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1. Einleitung

Wie entsteht Malignitdt und wodurch wird die Vermehrung und Ausbreitung maligner

Tumorzellen geférdert?

Die Antwort auf diese Frage ist sehr komplex und kann wohl nicht in einem Satz
beantwortet werden. Festhalten lasst sich aber, dass der Transformation einer
gesunden zu einer entarteten Zelle letztlich Mutationen im Erbgut der Zelle zu Grunde
liegen, welche durch verschiedenste &uf3ere und innere Faktoren hervorgerufen und
beeinflusst werden kdnnen. Diese Mutationen betreffen in besonderem Male solche
Loci, die Informationen fur Tumorsuppressorgene und (Proto-)Onkogene enthalten, aber
auch Genorte fur Antigene, die fur die Immunitat der Zelle wichtig sind. Die meisten
Gene, die fur diese Oberflacheneigenschaften von Zellen kodieren, finden sich im
Bereich des Haupthistokompatibilitatskomplexes (Major Histocompatibility Complex,
MHC). Ohne diese Antigene ware eine Unterscheidung zwischen ,fremd" und

.Korpereigen“ unmaoglich.

Was passiert nun aber, wenn Tumoren in der Lage sind, die Expression dieser
Oberflacheneigenschaften auf ihren Zellen zu verdndern? Zahlreiche Studien
untersuchten den Zusammenhang zwischen verschiedenen Auspragungen der Molekile
des MHC und dem Auftreten von Krebserkrankungen. Auf einige wichtige von ihnen wird

im weiteren Verlauf néher eingegangen.

Das eigentliche Augenmerk dieser Arbeit liegt auf einer heterogenen Gruppe von
Molekilen des MHC, bei denen man vermutet, dass entweder sie selbst die Entstehung
eines malignen Tumors beeinflussen kénnten oder aber andere Gene, die sich in enger
chromosomaler Nachbarschaft zu ihnen befinden. Es wird der Frage nachgegangen,
inwieweit bestimmte Polymorphismen im Bereich der jeweiligen Genloci einen Risiko-
faktor flr die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms darstellen oder als Marker fur ein

erhdhtes Risiko dienen kdnnen.
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1.1 Das HLA-System des Menschen

Der menschliche Haupthistokompatibilitditskomplex ist auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 6 (6p23.1-3) lokalisiert und erstreckt sich Uber eine Ladnge von etwa drei
bis vier Megabasenpaaren (Carroll et al., 1987; Dunham et al., 1987). Er enthalt mehr
als 200 Gene, die zum Teil sehr unterschiedliche, bisweilen auch bisher unbekannte
Funktionen im menschlichen Kérper austben. Entdeckt wurde er im Jahre 1936, als
Peter A. Gorer herausfand, dass Transplantate problemlos zwischen verschiedenen,
genetisch nahezu identischen Méausen eines Stammes Ubertragen werden kénnen, es
jedoch bei der Transplantation auf nicht-erbgleiche Individuen zu einer
Abstol3ungsreaktion binnen weniger Tage kommt (Gorer, 1936).
Entscheidend flur dieses Geschehen sind Antigene auf den Oberflachen der Zellen,
welche beim Menschen auch als ,Human Leukocyte Antigenes“ (HLA) bezeichnet
werden, da sie auf der Oberflache von Leukozyten leicht nachweisbar sind. Dausset
definierte 1958 das erste HLA-Molekul, welches er als Mac-2 bezeichnete (Dausset,
1958). Dieses ist heute unter dem Namen HLA-A2 bekannt. Insgesamt wurden bis dato
mehr als 40 Gene identifiziert, die fir solche HLA-Molekiile kodieren (Klein und Sato,
2000).

Man unterscheidet drei MHC-Klassen: Die von den Genen der HLA-Klassen | und Il
kodierten Molekile sind heterodimere Glykoproteine der Zelloberflache, die eine grol3e
Bedeutung haben fir die Immunregulation und die Interaktion zwischen T-Lymphozyten
und deren Zielzellen (Davis und Bjorkman, 1988). Auf Grund ihrer Struktur werden sie
zur Superfamilie der Immunglobuline gezahlt. Zudem gibt es eine dritte Gruppe, in
welcher sehr unterschiedliche Gene zusammengefasst werden, die teilweise eine Rolle
fur den Ablauf von Immunreaktionen spielen, von denen manche aber ganzlich andere,
zum Teil noch unbekannte Funktionen im Organismus besitzen. Die Anordnung der

einzelnen MHC-Klassen und ihrer Genloci veranschaulicht die folgende Abbildung:
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Abb. 1: Konservierte extended haplotypes des menschlichen Haupthistokompatibilitats-
komplexes (MHC) auf Chromosom 6. Man erkennt in Klasse Ill den Locus HSPA1, in
dem sich die Gene von HSP70-2 und HSP70-hom befinden, sowie die Loci von LTa und
TNFa. Alle Loci befinden sich in unmittelbarer Nachbarschaft (Dorak et al., 2006)

Das HLA-System ist hoch polymorph, d.h. flr die meisten Genorte existieren zahlreiche
genetische Varianten und jedes Individuum exprimiert gleichzeitig mehrere dieser Allele
(Bjorkman et al.,, 1987; Robinson et al., 2003). Meist liegen den Varianten
Veranderungen einzelner Basen, sogenannte Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs),
zu Grunde. Eine bestimmte Kombination von Allelen wird als sogenannter Haplotyp
(Ceppellini, 1967) von jedem Elternteil im Gesamten an die Nachkommen vererbt, wobei
es sich um einen ko-dominanten Erbgang handelt (Dawkins et al., 1983). Darlber
hinaus liegen nicht nur Allele einzelner Genloci gekoppelt vor, auch bestimmte
Haplotypen, die sich tber eine Ldnge von mehreren Megabasenpaaren, d.h. Gber ganze
Chromosomenabschnitte, erstrecken konnen, treten gehauft gemeinsam auf. Man
bezeichnet diese fixe Kombination von Allelen aller Loci des MHC auch als extended
haplotypes (Price et al., 1999). Ein Beispiel dafur ist der 8.1 Ancestral Haploytpe, ein
Chromosomenabschnitt mit hoch konservierten Haplotypen und einer Ausdehnung tber
zwei Megabasenpaare (Aissani et al., 2009). Er beinhaltet unter anderem die Allele
HLA-A1, B8, Cw7, DQB1*0201 (DQ2), DRB1*0301 (DR3), DQA1*0501, TNF2, C4A*QO0,
RAGE -429C sowie HSP70-2 -1267 G und findet sich bei einem Grof3teil der

kaukasischen Bevdlkerung mit dem HLA-Merkmal B8 (Candore et al., 2002; Caruso et
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al., 2000; Laki et al., 2007; Price et al., 1999). Individuen mit diesem Haplotyp zeigen ein
verandertes Zytokinprofil mit einer vermehrten Produktion von TNFa, einem erhdhten
Autoantikorperspiegel und verstarkt zirkulierenden Immunkomplexen im Serum (Laki et
al., 2006). Fur zahlreiche Erkrankungen wie AIDS, Insulin abhangiger Diabetes mellitus,
Systemischer Lupus Erythematodes oder auch Myasthenia gravis konnte ein
Zusammenhang mit diesem Haplotyp und einem hoheren Erkrankungsrisiko sowie
einem schlechteren Verlauf hergestellt werden (Dawkins et al., 1983; Price et al., 1999).
Gleiches gilt fur diverse Krebserkrankungen. Dies wird weiter unten ndher ausgefihrt.

Die Tatsache, dass eine bestimmte Kombination von Allelen gekoppelt vererbt wird,
muss man bedenken, wenn man fur verschiedene Erkrankungen Assoziationen mit
einzelnen Loci untersuchen mochte. Es kann die Antwort auf die Frage erschweren, ob
nun dieser eine Locus oder vielleicht ein mit ihm gekoppelter letztlich die Pathogenese
beeinflusst.

1.1.1 Die MHC-Klasse-I-Molekile

Am telomerischen Ende von 6p befindet sich die MHC-Klasse I-Region, welche
mindestens 18 Gene enthélt, die in enger Verbindung zueinander stehen. Insbesondere
liegen hier die Genorte fur die klassischen Transplantationsantigene HLA-A, HLA-B und
HLA-C (Strachan, 1987). Diese sind Glykoproteine der Zelloberflache und werden auf
nahezu allen kernhaltigen Zellen des menschlichen Korpers exprimiert. Ausgenommen
sind Erythrozyten und Trophoblastzellen (Milford, 2004). Ebenfalls der MHC-Klasse |
zugehorig sind die Genloci HLA-E, HLA-F und HLA-G, deren Funktion noch nicht
bekannt ist. Ihre Genprodukte werden als nicht-klassische MHC-I-Molekiile bezeichnet.
Die MHC-I-Molekdle sind Heterodimere bestehend aus zwei Teilen: Die schwere a-Kette
setzt sich aus funf Domé&nen zusammen. al und a2 formen durch a-Helix- und anti-
parallele B-Faltblatt-Strukturen eine Mulde, in welcher Peptide gebunden werden kénnen
(Bjorkman et al., 1987). Die a3-Domaéane ist Immunglobulin-&hnlich und der Bereich, an
welchem die T-Lymphozyten mit ihrem CD8-Rezeptor binden kdénnen. Desweiteren
findet sich eine hydrophobe Domaéne, die die Zellmembran durchspannt, und eine flnfte,
die das im Zytosol gelegene Ende bildet (Klein und Sato, 2000).
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Die a-Kette liegt in nicht-kovalenter Bindung mit einer leichten, nicht-polymorphen -
Kette vor. Diese wird, auch als B,-Mikroglobulin bezeichnet, nicht von einem Gen
innerhalb des MHC, sondern von einem Locus auf Chromosom 15 kodiert (Bjorkman et
al., 1987). Eine Abbildung der Struktur findet sich auf Seite 18 (Abb. 2).
MHC-I-Molekille haben eine entscheidende Bedeutung fir die Abtdtung infizierter oder
entarteter Zellen durch zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten sowie fir den Schutz
gesunder Zellen vor einer solchen Zerstorung (Horton et al., 2004). Dies geschieht
dadurch, dass intrazellular prozessierte Peptide tUber den HLA-I-Proteinkomplex den
Killerzellen prasentiert werden. Diese erkennen, ob es sich um korpereigene oder

korperfremde Peptide, wie zum Beispiel Viruspeptide, handelt (Trowsdale, 1993).

1.1.2 Die MHC-Klasse-lI-Molekiile

Am zentromerischen Ende des MHC ist die Klasse Il mit dem Genbereich HLA-D
lokalisiert. Dieser gliedert sich wiederum in die 4 Unterregionen DP, DQ, DR und
DZ/DO, von denen besonders die ersten drei gut untersucht sind (Trowsdale, 1987).
Die Genprodukte der “klassischen* HLA-Klasse II-Gene HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP
bestehen aus zwei nicht-kovalent assoziierten, membranverankerten Polypeptidketten,
einer schweren a- und einer leichten B-Kette (Springer et al., 1977). Diese werden
wiederum in vier Domanen unterteilt: Zwei Domanen (al und B1) formen die Peptid-
bindende Region (PBR), die zwei anderen Doméanen (a2 und 2) dhneln der konstanten
schweren Kette von Immunglobulinen und liegen nahe der Zellmembran (Brown et al.,
1993; Roucard et al., 1996). MHC-II-Molekulle sind auf antigenprasentierenden Zellen
wie peripheren B-Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen oder aktivierten
Lymphozyten nachweisbar. Sie sind, wie jene der Klasse |, wichtig fur die
Antigenprasentation, allerdings dienen sie der Prasentation extrazellularer, per
Endozytose oder Phagozytose aufgenommener Peptide. Diese werden von CD4+ T-
Helfer-Zellen erkannt, woraufhin es zu einer Stimulation von B-Lymphozyten und somit

zur Bildung von spezifischen Antikdrpern kommt.

Durch den anfangs erwahnten Polymorphismus des HLA-Systems ist es dem
Organismus maoglich, auf eine Vielzahl verschiedener Pathogene zu reagieren. So gibt

es beispielsweise allein fir den HLA-DRB-Locus mehr als 100 verschiedene Allele. Da
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der Mensch in der Regel heterozygot fur diese Loci ist und die Genprodukte der a- und
3-Doméanen miteinander kombiniert werden konnen, erhéht sich das Spektrum der
MHC-Molekulle eines Individuums nochmals. Die folgende Abbildung veranschaulicht
noch einmal die Struktur der MHC-Molekiile der Klassen | und II:

Class | Class I

; . Processed antigen
Processad antigen M

-

T e
f//? 4/ /é% %f(zellmembrane //’//

= 7 -

¢) U
Cytoplasm

Abb. 2: Schematische Struktur der Klasse-I- und IlI-Molekiile des menschlichen Haupt-
histokompatibilitatskomplexes  (Goldman, 1996), erkennbar sind die neben des im
Zytoplasma gelegenen Abschnitts der die Zellmembran durchspannende Bereich sowie
extrazellular die Antigen-bindende Region

1.1.3 Bedeutung der MHC-I- und [I-Molekile

Wie gezeigt werden konnte, beinhaltet der MHC zahlreiche Gene fur Peptide wie die
Transplantationsantigene oder fur bestimmte Oberflachenrezeptoren, die die Inter-
aktionen zwischen den verschiedenen Zellen des Immunsystems wie Lymphozyten,
Makrophagen und Antigen-prasentierenden Zellen vermitteln. Er ist somit in ent-
scheidender Weise an der Erkennung und Unterscheidung von ,Selbst‘ und ,Nicht-
Selbst” beteiligt. Die Typisierung eines Individuums fir seine jeweiligen HLA-Merkmale
spielt folglich fir die Transplantations- und Transfusionsmedizin eine grol3e Rolle. Hier

ist insbesondere auch die Knochenmark- und Stammzellspende zu nennen. Ist der
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Mechanismus der Diskrimination zwischen eigenen und fremden Antigenen defekt, so

kann dies fatale Konsequenzen fur den Organismus haben.

Inzwischen wurde fur verschiedenste Erkrankungen infektioser, autoimmuner und auch
maligner Genese ein Zusammenhang mit dem Immunsystem und insbesondere mit der
Auspragung bestimmter HLA-Haplotypen untersucht. Hier sollen exemplarisch nur zwei
von ihnen genannt werden. Besonders gut erforscht und schon seit Gber dreiRig Jahren
bekannt ist beispielsweise der Zusammenhang zwischen der Expression von HLA-B27,
welches der HLA-Klasse-l zugehorig ist, und der Entwicklung einer Spondylitis
ankylosans (Syn. Morbus Bechterew). Bis zu 96 % der Betroffenen sind positiv fir HLA-
B27 (Brewerton et al.,, 1973; Khan et al., 2007; McMichael und Bowness, 2002).
Auch zwischen dem HLA-Merkmal DR4 und der Rheumatoiden Arthritis konnte in vielen
Studien eine Assoziation beobachtet werden (Kapitany et al., 2005; Ness und Cottreau,
1999; Roudier, 2000).

1.1.4 Die MHC-Klasse-llI-Molekile

Zwischen Klasse | und 1l liegt eine weitere Gruppe heterologer Gene, welche als MHC-
Klasse Il zusammengefasst werden. Diese erstreckt sich tUber eine Lange von 1000 kb
(Dunham et al., 1987) und enthalt neben den Komplementfaktoren C2, Faktor B und
C4A und B (Carroll et al., 1984) und der mikrosomalen Cytochrom P-450-abhangigen
Steroid-21-Hydroxylase (Carroll et al., 1985) auch Gene fur Zytokine wie den
Tumornekrosefaktor-alpha und -beta, flr die Hitzeschockproteine der HSP70-Familie
und auch fir den ,receptor for advanced glycosylation end products of proteins”
(abgekirzt RAGE) (Carroll et al., 1987; Dunham et al., 1987; Sargent et al., 1989).

Auf die genannten Genloci, ihre Polymorphismen sowie die Struktur der jeweiligen Gen-
produkte wird im Folgenden ndher eingegangen und ein Zusammenhang zu dem

Auftreten des sporadischen Ovarialkarzinoms untersucht.

1.1.5 Bedeutung des HLA-Systems fir die Tumorimmunologie
Interessanterweise konnten in experimentell und spontan entstandenen Tumoren ein
Selektionsvorteil fur solche Varianten gezeigt werden, denen die MHC-I-Molekile

fehlen. Der Grund hierfur liegt an der Tatsache, dass auf den Oberflachen von Tumor-
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zellen dadurch keine antigenen Peptide mehr prasentiert werden kénnen und sie so der

Lyse durch zytotoxische T-Zellen entgehen kénnen (Hicklin et al., 1999).

Unabhangig von solchen strukturell bedingten Beeintrachtigungen in der Tumorzell-
vernichtung finden sich bei malignen Erkrankungen auch auffallig oft bestimmte MHC-
Haplotypen, deren Einfluss auf das Tumorgeschehen nicht so einfach hergeleitet
werden kann. Es besteht die Vermutung, dass es eine Kopplung von Genen, die den
Zellzyklus und die Tumorentstehung beeinflussen, mit den Genen des MHC geben
konnte. Allele des bereits erwéhnten 8.1 Ancestral Haplotype fanden sich signifikant
haufiger bei Patienten mit einem kolorektalen Karzinom als bei einem hinsichtlich
Geschlecht und Alter entsprechenden Kontrollkollektiv (Toth et al., 2007). Kiibler et al.
konnten einen Zusammenhang zwischen einem Haplotyp der MHC-Klasse-ll
(DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201) und einem erhthten Risiko fir die Entwicklung
eines Ovarialkarzinoms zeigen (Kubler et al., 2008). Fur das Mammakarzinom konnten
bestimmte Allele der Klasse II (HLA DQB*03032 und HLA DRB1*11) mit einem
geringeren Risiko, andere (HLA DRB 1*12) mit einem ho6heren Risiko zu erkranken
assoziiert werden (Chaudhuri et al., 2000; Ghaderi et al., 2001). Auch genetische
Veranderungen in der MHC-Klasse-Ill wurden bezogen auf ihren Einfluss auf maligne
Erkrankungen untersucht. Ergebnisse dieser Studien sind in den Abschnitten zu den

einzelnen Genloci aufgefluhrt.

1.2 Die TNF-,Familie*

Die Gene der TNF-Familie sind im Bereich des Major Histocompatibility Complex (MHC)
auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 lokalisiert und werden zur HLA-Klasse llI
gerechnet (Spies et al., 1986). Sie liegen telomerisch zu den Genen der HLA-Klasse I
und zentromerisch zur HLA-Klasse |. Zur TNF-Familie gehdren die Gene fur den
Tumornekrosefaktor-alpha, zu Beginn auf Grund seiner Fieber- und Kachexie-
induzierenden Eigenschaft auch Cachektin genannt, fir Lymphotoxin-alpha (friher
TNFB) und Lymphotoxin-beta (Browning et al., 1993) sowie das Gen fur das leucocyte
specific transcript-1 (LST-1), welches das menschliche Aquivalent zum B144-Transkript
der Maus darstellt (Holzinger et al., 1995). Auf Struktur und Funktion von TNFa und LTa

soll im Weiteren naher eingegangen werden.
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1.2.1 Der Tumornekrosefaktor-alpha

Der Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) spielt als Zytokin eine wichtige Rolle bei
systemischen Entzindungen und der Aktivierung von Akute-Phase-Reaktionen.
Urspringlich wurde TNFa auf Grund der Tatsache entdeckt, dass es bei Individuen mit
einer bakteriellen Infektion, insbesondere bei einer mit gramnegativen Keimen, zu einer
Nekrotisierung von Tumoren kam. Dieser Effekt konnte nicht dem Endotoxin selbst, also
dem Lipopolysaccharid der Bakterien, sondern einem anderen, hitzelabilen Protein
zugeschrieben werden. Bestatigt wurde dies in einem Versuch, in dessen Verlauf im
Serum von Mausen, die mit Bacillus Calmette-Guerin (BCG) behandelt worden waren,
ebenfalls ein Tumoren-nekrotisierender Faktor nachgewiesen werden konnte (Carswell
et al., 1975; Old, 1985). Dieser wurde, seiner Funktion zufolge, als ,Tumor-
nekrosefaktor* bezeichnet. Kawakami und Cerami konnten 1981 nachweisen, dass
dieses Protein von Makrophagen gebildet wird, nachdem sie mit Lipopolysaccharid

stimuliert wurden (Kawakami und Cerami, 1981).

Das menschliche Gen fiur TNF wurde zum ersten Mal im Jahre 1985 sequenziert
(Marmenout et al., 1985; Shirai et al.,, 1985). Es befindet sich im Bereich des
Chromosomenabschnittes 6p21.3 (Nedwin et al., 1985). Mit einer Ladnge von etwa drei
Kilobasenpaaren enthalt das Gen vier Exons sowie drei Introns, wobei das vierte Exon
fur 80-89 % des fertigen Proteins kodiert (Vilcek und Lee, 1991).
TNFa wird v.a. von Makrophagen und/oder Monozyten als Reaktion auf Verletzungen
verschiedenster Zellen zunachst als Prohormon synthetisiert und freigesetzt, wobei aber
auch andere Zellen wie Lymphozyten, Mastzellen, Endothelzellen, Herzmuskelzellen,
Fibroblasten und neuronales Gewebe zu seiner Bildung befahigt sind (Beutler und
Cerami, 1989) Das Molekul besitzt neben einem hydrophilen Anteil auch eine
hydrophobe N-terminale Domé&ne, mit der es als klassisches Typ-ll-Membranprotein in
der Zellmembran verankert ist. Es ahnelt damit anderen Produkten aktivierter Makro-
phagen wie z.B. dem Interleukin-1 (Nedwin et al., 1985). Nach proteolytischer
Abspaltung von 76 Aminoséduren am intrazellularen N-terminalen Ende durch die
Metalloprotease TNF-alpha converting enzyme (TACE) (Black et al., 1997) besteht das
Molekdl in seiner endgiltigen Form aus 157 Aminosauren und ist aufgebaut aus drei

identischen, nicht-glykosilierten Untereinheiten, die tGber nicht-kovalente Bindungen das
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fertige Zytokin, ein Homotrimer, bilden. Jedes der drei Monomere hat ein Molekular-
gewicht von ca. 17 kDa und weist groéf3tenteils eine B-Faltblatt-Struktur auf (Beutler und
Cerami, 1989). Wie Kriegler et al. 1988 zeigten, kann nicht nur das freigesetzte Molekl
an Rezeptoren binden, sondern auch die membrangebundene Form auf Monozyten
und/oder Makrophagen scheint in der Lage zu sein, TNF-empfindliche Tumorzellen zu
lysieren (Kriegler et al., 1988). Dies wurde 1990 von Perez et al. bestatigt, die zeigten,
dass eine nicht-sezernierbare Mutante des TNFa ebenfalls beféhigt ist, das Absterben

von Tumor- oder virusinfizierten Zellen herbeizufihren (Perez et al., 1990).

1.2.2 Polymorphismen von TNFa

Mehrere Polymorphismen des TNFa-Gens wurden bislang entdeckt und liegen in der
Mehrzahl der Falle im Bereich der Promotorregion. D’Alfonso und Richiardi fanden auf
Position -238 einen Basenaustausch von Guanin gegen Adenin (D'Alfonso und
Richiardi, 1994), Wilson und Mitarbeiter konnten eine gleiche Mutation an Position -308
des TNFa-Promotors nachweisen (Wilson et al., 1992), welche in dieser Arbeit ndher
untersucht werden soll. Sie benannten das haufigere Wildtyp-Allel mit der Base Guanin
als TNF1 und das seltenere Allel mit der Base Adenin als TNF2. Insgesamt sind 60 bis
70 % der weil3en Bevolkerung homozygot fur das TNF1-Allel, 30 bis 40 % heterozygot
und nur 1,5 bis 3 % homozygot fur das TNF2-Allel (Demeter et al., 1997; Wihlborg et al.,
1999).

Durch Veradnderung einer Base im Bereich der Promotorregion, auch Einzelbasen-
polymorphismus (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) genannt, kann die
Promotoraktivitdat und so auch die Transkriptions- und Translationsaktivitat beeinflusst
und verandert werden. Interessanterweise konnten Wilson et al. 1993 zeigen, dass das
TNF2-Allel Teil des extended MHC haplotype HLA-A1-B8-DR3-DQ?2 ist (Wilson et al.,
1993), welcher wiederum mit einer erhéhten TNFa-Produktion einhergeht (Abraham et
al., 1993; Jacob et al., 1990). Dies geschieht auf Grund der Tatsache, dass das TNF2-
Allel ein wesentlich potenterer Transkriptionsaktivator ist als das Wildtyp-Allel (Wilson et
al., 1993).

Insgesamt fihren die DR3- und DR4-Haplotypen zu einer erhéhten TNFa-Produktion
(Abraham et al., 1993; Jacob et al., 1990), wahrend der DR2-Haplotyp zusammen mit
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verminderten TNFa-Spiegeln auftritt (Bendtzen et al., 1988; Jacob et al., 1990). Auf
Grund des starken Kopplungsungleichgewichts im Bereich des MHC bleibt die Frage, ob
die Assoziation bestimmter Haplotypen mit verschiedenen TNFa-Phanotypen auf einem
Polymorphismus im Bereich des TNFa-Gens beruht, oder ob es sich vielmehr um ein
anderes, in der N&ahe lokalisiertes Gen handelt, das die TNFa-Expression reguliert
(Wilson et al., 1997).

1.2.3 Lymphotoxin-alpha und —beta

Das Gen fur LTa befindet sich, wie oben beschrieben, ebenfalls auf Chromosom sechs
und liegt nur 1100 Basenpaare entfernt vom kodierenden Bereich fir TNFa
(Nedospasov et al., 1985). Es ist sehr ahnlich aufgebaut, weist ebenfalls vier Exons mit
drei dazwischen liegenden Introns auf und ist mit einer Gesamtlange von 3
Kilobasenpaaren auch gleich lang. Das fertige LTa ist ein glykosiliertes Protein,
bestehend aus 171 Aminosauren, und ist wie TNFa aus drei gleichen Monomeren mit
einem Molekulargewicht von jeweils 25 kDa aufgebaut (Nedwin et al., 1985). Anders als
bei TNFa wird die Bildung von LTa in zytotoxischen T-Lymphozyten durch die MHC-
abhéngige Présentation eines Antigens oder einen mitogenen Stimulus induziert (Paul
und Ruddle, 1988) und es entfaltet seine Wirkung nur in sezernierter Form. Es ahnelt
dabei anderen, von T-Zellen synthetisierten Lymphokinen wie z.B. dem Interferon-
gamma (Gray et al., 1982). Passend dazu besitzt es eine kurze und sehr hydrophobe
Signalsequenz mit einer Lange von 34 Aminosauren (Gray et al., 1984; Nedwin et al.,
1985).

1993 beschrieben Browning et al. ein 33 kDa Glykoprotein, welches als Typ II-Trans-
membranprotein einen Komplex mit LTa auf der Oberflache von Lymphozyten bildet. Auf
Grund der starken raumlichen Nahe zu den Genloci der anderen Molekile der TNF-
Genfamilie (das Gen liegt zwischen dem fur TNFa und B144) und seinem
gemeinsamen Auftreten mit LTa nannten sie es Lymphotoxin-beta. Sie mutmaliten,
dass dieser LTa-LTB-Komplex Uber Zell-Zell-Kontakte eine entscheidende Rolle in der
Regulation des Immunsystems innehaben kénnte (Browning et al., 1993). So fanden
dann auch Crowe et al. 1994 einen fur LTR-spezifischen Rezeptor, was bedeuten
kénnte, dass zellgebundenes, im Komplex mit LT3 vorliegendes LTa andere Funktionen
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haben kénnte als das geloste (Crowe et al., 1994). Dartber hinaus beschrieben Fu und
Chaplin 1999, dass Méause, die auf Grund eines genetischen Defektes kein LTS oder
keinen LTpB-Rezeptor aufweisen, keine sekundaren Ilymphatischen Organe wie
Lymphknoten oder die Peyerschen Plaques ausbilden (Fu und Chaplin, 1999). Dies
veranschaulicht die Bedeutung des LTS im Komplex mit LTa.

1.2.4 Polymorphismen von LTa

Der in dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus von LTa befindet sich im ersten Intron
des Gens auf Position +252 und besteht in einem Austausch der Base Adenin gegen
Guanin. Dies hat zur Folge, dass eine Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Ncol
entsteht, was man auch als Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)
bezeichnet. Es war die Arbeitsgruppe um Messer, die diesen Ncol-Polymorphismus zum
ersten Mal im Bereich des LTa-Gens lokalisieren konnte; vorher war man der Meinung
gewesen, er befinde sich in der kodierenden Region von TNFa (Messer et al., 1991).
Das durch diese Mutation entstehende Allel LTa (5.5 kB) fihrt im Gegensatz zum
ungeschnittenen Allel LTa (10.5 kB) zu einer héheren Produktion von LTa. Wie auch
das TNF2-Allel konnte fur LTa (5.5 kb) eine enge Assoziation mit dem HLAA1L, -BS, -
DR3- Haplotypen gezeigt werden (Fugger et al., 1989). In der weil3en Bevdlkerung sind
40 bis 45 % homozygot fur das Wildtyp-Allel LTa (10.5 kB), 40 bis 45 % sind hetero-
zygot und nur 15 % sind homozygot fur das veranderte Allel LTa (5.5 kB) (Stanulla et al.,
2001).

1.2.5 Gemeinsamkeiten und Unterschiede von TNFa und LTa

TNFa und LTa sind in etwa 30 % ihrer Aminosauresequenz identisch (Pennica et al.,
1984). Interessanterweise stimmen insbesondere die jeweils letzten Exons beider Gene,
die, wie schon oben beschrieben, fir mehr als 80 % des fertigen Proteins kodieren, in
56 % ihrer Struktur Uberein (Nedospasov et al., 1986). Dies legt die Vermutung nahe,
dass das letzte Exon beider Gene durch Duplikation aus einem gemeinsamen
Vorlaufergen entstanden ist und dass die an dieser Stelle konservierten Aminosauren
eine entscheidende Rolle fur die gemeinsame zytotoxische Wirkung haben kdnnten
(Nedwin et al., 1985; Vilcek und Lee, 1991). Zudem entfalten beide Molekile ihre
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Wirkung Uber die gleichen Oberflachenrezeptoren (Aggarwal et al., 1985). Somit ist es

nicht verwunderlich, dass sie sehr ahnliche Funktionen im Kérper ausuben.

1.2.6 Wirkungen von TNFa und LTa im Organismus und ihre Rolle bei der
Entstehung von Krankheiten

TNFa wirkt Gber zwei Rezeptoren: Der TNF-R1 befindet sich auf den meisten Zellen
und kann sowohl von der membrangebundenen als auch von der gelésten Form des
TNFa aktiviert werden. Uber diesen Rezeptor erfolgt der GroRteil der TNF-Wirkung. Im
Gegensatz dazu wird der TNF-R2 nur auf den Zellen des Immunsystems exprimiert und
spricht auch nur auf die membrangebundene Form an, seine Rolle ist noch nicht genau
bekannt. Bindet TNFa an den Rezeptor, so wird tber verschiedene Signaltransduktions-
wege letztlich der nukleare Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert, was zu Zellaktivierung
und -differenzierung, Zytokinproduktion und Hemmung des programmierten Zelltodes
fuhrt (Chen und Goeddel, 2002; Wajant et al., 2003). Andere Stimuli fir die Initiierung
des NF-k B sind dartber hinaus auch Schadigungen der Zelloberflache, zum Beispiel
durch das Eindringen von Viren oder Bakterien. Uber den TNF-R1 kann durch TNFa
alternativ auch eine Induktion der Apoptose eingeleitet werden, was aber im Vergleich
zu seiner Rolle im Entztindungsprozess eine untergeordnete Rolle spielt und meist von

der anti-apoptotischen Wirkung des NF-kB Uberlagert wird (Gaur und Aggarwal, 2003).

Beide, TNFa und LTa, kénnen in vitro die Lyse von Tumorzellen bewirken und haben
antiproliferative Wirkungen auf Tumorzelllinien (Nedwin et al., 1985). Zusammen mit
Interferon-alpha bzw. -gamma zeigt TNFa eine synergistische Zytotoxizitat (Spriggs et
al., 1988). Daruber hinaus wirken beide Zytokine als wichtige Stimulatoren der Immun-
abwehr: Bei Mausen, die einen Mangel an TNFa oder LTa/f aufwiesen, fand man in der
Milz eine gestorte Follikelarchitektur der B-Zellen sowie fehlorganisierte T-Zonen (Ngo et
al., 1999). TNFa ist dartuber hinaus entscheidend an der Entstehung eines septischen
Schocks beteiligt: Er wirkt auf Endothelzellen und fuhrt hier zu einer vermehrten pro-
koagulatorischen bei gleichzeitig verminderter Protein-C-Aktivitat (Nawroth und Stern,
1986), stimuliert Makrophagen zur Produktion von Interleukin-1 und Prostaglandin E2

sowie Neutrophile zur Phagozytose (Klebanoff et al., 1986; Shalaby et al., 1985;
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Tsujimoto et al., 1986). Auch induziert er Uber seine Wirkung auf den Hypothalamus

Fieber und hemmt den Appetit.

Fur LTa konnte nachgewiesen werden, dass es, von virusspezifischen T-Zellen
produziert, in hohem Mal3e an der Abwehr von Virusinfektionen beteiligt zu sein scheint
(Ruddle et al., 1983) und Virus-infizierte Zellen mit hoherer Effizienz lysiert als normale
Zellen (Aderka et al., 1985). Darlber hinaus spielt es auch bei der Abwehr parasitarer
Infektionen eine wichtige Rolle: Malaria-infizierte Erythrozyten induzieren die LTa-
Produktion (Ruddle et al., 1983) und LTa ist in der Lage, Uber eine Aktivierung von
Makrophagen die Zerstorung der Schistosomula von Schistosoma mansoni zu bewirken
(Esparza et al.,, 1987). Verschiedene Autoren stellten fur diverse Krankheiten eine
Zusammenhang mit einer Produktion von LTa fest, wie z.B. beim Myokardinfarkt
(Mirrakhimov et al., 1984) oder bei der rheumatoiden Arthritis (Burmester et al., 1981),
wobei es im Einzelfall schwer fallt zu unterscheiden, ob nun TNFa oder LTa urséchlich
beteiligt ist. Auch im Rahmen von HIV und AIDS scheint LTa von Bedeutung zu sein:
Es wird von HIV-infizierten Blutleukozyten produziert (Ratner et al., 1987) und kénnte so
zu deren Zerstorung beitragen (Ruddle, 1986). Pujol-Borrell et al. konnten zudem
zeigen, dass die LTa- und INFy-induzierte Expression von Genen der MHC-Klasse Il auf
der Oberflache von (-Zellen der Langerhansinseln im Pankreas eine Abtdtung
derselben zu Folge haben kann, was zur Ausbildung eines Diabetes mellitus fuhrt
(Pujol-Borrell et al., 1987).

1.2.7 Bedeutung der Polymorphismen von TNFa fir die Pathogenese
verschiedener Krankheiten

Auf Grund seiner vielfaltigen Wirkungen im Organismus und der genetischen
Lokalisation inmitten der HLA-Klasse-llI-Region liegt es nahe anzunehmen, dass Poly-
morphismen in diesem Bereich mit autoimmunen und infektiosen Erkrankungen, wie
beispielsweise der rheumatoiden Arthritis (Di Giovine et al., 1988; Mulcahy et al., 1996)
oder Malaria (Kwiatkowski et al., 1990), assoziiert sein kbnnten, indem sie sich, wie
oben beschrieben, auf das Ausmald der TNFa-Produktion auswirken (Jacob, 1992). So
scheint das TNF2-Allel mit einem schlechteren Outcome bei zerebraler Malaria

(McGuire et al., 1994) und der Leishmaniose (Cabrera et al., 1995) in Verbindung zu
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stehen. Sharma et al. fanden eine Korrelation von beiden oben erwdhnten TNFa-
Polymorphismen, -238 und -308, mit der Entwicklung einer Sarkoidose (Sharma et al.,
2008). Im Rahmen des Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) konnte eine erhohte
Produktion von TNFa mit der Pradisposition zur Entwicklung einer Nephritis assoziiert
werden (Jacob et al., 1990). Auch bei Patienten mit Asthma, welches in der Mehrzahl
der Falle auf einem allergischen Geschehen beruht, konnte das TNF2-Allel mit einem
hoheren Erkrankungsrisiko in Verbindung gebracht werden (Kumar et al., 2008; Moffatt
und Cookson, 1997). Passend dazu konnte der homozygote TNF2-Genotyp auch bei
Patienten mit irritativer Kontaktdermatitis vermehrt detektiert werden und konnte so
vielleicht in Zukunft einen nicht-atopischen genetischen Marker fiir ein Screening dar-
stellen (Allen et al., 2000). Bei der chronisch-entziindlichen Darmerkrankung Morbus
Crohn scheinen erhthte Spiegel von TNFa eine ganz entscheidende Rolle zu spielen,
was man sich in der Therapie seit Jahren zu Nutze macht. 1993 veroffentlichten Derkx
und Mitarbeiter den Fall einer jungen Patientin, die schwer an M. Crohn erkrankt war.
Unter der Behandlung mit Antikérpern gegen TNFa kam es zu einer Remission (Derkx
et al., 1993). Heute ist diese Therapieform anerkannt bei Kortikosteroid-resistenten
Schiben der Erkrankung und man erzielt damit hohe Erfolgsraten von naherungsweise
80 % (Herold, 2010).

1.2.8 Rolle von TNFa und des G>A-Polymorphismus auf Position -308 bei der
Krebsentstehung

Yan et al. fassen in ihrer Veroffentlichung von 2006 zusammen, wie TNFa die
Entstehung eines Entzindungs-assoziierten Malignoms begtinstigt. Dies kann, soweit

bisher bekannt, auf drei Wegen geschehen:

1. Durch Aktivierung des NF-kB (s. oben) wird der Zelltod von prakanzerbsen oder

bereits transformierten Zellen verhindert (Luo et al., 2004).

2. TNFa fordert die Tumorentstehung Uber einen Proteinkinase C- und Aktivator-

protein-1 abhangigen Signalpfad (Arnott et al., 2002).

3. TNFa wirkt als Mutagen &hnlich wie ionisierende Strahlung und fuhrt durch
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zu Schadigungen der DNA (Yan et al., 2006)
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Gleichzeitig konnte durch die Verabreichung von Antioxidantien wie Vitamin E
eine Reduktion der durch TNF-alpha induzierten genetischen Veranderungen

erreicht werden.

Passend dazu konnten bei Krebspatienten in mehreren Studien auffallig hohe TNFa-
Spiegel festgestellt werden. So fanden Gadducci und Mitarbeiter beispielsweise bei
Patientinnen mit Ovarialkarzinom erhOhte praoperative Serumspiegel fur TNFa und
|6sliche TNF-Rezeptoren, was die Frage nach einem vermehrten Auftreten des TNF2-
Allels, verbunden mit einer erhdhten TNFa-Produktion, nahelegt (Gadducci et al., 1995).
Partanen et al. konnten bei Patienten mit Asbest-assoziiertem Lungenkrebs ebenfalls

erhohte Werte fur TNFa messen (Partanen et al., 1995).

Diese Ergebnisse fiihrten dazu, dass zunehmend das Auftreten des -308-Poly-
morphismus bei Malignomen im Hinblick auf eine fragliche Haufung des TNF2-Alles
untersucht wurde. Dies ergab zum Teil Widersprichliches: Wahrend Patienten mit
Prostatakrebs in mehreren Studien auffallig oft homozygot fir TNF2 oder zumindest
heterozygot waren (Oh et al., 2000; Saenz-Lopez et al., 2008), wurden bei Brustkrebs-
Patientinnen uneinheitliche Ergebnisse erzielt. Einige Autoren konnten eine Verbindung
zwischen dem TNF2-Allel und der Erkrankung feststellen (Chouchane et al., 1997;
Mestiri et al., 2001; Vidovic, 2008), andere fanden jedoch keine nennenswerte
Korrelation (Azmy et al., 2004; de Jong et al., 2003). Chouchane et al. untersuchten den
-308-Polymorphismus neben dem Mammakarzinom auch bei Patienten mit Non-
Hodgkin-Lymphomen und anderen Tumoren und fanden dort ebenfalls eine signifikante
Haufung des TNF2-Allels (Chouchane et al., 1997). Als negativen prognostischen Faktor
bei kindlichem Burkitt-Lymphom und akuter lymphoblastischer B-Zell-Leuk&mie
bewerteten auch Seidemann et al. das Auftreten des TNFa-Polymorphismus; so zeigten
Patienten mit dem High-Producer Haplotype, gekennzeichnet durch Homozygotie fir
das Allel TNF2, deutlich 6fter eine Tumorprogression und starben haufiger vor Beginn

der Chemotherapie an ihrer Krankheit (Seidemann et al., 2005).

Fur das Zervixkarzinom konnten Stanczuk et al. keine statistische Haufung des TNF2-
homozygoten Genotyps feststellen (Stanczuk et al., 2003), wohingegen Duarte et al. ein
deutlich hoheres Krebsrisiko mit dem Auftreten des High-Producer Haplotypes
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assoziierten (Duarte et al., 2005). Auch fir das Endometriumkarzinom konnte diese

positive Assoziation beobachtet werden (Sasaki et al., 2000).

Fur das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom untersuchten Shih et al. neben dem G>A-
Polymorphismus auf Position -308 auch den auf Position -238 und fanden einen die
Krebsentstehung und Tumorprogression begunstigenden Effekt fur das A-Allel auf
Position -308 (=TNF2), wahrend das A-Allel des anderen Polymorphismus auf -238 eine
protektive Wirkung zu haben schien (Shih et al., 2006).

1.2.9 Rolle des A>G-Polymorphismus von LTa auf Position +252 bei
verschiedenen Krankheiten

Interessanterweise steht neben dem TNF2-Allel auch das High Producer Allele LTa (5.5
kB) mit dem extended MHC haplotype HLA-A1-B8-DR3-DQ2 in Verbindung und beide
treten auffallig oft gemeinsam auf. Gleiches konnte fir das TNF1-Allel und das Allel LTa
(10.5 kB) beobachtet werden. Aus diesem Grund kann man beide zusammen auch als
Haplotypen statt als einzelne Allele im Hinblick auf ihren Einfluss bei verschiedenen
Krankheiten betrachten. So definierten Warzocha et al. einen low-risk haplotype mit den
vorherrschenden Allelen TNF1 und LTa (10.5 kB) und geringer TNFa- und/oder LTa-
Produktion sowie einen high-risk haplotype, bei dem mindestens zwei der high
producer-Allele von TNF2 und/oder LTa (5.5 kB) vorhanden sind. Dabei stellten sie fest,
dass bei Patienten mit einem malignen Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) das Auftreten
mindestens zweier Allele mit hoher Produktion einen unabhangigen Risikofaktor fir das
Versagen der Ersttherapie, fur ein kiirzeres Uberleben ohne Tumorprogression und
auch fur das Gesamtuberleben darstellt, was sie zu der Annahme brachte, dass die
Fahigkeit, die Zytokinproduktion zu regulieren, anlagebedingt unterschiedlich ist und die
Entstehung sowie den Verlauf verschiedener Erkrankungen beeinflussen kann
(Warzocha et al., 1998). Dies kdnnte mit an dem Umstand liegen, dass es bei Individuen
mit einer erhéhten Produktion von TNFa und LTa zu einer chronischen Aktivierung des
Immunsystems kommt, was zu Hypalbuminamie, Andmie, Kachexie und schlechtem
Allgemeinzustand fuhrt (Tracey et al., 1988). Dies wiederum hat eine schlechtere

Therapievertraglichkeit, bis hin zum Nichtansprechen auf eine Chemotherapie
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(Kobayashi et al., 1997), sowie eine geringere Resistenz gegen die Krankheit zur Folge

und erklart so das schlechtere Outcome solcher Patienten.

Wie Warzocha et al. konnten auch andere Autoren einen negativen Einfluss einer hohen
LTa-Produktion auf den Verlauf von Non-Hodgkin-Lymphomen feststellen, so
beispielsweise Cordingley et al. und auch Seidemann und Mitarbeiter (Cordingley et al.,
1988; Seidemann et al., 2005). Auch fur andere Krankheiten konnten ein &hnlicher
Zusammenhang hergestellt werden, insbesondere bei autoimmunen Krankheiten wie
dem Morbus Crohn, der inflammatory bowel disease sowie bei der Rheumatoiden
Arthritis (Koss et al., 2000; Mulcahy et al., 1996; Wilson et al., 1995).

Zusammenfassend lassen sich zwei wichtige Punkte fe  sthalten:

1. TNFa und LTa sind in entscheidendem Mal3e an der Entstehung und dem
Voranschreiten infektidser, autoimmuner und auch maligner Erkrankungen

beteiligt und ahneln sich stark in ihrer Funktion im menschlichen Organismus.

2. Sie treten in ihrem jeweiligen Genotyp nicht unabhéngig voneinander auf,
sondern zeigen vermehrt die Existenz verschiedener Haplotypen, die eng mit

anderen ausgedehnten HLA-Haplotypen gekoppelt sind.

1.3 Die Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine kommen ubiquitar sowohl bei Pro- als auch bei Eukaryonten vor
und spielen eine wichtige Rolle beim Transport von Proteinen zwischen den
verschiedenen Zellkompartimenten, bei ihrer korrekten Faltung und der Erhaltung ihrer
Sekundarstruktur unter extremen Bedingungen. Sie werden vermehrt unter starker
thermischer Belastung oder auch bei Anwesenheit toxischer Agenzien wie Schwer-
metallen und bei ultravioletter Strahlung gebildet, um die Zelle vor diesen Einflissen zu
schitzen (Lindquist, 1986).

Entdeckt wurde die sogenannte Hitzeschockreaktion in den 1960er Jahren von Ritossa,
als man die verstarkte Transkription eines bis dahin unbekannten Proteins in Larven von
Drosophila-Fliegen beobachtete, nachdem diese mit starker Hitze konfrontiert worden
waren (Ritossa, 1962). Seitdem wurden verschiedene Hitzeschockproteine identifiziert,
die sich anhand ihres Molekulargewichtes in funf verschiedene Untergruppen einteilen
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lassen: HSP100 (100-110 kDa), HSP90 (75-96 kDa), HSP70 (66-78 kDa), HSP6O0,
HSP40 und kleine HSPs (8.5-40 kDa) (Dzaman-Serafin et al., 2005; Kazmierczuk und
Kilianska, 2009). Die mit am besten untersuchte Gruppe umfasst die Proteine der
HSP70-Familie. Diese sind die wahrscheinlich hdchstkonservierten Proteine in der
Evolution; zwischen verschiedenen Eukaryonten findet sich eine Ubereinstimmung der
Aminosauresequenzen von bis zu 78 %, zwischen dem menschlichen HSP70 und dem

von E. coli immerhin von 47 % (Hunt und Morimoto, 1985).

1.3.1 Struktur der HSP70-Gene und Proteine

Fur HSP70 existieren im menschlichen Genom multiple autosomale Genloci. Diese
konnten anhand von Zellhybrid-Analysen und tber mittels Southern Blotting detektierte
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen auf den Chromosomen 1 (Leung et al.,
1990; Voellmy et al., 1985), 5 (Fathallah et al., 1993), 6 (Goate et al., 1987; Harrison et
al., 1987; Sargent et al., 1989), 9 (Hendershot et al., 1994), 11 (Tavaria et al., 1995), 14
(Bonnycastle et al., 1994; Roux et al., 1994) und 21 (Harrison et al., 1987) lokalisiert
werden. Soweit bislang bekannt gehdren acht verschiedene Genprodukte mit einem
Molekulargewicht von 66 bis 78 kDa zur HSP70-Familie. Diese unterscheiden sich in
ihrer Aminosauresequenz, ihrem Expressionsmuster und insbesondere auch in ihrer

Lokalisation innerhalb der Zelle (Tavaria et al., 1996).

Wie Sargent et al. zeigen konnten, befinden sich die in dieser Arbeit untersuchten Loci
fur HSP70-2 und HSP70-hom auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (6p21.3) in
unmittelbarer Nahe zu den Genen der HLA-Klasse Il des MHC, genauer gesagt
zwischen den Genen des Komplementsystems, 92 Kilobasenpaare telomerisch zum C2-
Gen, und denen der TNF-Familie (Sargent et al., 1989). Ein dritter Locus, HSP70-1, liegt
ebenfalls im diesem Bereich. Milner und Campbell fanden heraus, dass dieses Gen flr
das gleiche, durch Hitze induzierbare Protein kodiert wie das HSP70-2-Gen (Milner und

Campbell, 1990). Alle drei Gene weisen keinerlei Introns auf.

Die Proteine HSP70-2 und HSP70-hom &hneln sich in hohem Maf3e in ihrer Struktur und
auch in ihrer Funktion in der Zelle. Jedes Protein weist drei Doméanen auf. Eine N-
terminale Domane mit ATPase-Funktion bindet ATP und hydrolisiert es zu ADP, was zu

Konformationsanderungen der beiden anderen Domanen fiihrt. Diese bestehen in einer
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Substrat-bindenden Region, die die Chaperonfunktion des HSP vermittelt, und einer C-
terminalen Domane, welche als eine Art ,Abdeckung* fur die Protein-bindende Domane
dient (Daugaard et al., 2007b; Sarto et al., 2000). Wahrend allerdings die Expression
von HSP70-2 verstérkt in Folge eines Hitzeschocks beobachtet wird, scheint das 4 kB
telomerisch dazu liegende Gen HSP70-hom dauerhaft auf einem niedrigen Level und
unabhéngig von thermischer Belastung exprimiert zu werden (Milner und Campbell,
1990).

1.3.2 Polymorphismen von HSP70-2 und HSP70-hom

Goate et al. identifizierten 1987 Uber Verwendung des Restriktionsenzyms Pstl einen
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus im Bereich des HSP70-2-Gens und konnten
diesen auf dem Chromosom 6 lokalisieren (Goate et al., 1987). Funf Jahre spéater
konnten Milner und Campbell zeigen, dass der Verlust einer Schnittstelle fur dieses
Enzym durch eine G>A-Transition auf Position 1267 des HSP70-2-Gens zustande
kommt. Es handelt sich dabei um eine stille Mutation (Milner und Campbell, 1992).
Zwei weitere Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen des HSP70-2-Genlocus finden
sich an den Positionen 145 und 2074, wobei letzterer wie der Polymorphismus bei 1267
zwar in der kodierenden Region liegt, aber trotzdem eine stille Mutation darstellt
(Favatier et al., 1997).

Fur das HSP70-hom-Gen konnten bisher zwei RFLPs nachgewiesen werden: Der erste
befindet sich an Position 1097 und entspricht erneut einer stillen Mutation. Der zweite
Polymorphismus an Position 2437 hingegen liegt im Bereich einer Schnittstelle fir die
Restriktionsendonuklease Ncol und hat den Austausch der Aminosaure Methionin
gegen Threonin an Position 493 des fertigen Proteins zur Folge. Pociot et al. stellten die
Vermutung auf, dass durch diesen Austausch einer hydrophoben gegen eine neutrale
Aminosaure eine Veranderung in der spezifischen Peptidbindungsfahigkeit des HSP70-
hom-Molekils hervorgerufen werden kénnte (Pociot et al., 1993).

1.3.3 Rolle der HSP70-Polymorphismen bei der Entstehung von Malignomen
Neben ihrer Aufgabe, Proteine der Zelle gegen Schadigungen zu schitzen, haben

Hitzeschockproteine auch eine Bedeutung fur das Immunsystem: Sie sind an der
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Antigenprasentation fur T-Lymphozyten beteiligt und vermitteln tGber eine Chaperon-
Funktion fur von Tumorzellen stammende Antigene die Bekampfung des Tumors durch

zytotoxische T-Zellen (Suto und Srivastava, 1995).

Im Gegensatz zu dieser antitumordsen Funktion deuten mehrere Studien daraufhin,
dass HSP70 auch eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von Malignomen zu haben
scheint, indem es in regulatorische Prozesse eingreift oder die gegen den Tumor
gerichtete Immunitat hemmt (Ciocca et al., 1993; Davidoff et al., 1992; Gress et al.,
1994; Schiaffonati et al., 1991). Dies kann beispielsweise geschehen, indem auf
Tumorzellen exprimiertes HSP70 zu einer geringeren Angreifbarkeit derselben durch
Makrophagen fiuhrt (Jaattela und Wissing, 1993). Auch scheint HSP70 bestimmte
Tumorzellen vor der durch TNF-vermittelten Zytotoxizitat zu schitzen (Jaattela, 1993).
In Ubereinstimmung dazu konnte eine Expression von HSP70-1 in zahlreichen malignen
Tumoren gezeigt werden und es scheint, zumindest fir das Mammakarzinom, auch eine
Korrelation zwischen einer erhdohten HSP70-1-Expression und einer verstarkten
Zellproliferation, einer schlechten Differenzierung, einem Auftreten von Lymphknoten-
metastasen und einem schlechten therapeutischen Outcome zu geben (Ciocca et al.,
1993; Lazaris et al.,, 1997; Vargas-Roig et al., 1997; Vargas-Roig et al., 1998). Eine
erhohte Expression bei Fallen von Brustkrebs konnte auch fiur HSP70-2 gezeigt werden
(Melendez et al., 2006; Rohde et al., 2005). Dieses scheint das Wachstum und das
Uberleben von Krebszellen zu steigern (Daugaard et al., 2007a). Eine Uberexpression
von HSP70 konnte zudem fir das Magenkarzinom (Isomoto et al., 2003), fur
Lungenkrebs (Bonay et al., 1994), fir das Endometriumkarzinom, zusammen mit dem
Proto-Onkogen c-myc, (Abd el All et al., 1998) und auch fir maligne Kolorektal- und
Pankreastumoren (Gress et al., 1994; Lazaris et al., 1995) gezeigt werden.
Chouchane und Mitarbeiter beschéftigten sich im Hinblick auf diese Beobachtungen mit
der Frage, inwieweit sich verschiedene Phanotypen von HSP70 auf das Tumor-
verhalten auswirken, und untersuchten die oben beschriebenen Polymorphismen von
HSP70-2 an Position 1267 und von HSP70-hom an Position 2437 fur Non-Hodgkin-
Lymphome und das Mammakarzinom. Sie konnten eine signifikante Korrelation
zwischen einem homozygoten Genotyp fur das mutierte Allel von HSP70-2 und dem
Risiko fur die Entwicklung eines Non-Hodgkin-Lymphoms und Mammakarzinoms

zeigen. Gleiches gilt fir den HSP70-hom-Polymorphismus (Chouchane et al., 1997). Die



32

gleiche auffallige Haufung des homozygoten Genotyps fir das P2-Allel von HSP70-2
zeigte sich bei Patienten mit Nasopharynxkarzinom und konnte ein Marker fur ein

erhohtes Erkrankungsrisiko sein (Jalbout et al., 2003).

1.4 RAGE

Im Jahre 1992 beschrieben Neeper und Mitarbeiter die genaue Struktur eines Rezeptors
fir sogenannte ,advanced glycosylation end products of proteins®, abgekurt ,AGES",
was so viel bedeutet wie ,fortgeschrittene Stoffwechselendprodukte der Glykosilierung®.
Dabei handelt es sich um nicht-enzymatisch glykosilierte Proteine, welche mit
zunehmender Alterung des Organismus und in besonders hohem Mal3e beim Diabetes
mellitus in Folge der Hyperglykdmie an den Endothelzellen der Gefal3e und im
Bindegewebe akkumulieren. Dies geschieht Gber die Bindung dieser Proteine an ein 35
kD-messendes Polypeptid auf der Oberflache der Endothelzellen, welches folglich als
RAGE (receptor for advanced glycosylation end products) bezeichnet wurde (Neeper et
al.,, 1992). Neben Endothelzellen weisen auch zahlreiche andere Zellen eine unter
normalen Umstanden niedrige Dichte dieser Rezeptoren auf, so zum Beispiel
Monozyten/Makrophagen, Mesangiumzellen oder Neurone (Brett et al., 1993). Man
nimmt an, dass das vermehrte Auftreten von AGEs als Folge der Hyperglykdmie beim
Diabetes mellitus der zentrale Mechanismus fir die Entstehung der zahlreichen

Gefallkomplikationen sein konnte (Brownlee, 1994; Vlassara, 2001).

1.4.1 Struktur des Gens und Proteins

Das Gen fur RAGE liegt, wie auch die weiter oben beschriebenen Gene, im Bereich der
HLA-Klasse llI-Region des Major Histocompatibility Complex auf Chromosom 6p21.3,
hat eine Lange von ca. 3000 bp inklusive der Promotorregion und beinhaltet neben 11
Exons auch 10 Introns (Sugaya et al., 1994). Das fertige RAGE-Protein besteht aus 404
Aminosauren, welche durch einen 19 Aminosauren langen transmembranaren Abschnitt
in einen extra- (321 Aminosauren) und einen intrazellular liegenden Abschnitt (41
Aminosauren) geteilt werden. Der extrazellulare Anteil gliedert sich in insgesamt drei
Domanen auf und zeigt eine groRe Ahnlichkeit mit Immunglobulinen wie dem CD20.
Folglich wird RAGE zur Superfamilie der Immunglobulin-Rezeptoren gezahlt.
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Uber die im Zytosol befindliche Domane wird die Signaltransduktion vermittelt (Huttunen
et al.,, 1999; Neeper et al., 1992). Im Komplex mit einem Laktoferrin-dhnlichen
Polypeptid vermittelt RAGE die Bindung, Aufnahme und Transzytose der AGESs in
subendotheliale Schichten (Schmidt et al., 1994). Durch alternatives Splicing kdnnen
aber auch andere Isoformen entstehen. Bisher wurden neben dem vollstdndigen
Rezeptor funf weitere in verschiedenen Geweben wie der Lunge, den Nieren und dem
Gehirn identifiziert. lhnen allen fehlt der transmembranére Teil des Proteins, weshalb
man annimmt, dass sie von den Zellen sezerniert werden. Auf Grund dessen werden sie
auch als sRAGE (soluble RAGE) oder esRAGE (endogenous secretory RAGE)
bezeichnet (Yonekura et al., 2003). Im Organismus kann sRAGE zirkulierende Liganden
abfangen und so deren nachteilige Wirkungen verhindern oder umkehren (Hanford et
al., 2004).

1.4.2 Auftreten von RAGE im Organismus und Funktion bei Krankheiten

Unter normalen Umstanden wird RAGE in geringer Dichte in vielen Geweben exprimiert,
bindet dort kleine Mengen von AGEs und ermdglicht so deren Abbau. Zirkulieren nun
aber vermehrt AGEs im Kreislauf, so kommt es zu einer Veranderung der
Extrazellularmatrix und der vaskularen Struktur, durch Quervernetzung von Proteinen
wie z.B. dem Kollagen oder Proteinen der Basalmembran werden Gefaf3lumina
sukzessive verengt und GefaBwande zunehmend versteift. Auch die Aktivitat diverser
Enzyme wird vermindert (Brownlee, 1995; Hudson et al., 1998). Gleichzeitig nimmt die
Anzahl der Rezeptoren zu: Bei Patienten mit Diabetes mellitus konnte in athero-
sklerotischen Lasionen eine vermehrte Dichte von RAGE festgestellt werden (Basta,
2008; Schmidt et al., 2001). Uber die Bindung an den Rezeptor entfalten die AGEs ganz
spezifische, bisweilen negative Wirkungen. Gleiches gilt im Ubrigen auch fir andere
Proteine wie beispielsweise das S100b, welches vermehrt von Entziindungszellen
freigesetzt wird (Hofmann et al., 1999a) und eine Rolle spielt bei rheumatischen
Erkrankungen und der Multiplen Sklerose (Yan et al., 2003), fur das Amyloidprotein-£,
welches sich gehauft im Gehirn von Patienten mit Alzheimer-Demenz findet (Yan et al.,
1996), oder auch fur das Polypeptid Amphoterin, welches wahrend der Hirnentwicklung
exprimiert wird und entscheidend fur Wachstum und die Aussprossung kortikaler
Neurone ist (Hori et al., 1995; Parkkinen et al., 1993; Taguchi et al., 2000). Auch diese
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genannten Proteine kdnnen als Liganden von RAGE fungieren. Man nimmt an, dass
nach Bindung eines der Liganden an RAGE oxidativer Stress in der Zelle induziert und
Uber eine Freisetzung von Sauerstoffmolekilen letztlich auch der nukleare Faktor
kappa-B (NF-kB), ein Transkriptionsfaktor, aktiviert wird (Bierhaus et al., 2001). Passend
dazu konnte bei Erkrankungen, fir die eine ursachliche Verknipfung mit oxidativem
Stress nachgewiesen wurde (z.B. Atherosklerose (Barnes und Karin, 1997; Brand et al.,
1996; Collins, 1993; Ruef et al., 1999), Diabetes mellitus (Baynes, 1991; Giugliano et al.,
1996; Nishikawa et al., 2000) oder M. Alzheimer (Huttunen et al., 1999; Munch et al.,
1998; Nunomura et al., 1999; Yan et al., 1995)), auch eine enge Assoziation mit dem
NF-kB-Pfad gezeigt werden. So fand sich bei Patienten mit atherosklerotischen Plaques
und Diabetes aktivierter NF-kB (Brand et al., 1996; Collins, 1993; Hofmann et al.,
1999Db).

Der NF-kB ist, wie oben beschrieben wurde, in hohem MaRe an entzindlichen
Geschehen, der Immunabwehr und an der Regulation des Zellzyklus beteiligt. Durch ihn
vermittelt kommt es zur Freisetzung von Zytokinen wie dem Interferon-gamma oder
TNFa und von Wachstumsfaktoren, z.B. dem Platelet-derived growth factor (PDGF).
Auch nimmt die Gefal3permeabilitat zu (Bierhaus et al., 1998; Kislinger et al., 1999; Yan
et al., 1994). Interessanterweise wird der NF-kB durch Liganden, die an RAGE binden,
unter Umstanden fur l&anger als eine Woche aktiviert, wahrend andere Rezeptoren, zum
Beispiel der oben erwéhnte TNF-Rezeptor, dies nur fir wenige Stunden vermdgen
(Bierhaus et al., 1995). Umgekehrt wird die Expression von RAGE durch den NF-«B
hochreguliert. Passend hierzu fanden Li et al. im Promotorbereich des RAGE-Gens

zwei NF-kB-responsive Elemente, die dies vermitteln kdnnten (Li und Schmidt, 1997).

Als Folge einer dauerhaft erhohten Konzentration von Liganden, z.B. den AGEs bei
Diabetes oder des Amyloid-B beim Morbus Alzheimer, wird so ein positiver Feedback-
Mechanismus in Gang setzt, der letztlich zu einer chronischen Entziindung fiihrt und sie
unterhalt (Bierhaus et al., 2001). In Ubereinstimmung damit fand sich bei Diabetikern in
der Retina, im Mesangium der Niere sowie in den Wéanden der Aorta eine vermehrte
Expression von RAGE (Ritthaler et al., 1995; Soulis et al., 1997). Daraus resultieren
eine irreversible Schadigung der Mikro- und Makrovaskularisation mit Organschaden bis
hin zum Organversagen. Dieser Prozess wird zusatzlich durch eine Uber RAGE
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transduzierte prokoagulatorische Wirkung gefordert (Bierhaus et al., 1997; Yamagishi et
al.,, 1998). Auch werden in der Folge Monozyten in Regionen erhdhter AGE-
Konzentrationen gelockt und fihren einmal mehr zu einer endothelialen Dysfunktion und

fordern das entziindliche Geschehen (Schmidt et al., 1993).

Fur sRAGE bzw. esRAGE konnte in vitro und in Tierversuchen herausgefunden werden,
dass sie in der Lage sind, negative, RAGE-vermittelte Effekte zu verhindern. Diese
protektive Wirkung konnte gezeigt werden fur die Atherosklerose und verzdgerte
Wundheilung bei Diabetikern (Goova et al., 2001; Park et al., 1998; Wear-Maggitti et al.,
2004), fur die Penetration von Amyloid-B-Protein durch die Blut-Hirn-Schranke, welche
eine grofRe Bedeutung fur die Alzheimersche Krankheit hat (Deane et al., 2003), und
auch fur Tumorzellmigration und -invasion (Taguchi et al., 2000). In Ubereinstimmung
damit wurden bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit (Falcone et al., 2005b),
arterieller Hypertension (Geroldi et al.,, 2005) und Komplikationen in Folge eines
Diabetes mellitus (Katakami et al., 2005; Yonekura et al., 2005) erniedrigte Spiegel des
SRAGE gefunden. Bei Patienten mit stark verminderter Nierenfunktion, beispielsweise
bei einem Patientenkollektiv, welches regelméaliiger einer Hamodialyse bedarf, lie3en
sich im Gegensatz dazu erhohte Werte fir SRAGE gemessen werden — trotz ihres
erhohten kardiovaskularen Risikos (Kalousova et al., 2007). Dies legt die Vermutung
nahe, dass sRAGE die renale Funktion Uber einen bisher unbekannten Mechanismus

beeinflussen kdnnte (Kalousova et al., 2006).

1.4.3 RAGE und Krebs

Kang et al. fanden heraus, dass eine Uberexpression von RAGE in Tumorzellen zu
einer gesteigerten Tumorzellvariabilitat fuhrt und Uber einen p53-abhéngigen Signalpfad
in Mitochondrien die Apoptoserate vermindert. Dies verdeutlicht die enge Verbindung
zwischen Entziindungsmediatoren in der Tumorumgebung und einer Resistenz gegen-
Uber dem programmierten Zelltod (Kang et al., 2009). Auch bei der Entstehung von
Malignomen und der Ausbreitung von Metastasen spielt die vermehrte Expression von
RAGE eine Rolle. Kuniyasu et al. konnten zeigen, dass die invasive und metastatische
Aktivitat von Magenkarzinomen eng assoziiert ist mit der Expression von RAGE.

Insbesondere gering differenzierte Adenokarzinome des Magens waren positiv fir den
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Rezeptor (Kuniyasu et al., 2002). Abe et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen
RAGE und dem malignen Melanom. Sie fanden RAGE im Zytoplasma von Melanom-
zellen und auch im Tumorbett, wahrend es sich in gesunder Haut kaum detektieren liel3.
Zudem konnten sie zeigen, dass verschiedene AGEs in der Lage sind, das Wachstum
und die Ausbreitung von Melanomzellen zu férdern, und stellten im Tierversuch mit
Mausen fest, dass es unter Behandlung mit neutralisierenden RAGE-Antikdrpern zu
einer geringeren Rate an pulmonalen Metastasen und zu einem verlangerten Uberleben
kam (Abe et al., 2004).

Angesichts der Bedeutung von Amphoterin bei der Aussprossung der Axone im Gehirn
und seiner Co-Lokalisation mit RAGE am Ende der Neuriten untersuchten Taguchi et
al., inwieweit beide die Migration von Zellen und so auch eine Tumorinvasion
beeinflussen und beglnstigen. Sie zeigten, dass bei Mausen eine Blockade von RAGE
+/- Amphoterin das Wachstum und die Metastasenentstehung sowohl bei implantierten
Tumoren als auch bei spontan neu entstandenen Tumoren hemmt (Taguchi et al.,
2000). Jedoch scheint eine erhohte RAGE-Expression nicht bei allen malignen Tumoren
vorzukommen. So konnte z.B. erst kurzlich in einer Studie mit Mammakarzinom-
patientinnen keine Assoziation nachgewiesen werden (Hashemi et al., 2012). Und nicht
nur das, es scheint sogar im Gegensatz zu seiner beschriebenen Funktion als Induktor
von Tumorwachstum und maligner Transformation in manchen Geweben sogar in
kontrarer Weise zu wirken, so z.B. in der Lunge: Wahrend RAGE in gesundem
Lungengewebe, insbesondere am Alveolarepithel, in hohem Mal3e exprimiert wird, findet
sich bei Lungenkarzinomen eine signifikante Reduktion der Rezeptordichte (Schraml et
al.,, 1997), was zu der Vermutung fuhrt, dass RAGE in diesem Fall eine Tumor-
supprimierende Funktion haben kénnte. Passend dazu konnten im Tierversuch bei einer
Re-Expression von RAGE in Tumorzellen der Lunge eine Reduktion der Proliferations-
rate sowie ein gehemmtes Tumorwachstum beobachtet werden (Bartling et al., 2006;
Bartling et al., 2005; Kobayashi et al., 2007).

Diese gewebespezifischen Unterschiede in der Funktion und Wirkung von RAGE lassen
vermuten, dass der Rezeptor in Geweben, in welchen er, wie in der Lunge, auch unter
normalen Umstanden in hohem Male exprimiert wird, Tumor-supprimierende Eigen-

schaften haben koénnte, in den anderen Geweben, die normalerweise nur eine geringe
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RAGE-Dichte aufweisen und wo seine Expression induzierbar ist, jedoch eine das
Tumorwachstum fordernde (Riehl et al., 2009). Auch kann man Uberlegen, ob eine
Hemmung von RAGE oder seiner Liganden in Zukunft eine Bedeutung flir die Krebs-

therapie haben konnte.

1.4.4 Polymorphismen von RAGE und ihre Bedeutung

Ungefahr 30 Polymorphismen im Bereich des RAGE-Gens wurden bisher beschrieben,
die meisten von ihnen bestehen in Einzelbasenpolymorphismen (Hudson et al., 2001).
Auf Grund der oben genannten Beobachtungen wurde im Rahmen mehrerer Studien der
Einfluss verschiedener Polymorphismen im RAGE-Gen auf die Expression des
Rezeptors untersucht und geschaut, inwieweit sich diese auf die vaskularen
Komplikationen und Spéatfolgen des Diabetes mellitus, zu denen die diabetische
Retinopathie, Nephropathie und Neuropathie gehoéren, und auch auf andere

Erkrankungen auswirken.

Der in dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus befindet sich an Position -429 in der
Promotorregion des Gens und zeichnet sich durch einen Austausch der Base Thymin
(T) gegen Cytosin (C) aus (Hudson et al., 2001). Wie Laki et al. zeigen konnten, scheint
das C-Allel dieses Polymorphismus Teil des 8.1. Ancestral Haplotypes zu sein, zu dem
unter anderem auch das TNF2-Allel gehort (Laki et al., 2007). Dieser Haplotyp konnte in
zahlreichen Studien mit immunpathologischen Storungen und Autoimmunerkrankungen
wie dem Diabetes mellitus Typ | in Verbindung gebracht werden (Candore et al., 2002,;
Price et al., 1999). Andere gut untersuchte Polymorphismen sind auch die an Position
1704 G>T und 2184 A>G, welche sich beide in einem Intron des RAGE-Gens befinden,
sowie der T>A-Polymorphismus an Position -374 des Promotors. Hudson et al. fanden
eine vermehrte Pravalenz des C-Allels des -429-Polymorphismus bei Typ-lI-Diabetes-
Patienten mit Retinopathie. Zudem konnten sie in vitro fir das -429C-Allel sowie fir das
mutierte Allel eines Einzelbasenpolymorphismus‘ an Position -374 (T>A) und eine 63
bp-Deletion (-407 bis -345) eine erhdhte Transkriptionsaktivitdt fir RAGE nachweisen
(Hudson et al., 2001).

Im Unterschied dazu konnten Globoc¢nik-Petrovi¢ und Mitarbeiter diese Beobachtung

nicht bestéatigen: Sie fanden bei einem Patientenkollektiv aus Typ-Il-Diabetikern keine
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Unterschiede in den Genotypverteilungen der -429-T/C- und -374-T/A-Polymorphismen
zwischen Patienten mit und ohne diabetischer Retinopathie (Globocnik Petrovic et al.,
2003). Das -429 C-Allel konnte in einer anderen Studie mit einem hdheren Risiko fur
eine diabetische Nephropathie in Verbindung gebracht werden (Kankova et al., 2005),
wahrend das gleiche Allel sowie das -374 A-Allel beim Myokardinfarkt und Schlaganfall
einen protektiven Effekt zu haben schienen (Zee et al., 2006). Bei den Polymorphismen
1704 G>T und 2184 A>G konnte eine Assoziation mit dem Vorkommen von Anti-
oxidantien bei Patienten mit nicht-insulinabhangigem Diabetes mellitus festgestellt

werden (Kankova et al., 2001).

Beim T>A-Polymorphismus an Position -374 ergaben sich widersprtchliche Ergebnisse:
Wahrend Petterson-Fernholm et al. den fiir das A-Allel homozygoten Genotyp bei Typ-I-
Diabetikern mit einem selteneren Auftreten von Koronarer Herzkrankheit (KHK), akutem
Myokardinfarkt und peripherer arterieller Verschlusskrankheit in Verbindung brachten
(Pettersson-Fernholm et al., 2003), war dieser Genotyp bei Patienten mit gestorter
Glukosetoleranz oder Diabetes mellitus Typ Il in der Studie von Engelen et al. mit einem
schlechteren arteriellen Blutdruck und vermehrter Arteriosklerose assoziiert (Engelen et
al., 2010). Nicht-Diabetiker mit AA-Genotyp wiesen ein geringeres Risiko fur eine KHK
auf (Engelen et al., 2010; Falcone et al., 2005a; Falcone et al., 2004).

Als Grunde fir die uneinheitlichen und zum Teil widersprichlichen Ergebnisse der
verschiedenen Studien kann man zum einen die unterschiedlichen GréRen der
untersuchten Patientenkollektive und die verschiedenen Ethnizitdten anfihren, man
kann auch mutmafien, dass sich die verschiedenen RAGE-Polymorphismen anders
auswirken je nach dem Status des Glukosemetabolismus (Engelen et al., 2010).
Kalousové et al. konnten auch fir SRAGE einen Einfluss von Polymorphismen auf die
Expression zeigen: Sowohl bei Homozygotie fur das C-Allel des -479-Polymorphismus
als auch fur das (veranderte) G-Allel eines Polymorphismus an Position 2184 konnten

sie die hochsten sSRAGE-Spiegel messen (Kalousova et al., 2007).
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1.5 Das Ovarialkarzinom

1.5.1 Epidemiologische Daten

Die Inzidenz maligner Ovarialtumoren steht in Deutschland an fiinfter Stelle aller
weiblichen Malignome; 4,7 % aller bosartigen Neubildungen bei Frauen entfallen auf
solche der Eierstocke. Somit stellen maligne Tumoren des Ovars die zweithaufigsten
bosartigen Genitaltumoren der Frau dar (Robert-Koch-Institut, 2008; Tumorzentrum,
2007). Die Erkrankungsrate ist dabei im Verlauf der letzten 20 Jahre in Deutschland wie

auch in Nordamerika weitgehend konstant geblieben (Horner MJ, 2009)

Das mediane Erkrankungsalter wird von verschiedenen Autoren unterschiedlich
angegeben und liegt im Bereich von 58 bis 68 Jahren (Kiechle, 2007; Robert-Koch-
Institut, 2008; Runnebaum B, 1998). Insgesamt zeigt die Erkrankungs-
wahrscheinlichkeit eine positive Korrelation mit dem Alter der Frau (Tortolero-Luna und
Mitchell, 1995), es findet sich ein deutlicher Anstieg der Erkrankungen nach der
Menopause. Daruber hinaus scheinen auch geographische Faktoren eine Rolle zu
spielen. So finden sich in hochentwickelten Industriestaaten wie den skandinavischen
und westeuropaischen Landern sowie in den USA deutlich héhere Inzidenzraten als in

den Landern Afrikas und Asiens (Nguyen et al., 1993).

Ungefahr 75 % aller Ovarialkarzinome werden auf Grund mangelnder Fritherkennungs-
methoden und zu Beginn meist fehlender Symptomatik erst in den klinischen FIGO-
Stadien 1ll und IV diagnostiziert (Kiechle, 2007), entsprechend schlecht sind die 5-
Jahres-Uberlebensraten, welche, je nach Stadium, nur bei 23,8 % (Stadium I1l) bzw.
11,6 % (Stadium 1V) liegen (Nguyen et al., 1993). Damit ist das Ovarialkarzinom das am
haufigsten zum Tode fihrende gynakologische Malignom (Welsh et al., 2001).

1.5.2 Pathogenese und Risikofaktoren

Die Mehrzahl der priméren Ovarialtumoren entsteht im Bereich des Z6lomepithels auf
der ovariellen Oberflache. Man nimmt an, dass kleine Einschlusszysten, die aus Ein-
stilpungen des Epithels infolge wiederholter Ovulationen entstehen, den Ursprung
darstellen (Powell et al., 1992). Eine Entwicklung Uber benigne und Borderline-Formen

wurde beschrieben (Puls et al., 1992).
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Nachgewiesene Risikofaktoren fur die Entstehung eines Ovarialkarzinoms sind somit
neben einer positiven Familienanamnese und dem ansteigenden Lebensalter
insbesondere Nulligraviditat und dauerhaft ovulatorische Zyklen. Durch die wiederholte
Traumatisierung und nachfolgende Regenerierung des ovariellen Oberflachenepithels
haufen sich Mutationen in den Epithelzellen an, welche die Tumorentstehung
beglnstigen (Fathalla, 1971; Smith und Xu, 2008). Zugleich werden im Rahmen der
Ovulation Zytokine und proteolytische Enzyme freigesetzt, ahnlich wie bei einer
Entzindung. Dies tragt zur Entstehung entarteter Zellen bei (Ness und Cottreau, 1999).
Cramer und Welch etablierten dariber hinaus die Gonadotropin-Hypothese, nach
welcher die nach der Menopause dauerhaft erhohten Gonadotropine zu einer
Stimulation und Transformation der ovariellen Epithelzellen fiihren (Cramer und Welch,
1983). Auch wurde ein maskuliner Fettverteilungstyp mit einer Waist-to-Hip-Ratio von
>0,801 mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko assoziiert. Dies liegt moglicherweise an
der vermehrten Umwandlung von Androgenen im Fettgewebe (Delort et al., 2009).
Im Gegensatz dazu scheinen sich die mehrjahrige Einnahme oraler Antikontrazeptiva
sowie Schwangerschaften, insbesondere vor dem 25. Lebensjahr, protektiv auszuwirken
(Greene et al., 1984; Lurie et al., 2007; Walker et al., 2002).

1.5.3 Atiologie des sporadischen Ovarialkarzinoms

Ungefahr 90 % der Ovarialkarzinome treten sporadisch auf. Inzwischen konnten
mehrere Gene identifiziert werden, im Bereich derer Mutationen zur Entstehung und
dem Fortschreiten der Erkrankung beizutragen scheinen. Auf drei von ihnen mdchte ich
nachfolgend kurz eingehen. Zum einen fand man insbesondere in muzinésen Tumoren
Mutationen des K-ras-Onkogens, welche zu einem frihen Zeitpunkt in der
Tumorentstehung stattfinden (Cuatrecasas et al., 1997; Enomoto et al., 1991). Darlber
hinaus wurde bei 10-50 % der Ovarialkarzinome die Amplifikation und als Folge davon
eine Uberexpression des c-erb B-2- Protoonkogens (syn. Her-2/neu) gefunden. Dieses
kodiert fur ein Glykoprotein der Zelloberflache, welches homolog zum epidermal growth
factor receptor (EGFR) ist; Verdnderungen sind mit einer schlechteren Prognose und
geringeren Uberlebensraten assoziiert (Berchuck et al., 1990; Rubin et al., 1996;
Slamon et al., 1989).
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Das Tumorsuppressorgen p53 (Chromosom 17p13.1) kodiert ein fir die Regulation der
Zellteilung wichtiges Protein. Es wird unter normalen Umstanden aktiviert, wenn DNA-
Schaden in der Zelle erkannt wurden, und leitet die Apoptose der Zelle ein. Man findet
Mutationen oder Allelverluste bei 60 % aller menschlichen Tumoren und h&ufig auch
beim Ovarialkarzinom (Frank et al., 1994; McManus et al., 1994; Milner et al., 1993).
Manche Studien zeigen eine Korrelation der Veranderungen mit fortgeschrittenen
Stadien der Erkrankung (Niwa et al., 1994), andere wiederum sehen sie als eher frihe
Ereignisse an (Kupryjanczyk et al., 1994). Bei Frauen ohne p53-Veranderungen im
Tumor konnte eine ginstigere Prognose verzeichnet werden (Wen et al.,, 1999). Von
Bedeutung kénnten Mutationen des p53-Gens insbesondere flr die Therapie sein, da
sie offenbar Tumorzellen resistent machen gegeniber Apoptose-induzierenden Chemo-
therapeutika (Shelling, 1997). Dies muss aber noch im Rahmen weiterer Studien

erforscht werden.

1.5.4 Atiologie des hereditaren Ovarialkarzinoms
Bei den hereditaren Ovarialkarzinomen, die ca. 10 % der Ovarialkarzinome ausmachen,

unterscheidet man drei Manifestationsformen (Bewtra et al., 1992):
1. eine auf das Ovar beschrankte Form (10-15 %)

2. das Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndrom, bei dem beide Krebsarten vermehrt

und z.T. in Kombination auftreten (65-75 %) und

3. Ovarialkarzinome, die mit dem gehauften Auftreten von kolorektalen und
endometrialen Karzinomen assoziiert sind (Syndrom des hereditdren non-

polypdsen kolorektalen Karzinoms = HNPCC, syn. Lynch-Syndrom; 10-15 %).

Man vermutet dann ein Mamma-/Ovarialkarzinom-Syndrom, wenn mindestens funf Falle
von Brust- oder Eierstockkrebs bei erst- oder zweitgradig Verwandten auftreten (Easton
et al., 1995) oder sich alternativ mindestens drei Falle mit Manifestation vor dem 60.
Lebensjahr finden (Narod et al., 1995). Zu Grunde liegt den beiden erstgenannten
Formen bei ca. zwei Dritteln der Falle eine Mutation im breast cancer susceptibility gene
1 (BRCAL1, lokalisiert bei 17q12-21) oder breast cancer susceptibility gene 2 (BRCAZ2,
lokalisiert bei 13g12-13). Beide, BRCA1 und 2, fungieren bei Patienten betroffener
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Familien als klassische Tumorsuppressor-gene. Normalerweise sind sie wichtige Co-
Faktoren der Rad 51-abhangigen Reparatur von DNA-Doppelstrang-Briichen (Scully et
al., 1997; Sharan et al., 1997). Man macht Keimbahnmutationen im BRCA1-Locus, die
autosomal-dominant vererbt werden, fir anndhernd 80 % der hereditaren
Ovarialkarzinome im Rahmen des familiarem Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndrom
verantwortlich (Boyd und Rubin, 1997). Die Penetranz solcher Mutationen ist bei BRCA1
mit rund 95 % extrem hoch; dies entspricht einem kumulativen Erkrankungsrisiko von 63
% fur ein Ovarialkarzinom bis zum Alter von 70 Jahren (Easton et al., 1995). Zum
Vergleich: In der Normalbevdlkerung liegt das Risiko bei 1-2 %. Im Gegensatz dazu
werden Mutationen im Bereich des BRCA2 seltener mit Ovarialkarzinomen assoziiert;
dagegen finden sie sich haufiger bei Fallen von familiarem Brustkrebs, insbesondere bei
dem des méannlichen Geschlechts. Interessanterweise haben Tragerinnen einer BRCA1-
Mutation trotz eines im Mittel zehn Jahre friheren Auftretens eine bessere Prognose als
Patientinnen mit einem sporadischen Ovarialkarzinom (Rubin et al.,, 1996).
Da auch bei 40-75 % der sporadischen Ovarialkarzinome somatische Allelverluste im
Bereich von 17q gefunden wurden, wird diskutiert, oo BRCA1 auch in diesen Fallen eine
Rolle als Tumorsuppressorgen spielen kénnte (Russell et al., 1990; Saito et al., 1993).
Weil aber Mutationen im Bereich von BRCAL1 bei sporadischen Karzinomen eher selten
anzutreffen sind, nimmt man an, dass es auf dem gleichen Chromosom noch andere
Gene geben konnte, die zur Entstehung eines Ovarialkarzinoms beitragen (Jacobs et
al., 1993; Kirchweger et al., 1994). Gleiches gilt fir den Bereich 13g und BRCA2 (Foster
et al., 1996; Kim et al., 1994).

Das Syndrom des hereditdren non-polypésen kolorektalen Karzinoms (HNPCC) wird
autosomal-dominant vererbt und ist charakterisiert durch das Auftreten eines kolo-
rektalen oder endometralen Karzinoms bei drei oder mehr erstgradig Verwandten,
wovon bei mindestens Zweien ein kolorektales Karzinom vor dem 50. Lebensjahr
diagnostiziert worden sein muss (Lynch et al., 1993). In den betroffenen Familien kommt
es gehauft zur Entstehung von Malignomen im gesamten Gastrointestinaltrakt, in den
oberen Harnwegen und in den Ovarien; das Risiko fur letzteres ist um das 3,5fache
gegenuber der Normalbevdlkerung erhdht (Bewtra et al., 1992; Watson und Lynch,
1993), was einem Lebenszeitrisiko von 10-12 % entspricht (Aarnio et al., 1999; Dunlop
et al., 1997).
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Verantwortlich fir das HNPCC-Syndrom ist ein Defekt in einem von vier Genen, welche
fur sogenannte DNA mismatch repair — Proteine kodieren (Bronner et al., 1994; Fishel et
al., 1994; Leach et al., 1993; Nicolaides et al., 1994; Papadopoulos et al., 1994):

hMSH2 (Chromosom 2p)

h MLH1 (Chromosom 3p)

hPMS1 (Chromosom 2q)

hPMS2 (Chromosom 7p)

Die Gene MHS2 und MLH1 sind in mehr als 90 % der Félle betroffen. Die Defekte
haben zur Folge, dass Fehler, die wéhrend der DNA-Replikation auftreten, nicht mehr
korrigiert werden, was zu genetischer Instabilitdt in den betroffenen Zellen fihrt
(Aaltonen et al., 1993; Risinger et al., 1993).

1.5.5 Klassifikation und klinische Stadieneinteilung

Das Ovarialkarzinom kann nach verschiedenen Gesichtspunkten klassifiziert werden.
Eine Einteilung nach der Histologie aller Ovarialtumoren wurde durch die WHO realisiert
(Scully RE, 1999; Tavassoli FA, 2003). Sie nennt insgesamt 13 Gruppen maligner und

potenziell maligner Tumoren, die drei wichtigsten sind:
« Oberflachenepithel-Stromatumoren (ca. 90 %)
- Keimstrangstroma-Tumoren (5-8 %)
- Keimzelltumoren (3-5 %)

Dartber hinaus kann das Ovarialkarzinom wie alle Malignome auch anhand der TNM-
Klassifikation eingestuft werden. Hierbei werden neben der Ausdehnung des
Primartumors (T) auch der Befall regionarer Lymphknoten (N) sowie das Vorhanden-
sein von Metastasen (M) berlcksichtigt. Erganzt werden kann die Klassifizierung noch
durch das histopathologische Grading (G), das dem Differenzierungsgrad der Tumor-

zellen entspricht.
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Die fur den Klinikalltag im Hinblick auf die Einleitung einer adaquaten Therapie
wichtigste Einteilung ist die nach FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et
d'Obstétrique), welche je nach intraoperativem makroskopischem Befund und seiner
histologischen Zugehdorigkeit getroffen wird.

1.5.6 Prognosefaktoren

Als wichtigster prognostischer Faktor gilt neben der Tumorausbreitung bei Erstdiagnose
insbesondere bei fortgeschrittenen Stadien (FIGO IIlI/IV) der postoperativ verbliebene
Tumorrest (Brun et al., 2000; Tingulstad et al., 2003). Zudem spielen das Alter, der
Allgemeinzustand der Patientin sowie ein positiver retroperitonealer Lymphknotenstatus
fir die Uberlebenszeit eine wichtige Rolle. Auch die histologische Zugehorigkeit ist
relevant:. Muzinése und klarzellige Karzinome weisen demnach eine weitaus

ungunstigere Prognose auf als serds-papillare oder endometrale Karzinom.

Der fur das Ovarialkarzinom derzeit einzige aussagekraftige Tumormarker CA-125 ist
bei Uber 80 % der Patientinnen im Serum erhoht (Niloff et al.,, 1984). Postoperativ
bestimmt erlaubt er eine Einschatzung des Ansprechens auf die Chemotherapie und
lasst einen eventuellen Progress der Erkrankung erkennen (Gadducci et al., 1995;
Meyer und Rustin, 2000). Gleichzeitig sind niedrige Werte mit einem langeren rezidiv-
freien Intervall und einem langeren Gesamtiberleben assoziiert (Crawford und Peace,
2005). Sein Einsatz als diagnostischer Faktor im Rahmen eines generellen Screenings
bleibt jedoch fragwlrdig. Zum einen werden erhdhte Werte auch in der gesunden
Bevolkerung, im Rahmen benigner Vorgdnge wie einer Schwangerschaft oder der
Menstruation und auch bei nicht-gyndkologischen Malignomen beobachtet (Bast et al.,
1983). Zum anderen liegt die Sensitivitat fur die Erkennung eines Stadium I-Karzinoms,
also eines Karzinoms mit einer noch sehr hohen Uberlebensrate und guten Therapie-
maoglichkeiten, bei lediglich 50 % (Jacobs et al., 1993). Aus diesen Griunden wird die
Durchfihrung eines Screenings, auch bei Kombination von CA125-Messung und
Vaginalsonographie, derzeit in der AWMPF-Leitlinie fir maligne Ovarialtumoren nicht

empfohlen.
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1.5.7 Therapieverfahren

Das Therapieverfahren der Wahl fir das Ovarialkarzinom beinhaltet eine Kombination
aus radikaler chirurgischer Tumorentfernung und nachfolgender Polychemotherapie. So
kann auch bei etwa der Halfte der Patientinnen in fortgeschrittenen Stadien eine
Komplettremission erzielt werden, wenngleich es in der nachfolgenden Zeit allerdings

meist zu einem Rezidiv kommt.

Eine moaglichst vollstdndige Entfernung aller makroskopisch sichtbaren und palpablen
Tumorherde mit dem Ziel, einen verbleibenden Tumorrest von maximal 1cm zu
belassen, ist von entscheidender prognostischer Bedeutung (siehe oben) und zugleich
die Voraussetzung fir eine optimale Wirkung der Chemotherapie (Hoskins et al., 1992).
Auch im Falle eines Rezidivs kann ein neuerlicher operativer Eingriff erwogen werden,
solange das Erzielen einer makroskopischen Tumorfreiheit wahrscheinlich ist.
Diese adjuvante systemische Therapie erfolgt derzeit standardmaRiig ab dem FIGO-
Stadium 1A/G2 mit einer Kombination aus Carboplatin, welches sich als besser
vertraglich als Cisplatin erwiesen hat, und Paclitaxel (Tumorzentrum, 2007). Auch bei
primar inoperablem Karzinom sowie in palliativer Absicht ist die Verabreichung einer

Chemotherapie sinnvoll. Es sollte immer eine Vollremission angestrebt werden.

2. Aufgabenstellung

Die Pathogenese des Ovarialkarzinoms ist zum jetzigen Zeitpunkt nur unzureichend
verstanden. Es handelt sich um eine Uberaus tiickische Erkrankung mit begrenzten
therapeutischen Moglichkeiten und in den meisten Fallen sehr unglunstiger Prognose.
Umso wichtiger ist es, mogliche Einflussfaktoren auf genetischer Ebene zu untersuchen,
um daraus eines Tages im besten Fall neue Erkenntnisse fiir die Risikoabschatzung und

Behandlung gewinnen zu kdnnen.

Vor diesem Hintergrund beschéftigten wir uns mit einer Gruppe von Genloci, die eine
bedeutende Rolle im menschlichen Organismus, insbesondere fir das Immunsystem,
spielen, und fur die bereits im Hinblick auf andere maligne Erkrankungen ein Einfluss
gezeigt werden konnte: Die Gene der HLA-Klasse lII.
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Wir gingen der Frage nach, inwieweit bestimmte funktionelle Polymorphismen der Loci
TNFa, LTa, HSP70-2 und HSP70-hom sowie RAGE gehauft bei an Ovarialkarzinom
erkrankten Frauen auftreten und stellten Hypothesen auf, wie diese sich auf das
Krankheitsgeschehen auswirken konnten.

3. Patientenkollektiv

Das untersuchte Patientenkollektiv bestand aus 47 Patientinnen (Durchschnittsalter bei
Erstdiagnose 55 Jahre) mit primarem Adenokarzinom des Ovars, welche kaukasischer
Herkunft waren, keine HLA-assoziierten Erkrankungen aufwiesen und die primar

operativ an der Universitatsfrauenklinik Bonn therapiert wurden.

Die Kontrollgruppe setzte sich aus zwei Kollektiven zusammen: Das erste beinhaltete
108 gesunde, junge Probandinnen (Alter 23 bis 45 Jahre), die auf Grund einer
Sterilitatsproblematik in der Abteilung fir Endokrinologie und Reproduktionsmedizin der
Universitatsfrauenklinik Bonn in Behandlung waren und bei denen zum Zeitpunkt der
Untersuchung kein Ovarialkarzinom vorlag. Die Frauen waren ebenfalls kaukasischer
Herkunft und wiesen keine HLA-assoziierten Erkrankungen auf. Eine zweite
Kontrollgruppe bestand aus 77 Patientinnen (Durchschnittsalter 56 Jahre) mit
gesichertem Mammakarzinom, bei denen im Rahmen der durchgefiihrten Staging-
Untersuchungen ein Ovarialkarzinom sicher ausgeschlossen worden war und die keinen
Anhalt auf das Vorliegen eines familidren Mamma- oder Ovarialkarzinoms aufwiesen.
Histologisch handelte es sich Uberwiegend um duktal-invasive Karzinome (etwa 47 %),
es wurden aber auch Patientinnen mit lobular-invasivem Karzinom, Ductalem

Carcinoma In Situ (DCIS) sowie Mischformen eingeschlossen.

Sowohl die Patientinnen mit Ovarialkarzinom als auch die Probanden der beiden
Kontrollkollektive wurden fir diese Arbeit fir die in der Einleitung beschriebenen Poly-
morphismen der Genloci TNFa, LTa, HSP70-2 und HSP70-hom sowie RAGE
genotypisiert. Bei den analysierten Blutproben handelte es sich um solche, die bereits
fur andere Studienzwecke gewonnen worden waren. Eine Stellungnahme der

Ethikkommission des Universitatsklinikums Bonn hierfir liegt vor.



47

4. Material und Methoden

4.1 Chemikalien, Enzyme und Gerate

Alle bei den praktischen Versuchen verwendeten Reagenzien wurden von den
jeweiligen, in den einzelnen Abschnitten aufgefuhrten Firmen in Analysenqualitat oder
im hochsten erhdltlichen Reinheitsgrad bezogen. Die Bezugsquellen sind in den

jeweiligen Abschnitten angegeben.

4.2 DNA-Extraktion aus Vollblut

Fur die Extraktion der DNA wurde das QIAmp DNA Blood Mini Kit der Firma Qiagen
verwendet. Mit diesem lassen sich aus lediglich 200 pl Vollblut durchschnittlich 6 pl DNA
gewinnen, welche dann unverztglich in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden kénnen.
In einem ersten Schritt wird das Blut mit 20 ul Protease K versetzt, anschliel3end gibt
man 200 pl des mitgelieferten AL-Puffers hinzu und inkubiert die Probe, nach
Durchmischung auf dem Schdttler, fir 10 min bei 56 C. Hiernach erfolgt die Zugabe
von 200 ul 96- bis 100 %tigem Ethanol und nach erneuter Durchmischung gibt man das
gesamte Volumen in eine QIAmp Spinsdule und zentrifugiert fir 1 min bei 8000 rpm.
Danach wird die Mischung mit 500 pl AW 1-Puffer versetzt und erneut fir 1 min bei 8000
rom zentrifugiert. Nach Zugabe von 500 pl AW 2-Puffer erfolgt noch einmal eine
Zentrifugation, diesmal fir 3 min bei 14.000 rpm. Das benutzte Gefal3 mitsamt Filtrat
wird beide Male verworfen und der Filter mit der darin aufgefangenen DNA in ein
frisches Sammeltube gesetzt. AbschlieBend wird die Spinsaule in ein 1,5 ml-
Auffanggefal3 gesetzt und mit 200 pl AE-Puffer durchspilt. Nach einer 1-mindtigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wird noch ein letztes Mal zentrifugiert (1 min bei
8000 rpm) und man erhalt sein in AE-Puffer geldstes DNA-Produkt.

4.3 Konzentrationsbestimmung genomischer DNA
Die DNA-Konzentration der DNA-Proben wurde mittels Spektralphotometrie am Gerat "
GeneQuant II" von der Firma Pharmacia Biotech ermittelt und lag bei durchschnittlich 41

ng/ pl.
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4.4 Die Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der sogenannten Polymerase-Kettenreaktion (engl.: Polymerase Chain
Reaction, PCR) lassen sich in vitro bestimmte DNA-Abschnitte gezielt enzymatisch
vervielfaltigen (Mullis et al., 1992; Mullis und Faloona, 1987); man erhalt so unter guten
Bedingungen bis zu 10° Kopien eines gewiinschten DNA-Bereiches (Saiki et al., 1988).
Entscheidend ist die Kenntnis der Oligonukleotidsequenzen der zugehdrigen Primer-
regionen. Durch komplementare Anlagerung der jeweiligen Primer wird der zu

vervielfaltigende Genabschnitt eingegrenzt.
Es laufen wiederholt folgende Schritte ab:

1. Strangtrennung: Durch Zufuhrung von Hitze wird die DNA-Doppelhelix in zwei

Einzelstrange denaturiert.

2. Hybridisierung der Primer: Die rasche Abkuhlung der Reaktionslésung ermdoglicht
die Anlagerung der Primer an die beiden DNA-Strange. Hierbei verhindert die
Zugabe der Primer in groRem Uberschuss eine Rickbildung des urspriinglichen

DNA-Doppelstranges.

3. DNA-Synthese: Bei ca. 72 T erfolgt die kompleme ntdre DNA-Synthese durch
eine DNA-Polymerase.

Dieser letzte Schritt wird vielfach wiederholt, was zu einer exponentiellen Zunahme der
PCR-Produkte fuhrt. Eine wichtige Voraussetzung hierfur ist die Verwendung einer
hitzestabilen DNA-Polymerase, welche man aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus gewinnt. Diese Tag-Polymerase ermdoglicht ein vielfaches Durchlaufen der
Reaktionszyklen in einem geschlossenen Gefal3 ohne neuerliche Zugabe des Enzyms

(Chien et al., 1976). Sie verlangert beide Primer von 5’- in 3’-Richtung.
4.4.1 Der PCR-Ansatz
Grundsatzlich bendtigt man fur jede PCR folgende Reagenzien:

- Ein Primerpaar mit der gewinschten Sequenz, d. h. komplementare DNA-
Molekdile aus ca. 20-30 Basen bestehend.
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- Alle vier Desoxyribonucleosidtriphosphate (= dNTPS).
- Eine hitzestabile DNA-Polymerase.

- Einen Amplifikationspuffer, der u.a. Magnesiumionen enthalt und einen fir die

Polymerase optimalen pH-Wert sicherstellt.

Fur die Tag-Polymerase wurden 50 ul der Stammlésung (Konz. 5 U/pl) mit 200 ul 10x
Reaktions-Puffer (mitgeliefert) zusammengegeben. Man erhielt so eine Tag-Polymerase
mit der Konzentration 1 U/ul. Ein 10x Reaktionspuffer (=10x PCR-Puffer) lag dem
Polymerasenset bei (500 mM KCI, 15 mM MgCl, , 100 mM Tris-HCI, pH 7,0 RT).
Die Herstellung der dNTP-Stam mlosung erfolgte aus je 12,5 pl der vier 100 mM dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) mit 950 pl Aqua dest.; es ergab sich somit eine Lésung von
1,25 mM. Die Tag-Polymerase und die dNTP-Stammlésung wurden von der Firma GE
Healthcare bezogen. Fir jeden PCR-Ansatz wurde aus den jeweiligen Primern (Firma
Sigma), den dNTPs, dem 10x-Reaktionspuffer und der Tag-Polymerase ein sogenannter
Mastermix hergestellt. Dieser wurde mit der zu vervielfaltigenden DNA sowie einer
bestimmten Menge destillierten Wassers zusammen in ein PCR-Gefald pipettiert. Die
spezifischen Volumina fir die einzelnen Reaktionsansatze der jeweiligen Genloci

werden unten in den entsprechenden Abschnitten separat aufgefuhrt.

Alle Amplifikationen wurden mit dem ,iCycler” der Firma Biorad oder dem ,,GeneAmp
PCR System 2400“ der Firma Perkin Elmer durchgefihrt.

4.5 Die Agarose-Gelelektrophorese
Fur die Darstellung der amplifizierten Genabschnitte wurde das Prinzip der

Gelelektrophorese verwendet.

Hierfir wurden Gelplatten aus Agarose (je nach dem zu betrachtenden Gen in
Konzentrationen von 1 % bis 3 %) und 1x TAE-Puffer (GibcoBRL; bestehend aus 200 ml
50x TAE-Reagenz verdinnt mit 9800 ml Aqua dest.) verwendet. Fur die Herstellung
wurde die gewilnschte Menge Agarose (,LE Agarose”; Biozym Scientific GmbH)
abgewogen und im Verhéltnis 1:100 mit 1x TAE-Puffer vermischt. AnschlieRend erfolgte
die Erhitzung bei 90 € im Wasserbad, bis sich die Agarose vollstandig aufgeltst hatte
und die Flussigkeit klar war. Nach Abkuhlung auf ca. 50 € wurde zum Anfarben
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Ethidiumbromid (Sigma Chemical CO., St. Louis, USA; Konz. 10 mg/ ml) im Verhaltnis
1:10 zugegeben und das Ganze durch leichtes Schwenken gut durchmischt. Nun
erfolgte die vorsichtige, blasenfreie Befullung der Gelkammern und Einlage der Kdmme
als Platzhalter fir die spateren Geltaschen. Nach Aushartung der Gelplatten bel
Zimmertemperatur konnten diese in die vorgesehenen, mit 1x TAE-Puffer geflllten
Gelelektrophoresewannen gelegt und mit den DNA-Amplifikaten geladen werden.
Vorher wurden letztere zunachst mit Blue juice, einer beschwerenden Farblosung,
versetzt (10x Blue juice: 12,5 g Ficoll, 0,125 g Bromphenolblau, 0,125 g Xylencyanol, 5
ml M EDTA ad 50 ml Aqua dest.; 1x Blue juice entsprechend im Verhaltnis 1:10 mit H,O

verdunnt).

Fur die Elektrophorese wurden, je nach GroRRe der Gelkammer, die Wannen ,Blue
Marine 200" bzw. ,Blue Marine 100“ der Firma Serva sowie Wannen der Firmen Biozym
und Pharmacia verwendet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei einer
Gleichspannung von ca. 50 bis 80 Volt/cm und dauerte ca. eine Stunde. Das Prinzip
dabei ist, dass die anionischen DNA-Moleklle je nach ihrer Grol3e langsamer oder
schneller durch das Gel in Richtung Plus-Pol wandern und so in einer vorgegebenen
Zeit unterschiedlich lange Strecken zurlcklegen. Das Ergebnis kann auf einer UV-
Lampe (Faust N90, MW 312 nm) sichtbar gemacht werden, wobei das an die DNA
angelagerte Ethidiumbromid die Fragmente zum Leuchten bringt. Eine parallel
aufgetragene Ladder (PCR Low Ladder Marker Set, Firma Sigma), bestehend aus DNA-
Molekulen verschiedener, klar definierter Basenpaar-Langen, diente als LAngenstandard
und ermdglichte die Zuordnung der amplifizierten Fragmente.

4.6 Typisierung fur Tumornekrosefaktor-alpha

4.6.1 Das Prinzip der allelspezifischen PCR

Basierend auf der von Wu et al. beschriebenen und von Verjans et al. modifizierten
Methode wurde der G>A-Transitionspolymorphismus an Position -308 des TNFa-Gens
mittels der allel-spezifischen PCR (ASPCR) untersucht (Verjans et al., 1994; Wu et al.,
1989). Voraussetzung fur diese Art der PCR ist es, dass die genaue Basensequenz des
zu vervielfaltigenden DNA-Abschnittes bekannt ist. Wir verwendeten die gleichen Primer

wie Chouchane et al. in ihrer Veréffentlichung von 1997 (Chouchane et al., 1997). Die
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jeweilige Allelspezifitat fur TNF1 oder alternativ TNF2 kommt durch lediglich eine einzige
unterschiedliche Base am jeweiligen 3‘-Ende des Primers zu Stande, die komplementar
zum entsprechenden Allel ist und sich so nur an dieses anlagert. Passt das 3‘-Ende des
Primers hingegen nicht an die DNA-Vorlage, so kommt es zu keiner Elongation. So wird
die genaue Unterscheidung zwischen den verschiedenen Allelen mdglich. Zusatzlich
wurde fur jede Probe eine Positivkontrolle mit eigenem Primer durchgefihrt, die das
Gelingen der Reaktion anzeigte. Die genaue Sequenz der Primer ist aus der folgenden

Tabelle ersichtlich:

Primer | Nukleotidsequenz PCR-Produkt amplifiziertes Allel
3C1 5TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3'
184 bp TNF1
5C2 5' ATAGGTTTTGAGGGGCATGC-3'
3C1 5 TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3'
184 bp TNF2
5C3 5' ATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3
3C1 5TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3'
531 bp Kontrolle
5'CO 5' GAGTCTCCGGGTCAGAATGA-3

Tab. 1: Primer zur Amplifikation der Allele TNF1 und TNF2 des TNFa-Polymorphismus
auf Position -308 (nach Chouchane et al., 1997)

Alle vier Primer lagen in einer Konzentration von 100 pmol/ul vor.

4.6.2 Der PCR-Ansatz

Fur die Amplifikation der beiden TNFa-Allele und fiir die Positivkontrolle wurde jede
DNA-Probe einzeln mit Wasser und dem Mastemix zusammen in ein PCR-Tube
pipettiert. Der Mastermix setzte sich wie eingangs beschrieben aus Desoxy-
ribonukleosidtriphosphaten (dNTPs), 10x Reaktionspuffer (= 10x PCR-Puffer), den
beiden jeweiligen Primern (s. obige Tabelle) und der Tag-Polymerase zusammen,
welche zuletzt zugefugt wurde, um unspezifische Amplifikationen vor Beginn der

eigentlichen PCR zu vermeiden. Zum Ansetzen des Mastermixes multiplizierten wir die
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Volumina der einzelnen Reagenzien mit der Anzahl der DNA-Proben und entnahmen

diesem Gesamtmix dann fir jede Probe eine entsprechende Menge.

Der Ansatz pro Probe und zu bestimmendem Allel (TNF1, TNF2, Kontrolle) sah wie folgt

aus:

TNF1 TNF2 Kontrolle

1,0 | ul | DNA 1,0 | ul [ DNA 1,0 | ul | DNA

0,1 |upl|3cC1 0,1 |pl|3cC1 0,1 |upl|3cC1

0,1 |ul|5C2 0,1 |pul|5C3 0,1 |ul|5cC0

3,2 | yl | dNTP-Mix 3,2 | yl | dNTP-Mix 3,2 | yl | dNTP-Mix

15 |l Taqr 15 |l Tar 15 |l Taqr
Polymerase Polymerase Polymerase

20 |ul 10xPCR- 20 |ul 10xPCR- 20 |ul 10xPCR-
Puffer Puffer Puffer

13,0 | pl | H,0 13,0 | pl | H.O 13,0 | pl | H,0

20 | W | pro Probe 20 ul | pro Probe 20 |yl | pro Probe

Tab. 2: Ansatz fur die Amplifikation des TNFa-Locus

Somit ergab sich pro Probe ein Gesamtreaktionsvolumen von 20 pl. Die fertig befillten

Tubes wurden in einen Thermocycler gegeben.

4.6.3 Das PCR-Programm

Fur die initiale Denaturierung der DNA-Doppelstrange wurden die Proben zunachst 5
min lang auf 95 T erhitzt. Anschlie3end folgten 25 Zyklen mit jeweils einer Denatu-
rierung fur 40 Sekunden bei 95 T gefolgt von der Hybridisierung bei 62 T fur 40
Sekunden und der Synthese bei 72 T fur 40 Sekunden . Nach der finalen Extension (7
min bei 72 C) wurden die Proben bis zur Entnahme aus dem Cycler auf einer
Temperatur von 10 T gehalten. Nach erfolgreicher A mplifikation wurden die PCR-
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Produkte mit 4 uyl 10x Blue Juice (Zusammensetzung s. Abschnitt Gelelektrophorese)
versetzt und 12 ul auf ein 2 %tiges Agarosegel aufgetragen. Nach der elektro-
phoretischen Auftrennung waren nun die DNA-Fragmente unter der UV-Lampe deutlich
erkennbar. Als auswertbar wurden nur diejenigen Proben erachtet, bei denen auch in
der Kontrolle ein Fragment sichtbar war. Die amplifizierten Fragmente der Allele TNF1
und TNF2 hatten jeweils eine Lange von 184 bp, die positive Kontrolle wurde durch das
Erscheinen eines 531 bp-langen DNA-Fragments sichtbar. Bei Vorliegen eines homo-
zygoten Genotyps zeigte sich pro DNA-Probe jeweils nur ein Fragment, TNF1 oder

TNF2, bei Heterozygotie hingegen zwei Fragmente.

1000 bp

500 bp

100 bp

1 2 3 4 5 6 leer Ladder

Abb. 3: Foto einer Gelelektrophorese nach Amplifikation des TNF1-Locus; alle Proben
enthalten das Allel TNF1, erkennbar am Fragment von 184 bp Lange
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1000 bp

500 bp

100 bp

leer 6 5 4 3 2 1 Ladder

Abb. 4: Foto einer Gelelektrophorese nach Amplifikation des TNF2-Locus; Proben 1
und 3 enthalten das Allel TNF2, erkennbar am Fragment von 184 bp Lange

Wie hier dargestellt, sind also die Probenl und 3 heterozygot TNF1/TNF2, die Ubrigen
homozygot fur TNF1.

4.7 Typisierung fur Lymphotoxin-alpha

4.7.1 Identifizierung des A>G Polymorphismus an Position +252 mittels
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

Entscheidend fiir die Detektion des A>G Polymorphismus an Position +252 des LTa-
Gens ist die Tatsache, dass, wie in der Einleitung erwahnt, durch den Basenaustausch
eine Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Ncol entsteht: Man spricht von einem
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP). Je nach Vorhandensein oder
Fehlen der Restriktionsschnittstelle entstehen DNA-Fragmente definierter Lange, die
sich eindeutig in der Gelelektrophorese voneinander trennen lassen.
Restriktionsenzyme (syn. Restriktionsendonukleasen) werden aus verschiedenen
Bakterien gewonnen und spalten DNA im Bereich spezifischer Erkennungssequenzen.
Fur die Analyse des RFLP' wurde zunachst der entsprechende Genabschnitt mittels
PCR amplifiziert und das Produkt anschlie3end mit der Restriktionsendonuklease Ncol

verdaut. Es wurde die gleichen Primer verwendet wie von Warzocha et al. (Warzocha et
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al.,, 1998), ihre genauen Basensequenzen lassen sich aus der folgenden Tabelle

entnehmen:

Primer | Nukleotidsequenz Amplifiziertes Produkt

5LTa | 5CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATC-3'
LTa, 368 bp
3LTa | 5GAAGAGACGTTCAGGTGGTGTCAT-3"

Tab. 3: Primer zur Amplifikation des LTa-Locus (nach Warzocha et al., 1998),
Konzentration 100 pmol/ul

4.7.2 Der PCR-Ansatz

Fur den Ansatz der PCR wurde erneut aus dNTPs, Tag-Polymerase, 10x PCR-Puffer
und den beiden benotigten Primern ein Mastermix erstellt. Dieser wurde mit der
isolierten DNA und destilliertem Wasser zusammengegeben und dann in den Thermo-
cycler zur Amplifikation gestellt. Der genaue Ansatz ist der Tabelle 4 zu entnehmen. Das

Gesamtvolumen pro Probe betrug 25 pl.

LTa

1,5 | pl | DNA

0.2 |pl|5LTa

0.2 |pl|3LTa

4,0 | pl | ANTP-Mix

0,6 | ul | Tag-Polymerase

2,5 | yl | 10x PCR-Puffer

16,0 | pl | H,O

25 | ul | pro Probe

Tab. 4: Ansatz fur die Amplifikation des LTa-Locus pro DNA-Probe
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4.7.3 Das PCR-Programm

Das PCR-Programm fur LTa sah eine initiale Denaturierung von 5 min bei 94 °C vor,
gefolgt von 30 Zyklen & 1 min Denaturierung bei 94 C, 1 min Hybridisierung bei 65 T,
1 min Synthese bei 72 T und einer finalen Extension von 5 min bei wieder 72 <.
Anschlie3end wurden die Proben bei 4 T bis zur Ent nahme aus dem Cycler inkubiert.
Nach Zugabe von 2 pl 10x Blue Juice zu 8 pl des PCR-Produktes erfolgte die Befullung
der Taschen eines 2 %igen Agarosegels. Bei erfolgreicher Amplifikation war eine Bande

von 368 bp zu erkennen.

1000 bp

500 bp

100 bp

leer 8 7 6 5 4 3 2 1 Ladder

Abb. 5: Foto einer Gelelektrophorese nach Amplifikation des LTa-Locus, erkennbar am
Fragment von 368 bp Lange

4.7.4 Der Restriktionsenzymverdau

Die durch die PCR gewonnenen Produkte wurden drei Stunden bei 37 T im Wasser-
bad mit der spezifischen Restriktionsendonuklease Ncol (Erkennungssequenz: 5°-
CICATGG-3 3'-GGTAC/C-5") verdaut. Der Ansatz fur den Verdau sah wie folgt aus (pro
Probe):
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LTa

2 | ul | 10x Enzym-Puffer

10 | pl | PCR-Produkt

1 | pl | Enzym Ncol

Tab. 5: Ansatz fir den Enzymverdau von LTa pro DNA-Probe

Der 10x Enzym-Puffer lag dem Restriktionsenzym bei und schafft wie der PCR-Puffer
eine fur den Ablauf der enzymatischen Reaktion optimale Umgebung (pH-Wert, lonen-
starken). Nach Ablauf der drei Stunden im Wasserbad wurden die Proben auf Eis
gesetzt und mit 1,3 pl 10x Blue Juice vermischt. Nun konnten die Produkte auf ein
3%tiges Agarosegel gegeben, elektrophoretisch aufgetrennt und unter der UV-Lampe
betrachtet werden. Bei Vorhandensein einer Ncol-Schnittstelle im PCR-Produkt von LTa
entstanden zwei Fragmente mit LaAngen von 133 und 235 bp, es handelte sich um das
Allel LT2 (5.5 kB). Ein Fehlen der Schnittstelle wurde durch ein einziges Fragment von
368 bp Lange angezeigt (Wildtypallel LT1 (10.5 kB)). Das Vorliegen eines heterozygoten
Genotyps LT1/LT2 wurde durch drei Fragmente (386, 235 und 133 bp) angezeigt.

100 bp

leer 3 2 1 Ladder

Abb. 6: Gelektrophorese fur LTa nach Restriktionsenzymverdau mit Ncol; Probe 1 und
2 homozygot fur LT1, Probe 3 heterozygot LT1/LT2
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4.8 Typisierung fur HSP 70-2 und HSP 70-hom

4.8.1 Identifizierung der Polymorphismen des HSP70-2-Gens und des HSP70-
hom-Gens mittels Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen

Auch fir die Analyse des G>A Polymorphismus an Position 1267 des HSP70-2-Gens
und des T>C-Polymorphismus an Position 2437 des HSP70-hom-Gens kamen, wie
schon bei LTa, Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen zum Einsatz. Anders als bei
LTa geht jedoch bei beiden durch den Basenaustausch eine Schnittstelle fur die
Restriktionsendonuklease Pstl bzw. Ncol verloren. Wieder wurden zunéchst die
gesuchten DNA-Abschnitte mittels PCR vervielfaltigt, danach erfolgte der Enzymverdau

mit dem jeweiligen Restriktionsenzym.

Folgende Primer fanden Verwendung (Konz. 100 pmol/ul):

Primer Nukleotidsequenz Amplifizierter Locus

5'HSP70-2 S'TCCGAAGGACTGAGCTCTTG 3

HSP70-2, 2075 bp
3'HSP70-2 5'CAGCAAAGTCCTTGAGTCCC 3

5'HSP70-hom | 5GGACAAGTCTGAGAAGGTACAG 3

HSP70-hom, 878 bp
3'HSP70-hom | 5GTAACTTAGATTCAGGTCTGG 3

Tab. 6: Primer zur Amplifikation der HSP70-Loci HSP70-2 und -hom (nach Chouchane
et al. 1997)

4.8.2 Die PCR-Anséatze

Wieder wurden die gleichen Reagenzien wie bei TNFa und LTa, mit Ausnahme der
Primer, verwendet. Die Reaktionsbedingungen mussten vielfach modifiziert werden, bis
es zu einer erfolgreichen Amplifikation kam. Die endgiltigen Ansatze lassen sich
Tabelle 7 entnehmen.
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HSP70-2 HSP70-hom

4,0 |ul| DNA 50 |pl|DNA

0,4 |ul|5HSP70-2 0,25 | pl | 5 HSP70-hom
0,4 |ul|3'HSP70-2 0,25 | pl | 3 HSP70-hom
6,4 | ul | ANTP-Mix 8,0 |pl|dNTP-Mix

2,0 | ul| Tag-Polymerase |1,25 |l | Tag-Polymerase

4,0 | ul | 10x PCR-Puffer 5,0 Ml | 10x PCR-Puffer

22,8 |yl [ H,0 30,25 | pl | H,0

40 | ul | pro Probe 50 Ml | pro Probe

Tab. 7: PCR-Ansatze fur HSP70-2 und HSP70-hom pro DNA-Probe

4.8.3 Die PCR-Programme

Die fertig befillten PCR-Tubes wurden in den Cycler gegeben. Hierfir wurde fur beide
Loci das, bis auf die Dauer der finalen Extension, gleiche PCR-Programm verwendet.
Es erfolgte zunéchst die initiale Denaturierung bei 95 T fir 3 min, anschlieRend 30
Zyklen a 1 min Denaturierung bei 95 C, 1 min Hybri disierung bei 60 T und 3 min (HSP
70-2) bzw. 1 min Synthese bei 72 . Nach einer fin alen Extension bei 72 < fur 7 min
(HSP70-2) bzw. 5 min (HSP70-hom) wurde eine Temperatur von 10 T gehalten. Die
Auswertung der Amplifikation erfolgte auf 1,5 %tigem Agarosegel. Hierfir wurden 8 pl
des PCR-Produktes mit 2 uyl 10x Blue Juice vermischt und in die Geltaschen pipettiert.
War die Amplifikation erfolgreich, so erschien im UV-Licht eine entsprechende Bande,
fur HSP70-2 mit einer Lange von 2075 bp, fir HSP70-hom mit einer L&nge von 878 bp.

AnschliefRend konnte man den Restriktionsverdau durchfihren.
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1000 bp

500 bp

100 bp

4 3 2 1 leer Ladder
Abb. 7. Gelektrophorese nach Amplifikation des HSP70-Locus, Fragmentlange 2075 bp

1000 bp
500 bp

100 bp

8 7 6 5 4 3 2 1 Ladder
Abb. 8: Gelektrophorese des HSP70-hom-Locus, Fragmentlange 878 bp

4.8.4 Der Restriktionsenzymverdau
Wie bei LTa erfolgte nach der erfolgreichen Amplifikation der Enzymverdau der
Produkte. Fur HSP70-2 wurde die Restriktionsendonuklease Pstl (Erkennungssequenz:
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5-CTGCA/G-3"; 3-G/ACGTC-5') verwendet, fur HSP70-hom das Enzym Ncol
(Erkennungssequenz: 5’-C/CATGG-3"; 3'-GGTAC/C-5).

Fur HSP70-2 sah der Ansatz wie folgt aus:

HSP70-2

2,0 | ul | 10x H-Puffer
7 |ulHO0

10 | ul | PCR-Produkt
0,5 | yl | Enzym Pstl

Tab. 8: Ansatz fur den Enzymverdau von HSP70-2 mit Pstl, pro DNA-Probe

Fur den Verdau von HSP70-2 erfolgte die Inkubation bei 37 T im Wasserbad erf olgte
Uber Nacht. Anschlie3end wurde die Proben auf Eis gesetzt mit 80 pl -20 €T kalten
Ethanols prazipitiert und danach umgehend fur eine Stunde bei -70 T in den Tiefkihler
gegeben. Danach erfolgte die Zentrifugierung bei 13000 rpm fur 15 min. Nachfolgend
konnte der Uberstand schwungvoll dekantiert werden. Nach einer Trocknung fur 15 bis
25 min bei 70 T im Heizblock konnte die DNA als Pe llet erkannt werden und wurde,
nach Zugabe von 10 pl 1x Blue Juice (Zusammensetzung s. 10x Blue Juice), zusammen
mit einer als Langenstandard dienenden DNA-Ladder auf ein 2 %tiges Agarosegel

aufgetragen.

Der Ansatz fur HSP70-hom unterschied sich nur hinsichtlich der Enzymmenge pro zu

verdauender DNA-Probe:

HSP70-hom

2,0 | yl | 10x H-Puffer

10 | pl | PCR-Produkt

1,0 | yl | Enzym Ncol

Tab. 9: Ansatz fir den Enzymverdau von HSP70-hom mit Ncol, pro DNA-Probe
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Fur HSP70-hom geniigte ein Verdau fur 3,5 Stunden bei 37 € im Wa sserbad. Danach
wurden die Proben mit 1,3 uyl 10x Blue Juice gemischt und auf ein 1,5 %tiges
Agarosegel gegeben. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurden die einzelnen
Fragmente sichtbar. Bei HSP70-2 zeigten zwei Fragmente a 1139 und 936 bp das
Vorhandensein einer Schnittstelle fir Pstl und somit das Vorliegen des Wildtyp-Allels P1
an. Bei Verlust der Schnittstelle war lediglich ein DNA-Fragment von 2075 bp sichtbar;
dies entsprach dem mutierten Allel P2. Ein heterozygoter Phanotyp wurde durch das

Vorhandensein von allen drei Fragmenten angezeigt.

1000 bp
500 bp

100 bp

5 4 3 2 1 Ladder

Abb. 9: Gelektrophorese fir HSP70 nach Restriktionsenzymverdau mit Pstl1; Probe 1, 3
und 4 heterozygot P1/P2, Probe 2 homozygot fur P1, Probe 5 homozygot fur P2

Bei HSP70-hom erfolgte die Allelbenennung in gleicher Weise: Zwei Fragmente von 551
und 327 bp Lange entstanden beim Wildtyp-Allel, diesmal N1 genannt, mit der Schnitt-
stelle fir das Enzym Ncol. Fehlte diese, so zeigte sich nur ein Fragment von 878 bp

Lange (entsprechend Allel N2).
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Abb. 10: Gelektrophorese fir HSP70-hom nach Restriktionsenzymverdau mit Ncol;
Probe 1, 3, 6, 7 und 8 homozygot fir N1, Probe 2, 4, und 5 heterozygot N1/N2

4.9 Typisierung fur RAGE

4.9.1 Identifizierung des T>C Polymorphismus an Position -429 mittels
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

Erneut kam fir die Analyse des T>C Polymorphismus an Position -429 des RAGE-Gens
ein Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus zum Einsatz. Durch den Basen-
austausch entsteht eine Schnittstelle flir das Restriktionsenzym Alul (Erkennungs-
sequenz: 5-AG/CT-3'; 3-TC/GA-5). Nach Amplifikation des entsprechenden Gen-
abschnitts mittels PCR wurde das Produkt anschlieend mit der Restriktions-
endonuklease Alul verdaut. Die bendtigten Primer (Konz. 25 pmol/pl) wurden der
Publikation von Hudson entnommen (Hudson et al., 2001), die entsprechenden Basen-

sequenzen sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt:
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Primer |Nukleotidsequenz Amplifiziertes Produkt

5'RAGE | 5GGGGGCAGTTCTCTCCTC-3
RAGE, 344 bp
3'RAGE | 5 TCAGAGCCCCCGATCCTATTT-3'

Tab. 10: Primer zur Amplifikation des RAGE-Locus (nach Hudson et al., 2001)

4.9.2 Der PCR-Ansatz

Fur den PCR-Ansatz von RAGE wurden wieder dNTPs, 10x PCR-Puffer, Wasser, Tag-
Polymerase und die beiden Primer bendtigt. Nach Erstellung eines Mastermix' in
ausreichender Menge wurden pro Probe 7,5 pyl des Mastermix’ wieder mit Wasser und
der DNA in ein PCR-Gefal3 zusammengegeben. Es ergab sich ein Reaktionsvolumen

von 25 ul fir jede Probe. Der Ansatz setzte sich im Detail wie folgt zusammen:

RAGE

1,5 | ul [ DNA

0,2 | ul|5RAGE

0,2 | pl | 3RAGE

4,0 | pl | dNTP-Mix

0,6 | ul | Tag-Polymerase

2,5 | yl | 10x PCR-Puffer

16,0 | pl | H,O

25 | ul | pro Probe

Tab. 11: PCR-Ansatz fur RAGE pro DNA-Probe

4.9.3 Das PCR-Programm

Fur die Amplifikation des gewiinschten DNA-Abschnitt erfolgte zunachst die initiale
Denaturierung bei 94 T fur 5 min, anschlieBend wurden 30 Zyklen mit jeweils 1 min
Denaturierung bei 94 <C, Hybridisierung bei 58 T f Gr 1 min und Synthese fiir 1 min bei
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72 T durchlaufen. Nach der finalen Extension (5 min bei 72 C) wurde die Temperatur
bei 4 C gehalten, bis die Proben aus dem Cycler en tfernt wurden. Nach Mischen von 8
pl des Produktes mit 2 pl 10x Blue Juice erfolgte auch hier die Amplifikationskontrolle

auf 2 %tigem Agarosegel. Es musste ein Fragment von 344 bp Lange erkennbar sein.

1000 bp

500 bp

6 5 4 3 2 1 leer Ladder

Abb. 11: Gelektrophorese nach Amplifikation des RAGE-Locus, Fragmentlange 344 bp

4.9.4 Der Restriktionsenzymverdau
War die PCR erfolgreich, so wurden die Proben mit der spezifischen Restriktions-

endonuklease Alul verdaut. Der Ansatz fur den Verdau sah wie folgt aus:

RAGE

2,0 | ul| 10x Enzym-Puffer

10,0 | ul | PCR-Produkt

1,0 | pl| Enzym Alul

Tab. 12: Ansatz fir den Enzymverdau von RAGE pro DNA-Probe

Die Inkubation erfolgte bei 37 T im Wasserbad fir mindestens sechs Stunden.

Anschliel3end wurden die Proben auf Eis gesetzt und mit 1,3 uyl 10x Blue Juice versetzt.



66

Eine Ausfallung wie bei den beiden HSP-Loci war nicht notig. Nun wurde die DNA auf
ein 3 %tiges Agarosegel aufgetragen, elektrophoretisch getrennt und im UV-Licht
betrachtet. Bei Vorliegen des Wildtyps (T/T) blieb das PCR-Produkt von 344 bp Lange
ungeschnitten. Lag ein mutiertes Allel vor (T/C), so wurde dieses Allel von Alul ge-
schnitten und man erhielt so drei Fragmente (344 bp, 183 bp, 161 bp). Bei Homozygotie

fur das veranderte Allel (C/C) wurden nur zwei Fragmente auf dem Gel sichtbar (183 bp,
161 bp).

100 bp

8 7 6 5 4 3 2 1 Ladder

Abb. 12: Gelektrophorese fur RAGE nach Restriktionsenzymverdau mit Alul; Probe 1, 3,
4,5, 6 und 7 homozygot fur T, Probe 2 homozygot fir C, Probe 8 heterozygot T/C
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4.10 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der gewonnen Daten wurde mit einem auf dem Statistik-
programmsystem SAS basierenden, fir den Vergleich von Genfrequenzen modifizierten
Programm am Institut fur Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie der
Universitat Bonn durchgefuhrt. Fir den Vergleich der Allel- und Genotypfrequenzen
zwischen den Ovarialkarzinom-Patientinnen und der Kontrollgruppe wurde der x> -Test
verwendet. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden als statistisch signifikant
erachtet, wenn die Wahrscheinlichkeit fr einen Fehler erster Ordnung weniger als 5 %
betrug (p<0,05).

5. Ergebnisse

5.1 Typisierung fur TNFa

Fiur 43 Patientinnen mit Ovarialkarzinom sowie fir 179 Probandinnen aus den beiden
Kontrollgruppen war die Typisierung fir den Polymorphismus an Position -308 in der
Promotorregion des TNFa-Locus erfolgreich.

5.1.1 Allelfrequenzen von TNFa

Insgesamt zeigte sich fur das TNF1-Allel in beiden Kollektiven zusammengenommen,
also bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom und den nicht erkrankten Probandinnen der
Kontrollgruppe, eine Haufigkeit von 86,9 %, das TNF2-Allel war nur mit einer Haufigkeit
von 13,1 % vertreten. Diese Zahlen decken sich in etwa mit denen von Allen et al. im
Jahre 2000 fur ein kaukasisches Normalkollektiv ermittelten Prozentwerten (Allen et al.,
2000). Betrachtete man die einzelnen Allelfrequenzen in den beiden Gruppen getrennt,
so ergab sich eine ahnliche Verteilung: Wahrend 86,9 % der gesunden Frauen das Allel
TNF1 und 13,1 % das Allel TNF2 aufwiesen, fand sich TNF1 in der Patientinnengruppe
bei 87,2 % und TNF2 bei 12,8 % der Untersuchten. Es lasst sich somit kein signifikanter
Unterschied fur die Allelfrequenzen feststellen (p= 0,93), ein Risikoallel fir die

Entwicklung eines Ovarialkarzinoms kann nicht identifiziert werden.
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Abb. 13: Allelfrequenzen fir den Polymorphismus an Position -308 in der Promotor-

region des TNFa-Locus

5.1.2 TNFa-Genotypfrequenzen

Die Analyse der

verschiedenen Genotypfrequenzen ergab ebenfalls &hnliche

Haufigkeiten in Patientinnen- und Kontrollgruppe. 74,9 % der Gesunden waren
homozygot fir TNF1, 1,1 % homozygot fur TNF2 und 24,0 % heterozygot. Fur die

Ovarialkarzinom-Patientinnen ergaben sich folgende Zahlen: 76,7 % waren homozygot
fur TNF1, 2,3 % homozygot fir TNF2 und 21,0 % heterozygot.

Somit lasst sich fur das Ovarialkarzinom kein Risikogenotyp bestimmen (p= 0,77).

TNFa -308 Genotyp

Patientinnen (in %)

K

Lontrollen (in %)

TNF1/TNF1 76,7 74,9
TNF1/TNF2 21,0 24,0
TNF2/TNF2 2,3 11

Tab. 13: Genotypverteilungen fur den Polymorphismus an Position -308 in der Promo-
torregion des TNFa-Locus (p= 0,77)
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5.2 Typisierung fur LTa

Die Typisierung fur den Polymorphismus an Position -252 des LTa-Locus konnte bei 46
Patientinnen sowie bei 183 Probandinnen erfolgreich durchgefihrt werden. Fir jeden
neuen Reaktionsansatz wurde zusatzlich zu den Proben ein Leerwert (ohne DNA) mit-
gefuhrt, welcher anzeigte, ob die PCR grundsétzlich richtig funktioniert hatte.

5.2.1 Allelfrequenzen von LTa

Fur LTa zeigte sich keine deutliche Haufung eines der beiden analysierten Allele,
wahrend 59,2 % aller Untersuchten das Allel LT1 aufwiesen, fand sich das Allel LT2 bei
40,9 %. Die Allelverteilungen zwischen Patientinnen- und Kontrollgruppe waren
ebenfalls ausgeglichener als bei TNFa. In der Kontrollgruppe fand sich bei 57,1 % das
Allel LT1, bei 42,9 % das Allel LT2. Fur das Patientinnenkollektiv betrug der Anteil des
LT1-Allels 67,4 %, der des LT2-Allels 32,6 %. Dies ergibt knapp keinen signifikanten
Unterschied in der Allelverteilung zwischen den beiden untersuchten Gruppen (p=0,07),
d. h. es lasst sich kein gehauftes Auftreten eines der beiden Allele bei Individuen mit

Ovarialkarzinom feststellen.
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Abb. 14: Allelverteilungen fiur den Polymorphismus an Position -252 des LTa-Locus
(p=0,07)
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5.2.2 LTa-Genotypfrequenzen
Ein Vergleich der Homo- und Heterozygotenfrequenzen von Patientinnen und Kontrollen

zeigte keine Bevorzugung eines bestimmten Genotyps beim Ovarialkarzinom.

Waéhrend 35,5 % der Gesunden homozygot fir LT1 waren, betrug der Anteil bei den
Patientinnen 45,7 %. Homozygot fur das Allel LT2 waren 21,3 % der Kontrollprobanden
und 10,9 % der Erkrankten, daraus ergaben sich Heterozygotenfrequenzen von 43,2 %
bei den Gesunden und 43,5 % bei den Patientinnen. Somit zeigte sich ein etwas
haufigeres Auftreten des homozygoten LT1/LT1-Genotyps bei den betroffenen Frauen
und des LT2/LT2-Genotyps bei den Gesunden, dieser Unterschied war aber statistisch
nicht signifikant (p=0,21).

LTa -252 Genotyp Patientinnen (in %) Kontrollen (in %)
LT1/LT1 45,7 35,5
LT1/LT2 43,5 43,2
LT2/LT2 10,9 21,3

Tab. 14: Genotypverteilungen fir den Polymorphismus an Position -252 des LTa-Locus
(p=0,21)

5.3 Typisierung fir HSP70-2 und HSP70-hom

Fur den Polymorphismus an Position 1267 des HSP70-2-Locus konnten 43 Patientinnen
und 178 Kontrollpersonen erfolgreich genotypisiert werden, fir den Polymorphismus an
Position 2437 des HSP70-hom-Gens waren es 42 Patientinnen und 172 Probandinnen.

5.3.1 HSP70-2-Allelfrequenzen

Insgesamt wurde fir das Allel P1 des HSP70-2-Locus fiur alle Untersuchten zusammen
eine Haufigkeit von 60,9 % festgestellt, es war somit deutlich haufiger vertreten als das
Allel P2 (39,1 %). Bei der Analyse der Allelfrequenzen fur die beiden Gruppen,
Patientinnen einerseits und gesunde Probandinnen andererseits, zeigte sich ein signi-
fikanter Unterschied (p=0,04): Bei den Kontrollen entfielen 57,6 % aller Allele auf P1 und

42,6 % aus P2, wohingegen sich das Allel P1 bei den an einem Ovarialkarzinom
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erkrankten mit 74,4 % weitaus haufiger fand als das Allel P2 (25,6 %). Dies konnte

bedeuten, dass das Allel P1 des Polymorphismus an Position 1267 im Locus HSP70-2

mit einem hoheren Erkrankungsrisiko assoziiert ist.
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Abb. 15: Allelverteilungen fur den Polymorphismus an Position 1267 des HSP70-2-

Locus (p=0,04)

5.3.2 HSP70-2-Genotypfrequenzen

Schaute man sich nun die Genotypfrequenzen in den beiden Gruppen naher an, so liel3

sich auch hier eine hoch signifikante Korrelation zwischen dem Allel P1 und einer

Ovarialkarzinomerkrankung feststellen: 48,8 % der Erkrankten waren homozygot fur P1,

keiner homozygot fur P2 und 51,2 % wiesen beide Allele auf. Bei den gesunden

Probandinnen waren lediglich 39,9 % homozygot fir P1 und es fand sich bei 24,7 % ein

homozygoter Genotyp fur P2. Diese Verteilung entspricht einem p-Wert von 0,001.

HSP70-2 1267 Genotyp

Patientinnen (in %)

K

(ontrolle  n (in %)

P1/P1 48,8 39,9
P1/P2 51,2 35,4
P2/P2 0,0 24,7

Tab. 15: Genotypverteilungen fur den Polymorphismus an Position 1267 des HSP70-2-

Locus (p=0,001)
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5.3.3 HSP70-hom-Allelfrequenzen

Das Allel N1 des Polymorphismus an Position 2437 des HSP70-hom-Gens war bei
beiden Kollektiven zusammen genommen mit 73,6 % deutlich haufiger vertreten als das
Allel N2 (26,4 %). Bei den erkrankten Frauen wiesen 82,1 % das Allel N1 auf, bei den
Gesunden waren es nur 71,5 %. Somit ergab sich ein signifikanter Unterschied in der
Allelverteilung zwischen den beiden Gruppen mit Bevorzugung des Allels N1 bei

Individuen mit Ovarialkarzinom (p=0,048).
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Abb. 16: Allelverteilung fur den HSP70-hom-Locus an Position 2437 bei Patientinnen
und Kontrollen (p=0,048)

5.3.4 HSP70-hom-Genotypfrequenzen

Beziglich der Genotypfrequenzen zeigte sich keine signifikante Korrelation einer
bestimmten Allelkombination mit der Eierstockkrebserkrankung (p=0,11). In beiden
Gruppen war der fir N1 homozygote Genotyp am haufigsten vertreten (66,7 % bei den
Erkrankten, 48,8 % bei den Kontrollen), ein flr das Allel N2 homozygoter Genotyp fand
sich hingegen selten (2,4 % bei den Erkrankten und 5,8 % bei den Kontrollen), die rest-
lichen Untersuchten waren heterozygot.
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HSP70-hom 2437 Patientinnen (in %) Kontrollen (in %)
Genotyp

N1/N1 66,7 48,8

N1/N2 30,9 45,4

N2/N2 2,4 5,8

Tab. 16: Genotypverteilungen fur den Polymorphismus an Position 2437 des HSP70-
hom-Locus (p=0,11)

5.4 Typisierung fur RAGE
Fur den Restriktionslangenpolymorphismus an Position -429 des RAGE-Locus konnte
die Typisierung bei allen 47 Patientinnen sowie bei 183 Kontrollprobandinnen durch-

gefuhrt werden.

5.4.1 RAGE-Allelfrequenzen

Bei der Analyse der Allelverteilungen fir den Polymorphismus an Position -429 des
RAGE-Locus fiel ein deutlich h&ufigeres Vorkommen des Wildtypallels T auf: 84,3 %
aller Allele, bei Erkrankten und Probandinnen zusammen, entfielen auf das Allel T und
nur 15,7 % auf das Allel C. Hinsichtlich der Verteilung in den beiden Gruppen getrennt
konnte gezeigt werden, dass sich bei Frauen mit Ovarialkarzinom signifikant ofter das
mutierte Allel C findet, namlich bei 22,3 % im Gegensatz zu nur 13,9 % bei den

Gesunden (p=0,045). Graphisch dargestellt sieht dies wie folgt aus:
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Abb. 17: Allelverteilungen fir die T>C-Mutation an Position -429 des RAGE-Locus
(p=0,045)

5.4.2 RAGE-Genotypfrequenzen

Auch die Analyse der Genotypfrequenzen in beiden Kollektiven ergab einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen: Wéahrend sich bei 74,3 % der
Gesunden ein T/T-homozygoter Genotyp fand und immerhin 2,2 % homozygot fur das
C-Allel waren, waren bei den Erkrankten nur 55,3 % homozygot fir das T-Allel, aber mit
44,7 % fast die Halfte heterozygot; kein Individuum hatte den Genotyp C/C. Dies zeigt
ein deutlich héaufigeres Vorkommen des mutierten C-Allels bei Frauen mit
Ovarialkarzinom (p=0,011).

RAGE -429 Genotyp Patientinnen (in %) Kontrollen ( in %)
TIT 55,3 74,3

T/IC 0,0 23,5

c/C 447 2,2

Tab. 17: Genotypverteilungen fir den Polymorphismus an Position -429 des RAGE-
Locus (p=0,011)
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6. Diskussion

Das HLA-System des Menschen hat eine entscheidende Bedeutung fur die Immunitét
des Organismus einerseits und die Entstehung von Krankheiten andererseits. Fir
diverse Erkrankungen autoimmunen Ursprungs konnte ein Zusammenhang zwischen
bestimmten Genotypen und einem haufigeren Auftreten der Erkrankung oder aber auch

mit einem schwereren Verlauf nachgewiesen werden.

Diese Arbeit befasst sich mit der Frage, inwiefern polymorphe Gene der MHC-Klasse Il
einen Einfluss als Onkogene auf das Erkranken an einem sporadischen Ovarialkarzinom
haben. Hierzu wurden die Allelfrequenzen fir die Gene TNFa, LTa, RAGE sowie
HSP70-2 und HSP70-hom von 47 Ovarialkarzinompatientinnen und einem
Kontrollkollektiv bestehend aus insgesamt 185 nicht am Ovarialkarzinom erkrankten
Frauen bestimmt. Hierzu muss gesagt werden, dass sich unter den Kontrollpersonen
groftenteils sehr junge Frauen befanden, bei denen folglich eine spéatere Manifestation
eines Ovarialkarzinoms nicht ausgeschlossen werden kann. Dies muss bei der
Interpretation der Ergebnisse dringend bertcksichtigt werden. Zudem gelang, wie im
Ergebnisteil fur die einzelnen Loci aufgefuhrt, nicht bei allen der genannten Probanden

eine Amplifikation der Allele.

6.1 Assoziation des Ovarialkarzinoms mit dem -308  TNFa-Polymorphismus

Wie in der Einleitung dargestellt, scheint der Tumornekrosefaktor alpha eine wichtige
Rolle bei der Entstehung und dem Verlauf verschiedener Krankheiten zu spielen. TNFa
werden zahlreiche Effekte im menschlichen Organismus zugeordnet. Er hat eine grol3e
Bedeutung fur das Entstehen eines entziindlichen Geschehens wie beispielsweise eines
septischen Schocks (Nawroth und Stern, 1986), (Klebanoff et al., 1986; Shalaby et al.,
1985; Tsujimoto et al., 1986), induziert Fieber und fuhrt zu vermindertem Appetit und
Kachexie. Auf zellularer Ebene vermag er den Zelltod préakanzerdoser Zellen zu
verhindern (Cabrera et al., 1995) und kann als Mutagen zu Veranderungen an der DNA

fuhren (Yan et al., 2006). Somit ist es nachvollziehbar, dass der genetische Locus
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dieses Zytokins von vielen Autoren auf einen Zusammenhang mit zahlreichen

Erkrankungen untersucht wurde.

In dieser Arbeit beschéaftigten wir uns mit dem Polymorphismus an Position -308 in der
Promotorregion des TNFa-Locus. Dieser ist deshalb so interessant, weil das Allel TNF2
mit einer hoheren TNFa-Produktion assoziiert ist als das Wildtyp-Allel TNF1 (Abraham
et al., 1993; Jacob et al., 1990). In vielen Studien konnte ein Einfluss des veranderten
Allels TNF2 auf bestimmte Autoimmunkrankheiten gezeigt werden, beispielsweise eine
Haufung bei Patienten mit Sarkoidose (Sharma et al., 2008) oder M. Crohn (Derkx et al.,
1993). Auch bei Patienten mit Asthma korrelierte das Erkrankungsrisiko mit TNF2
(Kumar et al., 2008; Moffatt und Cookson, 1997), bei Malaria und Leishmaniose war es
mit einem schlechteren Outcome vergesellschaftet (McGuire et al., 1994), (Cabrera et
al., 1995). Fur verschiedene Malignome wurde ebenfalls ein Zusammenhang aufgezeigt.
Beispielsweise wiesen Patientinnen mit Ovarialkarzinom hdhere TNFa-Spiegel auf als
Gesunde (Gadducci et al., 1995). Solch ein Zusammenhang konnte ebenfalls in
einzelnen Studien fir das Mammakarzinom nachgewiesen werden (Chouchane et al.,
1997; Mestiri et al., 2001; Vidovic, 2008), wobei es andere Studien gab, die dies nicht
bestatigen konnten (Azmy et al., 2004; de Jong et al., 2003).

In unserer Analyse wurden ahnliche Verteilungen von TNF1 und TNF2 in beiden
Kollektiven zusammen ermittelt wie von Allen et al. fur ein kaukasisches Normalkollektiv
(Azmy et al., 2004; de Jong et al., 2003). Betrachtete man die beiden Untergruppen,
Patientinnen und Kontrollprobanden, getrennt voneinander, so zeigte sich keine
signifikante Haufung eines bestimmten Risikoallels, d. h. es lasst sich auf Grund unserer
Daten kein Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsrisiko fur ein Ovarialkarzinom
und einem bestimmten Genotyp fur den Polymorphismus -308 des TNFa-Locus
nachweisen. Wie schon oben erwahnt, ist insbesondere auf Grund des recht kleinen
Patientinnenkollektivs die Aussagekraft dieser Ergebnisse begrenzt. Darlber hinaus
sind die Ergebnisse anderer Studien zu verschiedenen Karzinomen insgesamt nicht
einheitlich, was angesichts der so zahlreichen Funktionen und Wirkungen von TNFa im

menschlichen Organismus durchaus erklarbar ist.
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6.2 Assoziation des Ovarialkarzinoms mit dem -252 LTa-Polymorphismus
Ahnlich wie bei TNFa ist auch der hier untersuchte Polymorphismus des LTa-Locus mit
einer hoéheren Produktion des Zytokins assoziiert. Auch was seine Wirkungen im
Organismus betrifft, so gibt es viele Ahnlichkeiten zum Tumornekrosefaktor a, z.B. was
die zytotoxische Wirkung betrifft (Nedwin et al., 1985). Passend dazu treten beide oft
gemeinsam auf, in Form des von Warzocha et al. definierten high-risk haplotypes
(Warzocha et al., 1998). LTa scheint wichtig fur die Entwicklung einer funktionierenden
Immunabwehr zu sein und beide Zytokine zusammen spielen, wie bereits in der
Einleitung ausfuhrlich dargestellt, eine wichtige Rolle bei der Entstehung und dem
Verlauf verschiedenster Erkrankungen, infektioser und nicht-infektioser Art. So kdnnte
das Vorliegen einer erhdhten Zytokinproduktion tber eine andauernde Aktivierung des
Immunsystems einen reduzierten Allgemeinzustand des Patienten zur Folge haben, was
wiederum zu einer schlechteren Therapievertraglichkeit und geringerem Therapieerfolg,
beispielsweise beim Non-Hodgkin-Lymphom, fihren kann. Dies konnten Warzocha et al.
sowie andere Autoren in ihren Untersuchungen zeigen (Cordingley et al., 1988;
Seidemann et al., 2005).

Fur den hier untersuchten Polymorphismus an Position -252 konnte keine statistisch
signifikante H&aufung eines bestimmten Allels respektive einer bestimmten Allel-
kombination gezeigt werden, d. h. es lasst sich anhand der erhobenen Daten keine
Assoziation zum sporadischen Ovarialkarzinom nachweisen. Auch hier muss klar gesagt
werden, dass sicherlich umfangreichere Studien mit entsprechend grél3eren Fallzahlen
notwendig sind, um aussagekraftigere Daten zu erhalten.

6.3. Assoziation des Ovarialkarzinoms mit dem 1267 HSP70-2- und dem
2437 HSP70-hom-Polymorphismus

Die Hitzeschockproteine HSP70-2 und HSP70-hom liegen genomisch eng neben den
TNF-Loci und ihnen scheint, wie allen in dieser Arbeit untersuchten Genen, neben ihrer
protektiven Wirkung auf intrazellullare Proteine auch eine Rolle bei malignen Geschehen
zuzukommen. Hierbei konnten teils antitumorése, teils aber auch die Tumorentstehung
fordernde Einflisse nachgewiesen werden. So stellten Suto und Srivastava die

Hypothese auf, dass Hitzeschockproteine Uber die Verarbeitung tumorspezifischer
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Antigene die Vernichtung der Tumorzellen durch zytotoxische T-Zellen erleichtern (Suto
und Srivastava, 1995). Andererseits gibt es Studien, welche eine Abschwachung der
Immunantwort gegen krankhaft veranderte Zellen durch HSP70 zeigten (Ciocca et al.,
1993; Davidoff et al., 1992; Gress et al., 1994; Schiaffonati et al., 1991).

Die beiden untersuchten Polymorphismen wurden bereits in anderen Studien im Hinblick
auf ihr Vorkommen bei malignen Erkrankungen wie dem Mammakarzinom untersucht,
wobei fir beide Genloci eine signifikante Haufung der mutierten Allele bei den
Erkrankten zu verzeichnen war (Chouchane et al., 1997). Gleiches ergab eine
Untersuchung des mutierten HSP70-2-Allels bei Patienten mit Nasopharynxkarzinom
(Jalbout et al., 2003). Im Gegensatz dazu zeigt diese Arbeit genau Gegensatzliches:
Sowohl fur den Polymorphismus an Position 1267 des HSP70-2-Locus als auch fir
jenen an Position 2437 des HSP70-hom-Locus konnten eine klar signifikante Haufung
des nicht mutierten Wildtypallels bei den an einem Ovarialkarzinom erkrankten Frauen
gezeigt werden. Somit stltzen unsere Ergebnisse nicht die in der Literatur
vorherrschenden, lassen sich aber durchaus durch die vorhandenden protektiven
Funktionen der Hitzeschockproteine, die oben erlautert wurden, erklaren. Somit stehen
unsere Ergebnisse nicht im Widerspruch zu denen é&lterer Studien. Zumal auch die
Moglichkeit in Betracht gezogen werden muss, dass sich die Pathophysiologie des

Ovarialkarzinoms von der des Mammakarzinoms unterscheidet.

6.4. Assoziation des Ovarialkarzinoms mit dem -429 RAGE-Polymorphismus

Der Receptor for Advanced Glycosylation End products, kurz RAGE, vermittelt, wie
eingangs erlautert, insbesondere Uber eine langerfristige Aktivierung des NF-«B
oxidativen Stress in der Zelle, welcher bei zahlreichen Erkrankungen wie dem Diabetes
mellitus oder dem M. Alzheimer eine entscheidende Rolle spielt. Auch kommt es zu
einer vermehrten Freisetzung von TNFa mit seinen o.g. Wirkungen. Eine Uber-
expression von RAGE in Tumorzellen scheint zu einer Resistenz gegentber dem
programmierten Zelltod zu fihren (Kang et al., 2009), findet sich gehauft z.B. beim
Magenkarzinom und malignen Melanom und ist hier assoziiert mit einer erhdhten
metastatischen Aktivitat (Kuniyasu et al., 2002) , ((Abe et al., 2004). Im Gegensatz
hierzu scheint es andere Gewebe zu geben, in welchen eine erhéhte RAGE-Expression
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kontrar wirkt, so beispielsweise beim Lungenkrebs. Hier fand sich in gesundem
Lungengewebe eine deutlich hohere Rezeptordichte als in Karzinomzellen (Schraml et
al., 1997). Dieser protektive Effekt konnte sogar durch Re-Induktion von RAGE in
Tumorzellen erreicht werden (Bartling et al., 2006; Bartling et al., 2005; Kobayashi et al.,
2007). Diese Beobachtungen legen nahe, dass es in verschiedenen Geweben unter
normalen Umstanden unterschiedliche Rezeptordichten zu geben scheint, assoziiert mit

entgegengesetzten Wirkungen von RAGE (Riehl et al., 2009).

Auf Grund der Eigenschaften von RAGE im menschlichen Organismus schien es fir uns
von grolRem Interesse, auch fur diesen Genlocus einen Polymorphismus zu unter-
suchen, der wie das TNF2-Allel Teil des 8.1. Ancestral Haplotypes ist und der, was
zumindest fur sSRAGE bestatigt werden konnte, bei Vorhandensein des mutierten C-
Allels mit einem erh6hten Spiegel einhergeht (Kalousova et al., 2007). In unserer Studie
mit Ovarialkarzinompatientinnen fiel eine signifikante Haufung des insgesamt selteneren
C-Allels bei den Erkrankten auf, welches die Hypothese einer Forderung der
Tumorentstehung durch die 0.g. Mechanismen stiitzt. Analog zur Theorie von Riehl et
al. kdbnnte man nun mutmafR3en, dass im Eierstockgewebe unter normalen Umstanden
eine niedrige Rezeptordichte vorliegt und diese bei karzinomatdsen Veranderungen

erhoht ist. RAGE hatte also bei dieser Erkrankung tumorférdernde Eigenschaften.

6.5. Ausblick

Waéhrend wir uns in dieser Arbeit mit dem Vorhandensein MHC-assoziierter Onkogenen
beschaftigten, gibt es dartber hinaus eine Vielzahl anderer Ansatze, das
Erkrankungsrisiko des Ovarialkarzinoms beeinflusse Faktoren zu untersuchen. Zum
einen lieRen sich andere Onkogene identifizieren, die eine Rolle dabei spielen. So
wurde beispielsweise eine Uberexpression des c-erbB-2-Gens (auch HER2-neu) auf
Chromosom 17, welches fir einen Wachstumsfaktorrezeptor codiert, ebenso wie beim
Mammakarzinom auch bei bis zu 20 % der Ovarialkarzinome nachgewiesen (Riener et
al., 2004, Serrano-Olvera et al., 2006) und auch hier mit einer schlechteren Prognose

assoziiert.

Neben Onkogenen gibt es aber auch zahlreiche Tumorsuppressorgene, deren

Inaktivierung bzw. Herabregulierung im Zusammenhang mit Ovarialkarzinomen
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untersucht wurde. So konnte z.B. eine Inaktivierung des p53-Tumorsuppressorgens auf
Chromosom 17, welches eine wichtige Rolle fir DNA-Stabilitdt und -Reparatur sowie bei
der Apoptose spielt, bei mehr als der Halfte aller serdsen G3-Ovarialkarzinome
gefunden werden, was sich immunhistochemisch nachweisen lasst (Singer et al., 2005).
Andere sind z.B. SPARC auf Chromosom 5, welches eine Funktion bei der Zelladh&sion
hat, oder auch MMAC1 auf Chromosom 10, das wichtig fur die Signaltransduktion in der
Zelle ist. Durch Methylierung im Promotorbereich dieser Gene kann deren Expression
behindert sein, was eine ungehemmte Weitergabe von Wachstumssignalen an den
Zellkern ermoglicht. Die Untersuchung solcher herabregulierter Tumorsuppressorgene
ist mittels Genexpressionsanalysen maoglich, z.B. Uber die sog. DNA Microarray-
Technik, welche die relative Aktivitat zuvor identifizierter Zielgene misst (Magic et al.,
2007). Hierdurch gelingt es, nicht nur das Vorhandensein eines potentiell mutierten
Genlocus nachzuweisen, sondern gleichzeitig seine Aktivitdt in der Zelle zu
guantifizieren. Dies wird erméglicht durch Isolation der jeweiligen mRNA, die dann in
cDNA, d.h. in zur RNA komplementare DNA, umgeschrieben wird. Die radioaktiv oder
per Fluoreszenzfarbstoff markierte cDNA kann dann wiederum mit Sonden des DNA-

Arrays hybridisiert und so detektiert werden.

Untersuchungen dieser Art werden somit in Zukunft weit umfassendere Analysen das
Erkrankungsrisiko beeinflussender genetischer Faktoren und vielleicht in der Folge auch
dringend bendtigte, gezieltere Behandlungsmdoglichkeiten auf molekulargenetischer

Ebene, wie sie bei anderen malignen Tumoren bereits etabliert sind, aufzeigen.

7. Zusammenfassung

Viele Forschungsgruppen haben sich bislang mit dem Einfluss von Genen des HLA-III-
Komplexes und ihren verschiedenen zugehdrigen Polymorphismen auf die Entstehung
und den Verlauf unterschiedlichster Erkrankungen beschéaftigt und fir viele von ihnen

konnte ein Zusammenhang gezeigt werden.

In dieser Arbeit konzentrierten wir uns auf jeweils einen Polymorphismus im Bereich von
funf auf Chromosom 6 lokalisierten Genloci der MHC-Klasse Il und eine mogliche

Assoziation mit dem Auftreten eines sporadischen Ovarialkarzinoms. So untersuchten
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wir polymorphe Loci fir Tumornekrosefaktor-alpha, Lymphotoxin-alpha, die Hitze-
schockproteine HSP 70-2 und HSP 70-hom sowie den fiir den Receptor for Advanced
Glycosylation End products codierenden Bereich. Hierbei kamen wir zu teils signifi-
kanten, teils nicht signifikanten Unterschieden in den Allel- und Genotypverteilungen bei
gesunden Probandinnen und erkrankten Frauen. Insbesondere fir RAGE zeigte sich
eine Assoziation des veranderten, mit einer hoheren sSRAGE-Produktion einher-
gehenden C-Allels mit dem Ovarialkarzinom, welche die Ergebnisse der oben
beschriebenen Studien zu anderen Malignomen wie dem Magenkarzinom und dem
Malignen Melanom unterstiitzt. Insgesamt lassen unsere Ergebnisse zu diesem Zeit-
punkt keine grundsatzlichen Aussagen Uber den Einfluss der betrachteten Genpoly-
morphismen zu. Als Grinde hierfur lassen sich die insgesamt recht kleine Anzahl an
untersuchten Erkrankten sowie die Tatsache anfihren, dass nicht bei allen zur
Verfliigung stehenden DNA-Proben die Amplifikation und/oder der Enzymverdau gelang,
insbesondere bei den Proben der erkrankten Frauen. Da unklar ist, welche Allele bei
diesen gehauft vorgekommen waren, ist es durchaus mdglich, dass wir zu einem
anderen Ergebnis gekommen waren. Auch waren die Frauen in den Kontrollgruppen
deutlich junger, so dass die Mdglichkeit einer erst spateren Erkrankung berilicksichtigt
werden muss. Aber auch unabhéngig von diesen au3eren Faktoren kommen Forscher-
gruppen bei den unterschiedlichsten Erkrankungen oft auch zu widersprichlichen
Ergebnissen, was angesichts der so komplexen Effekte der untersuchten Zytokine der

MCH-Klasse Il nicht weiter Uberrascht.

Um den Einfluss der untersuchten Polymorphismen genauer einschétzen zu kénnen,
bedarf es sicherlich weit groR3er angelegter Studien, um letztlich nicht nur die Entstehung
des sporadischen Ovarialkarzinoms besser verstehen zu kénnen, sondern gegebenen-
falls in der Zukunft auch Ruckschlisse fir die Diagnostik und Therapie ziehen zu

koénnen.
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