpha_857

Neben dem Bereich PSORS1 umfassen die genotypisierten Marker auch Regionen, die

innerhalb der deutschen Kohorte in vorhergehender Analyse eine signifikante Assoziation mit
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der Erkrankung zeigten. Die iiber die 46 Marker untersuchte Region beginnt telomer des ORF
16 (Marker hCV11197333) und endet im Bereich des Gens TNF-Alpha (Anhang II.IL.3).
Nach Durchfithrung der Assoziationsanalyse erkrankte Personen versus gesunde Kontrollen
erscheint vor allem zentromer von HCGII-2 ein mit der deutschen Kohorte vergleichbares

Bild (Tab. 2.5).

Tabelle 2.5:  Marker mit P-Werten < 0.0004, ermittelt anhand der
Allel-Frequenzen; Kohorte IV + V (USA)

CHI-
Bereich Marker Quadrat

hCV11197333 |17.0035| 0.0001 |6,00E-04
CDSN CDSN001243 |19.4575| 0.0001 |4.41E-06
CDSN001215 |12.8727| 0.0003 |8.00E-04
C6orf16 hCV2438369 |40.0953| 0.0001 |3.35E-10
hCVv2438368 |14.1660| 0.0002 |5.00E-04
hCV2438347 |41.5444| 0.0001 |2.25E-10
HCR HCG0002271 |20.6982| 0.0001 |1.15E-07
hCV2438318 |27.4727| 0.0001 |2.53E-07
HCGO0001667 (30.1172| 0.0001 |5.60E-08
hCV2452236 |28.2165| 0.0001 |1.76E-07
HCG0000269 |32.7263| 0.0001 [4.81E-12
TCF19 hCv2452211 |13.0097| 0.0003 |8.40E-03
POUSF1 06P0O5_1577 |11.2405| 0.0008 [8.40E-03
06PO5_1901 |11.5885| 0.0007 |7.70E-03
hCVv8941350 |23.2194| 0.0001 |1.30E-07

HCGII-2 06HCGI1201 |31.4094| 0.0001 |1.92E-09
KIAA0055.hom| 06KIAA_788 |13.2258| 0.0003 |2.00E-04
06KIA_823 [46.0428| 0.0001 |5.98E-14
06KIA_01 |43.3776| 0.0001 |2.72E-13
MICA MICA000005 |18.1690| 0.0001 [4.00E-04

P5-1 P5-1_913 |20.0248| 0.0001 |2.88E-11
hCVv2995611 |12.7547| 0.0004 |1.48E-08
MiCcB 06MICB_011 |15.8768| 0.0001 [1.93E-10

TNF-Alpha 06_TNF_238 |21.2709| 0.0001 |4.70E-10

Insgesamt weisen 24 der eingesetzten Marker signifikante p-Werte auf (Tab. 2.5). Darunter
fallen erneut Marker in der als PSORS1 bezeichneten Psoriasis Verdachtsregion, telomer von
HLA-C. Diese liegen in den Bereich der Gene und Pseudogene CDSN, Cé6orfl6, HCR,
TCF19, POUSF1 und HCGII-2, die bereits in der deutschen Kohorte eine signifikante
Assoziation mit der Erkrankung aufwiesen.

Zentromer von HLA-C zeigen Marker iibereinstimmend mit den Ergebnissen der mit der

deutschen Kohorte durchgefiihrten Analyse hohe Signifikanzen. Dabei handelt es sich um mit
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der deutschen Kohorte identische Marker im Bereich des Pseudogens KIAA0055.hom und
der Gene MICA, P5-1, MICB und TNF-Alpha.

Die Tabelle 2.5 enthilt weiter die zum Plotten benutzten P-Werte, welche auf einen mit dem
Programms Haplo_ccmap durchgefiihrten Chiquadrat-Test beziiglich der Differenzen in den
Wahrscheinlichkeitsverhéltnissen (LR) beruhen (Abb. 1.2.3). Eine Gesamtiibersicht beziiglich
fiir alle Marker ermittelten Werte befindet sich in den Anhéngen II.I1.4 und ILILS.

1.2.2.3. Gegeniiberstellung Case / Control- Analyse Deutschland / USA
Ein Vergleich der signifikanten Marker aus den mit deutschen und amerikanischen Kohorten

durchgefiihrten Analysen ergibt folgendes Bild (Tab. 2.6):

Tabelle 2.6: Vergleich signifikanter p-Werte Case/Control Analyse; Deutschland — USA

Kohorte | + Il Kohorte IV + V

Bereich Marker CHI-Quadrat P-Wert  CHI-Quadrat P-Wert
hCV11197333| 10.4716 0.0012 17.0035 0.0001
CDSN CDSN001243 6.7110 0.0096 19.4575 0.0001
CDSN CDSN001215 2.6551 0.1037 12.8727 0.0003
Cé6orf16 hCVv2438369 | 33.7404 0.0001 40.0953 0.0001
Cé6orf16 hCV2438368 5.9853 0.0145 14.1660 0.0002
Cé6orf16 hCVv2438347 | 32.5504 0.0001 41.5444 0.0001

Céorf17 hCVv2438324 | 27.3852 0.0001 *
HCR HCG0002271 | 24.7018 0.0001 20.6982 0.0001
HCR hCV2438318 23.7222 0.0001 27.4727 0.0001
HCR HCG0001667 35.7443 0.0001 30.1172 0.0001

HCR hCV2438314 36.6910 0.0001 *
HCR hCV2452236 26.0430 0.0001 28.2165 0.0001
HCR HCG0000269 | 28.0540 0.0001 32.7263 0.0001
TCF19 hCV2452211 5.5160 0.0189 13.0097 0.0003
POU5F1 (06PO5 1577 8.1678 0.0043 11.2405 0.0008
POU5F1 [06PO5 1901 8.5509 0.0035 11.5885 0.0007
POU5F1 hCVv8941350 | 34.7199 0.0001 23.2194 0.0001

POUS5F1 06Pous5_16075 | 31.5724 0.0001 *
Pou5F1 hCV2452203 | 28.5839 0.0001 7.3856 0.0066
HCGII-2 06HCGII1201 42.8936 0.0001 31.4094 0.0001
KIAA0055.hom |06KIAA_788 6.1738 0.0130 13.2258 0.0003
KIAA0055.hom | 06KIAA_823 51.4694 0.0001 46.0428 0.0001
KIAA0055.hom | O06KIA_ 01 54.9965 0.0001 43.3776 0.0001
MICA MICA000005 | 35.6186 0.0001 18.1690 0.0001
MICA MICA000001 12.9689 0.0003 10.5183 0.0012
P5-1 P5-1_ 913 49.4135 0.0001 20.0248 0.0001
P5-1 hCV2995611 19.4130 0.0001 12.7547 0.0004
MICB 06MICB_011 46.7256 0.0001 15.8768 0.0001
TNF-Alpha |TNFalpha-238| 43.1613 0.0001 21.2709 0.0001

* Fiir die Marker war keine Genotypisierung moglich.

Bei zentromer von HLA-C platzierten Markern, beginnend mit KIAA0055.hom und endend

mit TNF-Alpha, bestehen sowohl in der deutschen, als auch in der amerikanischen Kohorte

-67-



Ergebnisse

ibereinstimmende signifikante Assoziation zwischen Marker und Erkrankung. Im Bereich
telomer von HLA-C weist bei den dort lokalisierten, exprimierten Genen ein Marker im
Bereich POUSF1 (hCV8941350) iibereinstimmend in beiden Analysen hohe signifikante
Werte auf. Selbiges gilt fiir die Marker hCV2438347 und hCV2438369, beide in C6orf16
gelegen. Fiir das Gen HCR zeigen neben Markern wie HCG002271, HCG001667 und
HCGO000269, welche Teil des von Asumalathi et al. (2000/2001) mit Psoriasis assoziierten
Allels HCR*WWCC sind, auch drei weitere Marker iibereinstimmend hohe Signifikanzen.
Teilweise sind in einer Kohorte beobachtete signifikante Assoziation in der anderen Kohorte
nicht replizierbar. Dies betrifft vor allem Marker in den Bereichen der Gene CDSN, TCF19
und POUSF1, welche in der jeweils anderen Kohorte im Vergleich eine schwichere

signifikante Assoziation aufweisen.
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Transmissions-Ungleichgewichts-Test (Transmission-Disequilibrium Test; TDT)

Eine Uberpriifung des vorhergehenden Ergebnisses wurde durch eine familienbasierte
Assoziationsanalyse von FEin- bis Vier-Marker-Haplotypen mit dem Programm
Multi_Transmit, Version 2.5, vorgenommen. Fiir die Durchfithrung der Analyse des
Transmissions-Ungleichgewichts standen 52 Familienstammb#ume aus Deutschland und 157

Familienstammbéume aus den USA zur Verfiigung (Material und Methoden, Tab. 1).

1.2.2.4. Ergebnisse TDT; Kohorte III, Deutschland

Es wurde fiir 94 genotypisierte Marker die Transmissionsrate sowohl von Einzelmarkern, als
auch von Multi-Lokus-Haplotypen analysiert (Gesamtiibersicht: Anhang IL.I1.6). Nicht in die
Analyse einbezogen wurde ein im Gen TCF19 gelegener Marker (06TCF19_2407), welcher
trotz wiederholter Genotypisierung keine Ergebnisse zeigte. Die iiber Multi_Transmit

ermittelten p-Werte wurden gegen ihre physikalische Position geplottet (Abb. 1.2.4).

Insgesamt liegen bei 5 Markern besonders hohe Signifikanzen vor. Dies betrifft einen in
Cé6orf16 gelegenen Marker, sowie Marker aus den Regionen HCR, POUSF1 und
KIAAO0055.hom (Tab. 2.7).

Tabelle 2.7: TDT fiir Einzel-Markeranalyse, Signifikanzen ab p-Wert < 0.0001,
Kohorte III, Deutschland

Bereich Marker Allel- Verhaltnis chiquadrat P-Wert
Frequenz Tm /eTm*

Cé6orf16 |HCV2438369 74/61.16
HCR HCG0000269 112/96.33
POU5SF1 | Pou5F16075 | 0.4423 [111/96.04| 11.068 | 0.0009
HCV8941350| 0.4476 |105/90.51| 11.361 | 0.0008
KIAA0055.hom| 06KIAA_823 | 0.3357 | 77/64.56 | 11.039 | 0.0009

* beobachtete Transmission / erwartete Transmission

Vier der Marker zeigten bereits in beiden Kohorten durchgefiihrten vorhergehenden Case /
Control - Analysen eine signifikante Assoziation. Hierbei handelt es sich um den im Bereich
des ORF16 gelegenen Marker hCV2438369, im Gen HCR um HCG000269, im Bereich des
Gens POUSF1 um hCV8941350 und um den im Pseudogen KIAAO0O0S55.hom gelegenen
Marker 06KIAA_823. Der Marker PouSF16075 weist eine signifikante Assoziation bei seiner
Analyse innerhalb der deutschen Kohorte auf. Fiir die amerikanische Kohorte war keine

erfolgreiche Genotypisierung moglich.
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L.2.2.5. Vergleich TDT - Case / Control Analyse; Kohorten III / I+II; Deutschland
Betrachtet man die in der Case / Control — Analyse hochsignifikanten Marker in bezug auf
ihre iiber Multi_Transmit ermittelten P-Werte, dann zeigt sich, das fast alle Marker, wenn
auch zum Teil deutlich schwicher, auch hier signifikante sind (Tab. 2.8).

Bei den Markern, fiir die das signifikante Ergebnis der Case / Control Analyse nicht
wiederholt werden konnte, handelt es sich um die im Gen MICA platzierten Marker
MICA000005 und MICA000001 (MHC Klasse I), sowie um einen in TNXB (MHC Klasse II)

gelegenen Marker.

Tab. 2.8: Vergleich signifikant assoziierter Marker in TDT -
Case / Control Analyse; Kohorten III - I+1II; Deutschland

Bereich Marker TDT Case/Control

Allel-  Verhaltnis cChiquadrat P-Wert P-Wert
frequenz Tm/eTm*

C6orf16 hcv2438369 | 0.3341 | 74/61.16 | 13.051 | 0.0003 0.0001
hCv2438347 | 0.3430 | 72/60.38 | 10.663 | 0.0011 0.0001
C6orf17 hcv2438324 | 0.5135 ({120/108.84| 7.3397 | 0.0067 0.0001
HCR HCG0002271 | 0.4988 |120/109.95| 5.4167 | 0.0199 0.0001
hcv2438318 | 0.5036 |118/108.83| 4.4532 | 0.0348 0.0001
HCGooo1667 | 0.4350 |104/89.918| 10.438 | 0.0012 0.0001
hcv2438314 | 0.4604 |105/90.69| 10.561 | 0,0012 0.0001
hcv2452236 | 0.5047 ({120/110.68| 4.7301 | 0.0296 0.0001
HCG0000269 | 0.4363 |112/96.33| 11.143 | 0.0008 0.0001
TCF19 TCF19_694 0.4436 | 98/84.26 | 10.306 | 0.0013 0.0001
POU5F1 PousF16075 | 0.4423 [111/96.04| 11.068 | 0.0009 0.0001
hCcv2452203 | 0.4607 | 99/92.63 | 3.1374 | 0.0765 0.0001
hcveo41350 | 0.4476 |105/90.51 | 11.361 | 0.0008 0.0001
HCGII-2 06HCGI1201 0.4677 [118/104.3| 9.7847 | 0.0018 0.0001
KIAA0055.hom| 06KIAA 823 | 0.3357 | 77/64.56 | 11.039 | 0.0009 0.0001
06KIA_01 0.3501 | 82/70.55 | 8.7869 | 0.0030 0.0001
MICA MICAoo0005 | 0.3159 | 61/58.70 | 0.3216 | 0.5706 0.0001
MICA000001 | 0.6459 |145/144.97| 4.67e-05 | 0.9945 0.0003
P5-1 P5-1_913 0.2060 | 33/25.81 8.4707 | 0.0036 0.0001
hcv299s611 | 0.3287 | 66/56.96 | 7.0412 | 0.0080 0.0001
MICB osMmIicB_011 | 0.2103 | 36/27.52 | 10.652 | 0.0011 0.0001
TNF-Alpha |TNF_alpha_-238| 0.2126 | 33/25.62 | 8.5546 | 0.0034 0.0001
TNXB hcva3293gs4 | 0.5609 [123/117.15] 2.2113 | 0.1370 0.0002

*beobachtete Transmission / erwartete Transmission

Fiir den Bereich telomer von HLA-C weist der im ORF 16 gelegene Marker hCV2438369
sowohl im TDT, als auch in der Case / Control Analyse eine sehr starke Assoziation zwischen
Marker und Erkrankung auf. Selbiges gilt fiir den im Gen HCR lokalisierten Marker
HCGO000269 und fiir die im Gen bzw. im Bereich POUSF1 gelegenen Marker Pou5F16075

und hCV8941350. Die restlichen Marker zeigen eine, wenn auch etwas schwichere,

-71-



Ergebnisse

Assoziation mit der Erkrankung, wie z.B. der im Pseudogen HCGII-2 gelegene Marker
06HCGII201.

Fiir den zentromer von HLA-C gelegenen Bereich zeigt vor allem der in dem Pseudogen
KIAAQ055.hom platzierte Marker 06KIAA_823 eine sehr starke Assoziation. Aber auch fiir
die in den Genen P5-1, MICB und TNF-Alpha platzierten Marker konnten, wie bereits in der
vorangegangenen Case / Control-Analyse, Assoziationen mit der Erkrankung ermittelt

werden.

1.2.2.6. Ergebnisse TDT; Kohorte V, USA

Es wurde fiir 46 der insgesamt 53 genotypisierten Marker die Transmissionsrate ermittelt und
mittels Chiquadrat-Test ausgewertet (Gesamtiibersicht: Anhang IL.I1.7). Die in der Tabelle 2.4
angegebenen Marker konnten nicht in die Analyse einbezogen werden. Die iiber

Multi_Transmit ermittelten P-Werte wurden anschlieend gegen ihre physikalische Position
geplottet (Abb. 1.2.5).

Marker, die bereits in der Case / Control — Analyse eine signifikante Assoziation zeigten,
weisen in dieser Analyse zusitzlich eine signifikant hohere Transmission von Eltern auf

erkrankten Nachwuchs auf (Tab. 2.9).

Tabelle 2.9: TDT fiir Einzel-Markeranalyse, Signifikanzen ab p-Wert < 0.00001, Kohorte V
(USA)

Bereich Marker Allel- Verhaltnis Chiquadrat P-Wert

frequenz Tm/eTm*
HCV11197333| 0.6965 547/510.8 21.368 0.000004
Céorf16 | HCV2438369| 0.3398 | 241/198.91 30.654 0.0000001
HCV2438347 | 0.3398 | 239/197.72 29.753 0.0000001
HCR HCGO0002271| 0.4943 | 364/327.38 17.456 0.000029
HCV2438318 | 0.4944 | 371/333.68 18.059 0.000021
HCGO0001667 | 0.4178 | 301/260.79 23.833 0.000001
HCV2452236 | 0.4939 373/335.7 17.832 0.000024
HCGO0000269| 0.3956 272/236.5 20.375 0.000006
POU5F1 |HCV8941350| 0.4142 | 306/268.46 20.797 0.000005
HCGII-2 | 06HCGII201 | 0.4357 | 323/280.51 25.588 0.0000001
KIAA0055.hom| O06KIA_823 | 0.3408 253/204.1 41.367 0.0000001
06KIA_01 0.3378 | 241/195.61 36.408 0.0000001
P5-1 P5-1_913 0.1902 108/78.26 32.468 0.0000001
MICB 06MICB_011 | 0.1902 | 110/79.341 34.574 0.0000001
TNF-Alpha | 06_TNF_238 | 0.2016 122/90.81 31.055 0.0000001

* beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Dabei handelt es sich telomer von HLA-C erneut um Marker in den Bereichen C6orf16, HCR,
POUSF1, sowie um einen Marker im Pseudogen HCGII-2. Zentromer von HLA-C weisen
Marker im Bereich des Pseudogens KIAA0055.hom und der Gene P5-1, MICB und TNF-

Alpha starke Assoziationen mit der Erkrankung Psoriasis vulgaris auf.

1.2.2.7. Vergleich TDT - Case / Control Analyse; Kohorten V -1V + V; USA

Es wurde {iiberpriift, ob in vorangegangener Case / Control — Analyse signifikante Marker
auch im TDT in Assoziation mit der Erkrankung stehen. Dabei zeigte sich, dass nur drei der
19 Marker nicht in beiden Analysen signifikante Werte aufweisen (Tab. 2.10). Dabei handelt
es sich um Marker in den Genen CDSN und Cé6orfl6, sowie um einen im Pseudogen

KIAA0055.hom platzierten Marker.

Tab. 2.10: Vergleich signifikant assoziierter Marker in TDT —
Case / Control Analyse; Kohorten V-1V + V; USA

Case/

Bereich Control
P-Wert

hCV11197333 | 0.000004 0.0001
CDSN CDSN001243 | 0.048232 0.0001
CDSN001215 | 0.102468 0.0003
C6orf16 hCVv2438369 [0.0000001 0.0001
hCVv2438368 |0.107323 0.0002
hCV2438347 |0.0000001 0.0001
HCR HCG0002271 | 0.000029 0.0001
hCV2438318 | 0.000021 0.0001
HCG0001667| 0.000001 0.0001
hCV2452236 | 0.000024 0.0001
HCG0000269 | 0.000006 0.0001
TCF19 hCVv2452211 | 0.029738 0.0003
POUS5F1 06PO5_1577 | 0.014996 0.0008
06PO5_1901 | 0.016827 0.0007
hCV8941350 | 0.000005 0.0001
HCGII-2 06HCGI1201 [{0.0000001 0.0001
KIAA0055.hom| 06KIAA_788 | 0.131509 0.0003
06KIA_823 |0.0000001 0.0001
06KIA_01 |0.0000001 0.0001
MICA MICA000005 | 0.001138 0.0001
P5-1 P5-1.913 |0.0000001 0.0001
hCV2995611 | 0.000583 0.0004
MICB 06MICB_011 |0.0000001 0.0001
TNF-Alpha |06_TNF_238|0.0000001 0.0001
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In beiden Analysen weisen telomer von HLA-C Marker im Bereich C6orf16, HCR, POUSF1
und im Pseudogen HCGII-2 sehr starke Assoziationen auf.

Zentromer von HLA-C sind es erneut Marker im Pseudogen KIAA0055.hom und den Genen
P5-1 und MICB, sowie in der Promotor-Region von TNF-Alpha, die eine sehr starke
Assoziation mit der Erkrankung iiber beide Analysen hinweg zeigen. Dabei handelt es sich
vor allem um die Marker 06KIAA_823, 06KIA_01 (KIAA0055.hom), P5-1_913 (P5-1),
06MICB_011 (MICB) und 06_TNF_238.
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1.2.2.8.Gegeniiberstellungen Case / Control Analysen — TDT Analysen

Deutschland - USA
Es wurden die in der deutschen und der amerikanischen Kohorte mittels Chiquadrat-Test
ermittelten P-Werte von Markern gegeniibergestellt, die signifikante Unterschiede im
Vorkommen von Allelen zwischen gesunden und an Psoriasis vulgaris erkrankten Personen
aufweisen (Tab. 2.11). Nicht einbezogen wurden Marker, fiir die nicht in beiden Kohorten

eine Typisierung moglich war.

Tab. 2.11: Vergleich deutsche Kohorten / US-amerikanische Kohorten

Kohorte | + Il Kohorte Il | Kohorte IV + V  Kohorte V
Case / Control TDT Case / Control TDT

Bereich Marker P-Wert P-Wert P-Wert P-Wert
hCV11197333 0.0012 0.0187 0.0002 0.000004
CDSN CDSN001243 0.0096 0.0220 0.0001 0.048232
CDSN CDSN001215 0.1037 0.0217 0.0001 0.102468
Cé6orf16 hCV2438369 0.0001 0.0003 0.0001 0.0000001
Cé6orf16 hCV2438368 0.0145 0.0229 0.0002 0.107323
C6orf16 hCV2438347 0.0001 0.0011 0.0001 0.0000001
HCR HCG0002271 0.0001 0.0199 0.0001 0.000029
HCR HCG0001667 0.0001 0.0012 0.0001 0.000001
HCR HCG0000269 0.0001 0.0008 0.0001 0.000006
HCR hCV2438318 0.0001 0.0348 0.0001 0.000021
HCR hCV2438314 0.0001 0.0012 0.0001 0.000001
HCR hCV2452236 0.0001 0.0296 0.0001 0.000024

TCF19 hCV2452211 0.0189 0.2059 0.0297 0.0003
POUS5F1 06PO5_1577 0.0035 0.0243 0.0008 0.014996
POU5F1 06PO5_1901 0.0055 0.0072 0.0007 0.016827
POUS5F1 hCV8941350 0.0001 0.0008 0.0001 0.000005
Pou5F1 hCV2452203 0.0001 0.0765 0.0066 0.000618
HCGII-2 06HCGII201 0.0001 0.0018 0.0001 0.0000001
KIAA0055.hom | 06KIAA_788 0.0130 0.7941 0.0003 0.131509
KIAA0055.hom | 06KIAA_823 0.0001 0.0009 0.0001 0.0000001
KIAA0055.hom | 06KIA_01 0.0001 0.0030 0.0001 0.0000001
MICA MICA000005 0.0001 0.5706 0.0001 0.001138
MICA MICA000001 0.0003 0.9945 0.0012 0.000837
P5-1 P5-1 913 0.0001 0.0036 0.0001 0.0000001
P5-1 hCV2995611 0.0001 0.0080 0.0001 0.000583
MICB 06MICB_011 0.0001 0.0011 0.0001 0.0000001
TNF-Alpha | TNFalpha-238 0.0001 0.0034 0.0001 0.0000001

Insgesamt zeigen telomer von HLA-C sieben Marker konstant iiber sdmtliche, mit deutschen
und US-amerikanischen Einzelpersonen und Familien durchgefiihrte Analysen eine starke
Assoziation mit Psoriasis vulgaris. Dabei handelt es sich um die Marker hCV2438369 und

hCV2438347 im Gen C6orfl6 (SEEK), um einen Marker im Bereich POUSF1
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(hCV8941350), sowie um den im Pseudogen HCGII-2 platzierten Marker 06HCGII201. Bei
den ebenfalls durchgehend iiber alle Analysen stark mit der Erkrankung assoziierten Markern
hCV2438314, HCG0001667 und HCG0000269 im Gen HCR handelt es sich um Marker des
mit Psoriasis assoziierten HCR-Allels*WWCC (Asumalahti et al., 2000, 2002).

Die iibrigen Marker der Region weisen beziiglich ihrer Signifikanzen Schwankungen
zwischen den in beiden Kohorten durchgefiihrten Analysen auf.

Zentromer von HLA-C sind es die im Pseudogen KIAA0055.hom, in den Genen P5-1, MICB
und der Promoterregion von TNF-Alpha gelegenen Marker, fiir die eine durchgehend hohe
Signifikanz ermittelt werden konnte. Dies spricht fiir eine Verbindung dieser Marker mit der

Erkrankung.

1.2.2.9. Odds - Ratio (OR) Deutschland - USA
Die anhand der Allele ermittelten Odds — Ratios, der sowohl in deutschen als auch in

amerikanischen Kohorten signifikanten Marker, stellen sich, wie folgt, dar (Tab. 2.12):

Tab. 2.12: Ubersicht iiber ermittelte Odds Ratios (95% Konfidenzintervall (CI))

Marker Assoziiertes Kohorte I+ Kohorte IV+ V
Allel Qdds Ratio (95%Cl 0Odds Ratio (95%Cl

hCV11197333 2 1,48 (1,17-1,88) | 2,12 (1,48 - 3,03)
CDSN001243 1 1,34 (1,07-1,68) 2,15 (1,53 - 3,02)
CDSN001215 1 1,43 (0,93-2,19) | 5,72 (1,97 - 16,72)
hCV2438369 1 2,13 (1,65-2,77) | 3,64 (2,41 - 5,50)
hCV2438368 2 0,98 (0,76 - 1,25) | 2,08 (1,41 - 3,05)
hCV2438347 2 2,10 (1,63-2,72) | 3,75(2,47 - 5,69)
HCG0002271 2 1,77 (1,41 -2,22) | 2,21 (1,57-3,12)
HCG0001667 2 2,07 (1,63-2,62) | 2,78 (1,92 - 4,03)
HCG0000269 2 1,90 (1,50 - 2,42) | 3,15(2,11-4,73)
hCV2438318 1 1,75 (1,40 - 2,20) | 2,46 (1,75 - 3,45)
hCV2452236 1 1,8 (1,44 - 2,26) 2,48 (1,77 - 3,48)
hCV2452211 1 1,38 (1,05-1,81) | 2,07 (1,39 -3,10)
06PO5_1577 1 1,43 (1,13 -1,83) 1,82 (1,28 - 2,59)
06PO5_1901 1 1,41 (1,11 - 1,79) 1,84 (1,29 - 2,61)
hCV8941350 2 2,07 (1,62 - 2,63) 2,49 (1,71 - 3,63)
hCV2452203 2 1,86 (1,48 - 2,34) 1,60 (1,14 - 2,24)
06HCGII201 1 2,16 (1,71-2,73) | 2,82 (1,95 - 4,08)
06KIAA_788 1 1,38 (1,07 -1,77) | 2,01 (1,38 -2,94)
06KIAA_823 2 2,6 (1,99 - 3,38) 4,29 (2,76 - 6,66)

06KIA_01 2 2,69 (2,06 - 3,52) | 4,09 (2,64 - 6,33)
MICA000005 2 2,33 (1,76 -3,09) | 2,40 (1,60 - 3,62)
MICA000001 2 1,55 (1,22 - 1,96) 1,77 (1,25 - 2,51)

P5-1_913 2 5,66 (3,31 -9,67) | 5,06 (2,33 -10,97)
hCV2995611 2 1,74 (1,36 - 2,24) 1,95 (1,35 - 2,82)
06MICB_011 2 4,86 (2,97 -7,95) | 3,90 (1,91 - 7,95)
TNFalpha-238 1 4,21 (2,66 -6,66) | 4,90 (2,35 - 10,22)
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Die stirksten Odds Ratios, und damit die stédrkste Assoziation zwischen einem Phinotyp und
einem Allel, liegen iibereinstimmend fiir beide Kohorten im Bereich zentromer von HLA-C.
Dabei handelt es sich um drei Marker, die in den Genen P5-1, MICB und TNF-Alpha platziert
wurden. Marker im Pseudogen KIAAO0055.hom (06KIAA_823, 06KIAA_01) und im Gen
MICA (MICAO000005) weisen ebenfalls in beiden Kohorten eine Assoziation zwischen dem
Phinotyp Psoriasis vulgaris und einem Marker-Allel auf. Im Bereich telomer von HLA-C
kann fiir den im Pseudogen HCGII-2 gelegenen Marker HCGII201 in beiden Kohorten eine
moderate Stirke in der Krankheitsassoziation gezeigt werden. Betreffend der Marker im
HCR-Gen besteht vor allem fiir die Marker HCG000269 und HCG0001667 in beiden

Kohorten eine Assoziation. Eine Gesamtiibersicht befindet sich im Anhang ILIL.8.

Graphisch stellt sich das Ergebnis wie folgt dar (Abb. 1.2.6):
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Abb.I.2.6: Vergleichende Darstellung der OR

Sowohl die deutschen, als auch die US-amerikanischen Kohorten zeigen iibereinstimmend,
das die stirkste Assoziation zwischen dem Phénotyp Psoriasis vulgaris und den Allelen der

Marker 06P5-913, 06 MICB_011 und 06TNF_238 besteht.
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1.2.2.10 Spezifizierung assoziierter Allele

Konstante Ergebnisse iiber alle Analysen und eine hohe OR zeigen vor allem 11 Marker, von
denen 5 zentromer von HLA-C lokalisiert sind. Bezogen auf das Vorkommen der Genotypen
zeigt sich, das bestimmte Basen in an Psoriasis vulgaris erkrankten Personen iiberreprisentiert

sind (Tab. 2.13).

Tabelle 2.13:  Genotypfrequenzen konstanter Marker, Kohorte I;
Transmissionsverhiltnis betr. Allel-Frequenz, Kohorte IT (Deutschland)

Fisher-Exakt-Test Multi_Transmit
Bereich Marker Genotyp Kontrollen Psoriatiker p-Wert Odds Ratio (95%CI) Transmission**
C6orf16 |nhcv2438369| A 11 29 5,9E-05| 1,77 (1,33-2,36) | 74/61,16
G 222 136
A/G 101 141
HCR HCRooo1e67| G 185 97 0,00011| 1,66 (1,27 -2,17) | 104/89.92
T 14 36
G/T 135 172
HCR HCRooo269| C 193 104 0,00026| 1,62 (1,24 -2,13) | 112/96.33
T 24 34
C/T 118 167
POU5SF1 |hcve9413s0| G 184 97 0,0001 | 1,68 (1,28 -2,19) | 105/90.51
C 14 32
G/C 127 174
HCGII-2 |o6HCGII201 A 23 54 4,4E-05| 1,70 (1,31 - 2,21) 118 /104
G 167 80
A/G 138 173
KIAA0055.hom| 06KIA_823 T 10 31 1E-06 | 2,04 (1,52-2,74) | 77/64.56
C 229 128
C/T 89 146
06KIA_01 G 10 33 1E-06 | 2,13 (1,58 - 2,86) 82/70.55
A 230 124
A/G 88 140
P5-1 P5-1_913 G 0 3 1,8E-10| 4,91 (2,84 - 8,48) 33/25.81
T 307 228
T/G 17 75
MICB 06MICB_011 T 0 4 1,5E-09| 4,18 (2,52 - 6,93) 36/27.5
C 312 225
T/C 21 75
TNF-Alpha |06 TNF 238 A 0 5 1,2E-08| 3,59 (2,24 - 5,77) 33/25.62
G 299 224
A/G 25 79

* Ermittelt wurden die p-Werte homozygot 1 und heterozygot %2 versus homozygot 2 und heterozygot 2 in
Patienten verglichen mit Kontrollen.
** Verhiltnis beobachtete Transmission / erwartete Transmission

Telomer von HLA-C handelt es sich bei der in Erkrankten iiberreprisentierten Base fiir den
Marker hCV2438369 um die Base Adenin, fiir den zentromer von POUSF1 lokalisierten

Marker hCV8941350 um die Base Cytosin. Die mit Psoriasis assoziierten Marker-Allele des
Gens HCR wurden bereits von Asumalahti et al. beschrieben (Asumalathi et al., 2000, 2002).
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Dabei handelt es sich bei beiden Markern um eine Uberreprisentation der Base Thymidin in
erkrankten Personen. Fiir HCGII-2 liegt in an Psoriasis vulgaris erkrankten Personen eine
Uberreprisentation der Base Adenin vor, bei 06KIA_823 ist es die Base Thymidin und fiir
06KIA_O1 und P5-1_913 jeweils die Base Guanin. Fiir das Gen MICB zeigt sich die Base
Thymidin und fiir die Promoterregion von TNF-Alpha die Base Adenin in an Psoriasis

vulgaris erkrankte Personen stirker vertreten als in Kontrollpersonen.

1.2.3 Kopplungsungleichgewichtsanalyse (Linkage Disequilibrium; LD)

Fiir die genotypisierten Marker wurde iiber eine Analyseoption des Programms HAPMAX
das Kopplungsungleichgewicht zwischen den einzelnen Markern ermittelt. Berechnet wurde
D’, welcher ein normalisiertes Mall des Kopplungsungleichgewichtes darstellt. Hierdurch
konnen Regionen mit hohem (rot) bzw. niedrigem (blau) Kopplungsungleichgewicht
identifiziert werden (Abb. 1.2.7). Die Analyse erfolgte anhand der deutschen und

amerikanischen Kontrollkohorte (Kohorte I, IV).

In der Analyse wurde deutlich, dass in ihrer physikalischen Distanz nebeneinander liegende
Marker in Kopplungsungleichgewicht miteinander stehen. Telomer und zentromer von HLA-
C bilden sich jeweils Blocke, in denen dort lokalisierte Marker in starkem
Kopplungsungleichgewicht miteinander stehen. Ein Block umfasst die Region beginnend im
Gen CDSN (CDSNO001215) bis zum zentromer von HLA-C gelegenen Pseudogen
KIAA0055.hom (06KIA_03). Dieser Block entspricht dem Psoriasis Verdachtsbereich 1. Ein
zweiter Block liegt zentromer von HLA-C. Er beginnt im Bereich des Gens P5-1 (06P5-
1_946) und endet mit dem Marker hCV7514890, der im Gen LTB lokalisiert ist. Er enthilt
die stark mit Psoriasis assoziierten Marker der Gene P5-1, MICB und der Promotorregion

TNF-Alpha.

-80-



Ergebnisse

" PSORSI o 7%
,EEHI!. O os<wp=-n7
[T E ro=0s

| '!iI|III]I||
|||-m'|| it
N

P5-1

fiin,  Mics
it TNF-Alpha

Abb. 1.2.7 Kopplungsungleichgewicht zwischen genotypisierten Markern

Vier der 95 genotypisierten Marker stehen iiber den gesamten untersuchten Bereich von 1,983
kb mit den anderen eingesetzten Markern im Kopplungsungleichgewicht. Diese Marker
werden als sogenannte Long-Range-Marker bezeichnet. Dabei handelt es sich um die Marker
CDSNO001215 (CDSN), 06P5-1_946 (P5-1), MICBOVIIIa (MICB) und im Bereich IkBL um
den Marker IkBL738. Diese vier Marker sind sowohl in den durchgefiihrten Case / Control-
Analysen, als auch in den durchgefiihrten TDT-Analysen beziiglich einer Assoziation mit der

Erkrankung Psoriasis vulgaris eher unauffillig.

1.2.4 Haplotyp-Analyse

Aufgrund der vorhandenen Familienstrukturen ist es moglich mit dem Programm
Multi_Transmit, Version 2.5, Haplotypen zu bilden und die gemeinsame Vererbung von
Markern zu iiberpriifen. Hier wurden mittels des Programms Haplotypen untersucht, die aus
zwei bis vier Markern gebildet wurden. Es folgte eine Uberpriifung der Transmission dieser
Haplotypen innerhalb der Familien. Das Programm untersucht das gemeinsame Vorkommen

von entsprechend hintereinander lokalisierten Markern.

1.2.4.1 Zwei-Marker-Haplotyp
Bei der Durchfiihrung einer Zwei-Marker-Analyse, also eines aus zwei aufeinanderfolgenden
Markern bestehenden Haplotyps, zeigen sich vor allem bei Marker-Kombinationen im

Bereich telomer von HLA-C signifikante Ergebnisse. Die hochsten Signifikanzen erzielten
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insgesamt sieben Marker-Haplotypen (Tab. 2.14). Eine Gesamtiibersicht iiber die Ergebnisse

samtlicher Marker ist der Anlage beigefiigt (Anhang IL.IL.9).

Tabelle 2.14: Auszug aus Zwei-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Marker-

Start-

Allel-

TM/eTM

Chiquadrat

P-Wert

kombination
12/13
26/27
27128
37/38
47/ 48
66 /67
84 /85

Marker
CDSNO001215
HCG0000269
hCV2452223
06PO5_1901
06KIAA_788
06MICB_011
hCV11409075

Frequenz

0.5924
0.5029
0.4925
0.3337
0.2483
0.1456
0.3580

141.12/154.65

103.97/121.62

103.44/118.66
110.8/94.49
79.19/66.62
36.08/27.30
83.85/71.87

13.144
13.870
12.206
12.768
10.905
10.998
11.213

0.0003
0.0002
0.0005
0.0004
0.0009
0.0009
0.0008

* beobachtete Transmission / erwartete Transmission

Vier der sieben Haplotypen sind im Bereich telomer von HLA-C lokalisiert. Sie betreffen

Markerkombinationen zwischen den Bereichen CDSN / C6orf16, Marker innerhalb des Gens

HCR, sowie Marker im Bereich POUSF1. Zentromer von HLA-C treten Marker-Haplotypen
im Bereich KIAA0055.hom, Kombinationen zwischen MICB (Klasse I) und BAT1 (Klasse
III), sowie innerhalb des im Bereich des MHC Klasse III lokalisierten Gens TNXB auf. Die

hochsten Signifikanzen fiir eine iiber der Erwartung liegenden Transmission zeigen dabei

zwei der iiberpriiften Marker-Haplotypen. Dabei handelt es sich zum einen um eine

Kombination

innerhalb von KIAAOQ0055.hom mit 79 tatsdchlichen zu 67 erwarteten

Transmissionen. Zum anderen handelt es sich um einen Marker-Haplotyp, der MICB und

BAT1 und somit die Klasse I und III verbindet.
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1.2.4.2 Drei-Marker-Haplotyp

Es folgt die Konstruktion eines weiteren Haplotypen, der drei benachbarte Marker umfasst.
Dabei zeigt sich ein der Zwei-Marker-Analyse entsprechendes Bild. Auch hier erfolgt im
Bereich telomer von HLA-C eine stirkere Transmission von Marker-Haplotypen von Eltern
auf den erkrankten Nachwuchs (Gesamtiibersicht: Anhang IL.II.10). Insgesamt sechs Marker-
Haplotypen zeigen die hochsten Signifikanzen. Vier liegen im Bereich telomer von HLA-C

und betreffen die Gene HCR, POUSF1 und das Pseudogen HCGII-2 (Tab. 2.15).

Tabelle 2.15: Drei-Marker-Analyse, Kohorte II1 (Deutschland)

e Clg Start- Allel- TM/eTM Chiquadrat P-Wert
kombination Marker Frequenz

26/27/28 HCG000269 0.3547 |101.88/119.46| 13.834 0.0002
36/37/38 06P05_1577 0.2773 111.52/95.24 12.722 0.0004
44/45/ 46 06HCGII203 0.26880 83.19/70.37 11.339 0.0008
45/ 46/ 47 06HCGII201 0.2330 81.03/67.52 12.818 0.0003
66/67/68 06MICB_011 0.1132 36.08/27.31 10.972 0.0009
75/76/77 TNF _alpha_1031 0.0831 47.61/35.34 15.751 0.00007

* beobachtete Transmission / erwartete Transmission

Eine der Markerkombinationen verbindet die Pseudogene HCGII-2 und KIAA0055.hom und
somit den Bereich telomer und zentromer von HLA-C. Auch diese Kombination zeigt eine
signifikant hiufigere Transmission als erwartet. Zentromer von HLA-C bilden Marker im
Bereich MICB und Marker aus dem Bereich BAT1 (Klasse III) einen Haplotypen, der iiber
die erwartete Transmission hinaus vertreten ist. Ein in der Promoter-Region von TNF-Alpha
lokalisierter Marker-Haplotyp, der die drei in dieser Region lokalisierten Marker der
Positionen —238,-857 und —1031 umfasst, zeigt die hochste Signifikanz. Fiir diesen Haplotyp
erfolgte eine tatsdchliche Transmission von 48 Allelen gegeniiber einer erwarteten

Transmission von 35 Allelen.

1.2.4.3 Vier-Marker-Haplotyp

Es wurde mittels Familienanalyse ein aus 4 aufeinanderfolgenden Markern bestehender
Haplotyp konstruiert und seine Transmission analysiert (Gesamtiibersicht: Anhang ILIL.11).
Insgesamt zeigen 8 der konstruierten Haplotypen sehr hohe Signifikanzen, aufgrund einer

iiber der Erwartung liegenden Transmission von Eltern auf erkrankte Nachkommen (Tab.

2.16).
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Tabelle 2.16: Vier-Marker-Analyse; Kohorte III (Deutschland)

\VET Clg Allel- TM/eTM  Chiquadrat P-Wert
kombination Frequenz

10/11/12/13 hCV8941548 0.1062 45.70/35.74 11.662 0.0006
35/36/37/38 06P05_0597 0.2487 |113.02/96.74| 12.722 0.0004
43/44/45/ 46 HCGII20002 0.2463 82.12/68.72 13.022 0.0003
44/ 45/ 46/ 47 06HCGII203 0.1973 81.67/67.86 13.226 0.0003
63/64/65/66 06MICB_003 0.0832 36.00/27.35 11.031 0.0009
64/65/66/67 06MICB_004 0.0827 |36.00/26.992| 11.525 0.0007
74175176177 hCV2451908 0.0524 44 .85/33.56 13.769 0.0002
75/76/77/78 TNF_alpha_1031 0.0680 47.40/35.25 15.489 0.00008

* beobachtete Transmission / erwartete Transmission

Vier der Markerkombinationen befinden sich im Bereich telomer von HLA-C und betreffen
C6orf15, POUSF1 und das Pseudogen HCGII-2. Zwei dieser Marker-Haplotypen sind HLA-C
tibergreifend und verbinden die Pseudogene HCGII-2 und KIAA0055.hom. Zentromer von
HLA-C sind es wieder Markerkombinationen, die den Bereich MICB (Klasse I) und BAT1
(Klasse III) verbinden bzw. Marker, die im Bereich der Klasse III des MHC liegen, welche

iber die Erwartung von Eltern auf erkrankte Nachkommen iibertragen werden.

1.2.4.4 Haplotyp-Konstruktion mit ausgewihlten Markern

Mit Hilfe des Programms Multi_Transmit wurde die Transmission von 34 Markern iiberpriift,
welche zum einen entweder in der vorhergehenden Haplotypen-Transmission auffillig waren
oder iiber sdmtliche Analysen hinweg eine signifikante Assoziation mit der Erkrankung
zeigen (Anhang ILII.12). Ziel der Analyse ist es, speziell die gemeinsame Vererbung dieser
ausgewihlten Marker beobachten zu konnen. Sie liegen in ihrer physikalischen Distanz zum
Teil weit auseinander, so dass das Programm bei einer Analyse sdmtlicher Marker nicht in der
Lage ist, sie miteinander in Verbindung zu bringen. Die Haplotypen umfassen bis zu 4

Marker (Gesamtiibersicht: Anhang II.11.13).

Es zeigen sich folgende hochsignifikante Marker-Haplotypen (Tab. 2.17):
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Tabelle 2.17: Haplotypen-Transmission; 2 bis 4 Marker; Kohorte III (Deutschland)

Marker-Nr. Haplotyp Allel* Allel- TM/eTM* Chiquadrat P-Wert
Frequenz
3/ 4 CDSN001215 1.1 A-G 0.5924 (141.12/154.65|13.1440| 0.0003
4/5 hCV2438369 2.2 G-/ 0.5128 (143.00/155.95|12.8940 | 0.0003
8/9 HCG0001667 2.1 T-C 0.3380 |109.84/94.37 ({11.8910| 0.0006
10_/_11 HCG0000269 2.1 T-(+GA) | 0.3246 |110.36/94.87 | 11.0510 | 0.0009
17_/_18 06KIAA_788 1.2 C-T 0.2483 | 79.19/66.62 |10.9050 | 0.0009
26_/_27 06MICB_004 1.2 T-A 0.14045 | 36.00/27.33 | 11.0830 | 0.0009
27_/ 28 06MICB_011 2.1 T/ 0.1456 | 36.08/27.30 | 10.9980 | 0.0009
3/4/5 CcDSNoo1215 | 1.1.1 A-G- 0.4725 (146.11/159.54| 12.664 | 0.0004
4/5/6 hCV2438369 2.2.2 G-/-G 0.1244 | 72.28/59.50 | 12.292 | 0.0005
8./9/10 HCGooo1667 | 2.1.2 T-C-T 0.2220 | 112.44/96.11 | 11.969 | 0.0005
12/ 13_/ 14 06P0O5_1901 1.2.2 A-C-C 0.2022 | 84.79/71.81 | 11.063 | 0.0009
15_/_16_/_17 06HCGI1203 1.2.1 A-A-C 0.2437 | 81.77/69.31 | 10.840 | 0.0009
21_/ 22/ 23 MICA000005 2.2.2 A-A-T 0.0712 | 35.95/27.17 | 11.463 | 0.0007
25 / 26/ 27 06MICB_003 1.1.2 C-T-T 0.1015 | 36.00/27.24 | 11.255 | 0.0008
26_/_27_/_28 06MICB_004 1.2.1 T-T-/ 0.1009 | 36.00/26.88 | 11.734 | 0.0006
27_/ 28/ 29 06MICB_011 2.1.1 T-/-/ 0.1132 | 36.08/27.31 | 10.972 | 0.0009
31/ 32/ 33 |TNF-Alpha_1031| 2.1.2 C-C-A 0.0831 | 47.61/35.34 | 15.751 |0.00007
4/5/6/7 hCv2438369 | 2.2.2.2 | G--G-C | 0.0921 | 72.30/59.82 | 11.453 | 0.0007
8./9/ 10/ 11 | HCcGoootes7 | 2.1.2.1 |T-C-T-(+GA)| 0.1893 | 111.49/94.79 | 12.514 | 0.0004
11_/.12./ 13/ 14 | 06P0O5_1577 | 1.1.2.2 |(+GA)-A-C-C| 0.1757 | 83.92/70.88 | 11.124 | 0.0009
12/ 13/ 14/ 15| 06PO5_1901 | 1.2.2.1 | A-Cc-C-A | 0.1793 | 85.97/72.54 | 11.841 | 0.0006
14 / 15/ 16_/ 17 | hcve9413s0 | 2.1.2.1 | c-A-A-C | 0.1476 | 71.10/58.46 | 11.663 | 0.0006
20 /21 /22 /23| 06KIA_0002 | 1.2.2.2 | C-A-AT | 0.0525 | 35.69/26.98 | 11.163 | 0.0008
25 /26 /27 / 28| 06MICB_003 | 1.1.2.1 C-T-T-/ 0.0811 | 33.00/24.69 | 11.173 | 0.0008
26/ 27 / 28 / 29| 06MICB_004 | 1.2.1.1 T-T-/-/ 0.0814 | 35.00/26.24 | 11.084 | 0.0009
30/ 31/ 32 /33| hCv2451908 | 2.2.1.2 | T-C-C-A | 0.0524 | 44.85/33.56 | 13.769 | 0.0002
31/ 32 / 33 / 34 [TNF-Alpha_1031] 2.1.2.1 | Cc-C-A-T | 0.0680 | 47.39/35.25 | 15.489 |0.00008

* +GA = Insertion; / keine Basenzuordnung moglich

Vor allem die Haplotypen, in denen die Marker 06MICB_011 und TNF_Alpha_238 einen
Bestandteil des Haplotypen bilden, weisen hohe Signifikanzen und damit eine hohe, iiber der
Erwartung liegende Transmission von Eltern auf erkrankte Nachkommen auf (Tabelle 2.17).
Diese beiden Marker sind iiber simtliche Analysen sowohl in den deutschen, als auch in den
US-Amerikanischen Kohorten signifikant mit der Erkrankung Psoriasis vulgaris assoziiert.
Zusitzlich zeigen beide eine iibereinstimmend hohe Odds-Ratio. Innerhalb der einzelnen
Gene / Pseudogene werden immer wieder die gleichen Markerkombinationen vererbt, was
sich anhand der hohen Transmission der iiberpriiften Zwei- bis Vier-Marker-Haplotypen

zeigt.

1.2.5 Uberpriifung Assoziation HLA-Cw*6 mit signifikanten Markern
Es wurde die Assoziation zwischen dem Psoriasis assoziierten Allel HLA-Cw*6 und in den

Analysen signifikanten Markern tiberpriift.
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Fiir die deutsche (D, I+II) und die amerikanische Kohorte (US, IV+V) zeigte sich folgendes
Ergebnis:

Tabelle 2.18: Uberpriifung Assoziation HLA-Cw6 / signifikante Marker

Kontrollen (No.)* Psoriatiker (No.) Fishers-Exakt-Test

Marker Cwb (+ P-Wert
hCV2438369 (D) 46 73 150 22 2,00E-18
hCV2438369 (US) 30 25 54 12 1,13E-03
hCV2438347 (D) 45 73 149 22 2,00E-18
hCV2438347 (US) 30 25 54 12 1,13E-03
HCGO002271 (D) 47 141 151 81 1,00E-19
HCG002271 (US) 31 77 53 34 5,00E-06
HCG001667 (D) 45 109 149 61 1,64E-15
HCGO001667 (US) 30 61 54 22 7,82E-07
HCG000269 (D) 45 101 147 55 4,76E-15
HCG000269 (US) 28 44 53 17 8,02E-06
hCV8941350 (D) 44 101 147 60 2,9E-14
hCV8941350 (US) 31 61 54 21 6,86E-07
06HCGII201 (D) 49 128 153 73 7,04E-16
06HCGII201 (US) 30 63 57 8 1,15E-12
06KIA_823 (D) 44 61 153 25 1,17E-14
06KIA_823 (US) 31 22 57 11 1,86E-03
06KIA_01 (D) 44 60 151 25 3,4E-14
06KIA_01 (US) 30 24 56 11 7,16E-04
P5-1_913 (D) 9 10 75 5 1,09E-05
P5-1_913 (US) 9 2 34 1 1,38E-01
06MICB_011 (D) 11 13 75 5 9,52E-07
06MICB_011 (US) 9 1 36 2 5,12E-01
06TNF_238 (D) 10 17 76 9 1,84E-07
06TNF_238 (US) 9 8 37 3 1,41E-03

*No. = Anzahl Personen; Cw6(+)/(-) = HLA-Cw6 positive/negative Personen

HLA-Cw*6 ist mit samtliche Markern, bis einschlielich 06KIA_O01, hochsignifikant
assoziiert. Mit den Markern fiir P5-1, MICB und TNF-Alpha zeigt HLA-Cw*6 eine

wesentlich schwéchere Assoziation.

Aus diesem Grund erfolgte nun umgekehrt die Uberpriifung der Assoziation der Marker mit
HLA-Cw*6-positiven Personen der deutschen und amerikanischen Kohorte (Tabelle 2.19).
Dabei zeigt sich, dass die mit Psoriasis assoziierten Allele der Marker P5-1, MICB und TNF-
Alpha signifikant mit HLA-Cw™*6 assoziiert sind.
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Tabelle 2.19: Uberpriifung Assoziation Marker / HLA-Cw*6

Fishers-Exakt-

Kontrollen (No.)* Psoriatiker (No.) Test
Marker Assoz. Allel nicht assoz. Allel Assoz. Allel nicht assoz. Allel P-Wert
P5-1 913 P5-1 913
HLA-Cw6(+) (D) 9 75 75 82 1,70E-09
HLA-Cw6(+) (US 9 2,61E-03
MICB 011 MICB_011
HLA-Cw6(+) (D) 11 66 75 81 1,81E-07
HLA-Cw6(+) (US) 9 30 36 24 2,75E-04
06TNF 238 06TNF 238
HLA-Cw6(+) (D) 10 66 76 81 5,23E-08
HLA-Cw6(+) (US) 9 28 37 24 4,28E-04

*No. = Anzahl Personen; Cw6(+) = HLA-Cw®6 positive Personen

1.2.6 Haplotyp-Rekonstruktion iiber 1,923kb

Mit Hilfe eines von Dr. Stefan Jenisch entwickelten Programms wurden die der
Genotypisierung zugrunde liegenden Haplotypen iiber die gesamten 1,923kb, unter zur
Hilfenahme der bekannten HLA-Muster, rekonstruiert. Zu Grunde lagen die
Genotypisierungsdaten von 86 Markern, die innerhalb der deutschen Kohorte III genotypisiert

wurden (Anhang ILII1.14).

1.2.6.1. Haplotypen-Identifizierung

Uber das Programm ist die Rekonstruktion von 254 Haplotypen méglich, die auf maternalen
bzw. paternalen Chromosomen liegen. In die Haplotyp-Konstruktion wurden sdmtliche
Haplotypen einbezogen, bei denen 85% der auf dem entsprechenden Chromosom liegenden
Allele vorhanden sind. Hierdurch verringerte sich die Zahl aussagekriftiger Haplotypen auf
198. Insgesamt zeigt sich der Bereich von Marker 9 (Lokalisation im Gen STG) bis Marker
71 (Lokalisation im Gen LTB) gut konserviert. Es konnten 37 Haplotypen identifiziert
werden (Tab. 2.20a/b). Die Haplotypen 22 bis 37 traten innerhalb der identifizierbaren
Haplotypen mit einer unter 5% liegenden Héiufigkeit auf. Die am héufigsten auftretenden
Haplotypen sind die mit den Nummern 8 und 19 bezeichneten Markerkombinationen.
Innerhalb der Haplotyp-Konstruktion wurden Marker rot markiert, welche in der Literatur
signifikant mit Psoriasis vulgaris assoziiert sind bzw. Marker, die iiber hier durchgefiihrte
Analysen anhand der Odds-Radio in beiden Kohorten (Deutschland / USA) eine starke
Assoziation zwischen Phinotyp und Allel zeigen (Tab. 2.21).
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Tabelle 2.21: Farbig markierte Marker in Haplotyp-Konstruktion

Gen / Pseudogen Marker-Nr. Markerbezeichnung Assoz. Assoz. Literatur / Analyse
Allel Base
CDSN 11 CDSN001243 1 G | Tazi-Ahnini et al. (1999); Allan et al. (1999)
Jenisch et al. (1999)
Céorf16 12 hCV2438369 1 OR: 2,14/3,64
14 hCV2438347 2 * OR: 2,14/ 3,64
HCR 18 HCG0002122 1 A Asumalahti etal. (2000 / 2002)
19 HCG0001667 2 T Asumalahti etal. (2000 / 2002)
20 hCV2452235 2 C Asumalahti etal. (2000 / 2002)
22 HCG0000269 2 T Asumalahti etal. (2000 / 2002)
POU5FA1 33 hCV8941350 2 C OR: 2,06/2,70
HCGII-2 38 06HCGI1201 1 A OR:2,16/2,82
KIAA0OO055.hom| 41 06KIA 823 2 T OR:2,6/4,29
42 06KIA_0001 2 G Veal et al. (2002)
OR: 2,69/4,09
P5-1 52 P5-1 913 2 G OR: 5,67 /5,06
MICB 59 06MICB_011 2 T Dr. Stefan Jenisch
OR:4,86/3,9
TNF-Alpha 70 06_TNF_238 1 A Hohler et al. (1997)
OR:4,21/4,89

* Fiir diesen Marker war keine Basenzuordnung moglich.
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L.2.6.2. Zuordnung rekonstruierter Haplotypen zu entsprechenden HLA-Mustern
Aufgrund der vorhandenen HLA-Daten konnte iiberpriift werden, ob bestimmte HLA-
Kombinationen mit bestimmten Markerkombinationen auftreten (Tab. 2.22).

Es zeigte sich, dass eine Zuordnung zwischen HLA-Mustern und bestimmten Allel-
Kombinationen der Marker moglich ist. So tritt der Haplotyp 8 nur in Kombination mit den
HLA-Mustern HLA-A*1, A*2 und A*3, jeweils mit HLA-C*7 und HLA-B*8, auf. Der
Marker-Haplotyp 17 tritt nur in Kombination mit HLA-A*11, -A*23 und —A*24, jeweils mit
HLA-C*4 und HLA-B*44, auf.

Tabelle 2.22: Zuordnung Haplotyp — HLA-Muster
Haplotpy-Nr. HLA-Muster

HLA-A/-C/-B
2/4/35; 3/4/35;

31/4/35; 11/4/65
24/3/62;
3/2/51;
277, 3/7/7; 24/7/7
24/3/62;
24/4/35; 28/4/35; 31/4/35; 11/4/65;
1/7/8; 2/7/8; 3/7/8
2/5/44, 25/5/44; 32/5/44
2/12/25; 24/12/38; 3/12/38; 26/12/38
2/3/60;
2/3/60; 3/3/40
28/3/62; 2/7/62
1/15/52; 32/3/62; 2/3/60
2/3/60; 1/3/62; 28/3/62; 2/7/62
24/1/27; 31/1/27; 11/3/55
11/4/44; 23/4/44; 24/4/44
1/6/37; 28/6/37
1/6/57; 2/6/57;
1/6/13; 24/6/13
21 2/6/13; 30/6/13; 24/6/13

B O e e N N S N Y = e O N O Y
©olo|No|o|s|w (N2 (oY e |0 A N =

N
o

Zum Teil treten Uberschneidungen zwischen unterschiedlichen Haplotypen und einem
einzigen HLA-Muster auf, wie das bei dem HLA-Haplotyp HLA-A*24 / HLA-C*3 / HLA-
B*62 der Fall ist. Er tritt mit den Marker-Haplotypen 3 und 6 auf.

1.2.6.3. Marker-Haplotypen / HLA-Cw*6

Innerhalb der Kohorte treten die drei mit Psoriasis vulgaris assoziierten Haplotypen HLA-
Cw*6 / B*¥13, HLA-Cw*6 / B*37 und HLA-Cw*6 / B*57 auf (Tab. 2.23). Die in dieser
Analyse anhand Odds Ratio und Multi_Transmit ermittelten Psoriasis vulgaris assoziierten

Allele der Marker P5-913, MICBO11 und TNF-Alpha_238 treten in gemeinsamer
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Kombination nur im Haplotypen 19 auf. Dieser wiederum erscheint ausschlielich in
Kombination mit dem mit Psoriasis vulgaris assoziiertem HLA-Haplotypen HLA-Cw*6 /
HLA-B*57. Von den insgesamt 14 auswertbaren, unabhéngigen Chromosomen, fiir welche
der HLA-Status HLA-Cw*6 / HLA-B*57 ermittelt wurde, trat der Haplotyp 19 insgesamt

acht mal bei gesunden Personen und sechs mal bei Personen mit Psoriasis vulgaris auf.

Tabelle 2.23: Marker-Haplotyp / mit Psoriasis vulgaris assoziierte HLA-Muster

Haplotpy-Nr. HLA-Muster Personen
HLA-A/-C/-B gesund erkrankt *Status unbek.
21 2/6/13; 30/6/13; 24/6/13 3 5 1
20 1/6/13; 24/6/13 6 0 0
18 1/6/37; 28/6/37 4 2 0
19 1/6/57; 2/6/57, 8 6 0

*Status = Krankheitsstatus

I1. Marker-Alignments

Sdmtliche Marker wurden fortlaufend auf ihr Alignment mit anderen Sequenzen iiberpriift.
Begonnen wurde mit Build 114 der NCBI-SNP-Datenbank. Bis zum Build 117 zeigten sich
keinerlei Doppel-Alignments. Mit Build 117 und der zunehmenden Komplettierung der
Referenz-Sequenzen des menschlichen Genoms dnderten sich zum einen sdmtliche Positionen
um 45440bp. Zum anderen wurden Doppel-Alignments sichtbar. Betroffen hiervon sind
neben Assays-on-Demand, die innerhalb der Analysen aber keinerlei Signifikanzen

aufwiesen, auch Assays-by-Design. Hier betrifft es die nachfolgenden Marker:

POUSF1 : 06Pou5_362 (rs1061118) / PouSF1_6075 (rs1062630)
KIAA0055.hom : 06KIA_01, 06KIA_02 (rs6906846)

Bei POUSFI handelt es sich u.a. um ein Alignment mit auf Chromosom 12 vorliegendem Gen
CLECSF6, dem auf Chromosom 8 vorliegenden Pseudogen POUSF1P1. Die fiir
KIAA0055.hom entwickelten Sonden alignen mit dem auf Chromosom 15 lokalisierten und
exprimierten Gen USPS, hier im Exon 15. Die Sonden miissen mit entsprechender Vorsicht
betrachtet werden. Innerhalb der durchgefiihrten Analysen sind 06Pou5_362 und 06KIA_02
unauffillig und zeigen weder bei der durchgefiihrten Case / Control-Analyse, noch im
durchgefiihrten TDT-Test hohe Signifikanzen. Das trifft sowohl auf die amerikanische, als
auch auf die deutsche Kohorte zu. Weiter zeigen diese Sonden keinerlei Auffilligkeiten be-

ziiglich der Uberpriifung der Mendelschen Vererbung.
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Diskussion

Fiir die nihere Charakterisierung und die anschlieBende Uberpriifung auf Assoziationen
zwischen Psoriasis vulgaris und Genen / Pseudogenen des MHC, wurde eine Feinkartierung
einer ca. 113 kb groBen Region im Bereich von HLA-C, MHC-Klasse I, vorgenommen.

Marker aus dieser SNP-Karte wurden anschlieend in Assoziationsuntersuchungen eingesetzt.

SNP-Karte

Uber die Methode der Hochdurchsatz-Sequenzierung und iiber anschlieBende Sequenzanalyse
wurde eine Feinkartierung polymorpher Positionen in der Region des Psoriasis
Verdachtsbereiches 1 (PSORS1) vorgenommen. Solche Karten beziehen ihren Nutzen aus der
Moglichkeit, auch tiber nicht auf familidre Strukturen basierende Analysen zur Identifizierung
von Krankheitsgenen beitragen zu konnen. Auch konnen sie im Hinblick auf
pharmakogenetische Untersuchungen genutzt werden. Aus diesem Grund wurden Teile der
auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 innerhalb der Klasse 1 des Haupt-
Histokompatibilitits-Komplexes im Bereich PSORS1 lokalisierten Gene / Pseudogene
sequenziert und analysiert. Hierunter fallen (Richtung Telomer » Zentromer) die Gene
TCF19, POUSFI und die Pseudogene NOB4 und HCGII-2. Im zentromer von HLA-C
gelegenen Bereich wurde das Pseudogen HCGIV-02 untersucht. Weiter wurden die mittels
Segregationsanalyse und SNP-Datenbanken identifizierten SNPs im Hinblick auf ihr
gemeinsames Auftreten miteinander und mit bestimmten HLA-Mustern, hier HLA-C und
HLA-B, untersucht. Fiir die Untersuchung stand die genomische DNA von insgesamt 62
Personen kaukasischen Ursprungs zur Verfiigung. Diese 62 Personen verteilen sich auf
insgesamt 17 Familien. Um einen Einblick in die Kombination von bestimmten Gen- /
Pseudogen-Allelen in Verbindung mit HLA-Mustern zu bekommen, wurden sémtliche
Personen HLA-typisiert. Hierdurch waren neben den Klasse I Molekiilen HLA-A, -B und —C
auch die Klasse II Molekiile HLA-DR und -DQ bekannt. Durch die vorhandenen HLA-
Muster war eine Identifizierung von insgesamt 62 unabhidngigen Chromosomen moglich.
Weiter erleichterte die Bekanntheit des HLA-Musters die Zuordnung der SNPs zu den

entsprechenden Chromosomen iiber Segregationsanalyse.

Insgesamt zeigt sich nach Analyse der untersuchten Bereiche der fiir das MHC
charakteristische hohe Grad an Polymorphismen. Im MHC ist vor allem innerhalb

konservierter Blocke, der sogenannten ,,Polymorphic Frozen Blocks* (PFBs), der Poly-
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morphismus hoch. Der ausgeprigte Grad an Polymorphismen scheint ein Grund dafiir zu sein,
das es zwar zwischen den Blocken, aber kaum innerhalb der Blocke zu Rekombinationen

kommt (Marshall et al., 1993, Dawkins et al., 1999).

Auch ist die Differenzierung zwischen tatsdchlich exprimierten Genen und Pseudogenen
durch Anzahl und Positionen der SNPs deutlich sichtbar.

Innerhalb der Pseudogene folgen die Basensubstitutionen dichter aufeinander, als dies bei
Genen, welche funktionell von Bedeutung sind, der Fall ist. Dies entspricht der Entstehung
bzw. der Definition von Pseudogenen. Sie entstehen zum einen durch Duplikation der DNA-
Sequenzen von Genen, wobei es durch dabei entstehende Modifikationen der Sequenzen
durch z.B. Mutationen zu einem Verlust der Gen-Funktion auf Transkriptions- oder
Translationsebene kommen kann. Sie werden dann als konventionelle Pseudogene bezeichnet.
Weiter ist die Entstehung von sogenannten prozessierten Pseudogenen méglich, bei denen
mRNA durch reverse Transkription in DNA umgewandelt und durch Insertion ins Genom
aufgenommen wird.

Die untersuchten Pseudogene HCGII-2 mit 13 SNPs und HCGIV-02 mit 4 SNPs zeigen sich
in Bezug auf die GroBe des sequenzierten Bereichs sehr polymorph. Beide sind Mitglieder
einer Multi-Gen-Familie der Hemochromatosis-Kandidaten Gene (HCG), aus denen HCGII-2
und HCGIV-02 durch Duplikation entstanden sind. Es wird vermutete, dass die Gene, welche
fiir die Hemochromatosis-Erkrankung verantwortlich sind, im Bereich der Klasse I des MHC
lokalisiert sind. Bei der Hemochromatosis handelt es sich um eine autosomal rezessiv
vererbte Erkrankung, die den Eisenmetabolismus betrifft. Der molekulare Defekt der
Erkrankung ist unbekannt. Simon et al. konnten das verantwortliche Gen (HFE) auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 6 lokalisieren und fanden eine Kopplung des Gens mit HLA-A
(Simon et al., 1987).

Das Pseudogen NOB4 ist eines von insgesamt 5 mit der Bezeichnung NOB versehenen
Pseudogenen im Bereich der Klasse I des MHC, sémtlich zentromer und telomer um HLA-C
lokalisiert. Mit 29 validierten SNPs innerhalb eines sequenzierten Bereiches von 3300 bp
zeigt es sich ebenfalls sehr polymorph. Uber die Entstehung der NOB-Pseudogene und ihre

Homologien ist bisher nichts bekannt.

Bezogen auf die GroBe des untersuchten Sequenzbereiches liegt die Anzahl identifizierter
SNPs innerhalb der exprimierten Gene TCF19 und POUSF1 unter denen der Pseudogene. So
sind fiir die Gene POUSF1 und TCF19 in einem ca. 4000 bp umfassenden Bereich insgesamt
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24 bzw. 18 SNPs identifiziert worden. Im Vergleich dazu war die Zahl validierbarer SNPs
innerhalb der Pseudogene, bezogen auf die GroBe des sequenzierten Bereichs, hoher. Bei
innerhalb von Genen auftretenden Basensubstitutionen sind diese héufiger in Intron- und
nicht-kodierenden Regionen lokalisiert als in kodierenden. Treten sie in kodierenden
Regionen auf (cSNP), handelt es sich hdufig um synonyme Substitutionen, die keine
Verinderung in der Aminosduresequenz bewirken. Aber auch nicht-synonyme Substitutionen
finden statt. Diese konnen zu einem vorzeitigen Stopp in der Protein-Ubersetzung fiihren, und
damit zu einem unvollstindigen Genprodukt. Auch kann der Basenaustausch eine
Aminosédurensubstitution bewirken, die zu einer Verdnderung oder Einschrinkung in der
Funktion des entsprechenden Proteins fiihrt. Solche Substitutionen sind aufgrund ihrer
Wirkung in ihrer Allel-Frequenz niedriger. Grund hierfiir ist, dass sie einer stdrkeren
Selektion ausgesetzt sind, wodurch sich der negative Effekt populationsgenetisch gesehen
nicht durchsetzt. Im exprimierten Gen POUSFI1 treten von insgesamt 24 validierten SNPs 3 in
einen, fiir ein Protein kodierenden Bereich auf. Davon fiihrt nur eine der drei Substitutionen
zu einem nicht-synonymen Aminosidureaustausch. TCF19 hingegen zeigen 4 in der Exon 2
Region lokalisierte Substitutionen. Drei der Substitutionen fiithren zu einem nicht-synonymen

Austausch einer Aminosiure.

Wihrend die untersuchten Pseudogene sich also als sehr polymorph prisentieren, erscheinen
SNPs in den exprimierten Genen TCF19 und POUSF1, in bezug auf die GroBe der jeweiligen
Gene, weniger hédufig. Hier treten auffillig hdufig anstelle des Austausches einzelner Basen
Sequenzmodifikationen in Form von Insertionen bzw. Deletionen auf.

So zeigt TCF19 einen als polymorphen Block (PMB) bezeichneten Sequenzabschnitt, der ca.
35 Basen umfasst und im Bereich des ersten Introns liegt. Eine genauere Analyse dieses
Blocks war nicht moglich, da der Abschnitt entweder nur homozygot vorkam, wobei er in
seiner Sequenz der Sequenz AC(004195 (NCBI) entsprach, oder er in heterozygoter Form
auftrat. Aus diesem Grund gibt es keinen Hinweis darauf, wie die zweite homozygote
Variante des Blocks aussehen konnte. In Sequenzierungen, in denen die heterozygote Form
auftritt, scheinen innerhalb des Blocks bei ca. 20 Basen Polymorphismen aufzutreten. Es sind
eindeutig libereinander liegende Piks zu erkennen.

Eine durch Teraoka et al. (2000) fiir TCF19 identifizierte Deletion von 4 bp innerhalb des
zweiten Introns konnte in der hier durchgefiihrten Sequenzanalyse nicht ermittelt werden.

Bei POUSF1 finden sich sieben validierte Insertionen / Deletionen, siamtlich in Intron-

Regionen lokalisiert und zum Teil durch die SNP-Datenbank von NCBI bereits erfasst. Die
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GroBe dieser Insertionen bzw. Deletionen reicht von einer Base auf Position 5134 bis zu sechs
Basen auf Position 1467. Schaut man sich die im Bereich POU5SF1 méglichen Haplotypen an,
zeigt sich, dass diese Insertionen bzw. Deletionen nicht zufillig mit den sie umgebenden
SNPs vorkommen. Vielmehr scheint ihr Vorkommen mit dem Auftreten bestimmter Basen
auf bestimmten Positionen gekoppelt zu sein. Mit Hilfe des Programms FGENEH wurden
Linge und Zusammensetzung der Aminosduresequenz unter Beriicksichtigung der Insertionen
/ Deletionen iiberpriift. Es ergeben sich keine Anderungen in ihrer Sequenz.

Demgegeniiber zeigen sich innerhalb der untersuchten Pseudogene kaum Insertionen oder
Deletionen. Im Bereich des zentromer von HLA-C gelegenen Pseudogens HCGIV-02 wurde
eine aus einer Base bestehende Insertion / Deletion im Anfangsbereich der Sequenz
identifiziert. Das ebenfalls aus der HCG-Familie stammende Pseudogen HCGII-2 und das

Pseudogen NOB4 zeigen keine Insertionen oder Deletionen.

Neben der Anzahl der validierbaren SNPs und anderer Sequenzvariationen werden auch
Unterschiede zwischen Pseudogenen und Genen im Hinblick auf Vorkommen und Dichte der
SNPs zueinander deutlich. So zeigen die exprimierten Gene TCF19 und POUSF1 einen
groBeren durchschnittlichen Abstand zwischen den SNPs, als die untersuchten Pseudogene.
Sie besitzen somit einen hoheren Grad an Konserviertheit. Wihrend der durchschnittliche
Abstand zwischen dem Auftreten benachbarter SNPs innerhalb von Genen bei 179 bp
(TCF19) bzw. 167 bp (POUSF1) liegt, ist er bei SNPs im Bereich von Pseudogenen
wesentlich geringer. Hier liegt er bei NOB4 bei 97 bp, bei HCGII-2 betréigt er 45 bp bzw. 41
bp bei HCGIV-2. Dies hingt schon allein damit zusammen, dass der minimale Abstand, der
zwischen dem Auftreten zweier SNPs liegt, sehr klein ist. Bei den untersuchten Pseudogenen
HCGII-2, NOB4 und HCGIV-02 liegt er im Schnitt bei ca. 5 bp. Auch betriigt der maximale
Abstand zwischen zwei SNP innerhalb der Pseudogene durchschnittlich nur 244 bp, somit
folgen die SNPs sehr dicht aufeinander. Demgegeniiber zeigen identifizierte SNPs innerhalb
der exprimierten Gene TCF19 und POUSF1 einen minimalen Abstand, der doppelt so grof}
ist, wie der innerhalb der untersuchten Pseudogene. Die maximale Entfernung zwischen zwei
in TCF19 und POUS5F1 vorkommenden SNPs, entspricht dem ca. 2,5fachen der maximalen

Entfernung zwischen in Pseudogenen lokalisierten SNPs.

In bezug auf die Art der innerhalb der untersuchten Familien auftretenden Substitutionen
tiberwiegen die Transitionen, also der Austausch einer Purinbase gegen eine Purinbase (G <

A) bzw. Pyrimidinbase gegen Pyrimidinbase (C <> T). Andere Substitutionen, wie zum

-05-



Diskussion

Beispiel der Austausch einer Purinbase gegen eine Pyrimidinbase, als Transversion
bezeichnet, sind eher selten.

Neben den bi-allelischen SNPs konnte auch ein tri-allelischer Polymorphismus identifiziert
werden. Dieser ist innerhalb des zweiten Exons des Gens TCF19 lokalisiert. Es handelt sich
hierbei um den moglichen Austausch einer Pyrimidinbase durch eine Purinbase (und damit
Transversion). Bei den Basen handelt es sich um Cytosin, welches scheinbar das ancestrale
Allel definiert, und durch Guanin oder aber durch Adenin ausgetauscht werden kann.
Innerhalb der SNP-Datenbank ist die Substitution Cytosin / Adenin als Referenz-SNP
aufgenommen. Uber Teraoka et al. wurde der Tri-Morphismus auf der Position 2738 bereits
validiert (Teraoka et al., 2000). Der Austausch der Cytosin-Base durch die Adenin-Base auf
der Position 3 des Tripletts fithrt zu einem synonymen Aminosidurenaustausch. Beide Tripletts
codieren fiir die Aminosdure Prolin. Ein Austausch der Cytosin-Base durch die Guanin-Base
auf eben dieser Position wiirde ebenfalls zu einem synonymen Aminosdureaustausch fiihren.
Auch hier codieren beide Tripletts fiir die Aminosidure Prolin. Einer Allel-Frequenz von 0.82,
betreffend die Base Cytosin, stthen dem Vorkommen der Basen Guanin und Adenin mit

Allel-Frequenzen von 0.11 und 0.07 gegeniiber.

Ein Vergleich der Anzahl untersuchter Chromosomen, die dieser Arbeit zu Grunde lagen, mit
denen der in den Datenbanken NCBI und Celera™ enthaltenen Angaben, zeigt, dass mit den
in dieser Arbeit untersuchten 62 unabhingigen Chromosomen die Anzahl deutlich hoher liegt.
Die Datenbank von NCBI stellt eine fortlaufend bearbeitete und aktualisierte
Informationsquelle dar. Betreffend unserer untersuchten Gene POUSF1 und TCF19 liegen
nunmehr zum Teil Frequenzinformationen beziiglich der SNPs vor. Teilweise werden in der
Datenbank enthaltene SNPs entnommen oder neue SNPs hinzugefiigt. Die Zahl der
eingetragenen Sequenzvariationen (SNPs / Insertionen / Deletionen) von POUSFI1 hat sich
von 39 (Build 116) auf 55 (Build 119) erhoht. In ihr sind auch SNPs vertreten, die auf mehr
als einer Position alignen. Fiir TCF19 sind nunmehr 54 SNPs (Build 119) angegeben.

Uber die einzelnen Aktualisierungen hinweg hat sich auch der Informationsgehalt erhoht.
Nunmehr liegen zum Teil Informationen iiber Validierungsstatus der SNPs vor, aber auch
Genotypisierungsinformationen. Weiter gibt es Informationen iiber das Vorliegen von
Alignments der SNPs auf unterschiedlichen Chromosomen, wie das bei Genen, die im Laufe
der Evolution dupliziert wurden, der Fall sein kann. Ein Bereich, der gerade fiir das MHC von
Bedeutung ist. Hier ist vor allem das Kriterium entscheidend, dass ein eindeutiges und

zweifelfreies Vererbungsschema in mindestens zwei Familien besteht. Die Kriterien, die in
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unserer Sequenzanalyse zur Validierung von SNPs angesetzt wurden, sind eng gesetzt, um die
Aufnahme moglicher falsch positiver SNPs zu vermeiden. Nach Einschédtzung von Marth und
Kollegen wurde fiir weniger als 15% der in Datenbanken enthaltenen SNPs, das Vorliegen
eines Polymorphismus anhand einer Population iiberpriift. Marth et al. untersuchten das
tatsdchliche Vorliegen von Polymorphismen von in offentlich zugénglichen SNP-
Datenbanken eingetragenen SNPs anhand dreier Populationen. Betreffend falsch-positiver
SNPs gehen sie davon aus, dass diese in aus Duplikation entstandenen Bereichen eine

Frequenz von 50% fiir beide Allele in allen Populationen zeigen (Marth et al, 2001).

Innerhalb der einzelnen untersuchten Gene und Pseudogene ist ein Auftreten von
verschiedenen Ausprigungen des Gens bzw. Pseudogens zu beobachten, hier als SNP-
Haplotyp bezeichnet. Aufgrund der geringen physikalischen Entfernung der identifizierten
SNPs innerhalb der analysierten Bereiche ist ein unabhéngiges Auftreten der SNPs nicht
wahrscheinlich. Man konnte erwarten, dass bei dem Auftreten von, wie im Beispiel POUSFI,
24 SNPs eine Kombination der SNPs in Hohe von 2** moglich wiére, und damit eine
entsprechend hohe Anzahl unterschiedlicher SNP-Haplotypen. Das wire der Fall, wiren die
SNPs voneinander unabhingig. Tatsdchlich tritt aber nur eine limitierte Anzahl an SNP-
Haplotypen auf. Hier zeigt sich, dass die einzelnen SNPs untereinander gut konserviert sind
und in fester Kombination miteinander stehen. Aufgrund der mittleren Entfernung der SNPs
zueinander und ihrer Kopplung miteinander, lisst sich vermuten, dass benachbarte SNPs der
untersuchten Bereich in Kopplungsungleichgewicht miteinander stehen. Unter Kopplungsun-
gleichgewicht (Linkage Disequilibrium = LD) versteht sich die hdufiger als erwartete
gemeinsame Vererbung nah beieinander lokalisierter Allele. Insgesamt lassen sich bei den
Pseudogenen HCGIV-02, HCGII-2, NOB4, sowie beim exprimierten Gen TCF19 jeweils 10
SNP-Haplotypen definieren, in deren Auspriagung auch Sequenzvariationen wie Insertionen
bzw. Deletionen einbezogen sind. Grundlage fiir die Definition eines SNP-Haplotyps ist seine
vollstindige und zweifelsfreie Verfolgung auf einem unabhingigen Chromosom. Somit
scheinen hier 10 feste SNP-Kombinationen aufzutreten, die iiber simtliche SNP-Positionen
hinweg auf voneinander unabhingigen Chromosomen zu verfolgen sind. Fiir POUS5SF1
wurden 17 SNP-Haplotypen identifiziert, was mit der grolen Anzahl an Insertionen und mit
diesen gekoppelten SNPs zusammenhéngt.

Kopplungsungleichgewicht besteht aber nicht nur zwischen benachbarten SNPs innerhalb
eines Gens / Pseudogens, sondern ist iiber das gesamte Genom verfolgbar. So beruhen

genomweite Assoziationsanalysen auf der Hypothese, dass zwischen dem zu untersuchenden,
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krankheitserregenden Allel und seinem néchsten benachbarten Marker das stérkste
Kopplungsungleichgewicht besteht. Die Stirke des Kopplungsungleichgewichts ist durch
molekulare Faktoren, wie dem Auftreten von Crossing over, beeinflussbar. Eine weitere Rolle
spielen populationsgenetische Faktoren wie Gendrift und Selektion (Ardlie et al., 2002).

Uber HLA-Typisierung simtlicher, der Sequenzanalyse zugrunde liegender Familien-
mitglieder kaukasischen Ursprungs, konnte sich ein Bild dariiber gemacht werden, ob sich das
Vorkommen der einzelnen SNP-Haplotypen mit bestimmten HLA-B und HLA-C Allelen im
Kopplungsungleichgewicht befindet. Die Kombination von Allel-Ausprigungen der
klassischen Transplantationsantigene HLA-B und HLA-C werden hier als HLA-Haplotyp be-
zeichnet. In diesem Uberblick bleiben die Allele des HLA-A-Lokus, obwohl bekannt, in der
Betrachtung auflen vor. Der Grund hierfiir liegt in der Entfernung zum untersuchten Bereich
von ca. 1,2 Mb. Eine Untersuchung von Reich et al. zeigte, dass sich in Nordeuropdern
Kopplungsungleichgewicht iiber einen Bereich von im Durchschnitt 60 kb erstreckt. Sie
gehen dabei von einem SNP aus, dessen Frequenz der seltener vorkommenden Allel-Variante
mindestens 35% betrigt. Der Untersuchung lag unter anderem eine amerikanische Population
mit nordeuropdischen Vorfahren zu Grunde. Es wurden 19 zufillig ausgewéhlte genomische
Regionen untersucht (Reich et al., 2001). Walsh et al. kamen in einer 2003 verdffentlichten
Untersuchung zu dem Schluss, dass sich Regionen des MHC auf Chromosom 6, die nicht die
klassischen HLA-Loki umfassen, beziiglich Variationen und Struktur des Kopplungs-

ungleichgewicht nicht wesentlich vom restlichen Genom unterscheiden (Walsh et al., 2003).

Die in dieser Arbeit analysierten Bereiche zeigen beziiglich des gemeinsamen Vorkommens
von SNP-Haplotypen mit HLA-Haplotypen untereinander kaum Uberschneidungen. Dies
trifft sowohl fiir die Pseudogene als auch fiir die exprimierten Gene zu. Vor allem das
Pseudogen NOB4 und das Gen TCF19, jeweils mit 10 verschiedenen SNP-Haplotypen,

zeigen sich sehr konstant im Auftreten von Kombinationen aus SNP- und HLA-Haplotypen.

Insgesamt scheint es eine feste Konstellation zwischen SNP-Haplotypen und HLA-
Haplotypen zu geben. Dies gilt insbesondere fiir HLA-C als Bestandteil zu Grunde liegender
HLA-Haplotypen. Von den vorhandenen HLA-Haplotypen ausgehend, stehen die einzelnen
SNP-Haplotypen auffillig oft in Verbindung mit ein und demselben HLA-C-Allel. Dagegen
zeigt sich im Hinblick auf HLA-B ein anderes Bild. So tritt ein SNP-Haplotyp wiederholt mit
identischem HLA-C-Allel auf, welches aber in Kombination mit unterschiedlichen HLA-B-

Allelen steht. Dies trifft auf sdmtliche untersuchten Bereiche zu und spricht fiir

-08-



Diskussion

Kopplungsungleichgewicht zwischen den identifizierten SNP-Haplotypen bzw. untersuchten
Genen und Pseudogenen und HLA-C oder aber fiir einen SNP-Haplotypen, der spezifisch fiir
das jeweilige HLA-C / HLA-B Muster ist.

Weiter lassen sich die identifizierten SNP-Haplotypen sdmtlicher Gene und Pseudogene in
drei (HCGIV-02, NOB4, TCF19, POUS5F1) bis vier Blocke (HCGII-2) unterteilen. Das
Kriterium fiir die Zuordnung der einzelnen SNP-Haplotypen zu den entsprechenden Blocken
beruht auf der vorhandenen Ahnlichkeit der Haplotypen untereinander. Somit treten hier als
Blocke bezeichnete Grund-Haplotypen auf, deren Grundgeriist an SNP-Kombinationen
identisch ist. Die durchschnittliche Ubereinstimmung der zu einem Block zusammengefassten
SNP-Haplotypen liegt bei 66% der vorkommenden SNPs und Sequenzvariationen und
umfasst im Schnitt 4 SNP-Haplotypen. Wird nun das Vorkommen der einzelnen Blocke im
Hinblick auf die einzelnen HLA-Haplotypen betrachtet, zeigt sich, dass es zwischen den
einzelnen Blocken kaum zu Uberschneidungen kommt. Insgesamt entsprechen die
Kombination der Blocke mit HLA-Haplotypen den Kombinationen zwischen betrachteten
SNP-Haplotypen und HLA-Haplotypen. Hier wird es deutlicher, dass bestimmte, zu Blocken
zusammengefasste SNP-Haplotypen mit bestimmten HLA-C-Allelen im Kopplungsun-
gleichgewicht stehen. So treten im Gen TCF19 nur die als Block 2 zusammengefassten SNP-
Haplotypen mit den drei vorhanden HLA-Cw*4 Allelen auf, jeweils in Kombination mit
verschiedenen HLA-B-Allelen. Ein weiteres Beispiel, ebenfalls fiir TCF19, zeigt, dass das mit
der Autoimmunerkrankung Psoriasis assoziierte Allel HLA-Cw*6 nur mit den im Block 3
zusammengefassten SNP-Haplotypen 9 und 10 auftritt. Diese umfassen 32% der

auswertbaren unabhingigen Chromosomen.

Die hier untersuchten Gene und Pseudogene bzw. die identifizierten SNP-Haplotypen,
telomer und zentromer von HLA-C gelegen, zeigen alle Kopplungsungleichgewicht mit

HLA-C.
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Assoziationen zwischen Psoriasis vulgaris und polymorphen Positionen im

Bereich des MHC

Fiir die Uberpriifung auf Assoziationen zwischen der Erkrankung Psoriasis vulgaris und
Markern im MHC auf Chromosom 6, wurden diese innerhalb und auflerhalb des als PSORS1
bezeichneten Psoriasis Verdachtsbereiches platziert. Der iiberpriifte Bereich umfasst ca. 1,923
kb, beginnend in der Klasse I des MHC und endend in der Klasse III des MHC. Fiir die
Assoziationsanalysen standen, neben aus Deutschland stammenden erkrankten und gesunden
Personen, auch Kohorten aus den USA zur Verfiigung. Insgesamt wurden 95 Marker
genotypisiert, von denen 53 mit der amerikanischen Kohorte erneut genotypisiert wurden.
Anhand vorhergehender Feinkartierung polymorpher Positionen innerhalb der Gene TCF19,
POUSF1, NOB4, HCGII-2 und HCGIV-2 wurden aus diesem Bereich 20 Positionen aufgrund
ihres Vorkommens mit bestimmten HLA-Mustern ausgewihlt. Ein Teil dieser Sonden konnte
nicht aussagefihig genotypisiert werden. Die Griinde hierfiir lagen in den dicht aufeinander
folgenden Polymorphismen innerhalb der Pseudogene. Somit bleiben fiir den Bereich TCF19
4 Sonden, POUSF1 5 Sonden, NOB4 1 Sonde und fiir HCGII-2 3 Sonden, welche nach
Genotypisierung ausgewertet werden konnten (Anhang 1.1.5). Aufgrund der durchgefiihrten
Sequenzanalyse des Pseudogens KIAA(Q055.hom wurden 6 Positionen fiir die anschlieBenden
Assoziationsanalysen ausgewdhlt, fiir das Gen P5-1 wurden fiir drei polymorphe Positionen
Sonden hergestellt. Neben den Genen MICA, MICB und HCR stellt der Bereich, fiir den im
Vorfeld eine SNP-Karte erstellt wurde, die am dichtesten mit Markern besetzte und

untersuchte Region dar (Anhang 1.1.6.)

Nach Durchfithrung von Assoziationsanalysen, in denen an Psoriasis vulgaris erkrankte
Personen gesunden Personen gegeniibergestellt wurden, sowie familienbezogener
Assoziationsanalysen, zeigt sich eine Eingrenzung des mit Psoriasis vulgaris assoziierten
Bereiches auf die als PSORS1 bezeichnete Region. Ebenso wurden vereinzelte Marker
zentromer von HLA-C identifiziert, welche eine starke Assoziation mit der Erkrankung
aufweisen. Drei der in diesem Bereich in den Genen P5-1, MICB und in der Promoter-Region
des Gens TNF-Alpha platzierten Marker zeigen die hochsten Werte fiir die, iiber die Odds
Ratio ermittelte Stirke der Assoziation zwischen Marker und dem Phinotyp Psoriasis

vulgaris.
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Der Bereich PSORS1 wird nach Auswertung der Genotypisierungsdaten dieser Arbeit iiber
den vor Cé6orfl5 gelegenen Marker hCV11197333 und dem ca. 146 kb entfernt von diesem
liegenden Marker 06HCGII201 im Pseudogen HCGII-2 eingegrenzt. In diesem Pseudogen,
welches unmittelbar telomer von HLA-C liegt, wurden die letzten Marker fiir PSORS1
platziert. Marker telomer von hCV11197333 zeigen keine Assoziationen mit der Erkrankung.
Bei Markern zentromer von HCGII-2 und somit zentromer von HLA-C besteht nur vereinzelt
eine Assoziation mit Psoriasis vulgaris.

In der als PSORSI1 bezeichneten Region zeigen, bis auf C6orf15 und TCF19, fast alle dort
lokalisierten Gene iiber ihre Marker in mindestens einer Kohorte eine Psoriasis-Assoziation.
Zu den innerhalb von exprimierten Gene lokalisierten Markern, die in den Kohorten eine
schwache bis moderate Assoziation mit der Erkrankung aufweisen, gehoren Marker im
Bereich der Gene CDSN, Co6orfl7, POUSF1. Weiter zeigt ein im Pseudogen HCGII-2
angesiedelter Marker eine Assoziation mit Psoriasis vulgaris. Marker innerhalb der Gene
Co6orf16 (SEEK) und HCR weisen in PSORS1 die stiarksten Assoziationen auf. Der iiber die
Analysen ermittelte, mit Psoriasis in Verbindung stehende Bereich telomer von HLA-C
entspricht in seiner Ausprigung in etwa der auf 111 kb eingegrenzten Psoriasis
Verdachtsregion PSORS1 (Oka et al., 1999). Die Psoriasis Verdachtsregion auf Chromosom 6
wurde zuerst liber Balendran et al. (1999) auf eine 285 kb grofle Region im Bereich Klasse I
und III eingegrenzt und von Oka et al. (1999) auf eine 111 kb Verdachtsregion um HLA-C
verkleinert (Balendran et al., 1999; Oka et al., 1999). Diese wurde von Nair et al. weiter auf
eine ca. 60 kb Region eingeengt, welche zwei mit Psoriasis assoziierte Risiko-Haplotypen 1
und 2 (RH1 und RH2) umfasst. Beide werden iiber zwei Marker durch eine 2 kb-Region
voneinander getrennt. Trotz der Definition von zwei Risiko-Haplotypen gehen Nair et al.
davon aus, dass sich das Psoriasis Verdachtsgen auf dem Risk-Haplotypen 1 befindet, welcher

59,4 kb umfasst und sich direkt telomer von HLA-C befindet (Nair et al., 2000).

Aber auch auflerhalb der Psoriasis-Verdachtsregion, bei zentromer von HLA-C gelegenen
Markern, gibt es zwischen einzelnen Markern und der Erkrankung signifikante Assoziationen.
Thre Assoziation mit der Erkrankung ist sowohl in den mit den deutschen, als auch mit den
US-amerikanischen Kohorten durchgefiihrten Assoziationsanalysen sichtbar. Hierbei handelt
es sich um Marker die in Richtung Telomer P Zentromer von HLA-C in dem Pseudogen
KIAAQ055.hom, sowie in den Genen MICA, P5-1 und MICB platziert wurden. Diese Marker
liegen im Bereich der MHC Klasse I, wobei sich MICB an der Grenze zur MHC Klasse III

befindet. Weiter zeigt ein in der Promoter-Region von TNF-Alpha gelegener Marker in
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beiden Kohorten eine signifikante Assoziation mit der Erkrankung. Bei TNF-Alpha handelt es
sich um ein in der Klasse III des MHC lokalisiertes Gen. Auffillig ist, dass es sich hierbei
immer um einzelne Marker handelt, welche signifikant mit Psoriasis assoziiert zu sein
scheinen. Im Gegensatz dazu zeigen in der PSORS1-Region jeweils mehrere innerhalb eines
Gens platzierten Marker signifikante Werte, die aber zum Teil nicht konstant iiber beide, den
Analysen zur Verfiigung stehenden Kohorten aus Deutschland und den USA, verfolgbar sind.
Das mag zum einen daran liegen, dass dieser Bereich im Hinblick auf Psoriasis bisher besser
untersucht wurde und dieses Wissen zum Teil mit in die Markerauswahl einging. Grund fiir
das bestehende Interesse an gerade diesem Bereich liegt an den dort lokalisierten und
exprimierten Genen. Vor allem die dort lokalisierten Gene HCR und CDSN werden aufgrund

ihrer Funktionen als Kandidaten-Gene fiir Psoriasis gehandelt.

Die Situation von im Bereich PSORS1 angesiedelter Marker stellt sich fiir die einzelnen Ver-

dachtsgene wie folgt dar:

Corneodesmosin (CDSN) wird speziell in Keratinozyten in der Phase der terminalen
Differenzierung exprimiert (Zhou et al., 1993). Eine Verbindung zwischen dem Gen CDSN
und der Erkrankung Psoriasis vulgaris konnte bisher nur in Populationen kaukasischen
Ursprungs nachgewiesen werden (Tazi-Ahnini et al., 1999, Allen et al., 1999). Eine
japanische Untersuchung von 9 Markern, bei denen drei SNPs auf den Positionen 619, 1240
und 1243 zu einer Aminosduresubstitution fiithren, ergab keine signifikante Assoziation mit
japanischen Psoriasis vulgaris Patienten (Ishihara et al., 1996). Auch Gonzalez et al. (2000)
konnte keine Assoziation im Zusammenhang mit seiner Untersuchung von 95 spanischen
Patienten feststellen, ebenso wenig eine von Asumalahti et al. (2000) durchgefiihrte
Assoziationsanalyse mit Patienten finnischer Herkunft (Gonzalez et al., 2000; Asumalahti et
al., 2000). Jenisch et al. (1999) bestitigten die Assoziation von CDSN mit Psoriasis in einer
Population kaukasischen Ursprungs. Weiter wurden von der Gruppe sieben verschiedene
Allele des CDSN-Gens identifiziert, die fiir sechs verschiedene Proteinformen des Gens
codieren. Ein als CD2 bezeichnetes Allel, welches durch die beiden SNPs 619 und 1243
definiert wird, befindet sich in starkem Kopplungsungleichgewicht mit HLA-Cw*6 (Jenisch
et al., 1999).

Von den in dieser Analyse ausgewdhlten Markern fiir die SNP-Positionen 619, 1593, 1215
und 1243, konnten nach durchgefiihrter Genotypisierung nur die Marker 1215 und 1243

ausgewertet werden. Fiir die Marker der Positionen 619 und 1593 sind trotz Konstruktion
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neuer Primer und Sonden keine Erhebung von Genotypisierungsdaten moglich. Von den
Markern CDSNO01215 und CDSN001243 zeigt nur CDSNO001243 durchgiéngig iiber alle
Analysen hinweg signifikante Ergebnisse. Diese sind aber sowohl in den Einzel-Marker-
Analysen, als auch in der Uberpriifung von Marker-Haplotypen als eher schwach einzustufen.
Bei dem Marker handelt es sich um einen SNP, der sich im zweiten Exon des Gens auf
Position 1243 befindet und zu einer Aminosduresubstitution von Serin zu Leucin fiihrt
(Ishihara et al., 1996). Vermutet wird, dass die SNPs der Positionen 619, 1240 und 1243 zu
einer Storung in der Proteinverarbeitung fithren. Beziiglich der Assoziation des SNP auf
Position 1243 mit Psoriasis vulgaris gibt es gegensitzliche Aussagen dariiber, welches Allel
mit der Erkrankung assoziiert ist. Tazi-Ahnini et al. gehen von einer signifikanten Zunahme
des fiir Leucin kodierenden Alleles aus, Allen et al. dagegen von einer Zunahme des fiir Serin
kodierenden Allels (Tazi-Ahnini et al., 1999; Allen et al., 1999). Nach der hier
durchgefiihrten Untersuchung ergibt sich keine direkte Beteiligung der SNP-Position 1243 an
der Erkrankung. Sowohl in den Assoziationsanalysen fiir Einzel-Marker und Marker-
Haplotypen, als auch in der Odds Ratio zeigen sich nur schwache Assoziationen. Auch fiir
den Marker CDSNQOO1215 besteht keine, sich durchgingig bestitigende Assoziation mit
Psoriasis vulgaris. Wihrend sich in der Berechnung fiir die Stirke der Assoziation des
Markers mit dem Phinotyp fiir die deutsche Kohorte eine OR von 1,43 zeigt und somit
scheinbar keine Assoziation besteht, springt sie in der US-amerikanischen Kohorte auf 5,72.
Das wiederum wiirde bedeuten, dass das Allel 1 des Markers absolut mit der Erkrankung
assoziiert ist. Dies widerspricht aber den Ergebnissen der in beiden Kohorten durchgefiihrten
Analysen. Da beide Kohorten kaukasischen Ursprungs sind, sollten die Ergebnisse nicht in
dieser Form voneinander abweichen, was aber auf die unterschiedlichen Grofen zuriick zu
fithren sein kann. Viel wahrscheinlicher ist, dass der SNP auf Position 1215 Teil eines mit
Psoriasis assoziierten Haplotyps ist, wie von Jenisch et al. bereits gezeigt wurde (Jenisch et
al., 1999). Dies bestitigt sich in der durchgefiihrten Uberpriifung der Transmission von
Marker-Haplotypen, die aus zwei bis vier Markern bestehen. Als Teil eines Haplotyps wird er
signifikant hdufiger von Eltern auf erkrankte Nachkommen iibertragen.

In der Analyse des zwischen den in dieser Untersuchung eingesetzten Markern bestehenden
Kopplungsungleichgewichts wird deutlich, dass der die SNP-Position 1215 beschreibende
Marker zu den sogenannten Long-Range-Markern gehort. Dabei handelt es sich um Marker,
die tiber eine grofe Distanz in Kopplungsungleichgewicht mit weiteren Markern stehen. Er
scheint Teil eines, im starken Kopplungsungleichgewicht stehenden Blocks aus Markern zu

sein, der vom Gen CDSN bis iiber HLA-C hinaus in das Pseudogen KIA A0055.hom reicht.
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ODb es sich bei dem Gen CDSN um ein aktiv an der Erkrankung beteiligtes Gen handelt oder
seine Krankheitsassoziation auf Kopplungsungleichgewicht mit HLA-C beruht, ist anhand der
hier vorliegenden Daten und der fehlenden weiteren Marker innerhalb des Gens nicht klar zu
beurteilen. Untersuchungen von Gonzalez et al. (2000) und Asumalahti et al. (2000) zeigen,
dass zumindest keine HLA-Cw*6 unabhiéngige Beteiligung des Gens besteht. Auch in dieser
Analyse geht die Tendenz eher in Richtung auf eine auf Kopplungsungleichgewicht
beruhende Krankheitsassoziation, was gestiitzt wird durch die niedrigen OR und einer iiber
der Erwartung liegenden Transmission der Marker als Teil eines Zwei- bis Vier-Marker-

Haplotypen.

Ebenfalls im Psoriasis Verdachtsbereich liegend und mit Markern abgedeckt wurden zwei in
unserer Analyse als C6orfl6 und C6orfl7 bezeichnete Gene. Hierbei handelt es sich bei
C6orfl6 um SEEKI, welches mit drei Markern in die Analyse einging. Unter der
Bezeichnung Co6orfl7 lduft das Gen SPR, ebenfalls mit drei Markern vertreten. Eine
Charakterisierung der beiden Gene erfolgte durch Holm et al. (2003). Beide Gene iiberlappen
sich. Das Gen SEEKI1 bzw. PSORS1C1 besteht aus insgesamt 6 Exonen. Seine Orientierung
ist in Richtung telomer — zentromer. Es kodiert fiir vermutlich zwei Protein-Isoformen. Das
interessante an SEEKT1 ist, dass innerhalb seiner Intron-Regionen die Gene SPR1 (in Intron 3
und 5) und CDSN (in Intron 1) mit entgegengesetzter Orientierung lokalisiert sind. SPR1
bzw. PSORS1C2 beinhaltet 2 Exone und kodiert ein aus 134 Aminoséduren bestehendes
Protein. Weiter ergab die Untersuchung von Holm et al., dass fiinf in dem Gen SEEKI1
lokalisierte SNPs mit Psoriasis assoziiert sind, von denen zwei SNPs eine von HLA-Cw*6
unabhingige Assoziation zeigten. Im Gen SPR1 (PSORSI1C2) zeigte ein SNP in der
durchgefiihrten Analyse mit erkrankten und gesunden Personen eine signifikante Assoziation,
welche aber nicht unabhingig von HLA-Cw*6 war (Holm et al., 2003). Die Bezeichnungen
SEEK1 und SPR1 stammen von Oka et al. (1999), wihrend die Bezeichnung PSORS1C1 und
PSORS1C2 auf Holm et al. (2003) zuriickgehen.

Die von Holm et al. (2003) mit Psoriasis assoziierten SNPs sind innerhalb unserer
Untersuchung nicht abgedeckt. Beziiglich der im Gen PSORS1C2 (SPR1) lokalisierten
Marker zeigen diese kaum bis schwache Signifikanzen. Diese konnten aber nicht repliziert
werden. So zeigt sich der Marker hCV2438322 in den, mit den aus den USA stammenden
Kohorten, durchgefiihrten Analysen schwach mit der Erkrankung assoziiert. Diese

Assoziation ist aber innerhalb der deutschen Kohorten nicht replizierbar.
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Marker innerhalb von PSORS1C1 (SEEK1) zeigen hohe Signifikanzen. Dabei handelt es sich
um die Maker hCV2438369 (Allel 1) und hCV2438347 (Allel 2). Die Assoziationen mit
Psoriasis zeigen sich in der deutschen Kohorte sowohl in der Case / Control-Analyse, als auch
in der familienbasierten Assoziationsanalyse. Beide erreichen beziiglich der Stérke ihres mit
der Erkrankung assoziierten Allels Werte von 2,13 bzw. 2,10. Die hohen ORs konnten
innerhalb der US-amerikanischen-Kohorten repliziert werden. Die Marker hCV2438369 und
hCV2438347 sind in der NCBI-SNP-Datenbank mit den Referenznummern rs9501055 und
rs4084091 angegeben und innerhalb eines Introns lokalisiert. Beide werden, auf Zwei- bis
Vier-Marker-Haplotypen liegend, hochsignifikant von Eltern auf den erkrankten Nachwuchs
ibertragen. Eine Kopplung der beiden Marker bestitigt sich durch eine Untersuchung der
Marker beziiglich dem Vorliegen von Kopplungsungleichgewicht. Es zeigt sich, dass beide
miteinander in komplettem Kopplungsungleichgewicht liegen. Der ermittelte D’-Wert ist
1,00, womit er dem in dieser Analyse zugrunde liegenden Wert der absoluten Kopplung von 1

entspricht.

Neben CDSN ist das HCR-Gen (alpha-Helix Coiled-coil Rod homolog) ein starker Kandidat
als Psoriasis Verdachtsgen. Der Grund hierfiir liegt darin, dass das von HCR kodierte Protein
unter anderem in Keratinozyten exprimiert wird, die im psoriatischen Krankheitsbild eine
starke Hyperproliferation zeigen. Asumalahti et al. untersuchten die Rolle des im Bereich
PSORSI gelegenen Gens. Es zeigte sich, dass HCR in psoriatischen Lisionen iiberexprimiert
wird. Weiter wurde ein mit Psoriasis assoziiertes Allel mit der Bezeichnung HCR*WWCC
identifiziert, welches iiber vier SNPs auf den Positionen 307, 325, 1723 und 2327
charakterisiert wird. Von drei der darin enthaltenen SNPs (Position 307, 325 und 1723) wird
vermutet, dass sie zu einer Anderung in der Sekundirstruktur des Proteins fithren (Asumalahti
et al., 2000; Asumalahti et al., 2002). Demgegeniiber stehen Untersuchungen der Gruppe um
O’Brien et al.,, die eine Rolle von HCR als Psoriasis Verdachtsgen aufgrund eines
bestehenden Kopplungsungleichgewichts zwischen den HCR-Polymorphismen und HLA-
Cw*6 als unwahrscheinlich betrachtet (O’Brien et al., 2001). In unserer Untersuchung war
HCR mit insgesamt 9 Markern vertreten. Das Allel HCR*WWCC, welches aufgrund der
nicht-synonymen Aminosédureaustausche auf den Positionen 309 (ehemals 251), 325 (ehemals
269), 1723 (ehemals 1667) und 2327 (ehemals 2271) benannte wurde, war mit den Positionen
325, 1723 und 2327 vertreten. Fiir die Position 309 konnte aufgrund einer direkt vor diesem
SNP liegenden weiteren Basensubstitution keine Sonde konstruiert werden. Von den fiir das

Allel HCR*WWCC genotypisierten Markern zeigt sich vor allem fiir die Positionen 325
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(Marker: HCG0000269) und 1723 (Marker: HCG0002271) neben hohen Signifikanzen in
beiden Kohorten auch eine hohe bis moderate OR. Fiir die Position 325 betrégt sie 3,36 bzw.
3,15 und verweist somit auf eine starke Assoziation zwischen Marker und Phénotyp. Fiir die
Position 1723 konnte eine moderate OR von 2,07 bzw. 2,77 fiir die deutsche bzw. US-
amerikanische Kohorte ermittelt werden. Der Marker fiir die Position 2327 ist im Vergleich
zu den Positionen 325 und 1723 sowohl in den Assoziationsanalysen, als auch in der
ermittelten OR als schwicher assoziiert einzustufen. Sdmtliche im Gen HCR lokalisierte
Marker befinden sich miteinander in starkem Kopplungsungleichgewicht. Alle drei
Positionen, sowie der Marker hCV 2452235, der fiir die ebenfalls im Allel HCR*WWCC
befindliche Position 771 (ehemals 715) steht, werden auffillig oft von Eltern auf erkrankte
Nachkommen vererbt. Bei Uberpriifung der Transmission von Marker-Haplotypen anhand
ausgewihlter Finzelmarker, wurde ein im Gen HCR gelegener Drei-Marker-Haplotyp
(Positionen 1723, 771, 325) auffillig hdufig von Eltern auf erkrankte Kinder iibertragen. Das
identifizierte Markerallel T-C-T stellt einen Teil des von Asumalahti et al. identifizierten
HCR-Haplotyps dar, welcher von der Gruppe auf allen HLA-Cw*6 positiven Chromosomen
vorgefunden wurde (Asumalahti et al., 2000).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die hier untersuchten Marker als Teile des Allels
HCR*WWCC stark mit der Erkrankung assoziiert sind. Dies gilt vor allem fiir die Marker der
Position 325 und 1723, von denen zusammen mit der hier nicht untersuchten Position 307

eine Anderung in der Sekundirstruktur des Proteins vermutet wird.

Ebenfalls im Bereich PSORS1 angesiedelt ist das Gen TCF19, welches im Hinblick auf seine
Assoziation mit Psoriasis vulgaris bereits von verschiedenen Gruppen untersucht wurde.
TCF19 ist ein regulatorischer Faktor des Zellwachstums und wird in der G;-S-Phase des
Zellzyklus exprimiert. Es stellt moglicherweise einen Transaktivierungsfaktor dar, wodurch
es eine wichtige Rolle in der Transkription solcher Gene iibernehmen konnte, die fiir die
spateren Phasen der Zellzyklusprogression erforderlich sind (Ku et al., 1991). TCF19 wurde
unter anderem von der Gruppe um Teraoka et al. auf seine Assoziation mit Psoriasis vulgaris
tiberpriift. Bei den von dieser Gruppe untersuchten drei, im Exon 2 befindlichen SNPs, sowie
eine im Intron 2 befindliche Deletion, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den erkrankten Personen und den gesunden Kontrollen, allesamt japanischer Herkunft

(Teraoka et al., 2000).
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Insgesamt bleiben in dieser Untersuchung alle im Bereich TCF19 platzierten Marker in den
Analysen unauffillig. Zeigten Marker innerhalb einer Kohorte eine signifikante Assoziation,

konnte dies innerhalb der anderen Kohorte nicht repliziert werden.

In direkter Nachbarschaft von TCF19 befindet sich POUSF1. POUSF1 zihlt zur POU-Familie
der Transkriptionsfaktoren und ist ein Regulator in undifferenzierten pluripotenten Zellen und
Zellen der Keimbahn (Scholer et al, 1990; Rosner et al., 1990) Es ist essentiell fiir die initiale
Formation von pluripotenten Stammzellen in Sdugerembryonen und spielt in diesen eine
Rolle als Hauptregulator der Pluripotenz (Nichols et al., 1998; Niwa et al., 2000). Eine
Untersuchung von Gonzalez et al. zeigte eine Assoziation zwischen einem POUSF1- B -Allel
und Psoriasis, wobei dieses im Kopplungsungleichgewicht mit HLA-Cw*6 steht. Trotzdem
scheint das entsprechende Allel von POUSF1 stirker zur Krankheitssusceptibilitit
beizutragen als HLA-Cw*6. Aus diesem Grund und dadurch, das dieses Allel signifikant
hiufiger auch in HLA-Cw™*6 negativen erkrankten Personen zu finden war als in Kontrollen,
grenzen sie die Psoriasis Verdachtsregion auf einen Bereich ein, der sich telomer von HLA-C
und zentromer von CDSN befindet (Gonzalez et al., 2000). Chang et al. konnte bei einer
durchgefiihrten Assoziationsanalyse mit 105 an Psoriasis vulgaris erkrankten Personen und
160 gesunden Kontrollpersonen, alle chinesischer Herkunft, das obige Ergebnis nicht
bestitigen (Chang et al., 2003).

Innerhalb unserer Analyse wurden insgesamt 8 Marker in und um POUS5F1 platziert, welche
neben SNPs auch eine Sequenzvariation in Form einer Deletion (GA) innerhalb des zweiten
Introns umfasst. Besonders ein Marker (hCV8941350), der zentromer von POUS5SF1 lokalisiert
ist, zeigt signifikante Assoziationen sowohl in der deutschen, als auch in der amerikanischen
Kohorte. Die fiir diesen Marker ermittelte OR liegt in beiden Kohorten bei 2,07 bzw. 2,49 und
zeigt damit eine moderate Stirke in der Assoziation zwischen Marker und Phénotyp. Eine
etwas schwichere Assoziation zeigt der Marker hCV2452203, ebenfalls zentromer von
POUSF1 platziert, sowie innerhalb von POUS5SF1 die Marker 06PO5_1577 und 06POS5_1901.
Bei der Berechnung der Stérke der Assoziation zwischen Phénotyp und Marker zeigen sich
den schwach signifikanten Analyseergebnisse entsprechenden Werte im Bereich 1,4 bis 1,8.
Anhand der in den Analysen fehlenden, durchgehend starken Assoziation, ist davon
auszugehen, dass POUSF1 keinen wirklichen Anteil an der Erkrankung hat. Der zentromer
von POUSF1 lokalisierte Marker hCV8941350 zeigt bei einer Uberpriifung der Transmission

ausgewihlter Einzelmarker nur in Verbindung mit den im Pseudogen HCGII-2 lokalisierten
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Markern hochsignifikante Werte, mit denen er nach Uberpriifung des Kopplungsun-

gleichgewichts in starkem Kopplungsungleichgewicht steht.

Von den innerhalb der Pseudogene HCGII-2 und NOB4 lokalisierten Markern zeigt vor allem
der Marker 06HCGII201 iiber samtliche Analysen hinweg konstant hohe signifikante Werte.
Dieser Marker ist im Pseudogen HCGII-2 auf Position 227 lokalisiert und betrifft eine G / A
Substitution. Der Marker zeigt durchgehend signifikante Werte in den durchgefiihrten
Analysen, sowie eine OR von 2,16 fiir die deutsche Kohorte und 2,82 fiir die US-
amerikanische Kohorte. Somit besteht eine moderate Assoziation zwischen Marker und
Erkrankung. Das entsprechende Allel wird durch die Base Adenin bestimmt, welche
innerhalb der familienbasierten Analysen signifikant hdufiger als erwartet auf das erkrankte
Kind tibertragen wird. Der Marker zeigt starkes Kopplungsungleichgewicht mit den
zentromer von ihm lokalisierten Markern 06KIAA_823 und 06KIA_O1. In bezug auf die ORs
samtlicher telomer von HLA-C im Bereich PSORS1 lokalisierter Marker, zeigt HCGII201,
neben den bereits erwidhnten Markern im Gen HCR (Position 325 und 1723) und SEEKI1
(hCV2438369, hCV243834), die stidrkste Assoziation zwischen Marker und Phinotyp
durchgehend in beiden Kohorten. Da es sich bei HCGII-2 um ein Pseudogen handelt, ist es
sehr wahrscheinlich, dass das entsprechend assoziierte Allel entweder Teil eines assoziierten

Haplotyps ist bzw. sich im Kopplungsungleichgewicht mit dem Verdachtsgen befindet.

Im Gegensatz zum Bereich telomer von HLA-C zeigt sich der Bereich zentromer von HLA-C
innerhalb dieser Untersuchung weniger, dafiir aber stirker mit der Erkrankung assoziiert. Nur
5 der insgesamt 49 in diesem Bereich platzierten Marker zeigen konstant signifikante
Unterschiede zwischen an Psoriasis vulgaris erkrankten Personen und gesunden
Kontrollpersonen. Dies gilt sowohl fiir die deutschen, als auch fiir die aus den USA
stammenden Kohorten. Insgesamt befinden sich vier dieser Marker im Bereich der Klasse 1
des MHC, ein Marker ist im Bereich der Klasse IIl des MHC angesiedelt. Die stirkste
Assoziation mit Psoriasis vulgaris zeigen dabei Marker der Gene P5-1, MICB (MHC-Klasse
I) und ein Marker in der Promoter-Region von TNF-Alpha (MHC-Klasse III).

Fiir das zentromer von HLA-C gelegene Pseudogen KIAA0055.hom wurde bereits eine mit
Psoriasis vulgaris bestehende Assoziation festgestellt (Veal et al., 2002). Dabei handelt es
sich unter anderem um eine (A / G)-Substitution auf Position 2178 des Pseudogens

KIAAO0055.hom, in unserer Untersuchung als Marker 06KIA_01 bezeichnet. Dieser Marker
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zeigt sich durchgehend in beiden Kohorten stark signifikant und erreicht, beziiglich der OR,
Werte von 2,69 (deutsche Kohorte) bzw. 4,09 (US-amerikanische Kohorte). Damit zeigt er
eine starke Assoziation zwischen Marker-Allel und der Erkrankung. Gleichzeitig wurde mit
Aktualisierung des Build 116 in Build 117 ein nicht mehr spezifisches Alignment der
Sondensequenz sichtbar. So kommt auch eine Region auf Chromosom 15 in Betracht. Hierbei
handelt es sich um Exon 15 des Gens USP8 (Synonym: KIAAQ0055). Beide Sequenzen zeigen
an der entsprechenden SNP-Position die Base Adenin. Aufgrund der vorhergehenden
Sequenzanalyse wurde diese Base wegen ihres prominenten Auftretens als Wildtyp-Allel
betrachtet. Es ist relativ unwahrscheinlich, das genau fiir diese Position im USP8 Gen
ebenfalls eine (A / G)-Substitution besteht. Trotzdem wiirde die mit Fluoreszenz-Farbstoff
markierte Sonde fiir die Base Adenin sowohl in KIAA0055.hom, als auch in USPS8 ansetzen.
Im Hinblick auf die Genotypisierung zeigt sich das Vorliegen des Markers in
populationsgenetischem Gleichgewicht. Das Verhiltnis der Allel-Frequenzen des Adenin-
Allels zum Guanin-Allel zeigt keine Auffilligkeiten (Kontrollen: 0.8354 (A-Allel) - 0.1646
(G-Allel); Psoriatiker: 0.6532 (A-Allel) - 0.3468 (G-Allel)). Aus diesen Griinden wurde der
Marker vorerst in der Analyse belassen, aber unter Vorbehalt betrachtet. Ein weiterer Grund
liegt in seinem gemeinsamen Vorkommen mit dem, in seiner Assoziation mit Psoriasis
vulgaris stirker signifikanten Marker 06KIAA_823. Dieser Marker beschreibt eine (C / T) -
Substitution auf Position 737 innerhalb des Pseudogens. Anhand der Daten der
vorhergehenden Sequenzanalyse zeigt sich beim Vergleich der HLA-Muster von den der
Sequenzanalyse zugrunde liegenden Personen, dass jeweils mit den Psoriasis-assoziierten
HLA-Mustern HLA-B*37/HLA-Cw*6 und HLA-B*57/HLA-Cw*6 auf Position 737
(06KIAA_823) die Base Thymin und auf Position 2178 (06KIA_01) die Base Guanin in
Erscheinung tritt. Dies sind beides jeweils die Allele, die in dieser Untersuchung eine
signifikante Assoziation mit der Erkrankung aufweisen. Auch treten die Allele beider Marker
in sich entsprechenden Verhiltnissen zueinander auf (06KIAA_823: Kontrollen: 0.8338 (C-
Allel) - 0.1662 (T-Allel); Psoriatiker: 0.6590 (C-Allel) - 0.3410 (T-Allel). Beide Marker
stehen im kompletten Kopplungsungleichgewicht miteinander (D’ = 1,00). Der von Veal et al.
ebenfalls mit Psoriasis assoziierte SNP n.7 wurde in der vorangegangenen Sequenzanalyse
nicht sichtbar und konnte aus diesem Grund in der Analyse nicht beriicksichtigt werden.
Weitere im Bereich des Pseudogens KIAAO0055.hom lokalisierte Marker blieben in der
Analyse unauffillig. Aufgrund der signifikanten Assoziationen in den Einzelmarker-Analysen
und in den Uberpriifungen der Transmission ausgewihlter Marker ist es wahrscheinlich, dass

die mit Psoriasis vulgaris assoziierten Allele Teil eines assoziierten Haplotyps sind.

-109-



Diskussion

Die Marker 06P5-1_913 und O6MICB_11 der Gene P5-1 und MICB beschreiben SNPs, die
sich in codierenden Regionen befinden. Sie zeigen, bezogen auf sdmtliche innerhalb der

Klasse I des MHC untersuchten Marker, die stirksten Assoziationen mit Psoriasis vulgaris.

Bei P5-1 handelt es sich um ein Mitglied einer, im Laufe der Evolution des MHC durch
wiederholte Duplikation entstandenen Multi-Gen-Familie. Mitglieder dieser Familie sind in
ihren Sequenzen verwandt mit dem Humanen Endogenen Retrovirus (HERV-L / HERV-16)
(Kulski et al., 1999). Seine Transkription ist auf lymphoide Gewebe begrenzt. Es wurde ein
2,5 kb groles mRNA-Transkript in B-Zell-Linien, NK-Zell-Linien und aktivierten T-Zellen
entdeckt (Vernet et al., 1993). Eine CDS von 432 bp codiert fiir ein aus 143 Aminosduren
bestehendes Protein (NCBI: NP_006665), iiber dessen Funktion bzw. vermutete Funktion
keine ndheren Informationen vorliegen. Innerhalb von P5-1 beschreibt der Marker 06P5-
1_913 in der genomischen Sequenz die Position 813. Es handelt sich bei der untersuchten
Substitution um einen codierenden SNP (cSNP) mit einer Basensubstitution von Thymin zu
Guanin. Das mit Psoriasis vulgaris assoziierte Guanin-Allel zeigt fiir die Stirke der
Assoziation zwischen Allel und der Erkrankung einen iiber die OR ermittelten Wert von 5,66
(deutsche Kohorte) bzw. 5,06 (US-amerikanische Kohorte). Es zeigt damit in dieser
Untersuchung die stirkste Assoziation. Nur Marker im Bereich MICB und TNF-Alpha zeigen
einen dhnlich starken Zusammenhang mit Psoriasis vulgaris. Der Rest der in PSORS1 und
zentromer von HLA-C untersuchten Marker liegen in ihren OR wesentlich niedriger. Der
Marker zeigt iiber sdmtliche Analysen einen hochsignifikanten Unterschiede zwischen
erkrankten Personen und gesunden Kontrollpersonen. Ein Vergleich der fiir das Protein
codierenden Sequenz L06175 (NCBI) mit der Proteinsequenz zeigt, dass der SNP innerhalb
der 432 bp auf Position 421 fiir die Aminosédure Tryptophan (TGG) codiert. Ein Austausch
von Thymin durch Guanin (GGG) wiirde zum Austausch der Aminosdure Tryptophan mit
Glycin fithren. Ob bzw. welche Wirkungen dies haben kann ist aufgrund dessen, dass die
Funktion des Proteins unbekannt ist, nicht abzuschétzen. Auffillig ist auch hier, wie bei TNF-
Alpha und MICB, die niedrige Frequenz des assoziierten Allels. Im Vergleich der Allel-
Frequenzen von Kontrollen und Psoriatikern erscheint das assoziierte Allel kaum in den
Kontrollen (Kontrollen: 0.9738 (T-Allel) - 0.0262 (G-Allel) / Psoriatiker: 0.8676 (T-Allel) -
0.1324 (G-Allel)).

Zusammen mit den Markern P5-1_913 und 06TNF_238 zeigt der Marker 06MICB_011

innerhalb der gesamten untersuchten Region die stirkste Assoziation. Lokalisiert ist er in
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einem als MICB bezeichneten Gen. Dieses befindet sich innerhalb der Klasse I des MHC 229
kb zentromer von HLA-C und ist Mitglied einer Familie aus 5 Genen / Pseudogenen. Die hier
untersuchten Gene MICA und MICB ( MHC class I chain-related) sind nah beieinander
lokalisiert und beide sehr polymorph. Sie codieren ein schweres glykosylierendes Protein,
welches Ligand fiir den Rezeptor NKG2D Type II ist (Braham et al., 1994; Braham und
Spies, 1996; Groh et al., 1996). Wird der Ligand gebunden, fiihrt dies zur Aktivierung der
Antwort natiirlicher Killerzellen (NKs), CD8 af}-T-Zellen und y5-T-Zellen (Bauer et al.,
1999; Groh et al., 1998). Das von den MIC-Genen codierte Protein wird durch Zellstress
induziert (Groth et al., 1996).

Der Marker 06 MICB_011 steht fiir eine (C / T) — Substitution im vierten Exon von MICB, die
zu einem Aminosdureaustausch von Threonin zu Isoleucin in der Alpha 3 Domine des
Proteins fiihrt. Seine OR liegt fiir die untersuchte deutsche Kohorte bei 4,86, fiir die US-
amerikanische Kohorte bei 3,9 und zeigt somit, ebenso wie die Marker 06P5-1_913 und
06TNF_238, eine starke Assoziation mit der Erkrankung. Auch zeigte er sich in sdmtlichen
Analysen durchgehend signifikant. Auffillig ist auch hier, wie bei 06P5-1_913 und
06TNF_238, die niedrige Allel-Frequenz. Vergleicht man das Vorkommen des mit Psoriasis
vulgaris assoziierten Allels (Base: Thymin), so tritt es kaum in gesunden Kontrollpersonen
auf (Kontrollperson: 0.0315 / Psoriatiker: 0.1365). Der Vergleich dieser Frequenzen lésst
darauf schlieflen, dass sich die drei Allele auf einem Haplotypen befinden miissen.

Im Zusammenhang mit der Erkrankung Psoriasis vulgaris wurde bisher hauptsidchlich MICA
untersucht. So zeigte eine von Choi et al. mit einer koreanischen Population durchgefiihrte
Untersuchung von MICA, ein als MICAS.1 bezeichnetes Mikrosatelliten-Allel (GCT/AGC),
das Teil der mit Psoriasis assoziierten Haplotypen HLA-A*30 — B*13 — Cw*0602 und A*1 —
B*37 — Cw*0602 ist (Choi et al., 2000). Gonzalez et al. konnten einen als A9 bezeichneten
Tri-Nukleotid-Repeat-Polymorphismus in der Transmembran-Region von MICA unabhéngig
von HLA-Cw*6 mit der Erkrankung der Psoriatischen Arthritis in Verbindung bringen, nicht
aber mit Psoriasis allein (Gonzalez et al., 1999, 2000). Tay et al. untersuchten verschiedene
MICA-Allele (PERB11.1) im Hinblick auf ihre Assoziation mit Psoriasis vulgaris. Dabei
zeigte sich eine starke Assoziation zwischen einem als PERB11.1*06 bezeichneten Allel und
der Erkrankung, die besonders auf eine sich im Intron 4 befindende Deletion zuriickzufiihren
ist. Auch hier zeigte sich, dass das PERB11.1#06-Allel in 44% der Erkrankten aber nur in 7%

der gesunden Kontrollpersonen vertreten war (Tay et. al., 2000).
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Der innerhalb der Klasse III des MHC in der Promoter-Region von TNF-Alpha platzierte
Marker 06TNF_238 zeigt, zusammen mit Markern in MICB und P5-1, in sédmtlichen
Analysen den stidrksten signifikanten Unterschied zwischen erkrankten und gesunden
Personen. Es konnte eine, mit einer OR von 4,21 und 4,89, sehr starke Assoziation zwischen
Marker-Allel und Phénotyp ermittelt werden.

TNF-Alpha (Tumornekrosefaktor) ist ein multifunktionales proinflammatorisches Cytokin.
Unter anderem ist es an der schnellen Abwehr von Infektionen beteiligt. Beziiglich der
Erkrankung Psoriasis vulgaris wurde festgestellt, dass in erkrankter Haut eine Uberexpression
von TNF-Alpha erfolgt (Gearing et al., 1990). Eine Assoziation zwischen dem Promoter-
Polymorphismus auf Position —238, der Typ I- Psoriasis und psoriatischer Arthritis wurde von
der Gruppe um Thomas Hohler et al. (1997) festgestellt. Dieser SNP scheint die Transkription
von TNF-Alpha zu beeinflussen (Kaluza et al., 2000). Nicht bestitigt werden konnte eine
Verbindung zwischen diesem SNP und Psoriasis vulgaris in Untersuchungen an japanischen
Psoriasis-Erkrankten (Nishibu et al., 2002). In den mit unseren Kohorten durchgefiihrten
Analysen zeigt sich eine Uberreprisentation des Adenin-Alleles, was den Untersuchungen
von Hohler et al.(1997) entspricht. Auch die geringe Frequenz, mit denen das Allel auftritt,
wird in unserer Untersuchung bestitigt. Hohler et al. ermittelten fiir das krankheitsassoziierte
Allel eine Frequenz von 3,5%, bezogen auf die Gesamtbevolkerung (Hohler et al., 1997).
Hohler et al. beobachteten in an Psoriasis vulgaris erkrankten Personen eine starke
Konservierung des HLA-Haplotyps B*57 / Cw*6, zusammen mit der Base Adenin des
Promotor-Polymorphismus auf Position 238 von TNF Alpha (Hohler et al., 1997). Auch dies
kann von uns bestitigt werden. Innerhalb der rekonstruierten Haplotypen, die der deutschen
Kohorte zugrunde liegen, tritt das mit Psoriasis vulgaris assoziierte Adenin-Allel nur in
Kombination mit dem HLA-Muster HLA-B*57 / HLA-Cw*6 auf. Bei anderen mit Psoriasis
assoziierten HLA-Haplotypen wie HLA-B*13 / HLA-Cw*6, HLA-B*37 / HLA-Cw™*6 tritt
das Guanin-Allel des Markers auf. Auch konnte in dieser Arbeit eine signifikante Assoziation
des Allels mit HLA-Cw*6 ermittelt werden. Als weitere Marker in dem Bereich von TNF-
Alpha wurden Substitutionen auf den Positionen —857 und —1031 in der Promoter-Region
ausgewihlt. Fiir die Substitution —857 ist eine Assoziation mit einer inflammatorischen
Darmerkrankung (IBD) bekannt (Van Heel et al., 2002). Beide Marker bleiben in diesen

Analysen unauffillig.

Eine Uberpriifung der Transmission der Marker P5-1_913, 06MICB_011 und 06TNF_238

ergab, dass alle drei hdufiger als erwartet gemeinsam auf den erkrankten Nachwuchs vererbt
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werden. Mit Hilfe eines Programms, welches die den Analysen zugrunde liegenden
Haplotypen rekonstruiert, konnte festgestellt werden, dass die mit Psoriasis assoziierten Allele
der drei Marker nur auf einem Haplotyp liegend vorkommen und somit gemeinsam vererbt
werden. Das eingeschrinkte Vorkommen dieser Allele auf nur einem Haplotyp wiirde ihre
niedrigen Frequenzen erklidren. Der Haplotyp (Nr. 19 in Tab. 2.20) ist gekoppelt mit dem
Psoriasis-assoziierten ancestralen Haplotyp EH57.1, welcher HLA-B*57 und HLA-Cw*6
beinhaltet. Eine Kopplung zwischen dem Promoter-Polymorphismus —238 des Gens TNF-
Alpha und EHS57.1 ist bereits bekannt. Es tritt nach Rekonstruktion der zugrunde liegenden
Haplotypen keines der drei stark mit Psoriasis assoziierten Allele alleine, ohne die anderen
beiden Allele auf. Weiter konnte beziiglich der assoziierten Allele der Pseudogene HCGII-2
(Allel 1) und KIAA0055.hom (jeweils Allel 2) festgestellt werden, dass sie ebenfalls Teil des
konstruierten Haplotypen Nr. 19 sind. Thr Vorkommen wurde aber auch kombiniert in den
rekonstruierten Haplotypen 18, 20 und 21 festgestellt, welche mit allen mit Psoriasis
assoziierten HLA-Haplotypen gekoppelt sind. Dabei handelt es sich um die HLA-Haplotypen
HLA-B*13/Cw*6 und HLA-B*37/Cw*6, jeweils mit unterschiedlichen HLA-A - Allelen.

Weitere Marker in der Klasse III des MHC, in den Bereichen BAT1 und IkBL, wurden
aufgrund ihrer Assoziation mit der Erkrankung der Rheumatoiden Arthritis ausgewéhlt
(Okamoto et al., 2003). In den hier durchgefiihrten Analysen zeigen sie keine signifikanten
Unterschiede zwischen erkrankten und gesunden Personen. Der Grund fiir die Auswahl der in
BAT1 und IkBL platzierten Marker lag darin, dass Psoriasis oftmals im Zusammenhang mit
anderen Erkrankungen auftreten kann und ca. 6 — 10% der an Psoriasis vulgaris erkrankten
Personen eine psoriatische Arthritis entwickeln (Espinoza et al., 1998). Die im Bereich des
Gens IxBL lokalisierten Marker IkBL86695 und hCV3273586 zeigten in der Untersuchung
von Okamoto et al. eine Assoziation mit der Erkrankung Rheumatoide Arthritis, wobei die
stiarkste Assoziation zwischen der Erkrankung und dem Marker hCV3273586 bestand
(Okamoto et al., 2003). Bei diesem handelt es sich um die von Okamoto et al. als SNP96452
bezeichnete (T/A)-Substitution auf Position —62 in der Promoter-Region von IkBL. Diese
fiihrt zu einer Unterbrechung im Bindungsmotif des transkriptionalen Repressors 0EF1 und
beeinflusst hierdurch eventuell die Transkription von IkBL (Okamoto et al., 2003). Im
Zusammenhang mit Psoriasis vulgaris konnte in unserer Untersuchung keine Assoziation
festgestellt werden. Ebenso wenig fiir die anderen 4 Marker, die fiir den Bereich BAT1 und
IkBL ausgewihlt wurden, um diesen abzudecken. Die Untersuchung des Kopplungs-

ungleichgewichts weist fiir den im Intron 2 von IkBL gelegenen Marker IkBL86695 ein
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bestehendes, starkes Kopplungsungleichgewicht auf, das zwischen ihm und sdmtlichen

telomer und zentromer von ihm platzierten Marker besteht.

Beziiglich der rekonstruierten Haplotypen iiber die gesamte untersuchte Linge von 1,923kb
zeigt sich, dass die Marker iiber den gréfiten Teil des untersuchten Bereiches miteinander
gekoppelt sind. Die identifizierten Haplotypen konnen einem bestimmten HLA-Muster
zugeordnet werden, in denen kaum Uberschneidungen auftreten. Fiir einige Haplotypen, wie
der Nr. 17 (Tab. 2.20), besteht eine Kopplung nur mit einem bestimmten HLA-Muster, hier
HLA-C*44 / HLA-B*4.

Die im Kopplungsungleichgewicht stehende Region beginnt mit dem Marker 8
(hCV11197333), welcher telomer vom Gen STG lokalisiert ist, und endet scheinbar mit
Marker 71 (hCV7514890), welcher im Bereich des zur TNF-Familie gehorenden Gens LTB
lokalisiert ist. Das entspricht dem Ergebnis der Uberpriifung des zwischen den Markern
bestehenden Kopplungsungleichgewichts. Auffillig ist, dass die in der Literatur mit Psoriasis
assoziierten Allele der Gene CDSN (Marker 11: SNP 1243; Allel 1: G) und HCR (Marker 22:
Position 325; Allel 2: T / Marker: 20: Position 771; Allel 2: C / Marker 19: Position 1723,
Allel 2: T/ Marker 18: SNP 2178, Allel 1: A) in komplett miteinander kombinierter Form nur
im Zusammenhang mit solchen rekonstruierten Haplotypen vorkommen, die mit HLA-Cw*6
gekoppelt sind (Haplotypen 18 bis 21 — Ergebnisse: Tab. 2.20). Die fiir das Gen HCR hier
auftretende Allel-Kombination T - C - T - A entspricht dabei dem von Asumalathi
beobachteten HCR-Haplotyp, der auf allen HLA-Cw*6 positiven Chromosomen beobachtet
wurde (Asumalathi et. al., 2000). Das iiber alle Positionen hinweg kombinierte Auftreten
assoziierter Allele mit HLA-Cw*6 betrifft aber nicht nur aus der Literatur bekannte Allele.
Auch die in dieser Analyse identifizierten Marker-Allele, die eine starke Assoziation mit
Psoriasis vulgaris zeigen, treten in Kombination miteinander ebenfalls nur mit HLA-Cw*6
auf. Die hochsignifikanten Allele der Marker P5-1, MICB und TNF-Alpha, in Kombination
mit weiteren assoziierten Marker-Allelen, sogar nur mit HLA-Cw*6 / HLA-B*57. Eine
Untersuchung von HLA-Cw*6 auf seine Assoziation mit signifikanten Markern aus den
Bereichen SEEK1, HCR, HCGII-2, KIAA0055.hom, P5-1, MICB und TNF-Alpha zeigt, das
HLA-Cw*6 mit simtlichen Markern, bis in die Region des Pseudogens KIAA(0055hom,
signifikant assoziiert ist. Die Stidrke der Assoziation nimmt beziiglich der Marker in P5-1,
MICB und TNF-Alpha ab. HLA-Cw*6 zeigt nur eine schwache Assoziation mit diesen

Markern. Untersucht man hingegen die Marker auf ihre Assoziation mit HLA-Cw*6, so ist
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festzustellen, das zwar HLA-Cw*6 nicht stark mit den drei Markern assoziiert ist, diese drei

Marker dafiir aber stark mit HLA-Cw*6.

Innerhalb der MHC Klasse I zeigen immer wieder Allele verschiedener Gene eine
Krankheitsassoziation. Oftmals konnen diese Assoziationen aber aufgrund von
Kopplungsungleichgewicht nicht unabhiingig voneinander bestitigt werden, wie das im
Zusammenhang mit HLA-Cw*6 der Fall ist. Aufgrund der im MHC, wie auch iiberhaupt im
Genom vorhandenen Blockstrukturen, innerhalb derer es kaum zu Rekombinationen kommt,
miissen auch die hierdurch entstehenden Haplotypen, welche einen Block beschreiben
konnen, beriicksichtigt werden (Daly et al., 2001, Gabriel et al., 2002). Aus diesem Grund
konnen mit einer Erkrankung assoziierte ancestrale Haplotypen auftreten, welche diese
Blocke umfassen. So sprechen die in den unterschiedlichen Genen beobachteten
Assoziationen nicht unbedingt fiir eine unabhingige Beteiligung dieser Gene an der
Erkrankung. Diese Assoziationen lassen sich auch iiber eine gemeinsame Haplotyp-Variante
erkldren, die der Erkrankung zu Grunde liegt. Marker, die auf genau diesen assoziierten
Strukturen liegen, werden immer starke Assoziationen mit der Erkrankung zeigen, da sie Teil
des zugrunde liegenden Haplotypen sind. Je spezifischer sie fiir diesen assoziierten
Haplotypen sind, wie das fiir die Marker in P5-1, MICB und TNF-Alpha im Zusammenhang
mit AH57.1 der Fall ist, um so stidrkere Assoziationen zeigen sich in den Odds Ratios.

So zeigt der ancestrale Haplotyp AH57.1, benannt nach dem HLA-B-Allel 57, im Vergleich
mit AH13.1 und dem Haplotyp 37.1 in der Beziehung zwischen HLA-Allelen und Psoriasis
vulgaris die stirkste Assoziation. Personen, die AH57-Positiv sind, tragen ein 26x hoheres
Risiko Psoriasis vulgaris zu entwickeln, als AH57-negative Personen (Schmitt-Egenolf et al.,
1996). Auf dem, im Kopplungsungleichgewicht mit AH57.1 befindlichen, rekonstruierten
Haplotyp 19 (Tab. 2.20) liegen nicht nur die hoch assoziierten Allele von P5-1, MICB und
TNF-Alpha. Es befinden sich auch sidmtliche, in dieser Analyse mit Psoriasis assoziierte
Allele  kombiniert auf diesem ancestralen Haplotyp. Neben den, iiber
Kopplungsungleichgewicht mit diesem Haplotypen assoziierten Allele der untersuchten
Pseudogene HCGII-2 und KIAAQ0055.hom, befinden sich hier auch in der Zelldifferenzierung
aktive Gene. Somit treffen auf diesem Haplotypen Differenzierungsgene, wie CDSN und
HCR, auf immunologisch relevante Gene, wie MICB und TNF-Alpha. Auch P5-1 scheint im
immunologischen Bereich eine Rolle zu spielen, betrachtet man seine Expression u.a. in
aktivierten T-Zellen (Vernet et al., 1993). Uber seine Funktion ist bislang aber nichts niheres

bekannt.
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Aus dieser Kombination konnte sich die Stirke des Risikos fiir AHS57-positive Personen
erkldren bzw. das demgegeniiber schwichere Risiko zwischen Psoriasis und AH13.1 und dem

Haplotyp 37.1.

Es zeigt sich, dass alle im Verlauf dieser Arbeit identifizierten bzw. bestitigten, mit Psoriasis
assoziierten Allele der untersuchten Gene und Pseudogene in Kombination miteinander
auftreten konnen. Dieses gleichzeitige Auftreten auf einem Haplotypen findet aber nur in
Kombination mit HLA-Cw*6 statt. Das Humane Leukocyten Antigen HLA-C ist mit diesen
Markern assoziiert. Die Psoriasis assoziierten Positionen von P5-1, MICB und TNF-Alpha
treten, gemeinsam mit den anderen assoziierten Positionen, sogar nur mit dem ancestralen
Haplotypen AH57.1 auf. Eine Uberpriifung zeigte die sehr starke Assoziation dieser Marker-
Allele mit HLA-Cw*6. Die drei Positionen charakterisieren einen zentromer von HLA-C
gelegenen Risiko-Haplotypen. Somit besteht neben dem hier bestitigten Basisrisiko im
Psoriasis Verdachtsbereich 1 (PSORS1), ein weiterer Risikobereich zentromer von HLA-C.
Wihrend innerhalb von PSORS1 gelegene Gene in die zellbiologischen Komponenten der
Erkrankung, wie die verinderte Epidermisdifferenzierung, involviert sind, wird iiber den
zentromer von HLA-C gelegenen Bereich die Verbindung zu einer weiteren Komponente der
Erkrankung hergestellt. Uber ihn konnte die immunologische Ausprigung der Erkrankung
Beriicksichtigung finden, so z.B. iiber MICB, dessen Expression in der Epidermis durch
Zellstress induziert werden kann. Wird die Expression von MICB ausgel6st, kann es von
seinem entsprechenden Rezeptor (NKG2D) gebunden werden, was zur Aktivierung von z.B.
natiirlichen Killerzellen (NK), y5-T-Zellen fiihrt (Groh et al., 1996; Li et al., 1999; Bauer et
al., 1999). In psoriatischen Lisionen treten neben CD4" und CD8" T-Zellen auch sogenannte
NK-T-Zellen auf, also Zellen, die Marker natiirlicher Killerzellen besitzen (Wrone-Smith et
al., 1996). Da fiir CD4" T-Zellen nachgewiesen wurde, dass sie psoriatische Lisionen
auslosen konnen (Nickoloff et al., 1999), aber eine genetische Assoziation mit dem MHC-
Klasse I Molekiill HLA-Cw*6 besteht (Farber et al., 1974, Tiilikainen et al., 1980), wurde
nach einer Verbindung gesucht. Nickoloff et al. zeigten anhand eines SCID-Maus-Modells,
dass NK-T-Zellen eine Rolle in der Psoriasis spielen konnten (Nickoloff et al., 2000). Da
AHS57.1, der das mit Psoriasis assoziierte MICB-Allel enthilt, sowohl in gesunden, als auch in
erkrankten Personen zu finden ist, muss es einen von auflen kommenden, auslosenden Faktor
geben. Ausloser der Erkrankung konnen Faktoren wie Stress, Rauchen oder Entziindungen

sein.
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Das Vorkommen der auf einem Haplotyp lokalisierten, assoziierten Allele von P5-1, MICB
und TNF-Alpha ist aber nicht unabhiingig vom Psoriasis Verdachtsbereich 1 (PSORS1), wie

sich anhand der rekonstruierten Haplotypen zeigt.

Die Probanden dieser Untersuchung waren kaukasischen Ursprungs. Das in Populationen
nicht kaukasischen Ursprungs durchgefiihrte Untersuchungen andere Ergebnisse zeigen, wie
das z.B. fiir TNF-Alpha oder auch CDSN der Fall ist (Nishibu et al., 2002; Gonzalez et al.,
2000), ist wahrscheinlich auf die unterschiedlichen, durch Rekombination entstandenen

Haplotypen in den einzelnen Populationen zuriickzufiihren.

Ob und inwieweit die assoziierten Gene jedoch tatsdchlich fiir die Krankheitsentwicklung
ursdchlich sind, oder ob sie Teil einer Kette von Ereignissen sind, muss weiter iiberpriift
werden. Die in dieser Analyse rekonstruierten Haplotypen 19 bis 21, die sé@mtliche Psoriasis
assoziierten Allele der verschiedenen Gene / Pseudogene kombiniert mit HLA-Cw*6 tragen,
treten sowohl in gesunden, als auch in erkrankten Personen auf. Das wiirde bedeuten, dass
diese Allel-Kombinationen der Gene im Zusammenhang mit HLA-Cw*6 fiir die Erkrankung
pradisponieren, aber noch nicht unbedingt der eigentliche Ausloser sind. Sie konnten aber
synergetisch die Schwere des Krankheitsverlaufes beeinflussen, da Triger von HLA-Cw*6 in
der Regel die Erkrankung in jiingeren Jahren entwickeln (Henseler und Christophers, 1985).
Insgesamt zeigt sich, dass neben PSORSI ein weiterer Psoriasis Verdachtslokus zentromer

von HLA-C besteht.
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Zusammenfassung

Der hier durchgefiihrten Arbeit lag die Untersuchung polymorpher Positionen des MHC im
Zusammenhang mit der Autoimmunerkrankung Psoriasis vulgaris zugrunde.

Zur Vorbereitung der Identifizierung von mit Psoriasis vulgaris assoziierter Positionen im
MHC, wurde zur ndheren Charakterisierung des Psoriasis Verdachtsbereichs 1 (PSORSI)
eine SNP-Karte iiber eine 113 kb groe Region innerhalb von PSORSI1 erstellt. Hierzu
wurden die Gene TCF19 und POUSF1 und die Pseudogene NOB4, HCGII-2 und HCGIV-02
sequenziert und analysiert. Grundlage der Sequenzierung war die genomische DNA von 62
Personen, welche insgesamt 17 Familien kaukasischen Ursprungs entstammten. Es zeigt sich,
bezogen auf die Grofe des sequenzierten Bereichs, ein deutlicher Unterschied zwischen der
Menge und dem Abstand identifizierter Single-Nukleotide-Polymorphismen (SNPs). Daneben
war die Konstruktion von héufig auftretenden SNP-Haplotypen moglich, welche nach ihrem
Auftreten bestimmten HLA-Mustern, bezogen auf HLA-B und HLA-C, zuzuordnen waren.
Aus diesem Grund wird das Vorliegen von Kopplungsungleichgewicht zwischen
konstruierten SNP-Haplotypen und Auspriagungen von HLA-C vermutet.

Nach der Feinkartierung obiger Region erfolgte der Einsatz dieser und weiterer Marker in
einer epidemiologischen Untersuchung der Autoimmunerkrankung Psoriasis vulgaris.
Grundlage waren TagMan®-Genotypisierungsdaten deutscher und US-amerikanischer
Kohorten. Insgesamt wurde ein von der MHC-Klasse I bis in die Klasse III reichender
Bereich von ca. 1,923 kb auf seine Assoziation mit der Erkrankung tiberpriift. Es zeigt sich,
dass im Vergleich zu den im Bereich PSORSI1 lokalisierten Markern, Marker im Bereich
zentromer von HLA-C die stirksten Assoziationen aufweisen. Dabei handelt es sich um drei
Marker, die sich in den Genen P5-1 und MICB innerhalb der Klasse I des MHC und in der
Promoter-Region des in der Klasse III gelegenen Gens TNF-Alpha befinden. Es besteht also,
neben dem durch PSORS1 gegebenen Basisrisiko, ein weiterer Risikobereich, zentromer von
HLA-C. Er stellt eine Verbindung zwischen in PSORS1 enthaltenen Differenzierungsgenen
und zentromer von HLA-C liegenden, immunologisch relevanten Genen dar. Eine
Rekonstruktion von Haplotypen, welche der Marker-Vererbung zugrunde lagen, zeigt das
starke Kopplungsungleichgewicht, das in der Region besteht. Auch konnte ein Haplotyp
identifiziert werden, welcher als einziger die drei zentromer von HLA-C mit Psoriasis
assoziierten Marker-Allele aufweist. Dieser stellt einen von PSORS1 nicht unabhingigen

Haplotypen dar.
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Abstract

The following work was done for further investigations of polymorphic positions in the MHC
in association with the autoimmunity disorder Psoriasis vulgaris.

To prepare the identification of positions in the MHC, which were associated with the
disorder, a SNP-Map was constructed about a region of 113 kb inside the Psoriasis
susceptibility region 1 (PSORS1) for closer characterisation. For this the genes TCF19 and
POUSF1 and the pseudogenes NOB4, HCGII-2 and HCGIV-2 were sequenced and analysed.
Working basis was the nucleotide sequencing of genomic DNA of about 62 persons, derived
from 17 families. All persons were of caucasian origin. In relation to the extent of the
sequenced genes and pseudogens a distinct difference in the amount and interval of identified
single-nucleotide-polymorphisms (SNP) was seen. Furthermore the construction of frequently
occurred SNP-haplotypes were possible with an association to definite HLLA-patterns. The
HLA-patterns were related to the alleles of HLA-B and HLA-C. Because of this linkage
disequilibrium is suspected between identified SNP-haplotypes and the occurrence of distinct
HLA-C-alleles.

After building a high-density-SNP-Map of the region of interest, identified positions out of
this map and positions out of literature were used for an epidemiological examination of the
autoimmune disorder. It based on TagMan®-genotyping data from cohorts out of Germany
and the USA. Altogether a region of approximately 1,923 kb was investigated for association,
which started in the MHC class I and ended in the MHC class III. It was shown that assays in
the area centromeric of HLA-C were stronger associated with psoriasis vulgaris compared
with assays localized in the PSORSI1 region. These assays were located in the genes P5-1 and
MICB in MHC class I and in the promoter-region of the TNF-alpha gene, MHC class III.
Besides basic risk in PSORS1 there is also a risk area centromer of HLA-C. It is a connection
between differential genes in PSORS1 and those genes, centromeric of HLA-C, which were
immunological relevant. A reconstruction of the assay segregation underlying haplotypes of
the whole investigated area shows the insistence of strong linkage disequilibrium in the
region. It was also possible to identify a single haplotype which carries the three strong with
psoriasis associated assay-alleles, located centromeric of HLA-C. This haplotyp occurs only

in combination with PSORSI.
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Anhang

Anhang:

Anhang I: Material und Methoden

I1

Beschreibung des zur Erstellung einer hochauflosenden SNP-Karte

sequenzierten Bereiches im MHC, Chromosom 6p21.31
Richtung: Telomer — Zentromer

Gen

Status

Homology /
vermutete Funktion
Orientierung
Konsensussequenz
Liange (bp)

Gen

Status

Homology /
vermutete Funktion
Orientierung
Konsensussequenz
Liange (bp)

Gen

Status

Homology /
vermutete Funktion
Orientierung
Konsensussequenz
Linge (bp)

Gen

Status

Homology /
vermutete Funktion
Orientierung
Konsensussequenz
Liange (bp)

Gen

Status

Homology /
vermutete Funktion
Orientierung
Konsensussequenz
Linge (bp)

: TCF19
: Gen
: DNA-bindendes Protein, wird in G;-S-Phase des Zellzyklus

exprimiert, moglicher Transaktivierungsfaktor

: positiv
: 1446851 bis 1451505
: 4654

: Pou5SF1
: Gen
: POU-type homeodomain-enthaltene, DNA bindendes

Protein

: negativ
: 1452065 bis 1458406
16341

: NOB4
: Pseudogen
: unbekannt

. unbekannt
: 1520774 bis 1524055
1 3281

: HCGII-2
: Pseudogen
: Hemochromatosis Candidate Gene - Family

: negativ
: 1539450 bis 1540364
1914

: HCGIV-2
: Pseudogen
: Hemochromatosis Candidate Gene - Family

: positiv
: 1559474 bis 1559708
1234

*Alle Daten stammen aus der von der Chromosom 6 Kartierungsgruppe des Sanger Instituts veroffentlichten Gen-Liste.
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.2 Primer-Design

Richtung: Telomer — Zentromer

TCF19

GroBe 14654 bp

Sequenzierter Bereich 24701 bp

PCR-Primer Richtung Sequenz: 5’ -3’ Annealing-Temperatur
Al* For TGCCATAGGACGTGTTCC 60°C
B1* Rev TCTGATGATATCCCAGGTCC

A2 For GACCACAGCAGCCAAGGTGA 61°C
B2 Rev GGCAAATATGGAGGACAAAA

A3 For AGGGATCCTTTGTAGGAAAG 60°C
B3 Rev CTTAGGTCTGAATGCCAGCC

A4 For TTCTCCTACAGGTTTCCGGT 60°C
B4 Rev TGGGCTCATTAAATCTAGGT

POUSF1

GroBe 16341 bp

Sequenzierter Bereich 14500 bp

PCR-Primer Richtung Sequenz: 5’ - 3’ Annealing-Temperatur
Al For ACTTGGGTATGAGCATTGGA 60°C
B1 Rev TGGATCTCAGGGTCACAAGG

A2 For CCTGAAGATTTTCATTGTTG 58°C
B2 Rev GGCTTATAGAAGGTGCTCGA

A3 For TTCAAGGCTCAGCAGTGACC 64°C
B3 Rev CCTCCACCCATCCAGGGGGC

NOB4

GroBle 13281 bp

Sequenzierter Bereich 13295 bp

PCR-Primer Richtung Sequenz: 5’ - 3’ Annealing-Temperatur
Al For GGAGGAATTCCAAGGGGAAAG 63°C
B1 Rev CCTGGAGCTTGTTTTAACTG

A2 For TTAGCCCAATGTTTTCCTTT 62°C
B2 Rev TAAGCAATCCTCGTAGTGAG

A3 For TTACCCGATGCTTCCAAGCT 63°C
B3 Rev CAGCATTTTTCTATACCCAG
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HCGII-2
Grobe
Sequenzierter Bereich

: 914 bp
: ~900 bp

PCR-Primer Richtung

Sequenz: 5’ -3’ Annealing-Temperatur

Al For TCAGCAACATAAGGCTGCAC 58°C
B1 Rev TGCAAATGCTCAGAGTGCTA

HCGIV-2

GroBe 1234 bp

Sequenzierter Bereich : ~370 bp

PCR-Primer Richtung

Sequenz: 5’ - 3’ Annealing-Temperatur

A2 For GGAGCCCATTAGTTTTAAGG 60°C
B2 Rev TAAGAAAGTAGCAAAGGAGG
KITAA0055.hom**

Grofe : 3866 bp

Sequenzierter Bereich : 4000 bp

PCR-Primer Richtung

Sequenz: 5’ -3’ Annealing-Temperatur

A For AAGTGGGCAAAGGATATAAACAG 58°C
B Rev CCCTTGCTGTCTTTCCTGAAG

Al For AAAAGGCTCATATTCATGCAG 58°C
B1 Rev TACATGAAGGCCTCAAGTGTC

A2 For CACTTTTTCAGGGTCAATTC 58°C
B2 Rev ATTCCTTTGGGTAGATACCC

P5-1

GroBe 12618 bp

Sequenzierter Bereich : 1200 bp

PCR-Primer Richtung

Sequenz: 5’ -3’ Annealing-Temperatur

Al For
B1 Rev

TAGATCAGCCAATCAGTGTC 58°C
TTCCTGTCCTGCTCTCAGAC

* PCR-Primerpaar TCF19 A1/B1 wurden von Dr. Stefan Jenisch designed.
** Primer-Konstruktion (PCR / Sequenzierung) und Durchfiihrung der Sequenzierung durch Dr. Stefan Jenisch.
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.3 Sequenzier-Primer-Design
Richtung: Telomer — Zentromer

Sequenzier-Primer: Sequenz: 5’ - 3’

TCF19 S1
S2
S3
R1
S5a
S5b
S6
S7
S8
R2
S9
S10
S11
S12
R3
S13
S14
S15
S16
R3
R3

POUSF1 S1
S2
S3
S4
RBI
S5
S6
S7
S8
RB2
S9
S10
S11
S12
RB3
R2
RS
R6
R7
R9
R10

GACGTGTTCCTGAGTTTGC
TCTACACCTTCCACCCCC
TTAAGCAGGGCAGCTTTG
CCCAGGTCCTGTATGAGC
AGCCAAGGTGAGCATTAAGC
GGGCAGTTCTATGTTGAATAATGT
TCACTTGAGCTCAGGAGTTC
ACTCCAGCTTGGGCGACAGAGCG
GGTTCAAGCTTGGGCAATAG
GGCAAATATGGAGGACAAAA
TGTAGGAAAGCACAAGAAAC
TGTTCCAACAAGTACGAGTC
GTTGGCGGAACTGGATGATG
AACCGGAGTGAGCATGTCCTGC
CTTAGGTCTGAATGCCAGCC
CAGGTTTCCGGTGACCCTTG
ATAGGTCTGATAAATACCCC
TTCCCTACTCTGTGGCTAGT
GTTCACAAAGATAGCAGAAG
TGGGCTCATTAAATCTAGGT
ACCTTAGGTCTGAATGCCAG

TGAGCATTGGATATTCCCAT
AGTGCAGTGAAGTGAGGGCT
ACAGGGGAAAGAGATGGAGC
ACGGAGAGCTACGAGCCAGT
TGGATCTCAGGGTCACAAGG
TTCATTGTTGTCAGCTTCCT
GGTGATCCTCTTCTGCTTCA
AGTTCTTTGCTGGGCGCGGT
GCTAAGTTCTGGGTTAATTA
GGCTTATAGAAGGTGCTCGA
CAGTGACCTCCTGCGAAGAG
ATAATCCTGGAATGAGCACT
TCATGACCACCTCCCCACAC
AAATCTGAAGCCAGGTGTCCCGCC
CCTCCACCCATCCAGGGGGC
GAGGCAACCTGGAGAATT
CTCACCCTGGGGGTTCTATT
CTCGTGATCTGCCCACCT
GTGGGACCCTCAAAGCAA
GTGAGCTGGGTTTACCTCCA
CAGGGAGGGGTGTGTATCAA
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Sequenzier-Primer: Sequenz: 5’ - 3’

NOB4

HCGII-2

KIAA0055.hom

HCGIV-02

P5-1

S1
S2
S3
R1
S4
S5
S6
R2
S7
S8
R3

S1
R1
R2

S1
S2
S3
S4
R1
S6
S7
S8
S9
R2
S11
S12
S13
S14
S15
S16

S1

S1
S2
S3
S4

AATTCCAAGGGGAAAGTGTT
TGTGTTGAACTGGCCACGCA
GTGGCGGGGGACAGATATTG
CCTGGAGCTTGTTTTAACTG
CCTTTTTTGCATTTTGGACA
TCTACGGCATCATCCTGTAT
AGAAAAGAAAGATCTGGAGG
TAAGCAATCCTCGTAGTGAG
GCTTCCAAGCTCCCCATCTT
GTGGTTTTCCACTCTGGGTG
CAGCATTTTTCTATACCCAG

TCAGCAACATAAGGCTGCAC
GCAAATAAAAGTCCAGAAACAGG
TGCAAATGCTCAGAGTGCTA

GGCAAAGGATATAAACAGAC
GGCTAAAGGTTCTTTGGAG
CTGGTTTAGTTCTGCAAAAG
CAAAATGAGAGGACAGGAC
TCCTGAAGTTCTTTTTCTTG
CATATTCATGCAGAAACTGC
GCCGAGAAGTCTGTAGAG
CTGTTCATATGTACCCACTG
ACATTTGGCTGATTATTTC
GCCTCAAGTGTCCTAGAC
TTCAGGGTCAATTCAAATC
CTTGCCTTGTCACAGTATG
GGCCATTTAGAGGAATTC
TTTAACATGTGGTCCTTTC
CTGTGGAGAAATAGGAACAC
AAGGGGTCAAATAGTATTTC

GGAGCCCATTAGTTTTAAGG
TAAGAAAGTAGCAAAGGAGG

AATCAGTGTCGCCGCGGTTC
GCATTCTAGAACACAGGTAA
CACACGAACTCCTCCTACCC
GAACTGTAGAGATGTCTTTGAT
TTCCTGTCCTGCTCTCAGAC
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I.4 Analysierte Assay-on-Demand der Firma Applied Biosystem;

Richtung: Telomer P Zentromer

Bereich MHC Lokus ABI Assay- NCBI
Identifikation SNP-Datenbank
Klasse I LOC352121 hCV8942168 rs1264513
hCV3273734 rs2021719
NRM hCV2436936 rs1075496
DDRI1 hCV2436997 rs1264318
DKFZP hCV2436975 rs1264299
hCV2436905 rs3131785
hCV2436735 rs2517489
hCV11197333 rs6457327
Cé6orfl5, STG hCV2436650
Cé6orfl5, STG hCV8941548 rs1265052
Cé6orf16, SEEK hCV2438369
Cé6orf16, SEEK hCV2438368
Cé6orf16, SEEK hCV2438347
Cé6orf17, SPR hCV2438331 rs1265099
Cé6orf17, SPR hCV2438324 rs1265092
Cé6orf17, SPR hCV2438322 rs1966
HCR hCV2438318 rs1265078
HCR hCV2438314 rs1265071
HCR hCV2452236 rs1265112
HCR hCV2452235 rs130078
HCR rs1265109
HCR hCV2452223 rs2073716
TCF19 hCV2452211 rs2073723
TCF19 hCV11197516 rs1841
POUSF1 hCV2452203 rs1265158
POUSF1 hCV8941350 rs887465
POUS5F1 hCV2452192
MICA hCV2995710 rs2853971
MICA hCV16030740 1s2524276
P5-1 hCV2995657 rs3094228
P5-1 hCV8693871 rs1055569
P5-1 hCV2995611 rs2516513
Klasse II1 BATI1 hCV3273613 rs2075582
BATI hCV16175106 rs2239526
IkBL hCV3273586 rs2071592
LTA hCV7514865 rs1800683
LTA hCV2451908
LTB hCV7514890 rs769178
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Bereich MHC Lokus ABI Assay- NCBI
Identifikation SNP-Datenbank

Klasse I11 BAT?2 hCV3273977 rs1046089
BAT?2 hCV3273976 rs2261033
DDAH2 hCV3233672
C6orf29 hCV790108 rs660594
SKIV2L hCV940306 rs444921
TNXB hCV3293900 rs169496
TNXB hCV11409075 rs2071293
TNXB hCV3293884 rs429150
CREBLI1 hCV3293878 rs204888
AGER/PBX2 hCV3293837 rs1800624
NOTCH4 hCV2412441 rs384247
NOTCH4 hCV3293767
Cé6orf10 hCV2495657 rs560505
Cé6orf10 hCV2495574 rs552339

Klasse 11 BTNL2 hCV2488453 rs2076524
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LI.5  Analysierte Assays-by-Design;
Richtung: Telomer P Zentromer

Bereich MHC PCR-Primer-Sequenzen = Marker-Sequenzen / Fluoreszenzfarbstoff
Lokus / Marker 5$-3¥ 5$-3¥
Allel 1 VIC®
Allel 2 FAM™
Klasse I
CDSN
CDSNO001215 FP: cctgctctcectecagttete ccagcggttctag
RP: ccgcagggatggtagggt ccagcagttctagc
CDSN001243 FP: ccagttctcgagtcccecage tggtagggtgaaccg
RP: agcactgccgecaggga tggtagggtaaaccg
HCR
HCG0000269 FP: gggcctctagectcatcttetg aggtceggctect
RP: cgttcggcagcetgeaaga aggtctggctectg
HCG0001667 FP: agactggcagcctcctctg ctgectggeectgg
RP: gggctgcagetggaggta ctggcactggegtg
HCG0002122 FP: tgggcactgctgctgcta ttcagcatctgcacct
RP: gceccaggectecaga tgttcagcttctgcac
HCG0002271 FP: ctccaactgtcagetgettage ccagctecaatcc
RP: aaagaggaagctgtttgtcaagga tccagetgcaatc
TCF19
TCF19-694 FP: ccaggctggaatgagtaaggt cagcagggtcttgtg
RP: tgatgggagtatgggaggca cagcaaggtcttgtg
TCF19-2407 FP: ggagacctcctgacctttgg cctgaagggeccccag
RP: ttgactcgtacttgttggaacatga cctgaagggtccccag
TCF19-2804 FP: ggcggaactggatgatgaga tctcaggaggctcac
RP: gtttcttectgggcetccataagg ttctcaagaggctcac
06TCF-3116 FP: aacaaccggagtgagcatgt cctgctttttacattcatat
RP: ccccatecttaggeactagaagaat ctgctttttacgttcatat
POUSF1
06Pou5F1_362 FP: aggcacctcagtttgaatgca ccctgtctctgtcacca
RP: tgtactcctcggteectttce cetgtcteegtcacca
06Pou5F1_597 FP: tggcgecggttacagaac ccacctgcaagtgaa
RP: ggatagaatgtccaagcagagtca ccacctgccagtgaa
06Pou5F1_1577 FP: ccctetecctactectcttcat cagactctaccctcacce
RP: gttccectetgeagattetga caga_ctaccctcacce
06Pou5F1_1901 FP: cgtgtggccccaaggaatag tctgtagaagtgcatctg
RP: gttaggtgggcagcttggaa ctgtagaagtgcctctg
06PouSF1_6075 FP: gccccatcggagttget cctgcttcaccctcag
RP: cggcttggagacctctca ctgcttcgecctcag

-137-



Anhang

Seite 2 zum Anhang 1.5 Assay-by-Design

Bereich MHC PCR-Primer-Sequenzen = Marker-Sequenzen / Fluoreszenzfarbstoff
Lokus / Marker -3 5-3
Allel 1 VIC®
Allel 2 FAM™
NOB4
06NOB4-001 FP: tgttactaactttggaaagatcccatttca agcttcttcagtagtagatt
RP: gggttcagatattttattagctgctgagt cttcttcagtggtagatt
HCGII-2
06HCGII201 FP: ttctccttctettcatttataccaaaca acatgaagttctgetge
RP: ggaatggatgatgcaagacaatt acatgaggttetgcetg
06HCGII203 FP: gcaatacagctgcattcagtgtt aaccccaacttg
RP: caagaaactgtaaatatattttgtgtccat aaccccagctttg
HCGII12002 FP: gtgatctatatacaatccttcccaagg acagtcatcattccag
RP: catcaggtatgagaaaacaagttg acagtcgtcattcca
KIAA0055.hom
06KIAA_587 FP: cctgtattttacattctctcagtgttcet cagtccaggagtcact
RP: cattccecctcttettecatgt atcagtccagtagtcact
06KIAA_788 FP: aaagatgcacttttcaagtgggaaag ccttgggecetttggtt
RP: tggagtgaccttagcatttgttgta ccttggge tttggtt
06KIAA_823 FP : gtgcaatgggcecttggg tataaaaactggttcetttgct
RP : tggagtgaccttagcatttgttgta aaaactggttcttttgct
06KIAA_001 FP: gaggttctggaccagctcttactg aggaaatacttgttatatgaa
RP: ggttgaaataatcagccaaatgtg aggaaatgcttgttatat
06KIAA_002 FP: cccgtggacaggacagtatagatat caatggtgattttaag
RP: tcctgcaaactggtaattgatcttc tggtgactttaaggtc
06KIAA_003 FP: gcaggatacagtcaagattcacaag tggtctccatgaagat
RP: tttcttctttatatgtcttccgattatcag atggtctccgtgaaga
MICA
MICAO0001* FP: acatctggatggtcagccctt ctgcgctatgacagg
RP: gctttgeectgeatttctg tgcgctgtgacagg
MICA0005* FP: cccagagccccacagtctt catcccaggacagea
RP: agaaaccctgactgcacagatc atccceggacagea
MICA0007* FP: tgcaggaactacggcgatatcta aggagaacaggtaccg
RP: agaattggagggagaggagagc aggagaagaggtaccg

MICAE4_A8561G**

P5-1
P5-1_824

P5-1_913

FP: ctttgagccacgacaccca
RP: ggctcaccagagggcaca

FP: acacgaactcctectacectca
RP: gacagtatgtgtccagagaccagc
FP: aggatctattacctgtgcctggag
RP: gcccattgaactacacattacage

accaggatttgccgaggagaggage
accaggatttgccaaggagaggagea

atgcctectectgtgga
atgcctcctectggg
ccaattccectgtgge
caattcceetgggge
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Bereich MHC PCR-Primer-Sequenzen = Marker-Sequenzen / Fluoreszenzfarbstoff
Lokus / Marker -3 -3
Allel 1 VIC®
Allel 2 FAM™

P5-1
P5-1_946 FP: gctggtctctggacacatactgtc ttcaatgggcactcgt

RP: cagggtagaaggtcctggattcta ttcaatgggcactcat
MICB
MICBOVIIIa* FP: gcattccctccaggagattagg tcttcatggatctcac

RP: cgggagcctctggtgct tgtcttcatgeatcte
06MICB_003* FP: gcagaaacgcagggcaaa caggacattttctg

RP: tgtcaagtcctcggtctetgtgt aggacatcttctgec
06MICB_004* FP: ccagggacagtgggcagaa ccaggtcttagctc

RP: tgtcaagtcctcggtctetgtgt caggtcteagetce
06MICB_01* FP: ctggctctgecctttettcte tgcaggtgacattc

RP: cggtgatgttgccctctga tgcagatgacattca
Klasse IIT
TNF-Alpha
06_TNF_238 FP: cagtcagtggcccagaagac ctcectgetcetgatte

RP: agcatcaaggatacccctcaca ccctgeteegattce

TNF-Alpha-1031**

TNF-Alpha-857+*

BAT1
BAT1a2008

IkBL
IkBL86695
IkBL738**

BTNL2
BTL-II_E3**

* Marker-Design durch ABI entsprechend Angaben von Dr. Stefan Jenisch.

FP: gatgggactcaccaggtgagg
RP: ccagaggtctcctgtaaccca
FP: tccagggctatgaaagtcga
RP: tgctggtttcagtettggcet

FP: agtagagggaagcctgcaacc
RP: acggattgtagcgaaggcc

FP: ccacatgcatggtaagtgtggtag
RP: gatgggatttcaccatgttagce
FP: cgggaacatgcccagaagt
RP: ggctggageectcagea

FP: ccagagccecaggtgtattg
RP: tggaccaagcaggacacaga

agcaaaggagaagctgagaagacgaaggaaaag
agcaaaggagaagctgagaagatgaaggaaaagtc
agtatggggaccccceccttaatgaaga
tatggggacceccccttaacgaaga

aagtgaaggcacattt
aagtgaaggcagattt

caggagatcacgaccat
tcaggagatcaagacc
tcgacaggatccctetg
tcgacgggatccctetgettete

catcgcatccaagatgaagatggcect
catcgcatccaagataaagatggectgtt

** Von der I. Medizin des Universititsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, zur Verfiigung gestellte Marker
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ILI1 Uberpriifung der Exon-Strukturen analysierter Sequenzen

Richtung: Telomer — Zentromer

Anhang I1.1.1: Exonstrukturen

Gen Programm G Str Feature Start Ende Lénge Protein
TCF19 FGENESH 1 pos. 1CDSF 378 615 237 345 AA
GENSCAN 2CDSi 2320 2878 558
3CDSI 3350 3590 240

POU5SF1 FGENESH 1 neg. 1CDSI 261 527 266 321/249 AA
GENSCAN 2 CDSi 790 948 158
3CDSi 1233 1363 130

FGENESH 4 CDSf 5892 6300 408
GENSCAN 4 CDSf 5892 6084 192

NOB4 FGENESH 1 neg. 1CDSo 2046 2384 338 112 AA
GENSCAN

HCGIl-2 FGENESH /
GENSCAN

HCGIV-02 FGENESH /
GENSCAN

G = vorhergesagte Anzahl von Genen, beginnend mit Sequenzstart; Str = DNA-Strang(+ fiir direkt /
- fir komplementér); Feature = Art der codierenden Sequenz: CDSf: 1. Exon (beginnend mit Start-
Codon; CDSi: Internes Exon;CDSI: letztes, codierendes Segment (endet mit Stop-Codon); Start und
Ende = Position der Feature; ORF = Beginn des ersten, kompletten Codons bis Ende des letzten
Codons; AA = Aminosiure
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ILIL.1 Ubersicht iiber die Gesamtergebnisse der iiber ein Hausprogramm der I. Medizin,
Universitétsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, automatisiert berechneten
Chiquadrat-Werte. Grundlage waren die vom Institut fiir Dermatologie, Universitéts-
klinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, rekrutierten, an Psoriasis vulgaris er-
krankten Personen, sowie gesunde Kontrollen (Kohorte I).

Anhang ILIL.1: Berechnung Chiquadrat-Werte mittels automatisierten Tests anhand Allel-
Frequenzen, Kohorte I + II (Deutschland)

Allel-Frequenz Allel-Frequenz
Bereich Marker Kontrollen Psoriatiker Chiquadrat P-Wert

1 2 1 2

Hcvso42168 | 0,4024 0,5976 | 0,4010 0,5990 | 0.0027 0.9625
.| Hcvs273a7za4 | 0,4590 0,5410 | 0,4197 0,5803 | 1.9836 0.1627
NRM| HCv2436936 |0,4069 0,5931 |0,4919 0,5081 9.3240 0.0023
DDR1| hCv2436997 |0,8146 0,1854 |0,8247 0,1753| 0.2188 0.6497
DKFZP| HCV2436975 |0,6446 0,3554 |0,6786 0,3214| 1.6477 0.2037
HCv2436905 |0,4727 0,5273 | 0,3974 0,6026 | 7.3393 0.0068
HCv2436735 |0,3946 0,6054 | 0,3236 0,6764| 6.9910 0.0082
.| HCv11197333 |0,3652 0,6348 | 0,2795 0,7205| 10.4716 0.0012
Cé6orf15| HCV2436650 |[0,0828 0,9172 | 0,0684 0,9316| 0.9467 0.3326
HCcvs941548 |0,5438 0,4562 | 0,4560 0,5440| 9.8183 0.0017
CDSN| CDSNo001243 |0,5360 0,4640 |0,6078 0,3922| 6.7110 0.0096
CDSNoo1215 |0,0597 0,9403 | 0,0831 0,9169| 2.6551 0.1037
Ccéorf16] HCV2438369 |0,1841 0,8159 |0,3252 0,6748 | 33.7404 0.0001
HCv2438368 |0,2515 0,7485 | 0,1940 0,8060| 5.9853 0.0145
HCv2438347 |0,8144 0,1856 | 0,6759 0,3241| 32.5504 0.0001
Céorf17| HCv2438331 |0,5448 0,4552 | 0,6003 0,3997| 3.9567 0.0467
HCv2438324 |0,6596 0,3404 | 0,5137 0,4863 | 27.3852 0.0001
hcv2438322 |0,8208 0,1792 |0,8560 0,1440| 2.9185 0.0880
HCR| HCGooo2271 |0,6701 0,3299 |0,5343 0,4657 | 24.7018 0.0001
HCGooo2122 |0,8258 0,1742 | 0,8807 0,1193| 7.6261 0.0058
hcv243s31s | 0,3333 0,6667 | 0,4672 0,5328 | 23.7222 0.0001
HCGooo1667 |0,7560 0,2440 | 0,6000 0,4000| 35.7443 0.0001
hcv2438314 |0,7508 0,2492 | 0,5911 0,4089| 36.6910 0.0001
hcv2452236 | 0,3303 0,6697 | 0,4704 0,5296 | 26.0430 0.0001
hcve2452235 | 0,2530 0,7470 | 0,1974 0,8026| 5.5993 0.0180
rs1265109 0,2440 0,7560 |0,2199 0,7801 1.0511 0.3048
HCG0000269 |0,7522 0,2478 | 0,6148 0,3852| 28.0540 0.0001
hcv2452223 |0,9805 0,0195 | 0,9838 0,0162| 0.2031 0.6608
TCF19) TCF19_694 0,7492 0,25076|0,5958 0,4042| 34.0409 0.0001
TCF19 2407 |0.8923 0.1077 |0.8918 0.1082| 0.0008 0.9827
TCF19 2804 [0,9199 0,0801 | 0,9369 0,0631 1.3771 0.2442
06TCF 3116 [0,8379 0,1621 | 0,8893 0,1107| 7.0843 0.0078
hcva4s2211  |0,7561 0,2439 | 0,8105 0,1895| 5.5160 0.0189
hcvi1197516 | 0,9350 0,0650 | 0,9385 0,0615| 0.0648 0.8213
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Anhang ILIIL1:

Bereich

Pou5F1

NOB4
HCGII-2

KIAA0055.hom|

MICA

M

P5-1

MICB

BAT1

IkBL|

LTA

Seite 2 zum Anhang ILII1

Berechnung Chiquadrat-Werte mittels automatisierten Tests anhand Allel-Frequenzen,
Kohorte I + II (Deutschland)

Allel-Frequenz Allel-Frequenz
Psoriatiker

Marker

06Pou5_362
06Pou5_597
06Pou5_1577
06Pou5_1901
06Pou5_16075
hCVv2452203
hCVv8941350
hCV2452192
NOB4-001
HCGI120002
06HCGII203
06HCGII201
06KIAA_587
06KIAA_788
06KIAA_823
06KIA_01
06KIA_02
06KIA_03
MICA000005
MICA000001
MICA000007
ICA_E4 A8561G
hCV16030740
hCV2995657
P5-1_824
P5-1_913
P5-1_946
hCV8693871
hCV2995611
06MICB_003
06MICB_004
MICBOVIlla
06MICB_011
hCV3273613
hCV16175106
BAT1a2008
hCV3273586
IkBL86695
IkBL_T738C
hCV7514865
hCV2451908

Kontrollen

]
0,6641
0,3380
0,6615
0,6657
0,2515
0,6867
0,7615
0,4141
0,1491
0,9065
0,8470
0,2805
0,8328
0,7087
0,8338
0,8354
0,3064
0,8318
0,8608
0,7334
0,9323
0,5808
0,0459
0,2003
0,0545
0,9738
0,1058
0,6511
0,7763
0,2152
0,6896
0,8899
0,9685
0,2703
0,7331
0,3209
0,2929
0,2121
0,0547
0,3187
0,2638

2
0,3359
0,6620
0,3385
0,3343
0,7485
0,3133
0,2385
0,5859
0,8509
0,0935
0,1530
0,7195
0,1672
0,2913
0,1662
0,1646
0,6936
0,1682
0,1392
0,2666
0,0677
0,4191
0,9541
0,7997
0,9455
0,0262
0,8942
0,3490
0,2237
0,7848
0,3104
0,1101
0,0315
0,7297
0,2669
0,6791
0,7071
0,7879
0,9453
0,6813
0,7362

1
0,7394
0,2639
0,7370
0,7370
0,3997
0,5410
0,6073
0,3388
0,1181
0,9330
0,8734
0,4577
0,8571
0,7702
0,6590
0,6532
0,2256
0,8562
0,7262
0,6401
0,9614
0,5293
0,0341
0,1699
0,0425
0,8676
0,1095
0,6672
0,6656
0,1737
0,6990
0,8867
0,8635
0,2134
0,7829
0,2899
0,2646
0,2304
0,0378
0,2951
0,3029

2
0,2606
0,7361
0,2630
0,2630
0,6003
0,4590
0,3927
0,6612
0,8819
0,0670
0,1266
0,5423
0,1429
0,2298
0,3410
0,3468
0,7744
0,1438
0,2738
0,3599
0,0386
0,4707
0,9659
0,8301
0,9575
0,1324
0,8905
0,3328
0,3344
0,8263
0,3010
0,1133
0,1365
0,7866
0,2171
0,7101
0,7354
0,7696
0,9622
0,7049
0,6971

Chiquadrat P-Wert

8.5490
8.1678
8.5509
7.7170
31.5724
28.5839
34.7199
7.6391
2.6039
3.0254
1.8258
42.8936
1.4277
6.1738
51.4694
54.9965
10.5778
1.4358
35.6186
12.9689
5.1752
3.4405
1.1422
1.9291
0.9804
49.4135
0.0438
0.3634
19.4130
3.4855
0.1314
0.0322
46.7256
5.5354
42376
1.4182
1.2636
0.6126
2.0535
0.8340
2.3870

0.0035
0.0043
0.0035
0.0055
0.0001
0.0001
0.0001
0.0058
0.1074
0.0824
0.1808
0.0001
0.2361
0.0130
0.0001
0.0001
0.0011
0.2348
0.0001
0.0003
0.0229
0.0639
0.2859
0.1687
0.3234
0.0001
0.8543
0.5553
0.0001
0.0621
0.7248
0.8731
0.0001
0.0187
0.0396
0.2376
0.2635
0.440
0.1552
0.3656
0.1242
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Seite 3 zum Anhang ILII1

Anhang ILIL.1: Berechnung Chiquadrat-Werte mittels automatisierten Tests anhand Allel-Frequenzen,
Kohorte I + II (Deutschland)

Allel-Frequenz Allel-Frequenz

Kontrollen Psoriatiker Chiquadrat P-Wert

Bereich Marker

1

2

1

2

TNF-Alpha | TNF_alpha_-238 | 0,0386 0,9614 | 0,1445 0,8555| 43.1613 | 0.0001
TNF_alpha_-857 | 0,0938 0,9062 | 0,1107 0,8893 | 0.9844 0.3223
TNF_alpha_-1031 | 0,2122 0,7878 | 0,2542 0,7458 | 3.1464 0.0765

LTB hcv7514890_ | 0,9056 0,0944 | 0,8938 0,1062 | 0.4840 0.4900
BAT2 hcvaz273977 | 0,3776 0,6224 | 0,3464 0,6536 | 1.3426 0.2499
hcv3273976 | 0,5419 0,4581 | 0,5831 0,4169| 2.1999 0.1407

DDAH2 hcva233s72 | 0,3921 0,6079 | 0,3607 0,6393 | 1.3324 0.2516
Cé6orf29 hCV790108 0,5616 0,4384 | 0,5489 0,4511| 0.2087 0.6568
SKIvaL hCV940306 0,9162 0,0838 | 0,9039 0,0961| 0.5888 0.4489
TNXB hCv3293900 | 0,9174 0,0826 |0,9104 0,0896 | 0.1989 0.6638
hcvi1409075 | 0,3112 0,6888 | 0,3003 0,6997 | 0.1770 0.6798

hcv3293884 | 0,5105 0,4895 |0,6120 0,3880 | 13.4031 0.0002

CREBL1 hCv3293878 | 0,9348 0,0652 | 0,9283 0,0717| 0.2119 0.6545
AGER/PBX2| hCVv3293837 | 0,7229 0,2771|0,7443 0,2557| 0.7474 0.3931
NOTCH4 hCV2412441 0,1205 0,8795|0,1173 0,8827| 0.0315 0.8742
hCv3293767 | 0,6422 0,3578 | 0,5844 0,4156| 4.5196 0.0335

C6orf10 hcv2495657 | 0,5657 0,4343 | 0,5847 0,4153 | 0.4742 0.4941
hcv2495574 | 0,4416 0,5584 | 0,4172 0,5828 | 0.7791 0.3828

BTNL2 hCv2488453 | 0,7425 0,2575|0,7264 0,2736| 0.4235 0.5202
BTL-Il_E3 0,3442 0,6558 | 0,3555 0,6445| 0.1809 0.6769
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Anhang II: Ergebnisse

ILIL.2 Gesamtiibersicht iiber die Ergebnisse der mittels des Programms Haplo_ccmap er-
mittelten globalen Chiquadrat-Werte, sowie die fiir die Likelihood Ratio (LR) durch
Chiquadrat -Test ermittelten P-Werte. Diese sind Grundlage fiir die graphische Dar-
stellung der Analyseergebnisse. Grundlage waren die vom Institut fiir Dermatologie,
Universititsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, rekrutierten, an Psoriasis
vulgaris erkrankten Personen, sowie gesunde Kontrollen (Kohorte I).

Anhang IL.I1.2: Gesamtiibersicht: mit Haplo-ccmap anhand der Allel-Frequenzen
ermittelte Chiquadrat-Werte, Kohorte I + II (Deutschland)

Allel-Frequenz Allel-Frequenz

Bereich

NRM
DDR1
DKFZP

Cé6orf15
CDSN

C6orf16
C6orf17|

HCR

TCF19

Marker

hCVv8942168
hCV3273734
hCV2436936
hCV2436997
hCV2436975
hCV2436905
hCV2436735
hCV11197333
hCV2436650
hCV8941548
CDSN001243
CDSN001215
hCVv2438369
hCV2438368
hCVv2438347
hCVv2438331
hCV2438324
hCV2438322
HCG0002271
HCG0002122
hCVv2438318
HCG0001667
hCVv2438314
hCV2452236
hCVv2452235
rs1265109
HCG0000269
hCVv2452223
TCF19_694
TCF19_2407
TCF19_2804
06TCF_3116
hCV2452211
hCV11197516

1
0,4072
0.4565
0,4127
0,8137
0,6431
0,4735
0,3931
0,3683
0,0819
0,5418
0,5346
0,0579
0,1809
0,25
0,8186
0,5442
0,6625
0,825
0,6722
0,8255
0,3305
0,7541
0,7493
0,3283
0,2542
0,2424
0,7534
0,9778
0,7486
0.8906
0,9232
0.8366
0,7549
0,9399

Kontrollen

2
0,5928
0.5435
0,5873
0,1863
0,3569
0,5265
0,6069
0,6317
0,9181
0,4582
0,4654
0,9421
0,8191

0,75
0,1814
0,4558
0,3375

0,175
0,3278
0,1745
0,6695
0,2459
0,2507
0,6717
0,7458
0,7576
0,2466
0,0222
0,2514
0.1094
0,0768
0.1634
0,2451
0,0601

1
0.4010
0.4197
0,4919
0,8247
0,6786
0,3974
0,3236
0,2795
0,0684

0,456
0,6078
0,0831
0,3252

0,194
0,6759
0,6003
0,5137

0,856
0,5343
0,8807
0,4672

0,6
0,5911
0,4704
0,1974
0,2199
0,6148
0,9838
0,5958
0.8918
0,9369
0.8893
0,8105
0,9385

Psoriatiker

2
0.5990
0.5803
0,5081
0,1753
0,3214
0,6026
0,6764
0,7205
0,9316

0,544
0,3922
0,9169
0,6748

0,806
0,3241
0,3997
0,4863

0,144
0,4657
0,1193
0,5328

0,4
0,4089
0,5296
0,8026
0,7801
0,3852
0,0162
0,4042
0.1082
0,0631
0.1107
0,1895
0,0615

Chiquadrat

0.0530
1.8047
8,4064
0,2695
1,8616
7,7692
6,9583
11,5917
0,8627
9,7388
7,2283
3,2665
37,102
5,8781
36,3037
4,181
29,6254
2,3679
26,5028
7,946
25,7384
36,3228
37,5178
27,9105
6,0199
0,9442
29,7537
0,6286
35,1732
0,0048
0,9499
7,6616
5,943
0,0114

P-Wert Odds Ratio
Allel 1 Allel 2

0.8179
0.1791
0,0037
0,6037
0,1724
0,0053
0,0083
0,0007
0,353
0,0018
0,0072
0,0707
1,12E-09
0,0153
1,69E-09
0,0409
5,24E-08
0,1239
2,63E-07
0,0048
3,90E-07
1,67E-09
9,05E-10
1,27E-07
1,41E-02
3,31E-01
4,91E-08
4,28E-01
3,02E-09
9,44E-01
3,30E-01
5,64E-03
1,48E-02
9,15E-01

0.97
0.89
1,38
1,08
1,17
0,73
0,74
0,67
0,82
0,71
1,35
1,47
2,18
0,72
0,46
1,26
0,54
1,26
0,56
1,56
1,78
0,49
0,48
1,82
0,72
0,88
0,52
1,38
0,5
1.01
1,24
1.57
1,39
0,98

1.03
1.16
0,73
0,93
0,85
1,36
1,35
1,5
1,21
1,41
0,74
0,68
0,46
1,38
2,16
0,79
1,86
0,79
1,79
0,64
0,56
2,04
2,07
0,55
1,39
1,14
1,91
0,73
2,02
0.99
0,81
0.64
0,72
1,02

LR

0.8179
0.1791
0,0037
0,6037
0,1724
0,0053
0,0083
0,0007
0,353
0,0018
0,0072
0,0707
1,12E-09
0,0153
1,69E-09
0,0409
5,24E-08
0,1239
2,61E-07
0,0048
3,90E-07
1,63E-09
9,05E-10
1,27E-07
1,41E-02
3,31E-01
4,82E-09
4,28E-01
2,90E-09
9,50E-01
3,28E-01
5,34E-03
1,48E-02
9,15E-01
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Seite 2 zum Anhang ILIL.2

Anhang ILIL.2: Gesamtiibersicht: mit Haplo-ccmap anhand der Allel-Frequenzen
ermittelte Chiquadrat-Werte, Kohorte I + II (Deutschland)

Allel-Frequenz

Allel-Frequenz
Kontrollen Psoriatiker
1 2 1 2

P-Wert Odds Ratio LR
Allel 1 Allel2 P-Wert

Bereich Marker Chiquadrat

Pou5F1

NOB4
HCGII-2

KIAA0055.hom

MICA

P5-1

MICB

BAT1

IkBL

LTA

06Pou5_362
06Pou5_597
06Pou5_1577
06Pou5_1901
06Pou5_16075
hCV2452203
hCV8941350
hCV2452192
NOB4-001
HCGI120002
06HCGI1203
06HCGII201
06KIAA_587
06KIAA_788
06KIAA_823
06KIA_01
06KIA_02
06KIA_03
MICA000005
MICA000001
MICA000007
MICA_E4_A8561G
hCV16030740
hCV2995657
P5-1_824
P5-1_913
P5-1_946
hCV8693871
hCV2995611
06MICB_003
06MICB_004
MICBOVIlla
06MICB_011
hCV3273613
hCV16175106
BAT1a2008
hCV3273586
IkBL86695
IkBL_T738C
hCV7514865
hCV2451908

0,6671
0,3343
0,6648
0,6685
0,2521
0,6833
0,7599
0,4122
0,1504
0,9041
0,8445
0,2831
0,8314
0,7055
0,8352
0,8366
0,3028
0,831

0,8577
0,7278
0,932
0,5817
0,0452
0,2062
0,056
0,9729
0,1076
0,6537
0,777
0,2087
0,6831
0,8898
0,9667
0,2616
0,7408
0,3218
0,2946
0,2163
0,2163
0,3221
0,262

0,3329
0,6657
0,3352
0,3315
0,7479
0,3167
0,2401
0,5878
0,8496
0,0959
0,1555
0,7169
0,1686
0,2945
0,1648
0,1634
0,6972
0,169
0,1423
0,2722
0,068
0,4183
0,9548
0,7938
0,944
0,0271
0,8924
0,3463
0,223
0,7913
0,3169
0,1102
0,0333
0,7384
0,2592
0,6782
0,7054
0,7837
0,7837
0,6779
0,738

0,7394
0,2639
0,737
0,737
0,3997
0,541
0,6073
0,3388
0,1181
0,933
0,8734
0,4577
0,8571
0,7702
0,659
0,6532
0,2256
0,8562
0,7262
0,6401
0,9614
0,5293
0,0341
0,1699
0,0425
0,8676
0,1095
0,6672
0,6656
0,1737
0,699
0,8867
0,8635
0,2134
0,7829
0,2899
0,2646
0,2304
0,2304
0,2951
0,3029

0,2606
0,7361
0,263
0,263
0,6003
0,459
0,3927
0,6612
0,8819
0,067
0,1266
0,5423
0,1429
0,2298
0,341
0,3468
0,7744
0,1438
0,2738
0,3599
0,0386
0,4707
0,9659
0,8301
0,9575
0,1324
0,8905
0,3328
0,3344
0,8263
0,301
0,1133
0,1365
0,7866
0,2171
0,7101
0,7354
0,7696
0,7696
0,7049
0,6971

8,1796
7,6648
8,1258
7,3778
32,6597
28,3046
35,3841
7,5189
2,922
3,6617
2,2466
43,3216
1,6437
7,0457
54,8431
58,4532
10,0381
1,5845
35,4318
11,8535
5,4129
3,6906
1,0552
2,8155
1,2561
51,4968
0,0122
0,2652
20,5135
2,6042
0,3871
0,0323
47,368
4,1532
3,1745
1,5596
1,4655
0,374
0,374
1,121
2,7168

4,20E-03
5,60E-03
4,40E-03
6,60E-03
1,10E-08
1,03E-07
2,71E-09
6,10E-03
8,74E-02
5,57E-02
1,34E-01
4,64E-11
2,00E-01
7,90E-03
1,31E-13
2,08E-14
1,50E-03
2,08E-01
2,64E-09
6,00E-04
2,00E-02
5,47E-02
3,04E-01
9,34E-02
2,62E-01
7,17E-13
9,12E-01
6,07E-01
5,92E-06
1,07E-01
5,34E-01
8,57E-01
5,88E-12
4,16E-02
7,48E-02
2,12E-01
2,26E-01
5,41E-01
5,41E-01
2,90E-01
9,93E-02

1,42
0,71
1,41
1,39
1,98
0,55
0,49
0,73
0,76
1,48
1,27
2,14
1,22
1,4
0,38
0,37
0,67
1,21
0,44
0,67
1,82
0,81
0,75
0,79
0,75
0,18
1,02
1,06
0,57
0,8
1,08
0,97
0,22
0,77
1,26
0,86
0,86
0,86
1,08
0,88
1,22

0,71
1,4
0,71
0,72
0,51
1,83
2,05
1,37
1,32
0,68
0,79
0,47
0,82
0,71
2,62
2,72
1,49
0,83
2,27
1,5
0,55
1,24
1,34
1,27
1,34
5,48
0,98
0,94
1,75
1,25
0,93
1,03
4,59
1,31
0,79
1,16
1,16
1,16
0,92
1,13
0,82

4,20E-03
5,60E-03
4,40E-03
6,60E-03
1,09E-08
1,03E-07
2,58E-09
6,10E-03
8,74E-02
5,57E-02
1,34E-01
4,64E-11
2,00E-01
7,90E-03
1,31E-13
2,08E-14
1,50E-03
2,08E-01
2,64E-09
6,00E-04
2,00E-02
5,47E-02
3,04E-01
9,34E-02
2,62E-01
7,17E-13
9,12E-01
6,07E-01
5,92E-06
1,07E-01
5,34E-01
8,57E-01
5,88E-12
4,16E-02
7,48E-02
2,12E-01
2,26E-01
5,41E-01
5,41E-01
2,90E-01
9,93E-02
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Seite 3 zum Anhang ILIL2

Anhang IL.IL.2: Gesamtiibersicht: mit Haplo-ccmap anhand der Allel-Frequenzen
ermittelte Chiquadrat-Werte, Kohorte I + II (Deutschland)
Allel-Frequenz Allel-Frequenz

P-Wert Odds Ratio

Allel 1 Allel 2

Kontrollen Psoriatiker
1 P 1 P

Bereich Marker Chiquadrat

TNF-Alpha

LTB
BAT2

DDAH2

C6orf29
SKIV2L

TNXB

CREBLA1
AGER/PBX2
NOTCH4
C6orf10

BTNL2

TNF_alpha_-238
TNF_alpha_-857
TNF_alpha_-1031
hCV7514890
hCV3273977
hCV3273976
hCV3233672
hCV790108
hCV940306
hCV3293900
hCV11409075
hCV3293884
hCV3293878
hCV3293837
hCV2412441
hCV3293767
hCV2495657
hCV2495574
hCV2488453
BTL-1l_E3

0,0399
0,1009
0,2115
0,8986
0,3816
0,5414
0,3975
0,5637
0,9171
0,9169
0,3106
0,5152
0,9328
0,7208
0,1212
0,6381
0,5649
0,442

0,7472
0,3448

0,9601
0,8991
0,7885
0,1014
0,6184
0,4586
0,6025
0,4363
0,0829
0,0831
0,6894
0,4848
0,0672
0,2792
0,8788
0,3619
0,4351
0,558
0,2528
0,6552

0,1445
0,1107
0,2542
0,8938
0,3464
0,5831
0,3607
0,5489
0,9039
0,9104
0,3003
0,612
0,9283
0,7443
0,1173
0,5844
0,5847
0,4172
0,7264
0,3555

0,8555
0,8893
0,7458
0,1062
0,6536
0,4169
0,6393
0,4511
0,0961
0,0896
0,6997
0,388
0,0717
0,2557
0,8827
0,4156
0,4153
0,5828
0,2736
0,6445

44,3369
0,3336
3,3814
0,0809
1,7641
2,3435

1,886
0,2943
0,7138
0,1781
0,1656

12,6455
0,1036
0,9314
0,0478
4,0443
0,5323
0,8342
0,7403
0,1679

2,76E-11
5,64E-01
6,59E-02
7,76E-01
1,84E-01
1,26E-01
1,70E-01
5,88E-01
3,98E-01
6,73E-01
6,84E-01
4,00E-04
7,48E-01
3,35E-01
8,27E-01
4,43E-02
4,66E-01
3,61E-01
3,90E-01
0,682

4,06
1,11
1,27
0,95
0,86
1,18
0,86
0,94
0,85
0,92
0,95
1,48
0,93
1,13
0,96
0,8
1,08
0,9
0,9
1,05

0,25
0,9
0,79
1,05
1,16
0,84
1,17
1,06
1,18
1,09
1,05
0,67
1,07
0,89
1,04
1,25
0,92
1,11
1,11
0,95

2,76E-11
5,64E-01
6,59E-02
7,76E-01
1,84E-01
1,26E-01
1,70E-01
5,88E-01
3,98E-01
6,73E-01
6,84E-01
4,00E-04
7,48E-01
3,35E-01
8,27E-01
4,43E-02
4,66E-01
3,61E-01
3,90E-01
0,682
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Anhang II: Ergebnisse

ILIL.3. Gesamtiibersicht der 46, fiir die Kohorten aus den USA genotypisierten Marker. Diese
wurden aufgrund ihrer Lage im Bereich PSORS1 und den Ergebnissen der mit der
deutschen Kohorte durchgefiihrten Analysen ,,Erkrankte Personen versus gesunde
Personen* und TDT ausgewdhlt.

Anhang ILIL3: Typisierte Marker in US-Kohorten

Fortsetzung:
Bereich Bereich Marker
hCV11197333 MICA MICAO000005
Co6orf15 (STG) hCV8941548 MICA MICA000001
Co6orf16 (SEEK) hCV2438369 MICA hCV16030740
C6orf16 (SEEK) hCV2438368 MICA hCV2995657
Co6orf16 (SEEK) hCV2438347 P5-1 P5-1_824
C6orf17 (SPR) hCV2438331 P5-1 P5-1_913
C6orf17 (SPR) hCV2438322 P5-1 P5-1_948
CDSN CDSNO001215 P5-1 hCV2995611
CDSN CDSN001243 MICB 06MICB_003
HCR HCG0002271 MICB 06MICB_004
HCR HCG0002122 MICB MICBOVIIIa
HCR hCV2438318 MICB 06MICB_011
HCR HCGO0001667 TNF-Alpha TNF-Alpha_-238
HCR hCV2452236
HCR HCG0000269
TCF19 06TCF_3116
TCF19 hCV2452211
POUSF1 06PO5_0597
POUSF1 06PO5_1577
POUSF1 06PO5_1901
POUSF1 hCV24552203
POUSF1 hCV8941350
POUSF1 hCV2452192
NOB4 06_NOB4001
HCGII-2 HCGII20002
HCGII-2 06HCGII201
HCGII-2 06HCGII203
KIAA0055.hom 06KIAA_587
KIAA0055.hom 06KIAA_788
KIAA0055.hom 06KIAA_823
KIAAO0055.hom 06KIA_O01
KIAA0055.hom 06KIA_02
KIAAO0055.hom 06KIA_03
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Anhang II: Ergebnisse

ILIL.4 Ubersicht der Gesamtergebnisse der iiber ein Hausprogramm der I. Medizin, Uni-
versititsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel automatisiert berechneten
Chiquadrat-Werte. Grundlage waren vom Institut fiir Dermatologie, Universitéit von
Michigan, Ann Arbor (USA), rekrutierte gesunde und an Psoriasis vulgaris erkrankte
Personen (Kohorten IV + V).

Anhang ILIL4: Ubersicht Case / Control - Analyse, Kohorte IV + V (USA)

CHI-
Bereich Marker Kontrollen Psoriatiker Quadrat

Allel 1 Allel2 Allel 1 Allel 2

hCV11197333 | 0.3947 | 0.6053 | 0.2355 | 0.7645 | 17.0035 | 0.0001
C6orf15 hCVv8941548 | 0.5530 | 0.4469 | 0.4677 | 0.5323 | 4.1493 | 0.0417
CDSN CDSNO001243 | 0.4724 | 0.5276 | 0.6579 | 0.3421 | 19.4575 | 0.0001
CDSN001215 | 0.0152 | 0.9848 | 0.0812 | 0.919 | 12.8727 | 0.0003
C6orf16 hCV2438369 | 0.1357 | 0.8643 | 0.3636 | 0.6364 | 40.0953 | 0.0001
hCVv2438368 | 0.3233 | 0.6767 | 0.1871 | 0.8129 | 14.1660 | 0.0002
hCVv2438347 | 0.8679 | 0.1321 | 0.6364 | 0.3636 | 41.5444 | 0.0001
Céorf17 hCVv2438331 | 0.5795 | 0.4205 | 0.6429 | 0.3571 | 2.4034 | 0.1228
hCv2438322 | 0.8271 | 0.1729 | 0.8831 | 0.1169 | 3.6619 | 0.0558
HCR HCG0002271 | 0.6970 | 0.3030 | 0.5097 | 0.4903 | 20.6982 | 0.0001
HCG0002122| 0.8617 | 0.1383 | 0.9033 | 0.0967 | 2.4415 | 0.1197
hCv2438318 | 0.3 0.7 0.5130 | 0.4870 | 27.4727 | 0.0001
HCGO0001667 | 0.8014 | 0.1986 | 0.5921 | 0.4079 | 30.1172 | 0.0001
hCV2452236 | 0.2979 | 0.7021 | 0.5129 | 0.4871 | 28.2165 | 0.0001
HCG0000269 | 0.8346 | 0.1654 | 0.6151 | 0.3849 | 32.7263 | 0.0001
TCF19 06TCF_3116 | 0.8694 | 0.1306 | 0.8824 | 0.1176 | 0.2210 | 0.6481
hCv2452211 | 0.7083 | 0.2917 | 0.8344 | 0.1656 | 13.0097 | 0.0003
POUS5F1 06PO5_0597 | 0.3906 | 0.6094 | 0.2589 | 0.7412 | 10.6782 | 0.0011
06PO5_1577 | 0.6045 | 0.3955 | 0.7355 | 0.2645 | 11.2405 | 0.0008
06PO5_1901 | 0.6045 | 0.3955 | 0.7372 | 0.2628 | 11.5885 | 0.0007
hCVv2452203 | 0.6450 | 0.3550 | 0.5325 | 0.4675 | 7.3856 | 0.0066
hCVv8941350 | 0.7955 | 0.2045 | 0.6097 | 0.3903 | 23.2194 | 0.0001
hCv2452192 | 0.3864 | 0.6136 | 0.3045 | 0.6955 | 4.2598 | 0.0391
NOB4 06_NOB4001 | 0.1477 | 0.8523 | 0.0942 | 0.9058 | 3.8947 | 0.0484
HCGII-2 HCGII120002 | 0.8855 | 0.1145 | 0.9314 | 0.0686 | 3.6349 | 0.0567
06HCGII203 | 0.8473 | 0.1528 | 0.9058 | 0.0942 | 4.5560 | 0.0328
06HCGII201 | 0.2231 | 0.7769 | 0.4477 | 0.5523 | 31.4094 | 0.0001
KIAA0055.hom| 06KIAA_587 | 0.8508 | 0.1492 | 0.8896 | 0.1104 | 1.9332 | 0.1683
06KIAA_788 | 0.6679 | 0.3321 | 0.8019 | 0.1981 | 13.2258 | 0.0003
06KIA_823 | 0.8817 | 0.1183 | 0.6346 | 0.3654 | 46.0428 | 0.0001

06KIA_01 0.8779 | 0.1221 | 0.6373 | 0.3627 | 43.3776 | 0.0001

06KIA_02 0.3485 | 0.6515 | 0.2452 | 0.7548 | 7.3526 | 0.0068
06KIA_03 | 0.8571 | 0.1429 | 0.9079 | 0.0921 | 3.6491 | 0.0562
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Anhang IL.11.4: Ubersicht Case / Control - Analyse, Kohorte IV + V (USA)
CHI-
Bereich Marker Kontrollen Psoriatiker Quadrat

Allel1  Allel2 Allel 1 Allel 2

MICA MICA000005 | 0.8409 | 0.1591 | 0.6875 | 0.3125 | 18.1690 | 0.0001
MICA000001 | 0.7023 | 0.2977 | 0.5710 | 0.4290 | 10.5183 | 0.0012
hCV16030740 | 0.0414 | 0.9586 | 0.0385 | 0.9615 | 0.0314 | 0.8743
hCV2995657 | 0.2045 | 0.7955 | 0.1635 | 0.8365 | 1.6193 | 0.2076
P5-1 P5-1_824 0.0649 | 0.9351 | 0.0537 | 0.9463 | 0.3150 | 0.5852

P5-1_913 0.9695 | 0.0305 | 0.8627 | 0.1373 | 20.0248 | 0.0001

P5-1_946 0.1098 | 0.8902 | 0.0795 | 0.9205 | 1.5317 | 0.2202
hCV2995611 | 0.7727 | 0.2273 | 0.6355 | 0.3645 | 12.7547 | 0.0004
MiCB 06MICB_003 | 0.2311 | 0.7689 | 0.1786 | 0.8214 | 2.4225 | 0.1212
06MICB_004 | 0.6964 | 0.3036 | 0.7806 | 0.2194 | 5.4324 | 0.0198

MICBOVIIla | 0.9060 | 0.0940 | 0.9194 | 0.0806 | 0.3214 | 0.5812
06MICB_011 | 0.9612 | 0.0379 | 0.8669 | 0.1331 | 15.8768 | 0.0001
TNF-Alpha | 06_TNF_238 | 0.0341 | 0.9659 | 0.1474 | 0.8526 | 21.2709 | 0.0001
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Anhang II: Ergebnisse

ILIL.5 Gesamtiibersicht iiber die Ergebnisse der mittels des Programms Haplo_ccmap
ermittelten Werte. Der Untersuchung lagen vom Institut fiir Dermatologie, Uni-
versitidt von Michigan, Ann Arbor (USA), rekrutierte gesunde und an Psoriasis
vulgaris erkrankte Personen zu Grunde.

Anhang ILIL5: Ubersicht Case / Control — Analyse, Kohorte IV+V; Haplo_ccmap

Odds
Allel-Frequenz Allel-Frequenz chiquadrat P-Wert Ratio

Bereich Kontrollen Psoriatiker

1 2 1 2 Allel 1 Allel2 (LR)
hcv11197333 | 0,3464 0,6536 |0,2420 0,7580| 10,7970 |1,017E-03| 0,60 1,66 |8,68E-04
Céorf15 hcvso41548 | 0,5676 0,4324 |0,4650 0,5350| 9,0196 |2,67E-03| 0,66 1,51 |2,67E-03

CDSN CDSNo001243 |0,5016 0,4984 |0,6558 0,3442| 19,8908 |8,20E-06| 1,89 0,53 |6.98E-06
CDSNoo1215 |0,0258 0,9742|0,0737 0,9263 | 12,2782 |4,58E-04| 3,00 0,33 |7,62E-04
Céorf16 hCv2438369 |0,1566 0,8434|0,3376 0,6624 | 41,3795 | 1,25E-10| 2,74 0,36 | 3,35E-10
Cé6orf16 hCcv2438368 |0,2763 0,72370,1827 0,8173| 10,0131 |1,55E-03| 0,59 1,71 | 1,26E-03
hCv2438347 |0,8449 0,1551|0,6624 0,3376 | 42,2140 |8,18E-11| 0,36 2,78 | 2,25E-10
Cé6orf17 hCv2438331 |0,5841 0,41590,6186 0,3814| 1,0485 |3,06E-01| 1,15 0,87 | 3,05E-01
hCv2438322 |0,8313 0,1687|0,8854 0,1146| 4,8646 |2,74E-02| 0,87 0,48 |2,45E-02
HCR HCGooo2271 |0,6601 0,3399|0,4808 0,5192| 28,3485 |1,01E-07| 0,48 2,1 |1,15E-07
HCGooo2122 |0,8628 0,1372|0,9020 0,0980| 2,9340 |8,67E-02| 1,46 0,68 | 8,10E-02
hCv2438318 |0,3423 0,6577|0,5159 0,4841| 26,8153 |2,24E-07| 2,05 0,49 |2,53E-07
HCGooo1e67 | 0,7477 0,2523|0,5719 0,4281 | 30,2496 |3,80E-08| 0,45 2,22 | 5,60E-08
hCv2452236 |0,3403 0,6597|0,5159 0,4841| 27,527 |1,55E-07| 2,07 0,48 | 1,76E-07
HCG0000269 | 0,7946 0,2054 | 0,5752 0,4248| 49,3689 |2,12E-12| 0,35 2,86 |4,81E-12
TCF19 oeTCF_3116 |0,8625 0,1375|0,9058 0,0942| 3,6307 |5,67E-02| 1,53 0,65 |5,14E-02
hcva452211 | 0,747 0,253 |0,8185 0,1815| 6,1468 |1,32E-02| 1,53 0,65 | 5,14E-02
Pou5F1 o6Pous5_597 | 0,3375 0,6625|0,2603 0,7397| 5,5336 |1,87E-02| 0,69 1,45 | 1,74E-02
06Pous_1577 |0,6572 0,3428 | 0,734 0,266 | 5,7746 |1,62E-02| 1,44 0,69 | 1,53E-02
06Pou5_1901 | 0,6562 0,3437 | 0,734 0,266 | 59197 |1,49E-02| 1,45 0,69 |1,40E-02
hCv2452203 | 0,5991 0,4009 |0,5128 0,4872| 6,4553 |1,11E-02| 0,7 1,42 |1,12E-02
hCvge41350 |0,7462 0,2538|0,5801 0,4199| 27,5347 |1,54E-07| 0,47 2,13 |2,17E-07
hCcv2452192 |0,3668 0,6332|0,3248 0,6752| 1,6473 |1,99E-01| 0,83 1,2 |1,98E-01

NOB4 NOB4-001 0,1303 0,8697|0,1065 0,8935| 1,1088 |2,92E-01| 0,8 1,26 |2,86E-01
HCGII-2 HCGlI20002 | 0,8826 0,1174|0,9387 0,0613| 7,3936 |6,54E-03| 2,04 0,49 |4,68E-03
o6HCGII203 | 0,8643 0,1357|0,8935 0,1065| 1,6246 |2,02E-01| 1,32 0,76 | 1,95E-01
o6HCGII201 | 0,2693 0,7307 | 0,4675 0,5325| 36,8322 |1,29E-09| 2,38 0,42 | 1,92E-09
KIAAO0S5.hom | O6KIAA_587 | 0,8308 0,1692| 0,859 0,141 1,2524 |2,63E-01| 1,24 0,81 | 2,59E-01
oeKlAA_788 |0,6748 0,3252|0,7853 0,2147 | 12,5468 |3,97E-04| 1,76 0,57 |3,14E-04
06KIAA_823 |0,8532 0,1468|0,6346 0,3654 | 59,2654 |1,38E-14| 0,3 3,35 | 598E-14

06KIA_01 0,8506 0,1494|0,6378 0,3622 | 56,1088 |6,86E-14| 0,31 3,23 |2,72E-13
06KIA_02 0,3172 0,6828|0,2436 0,7564 | 55327 |1,87E-02| 0,69 1,44 |1,74E-02
06KIA_03 0,8293 0,1707|0,8613 0,1387| 1,5988 |2,06E-01| 1,28 0,78 | 2,00E-01
MICA MICcAo00005 | 0,7864 0,2136|0,6786 0,3214| 12,680 |3,00E-04| 0,57 1,74 |4,00E-04

MICcAooo001 | 0,6764 0,3236 | 0,5513 0,4487 | 14,2490 | 1,00E-04| 0,59 1,7 |1,00E-04
hCcv16030740 |0,0522 0,9478|0,0382 0,9618| 09210 |3,37E-01| 0,72 1,39 |3,27E-01
hCv2995657 | 0,2147 0,7853 10,1943 0,8057| 0,5382 |4,63E-01| 0,88 1,13 | 4,60E-01
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Anhang ILIL5: Ubersicht Case / Control — Analyse, Kohorte IV+V; Haplo_ccmap

Odds
Allel-Frequenz Allel-Frequenz chiquadrat P-Wert Ratio

Bereich Kontrollen Psoriatiker
1 2 1 2 Allel 1 Allel2 (LR)

P5-1 P5-1_824 0,0787 0,9213|0,0588 0,9412| 1,2256 |2,68E-01| 0,73 1,37 |2,60E-01
P5-1_913 0,9679 0,0321|0,8442 0,1558| 48,0848 |4,08E-12| 0,18 5,56 |2,88E-11
P5-1_946 0,1250 0,8750|0,1071 0,8929| 0,6386 |4,24E-01| 0,84 1,19 |4,21E-01
hcv299s611 | 0,7946 0,2054 | 0,6210 0,3790| 33,2229 |8,22E-09| 0,42 2,36 | 1,48E-08
MICB osmIcB_003 |0,2280 0,7720|0,1603 0,8397| 5,9197 |1,49E-02| 0,65 1,55 |1,33E-02
osMmICB_004 |0,6752 0,3248|0,7179 0,2821| 1,8024 |1,79E-01| 1,22 0,82 |1,77E-01
MicBovilla | 0,8840 0,1160|0,9071 0,0929| 1,1687 |2,80E-01| 1,28 0,78 | 2,76E-01
osMICB_ 011 | 0,9664 0,0336|0,8484 0,1516| 44,0382 |3,22E-11| 0,19 5,14 | 1,93E-10
TNF-Alpha | TNF_alpha_-238| 0,0420 0,9580|0,1603 0,8397| 40,4789 |1,99E-10| 4,35 0,23 | 1,06E-10
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Anhang II: Ergebnisse
ILIL.6  Gesamtiibersicht der assoziierten Allele, ermittelt mit dem Programm Multi

Transmit, Version 2.5, anhand durchgefiihrter Einzel-Marker-Analysen.
(Kohorte III, Deutschland).

Anhang ILIL6: Ubersicht Einzel-Marker-Analyse, TDT, Kohorte III (Deutschland); Allel 1

Bereich Marker- Marker Allel- TM/eTM* | Chiquadrat P-Wert
Nr. frequenz

1 hCV8942168 | 0.5953 | 133/129.43 | 0.8859 | 0.3466

2 hCV3273734 | 0.6007 | 131/130.5 | 0.0163 | 0.8985

NRM 3 hCV2436936 | 0.5469 | 119/122.61 | 0.9085 | 0.3405

DDR1 4 hCV2436997 | 0.7199 | 168/169.26 | 0.1111 | 0.7389

DKFzP 5 hCV2436975 | 0.6838 | 167/153.97 | 10.183 | 0.0014

6 hCV2436905 | 0.5937 | 139/128.53 | 6.7737 | 0.0093

7 hCV2436735 | 0.6920 | 161/155.5 | 2.0258 | 0.1546

8 hCV11197333 | 0.6667 | 157/148.29 | 5.5334 | 0.0187

Céorf15 9 hCV2436650 | 0.8519 | 199/200.22 | 0.2972 | 0.5856

10 hCV8941548 | 0.5539 | 124/116.04 | 4.6026 | 0.0319

CDSN 11 CDSNO001243 | 0.4977 | 116/106.96 | 5.2423 | 0.0220

12 CDSNO001215 | 0.1640 | 26/20.19 5.2728 | 0.0217

Céorf16 13 hCV2438369 | 0.3341 74/61.16 13.051 | 0.0003

14 hCV2438368 | 0.6808 | 164/155.35 | 5.1779 | 0.0229

15 hCV2438347 | 0.3430 | 72/60.38 10.663 | 0.0011

Céorf17 16 hCV2438331 0.5663 | 121/117.92 | 0.5955 | 0.4403

17 hCVv2438324 | 0.5135 | 120/108.84 | 7.3397 | 0.0067

18 hCVv2438322 | 0.8074 | 194/187.35 | 5.3163 | 0.0211

HCR 19 HCG0002271 0.4988 | 120/109.95 | 5.4167 | 0.0199

20 HCG0002122 | 0.8171 | 198/200.3 | 0.9593 | 0.3274

21 hCV2438318 | 0.5036 | 118/108.83 | 4.4532 | 0.0348

22 HCG0001667 | 0.4350 | 104/89.918 | 10.438 | 0.0012

23 hCV2438314 | 0.4604 | 105/90.69 | 10,561 | 0.0012

24 hCV2452236 | 0.5047 | 120/110.68 | 4.7301 | 0.0296

25 hCV2452235 | 0.7207 | 163/158.28 | 1.8088 | 0.1787

26 rs1265109 0.7627 | 184/176.87 | 3.8974 | 0.0484

27 HCGO0000269 | 0.4363 | 112/96.33 | 11.143 | 0.0008

28 hCV2452223 | 0.8884 | 209/210.2 | 0.8843 | 0.3470

TCF19 29 TCF19_694 0.4436 | 98/84.26 10.306 | 0.0013

30 TCF19_2804 | 0.8373 | 201/195.2 | 5.6607 | 0.0173

31 06TCF_3116 | 0.8210 | 187/187.88 | 0.1635 | 0.6859

32 hCV2452211 0.7258 | 164/159.54 | 1.5997 | 0.2059

33 hCV11197516 | 0.8632 | 208/205.02 | 2.2126 | 0.1369

POU5F1 34 06Pou5_362 0.6613 | 151/141.96 | 5.6029 | 0.0179

35 06Pou5_597 0.6663 | 152/143.33 | 4.6754 | 0.0306

36 06Pou5_1577 | 0.6642 | 152/142.86 | 5.0698 | 0.0243

37 06Pou5_1901 | 0.6507 | 157/146.13 | 7.2271 | 0.0072

38 Pou5F16075 0.4423 | 111/96.04 | 11.068 | 0.0009

* beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang ILIL6: Ubersicht Einzel-Marker-Analyse, TDT, Kohorte III (Deutschland); Allel 1
Bereich  Marker- Marker Allel- TM/eTM | Chiquadrat P-Wert

Nr. frequenz

POUS5F1 39 hCV2452203 | 0.4607 | 99/92.63 3.1374 | 0.0765
40 hCVv8941350 | 0.4476 | 105/90.51 11.361 | 0.0008
41 hCV2452192 | 0.6884 | 154/142.38 | 7.9899 | 0.0047

NOB4 42 06NOB4-001 0.7953 | 183/176.82 | 3.9863 | 0.0459
HCGII-02 43 HCGI1120002 0.8600 | 205/205.87 | 0.2395 | 0.6245
44 06HCGII1203 0.7839 | 189/183.39 | 2.8793 | 0.0897
45 06HCGII201 0.4677 | 118/104.3 | 9.7847 | 0.0018
KIAA0055.hom | 46 06KIAA 587 0.7439 | 167/167.41 | 0.0153 | 0.9016
47 06KIAA 788 0.6470 | 141/139.97 | 0.0681 | 0.7941
48 06KIAA 823 0.3357 | 77/64.56 11.039 | 0.0009

49 06KIA_01 0.3501 | 82/70.55 8.7869 | 0.0030
50 06KIA_02 0.6818 | 168/159.47 | 5.4889 | 0.0191
51 06KIA_03 0.7512 | 173/175.15 | 0.4530 | 0.5009
MICA 52 MICA000005 | 0.3159 | 61/58.70 0.3216 | 0.5706

53 MICAO000001 0.6459 | 145/144.97 | 4.67E-05 | 0.9945
54 MICA000007 | 0.8683 | 210/210.71 | 0.2550 | 0.6136
55 MICA_E4_A8561G | 0.4391 | 125/116.03 | 3.1861 0.0743
56 hCV16030740 | 0.8653 | 201/201.73 | 0.3526 | 0.5526
57 hCV2995657 | 0.7300 | 161/165.44 | 1.6209 | 0.2030

P5-1 58 P5-1_824 0.8802 | 204/204.39 | 0.1133 | 0.7365
59 P5-1_913 0.2060 | 33/25.81 8.4707 | 0.0036
60 P5-1_946 0.7618 | 174/177.11 | 0.9342 | 0.3338

61 hCV8693871 0.6595 | 136/135.96 | 7.99E-05 | 0.9929
62 hCV2995611 0.3287 | 66/56.95 7.0412 | 0.0080
MIiCB 63 06MICB_003 | 0.7171 | 162/160.02 | 0.2645 | 0.6071
64 06MICB_004 | 0.6335 | 144/136.62 | 3.1048 | 0.0781
65 MICBOVllla 0.7802 | 180/181.95 | 0.3775 | 0.5389
66 06MICB_011 0.2103 | 36/27.52 10.652 | 0.0011
BAT1 67 hCv3273613 | 0.7028 | 160/157.39 | 0.4394 | 0.5074
68 hCV16175106 | 0.7030 | 163/158.58 | 1.1509 | 0.2834
69 BAT1a2008 0.6439 | 150/146.01 | 0.8708 | 0.3507

IkBL 70 hCVv3273586 | 0.6560 | 141/137.84 | 0.6168 | 0.4323
7 IkBL86695 0.7483 | 174/176.45 | 0.5661 | 0.4518
72 IkBL_T738C 0.8868 | 282/278.59 | 2.3352 | 0.1265
LTA 73 hCV7514865 | 0.6368 | 137/131.85 | 1.6087 | 0.2047

74 hCV2451908 | 0.6595 | 143/143.73 | 0.0336 | 0.8545

* beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang IL.11.6: Ubersicht Einzel-Marker-Analyse, TDT, Kohorte III (Deutschland), Allel 1
Bereich  Marker- Marker Allel- TM/eTM | Chiquadrat P-Wert

Nr. frequenz

TNF-Alpha 75 | TNF_alpha_-238| 0.2126 | 33/25.62 8.5546 | 0.0034
76 | TNF_alpha_-857| 0.8353 | 206/202.89 | 1.5462 | 0.2137
77 [TNF_alpha_-1031| 0.2850 | 77/70.90 1.6984 | 0.1925

LTB 78 hCV7514890 | 0.7874 | 167/174.39 | 8.5546 | 0.0034
BAT2 79 hCv3273977 | 0.8366 | 192/189.04 | 1.6616 | 0.1973
80 hCVv3273976 | 0.5955 | 130/127.99 | 0.2563 | 0.6127

DDAH2 81 hCVv3233672 | 0.6099 | 132/125.64 | 2.5057 | 0.1134
Cé6orf29 82 hCV790108 0.5947 | 129/130.09 | 0.0746 | 0.7847
SKIvaL 83 hCV940306 0.5325 | 121/123.27 | 0.2661 | 0.6060
TNXB 84 hCV3293900 | 0.8287 | 196/197.37 | 0.3218 | 0.5706

85 hCV11409075 | 0.6881 | 163/156.5 | 2.5332 | 0.1115
86 hCVv3293884 | 0.5609 | 123/117.15| 2.2113 | 0.1370

CREBL1 88 hCVv3293878 | 0.8383 | 196/197.37 | 0.2745 | 0.6003
AGER/PBX2 89 hCVv3293837 | 0.7275 | 166/161.02 | 1.864 0.1722
NOTCH4 90 hCV2412441 0.8152 | 196/195.73 | 0.0102 | 0.9195
91 hCV3293767 | 0.6194 | 146/141.97 | 0.8966 | 0.3437

C6orf10 92 hCv2495657 | 0.5709 | 124/123.03 | 0.0551 | 0.8144
93 hCv2495574 | 0.5654 | 121/119.86 | 0.0768 | 0.7817

BTNL2 94 hCV2488453 | 0.6728 | 143/146.25 | 0.8048 | 0.3697
95 BTL-1l_E3 0.6183 | 190/183.28 | 2.2676 | 0.1321

* beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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ILIL.7 Gesamtiibersicht der durch das Programm Multi_Transmit, Version 2.5,
ermittelten assoziierten Allele, Kohorte V, USA.

Anhang ILIL7: TDT-Test, Kohorte V (USA)
Bereich Marker Allel- Verhiéltnis  chiquadrat
frequenz Tm/eTm*

hCV11197333| 0.6965 547/510.8 21.368 0.000004
Cé6orf15 hCV8941548 | 0.5153 | 363/359.75 0.151 0.697658

CDSN CDSNO001243| 0.5982 434/418.4 3.902 0.048232
CDSNO001215| 0.8613 | 647/653.69 2.667 0.102468
Cé6orf16 hCVv2438369 | 0.3398 | 241/198.91 30.654 0.000000
hCVv2438368 | 0.7541 572/561.11 2.593 0.107323
hCVv2438347 | 0.3398 | 239/197.72 29.753 0.000000
Céorf17 hCV2438331 | 0.5862 | 434/414.82 5.210 0.022463
hCVv2438322 | 0.8015 | 621/602.64 9.526 0.002026
HCR HCG0002271| 0.4943 | 364/327.38 17.456 0.000029
HCG0002122| 0.82356 | 605/602.72 0.18798 0.664603
hCVv2438318 | 0.4944 | 371/333.68 18.059 0.000021
HCG0001667| 0.4178 | 301/260.79 23.833 0.000001
hCV2452236 | 0.4939 373/335.7 17.832 0.000024
HCG0000269| 0.3956 272/236.5 20.375 0.000006
TCF19 06TCF_3116| 0.8259 | 615/611.05 0.5446 0.460528
hCV2452211 | 0.7682 | 594/579.27 4.724 0.029738
POUS5F1 06PO5_0597 | 0.6821 488/465.25 9.759 0.001785
06PO5_1577| 0.6895 | 529/510.46 5.917 0.014996
06PO5_1901| 0.6913 | 532/513.54 5.714 0.016827
hCV2452203 | 0.4784 | 355/327.29 11.722 0.000618
hCV8941350 | 0.4142 | 306/268.46 20.797 0.000005
hCV2452192 | 0.6631 507/485.71 7.019 0.008064

NOB4 06_NOB4001| 0.8187 | 628/610.34 11.31 0.000771
HCGII-2 HCGII20002 | 0.8474 | 627/620.62 1.806 0.179001
06HCGII203 | 0.8169 | 626/607.35 11.950 0.000546
06HCGII201 | 0.4357 | 323/280.51 25.588 0.0000001
KIAA0055.hom| 06KIAA_ 587 | 0.7893 | 588/588.37 0.0043 0.947945
06KIAA_788 | 0.7153 | 545/534.19 2.2746 0.131509
06KIA_ 823 | 0.3408 253/204.1 41.367 0.0000001

06KIA_01 0.3378 | 241/195.61 36.408 0.0000001

06KIA_02 0.7082 | 537/517.87 6.3146 0.011975

06KIA 03 |0.788363| 587/586.57 | 0.0056665 | 0.939995
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Anhang ILIL.7: Fortsetzung TDT-Test, Kohorte V (USA)

Marker Allel- Verhiéltnis  chiquadrat
frequenz Tm/eTm*

MICA MICA000005 | 0.3262 | 216/191.12 10.589 0.001138
MICA000001 | 0.4251 | 304/275.52 11.157 0.000837
hCV16030740 0.8756 | 682/675.94 2.6744 0.101974
hCV2995657 | 0.7554 | 567/567.29 0.002 0.963516
P5-1 P5-1_824 0.8549 | 628/622.36 1.696 0.192786
P5-1_913 0.1902 108/78.26 32.468 0.0000001
P5-1_946 0.8190 | 611/608.92 0.155 0.693840
hCV2995611 | 0.3587 | 246/220.04 11.828 0.000583
MICB 06MICB_003| 0.7582 566/560.8 0.672 0.412453
06MICB_004 {0.684883| 514/502.13 2.531 0.111629
MICBOVIlla | 0.8309 | 627/625.84 0.046 0.830265
06MICB_011| 0.1902 | 110/79.341 34.574 0.0000001
TNF-Alpha | 06_TNF_238| 0.2016 122/90.81 31.055 0.0000001
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II.I1.8. Gesamtiibersicht der anhand der Allele ermittelten Odds Ratio fiir Marker, die in
beiden Analysen (Erkrankt vs. Gesund; TDT) und sowohl in der deutschen (I+II),
als auch in der amerikanischen (IV+V) Kohorte, signifikante Werte zeigten.

Der Berechnung liegen die beobachteten Allele zugrunde.

Anhang IL.I1.8: Gesamtiibersicht Odds-Ratio; Kohorte I+II (Deutschland) / Kohorte IV+V (USA)

Kohorte Kohorte
Bereich Marker ~ *Ass. 1+l Odds Ratio IV+V Odds Ratio
Allel Allel 1 Allel 2 (95%Cl) Allel 1 Allel 2 (95%CI)
hCV11197333| 2 |Kontrollen| 241 419 (1,48 (1,17-1,88)] 105 161 |2,12 (1,48 - 3,03)

Psoriatiker| 166 428 73 237

CDSN |cDsN001243| 1 |Kontrollen| 357 | 309 |1,34(1,07-1,68)| 120 134 |2,15(1,53 - 3,02)
Psoriatiker| 372 | 240 200 104

CDSN |cDSN001215| 1 |Kontrollen| 40 630 |1,43(0,93-2,19)| 4 260 |5,72 (1,97 - 16,72)
Psoriatiker| 51 563 25 283

C60orf16 | hcv2438369 | 1 |Kontrollen| 123 545 12,13 (1,65-2,77)] 38 242 | 3,64 (2,41 - 5,50)
Psoriatiker| 199 | 413 112 196

C6orf16 |hcv2438368 | 2 |Kontrollen| 167 | 497 (0,98 (0,76 - 1,25)| 86 180 |2,08 (1,41 - 3,05)
Psoriatiker| 116 | 482 58 252

C6orf16 | hcv2438347 | 2 |Kontrollen| 544 124 12,10 (1,63 - 2,72)| 243 37 |3,75(2,47 - 5,69)
Psoriatiker| 415 199 196 112

C6orf17 |hCv2438324 | 2 |Kontrollen| 438 226 |1,83 (1,46 - 2,31) *

Psoriatiker| 300 284
HCR |HCG0002271| 2 |Kontrollen| 449 221 1,77 (1,41 -2,22)| 184 80 (2,21 (1,57-3,12)

Psoriatiker| 327 | 285 157 151
HCR |HCGooo1667| 2 |Kontrollen| 505 163 (2,07 (1,63 - 2,62)| 226 56 |2,78 (1,92 - 4,03)
Psoriatiker| 366 244 180 124
HCR |HCG0000269| 2 |Kontrollen| 504 166 (1,90 (1,50-2,42)] 212 42 |3,15(2,11-4,73)
Psoriatiker| 375 | 235 187 117
HCR |hCv2438318| 1 |Kontrollen| 220 | 440 |1,75(1,40-2,20)| 84 196 |2,46 (1,75 - 3,45)
Psoriatiker| 285 | 325 158 150
HCR |hcve452236| 1 |Kontrollen| 220 | 446 |1,8(1,44-2,26)| 84 198 2,48 (1,77 - 3,48)
Psoriatiker| 286 322 159 151
TCF19 |hcva452211| 1 |Kontrollen| 499 | 161 (1,38 (1,05-1,81)] 187 77 12,07 (1,39 - 3,10)
Psoriatiker| 496 | 116 257 51
POUS5F1 |o0eP05_1577| 1 |Kontrollen| 430 | 220 (1,43 (1,13-1,83)] 162 106 | 1,82 (1,28 - 2,59)
Psoriatiker| 454 162 228 82
POUS5F1 [06PO5 1901 | 1 |Kontrollen| 438 | 220 (1,41 (1,11-1,79)] 162 106 | 1,84 (1,29 - 2,61)
Psoriatiker| 454 162 230 82
POU5F1 | hcve941350 | 2 |Kontrollen| 495 | 155 (2,07 (1,62 -2,63)] 210 54 2,49 (1,71 - 3,63)
Psoriatiker| 368 | 238 189 121
POUSF1 | hcv2452203 | 2 |Kontrollen| 456 | 208 (1,86 (1,48 -2,34)] 169 93 |1,60 (1,14 -2,24)
Psoriatiker| 330 280 164 144
HCGII-2 | osHCGII201 | 1 |Kontrollen| 184 | 472 (2,16 (1,71 -2,73)| 58 202 |2,82(1,95-4,08)
Psoriatiker| 281 333 137 169

* Ass. Allel = Assoziiertes Allel
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Anhang I1.IL.8: Fortsetzung der Odds-Ratio - Gesamtiibersicht

Kohorte Kohorte
Bereich Marker  *Ass. I+l N Odds Ratio V+V_ Odds Ratio
Allel Allel 1 Allel 2 (95%Cl) Allel 1 Allel 2 (95%CI)
KIAA0055.hom | OBKIAA 788 | 1 |Kontrollen| 455 | 187 |1,38 (1,07 -1,77)| 175 87 2,01(1,38-2,94)
Psoriatiker| 476 142 247 61
KIAA0055.hom | OBKIAA 823 | 2 |Kontrollen| 547 | 109 |2,6 (1,99 - 3,38) | 231 31 4,29 (2,76 - 6,66)
Psoriatiker| 402 208 198 114
KIAA0055.hom | OBKIA_01 2 |Kontrollen| 548 | 108 (2,69 (2,06 - 3,52)| 230 32 |4,09 (2,64 - 6,33)
Psoriatiker| 388 206 195 111
MICA | MICA000005 | 2 |Kontrollen| 575 93 (2,33 (1,76 - 3,09)| 222 42 12,40 (1,60 - 3,62)
Psoriatiker| 443 | 167 209 95
MICA | MICA000001 | 2 |Kontrollen| 487 177 (1,55 (1,22-1,96)| 184 78 |1,77 (1,25 - 2,51)
Psoriatiker| 393 221 177 133
P5-1 P5-1_913 2 |Kontrollen| 631 17 |5,66 (3,31 -9,67)] 254 8 5,06 (2,33-10,97)
Psoriatiker| 531 81 264 42
P5-1 hCv2995611 | 2 |Kontrollen| 517 | 149 |1,74 (1,36 - 2,24)| 204 60 |1,95(1,35-2,82)
Psoriatiker| 402 202 197 113
MICB | 06MICB_011| 2 |Kontrollen| 645 21 14,86 (2,97 - 7,95)| 254 10 3,90 (1,91 - 7,95)
Psoriatiker| 525 83 267 41
TNF-Alpha |TNFalpha-238| 1 |Kontrollen| 25 623 (4,21 (2,66-6,66)] 9 255 14,90 (2,35 - 10,22)
Psoriatiker| 89 527 46 266

* Ass. Allel = Assoziiertes Allel
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ILIL.9 Gesamtiibersicht iiber die Ergebnisse der mit Multi_Transmit, Version 2.5,
durchgefiihrten Zwei-Marker-Analyse fiir die Kohorte I1I, Deutschland.

Anhang I1.1I1.9: Zwei-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Bereich Marker- MARKER Allel- TM/eTM Chiquadrat P-Wert
Nr. frequenz
1 hCV8942168 2.2 0.1311 | 11.96/17.23 | 4.8768 | 0.0272
2 hCV3273734 1.2 0.3285 | 89.45/83.56 | 2.4333 | 0.1188
NRM 3 hCV2436936 1.1 0.4265 [108.87/112.32| 0.76822 | 0.3808
DDR1 4 hCV2436997 1.2 0.2401 | 45.97/58.52 | 9.3685 | 0.0022
DKFzP 5 hCV2436975 2.2 0.1856 | 46.07/59.41 | 10.825 | 0.0010
6 hCV2436905 1.1 0.4338 |125.48/115.09| 6.1364 | 0.0132
7 hCV2436735 1.1 0.4319 |115.29/101.44| 9.4781 | 0.0020
8 | hCV11197333 2.1 0.2847 | 54.09/63.08 | 5.9089 | 0.0151
Céorf15 9 hCv2436650 |keine Datenerhebung mdglich
10 | hCV8941548 1.1 0.3073 | 95.19/83.33 | 10.256 | 0.0014
CDSN 11 | CDSN001243 2.1 0.4382 | 98.1/107.62 | 5.2783 | 0.0216
12 | CDSN001215 1.1 0.5924 |141.12/154.65| 13.144 | 0.0003
C6orf16 13 | hCVv2438369 |keine Datenerhebung méglich
14 | hCv2438368 |keine Datenerhebung méglich
15 | hCV2438347 2.1 0.2053 | 47.62/39.83 | 7.5281 | 0.0061
Céorf17 16 hCV2438331 1.2 0.2494 | 47.52/39.50 6.924 | 0.0085
17 | hCV2438324 2.1 0.4281 |125.37/114.38| 6.5218 | 0.0107
18 | hCV2438322 1.2 0.4197 | 120/109.14 | 6.1371 | 0.0132
HCR 19 | HCG0002271 1.1 0.3932 78/88.62 6.9037 | 0.0086
20 | HCG0002122 1.1 0.3898 | 80.35/90.36 | 5.7657 | 0.0163
21 hcv2438318 |keine Datenerhebung mdglich
22 | HCGooo1667 |keine Datenerhebung mdoglich
23 | hCV2452236 2.1 0.3964 |122.96/112.51| 5.6134 | 0.0178
24 | hCV2452235 1.1 0.5351 |{141.31/129.34| 7.2632 | 0.0070
25 rs1265109 |keine Datenerhebung méglich
26 | HCG0000269 1.1 0.5029 |103.97/121.62| 13.87 | 0.0002
27 | hCV2452223 1.1 0.4925 |103.44/118.66| 12.206 | 0.0005
TCF19 28 TCF19_694 |keine Datenerhebung mdglich
29 | TCF19_2407 |keine Datenerhebung mdglich
30 | TCF19_2804 2.1 0.1110 | 9.18/14.92 5.5265 | 0.0187
31 06TCF_3116 1.2 0.2243 | 45.60/49.83 | 1.3909 | 0.2383
32 | hCV2452211 1.1 0.6259 |169.17/161.26| 4.1328 | 0.0421
33 | hCV11197516 1.1 0.5639 | 155/142.42 | 9.0665 | 0.0026
POUSF1 34 | 06POU5_362 2.2 0.1959 | 58.97/70.38 | 7.7468 | 0.0054
35 | 06PO5_0597 1.1 0.5213 | 154/144.81 5.158 | 0.0231
36 | 06PO5_1577 1.1 0.5052 | 161/149.51 7.799 | 0.0052
37 | 06PO5_1901 1.2 0.3337 | 110.8/94.49 | 12.768 | 0.0004
38 Pou5F16075 2.2 0.2523 | 83.39/71.34 | 9.2961 | 0.0023
39 | hCV2452203 2.2 0.2579 | 81.89/70.04 9.673 | 0.0019
40 | hcvee41350 |keine Datenerhebung moglich
M hCV2452192 1.1 0.5774 |170.81/157.98| 9.2754 | 0.0023

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang IL.IL.9: Zwei-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Bereich

Marker-
Nr.

MARKER

Allel-

frequenz

TM/eTM

Chiquadrat

P-Wert

NOB4
HCGlI-02

KIAA0055.hom

MICA

P5-1

MICB

BAT1

IkBL

LTA

TNF-Alpha

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

NOB4001
HCGI120002
06HCGII203
06HCGII201
06KIAA_587
06KIAA_788

06KIA_823
06KIA_01
06KIA_02
06KIA_03
MICA000005
MICA000001
MICA000007
MICA_E4 8561
hCV16030740
hCV2995657

P5-1_824

P5-1_913

P5-1_946
hCV8693871
hCV2995611
06MICB_003
06MICB_004

MICBOVllla
06MICB_011
hCV3273613

hCV16175106

BAT1a2008
hCV3273586

IkBL86695
IkBL_T738C
hCV7514865
hCV2451908

TNF_alpha_1031
TNF_alpha_-857
06_TNF_238

21
1.2
keine Datenerhebung mdglich
21
1.2
1.2
2.2
21
21
1.1
2.2
1.2
1.1
1.1
2.2
1.1
1.2
21
21
1.2
21
1.1
21
1.2
21
1.1
1.1
21
21
1.2
1.1
21
21
1.2
1.2
241

0.1596
0.1639

0.3195
0.2073
0.2483
0.1953
0.2609
0.2431
0.5092
0.1820
0.0756
0.4777
0.4733
0.0548
0.6572
0.1555
0.1449
0.1620
0.2106
0.2575
0.4332
0.2419
0.1491
0.1456
0.5787
0.4294
0.1545
0.2755
0.0822
0.5551
0.2665
0.1874
0.1318
0.1644
0.1655

22.84/29.02
25.62/31.14

82.55/70.34
24.79/26.67
79.19/66.62
79.95/67.65
82.85/71.24
48.34/57.72
119.09/121.98
62.77/59.44
6.02/5.32
166.07/174.73
166.06/174.70
2.00/1.0627
160.70/165.41
33.65/26.46
33.52/26.48
37.59/34.23
43.71/38.62
66.00/56.59
99.69/90.01
33.65/43.24
36.00/27.76
36.08/27.30
163.00/158.6.00
97.00/89.29
2.04/3.91
62.61/66.40
8.39/11.88
190.84/183.77
65.64/69.69
12.00/16.23
18.68/21.89
34.47/26.77
33.61/26.08

3.9987
2.7821

10.65
0.46579
10.905
9.8582
9.1341
6.7501
0.46626
0.66118
0.25029
2.9553
2.9423
1.8352
1.8205
8.4515
8.1898
1.0412
2.8954
7.4752
6.2381
6.7032
10.164
10.998
1.1415
3.0996
3.0081
0.86518
2.4365
2.9299
0.95358
3.1844
1.6513
9.0955
8.7892

0.0455
0.0953

0.0011
0.4949
0.0009
0.0017
0.0025
0.0090
0.4947
0.4161
0.6169
0.0856
0.0863
0.1755
0.1773
0.0036
0.0042
0.3075
0.0888
0.0062
0.0125
0.0096
0.0014
0.0009
0.2853
0.0783
0.0828
0.3523
0.1185
0.0870
0.3288
0.0743
0.1988
0.0026
0.0030

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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IL.ILY9: Zwei-Marker-Analyse, Kohorte I1I (Deutschland)

Bereich Marker- MARKER | Allel | Allel- TM/eTM Chiquadrat| P-Wert
Nr. frequenz

LTB 78 | hcv7s14890 | 2.1 | 0.1125 | 12.89/15.78 | 1.5509 | 0.2130

BAT2 79 hCcva273977 | 2.2 | 0.1583 | 25.04/31.69 | 4.8957 | 0.0269

80 hcv3273976 | 2.2 | 0.1530 | 25.93/30.45 | 2.2459 | 0.1340
DDAH2 81 hcv3233672 | 2.2 | 0.1705 | 30.18/25.91 | 2.5692 | 0.1090
C6orf29 82 hcvzoo1o8 | 1.1 | 0.4542 (113.66/117.37| 0.71081 | 0.3992
SKIV2L 83 hCcve40306 | 1.2 | 0.2587 | 49.64/55.85 | 2.3087 | 0.1287
TNXB 84 | hcvi1409075| 1.1 | 0.3580 | 83.85/71.87 | 11.213 | 0.0008
85 hCv3293884 | 2.1 | 0.3839 | 84.22/89.55 | 1.7793 | 0.1822
CREBLA1 86 hcva293g78 | 1.2 | 0.2263 | 40.45/45.09 | 1.5893 | 0.2074
AGER/PBX2 87 hCv3293837 | 2.1 | 0.2188 | 39.13/44.28 | 2.0356 | 0.1537
NOTCH4 88 hcv2412441 | 1.1 | 0.5206 |141.48/138.56| 0.44015 | 0.5071
89 hCv3293767 | 2.2 | 0.1455 | 14.15/18.76 | 3.6104 | 0.0574
Cé6orf10 90 hcv2495657 | 1.1 | 0.4168 |124.99/123.69| 0.09978 | 0.7521
91 hCv2495574 | 2.1 | 0.2379 | 31.28/36.54 | 2.4493 | 0.1176
BTNL2 92 hCcv2488453 | 1.2 | 0.1805 | 17.98/21.24 | 2.3341 | 0.1266

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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ILIL.10 Gesamtiibersicht der Ergebnisse der mit Multi_Transmit, Version 2.5,
durchgefiihrten Drei-Marker-Analyse fiir die Kohorte I1I, Deutschland.

Anhang ILIL.10: Drei-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Bereich Marker- MARKER Allel- TM/eTM Chiquadrat | P-Wert
Nr. frequenz
1 hCV8942168 1.1.2 0.1652 | 45.23/38.07 | 5.1704 | 0.0230
2 hCV3273734 2.21 0.0816 2.69/3.75 1.574 | 0.2096
NRM 3 hCV2436936 211 0.2110 | 49.91/41.26 | 8.1529 | 0.0043
DDR1 4 hCV2436997 1.2.2 0.1459 | 46.88/59.55 | 9.6898 | 0.0019
DKFzP 5 hCV2436975 1.1.1 0.3546 |126.67/114.00| 8.5381 | 0.0035
6 hCV2436905 1.11 0.3015 | 108.26/93.85| 9.7034 | 0.0018
7 hcv2436735 |keine Datenerhebung méglich
8 hCv11197333 |keine Datenerhebung mdglich
Céorf15 9 hCV2436650 1.141 0.2666 | 94.75/82.83 | 9.9708 | 0.0016
10 hCV8941548 1.1.2 0.0674 | 26.19/20.44 | 5.1896 | 0.0227
CDSN 11 CDSNO001243 1.1.2 0.1585 | 46.55/37.72 | 8.8968 | 0.0029
12 CDSN001215 1.1.2 0.2062 | 52.85/62.69 | 6.6405 | 0.0099
Céorf16 13 hCv2438369 |keine Datenerhebung mdglich
14 hCV2438368 1.2.1 0.1516 | 49.93/41.71 | 8.3795 | 0.0038
15 hCv2438347 |keine Datenerhebung mdglich
Cé6orf17 16 hCv2438331 |keine Datenerhebung mdglich
17 hCv2438324 |keine Datenerhebung mdglich
18 hCV2438322 1.21 0.3692 |120.00/110.36| 4.8403 | 0.0278
HCR 19 HCG0002271 1141 0.2594 | 82.32/92.79 | 6.3722 | 0.0116
20 HCG0002122 |keine Datenerhebung mdglich
21 hCv2438318 |keine Datenerhebung mdglich
22 HCG0001667 |Keine Datenerhebung mdglich
23 hCV2452236 2141 0.3265 |123.31/113.18| 5.257 | 0.0219
24 hCv2452235 |keine Datenerhebung mdglich
25 rs1265109  |keine Datenerhebung mdglich
26 HCG0000269 1141 0.3547 |101.88/119.46| 13.834 | 0.0002
27 hCv2452223 |keine Datenerhebung mdglich
TCF19 28 TCF19 694 |keine Datenerhebung moglich
29 TCF19_2407 |keine Datenerhebung méglich
30 TCF19_2804 2141 0.0779 | 10.44/16.23 | 5.6238 | 0.0177
31 06TCF 3116 |keine Datenerhebung mdglich
32 hCV2452211 1.11 0.4656 |157.24/144.76| 7.8575 | 0.0051
33 hCV11197516 1.1.1 0.4415 |157.03/142.84| 10.358 | 0.0013
POU5F1 34 06POUS5_362 222 0.1221 | 58.97/70.38 | 7.7468 | 0.0054
35 06PO5_0597 222 0.1270 | 59.00/70.45 | 7.7758 | 0.0053
36 06P05_1577 1.1.2 0.2773 | 111.52/95.24 | 12.722 | 0.0004
37 06PO5_1901 1.2.2 0.2039 | 83.42/70.96 | 9.7254 | 0.0018
38 Pou5F16075 222 0.1699 | 83.55/71.31 | 9.5527 | 0.0020
39 hCv2452203 |keine Datenerhebung mdglich
40 hCv8941350 |keine Datenerhebung mdglich
41 hCV2452192 1.11 0.5176 |162.61/150.62| 7.2199 | 0.0072

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang I1.I1.10: Drei-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Bereich Marker- MARKER Allel- TM/eTM Chiquadrat P-Wert
Nr. frequenz
NOB4 42 NOB4001 keine Datenerhebung méglich
HCGII-02 43 HCGII20002 |keine Datenerhebung méglich
44 06HCGII203 1.2.1 0.26880 | 83.19/70.37 | 11.339 | 0.0008
45 06HCGII201 2.1.1 0.2330 | 81.03/67.52 | 12.818 | 0.0003
KIAA0055.hom| 46 06KIAA_587 1.1.2 0.2100 | 77.95/65.81 10.467 | 0.0012
a7 06KIAA_788 1.2.2 0.1500 | 79.97/66.97 | 10.743 | 0.0010
48 06KIA_823 2.21 0.1516 | 80.38/67.49 | 10.507 | 0.0012
49 06KIA_01 2.1.1 0.2082 | 81.09/69.73 | 9.1014 | 0.0026
50 06KIA_02 11.2 0.1556 | 45.74/39.66 3.933 | 0.0473
51 06KIA_03 2.1.2 0.0472 2.05/2.77 0.43249 | 0.5108
MICA 52 MICA000005 221 0.1530 | 62.77/59.53 | 0.62915 | 0.4277
53 MICA000001 11.2 0.1736 | 23.07/20.69 | 1.2506 | 0.2634
54 MICA000007 1.1.1 0.4326 |166.08/174.77| 2.9712 | 0.0848
55 |MICA_E4_A8561G 1.1.1 0.3353 |109.46/118.92| 5.5686 | 0.0183
56 hCV16030740 |keine Datenerhebung mdglich
57 hCV2995657 1.1.1 0.5248 |133.42/144.71| 8.5128 | 0.0035
P5-1 58 P5-1_824 1.2.1 0.1181 | 33.65/26.63 | 8.1518 | 0.0043
59 P5-1_913 2.11 0.1057 | 33.50/26.37 | 8.2602 | 0.0041
60 P5-1_946 1.1.1 0.3241 | 65.21/73.25 4.039 | 0.0445
61 hCV8693871 221 0.0880 | 21.39/17.53 | 3.1327 | 0.0767
62 hCV2995611 211 0.1980 | 66.00/56.49 | 7.4123 | 0.0065
MICB 63 06MICB_003 1.2.1 0.1874 | 33.48/42.86 | 6.3006 | 0.0121
64 06MICB_004 1.1.2 0.1096 | 36.00/27.46 | 10.808 | 0.0010
65 MICBOVIila 1.2.1 0.1093 | 36.075/27.49 | 10.604 | 0.0011
66 06MICB_011 2141 0.1132 | 36.08/27.31 10.972 | 0.0009
BAT1 67 hCV3273613 1.1.1 0.3475 | 97/89.298 3.0914 | 0.0787
68 hCV16175106 1.2.1 0.1123 2.04/3.89 2.9689 | 0.0849
69 BAT1a2008 2141 0.1163 2.04/3.92 3.0921 | 0.0787
IkBL 70 hCV3273586 1.1.2 0.0546 | 8.46/10.46 | 0.94517 | 0.3310
7 IkBL86695 1.1.2 0.2568 | 94.49/98.64 | 0.98653 | 0.3206
72 IkBL_T738C 1.1.1 0.3406 | 100.85/96.05| 1.7293 | 0.1885
LTA 73 hCV7514865 1.2.1 0.1194 | 12.69/16.89 | 3.1335 | 0.0767
74 hCV2451908 2.1.1 0.1435 | 12.61/16.88 | 3.2454 | 0.0716
TNF-Alpha 75 TNF_alpha_1031 2.1.2 0.0831 | 47.61/35.34 | 15.751 |0.00007
76 TNF_alpha_-857 1.2.1 0.1349 | 34.75/27.08 9.056 | 0.0026
77 06_TNF_238 2.1.1 0.1129 |32.489/25.58 | 7.7882 | 0.0053

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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IL.I1.10: Drei-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Bereich Marker- MARKER Allel- TM/eTM Chiquadrat P-Wert
Nr. frequenz

LTB 78 hCV7514890 1.2.2 0.1241 | 25.20/31.74 | 4.6925 | 0.0303
BAT2 79 hCV3273977 222 0.0889 | 23.76/29.48 | 3.6924 | 0.0547

80 hcv3273976 |keine Datenerhebung mdglich

DDAH2 81 hcv3233672 |keine Datenerhebung mdglich
Céorf29 82 hCV790108 2.1.1 0.2237 | 44.47/38.71 | 2.7587 | 0.0967
SKIV2L 83 hCV940306 1.1.1 0.2830 | 66.07/56.07 | 8.6183 | 0.0033
TNXB 84 hCV11409075 1.1.1 0.2846 | 64.16/54.55 | 8.3522 | 0.0039
85 hCV3293884 1.141 0.3072 | 73.42/65.57 | 5.3847 | 0.0203

CREBL1 86 hCv3293878 |keine Datenerhebung mdglich
AGER/PBX2 87 hCV3293837 21.2 0.0851 | 15.07/18.64 | 2.2508 | 0.1335
NOTCH4 88 hCV2412441 222 0.0450 | 6.31/8.53 2.1295 | 0.1445
89 hCV3293767 222 0.0889 | 14.09/18.69 | 3.6221 | 0.0570
Cé6orf10 20 hCV2495657 2.2.1 0.1452 | 30.26/35.234 | 2.3005 | 0.1293
91 hCV2495574 111 0.3103 [146.34/135.97| 4.6887 | 0.0304

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang II: Ergebnisse

ILIL.11 Gesamtiibersicht der Ergebnisse der mittels Transmissions-Ungleichgewichts-
Test (TDT) durchgefiihrten Vier-Marker-Analyse, Kohorte II1.

Anhang IL.I1.11: Vier-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Bereich  Marker-| MARKER Allel- TM/eTM  Chiquadrat P-Wert
Nr. frequenz
1 hCV8942168 1.1.2.1 0.1238 | 43.15/35.25 | 7.0275 | 0.0080
2 hCV3273734 1.2.1.1 0.1622 | 50.03/40.68 | 8.8999 | 0.0029
NRM 3 hcv2436936 |keine Datenerhebung méglich
DDR1 4 hCV2436997 1.1.1.1 0.2285 | 84.79/73.85 | 6.4488 | 0.0111
DKFzZP 5 hCV2436975 1.1.1.1 0.2516 |108.85/92.62| 11.895 | 0.0006
6 hCv2436905 |keine Datenerhebung moglich
7 hCv2436735 |keine Datenerhebung moglich
8 hCV11197333 |keine Datenerhebung mdglich
Céorf15 9 hCV2436650 1.1.1.2 0.0540 | 26.18/20.49 | 5.1054 | 0.0239
10 hCV8941548 1.1.1.2 0.1062 | 45.70/35.74 | 11.662 | 0.0006
CDSN 11 CDSN001243 1.1.2.1 0.1323 | 47.18/38.77 | 8.1055 | 0.0044
12 | CDSN001215 1.1.2.1 0.1688 | 54.73/64.91 | 7.1386 | 0.0075
Céorf16 13 hCV2438369 2.1.21 0.0926 | 48.11/39.75 | 8.3998 | 0.0038
14 hCv2438368 |keine Datenerhebung mdglich
15 hCv2438347 |keine Datenerhebung mdglich
Cé6orf17 16 hCv2438331 |keine Datenerhebung mdglich
17 hcv2438324 |keine Datenerhebung méglich
18 hCV2438322 21141 0.0586 | 20.68/26.75 | 4.1696 | 0.0412
HCR 19 | HCG0002271 |keine Datenerhebung mdglich
20 | HCGooo2122 |keine Datenerhebung méglich
21 hcv2438318 |keine Datenerhebung mdglich
22 | HCGooo1667 |keine Datenerhebung méglich
23 hCv2452236 |keine Datenerhebung mdglich
24 hcv2452235 |keine Datenerhebung méglich
25 rs1265109 |keine Datenerhebung méglich
26 | HCG0000269 |keine Datenerhebung mdglich
27 hcv2452223 |keine Datenerhebung moglich
TCF19 28 TCF19_694 |keine Datenerhebung mdglich
29 TCF19_2407 |keine Datenerhebung mdglich
30 TCF19_2804 |keine Datenerhebung mdglich
31 06TCF_3116 1.1.1.1 0.3912 [139.73/128.67| 6.3715 | 0.0116
32 hCV2452211 1.1.1.1 0.3922 [158.13/144.60| 9.1901 | 0.0024
33 | hCV11197516 1.1.1.1 0.3835 [157.03/142.84| 10.358 | 0.0013
POUS5F1 34 | 06POUS5_362 2222 0.0870 | 57.00/68.71 | 8.1253 | 0.0044
35 | 06PO5_0597 1.1.1.2 0.2487 |113.02/96.74 | 12.722 | 0.0004
36 | 06PO5_1577 1.1.2.2 0.1783 | 83.50/71.04 | 9.7177 | 0.0018
37 | 06PO5_1901 1.2.2.2 0.1457 | 83.53/71.05 | 9.7103 | 0.0018
38 PousF16075 |keine Datenerhebung mdglich
39 hCv2452203 |keine Datenerhebung méglich
40 hCvg941350 |keine Datenerhebung mdglich
M hcv2452192 |keine Datenerhebung méglich

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang ILIL11: Vier-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Bereich

Marker-

MARKER

Allel-

TM/eTM

Chiquadrat

P-Wert

NOB4
HCGII-02

KIAA0055.hom

MICA

P5-1

MICB

BATA1

IkBL

LTA

TNF-Alpha

Nr.

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

NOB4001
HCGI120002
06HCGII203
06HCGII201
06KIAA_587
06KIAA_788

06KIA_823
06KIA_01
06KIA_02
06KIA_03
MICA000005
MICA000001
MICA000007
MICA_E4 8561
hCV16030740
hCV2995657

P5-1_824

P5-1_913

P5-1_946
hCV8693871
hCV2995611
06MICB_003
06MICB_004

MICBOVlila
06MICB_011
hCV3273613

hCV16175106

BAT1a2008
hCV3273586

IkBL86695
IkBL_T738C
hCV7514865
hCV2451908

TNF_alpha_1031
TNF_alpha_-857
06_TNF_238

keine Datenerhebung mdglich
1.1.2.1
1.2.1.1
21.1.2
1.1.2.2
1.2.2.1
2211
2111
1.1.2.2
keine Datenerhebung mdglich
2212
1.1.2.1
1.1.1.1
keine Datenerhebung méglich
keine Datenerhebung mdglich
1.1.1.1
1.2.1.1
keine Datenerhebung mdglich
1.1.2.1
1.2.1.1
2.1.1.1
1.1.1.2
1.1.2.1
1.2.1.1
2111
1.1.2.1
1.2.1.1
keine Datenerhebung méglich
1.1.1.2
2.1.1.1
1.1.2.1
1.2.1.1
2212
2.1.21
1.2.1.1
keine Datenerhebung méglich

frequenz

0.2463
0.1973
0.1352
0.1307
0.1236
0.1280
0.1234
0.0960

0.0997
0.1473
0.3136

0.4565
0.0922

0.1391
0.1319
0.1758
0.0832
0.0827
0.0895
0.0799
0.0910
0.0868

0.1106
0.1190
0.1041
0.0947
0.0524
0.0680
0.0950

82.12/68.72
81.67/67.86
78.59/66.14
78.73/66.16
78.00/65.62
80.00/67.77
38.87/31.88
46.10/39.48

82.39/77.26
22.53/20.135
108.46/117.86

133.05/144.54
33.63/26.52

43.21/37.43
42.86/36.78
66.68/57.47
36.00/27.35
36.00/26.992
36.08/27.51
35.00/26.62
2.04/3.90
2.04/3.95

3.69/6.13
57.06/53.92
12.86/17.10
12.68/16.94
44.85/33.56
47.40/35.25
33.58/26.46

13.022
13.226
10.113
10.304
9.9507
9.3536
5.2024
4.6627

1.3014
1.2811
5.5105

8.4805
8.2296

3.6592
4.0131
6.7853
11.031
11.525
10.572
10.338
2.9688
3.1676

4.2206
0.94458
3.2088
3.2222
13.769
15.489
8.1952

0.0003
0.0003
0.0015
0.0013
0.0016
0.0022
0.0226
0.0308

0.2540
0.2577
0.0189

0.0036
0.0041

0.0558
0.0451
0.0092
0.0009
0.0007
0.0011
0.0013
0.0849
0.0751

0.0399
0.3311
0.0732
0.0726
0.0002
0.00008
0.0042

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang ILIL.11: Vier-Marker-Analyse, Kohorte III (Deutschland)

Bereich

LTB
BAT2

DDAH2

C6orf29

SKIV2L
TNXB

CREBL1
AGER/PBX2

NOTCH4

C6orf10

Marker-
Nr.
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

MARKER

hCV7514890
hCV3273977
hCV3273976
hCV3233672
hCV790108
hCV940306
hCV11409075
hCV3293884
hCV3293878
hCV3293837
hCV2412441
hCV3293767
hCV2495657

1.2.2.2
keine Datenerhebung mdglich
keine Datenerhebung mdglich
keine Datenerhebung mdglich

1.1.1.1

1.1.1.1
keine Datenerhebung méglich
keine Datenerhebung méglich
keine Datenerhebung mdglich

2122

2222

2222

1.1.1.1

Allel-
frequenz
0.0712

0.1521
0.2503

0.0360
0.0271
0.0329
0.2487

TM/eTM

23.89/29.49

37.16/31.30
63.13/53.09

2.70/5.40
5.49/7.98
0.753/1.67
147.46/136.6

Chiquadrat

3.5036

4.4547
9.374

4.3228
2.6503
3.3691
5.1607

P-Wert

0.0612

0.0348
0.0022

0.0376
0.1035
0.0664
0.0231

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang II: Ergebnisse

ILIL.12 Ubersicht ausgewihlter Einzelmarker, welche fiir die gezielte Uberpriifung der
Transmission innerhalb der deutschen Kohorte III eingesetzt wurden.

Anhang II.I1.12: Markeriibersicht
Bereich Marker-Nr. Marker
hCV11197333
CDSN001243
CDSNO001215
hCVv2438369
hCV2438347
HCG0002271
hCVv2438318
HCG0001667
hCV2452235
HCG0000269
06PO5_1577
06PO5_1901
hCV2452203
hCV8941350
06HCGII203
06HCGII201
06KIAA 788
06KIA_823
06KIA_0001
06KIA 0002
MICA000005
MICA000001
P5-1_913
hCV2995611
06MICB_003
06MICB_004
06MICB_011
hCV3273613
hCV16175106
hCV2451908
1031(C/T)
-857(C/T)
06_TNF_238
hCV7514890
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Anhang II: Ergebnisse

IL.II.13 Gesamtiibersicht der Ergebnisse der mittels des Programms Mulit_Transmit, Ver-
sion 2.5, durchgefiihrten Analyse ausgewihlter Marker. Die Analyse bezieht sich
auf die Transmission von Haplotypen, bestehend aus 2 bis 4 Markern, Kohorte III,
Deutschland.

Anhang I1.I1.13: Haplotypen-Transmission; 2 Marker, Kohorte III (Deutschland)

Chiquadra
Bereich Marker- Marker Allel- Frequenz TM/eTM t
Nr. kombination
1 |hCV11197333 1.1 0.3399 |99.82/88.72 | 8.7032 |0.0032
CDSN 2 | CDSN001243 2.1 0.4382 |98.10/107.62| 5.2783 |0.0216
141.12/154.6
3 | CDSNo01215 1.1 0.5924 5 13.1440|0.0003
Cé6orf16 4 hCV2438369 2.2 0.5128 | 75.00/62.00 | 12.8940 | 0.0003
5 hCV2438347 2.2 0.2087 | 72.28/60.99 | 9.4774 |0.0021
HCR 6 | HCG0002271 1.1 0.3293 |101.00/110.8| 4.7781 |0.0288
keine Datenerhebung
7 hCV2438318 moglich
8 | HCG0001667 2.1 0.3380 |109.84/94.37|11.8910|0.0006
9 hCV2452235 1.2 0.33756 [110.52/95.68| 10.1670 | 0.0014
10 | HCG0000269 2.1 0.3246 |110.36/94.87|11.0510|0.0009
161.00/149.5
POUS5F1 11 | 06PO5_1577 1.1 0.5052 1 7.7990 [0.0052
12 | 06PO5_1901 2.1 0.2298 | 56.44/67.57 | 7.8100 |0.0052
13 | hCV2452203 2.2 0.2579 |81.89/70.04 | 9.6730 |0.0019
keine Datenerhebung
14 | hCV8941350 maoglich
keine Datenerhebung
HCGII-2 15 | 06HCGII203 maoglich
16 | 06HCGII201 2.1 0.2933 | 79.36/69.03 | 8.3215 |0.0039
KIAA0055.ho
m 17 | 06KIAA_788 1.2 0.2483 | 79.19/66.62 | 10.9050 | 0.0009
18 06KIA_823 2.2 0.1953 |79.95/67.65 | 9.8582 |0.0017
19 | 06KIA_0001 2.1 0.2609 |82.85/71.24 | 9.1341 |0.0025
20 | 06KIA_0002 1.2 0.2031 |45.97/40.14 | 3.5917 |0.0581
MICA 21 | MICA000005 2.2 0.1820 |62.77/59.44 | 0.6612 |0.4161
22 | MICA000001 2.2 0.1166 |33.99/25.96 | 10.009 |0.0016
keine Datenerhebung
P5-1 23 P5-1_913 maglich
24 | hCV2995611 2.1 0.2575 | 66.00/56.59 | 7.4752 |0.0063
MICB 25 | 06MICB_003 1.1 0.4333 |99.69/90.01 | 6.2381 |0.0125
26 | 06MICB_004 1.2 0.14045 | 36.00/27.33 | 11.0830 | 0.0009
27 | 06MICB_011 2.1 0.1456 | 36.08/27.30 | 10.9980 | 0.0009
163.00/158.6
BAT1 28 | hCV3273613 1.1 0.5787 0 1.1415 | 0.2853
29 |hCV16175106 2.2 0.09664 | 6.02/9.74 | 4.3477 |0.0371
LTA 30 | hCV2451908 2.1 0.1874 |12.00/16.23 | 3.1844 |0.0743
TNF_Alpha-| 31 1031(C/T) 1.2 0.1318 | 18.68/21.89 | 1.6513 |0.1988
Promoterregion 32 -857(C/T) 1.2 0.1644 | 34.47/26.77 | 9.0955 |0.0026
33 | 06_TNF_238 2.1 0.1655 | 33.61/26.08 | 8.7892 |0.0030

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang I1.11.13: Haplotypen-Transmission; 3 Marker, Kohorte III (Deutschland)

Bereich Marker- Marker Allel- Frequenz TM/eTM Chiquadrat P-Wert
Nr. kombination
1 |hCV11197333 2.21 0.1578 | 32.53/39.74 | 6.0414 | 0.0140
CDSN 2 | CDSN001243 1.1.2 0.1585 | 46.55/37.72 | 8.8968 | 0.0029
3 | CDSN001215 1.1.1 0.4725 |146.11/159.54| 12.664 | 0.0004
Cé6orf16 4 hCV2438369 222 0.1244 | 72.28/59.50 | 12.292 | 0.0005
5 hCV2438347 222 0.1449 | 72.54/61.52 | 8.7262 | 0.0031
HCR 6 | HCGoooz2271 |keine Datenerhebung méglich
7 hcv2438318 |keine Datenerhebung méglich
8 | HCG0001667 21.2 0.2220 | 112.44/96.11 | 11.969 | 0.0005
9 hCV2452235 1.2.1 0.2744 | 110.59/95.29 | 10.735 | 0.0011
10 | HCG0000269 211 0.2693 | 110.37/95.07 | 10.813 | 0.0010
POUS5F1 11 | 06PO5_1577 2.21 0.1402 | 56.72/68.59 | 8.5158 | 0.0035
12 | 06PO5_1901 1.2.2 0.2022 | 84.79/71.81 | 11.063 | 0.0009
13 | hCV2452203 2.21 0.2198 | 86.08/73.52 | 10.773 | 0.0010
14 | hCve941350 |keine Datenerhebung mdglich
HCGII-2 15 06HCGII203 1.2.1 0.2437 | 81.77/69.31 | 10.840 | 0.0009
16 | 06HCGII201 21.2 0.1588 | 79.92/67.73 | 9.4119 | 0.0022
KIAA0055.hom| 17 06KIAA 788 1.2.2 0.1501 | 79.97/66.97 | 10.743 | 0.0010
18 06KIA_823 2.2.1 0.1516 | 80.38/67.49 | 10.507 | 0.0012
19 | 06KIA_0001 211 0.1547 | 40.19/33.24 | 4.7435 | 0.0294
20 | 06KIA_0002 1.2.2 0.1196 | 46.27/39.84 | 4.3525 | 0.0370
MICA 21 | MICA000005 222 0.0712 | 35.95/27.17 | 11.463 | 0.0007
22 | MICA000001 |keine Datenerhebung mdéglich
P5-1 23 P5-1_913 |keine Datenerhebung méglich
24 | hCV2995611 2.1.1 0.1980 | 66.00/56.49 | 7.4123 | 0.0065
MICB 25 | 06MICB_003 1.1.2 0.1015 | 36.00/27.24 | 11.255 | 0.0008
26 | 06MICB_004 1.2.1 0.1009 | 36.00/26.88 | 11.734 | 0.0006
27 | 06MICB_011 2141 0.1132 | 36.08/27.31 | 10.972 | 0.0009
BAT1 28 | hCV3273613 222 0.0527 6.02/9.73 4.3145 | 0.0378
29 |hCV16175106 1.2.2 0.1270 | 81.45/72.58 | 3.5803 | 0.0585
LTA 30 | hCV2451908 2141 0.1435 | 12.61/16.88 | 3.2454 | 0.0716
TNF_Alpha - 31 1031(C/T) 21.2 0.0831 | 47.61/35.34 | 15.751 |0.00007
Promoterregion 32 -857(C/T) 1.2.1 0.1349 | 34.75/27.08 | 9.0560 | 0.0026

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Seite 3 zum Anhang 111113

Anhang I1.11.13: Haplotypen-Transmission; 4 Marker, Kohorte III (Deutschland)

Bereich

Marker-
Nr.

Marker

Allel-

kombination

Frequenz

TM/eTM

Chiquadrat

P-Wert

CDSN
C6orf16

HCR

POUS5F1

HCGII-2

KIAA0055.hom

MICA
P5-1

MiCcB

BAT1

LTA
TNF_Alpha

© 0 N OO g~ ON =

W W NN DNDNDDNDNDDNDNDDNDD = = ad e e oo b o o
- O © 00 N O g B WON - O © 0N O & O = O

hCV11197333
CDSN001243
CDSN001215
hCV2438369
hCV2438347
HCG0002271
hCV2438318
HCG0001667
hCV2452235
HCG0000269
06P0O5_1577
06P0O5_1901
hCV2452203
hCV8941350
06HCGI1203
06HCGI1201
06KIAA 788
06KIA 823
06KIA_0001
06KIA_0002
MICA000005
MICA000001
P5-1_913
hCV2995611
06MICB_003
06MICB_004
06MICB_011
hCV3273613
hCV16175106
hCV2451908
1031(C/T)

keine Datenerhebung mdglich
1.1.2.2
keine Datenerhebung mdglich
2222
keine Datenerhebung mdglich
keine Datenerhebung mdglich
keine Datenerhebung mdglich
2.1.21
1.2.1.1
1.2.2.1
1.1.2.2
1.2.2.1
221.2
2.1.21
1.2.1.2
21.22
1.2.2.1
22141
21.22
1.2.2.2
keine Datenerhebung mdglich
keine Datenerhebung mdglich
keine Datenerhebung mdglich
21.1.2
1.1.2.1
1.2.1.1
21.1.2
1.1.2.2
keine Datenerhebung mdglich
221.2
2.1.241

0.0959

0.0921

0.1893
0.2432
0.1104
0.1757
0.1793
0.1572
0.1476
0.1362
0.1056
0.1236
0.0845
0.0679
0.0525

0.0644
0.0811
0.0814
0.0707
0.1068

0.0524
0.0680

47.24/38.48

72.30/59.82

111.49/94.79
110.71/95.54
56.15/69.41
83.92/70.88
85.97/72.54
82.75/71.09
71.10/58.46
80.60/68.26
80.00/67.12
78.00/65.62
37.71/30.53
45.66/38.12
35.69/26.98

35.00/26.72
33.00/24.69
35.00/26.24
35.00/26.70
79.82/71.05

44.85/33.56
47.39/35.25

8.5388

11.453

12.514
10.575
9.9900
11.124
11.841
8.684
11.663
9.5732
10.441
9.9507
5.0948
5.4134
11.163

10.371
11.173
11.084
10.043
3.5090

13.769
15.489

0.0035

0.0007

0.0004
0.0011
0.0016
0.0009
0.0006
0.0032
0.0006
0.0020
0.0012
0.0016
0.0240
0.0199
0.0008

0.0013
0.0008
0.0009
0.0015
0.0610

0.0002
0.00008

*TM/eTM = beobachtete Transmission / erwartete Transmission
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Anhang

Anhang II: Ergebnisse

ILII.14 Zuordnung der genotypisierten Marker zu ihren Nummern innerhalb der
Haplotyp-Konstruktion iiber 1,923 kb. Grundlage hierfiir waren die Geno-
typisierungsdaten der Kohorte I1I, Deutschland.

Anhang I1.11.14: Markerzuordnung
Nr. Markerbezeichnung

NEEFIFFRBNIOONO AN~

A PA DDA DOWOWOWWWWWWWWWNNDMNDNDNDNDNDN
A WON—-LOOONOODOAOPRWON—-0OONOOOGRA~WDN

hCVv8942168
hCV3273734
hCV2436936
hCV2436997
hCV2436975
hCV2436905
hCV2436735
hCV11197333
hCV2436650
hCVv8941548
CDSN001243
hCV2438369
hCV2438368
hCVv2438347
hCV2438331
hCVv2438324
hCV2438322
HCG0002122
HCG0001667
hCVv2452235
rs1265109
HCG0000269
hCV2452223
06TCF_3116
hCV2452211
hCV11197516
06POU5_362
06P0O5_0597
06PO5_1577
06PO5_1901
Pou5F16075
hCV2452203
hCV8941350
hCV2452192
06_NOB4001
HCGI120002
06HCGII203
06HCGII201
06KIAA 587
06KIAA 788
06KIA_ 823
06KIA_01
06KIA_02
06KIA_03

Fortsetzung:
Nr.
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

Markerbezeichnung
MICA000005
MICA000001
MICA000007

MICA E4_A8561G
hCV16030740
hCVv2995657
P5-1_824
P5-1_913
P5-1_946
hCV8693871
hCV2995611
06MICB_003
06MICB_004
MICBOVllla
06MICB_011
hCVv3273613
hCV16175106
BAT1a2008
hCV3273586
IkBL86695
IkBL_T738C
hCV7514865
hCVv2451908
TNF-Alpha-1031
TNF-Alpha-857
06_TNF_238
hCV7514890
hCV3273977
hCV3273976
hCV3233672
hCV790108
hCV940306
hCV11409075
hCV3293884
hCVv3293878
hCV3293837
hCV2412441
hCV3293767
hCV2495657
hCV2495574
hCV2488453

E3_A158G
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Abkiirzungen

Abkiirzungen

AH
ASP
bp
BTNL
CEPH
CDS
CDSN
CLECSF6
df
DNA
dNTP
E
EDTA
eTM
F
FAM
Freq
G
HCG
HCL
HCR
HERV
HFE
HLA
HWE
IFN-y
IL
Indel
mb

kb
KCL
KIAA0055.hom
LD
LDA
LOD
LR
LTB
mb

M

ul

uM

Ancestrale Haplotype - Ancestraler Haplotyp

Affected Sibpairs — erkrankte Geschwister

base pair - Basenpaare

Butyrophiline-Gene

Centre d’Etude du Polymorphisme Humain (Zell-Linie)
Coding Sequenz — codierende Sequenz
Corneodesmosin

Lectin, C-Type, Superfamily Member 6

degree of freedom - Freiheitsgrad
Desoxyribonucleoacid
2’-deoxynucleoside-5’-triphosphate

Single- Person - Einzelperson
Ethylendiamintetraessigsdure

expected transmission — erwartete Transmission

family - Familie

6-carbofluorescein

frequence - Frequenz

Gene - Gen

Hemochromatosis Candidate Gene

Hypochlorid

alpha-Helix Coiled-coil Rod homolog

Human Endogenous Retrovirus - humaner endogener Retrovirus
Hemochromatosis gene

Human Leucocyte Antigene - Humane Leukozyten-Antigene
Hardy-Weinberg-Equilibrium - Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
Interferon gamma

Interleucin

Insertion/Deletion

mega bases - Megabasen

kilo bases - Kilobasen

kalium-chlorid

Ubiquitin-Specific Protease 8 homolog

linkage disequilibrium - Kopplungsungleichgewicht
Linkage-Disequilibrium-Analysis - Kopplungsungleichgewichts-Analyse
logarithm of the odds — Logarithmus der Odds Ratio
likelihood ratio - Wahrscheinlichkeitsverhéltnis
Lymphotoxin-Beta

mega bases - Megabasen

men - Ménnlich

microlitre - Mikroliter

micromolare - Mikromolar
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Abkiirzungen

MgCl,
MHC

MIC

min

mM

nM

NCBI

NK

OMIM
ORF

OR

PCR

PFB

PG

pMol

PMB
POUSF1
POUSFIP1
PSORS
PSORSI1C1
PSORS1C2
®

rpm

RR

RR

SCID

sec

SNP

SSP

SSO
Tag-polymerase
TCF19
TBE

TDT

Th

™

Tm

™
TNF-ou
Tris

USP8
UTR
uv
VIC

Magnesiumchlorid

Major Histocompatibility Complex - Haupt-Histokompatibilitits-Komplex
MHC class I chain-related Gene

minute - Minute

millimolare - Millimolar

nanomolare - Nanomolar

National Center for Biotechnology Information
natural-killer-cell - Natiirliche Killerzelle

Online Mendelian Inheritance in Man

Open Reading Frame - Leseraster

Odds Ratio - Chancenverhiltnis

Polymerase Chain Reaction - Polymerase Kettenreaktion
Polymorphic Frozen Block - polymorphe Blockstruktur
Pseudogene - Pseudogen

picomol - Picomol

polymorphic block - polymorpher Block

POU Domain, Class 5, Transcription Factor 1

POU Domain, Class 5, Transcription Factor 1, Pseudogen 1
Psoriasis Susceptibility - Psoriasis Verdachtsbereich
Psoriasis Susceptibility 1 Candidate gene 1

Psoriasis Susceptibility 1 Candidate gene 2

registered mark - registrierte Marke

rotation per minute - Rotation pro Minute

relativ risk - Relatives Risiko

ready reaction - benutzerfertige Reaktion

severe combined immunodeficiency

second - Sekunde

Single Nucleotide Polymorphism

sequence-specific primer - Sequenz-spezifischer Primer
sequence-specific nucleotide - Sequenz-spezifische Oligonukleotide
Thermophilus aquaticus DNA Polymerase

Transcription Factor 19

Tris-Borat-EDTA-Puffer
transmission-disequilibrium-test - Transmissions-Disequilibrium-Test
T-helper-cell - T-Helfer-Zelle

trademark - Handelsmarke

melting temperature - Schmelztemperatur

transmission - Tansmission
Tumor-Necrosis-Factor-Alpha
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

Unit - Einheit

Ubiquitin-Specific Protease 8 (KIAA0055)

Untranslated Region

Ultraviolett

Handelsname des Fluoreszenzfarbstoff

women - Weiblich
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Abkiirzungen

Nomenklatur DNA-Basen:

HOQaQp

Adenin
Guanin
Cytosin
Thymin

Aminosaure-Symbole:

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

~ N N N N N N YN YN YN YN YN YN YN TSNS TN T OTYSNS OYNSS SN

<<KgHuTTmZLIROTZQONONOTZR >

Alanin
Arginin
Asparagin
Asparaginsiure
Cystein
Glutamin
Glutaminséure
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin
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Herstellernachweis

Herstellernachweis

Material

Hersteller / Zulieferer

10xPCR-Puffer
100bp-Ladder

ABI Prism BigDye Terminator-RR-Mix
Agarose
Borsiure

Bromphenol-Blau

dNTPs

DyeEx™ 2.0 Spin Kit

EDTA Titriplex III

Eppendorf Research Pipette
(0,5-10u1/10-100u1/100-1000u1)
Eppendorf Reaktionsgefilie
(1,5ml)
Ethidiumbromid-Losung

Exonuclease 1

Filtertips (1000pul)
Filtertips (100ul)

Filtertips (10ul)

Lichrosolv®

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystem, Weiterstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Miinchen, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sigma, Miinchen, Deutschland

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Herstellernachweis

Material

Hersteller / Zulieferer

MicroAmp™ Tray-Retainer-Set
MicroAmp™ Base

MicroAmp® Optical 96- Mikrotiter-Platte
MgCl,

Mikrotiter 96 well plates

Mikrotiter 384 well plates
Multi-Screen Filterungssystem
Multi-Strip-Tubes (0,2ml)
Multi-Strip-Deckelketten

QIAquick® PCR Purification Kit (250)
Sephadex-Platten; MAHVN 4550
Sephadex-Puder (G50 Superfine)
Shrimp Alkaline Phosphatase

Taq DNA polymerase
TagMan®Univeral PCR Master Mix

Thermowell® 96 well Plate

Trizma®Base

Applied Biosystem, Weiterstadt, Deutschland
Applied Biosystem, Weiterstadt, Deutschland
Applied Biosystem, Weiterstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Costar Corning Incorporated; Cambridge MA,
USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystem, Weiterstadt, Deutschland
Costar Corning Incorporated; Cambridge MA,
USA

Sigma, Miinchen, Deutschland
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