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1 Zusammenfassung

Im Jahr 2004 wurde erstmals ein “single nucleotiffglymorphismus (Austausch einer
einzlnen Base) innerhalb der Promoterregion des BAGmnes (SNP309) beschrieben. Es
konnte nachgewiesen werden, dass der AustauscNukéeotidbase Thymin zu Guanin in
Position 309 innerhalb des ersten Introns des M@efes die Bindungsaffintat der
enthaltenen Promoterregion flr den Transkriptiortsfa®pl erhoht und auf diese Weise die
Transkription des Mdm2-Genes steigert. Mdm2 isteater der wichtigestn Antagonisten
des Tumorsuppressors p53 bekannt. Dementsprecha@igbelie forcierte Synthese von
Mdm2 gleichzeitig eine versarkte Supression de-aBhanigigen zellularen Signalwege.
Die Folge einer Suppression der p53-Signalwegaléss eine in ihrem Erbgut geschadigte
Zelle nur noch bedingt repariert bzw. eliminiertrden kann und so die Entstehung von
Tumoren geférdert wird. Zudem ist p53 ein negatRegulator des fiir Entziindungsreaktion
entscheidenden Transkriptionsfaktors kBlf Eine verminderte p53-Aktivitat verstarkt
demzufolge die Reaktion auf Entziindungsreize. Efiestsith die Frage, ob die durch den
SNP309 verursachte Suppression von p53 mit der dfnisg von chronischen
Entziindungen, die mit einer erhéhtenkBHAKktivitat in Verbindung gebracht werden,
assoziiert sein konnte. Als Vertreter dieser Erkmangen wurden die rheumatoide Arthritis
und das Auftreten von Lymphadenopathie, Splenonegald Granulomen im Rahmen
einer CVID (Common variable Immunodefficiency) aesghlt.

In einem ersten Schritt wurden die Allelfrequens &NP309 und die Genotypverteilung
innerhalb der europaischen Bevdlkerung untersuctitrit den ab der nordamerikanischen
Bevolkerung erhobenen Ergebnissen verglichen. Dieo§e-Verteilungen entsprachen sich
weitgehend (p = 0,299). Im Weiteren wurde die Ggmderteilung innerhalb einer 192
Patienten umfassenden Gruppe an rheumatoider #sthiikrankter und einer 52 Patienten
umfassenden Gruppe an CVID Erkrankter untersuchs. efgaben sich in der Genotyp-
Verteilung zwischen Kontrollgruppe und der Grupper can CVID Erkrankten keine
Unterschiede (p = 0,743). Auch konnte keine Asgsmmiades SNP309 mit dem Auftreten
von Lymphadenopathie (p = 0,282), Splenomegalie @p866) und Granulomen (p = 0,422)
bei CVID nachgewiesen werden. Auffallig war jedodass der SNP309 sowohl homozgot
als auch heterozygot signifikant seltener bei agunmatoider Arthritis Erkrankten, als bei
Gesunden nachgewiesen werden konnte (Kontrollgruppe 49,3 %, G/G 14,2 %; Gruppe
der Erkrankten G/T 42,2 %, G/G 10,9 %; p = 0,048 der weitern geschlechtspezifischen
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Stratifizierung wurde deutlich, dass die untersdlidben Genotypfrequenzen auf
Unterschieden in der weiblichen Subgruppe berupen 0,043). Bei Mannern traten keine
Unterschiede in der Genotypverteilung zwischen @dsno und Erkrankten auf (0,577).
Erhohte Mdm2-Level kdnnten sich dementsprechendFbaien protektiv auswirken. Ob

dies der Fall ist und welche molekularen Mechanismiken, bleibt weiter zu untersuchen.

Abstract

A single nucleotide polymorphism (exchange of aldrbase) in the prormoter region of the
Mdm2 gene (SNP309) was first described in 2004vds shown that the change from
Thymine to Guanine at position 309 of the firstamt caused a higher affinity of the Mdm2
promoter for transcription factor Spl. Thus Mdmenscription is facilitated. Mdmz2 is well
known as one of the most important negative regtdabf the tumor suppressor p53.
Accordingly, an increased synthesis of Mdm2 sum@escellular p53 signalling. The
consequence is, that DNA-damaged cells are Idieseetly repaired or eliminated and are
thus more prone to tumor development. In additib8 perves as an antagonist ofkBlfthe
transcription factor determining the course dfaimmations. P53 suppression therefore
causes a more sensitive reaction towards inflammpagaction. We therefore asked whether
p53 suppression caused by SNP309 could be assbeidtte the development of chronic
inflammations, especially of chronic inflammatiolisked with an increased activity of
NfkB. Rheumatoid Arthritis and lymphadenophathy, spieagaly and granulomatous
disease in patients with CVID (common variable inmodeficiency) were chosen as
examples for such inflammatory diseases.

First the SNP309 genotype distribution among Eusopewas analysed. The results
obtained, failed to differ from those in North Arwams described by the group that
discovered the polymorphism (p = 0,299). The ger®gigtribution among 52 patients with
CVID (p = 0,743) showed also no difference compavét healthy Europeans. Similarly no
association of lymphadenopathy (p = 0,282), spleegaty (p = 0,806) and granulomatous
disease (p = 0,422) in CVID patients with the SN®P3tas detectable. Interestingly, the
SNP309 was less often detected in patients withuRlagoid Arthritis as in healthy people
(healthy people: G/T 49,3 %, G/G 14,2 %,; patienith \RA: G/T 42,2 %, G/G 10,9 %; p=
0,046). Gender-dependent stratification showed tihe differences were caused by the
genotype distribution among female patients (p 848). No differences were detected

between the genotype distributions in males (p57 D). Increased Mdm2-levels might thus
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act in a protective way in women with Rheumatoidh#itis. The molecular mechanisms

have to be examined.
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2 Einleitung

2.1  Apoptose und Tumorentstehung

Der menschliche Organismus befindet sich in einalmldn Gleichgewicht aus
Zellerneuerung durch Zellteilung und Zelltod. Daztuist er in der Lage seine Form
zu erhalten, geschéadigte Zellen zu ersetzen uhddgin Bedingungen der Umwelt in
einem begrenzten Male anzupassen. Zelltod ist esiedei Weise mdglich:
Nekrose oder Apoptose. Bei der Apoptose, dem sarggan programmierten
Zelltod, l6sen Signale aus anderen Zellen eineepigtische Kaskade in der
Zielzelle aus. Die Zelle beginnt zu schrumpfen, ihneres verdichtet sich, die
Kernhille l6st sich auf, die DNA fragmentiert unde dZelle verandert ihre
Oberflacheneigenschaften. Als Folge der verandetwioberflache wird die Zelle
von anderen Zellen - Nachbarzellen oder Makrophagphagocytiert. [Alberts et
al., 1999, S 629f] Auf diese Weise wird unter aedeunkontrolliertes Wachstum
im Rahmen einer Zellschadigung verhindert. Krebisteht durch eine Anh&ufung
von Mutationen, die diese Mechanismen umgehen. Materscheidet hierbei
Mutationen in zwei grof3en Gengruppen:
- Onkogene - kodieren fir Proteine, die die Zelllsguund das Wachstum
fordern
- Tumorsuppressorgene - kodieren fir Proteine dieWachstumskontrolle
dienen
[Alberts et al., 1999, S 630]

2.2 Der p53- Tumorsuppressor

Das p53- Protein wurde im Jahr 1979 erstmals vomel&rawfrord, Linzer und

Levine beschrieben. Es wurde als ein Protein ektddass in von ,simian virus 40

infizierten Zellen an das ,groRe T“ Antigen bindekann, welches die
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Transformation der infizierten Zellen verursachie Rrsten Jahre wurde p53 als
Onkogen eingestuft. Erst spater erkannte man,idasaligne transformierten Zellen

das p53- Gen haufig mutiert ist, und dass das Rtoemes intakten Genes das
Zellwachstum hemmt. [reviewed by Steele, 1998] Hewtil3 man, dass die meisten
Tumorzellen entweder Mutationen des p53- Genssteboer innerhalb des

pathways, der zur p53- Aktivierung fuhrt, aufweigesviewed by Vogelstein et al.,

2000]

2.2.1 Funktionelle Domanen und Struktur

Das humane p53- Gen kodiert fur ein Protein ausAf8hoséauren, welches sich aus
vier funktionellen Doméanen zusammensetzt.

Die aminoterminale Doméane beinhaltet die Transkmsaktivierungsregion
(Aminosauren 1-42) und eine Prolin-reiche SH3-Zgion (Aminosauren 60-97).
An letztere kdnnen Proteine mit einer SH3- Doménedn, wie sie unter anderem
im nicht katalytischen Teil von verschiedenen ziasmatischen Tyrosinkinasen wie
Abl und Src gefunden wurden. Sie erhéhen die Satsgtezifitat der Tyrosinkinasen.
Durch posttranslationale Modifizierung der aminoteralen Doméane werden die
Wechselwirkungen mit Proteinen, die die Transkopsiaktivitdt und die
Halbwertszeit von p53 regulieren, beeinflusst.

Die DNA- bindende Doméne oder auch Core-Domaneebittn grofdten Teil des
p53- Proteins. Sie ist entscheidend fir die sph DNA-Bindung und umfasst
die Aminosauren 102-292. Innerhalb dieser Regiofintben sich 90 % der
nachgewiesenen tumorigenen Mutationen. Die Coredh@mist sehr resistent
gegenuber proteolytischem Verdau und eine derlstabiRegionen des Proteins.
Mit den Aminosauren 323-365 schliel3t sich die Tragasierungsdomane an. Sie ist
bestimmend flir die Quartarstruktur des Proteinstdieend aus einem Dimer von
Dimeren. Die Quartarstruktur verandert die Bindwayp p53 an die Konsensus-

DNA und die zugehdrige Bindungsaffinitat.
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Als letztes folgt die carboxyterminale Regulierutgmane (Aminosauren 360-393).
Sie ist mit der Tetramerisierungsdomane Uber easisbhe Linker-Region, die eine
Kernlokalisierungssequenz fir p53 beinhaltet, vedam. Die Doméane scheint die
spezifische DNA- Bindung des gesamten Proteins thega beeinflussen. Auf

welche Art und Weise der Einfluss zustande kommndach ungeklart. Weiterhin

kann das Protein mit dieser Region unspezifisch DA binden, und die

posttranslationale Modifizierung dieses Bereicttasbilisiert und aktiviert p53.

[reviewed by Rémer et al., 2006]

2.2.2 Kontrolle zellularer Funktionen

In erster Linie ist p53 ein TranskriptionsfaktorieDProteine, deren Transkription
p53 einleitet, sind in vielerlei Weise mitverantiich fir die Effekte der p53-
Aktivierung.

Grob vereinfacht fuhrt die Aktivierung von p53 imalitnen einer Vielzahl an
Zellschaden - direkte DNA-Schadigung, chromosonraberrationen, Hypoxie,
Telomerverkirzung und andere — entweder zu eineffieykRisarrest, der das
Einsetzen von Reparaturmechanismen ermdéglicht, adaerprogrammierten Zelltod.
Welcher der beiden Wege eingeschlagen wird istriartderem abh&ngig von intra-
und extrazellularen Signalen, in Form von sezet@eMolekilen wie zum Beispiel
Hormonen und Zell-Zell bzw. Zell-Matrix Interaktien. Zudem spielen der
Genotyp der betroffenen Zelle und natirlich auch dasmald der Zellschadigung
eine Rolle.

Relativ neu ist die Bedeutung von p53 fir die taggilve Seneszens und das Altern.
Transgene Mause mit einer erhéhten Aktivitat vol ghd zwar relativ resistent
gegenuber spontanen Tumoren, ihre Lebenszeitdeciesignifikant kirzer als die
der normalen Tiere. Auch zeigten die transgenensdaieichen vorzeitigen Alterns.
P53 scheint also dazu in der Lage zu sein nebaenmetransienten Zellzyklusarrest
auch einen irreversiblen Zellzyklusarrest hervangem, der typisch fir einen

seneszenten Zellphanotyp ist.
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Die Hauptfunktion von p53 als Transkriptonsfakt@dimgt seine Lokalisation im
Zellkern. Das p53-Protein enthélt jedoch auch zWernexportsequenzen. Der
Kernexport wird von Mdm2 gefordert (s.u.), ist alv@n diesem nicht vollstandig
abhéngig. Er ist wichtig fur den Abbau des p53-8ird, spielt jedoch zusatzlich
eine Rolle fir transkriptionsunabhéangige Apoptasgey P53  kann an
Mitochondrien lokalisiert sein und dort direkt nahtiapoptotischen Proteinen in
Wechselwirkung treten, was schlie3lich die Freisetzvon Cytochrom ¢ und damit
die Einleitung der Apoptose bedingt.

[reviewed by Roémer et al., 2006; Oren, 2003]

2.3  Die Mdm2- Ubiquitinligase

Entdeckt wurde das Mdm2- Gen als eines von 3 GéMeim 1-3), die in spontan
veranderten Mause 3T3 Fibrinoblasten, so genarBfdrB/c Zelllinien, mehr als
50-fach Uberexprimiert wurden. Das Gen befand aidhkleinen, acentromerischen
Kernkorperchen, die man als ,double minutes” bdmst. Man findet sie nur in
Zellen, wenn sie fur diese einen Wachstumsvortilduten. [reviewed by lwakuma
et Lozano, 2003]. Das menschliche Analogon — ataim2 — liegt auf Chromosom
12g13-14. Es ist ungeféahr 33 kb lang und enthéatidestens 12 Exons. Die GroRRe
der Exons schwankt zwischen 50 und 161 bp, die der Introns zwischen 121 und
7000 bp. Sein Genprodukt besteht aus 491 Aminoséurel enthélt eine p53-
Bindungsdoméane (Kodon 19-102), ein putatives Kealisationssignal (Kodon
181-185), eine saure Domane (Kodon 223-274), emtrales Zinkfingermotiv
(Kodon 305-332), sowie ein ,ring- finger* Motiv iwarboxyterminalen Bereich des
Proteins (Kodon 438-478). [Liang et al., 2004] Dyimg- finger* Domane ist von
entscheidender Bedeutung fur die Ubiquitin-LigadehAtdt des gesamten
Molekdls. Ist sie mutiert, kann Mdm2 nur in eingesinktem Mald p53 oder sich

selbst ubiquitinylieren. [Honda, 2000] Zuséatzlishdie “ring- finger” Domane dafur
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notig, dass p53 aus dem Kern ins Zytoplasma tratisgowerden kann. [Geyer et
al., 2000]

In beim Menschen auftretenden Sarkomen ist Mdm2Qz&%o der Félle verandert. Es
ist ein pluripotentes Onkoprotein, das auf versbime Art und Weise Einfluss auf
den Zellzyklus nimmt. Der wohl bedeutendste und &esten untersuchte
Wirkmechanismus ist die negative Regulation des p%8teins, auf die im Weiteren

naher eingegangen wird. [Liang et al., 2004]

2.4 Der regulatorische p53- Mdm2-Pfad

Die intrazellulare Konzentration an p53- Proteineistscheidend fur seine Wirkung.
In Zellen, die nicht unter dem Einfluss von zellel@ Stress stehen, ist p53 mit einer
Halbwertszeit von 5 - 30 min auf3erst kurzlebig, wiés normalerweise niedrige
Proteinkonzentration bedingt.

In den letzten Jahren hat sich Mdm2 immer meheialer der wichtigsten zellularen
Antagonisten, der p53 dem proteasomalen Abbau afikrauskristallisiert. Mdm2
ist wie schon oben beschrieben eine E3 Ubiquitgake. Es Ubertragt Ubiquitin-
Monomere auf Lysinreste innerhalb von Proteinena&ch auf Lysinreste innerhalb
von p53, und da vor allem auf jene im carboxyteai@n Bereich des Proteins. Die
durch Mdm2 bedingte Ubiquitinylierung findet im HRedrn innerhalb eines
Komplexes mit dem p300/CREB-bindendem Protein urah3kriptions-Koaktivator
Proteinen statt. Die Bildung des Komplexes aus Rdnp300 und p53 bewirkt
zudem, dass Mdm2 die Acetylierung von p53 durchOp&@d somit die Aktivierung
seiner Transkriptionaktivitat verhindert.

Durch  Mdm2 monoubiquitinyliertes p53 ist noch keiBubstrat fir den
proteasomalen Abbau. Um p53 diesem zuzufuhrergimg Polyubiquitinylierung
notwendig. Man nimmt an, dass eine Kette aus miedss vier angefligten
Ubiquitin- Molekulen notig ist. Der p300/Mdm2-Kongy als Ganzes unterstitzt die

erforderliche Polyubiquitinylierung. P53 kann ddhan in den Proteasomen des
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Zellkerns oder des Cytoplasmas abgebaut werden.chDuEntstehen des
Proteinkomplexes wird p53 demzufolge nicht nur hagktiviert sondern gleichzeitig
fur den Abbau markiert.

Auch auBerhalb des erwahnten Komplexes bewirkt Biedung von Mdm2
innerhalb der aminoterminalen Transaktivierungséioenvon p53, dass das Protein
seine Fahigkeit zur Transaktivierung verliert.

Interessanterweise wird die Transkription des Mda&s selbst ebenfalls durch p53
induziert. Mdm2 und p53 sind demnach durch eineatieg feedback-Schleife eng
miteinander verbunden, was dazu fuhrt, dass dieKus&entration in Abwesenheit
von Stress auf einem niedrigen Level gehalten wgdAbb.2.1)

Welche Schritte sind nun aber notwendig, damifp@i&- Konzentration im Fall einer
Zellschadigung ansteigen kann, und so entweder Zelizyklusarrest oder die
Apoptose eingeleitet wird? Das Schllsselereigrtishisrfir der Zerfall des p53-
Mdm2-Komplexes. Die verschiedenen Arten, durch dén Zellschaden
hervorgerufen werden kann, verursachen auch awrsettiedliche Weise Mdmz2-
Verdrangung aus dem Komplex. lonisierende Strahlangy Beispiel aktiviert
verschiedene so genannte ,Stresskinasen“, was aita Hie Phosporylierung von
p53 an verschiedenen Serinresten im Aminotermirewirkt. Die Folge ist eine
geringere Affinitat von Mdm2 zum modifizierten p33V-Bestrahlung und Hypoxie
hingegen verursachen eine verringerte KonzentraioMdm2-Transkripten und an
Mdm2-Protein selbst. Zuséatzlich verhindert eine &litpung durch UV-Strahlen
Ubiquitinylierung und fordert sogar die Transkrgptsaktivitat von p53 durch
Modifizierung des Molekiils.

Mittlerweile ist bekannt, dass auch Mdm2 in Folge zellularem Stress verandert
wird. Es wird an verschiedenen Stellen, von denehn die Meisten innerhalb der
p53-bindenden Region, und der fir den p53-Abbaleliethden zentralen sauren

Region befinden, phosphoryliert.
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Nicht zuletzt ist Mdm2 auch in der Lage, sich sethsubiquitinylieren. Die Balance
zwischen Eigen- und p53-Ubiquitinylirung wird getesl indem je nach Bedarf
beide Molekule phosphoryliert werden kdnnen, undveo der Verbindung mit
Ubiquitin geschitzt sind.

[reviewed by Moll et al., 2003; Iwakuma et al., 200
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Abbildung 2.1: Mdm2-p53-Interaktion:  p53 stimuliert die Expression von Mdm2, Mdm2
inhibiert im Gegenzug die p53-Aktivitat, indem es seine Degradation im Nucleus
und Zytoplasma fordert, seine Transkriptionsaktivtat blockt und seinen Export

ins Zytoplasma unterstutzt [Moll et al., 2003]

2.5 Der Mdm2-Gen-Polymorphismus SNP309

In einem gewissen Anteil menschlicher Tumore wirdnfM2-mRNA und -Protein
Uberexprimiert. Dies ist mit schnellerer Tumorpesgion und einer erhdhten
Therapieresistenz verbunden.[Freedman and LeviB89]1Ein Teil eben dieser
Tumore weist nun nur eine verstarkte ExpressionMdm2, jedoch kein mutiertes

p53 auf, was die Vermutung zulasst, eine hohe M#m2zentration konne eine
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p53-Mutation auf dem Weg zur Tumorentstehung eesetnd sei dementsprechend
schon allein tumorigen. [Leach et al., 1993; Onliakal., 1992] Dies brachte eine
Arbeitsgruppe um Arnold Levine auf die Idee, dassiirich vorkommende
Sequenzvarianzen im Mdm2-Gen, die zu seiner vétstirExpression fihren,
genauso urséachlich fur die unterschiedliche Prégdispn menschlichen Individuen
gegenuber Tumoren sein konnten, wie schon bekadatearianten von p53 oder
andere wichtige Molekile innerhalb des ,pathwage begannen nach genetischen
Variationen innerhalb des ersten Introns und dortBereich eines intronischen
Promoters, der unter anderem Uber den p53-,pathwéiiViert wird, zu suchen.
Hierfir wurden aus DNA-Proben von 50 gesunden FHHggen ein Stick
genomischer DNA der Lange 300 bp amplifiziert uaduenziert. Die Arbeitsgruppe
fand zwei ,single nucleotid polymorphisms" (SNPS)ner der beiden tauchte in der
Versuchsgruppe relativ haufig (heterozygot 40 % tndhozygot 12 %) auf und
wurde daher ndher untersucht. Dabei handelt eswitiden Austausch des 309.
Nukleosids im ersten Intron von Thymidin zu GuanoMerschiedene Experimente
zeigten, dass der Polymorphismus die Lénge eingéatipen Spl-Bindungsstelle
verlangert, und dadurch dessen Affinitdt zum Mdm@akoter erhdht. Als
Konsequenz wird Mdmz2 in einem erhdhten Mal? trabsri. Die Konzentration an
Mdm2-RNA und -Protein steigt an. (s. Abb. 2.2)

Eine Ubersteigerte Expression von Mdm2 kann den-Riad8 blockieren.
Dementsprechend stellte sich die Frage, ob diehéehoMdm2-Level im Rahmen
des SNP309 auch dazu in der Lage seien. Tatsachdighe sich eine signifikant
erniedrigte Apoptoserate in mit dem Chemotherageuti Etoposide behandelten
Zellen mit dem Polymorphismus, im Vergleich zu 2elbhne den Polymorphismus.
Eine Aktivierung des p53-Pfades bedingt zudem d&8 plie Transkription
verschiedener Gene initiiert. Fir SNP309 homozygahen reagierten auf DNA-
Schaden mit einer deutlich geringeren Transkrigiaddivitdt als solche ohne den
Polymorphismus. Die Zellantwort auf DNA-Schadiguwmgd durch den SNP309
also deutlich beeintrachtigt. Die Versuche zeigtdass durch SNP309 erhdhte
Mdmz2-Konzentrationen verhindern, dass p53 in Folgm zellularem Stress

ausreichend stabilisiert werden kann, um seine framku erfillen.
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In Zellen, die nicht zellularem Stress ausgesetriden, hat die gesteigerte Mdm2-
Expression interessanterweise jedoch keine weleiswirkung auf die Hohe der

p53-Konzentration. Die Fahigkeit von Mdm2 die p58rentration in der Zelle zu

beeinflussen, scheint in nicht geschadigten Zeléso nicht in dem Mal3 von

Bedeutung zu sein.

In folgenden klinisch epidemiologischen Studien @eurm Weiteren die Assoziation

von SNP309 mit einem mindestens 9 Jahre friherdtmed®n von sowohl erblichen,

als auch sporadischen Tumoren gezeigt.

[Bond et al., 2004]

SNP309
Ets/AP1 p53-REs
E 1 Exon 2
! xon - _/
1 261 524

B WT
CGGGGGCCGGGEGLTGLGGEGCCGCTTCGGUGCGGGAGGTCCGGATGATCGCAGG

p— ) spl
Spl T P P

SNP309
CGGGGGECCGGLEGECTGLGGEGECCGITGCGLOGCGGLGAGGTCCGGATGATCGCAGG
Spl

bl gp1 Spl

Abbildung 2.2:schematische Darstellung der Mdm2 Promot erregion, die den SNP309
enthélt [Bond et al., 2004]

2.6  Der Botenstoff TNF «a

Vielerlei unterschiedliche Zellen im Organismusdsin der Lage, den Botenstoff
TNFo zu produzieren. Er ist im Ablauf ganz unterschiadir zellularer

Mechanismen von Bedeutung. So spielt er eine Rbde der Regulation des
zellularen Wachstums und der Differenzierung, bigesst Entztiindungsreaktionen,
die virale Replikation, die Tumorgenese, autoimmuBekrankungen und die
Reaktion auf bakterielle, virale, Pilz- und Pamsibfektionen. Seine Produktion

wird unter anderem durch Entziindungen, Infektioned Verletzungen provoziert.
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Mdgliche Folgen im Organismus sind die Aktivierungn Lymphozyten und
Leukozyten einschliel3lich deren Migration, Fieluke ,Akute Phase Reaktion®, die
Proliferation von Zellen, ihre Differenzierung udi Einleitung der Apoptose.

Seit der Entdeckung von TNF (bzw. T&JAm Jahr 1977 durch Lloyd Old und seine
Mitarbeiter wurden immer wieder neue Homologe gd&m Sie stimmen in ihrem
Aufbau in 25-30% uberein und bilden eine MolekdilfiZan aus trimerischen
Zytokinen und Oberflachenproteinen. TiNiSt einer ihrer bekanntesten Vertreter.
[reviewed by Aggarwal, 2000; Baud et Karin, 200d¢l &y Fiers, 1991]

2.6.1 Biochemischer Aufbau

Das humane TNF-Gen liegt auf Chromosom 6, genaegagy auf 6p21.3. Es kodiert
fur ein Polypetid, das in seiner prozessierten Faus1157 Aminosduren besteht.
TNF bildet ein Trimer mit einer Molekilmasse von %Pa. Jede der drei
Untereinheiten enthélt eine Disulfidbriicke, diegell nicht fur die biochemische
Aktivitat von Bedeutung ist. Jede Untereinheit bbstaus zweip-Faltblatt-
Strukturen, wiederum zusammengesetzt aus funf aalipl verlaufendenp-
Stréangen. Das carboxyterminale Ende der Polypepigdi@det sich jeweils im nach
innen gerichteten hydrophobdéaFaltblatt, nahe der zentralen Achse des Trimers.
Das jeweils nach auf3en gericht@t€&altblatt besitzt zahlreich hydrophile Anteile.
Insgesamt entsteht ein pyramidenférmiges Gebilde.

Der aktive Teil des Proteins befindet sich in dardRe, die jeweils zwischen zwei
Untereinheiten entsteht. Er entspricht dem Rezdpialenden Anteil des Molekls.
[reviewed by Fiers, 1991; Aggarwal, 2000]

2.6.2 Der TNk- NF«B-Pfad

TNFa kann mit nahezu gleicher Affinitat an zwei untérisdliche Rezeptoren
binden, an TNFR1 oder TNFR2. Der TMNF«B-Pfad wird durch die Bindung an
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TNFR1 initiiert. Die Bindung bewirkt eine Trimerigan des Rezeptors. In der Folge
wandern verschiedene zytoplasmatische Signalpeterur intrazallularen
Rezeptordomane. Das erste Protein, dass an TNFRdetbist das ,TNFR1-
associated death domain protein“ (TRADD). Es irded mit TNFR1 Uber die so
genannte ,death domain®, die in beiden Proteinehadten ist. Die Interaktion der
beiden Molekile ist Voraussetzung fur den weitegnalweg. Verschiedene
andere Proteine kénnen sich in Folge an den Komaldagern. “Fas-associated
death domain protein” (FADD), ,receptor-interactipgotein 1* (RIP1), und der
“TNF-receptor-associated factor 2" (TRAF2) wandezam Komplex . FADD
reagiert mit TRADD (ber die in ihm ebenfalls entbak “death domain”. Es initiiert
die Bindung weiterer Botenstoffe und aktiviert eiSgnalkaskade, die an ihrem
Ende den programmierten Zelltod der betroffenetezshleitet.

Auch RIP1 tritt Gber eine ,death domain“ mit FADD interaktion. RIP1 ist
wesentlich fir die spatere NB-Aktivierung. Damit es zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NEB kommen kann, muss auch noch TRAF mit dem
Rezeptorkomplex interagieren. Optimal ist, wennse&h bei dem Liganden um
TRAF2 handelt, wahrscheinlich kann TRAF5 jedocmedRolle Gbernehmen. RIP1-
und TRAF2-Bindung gemeinsam vervollstandigen dereR®rkomplex, der nun als
Ganzes auf den zytoplasmatischen IKK-KomplesB(Kinase Komplex) einwirken
kann. RIP1 interagiert hierbei mit der regulatdnee IKKy/NEMO-Untereinheit,
TRAF2 ist wahrscheinlich fur die Translokation dgsh im Zytosol befindenden
IKK-Komplexes zum TNFR1-Komplex von entscheidenBedeutung. IKK wird im
Weiteren durch die Phosphorylierung zweier Seiimeder IKKB-Untereinheit
aktiviert. Welche Molekile den Ubergang vom aktitée TNFR-Komplex und
dessen Interaktion mit IKK zur tatsachlichen Phasplerung des Letzteren
schaffen ist noch unklar. Verschiedene MAP3Ks un{ Maren dabei schon im
Gesprach.

Durch die Phosphorylierung des IKK-Komplexes erhdieser seine Kinase-
Aktivitat und ist in der Lage das inhibitorischeoRrine kB zu phosphorylieren. Ist
das geschehen, wird NB durch kB aus der bestehenden Bindung entlasserBNF

kann in den Zellkern wandern und dort die Trangloip der fur die
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Entzindungsreaktion wichtigen Proteine initiieréduch im Zellkern ist es noch
weiter mdoglich, die Transkriptionsaktivitat von dNB zu beeinflussen. Dies
geschieht Giber Phosphorylierung dieses Transkngfadtors .(s. Abb. 2.3)
[reviewed by Aggarwal, 2000; Baud et Karin, 2001]
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des TNFa-Sig  nalwegs [Baud et Karin, 2001]

2.7 Die Regulation von Entziindungsreaktionen durch p53 und NF kB

Ist p53 in Menschen oder Mausen mutiert oder gahtnvorhanden, tragen die
Individuen ein hohes Tumorrisiko. Die meisten pEgjativen Mause sterben noch
bevor sie sechs Monate alt werden an Tumoren. [P&Ss Tumorentstehung
supprimiert, wird normalerweise seiner Eigenscraft ,Wachter des Genoms"

zugeschrieben. Dabei wird vollig aul3er Acht gelassiass es auch einige Hinweise
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auf die Beteiligung von p53 bei der Kontrolle viantziindungsreaktionen gibt und
Entzindungen, vor allem wenn sie chronisch vertaufdie Tumorentstehung
fordern konnen. In diesem Zusammenhang fiel zumsiel auf, dass
Immunreaktionen bei p53 negativen Mausen wesendathwerer verlaufen, dass
ionisierende  Strahlung eine schnellere und starkendiltration von
Entziindungszellen und Fibroblasten bei eben did&&msen verursacht, und dass
25 % der p53 negativen Mause noch bevor sich iarilgin Tumor entwickeln kann,
an Infektionen versterben. Der Effekt lasst sicarkalem erworbenen Immunsystem
zuschreiben. Die Immunglobulin-Konzentration, scevauch die B- und T-Zell-
Zahlen im Thymus und in der Milz von p53 negati\M&ausen unterscheiden sich
nicht von denen in normogenen Mausen. Der Zusamamegnhwischen p53 und der
Regulation von Entziindungsreaktionen scheint emeiner moglichen Interaktion
mit NF«B zu liegen. NkB ist der wichtigste Regulator der Entziindungstieakauf
molekularer Ebene. Es initiiert die Transkription von Genen, die fir
inflammatorische Zytokine, Chemokine, antimikrol@ePeptide, Adhasionsmolkiile
und andere an der Entzundungsreaktion beteiligtéehlite kodieren. In in-vitro
Studien konnte bereits seit langerem nachgewieseden, dass p53 und NB sich
gegenseitig negativ beeinflussen. Nun stellte sicie Arbeitsgruppe in Cleveland
die Frage, ob die Erkenntnisse aus den in-vitrosienen sich auch auf Ablaufe
innerhalb von lebenden Organismen Ubertragen lasSen waren in der Lage
nachzuweisen, dass durch die Blockade von p53 gémmtiche Gene aktiviert
werden, wie bei der Behandlung der Zellen mit @NPas heil3t, ein Mangel an p53
bewirkt grob die Transkription derselben Gene, diee Signalkaskade, die Uber die
Bindung von TNk an TNFR1 im Rahmen vieler Entziindungen ausgeldst. w
Zellen von p53 negativen Mausen reagieren auf Haiziigsreize wesentlich
sensibler mit NéB-abhangiger Transriptionsinitierung als die nogeoer Méause.
Ebenso werden zellulare Mediatoren verstarkt adativiund biochemische
Entziindungsmarker sind in p53 negativen Mausenfiignt erhoht. Nicht zuletzt
hangt ein Mangel an p53 mit einer hoheren Sentibijegentber Endotoxinen
zusammen. Alles zusammen brachte die Arbeitsgrapmem Schluss, dass p53 die

Entziindungsantwort im Korper limitiert, indem es «WBF supprimiert. Die
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Arbeitsgruppe entdeckt neben der Madoglichkeit UbefkBN Einfluss auf die
Entzindungsreaktion zu nehmen, dass p53 auch éiMdkrophagenfunktion von
Bedeutung ist. P53 negative Makrophagen sind nuremmindertem Mal3 in der
Lage apoptotische Zellen zu erkennen.

Demzufolge bewirkt ein Mangel an p53, auf welchet And Weise er auch
verursacht ist, dass chronische proinflammatorisBleeingungen entstehen und
beglnstigt auf diese Weise das Auftreten chronisEh&ziindungen.

[Komarovaet al., 2005]

2.8 Rheumatoide Arthritis

Bei der rheumatoiden Arthritis (RA) handelt es siam eine entzindlich-
rheumatische Systemerkrankung. Die Arthritis bitrifor allem die kleinen,
peripheren Gelenke und die obere Halswirbelsdule iDeumatoide Arthritis
beschrankt sich jedoch nicht ausschlie3lich auf @édenke. Sie verursacht auch
Granulome (auch als Rheumaknoten bekannt), Sefesijti Vaskulitiden und
verschiedene weitere Erscheinungen. Sie verlaufitraehubweise und ist begleitet
von starken Schmerzen, Schwellung, Uberwarmung Réting der betroffenen
Gelenke. In vielen Fallen fuhrt die Erkrankung zunee zunehmenden
Bewegungseinschrankung und zur Deformation derr&elgGenth, 2002]

Die Invasion der entzindeten Gelenkinnenhaut im, ddie Gelenkflache
bedeckenden Knorpel und in den Knochen bedingtDdistruktion des Gelenkes.
Verursacht wird die Invasion durch synoviale Hypasge, chronische Entziindung
und eine pathologische Immunantwort. [Muller-LadeePap, 2005]

Die Pravalenz der rheumatoiden Arthritis betragtoca %. Pro Jahr kommt es zu ca.
30 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (InziderZjinzipiell kann die
Erkrankung in jedem Alter auftreten, der Erkrangsmipfel liegt jedoch im 5. und
6. Lebensjahrzehnt. Frauen erkranken doppelt &l so haufig wie Manner.
[Genth, 2002]
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Die Pathogenese der rheumatoiden Arthritis ist nowher nicht vollstandig geklart.
Viele Fragen bleiben auch weiterhin offen. Trotzdeknistallisieren sich
verschiedene Faktoren heraus, die am EntsteheKrdekheit beteiligt sind. Auf
einzelne Aspekte soll im Weiteren ndher eingegangsden.

Im Jahr 1970 konnte Stasny die genetische Assomiater rheumatoiden Arthritis
mit HLA nachweisen. Naher beschrieben die genatis@usammenhange Gregsen,
Winchester und Silver. Sie fanden eine Sequenzliatie von DB des HLA Klasse

Il Molekils, die an der Bildung der Peptid-BindgAgurche in HLA-DR Allel
Formen beteiligt ist, die mit rheumatoider Artrgiassoziiert sind. Da diese Sequenz
sich aber nur bei einem Teil der Erkrankten nacherelasst, ist unklar inwieweit ihr
Vorhandensein die Entstehung der Erkrankung bersstfl Diskutiert wird, ob sie
entscheidend fur den zu erwartenden Krankheitsweida

Eine wichtige Rolle bei Krankheitsentstehung undankheitsverlauf kommt
verschiedenen Zytokinen zu. Sie beeinflussen dizillungsreaktion und die
Gelenkdestruktion direkt. Wird im Tierexperimentrclu genetische Manipulation
TNFo Uberexprimiert bzw. seine Regulation unterdructt,es maoglich auf diese
Weise eine chronische, destruierende Arthritis alésen. Auf den gleichen
Sachverhalt weisen verschiedene in-vitro Experimdnin. Sie zeigen, dass TWF
Signalwege in Synovialzellen induziert, die fir &igkrankung von Bedeutung sind.
AulRer TNFu fordern verschiedene im Synovium enthaltene latdihe (1, 15, 16)
die Zerstbrung des Gelenks.

Im Rahmen der rheumatoiden Arthritis verdndern sidie biologischen
Eigenschaften von Fibroblasten. Im Gesunden erhaiteals ortstidndige Zellen die
Homodostase im Gelenkspalt. Bei Erkrankten werdersswohl durch Zytokine, als
auch durch das entzindete Synovium selbst, aktiviextzteres fuhrt zu einer
dauerhaften Veréanderung oder auch TransformationFdwoblasten. Sie weisen
morphologische Veranderungen, wie grof3e, blassheirsende Zellkerne mit
mehreren prominenten Nukleoli und ein dichtes etadpatisches Retikulum auf
und zeigen ein aggressiv-invasives Verhalten.

Ein weiterer Faktor in der Genese der Erkrankunhgies veranderte Expression und

Funktion von Proto-Onkogenen und Tumorsuppressor&A Fibroblasten. Dabei
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scheint die Aktivierung Ras-abhangiger Signalwegsobhders von Bedeutung zu
sein. Ras wird normalerweise vor allem durch Waghsftaktoren aktiviert. In RA
Fibroblasten hingegen bleibt Ras dauerhaft aktividoch ist unklar auf welche
Weise diese Veranderung eine dauerhafte Transfaomater Fibroblasten
verursacht, doch scheint sie mit ihr in Verbindung stehen. Zusammenhénge
werden in der Beteiligung der Ras/Raf/MAP-Kinased aler Ras/PI3K/Akt-Kinase-
Signalwege an der Aktivierung von Fibroblasten undderen Quervernetzung
gesehen. Die Ursachen der stabilen Aktivierung gyaer Fibroblasten sind jedoch
noch weit komplexer. So konnte man somatische Muten innerhalb des p53-
Gens nachweisen. Einige von ihnen hemmen seinetibankvas wiederum eine
erhdhte Aggressivitat der von der Mutation betnodfie Fibroblasten bedingt. Des
Weiteren zeigte sich, dass der Tumorsuppressor PTEN in Tumoren héufig
gemeinsam mit p53 Veranderungen aufweist, in RAdHlasten in vermindertem
Malf3 exprimiert wird.

Die Konsequenz der bis jetzt beschriebenen Veranden ist die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, deren Effektormolekile Asliodismolekile,
matrixzerstorende Enzyme und Inhibitoren des natieh Zelltods sind. Es wird
insgesamt eine Vielzahl von Transkriptionsfaktostiviert. Unter ihnen kommt
jedoch NKB die grof3te Bedeutung zu. NE ist nachweislich im RA Synovium
hochaktiv. Es ist mit urséchlich fir die Resisteter RA Fibroblasten gegeniber
Apoptose und es reguliert die Synthese von pramfi@atorische Zytokinen,
Adhéasionsmolekulen und die Matrix zerstérenden Ereay.

RA Fibroblasten sind, wie gerade erwéhnt, resisgegeniber Apoptose. Sie sind
nicht in der Lage auf Apoptose-auslosende Stimdéigaat zu reagieren oder den
bereits ausgelosten Zelltod zu vollenden. Nebensgéon erwahnten Ursachen sind
dafir Molekile verantwortlich, die von RA Fibrobles an der Invasionsfront
Uberexprimiert werden. Zwei dieser Molekile sind MD}1, ein Kkleines
ubiquitinartiges Protein, und FLIP, ein Caspaseefi€hspieler. Sie lagern sich am
Fas-Rezeptorkomplex an und hemmen so die durchusgeldste Apoptose.
Vorbedingung fir die Zerstérung des Gelenkknorpstsdie Adhasion der RA

Fibroblasten. Sie wird durch spezifische Adhésiavisiiile, v.a. durch sog.
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Integrine, vermittelt. RA Fibroblasten sind in desge verschiedene Integrine zu
exprimieren. Die Adhasion der Zellen an den Knoiptjedoch kein rein passiver
Prozess. Die Integrine dienen hierbei auch als [emen und stimulieren die RA
Fibroblasten.

Nicht zu vergessen ist die Rolle des Immunsysteres der Entstehung der
rheumatoiden Arthritis. Schlief3lich gilt die RA aésne Autoimmunerkrankung.
CD4+ T-Zellen scheinen von besonderer Bedeutungeru Anders als bei anderen
Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel der MubiplSklerose, ist noch nicht
klar wie die T-Zell-Antigene, die fir die Autoimmantwort verantwortlich sind,
aussehen. Kollagen 1l und Knorpelzell-gp39 sindagso mdgliche Kandidaten wie
die ubiquitar vorkommenden Proteine BiP und Glukédghosphat-Isomerase
(GPI). Paradoxerweise ist die T-Zell-Antwort betiPaten mit aktiver RA erheblich
eingeschréankt. Auch wenn der entzindliche Prozedsdmsem Paradoxon in
Verbindung gebracht wird und man adaptative Medman in Erwagung zieht,
wird diese Reaktion noch kaum verstanden. Fur didaptation spricht, dass die
Dampfung der entziindlichen Prozesse durch Gabé&wmbtkorpern gegen TN die
T-Zell-Funktion verbessern kann, was auf eine Honkeinschrankung der T-
Zellen in Folge der stadndigen TdHEiIinwirkung schlieRen lasst. Diese Tatsache liel3
sich auch in in-vitro Versuchen untermauern. Weitgr eine eingeschrankte
Thymusfunktion als mit verusachendes Element imp&es.

Ca. 30 % der Zellen im RA Synovium sind T-Zellefg dheisten von ihnen sind
nachweislich aktiviert. Sie exprimieren Marker dtivierung. T- Zellen, die tber
eine Mixtur verschiedener Zytokine aktiviert werdeagieren anders als solche, die
Uber ein einzelnes Antigen aktiviert werden. DieZdllen, die man aus RA
Synovium isolieren kann verhalten sich so wie imevdurch Zytokine aktivierte T-
Zellen. Sie induzieren TNFin Makrophagen und dieses nutzt andere Signalwege,
wie wenn es uber Antigene induziert wird. [Feldma2d01; Muller-Ladner et Pap,
2005]
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2.9 Common Variable Immunodeficiency (CVID)

Die “Common Variable Immunodeficiency” ist die higgte Erkrankung mit einer
angeborenen symptomatischen Immundefizienz. Bendlrkrankten lasst sich eine
Hypogammaglobulindmie nachweisen. 1gG, IgA und YoM sind im Serum
erniedrigt. Auch leiden alle Erkrankten unter eieemdhten Anfalligkeit gegeniber
wiederkehrenden Infektionen. Sie betreffen besader Atemwege, aber auch den
Gastrointestinaltrakt. CVID ist weiterhin mit demermehrten Auftreten von
autoimmunen und neoplastischen Erkrankungen assoflanner und Frauen sind
gleich haufig betroffen. Die Préavalenz der Erkramkubetragt 1:10.000 bis
1:200.000.

Welcher Defekt priméar fur die verminderten Gammaglme verantwortlich ist,
bleibt trotz zahlreichen Untersuchungen weiter ankDffensichtlich ist, dass CVID
B-Zellen nicht in der Lage sind, sich vollstandigsaudifferenzieren. Dies fuhrt zu
einer gestorten Immunglobulin-Sekretion. Nicht Kiat, ob der B-Zell-Defekt
wirklich an erster Stelle der Pathogenese steldr ol er Folge einer gestorten T-
Zell-Funktion ist. Die zweite Hypothese wird durdie Tatsache unterstitzt, dass bei
manchen CVID-Patienten eine HIV-Infektion zur Notisiarung der
Immunglobulinwerte fihrt.

Bei CVID ist die Proliferation und Aktivierung def-Zellen eingeschrankt.
AulRerdem ist ihre Reaktion auf Antigenkontakt une Broduktion verschiedener
Zytokine verandert.

Des Weiteren ist die in-vitro Apoptoserate sowoét B- als auch der T-Zellen bei
CVID erhoht. Beide Zelllinien exprimieren vermehRas und FasL. Auf T-
Lymphozyten sind beide TNF-Rezeptoren vermehrt anden, was die verstarkte
Neigung zum programmierten Zelltod erklaren konnte.

Ob nun die Fehlfunktion der T-Zellen auch wieder mine Folge einer noch
unbekannten Ursache ist, oder ob es sich tatschfit einen molekularen Defekt
innerhalb der Zellen handelt, ist ebenfalls ofieafekte der Signaltransduktion in T-
Zellen konnten in jedem Fall bereits beschrieberdes Die T-Zellen sind nicht in

der Lage auf Stimulation Inositol-Triphosphat zunthetisieren. Ebenfalls wurde
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eine verstarkte Aktivierung der Proteinkinase Akaumen mit erhdhten cAMP-
Konzentrationen in CVID T-Lymphozyten beschriebeBeides verhindert die
Proliferation der T-Zellen und ihre Zytokinproduii

Insgesamt ist die CVID ein eher heterogenes Syndidas wahrscheinlich eine
Gruppe verschiedener Stérungen widerspiegelt. Bieits bestehende Einteilung in
Untergruppen hat sich bisher als eher unpraktikaeliesen. Trotzdem wurde
bereits mehrmals eine Untergruppe beschriebeneiimeben den wiederkehrenden
Infektionen andere Erscheinungen wie multisysteh@scSarkoidose-ahnliche
Granulome, Splenomegalie und Lymphadenopathie edaftr Bei Patienten dieser
Untergruppe ist haufig die CD4+/ CD8+-Ratio inverti Das resultiert entweder aus
einer Verminderung der CD4+-Lymphozyten oder eMermehrung der CD8+-
Lymphozyten, wobei gerade eine CD4+Lymphopenie ig&ufim Zusammenhang
mit einer Splenomegalie beobachtet wird. Auf weldkteise diese Beobachtungen
mit Symptomen wie der Splenomegalie und Lymphadatiig zusammenhangen
bleibt noch zu klaren.

Bei der Untergruppe mit CDA+-Lymphopenie und Splaegalie gibt es noch eine
weitere Besonderheit auf molekularer Ebene. Schehrmals wurde CVID ganz
allgemein mit den HLA-Klassen | und Il in Verbindygebracht. Interessanterweise
liegt zwischen den Genen dieser beiden KlasseiChtdmosom 6 die HLA-Klasse
[l Region, die fiur verschiedene immunregulatoresscMolekile kodiert. Unter
anderem befindet sich dort die fur Té&Fodierende Sequenz. Eine schwache
Assoziation der CVID mit einem Fragment-LaAngenpalypiismus, der die TNF
Funktion einschrankt, ist bekannt. Bei der bestiemen Untergruppe kommt aber
weiter hinzu, dass sowohl TNAmM Serum als auch die TNF-Rezeptoren in einem
stark erh6hten Mal3 nachweisbar sind. In-vitro seeegn CVID Monozyten aus
dieser Untergruppe abnormal grof3e Mengen anol [EB ist zwar anzunehmen, dass
diese Besonderheit auch fiur CVID-Patienten mit @Glamen gilt, die klinischen
Daten reichen jedoch nicht aus um diesen Schlugsehen.

Es bleibt offen ob die beschriebene abnormale cFRFoduktion nur eine Reaktion
auf andere zellulare Veranderungen ist, oder oleisiéndikator dafir ist, dass eine

genetisch determinierte Untergruppe der CVID esisti
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Mullighan und Mitarbeitern gelang es in einer Seudachzuweisen, dass bei der
CVID-Subgruppe mit Erscheinungen wie Splenomegaiiel Granulomen ein
ungewoOhnliches TNF-Allel — TNF +488A — gehauft vomkmt. Nimmt man die
Tatsache hinzu, dass TNF, wie oben beschriebergeidSubgruppe eine besonders
hohe Aktivitat aufweist, gewinnt dieses Allel artdresse. Es gibt zusatzlich einige
Berichte, dass eine Cortisonbehandlung Granulontk Splenomegalie verbessert.
All dies konnte darauf hinweisen, dass erhdhte d¥Bnzentrationen mit
verantwortlich fur die Entstehung von Granulomed @plenomegalie sind.
[Mullighan et al, 1997; and reviewed by Di Renz@k2003]
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2.10 Zielsetzung der Arbeit

Die Arbeitsgruppe um Arnold Levine, die den ,singlecleotid Polymorphismus*
309 erstmals beschrieb, untersuchte dessen Vegeilunnerhalb der
nordamerikanischen Bevolkerung in einer relativ inda Gruppe von 50
Freiwilligen. Ob diese Ergebnisse ohne weiteres dieifeuropaische Bevolkerung
Ubertragbar sind wurde bisher nicht geklart. Dieliggende Arbeit sollte nun die
Haufigkeit des Auftretens des Polymorphismus ineleopaischen Bevolkerung mit
Hilfe einer Stichprobe von 487 gesunden Blutspemdims Blutspendezentrums der
Universitat des Saarlandes untersuchen.

Des Weiteren soll untersucht werden, wie haufig Befymorphismus bei an
rheumatoider Arthritis bzw. CVID Erkranken nachwmisist. Rheumatoide Arthritis
und CVID sind zwei Erkrankungen, deren Pathogetese zahlreicher klinischer
und biologischer Untersuchungen weitgehend unldar Man kennt verschiedene
Faktoren, die an der Krankheitsentstehung beteimgt, doch bleiben alle bisherigen
Modelle luickenhatft.

Vor allem die rheumatoide Arthritis betrifft mitre&r Pravalenz von 0,5 % einen
nicht geringen Teil der Bevolkerung und besitzt csthallein dadurch sowohl
klinische als auch volkswirtschaftliche Relevanz.

Mit einer Pravalenz von 1:10.000 bis 1:200.000 d& CVID zwar wesentlich
seltener als die rheumatoide Arthritis, sie blediier trotzdem die haufigste
Erkrankung mit einer symptomatischen primaren Imdafizienz. Die im Verlauf
der Erkrankung notige Therapie ist aufwandig undtéwotrachtig. Auch verhindert
sie nicht, dass im Laufe der Zeit sarkoidose-&helic Granulome,
lymphoproliferative Stérungen und sogar Lyphomeratén kénnen.

Ein besseres Verstandnis der Entstehung beiderkKesten konnte sowohl von
grol3em therapeutischem als auch von volkswirtsiittzdin Nutzen sein.

Bei beiden Erkrankungen ist ein genetischer Eisflasif ihre Genese bekannt.
Untersuchungen zeigten, dass erhthte Konzentratides Botenstoffs TNF das

Krankheitsbild einer rheumatoiden Arthritis induzie kdnnen und, dass TMFuUr
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die Krankheit relevante Signalwege in Synovialzeliktiviert. Weiterhin ist aus
verschiedenen Untersuchungen bekannt, dass deimtiferabhangige Signalwege
aktivierte Transkriptionsfaktor NdB von zentraler Bedeutung fir die Synthese der
Zytokine ist, die die chronische Entziindung undeBlkterstérung aufrechterhalten.
Auch bei der CVID werden ahnliche Zusammenhangehutet. So weil? man, dass
innerhalb einer Untergruppe der Erkrankten, dieeneliederkehrenden Infektionen
unter Splenomegalie, Lymphadenopathie und Granuloteelen, ein TNF-Allel
gehauft nachgewiesen werden kann, das mit einedhtsh TNF-Synthese
assoziiert ist. Eine moégliche Schlussfolgerung @ieser Beobachtung war deshalb,
dass eine erhohte TNHProduktion und somit auch eine verstarktdBHnduktion
ursachlich fur die neben den Infektionen zusatzéiafiretenden Erscheinungen sein
konnte.

Ein wichtiger Gegenspieler des TranskriptionsfakidFB ist der Tumorsuppressor
und Transkriptionsfaktor p53. In einer Studie zeigich, dass p53 auf verschiedenen
Ebenen der Entziindungsreaktion als negativer Regudarselben agiert. Wohl die
grofRte Bedeutung hat hierbei, dass p53 die Traptskmi von Effektormolekulen
antagonistisch zu NdB beeinflusst.

In Zellen ist p53 unter normalen Bedingungen nugeningen Konzentrationen und
in inaktivierter Form nachweisbar. Durch zellular&iress induziert kann es
akkumulieren und als Transkriptionsfaktor aktiv dem. Reguliert wird p53 durch
seinen Gegenspieler Mdm2 und die Konzentratiordendieser in Zellen vorliegt.
Bei einem grol3en Teil der Menschen wird durch einererbten ,single nucleotid
polymorphismus® im Mdm2-Gen unter Stress vermehdn2-Protein synthetisiert.
Dies bedeutet, dass die Funktion von p53 bei didéenschen in einem starkeren
Mal3 unterdriickt wird. Betatigt wurde diese Tatsadhdurch, dass Individuen aus
dieser Gruppe signifikant haufiger unter verschiwsie Tumorerkrankungen leiden.
P53 ist nun aber auch Antagonist des Transkriptadmsrs NFB. So stellte sich die
Frage, ob eine erhohte Mdm2-Konzentration, die ewerminderte p53-
Konzentration und -Funktion und auf diese Weise wglch eine verstarkte
Aktivierung von NkB bedingt, mit rheumatoider Arthritis und/oder @srestehung

von Granulomen, Lymphadenopathien und Splenomeg&iieCVID assoziiert ist.
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Diese Erkrankungen wurden als Vertreter chronisénkrankungen ausgewahlt, die
mit einer erhohten Aktivitat des TNF-MB-Pfades in Verbindung gebracht werden.
Unsere Hypothese lautete, dass rheumatoide Asghritind Granulome,
Lymphadenopathien und Splenomegalie bei CVID migedorenen erhohten
Mdm2-Leveln assoziiert sind. Das Ziel der vorlieden Arbeit war, diese

Hypothese zu untersuchen.
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3 Material
3.1  Chemikalien
Chemikalien (in Reinstform) Roth (Karlsruhe), Me(gxarmstadt), Serva
(Heidelberg), Seakem (Rockland, ME,
USA), Sigma
3.2  Puffer
50x TAE-Puffer Tris/HCI (pH 8,0) 2M
Eisessig 1M
EDTA 0,05 M
ad pH 8,0
5x Ladepuffer fir DNA- |EDTA 50 mM
AgarosegelelektrophoresgGlycerin 50 % (v/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)

3.3 Enzyme

Apek | New England BioLabs (NEB)
Hot Start Tag- Polymerase Quiagen

EcoR | New England BioLabs (NEB)
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3.4 DNA-Grolien- und Molekulargewichtsmarker

Zur Bestimmung der Gr63e doppelstrangiger DNA- Fraigte wurden zwei

verschiedene Marker verwendet:

- ,1 kb Plus-DNA-Ladder“ der Firma Invitrogen

Der Marker eignet sich zur Bestimmung von Fragmeifdgn zwischen 0,1 und
12 kbp.

FragmentgroRen (kbp): 12000 / 11000 / 10000 / 9@IDO / 7000 / 6000 / 5000 /

4000 / 3000 / 2000 / 1650 / 1000 / 850 / 650 /5800 / 300 / 200 / 100

- ,DNA Molecular Weight Marker VIII“ der Firma Ro@&Diagnostic GmbH

Penzberg

Dieser zusatzliche Marker ist besonders geeigrmeBestimmung der

FragmentgrofRen zwischen 0.019 und 1.1 kpb.

FragmentgréRen (kKbp): 1114 / 900 / 692 / 501 //48%4 / 320 / 242 / 190 / 147 /
124/110/67/37/34/34/26/19
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3.5 Zelllinien

3.5.1 T-47D-Zellen

Humane Mammakarzinom-Zelllinie, die 1974 von Keydad Mitarbeitern durch
die Punktion eines durch das Karzinom bedingtenrB&rgusses gewonnen und
anschlie3end etabliert wurde [Keydar et al.,1979].

Die Zellen sind homozygot fur den SNP309 (G/G) [Ben al., 2004].

3.5.2 Saos-2-Zellen

Es handelt sich um Zellen eines primar osteogeaekogs, die 1973 als Zelllinie
etabliert wurden [Fogh et al.,1975; Fogh et al.7.8/b].
Sie enthalten homozygot nicht den SNP309 (T/T) [Benal., 2004].

3.6 Medien und Losungen fir die Zellkultur

Mc Coy’s 5A Medium Gibco
Fotales Kélberserum (FKS) PAA Laboratories
Trypsin /EDTA- Lésung PAA Laboratories

Puromycin (Stammlésung 1 mg/ml) Sigma
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3.7 EDTA- Blutproben

487 EDTA- Gesunde Blutspender Blutspendezentrum an der tsitide
Blutproben des Saarlandes Homburg

192 EDTA- Patienten nach den ACR Innere Medizin | an der Universitat de
Blutproben Kriterien von 1987 Saarlandes, Homburg

diagnostizierter Rheumatoider
Arthritis

£S

3.8 DNA-Proben

52 DNA-Proben

Patienten mit den WHO-
Kriterien-entsprechend

diagnostizierter CVID

Universitat Freiburg
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3.9 Loésungen zur DNA- Isolierung aus EDTA-BIlut und Zellen

Die DNA- Extraktion aus EDTA —Blut und Zellen erfipé mit Hilfe des QIAamp
DNA Kit von Qiagen.

Proteinkinase K

Puffer AL

Waschpuffer AW |

Waschpuffer AW I

Puffer AE

3.10 Lo6sungen fur die SDS- Polyacrylamidgelelektrop  horese (SDS-

PAGE)
1x Laufpuffer fur Tris 25 mM
SDS- PAGE Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)
ad pH 8,3
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3.11 Synthetische Oligonukleotide (,Primer*)

Das folgende Primerpaar wurde eingesetzt:

Bezeichnung Sequenz
MDM2_for 5-CGG GAG TTC AGG GTA AAG GT-3
MDM2_rev 5 -AGC AAG TCG GTG CTT ACC TG3®

3.12 Elutionspuffer fiir DNA aus Acrylamidgelen

Ammoniumacetat 05M
EDTA 1 mM
SDS 0,1%

3.13 Bakterienstamme

DH50-T1 rec Al neg (Invitrogen)
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3.14 Nahrmedien zur Kultivierung von DH5 a-T1

LB-Medium: Luria broth base (GIBCO)
LB-Platten: Luria’s agar (GIBCO)

Zur Selektion wurde jeweils Ampicillin (Bayer/Lexersen; 100Qug/ml) in einer

Endkonzentration von lg/ml verwendet.

3.15 Vektoren

3.15.1 Der pCR 2.1-TOPO-Vektor

An der mit PCR-Produkt markierten Stelle kann DNAgebaut werden, die mit Taq
Polymerasen amplifiziert wurde. Der Vektor exprirhigine Ampicillin- und eine
Kanamycinresistenz als Selektionsmarker. Er wurmteder Firma Invitrogen

bezogen.

 lacZa ATG

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
T

Abbildung 3.1: pCR 2.1 -TOPO
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3.16 Lo6sungen zur praparativen Plasmid- DNA- Isolie  rung

Alle Plasmidaufreinigungen erfolgten mit dem ,Plagm@NA Purification“- Kit von

Macherey- Nagel.

Puffer S1 Tris/HCI 50 mM
(Resuspensionspuffer) EDTA 10 mM
RNAseA 100 pg/mi
pH 8,0
Puffer S2 NaOH 200 mM
(Lysispuffer) SDS 1%
Puffer S3 Kac 2,8 M
(Neutralisationspuffer) pH 5,1
Puffer N2 Tris 100 mM
(Aquilibrierungspuffer) Ethanol 15 %
KCI 900 mM
Triton X-100 0,15 %
ad pH 6,3 mit HPO,
Puffer N3 Tris 100 mM
(Waschpuffer) Ethanol 15 %
KCI 1,15M
ad pH 6,3 mit PO,
Puffer N5 Tris 100 mM
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(Elutionspuffer)

Ethanol

15 %

KCI

Y

ad pH 8,5 mit HPO,

3.17 Materialien fur die Zellkultur

6- Lochplatten

Corning Costar

12- Lochplatten

Corning Costar

24- Lochplatten

Corning Costar

Zellkulturflaschen 75 cM

Greiner Bio one

Zellkulturflaschen 25cm

Greiner Bio one

Zellkulturschalen 10 cm

Corning Costar

Zellschaber

Greiner Bio one

3.18 Sonstige Materialien

Membranen

Polypropylen- Rohrchen

PVDF-Immobilon-Membran, Millipore

Greiner
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3.19 Computersoftware

Die Arbeit wurde mit dem Textverarbeitungsprogramifindows XP Word
(Microsoft) erstellt. Die Abbildungen wurden mitlféi des Programmes Open Office
und Windows Office (Microsoft) hergestellt. Fur @éatistik wurde das Programm
SPSS verwendet.
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4 Methoden

Unter diesem Gliederungspunkt wird die Methodikdbe®ben, wie sie laborintern
im Institut der Virologie und im José-Carreras-Zant der Inneren Medizin | der
Universitat der Saarlandes, Homburg gehandhabt Wede dieses Abschnittes sind
an zuvor im virologischen Institut entstandene & und Doktorarbeiten

angelehnt.

4.1  Zellkulturtechniken

4.1.1 Kultivierung von T-47-D-Zellen

Kultiviert werden T-47-D-Zellen in ,Dulbecco’s Mmial Essential Medium®. Beim
Wachstum in Zellkulturflaschen haften die Zellen &taschenboden und bilden
Monolayer. Mit Hilfe von Calcium- und Magnesium-ie EDTA-Thyrode-L6sung
I6sen sich die Zellen nach 20-mintiger Inkubatien 37°C vom Flaschenboden ab.
Danach werden die Zellen im Verhaltnis 1:4 mitdhiem Medium verdinnt und auf
neue Kulturflaschen verteilt.

Die Kulturen wurden je nach Dichte des Zellraseltes awei bis drei Tage unter

sterilen Bedingungen an der Sicherheitswerkbanl .

4.1.2 Kultivierung von SAOS-2-Zellen

Saos-2-Zellen werden in McCoys 5A Medium kultitidbem Medium wird 15%
fotales Kalberserum hinzugeflgt. Die Zellen since@lichen-adharent und wachsen
bei einer Temperatur von 37°C unter Zufiihrung véa 802. Am Boden der
Zellkulturflasche breiten sie sich in Form einesndiayer aus.

Alle zwei bis drei Tage wird die Zellkultur im Veihnis 1:2 bis 1:3 gesplittet.
Hierfir werden die SAOS-2-Zellen mit Trypsin und BE® vom Flaschenboden

geldst mit neuem Medium verdiinnt und in neue Zdllkflaschen tberfuhrt. Das
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Splitten der Zellkultur findet unter sterilen Begimgen an der Sicherheitswerkbank
statt.

[Zelllinienverzeichnis: www.DSMZ.de/human and aniroall lines]

4.2  DNA-Extraktion aus EDTA-Blut und eukaryotischen Zellen

DNA wurde sowohl aus Blut als auch aus Zellen niiteHles QlAamp® DNA Mini
Kit und nach der von der Firma mitgelieferten Atleg extrahiert. Die Extraktion
liefert bei einem Elutionsvolumen von 1Q0im Durchschnitt 62,5 ngl DNA, bei
einem Elutionsvolumen von 20@! im Durchschnitt 34.0 ngl DNA. Die
gewonnene DNA-Menge kann durch mehrmaliges Wiedenhder Elution erhoht
werden.

Zu Beginn der Extraktion wurden 20 Proteinkinase K in 1,5 ml Mikrozentrifugen-
Behdlter pipettiert. Zur Proteinkinase K wurden 20EDTA-Blut bzw. 200ul in
PBS geloste Zellen hinzu gegeben. Weiter wurdény2@es Puffers AL zugefigt.
Damit die Zellen lysiert werden konnen, ist es gool3er Bedeutung, dass der Puffer
und die Proben ein homogenes Gemisch bilden. Destalden die Proben 15 sec
gevortext, bevor sie Gber 10 min im Wasserbad B&C5nkubiert wurden. Danach
wurden die Proben kurz zentrifugiert (Tischzeng#ly um etwaige Tropfen vom
Deckel der Behélter zu entfernen. 2d0Ethanol wurden den Proben zugegeben und
die Losung erneut durch vortexen homogenisiert.eDaln Deckel der Behalter
hangengebliebene Tropfen wurden wiederum durchrifiegieren des Gemisches
entfernt. Die Loésung wurde nun auf die DNA-bindemd&iulen, die sich in 2 ml
Mikrozentrifugen-Behaltern befanden, gegeben und &600 rpm Uber 1 min
zentrifugiert. Die abzentrifugierte Flissigkeit warverworfen. Die Saulen wurden
in frische Behélter Uberfuhrt, 500 des Waschpuffers AW | wurde auf die Saulen
gegeben und der Waschpuffer 2 min bei 8.000 rpnergthifugiert. Die Flussigkeit
wurde erneut verworfen und die nun bereits einngkeigigten Saulen in neue

Behalter Gberfuhrt. FUr einen zweiten Waschschwttden 500ul des Waschpuffers
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AW Il auf die Saulen gegeben und Uber 2 min beiimaler Umdrehungszahl mit
der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die FlUssigkeurde verworfen und die Saulen
in Behaltern ein weiteres Mal fir 1 min zentrifugieum mdgliche Ethanol-

Ruckstande endgiiltig von den Saulen zu entfernamaEh wurden die Saulen in
Eppendorf-GefaRe uberfuhrt. Es wurden 100-gD&lutionspuffer auf die Saulen
gegeben. Die DNA wurde nun durch 1-minutiges Zérgreren bei 8.000 rpm durch
den Elutionspuffer von den Saulen geldst und imdapprf-Gefall gesammelt.

Die Proben wurden im Kuhlschrank bei -6°C gelageity Aliquot bei -20°C

weggefroren.

4.3 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine ,in vitro“eMode zur Amplifikation
spezifischer DNA-Fragmente aus einem Fragmentgéntisziehungsweise aus dem
Gesamtgenom. Entscheidend fir das Verfahren ist Fdibigkeit von DNA-
Polymerasen, ausgehend von einem als Matrize (Tge)pldienenden DNA-
Einzelstrang, einen neuen klomplementaren Strargyatinetisieren.

Zu Beginn der Amplifikation wird die noch als Dopgteang vorliegende DNA bei
94°C denaturiert (,Melting“), d.h. in Einzelstrangeifgetrennt. Wird fur die PCR
eine ,Hot Start Taqg-Polymerase” verwendet, wigen vorliegenden Versuchsreihe,
ist vor der Denaturierung der DNA-Doppelstrangemdi initiale Aktivierung des
Enzyms bei 95°C von Noten.

Nach der Auftrennung der DNA-Doppelstrénge wird Reaktionsansatz abgekihilt,
so dass sich synthetische Oligonukleotide (,Prithatie eine jeweils zu einem Teil
der beiden Einzelstrange komplementare Nukleotmgbfbesitzen, an das Template
lagern konnen (,Annealing”). Die Primer werden semghlt, dass durch sie der
Anfang und das Ende der zu amplifizierenden Seqtesigelegt wird. Auf welche

Temperatur der Reaktionsansatz abgekihlt werders,mgs abhéangig von der
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Sequenz der Primer, genauer gesagt von ihrem C@Hsahdiesem Fall betrug die
Annealing-Temperatur 62°C.

Im letzten Schritt der Polymerase-Kettenreaktiontlsgtisiert die Tag-Polymerase
ausgehend von den freien 3'-OH-Enden der an diepleees gebundenen Primer
neue DNA-Doppelstrange, indem sie die im Ansatz hateénen
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) ankniptExgension®). Die Lange der
entstandenen Doppelstrange ist nach dem ersteruZyldch nicht einheitlich, da
nur die Ausgangspunkte der DNA-Synthese durch bdiiElen Primersequenzen
festgelegt werden, nicht aber der Punkt an demSgiethese endet. Im zweiten
Reaktionszyklus werden die neu entstandenen Ddpiede nun aber selbst zu
Matrizen und hybridisieren mit den Primern. Es tmfiten erstmals DNA-
Doppelstrange deren Anfangs- und Endpunkt durchRdimer definiert sind. In
weiteren Reaktionszyklen wird die gewinschte Ser@xponentiell vermehrt. Der
Reaktionsansatz wird mit ihr angereichert. [Ldfie Petrides, 1998, S 229ff]

Zur Amplifikation der gewilnschten Sequenz wurdendiasem Fall 45 Zyklen
durchlaufen.

Fur die PCR wurde der Thermocycler PTC-200 der &ivid Research eingesetzt.

Die Ansatze wurden nach folgendem Schema ing@xfal3e pipettiert:
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Tabelle 4.1: Pipettierschema der PCR

PCR-Komponenten Eingesetzte Volumina Endkonzenptrati
Reaktionspuffer (10x) 5l 1x

5°-Primer (2,51M) 1y 0,05uM

3'-Primer (2,5uM) 1 0,05uM

dNTPs (je10 mM) jelul je 0,2 mM

Hot Start Tag-Polymeras8,2 pl 0,02 U

(5U/ul)
Template-DNA

2 ul
ad 50l mit sterilem

Aqua dest.

Tabelle 4.2: Profil des verwendeten PCR-Programms

Reaktionsschritt | Temperatur Zeit Reaktionszyklen
Enzymaktivierung| 95°C 15min 1

Vorlauf 94°C 2min | 1

Denaturierung 94°C 1 min

Anealing 62°C 1 min |45

Extension 72°C 1 min

Letzte Synthese 72°C 5min 1

Kihlen 4°C 0 1
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4.4  Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Mit dem biochemischen Verfahren der Elektrophoreseden geladene Molekile
innerhalb eines elektrischen Feldes aufgetrenntAdMdlekile sind bei neutralen
pH- Wert negativ geladen und wandern deshalb irailerbines elektrischen Feldes
zur Anode. Die Geschwindigkeit mit der sich DNA-§in@ente zur Anode bewegen
ist abhangig von ihrem Molekulargewicht. Fragmemnt@t einem hoheren
Molekulargewicht wandern langsamer, Fragmente mihera niedrigeren
Molekulargewicht schneller. Dieses Verhalten nutzn zur Auftrennung eines
DNA-Fragmentgemisches der Fragmentgrof3e nach. Diena@®gkeit der
Auftrennung richtet sich hierbei nach der Porengrd@s verwendeten Agarosegels.
Um Fragmente zwischen 0,1 kb und 2 kb gut von eearzu trennen sind 2 %

Agarosegele besonders geeignet.

4.5 Agarosegelelektrophorese doppelstrangiger DNA

4.5.1 Herstellung von Agarosegelen

Fur ein Agarosegel werden 9 g Agarose in 450 mrAk-Puffer aufgenommen.
Die Losung wird im Mikrowellenherd bei 750 Watt gakocht. Unterbrochen von
Schutteln wird sie weiter erhitzt bis sich die Agse vollstandig geldst hat. Der
Ansatz wird jetzt langsam abgekihlt. Hat er einenfferatur von ca. 55°C erreicht,
werden 23ul des Fluoreszensfarbstoffes Ethidiumbromid (10migzupipettiert.
Ethidumbromid interkaliert mit DNA und macht die i@el aufgetrennten Fragmente
unter UV-Licht als orangefarbene Banden sichtbare Ddosung wird in eine
vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach dem Festweride sie vor Austrocknung

durch eine Folie geschitzt bei 4°C gelagert
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4.5.2 Agarosegelelektrophorese

Den DNA-Proben, die mittels Elektrophorese aufgeite werden sollen
(10 pl/Tasche), wurden jeweils 2l Blaumarker hinzugefiigt. Der Blaumarker
markiert die Lauffront. Zusatzlich erhoht das efidree Glycerin die Probendichte
und inaktiviert unter Umstadnden noch enthalteneyBm In die erste Geltasche
wurden 10ul des DNA-GroRenmarkers (1 kb Plus-DNA-Ladder) lipe, in die
folgenden Geltaschen wurden die DNA-Proben gefiillt.

Durch Anlegen eines elektrischen Feldes (120 V) Wandern die Proben im Gel
Richtung Anode und trennen sich entsprechend imaekularen Gréf3e auf. Nach
Abschluss der elekrophoretischen Auftrennung werdie DNA-Fragmente unter
UV-Licht als Banden sichtbar gemacht und das Ganzé einer Kamera
(Bildauswertsystem, MWG-Biotech) festgehalten.

Der Versuch wurde angewandt, um die Reinheit deorzdurchgefiihrten PCR zu
Uberprifen. Als Negativproben wurden zwei PCR-Pnoldenen vor der PCR anstatt

DNA steriles Wasser zugefligt wurde, verwendet.

4.6  Spaltung von DNA durch Restriktonsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die eineifigghe Basensequenz mit
einer La&nge von meist 4-8 bp (Pallindrom) innerhbéder Strange eines DNA-
Molekils erkennen und es an dieser Stelle odeririane definierten Abstand zu
dieser Stelle spalten. Die Enzyme wurden unter \mn Hersteller empfohlenen
Bedingungen sowohl in Bezug auf die eingesetzteffeRuals auch auf die
Temperatur, unter der der Verdau ablief, verwendetAnsatz wurde il Enzym

eingesetzt. Durch Zugabe von Bromphenolblau wurde \derdau beendet. Die
entstandenen Fragmente wurden anschlie@end mit e Hiiner SDS-

Polyacrylamidelektrophorese bzw. einer Agarosegktsdphorese aufgetrennt.
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4.7  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Normalerweise wird eine SDS-PAGE zur elektrophsoéten Auftrennung von
Proteinen eingesetzt. Wir nutzten die Methode zurftrAnnung von DNA-
Fragmenten deren Gr6R3e sich nur um wenige Basenpaaeinander unterschied.
Das negativ geladene SDS ist im Gel im Uberschossanden. Es lagert sich in
einem konstanten Gewichtsverhaltnis an die hydrbphoRegionen der DNA-
Molekile an und kompensiert so, dass die DNA-Molekiiei leicht basischen
Verhéltnissen nicht vollstdndig negativ geladerdsinie Fragmente wandern, wird
eine Spannung angelegt, zur Anode. lhre Beweglithke elektrischen Feld
entspricht der linearen Funktion zum LogarithmugsshMolekulargewichtes.

Die Gelmatrix entsteht durch die Polymerisation vdwcrylamid und die
gleichzeitige Quervernetzung mit N,N -Methylenbigéamid. Ammoniumpersulfat
(APS) dient zum Starten und N,N,N’,N’-Tetramethyétndiamin (TEMED)
katalysiert die Polymerisationsreaktion. Je nachgesetzter Acrylamid- und
Bisacrylamidkonzentration verdndert sich die Porélg des Gels und somit auch
die Auftrenneigenschaften.

Mit Hilfe von DNA-GréRenmarkern (1 kb*Plus-DNA-Ladd und Marker VIII), die
in den ersten beiden Geltaschen parallel zu den BN&menten liefen, konnte die

Fragmentgrol3e der geschnittenen DNA bestimmt werden

Tabelle 4.3: Pipettierschema fir ein 15 % SDS-Gel

Gelkomponenten Eingesetzte Volumina
1M Tris pH 8,8 12 ml

30% Acrylamid 18 ml

2% Bis-Acrylamid 7,4 ml

10% SDS 64Ql

APS 280ul

TEMED 28l
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Im Rahmen dieser Arbeit kamen 15 %ige Polyacrylamiehngele zum Einsatz. Die
Elektrophorese erfolgte bei konstanter Voltzahl 280 V tber 1% Stunden.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNAgfnente wurde das Gel
30 min in Ethidiumbromid (uig/ml) angefarbt und anschlieend 15 min in 1XTAE-
Puffer gewaschen. Mit Hilfe von UV-Licht wurden dBNA-Fragmente als Banden
sichtbar gemacht und mit einer Kamera (Bildauswstésn, MWG-Biotech)

dokumentiert.

4.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus SDS-Gelen

Um DNA-Fragmente aus einem SDS-Gel zu isolierenwgadet man einen
Elutionspuffer, der sich aus 0,5 M AmmoniumacetatpM EDTA und 0,1 % SDS
zusammensetzt. Das ausgeschnittene Gelstiick uné&ldeonspuffer werden bei
37°C inkubiert. Die Lange der Inkubationszeit raghgich nach der Lange des DNA-
Fragements, dass aus dem Gel isoliert werdenBsilleiner Gréf3e von 250 bp wird
2-3 h inkubiert, bei einem grol3eren Fragment Ubachil Die Losung wird mit

zweifachem Volumen Ethanol 2x prazipitiert.

4.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Damit eine Ligation mdglich ist, mussen die Endem du ligierenden Fragmente
kompatibel sein. Wird eine DNA-Sequenz mit Hilfen& Taqg-Polymerase
amplifiziert, hangt an beiden Enden der Sequenz\idd$eotid Adenosin tber. Der
eingesetzte pCR®2.1-TOPO®-Vektor besitzt an derdiérLigation vorgesehenen
Stelle jeweils ein Uberhdngendes Thymidin, so d&ds das PCR-Produkt perfekt
einpassen kann.

1 ul PCR-Produkt wurden zusammen mifldestilliertem, sterilen Wasser, Oub

Salt Solution (Topo Ta Cloning® Kit, Invitrogen) di®,5ul des Vektors 5 min lang
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bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ligationsansadnrk direkt mit kompetenten
DH50-Bakterien transformiert werden. Zur Uberpriifung tigegration des PCR-

Produktes in den Vektor kann man einen ECOR I- ®emurchfiihren.

4.10 Transformation kompetenter Bakterien

Unter Transformation versteht man die Einschleustneger, l6slicher DNA in
vorbehandelte, kompetente Bakterien ([@H5 Dadurch, dass Bakterien mit
bestimmten Salzl6sungen vorbehandelt werden, \kirel DNA- Aufnahmefahigkeit
erhont.

Die in die Bakterien aufgenommene Plasmid-DNA katant repliziert werden,
vorausgesetzt sie ist ringformig und enthélt eiReplikationsursprung (,ORI®). Im
Plasmid ist Antibiotikaresistenzgen enthalten. Aidse Weise ist es mdglich, die
transformierten Bakterien zu selektionieren.

Fur die Transformation wurde der Ligationsansatms 8.12 10 min bei 65°C
erwarmt. Gleichzeitig wurden die kompetenten Bakteauf Eis aufgetaut. Die 4
Ligationsansatz wurden zu 80 der Bakteriensuspension gegeben und der gesamte
Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. Dies dient dazasgl sich die Plasmide an die
Bakterienzellen anlagern kdnnen. Anschliel3end diedSuspension fir 30-90 sec in
einem 42°C warmem Wasserbad einem Hitzeschock seaeDie DNA kann in
dieser Zeit in die Bakterienzellen aufgenommen werdn einem nachsten Schritt
wurden 2511 SOC-Medium zum Ansatz hinzu gegeben. Die ges&udseing wurde
dann weitere 30 min bei 37°C unter standigem Semiithkubiert. SchlieRlich wurde
der Transformationsansatz auf vorbereiteten Agatté ausplattiert. Die Agar-
Platten enthielten das zur Selektion der transfert@n Bakterien notige
Antibiotikum Ampicillin. Die auf Platten ausplattten Bakterien konnten Uber
Nacht bei 37°C wachsen.
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4.11 Kultivierung von Bakterien

Die Bakterien wurden zur Selektion der plasmidtrafgs Bakterien auf LB-
Agarplatten, die zusatzlich das Antibiotikum Amgioi enthalten, ausplattiert und
tber Nacht bei 37°C inkubiert. Suspensionskultuwren DH5 wurden ausgehend
von einer Bakterienkolonie oder einer Stammlésunge&egt. Hierfir wurden die
Bakterien in 150 ml Ampicillin- enthaltendes LB-Math Uberflhrt. Die Kulturen
wurden unter Schiitteln fir 12-16 h bei 37°C inkatbi@00ul der Supensionskultur
wurden mit 10Qul DSMO versetzt und bei -75°C aufbewahrt.

4.12 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

4.12.1 Analytische Plasmid-DNA-Isolierung (Minipgiationen)

Minipraparationen wurden zur schnellen Isolierung Ylasmid-DNA aus Bakterien
verwendet. Sie liefern zwar nur geringe DNA-Mengdoch nutzt man sie, um
mittels einer Agarosegelelektrophorese kontrolhermu kénnen, ob die in die
Bakterien aufgenommenen Plasmide die zu erwart&ndBe besitzen.

1,5 ml der Ubernachtkultur wurden hierfir bei 5.00n Gber 5 min mit der
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand veusgerworfen und das Pellet in
einem Rest-Medium resuspendiert. In einem nachSamitt wurden 30Qul Tens-
Puffer und ohne vorheriges invertieren sofort ibBla-Acetat (pH 5,2) zugegeben.
Die Losung wurde nun 4 min bei 13.000 rpm abzeargiért. Der Uberstand wurde
in ein neues Eppendorf-Gefal? tberfuhrt, 08iskaltes 100 % Ethanol hinzugeflugt
und invertiert. Die Losung wurde als nachstes fimdestens 5 min bei 4°C und
13.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurdeweefen. Optional ist ein
zwischengeschalteter Waschschritt. Fir diesen wernehmals 80Qu eiskaltes,

jedoch nur 70 % Ethanol auf das Pellet gegeberdientddésung erneut fur 5 min bei
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4°C und 13.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstandd werworfen, das Pellet

getrocknet und in 20-50 TE + RNAse aufgenommen.

TENS-Puffer Ix TE
NaOH 0,1 M
SDS 0,5%
TE-Puffer Tris/HCI (pH 8,0) 10 mM
EDTA (pH 8,0) 1mM

4.12.2 Praparative Plasmid-DNA-Isolierung

Wurden grol3ere Mengen an Plasmid-DNA bendtigt,aM82 um eine Sequenzierung
zu ermdglichen, wurde die Aufbereitung mittels &fcher Lyse und
lonenaustauschchromatogarphie an Nucleobond®-Sa{Nanchery-Nagel) nach
der von der Firma mitgelieferten Anleitung durchdet.

Mit Hilfe der Nucleobond®-Saulen (AX 100) ist es gtich, aus 100 ml
Bakterienkultur 20-10@l Plasmid-DNA zu isolieren.

Die Ubernachtkultur der plasmidtragenden Bakteviemde bei 4°C und 5.000 rpm
tiber 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurdeveefen und das erhaltene Pellet
in 4 ml Puffer S1 resuspendiert. Zuséatzlich wurdeml des Puffers S2 zugefligt und
der Ansatz vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde kolge 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Puffer ist SDS enthalt Es 16st die
Bakterienzellwande und -membranen auf und fihrt Zeeisetzung der
Zellbestandteile. Das ebenfalls enthaltene NaOHhtdider Denaturierung der
chromosomalen und der Plasmid-DNA, sowie der PmeteAls néchster Schritt
wurden 4 ml Puffer 3 zugegeben und der Ansatz &lyemn auf Eis inkubiert. Dieser
Schritt dient der Neutralisation des Lysats. Dieire kovalent, geschlossene

Plasmid-DNA kann wieder renaturieren und bleibirsb6ésung. Die chromosomale
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Bakterien-DNA préazipitiert. Der Ansatz wurde nuni 4&C und 13.000 rpm Uber
25 min abzentrifugiert, durch einen Papierfiltdtriiert und anschlieend auf die
zuvor mit 2,5 ml Puffer N2 aquilibrierte Nucleob@®aulen gegeben. Die Salz-
und pH-Bedingungen im Lysat bedingen, dass nuiPthsmid-DNA an den Saulen
binden kann. Die Saule wird zur Entfernung der &n& zweimal mit 5 ml Puffer
N3 gewaschen. Mit 5 ml Puffer N5 wird die DNA eldiand mit 3,5 ml Isopropanol
(100 %) und unter Zentrifugation (13.000 rpm, 11C)Mgefallt. Der Uberstand wird
verworfen. Das erhaltene Pellet mit 2 ml eiskalt&tmanol (70%) gewaschen,

getrocknet und in 501 Wasser aufgenommen.

4.13 Spektrometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleins&uren

Mit Hilfe der  Absorptionsspektroskopie ist es mopli  die
Nukleinsdurekonzentration einer Losung zu bestimnirkleinsauren absorbieren
ultraviolettes Licht der Wellenlange 250-270 nm,ba&beinzelstrangige DNA Licht
1,4-mal starker absorbiert als doppelstrangige hperchromer Effekt). Wird bei
einer Wellenlange von 260 nm eine optische Dichoa &,0 (Schichtdicke der
Klvette: 1 cm) gemessen, entspricht das bei dopgetiger DNA einer
Konzentration von 5Qug/ml, bei einzelstrangiger DNA einer Konzentratioon
40 pg/ml und bei einzelstrangigen Oligonukleotiden eirtéonzentration von
33 ug/ml.

Zur Messung wurde die DNA-L6sung mit Aqua destMarhéaltnis 1:1000 verdinnt.
Es wurde das Photometer Ultrospec 3000 der Firnzankdcia Biotech eingesetzt.

Zum Nullabgleich wurde Aqua dest. verwendet.
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4.14 Statistische Methodik

Mit den tabellarisch aufgefiihrten Werten wurden ugtabellen erstellt. Die
statistische Signifikanz wurde mittels dgg&-Testes und bei kleinen Fallzahlen des
.Fisher's exakten Testes" Uberprift. Das Signifikdmeau wurde auf 5 %

festgelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Zusammengefasste Zielsetzung der Arbeit

Die Arbeitsgruppe um Arnold Levine, die den ,singlecleotid Polymorphismus*
309 erstmals beschrieb, untersuchte dessen Veweilunnerhalb der
nordamerikanischen Bevolkerung in einer relativ indea Gruppe von 50
Freiwilligen. Ob diese Ergebnisse ohne weiteres daafeuropaische Bevolkerung
Ubertragbar sind, wurde bisher nicht geklart. Daliggende Arbeit sollte die
Haufigkeit des Auftretens des Polymorphismus inelgopaischen Bevolkerung mit
Hilfe einer Stichprobe von 487 gesunden Blutspemdims Blutspendezentrums der
Universitat des Saarlandes untersuchen.

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob rheumatdArthritisund und die
Entstehung von Granulomen, Lymphadenopathie unén®piegalie im Rahmen
einer CVID, mit SNP309 in Zusammenhang steht. Uns¢ypothese lautete, dass
rheumatoide Arthritis und Granulome, Lymphadenoijgatind Splenomegalie bei

CVID mit angeborenen erhdhten Mdm2-Leveln assdzsied.

5.2  Etablierung der Methodik

Um die Variation der Mdm2-Sequenz im Bereich desngle nucleotid
Polymorphismus*” zu untersuchen, wurde von den Esstireibern ein 300 bp langes
Stlick DNA amplifiziert und sequenziert. Die DNA mle aus von 50 gesunden
Freiwilligen zu Verfiigung gestellten Proben exteahjBond et al., 2004].

Die vorliegende Arbeit sollte die Haufigkeit desftkatens des SNP 309 innerhalb
einer wesentlich gréReren Stichprobe Europdaerigenién und sie mit derjenigen
bei rheumatoider Arthritis und Granulomen, Lymphagjgathie und Splenomegalie

im Rahmen einer Erkrankung an CVID vergleichen. rilie war es sowohl
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kostentechnisch als auch den Zeitaufwand Dbetreffersh No6ten, den
Polymorphismus ohne Sequenzierung analysieren ek

Durch visuelle und computergestiitzte Inspektion nken wir eine
Restriktionsenzym-Schnittstelle, die SNP309 ddestétann, identifizieren.

Die zu untersuchende DNA wurde aus EDTA-Blutprobezw. Zellldsungen
extrahiert, eine 352 bp lange DNA-Sequenz, innértddr der Polymorphismus
lokalisiert ist, mittels PCR amplifiziert. Die Laagler amplifizieten Sequenz und die
Reinheit des Amplifikats wurden in Folge mit Hiner Agrarosegelelektrophorese
kontrolliert. Ein speziell von den New England Bibs (NEB) zur Verfligung
gestelltes Enzym, das kommerziell nicht erhédltiear, wurde nun eingesetzt, um
das Molekul abhéngig vom Polymorphismus zu fragieesn.

Das Restriktionsenzym Apekl spaltet DNA-Sequenzagisahen den Nukleosiden G
und C. Im Fall des T-Genotyps befinden sich in 825-bp-langen Sequenz zwei
charakteristische Schnittstellen. Es entstehen FEhagmente mit der Lange 248 bp,
68 bp und 36 bp. Der G-Genotyp hingegen weist l[dwten Austausch des
Nukleosids Thymidin zu Guanosin eine zuséatzlichenn8tstelle auf, so dass
insgesamt 4 Fragmente (248 bp, 57 bp, 11 bp, 36 empdtehen (Abb.5.1A).
Entscheidend fur die Analyse ist die 68 bp-Sequdieden T-Genotyp und die 57
bp-Sequenz, die den G-Genotyp identifiziert. Beldssen sich gut auf einem
Polyacrylamidgel darstellen.

Zur Kontrolle der Fragmentlangen verwendeten wipkiimierte DNA aus Saos-2-
Zellen und T-47-D-Zellen. Erstere enthalten homatyden T-Genotyp, zweitere
homozygot den G-Genotyp (Abb.5.1B).
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A DNA-Extraktion aus EDTA-Blut
Polymerase-Kettenreaktion

EXON 1 fNP3°9 EXON 2

Mdm2 1 261 613 — 352 bp
Enzymverdau der amplifizierten Sequenz mit Apek |
SN — 352 bp
v 1 v v
Unverdautes 5 3
Amplifikat GC gg GC GC
T-Genotyp nach 248 bp A bp 36 bp
enzymatischem
Verdau
G-Genotyp nach 248 bp 57bp  11bp 36 bp
enzymatischem -
Verdau ¥
Detektion des Polymorphismus mittels SDS-Page
Exon 1 Exon 2
TT GG TG
248 bp. = = =)
68 bp. — mmm  diagnostisch
entscheidende

57 bp. - ™= Banden

T47D Saos2

Unverdaute
Kontrolle

bl =352 bp

e 68 bp.
> 57 bp.

36 bp.

Abbildung 5.1: Darstellung der Methodik im FlieRdiagra mm
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5.3 Verteilung des Mdm2-Polymorphismus SNP309 inde r

européischen Bevolkerung

Innerhalb der Population von 517 gesunden Blutspendes Blutspendezentrums
der Universitat des Saarlandes zeigte sich folgeMdeteilung des Mdm2
Polymorphismus SNP309:

Tabelle 5. 1 :Distribution des SNP309 in der Normalbe  vélkerung

Mdm?2 Gesamt
T/T GIT G/G
Anzahl 178 240 69 487

% von Gruppe 36,6 %| 49,3 %| 14,2 %| 100,0 %

Der homozygote Genotyp T/T liel3 sich in den 487Eml78-mal nachweisen. Dies
entspricht einem prozentualen Anteil von 36,6 %. & untersuchten Proben
enthielten homozygot den ,single nucleotid Polynmsmus 309“ (G/G). In
Prozentzahlen ausgedriickt entspricht das 14,2 %eré#ygot wurde SNP309 in 240
Proben nachgewiesen, was einem Anteil von 49,3dl6lgkommit.

Schlisselt man die Ergebnisse weiter geschleciz$isgd auf, ergibt sich die in

Tabelle 5.2 dargestellte Verteilung.
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Tabelle 5.2: geschlechtsspezifische Distribution

Geschlecht Mdm2 Gesamt
TIT GIT GIG
mannlich | Anzahl 118 147 41 306
% von Gruppe| 38,6 %48,0 %| 13,4 %| 100,0 %
weiblich Anzahl 60 93 28 181
% von Gruppe| 33,1 %| 51,4 %| 15,5 %| 100,0 %

Die geschlechtsspezifischen Prozentzahlen entspmectit 38,6 % (mannlich) und
33,1 % (weiblich) fur den Genotyp T/T, 48,0 % (meim) und 51,4 % (weiblich)
fur den Genotyp G/T und 13,4 % (mannlich) und 2&,%weiblich) fir den Genotyp
G/G weitgehend den in der Gesamtpopulation errtétteWerten ( T/T: 36,6 %,
G/T: 49,3 %, G/G: 14,2 %). Die aufgetretenen Défezen in der Verteilung sind mit
einem p-Wert von 0,464 nicht signifikant.

Die empirisch ermittelte Genotypfrequenz entsprarimiaherungsweise, der nach der
Hardy-Weinberg-Regel [siehe Koeke et al., 2000 S1]2&u erwartenden

Genotypfrequenz innerhalb grof3er Populationen.

p(A) +q(B) =1

p3(A/A) +2pq(A/B) +q3[B/B) =1

wobei A= Allel 1
und B=Allel 2

p(T) +a(G) =1
p(T/T) + 2pq (T/G) + + g*(G/G) =1

p2=0,366 =>p- 0,605
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g=1-p=1-0,605=0,395
=> ?~ 0,156
2pg=2x0,395x0,6050,478

Der aus der Allelfrequenz p (T) mit Hilfe des Haidieinberg-Gesetzes errechneten
Wert fur g2 (G/G) entspricht mit 15,6 % naherungseelem Wert von 14,2 %, der
sich in unserer Blutspenderpopulation nachweisef. liGleiches gilt fir den
errechneten Anteil der Trager des heterozygoten ofgpa. Der errechnete
Prozentsatz liegt mit 47,8 %, sehr Nahe am empirggsmittelten Wert von 49,3 %.

Auch umgekehrt lasst sich entsprechend p? ausegteren:

0?=0,142 =>¢ 0,377
p=1-9q=1-0,377=0,623
=> p?~ 0,388

Der errechnete Wert von 38,8 % fur den Anteil ded-Genotyps an der
Gesamtpopulation liegt wiederum sehr nahe am esapirermittelten Wert von
36,6 %.

5.4.1 Vergleich der Genotypfrequenzen der gesunden Population mit

denen einer an rheumatoider Arthritis erkrankter Po pulation

Innerhalb der Gruppe der 192 an rheumatoider Aisherkrankten Patienten ist der

SNP309 folgendermalien verteilt:
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Tabelle 5.3: Distribution des SNP309 unter an rheumat  oider Arthritis Erkrankten

Mdm?2 Gesamt
TIT GIT G/G
Anzahl 90 81 21 192

% von Gruppe| 46,9 % | 42,2%| 10,9% 100,0 %

Der T/T-Genotyp lie3 sich in 90 Fallen und somit46,9 % der untersuchten
Patientenproben nachweisen. Homozygot lag SNPB802LiFallen und somit in

10,9 % vor, heterozygot in 81 Fallen, welches 4242 des untersuchten
Probenmaterials entspricht.

Die Unterschiede zwischen den Genotypfrequenzengdsunden Kontrollgruppe

und der Patientengruppe mit rheumatoider Arthritssen mit einem ermittelten p-
Wert von 0,046 signifikant. Das G-Allel trat inneth der Gruppe der an
rheumatoider Arthritis Erkrankten sowohl heterozygbs auch homozygot selterner

auf als in der Kontrollgruppe.

Tabelle 5.4: geschlechtsspezifische Verteilung inne  rhalb der Gruppe, der an

rheumatoider Arthritis Erkrankten

Geschlecht Mdm2 Gesamt
T/T GIT GIG
mannlich Anzahl 23 21 5 49
% von Gruppe 46,9 %| 42,9 %| 10,2 %| 100,0 %
weiblich Anzahl 67 60 16 143
% von Gruppe 46,9 %| 42,0 %| 11,2 %| 100,0 %
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Insgesamt war die Gruppe der mannlichen Erkrankigm9/192 sehr viel kleiner

als die der weiblichen (143/192) Bei den mannlickr&nkten lie3 sich mit einem

errechneten p-Wert von 0,577 kein signifikanterdgsthied der Genotyp-Verteilung
im Vergleich zur ménnlichen Normalpopulation nactsea. Bei den weiblichen

Erkrankten betragt der errechnete p-Wert 0,043s Brspricht einem signifikanten
Unterschied in der Genotyp-Verteilung. Der G/G- wledl G/T-Genotyp wurden bei

weiblichen Patienten mit rheumatoider Arthritis tieh seltener nachgewiesen als
bei weiblichen Gesunden. Entgegen unserer eingiorgaulierten Hypothese war

das SNP309 G-Allel also bei weiblichen Patienteteurprasentiert.

Aus diesem Ergebnis wird ersichtlich, dass der iBigmte Unterschied der

Genotypverteilung zwischen Rheumapatienten und f&ksu auf dem Unterschied
innerhalb der weiblichen Subpopulation beruht undh snur aufgrund des

Uberwiegens der weiblichen Rheumapatienten aufesamte Population tibertragt.

5.5 SNP309-Genotypverteilung innerhalb einer Gruppe  an CVID-

erkrankter Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Proben einer B¥sonen umfassenden
Gruppe von Patienten, die an CVID (entsprechemrdVEO-Diagnosekriterien)
erkrankt sind, untersucht. Innerhalb dieser Gruppede SNP309 in folgender

Verteilung nachgewiesen:
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Tabelle 5.5: Distribution des SNP309 unter an CVID Erk

rankten

Mdm?2

T/T

GIT

G/G

Gesamt

Anzahl

17

29

6

52

% von Gruppe

32,7 %

55,8 %

115%

100,0 %

In 17 der insgesamt 53 DNA-Proben konnte der homotey T-Genotyp

nachgewiesen werden. Das entspricht einem proZentuenteil von 32,7 %. Ein

heterozygoter Polymorphismus lag in 29 Fallen urfdlgedessen bei 55,8 % des

untersuchten Probematerials vor. Homozygot lieR §bIP309 6-mal nachweisen.

Anteilig entspricht dies 11,5 %. Mit einem p-Werbrv 0,743 konnte Kkein

signifikanter Unterschied der Genotyp-VerteilungamnErkrankten und Gesunden

nachgewiesen werden.

Die Geschlechtsspezifische Untergliederung ergigieihde Verteilung:

Tabelle 5.6: geschlechtsspezifische Verteilung inne

rhalb der Gruppe, der an CVID

Erkrankten
Geschlecht Mdm2 Gesamt
T/T GIT G/G
mannlich Anzahl 6 16 5 27
% von Gruppe 22,2 %| 59,3 %| 18,5 %| 100,0 %
weiblich Anzahl 11 13 1 25
% von Gruppe 44,0 %| 52,0 %| 4,0 % | 100,0 %

Unter den mannlichen Erkrankten sind 22,2 % Tratgs T/T-Genotyps, 59,3 %
heterozygot und 18,5 % homozygot fur SNP309. Inmlertder Population der
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weiblichen Erkrankten liel3 sich in 44,0 % T/T, i8,86 % G/T und in 4,0 % G/G
nachweisen. Insgesamt ergaben sich keine signiékabnterschiede zur gesunden
Kontrollpopulation (p-Wert fur Manner 0,216; p-Wéiit Frauen 0,281)

5.6  Haufigkeit der Genotypfrequenz bei CVID-Patient en mit
Lymphadenopathie, Splenomegalie oder Granulomen im

Vergleich zu derjenigen bei anderen an CVID-Erkran  kten

5.6.1 Genotypfrequenzen der Patienten mit Lymphaiztihie im Rahmen einer
CVID im Vergleich

Bei 40 der in die Untersuchung einbezogenen Patiefdgen Angaben zu einer
nachgewiesenen bzw. einer nicht vorhandenen Lyngigsithie vor. Die 7 CVID-
Patienten mit bekannter Lymphadenopathie innerbdaber Gruppe verteilen sich

folgendermaf3en auf die verschiedenen Mdm2-Genotypen

Tabelle 5.7: Verteilung des SNP 309 unter an CVID-erkra nkten Patienten mit oder ohne

Lymphadenopathie
Lymphadenopathie Mdm2 Gesamt
TIT GIT G/IG

Anzahl yes 4 3 0 7
% von Lymphadenopathie57,1 %| 42,9 %| 0,0 % | 100 %
Anzahl no 8 21 4 33
% von Lymphadenopathie24,2 %| 63,6 %| 12,1 %| 100 %
gesamte Anzahl 12 24 4 40
% von Lymphadenopathie30,0 %| 60,0 %| 10,0 %| 100 %
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Der T/T-Genotyp kommt bei den in die Untersuchuimggeschlossenen Patienten
mit Lymphadenopahtie im Rahmen einer CVID in 57,1dé6 Falle vor, der G/T-
Genotyp in 42,9 %, der G/G-Genotyp in 0,0 %.dsst sich mit dem errechneten p-
Wert von 0,282 kein signifikanter Unterschied déarteilung der Genotypen im

Vergleich zu derjenigen bei CVID-Patienten ohne pyxadenopathie nachweisen.

5.6.2 Genotypfrequenzen der Patienten mit Splenalgeign Rahmen einer CVID

im Vergleich

Auch fir die Analyse der Daten im Hinblick auf eingusammenhang zwischen
dem SNP309 und dem Auftreten einer Splenomegali€WéD, standen Angaben
zu einer eventuell vorhandenen Splenomegalie alsdi&@eErkrankung CVID bei 40
der Patienten zur Verfligung. Bei 23 dieser Patient&ar eine Splenomegalie

bekannt.

Tabelle 5.8: Verteilung des SNP309 unter an CVID-erkran  kten Patienten mit oder ohne

Splenomegalie

Splenomegalie Mdm2 Gesamt
TIT GIT G/G
Anzahl yes 8 13 2 23
% von Splenomegalie34,8 %| 56,5 %| 8,7 % | 100 %
Anzahl no 4 11 2 17
% von Splenomegalie23,5 %| 64,7 %| 11,8 %| 100 %
gesamte Anzahl 12 24 4 40
% von Splenomegalie30,0 %| 60,0 %| 10,0 %| 100 %

34,8 % der Patienten mit Splenomegalie besitzen d&rGenotyp, 56,5 % den
heterozygoten G/T-Genotyp und 8,7 % den homozyg®tymorphismus G/G.
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Es besteht ebenfalls kein signifikanter Untersclded Verteilung im Vergleich zur
Gruppe der an CVID-Erkrankten ohne Splenomegaler. @drechnete p-Wert betragt
0,806.

5.6.3 Genotypfrequenzen der Patienten mit GranutameRahmen einer CVID

im Vergleich

Bei 39 der insgesammt 53 untersuchten CVID Patektmnnte auf Angaben zu
vorhandenen oder nicht vorhandenen Granulomen kgedciffen werden.
Insgesamt 8 dieser 39 Patienten litten nachweisliobter dieser zusatzlichen

Symptomatik. Unter ihnen war der SNP309 folgendd3en verteilt.

Tabelle 5.9: Verteilung des SNP309 unter an CVID-erkran  kten Patienten mit oder ohne

Granulome
Granulome Mdm2 Gesamt
TIT GIT G/G

Anzahl yes 4 4 0 8
% von Granulomen 50,0 %| 50,0 %| 0,0 % | 100 %
Anzahl no 8 19 4 32
% von Granulomen 25,8 %| 61,3 %| 12,9 %| 100 %
gesamte Anzahl 12 23 4 40
% von Granulomen 30,8 %| 59,0 %| 10,3 %| 100 %

Diese Untergruppe der an CVID Erkrankten teilt seehgleichen Teilen auf den
Genotyp T/T und den Genotyp G/T auf. Es besteht &igjinifikanter Unterschied der
Genotyp-Verteilung innerhalb dieser Gruppe zur PRagmn, der an CVID



Ergebnisse 73

Erkrankten ohne das zusatzliche Symptom GranuloDer. errechnete p-Wert
betragt 0,422.

5.7 Graphische Darstellung der Genotyp-Verteilungi  nnerhalb der drei

untesuchten Populationen

Die Abbildung 5.2 zeigt eine zusammengefasste Bluisg der prozentualen

Genotypverteilungen:

O Blutspender

B rheumatoide
Avrthritis

OCviD

T/T GIT GIG

Abbildung 5.2: Blockdiagramm zur Darstellung der Genotyp -Verteilung innerhalb der

untersuchten Populationen
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5.8 Die Blutspenderprobe 391

Bei der Untersuchung der vom BlutspendezentrumvVaufigung gestellten Proben
fiel die Probennummer 391 auf. Nach dem wie tbtiahkchgefihrten enzymatischen
Verdau der mittels PCR amplifizierten DNA, lieReshsauf dem SDS-Gel zwei

zusatzliche Banden der Gréfen ~ 900 bp und ~ 706rkgnnen. Auch erschien
eines der beiden 248 bp langen Mdm2-Allel-Fragmdiirzer als das andere. Die

beobachteten Abweichungen in dieser Probe warendapierbar.

Probe unverdaute
391 Kontrolle

Marker

- 900 bp
- 700 bp

-248 bp

Abbildung 5.3: Darstellung der Probe 391 auf SDS-Gel na  ch enzymatischem Verdau

In Folge entschieden wir, diese auffallige Probgehender zu untersuchen.

Die beiden zusatzlichen Banden (~900 bp und ~7QOnopden aus dem SDS-Gel
herausgeschnitten und aufgereinigt, die erhaltefgeeeinigte DNA anschliel3end in
den Vektor pCR 2.1-TOPO ligiert. Der Ligationsamsaurde in DHo —Bakterien
transformiert. Zwolf der gewachsenen Klone wurdeergtet und die durch den
Vektor vermehrte DNA nach enzymatischem Verdau etsitEcoRIl anhand einer
SDS-Gelelektrophorese als Banden sichtbar gemaddtaunlicherweise ergaben
sich jeweils Banden einer Grol3e von etwa 350 bps Deutete darauf hin, dass es

sich bei den grof3en Banden um Amplifikate mit Amandg im Tandem handelte.
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M 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12

350 bp

Abbildung 5.4: Darstellung der in den 12 Bakterienklo nen vermehrten und

enzymatisch ausgeschnittenen DNA-Fragmente

Die Klone 7,10,11 und 12 differierten in Bezug abfe Grol3e, entsprachen
insgesamt aber mit ungefahr 350 bp naherungsweisenormalerweise bei 352 bp
laufenden unverdauten, amplifizierten DNA-Fragméne zugehoérige DNA wurde
aus dem Gel geschnitten, aufgereinigt und sequenzie

Hierbei fielen vor allem die Sequenzen der Klone 1D und 12 auf. Der Klon 7
zeigte keine auffalligen Veranderungen im Verglezetim Mdm2-Wildtyp. In Klon
11 wurde an Stelle des Nukleosids Thymidin in FasiB65 das Nukleosid Cytosin
nachgewiesen, in Klon 12 das Nukleosid AdenosinSaglle von Guanosin in
Positon 427.

Als von Interesse erwies sich der Klon 10. In ihmnkte eine Deletion der
Nukleotide 557-570 detektiert werden (Abb.5.5).
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Mdm2
Exonl Exonll
261 613 - 352 bp
309 365 427 557 - 570 580

WT ... Tt T, G......... TGGGCACGGAZG....T......
SNP309 ...... (CTR T, G T.......
391KI11 ..... I Coereeeeeens G T........
391Kl12 ..... I I A T........
391KI10 ... [CRAT L [P Goveeeeee C.....

Abbildung 5.5: schmetaische Darstellung der bei der Se guenzierung nachgewiesenen

Basendifferenzen der mittels Bakterien vermehrten aufg ereinigten DNA-

Fagmente

Die Deletion innerhalb des Klones 10 kdnnte deskalib Bedeutung sein, weil die
fenlende  Sequenz eine  putative  Bindungsstelle  fiirersohiedene
Transkriptionsfaktoren darstellt. So konnten dutomputergestitzte Inspektion die
Transkriptionsfatoren CEBP beta, AML1 und PEB2 al@is mdgliche Liganden
ausgemacht werden. Insgesamt schien also die @aBsmwBlutzellen isolierte DNA
aus diesem Probanden mit Bezug auf den Mdm2-Preonheterogen zu sein. Ob
dies funktionelle Auswirkungen hat und Ausdruck eeinErkrankung des

hamatopoietischen Systems ist, sollte in spatStedien geklart werden.
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6 Diskussion

6.1 Der SNP309 in der europaischen Bevdlkerung

Bond und Kollegen beschrieben im Jahr 2004 erstnuda innerhalb der
Promoterregion des Mdm2-Genes liegenden SNP30%déadesen wurde dieser
Polymorphismus heterozygot (G/T) in 40 % und hongozy(G/G) in 12 % des
untersuchten Probenmaterials. [Bond et al., 2004] iD der vorliegenden Arbeit
beschriebene Genotypverteilung des SNP309 innerlaiter 587 gesunde,
Blutspender umfassenden Kontrollgruppe entspricititl#h2 % homozygoten und
49,3 % heterozygoten SNP309-Tradgern weitgehend zi@ror beschriebenen
Ergebnissen. Die Abweichung ist nicht signifikamt € 0,299), sie lasst sich
wahrscheinlich auch dadurch erklaren, dass vonrdelwech Bond und Kollegen
untersuchten Personen keine genaueren Angabenasgefzugehorigkeit existieren
und die Genotyp-Verteilung des SNP309 z.B. unteo&herikanern mit nur 18,4 %
Heterozygoten und 2,0 % Homozygoten deutlich défer[Pine et al 2006]. Der
Anteil an Nichtkaukasiern ist im Kollektiv der B&gender der Universitat des

Saarlandes dahingegen mit < 1% gering.

6.2 Der SNP309 in der Literatur der letzten Jahre

6.2.1 Veranderung des zellularen Mdm2-GehaltesTwmdorentstehung

Schon geringfugige Veradnderungen des Mdm2-Gehafidggen sowohl in

verschiedenen Mausmodellen, als auch beim Mensztueginer veranderten p53-
abhangigen Tumorsuppression. Eine vermehrte Expredes Mdm2-Genes bedingt
hier die geh&ufte Entstehung von Tumoren, eine velente Expression unterstitzt

die Tumorabwehr. [reviewed in Bond et Levine 2007]
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In verschiedenen menschlichen Tumoren wird Mdm2rdéim@imiert, was bei
einigen Tumortypen mit schnellerer Tumorprogessiamd schlechterem
Therapieansprechen assoziiert ist. [reviewed indBzgiri_evine 2007]

Der ,single nucleotid“ Polymorphismus 309 des Md@@nes erhoht Uber eine
verlangerte Spl Bindungsstelle die Affinitdt von1Spur Promoterregion. Als
Konsequenz wird Mdm2 vermehrt transkribiert und Hienzentration an Mdm2-
RNA und -Protein steigt. Schon in der Veréffertliog, die den Polymorphismus
erstmals beschrieb konnte gezeigt werden, dassddexh den Polymorphismus
gesteigerte Mdm2-Gehalt eine Unterdrickung des,p&8iways* verursacht und so
zu einer beschleunigten Entstehung von sporadisghdrerblichen Tumoren fiihrt.
[Bond et al., 2004]

Als erbliche Tumorerkrankung wurde dasFraumeni-Syndrom untersucht: eine
autosmal-dominat vererbliche, fir Tumorentstehurédisponierende Erkrankung,
fur die in vielen Fallen TP53 Keimbahn-Mutationessachlich sind. Bei Erkrankten
die gleichzeitig Trager des G-Allels des SNP30%afjses” Mdm2) und einer TP53
Keimbahn-Mutation sind, wurde zu einem friheren t@ekt ein Tumor
diagnostiziert als bei jenen, die homozygot das Il&tAtragen. Innerhalb der
Subgruppe der TP53 negativen Li-Fraumeni-Patiemeinde der G/G-Genotyp
haufiger nachgewiesen als in der Normalbevolkerubgs Alter bei Diagnose
differierte in dieser Subgruppe nicht. [Bond et 2004; Bougeard et al., 2006; Ruijs
et al., 2007]

Eine erhbhte Mdm2-Expression konnte auch in Venongdmit einer schlechterem
Prognose beMantelzell-Lymphomen gebracht werden, allerdings gelang es nicht
die Brucke zum ,single nucleotid“ Polymorphismus938ls mégliche Ursache fur
die gesteigerte Expression zu schlagen [Hartmaah,et007].
Plattenepithelkarzinomeim Kopf- und Halsbereich konnten ebenfalls nichtden
SNP309 zurickgefuhrt werden. Innerhalb der Patgntgope und einer
Kontrollgurppe unterschied sich die Genotyp-Veueg nicht, auch das
Erkrankungsalter war nicht abhangig vom nachgewieseGenotyp. [Alhopuro et
al., 2005]
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6.2.2 Geschlechtsabhangige Tumorentstehung

Bereits vor mehr als 10 Jahren wurden erhdhte Mdni2NA- und Protein-
Konzentrationen in Tumoren der Mamma, die den @simeezeptor exprimieren,
gemessen. In Folge konnte gezeigt werden, dassOd@ogenrezeptar- die
Transkription von Mdm2 induziert. Dies scheint zaodest zum Teil Uber die
Mdmz2-Promoterregion in der sich der SNP309 befindetrmittelt zu sein. Es
konnte gezeigt werden, dass der Ostrogenrezepteivinan diese Region bindet.
Zusatzlich verandert der Polymorphismus die Bindafignitat von Spl, und eben
dieses ist ein bekannter Kotranskriptionsfaktoglesi Hormonrezeptoren, unter
anderem des Ostrogenrezeptors. Dieser Zusammefiltamg zu der Annahme, dass
der Ostrogen-Signalweg an der Frage, ob SNP309Vidim2-Transkription, und
somit die Tumorentstehung beeinflusst, beteiligh $&nnte. [reviewed by Bond et
Levine, 2007]

Bond und Kollegen entwickelten auf diesen Grundtalgasierend im Jahr 2006 die
Theorie, dass Mdm2 die Tumorentstehung geschlechts&l hormonabhéngig
beeinflusst. Zur Uberpriifung ihrer These zogen Biatientendaten zu drei
verschiedenen sporadisch auftretenden Tumorerkraygku heran. [Bond et al.,
2006b]

Eine der drei untersuchten Tumorerkrankungen ist difuse grof3zellige B-Zell
Lymphom (DLBCL), bei dem bereits bekannt war, dass seimzidenz
geschlechtspezifisch differiert. In der 162 Kaukasier ethnischen Gruppe judischer
Ashkenaszi umfassenden Patienengruppe erkrankerefrmimit dem G/G-Genotyp
im Durchschnitt 13 Jahre friher als jene mit demT-Genotyp. Der
Altersunterschied bei Erkrankung zwischen den Ggrest war noch deutlicher bei
Frauen vor der Menopause zu erkennen. Bei den suwafeten mannlichen
Erkrankten gab es keine grol3eren Unterschiede inud@auf das Erkrankungsalter
zwischen den verschiedenen Genotypen. Sie erkmankézloch insgesamt
durchschnittlich 5 Jahre eher als die Frauen. [Batral., 2006b] Eine im April 2008
erschienene Veroffentlichung konnte den Zusammentmvischen dem SNP309

und einem frilherem Auftreten von DLBCL bei Frauén éuropaische Kaukasier
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nicht bestatigen. Es wird ein sich entsprechendksaBkungsalter bei Méannern und
Frauen beschrieben. Zusatzlich konnte kein Einftless Polymorphismuses auf die
Uberlebenszeit nachgewiesen werden. [Bittenbringl.et2008] Zusammen zeigen
diese Erkenntnisse, dass bei der Beurteilung vonotgpfrequenzen eigentlich
immer der ethnische Hintergrund bericksichtigt weardollte.

Bei der Zweiten der untersuchten Erkankungen haneelsich umWeichteil-
Sarkome Bei dieser Erkrankung hatten Bond und Kollegereib® im Jahr 2004
einen Zusammenhang zwischen Erkrankungsalter urRB8™N nachweisen kénnen.
Als nun die Daten erneut untersucht wurden, wutde kKlass dieser Zusammenhang
nur bei den weiblichen Erkrankten besteht, died siie Trager des G/G-Genotyps,
im Durchschnitt 14 Jahre eher erkranken als Tragen des T/T-Genotyps.
Wiederum verstarkt sich der Altersunterschied b&rd&hkung noch bei Frauen vor
der Menopause. [Bond et al., 2006b]

Die dritte untersuchte Erkrankung ist dagasive duktale Karzinom der Mamma
Die herangezogene Studienpopulation umfasste 68kakéche Patientinnen, die
sich selbst als judische Ashkenazi bezeichnetarerR@nen mit den flr Brustkrebs
pradisponierenden Allelen BRCA1 und BRCA2 wurders aler Studiengruppe
ausgeschlossen. Da vor allem ein Einfluss des S8IBG@Ddie Tumorprogression bei
intaktem Ostrogen-Signalweg vermutet wird, wurdenerhalb der Studiengruppe
die Daten von 100 Patientinnen naher betrachtetdéeen bekannt war das der
Tumor den Ostrogenrezeptor stark exprimiert. Inalkerh dieser Subgruppe
erkrankten Frauen, die homozygot den SNP309 trageBSchnitt 7 Jahre friher als
Frauen, die homozygot das T-Allel aufweisen. Wiederwar die beschleunigte
Tumorentstehung bei G/G-Genotyp-Tragerinnen prapemsal besonders
ausgepragt. Bei Frauen deren Tumor nur eine klZai@d an Ostrogenrezeptoren
exprimierte, konnte kein Genotyp-spezifisch, untkiesdliches Erkrankungsalter
nachgewiesen werden. [Bond et al., 2006b]

Zum Zusammenhang von Brustkrebs und SNP309 wurdeh meitere Studien
veroffentlicht. Eine Assoziation zwischen der Gesicldigkeit der Tumorentstehung
bei Patientinnen mit BCRA1 und SNP309 konnte d@opson und Kollegen nicht

nachgewiesen werden [Copson et al., 2006] Diesez kwor der Bond-
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Veroffentlichung (2006b) erschienene Studie maeht Ausschluss der Subgruppe
in jener verstandlich. Eine weitere 2007 erschiengeroffentlichtung unterstitzt
zum Teil die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um BaXterdings wurden fir diese
nur Patientinnen mit familidr auftretendem Brushigeintersucht, also auch solche
die Mutationen im BCRA1- und BCRA2-Gen aufweisemsdesamt differierte die
Genotypverteilung zwischen Kontrollgruppe und anmifarem Brustkrebs
Erkrankten nicht. Junge Frauen mit Brustkrebs (3&lire) und hierfir spezifischen
Mutationen trugen jedoch vermehrt den SNP309 G/GeBg im Vergleich zu
alteren Patientinnen, was auf eine Beschleunigueig Tdumorprogression durch
SNP309 hindeuten koénnte. Noch deutlicher war dieso&mtion bei jungen
Patientinnen mit familiaren Mammatumoren ohne kiledpezifische Mutationen.
[Wasielewski et al., 2007]

Zwei weitere Arbeitsgruppen konnten dahingegen &éissoziation zwischen dem
Beginn der Tumorerkrankung und SNP309 nachweisBoergma et al., 2006;
Schmidt et al. 2007]

Ahnliche Beobachtungen zum geschlechtsabhangigeftug&s von SNP309 auf die
Tumorentstehung wurden auch bei verschiedenen emd&umorerkrankungen
gemacht.

So beschleunigt der Polymorphismus die Entstehongelorektalen Tumorenbei
Frauen. Tragerinnen des G-Allels (,starkes* Mdm&yranken im Schnitt, je nach
Veroffentlichung, zwischen 2,7-9 Jahre friher. [@plaro et al., 2005; Bond et al.,
2006a] Beim erblichen, familiaren nicht-polypésefolontumor (HNPCC oder
Lynch-Syndrom) konnte bisher aber nicht nachgewieseerden, dass die
Tumorentstehung durch SNP309 beschleunigt werdem.k&s scheint sogar
Hinweise darauf zu geben, dass das G-Allel protektn Hinblick auf die
Tumorentstehung wirken kénnte. Anzumerken ist difegs, dass beide hier zitierte
Studien ihre Patientenpopulationen nicht weitethn@eschlecht oder Hormonstatus
stratifizierten. [Talsbeth et al., 2006; Sotamaa at, 2005] Die neueste
Veroéffentlichung im Zusammenhang mit colorektalemmbren und dem SNP309
konnte nur eine Assoziation einer vermehrten Mdm@tHEese mit der

Tumorprogression nachweisen. Die vermehrt Mdm2 I83s¢ konnte aber nicht mit
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dem ,single nucleotid* Polymorphismus in Verbindugegbracht werden. [Forslund
et al., 2008] Auch bei dieser Studie wurde der Horstatus der Patienten aul3er
Acht gelassen, was einen gewissen Anteil dazu dgstr kdnnte, dass keine
Verbindung zum SNP309 hergestellt werden konnte.

Zur Bedeutung des SNP309 fur die Entstehung Basalzellkarzinomender Haut
wurde bisher erst einmalig veroffentlicht. Es kannteder ein alters- noch eine
geschlechtsabhangiger = Zusammenhang  zwischen  Pgijimomus  und
Tumorauftreten nachgewiesen werden. Die Genotypéeren innerhalb der
Patientengruppe unterschieden sich nicht von d&ggan innerhalb der
Kontrollgruppe. [Wilkening et al., 20073a]

In die Reihe der Tumore, deren Entstehung gesdsi@ichangig ist, gehdren
selbstverstandlich auch die klassischen Tumord-oar. Forschungsergebnisse sind
bisher fur das Ovarial-Karzinom, das Endometrium-Karzinom und das
Leiomyosarkom des Uterus verfligbar. Bei Ovarial-Karzinomen im FIGO-Stadium
lll, die vermehrt Ostrogenrezeptoren exprimiersh.ein friherer Krankheitsbeginn
signifikant mit dem G-Allel assoziiert. Allerdingsheint das insgesamte Uberleben
bei Erkrankung im FIGO-Stadium Il eher positivrdu das G-Allel beeinflusst zu
werden [Bartel et al. 2008].

Beim Endometrium- Karzinom weisen bisher alle Datanf ein erhohtes
Tumorrisiko bei Frauen mit homozygoten SNP309 Nifalsh et al. 2007; Terry et
al., 2008] Dementgegen konnte bisher keine Asdomater Entstehung von
Leiomyosarkomen mit dem Polymorphismus nachgewigssden [Alhopuro et al.,
2005], wobei auch bei dieser Studie nicht naherdauf Hormonrezeptorstatus der
untersuchten Tumoren eingegangen wird. Gerade dyeirdihnrem Wachstum stark

von Ostrogen abhangigen Myomen ware dieser jedontbesonderem Interesse.
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6.2.3 Tumorentstehung im Zusammenhang mit Umwdlisisen : Rauchen und

virale Infektionen

P53 kann durch eine Vielzahl zellularer Stressfiagtiaktiviert werden. Dies hat zur
Folge, dass der Zellzyklus der betreffenden Zeltetrt wird, um eine Reperatur
des DNA-Schadens zu ermdglichen. Ist der Schad#®, ggann die Zelle auch in die
die Senenszens oder sogar die Apoptose UberfulhdeweMan nimmt an, dass p53
auf diese Weise die Integritit des Erbgutes erhBihe ganze Reihe an
Umwelteinfliissen, wie Rauchen, Erndahrung und vihalektinonen stellen zellulare
Stressfaktoren dar und erhdhen das individuelle drusiko. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass Individuen mit unterschiedbcisgepragter p53-Aktivitat auch
auf zellularer Ebene verschieden auf schadigendevél@inflisse reagieren und
dementsprechend ein unterschiedlich grol3es Risiksteht einen Tumor zu
entwickeln. [reviewed by Bond et Levine, 2007]

Verschiedene Wissenschaftler ziehen in Betraclss &auchen und eine angeboren
schwéchere p53-Aktivierung zusammenwirken konnted so ein erhohtes Risiko
an Lungentumoren zu erkranken bedingen. Die bisher veroffentlichBaten sind
jedoch widerspruchlich. Lind und Kollegen konntémeeAssoziation der Entstehung
von nicht-kleinzelligen Lungentumoren mit SNP309 cmaeisen, die beim
weiblichen Geschlecht sogar noch deutlicher audfidtrankten, in deren Tumoren
p53-Mutationen nachgewiesen wurden, und die gieitiy homozygot den SNP309
trugen wurden erst zu einem spateren Zeitpunkt ndistigiert als jene mit
nachgewiesenen Mutationen und Wildtyp-Mdm2 (hetggor und homozygot). Ein
homozygot vorkommender SNP309 koénnte dementsprdchmotektiv wirken,
indem durch ihn mutiertes p53 supprimiert wird. ndi et al., 2006]. Eine
kombinierte Analyse verschiedener schon vorhand&badien aus dem Jahr 2007
beschreibt eine Assoziation des Risikos einen Lonugeor zu entwickeln mit dem
Polymorphismus [Wilkening et al., 2007b].  Gleishear hingegen einer Reihe
anderer Forscher nicht moglich, die eine AssozmBowoh! insgesamt, als auch
geschlechtspezifisch oder in Bezug auf Nikotinabugerneinen [Pine et al., 2006;

Hu et al., 2006; Han et al., 2008]. Die Arbeitsqpeum Han konnte jedoch dem
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T/T-Genotyp eine langere Uberlebenszeit zuschreipptan et al., 2008]. Zwei
weitere Veroffentlichungen beschreiben eine tesb@ehssoziation von SNP309 und
Tumorprogression. So  konnten Liu und Kollegen zwakeinen
Gesamtzusammenhang, jedoch eine deutliche Interaktwischen SNP309 und
Nikotinabusus bei der Tumorentstehung nachweisenerhalb der Gruppen der
Nichtraucher und der Wenigraucher bedingt der GKrdbyp ein hoheres
Tumorrisiko, fur starkere Raucher konnte ein sailclisammenhang nicht
nachgewiesen werden [Liu et al.,, 2008]. Mittelsdrasnd Kollegen verneinen
ebenfalls eine Assoziation im Allgemeinen, saheer ane mogliche Tendenz zu
einem geschlechtspezifischen Zusammenhang bei -kieinizelligen
Lungentumoren [Mittelstrass et al., 2008]. Ganz @®egensatz zur bisherigen
Forschung stehen die Ergebnisse einer texanischestlfungsgruppe. Sie wies das
G-Allel seltenter bei Patienten mit Lungentumorarfs bei Gesunden nach und
stellte die Vermutung auf, dass das G-Allel mogeteise mit einem geringeren
Tumorrisiko in Verbindung gebracht werden kdnntegtal., 2006].

Eine ahnlich karzinogene Wirkung wie dem Rauchen ds Entwicklung von
Neoplasien der Lunge wird chronischen HepatitiderBezug auf die Entstehung
von hepatozellularen Karzinomen zugeschrieben. Eine japanische und eine
koreanische Arbeitsgruppe untersuchten, ob einhdden SNP309 geschwachter
p53-Pfad bei einer bestehenden chronischen Hepatitit dem frihzeitigen
Auftreten von hepatozellularen Karzinomen assazigamin koénnte. Eine solche
Assoziation wurde sowohl bei hepatozellularen Keaymen im Rahmen einer
chronischen Hepatitis C, als auch bei diesen Kamag im Rahmen einer

chronischen Hepatitis B nachgewiesen [Dharel e2806; Yoon et al., 2008].
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6.2.4 Tumorentstehung im Zusammenhang mit Mutationeerhalb des p53-

Genes

Innnerhalb fast jeden Tumorgewebes kénnen somatibtitationen nachgewiesen
werden. Dabei ist von einigen bereits bekannt, desginfluss auf Tumorwachstum
und/oder Therapieansprechen nehmen. P53 ist nes dar Gene die innerhalb von
Neoplasien am haufigsten von Mutationen betrofferd.sGleichzeitig wurden
Mutationen des p53-Genes vermehrt in sich aggressigrhaltenden Tumorarten
und Tumoren mit schlechterer Prognose nachgewieGmrade aufgrund des
haufigen Auftretens von p53-Mutationen innerhatim Wumorzellen, macht es Sinn
sie in die Untersuchung der Rolle des SNP309 bei Temorentstehung mit
einzubeziehen. [reviewed by Bond et Levine, 2007gi Bverschiedenen
neoplastischen Erkrankungen wurden in den letzegdmweh deshalb der ,single
nucleotid“ Polymorphismus 309 des Mdm2 Genes undp88-Status gleichzeitig
untersucht.

Tritt beim Li-Fraumeni-Syndrom, der Erkrankung bei der erstmals ein Einfluss des
SNP309 auf die Tumorentstehung nachgewiesen werdemnte, der
Polymorphismus des Mdm2 Genes gleichzeitig mit dg®3 Arg72Pro
Polymorphismus auf, fiihrt dies sowohl bei jeweilstenozygoten als auch
homozygoten Tragern zu einem friheren Erkrankurgishe Ein Einfluss der
Polymorphismen auf den aufgetretenen Tumortyp I@€&h allerdings nicht
nachweisen. [Bougeard et al., 2006]

Auch bei Tumoren der Mamma wurde der SNP309 im Zusammenhang mit
Veranderungen innerhalb des p53-Genes betrachsgfesamt konnte das Auftreten
der Erkankung nicht mit dem kombinierten Nachweés SNP309 und des p53
Arg72Pro Polymorphismus in Korelation gebracht veerdSchmidt et al., 2007].
Der Arbeitsgruppe um Brenda J. Boersma gelangdexieein geringflgig erhohtes
Tumorrisiko bei Frauen die homozygote Tragerinneas dSNP309 waren
nachzuweisen, wenn der bei ihnen aufgetretene Tkmine Mutation des p53-Gens
aufwies. Gleichzeitig scheint der G/G-Genotyp beimbren mit nachgewiesen

aberranter p53-Expression, langeres Uberlebenrmégtichen. Dies wendet sich
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jedoch ins Gegenteil, ist in den Tumorzellen gan kb3 nachweisbar. Dann ist die
Uberlebenszeit bei Tragern des G/G-Genotyps skgmifi verkiirzt. [Boersma et al.,
2006]

Fir Ovarialkarzinome des Stadiums FIGO lligelten sowohl die Expression von
p53, als auch der SNP309 als prognostisch bedeet$aktoren. So treten diese
Karzinome, enthélt das Tumorgewebe Ostrogenrezaptastatistisch bei Tragern
des G/G-Genotypes zwar friher auf, sind aber hbesedh Genotyp mit einer
langeren Uberlebenszeit verbunden. [Bartel et &Q08] Einer anderen
Arbeitsgruppe gelang es im Jahr 2006 nicht, einerrdfation zwischen
Uberlebenszeit und SNP309 nachzuweisen. Sie komtéeRrognose nur vom Tp53
codon72 Status abhangig machen. Allerdings salereise Tendenz zu einem
verfrihten Erkrankungsbeginn in Bezug auf Ovanald Peritonealtumore, wenn
p53 im Tumorgewebe mutiert war und der Erkrank&scpizeitig den G/G-Genotyp
aufwies. [Galic et al., 2006]

Auch daskolorektale Karzinom wurde in Zusammenhang mit dem SNP309 und
Veranderungen des p53 Gens gebracht. Lynch Syn@&atnenten die gleichzeitig
Trager des G-Allels und alter als 45 Jahre siaheh ein geringes Risiko noch eine
Kolontumor zu entwickeln. Treten der SNP309 und d&53 Arg72Pro
Polymorphismus  gemeinsam  auf konnte keine Veramder des
Diagnosezeitpunktes festgestellt werden. [Talse#. £2006]

Kolorektale Tumoren im Allgemeinen, in denen da8-@en nicht durch Mutation
verandert ist, treten bei Tragern des G-Allelsesmem friheren Zeitpunkt auf, als
bei Patienten ohne SNP309. Dies ist insoweit mit dekannten Daten konsistent,
als SNP309 zu einer vermehrten Mdm2 Transkriptidmrtf und auf diesem Weg
funktionelles p53 supprimiert werden kann. [Mentirale, 2006]

Beim Magenkarzinom besteht ein erhdéhtes Tumorrisiko fir den G/G-Genaty
Vergleich zu heterozygoten und homozygoten T- Allgigern. Auch treten bei
Erkrankten mit G/G-Genotyp vermehrt zusétzliche ®wn aul3erhalb der
Magenregion auf. Die Magentumore selbst weisenhpein gehauft p53-Mutationen
auf. All dies weist schon darauf hin, dass auchRiiggnose bei Magenkarzinomen
durch den Mdm2 SNP309 Genotyp beeinflusst sein tedriratsachlich ist der G/G-
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Genotyp signifikant mit einer schlechteren PrognfiseMagenkarzinome ab dem
TNM-Stadium Ib-1V assoziiert. [Ohmiya et al., 2006]

Bereits oben wurde beschrieben, dasshdgmtozellulare Karzinomin Folge einer
chronischen Hepatitis B bei Tragern des Mdm2 SNP2a8&figer auftritt, als bei
Hepatits-Patienten, die den Polymorphismus nicliveisen. Gleiches konnte fir
den p53 Arg72Pro Polymorphismus nachgewiesen weienPro/Pro-Genotyp ist
mit einem hoheren Risiko, friihzeitig ein hepatadélies Karzinom bei bestehender
Hepatitis B zu entwickeln, assoziiert. Treten nuride Polymophismen in
Kombination auf, wirken sie synergistisch auf dignforentstehung ein. [Yoon et al.,
2008]

Bei Blasentumoren scheint die Prognose nur vom Status des p53-Geamesch
abhangig zu sein. Treten Mutationen des Geneshgleiiig mit einem vorhandenen
SNP309 auf, verandert dies prognostisch nichtserdithgs weisen Tumoren bei
Patienten deren Mdm2 nicht durch den Polymorphisraréndert ist, wesentlich
haufiger Mutationen des p53-Genes auf und sindrdadpgressiver. Betrachtet man
nur die Subgruppe der oberflachlich-wachsenden eBlasnore naher, scheinen
diese bei homozygot nachweisbarem SNP309 zu eingiheren Zeitpunkt
aufzutreten, als bei heterozygot oder homozygohwatsbarem Wildtyp-Mdm2.
[Sachez-Carbayo et al., 2007]

Im Fall des Nierenzell-Karzinoms liel3 sich der G/G-Genotyp innerhalb einer
Gruppe von Erkrankten haufiger nachweisen, als rivale einer gesunden
Kontrollpopulation. In der zitierten Studie war dassiko an einem Nierenzelltumor
zu erkranken fiur G/G-Genotyp-Trager unter 65 Jataehweislich hoéher als fir
altere Menschen mit SNP309. War ein p53 Codon 73niwphismus in
Kombination nachweisbar, hatte dies keinen zusdizh Einfluss auf das Risiko an
einem Tumor zu erkranken. Gleichzeitig konnte d¢P309 mit der Uberlebenszeit
nach Erkrankung assoziiert werden. Die Uberlebénswmr bei Patienten, die den
G/G-Genotyp aufwiesen signifikant verkirzt im Venigh zu Patienten, die homo-
oder heterozygot das T-Allel aufwiesen. Als von emed Einflissen unabhangiger
Prognosefaktor erreichte der Polymorphismus jedochr eine grenzwertige
Signifikanz. [Hirata et al., 2007]
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Weder unterschiedliche Genotyp- noch Allelfrequenize Bezug auf den SNP309
lieBen sich bei Patienten milioblastomen im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollpopulation nachweisen. Beim Einfluss deslyRmrphismus auf die
Uberlebenszeit nach Diagnose findet man jedochrsehiéedliche Ergebnisse in der
Literatur. So finden El Hallani et al. keinen Zusaenhang, Zawlik et al. kamen
jedoch zu dem Ergebnis, dass weibliche Patienten, Tdagerinnen des G-Alles
waren, langer Uberlebten. Ein synergistischer Effegs SNP309 und des p53
Arg72Pro Polymorphismus konnte nicht nachgewiesenden. [El Hallani et al.,
2007; Zawlik et al., 2008]

Das Vorhandensein des G-Allels scheint bei @&€CLL mit einer kirzeren
Uberlebenszeit verbunden zu sein. Tritt es homazggh beeinflusst es gleichzeitig
die Uberlebenszeit ohne Therapie, die im VerglgohTragern des T/T-Genotyps
verkirzt ist. Tritt der SNP309 in Verbindung miher Deletion innerhalb des p53-
Genes auf, wirkt er sich bereits heterozygot aaf dberlebenszeit ohne Therapie
aus, die dann derjenigen von homozygoten SNP30§efméentspricht. Auch wenn
der SNP309 innerhalb zweier Patientengruppen niokgrschiedlich im Vergleich
zu einer Kontrollgruppe verteilt ist und auch ké&mfluss auf das Diagnosealter
besteht, ist er durch die beschriebenen Zusammgeh&sin unabhangiger
Prognosefaktor fur den Verlauf einer B-CLL. [Gryske et al., 2007]

Patienten mittherapieinduzierter AML sind nicht haufiger Trager des G/G-
Genotyps des Mdm2-Promoters als Gesunde. Betragtaprtdie Mdm2-Promoter-
Varianten gleichzeitig mit den Varianten des CodéRsles p53-Genes, kommt der
T/T-Genotyp (Mdm2) gehauft mit dem Arg/Arg-Genotfgb3) kombiniert, und das
G-Allel (Mdm2) haufiger in Kombination mit p53 Cod72Pro vor. Die Interaktion
beider Polymorphismen scheint eine gesteigertefiadijchkeit im Hinblick auf die
Entstehung einer therapieinduzierten AML zu bedmdgllis et al., 2008]

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass SNRB@h Einfluss auf die
Tummorentwicklung, insbesondere bei Frauen, sowien dZeitpunkt der
Tumordiagnose und die Prognose von unterschiediichenoren hat. Allerdings

zeigen die zum Teil widersprichlichen Berichte,sdd® weiteren SNP309- ebenso
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wie die p53 Arg/Pro-Studien umfangreicher und pedsiper Arbeiten an ethnisch
gut charakterisierten Patienten bedurfen. Die reriBliskrepanzen reflektieren wohl
Unzulanglichkeiten des Studienmaterials.

Der SNP309 wurde bisher nur mit der Entstehung Tamoren in Zusammenhang
gebracht. Zu seiner mdgliche Bedeutung fur die Genghronischer Entzindung

wurde bis dato noch nicht verdffentlicht.

6.3 Der SNP309 im Zusammenhang mit Rheumatoider Pol yarthritis

Unsere Arbeitshypothese, dass der SNP309, alstkestaMdm?2, durch verstéarkte
Suppression von p53 mit dem Auftreten der rheurdatoPolyarthritis assoziiert ist,
konnte durch die vorliegende Arbeit nicht bestatigerden. Innerhalb einer
weiblichen Subpopulation wurde zwar eine unterstifike Genotyp-Verteilung bei

Erkrankten und Gesunden nachgewiesen, der SNPa09etioch bei erkrankten
Frauen nicht wie erwartet haufiger, sondern vielmsbwohl homozygot als auch
heterozygot, seltener auf.

Dass ein supprimierter p53-Signalweg fur die rheorda Arthritis und ihrem

Verlauf von Bedeutung sein kénnte, versprachenchédene, im Vorfeld dieser
Untersuchung bereits bekannte Zusammenhéange. Pifatde Mause entwickeln,

wird in ihnen Arthritis mittels Kollagen induzierteine schwerere Form der
Erkrankung, die mit vermehrten Gelenkschaden egetdr als normogene Méause,
die auf die gleiche Weise behandelt werden. [Yasmaret al., 2002a] Wird die

Erkrankung mit Hilfe von Antigenen induziert, verft sie bei p53-deffizienten

Méausen ebenfalls schwerer [Leech et al., 2008].hrAumirden in verschiedenen
Veroffentlichungen, im Rahmen der Erkrankung atdinde Mutationen innerhalb
des p53-Gens beschrieben, die zumindest zum TsslkedeFunktion beeintrachtigen.
[Firestine et al., 1997; Reme et al., 1998; Inazekal., 2000; Yamanishi et al.,
2005] Andere Studien konnten diese allerdings nidw. nur in wenigen Fallen
nachweisen [Kullmann et al., 1999; Taubert et 2000]. Wie haufig Mutationen

innerhalb des p53-Gens im Rahmen einer rheumatdidimits tatsachlich auftreten
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ist wahrscheinlich schwer zu beurteilen. Zum eirdm selbst die Studien, in denen
Mutationen nachgewiesen wurden nicht das gesamteuBrsuchten [Inazuka et
al., 2000], und zum anderen, da Synovialzellenrd@&8 mutiert ist auch inselartig
zwischen nicht veranderten Synovialzellen vorkomrféamanishi et al., 2002b].
Letzteres impliziert, das der Nachweis von Synaébén mit intaktem p53 bei
einem RA Patienten noch lange nicht bedeutet, aldsSynovialzellen Wildtyp p53
aufweisen. Sicherlich wurden jedoch nicht in jedenmersuchten Synovialgwebe
gentgend Zellen untersucht, um tatsachlich mit Stobit Zellinseln mit p53-
Mutationen auszuschlieRen. Neben den genannten diiaw fir einen
Zusammenhang zwischen supprimiertem p53 und rheudeat Arthritis, sprache
auch eine erst kirzlich erschienene Veroffentlichtilm diesen Sachverhalt. Taranto
und Kollegen konnten in Synovialgewebe von RA RFaée eine hohe Mdmz2-
Konzentration nachweisen. Mdm2 wurde in RA Fibret#a-ahnlichen
Synovialzellen starker exprimiert, als in densel@atien bei Osteoarthritis. Diese
Studie wurde allerdings nur an Synovialgewebe vien 8pendern, also einer sehr
kleinen Population von Erkrankten, durchgefihrtargnto et al., 2005] So ist es
fraglich, ob das Ergebnis auch fir die Gesamtpdjmna der Erkrankten
representativ ist.

Gegendie in der hier vorliegenden Arbeit formulierteb®itshypothese spricht, dass
p53 in Fibroblasten-ahnlichen Synovialzellen von dmeumatioder Arthritis
erkrankten Patienten starker exprimiert wird,s al den gleichen Zellen bei
Osteoarthritis oder in gesunden Hautfibroblastemigwed by Sun et Cheung, 2002]
Das Ausmald der messharen p53-Expression konnte soigader Schwere des
Krankheitsverlaufs korreliert werden. So wurde lor errosiven Form der
rheumatoiden Arthritis mittels eines Score-Systemssignifikant hoherer p53 Score
nachgewiesen als bei der weniger schweren, nicbsigen Form. Der Score konnte
zudem in Zusammenhang mit der Krankheitsprogreggatmacht werden. Patienten
mit radiologisch nachgewiesener Progression intiertenes Jahres, wiesen
gleichzeitig die hochsten Score-Werte auf. [Salvad@l.,2004]

Obwonhl p53 bei rheumatoider Arthritis Gberexprimieird, und dementsprechend in

einem erhohten Mal3 zur Verfiigung stehen sollteRwean, dass die Synovialzellen
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verstarkt proliferieren, formveréndert erscheinewis invasiv und unabhangig vom
Zellverband wachsen konnen. Die Synovialzellen beeumatioder Arthritis
verhalten sich also ahnlich wie Tumorzellen, ung dawohl eine erhdhte p53-
Konzentration doch eher vor Transformation schiizelite, indem der Zellzyklus
arretiert oder die Apoptose eingeleitet wird. Ged#és scheint bei rheumatoider
Arthritis aber nicht der Fall zu sein. Apoptosedvawar durchaus eingeleitet, Zellen
die die Apoptose vollendet haben, kdnnen jedochseiten nachgewiesen werden.
[reviewed by Sun et Cheung, 2002] Eine mdglicheldung fur diese Phdnomen
koénnten die in verschiedenen Veroéffentlichungenschéebenen, im Rahmen der
Erkrankung auftretenden Mutationen innerhalb de3-@Bnes bieten [Firestine et
al., 1997; Réme et al., 1998; Inazuka et al., 20@0Onanishi et al., 2005].

Insgesamt scheinen die genauen Zusammenhange, utieEEatstehung der
rheumatoiden Arthritis und deren Progression fihreach recht unklar und
teilweise widersprichlich. So wird einerseits egmdhte Mdm2-Expression mit
niedriger p53-Expresssion [Taranto et al., 2005] andererseits eine erhdhte p53-
Expression [reviewed by Sun et Cheung, 2002] inhrRen der Erkrankung
beschrieben. AuRerdem werden ein erhdhter zellupii®@ Gehalt oder aber auch ein
deffizientes p53 fir einen schwereren Krankheitgu#rverantwortlich gemacht.
[reviewed by Sun et Cheung, 2002]. Eine Erklarungnrite sein, dass die
Erkrankung tatsachlich mit weniger oder dysfunksitem p53 assoziert ist und es
sich beim Uberproduzierten p53 um Mutanten han@tkonnten erhdhte Mdm2-
Werte zu Beginn der Erkrankung bis zu einem gewisSead sogar protektiv
wirken, indem sie eine Uberhdhte p53-Expressioerdniicken. Hierzu wirde das
von uns entdeckte seltenere Vorkommen des SNP30Bréeen mit rheumatoider
Arthritis passen. Wird p53 jedoch zu stark suppemikdnnte sich dies ebenfalls
negativ auf den Krankheitsverlauf auswirken. Wieelis von vielen anderen Stoffen
im Korper - zum Beispiel Elektrolyten und Hormonebekannt, konnte es auch ftr
p53 entscheidend sein, dass seine Konzentratioerhiatb bestimmter Grenzen
gehalten werden muf3, damit das Protein seine Aefgalptimal erfillen kann. Es

bleibt weiter zu untersuchen, wie nun p53 tatsébhdiuf die Krankheitsentstehung-
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und Progression Einfluss nimmt. Auch ware von kdse, ob erhdhte Mdm2-Level
mit einem milderen Krankheitsverlauf assoziierndgnnten.
Nicht zuletzt bleibt die Feststellung, dass Mdm2hap53-unabhéngige Funktionen

in der Zelle ausibt [reviewed by Iwakuma e t Loz&G03]

6.4 Die Bedeutung des SNP309 fur den Verlauf der CV  ID

Die von uns postulierte Hypothese, der SNP309 kdnrmZusammenhang mit dem
Auftreten von Lymphadenopathie, Splenomegalie unénGomen bei CVID
gebracht werden, konnte nicht bestatigt werden. DOenotypfrequenzen
unterschieden sich weder bei CVID-Patienten im éihginen von denen innerhalb
der Kontrollgruppe, noch bei CVID-Patienten mit ntaufgefiihrten Symptomen im
Vergleich zu CVID-Patienten ohne diese. Die in deabgruppen von CVID-
Patienten mit Lymphadenopathie, Splenomeglie odan®@omen bereits mehrfach
beschriebene erhdhte ThHAktivitat [Mullighan et al.,1997; Aukrust et al1996;
Aukrust et al., 1995] scheint also nicht ursachliophZusammenhang mit einem
durch den SNP309 geschwachten p53-Signalweg zgdirizu sein. Sollte dieser
denoch bestehen, ist er wohl nur an gréReren Ratizahlen nachzuvollziehen.
Leider war auch eine weitere Stratifizierung nacktr@yenstatus innerhalb der
Gruppen der CVID-Erkrankten mit LymphadenopathiepleBomegalie und

Granulomen aufgrund der geringen Patientenanzahlcht ni mdglich.
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