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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Asthma im Kindesalter

Asthma bronchiale ist charakterisiert durch anfallsweises Auftreten von Atemnot
infolge bronchialer Hyperreagibilitdt und reversibler Atemwegsobstruktion, begleitet
von chronischer Entziindung der Atemwege. Die Krankheit, von der in Westeuropa und
den USA ca. fiinf Prozent der erwachsenen Bevolkerung und ca. zehn Prozent der
Kinder betroffen sind, kann sich in jedem Lebensalter manifestieren, vor allem aber
beginnt sie im Kindesalter: Mehr als die Hélfte aller Patienten erkrankt vor dem 10.
Lebensjahr. Bei 80 Prozent der kindlichen Asthmatiker manifestiert sich die Erkrankung
bis zum 1. Schuljahr, bei 45 Prozent bereits im 1. Lebensjahr.

Eine kausale Ursache fiir die Entstehung von Asthma konnte bislang nicht eindeutig
gefunden werden. Vielmehr handelt es sich um eine komplexe Erkrankung, deren
Entstehung multifaktoriell erkldrt wird. Zwar sind Ausloser fiir einen Asthma-Anfall
eindeutig beschrieben (es handelt sich hierbei um allergische, pharmakologische, um-
weltbedingte, infektiose und emotionale Ausloser), doch die Ursachen sind vielfiltig.
Die Tatsache, dass die individuelle genetische Pridisposition und unterschiedliche
Umwelteinfliisse eine entscheidende Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen, ldsst
auf eine Vielzahl kausaler Faktoren schlieBen und erklirt die groe Variabilitdt in der

Expression der Erkrankung.

Das typische klinische Bild wird durch die unterschiedlich stark ausgeprigte exspira-
torische Dyspnoe bestimmt. Oft ist eine obstruktive Bronchitis die erste Asthma-
manifestation bei Kleinkindern, die allerdings nur bei 15 bis 30 Prozent aller Patienten
spéter tatsdchlich in Asthma bronchiale iibergeht. In vielen Féllen verliert sich die
Neigung zur Entwicklung einer obstruktiven Bronchitis mit dem Alterwerden, da sich
das Bronchialsystem des Kindes, das in den ersten drei Lebensjahren noch prédisponiert
ist fiir die Entwicklung infektassoziierter Atemwegsobstruktionen, im Laufe der Zeit
anatomisch und funktionell weiterentwickelt. Die Auswirkungen der Erkrankung auf

das betroffene Kindes variieren von wenig belastenden Symptomen wie leichtem
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Giemen bis hin zum Bild eines schwerkranken Kindes. Auch ein anfallsweiser
Reizhusten, der vor allem in bestimmten Umweltsituationen wie Temperaturwechsel,
korperlicher Belastung oder bei Luftverschmutzung auftritt, kann eine klinische
Erscheinungsform des Asthma bronchiale darstellen.

Ein angehender Asthmaanfall macht sich meist durch unproduktiven Husten und ein
Engegefiihl in der Brust bemerkbar, begleitet von einer sich oft bis zur bedrohlichen
Atemnot steigernden exspiratorischen Dyspnoe. Der Thorax ist tiberblédht und durch die
heftigen Atemanstrengungen kann es zu Einziehungen bei der Einatmung kommen.
Auskultatorisch kdnnen pfeifende, giemende und brummende Gerdusche zu horen sein,
mitunter auch klingende Rasselgerdusche. Am Ende des Anfalls kommt es haufig zu
Husten mit zdhem, glasigem Schleim, der expektoriert wird. Mitunter treten im Rahmen

eines Asthmaanfalls auch Atelektasen und in der Folge Mukostasen auf.

Pathophysiologisch entsteht die Atemnot des Patienten durch Obstruktion der
Atemwege. Diese wird ausgelost durch Kontraktion der glatten Bronchialmuskulatur
mit Hyperidmie, Odem und entziindlicher Infiltration der Schleimhaut mit Verstopfung
der Atemwege durch Schleim und abgeldste Bronchialepithelzellen. Grundlage der
Obstruktion ist eine bronchiale Hyperreaktivitit, die durch verschiedene Faktoren
hervorgerufen wird. Fiir den kindlichen Asthmatiker sind in diesem Zusammenhang vor
allem Allergenkontakte (zum Beispiel mit Hausstaub, Tierhaaren, Pollen), Atemwegs-
infekte und korperliche Belastung von Bedeutung. Diese Faktoren fiihren innerhalb
weniger Minuten zur akuten Bronchialobstruktion, die beim allergischen Asthma durch
eine Allergie vom Soforttyp ausgelost wird. Diese Sofortreaktion wird durch die
Bindung des jeweiligen Antigens an ein spezifisches IgE auf der Zelloberfliche von
Mastzellen oder Basophilen ausgelost. Darauthin kommt es zur Freisetzung von
Entziindungsmediatoren, wie zum Beispiel Histamin oder Prostaglandinen. Diese
fithren zum Bronchospasmus, also einer Verringerung des Bronchiallumens aufgrund
Kontraktion der glatten Muskulatur, und zu erhdhter Durchldssigkeit der Kapillaren mit
nachfolgender Schleimhautschwellung. Diese unmittelbare Reaktion kann auch durch
IgE unabhingige Mastzelldegranulierung ausgelost werden, etwa durch kalte Luft oder
chemische Stoffe.

Sechs bis acht Stunden nach Allergenkontakt schliefit sich die Spétreaktion an. Diese ist

dadurch charakterisiert, dass die bei der Mastzelldegeneration freigesetzten
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Entziindungsmediatoren die Rekrutierung von Entziindungszellen (Leukozyten,
Makrophagen, etc.) einleiten; diese setzen wiederum eigene Mediatoren frei und
erhalten dadurch den Entziindungsprozess aufrecht. Es kommt also zur massiven
Schleimhautinfiltration mit entziindlichen Reaktionen wie Hyperimie, Odemen der
Bronchialwinde und Stau von zdhem Sekret mit der Folge einer obstruktiven
Ventilationsstorung. Diese zeigt sich in erhohtem Atemwegswiderstand, vermindertem

forcierten Exspirationsvolumen und reduzierten exspiratorischen Flussraten (39).

1.2 Immunologische und genetische Grundlagen der Asthmaerkrankung

IgE-Antikorper spielen bei vielen Formen des Asthma bronchiale eine zentrale Rolle.
Die allergische, IgE vermittelte Reaktion gegen ubiquitére Allergene verursacht jedoch
nicht nur die Entstehung von Asthma, sondern auch die von anderen atopischen
Erkrankungen wie Heuschnupfen und Neurodermitis, die hdufig mit Asthma verge-
sellschaftet sind.

Auch im Falle von Neurodermitis 16sen Allergene (zum Beispiel Nahrungsmittel, Hitze,
Bakterien, etc.) eine lokale IgE-Produktion in der Haut aus. Anschlieend kommt es zu
einer komplexen zelluldren Entziindungsreaktion. Daran beteiligt sind vor allem die
antigenpriasentierenden Zellen der Haut (Langerhans-Zellen), die iiber ihre IgE-
Rezeptoren IgE-Allergen-Komplexe binden und T-Zellen préisentieren. Dadurch wird
eine T-Zell-vermittelte Entziindungsreaktion ausgelost, an der verschiedene Zelltypen,
wie zum Beispiel Eosinophile und Mastzellen, beteiligt sind.

Das Vorhandensein einer atopischen Veranlagung, also die erhohte Wahrscheinlichkeit
atopische Erkrankungen wie allergisches Asthma oder Neurodermitis zu entwickeln,
lasst sich durch das positive Ergebnis eines Hauttests belegen (zur Durchfiihrung des

Haut-Prick-Tests siche 2.1.2.2.).

Eine zentrale Rolle bei der IgE-Regulation und anderen atopietypischen Immun-
reaktionen spielt das T-Helferzellsystem, dessen Entwicklung und Differenzierung
schon in sehr frither Kindheit, vor allem innerhalb des ersten Lebensjahres, abliuft (3).

Im Rahmen der T-Zelldifferenzierung werden naive T-Zellen, so genannte THO-Zellen,

iiber bestimmte Antigene, die von antigenpridsentierenden Zellen an die T-Zellen
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herangebracht werden, zur Differenzierung angeregt. Dabei fungiert die Anwesenheit
von Allergenen als Stimulus fiir die Differenzierung zu TH2-Zellen (T-Helfer-2-
Zellen); Viren und Bakterien hingegen fithren zur Differenzierung zu TH1-Zellen.

Im Verlauf der Entwicklung allergischer Erkrankungen aktivieren TH2-Zellen die
allergenspezifische Produktion von IgE-Antikorpern durch B-Zellen, die ihrerseits
Mastzellen zur Sekretion von proinflammatorischen Molekiilen anregen (Histamine,
Prostaglandine, etc.). Diese Substanzen leisten wichtige Beitrdge zur bronchialen
Sofortreaktion im Rahmen der Asthmaerkrankung.

Zusitzlich haben die TH2-Zellen das Potential, Mastzellen direkt zu aktivieren und
dariliber hinaus liber Cytokine eosinophile Granulozyten zu stimulieren. Diese spielen
bei der Spatreaktion, also der Aufrechterhaltung der Entziindung, eine entscheidende
Rolle. Als Gegenspieler zur TH2-Reaktion wirken T-Helferzellen, die sich zu TH1-
Zellen differenziert haben und die Produktion von IgE unterdriicken.

Ein Ungleichgewicht zu Gunsten der TH2-Zellen wird, wie in zahlreichen Unter-
suchungen dokumentiert, fiir die Entstehung, das Fortschreiten und die
Aufrechterhaltung von Asthma bronchiale mitverantwortlich gemacht. Die TH2-
Reaktion ist aber ebenso an der Entwicklung anderer atopischer Erkrankungen wie

Heuschnupfen oder Neurodermitis beteiligt (40).

Um Einfluss auf die Regulation von Immunprozessen zu nehmen, schiitten TH2-Zellen
spezifische Cytokine (zum Beispiel IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13) aus, die auch bei der
Asthmaerkrankung hoch reguliert sind.

Dabei sind IL-4 und IL-13 nach heutigem Stand der Wissenschaft besonders wichtig fiir
die Entstehung von Asthma bronchiale. Diese Cytokine sind sich in Struktur und
Funktion sehr dhnlich. Sie stellen beide zentrale Faktoren der allergischen Immun-
reaktion dar und sind an vielen immunregulatorischen Funktionen beteiligt. Zum
Beispiel sind sie flir die Aktivierung von Mastzellen und Eosinophilen zustindig und
iiben damit einen entscheidenden Einfluss auf Entziindungsprozesse aus. Weiterhin
filhren sie zu einer vermehrten Expression von HLA-Molekiillen auf antigenpré-
sentierenden Zellen und fordern somit die Erkennung zahlreicher Allergene.

Allerdings bestehen auch deutliche Unterschiede beziiglich Herkunft und Wirkung von
IL-4 und IL-13. So wird IL-4 sowohl von T-Zellen als auch von Mastzellen und

Basophilen produziert, der IL-4-Rezeptor wird auf B- und T-Zellen exprimiert.
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Die IL-13-Produktion findet ausschlieBlich in TH2-Zellen statt, der IL-13-Rezeptor
fehlt auf T-Zellen, ist aber beispielsweise auf B-Zellen, Fibroblasten und Endothelzellen
ausgebildet.

Der Schwerpunkt der IL-4-Wirkung liegt in der Stimulation von T-Zellen zur
Differenzierung zu TH2-Zellen. IL-4 spielt auBerdem eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung der TH-2-gewichteten allergischen Immunantwort und der Produk-
tion von IgE (46). Es ist dabei mit verantwortlich fiir den Klassenwechsel von IgM auf
IgE, der durch Bindung an Oberflachenrezeptoren von TH2-Zellen ausgeldst wird.
Aufgrund des Fehlens des IL-13-Rezeptors auf den T-Zellen hat IL-13 keine Wirkung
auf den T-Zell-Differenzierungsprozess (6). Stattdessen hemmt IL-13 die proinflamma-
torische Cytokinproduktion von Makrophagen und wirkt organ- und zelltypspezifisch
besonders auf glatte Muskulatur, Endothelzellen und Fibroblasten der Atemwege (siche
Abb. 1.1). Es stimuliert unter anderem die Chemokinexpression von Endothelzellen und
tragt zur Hypertrophie glatter Muskulatur bei. Im Bereich der Atemwege ist IL-13 damit
mitverantwortlich flir die Entstehung bronchialer Hyperreaktivitét (17, 53, 54).
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Abb. 1.1: Wirkungsschwerpunkte von IL-4 und IL-13
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IL-4 und IL-13 wirken iiber dieselbe Signalkaskade, deren Rezeptor aus verschiedenen
Elementen, den Rezeptorketten, aufgebaut ist. Die Rezeptoren der beiden Cytokine
unterscheiden sich nur im Aufbau ihrer Ketten und deren unterschiedliche Bindungs-
fahigkeit.

Der IL-4-Rezeptor (IL-4R) besteht aus einer y-Kette und einer a-Kette (IL-4Rar), der IL-
13-Rezeptor stellt ein Heterodimer aus der gleichen IL-4Ra-Kette und einer IL-13Ral
Kette dar.

IL-4 bindet iiber die IL-4Ra-Kette an beide Rezeptoren, wogegen IL-13 nur an der IL-
13Ral-Kette wirksam werden kann (siche Abb. 1.2; 51).

Binden die Cytokine an ihre Rezeptoren, werden intrazelluldr Januskinasen
(JAK1/JAK3) bzw. Tyrosinkinasen (TYK2) aktiviert, die mit den Rezeptorketten
assoziiert sind. Die aktivierten Kinasen wiederum phosphorylieren das intrazelluldre

Signaltransduktions- und -transaktivations-Molekiil 6 (STAT6). In phosphoryliertem
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Zustand verbinden sich jeweils zwei STAT6-Molekiile zu einem Homodimer, das in
dieser Form in den Zellkern eintreten kann, um dort an Promotorregionen von
Zielgenen zu binden, was wiederum zur Transkription dieser Gene fiihrt. Im Falle von

IL-4 fiihrt dies etwa zur Umstellung der Produktion von IgM auf IgE (,,Class-Switch®).

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der IL-4 und IL-13 Signalwege
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Dementsprechend spielt die IL-4-Signalkaskade eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung von Asthma bronchiale und assoziierten atopischen Erkrankungen. Da es
sich hierbei um einen grundlegenden und nicht reversiblen immunologischen
Mechanismus handelt, muss die IL-4/IL-13 Signalkaskade streng reguliert werden.
Unerwiinschte oder tiberschieBende Aktivierung soll durch verschiedene Kontroll- und

Feedback-Mechanismen verhindert werden.
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MaBgeblich beteiligt an der Regulation dieser Signalkaskade ist das SOCS3-Gen, ein
wichtiges Mitglied der SOCS-Genfamilie, die in engem Zusammenhang zum T-Helfer-
zellsystem, der IgE-Produktion und damit der Entstehung atopischer Erkran-kungen
steht.

1.2.1  Struktur und Wirkungsweise der SOCS-Genfamilie

Die Abkiirzung ,,SOCS* steht fiir ,,suppressor of cytokine signaling®, also filir die
hemmende Wirkung von (SOCS-)Proteinen auf Signalwege, die durch Cytokine
ausgelost werden. Insgesamt wurden 20 Proteine entdeckt, die die charakteristische
,»,SOCS- Box“ (homologe Abfolge von ca. 30 Aminoséduren; 29, 37, 47) enthalten und
damit der SOCS-Familie zugerechnet werden.

Je nach Struktur ihrer zentralen Region wurden diese 20 Proteine in fiinf Unterfamilien
aufgeteilt. Das in dieser Arbeit beschriebene SOCS3-Gen bildet zusammen mit sieben
weiteren Mitgliedern (SOCS1 — SOCS7 und CIS=,,cytokine inducible SH2- containing
protein®) eine solche Unterfamilie, deren gemeinsame Struktur aus einer zentralen SH2-
Doméne, einem variablen N-Terminus (50-380 Aminosduren) und der C-terminalen
charakteristischen ,,SOCS-Box* (29, 47) besteht. Die vier weiteren Unterfamilien unter-
scheiden sich durch eine andere zentrale Domédne und sind bislang, genau wie SOCS4—
SOCS7, noch wenig erforscht. Im Gegensatz dazu sind SOCS1 bis SOCS3 und CIS

mittlerweile gut charakterisiert.

Fir die Aktivierung der SOCS-Gene ist die Bindung von Cytokinen ndtig. Unter
Cytokinen versteht man Glykoproteine, die an der Regulation essentieller biologischer
Prozesse beteiligt sind, so zum Beispiel Himatopoese, Wundheilung, Regulierung des
Immunsystems, Entwicklung des Nervensystems und viele weitere mehr. Die
Wirkungsweise dieser Cytokine lduft iiber die Bindung an entsprechende Ober-
flaichenrezeptoren der Zielzelle. Es gibt zahlreiche Beispiele fiir Cytokine, die in
Wechselwirkung mit SOCS1-3/CIS stehen, so z.B. IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, Interferon v,
Prolactin und Wachstumshormone, um nur einige Beispiele zu nennen (siche auch

folgende Tabelle 1.1; 29).
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Tab. 1.1: Wechselwirkungen zwischen SOCS1-3/CIS und diversen Cytokinen

Name  hemmt Signalweg durch: assoziiert mit:
CIS IL-2; IL-3; Prolactin; Epo; IGF-1; GH Epo-Rezeptor; IL-2-Rezeptor;
IL-3-Rezeptor; GH-Rezeptor;
PCK6
SOCS1 IL-2;IL-3; IL-4; IL-6; GH; Prolactin; JAK1; JAK2; JAK3; GH-
Epo; LIF; OSM; Tpo; IGF-1 Rezeptor; IGF-1-Rezeptor
SOCS2 GH; IL-6; IGF-1; Prolactin IGF-1-Rezeptor; Prolactin-
Rezeptor; GH-Rezeptor
SOCS3 1IL-2; IL-3; IL-4; IL-6; GH; Prolactin; GH-Rezeptor; Epo-Rezeptor;
Epo; LIF; IFN-a; IFN-y; Leptin; OSM;  Leptin-Rezeptor; IGF-1-
IGF-1; Insulin Rezeptor
SOCS4 unbekannt unbekannt
SOCS5 1IL-6 unbekannt
SOCS6 unbekannt unbekannt
SOCS7 unbekannt PLCy

Abkiirzungen: Epo = Erythropoetin; IGF = Insulin-like Growth Factor; GH =
Growth Hormone; PCK = Proteinkinase C; LIF = Leukemia Inhibiting Factor; OSM
= Onkostatin M; Tpo = Thrombopoetin; PLC = Phosphoplipase C
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Als direkte Reaktion auf eine Zell-Stimulation mit Cytokinen findet man einen rapiden,
sofortigen Anstieg von SOCS-m-RNA in Zellen, in denen vor Stimulation nur sehr
niedrige oder nicht nachweisbare RNA-Mengen vorhanden waren (29).

Es gibt keine direkte Beziehung zwischen einer bestimmten Cytokin-Stimulation und
einer entsprechenden Induktion von SOCS-m-RNA. Vielmehr ist diese abhdngig von
der beobachteten Zelllinie und dem untersuchten Gewebe. Allgemein ist festzustellen,
dass eine Cytokin-Stimulation fast immer zur Induktion mehrerer SOCS-Gene fiihrt.
Eine Ausnahme stellt hierbei SOCS3 dar, das nur von spezifischen Cytokinen aktiviert
wird. Als Beispiel hierfiir wire die Induktion von SOCS3-m-RNA in Monozyten und
Makrophagen durch IL-10 und LPS zu nennen (22, 29, 49).

Die Expression von SOCS wird iiber einen Signalweg ausgelost, dessen zentrale
Elemente, die JAKS (Janus-Tyrosin-Kinasen) und STATS (,,signal transducers and
activators of transcription®), denen der IL-4/IL-13- Signalkaskade entsprechen.

Am Beginn der Signaltransduktion steht die Bindung des Cytokins an spezielle
Rezeptoren. Diese Cytokinrezeptoren sind mit JAK-Kinasen verbunden, die sich
unterhalb der Plasmamembran am intrazelluldren Teil des Rezeptors befinden und
durch die Cytokinbindung aktiviert werden. Diese wiederum aktivieren die STATS, die
im phosphorylierten Zustand vom Rezeptor dissoziieren und in Homo- und
Heterodimere dimerisieren. Diese Dimere gelangen in den Zellkern und binden an
spezifische DNA-Sequenzen in Promotorregionen bestimmter Gene, wie zum Beispiel
Gene der SOCS-Familie, deren Transkription somit reguliert wird (Abb. 1.3, linker
Teil).

Sowohl SOCS1 als auch SOCS3 und CIS besitzen Promotor-Bindungsstellen fiir
STAT-Transkriptionsfaktoren, die bei Bindung die Expression von SOCS ausldsen.
Genauer betrachtet beinhaltet CIS in seiner Promotorregion vier potentielle STATS-
Bindungsstellen, SOCS1 stellt Bindungsstellen fiir STAT1, STAT3 und STAT6 bereit,
SOCS3 fiir STAT1 und STAT3. Bei SOCS3 gibt es Hinweise auf einen zusdtzlichen
Regulationsmechanismus: STATSb kann an das STAT1/STAT3-Element im SOCS3-

Promotor binden und somit Einfluss auf die Expression von SOCS3 nehmen (13).
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Einerseits regulieren Cytokine also die Expression von SOCS, andererseits besteht die
Funktion von SOCS auch in der Regulation der von Cytokinen aktivierten Signal-
kaskade. AuBerdem inhibiert SOCS gleichzeitig auch den Signalweg, der urspriinglich,
im Sinne einer negativen Riickkopplung, zur eigenen Produktion gefiihrt hat und wirkt
somit einem moglicherweise zu starken hemmenden Effekt entgegen.

Seine inhibitorische Wirkung iibt SOCS iiber die Bindung an verschiedene Elemente
der beschriebenen Signalkaskade aus.

Die genaueren Mechanismen der verschiedenen SOCS-Vertreter im Rahmen dieser
Signalwegshemmung lassen sich an folgender Abbildung (29) verdeutlichen (Abb. 1.3,
rechter Teil):

Abb. 1.3: Mechanismen der SOCS- Signalwegregulation
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JAK = Januskinase; STAT = STAT6-Transkriptionsfaktor; P = phosphoryliert
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SOCSI bindet (nach Anlagerung des jeweiligen Cytokins an den Rezeptor) direkt an
JAK und stoppt somit seine katalytische Aktivitdt. Damit kommt es auch nicht zur
Bereitstellung der Andockstelle fiir STAT.

CIS blockiert direkt die STAT-Bindungsstelle am Rezeptor, SOCS3 bindet an den
Cytokinrezeptor in der Nidhe der JAK-Bindungsstelle und stoppt so die JAK-Aktivitét.
Die Wirkungsweise von SOCS?2 ist in diesem Zusammenhang noch nicht geklért. Auf
molekularer Ebene wird die Inhibition von JAK durch eine so genannte KIR (,.kinase
inhibiting region®) durchgefiihrt, die sich bei SOCS1 und SOCS3 im N-terminalen
Bereich befindet (29, 56).

Abgesehen von den eben genannten Prozessen zur Signalunterdriickung gibt es
Hinweise auf einen weiteren interessanten Mechanismus: SOCS-Box-Proteine
fungieren als Adaptermolekiile, die einen Komplex bilden kdnnen aus ihrer SOCS-Box,
einer Ubiquitin-Ligase und einem aktivierten Signalprotein, dessen weitere Wirkung
unterdriickt werden soll. Da die Ubiquitinierung eines Proteins die allgemeine
Voraussetzung zum Abbau eines Proteins im Proteasom einer Zelle darstellt, fiihren die
SOCS-Elemente also in ihrer Funktion als Vermittler zur Ligase letztendlich zum

Abbau des zu hemmenden Signaltriagers (29, 37, 58).

Der beschriebene JAK-STAT-Weg ist wohl nicht der einzige Mechanismus, mit dem
SOCS seine Regulationsfunktion ausiibt, allerdings ist dieser der bislang am besten
untersuchte. Es wurde auch schon in vitro gezeigt, dass die SOCS-Familienmitglieder
eine Vielzahl anderer Signalproteine binden konnen. Dies gibt wiederum Hinweise
darauf, dass fir SOCS potentiell die Moglichkeit besteht, weitere Signalwege zu

modulieren.
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1.2.2  Der Einfluss von SOCS3 auf die Entstehung allergischer Erkrankungen

Bei der Untersuchung der Wirkung von SOCS3 auf das T-Zellsystem wurde heraus-
gefunden, dass SOCS3 die friihe Entwicklung und Differenzierung der T-Zellen (in
CD4- und CD8-Zellen) im Thymus und die Differenzierung in THI- und TH2-
Helferzellen beeinflusst (30). Dabei wird die Entwicklung hin zu TH1- bzw. TH2-
Zellen von einer spezifischen Erhdhung der SOCS-m-RNA in der Zelle begleitet. Fiir
SOCS3 ergab sich in TH2-Zellen eine im Vergleich zu TH1-Zellen 23-fach erhdhte
Menge an m-RNA (11). Zusétzlich wurde in diesem Zusammenhang herausgefunden,
dass das AusmalBl der SOCS3-Expression bei Patienten mit TH2-Erkrankungen, also
Krankheiten mit erhohtem TH2-Level wie zum Beispiel Asthma und Dermatitis, eng
korreliert mit der Schwere der Krankheit, d.h. je ausgeprigter das Krankheitsbild ist,
desto hoher ist die SOCS3-Expression in T-Zellen (30, 45).

Einen zusitzlichen Hinweis auf den Zusammenhang zu atopischen Erkrankungen geben
Untersuchungen, die zeigen, dass der IgE-Spiegel bei Menschen mit gesteigerter
SOCS3-Expression erhoht ist (30).

SOCS3 beeinflusst Entziindungsprozesse iiber einen weiteren Mechanismus. IL-6, ein
proinflammatorisches Cytokin, das eine wichtige Rolle bei lokalen Entziindungs-
vorgdngen spielt, wird tiber SOCS3 inhibitorisch reguliert. Damit {ibt SOCS3 einen
entziindungshemmenden Effekt aus (7).

Weiterhin bindet SOCS3 spezifisch an die cytoplasmatische Region eines IL-12-
Rezeptors, dessen Funktion in der Differenzierung der T-Zellen hin zu THI1 besteht.
Diese wird durch die Bindung von SOCS3 inhibiert (30).

Die zahlreichen Beobachtungen beziiglich des Zusammenhangs zwischen SOCS3 und
immunregulatorischen Faktoren (wie zum Beispiel dem T-Helferzellsystem und den
Cytokinen IL-4/IL-13), die an der Entwicklung atopischer Erkrankungen beteiligt sind,
legt die Vermutung nahe, dass genetische Verdnderungen im SOCS3-Gen zu Verén-
derungen in seiner Funktion flihren konnten, die das TH1/TH2-Gleichgewicht und den
Ablauf der IL-4/IL-13-Signalkaskade beeinflussen konnten.

Der potentielle Einfluss von SOCS3 auf die Regulation von IL-4/IL-13 wird auch
dadurch deutlich, dass SOCS3 mit IL-4 und IL-13 denselben JAK-STAT-Signalweg

teilt. Insbesondere sind in diesem Zusammenhang Forschungsergebnisse zu nennen, die
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die Regulation des IL-4-Signalwegs durch SOCS3 eindriicklich belegen: SOCS3 fiihrt
iiber die Hemmung der cytokinrezeptor-assoziierten JAK1-Kinase zur Inhibition des IL-
4-Signalwegs (18).

Diese Erkenntnisse nihren die Vermutung, dass genetische Verdnderungen in SOCS3,
das an der Regulation von IL-4 mafigeblich beteiligt ist, ebenfalls an der Entstehung

von Asthma und asthmaassoziierten Erkrankungen mitwirken konnten.

Dass genetische Verdnderungen in Form von Polymorphismen innerhalb der IL-4/IL-
13-Signalkaskade eine wichtige Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen, wurde
bereits gezeigt. Bei Polymorphismen handelt es sich um Basenaustausche (= Muta-
tionen). Wenn bei mehr als drei Prozent der Bevolkerung eine solche Mutation auftritt,
wird diese als Polymorphismus (SNP = single nucleotide polymorphism) definiert. Im
Bereich des IL-4/IL-13-Signalwegs wurden bereits in verschiedenen Studien
Polymorphismen auf unterschiedlichen Regulationsebenen entdeckt.

So wurde das komplette IL-4-Gen mitsamt flankierendem Bereich auf Polymorphismen
und deren potentielle Assoziation zu atopischen Erkrankungen hin untersucht. Dabei
ergaben sich signifikante Assoziationen zwischen einer Reihe gekoppelt vererbter
Polymorphismen und der Entwicklung von Asthma bzw. der Regulation des Serum-
IgE-Spiegels (24). Ebenso wurden fiir IL-13 beziiglich des Zusammenhangs zwischen
dem Auftreten von Polymorphismen und der Pravalenz erhohter IgE-Spiegel signifi-
kante Ergebnisse gefunden (15). Auch STAT®6, ein intrazelluldres Signaltransduktions-
und -transaktivations-Molekiil, das nach Aktivierung tiber Tyrosinkinasen letztendlich
fiir die Gentranskription verantwortlich ist, wurde im Rahmen der Untersuchungen
betrachtet. Dabei ergab sich ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Polymorphismen im Bereich des STAT6-Gens und einer Erhdhung des Serum-IgE-
Spiegels (43).

Besonders aufgrund der engen Verbindung der beiden Gene IL-4 und IL-13 iiber die
gemeinsame Nutzung ihres Rezeptorkomplexes liegt die Frage nahe, ob, abgesehen
vom Einfluss der einzelnen Gene auf die Atopieentstehung, eventuell Kombina-
tionseffekte von genetischen Varianten in ihrer Signalkaskade (IL-4, IL-13, IL-4Ra,
STATO6) bestehen.

Die gemeinsame Untersuchung der einzelnen Regulationsebenen ergibt ein komplexes

Bild des Zusammenspiels der einzelnen genetischen Verdnderungen. Dabei zeigen
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neueste Studien, dass beispielsweise das gleichzeitige Vorliegen mehrerer
Genverdnderungen in den vier Hauptkomponenten des IL-4/IL-13-Signalwegs zu
drastischen Auswirkungen auf die Krankheitsentstehung fiihrt (44). In einer weiteren
Untersuchung, die sich mit den Gen-Gen-Interaktionen befasst, wurde entdeckt, dass
das gleichzeitige Auftreten von Polymorphismen in der IL4Ra-Rezeptorkette und dem
IL-13-Gen zu einem, im Vergleich zur Wildtypform, fiinffach erhohten Risiko fiihrt, an
Asthma zu erkranken (21).

Andererseits erkranken Individuen, die auf keiner der Regulationsebenen Polymor-
phismen in den entsprechenden Genen aufweisen, signifikant seltener an Asthma und
zeigen weniger oft erhohte IgE-Serum-Spiegel. Dies legt den Verdacht auf einen
protektiven Effekt der Gene in ihrer Wildtypform beziiglich der Entstehung allergischer
Immunreaktionen nahe.

Die entscheidende Bedeutung des kombinierten Auftretens dieser genetischen
Verdnderungen mit dem damit verbundenen iiberproportional starken Effekt wird
zusitzlich durch die Tatsache unterstrichen, dass in Studien, in denen nur einzelne
Komponenten der Signalkaskade, zum Beispiel die IL-4-Rezeptorkette (IL4Ra),
untersucht wurden, zum Teil nur geringe Effekte auf die IgE-Regulation beobachtet

wurden (55).

Bei SOCS3 handelt es sich also um ein viel versprechendes Kandidatengen im
Zusammenhang mit der Entstehung von Asthma und asthmaassoziierten Erkrankungen.
Um den Einfluss genetischer Verdnderungen von SOCS3 auf die Krankheitsentstehung
niher zu erforschen, wurde das Gen im Rahmen dieser Arbeit innerhalb einer
Bevolkerungsstichprobe auf seine genaue Basenfolge hin untersucht, um eventuelle
Polymorphismen und deren Zusammenhang zur Prdvalenz atopischer Erkrankungen

identifizieren zu konnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Die Populationen

2.1.1 Zufallsstichprobe fiir das Mutationsscreening

Die Screeningpopulation bestand aus 45 freiwilligen Erwachsenen, die zufdllig aus der

Allgemeinbevolkerung ausgesucht wurden.

2.1.1.1 DNA-Extraktion fiir Blutproben der Kontrollpopulation

Aus den EDTA-Blutproben der Probanden wurde die DNA nach folgendem Schema
isoliert: Zuerst wurden die Proben mit Ery-Lyse-Puffer (6.3.1) versetzt. Nach Ablauf
von mindestens 10 Minuten zeigte das Klarwerden der vorher triiben Losung den
vollstdndig abgelaufenen Lyse-Vorgang an. Danach wurde die Losung 10 Minuten bei
500 rcf zentrifugiert, wobei am Boden des entsprechenden Probengefaf3es ein sichtbares
Leukozytenpellet entstand. Dieses wurde, nach Abkippen des Uberstandes, durch
Schrappen des Gefifles an einem Metallgitter resuspendiert. Dieser eben beschriebene
Vorgang (Lyse- mit darauf folgendem Zentrifugationsschritt) wurde anschlieBend noch
zweimal wiederholt. Danach erfolgte die Zugabe von 5 ml Proteinase K-Puffer (6.3.1),
25 pl Proteinase K (6.5.2) und 250 pl 20 % SDS (6.3.1). AnschlieBend wurden die
Proben iiber Nacht im Wasserbad bei 37°C inkubiert.

Im nédchsten Schritt erfolgte die Zugabe von 1500 pl NaCl mit anschlieBendem, ca. 15
Sekunden langem Vortexen der Losung. Danach wurden die Proben 30 Minuten bei
3200 rcf zentrifugiert, der sich ergebende Uberstand (= DNA-haltige Losung) in frische
Reaktionsgefde tberfiihrt und jeweils 20 ml 100 % Ethanol (6.3.1) zugegeben.
Sofortiges Schwenken fiihrte nach EtOH-Zugabe zum Ausfallen der DNA, die mit Hilfe
einer Pipettenspitze aus der Fliissigkeit entnommen werden konnte. Nach der

anschlieBenden Durchfiihrung eines Waschschrittes mit 70 % Ethanol wurde die DNA
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ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und danach in etwa 150 pl (je nach
Menge der gefillten DNA variierend) TE-Puffer (6.3.1) gelost und bei 4°C gelagert.
Die genomische DNA der Kontrollpopulation wurde in der vorliegenden Arbeit fiir alle

Sequenzierreaktionen zur Polymorphismus-Detektion im SOCS3-Gen benutzt.

2.1.2  Die Studienpopulation fiir die Assoziationsanalyse

Im Rahmen der ,International Study of Asthma and Allergies in Childhood Phase I1*
(ISAAC 1), einer internationalen Vergleichsstudie zur Erforschung von Asthma und
Allergie, wurden in den Jahren 1995/96 unter anderem in den deutschen Stddten
Miinchen und Dresden Kinder der 4. Schulklasse (Altersstufe 9-11 Jahre) rekrutiert.
Entsprechend dem ISAAC II-Studienprotokoll wurden sie mittels standardisiertem
Elternfragebogen, Hautuntersuchung, Haut-Allergietest, Spirometrie und bronchialem
Reiztest untersucht. Zusétzlich wurde eine vendse Blutentnahme durchgefiihrt (52).
Insgesamt 3.099 Kinder deutscher Abstammung aus den Stadten Miinchen und Dresden
bildeten die Gesamtpopulation fiir die vorliegende Assoziationsstudie, wobei sich die
Verteilung folgendermaBlen zusammensetzte: Miinchen n = 1.159, Dresden n = 1.940.
Es handelte sich hierbei um eine Querschnittspopulation, d.h. sémtliche rekrutierte Kin-
der mit verfligbarer DNA und IgE-Werten wurden unabhidngig von mdglichen
asthmatischen oder atopischen Erkrankungen erfasst.

Die DNA dieser Population wurde spdter zur Genotypisierung in der MALDI-TOF
(sieche 2.10) eingesetzt.

2.1.2.1 Fragebogen

Die standardisierten Fragebogen wurden durch die Schulen an die Eltern der Kinder
ausgeteilt und beinhalteten detaillierte Fragen zum Aufireten und der Schwere von
atopischen Symptomen.

In der spéteren Analyse wurden die Phénotypen Asthma, keuchende oder pfeifende
Atemgerdusche, die irgendwann einmal aufgetreten sind (im Folgenden als ,,Giemen

jemals® bezeichnet), keuchende Atmung, die im letzten Jahr aufgetreten ist (im
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Folgenden als ,,Giemen im letzten Jahr* bezeichnet), Heuschnupfen, Neurodermitis,
Atopie und IgE-Spiegel ausgewertet.

Kinder wurden dann als Asthmapatienten eingestuft, wenn die Eltern folgende Fragen
bejahten: ,Hat ein Arzt mindestens einmal Asthma bei ihrem Kind diagnostiziert?*
bzw. ,Hat ein Arzt Ofter als einmal die Diagnose asthmatische, spastische oder
obstruktive Bronchitis bei ihrem Kind gestellt*?

Ob ein Kind an Heuschnupfen oder Neurodermitis erkrankt war, wurde entsprechend
iiber die Frage: ,,Hat ein Arzt jemals Heuschnupfen bzw. Neurodermitis bei ihrem Kind

diagnostiziert?, iberpriift.

2.1.2.2  Atopiebestimmung mittels Haut-Allergietest

Sechs hdufige Aeroallergene sowie eine Positiv- und Negativkontrolle (10 mg/ml
Histamin bzw. NaCl) wurden fiir den Haut-Prick-Test verwendet. Dabei sah das
ISAAC-Protokoll fiir die Kinder in Miinchen und Dresden die Testung auf Dermato-
phagoides pteronyssinus, D. farinae, Katzenhaar, Alternaria tenuis, Baum- und Gréser-
pollen unter Verwendung von Extrakten (6.7) vor.

Fiir die Auswertung des Prick-Tests war die GroB3e der jeweils entstandenen Quaddel an
der Auftragsstelle verglichen mit der Negativkontrolle ausschlaggebend. Dabei ent-

sprach ein positives Testergebnis einem Quaddeldurchmesser von mehr als 3 mm.

2.1.2.3 Bestimmung Gesamt-Serum-IgE

Fiir die Bestimmung des Immunglobulin E-Spiegels wurde eine vendse Blutabnahme

durchgefiihrt und aus dem EDTA-Blut die DNA isoliert und aufgereinigt.

2.1.2.4 Qualititskontrolle

Alle an der 1995/1996 durchgefiihrten Studie beteiligten Feldarbeiter durchliefen ein
einwOchiges Trainingsprogramm. Im Verlauf der Datensammlung wurden die damit

betrauten Teams in periodischen Abstinden sowohl angekiindigt als auch
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unangekiindigt von Inspektoren besucht. Die Qualitdt der gesammelten Daten wurde
iiber den gesamten Zeitraum der Erfassung von einem zentralen Koordinationszentrum
in Miinster kontrolliert und die Studiendurchfiihrung von der Ethikkommission der

Universitdt Miinster genehmigt.

2.1.3 Primaten-DNA

Abgesehen von der Untersuchung menschlicher DNA wurde im Rahmen dieser Arbeit
genetisches Material von verschiedenen Affen-Spezies miteinbezogen. Von jeder
Affenspezies lag eine DNA-Probe vor, die tiber die ECACC (European collection of
cell cultures, siche 6.7) bezogen wurde. Es wurde ein so genanntes phylogenetisches
Shadowing (4) durchgefiihrt, dessen Prinzip auf Sequenzvergleichen zwischen Homo
sapiens und mit ihm mehr oder weniger eng verwandten Affenarten beruht. Durch diese
Methode kann der Konservierungsgrad des untersuchten genetischen Materials be-
stimmt werden. Es wurde also, analog zu den untersuchten Probanden, bei den Tieren in
der SOCS3-Region die genaue Basensequenz mittels Sequenzierung ermittelt. Bei den
Affen handelt es sich hierbei um genetisches Material der folgenden fiinf Arten, die in
absteigender evolutiondrer Reihenfolge (zur phylogenetischen Entfernung zum
H.sapiens in Mio. Jahren siche Angabe in Klammern) mit dem Menschen verwandt
sind:
- Schimpanse (Uberfamilie Menschenartige, Familie afrikanische Menschen-
affen, 6 Mio. Jahre)
- Gorilla (Uberfamilie Menschenartige, Familie afrikanische Menschenaffen, 9
Mio. Jahre)
- Orang-Utan (Uberfamilie Menschenartige, Familie asiatische Menschenaffen,
15 Mio. Jahre)
- Gibbon (Uberfamilie Menschenartige, Familie kleine Menschenaffen, 25 Mio.
Jahre)
- Griine Meerkatze (Altweltaffe, 25 Mio. Jahre)
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Die Ergebnisse bzw. die Interpretation dieser Untersuchungen sind in Abschnitt 3.3.2

bzw. im Diskussionsteil dargestellt.

2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, ,,polymerase chain reaction*)

Um ausgewihlte Fragmente des SOCS3-Gens zu vervielfiltigen und diese somit einer
spateren Sequenzierung zuginglich zu machen, wurde das Polymerase-Kettenreaktions-
Verfahren (PCR) eingesetzt. Bei der PCR handelt es sich um eine Methode zur
zyklischen Synthese spezifischer DNA-Sequenzen. Dabei werden beide komplementére
DNA-Strénge gleichzeitig vermehrt. Vorbedingung der Reaktion ist die Kenntnis der
Sequenzen an beiden Enden des zu vervielfiltigenden Bereichs, an den sich dann zwei
kurze Starter-Oligonukleotide (,,primer®) an Strang bzw. Gegenstrang anlagern. Die
anschlieBende Amplifikation wird moglich gemacht durch die Verwendung einer
hitzestabilen Taq-Polymerase, die durch Temperaturerh6hung nicht denaturiert wird.
Dies ist notig, da eine Trennung der DNA in ihre Einzelstrdnge iiber Erhitzung erfolgt.
AnschlieBend hybridisieren die Oligonukleotide an die jeweilige DNA-Sequenz und
schlieflich werden die komplementdren Strange synthetisiert. Dieser Vorgang der
Denaturierung und folgenden Synthetisierung kann bis zu 40 Mal wiederholt werden,
wobei die DNA-Menge exponentiell zunimmt. Ein Reaktionsansatz besteht aus den
eben erwdhnten zwei spezifischen Oligonukleotidprimern, hitzestabiler Taq-Poly-
merase, den vier Desoxynukleosidtriphosphaten dATP, dCTP, dGTP und dTTP, dem
DNA-Template und geeigneten Pufferbedingungen. In Tabelle 2.1 sind die in dieser
Arbeit verwendeten Primer (Ziffer in der Bezeichnung entspricht der Entfernung vom
Beginn der codierenden Region) mit ihren optimalen PCR-Bedingungen aufgelistet,
Tabelle 2.2 zeigt ihre genaue Sequenz. Die Primer wurden mit Hilfe des Programms
,Netprimer® (6.2.4) entworfen und von der Firma Metabion (6.6.1) bezogen. Fiir
Fragment 9 sind hier jeweils zwei Primerpaare aufgelistet, da der letzte, zweite Teil
dieses Fragments unter Verwendung eines speziellen, so genannten ,,Touch-down*-
PCR-Verfahrens amplifiziert wurde. Dieses PCR-Programm wird angewendet, wenn
ein PCR-Produkt zwar eine Bande in der Gelelektrophorese zeigt, diese aber im Gel zu
schwach bzw. zu unklar abgegrenzt erscheint. Um die Qualitdt eines solchen PCR-

Produkts zu erhohen, arbeitet die ,,Touch-down“-PCR in zwei Schritten: anstatt bei nur
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einer Annealing-Temperatur zu laufen, erfolgt im ersten Zyklus eine stufenweise

Erniedrigung der Annealing-Temperatur um jeweils 0,5°C (von 70°C auf letztendlich

60°C im Laufe von 20 Wiederholungen). Wihrend dieses ersten Zyklus kann sich in

dem vorgegebenen breiten Temperaturrahmen ein erstes Produkt bilden, das im zweiten

Zyklus, der nach dem Standard-PCR-Programm ablduft (siche Tab. 2.4), vermehrt wird.

Das entsprechende Touch-Down-Programm ist in Tab. 2.5 dargestellt.

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber alle verwendeten PCR-Primerpaare mit
Fragmentlinge, Annealing-Temperatur, Zyklen-Zahl und Betain-Zusatz

Fragment- Annealing- Zyklen-
Fragment Name Betain
Linge Temperatur zahl
SOCS3/1_2104fwd
1 496 bp 61°C 35 3ul
SOCS3/1_-1509rev
SOCS3/2_-1602fwd
2/3 935 bp 58°C 40 3ul
SOCS3/3_-668rev
SOCS3/4_-787fwd
4 619 bp 67°C 40 1,5ul
SOCS3/4_-169rev
SOCS3/5_-249fwd
5 643 bp 65°C 40 3ul
SOCS3/5_394rev
SOCS3/6_160fwd
6 671 bp 65°C 40 3ul
SOCS3/6_830rev
SOCS3/7 _704fwd
7/8 1030 bp 67°C 40 3ul
SOCS3/8_1733rev
SOCS3/9_1652fwd
B 554 bp 60°C 40 1,5ul
9 SOCS3/9_2205rev
SOCS3/9_1765fwd
B 658 bp 70°C-60°C 20/40 0,3ul

SOCS3/9_2422rev
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Tabelle 2.2: Verwendete PCR-Primer

Fragment Name Sequenz

1 SOCS3 -2104fwd GGGTCACATTCCAGGGGG
SOCS3 _-1509rev CGAAAGGGAAGTGGGGCTAC

2/3 SOCS3 -1602fwd CCCGCAGGTGACTGTCG
SOCS3 -668rev GAAGTCTCCGTCCTTGGGG

4 SOCS3 -787fwd GGCTCCTTTGTGGACTTCACG
SOCS3 -169rev CCGAGCGACTGGGGCAC

5 SOCS3 -249fwd GTGCGGGCTCCGTGAGG
SOCS3 -39%4rev CAGGGGGCGGCATGTAGTG

6 SOCS3_160fwd GGCGAGGCGAACCTGCTG
SOCS3_830rev GGAGAGGGCAGAGGGAGGG

7/8 SOCS3_704fwd GTCGGGAGAGGGGACGCAG
SOCS3_1733rev GGCTGACATTCCCAGTGCTC

9 SOCS3_1652fwd CACCAAGCCAGCCCACAG
SOCS3_2205rev CAAGCATCTCCTAATAGCCTCAAG
SOCS3 _1765fwd GTCAGAGCAGAGCCACCAG
SOCS3_2422rev TCTCTTCCTCCTCTCCGATG

Der Standard-PCR-Ansatz wurde nach dem in Tabelle 2.3 aufgefiihrten Schema

pipettiert und unter den in Tabelle 2.4 beschriebenen Temperaturbedingungen durchge-

fiihrt.
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Tabelle 2.3: Standard-Komponenten eines PCR-Ansatzes

Konzentration der

Komponenten Volumen Stammldsung
DNA-Template 3,0 ul 20 ng/pl
dNTP-Mix 1,0 ul 10 mM
PCR-Puffer (Puffer Y) 5,0 ul 10 x
Fwd-primer 0,5 bzw. 1,0 pl 25 pmol/pl
Rev-primer 0,5 bzw. 1,0 pl 25 pmol/pl
Taq-DNA-Polymerase 0,16 pl 5U/ul
Betain 1,5 bzw. 3ul 25mM/ 5 M
H,O ad 50 pl

Tabelle 2.4: Standard-Temperatur-Bedingungen einer PCR

Temperatur Zeit
1) 96 °C 1 min
2) 96°C 10 sec
3) 53°C-66°C 20 sec
4) 72 °C 10 sec
5) 72 °C 2 min
6) 4°C hold
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Tabelle 2.5: Standard-Temperatur-Bedingungen der Touch-down-PCR

Temperatur Zeit
1) 95°C 2 min
2) 95°C 20 sec
3) T +10°C (= 70°C)

- 0,5°C / Wiederholung 20 see
4) 72 °C 20 sec
5) go to 2) Repeat 19
6) 95 °C 20 sec
7) 60°C 20 sec
8) 72°C 20 sec
9) go to 6) Repeat 39
10) 72°C 10 sec
11) 72°C 2 min
12) 4°C hold

Bei jeder PCR wurde als Test auf Kontamination mit unspezifischen PCR-Produkten in
den verwendeten Losungen eine Negativkontrolle ohne DNA-Material mitgefiihrt. Die
PCR-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler der Firma Eppendorf (6.1). Die hierbei

verwendete Populationen-DNA ist unter 2.1.1 beschrieben.

2.2.1 Primer Extension Preamplification (PEP)

Das Ziel der PEP-PCR ist die Amplifikation des gesamten Genoms zur Steigerung der
DNA-Quantitdt. Dies ist vor allem im Rahmen genetischer Forschung wichtig, um
moglichst viele Genotypisierungen von einer individuellen DNA-Probe zu erhalten.

Bei der PEP-Reaktion handelt es sich prinzipiell um eine PCR (sieche oben), in die so
genannte N15-Primer (6.6.2) fiir die Amplifikation des gesamten Genoms eingesetzt

werden. N15-Primer stellen eine Mischung unterschiedlicher Primer mit jeweils einer
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Liange von 15 Basen dar, deren Basenabfolge zufillig festgelegt wurde. Auf Grund der
unspezifischen Sequenzen dieser Primer kommt es bei der PEP-Reaktion zur zuféilligen
Anlagerung am gesamten komplementdren DNA-Strang der eingesetzten Probe. Die
Amplifikation findet dann zwischen den benachbarten, an den DNA-Strang angela-
gerten Primern statt. Die Regionen zwischen den Primern variieren in ihrer Linge und
konnen zum Teil auch iiberlappen. Da die Primer sich zufillig iiber den ganzen DNA-
Strang verteilen, ist es mit dieser Methode moglich, das gesamte Genom zu
amplifizieren. Dabei kann mit einer 40-fachen Steigerung der DNA-Menge gerechnet
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der ,,Primer Extension Preamplification”
eingesetzt, um den DN A-Gehalt aus den Blutproben der Studienpopulation (siche 2.1.2)
zu erhohen. So konnte jede einzelne DNA-Probe mdglichst vielen genetischen
Untersuchungen zuginglich gemacht werden, zumal auf Grund des Populationsumfangs
eine weitere Probenentnahme zu einem spidteren Zeitpunkt schwer durchfiihrbar
erschien.

Der Standard-PEP-Ansatz wurde fiir einen 50 pl-Ansatz pipettiert (Schema in Tabelle
2.6 aufgefiihrt) und unter den in Tabelle 2.7 beschriebenen Temperatur-Bedingungen in
einem Thermocycler (6.1) durchgefiihrt.

Tabelle 2.6: Standard-PEP-Ansatz

Konzentration der

Komponenten Volumen Stammlbsung
DNA-Template 1,0 pl 5 ng/pl
dNTP-Mix 5,0 pl je 2mM

Puffer Y 5,0 ul 10 x

N15-Primer 10,0 pul 200 uM

Taq-DNA-Polymerase 1,0 pl mind. 1 U/pl
MgCl, 5,0 pl 25 mM

H,O 23 ul
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Tabelle 2.7: Temperatur-Bedingungen fiir die Standard-PEP-Reaktion

Temperatur Zeit
1) 94°C 3 min
2) 94°C 1 min
3) 37°C 2 min
4) 37°C 1 sec

+0,2°C/sec

R =2,0°C/sec

5) go to 4) Repeat 90
6) 55°C 4 min

7) go to 2) Repeat 49
8) 72°C 5 min

Zur Uberpriifung der Qualitit der PEP-Reaktion wurden einige Proben auf einem 1 %-
igen Agarose-Gel aufgetragen (sieche 2.4) und zusitzlich eine Kontroll-PCR durch-
geflihrt.

23 Aufreinigung der PCR-Produkte

AnschlieBend an die PCR-Reaktion erfolgte die Aufreinigung der PCR-Produkte unter
Verwendung von Millipore-Filterplatten (6.4.1). Es handelt sich hierbei um ein
membrangebundenes Aufreinigungsverfahren, bei dem zunéchst das PCR-Produkt unter
Druckeinwirkung an eine Membran gebunden und spiter in gereinigter Form wieder in
Wasser gelost wird.

Dabei wird folgendermaBen vorgegangen: Nach Uberfiihren des gesamten PCR-
Produktes und Zugabe von je 250 pl Wasser wurde die Platte bei 3200g fiir 7 Minuten
zentrifugiert (6.1). Das PCR-Produkt konnte anschlieBend durch Vortexen in 30 pl

Wasser eluiert und der Uberstand abpipettiert werden.
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2.4 Gel-Elektrophorese von Nukleinsiuren in Agarose-Gelen

Zur Identifizierung und Kontrolle der im vorhergehenden Schritt aufgereinigten PCR-
Produkte wurde eine elektrophoretische Auftrennung in 1,5 %-igen Agarose-Gelen
durchgefiihrt (6.3.5). Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf der Tatsache, dass
Nukleinsduren unter neutralen pH-Bedingungen negative Ladungen besitzen und somit
in einem elektrischen Feld wandern, wobei ihre Geschwindigkeit proportional zum
Logarithmus ihres Molekulargewichts ist.

Zur Herstellung der Gele wurde die in TBE-Puffer (6.3.5) aufgekochte Agarose vor
dem Erhédrten in horizontale Schlitten gegossen, in denen ein Kamm Vertiefungen fiir
die aufzutragenden DNA-LGOsungen bereitstellte. Proben der aufzutrennenden DNA-
Losung wurden mit Ladepuffer (6.3.5) versetzt und dem elektrischen Feld ausgesetzt.
Durch Vergleich mit einem Langenstandard definierter Fragmentldngen (100bp ladder,
6.3.5), der zusitzlich zu den DNA-Proben mitlief, konnte dann die Linge der DNA-
Molekiile abgeschitzt werden. Die vorherige Zugabe des interkalierenden Farbstoffs
Ethidiumbromid (6.3.5) zur aufgekochten Agarose-Losung ermdoglichte nach Been-
digung des Trennungsvorgangs eine Visualisierung der Nukleinsduren unter UV-Licht
(302 nm). Zur Dokumentation wurden mit einer Kamera (6.1) Aufnahmen der Gele

gemacht.

2.5 Sequenzierungs-PCR

Mit Hilfe der Sequenzierung kann die Abfolge einer Nukleotidsequenz, z.B. von PCR-
Produkten, ermittelt werden. In den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Versuchen wurde dieses Verfahren eingesetzt, um mogliche Single-Nucleotid-
Polymorphismen (SNPs), also einzelne Basenverdnderungen, im SOCS3-Gen zu finden.
Der Methode des ,,Cycle-Sequencings” liegt eine PCR Reaktion mit nur einem Primer
zu Grunde. Zur Sequenzierung von DNA wurde die Didesoxy-Nukleotid-Methode nach
Sanger (42) angewandt. Dabei fiihrt jeder neue Elongationsschritt zur Erzeugung eines
neuen Abbruchfragmentes. Es findet dabei keine exponentielle Amplifikation statt, son-
dern die normale Synthese von unterschiedlich langen DNA- Fragmenten, ausgehend

vom Primer. Zu einem geringen Prozentsatz werden dabei im Reaktionsansatz
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Didesoxyribonukleotidtriphosphate (ddNTPs) den normalen dNTPs zugefiigt. Durch
den zufilligen Einbau dieser ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP) erfolgt der
Abbruch der Elongation. Jede Sorte ddNTP ist mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff
gemischt, wodurch die spétere automatische Analyse der verschieden langen Abbruch-
fragmente ermdglicht wird.

Als Primer filir die Sequenzierreaktion wurden teilweise die schon in der PCR-Reaktion
verwendeten Primer eingesetzt, teilweise auch, je nach Bedarf, neue Primer fiir die

Sequenzierreaktion verwendet (siche Tabelle 2.8).

Tabelle 2.8: Zusitzlich verwendete Sequenzier-Primer

Fragment Name Sequenz

2/3 SOCS3 Zrevneu CTACTCGCAGCAGAGAAAGGC
SOCS3 2fwdneu GACTGTCGCACGTCTCCAAC

4 SOCS3_4fwdneu GTGACGAGGTAGGGGCAGAG
SOCS_4revneuAdl GGAGGGAGAAACCCGAGGC

7/8 SOCS3_7fwdA2 GGAGAGGGGCCTGCGTCC
SOCS3 7revneud2,3,5 CCATTTCCTTCGCCAGCC
SOCS3_8fwdneu GAGAAGGGCTTGGGGTGAC

9 SOCS3_9fwdneu GGATGGGTGGAGAGGCTGAGG
SOCS3_9revneuAdl GAATACTTTGTGTTTGTTTAGTTGCC

Die mit ,,A* bezeichneten Primer wurden speziell zur Sequenzierung der Affen-DNA verwendet.

Die PCR-Reaktion wurde nach folgendem Schema pipettiert (Tab. 2.9) und im Cycler
(6.1) nach in Tabelle 2.10 dargestelltem Programm mit 28 Zyklen durchgefiihrt.
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Tabelle 2.9: Pipettierschema der Sequenzierungs-PCR

Komponenten Volumen
PCR-Produkt (25-50 ng/pl) 1-2 ul
Primer (10 pmol/pl) 0,5 ul
Big dye v3.1 1,0 ul
5 x Sequenzierpuffer 1,0 ul
ad H,O Gesamtvol. 5,0 pl

Tabelle 2.10: Temperaturbedingungen der Sequenzierungs-PCR

Temperatur Zeit
1) 95°C 30 sec
2) 50°C 15 sec
3) 60 °C 4 min
4) 4 °C hold

Nach erfolgter Sequenzierungs-PCR wurden die Proben mit nachfolgend dargestelltem

Fillungs-Verfahren aufgereinigt, um storende Faktoren zu entfernen.

2.6 Fillung

Zu den Proben der Sequenzierungs-PCR wurden je 100 pl EtOH (70 %) (6.3.1)
hinzugefligt, gut gemischt und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend erfolgte eine Zentrifugation der Proben bei 3000g und 4°C fiir 30
Minuten, um die geféllte DNA zu pelletieren. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde
verworfen und die Platte umgedreht im Sténder auf der Kimwipe liegend kurz bei 500 -
600g anzentrifugiert. Zum Reinigen der DNA-Pellets wurde ein zweites Mal 150 pl
EtOH (70 %) zugegeben und die Probe erneut bei 3000g fiir 10 Minuten zentrifugiert.

Nach Verwerfen der Fliissigkeit wurde die Platte nochmals wie oben beschrieben eine
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Minute bei 600g zentrifugiert. Das so gewonnene Pellet am Boden der Reaktionsgefifie
wurde anschlieBend 5 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Unter Zugabe von 50 pl
HPLC-H,0 (6.3.3) wurde das Pléttchen unter vorsichtigem Mischen wieder gelost und

5 Minuten bei Raumtemperatur belassen.

2.7 Sequenzierung

Von dem aufgereinigten Sequenzierungsprodukt wurden 25 pl Eluat aufgenommen und
in spezielle Mikrotiterplatten (6.7) uberfiihrt. Die Sequenzierung wurde auf einem
Kapillarsequenziergerét (6.1) durchgefiihrt. PCR Produkte bis 500 bp wurden auf einem
36 cm Array sequenziert, groBere auf 50 cm Arrays. Die zur Sequenzierung angewandte
Methode beruht auf dem schon oben beschriebenen Sanger-Abbruchs-Verfahren mit
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden (ddNTPs). Die Auftrennung der verschie-
den langen Fragmente findet dabei in einer mit Acrylamid-Gel gefiillten Kapillare statt.
An dieser liegt eine elektrische Spannung an, wodurch die Fragmente elektrophoretisch
nach GroBe getrennt werden. Die Analyse der je nach Abbruchbase fluoreszenz-
markierten, verschieden langen DNA-Fragmente erfolgt zum einen durch einen Laser,
welcher die Farbstoffe anregt, zum anderen durch einen Detektor, welcher die Signale

empfangen kann.

2.8 Mutationsscreening (Computerauswertung mit BioEdit)

Die Auswertung aller so gewonnenen Sequenzen erfolgte unter zu Hilfenahme des
BioEdit Sequence Alignment Editors (6.2.5). Es wurden nur Sequenzier-Ergebnisse mit
sauberem Hintergrund verwendet. Des weiteren wurde bei der Auswertung darauf
geachtet, dass alle Fragmente einander eindeutig iiberlappten, so dass keine Liicken in
der zu untersuchenden Sequenz des gesamten Gens entstanden. Als SNP wurde der
Austausch einer spezifischen Base innerhalb einer Sequenz gewertet, der mindestens
dreimal in der Grundpopulation der 45 untersuchten Probanden vorkommen muss. Die
Polymorphismen konnten dabei sowohl in homozygoter als auch in heterozygoter Form

vorliegen.
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2.9 MatInspector

Die Kontrolle der Gentranskription stellt einen entscheidenden Mechanismus dar, iiber
den reguliert wird, wie viel Protein in der Zelle letztendlich produziert wird. Fiir diese
Kontrolle sind so genannte Promotoren-Sequenzen zustdndig, die Proteinbindungs-
stellen tragen, an die so genannte Transkriptionsfaktoren (TF) binden (5). Diese starten
oder unterdriicken durch ihre Anlagerung die Transkription von Genen, das heifit die
Umsetzung einer Basenfolge in mRNA und die darauf folgende Umwandlung in das
entsprechende Protein.

Eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren ist bereits beschrieben, fiir das menschliche
Genom wird eine Anzahl von bis zu 3.000 angenommen (31).

Um die funktionelle Relevanz von TF-Bindungsstellen (TFBS) bestimmen zu konnen,
wird eine so genannte Promotoranalyse durchgefiihrt. Dazu wurde in dieser Arbeit das
Matlnspector- bzw. das FastSNP-Programm (6.2.6) verwendet.

Diese, im Internet frei zu benutzenden Programme, zeigen potentielle Bindungsstellen
fiir Transkriptionsfaktoren in Promotorregionen an. Zur Durchfithrung der Unter-
suchung wurde der betreffende Gen-Bereich, innerhalb dessen sich der aufgefundene
Polymorphismus befand, in das Programm in Wildtypform eingegeben. Anschlieend
wurde dieser Vorgang mit verdnderter Basenfolge, also unter Beriicksichtigung des
SNPs, wiederholt. Beim Vergleich der sich daraus ergebenden ,Treffer”, also
vorhandener Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, konnte man ersehen, ob der
entsprechende Polymorphismus zum Wegfall bzw. Hinzukommen einer solchen Stelle
fithrt (Darstellung und Interpretation entsprechender Ergebnisse fiir die in dieser Arbeit
aufgefundenen SNPs siehe Ergebnis- bzw. Diskussionsteil).

Dazu ist anzumerken, dass TFBS iiberall im Genom auftreten konnen und nicht auf
regulatorische Bereiche beschriankt sind. Auch ist die Auswirkung einer Bindung
abhédngig von unterschiedlichen Parametern wie Zell- bzw. Gewebetyp, Entwicklungs-
stadium, etc. Definitive Aussagen zur potentiellen Funktionalitdt einer Bindung kdnnen
also erst nach weiterfiilhrenden Experimenten unter definierten Bedingungen getroffen

werden (5).
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2.10  Genotypisierung mittels MALDI-TOF MS

2.10.1 Theoretische Grundlagen

Um kleine DNA-Fragmente zu bestimmen, kommt das so genannte MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of- Flight)-Verfahren zum
Einsatz. Dabei konnen mit Hilfe des MALDI-TOF-Massenspektrometers DNA-
Fragmente in einer Grof3enordnung von 3-30 Basen mit einer Genauigkeit von 0,1 % bis
0,01 % bestimmt werden, wodurch sich ein Massenbereich erschlieB3t, in dem eine SNP-
Analyse (SNP = Single Nucleotide Polymorphism) durchgefiihrt werden kann (14, 16,
32, 38, 50).

Diese Methode, die von Hillenkamp und Karas sowie Tanaka (24, 25) eingefiihrt wurde,
hat in den letzten Jahren zur Entwicklung von effektiven Hochdurchsatzmethoden
(,,High-Throughput-Methods”) gefiihrt, mit deren Hilfe DNA-Variationen im Erbgut
schnell und prizise detektiert werden konnen (14, 16, 32, 38, 50). Dabei stellt die
Primer-Extensions-Reaktion, die auf dem MALDI-TOF MS-Verfahren basiert, das am
besten fiir die Genotypisierung von Einzelbasenaustauschen optimierte Verfahren dar
(14). Hier entstehen durch eine Primer-Verldngerung (,,Primer-Extension®) SNP-
spezifische Primer-Extensionsprodukte, die ein unterschiedliches Gewicht besitzen und
sich somit massenspektrometrisch unterscheiden lassen (14, 16). Bevor ein SNP mit
Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifiziert werden kann, muss der den
Basenaustausch flankierende Bereich mit Hilfe einer PCR vervielfdltigt werden, wobei
die Primer so gewdhlt werden, dass PCR-Amplifikate entstehen, die ca. 100 bp grof3
sind, damit eine moglichst hohe PCR-Effizienz erreicht wird (14). Hat man diese
Amplifikate  hergestellt, kann man sie anschlieBend fiir die Primer-
Extensionsproduktion als Template verwenden (14). Die SNP-spezifische Extension
nach der hME-Methode (,,Homogeneous-Mass-Extent’™ ) wird fiir die Bestimmung
von Allelfrequenzen und fiir die Einzelgenotypisierung im 384-Well-Format

angewendet (10, 20, 33-35).
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2.10.2 Vorbereitung der Platten fiir die MALDI-TOF

Um die Quantitdt der DNA der Studienpopulation zu erhdhen, wurde die Methode der
,Primer Extension Preamplification” (PEP) angewendet (siche 2.2.1). Damit konnte der
DNA-Gehalt jeder Probe auf eine Konzentration von 20 ng/pl erhoht werden.

In einem anschlieBenden Verdiinnungsschritt (1:20) wurden die einzelnen Proben mit
einem DNA-Gehalt von 1 ng/ul auf 96-er Clusterplates (Mutterplatten) (6.7) tiberfiihrt.
Vier solcher Mutterplatten wurden zu einer 384-er Platte (Tochterplatte) nach einem
vorgegebenem Schema zusammengefasst. Dabei wurden je 5 ul DNA (1 ng/ul) von der
Mutterplatte auf die Tochterplatte mit Hilfe einer Pipettierstation (6.1) tiberfiihrt und bei
Raumluft iiber Nacht getrocknet. Nach der Trocknung betrug die Gesamtkonzentration
je Probe 5 ng.

Die so hergestellten Tochterplatten wurden in den weiteren Arbeitsschritten im Rahmen

der Genotypisierung mittels MALDI-TOF verwendet.

2.10.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) im Rahmen der hME-Methode fiir die
MALDI-TOF

Vor der Primer-Extensions-Reaktion wurde der genomische Bereich um den zu
untersuchenden SNP mittels Polymerasekettenreaktion vervielfiltigt, wobei die fiir die
Amplifikation verwendeten ,Sense“- und ,Antisense“-Primer neben dem
sequenzspezifischen Bereich jeweils ein zusétzliches Motiv von zehn Basen aufweisen
(14). Dieses zusitzliche Sequenzmotiv, der so genannte ,,Tag“, ist aus verschiedenen
Griinden notwendig (14). Einerseits verlduft die Amplifikationsreaktion gleichmifiger,
wenn mehrere PCR-Reaktionen in einem Reaktionsgefdl} stattfinden, andererseits muss
die Masse dieser Primer mit Hilfe des ,,Tags“ erhoht werden, damit sie bei der
anschlieBenden MALDI-TOF Analyse nicht im Massenbereich der Primer-
Extensionsprodukte liegen und somit auBlerhalb des eingestellten Massenfensters sind,
da bei der hME-Methode die iiberschiissigen, in der PCR unverbrauchten Primer nicht

entfernt werden (14).
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Die verwendeten Sense-und Antisense-Primer konnen folgender Tabelle entnommen

werden:

Tabelle 2.11: Verwendete Sense- und Anti-Sense-Primer fiir die jeweiligen
Polymorphismen

Polymorphismus Sense-Primer Antisense-Primer
SOCS3 G1051A  |ACGTTGGATGCTGCCAGGG | ACGTTGGATGTCCACAACCAGC
AATCTTCAAAC TCAGGTTT
SOCS3 G1267A |ACGTTGGATGGGTGACCTG | ACGTTGGATGGGTAGACTTTGG
AAGGGAACCAT AACCTGTG
SOCS3 C1384T |ACGTTGGATGGGCCCTTCC |ACGTTGGATGGAGTAGGAAAAG
TCCGTTTTAAG GAGACCAG

2.10.4 SAP-Reaktion

Mit Hilfe eines speziellen Enzyms, der Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, 6.5.2)
wurden nach erfolgter PCR freie, nicht in das Amplifikat eingebaute Desoxynukleotide
abgebaut (14). Dies ist notwendig, da durch die freien Nukleotide andere als die vorher
bestimmten Primer-Extensionsprodukte entstehen wiirden, was problematisch fiir eine

korrekte SNP-Detektion ware (14).

2.10.5 Primer-Extensions-Reaktion

Die eingesetzten Primer werden so gewdhlt, dass das Ende des Primers direkt vor dem
zu detektierenden SNP liegt. Die Verwendung von ddNTPs fiihrt je nach Vorliegen des
entsprechenden Allels zum Kettenabbruch und somit auch zu unterschiedlich grofien
Extensionsprodukten, die sich in der MALDI-TOF analysieren lassen (14). Die in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten hME-Extensions-Primer sind in Tabelle 2.12

aufgelistet.

35




Material und Methoden

Tabelle 2.12: Verwendete Extensions-Primer

Polymorphismus Extensions-Primer

SOCS3_G1051A AATCAAAGAGCAAACAAGTTC (rev)
SOCS3_G1267A GAGGAGAGGATGTGGGAQG (rev)
SOCS3_C1384T CAGCTGACCAGCCCATCC (rev)

2.10.6 Aufreinigung der Extensionsprodukte

In einem letzten Schritt wurden die Extensionsprodukte mittels eines
Kationenaustauschharzes (SpectroClean™, 6.3.4) aufgereinigt, bevor sie massenspek-
trometrisch analysiert werden konnten. Dieser Arbeitsschritt ist notwendig, um z.B.
letzte Pufferbestandteile oder Mg®" zu entfernen, die die anschlieBende Detektion
negativ beeinflussen konnten. Nach einem Standardprotokoll wurden zusdtzlich zu
Spectroclean noch 16 pl H,O pro Well mit Hilfe des Multimek-Pipettierroboters (6.1)

zupipettiert. Zentrifugation und Rotation schlossen sich abschlieBend an.

2.10.7 MALDI-TOF-Massenspektrometrie im Rahmen der hME-Methode

Nach erfolgter Probenaufbereitung wurden 1-2 nl des Analytengemisches mit Hilfe
eines Nanoliter-Pipettiersystems (6.1) auf einen Siliziumchip transferiert. Nach Bela-
dung des Chips wurde dieser auf einen metallischen Probentrédger {ibertragen und in die
Vakuumschleuse des MassARRAY™ Massenspektrometers (6.1) eingefiihrt. Die
Vermessung der Proben und Analyse sowie Kalibrierung des Systems erfolgten

automatisch nach Standardeinstellungen.

In der folgenden Abbildung (2.1) ist der Ablauf der hME-Methode zusammengefasst in

schematischer Form dargestellt (14):
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Abbildung 2.1: Schematischer Ablauf der hME-Methode
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Genotypfrequenzen sind zum Teil durch ein Vererbungsmuster bestimmt. Meist geht

man von zufilliger Paarung aus. Um die Genotypfrequenzen unter Zufallspaarung

abzuleiten, sind ein paar zusitzliche Annahmen zu treffen. Insgesamt fassen folgende

Annahmen das Modell von Hardy-Weinberg zusammen (19):
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* Der Organismus ist diploid

* Vermehrung ist geschlechtlich

* Generationen iiberlappen sich nicht

* Das Gen unter Betrachtung hat zwei Allele

* Allelfrequenzen bei Méannern und Frauen sind gleich

* Paarung ist zufillig, es herrscht Panmixie, d.h. die Individuen kdnnen sich uneinge-
schrankt und mit gleicher Wahrscheinlichkeit paaren

» die Population ist sehr bzw. unendlich grof3

» Mutationen kommen nicht vor oder kdnnen ignoriert werden

* es tritt kein Gendrift, keine Populationsabspaltung und keine Genmigration ein

« natlirliche Selektion betrifft nicht die Allele, die unter Betrachtung sind.

Im Modell von Hardy-Weinberg gibt es eine mathematische Beziehung zwischen der
Allelfrequenz und der Genotypfrequenz, die gegeben ist durch

AA = p’ Ada =2pq, aa = ¢’

wobei p und q die Allelfrequenzen von A und a, p*, 2pq und q° die Haufigkeit der
jeweiligen Genotypen darstellen. Die Frequenzen der Gleichungen konstituieren das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (oder Hardy-Weinberg-Equilibrium = HWE). Ist das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht nicht erfiillt, so deutet dies auf eine Verletzung der
Modellannahmen hin (grobe Abweichungen vom HWE lassen in der Praxis meist auf
ein Problem bei der Genotypisierung schliessen).

Als Test auf Abweichung vom HWE wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet, bei
welchem die erwarteten Haufigkeiten aus den beobachteten Allefrequenzen abgeleitet

werden.
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2.11.2 Assoziationsstudien

2.11.2.1 Auswertung von kategorischen Variablen

Ob ein Zusammenhang zwischen den Genotypen der SOCS3-SNPs mit bestimmten
dichotomen Phénotypen besteht, wurde mit verschiedenen Chi-Quadrat-Tests sowie
mittels Armitage-Trend-Tests gepriift. Dabei wurde einem Vorgehen von Sasieni

gefolgt (Sasieni, 1997), der verschiedene Modelle auffiihrt:

* das lineare Modell, das eine Zu- oder Abnahme einer Krankheitsproblematik mit
wachsender Anzahl eines Allels annimmit.

* das allelische Modell, bei welchem die Héaufigkeiten der Allele zwischen Patienten
und Gesunden verglichen werden.

* und das dominante Modell (dominant auf dem seltenen Allel), welches auch als
»serological“ bezeichnet wird, bei welchem der heterozygote Genotyp mit dem
Polymorphismus zusammengefasst wird, was dann zu einem Vierfelder-Chi-Quadrat-
Test fiihrt.

* AuBerdem werden bei Sasieni zwei weitere Vierfelder-Chi-Quadrat-Tests angefiihrt,
bei dem einmal nur die Haufigkeiten von Wildtyp und heterozygoten Genotyp, einmal

die Haufigkeiten von Wildtyp und Polymorphismus beriicksichtigt sind.

Lediglich das lineare Modell verlangt den Armitage-Trend-Test. Die anderen Modelle
verwenden den Chi-Quadrat-Test, um eine potentielle Assoziation zwischen Genotyp
und Phénotyp zu entdecken.

Als Effektmall simtlicher Tests wird die Odds Ratio (= OR) angegeben, welche das
Chancenverhéltnis zwischen zwei Gruppen darstellt, eine Krankheit zu bekommen. Bei
einer OR fiir Asthma von 2:1 fiir die Gruppen mit Mutation/ohne Mutation bedeutet
dies: Die Chance, an Asthma zu erkranken ist in der Gruppe mit Mutation doppelt so
hoch wie in der Gruppe ohne Mutation.

Odds Ratios werden stets mit 95 %igem Konfidenzintervall angegeben. (d.h. in 95 %

aller Ziehungen wiirde die wahre Odds Ratio innerhalb des Konfidenzintervalls liegen).
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2.11.2.2 Auswertung von kontinuierlichen Variablen

Zur Bestimmung der potentiellen Auswirkung der Genotypen auf den IgE-Spiegel
wurde getestet, ob sich die Mittelwerte zwischen den Genotypen signifikant unter-
scheiden.

Dazu wurden zuerst univariate Varianzanalysen gerechnet, welcher die Nullhypothese
zugrunde liegt (keine Mittelwertsunterschiede zwischen verschiedenen Gruppen, d.h.
hier keine Mittelwertsunterschiede zwischen verschiedenen Genotypen).

Zusitzlich wurden die Mittelwertsunterschiede auf einem rezessiven Modell getestet,
wobei der t-Test verwendet wurde. Das rezessive Modell fasst Polymorphismus und
heterozygoten Genotyp zu einer Gruppe zusammen und vergleicht diese Gruppe mit

dem Wildtyp.

Samtliche Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt und als Signifikanzniveau wurde ein o

von 0,05 festgelegt. Die Assoziationsanalysen sowie die Tests auf Abweichungen vom

HWE wurden mit SAS 9.1.3 oder SAS/Genetics durchgefiihrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Mutationsscreening

Das SOCS3-Gen wurde im Rahmen des Mutationsscreenings in neun aufeinander
folgende Fragmente aufgeteilt und bei 45 Probanden (= 90 Chromosomen) sequenziert.
Insgesamt wurden damit 405 Fragmente analysiert. Dabei kam es innerhalb der
Screeningpopulation zu sechs Sequenzierausfillen in Fragment 2 und zu einem Ausfall
in Fragment 9. Auflerdem konnte Fragment 9 bei acht Probanden aufgrund von
fehlendem DNA-Material nicht untersucht werden. Letztendlich konnten somit bei 31

Probanden alle neun Fragmente erfolgreich sequenziert werden.

Der zu analysierende Bereich im Bereich des SOCS3-Gens betrug insgesamt 4300 bp.
Strukturell teilt sich das Gen, das sich auf dem langen Arm von Chromosom 17
(17g25.3) befindet, in folgende Abschnitte auf (siche auch Abb. 3.1): 5"UTR-Region
(328 bp) — Intron (566 bp) — 5"UTR-Region (88 bp) — CDS-Region (678 bp) — 3'UTR-
Region (1635 bp).

Im Verlauf der Arbeit wurden vier Polymorphismen der untersuchten Testpopulation
unter den vorgegebenen Bedingungen (siche 2.8) identifiziert.

Definitionsgemidl wurden die Polymorphismen als solche beschrieben, wenn sie eine
Hiufigkeit von iiber drei Prozent innerhalb der Population erreichten. Das bedeutet,
dass bei einer Anzahl von 45 Probanden mindestens dreimal das Allel in der Polymor-
phismus-Form vorliegen muss (,,Minor Allele Frequency” > 0.03). Basenaustausche,
die unter dieser Frequenz blieben, wurden als Mutation, nicht aber als Polymorphismus

gewertet.
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Abb. 3.1: Genkarte von SOCS3 mit eingezeichneten SNPs

G1051A
C-920A G1267A
C1384T
—{ [ —
5‘ 3‘
5°UTR Intron 5'UTR CDS (Exon) 3'UTR

von 5 nach 3 3295bp | SOCS 3

5 UTR: 328 bp Chromosom 17 (17925.3)

Intron: 566 bp

5UTR: 88 bp

CDs: 678 bp

3'UTR: 1.635 bp

3.1.1 Identifikation der Polymorphismen (MAF > 0.03)

Polymorphismus C-920A befindet sich in der ersten 5'UTR-Region, 920 Basenpaare
vor Beginn der codierenden Region des Gens (= ATG-Sequenz). In der codierenden
Sequenz ist kein Polymorphismus nachzuweisen, die anderen drei identifizierten SNPs
sind nach dem codierenden Abschnitt des Gens in der 3'UTR-Region lokalisiert.

Die genaue Bezeichnung und Lokalisation der Polymorphismen kann Tabelle 3.1
entnommen werden. Dabei entsprechen die jeweiligen Ziffern der SNPs der Entfernung
in Basenpaaren von der ATG-Sequenz der CDS-Region (= Beginn der codierenden

Region).

SNP G1267A und SNP CI1384T sind in der aktuellen Version der SNP-Datenbank
bereits beschrieben (http://snpper.chip.org/bio/). Dabei wird jedem bekannten SNP eine

Identifikationsnummer (rs-Nummer) zugewiesen (siche Tab. 3.1).
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SNP C-920A war zu Beginn dieser Arbeit im Médrz 2004 noch nicht bekannt, wurde
aber parallel von einer anderen Arbeitsgruppe identifiziert und in die SNP-Datenbank
aufgenommen.

SNP G1051A wurde im Rahmen dieser Untersuchungen erstmals entdeckt und an die
SNP-Datenbank gemeldet. Die vorldufige Referenznummer (ss-Nummer), die bis zur

Vergabe der rs-Nummer dem SNP zugewiesen wurde, ist Tab. 3.1 zu entnehmen.

Tab. 3.1: Bezeichnung und Lokalisation der SNPs im SOCS3-Gen

SNP Position in Position im Minor allele rs-Nummer
Relation zum Gen frequencies
ATG (MAF)
1 C-920A 5'UTR %] rs12953258
2 GI051A 3'UTR 0.07 ss68074661
3 GI1267A 3'UTR 0.09 rs4969169
4 C1384T 3'UTR 0.12 rs4969168

In den beiden Abbildungen 3.2 bzw. 3.3 ist der Bereich der 5"UTR- bzw. 3'UTR-
Region, in dem sich die beschriebenen SNPs befinden, auf Basenabfolge-Ebene
dargestellt. SNP C-920A befindet sich als einziger der vier Polymorphismen in der
ersten 5"UTR-Region. Die drei weiteren identifizierten SNPs sind alle nach dem Exon,
jedoch innerhalb der 5"UTR-Region lokalisiert. Dabei liegen alle drei Polymorphismen
in einem relativ nahen Bereich von weniger als 340 Basenpaaren beieinander.
Entsprechend ihren Bezeichnungen sind sie 1051 Basenpaare (SNP G1051A), 1267
Basenpaare (SNP G1267A) bzw. 1384 Basenpaare (SNP C1384T) vom Beginn der

codierenden Region entfernt.
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Abb. 3.2: Darstellung SNP im SOCS3-Gen innerhalb der ersten 5°UTR-Region

GCCTCC GACTTGGACT CCCTGCTCCG 57 UTR- Regi on

-884  CTGCTGCCGC TTCGGCCOCG CACGCAGCCA GOCCCC ¢ Al GCC GOCOGCCCGEG SNP G- 920A
CCCAGCTCCC GCCECAEECCC CTTECCACAG TCCCTCTCCT GGTICCCCTCC
CGGITGGICC GEEEGTECEC AGEEEGECAGG GCGEECECCC AGGCGAACGCT
CGAGGGACGEC GCGCGCGAAG GCTCCTTTGI GGACTTCACG GCCGCCAACA
TCTGEECGCA GCGCGEECCA CCACTGECCG TCTCGCCACC GCGTCACCTT
GGGGACCCGA GEGEEGECTCAG CCCCAAGGAC GGAGACTTCG ATTCGGGACC

AG

Gelbe Markierung: SNP
Griine Markierung: Basen vor dem Beginn der ersten 5"UTR-Region bzw. Basen des an das Ende der
5"UTR-Region anschlieenden Introns
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Abb. 3.3: Darstellung SNPs im SOCS3-Gen innerhalb der 3’ UTR-Region

+619
GGGGTAAAGG GCGCAAAGGG CATGGGICGG GAGAGGGGAC 3" UTR- Regi on
GCAGGCCCCT CTCCTCCGTG GCACATGGCA CAAGCACAAG AAGCCAACCA
GGAGAGAGTC CTGTAGCTCT GGGGEGAAAG AGGGCGGACA GGCCCCTCCC
TCTGCCCTCT CCCTGCAGAA TGTGGBCAGGC GGACCTGGAA TGTGITGGAG
GGAAGGGGGA GTACCACCTG AGTCTCCAGC TTCTCCGGAG GAGCCAGCTG
TCCTGGTGGG ACGATAGCAA CCACAAGIGG ATTCTCCTTC AATTCCTCAG
CTTCCCCTCT GCCTCCAAAC AGGGGACACT TCGGGAATGC TGAACTAATG
+1.019  AGAACTGCCA GGGAATCTTC AAACTTTCCA AC T A] GAACTTG TTTGCTCTTT SNP GLO51A
GATTTGGITT AAACCTGAGC TGGTTGTGGA GCCTGGGAAA GGTGGAAGAG
AGAGAGGTCC TGAGGGCCCC AGGGCTGCGG GCTGGCGAAG GAAATGGTCA
CACCCCCCGC CCACCCCAGG CGAGGATCCT GGTGACATGC TCCTCTCCCT
GGCTCCGGEEG AGAAGGGCTT GGGGTGACCT GAAGGGAACC ATCCTGGI[ G Al C SNP GL267A
CCCACATCCT CTCCTCCGGG ACAGTCACCG AAAACACAGG TTCCAAAGTIC
TACCTGGTGC CTGAGAGCCC AGGGCCCTTC CTCCGTTTTA AGGGGGAAGC
AACATTTGGA GGGGA[ C/ T] GGAT GGGCTGGICA GCTGGICTCC TTTTCCTACT SNP C1384T
CATACTATAC CTTCCTGTAC CTGGGTGGAT GGAGCGGGAG GATGGAGGAG

ACGGGACATC TTTCACCTCA GGCTCCTGGT AGAGAAGACA GGGGATTCTA

Gelbe Markierung: SNP
Griine Markierung: Basen der CDS-Region vor Beginn der 3'UTR-Region

Die Polymorphismen erscheinen bei den Probanden der Screeningpopulation jeweils
entweder in der heterozygoten Form, weisen also auf beiden DNA-Stringen zwei
unterschiedliche Basen auf, oder in der homozygoten Form, in der beide Basen

gleichsinnig verdndert und somit identisch sind (sieche Tab. 3.2).
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Tab. 3.2: Vorkommen der SNPs bei den Probanden der Screeningpopulation

C-920A
G1051A
G1267A
C1384T
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45
1 = Wildtyp; 2 = heterozygot SNP; 3 = homozygot SNP
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3.1.2 Identifikation der Mutationen (MAF < 0.03)

Kommt ein Basenaustausch innerhalb der Screeningpopulation nicht ausreichend oft vor
um der Definition eines Polymorphismus zu entsprechen (MAF < 0.03), wird dieser
Austausch als Mutation gewertet. Insgesamt wurden sechs solche Basenaustausche
identifiziert (Tab. 3.3). Alle beobachteten Mutationen treten bei nur einem Probanden
der Screeningpopulation und hier in heterozygoter Form auf. Die ersten beiden
Mutationen sind vor der codierenden Region in Fragment 1 und Fragment 3 1981 bzw.
1044 Basenpaare vor dem Beginn des Exons lokalisiert. Die iibrigen Mutationen
befinden sich nach der codierenden Region. Ein Austausch befindet sich in Fragment 6,
708 Basenpaare nach der ATG-Sequenz, die den Beginn des Exons markiert. Zwei
weitere Mutationen sind in Fragment 7 (1189 bzw. 1196 Basenpaare vom Beginn der
codierenden Sequenz entfernt) lokalisiert, eine letzte befindet sich im abschlieBenden

Fragment 9, 1779 Basenpaare von der ATG-Sequenz entfernt.

Tab. 3.3: Vorkommen von Mutationen bei den Probanden der

Screeningpopulation
Proband Lokalisation

31 T-1981C; heterozygote
Mutation C/T

14 A-1044C; heterozygote
Mutation C/A

28 A708G; heterozygote
Mutation G/A

35 T1189C; heterozygote
Mutation C/T

14 T1196C ; heterozygote
Mutation C/T

29 G1779A; heterozygote
Mutation A/G
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3.1.3 Linkage Disequilibrium der SOCS3-Polymorphismen

Bei der Betrachtung der Verteilung der Polymorphismen innerhalb der Proban-
denpopulation lisst sich erkennen, ob bestimmte SNPs gekoppelt sind, also gemeinsam
vererbt werden. Nach statistischer Uberpriifung der Kopplungs-wahrscheinlichkeiten
fiir die identifizierten vier Polymorphismen ergibt sich eine Kopplungsrate von 0.7 fiir
SNP C-920A mit SNP G1267A. Das heifit, es besteht eine Wahrscheinlichkeit von
70 %, dass beide SNPs gemeinsam in der nachfolgenden Generation auftreten (siche
Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Kopplungswahrscheinlichkeiten der vier Polymorphismen

4 - . . ‘ 1= SNP C-920A

2 =SNP G1051A
3 =SNP G1267A
4 = SNP C1384T

Roter Kreis =

Kopplungswahrscheinlichkeit von 70 %

Blauer Kreis =

Kopplungswahrscheinlichkeit von 0 %

-LO—0—@
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3.2 Assoziationsstudie

Insgesamt wurden vier Polymorphismen identifiziert, von denen sich einer in der ersten
5'UTR-Region vor der CDS-Region befindet. Die anderen drei SNPs sind in der
3"UTR-Region, also nach dem codierenden Bereich lokalisiert. Wie in Abbildung 3.4
zu erkennen ist, ist SNP C-920A mit einer Wahrscheinlichkeit von 70 Prozent mit SNP
G1267A gekoppelt, so dass auf eine Genotypisierung von SNP C-920A verzichtet
werden konnte.

Um die Auswirkung der identifizierten Polymorphismen auf die Entstehung von
Asthma und asthmaassoziierten Erkrankungen zu untersuchen, wurden Assoziations-
studien durchgefiihrt.

Dabei wird das Aufireten der in der Screeningpopulation identifizierten SNPs innerhalb
der Studienpopulation untersucht, wodurch potentielle Zusammenhinge zwischen dem
Vorkommen der Polymorphismen und dem gehduften Aufireten atopischer Manifesta-
tionen erkannt werden konnen. Die dabei analysierten atopischen Hauptphénotypen sind
Asthma, Heuschnupfen, atopische Dermatitis, atopische Sensibilisierung (= Atopie) und
Gesamt-IgE. AuBerdem wurden die Subphidnotypen ,Giemen jemals* als
Hauptsymptom des Asthmas und ,,Giemen in den letzten zwolf Monaten* als Mal} fiir
die Aktivitdt der obstruktiven Lungenerkrankung untersucht. Deren Pridvalenz im
Zusammenhang mit dem Vorkommen der Polymorphismen wurde an insgesamt 3.099
Kindern aus Miinchen und Dresden (= Studienpopulation, siche 2.1.2) getestet.

Dazu wurden die drei SNPs genotypisiert, wobei je nach Genotypisierungsverfahren in
der Gesamtpopulation die Rate an erfolgreichen Genotypisierungen zwischen 95.6 und

98.4 % lag (= ,call-rate®, siche folgende Tabelle).
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Tab. 3.4: Anteil erfolgreich durchgefiihrter Genotypisierungen (,,call-rate*)

SNP Anzahl Anzahl erfolgreiche
Probanden erfolgreicher Genotypisierung
Typisierungen
Miinchen+Dresden | 3.099 3.048 98.4%
G1051A | Miinchen 1.159 1.123 96.9%
Dresden 1.940 1.925 99.2%
Miinchen+Dresden | 3.099 2.963 95.6%
G1267A | Miinchen 1.159 1.059 91.4%
Dresden 1.940 1.904 98.1%
Miinchen+Dresden | 3.099 2.998 96.7%
C1384T | Miinchen 1.159 1.088 93.9%
Dresden 1.940 1.910 98.5%

Im Rahmen der statistischen Analyse durchliefen die Daten zundchst eine
Qualitdtskontrolle, den so genannten Hardy-Weinberg-Test. Dieser statistische Test, der
den korrekten Ablauf des Genotypisierungsprozesses iberpriift, vergleicht die
tatsichlich beobachteten Frequenzen mit den erwarteten Werten aus dem
entsprechenden mathematischen Gesetz (Hardy-Weinberg-Gesetz: p*+2pq+q> = 1).
Dieses besagt, dass die Haufigkeiten der beiden homozygoten Genotypen (p = homo-
zygoter Genotyp fiir das dominante Allel, ¢ = homozygoter Genotyp fiir das rezessive
Allel) und die Haufigkeit des heterozygoten Genotyps (= pq) von Generation zu
Generation im Normalfall konstant bleiben (siche 2.11.1).

Nach der Genotypisierung zeigte SNP G1051A in Miinchen eine leichte Abweichung
vom HWE (Hardy-Weinberg-Equilibrium) (siche Tab. 3.5). Zur Kldrung der Ursache
dieser Abweichung von den erwarteten Genotyp-Frequenzen im HWE bestehen
unterschiedliche Ansdtze. Héufige Ursachen sind methodische Fehler bei der
Genotypisierung (zum Beispiel die Bevorzugung eines Allels durch die Test-Chemie
und die daraus folgende fehlerhafte Identifikation). Um eine technische Fehlerquelle
weitestgehend ausschlieBen zu konnen, wurde die Genotypisierung von SNP G1051A

unter unterschiedlichen chemischen Bedingungen wiederholt. Dabei ergaben sich im
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Vergleich zur ersten Untersuchung identische Ergebnisse, so dass eine technische

Ursache fiir den abweichenden Wert nahezu ausgeschlossen werden konnte.

Alternative Erklarungsmoglichkeiten stellen biologische Effekte oder bestimmte
Charakteristika von Populationen dar, die zu einer unerwarteten Allelverteilung fiihren

konnen. Diese kann zum Beispiel auf starke Griinder-Effekte oder eindeutige Repro-

duktionsvorteile bestimmter Polymorphismen zuriickzufiihren sein (28).

Im Falle von SNP G1051A, bei dem eine technische Fehlerquelle beim Genotypi-
sierungsprozess ausgeschlossen werden konnte, erreichte die geringe Abweichung vom
HWE wohl aufgrund der StichprobengréBe Signifikanz, so dass im Folgenden die

Ergebnisse der statistischen Analyse dieses SNPs in die Auswertungen miteinbezogen

werden konnten.

Tab. 3.5: HWE-Ergebnisse der SNPs fiir Miinchen und Dresden

Genotyp-Frequenz

SNP Miinchen p-Wert | Dresden p-Wert
HWE HWE
beobachtet
GG 0.88/GA 0.11/AA 0.01 |0.0038 GG 0.86/GA 0.13/AA<0.01 ]0.3349
G1051A
erwartet
GG 0.86/GA 0.13/AA <0.01 GG 0.86/GA 0.13/AA<0.01
beobachtet
GG 0.87/GA 0.13/AA <0.01 [ 0.3558 GG 0.82/GA 0.17/AA <0.01 |0.6847
G1267A
erwartet
GG 0.86/GA 0.13/AA <0.01 GG 0.82/GA 0.17/AA <0.01
beobachtet
CC 0.76/CT 0.23/TT 0.01 |0.3321 CC 0.79/CT 0.20/TT 0.01 0.8241
C1384T
erwartet

CC 0.77/CT 0.22/TT 0.02

CC 0.79/CT 0.20/TT 0.01

vom HWE-Wert abweichendes Ergebnis = fett gedruckt
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Im Rahmen der weiterfiihrenden statistischen Analyse wurden die Polymorphismen
beziiglich der oben erwdhnten Phdnotypen jeweils einem y*-Test unterzogen. Die
Untersuchungen liefen im Rahmen eines dominanten Modells, das heif3t, dass hier der
Wildtyp gegen heterozygote Merkmalstrdger und Probanden mit zwei polymorphen
Allelen gemeinsam getestet wurde.

Um eine Aussage iiber einen etwaigen Einfluss von Umwelteffekten treffen zu konnen,
wurden die statistischen Auswertungen sowohl fiir beide Stddte getrennt als auch fiir
Miinchen und Dresden gemeinsam durchgefiihrt.

Die Resultate sind mit Angabe der Risiko-Ratio-Werte (,,odds ratio® = OR), dem
dazugehorigen Konfidenzintervall (in Klammern) und dem p-Wert in den Tabellen 3.6

bis 3.11 dargestellt und werden im Folgenden erldutert.

3.2.1 Ergebnisse der Assoziationsstudie flir SNP G1051A

SNP G1051A zeigte in der HWE-Analyse eine leichte, aber signifikante Abweichung.
Aufgrund der darauf durchgefiihrten Qualitdtsiiberpriifung konnte jedoch kein
technischer Genotypisierungsfehler ermittelt werden, so dass SNP G1051A in die
Auswertung aufgenommen wurde.

Eine erfolgreiche Genotypisierung gelang in der Gesamtpopulation bei 98,4 %, bei
1.123 Kindern in Miinchen und 1.925 Kindern in Dresden (siche Tab. 3.4). Die
Frequenz des selteneren, polymorphen Allels lag bei 7 % (MAF). Dieses Ergebnis
konnte nicht mit bisherig durchgefiihrten Genotypisierungen anderer Populationen
verglichen werden, da dieser SNP im Rahmen dieser Arbeit neu identifiziert wurde.

In einem ersten Schritt wurde die Assoziation von G1051A mit den atopischen
Hauptphénotypen gepriift, die vorab definiert wurden (Asthma, Atopie, atopische
Dermatitis und allergische Rhinitis).

In der Gesamtanalyse, in die alle Kinder aus beiden Stddten eingeschlossen waren,
zeigte SNP G1051A einen protektiven Effekt auf die Auspragung von Asthma. Dieser
Effekt erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau von 0.05. AuBlerdem ergab sich in
der Gesamtanalyse ein Trend fiir eine signifikante Assoziation zur erhdhten Priavalenz

von Neurodermitis.
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In einem zweiten Schritt wurde eine nach Stidten stratifizierte Analyse durchgefiihrt.
Dabei zeigte SNP G1051A in Miinchen einen leicht protektiven Effekt fiir Asthma,
Heuschnupfen und Atopie. Allerdings erreichten die Daten bei keinem der drei
Phénotypen ein signifikantes Niveau. Im Gegensatz dazu ergab sich in Dresden ein
signifikantes Ergebnis fiir Neurodermitis, und zwar im Sinne eines erhohten Vor-
kommens der Erkrankung im Zusammenhang mit dem Aufireten des Polymorphismus.
Wie auch schon in der Gesamtanalyse und den Miinchner Ergebnissen zeigte sich in
Dresden zusidtzlich ein leicht protektiver Effekt des SNPs flir Asthma, der aber auch
hier kein signifikantes Niveau annahm.

Da SNP G1051A Zusammenhdnge zur Asthmaausprigung aufwies, wurde auch die
Assoziation mit dem Aufitreten von Giemen tberpriift. Dieser Subphdnotyp sollte
dhnliche Ergebnisse zeigen wie der Phinotyp Asthma, da das Auftreten giemender
Atemgerdusche eng mit der Asthmaerkrankung assoziiert ist. Bei den Analysen wurde
zwischen zwei Formen des Giemens unterschieden. Zum einen wurde ,,Giemen in den
letzten zwolf Monaten® als Mal3 fiir die aktuelle Krankheitsaktivitdt untersucht, zum
anderen ,,Giemen, das irgendwann schon einmal aufgetreten ist“ (in Tab. 3.9 als
,Glemen jemals® bezeichnet). Bei SNP GI1051A zeigte sich sowohl in der
Gesamtanalyse als auch bei den Dresdner Daten ein leicht protektiver Effekt fiir das
Vorkommen von ,,Giemen im letzten Jahr®, der, wie die protektiven Resultate fiir
Asthma, jedoch kein signifikantes Niveau erreichte.

Um zu analysieren, ob es sich bei den beobachteten Asthma-Assoziationen um
atopische bzw. nicht-atopische Asthma-Formen handelte, wurde eine nach diesen
beiden Erscheinungsformen stratifizierte Untersuchung angeschlossen. Dabei ergab sich
wieder die Tendenz eines protektiven Effekts in Richtung atopischen Asthmas fiir
Miinchen bzw. die gemeinsame Betrachtung beider Stddte, die allerdings nicht

signifikant war.
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3.2.2 Ergebnisse der Assoziationsstudie flir SNP G1267A

Die Genotypisierung wurde in der Gesamtpopulation bei SNP G1267A in 95.6 % der
Fille erfolgreich durchgefiihrt. Dabei gelang die Untersuchung bei 1.059 Kindern in
Miinchen und bei 1.904 Kindern in Dresden (siche Tab. 3.4). Das seltenere polymorphe
Allel trat bei 9 % (MAF) der Probanden auf. Da in der Literatur beziiglich dieses SNPs
keine Angaben zu schon durchgefiihrten Genotypisierungen anderer Populationen
vorlag, konnte dieses Resultat nicht mit weiteren Forschungsergebnissen verglichen
werden.

In der Gesamtanalyse der Hauptphinotypen zeigte SNP G1267A eine relativ starke
Assoziation zum Phénotyp Asthma im Sinne einer erhdhten Prévalenz, erreichte dabei
aber das Signifikanzniveau von 0.05 nicht. Eine ebenso gerichtete Assoziation, wenn
auch nicht so stark ausgeprégt, war fiir den Phdnotyp Atopie zu beobachten.

In der nach Stddten stratifizierten Analyse ergaben sich fiir SNP G1267A in Dresden
keine relevanten Ergebnisse bzw. bemerkenswerte Trends. Im Gegensatz dazu zeigte
Miinchen interessante Resultate: Die Daten fiir Asthma erreichten hier eindeutig das
Signifikanzniveau und deuteten auf einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten des
Polymorphismus und dem erhohten Risiko einer Erkrankung hin (R-R = OR 1.69, 95 %
KI 1.0-2.8, p=0.03).

Auch bei der Betrachtung des Subphénotyps ,,Giemen jemals* zeigte sich sowohl in
Miinchen als auch bei der gemeinsamen Betrachtung beider Stddte ein signifikantes
Ergebnis (Miinchen: OR 1.56, 95 % KI: 1.1-2.3, p = 0.03; Miinchen+Dresden: OR 1.28,
95 % KI 1.0-1.6; p = 0.04). Auch hier beschreiben die Daten einen fordernden Effekt
des SNPs auf die Entwicklung des Krankheitsbildes. Die Beobachtungen fiir den
Phinotyp ,,Giemen jemals* konnten somit als Bestéitigung fiir die Ergebnisse, die fiir
Asthma erzielt wurden, gewertet werden. Auch flir die vermehrte Prdvalenz von
,Giemen im letzten Jahr* zeigte sich bei SNP G1267A in Miinchen eine leichte, wenn
auch nicht signifikante Assoziation.

Bei der stratifizierten Untersuchung nach Asthmatypen erkannte man eine eindeutige
Assoziation des SNPs zu nicht-atopischem Asthma, und zwar sowohl bei der
gemeinsamen Betrachtung beider Stddte als auch bei der Miinchner Population. Die
Gesamtanalyse, die die beiden Stddte gemeinsam betrachtete, zeigte einen Trend zum

erhohten Risiko der Ausbildung von nicht-atopischem Asthma. Bei der alleinigen
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Untersuchung in der Miinchner Population ergab sich sogar ein signifikantes Ergebnis

(OR 2.25,95 % KI 1.2-4.3, p=0.01).

3.2.3 Ergebnisse der Assoziationsstudie fiir SNP C1384T

Der Genotypisierungsprozess verlief bei SNP C1384T in der Gesamtpopulation in
96.7 % der Fille erfolgreich. Fiir die einzelnen Stidte entsprach dies 1.088 Kindern in
Miinchen und 1.910 Kindern in Dresden (siche Tab. 3.4). Das polymorphe, seltenere
Allel zeigte sich bei 12 % (MAF) der Probanden. Dies ist ein deutlich niedrigeres
Ergeb-nis als das bisheriger Untersuchungen. So ergab sich in einer anderen Studie, die
das Auftreten des SNPs innerhalb einer europdischen Population untersuchte, eine MAF

von 17,5 % (Informationen zu dieser Population unter http://www.hapmap.org/

citinghapmap.html.en).

Bei der Gesamtanalyse der Hauptphidnotypen ergab sich fiir SNP C1384T eine deutliche
Assoziation zum erhohten Vorkommen des Phénotyps Asthma (OR 1.46, 95 % KI 1.1-
1.9, p = 0.01). Fiir die weiteren Hauptphdnotypen zeigten sich keine nennenswerten
Assoziationen.

Bei der stratifizierten Analyse nach Stddten ergab sich in der Miinchner Population
sowohl fiir Atopie als auch flir Neurodermitis ein leichter atopiefordernder Effekt, der
das Signifikanzniveau von 0.05 allerdings nicht erreichte. Klarer sind die Ergebnisse der
Dresdner Population. Hier zeigte sich eine deutlich signifikante Assoziation mit dem
vermehrten Auftreten von Asthma (OR 1.8, 95 % KI 1.2-2.6, p = 0.002).

Fiir ,,Giemen im letzten Jahr ergaben sich sowohl in der Gesamtanalyse als auch bei
der Betrachtung Dresdens signifikante Resultate (Miinchen+Dresden: OR 1.45, 95 % KI
1.1-1.9; p = 0.01; Dresden: OR 1.54, 95 % KI: 1.1-2.2, p = 0.02). Diese zeigten, wie
schon beim Phéinotyp Asthma, einen risikosteigernden Effekt auf die
Krankheitsentstehung. Auch flir Miinchen ergab sich hier eine entsprechende Tendenz,
wenn diese auch nicht das Signifikanzniveau von 0.05 erreichte. Auch fiir ,,Giemen
jemals* zeigte sich ein signifikantes Ergebnis in der Population Dresden (OR 1.31,
95 % KI 1.1-1.7, p = 0.05) und eine entsprechende Tendenz in der Gesamtpopulation,

die allerdings keine Signifikanz erreichte. Diese Beobachtungen fiir das Nebenkriterium

55



Ergebnisse

,Giemen jemals stirkten in besonderem Malle die sich fiir SNP C1384T ergebende
signifikante Assoziation zum Phénotyp Asthma.

Bei der stratifizierten Untersuchung nach Asthmatypen zeigten sich verschiedene
Assoziationen unterschiedlichen Ausmalles sowohl zu atopischem als auch zu nicht-
atopischem Asthma, die alle einen Zusammenhang zu einer erhdhten Privalenz der
Erkrankung aufwiesen. In der Gesamtanalyse ergab sich ein signifikantes Resultat fiir
atopisches Asthma (OR 1.52, 95 % KI 1.0-2.3, p = 0.04) und gleichzeitig ein Trend fiir
die Ausbildung nicht-atopischen Asthmas. Genau umgekehrt verhielt es sich in der
Dresdner Population: Hier zeigte sich ein hoch signifikantes Ergebnis flir nicht-
atopisches Asthma (OR 2.0, 95 % KI 1.2-3.4, p = 0.01) und zusétzlich ein Trend fiir
atopisches Asthma. In der Miinchner Population ergab sich lediglich eine Tendenz fiir

das vermehrte Auftreten atopischen Asthmas.

Tab. 3.6: Assoziation der SNPs mit atopischen Erkrankungen und
Atopieausprigung in der Population Miinchen + Dresden

Phinotyp |Asthma | Heuschnupfen | Neurodermitis | Atopie
G1051A OR 0.75 OR 1.19 OR 1.27 OR 0.96
(0.50-1.11) | (0.85-1.68) (0.98-1.65) (0.76-1.23)
p=0.15 |[p=031 p=0.07 p=0.77
G1267A OR 130 |OR1.02 OR 0.88 OR 1.15
(0.94-1.80) | (0.72-1.44) (0.67-1.15) (0.92-1.44)
p=0.11 |[p=091 p=0.35 p=0.22
C1384T |OR 1.46 |ORO0.90 OR 1.02 OR 1.00
(1.10-1.94) | (0.66-1.23) (0.82-1.28) (0.82-1.22)
p=001 |p=052 p=0.85 p=0.98

Dominantes Modell (Wildtyp vs. Heterozygot+Polymorphismus),
signifikante Ergebnisse (<0.05) fett gedruckt
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Tab. 3.7: Assoziation der SNPs mit atopischen Erkrankungen und
Atopieausprigung in der Population Miinchen

Phéinotyp | Asthma |Heuschnupfen | Neurodermitis |Atopie
G1051A OR 0.79 OR 0.73 OR 1.12 OR 0.82
(0.43-1.45) | (0.36-1.50) (0.71-1.74) (0.53-1.25)
p=045 |p=0.39 p=0.63 p=035
G1267A |OR1.69 |ORO0.86 OR 0.88 OR1.19
(1.04-2.79) | (0.44-1.71) (0.55-1.41) (0.79-1.77)
p=003 |[p=0.67 p=0.59 p=0.40
C1384T |OR1.11 |[OR1.02 OR 1.17 OR 1.18
(0.72-1.71) | (0.62-1.69) (0.82-1.66) (0.86-1.63)
p=065 |p=0.93 p=0.38 p=0.30

Dominantes Modell (Wildtyp vs. Heterozygot+Polymorphismus),
signifikantes Ergebnis (0<0.05) fett gedruckt

Tab. 3.8: Assoziation der SNPs mit atopischen Erkrankungen und
Atopieausprigung in der Population Dresden

Phéinotyp |Asthma |Heuschnupfen | Neurodermitis | Atopie
G1051A |OR0.74 |OR1.43 OR 1.37 OR 1.04
(0.43-1.26) | (0.96-2.12) (1.00-1.88) (0.78-1.40)
p=026 |p=0.78 p=0.05 p=0.79
G1267A OR 1.15 OR 1.07 OR 0.89 OR 1.13
(0.74-1.78) | (0.72-1.61) (0.64-1.23) (0.86-1.47)
p=053 |p=0.73 p=0.49 p=0.38
C1384T |OR1.79 |OR0.84 OR 0.92 OR 0.89
(1.23-2.59) | (0.57-1.25) (0.68-1.25) (0.69-1.16)
p=0.002 |p=0.40 p=0.60 p=0.42

Dominantes Modell (Wildtyp vs. Heterozygot+Polymorphismus),
signifikante Ergebnisse (.<0.05) fett gedruckt
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Tab. 3.9: Assoziation der SNPs mit ,,Giemen im letzten Jahr*“/,,Giemen jemals“ in
den jeweiligen Populationen

Phiénotyp Giemen im letzten | Giemen jemals
Jahr
G1051A Miinchen OR 0.92 OR 1.01
(0.45-1.77) (0.66-1.55)
p=0.81 p=0.97
Dresden OR 0.72 OR 0.90
(0.43-1.21) (0.65-1.25)
p=0.21 p=0.54
Miinchen + Dresden | OR 0.79 OR 0.93
(0.52-1.18) (0.72-1.21)
p=0.25 p=0.60
G1267A Miinchen OR 1.34 OR 1.56
(0.76-2.46) (1.05-2.32)
p=0.29 p=10.03
Dresden OR 0.82 OR 1.18
(0.52-1.30) (0.88-1.57)
p=0.40 p=027
Miinchen + Dresden | OR 0.98 OR 1.28
(0.68-1.40) (1.01-1.61)
p=0.89 p = 0.04
C1384T Miinchen OR 1.31 OR 1.01
(0.81-2.11) (0.72-1.41)
p=027 p=0.97
Dresden OR 1.54 OR 1.31
(1.06-2.22) (1.01-1.70)
p =0.02 p = 0.05
Miinchen + Dresden | OR 1.45 OR 1.90
(1.08-1.94) (0.96-1.46)
p=0.01 p=0.11
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Tab. 3.10: Assoziation der SNPs mit atopischem/nicht-atopischem Asthma in den
jeweiligen Populationen

Phiénotyp Asthma atopisch Asthma nicht-
atopisch
G1051A Miinchen OR 0.49 OR 1.14
(0.17-1.38) (0.55-2.38)
p=0.17 p=0.73
Dresden OR 0.86 OR 0.71
(0.40-1.83) (0.32-1.58)
p=0.69 p=0.34
Miinchen + Dresden | OR 0.67 OR 0.89
(0.37-1.23) (0.52-1.52)
p=0.20 p=0.66
G1267A Miinchen OR 1.39 OR 2.25
(0.66-2.93) (1.19-4.27)
p=0.39 p=0.01
Dresden OR 1.22 OR 1.11
(0.64-2.34) (0.58-2.11)
p=0.54 p=0.76
Miinchen + Dresden | OR 1.23 OR 1.48
(0.76-2.01) (0.94-2.32)
p=0.40 p=0.09
C1384T Miinchen OR 1.37 OR 0.89
(0.76-2.47) (0.47-1.69)
p=0.29 p=0.73
Dresden OR 1.64 OR 1.99
(0.94-2.86) (1.18-3.35)
p=0.08 p=0.01
Miinchen + Dresden | OR 1.52 OR 1.41
(1.01-2.28) (0.94-2.09)
p = 0.04 p=0.09

Dominantes Modell (Wildtyp vs. Heterozygot+Polymorphismus),
signifikante Ergebnisse (.<0.05) fett gedruckt

3.2.4 Haplotypanalyse

Um Informationen dariiber zu erhalten, inwieweit die Kombination verschiedener Allele
(Haplotypen) die Entstehung von atopischem bzw. nicht-atopischem Asthma beein-
flusst, wurde eine Haplotypanalyse durchgefiihrt. Diese analysiert die moglichen
Kombinationen der identifizierten SNPs in Wildtyp- bzw. polymorpher Form und
untersucht deren Auswirkung auf atopisches bzw. nicht-atopisches Asthma (Tab. 3.11).
Vier Haplotypen zeigten dabei eine hohe Frequenz. Die am héufigsten vorkommende
Kombination von Polymorphismen erreichte einen Wert von iiber 72 %. Dieser

Haplotyp (G-G-C), bei dem alle drei Polymorphismen in Wildtypform auftraten, zeigte

59



Ergebnisse

einen protektiven Trend filir nicht-atopisches und atopisches Asthma. Einer der drei
anderen Haplotypen (Frequenzen zwischen sieben und zwolf Prozent, siehe Tab. 3.11),
war mit einem signifikant erhohten Risiko flir atopisches Asthma vergesellschaftet
(Haplotyp G-G-T, Frequenz = 11.6 %; OR 2.17, 95 % KI 1.0-4.5, p = 0.04). Zusitzlich
zeigte er einen Trend fiir das erhohte Vorkommen nicht-atopischen Asthmas. An dieser
Kombination waren SNP G1051A und SNP G1267A in ihrer Wildtypform beteiligt,
SNP C1384T trat hier als einziger der SNPs in seiner polymorphen Form auf. Daraus
lieB sich schlieBen, dass das Vorkommen der drei Polymorphismen in dieser
Verkniipfung zu einem signifikant hoheren Auftreten von Asthma fiihrt.

Die beiden anderen niederfrequenten SNP-Kombinationen gaben jeweils Hinweis auf
einen protektiven Effekt im Zusammenhang mit dem Phénotyp Asthma (Haplotyp A-G-
C, Frequenz = 7.4 %), sowohl in der atopischen als auch in der nicht-atopischen Form,
bzw. auf ein erhohtes Vorkommen beider Asthmatypen im Zusammenhang mit dem
Auftreten der Polymorphismen in der jeweiligen Kombination (Haplotyp G-A-C,
Frequenz = 8.3). Allerdings erreichten diese beiden Haplotypen, genau wie die hiufig
vorkommende Kombination der Wildtypallele G-G-C (Haplotyp 1, siche Tab. 3.11),

nicht das Signifikanz-Niveau.

Tab. 3.11: SOCS3 Haplotypen und Haplotypfrequenzen fiir atopisches/nicht-
atopisches Asthma

Nummer Haplotyp Frequenz (%) * | Asthma Asthma
atopisch nicht-
P atopisch
1 G-G-C 72.52 OR 0.68 OR 0.59
(0.38-1.20) (0.34-1.03)
p=0.18 p=0.06
2 G-G-T 11.59 OR 2.17 OR 1.99
(1.03-4.54) (0.96-4.12)
p=0.04 p=0.06
3 G-A-C 8.30 OR 1.57 OR 1.81
(0.66-3.76) (0.79-4.19)
p=0.32 p=0.16
4 A-G-C 7.42 OR 0.47 OR 0.75
(0.15-1.52) (0.27-2.09)
p=0.21 p=0.58

* = innerhalb aller Probanden fir Asthma
signifikante Ergebnisse (<0.05) fett gedruckt
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3.3 Phylogenetische Untersuchung

Im Rahmen der Assoziationsstudien wurde gezeigt, dass die untersuchten SNPs mit der
Privalenz verschiedener atopischer Phanotypen vergesellschaftet sind.

Im nichsten Schritt sollte nun gekldrt werden, ob bzw. welche dieser SNPs moglicher-
weise auch zu einer kausalen Verdnderung der Funktion von SOCS3 beitragen konnen.
Alternativ konnte es sich bei den beobachteten Assoziationen mit den untersuchten
Polymorphismen eher nur um genetische Marker fiir andere, korrelierte Polymor-
phismen handeln. Um Hinweise auf eine mogliche funktionelle Relevanz zu erhalten,
wurde die evolutionidre Konservierung der Genabschnitte untersucht, die SOCS3-
Polymorphismen enthalten. Aus fritheren systematischen Studien des Genoms ist
bekannt, dass Genomabschnitte, die wichtige Funktionen erfiillen (z.B. Bereiche, die fiir
die Proteintranslation, also fiir Exons, codieren, aber auch regulatorische Regionen wie
Promotoren oder Enhancer), wihrend der Evolution fast unveridndert beibehalten
wurden. So gleichen sich zum Beispiel Maus und Mensch in der codierenden Sequenz
wichtiger Gene zu mehr als 80 Prozent. Diese hohe Konservierung von funktionell
relevanten Genomabschnitten wurde nun dafiir verwendet, die mogliche Rolle von
SOCS3-SNPs fiir die Funktion des SOCS3-Gens besser zu analysieren. Ein hohes Maf}
an Konservierung der SNP-tragenden Sequenzen spricht dabei fiir funktionelle

Relevanz.

3.3.1 Phylogenetischer Vergleich Mensch — Maus — Hund

In einem ersten Schritt wurde die humane SOCS3-Sequenz mit weit entfernten Spezies
(Maus bzw. Hund) verglichen. Wie in Abbildung 3.5 zu sehen ist, zeigte sich eine hohe
Homologierate zwischen allen drei Spezies im Exonbereich (Kurvenverlauf der

Abbildung  entnommen aus  http:/pipeline.lbl.gov/cgi-bin/gateway?).  Diese

Beobachtung ist nicht unerwartet, allerdings ist bemerkenswert, dass auch im Intron-
bzw. den 3°/5'-Regionen Abschnitte auergewdhnlich hoher Konservierung auftreten.
Dies spricht fiir eine funktionelle Relevanz dieser Bereiche, legt also ihr Eingreifen in
die Regulation der Genexpression nahe. Alle in der 3'UTR-Region lokalisierten SNPs

fallen, sowohl beim Hunde- als auch beim Maus-Vergleich, in solche Abschnitte hoher
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Kongruenz (im Bereich zwischen 60 und 90 Prozent). Besonders hoch ist die

Ubereinstimmung bei den SNPs G1051A und C1384T.

Abb. 3.5: SOCS3-Gen bei Maus bzw. Hund im Vergleich zum Menschen

Chromosom 17 / SOCS3

SNP C-920A ’

SNP C1384T |

| SNP G1267A |

—GEN [JUTR

[0 EXON [ INTRON
SNP G1051A

Hoher Kurvenausschlag = hohe Sequenzanalogierate zum menschlichen Genom;
Berechnung der Sequenzanalogien unter Zusammenfassung von jeweils 50 Basenpaaren;
(* = fehlende Sequenzdaten im Hundegenom)

3.3.2 Vergleichende Sequenzanalyse der Primatenspezies

Um weiter eingrenzen zu konnen, wann in der Evolution die Polymorphismen im
SOCS3-Gen aufgetreten sind, wurden in einem zweiten Schritt phylogenetische
Vergleiche mit ndher verwandten Primaten-Spezies durchgefiihrt. Fiir den Vergleich
zum Menschen wurden unterschiedliche Affenarten (Schimpanse, Gorilla, Orang-Utan,

Gibbon und griine Meerkatze; siehe 6.7) untersucht. Diese sind in absteigender
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Reihenfolge immer weniger mit dem Menschen verwandt und spiegeln somit den

evolutiondren Primatenstammbaum wider.

Die Tabellen 3.12 und 3.13 zeigen die Verteilung und Anzahl der Mutationen im
sequenzierten Bereich bei den verschiedenen Affen-Spezies (Tab. 3.13 fasst fiir jede
Spezies die Anzahl der Mutationen der einzelnen Fragmente zusammen). Dabei gingen
Deletionen bzw. Insertionen mehrerer aufeinander folgender Basenpaare jeweils als eine

Mutation ein.

Tab. 3.12: Anzahl der Mutationen in den einzelnen Fragmenten des sequenzierten
SOCS3-Gens bei den verschiedenen Affen-Spezies

Affen- F1 F2 F3 F4 FS Fo F7 F8 F9
Spezies
1 5 1 2 0 1 0 6 5 A
2 9 5 4 4 2 7 10 4 1
3 A 11 8 9 5 7 7 4 12
4 18 9 8 5 6 1 18 8 A
5 A 18 10 20 8 5 32 15 A

A = Sequenzier-Ausfall;

Fiir die Berechnung der Mutationen insgesamt (Tab. 3.13) blieben die Fragment 1 und 9
aufgrund der Sequenzierausfille bei den Spezies 3 und 5 fiir Fragment 1 bzw. bei den

Spezies 1, 4 und 5 fiir Fragment 9 — siehe Tabelle 3.12 — unberiicksichtigt.

Tab. 3.13: Anzahl der Mutationen insgesamt bei den verschiedenen Affen-Spezies

Affen- Spezies | Sequenzunterschiede
1 15
2 36
3 51
4 55
5 108
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Im folgenden Sequenzvergleich (Tab. 3.14 bis 3.17) kann man in einem die jeweiligen

Polymorphismen umgebenden DNA-Abschnitt das Vorkommen bzw. Fehlen des huma-

nen SNPs ersehen.

Tab. 3.14: Vergleich des SNP C-920A bei Mensch und Affe

SNP C-920A

H. sapiens
Schimpanse
Gorilla
Orang-Utan
Gibbon

Griine
Meerkatze

TTCGGCCCCG
TTCGGCCCCG
TTCGGCCCCG
TTCGGCCCCG
TTCGGCCCCG
TCCGGCTCCG

CACGCAGCCA
CACGCAGCCA
CACGCAGCCA
CACGCAGCCA
CACGCAGCCA
TACGCAGCCA

GCCGCCAGCC
GCCGCCCaCC
GCCGCCCaCe
GCCGCCCaCe
GCCGCCCaCe
GCCGCCCaCC

GCCCGCCCGG
GCCCGCCCGG
GCCCGCCCGG
GTCCGCCCGG
GCCCGCCCGG
GCCCGCCCGG

CCCAGCTCCC
ACCAGCTCCC
CCCAGCTCCC
CCCAGCTCCC
CCCAGCTCCC
CCCAGCTCCC

hellblau unterlegt: SNP; gelb unterlegt: Wildtyp; griin unterlegt = zusétzliche Mutation im Affen-Genom

Tab. 3.15: Vergleich des SNP G1051A bei Mensch und Affe

SNP G1051A

H. sapiens
Schimpanse
Gorilla
Orang-Utan
Gibbon

Griine
Meerkatze

GCCAGGGAAT
GCCAGGGAAT
GCCAGGGAAT
GCCAGGGAAT
GCCAGGGAAT
GCCAGGGAAT

CTTCAAACTT
CTTCAAACTT
CTTCAAACTT
CTTCAAACTT
CTTCAAACTT
CTTCAAATTT

TCCAACAGAA
TCCAACGGAA
TCCAACGGAA
TCCAACGGAA
TCCAACGGAA
TCCAACGGAA

CTTGTTTGCT
CTTGTTTGCT
CTTGTTTGCT
CTTGTTTGCT
CTTGTTTGCT
CTTGTTTGCT

CTTTGATTTG
CTTTGATTTG
CTTTGATTTG
CTTTGATTTG
CTTTGATTTG
CTTTGATTTG

hellblau unterlegt: SNP; gelb unterlegt: Wildtyp; griin unterlegt = zusétzliche Mutation im Affen-Genom
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Tab. 3.16: Vergleich des SNP G1267A bei Mensch und Affe

SNP G1267A

H. sapiens GGTGACCTGA AGGGAACCAT CCTGGTACCC CACATCCTCT CCTCCGGGAC
Schimpanse GGTGACCTGG AGGGAACCAT CCTGGTGCCC CACATCCTCT CCTCCGGGAC
Gorilla GGTGACCTGA AGGGAACCAT CCAGGTGCCC CACATCCTCT CCTCCTGGAC
Orang-Utan GGTGACCTGA AGGGAACCAT CCTGGTGCCC CACATCCTCT CCTCCGGGAC
Gibbon AGTGACCTGA AGGGAAMCAT CCTGGTGCCC CACATCCTCT CCTCCGGGAC
Grﬁnlt; GGTGACCTGA AGGGAACCAT CCTGGTGCCC CACATCCTCT CCTCCGGGAC
Meerkatze

hellblau unterlegt: SNP; gelb unterlegt: Wildtyp; griin unterlegt = zusétzliche Mutation im Affen-Genom;
M = C/A;

Tab. 3.17: Vergleich des SNP C1384T bei Mensch und Affe

SNP C1384T

H. sapiens AAGCAACATT TGGAGGGGAT GGATGGGCTG GTCAGCTGGT CTCCTTTTCC
Schimpanse AAGCAACATT TGGAGGGGAT GGATGGGCTG GTCAGCTGGT CTCCTTTTCC
Gorilla AAGCAACATT TGGAGGGGAT GGATGGGCT GGTCAGCTGGT CTCCTTTTCC
Orang-Utan AAGCAACATT TGGAGGGGAT GGATGGGCT GGTCAGCTGGT CTCCTTTTCX
Gibbon AAGCAACATT TGGAGGGGAT GGATGGGCT GGTCAGCTGGT CTCCTTTTCC
Griine AAGCAACATT TGGAGGGGAT GGATGGGCT GGTCAGCTGGT CTTCTTTTCC
Meerkatze

hellblau unterlegt: SNP; X= fehlende/deletierte Base; griin unterlegt = zusétzliche Mutationen im Affen-
Genom;

Von den vier Loci wurden zwei, ndmlich der Bereich um SNP G1051A und SNP
C1384T (siehe Tab. 3.15 bzw. 3.17), hoch konserviert, was sich mit den Beobachtungen
bei Maus und Hund deckt.

Im Gegensatz zum Vorkommen von SNP CI1384T, der ausgehend von der
phylogenetisch am weitest entfernten Spezies bis hin zum Homo sapiens nachzu-
vollziehen ist, tritt SNP G1051A beim Menschen erstmals auf. Die Tatsache, dass SNP
G1051A zum einen in einem stark konservierten, also funktionell relevanten Bereich
lokalisiert ist, und auflerdem hier erstmalig ein polymorphes Allel beim Menschen
auftritt, konnte darauf hinweisen, dass durch die Mutation ein evolutiondrer Vorteil

entstanden sein konnte.
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Im Fall von SNP C1384T ist das beim heutigen Menschen héufigere Allel erst beim
Homo sapiens aufgetreten, wahrend alle Affenspezies das beim Menschen seltenere

Allel aufweisen.

3.4 Insilico-Analyse (Mat-Inspector- bzw. FastSNP-Untersuchung)

Die Ergebnisse des Sequenzvergleichs zwischen Mensch und Primatenspezies haben
Hinweis darauf gegeben, dass die dabei als hoch konserviert identifizierten Bereiche
funktionell interessant sein konnten. Da sich alle SNPs in nicht codierenden Bereichen
befinden, konnten diese iiber die Beeinflussung der m-RNA-Stabilitit auf die
Translationsrate des Gens wirken. Eine weitere Moglichkeit der Einflussnahme
bestiinde jedoch iiber Effekte auf die Transkriptions-Regulation. Um zu analysieren, ob
das Vorkommen der SNPs hier eine bedeutende Rolle spielt, wurde eine Transkriptions-
faktorenanalyse durchgefiihrt.

Fir den Start der Gentranskription bendtigen eukaryontische Polymerasen Sequenz-
elemente in der Nachbarschaft des Gens, die als Erkennungssignal fiir Transkriptions-
faktoren dienen. Diese binden an die DNA und aktivieren somit die Polymerase und
damit die Transkription. Die wichtigsten Sequenzelemente fiir den Start der
Transkription stellen Promotoren dar, die normalerweise vor der codierenden Region
eines Gens liegen und an die Transkriptionsfaktoren bevorzugt binden.

Die in dieser Arbeit identifizierten SNPs wurden mit dem Matlnspector- und dem
FastSNP-Programm untersucht, die innerhalb einer Genomsequenz mdgliche
Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren erkennen. Ergab sich bei Eingabe des SNPs
eine zusitzliche Bindungsstelle flir Transkriptionsfaktoren beziehungsweise fiihrte sie
zum Wegfall einer solchen, konnte dies ein Hinweis auf eine Funktionsdnderung in der
Genregulation darstellen.

Um zu erkennen, ob im Bereich der identifizierten Polymorphismus eine potentielle
Bindungsstelle flir Transkriptionsfaktoren liegt, gibt man kurze, die jeweiligen SNPs
flankierenden Genabschnitte in das entsprechende Programm ein. Dann {iberpriift man
an der Stelle des Polymorphismus, ob es bei dessen Eingabe im Vergleich zum Wildtyp

zu einer Anderung der Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen kommt.
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3.4.1 Matlnspector-Ergebnisse fiir SNP C-920A

SNP C-920A befindet sich als einziger der vier Polymorphismen im Promotorbereich
des SOCS3-Gens, also vor der codierenden Region. Da die zur Transkription notigen
Proteine (Transkriptionsfaktoren) bevorzugt in diesem Bereich binden, sind die
Matlnspector- Ergebnisse (mit dem FastSNP-Programm konnten hier keine zusatzlichen
Ergebnisse erzielt werden) fiir diesen SNP von besonderer Bedeutung.

Die entsprechenden Daten fiir SNP C-920A zeigen, dass in der Wildtypform eine
Bindungsstelle fiir einen Transkriptionsfaktor existiert, die mit Eingabe des Polymor-
phismus wegfillt. Es handelt sich hier um eine Bindungsstelle flir einen ubiquitiren
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, das so genannte ,,Stimulierende Protein 1* (SP7).

Bei Auftreten des Polymorphismus ergibt sich eine zusétzliche Bindungsstelle, die in
der Wildtypform fehlt, und zwar fiir einen Transkriptions-Repressor (7R), der im

Zusammenhang mit Genen steht, die fiir den Lipidmetabolismus verantwortlich sind.

3.4.2 Matlnspector/FastSNP-Ergebnisse fiir SNP G1051A

Fiir SNP G1051A existieren in der Wildtypform vier Bindungsstellen fiir Transkrip-
tionsfaktoren. Dort binden zum einen die Faktoren c-Myb und v-Myb. Diese stehen im
Zusammenhang mit der Regulation des Zellzyklus, der Entwicklung von T- und B-
Zellen und der Himatopoese.

Bei den beiden {iibrigen Transkriptionsfaktoren handelt sich um Vertreter der so
genannten Ets-Familie (c-Ets und Elk-1), die die Genexpression im Rahmen zahlreicher
unterschiedlicher biologischer Prozesse beeinflusst. So hat sie zum Beispiel Einfluss auf
die Regulation der T-Zellaktivierung. Elk-1 als ein Vertreter dieser Proteinfamilie spielt

unter anderem eine Rolle bei cytokinassoziierten Entziindungsprozessen.

Diese vier Bindungsstellen gehen mit der verdnderten Basenabfolge, also beim

Auftreten des Polymorphismus, verloren.
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3.4.3 Matlnspector/FastSNP-Ergebnisse fiir SNP G1267A

Bei SNP GI1267A besteht in der Wildtypform eine Bindungsstelle, die beim Vor-
kommen des SNPs verloren geht. Es handelt sich hier um den so genannten 7ax/CREB
(cAMP responsive element binding protein)-Komplex. Dieser Komplex ist notig fiir die
Replikation und Expression des so genannten humanen T-Zell-Leukdmie-Virus 1 (=

HTLV1).

Gleichzeitig kommen vier neue Bindungsstellen beim Auftreten des SNPs hinzu, die in
der Wildtypform nicht bestehen. Es handelt sich dabei um die Transkriptionsfaktoren
DMTFI (= Myb-dhnlicher Transkriptionsfaktor 1, Cyclin D-bindend), der eine Rolle bei
der Zellzyklusregulation spielt und einen Transkriptions-Repressor (= 7R) fiir Gene im
Zusammenhang mit dem Lipidmetabolismus.

Auflerdem binden noch die Faktoren Se-Cys tRNA (= aktivierender Faktor der
Transkription von Se-Cys tRNA) und AML-1a (= akutes Myeloisches Leukdmie-Gen),
ein Transkriptionsfaktor, der im Zusammenhang mit der Pathogenese maligner

Erkrankungen steht.

3.4.4 Matlnspector/FastSNP-Ergebnisse fiir SNP C1384T

Hier entstehen bei Eingabe des SNP, also beim Austausch der Base ,,T* gegen ,,C*, drei
neue potentielle Bindungsstellen. Zum einen fiir das so genannte cut-like
Homeodomain-Protein, ein Transkriptionsfaktor, der wichtig fiir die Zelldifferenzierung
ist und fiir den Transkriptionsfaktor CDP CR, ebenfalls ein Vertreter der cut-like
Homeodomain-Proteinfamilie. AuBBerdem entsteht eine weitere Bindungsstelle fiir den

Faktor HOX/PBX, der bei der Regulation der Himatopoese mit beteiligt ist.

Interessant im Zusammenhang mit der Entstehung atopischer Erkrankungen sind vor
allem die Ergebnisse der Transkriptionsfaktoranalysen fir SNP G1051A. Alle vier
Bindungsstellen, die hier nur in der Wildtypform bestehen und bei Auftreten des

Polymorphismus entfallen, stehen im Zusammenhang mit Signalwegen, an denen
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Cytokine beteiligt sind, die wichtige Funktionen bei der Entstehung atopischer

Erkrankungen ausiiben.
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4 DISKUSSION

Asthma bronchiale stellt eine komplexe Erkrankung dar, deren Ursache im
Zusammenspiel von genetischem Hintergrund und Umweltfaktoren zu sehen ist.
Bislang wurde eine Vielzahl verschiedener Polymorphismen in unterschiedlichen
Genen entdeckt, die eine Assoziation zu Asthma und der Entwicklung anderer
atopischer Erkrankungen wie Heuschnupfen oder Neurodermitis aufweisen.

Bei der Untersuchung von Regulationsmechanismen, die im Zusammenhang mit der
Ausbildung atopischer Krankheiten stehen, hat sich gezeigt, dass die SOCS-Genfamilie
hier ebenfalls eine entscheidende Rolle spielt. Um diese ndher zu erforschen, wurde das
SOCS3-Gen im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Dabei konnten insgesamt vier
Polymorphismen (SNP C-920A, SNP GI1051A, SNP G1267A und SNP C1384T)
identifiziert werden. Drei Polymorphismen wurden genotypisiert (SNP G1051A, SNP
G1267A, SNP C1384T), wiahrend SNP C-920A mit SNP G1267A im Kopplungs-

gleichgewicht war und deshalb nicht weiter individuell analysiert wurde.

Im Rahmen der Assoziationsstudien zeigten sich signifikante Zusammenhdnge mit
Asthma bronchiale bei zwei der untersuchten Polymorphismen (SNP G1267A und
C1384T). Begleitet wurde dieses Ergebnis von signifikanten Resultaten dieser beiden
SNPs fiir ein vermehrtes Auftreten von ,,Giemen jemals“. Da diese Form des Giemens
als wesentliches Symptom des allergischen Asthmas gilt, bekriftigt dies die fiir den
Hauptphénotyp Asthma gefundenen Resultate. SNP C1384T zeigte zusétzlich ein
signifikantes Ergebnis beziiglich der erhdhten Priavalenz von ,,Giemen im letzten Jahr*,
dessen vermehrtes Auftreten im Zusammenhang mit nicht-atopischem Asthma zu sehen
ist. Die Analyse von SNP G1267A ergab fiir die Ausbildung dieses Subphénotyps
immerhin eine erhdhte Tendenz.

In der stratifizierten Untersuchung von atopischem bzw. nicht-atopischem Asthma
zeigten sich fiir beide Formen signifikante Assoziationen, die alle Hinweis auf ein
erhohtes Pravalenz-Risiko im Zusammenhang mit dem Auftreten der Polymorphismen
gaben (SNP CI1384T stand im Zusammenhang mit atopischem, SNP C1384T und
G1267A mit nicht-atopischem Asthma).
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Bei der Qualitatskontrolle der Genotypisierung zeigte SNP G1051A in der Genotyp-
Verteilung eine leichte Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Meist sind
fiir diese Abweichungen methodische Fehler verantwortlich, es kommen jedoch auch
biologische oder populationsbedingte Effekte als Ursache fiir Diskrepanzen im HWE-
Test in Frage. Um eine technische Fehlerquelle mit groBtmoglicher Sicherheit
ausschlieBen zu konnen, wurde die Genotypisierung von SNP Gl051A in einem
zweiten Ansatz wiederholt, wobei die Genotypisierungs-Ergebnisse und die Genotyp-
Verteilung der zweiten Analyse mit der ersten Untersuchung iibereinstimmten. Damit
konnte eine technische Ursache der Abweichung mit groer Sicherheit ausgeschlossen
werden. Am ehesten ist die beobachtete, leichte Abweichung durch einen statistischen
Effekt verursacht. Aufgrund der Populationsgro3e werden ndmlich auch kleine Abwei-
chungen aus dem HWE im Testverfahren als signifikant gewertet, was im Sinne der
Qualitdtskontrolle durchaus wiinschenswert ist und durch weitere Analysen, wie in
diesem Fall, geklart werden kann. Die fir SNP G1051A erzielten Ergebnisse wurden
daher als vertrauenswiirdig gewertet und in die Interpretation der Daten mit

eingeschlossen.

Am deutlichsten assoziiert mit dem Auftreten der Polymorphismen war das erhohte
Risiko, an Asthma bronchiale zu erkranken. Sowohl fiir SNP C1384T als auch fiir SNP
G1267A ergaben sich hier signifikante Resultate. SNP G1267A wies dabei als einziger
Polymorphismus Assoziationen zur Asthmaerkrankung in der Miinchner Population auf.
Alle anderen signifikanten Zusammenhédnge (abgesehen vom Subphénotyp ,,Giemen
jemals®, der eng mit dem Hauptphidnotyp Asthma assoziiert ist), bezogen sich auf die
Dresdner bzw. auf die Gesamtpopulation. Eine Erkldrungsmoglichkeit fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse der Polymorphismen in den jeweiligen Stiddten besteht in
den ungleichen regionalen Gegebenheiten. Ein Beispiel sind soziale Faktoren, wie das
unterschiedliche Eintrittsalter in Kinderkrippen bzw. Kindergérten, die Einfluss auf das
Ausmall der Allergenexposition und damit auf die Krankheitsentstehung nehmen.
Vergleichende Untersuchungen zwischen West- und Ostdeutschland zeigen in diesem
Zusammenhang, dass das Auftreten atopischer Erkrankungen nicht nur beim Vergleich
verschiedener Liander sondern auch innerhalb eines Landes nicht gleich verteilt ist. Im
Rahmen entsprechender Studien wurde herausgefunden, dass das Risiko, an Asthma zu

erkranken, im westlichen Teil Deutschlands signifikant hoher ist (36).
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Ein weiteres Beispiel flir die potentielle Auswirkung unterschiedlicher regionaler
Einflussfaktoren lieferte SNP C1384T im Rahmen der Untersuchung von atopischem
versus nicht-atopischem Asthma. Im Gegensatz zur Assoziation zu atopischem Asthma
in der Gesamtpopulation zeigte sich in Dresden bei diesem Polymorphismus ein

Zusammenhang zu nicht-atopischem Asthma.

Da sich in dieser ersten Analyse interessante Zusammenhidnge mit Asthma ergeben
haben, wurde weiterfiihrend untersucht, ob auch das Auftreten von Asthmasymptomen
mit den Polymorphismen assoziiert ist. Diese Annahme bestétigte sich in den
Ergebnissen der Assoziationsstudie: Die Resultate der Datenanalyse von SNP G1267A
und C1384T entsprachen der klinischen Beobachtung, dass Kinder, die an Asthma
erkrankt sind, charakteristischerweise auch giemende Atmung aufweisen. Beide
Polymorphismen zeigten sowohl Assoziationen mit einem erhdhten Asthma-Risiko als
auch mit dem Auftreten von giemender Atmung.

Wurde Asthma in eine atopische bzw. eine nicht-atopische Ausprigung unterteilt, so
war atopisches und nicht-atopisches Asthma mit jeweils unterschiedlichen Formen des
Giemens assoziiert. Zum einen wurde ,,Giemen, das jemals in der Vergangenheit des
Probanden in Erscheinung getreten ist”, zum anderen ,,Giemen, das im letzten Jahr
auftrat”, untersucht. SNP GI267A zeigte in Miinchen gleichzeitig signifikante
Ergebnisse fiir nicht-atopisches Asthma und fiir ,,Giemen, das jemals aufgetreten ist®,
nicht aber fiir aktuelles Giemen zum Zeitpunkt der Untersuchung.

Im Gegensatz dazu ergab sich fiir SNP C1384T in der Gesamtpopulation sowohl fiir
atopisches Asthma als auch fiir ,,Giemen, das innerhalb des letzten Jahres aufgetreten
ist* ein signifikant erhdhtes Risiko. Dass diese Form des Giemens gemeinsam mit
atopischem Asthma eine Assoziation zu SNP C1384T aufwies, ist gut erkldrbar: Nicht-
atopisches Asthma ist vor allem charakteristisch fiir das Vorschulalter und verliert sich
oft im spdteren Kindesalter, so dass bei den Kindern mit nicht-atopischem Asthma in
unserer Untersuchung (9-11-Jdhrige) zwar Giemen in der Vergangenheit auftrat
(,,Giemen jemals®), zum Zeitpunkt der Untersuchung jedoch keine Symptome mehr
vorlagen. Anders verhilt es sich mit atopischem Asthma: Dieses tritt vor allem im
Schulalter auf und daher sind auch bei den Kindern mit atopischem Asthma zum
Zeitpunkt der Untersuchung (Alter der Kinder ca. zehn Jahre) Symptome zu erwarten
(48), was den Ergebnissen von SNP C1384T entspricht.

73



Diskussion

Die Assoziationen der Polymorphismen zeigen also ein komplexes, aber in sich
geschlossenes Gesamtbild, das durch die Subanalysen bestitigt und noch detaillierter
aufgearbeitet wird. Demnach scheinen zwei Polymorphismen im SOCS3-Gen mit zwei
unterschiedlichen Formen des Asthma bronchiale im Kindesalter vergesellschaftet zu

sein.

Zusétzlich zeigte SNP C1384T Tendenzen eines erhohten Erkrankungsrisikos fiir
atopische Dermatitis bzw. einer gesteigerten atopischen Sensibilisierung. Diese Beo-
bachtungen, zusammen mit den signifikanten Resultaten fiir Asthma bronchiale,
bestidtigten das durch zahlreiche Untersuchungen nachgewiesene gehdufte parallele Vor-
kommen von Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis (Asthma, Heuschnupfen,
atopische Dermatitis und atopische Sensibilisierung).

Im Unterschied zu SNP C1384T und G1267A, die beide signifikante Assoziationen
bzw. Tendenzen zur erhdhten Prdvalenz von mindestens zwei parallel auftretenden
atopischen Phénotypen erkennen lieBen, zeigte SNP G1051A nur eine signifikante
Assoziation mit atopischer Dermatitis und diese nur innerhalb der Dresdner Population.
Die Assoziationen mit anderen atopischen Erkrankungen und atopischer Sensi-
bilisierung sind im Vergleich zur Risikoerhohung flir atopische Dermatitis eher
gegenldufig und weisen kein geschlossenes Bild auf. Auch wenn plausible Erklarungen
fiir die Beobachtung gefunden werden konnten, dass sich fiir SNP G1051A zwar ein
signifikantes Ergebnis flir atopische Dermatitis, nicht aber flir weitere atopische
Phénotypen ergab (SOCS3 konnte einen organspezifischen Faktor an der Haut
darstellen, der zum Auftreten von Symptomen fiihren konnte), so kommen bei der
gemeinsamen Betrachtung der erzielten Resultate jedoch Zweifel auf, ob es sich
tatsdchlich um solch eine organspezifische Assoziation handelt. Vielmehr scheint eine
zufillige statistische Assoziation zu bestehen, wie sie auch in einer groBBen Stichprobe

beim multiplen Testen gelegentlich moglich ist.

Bei der Analyse der identifizierten Polymorphismen im SOCS3-Gen zeigte sich somit
vor allem der Zusammenhang von SNP G1267A und SNP C1384T mit Asthma
bronchiale, was sich auch in der Subgruppenanalyse bestitigte. Wichtig fiir die
Beantwortung der Frage nach dem Effekt der Polymorphismen ist auch die Betrachtung

des kombinierten Auftretens von Polymorphismen im Gen, das ja natiirlicherweise zu
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beobachten ist. Die Analyse kann sich also nicht auf Einzeluntersuchungen von
isolierten Polymorphismen beschrdnken, sondern muss auch die reelle Situation
widerspiegeln, in der sich Effekte von Genverdnderungen in einem Gen gegenseitig
beeinflussen konnen. Dies wurde im Rahmen einer Haplotypanalyse untersucht. Hier
ergab sich flir den Phénotyp Asthma ein signifikantes Ergebnis fiir atopisches Asthma.
Diese Signifikanz lag bei der Kombination von bestimmten Allelen vor (,,Risiko-
Haplotyp®), in der SNP G1051A und G1267A in Wildtypform, SNP C1384T in

polymorpher Form auftrat.

Wie Polymorphismen im SOCS3-Gen zu einer erhohten Privalenz von Asthma und
assoziierten Erkrankungen beitragen, kann durch die genaue Betrachtung der Rolle von
SOCS3 in der Entziindungskaskade als wichtiger Teil der Entstehung allergischer
Erkrankungen weiter geklart werden.

Das T-Helferzellsystem beispielsweise ist fiir die Entwicklung von Asthma und anderen
atopischen Krankheiten maBgeblich verantwortlich. Die Differenzierung von naiven T-
Zellen zu TH2-Zellen spielt dabei eine entscheidende Rolle. Mitverantwortlich fiir die
TH2-Differenzierung sind Antigene, die als Ausloser fiir die TH2-gerichtete Ent-
wicklung der noch undifferenzierten T-Zellen fungieren. Bakterien und Viren hingegen
stellen entsprechende Faktoren fiir die TH1-Zell-Entwicklung dar. Diese wirken als
Gegenspieler zur TH2-Reaktion und stehen im Zusammenhang mit einer erniedrigten
Privalenz allergischer Erkrankungen.

Dass ein Zusammenhang zwischen SOCS3 und der TH-Zelldifferenzierung besteht,
zeigt sich primér durch den Nachweis von SOCS3-m-RNA in noch undifferenzierten T-
Zellen und der Beobachtung, dass die nachfolgende Differenzierung zu TH2-Zellen mit
einer gesteigerten SOCS3-Expression assoziiert ist. Weiterflihrende Studien haben
zudem gezeigt, dass SOCS3 auller der Rolle, die es bei der T-Zelldifferenzierung spielt,
noch weiteren Einfluss auf die bereits differenzierte T-Zelle nimmt. THI1- bzw. TH2-
Zellen nutzen unterschiedliche Signalwege, die iliber spezifische Interleukine aktiviert
werden. Zum Beispiel stellt IL-4 ein Interleukin dar, das typischerweise an TH2-Zellen
bindet und STAT6 als Komponente seines Signalwegs nutzt. Im Gegensatz dazu stehen
TH1-Zellen vor allem im Zusammenhang mit der IL-12/STAT4-Signalkaskade. In
TH2-Zellen mit starker SOCS3-Expression wurde eine Hemmung der durch IL-12
ausgelosten, fiir TH1-Zellen typischen STAT4-Aktivierung beobachtet (11). Daraus
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lasst sich schlieBen, dass die hauptsidchliche Nutzung des IL-4/STAT6-Signalwegs der
TH2-Zellen durch die hemmende Wirkung von SOCS3 auf alternative Signalwege (z.B.
IL-12/STAT-4) bedingt ist. Dies hat wiederum Einfluss auf die Entwicklung
allergischer Erkrankungen: Wiirde die hemmende Wirkung von SOCS3 auf die IL-12-
Signalkaskade in TH2-Zellen ausbleiben, wire das Gleichgewicht des TH1-/TH2-

Zellsystems und somit die Regulation der Allergieentstehung gestort.

Im Bereich des Signalwegs der Cytokine IL-4 und IL-13, die entscheidende Faktoren
bei der Entstehung atopischer Erkrankungen darstellen, tibt SOCS3 {iber seine
Regulationsmechanismen wohl die bedeutendste Einflussnahme auf die atopische
Krankheitsentwicklung aus. Sowohl SOCS als auch IL-4/IL-13 nutzen Signalkaskaden,
an denen STATS beteiligt sind. SOCS3 inhibiert iiber STAT6 speziell IL-4, das vor
allem fiir die IgE-Regulation und damit die Entstehung von Asthma verantwortlich ist.
Die Assoziation der im SOCS3-Gen identifizierten Polymorphismen mit der erhdhten
Privalenz von Asthma lidsst den Schluss zu, dass diese Polymorphismen zu einer
Verminderung der hemmenden Wirkung auf IL-4 fiihren. Um dies zu belegen, miissen
weiterflihrende funktionelle Studien durchgefiihrt werden, die den Zusammenhang
zwischen dem Aufireten der SNPs und dem Ausmaf} der IL-4-Expression analysieren.

Im Rahmen solcher Untersuchungen konnte auch die Beobachtung ndher erforscht
werden, dass die Wirkung, die SOCS3 durch seine inhibitorische Funktion auf die
Entstehung allergischer Erkrankungen hat, teils gegenldufig zu sein scheint. For-
schungsergebnisse im Bereich der IL-4/IL-13-Signalwegskaskade beschreiben
beispielsweise einen protektiven Effekt, den SOCS3 auf die Asthma- und
Atopieentstehung ausiibt. Im Gegensatz dazu fiihrt SOCS3 im T-Zellsystem {iiber
spezifische Interleukin-Hemmung zu einer TH2-gerichteten Immunantwort (11). Dies
entspricht einer atopiefordernden Wirkung, da TH2-Zellen fiir die Auslosung atopischer
Erkrankungen mit verantwortlich sind und steht im Einklang mit den Ergebnissen, die
in dieser Arbeit beziiglich der Auswirkungen der identifizierten Polymorphismen erzielt
wurden. Das Nebeneinander dieser teils atopiepriaventiven, teils atopiebegiinstigenden
Effekte von SOCS3 konnte auf die unterschiedliche Nutzung der zentralen Elemente
seiner Signalwegs-Regulation, den STATS, zuriickzufiihren sein. So hemmt SOCS3 im
Bereich der TH2-Regulation spezifisch STAT4. Bei der inhibitorischen Regulation von

IL-6 durch SOCS3 hingegen, die eine antiinflammatorische, also asthma- und
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allergieprotektive Wirkung nach sich zieht, stellt STAT3 den entscheidenden
Angriffspunkt fir SOCS3 dar. Weitere Elemente, die fiir die unterschiedlichen
Regulationsvorginge und Effekte von SOCS3 verantwortlich sein kdnnten, wiren auf
molekularer Ebene spezielle Dominen des SOCS3-Proteins. Uber die beteiligten
molekularen Strukturen des SOCS3-Proteins ist zum Beispiel die Spezifitit der 1L-4-
Signalwegshemmung definiert: SOCS3 {ibt hier seine hemmende Funktion {iber die
Bindung an das JAKI1-Element des IL-4-Rezeptors aus; entscheidend ist, dass die
Funktionalitdt der Hemmung nur dann gewéhrleistet ist, wenn SOCS3 mit seiner so
genannten ,,Pra-SH2-Doméne* bindet. Studien haben gezeigt, dass bei einem Austausch
dieser Doméne zwischen SOCS3 und CIS die IL-4-Hemmung nicht mehr von SOCS3

geleistet, sondern von CIS {ibernommen wird (18).

Abgesehen von IL-4/IL-13 werden noch zahlreiche weitere Interleukine, die eine Rolle
bei der Entstehung atopischer Erkrankungen spielen, von der regulierenden SOCS3-
Funktion beeinflusst. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass SOCS3 einen inhibitorischen
Effekt auf die Produktion von Interleukin 2 (IL-2) hat, das ebenfalls einen zentralen
Faktor der T-Zellaktivierung darstellt. Ein weiterer enger Regulationszusammenhang
besteht zwischen SOCS3 und Interleukin 6 (IL-6), einem proinflammatorischen
Cytokin, das eine wichtige Rolle bei lokalen Entziindungsvorgéngen spielt und STAT3
als Teil seines Signalwegs nutzt. SOCS3 wirkt als starker selektiver Inhibitor des IL-6-
Signalwegs und iibt somit einen entziindungshemmenden Effekt aus (7).

SOCS3 steht jedoch auch mit LPS (bakteriellen Lipopolysacchariden), die ebenfalls
einen Einfluss auf die Entstehung atopischer Erkrankungen haben konnten, in
Wechselwirkung. Diese Proteine, die Bestandteile der Zellmembran gramnegativer
Bakterien sind, interagieren im Rahmen bakterieller Infektionen mit antigen-
prasentierenden Zellen, was zur Freisetzung bestimmter Cytokine flihrt (zum Beispiel
IL-12 und Interferon-y). Diese lenken das Immunsystem in Richtung TH1-Antwort und
haben somit eine atopieprdventive Wirkung. Der Zusammenhang zwischen SOCS und
LPS besteht darin, dass LPS im Rahmen ihres Signalwegs mit so genannten Toll-like-
Rezeptoren (TLR) interagieren (12). SOCS3 kann, genau wie iiber Cytokine, auch iiber
TLR aktiviert werden und deren Signalweg beeinflussen (2). Auch IL-6, ein Cytokin,
dessen Signalweg liber SOCS3 reguliert wird, steht im Zusammenhang mit dem LPS-
Signalweg. Dabei iibt IL-6 eine inhibitorische Wirkung aus. Die Moglichkeit von
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SOCS3, durch eine IL-6-Blockade die hemmende Wirkung auf den LPS-Signalweg
aufzuheben, stellt ein weiteres Beispiel fiir die Einflussnahme von SOCS3 auf
atopieassoziierte Signalwege dar (57).

Die Beobachtung, dass LPS bei der Entwicklung von Asthma und atopischen
Erkrankungen eine Rolle spielen konnten, wird durch zahlreiche Studien gestiitzt. Diese
zeigen, dass Bauernkinder, die regelméfigen Kontakt zu Stalltieren hatten und damit in
gesteigertem Malle den bakteriellen Proteinen ausgesetzt waren, eine signifikant
niedrigere Asthmarate aufweisen als Kinder ohne entsprechende Umweltbedingungen.
Somit scheint der enge Kontakt zu Stalltieren und die damit verbundene
vergleichsweise hohe Bakteriendichte eine allergiepriventive Wirkung auszuiiben.
Ahnlich protektive Effekte wurden auch im Zusammenhang mit Haustierhaltung

beobachtet (3).

Ob nun ein identifizierter SNP tatsdchlich zu phénotypischen Auswirkungen fiihrt,
héngt von seiner funktionellen Relevanz ab. Diese wiederum ist von der Bindung durch
Transkriptionsfaktoren, die bevorzugt im Promotorbereich, also vor der codierenden
Region eines Gens andocken, beeinflusst. Ergibt sich fiir einen SNP eine im Vergleich
zum Wildtyp zusidtzliche TF-Bindungsstelle oder entféllt eine solche, hat dies
moglicherweise Einfluss auf die entsprechende Genregulation und somit die funktio-
nelle Relevanz.

Alle in dieser Arbeit genotypisierten SNPs befinden sich in der 3'UTR-Region, die sich
an die codierende Region anschlie3t. Auch wenn jene Region nicht im Promotorbereich
liegt, in dem Transkriptionsfaktoren vornehmlich binden, haben SNPs in diesem
Bereich  durchaus potentielle funktionelle Bedeutung. In vorangehenden
Untersuchungen, zum Beispiel am Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) wurde gezeigt,
dass Polymorphismen in der 3'UTR-Region die mRNA-Stabilitit beeinflussen konnen
(8). Somit ist vorstellbar, dass beim Auftreten des SNPs durch eine hohere Stabilitdt der
SOCS3-mRNA eine groBere Menge an SOCS3-Proteinen produziert wird. Dies
wiederum kann {ber die STAT-Transkriptionsfaktoren zu einem gesteigerten
inhibitorischen Einfluss fiihren, was im Falle von SOCS3 einem verstarkten Effekt bei
der Suppression von zum Beispiel Interleukinwirkungen entspréche.

Die Ergebnisse der Transkriptionsfaktorenanalyse fiir SNP G1051A ergaben beim

Vorkommen des Polymorphismus den Wegfall von TF-Bindungsstellen, die im
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Zusammenhang mit der Entwicklung allergischer Erkrankungen stehen. Im speziellen
sind hier die Transkriptionsfaktoren aus der Ets-Familie zu nennen (Elk-1/c-Ets), die an
der frithen T-Zelldifferenzierung beteiligt sind (1). AuBerdem bestand eine Bindungs-
stelle fiir den Transkriptionsfaktore c-Myb, der im Mausversuch Einfluss auf die T-
Zellentwicklung und das Vorkommen von Eosinophilen zeigt (41).

Fir SNP C1384T ergab sich beim Wechsel vom Wildtyp zum Polymorphismus eine
neue Bindungsstelle fiir das so genannte ,,cut-like Homeodomain-protein®. Die Klasse
der Homeodomain-Proteine, die urspriinglich in Fruchtfliegen entdeckt wurde und von
der mittlerweile bekannt ist, dass sie in allen Eukaryonten existiert, spielt eine wichtige
Rolle bei der Entwicklungsregulation und Zelldifferenzierung (9). Vor dem Hintergrund
des engen Zusammenhangs zwischen der Entstehung atopischer Erkrankungen und der
T-Zellentwicklung/T-Zelldifferenzierung stellt diese durch den Polymorphismus neu
entstandene Bindungsstelle einen Anhaltspunkt flir weitere funktionelle Untersuchun-

gen dar.

Einen weiteren Hinweis auf die funktionelle Relevanz eines Polymorphismus kann das
Ausmal} seiner phylogenetischen Konservierung geben. Diese ldsst sich durch die
Analyse genetischen Materials evolutiondr unterschiedlich weit entfernt verwandter
Spezies untersuchen. Die SOCS3-Region der Maus bzw. des Hundes zeigt im Bereich
der identifizierten Polymorphismen (3'UTR-Region) eine hohe Kongruenz zum
menschlichen Genom. Speziell im engeren Umfeld von SNP G1051A und SNP C1384T
besteht eine auffallend hohe Rate an Konservierung.

Dies ist deshalb besonders bemerkenswert, da dieses hohe MaBl an Ubereinstimmung
iiblicherweise vor allem flir Exonsequenzen, also fiir Abschnitte, die in Proteine
umgeschrieben werden, charakteristisch ist. Bei der 3'UTR-Region handelt es sich aber
um einen Bereich, der am spidteren Translationsprozess nicht direkt teilnimmt.
Trotzdem spielt er fiir diesen Vorgang eine wichtige Rolle, da er {iber bestimmte
Faktoren regulierend in den Ablauf der Translation eingreifen kann. Dass die 3'UTR-
Region des SOCS3-Gens phylogenetisch iiber einen langen Zeitraum erhalten wurde,
lasst auf einen solchen regulierenden Einfluss und damit auf eine funktionelle Relevanz

dieser Region schlieBen.
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Nachdem beim Vergleich zwischen Mensch und Maus/Hund das gesamte SOCS3-Gen
betrachtet worden war, standen bei der anschlieBenden Untersuchung die jeweiligen
Polymorphismen und ihr engeres Umfeld im Mittelpunkt der Betrachtungen. Ob bzw.
wann die SNPs in der phylogenetischen Vergangenheit aufgetreten sind, wurde anhand
genetischen Materials verschiedener Primatenspezies analysiert (3.3.2). Abgesehen von
der Uberpriifung des Vorkommens der einzelnen SNPs bei den jeweiligen Arten zeigte
sich prinzipiell, dass sich die phylogenetische Verwandtschaftsreihe der Primaten mit
den Ergebnissen der Mutationsanalyse deckt. Das heiflt, dass je weiter entfernt verwandt
eine Primatenart (jeweils untersucht an einem Vertreter) mit dem Menschen ist, desto
mehr Sequenzunterschiede weist sein Genom (in der untersuchten SOCS3-Region) im
Vergleich auf. Dies ldsst sich durchgehend in der evolutiondren Reihe der fiinf Arten
beobachten: Die am weitest entfernt verwandte Spezies (Griine Meerkatze) trigt
beispielsweise 108 Sequenzvariationen im analysierten Bereich, die dem Menschen
genetisch am néchsten stehende (Schimpanse) hingegen nur 15 (Tab. 3.12).

Im nédheren Bereich um die Polymorphismen zeigt sich, wie schon beim Maus/Hund-
Vergleich, eine besonders hohe Konservierung fiir SNP G1051A und C1384T. Dies legt
den durchgehenden Erhalt der Konservierung dieses Abschnitts von den weit entfernt
verwandten Spezies Maus und Hund iiber die Primatenarten bis hin zum Menschen
nahe. In einem néchsten Schritt wurden die jeweiligen Polymorphismen selbst
betrachtet. Hier zeigten sich fiir die beiden SNPs G1051A und C1384T, die in der hoch
konservierten Region lokalisiert sind, unterschiedliche Ergebnisse. SNP G1051A tritt
erstmals beim Homo sapiens auf, alle Primatenarten hingegen tragen das Allel in
Wildtypform. Dies konnte dafiir sprechen, dass durch das Vorkommen des
Polymorphismus fiir den Menschen ein evolutionirer Vorteil entstanden sein konnte. Im
Gegensatz dazu ist bei SNP C1384T das hdufiger vorkommende Allel erst beim
Menschen aufgetreten, alle Primatenarten tragen das fiir den Menschen seltenere,
polymorphe Allel. Dies legt die Vermutung nahe, dass fiir SNP CI1384T die
Auspriagung des Wildtypallels eine relevante Funktion erfiillt. Diese Beobachtung
wiederum stiitzt die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten Assoziationsstudien:
Hier hat sich gezeigt, dass das Vorkommen der SNPs im Zusammenhang mit einer
erhohten Krankheitspravalenz steht. Dies wiirde dafiir sprechen, dass sich im
evolutiondren Verlauf eher die Wildtypform durchsetzt, da sie einen protektiven Effekt

auf die Krankheitsentstehung auszuiiben scheint.
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Allerdings kann die Betrachtung der Konservierung genetischer Bereiche iliber weite
evolutiondre Zeitrdume hinweg nur Hinweise auf die Relevanz dieser Regionen bzw.
spezifischer Basenaustausche geben, beweisend sind sie jedoch nicht. Zusitzliche
Argumente fiir die Bedeutung identifizierter Sequenzvariationen in hoch konservierten
Bereichen kann auch die Transkriptionsfaktorenanalyse liefern. Sowohl bei SNP
C1384T als auch bei SNP G1267A kommt es durch das Auftreten des jeweiligen
Polymorphismus, wie in silico vorhergesagt, zu gravierenden Verdnderungen in der
Transkriptionsfaktorenbindung. SNP G1267A fiihrt zu vier neuen Bindungsstellen, die
in der Wildtypform nicht vorhanden waren. Gleichzeitig geht eine Bindungsstelle in der
polymorphen Form verloren, die in der Wildtypform bestand. Bei SNP C1384T kommt
es beim Vorkommen des Polymorphismus zu drei neuen moglichen Bindungsstellen.
Diese Verdnderungen kdnnen potentiell die Regulation und die Expression des SOCS3-
Gens beeinflussen. Ob dies tatsichlich so ist, konnen jedoch nur funktionelle

Untersuchungen in vitro und in vivo zeigen.

Das SOCS3-Gen spielt bei dem vielschichtigen Zusammenwirken zahlreicher Faktoren,
die zur Entstehung atopischer Erkrankungen fiihren, eine wichtige Rolle. Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Identifikation und Analyse von SOCS3-Polymor-
phismen zeigt vor allem Zusammenhidnge zwischen der erhohten Privalenz des
Phinotyps Asthma und dem Vorkommen von zwei der genotypisierten Polymor-
phismen. Die Bedeutung dieser Assoziation wurde durch die Ergebnisse der
vergleichenden Primatensequenzanalyse und der Transkriptionsfaktorenanalyse betont.

Diese Beobachtungen fiihren zu der Uberlegung, ob SOCS3 eventuell bei der
Behandlung von Asthma bronchiale einsetzbar ist. Ein dementsprechendes
therapeutisches Eingreifen ist allerdings vor allem deshalb schwierig, weil SOCS3 {iiber
verschiedene Signalwege und Effekte die Entstehung atopischer Erkrankungen mit
beeinflusst und somit seine Auswirkungen schwer abzuschitzen sind. Eine denkbare
Moglichkeit wiére, auf Patienten iiber die Exposition bestimmter Mediatoren, deren
Einfluss auf die SOCS3-Expression ndher erforscht ist, wiinschenswerte, also
asthmaprotektive Effekte auszuiiben. Da SOCS3 nachgewiesenermafen eine hemmende
Wirkung auf den IL-4-Signalweg hat, konnte beispielsweise im Rahmen dieser
Signalwegskaskade durch die Hochregulation von SOCS3 {iber einen spezifischen

Ausloser (zum Beispiel LPS) die hemmende Wirkung auf IL-4 verstirkt und somit eine
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atopiepriaventive Wirkung erzielt werden. Allerdings bestehen bei der Durchfiihrung
eines solchen Therapieansatzes diverse Probleme, zu deren Ldsung noch weitere
Studien durchgefiihrt werden miissten. Zum Beispiel miissten erst Mediatoren
identifiziert werden, die zum einen spezifisch auf SOCS3 wirken und zum anderen auch
tatsdchlich zu dessen Hochregulation fithren. Auerdem stellt die Selbstregulation der
SOCS-Gen-Expression einen bedeutenden Einflussfaktor dar. Eine exzessive Stimu-
lation der Expression wiirde mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer negativen
Riickkopplung der eigenen Produktion fiihren. Daher wire es unerlésslich, parallel im
Rahmen zusitzlicher Studien das tatsdchliche AusmalBl des produzierten SOCS3-
Genprodukts zu quantifizieren.

Weiterfithrende funktionelle Studien miissen, genau wie fiir die Planung eines
eventuellen Einsatzes von SOCS3 in der Asthmatherapie, auch fiir die Untersuchung
der multiplen und komplexen Zusammenhinge zwischen den im SOCS3-Gen identifi-
zierten Polymorphismen und der Entstehung atopischer Erkrankungen durchgefiihrt
werden. Nur anhand solcher Analysen konnen letztendlich Aussagen dariiber getroffen
werden, ob und wie ein bestimmter Polymorphismus die Krankheitsentstehung
beeinflusst. Vor dem Hintergrund, dass sich die in dieser Arbeit untersuchte
Studienpopulation aus Kindern einer Altersstufe zusammensetzt, in der die Prdvalenz
atopischer Erkrankungen besonders hoch ist - sie liegt bei etwa zehn Prozent - wird die

Relevanz intensiver Forschung in diesem Bereich verdeutlicht.
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Zusammenfassung

S ZUSAMMENFASSUNG

Asthma bronchiale und assoziierte atopische Erkrankungen sind in ihrer Entstehung
sehr komplex. Sie werden sowohl durch Umwelteinfliisse als auch durch verschiedene
Mutationen in zahlreichen Genen ausgelost. So werden anndherungsweise etwa 30 bis
40 Gene dafiir verantwortlich gemacht, an der Entstehung atopischer Erkrankungen mit
beteiligt zu sein.

Ein Kandidatengen, das im Verdacht steht, in diesem Zusammenhang eine bedeutende
Rolle zu spielen, stellt das SOCS3-Gen dar. Dieses wurde im Rahmen dieser Arbeit auf
das Vorhandensein potentieller Polymorphismen hin untersucht. Dabei wurden vier
Polymorphismen identifiziert, von denen drei bereits beschrieben waren und einer neu
entdeckt wurde. AnschlieBend wurden die Polymorphismen innerhalb einer groBen
Studienpopulation bestehend aus Miinchner und Dresdner Schulkindern auf Assoziati-
onen zu verschiedenen atopischen Phianotypen hin untersucht. Hierbei ergaben sich vor
allem signifikante Zusammenhénge zur erhohten Priavalenz von Asthma bronchiale.

Um die funktionelle Relevanz der identifizierten Polymorphismen zu analysieren,
wurde ihr Vorkommen bei verschiedenen, vom Menschen unterschiedlich weit entfernt
verwandten Primatenarten {iberpriift. Es zeigte sich, dass jene Bereiche des SOCS3-
Gens, in dem sich die Polymorphismen befinden, im evolutiondren Verlauf stark
konserviert wurden, was auf eine funktionelle Bedeutung dieser Genabschnitte
riickschlieBen ldsst. Diese Vermutung wurde durch die Resultate einer in silico
Transkriptionsfaktorenanalyse bekriftigt. Sie zeigte, dass das Vorkommen der
Polymorphismen zur Veridnderung des Bindungsverhaltens von Transkriptionsfaktoren,
die im Zusammenhang mit der Entstehung atopischer Erkrankungen stehen, fiihren

konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Polymorphismen im SOCS3-Gen eine
signifikante Rolle bei der Entstehung von Asthma bronchiale spielen. Préliminare
Analysen, die untersuchten, wie SOCS3-Polymorphismen Einfluss auf die Entwicklung
der Erkrankung ausiiben konnten, wurden durchgefiihrt und lieferten Hinweise auf

mogliche kausale Zusammenhinge zwischen Genverdnderungen, Gen-Funktion und
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Zusammenfassung

Krankheitsentstehung. Daraus konnten sich in weiteren Studien interessante
Ansatzpunkte fiir neue Moglichkeiten in der Pridvention und der Therapie atopischer

Erkrankungen ergeben.
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Anhang

7 ANHANG

7.1

Gerite

DNA-Sequenzierer: ABI 3730 DNA Analyzer 63920 (Applied Biosystems,
Weiterstadt, D)

Gel-Dokumentationssystem: KODAK Electrophoresis Documentation and
Analysis System (Kodak, Stuttgart/Wangen, D)

Gelelektrophoreseapparatur:

- BIO RAD Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA)

- BIO RAD Power Pac 300 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)
Massenspektrometer: BIFLEX II-TOF (Bruker Franzen Analytik GmbH,
Bremen, D)

Mikrowelle: Bosch, Stuttgart, D

PCR-System:

- eppendorf Mastercycler (Eppendorf AG, Hamburg, D)

- PCR PTC 225 Tetrad, Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Boston, USA)
Pipettierroboter:

- Pipettierroboter Genesis 150 (Tecan AG, Crailsheim, D)

- Pipettierroboter Multimek 96 (Beckman/Sagain, UnterschleiBheim, D)

- Sequenom Spectro Point Nanoliter Pipetting Systems (Sequenom,

Hamburg, D)

- Pipettierroboter Te-MO (Tecan AG, Crailsheim, D)

Photometer: eppendorf BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburg, D)
Pipetten: eppendorf Research 10ul, 20ul, 200ul, 1000ul (Eppendorf AG,
Hamburg, D)

Tischzentrifuge: Hettich Zentrifugen Mikro 20 (Hettich GmbH, Tuttlingen, D)
Vortexer: Scientific Industries Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Inc., NY,

USA)
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*  Waage: Kern 440-33 (Kern, Ballingen, D)
*  Wasserbad: Kéttermann Labortechnik, D (Kottermann GmbH, Uelze, D)
» Zentrifuge: eppendorf Centrifuge 5810 R (Eppendorf AG, Hamburg, D)

7.2 Computerprogramme

7.2.1 Pipettierroboter

e Gemini 3.5 (Tecan, Crailsheim, D)
* Bioworks (Beckmann Coulter, Fullerton, USA)

7.2.2 MALDI-TOF Massenspektrometrie

* Spectro TYPER RT 2.0.0.3 (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)
- Spectro-Designer
- Spectro-Importer

- Spectro-Typer

7.2.3 Sequenzierung

* DNA Sequencing Analysis Software Version 3.6.1 (Applied Biosystems,
Weiterstadt, D)
* 3100 Data Collection Software Version (Applied Biosystems, Weiterstadt, D)

7.2.4 Primer und PCR-Bedingungen

* Netprimer (Premierbiosoft International Palo Alto, Californien, USA)

*  SpectroDESIGNER (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)

7.2.5 Analyse genomischer DNA-Sequenzen

* BioEditSequence Alignment Editor (Hall 1999,
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)
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7.2.6

7.2.7

7.3

7.3.1

7.3.2

Datenbanken aus dem Internet

National Center for Biotechnology Information (http:://ncbi.nlm.nih.gov/)
CHIP Bioinformatics Tools (http://snpper.chip.org/bio/)

MAT-Inspector (http://www.genomatix.de/)

FastSNP (http://fastsnp.ibms.sinica.edu.tw)

Statistische Programme

SAS9.1.3
SAS/Genetics

Puffer, Losungen, Reagenzien

Puffer, Losungen, Reagenzien flir die DNA-Extraktion

Ery-Lyse-Puffer [155mM NH4Cl (Merck, Darmstadt, D), 10mM KHCO;
(Merck, Darmstadt, D), 0,5M EDTA pH = 8 (Sigma-Aldrich, Osterode, D), ad
H,0 mit pH = 7,4]

Proteinase-K-Puffer [ IM Tris/Cl pH = 7,5 (Sigma-Aldrich, Osterode, D), 0,5M
EDTA pH = 8 (Sigma-Aldrich, Osterode, D), SM NaCl (Sigma-Aldrich,
Osterode, D)]

SDS 20 % (Na-Dodecylsulfat, Serva, Heidelberg, D)

EtOH 100 % (Ethanol absolut zur Analyse, Merck, Darmstadt, D)

TE-Puffer [10mM Tris/Cl (Sigma-Aldrich, Osterode, D), ImM EDTA pH = 8
(Sigma-Aldrich, Osterode, D)]

Puffer, Losungen, Reagenzien fiir die PCR

10x Puffer S [100 mM Tris-HCI (pH 8.8), 500 mM KCI, 0,1 % Tween 20,

15 mM MgCl,; (PeqLab Erlangen, D)]

10x Puffer Y [200 mM Tris-HCI (pH 8.55), 160 mM (NH4)2SOy4, 0,1 % Tween
20, 20 mM, MgCly; (PeqLab, Erlangen, D)]
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* MgClL 25mM (Promega GmbH, Mannheim, D)

* Betain 5M (Sigma-Aldrich, Osterode, D)

* H,O Water Molecular Biology Grade (Eppendorf AG, Hamburg, D)
e dNTP-Set je 100mM (PeqLab, Erlangen, D)

7.3.3 Puffer, Losungen, Reagenzien flir die Sequenzierung

* 10x PCR Buffer containing 15mM MgCl, (Qiagen, Hilden., D)
* LiChrosolv H,O, HPLC grade (Merck, Darmstadt, D)
* FG, 3100 POP6 Sequenziergel (Applied Biosystems, Weiterstadt, D)

* Sequenzierpuffer 5 x

7.3.4 Puffer, Losungen, Reagenzien flir die MALDI-TOF

* 10x PCR Buffer containing 15mM MgCl, (Qiagen, Hilden., D)

* 4x dANTPs (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D)

*  MgCL 25mM (Qiagen, Hilden., D)

* MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 25 (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)

* MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 26 (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)

* MassExtend Nucleotide Mix Pack Tri 28 (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)

*  HME MassEXTEND Nucleotide Tri-Mix-Pack (SEQUENOM, San Diego, CA,
USA)

e 3-Punkt Kalibrant (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)

* hME-Puffer (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)

* Spectro CLEAN (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)

7.3.5 Puffer, Losungen, Reagenzien flir die DNA-Gelelektrophorese

e 100bp DNA-Ladder 500png/ml (New England Biolabs, Frankfurt a. Main, D)
* SeaKem LE Agarose (Cambrex Bioscience Rockland, ME, USA)

* Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Osterode, D)

* Loading dye (30 % Glycerin, Bromphenolblau, Xylenecyanol-FF)
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7.4

7.4.1

7.4.2

7.4.3

7.5

7.5.1

7.5.2

5 % TBE-Puffer [54g Tris-Puffer, 27,5g Borsédure, 20ml 0,5M EDTA (pH=S),
ad 11 H,O]

ReaktionsKkits

PCR-Aufreinigung

Montage 96PCR Plates (Millipore, D)

Sequenzierkits

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Weiterstadt, D)

MALDI-TOF Massenspektrometrie

MassEXTEND Core Kit (SEQUENOM, San Diego, CA, USA)

Enzyme

Polymerasen

Taqg-Polymerase 5U/ul
Thermosequenase (Amersham Bioscience, Freiburg, D)

HotStar Taq (Sunits/ul; Qiagen, Hilden., D)

sonstige Enzyme

Proteinase K (Sigma-Aldrich, Osterode, D)
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (Amersham Bioscience, Freiburg, D)
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7.6

7.6.1

7.6.2

7.6.3

7.6.4

1.7

Primer

PCR-Primer

bezogen von Metabion (Planegg/Martinsried, D), siche Tabelle 2.1

PEP-Primer

N15-Primer von Metabion (Planegg/Martinsried, D)

Sequenzier-Primer

bezogen von Metabion (Planegg/Martinsried, D), siche Tabelle 2.8

MALDI-TOF-Primer

Sense-/Antisense-/Extensions-Primer von Metabion (Planegg/Martinsried, D),

siche Tabellen 2.11 und 2.12

Sonstige Materialien

Thermo-Fast 96 PCR Plates (Low Profile; Peqlab, Erlangen, D)
Mikrotiterplatten (Applied Biosystems, Weiterstadt, D)

Thermofast 384 MTP (ABgene, Surrey, UK)

96-er Clusterplates (Qiagen, Hilden., D)

DNA-Material der Primatenspezies Schimpanse, Gorilla, Orang-Utan, Gibbon
und griine Meerkatze bezogen von ECACC: European collection of cell cultures

(Wiltshire, England)
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