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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 TGFB-Signalweg-assoziierte Krankheitsbilder

Der TGFB-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl von zelluldren Prozessen
wie z.B. Differenzierung, Proliferation und Apoptose (Massague et al. 2000). Folglich wird
dieser Signalweg mit einer Reihe von Korperfunktionen (z.B. Immunantwort, Regeneration,
Defektreparatur, Wundheilung) bzw. Fehlfunktionen (z.B. iiberschieBende Entziindungs-
reaktionen, Karzinogenese) in Zusammenhang gebracht. Auch die Bildung extrazelluldrer
Komponenten wie Kollagen wird iiber das TGFB-System reguliert. Somit besteht auch eine
Beziehung zu vielen Erkrankungen, bei denen es zu einer Dysfunktion der Bildung

extrazellularer Matrix kommt.

1.1.1 TGFB-Signalweg und Fibrose

TGEFp spielt bei der Bildung der extrazelluldiren Matrix und damit bei der Wundheilung eine
wichtige Rolle. Dort kann ein Uberschuss an TGFB-Protein zu Fibrose und Narbenbildung
fiihren (Border und Noble 1994). Die gesteigerte Produktion von Kollagen wird iiber eine
erhohte Ausschiittung von CTGF (connective tissue growth factor) reguliert, welches
wiederum von TGFf stimuliert wird (Chujo et al. 2005). Diese Prozesse konnen im Gefolge
chronischer Entziindungen eintreten, wie sie z.B. auch nach einer Strahlentherapie beobachtet
werden. In bestrahlten Geweben fanden sich erhohte Spiegel unterschiedlicher Zytokine,
unter anderem auch von TGFB (Dent et al. 2003). TGFB wird durch eine Reihe von
Stimulatoren wie Bestrahlung, pH-Verminderung oder enzymatisch aktiviert. Die auf diese
Weise modulierten zelluldren Prozesse begiinstigen die Entwicklung einer radiogenen Fibrose
(Martin et al. 2000). Nach Bestrahlung kommt es, induziert durch TGFp, zu einer Migration
von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen ins bestrahlte Gewebe. Uber die
Ausschiittung weiterer Zytokine, welche Fibroblasten zur Sekretion von Matrix-Proteinen
anregen, werden pro-fibrotische Prozesse gefordert (Xavier et al. 2004). Insgesamt ist der
Zusammenhang zwischen dem TGFp-Signalweg und der radiogenen Fibrose mittlerweile gut

etabliert (Leask und Abraham 2004).

Auch fiir andere auf chronischen Entziindungsprozessen basierende Organfibrosen wird dem
TGFB-System eine groBere Bedeutung beigemessen. Fibrotische Verdnderungen in den
Nieren werden durch TGFp mitbeeinflusst. Die erhdhten TGFpB-Spiegel fithren zu einer
Umwandlung von Fibroblasten in Myofibroblasten. Dabei kommt es zu einer gesteigerten

Produktion von extrazelluliren Matrixproteinen und damit im Verlauf zu einem fibrotischen
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Remodelling (Qi et al. 2006; Zeisberg et al. 2000). Auch bei chronischen
Entziindungsprozessen in der Leber, aus denen sich Leberfibrosen und hepatozelluldre
Karzinome entwickeln konnen, spielt TGFB eine wichtige Rolle. Eine Verdnderung des
Phosphorylierungsmusters von Signaltransduktionsmolekiilen im TGFp-Signalweg fiihrt
offenbar dazu, dass dieser Signalweg nicht mehr tumorsuppressiv, sondern fibrogen und

onkogen wirkt (Matsuzaki 2009).

1.1.2 TGFB-Signalweg und Karzinogenese

Die kontextabhidngigen tumorhemmenden bzw. -fordernden Effekte machen den TGFp-
Signalweg zu einem attraktiven Objekt der Krebsforschung und moglicher zukiinftiger
therapeutischer Interventionen. Dabei sind vielfdltige und komplexe Wirkungen auf
Zellwachstum, -differenzierung und -teilung zu beriicksichtigen. Sechs essenzielle
Verianderungen der physiologischen Zellfunktion werden fiir eine maligne Transformation als
notig erachtet (Hanahan und Weinberg 2000): 1. Eigene Wachstumssignale,
2. Unempfindlichkeit gegeniiber wachstumshemmenden Signalen, 3. Umgehung der
Apoptose-Mechanismen, 4. unbegrenztes Replikationspotenzial, 5. hinreichende und
nachhaltige Angiogenese sowie 6. Gewebeinfiltration und -metastasierung. Zumindest bei
vier dieser Mechanismen (2., 3., 5. und 6.) ist TGF mafgeblich involviert (Millet und Zhang
2007). Diese Erkenntnisse basieren unter anderem darauf, dass in einem breiten Spektrum von
hyperproliferativen Erkrankungen und Tumorarten eine Vielzahl genetischer und
epigenetischer Verdnderungen in Genen des TGFB-Signalwegs gefunden wurden (Derynck et

al. 2001; Massague et al. 2000).

Primér wird davon ausgegangen, dass TGFp als Tumorsuppressor fungiert. In epithelialen,
endothelialen und hidmatopoetischen Zellen hat TGFB einen hemmenden Einfluss auf die
Zellproliferation durch Forderung eines Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase (Ellenrieder 2008;
Ravitz und Wenner 1997). Obwohl also gemdll Zellkulturexperimenten eine starke
Wachstumshemmung durch TGFB gut dokumentiert ist, zeigen die meisten Tumore des
Menschen eine starke Expression von TGFp, deren AusmaR oft mit einer schlechten Prognose
korreliert ist (Gold 1999; Watanabe et al. 2001). Man geht heute davon aus, dass sich die
Eigenschaften von TGFp initial tumorunterdriickend auswirken, im weiteren Verlauf aber die
Tumorausbreitung begiinstigen (Pardali und ten Dijke 2009). Einerseits gehen haufig im
Verlauf der Tumorgenese die eigentlich zytostatischen Effekte von TGFB auf die
Tumorzellen verloren (Gomis et al. 2006; Seoane et al. 2004). Andererseits kommen verstérkt

pro-metastatische und neoangiogenetische Prozesse zum Tragen (Blobe et al. 2000; Galliher
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et al. 2006; Galliher und Schiemann 2006). Ein Aspekt dabei ist, dass TGFf die Adhdsion von
Tumorzellen an Matrixproteine und damit deren Metastasierung unterstiitzt (Machara et al.
1999). AuBlerdem hilft TGFP dem Tumor, sich den Angriffen des Immunsystems zu entziehen
(Inge et al. 1992; Torre-Amione et al. 1990). Dabei kommt offenbar der Ansammlung von
regulatorischen T-Zellen (Tregs) eine besondere Bedeutung zu, deren Generierung durch
TGFP gefordert wird (Curiel et al. 2004). Diese unterdriicken die anti-tumordse Aktivitit

zytotoxischer Lymphozyten.

1.1.3 TGFB-Signalweg und Atherosklerose

In Bezug auf Atherosklerose wird TGFp primér als anti-inflammatorisch angesehen (Tedgui
und Mallat 2006). Dabei tibt TGFp vielfdltige Effekte auf unterschiedliche Zelltypen der
GefdBwand aus (Grainger und Metcalfe 1995; Hansson und Robertson 2004; Mallat und
Tedgui 2002; Singh und Ramji 2006). Dabei sind insbesondere die Wirkungen auf glatte
Muskelzellen von denen auf Endothelzellen zu unterscheiden. In der Kultur glatter
Muskelzellen stimulierte TGFB1, welches im zirkulierenden Blut die vorherrschende TGFf-
Isoform darstellt, massiv die Bildung von extrazelluldrer Matrix (Ignotz et al. 1987; Ignotz
und Massague 1987; Penttinen et al. 1988). Weiterhin wurde unter den meisten untersuchten
experimentellen Bedingungen eine Hemmung der Proliferation der Muskelzellen und eine
vermehrte Expression kontraktiler Proteine beschrieben (Bjorkerud 1991; Grainger et al.
1994b; Owens et al. 1988). Beziiglich Endothelzellen hemmt TGFfB1 die Proliferation und
Migration sowie die Expression von Adhdsionsproteinen, welche fiir die Anhaftung von
Leukozyten und damit einhergehende Entziindungsreaktionen wichtig sind (Gamble et al.
1993). Insgesamt unterdriickt TGFB1 die Endothelzell-Aktivierung. AuBerdem wurde in
Zellkultur durch TGFB1 eine Hemmung der Schaumzellbildung aus Makrophagen, welche bei
der Genese der arteriosklerotischen Plaques von zentraler Bedeutung sind, beobachtet
(Argmann et al. 2001). Zusammenfassend lésst sich sagen, dass TGFP zur Aufrechterhaltung
der physiologischen Architektur der Blutgefdlle beitrdgt (Grainger 2007; Raines und Ferri
2005). Diese Ansicht wird dadurch gestiitzt, dass ein genetisches Ausschalten der Funktion
des TGFpB-Signalwegs in Miusen zu einer dramatischen Zunahme der Arteriosklerose fiihrte
(Robertson et al. 2003). In welchem Umfang der TGFB-Signalweg bzw. dessen Dysfunktion

zu den klinischen Manifestationen der Arteriosklerose beitrdgt, bleibt noch zu kléren.

Da Frauen im Durchschnitt eine Dekade spéter an kardiovaskuldren Ereignissen erkranken als
Minner (Georgiadou und Sbarouni 2009), stellt sich die Frage, ob dies auch mit TGFp

zusammenhdngen konnte. Hinweise dafiir gibt es aus Studien an Maiusen, bei welchen
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vermehrt atherosklerotische Lidsionen bei hoherer Expression von Apolipoprotein A und
damit verbundener geringerer Aktivierung von TGFB gefunden wurden (Grainger et al.
1994a). Wurden Mause mit Tamoxifen behandelt, stiegen die TGFB-Serumspiegel an und die
Lipidplaques verringerten sich (Grainger et al. 1995). An einer Studie an iiber 1000 Frauen
fand sich ein nahezu halbiertes Risiko fiir Herzinfarkte bei Einnahme des Ostrogenrezeptor-
Antagonisten Tamoxifen (McDonald et al. 1995). Allerdings traten dann héiufiger
Thromboembolien auf, ein Indiz dafiir, dass auch bei kardiovaskuldren Ereignissen
differenzierte kontextspezifische TGFB-Effekte vorliegen konnten. Interessanterweise zeigte
der Aromatasechemmer Letrozol, der im Unterschied zu Tamoxifen keine partiell
Ostrogenrezeptor-agonistische Wirkung besitzt, entgegengesetzte kardiovaskulire Effekte:
mehr koronare und weniger thromboembolische Ereignisse (Thurlimann et al. 2005).
Funktionell-molekulare Untersuchungen dazu, die einen Zusammenhang zwischen

Aromatase-Hemmern und dem TGFB-Signalweg belegen wiirden, gibt es noch nicht.

1.1.4 TGFf und neurologische Erkrankungen

Eine sehr interessante und viel beachtete Studie konnte eine wichtige Funktion des TGFp-
Signalwegs im Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung aufzeigen. In einem
Tiermodell wurden Méause mit einem Alzheimer-dhnlichen Phénotyp mit solchen Tieren
gekreuzt, bei denen mehrere TGFB-Signalweg-Gene genetisch ausgeschaltet waren. Dadurch
besserte sich die Symptomatik der Versuchstiere und histologisch wurde in den Hirnschnitten
eine vermehrte Infiltration von Makrophagen mit inkorporiertem Amyloid-f3 gefunden (Town
et al. 2008). Auch fiir die Entwicklung, die Erhaltung und den Schutz dopaminerger Neurone
scheint TGFPB wichtig zu sein. Damit ist auch dessen potenzielle Implikation bei der

Parkinson-Erkrankung gegeben (Roussa et al. 2009).

1.2 Komponenten des TGFB-Signalwegs

Die einzelnen Komponenten des TGFB-Signalwegs setzen sich aus Liganden, Rezeptoren und
Signaltransduktionsmolekiilen zusammen, {iber deren Funktion es in den letzten Jahren

zunehmend Aufschluss gab.
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Abb. 1 Komponenten und Funktionsweise des TGFp-Signalwegs.

Der Signalweg von TGF (transforming growth factor beta) gehort zu einer grolen Familie
von sequenzhomologen Proteinen (Superfamilie). Bisher sind mehr als 30 Proteine bei
Sdugetieren bekannt. Dazu gehdren BMPs (bone morphogenetic proteins) und die Aktivine.
Das gingigste Modell vom TGFp-Signalweg zeigt einen Ablauf der Bindung des TGFf-
Liganden an den TGFB-Rezeptor und darauffolgenden Signaltransduktion iiber intrazelluldre
Faktoren (Itoh et al. 2000; Massague 1998; Moustakas et al. 2001). Allerdings gibt es viele
Kombinationen von Liganden und Rezeptoren, das heif3t, die Ligand-Rezeptor-Interaktion ist
unspezifisch (Oh et al. 2000): Aktivine und TGFB-Liganden kdnnen an die gleichen
Rezeptoren binden und nutzen dabei dieselben intrazelluldren Signaltransduktionsmolekiile
(Derynck und Zhang 2003). Auch sind die Signalwege untereinander verkniipft, so dass
Aktivine und TGFp-Proteine auch hemmenden Einfluss aufeinander haben kénnen. Schon in
den frithen Phasen der embryonalen Entwicklung, sowie im Erwachsenenalter haben TGFp-
Proteine, Aktivine und BMP Einfluss auf die Differenzierung, Proliferation und Migration
von Zellen (Schmierer und Hill 2007). Die Anlage und Ausreifung wichtiger Organe wird
iiber die TGFB-Superfamilie reguliert (Mummery und van den Eijnden-van Raaij 1993;
Roelen et al. 1997).
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1.2.1 TGFB-Liganden

Von TGFp sind drei Isoformen mit einer hohen Sequenzhomologie von etwa 70% in der
biologisch aktiven C-terminalen Region bekannt (Massague 1990). Als eine vierte Isoform
wird mitunter auch das LEFTY2-Protein bezeichnet. Dieses ist an der reguldren Links-
Rechts-Zuordnung der Organe in der Embryonalphase (Kosaki et al. 1999) und am
regelhaften Ablauf der Menstruationsblutung beteiligt (Kothapalli et al. 1997). Zu den
anderen TGFpB-Isoformen weist ,,TGFp4“ nur eine Aminosduresequenz-Homologie von 30%

auf.

Im zirkulierenden Blut ist praktisch nur die TGFp1-Isoform quantitativ bedeutsam; daher
sollen sich die weiteren Betrachtungen auf dieses konzentrieren. Seine Expression findet in
vielen Geweben statt, besonders hoch ist sie in Endothel, Bindegewebe und in
hidmatopoetischen Zellen (Blobe et al. 2000). Der Genlocus befindet sich auf Chromosom
199.13.1 und hat eine Linge von 26,2 kbp. TGFp wird zunichst als dimeres Polypeptid
transkribiert und translatiert, zusammen mit dem LAP (latency-activated protein, Gray und
Mason 1990), welches im selben Leserahmen liegt und dem TGFB1 vorgelagert ist. Die
einzelne Kette dieses Dimers umfasst 390 Aminosduren, das Molekulargewicht betrigt
443 kDa. Bevor TGFB aus der Zelle sezerniert wird, wird LAP abgespalten, die
Polypeptidketten werden aber iiber eine nicht-kovalente Bindung weiter zusammengehalten
(Dubois et al. 1995; Gentry et al. 1988). Binnen 15 min nach proteolytischer Spaltung von
LAP und TGFp1 erfolgt intrazelluldr eine kovalente Bindung eines weiteren Proteins, welches
LTBP (latent TGFp binding protein) genannt wird. Dieses Protein scheint fiir die Sekretion
und Aktivierung von TGFB1, sowie dessen Steuerung zu bestimmten Zielstrukturen von
Bedeutung zu sein (Oklu und Hesketh 2000). Innerhalb weiterer 15 min wird dann der
TGFB1-LAP-LTBP-Komplex sezerniert (Miyazono et al. 1991). Man kann sich diesen
Komplex als funktionelle Einheit mit dem LAP als Detektor, dem LTBP als Lokalisator und
schlieBlich dem TGFp1 selbst als Effektor vorstellen (Annes et al. 2003; Munger et al. 1999).

Um TGFP1 aus diesem inaktiven Komplex freizusetzen, gibt es mehrere Moglichkeiten. Zum
einen wird das Matrix-Glykoprotein Thrombospondin-1 als ein wichtiger Faktor fiir die
Aktivierung von TGFB1 und dessen Freisetzung aus dem inaktiven Komplex angesehen
(Crawford et al. 1998). Aber auch ionisierende Strahlung, ein saurer pH-Wert (kleiner als 3,5)
oder Spaltung durch Plasmin konnen TGF freisetzen (Barcellos-Hoff 1993; Barcellos-Hoff
et al. 1994). Das eigentliche TGFB1-Protein hat als Einzelpeptid ein Molekulargewicht von
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13 kDa. Es liegt jedoch als Homodimer vor, wobei die beiden Monomere {iber einen Cystein-

Rest miteinander verbunden sind (Shi und Massague 2003).

1.2.2 TGFB-Rezeptoren

Nach den Liganden stellen Rezeptoren die ndchste Ebene im TGFp-Signalweg dar. Hierbei
werden zwei Haupttypen unterschieden: TGFBRI- und TGFBRII-Rezeptoren (Schmierer und
Hill 2007), wobei bei Sdugetieren bislang sieben RI- und fiinf RII-Rezeptoren bekannt sind.
Beide Typen sind Transmembranproteine und haben extrazelluldr eine cysteinreiche
Ligandenbindungsdoméne und intrazelluldr eine Serin-/Threonin-Kinase-Doméne. In der
Zellmembran liegen TGFBRI und TGFBRII als Homodimere vor. Fiir den Liganden TGFp1
sind TGFBR1 (ein RI-Typ) und TGFBR2 (ein RII-Typ) quantitativ am wichtigsten (Karlsson
et al. 2005). Das TGFpR2-Gen liegt auf Chromoson 3p22 und hat eine Gréfle von 87,6 kbp,
das TGFpR1-Gen liegt auf Chromoson 9922 und ist 49,1 kbp groB.

1.2.3 SMAD-Molekiile

Bisher sind in Sdugetieren acht verschiedene SMAD-Proteine beschrieben worden. Thr Name
leitet sich von ,,mothers against decapentaplegic homolog*™ ab. Thre Aufgabe besteht in der
Signaltransduktion und Transkriptmodulation. Die SMAD-Proteine werden unterteilt in
regulatorische (,ySMADs*“ wie SMADI, SMAD2, SMAD3, SMADS und SMADS),
inhibitorische (,,iSMADs* wie SMAD6 und SMAD7) und co-aktivatorische (,,co-SMADs*
wie SMADA4).

In den Blutzellen sind vorwiegend SMAD2, SMAD3, SMAD4 und SMAD?7 exprimiert.
SMAD?2 hat eine Gré3e von 467 Aminoséduren (AS) und ein Gewicht von 52,3 kDa. SMAD3
von 425 AS und 48,1kDa, SMAD4 von 552 AS und 60,4 kDa und SMAD?7 hat 426 AS und
wiegt 46,4 kDa. Die Genloci befinden sich fir SMAD2 auf Chromosom 18q21.1, SMAD3
auf Chromsom 15q22.33, SMAD4 auf Chromosom 18q21.1 und SMAD7 auf Chromosom
18q21.1.

Die besondere Bedeutung von SMAD-Genen fiir die Karzinogenese wird dadurch belegt, dass
sich bei Pankreas- und kolorektalen Karzinomen hiufig Mutationen in SMAD2 und SMAD4
fanden (Eppert et al. 1996; Hahn et al. 1996; Miyaki et al. 1999; Uchida et al. 1996). Bei einer
umfassenden Analyse flir Proteine kodierender Sequenzen bei 11 kolorektalen Karzinomen
gehorten SMAD2 und SMAD4 zu den Genen, in welchen am héiufigsten Mutationen
beobachtet wurden (Sjoblom et al. 2006).



1 Einleitung 8

Studien an Méusen mit Fibroblasten mit einem Knock-out von SMAD3 zeigten, dass der
Verlust dieses Proteins mit einer verminderten Produktion von exrazelluldrer Matrix und
damit mit weniger Fibrose einherging. Damit konnten SMAD3-Inhibitoren klinisch relevant
werden, zum einen im Bereich der Wundheilung, zum anderen in der Reduktion von Fibrose
(Roberts et al. 2001). Solche Miuse erwiesen sich auch als resistent gegen strahleninduzierte

Fibrose der Haut (Flanders 2004).

1.3 Signaliibermittlung im TGFB-System

Hier soll kurz die Funktionsweise des klassischen TGFB-Signalwegs beschrieben werden, wie
er unter anderem in Blutlymphozyten von Bedeutung ist (wie oben bereits erwihnt, konnen
auch andere Liganden diesen Signalweg aktivieren oder dieselben Liganden konnen auch auf
andere Signalkaskaden wirken). Der erste Schritt besteht in der Bindung des TGFB1-Liganden
an den hochaffinen TGFBR2. Durch diese Bindung gelangt der TGFBR1 in rdumliche Nahe
zum TGFBR2. Es bildet sich also ein Komplex aus dem Liganden TGFB1 und den beiden
Rezeptoren TGFBR2 und TGFPR1 zusammengehalten durch den Liganden. In dieser
Konstellation kann dann die konstitutiv aktive Kinasedomédne des TGFBR2 den TGFBR1
phosphorylieren und damit aktivieren (Wrana et al. 1994). Nun wird das Signal durch
Phosphorylierung von SMAD2- und SMAD3-Molekiilen weitergeleitet (Massague 1998).
Interessanterweise gibt es hier eine recht klare Trennung: drei der TGFB-Typ-I-Rezeptoren
(darunter der TGFBR1) aktivieren SMAD2 und SMAD3 (so genannte ,,TGFB- oder Aktivin-
Signale®), wihrend die anderen vier Typ-I-Rezeptoren fiir die Signalweiterleitung SMADI,
SMADS und SMADS8 verwenden (typisch fiir die ,,BMP-Signale”, bone morphogenic
proteins) (Attisano und Wrana 2002). Diese SMAD-Molekiile sind im nicht-aktivierten
Zustand mit einem so genannten SARA-Protein (SMAD anchor for receptor activation)
komplexiert. Dieses begiinstigt die Position der SMAD-Proteine an der Zellmembran, damit
diese leichter phosphoryliert werden konnen (Tsukazaki et al. 1998). Nach Phosphorylierung
werden SMAD2  bzw. SMAD3  freigesetzt  (Moustakas  2002).  Weitere
Signaltransduktionsmolekiile wie zum Beispiel SMAD4 lagern sich an phosphoryliertes
SMAD2/SMAD3 an. Dieser hetero-oligomere Komplex wandert dann in den Kern und
reguliert dort — zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren — die Expression einer Vielzahl
von Genen (Abb. 1). Dabei werden Enzyme rekrutiert, die Histone acetylieren bzw.
deacetylieren (Wrzesinski et al. 2007). In diese Signalkaskade konnen noch inhibitorische
SMAD-Proteine (in Lymphozyten vor allem SMAD?7) eingreifen. Diese Signalhemmung

kann sowohl durch einen kompetitiven Antagonismus bei der Phosphorylierung von SMAD2
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bzw. SMAD3 erfolgen als auch deren Aggregation mit SMAD4 unterbinden (Abb. 1 Hayashi
et al. 1997; Nakao et al. 1997). Zudem kann SMAD?7 zur Degradierung von TGFBR1 iiber die
Rekrutierung  von  Smurf-enthaltenden  E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexen  beitragen

(Wrzesinski et al. 2007).

1.4 Regulation des TGFB-Signalwegs: Expressionsanderungen

Uber den TGFB-Signalweg wird nicht nur die Expression einer Vielzahl abhingiger Gene
reguliert, sondern dieses System kann sich {iber Expressionsdnderungen auch selbst
regulieren. Bekannt ist die Induktion des Autoinhibitors SMAD7 durch TGFB1 in T-Zellen
(Kunzmann et al. 2003). Vor kurzem wurde auch eine Suppression der Transkription des
SMAD3-Gens nach TGFB1-Behandlung in mononukledren Leukozyten beobachtet (Schirmer
et al. 2009). Dieses System vermag sich offenbar nach Stimulation sowohl durch eine
vermehrte Transkriptionsrate von iSMADs als auch durch eine verminderte von rSMADs in
einem gewissen Rahmen selbst regulieren zu konnen. Interessant ist, dass die Funktion des
inhibierenden SMAD7 durch CTGF, welches iiber den TGFp-Signalweg reguliert wird,
unterbunden und somit die negative Riickkopplung unterbrochen werden kann (Phanish et al.
2005). Andererseits kann der Ligand TGFB1 seine eigene Expression induzieren. Eine
Behandlung mit neutralisierendem TGFB1-Antikorper reduzierte dessen Transkription in
Fibroblasten (Schultze-Mosgau et al. 2006). In die Regulation der Expression von Genen des
TGFB-Signalwegs greifen auch viele andere Signalwege ein. Beispielsweise fand sich eine
vermehrte Transkription von iISMADs durch den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF,
Afrakhte et al. 1998), durch IFNy (Ulloa et al. 1999), oder die proinflammatorischen Zytokine
TNFa und IL1p (Bitzer et al. 2000). Weiterhin besteht eine Verbindung zu MAP (mitogen-
activated protein)-Kinase-Kaskaden, die sich in ERK1/2 oder die beiden stressaktivierten
Signalwege JNK und p38 aufzweigen. Die hédufig bei kolorektalen Karzinomen gefundenen
RAS-Mutationen flihren zu einer Retention von SMAD2/SMAD3 im Zytoplasma und
verhindern deren Translokation in den Zellkern (Calonge und Massague 1999; Kretzschmar et

al. 1999). Auf diese Weise ist die TGFB-SMAD-Signalkaskade gehemmt.

Da ein enger Zusammenhang zwischen dem TGFB-Signalweg und Fibrose nach
Strahlentherapie gut belegt ist (siche oben, Leask und Abraham 2004; Xavier et al. 2004),
stellt sich die Frage, ob Rontgenstrahlung die Genexpression von Komponenten dieses
Signalwegs verdndert. Schon ldnger bekannt ist, dass in bestrahltem Gewebe unter anderem

mehr TGFp gebildet wird (Dent et al. 2003). In bestrahltem Nierengewebe von Mausen wurde
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kiirzlich eine mehrere Wochen anhaltende mRNA-Expressionssteigerung unter anderem der

Gene TGFBRI und SMAD7 beschrieben (Kruse et al. 2009).

1.5 TGFB-Signalweg und Zellvitalitat

Die Wirkungen von TGF1 auf die Zellvitalitit sind vielfdltig, kontextabhingig und komplex.
Eine zentrale Funktion von TGFB in Bezug auf das Immunsystem besteht darin, die
Immuntoleranz gegeniiber korpereigenen Strukturen aufrecht zu erhalten, indem es die
Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Lymphozyten reguliert (Wrzesinski et al.
2007). Zudem ist TGFB an der Inititerung und Beendigung entziindlicher Reaktionen
beteiligt. Schon vor etwa zwei Jahrzehnten hatte man festgestellt, dass selbst winzige Mengen
an TGFP die Proliferation von T-Zellen unterdriicken und es diesbeziiglich antagonistische
Effekte gegeniiber IL2 aufweist (Kehrl et al. 1986; Ruegemer et al. 1990). Weitere Details
dieser Wirkung konnten spdter aufgekldrt werden. So entscheidet offenbar der
Aktivierungsgrad der Zellen, welche Wirkung TGFp entfaltet. Auf ruhende Lymphozyten des
peripheren Blutes wirkt TGFB1 aktivierungshemmend und apoptoseunterdriickend
(Bommireddy et al. 2003). Umgekehrt steigert TGFp die Apoptose in T-Zellen, die bereits
aktiviert sind (Chung et al. 2000). Auf diese Weise wirkt TGFp einer Uberstimulation des
Immunsystems entgegen. Bei der Bewertung der Funktionsweise des TGFB-Signalwegs
werden zunehmend auch die einzelnen Komponenten dieses Systems néher beleuchtet. So
scheint SMAD3 essenziell fiir die Suppression der IL2-Produktion und die T-Zell-Rezeptor-
vermittelte, jedoch nicht die IL2-induzierte Proliferation von Lymphozyten zu sein (McKarns
et al. 2004). Es sei angemerkt, dass TGFf die Zellproliferation auch IL2-unabhingig hemmen
kann. Beispielsweise mindert TGFP die Expression von Zellzyklus-Promotoren, wihrend es
die von -Blockern erhoht (Datto et al. 1995; Hannon und Beach 1994; Polyak et al. 1994). Zu
letzteren gehdren CDKN1A (auch als p21 bezeichnet), CDKN2B (p15) oder CDKNIB (p27).
Diese durch TGFpB induzierten Hemmfaktoren der Proliferation wirken dabei auch

synergistisch (Wolfraim et al. 2004).

Zusétzlich zur Unterdriickung der Proliferation werden auch Effektorfunktionen von T-Zellen
durch TGFp unterdriickt (Ahmadzadeh und Rosenberg 2005; Smyth et al. 1991). Nicht nur
die Entwicklung zytotoxischer CD8'-Zellen (Ranges et al. 1987), sondern auch deren
zytolytische Aktivitdt wird durch TGF gehemmt (Mempel et al. 2006), wobei zumindest
letztere Funktion iiber T-regulatorische Zellen (Tregs) vermittelt wird. Zusammenfassend
kann festgehalten werden, dass die Proliferation und Aktivierung konventioneller T-

Lymphozyten (CD4"-Helfer- und zytotoxischer CD8"-Zellen) durch TGFp supprimiert wird.
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Dies unterstreicht die Bedeutung von TGF fiir die Aufrechterhaltung der immunologischen
Homoostase und der Selbsttoleranz. In einem Mausmodell konnte umgekehrt gezeigt werden,
dass bei Ausschaltung des TGFB-Systems (durch eine dominant-negative TGFfR2-Mutante)
die CD8"-Zellen eine wesentlich bessere antitumordse zytolytische Aktivitdt aufweisen
(Gorelik und Flavell 2001; Zhang et al. 2006). Entscheidend dafiir war die Blockade des
TGFp-Signalwegs in den CD8"-Zellen in Zusammenhang mit der Helferfunktion von CD4"-
Zellen, wobei in letzteren die Funktionstiichtigkeit des TGFB-Systems hierfiir unerheblich

war.

Es gibt aber auch neuere Berichte, dass TGFp unter bestimmten Bedingungen das Uberleben
und die Aktivierung von CD8"-Zellen verstirken kann. In einem Modell fiir Typ-I-Diabetes
wurde beobachtet, dass TGFp auf naive, unstimulierte CD8 -Zellen — wie oben beschrieben —
inhibierend wirkte, wihrend es in den Zellen, welche schon durch Antigen-Kontakt stimuliert
waren, deren Uberleben und die Produktion bestimmter aktivierender Zytokine forderte
(Filippi et al. 2008). Damit gilt fiir CD8"-Zellen offenbar in Analogie zu den CD4 " -Zellen
(siehe oben, Bommireddy et al. 2003), dass TGFf in Abhéngigkeit des Aktivierungszustands
dieser Zellen entweder eine proliferations- und funktionsférdernde bzw. -hemmende Wirkung

ausibt.

1.6 Funktionelle Genpolymorphismen im TGFg-Signalweg

In der Medizin wird bei kiinftigen Therapieentscheidungen der Blickwinkel immer mehr hin
zu optimierten Therapien gerichtet sein, welche maB3gescheidert auf jeden einzelnen Patienten
optimiert werden. Ein wichtiges Element dabei ist die Beriicksichtigung genetischer Faktoren.
Diese lassen sich in somatische, d.h. wihrend des Lebens erworbene Mutationen
(typischerweise in Tumoren), und in die geerbte genetische Komposition unterteilen
(Varianten in der Keimbahn). Bei letzteren werden entsprechend der Haufgkeit so genannte
Polymorphismen (>1% Allelfrequenz in der Allgemeinbevolkerung) von seltenen, familidren
oder durch Spontanmutation in der Keimbahn entstandenen Varianten unterschieden. Die
ganz liberwiegende Zahl an genetischen Polymorphismen machen so genannte SNPs (single
nucleotide polymorphisms) aus. Es existieren im gesamten Genom etwa 12 Millionen solcher
Stellen. Daneben gibt es noch Deletionen oder Insertionen (diese betreffen 1-
1000 Basenpaare, etwa 1 Million im menschlichen Genom), VNTRs (variable number of
tandem repeats, das sind sich wiederholende Elemente von 2-1000 Basenpaaren) und CNVs
(copy number variations, das sind Deletionen, Insertionen oder Multiplikationen von mehr als

1000 Basenpaaren), die zusammen etwa 12% des menschlichen Genoms betreften.
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Hinsichtlich des TGFB-Systems konzentrieren sich die meisten Literaturberichte auf SNPs im
Gen fiir den TGFBI-Liganden, genauer gesagt, auf dessen 5’-Region. Zum einen wurde eine
Beeinflussung der TGFB-Produktion durch die SNPs an Position -509 und 869 beschrieben
(Awad et al. 1998; Grainger et al. 1999). Diese beiden SNPs sind genetisch eng miteinander
gekoppelt. Die TGFBI-Variante 915G>C (=Arg25Pro) ging ebenfalls mit hoheren TGFp1-
Konzentrationen im Serum einher. Weiterhin zeigte sich nach Bestrahlung von
Brustkrebspatienten ein erhohtes Risiko fiir eine radiogene Fibrose, wenn die TGFBI-
Genotypen 50977 bzw. 869CC (=10Pro) vorlagen (Andreassen et al. 2005; De Ruyck et al.
2006; Giotopoulos et al. 2007; Quarmby et al. 2003). Allerdings gibt es hier auch Studien,
welche solch einen Zusammenhang verneinen (Andreassen et al. 2006) bzw. diesen bei
Bestrahlung von anderen Organen, wie zum Beispiel der Prostata, nicht nachweisen konnten
(Damaraju et al. 2006). Das Variantenallel §69C in TGFB1 ging bei japanischen Frauen nach
der Menopause mit hoheren TGFp1-Plasmaspiegeln, einer hoheren Knochendichte und
weniger osteoporotischen Frakturen einher (Yamada et al. 1998). Bei kaukasischen Frauen
fand sich fiir das -5097-Allel eine hohere Knochenmasse (Tzakas et al. 2005). Obwohl im
Hinblick auf ein Krebsrisiko kontrovers diskutiert, wurde vor kurzem in einer sehr groen
Studie ein sehr gering, aber statistisch signifikant hoheres Brustkrebsrisiko flir das §69C-Allel
beobachtet (Cox et al. 2007). Diese TGFBI-Polymorphismen wurde fiir eine Vielzahl
weiterer klinisch relevanter Fragestellungen auf Assoziationen untersucht (z.B. Leberfibrose,
kardiovaskuldre und neurologische Erkrankungen). Die Ergebnisse dazu sind jedoch zumeist

uneinheitlich, so dass definitive Schlussfolgerungen noch nicht gezogen werden konnen.

Zum Einfluss von genetischen Polymorphismen in den TGFp-Rezeptoren gibt es noch wenige
Daten. Fiir Varianten im Gen fiir TGFSR2 sind bislang kaum Assoziationen mit klinischen
oder funktionellen Daten bekannt, z.B. war eine entsprechende Studie zur Entstehung von
Keloiden negativ (Bayat et al. 2004). Beim Gen fiir TGFfSRI konzentrierten sich die
Untersuchungen bislang auf eine 9 Basenpaare umfassende Deletionsvariante. Daraus
resultiert ein Verlust von drei konsekutiven Alaninen am Ubergang vom Signalpeptid zur
Rezeptorsequenz von TGFBRI. Diese Variante wird auch als *64 bezeichnet, weil beim
Wildtyp insgesamt neun aufeinander folgende Alanine vorliegen und bei der
Deletionsvariante nur 6. Die Allelhdufigkeit der Deletion betrdgt bei Kaukasiern etwa 10%.
Zunichst wurde vermutet, dass diese Variante mit einer niedrigeren Aktivitdt des Rezeptors
einhergehen konnte (Chen et al. 1999). Weiterhin gibt es Daten, in denen diese Deletion mit
einem hoheren Risiko fiir kolorektale Karzinome in Verbindung gebracht wird (Pasche et al.

1999; Xu und Pasche 2007), allerdings mit einer niedrigen Penetranz (Kaklamani et al. 2003).
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Ob TGFBRI*6A tatsdchlich ein Krebsrisikoallel darstellt, ist insgesamt strittig und konnte
zumindest tumorspezifisch sein (Daley et al. 2007; Skoglund et al. 2007; Zhang HT et al.
2005). Interessant scheint aber, dass in Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms bei
30% der Patienten diese Deletion neu auftrat (Pasche et al. 2005). Auch ein somatischer
Erwerb im Bereich von Karzinomen des Kopf-Halsbereichs ist beschrieben worden (Bian et
al. 2007). Untersuchungen zum Einfluss von *6A4 auf Strahlen-induzierte Zytotoxizitit legen

die Hypothese einer verminderten Funktionalitit dieser Variante nahe (Schirmer et al. 2009).

Zu klinisch oder funktionell bedeutsamen SMAD-Polymorphismen liegen bislang erst wenige
Daten vor. Eine genomweite Assoziationsstudie ergab einen Zusammenhang des
Darmkrebsrisikos mit drei Varianten in intronischen Bereichen von SMAD7 (Broderick et al.
2007). Einen zell- oder molekularbiologischen Nachweis der Funktionalitit dieser Varianten

gibt es bislang noch nicht.

1.7 Zielsetzung

Grundlage meiner Arbeit bildeten zwei frithere, in der Abteilung Klinische Pharmakologie
Gottingen  durchgefiihrte  Pilotstudien zur  Evaluierung des  Einflusses  von
Genpolymorphismen sowohl auf Expressionsparameter im TGFp-Signalweg als auch auf
Zellvitalitdt nach TGFB1-Stimulation und Bestrahlung (Campean 2007; Janke 2009). Darin
konnten autoregulatorische Mechanismen im Sinne einer transkriptionellen Induktion von
SMAD7 und einer Suppression von SMAD3 nach TGFB1-Stimulation in Leukozyten
nachgewiesen werden. Weiterhin legten diese Daten eine Hypofunktionalitit der
TGFBRI1*6A-Deletionsvariante nahe. Ziel war es nun, die Ergebnisse dieser vorangegangenen
Arbeiten weiter zu prézisieren und zu erweitern. Dazu sollte zum einen eine weitere
Bestitigung der zuvor als potenziell funktionell identifizierten Genvarianten erfolgen.
Dariiber hinaus waren diese fritheren Studien auch mit Nachteilen behaftet, die in meiner
Arbeit zu 16sen waren. Damals wurden als Studienmaterial PBMCs (peripheral blood
mononulear cells) verwendet, die jedoch eine heterogene Zellmischung darstellen. AuBBerdem
sollte die genetische Variabilitit umfassender dargestellt werden. Zur Differenzierung
allgemeiner von zellspezifischen Mechanismen sollten meine Untersuchungen mit drei
unterschiedlichen Zellarten durchgefiihrt werden: Fibroblasten, LCLs (lymphoblastoid cell
lines) und T-Lymphozyten. Um zumindest die hdufigen Genvarianten mit guter Power auf
funktionelle Effekte testen zu konnen, bedurfte es einer ausreichend grofen Stichprobe.
Beispielsweise braucht man einen Stichprobenumfang von etwa 100 genetisch

unterschiedlichen Zellen, um bei einer Allelfrequenz von 30% fiir einen bi-allelischen
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Polymorphismus einen signifikanten Unterschied zwischen den Trigern der beiden

homozygoten Zustinde detektieren zu konnen (wenn ein Effektunterschied und eine

Standardabweichung von je 30% angenommen wird). Diese gro3e Probenzahl war jedoch nur

fiir die Studie mit den T-Lymphozyten zu bewerkstelligen. Mit den Fibroblasten und LCLs

sollten daher Genotyp-unabhingige Effekte dargestellt werden. Fiir die vorhandenen 48 LCLs

sollten die bereits vorhandenen TGFp-Signalweg-Genotypen explorativ auf eine Assoziation

mit den zu messenden Expressions- und Zellvitalititsparametern getestet werden. Im

einzelnen ergaben sich fiir meine Arbeit folgende zu untersuchende Hypothesen:

1.

In der Literatur sind fiir bestrahltes Gewebe nennenswerte Anderungen der Expression
von Genen des TGFp-Signalwegs beschrieben (auch in Relation zu unspezifischen
Verdnderungen von Referenzgenen). Dies sollte nun von mir in bestrahlten
Zellkulturen (Fibroblasten mit 2 und 8 Gy, LCLs mit 3 Gy, T-Lymphozyten mit 2 Gy)
iiberpriift werden. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der mRNA der Gene
TGFBR1, SMAD3 und SMAD?.

TGFB1-Behandlung fiihrt in einem negativen Riickkopplungsmechanismus zu einer
Induktion der mRNA von SMAD7 und zu einer Suppression von SMAD3. Ausgehend
von diesem Prinzip sollten fiir die T-Lymphozyten die Effekte von anti-TGFB1 (einem
neutralisierenden TGFB1-Antikorper) eruiert werden, um einen weiteren Beweis der

Selbstregulation des TGFB-Systems zu liefern.

Die 48 zur Verfligung stehenden LCLs stellen gegenwiértig das weltweit am dichtesten
genotypisierte Kollektiv dar. Dies beinhaltet auch umfassende Genotyp-Daten fiir die
einzelnen  Komponenten des  TGFB-Signalwegs. Daher sollten  diese
Genpolymorphismen (etwa 950 in TGFBRI, TGFBR2, SMAD2, SMAD3, SMADA,
SMAD7 und dem besonders Strahlen-responsiven CDKN1A4) mit den vorzunehmenden
mRNA-Expressionsmessungen dieser Gene (Kontrollniveau, Bestrahlungs- und
TGFB1-Effekte) in Beziehung gesetzt werden. Eine entsprechende Analyse sollte auch
fiir die durch FACS-Analysen zu ermittelnden Zellvitalitidtsparameter durchgefiihrt
werden. In diesem Zusammenhang war auch zu priifen, inwiefern die
Funktionsmessungen innerhalb einer Subgruppe von 11 LCLs zwischen
unterschiedlichen Tagen korrelierten, eine wichtige Voraussetzung fiir die sinnvolle

Testung eines Einflusses genetischer Varianten.

Um Genpolymorphismen als funktionell bedeutsam einzustufen zu konnen, miissen

diese reproduzierbar mit vergleichbaren Funktionsmessungen (Expression,
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Zellvitalitit) assoziiert sein. Die Studie mit den T-Lymphozyten diente dabei als
Validierung sowohl fiir die Ergebnisse fritherer durchgefiihrter Dissertationen (siche
oben) als auch fiir die eigenen, anhand der LCL-Studie als potenziell identifizierten

Genvarianten.
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2 Material
2.1 Gerate

Accu-jet”

Autoklav

Biofuge fresco
Biofuge pico
Biophotometer 6313
BioRobot" EZ1

Elektrophorese-Kammer (ComPhor L
Mini-Gelkammer)

Elektrophorese-Netzteil (Standard Power
Pack P25)

FACSAria 11

FACScan

Feinwaage BL 610

Fluor-S™ Multimager (fiir Gelfotografie)

Hématocytometer (Neubauer-
Zahlkammer Improved)

Inkubator Function line
Kiihlschrank VIP Series —86°C
Magnetriihrer IKAMAG RET)

Mikroliter-Kiivette fiir Photometer
(LabelGuard™)

Mikroplatten-Reader (96-Well, Tecan
ULTRA)

Mikroskop Telaval31
Mikrowelle MWS 2820
Multipipette plus

Netzteil fiir Elektrophoresekammer
Standard Power Pack P25

PCR-Gradienten-Cycler (384-Well), Typ
Master-Cycler

PCR-Gradienten-Cycler (96-Well), PTC-
200 Peltier

Brand, Wertheim
Tecnorama, Fernwald
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Qiagen, Hilden

Biozym, Hessisch Oldendorf

Biometra, Gottingen

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Sartorius, Gottingen

BioRad, Hercules USA

Brand, Wertheim

Heraeus, Hanau
Sanyo Electric Co Ltd., Japan
IKA, Staufen

Implen, Miinchen

Tecan, Crailsheim

Zeiss, Jena
Bauknecht, Schorndorf
Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

MJ Research/BioRad, Hercules, USA
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PH-Meter CG&22

Pipetten (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-
1000 pul) Typen Research und Referense

PTC-200 Peltier Thermal Gradient Cycler
Rahmen und Septen fiir Sequenzierer
Sequenzierer 3100 Genetic Analyser
Sequenzierplatten

Stauschlauch zur Blutentnahme

Sterilbank-Clean Air type DFL/REC4 KL
2A

TagMan 7900HT

Thermomixer 5436
Vertikal-Autoklav, KSG 40/60
Vertikal-Autoklav: FV fiir Sterilgut
Vortexer (MS 2 minishaker)
Wairmeschrank

Wasserbad GFL 1083

Xstrahl RS225

Zentrifuge 5810R

2.2 Verbrauchsmaterial

Alkoholisches Haut-Desinfektionsspray
(Kodan®)

Blutentnahme-Besteck (Butterfly, Micro-
Flo™)

Einweg-Pasteurpipetten, Glas, 230 mm
Einweg-Pasteurpipetten, Kunststoff, 3 ml
Filter: 50 um Cup Filcons

Flat 8 Cap Strips, RNase Cleanroom
Produced

Mehrkanal Pipette (8er) 0,5 — 10 ul
Monovetten Kalium-EDTA, 2,7 ml
Monovetten Lithium-Heparin, 9 ml

Multipipette plus

Schott Gerite

Eppendorf, Hamburg

MJ Research/BioRad, Hercules, USA
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Priameta, Troisdorf

Mahl, Trendelburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

KSG, Olching

Tecnorama, Fernwald

IKA, Staufen

Binder, Tuttlingen

Schiitt, Gottingen
GulmayMedical Limited, UK

Eppendorf, Hamburg

Schiilke & Mayr, Norderstedt

LDKS Oversan, Gemonio, Italien

Brand, Wertheim

Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Thermo Scientific, UK

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Hamburg
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PCR Softtubes Flachdeckel, RNase- und
DNase-frei (0,2 ml)
PCR-Folien (Adhesive PCR Foil Seals)

Pipetten, steril (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Pipettenspitzen (10 ul, 100 pl, 1000 pl)

Pipettenspitzen = RNase-, = DNase-frei

(10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Platten, 6-Well steril fir Zellkultur
Platten, Thermo fast 384-Well

Platten, Thermo fast 96-Well
ReaktionsgefdaBe 1,5 ml und 2 ml
RNase-freie 96 Multiply PCR Platte natur
Rohrchen 5 ml

Rohrchen 5 ml fiir FACS

Rohrchen 50 ml

Skalpell, Technocut, Edelstahlklinge
Spitzen fiir Multipipette plus (Combitip
plus 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,5 ml)

Spitzen fiir Multipipette plus,
verschiedene GroBen

Streifen (8er) fiir PCR-Platten
TagMan Adhesive Optical Covers
Tupfer (aus Zellstoff)

2.3 Chemikalien

100 bp-Leiter
6p-Mercaptoethanol

Agarose Ultra Pure

Annexin, FITC-markiert
Anodenpuffer (fiir Sequenzierer)
Anti-TGF-beta 1

Bromphenolblau

Biozym, Hessisch Oldendorf

Abgene, Epsom
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Kisker, Steinfurt

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Abgene, Epsom

Abgene, Epsom

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Sarstedt, Niimbrecht

HMD Healthcare Ltd., Hereford HR4
9DQ UK

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Abgene, Epsom
Applied Biosystems, Darmstadt

Hartmann, Heidenheim

Rapidozym, Berlin

Sigma, St.Louis, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Applied Biosystems, Darmstadt
R&D Systems, Inc.

Roth, Karlsruhe
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CD3-Antikorper (UCHT1-Klon),
Phycoerythrin-markiert

di-Natriumhydrogen-phosphat
dNTP-Set
Ethanol

Ethidiumbromid (1% in H,O)
Exonuklease I

FACS Flow / Rinse / Safe
FCS (Fetales Kélberserum)
Ficoll-Paque Plus

GENESCAN® 400 HD[ROX]
Size Standard
GeneScan™ LIZ® 120 Size Standard

Glycerol 85%

Hepes

HiDi-Losung (mit Formamid)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid

Milchpulver

Natriumchlorid

Natriumchlorid
Penicillin/Streptomycin-Losung
PicoGreen®

Polymer POP7 (fiir Sequenzierer)

Primer (Design nach gewiinschter
Sequenz, siche Anhang)

Propidiumiodid

Random Primer dN6

rHu TGF-beta 1
Ribonuklease-Inhibitor (RNA guard)

Rnase-Zap

BioSource, Nivelles, Belgien

Merck, Darmstadt

ABgene, Epsom

J. T. Baker, Phillipsburg, USA
Merck, Darmstadt

USB, Staufen

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Applied Biosystems, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Zentralapotheke Klinikum Gottingen
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Riedel-DeHaén AG, Seelze
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Milasan, Mallif}

J. T. Baker, Phillipsburg, USA
J. T. Baker, Phillipsburg, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
MWG-Biotech, Ebersberg

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Roche, Mannheim
PromoCell Gmbh, Heidelberg
Amersham, Freiburg

Sigma, St.Louis, USA
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RPMI Medium 1640

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)
SuperScript™-II-Reverse Transcriptase
Tris

Tiircksche Losung

2.4 Kits und Assays

Antikorper CD3 anti-human APC-
markiert

EZ1 DNA Blood Kit zur DNA-Iso-
lierung aus Gesamtblut, vollautomatisch

Multiplex PCR Kit
Puffer-Losungen fiir ELISA (Kit)

Real time-PCR-Mastermix mit SYBR®
green

RNA-Isolierungskit (basicrna), manuell
SNaPshot™-Mastermix

Super Script II Reverse Transcriptase
Taq DNA-Polymerase

TagMan® Universal PCR Mastermix

2.5 Losungen und Puffer

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
USB, Staufen

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

eBioscience, Frankfurt am Main

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe

USB, Staufen

OLS, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt

Annexin-Puffer, pH 7.4, HEPES 10 mM
eingestellt mit NaOH NaCl 140 mM

CaClz 5 mM
PBS-Puffer, pH 7,4 NacCl 128,5 mM
hergestellt als 10x-Konzentrat, KClI 2,8 mM
l?c-Verdunnen mit NaOH Na,HPO, 8.1 mM
eingestellt

KH2P04 1,5 mM
Probenpuffer fiir Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Gelelektrophorese Ficoll Puffer Typ 400 15% (w/v)

TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer),
als 10x konzentriert hergestellt,

gelost in 1x TBE-
Puffer

Tris

1M
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mit HCI auf pH 8,3 eingestellt

TE-Puffer, pH 7,5, eingestellt mit
HCl

2.6 Medien
FM

FM-primar

HBSS-2%

LM-10%

LM-15%

LM-2%

2.7 Zellen

271 LCLs

Borsaure
EDTA
Tris
EDTA

DMEM-Medium
FCS

DMEM-Medium
FCS

Penicillin /
Streptomycin /
Amphotericin B

HBSS (Hank’s buffered
salt solution)

FCS

RPMI-Medium
FCS

Penicillin-/
Streptomycin-Losung

RPMI-Medium
FCS
Penicillin/Streptomycin

LM-10%
RPMI-Medium

IM

30 mM
10 mM
1 mM

90% (v/v)
10% (v/v)

89% (v/v)
10% (v/v)

1% (v/v)

98% (v/v)

2% (V/v)

89% (v/v)
10% (v/v)
1% (v/v)

84% (v/v)
15% (v/v)
1% (v/v)

20% (v/v)
80% (v/v)

LCLs (lymphoblastoid cell lines) sind durch Transfektion mit Eppstein-Barr-Virus

immortalisierte B-Lymphozyten. Die fiir diese Arbeit verwendeten LCLs waren unverwandte

Spender kaukasischen Ursprungs und wurden vom Corriell Institute for Medical Research,

Camden, New Jersey, USA, bezogen. Von urspriinglich in Frage kommenden 59 Zelllinien,;

die den Probanden des HapMap-Projektes entsprechen, konnten 48 angeziichtet werden. Die

zugehorigen ID-Nummern des Coriell Instituts sind:
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GM07000, GM11839, GM11840, GM11993, GM12003, GM12005, GM 12056, GM 12154,
GM12750, GM12760, GM12762, GM12763, GM12812, GM12814, GM12873, GM06993,
GMO06994, GM07022, GM07034, GM07055, GM07056, GM07345, GM07357, GM11832,
GM11992, GM11994, GM12004, GM 12006, GM 12043, GM 12044, GM 12057, GM 12144,
GM12145, GM12146, GM12155, GM12156, GM 12234, GM12239, GM 12248, GM 12249,
GM12717, GM12751, GM 12813, GM12815, GM12872, GM 12874, GM12891, GM12892.

2.7.2 Primadre humane T-Lymphozyten

Diese stammten von freiwilligen Spendern europdischer Abstammung. Deren Gewinnung ist

1m Methodenteil ndher beschrieben.

2.7.3 Fibroblasten

Diese stammten von humanen Hautstlicken, die im Rahmen von Operationen der Abteilungen

Dermatologie und Allgemeinchirurgie der Universitdt Gottingen gewonnen wurden.

2.8 Software

Adobe Photoshop

Bildbearbeitung

Cell-QuestVersionl.1.2™

Software zur Durchfiihrung und Visualisierung der durchflusszytometrischen Messungen fiir

das FACS-Scan Gerit von BD

3100 Data Collection Software Version 1.0 (Applied Biosystems)

Erhebung von Daten mit dem 3100 Genetic Analyser Sequenzierer

GeneScan Analysis Version 3.5.1 (Applied Biosystems)

Auswertung von DNA-Fragment-Analysen im Sequenzierer

HaploView-Software (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview): Software zur grafischen

Aufbereitung von Daten aus den Genotyp-Datenbanken.
MS Office
Programme fiir Textverarbeitung, Prisentationen und Tabellenkalkulation

Phase-Software (Version 2.1): Software zum Berechnen der Haplotypen

Quantity One S Version 4.2.1 (BioRad)
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Grafische Darstellung und Auswertung von Gelbildern.
SDS 2.1 (Applied Biosystems)
Auswertung von Expressionsmessungen, die mit dem TagMan 9100 HT gemacht wurden.

SPSS Version 12.0

Grafische Darstellung von Messdaten und Testung auf mogliche Assoziationen.

SWEEP Version 1.0

Analyse von genetischen Selektionssignaturen
XFluor4 (Tecan)

Programm zur Auswertung von Daten, die mit dem Tecan-Mikroplattengerit gemessen

wurden.

2.9 Datenbanken

NCBI (http://www.nih.gov/)

Informationen zu Genen, mRNA und Proteinen wurden aus dieser Datenbank gewonnen,
ebenfalls Informationen zu dokumentierten Polymorphismen und Microarray-Expressions-

Daten.

dbSNP  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/):  umfassendste =~ Datenbank  zur

genetischen Keimbahn-Variabilitidt beim Menschen

HapMap-Projekt (http://www.hapmap.org/index.html.en)

IIPGA-Datenbank (http://innateimmunity.net/ITIPGA2/index_html)

Fiir die vorliegende Arbeit wurden aus dem HapMap-Projekt Genotypdaten verwendet, fiir
welche in der Abteilung Klinische Pharmakologie zugehorige lymphoblastoide Zelllinien
vorhanden waren. Insgesamt umfasst die Genotypisierung des HapMap-Projekts iiber 4
Millionen genetischer Polymorphismen der menschlichen Keimbahn. Zusétzlich existieren
Datenbanken mit Genpolymorphismen fiir spezielle Fragestellungen, wie z.B. IIPGA, welcher

wichtige Gene tliber den TGFB-Signalweg enthilt.
2.10 Primersequenzen

2.10.1 Primer fur gRT-PCR

Fragment Vorwirts-Primer Riickwiérts-Primer



http://www.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
http://www.hapmap.org/index.html.en
http://innateimmunity.net/IIPGA2/index_html
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TGFBR1
SMADZ2
SMAD3
SMAD4
SMAD7
CDKNI1A
GADPH
HPRTI1
SDHA
UBC
YWHAZ

ACCCTTCATTAGATCGCCCTTT

GCCATCACCACTCAAAACTGT

GAACGTCAACACCAAGTGCAT

ACGAACGAGTTGTATCACCTGG

ACTCCAGATACCCGATGGATTT

GGAAGACCATGTGGACCTGT

CCCTTCATTGACCTCAACTACAT

TGACACTGGCAAAACAATGCA

CCCGAGGTTTTCACTTCACTGT

CGGTGAACGCCGATGATTAT

ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA

CGCAATTGTTCTCTGAACAAGC
GCCTGTTGTATCCCACTGATCTA
ACGCAGACCTCGTCCTTCT
ATGGCTGTCCCTCAAAGTCAT
CCTCCCAGTATGCCACCAC
ACTGCAGGCTTCCTGTGG
ACGATACCAAAGTTGTCATGGAT
GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
CCAGTTGTCCTCCTCCATGTTC
ATCTGCATTGTCAAGTGACGA

CCGCCAGGACAAACCAGTAT
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2.10.2 Primer fur Multiplex-PCR

Gen Polymorphismus Vorwarts-Primer Riickwarts-Primer SNaPshot-Primer

TGFBR2 rs11466531 GGGGTTCCTGTGTGCCCTTATTTC GGCTGGGAGCAGAGAATAGTAACATAAGTG TGGGGTAGAGTTTCTAAACTAGGTTGAG
TGFBR1 rs10819635 GTCTGGGATTCTACAGTGGAATTTTGTC TTCACCACTTGAAGTCAGTCTTGATTG TGATCTGCTTTCCCAAAGAAAA

TGFBR1 rs11466445 CCACAGGCGGTGGCGGCGGGACCAT FAM-CCCGCGCCATGTTTGAGAARAGAGCA

TGFBR1 rs6478974 CTTGGCTGGAGAGGATGGCATGTG TCCCTCTGCGGCACAATTAGACATTC (CTGA) ,CTTATGGGCCTTGAARATCAGG
TGFBR1 rs10988716 CGGAAGGAGGTGTCTTCGTTTACG TTCACCACTTGAAGTCAGTCTTGATTG (ACTG) sACTTAAAAGGTTGGGGGGGGC
TGFBR1 rs11568785 TGTGGGATTTCAGATGCCAGTATATCTC GGAGCAGTTGTTGCCTAGGGCTAAG (TGAC) (TAGTTGTCCACTTGCAACCCA
SMAD3 rsl11632964 GAGGAGAACCCATGAGAGGTGGAAAAC CCAAGTCACTAGCTGTTCAGTGCCAGTTAC TACCAAAAAGTTCCCAACATCATACT

SMAD3 rs6494629 GCATCAGAAGGTCTCAGGAGCCTTAC  AGGCTTCTGAGGGTCCATTATTTCTGTC CTGACTGACTACAAGATACCAGGAGGCTCCC
SMAD3 rs11856909 GGCCCCTGGCTTCCTCTTCTATAAAC  GCCACATACCGGAATCACCTAGGAAAG (CTGA) (CTCCCCTGGAGACCAGTGAATTTC
SMAD3 rs2118613 ATCTCTGGGTCAGTGGTTTCTCAACATC TGGAGTTGGCTAAGGCCTCTAACTTAGTTTC (ACTG)sACTCCCACTTTGTACTGTGAGTTTCTGA
SMAD3 rs17293408 CAGCAGTAGTCCCCAGGATGAGACAG  GGGTGGACTCAAGGTATCGGACTTTC (TGAC) (TATCGGACTTTCCAGGTAATGAAAAA
SMAD3 rs4776344 AGGCTCAGACAAGGCATTTGCTGAC CCATCCCTCGAACCCTCAGAGTACTTC (GACT) sGGGACCACAGACATAGCCATC
SMAD3 rs3743343 GGCAACTTTTCAAAAACACAGCTATCA  ACTACACCCTCCACCAACATTCAGAAC (ACTG) ,CAACTTTTCAAAAACACAGCTATCA
SMAD7 1rs4939827 GAACCCTGTTTTAGGGATGAGCTGAAC  GAGACGCGTAAAACTTGCTGAGATATCTG  CAGCCTCATCCAAAAGAGGAAA

SMAD7 rsl2953717 GAACCCTGTTTTAGGGATGAGCTGAAC CAGCCTCATCCAAAAGAGGAAA ACACCAACCTCGCATGCAG

SMAD7 rs6507876 GCAGTTACCAGGGTGTTTCCTTTTCAC AAGTCCCGACTTTGCAAGATGAAATTG (TGAC) ;TGAAGCCCCACCAGGAAGA

SMAD7 rs4464148 GCAGTTACCAGGGTGTTTCCTTTTCAC AAGTCCCGACTTTGCAAGATGAAATTG (GACT) s;GGGAACAGACAGAGAAGGATGAA
SMAD7 rs1873191 GCACTGCCAACAGTAGGAGCTGTAATTG CTTTTCGCATCCTCAGGAACAACAATG AGCGGGGCAGGTTTTCCTC

SMAD4 rs10502913 CCTATCCCTTCTCCTGCCATTTAAGGAC TGAGGGAGCATGGAAAGTTCATAGGTAAC (GACT) 4AGACTAGCCAATCCTGACTGATAC
SMAD4 rs3764465 GCATGGGGTTTATGAGTTGAGACAGACA GCCACTGTTGTAGTTTTGAGCCTCTTCAG  GCATGGGGTTTATGAGTTGAGACAGACA
SMAD4 rs17663887 GCCACCAAAACATTGGGTAATTGTTGTC GGTGAAACCGCGTCTCTACGAAAAATAG (TGAC) sTAACCAGTGTACCTATCAGTTGTTTGC
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3 Methoden

3.1 Zellgewinnung und Zellkultur

3.1.1 T-Lymphozyten

Um den Einfluss von genetischen Varianten auf funktionelle Parameter zu testen, ist eine
ausreichende Fallzahl nétig. Diese hidngt sowohl von der Effektstirke als auch von der
Haufigkeit einer Genvariante ab. Um einen Effektunterschied von ca. 30% bei einer Variante
mit mindestens 25% Allelfrequenz statistisch nachweisen zu koénnen, mussten fiir die
Probandenstudie mindestens 100 Personen rekrutiert werden. Die Kriterien hierfiir waren klar
vorgegeben. Es sollten Nichtraucher im Alter von 18-55 Jahren sein und einen kaukasischen
Ursprung haben. Die Probanden sollen zum Zeitpunkt der Blutspende korperlich gesund sein.
Zusitzlich wurde ein Differentialblutbild angefertigt. Bei krankhaften Befunden wurden die
entsprechenden Proben von den weiteren Analysen ausgeschlossen. Auflerdem durften keine

Medikamente mit Ausnahme von Antiallergika und Kontrazeptiva eingenommen werden.

Die Blutentnahme erfolgte in der klinischen Pharmakologie der Universitdt Gottingen. Den
Probanden wurde nach griindlicher Desinfektion 6x9 ml Blut in Heparin-Réhrchen
abgenommen, sowie 3x2,7 ml in EDTA-R6hrchen. Ein Réhrchen des EDTA-Bluts wurde
zum Differentialblutbild in die klinische Chemie gegeben und die restlichen 2 EDTA-
Rohrchen wurden bei -20°C fiir eine spatere DNA-Isolierung eingefroren. Das heparinisierte
Blut wurde, nachdem es auf Raumtemperatur abgekiihlt war, nach 15-30 min

weiterverarbeitet.

Die benétigen T-Lymphozyten wurden {ber ein mehrschrittiges Verfahren aus
heparinisiertem  Vollblut  isoliert. = Zundchst wurden @ PBMCs  mittels des
Dichtegradientenmediums Ficoll-Paque Plus nach Angaben des Herstellers gewonnen. Dazu
wurden in zwei 50-ml-Falcon-Rohrchen je 22,5 ml RPMI mit 22,5 ml Blut vermischt. Nun
wurde von diesen Mischungen jeweils 15 ml in ein schon vorher mit 15 ml Ficoll befiilltes
50-ml-Falcon gegeben. Die Uberschichtung musste langsam und vorsichtig erfolgen, damit
keine Vermischung der beiden Losungen stattfand. Pro Proband ergaben sich sechs solcher
Ansitze. Diese wurden nun 30 min (18°C, ohne Bremse, ohne Beschleunigung) zentrifugiert.
Die Dichte von Ficoll betrdgt 1,077 g/cm? und ist somit hoher als die von Lymphozyten und
Monozyten, aber niedriger als die von Erythrozyten und Granulozyten. Nach der
Zentrifugation war in den Falcons folgende Auftrennung zu erkennen: Ficoll mit Erythrozyten

und Granulozyten als Pellet, danach zwischen Ficoll und Plasma die PBMCs und oben
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Plasma und Thrombozyten. Der Ring zwischen Plasma und Ficoll wurde nun mit einer 5-ml-
Spitze per Accu-Jet abgesaugt und in zwei beschriftete 50-ml-Falcon-Rohrchen gegeben.
Diese wurden danach mit PBS aufgefiillt und 10 min zentrifugiert (18°C, bei mittlerer Bremse
und Beschleunigung). Nach Zentrifugation erkannte man unten ein Pellet. Die beiden 50-ml-
Falcons wurden bis zur Verjiingung mit einer Glaspipette abgesaugt. Nun wurden die Inhalte
der beiden Falcons vereinigt, indem das eine Pellet mit einer 25-ml-Spitze eines Accu-Jets mit
HBSS (enthielt 2% FCS) resuspendiert und in das andere Falcon iiberfithrt wurde. Nun war
nur noch ein 50-ml-Falcon iibrig, welches noch mit HBSS (2% FCS) aufgefiillt wurde. Jetzt
folgte wieder eine Zentrifugation fiir 10 min (18°C, bei mittlerer Bremse und
Beschleunigung). Danach wurde der Uberstand mit einer Glaspipette bis etwa 0,5 cm vom
Boden entfernt abgesaugt und mit 1 ml LM-10% resuspendiert, sodass sich nun eine
Zellsuspension von 1,5 ml ergab. Darin wurden nun die T-Lymphozyten mit dem humanen
Antikorper gegen CD3 mit APC-Markierung gefdrbt und fiir 20 min auf Eis im Dunkeln
gelagert. AnschlieBend wurden noch 2 ml LM-2% dazugegeben. Diese Zellsuspension wurde
iiber einen 50-pum-Filter in ein 5 ml-Rohrchen (Firma Sarstedt) iiberfiihrt. Danach wurde der
Filter noch mit 1 ml LM-2% nachgespiilt, um eventuell hdngengebliebene Zellen nicht zu
verlieren. In dem 5-ml-Rohrchen befanden sich nun etwa 4,5 ml Zellsuspension. Diese wurde
dann 5 min (18°C, mittlere Bremse und Beschleunigung) zentrifugiert und mit einer 1000-pl-
Pipette 3,5 ml des Uberstands abgenommen. In den verbliebenen 1,5 ml wurde das Pellet nun
resuspendiert. Nun wurden die Zellen auf Eis zum Sortieren in die Abteilung fiir Himatologie

und Onkologie des Uniklinikums Gottingen gegeben.

Mit einem FACSAria Il wurde die Sortierung der im vorigen Abschnitt genannten Zelltypen
durchgefiihrt. Fiir diese Arbeit waren nur die T-Lymphozyten relevant. Wegen der groB3en
Zahl der benoétigten Zellen wurden die Parameter so eingestellt, dass eine moglichst hohe
Sortiergeschwindigkeit erzielt wurde (etwa 15.000 Zellen/s). Ziel waren mindestens 13,2
Millionen T-Lymphozyten, welche in zuvor mit 300 pl FCS benetzte 5-ml-Rohrchen sortiert
wurden. Dies dauerte etwa 1,5-2h. Dabei mussten die 5-ml-Auffangrohrchen héufig
gewechselt werden. Fiir die CD3-positiven Zellen wurden pro Sortierung etwa 20 dieser 5-ml-
Rohrchen bendtigt, welche auf Eis gelagert wurden. Nach Ende der Sortierung wurden diese
in 50-ml-Réhrchen vereinigt und 10 min bei 500 g (bei mittlerer Geschwindigkeit und
Bremse) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und die CD3-positiven Zellen mit LM-
10% auf 1 Million/ml eingestellt.
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3.1.2 Lymphoblastoide Zelllinien (LCLSs)

Die immortalisierten LCL-Zellen lagerten bei -170C° im Stickstofftank. Bei der Arbeit am
Stickstofftank musste eine zweite Person zur Sicherheit anwesend sein. Nach Entnahme der
Zelllinien wurden diese in einem Wiarmebad bei 37C° kurz angetaut. Sobald der Eiskern in
den Kryo-Rohrchen durch das Antauen mobil war, wurde dieser sofort in ein zuvor mit 30 ml
LM-15% befiilltes 50-ml-Falcon-Réhrchen iiberfiihrt. Dann wurden die Falcon Réhrchen fiir
10 min bei 500 g (18C°, mittlere Beschleunigung, mittlere Bremse) abzentrifugiert.
Wihrenddessen wurden kleine Kulturflaschen mit 25cm? Oberfliche vorbereitet. Diese

wurden mit der Nummer der Zelllinie, der Passagenummer (nach Auftauen mit ,,1

bezeichnet) und dem Auftaudatum beschriftet.

Die LCL-Zellen wurden nun bei 37°C und 5% CO2 inkubiert und im Abstand von 3-4 Tagen
mikroskopiert, um Zelldichte und Qualitdt des Mediums zu iiberpriifen. Bei Erreichen einer
bestimmten Zelldichte bzw. bei einer beginnenden Gelbfirbung des im Medium enthaltenen
Phenolrots wurden die Zellen passagiert und das Medium ersetzt. Nach dem ersten
Passagieren wurden die Zellen in 75-cm?-Flaschen kultiviert. War eine Zellzahl von

mindestens 22,8 Millionen erreicht, konnten sie fiir die Versuche verwendet werden.

Eine genaue Bestimmung der Zellzahl erfolgte kurz bevor eine Zelllinie fiir die Versuchsreihe
eingesetzt wurde. Um eine homogene Zellsuspension zu erreichen, wurden die 75-cm?-
Kulturflaschen mehrere Male geklopft und dann mit einer 10-ml-Pipette mit dem Acculet
resuspendiert. Diese Suspension wurde dann in 50-ml-Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Jetzt
wurde in ein 1,5-ml-Reaktionsgefd3 20 pl Trypanblau gegeben und 20 ul der Zellen aus dem
Falcon-Rohrchen dazugegeben. Dieser Ansatz wurde gut durchmischt und mit einer auf 15 pl
eingestellten Pipette eine Neubauer-Zdhlkammer vorsichtig befiillt. Dabei war darauf zu
achten, dass bei der Vorbereitung der Zdhlkammer und dem Auflegen des Deckglases
Newtonsche Ringe zu sehen waren. Nun mussten vier GroBquadrate ausgezdhlt werden, aus
denen der Mittelwert berechnet wurde. Der Mittelwert pro Gro3quadrat wurde nun mit dem
Faktor 10 multipliziert, um die Zellzahl in einem pL zu berechnen. Eine Multiplikation mit
dem Faktor 1000 ergibt die entsprechende Zahl in einem mL. Um die Gesamtzahl der Zellen
zu erhalten, musste noch mit Faktor 2 (wegen der Verdiinnung in Trypanblau) sowie mit dem

Gesamtvolumen der Zellsuspension (in ml) multipliziert werden.

3.1.3 Fibroblasten

Fibroblasten wurden aus gesunder Haut durch Auswuchstechnik angeziichtet. Die Hautstiicke

stammten von den Abteilungen fiir Dermatologie bzw. Allgemeinchirurgie der Universitdt
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Gottingen. Die Spender, welche ihr schriftliches Einverstindnis erklért hatten, sollten nicht
alter als 18-60 Jahre sein und durften keine chronisch infektidsen bzw. autoimmunologischen
Erkrankungen haben. Das fiir die Fibroblasten-Anzucht verwendete Hautstiickchen, fiir
welches eine Grofle von wenigen Quadratmillimetern geniigte, durfte keine pathologischen
Veranderungen aufweisen und musste insbesondere auch Tumor-frei sein. Die nach Entnahme
in physiologische Kochsalzlosung eingelegten Hautstiicke wurden nun unter sterilen
Bedingungen zur weiteren Kultivierung vorbereitet. Dazu wurde zuerst das subdermale
Fettgewebe in sterilen Petrischalen entfernt. Dann wurde das Hautprdparat mit Einmal-
Skalpellen in kleine Stiickchen mit wenigen Millimetern Kantenldnge geschnitten und mit der
Epidermis nach oben auf den Boden einer 115-cm?-Zellkulturflasche mit herausnehmbaren
Deckel gesetzt. Dort lieB man sie 3-5 min antrocknen, um sie dann mit 15 ml FM-priméar
vorsichtig zu umspiilen. Das Antrocknen der Hautstiickchen war von Bedeutung, weil sie
nicht im Medium schwimmen durften. Nun wurden die Zellkulturflaschen im Brutschrank bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Dabei war es wichtig, jede Woche das Medium zu wechseln.
Hier konnte auch gleich unter dem Mikroskop kontrolliert werden, ob Fibroblasten
ausgewachsen waren. War dies der Fall, wurden die Hautstiickchen entfernt, indem um diese
mit einem sterilen Skalpell herum geschnitten wurde, um die vorhandenen
Fibroblastenaussprossungen nicht mit zu entfernen. Dann wurde das Medium abgesaugt und
durch 30 ml neues FM-primér ersetzt und weiter im Brutschrank inkubiert. Bei einem dichten
Bewuchs der Zellkulturflaschen konnten die Zellen passagiert werden. Dabei wurde das
Medium abgesaugt, die Zellkulturflasche dann mit 10 ml PBS gewaschen und dieses ebenfalls
mit einer sterilen Glaspipette abgesaugt. Dann wurden 3 ml Trypsin-Lésung (Tryple-Express)
dazugegeben und die Flasche fiir 3 min in den Brutschrank gestellt. Danach wurde die Flasche
aus dem Brutschrank genommen und die Fibroblasten durch Klopfen geldst. Nach dem
Klopfen war eine Kontrolle unter dem Mikroskop notwendig, damit sichergestellt war, dass
sich auch alle Zellen gelost hatten. Nun wurde die Zellsuspension ziigig in ein 50-ml-
Rohrchen iiberfiihrt, in welches zuvor das doppelte Volumen FM des zuvor verwendeten
Trypsins vorgelegt worden war, um das Trypsin zu inaktivieren. Das 50-ml-R6hrchen wurde
nun zentrifugiert (10 min, 500 g, Raumtemperatur) und der Inhalt abgekippt. Die Zellen
wurden in 1 ml FM resuspendiert und ausgezéhlt. Hierfiir wurden 20 pl der Zellsuspension in
eine Neubauer-Zahlkammer gebracht. War das Ergebnis kleiner als 200.000 Zellen pro
Milliliter, so wurden die Fibroblasten in eine 25-cm2-Zellkulturflasche iiberfithrt. Waren es
mehr als 200.000 Zellen, so wurden sie in 75-cm*-Flaschen weiter kultiviert, je nach Grofie

der Kulturflasche in 5 bzw. 20 ml. Nun wurden die Flaschen zuriick in den Brutschrank gelegt
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und bei 37°C und 5% CO, weiter kultiviert. Alle 5-10 Tage wurden die Flaschen unter dem
Mikroskop kontrolliert, das Medium gewechselt und bei entsprechender Zellzahl gesplittet.

Dabei wurde je nach Zellzahl in verschiedenen Verhiltnissen gesplittet, zwischen 1:1 und 1:8.
3.2 Behandlung der Zellen

3.21 T-Lymphozyten

Diese auf eine Million/ml in LM-10% eingestellten T-Lymphozyten wurden auf eine 12-
Well-Platte tiberfiihrt, wobei zundchst nur die beiden zu bestrahlenden Wells mit jeweils
900 pl befiillt wurden. Die Platten wurden dann mit insgesamt 2 Gy und einer Dosisleistung
von | Gy/min bestrahlt (Bestrahlungsgerit Stabilipan der Firma Siemens, Erlangen). Diese
Strahlendosis wurde auf Basis fritherer Ergebnisse der Abteilung Kinische Pharmakologie der
Universitidt Gottingen gewdhlt und entspricht in etwa derjenigen, welche die Patienten pro
Behandlungstag erhalten. Dann wurden die iibrigen Wells ebenfalls mit 900 pl Zellsuspension
befiillt und mit Zytokinen behandelt, wobei jeder Ansatz in Duplikaten angelegt wurde. Die
humanen rekombinanten Zytokine TGFB1 und anti-TGFB1 wurden dabei in einer
Endkonzentration von 5 ng/ml von TGFB1 und 250 ng/ml anti-TGFf1 eingesetzt. Aus kleinen
Aliquots einer Stocklosung mit jeweils 10 pg/ml wurden nach einmaligem Auftauen
Vorverdiinnungen mit 200 ng/ml in LM-10% hergestellt und daraus dann jeweils 22,5ul zu
den 900 pl Zellsuspension gegeben. Eine Ansatz (ebenfalls doppelt) wurde als unbehandelte
Kontrolle mitgefiihrt.

Die Ansitze inkubierten nun fiir 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,. Primirer
funktioneller Endpunkt waren Anderungen der Expression von Genen des TGFp-Signalwegs
unter den durchgefiihrten Behandlungen. Dazu wurde nach 24 h RNA gewonnen, wobei die
Doppeltansitze hierfiir vereinigt wurden. Bis zur Isolierung der RNA-Proben wurden diese
bei -80°C gelagert. Als sekunddrer funktioneller Parameter interessierten noch mogliche
Auswirkungen auf die Zellvitalitit, wenngleich nennenswerte Effekte hier nur bei der
Bestrahlung erwartet wurden. Fiir diese Messungen wurde jeder der Doppeltansétze der 12-
Well-Platte in Duplikaten (d.h. insgesamt vier Replikate pro Bedingung) gemessen. Dies
geschah mittels fluorometrischer Messung des Substratumsatzes von AlamarBlue®, mit

welchem die Proben fir weitere 4 bzw. 24 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert wurden.

3.2.2 Lymphoblastoide Zelllinien

Nach ausreichender Vermehrung einer LCL-Kultur wurden die Zellen in einem 50-ml-

Rohrchen fiir 7 min bei 500g (18°C, mittlere Beschleunigung, mittlere Bremse) zentrifugiert.
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Dann wurde das Medium abgekippt und die LCLs in LM-15% resuspendiert und dabei auf
1 Million/ml eingestellt. Davon wurden je 3,9 ml auf eine beschriftete 6-Well-Platte zu einer
Vorinkubation liber 16 h gegeben. In eins der sechs Wells wurde humanes rekombinantes,
aktives TGFB1-Protein in einer Zielkonzentration von 5 ng/ml gegeben. Dazu wurde aus
Aliquots der 10 pg/ml-Stocklésung zunéchst eine Vorverdiinnung mit 500 ng/ml in LM-15%
hergestellt und aus dieser dann 39 pl auf die 6-Well-Platte pipettiert. Nach 16 h wurden am
néchsten Tag vier unbehandelte Ansdtze aus der 6-Well-Platte in Duplikate auf eine 12-Well-
Platte mit je 1500 pl verteilt. Die restlichen 2 Wells der 6-Well-Platte, also ein unbehandeltes
Well und eines mit TGFB1 vorbehandelt, wurden dann mit 3 Gy bestrahlt (Xstrahl RS225).
Auf Grund von Voruntersuchungen in der Abteilung fiir Strahlentherapie und Radioonkolgie
der Universitdt Gottingen wurden die LCLs mit 3 Gy und nicht wie die T-Lymphozyten mit
2 Gy bestrahlt. Davon wurden dann je 1500 pl der bestrahlten Kontrolle und der bestrahlten
TGFB1-Probe auf die 12-Well-Platte iberfiihrt. Somit befanden sich nun je 1500 pl
Zellsuspension in zwei Parallelansitzen fiir die unterschiedlichen Behandlungen auf der 12-
Well-Platte, die unbehandelte Kontrolle sogar vierfach. Dann wurde die Platte im Brutschrank

bei 37°C und 5% CO, fir 4h inkubiert.

Wegen der potenziellen Gefdhrdung von Zytokinen durch wiederholtes Auftauen wurden aus
den Stocklosungen (je 10 pg/ml Zytokin in LM-10%) kleine Aliquots (20-40 pul) angefertigt
und bei -20°C gelagert. Jedes dieser Aliquots wurde nur einmal aufgetaut und dann fiir bis zu
2 Wochen bei Kiihlschrank-Lagerung (4°C) verwendet. Die daraus hergestellten
Verdiinnungen mit 500 ng/ml in LM-15% wurden nur bis zu einer Woche verwendet und

ebenfalls bei 4°C aufbewahrt.

3.2.3 Fibroblasten

Fir die Versuchsreihe wurden die Fibroblasten in 6-Well-Platten zu je 100.000/ml
ausgebracht. Dann wurden sie fiir eine Woche im Brutschrank kultiviert, um eine
gleichméBige Bewachsung der Wells sicher zu stellen. Dies wurde am Ende der Woche mit
dem Mikroskop kontrolliert. Dann wurde das alte Medium durch frisches ersetzt und die
Zellen mit 2 bzw. 8 Gy bestrahlt. Die Bestrahlung erfolgte in der Abteilung fiir
Strahlentherapie und Radioonkologie der Universitdt Gottingen (Bestrahlungsgerét Stabilipan
der Firma Siemens, Erlangen). Die so behandelten Fibroblasten wurden dann fiir 24 h im
Brutschrank bei 37°C inkubiert und dann aus diesen Proben RNA asserviert und bei -80°C

eingefroren.
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3.3 Zellvitalitats-Messungen

3.3.1 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Messungen (FACS, fluorescence-activated cell sorting) zur
Bestimmung des Anteils noch intakter Zellen wurden mit den behandelten LCLs
durchgefiihrt. Diese erfolgten nach 30-stiindiger Inkubation, gerechnet vom Zeitpunkt der
Bestrahlung an. Dazu wurden — nach griindlichem Mischen — von der 12-Well-Platte je 100 pl
der Zellsuspension in ein vorher beschriftetes FACS-Rohrchen iiberfithrt. Das FACS-
Rohrchen wurde nun mit PBS bis 1 cm unter den Rand befiillt und bei 500g fiir 5 min (18°C,
mittlere Beschleunigung, mittlere Bremse) zentrifugiert. Wahrenddessen wurde die FACS-
Mischung vorbereitet. Dazu wurden in ein 50-ml-Rohrchen 9,1 ml PBS vorgelegt. Dazu
kamen 3,9 ml klares RPMI-Medium mit 15% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin.
Weiterhin wurde 2,6 ul DCFH und 5,2 pl Propidiumjodid dazugegeben und die Mischung bei
1400 rpm fiir 3 s gevortext. Nach Zentrifugation der mit PBS befiillten FACS-Rohrchen
wurden diese abgekippt und der letzte Tropfen in den FACS-Rohrchen belassen. Jetzt wurde
jede FACS-Probe mit 1000 pl der FACS-Mischung beschickt und kurz bei 1000 rpm fiir 3 s
gevortext. Danach kamen die FACS-Ro6hrchen fiir die Dauer von einer Stunde zur Inkubation

in den Brutschrank bei 37°C. Dann erfolgte die FACS-Messung (FACScan).

Mit der Fluoreszenz-aktivierten Zellanalyse (FACS-Analyse) konnen bestimmte
Eigenschaften von Zellen iiber Fluoreszenz-Detektion gemessen werden. Von Interesse in
dieser Arbeit war die Zellvitalitdt, die sich z.B. mit Annexin (als Apoptose-Marker) oder mit
Propidiumiodid (als Nekrose-Marker) bestimmen ldsst. Bei normalen Leukozyten ldsst sich
typischerweise eine Sequenz von Apoptose in Nekrose beobachten. Die LCLs hingegen
farben sich unabhdngig von der zeitlichen Sequenz in gleicher Weise mit Annexin und
Propidiumiodid an, so dass die Messung eines der beiden Parameter hier geniigte. Dessen
Anregung erfolgt bei einer Wellenldnge von 488 nm, das Emissionsspektrum erstreckt sich
iiber eine relativ weite Spanne zwischen 575 und 620 nm. Dies stellte aber fiir die hier
durchgefiihrten Messungen kein Problem dar, da in diesem Bereich keine andere,

interferierende Substanz gemessen wurde.

3.3.2 AlamarBlue®

Die Vitalidtsmessung der sortierten T-Lymphozyten in der Probandenstudie erfolgte mit dem
AlamarBlue®-Assay in schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatten. Das Prinzip beruht auf einer

Reduktion von Resazurin zu dem fluoreszierenden Resofurin, die umso hoher ist, je vitaler die
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Zellen sind. Das reduzierte Resofurin hat ein Maximum der Exzitation bei 485 nm und der

Emission bei 612 nm.

Zur Messung wurde die 12-Well-Platte, welche 24 h zuvor mit Zytokinen behandelt wurde,
5s bei 1000 rpm gevortext und eine gleichmifBige Verteilung der Zellen mikroskopisch
kontrolliert. Auf einer sterilen schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatte mit klarem Boden wurde
in 4 Reihen 60 ul LM-10% mit einer Multipipette in jedes Well vorgelegt. Nun wurden in
Doppelbestimmung jeweils 40 ul von der 12-Well-Platte auf die schwarze Platte {iberfiihrt,
d.h. pro Behandlung wurde eine 4-fach-Bestimmung durchgefiihrt (da auf der 12-Well-Platte
jede Bedingung zweimal vorhanden war). Dazu kamen dann 10 pl der gebrauchsfertigen
AlamarBlue®-Losung. AnschlieBend wurde die schwarze Platte kurz bei 600 rpm gevortext
und bei 37°C inkubiert. Die Fluoreszenz-Messung wurde nach einer Inkubationszeit von 4
und 24 h durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde aus den vier Messwerten jeder Behandlung
zuerst der Median berechnet. Davon wurde dann der Messhintergrund, welcher nur aus
Medium und AlamarBlue® bestand, subtrahiert. Danach wurden die Werte fiir die finf
unterschiedlichen Behandungen (2 Gy, IL10, IL1B, TGFp1, anti-TGFB1) auf die Kontrolle

bezogen und so die prozentuale Verdnderung ermittelt.
3.4 RNA-Methoden

3.4.1 Asservierung von RNA

Die Entnahme der RNA erfolgte bei den LCLs nach einer Inkubation von 4 und 24 h, bei den
T-Lymphozyten aus der Probandenstudie nach 24 h. Dabei wurden die jeweiligen
Doppeltansitze aus den 12-Well-Platten in 5 ml-Réhrchen vereinigt. Bei den LCLs waren
dies entsprechend den Behandlungen vier unterschiedliche Ansdtze mit je 800.000 Zellen
(Kontrolle, 5 ng/ml TGFf1, 3 Gy und 5 ng/ml TGFB1+3 Gy), bei den T-Lymphozyten pro
Ansatz etwa 1.400.000 Zellen: Kontrolle, 2 Gy, 5 ng/ml TGFBI, 250 ng/ml eines TGFf1
neutralisierenden Antikorpers (kurz ,,anti-TGFB1* genannt). Die 5 ml-RShrchen mit den
Zellsuspensionen wurden bis 1 cm unter den Rand mit PBS befiillt und bei 500g fiir 5 min
(18°C, mittlere Beschleunigung, mittlere Bremse) zentrifugiert. Dann wurden die R6hrchen
abgekippt und der letzte Tropfen mit einer 1000-pul-Pipette abgenommen und verworfen. Den
Zellen wurde dann 350 ul Mercaptoethanol hinzugefiigt. Dann erfolgte eine kurze Inkubation
von 2 min. Dann wurde mit einer 1000-pul-Pipette die Zellsuspension solange resuspendiert,

bis keine Schleimfiden mehr sichtbar waren. Dann wurde das Lysat in schon vorher
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beschriftete 2 ml-Reaktionsgefille gefiillt und fiir weitere 10-15 min inkubiert. Jetzt wurden

die gewonnenen Proben bei -80°C bis zur RNA-Isolierung eingefroren.

3.4.2 lIsolierung und Quantifizierung von RNA

Die oben genannten RNA-Proben, welche bei -80°C lagerten, wurden nun auf Eis langsam
aufgetaut. RNA ist sehr empfindlich gegeniiber diese abbauenden RNasen. Deshalb miissen
beim Arbeiten mit RNA besondere VorsichtsmaBBnahmen eingehalten werden. Zuerst wurden
mit Anti-RNase-Spray (RNase-Zap) die Arbeitsflichen und —gerite eingespriiht. Zur
Isolierung wurde das RNase mini-Plus-Kit von Qiagen benutzt. Die Isolierung erfolgte mit
einem Roboter (BioRobot® EZ1) nach Protokoll des Herstellers. Nach Ende der Prozedur

wurden die Proben sofort wieder auf Eis gelagert.

Die gewonnene RNA wurde mit Hilfe des Biophotometers 6313 quantifiziert. Das Gerét
wurde mit einer fiir den Mikroliter-Bereich geeigneten Messzelle aufgeriistet (LabelGuard™,
wobei hier der das Messsignal um den Faktor 10 verstirkende Deckel und ein Probenvolumen
von je 3 ul verwendet wurde). Als Messhintergrund wurde die Absorption von ddH,O
bestimmt. Nukleinsduren haben ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, woriiber die
Konzentration der RNA-Proben ermittelt wurde (noch korrigiert mit derjenigen bei 320 nm).
Zusitzlich wurde bei 280 nm die Konzentration von Proteinen bestimmt. Der Quotient der
optischen Dichte bei 260 nm/280 nm gibt Aufschluss liber den Reinheitsgrad der RNA.
Dieser Welt sollte zwischen 1,8 und 2,3 liegen, was grundsitzlich der Fall war. Nach jeder
Messung wurde die Kiivetten-Oberfliche mit einem Fussel-freien Papiertuch gereinigt. Die
Effizienz des Reinigens wurde photometrisch kontrolliert, bevor eine erneute Messung

stattfinden konnte.

3.4.3 cDNA-Synthese

Die reverse Transkription der isolierten RNA erfolgte mittels SuperScript™-II-Reverse-
Transkriptase. Dieses stellt aus der vorhandenen RNA komplementire cDNA her. Die
Vorgehensweise war im Einzelnen wie folgt: Zunichst wurden 0,1 unit dN6 Random Primer
in eine RNase-freie 96-Well-Platte vorgelegt. Diese bestehen aus sechs Nukleotiden aller
moglichen Kombinationen der vier Basen, um mdglichst alle RNA-Molekiile zu erfassen und
umzuschreiben. Dann wurde isolierte RNA dazugegeben. Bei den Proben der LCL-Studie
wurde hierfiir jeweils 1 ug Gesamt-RNA eingesetzt, bei den Proben der T-Lymphozyten aus
der Probandenstudie wegen der geringen Ausbeute an RNA die gesamte Menge ohne

vorherige Quantifizierung. Die Platten wurden spaltenweise mit Streifen (Flat 8 Cap Strips)
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verschlossen. Die Gesamtvolumina dieser Ansidtze betrugen 18,5 ul bei den Proben der LCL-
Studie (1 pl dN6, RNA und ddH,O zusammen 17,5 pl) und 37 pl bei den Proben der T-
Lymphozyten (35 ul RNA und 2 pl dN6). Nach kurzer Zentrifugation wurde die Mischung in
einem Thermocycler bei einer Temperatur von 72°C fiir 10 min inkubiert, um die RNA zu
denaturieren. Sofort danach wurde die Platte auf Eis gebracht, um eine Renaturierung zu
verhindern. An dieser Stelle findet auch die Anlagerung der Primer statt. Wéhrenddessen
wurde der Mastermix fiir die reverse Transkription entsprechend Tab. 1 vorbereitet. Die
mittlerweile abgekiihlten Proben wurden nun kurz abzentrifugiert und mit 11,5 pl (bei den
LCL-Proben) bzw. 13,5pul (bei den Lymphozyten-Proben) versetzt. Nach erneutem
Zentrifugieren wurden diese Ansétze nun fiir 10 min bei 25°C und dann fiir die eigentliche
Enzymreaktion eine Stunde lang bei 42°C im Thermocycler inkubiert. Daran schloss sich

noch eine Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase bei 75°C fiir 15 min an.

Die LCL-Proben wurden nun zundchst mit ddH,O auf 10 ng/ul cDNA (geschitzt aus der
Menge der initial eingesetzten RNA) eingestellt und dann auf 96-Well-PCR-Platten zu 2 ng/ul
in TE-Puffer gebracht. Aus diesen Mutterplatten erfolgten dann die spéteren Real time-
Expressionsmessungen. Die Proben der T-Lymphozyten wurden nach der reversen
Transkription direkt mit 200 pl TE-Puffer auf 96-Well-PCR-Platten versetzt, so dass eine

cDNA-Konzentration von etwa 2 ng/ul vorlag.

Mastermix fiir cDNA-Synthese Menge bei LCLs Menge bei T-Lymphozyten
5x RT Puffer 6,00 ul 9,00 pl
0,1 M DTT 2,50 pul 2,50 ul
10 mM dNTPs 1,00 pul 1,50 pul
RNase-Inhibitor (40 U/ ul) 0,50 pl 0,50 pnl
Reverse Transkriptase (200 U/ ul) 0,25 ul 0,30 pnl
Gesamt 11,75 pl 13,80 pl

Tab. 1 Reaktions-Mastermix fiir cDNA-Synthese

3.4.4 Referenzgene

Die Effizienz der reversen Transkription kann sehr variabel sein. Um dies zu kontrollieren, ist
die Messung des Expressionszustands von Referenzgenen erforderlich. Wegen der geringen
RNA-Ausbeute bei den T-Lymphozyten wurde das gesamte RNA-Isolat zur reversen
Transkription eingesetzt und auf eine Quantifizierung verzichtet. Die Normierung erfolgte

hier zum einen durch eine konstante Zellzahl fiir die RNA-Gewinnung, insbesondere aber
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durch die Referenzgene bei der Expressionsmessung. Als Referenzgene wurden im Rahmen
dieser Arbeit GAPDH, HPRTI, SDHA, UBC und YWHAZ verwendet, welche als solche auch
in der Literatur gefunden werden. Fiir die vorliegende Arbeit wurde darauf geachtet, dass sie
das gesamte Spektrum der Expressionsstirke der Zielgene abbilden. Fiir die Auswertung
wurde aus diesen fiinf Referenzgenen ein gewichtetes Mittel errechnet, auf welches dann

jedes der Zielgene bezogen wurde.

Idealerweise sollten die Referenzgene unter den durchgefiihrten Behandlungen keine
Verdnderung ihrer Expressionsstirke zeigen (daher auch Housekeeping-Gene genannt). Bei
massiv zytotoxischen Behandlungen wie z.B. Bestrahlung gibt es aber keine derartigen Gene.
Dennoch ist auch hier der Bezug auf Referenzgene sinnvoll, um beurteilen zu kdnnen, wie
stark die Verdnderung eines Zielgens (zumeist Herunterregulation in Folge des

Zelluntergangs) in Relation zu den Referenzgenen ist.

3.4.5 Quantitative Real time-PCR (qRT-PCR)

Bei der Real time-PCR wird zeitgleich zur ablaufenden PCR die quantitative Zunahme der
Amplifikate gemessen. Bei der in dieser Arbeit ausschlieBlich durchgefiihrten zweischrittigen
Reaktion, d.h. der zeitlichen Trennung von reverser Transkription und qRT-PCR, wurde als
Matrize immer der gesamte cDNA-Pool eingesetzt. Die jeweilige Spezifitit fiir ein
bestimmtes Gen wird durch ein spezisches Primerpaar erreicht. Diese Messungen wurden
grundsitzlich in Doppelbestimmung auf einer 384er-Thermo-Fast-Platte in einem
Gesamtvolumen von 10 ul — bestehend aus 7 ul Reaktionsmix und 3 pl cDNA — durchgefiihrt.
Um eine eventuelle Kontamination auszuschlieen, wurde der Reaktionsmix in einem DNA-
freien Arbeitsbereich hergestellt. Dieser setzte sich aus 5 pl HotStart-IT® SYBR® Green-
Mastermix, 0,2 pl einer 10 uM Mischung aus Vorwiérts- und Riickwértsprimer fiir das zu
messende Gentranskript sowie 1,8 ul DNase-freiem H,O zusammen. Nach Wechsel des
Arbeisplatzes kamen pro Reaktion 3 pl ¢cDNA aus den Mutterplatten (Konzentration etwa
2 ng/ul) hinzu. Die Platte wurde mit einer optisch klaren Folie verschlossen. Hierbei war auf
einen festen Verschluss der Folie zu achten, da es sonst zu einem Abheben der Folie wiahrend
der Erhitzung der Platte und nachfolgend zu einem Verdampfen der Probe kommen kann.
Nach kurzem Abzentrifugieren wurde die Platte dann in einem TagMan 7900 HT-Gerit

gemessen. Die Standardbedingungen fiir die Geriteeinstellung sind Tab. 2 zu entnehmen.
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Gen Initiale PCR-Programm Schmelzpunktkurve mit
Aktivierung  Denaturierung Annealing Elongation Zyklenzahl eindeutigem Peak?

Zielgene

CDKNI1A4 95°C,2min  95°C, 15 s 64°C,20s 72°C,40s 40 ja

SMAD?2 95°C,2min  95°C, 15 s 60°C,20s 72°C,40s 40 ja

SMAD3 95°C,2min  95°C, 15 s 60°C,20s 72°C,40s 40 ja

SMAD4 95°C,2min  95°C, 15 s 60°C,20s 72°C,40s 40 ja

SMAD7 95°C,2min  95°C, 15 s 60°C,20s 72°C,40s 40 ja

TGFBRI1 95°C,2min  95°C, 15 s 65°C,30s 72°C, 1 min 40 ja

Referenzgene

GAPDH 95°C, 2 min 95°C, 15 s 60°C,30s 72°C, 1 min 40 ja

HPRTI 95°C,2min  95°C, 15 s 60°C,20s 72°C,40s 40 ja

SDHA 95°C,2min  95°C, 15 s 60°C,30s 72°C, 1 min 40 ja

UBC 95°C,2min  95°C, 15 s 60°C,20s 72°C,40s 45 ja

YWHAZ 95°C,2min  95°C, 15 s 65°C,20s 72°C,30s 40 ja

Tab. 2 Bedingungen fiir die qRT-PCR.

Das Prinzip der fiir diese Arbeit verwendeten Messung mit SYBR®™ Green beruht darauf, dass
dieses nach Laser-Anregung praktisch nur dann Licht emittiert, wenn es in DNA-
Doppelstrange eingelagert ist. Dieses Fluoreszenzsignal wird in der Elongationsphase der
PCR gemessen. Im optimalen Fall wird der zu amplifizierende cDNA-Abschnitt pro Zyklus
verdoppelt. Uber eine Eichgerade wurde die Effizienz einer qRT-PCR-Reaktion ermittelt,
diese sollte mindestens 90% betragen. Die Auswertung erfolgt in einem Bereich, in dem die
Signalintensitit proportional zur Menge der gebildeten DNA-Molekiile ist. Dabei wird ein
Grenzwert fir dieses Signal festgelegt und fiir jede Probe wird ermittelt, bei welcher
Zyklenzahl dieses erreicht wurde (der so genannte cycle threshold oder kurz Ct-Wert). Uber
diesen Ct-Wert lassen sich alle auf einer Platte gemessenen Proben hinsichtlich der mRNA-
Expression eines bestimmten Gens vergleichen. Die Auswertung erfolgte mit der gerite-

spezifischen Software SDS 2.1.

Da sich SYBR® Green universal und damit unspezifisch in doppelstringige DNA einlagert,
besteht grundsitzlich das Risiko, dass die gemessene Signalintensitdt nicht nur durch das
erwiinschte Fragment, sondern auch noch durch unspezifische Nebenprodukte der PCR-
Reaktion bedingt sein konnte. Daher wurde am Ende einer jeden qRT-PCR der Schmelzpunkt
Tm fiir das gebildete Produkt bestimmt. Tm ist die Temperatur, bei der DNA-Doppelstringe
bei langsam ansteigender Temperatur von 60 auf 95°C zur Hilfte ,,geschmolzen® sind, d.h.
50% der Molekiile als Einzelstrang vorliegen und entsprechend viel SYBR® Green wieder
freigesetzt und damit nicht fluoreszierend ist. Ergab die 1. Ableitung der Schmelzpunktkurve
einen eindeutigen Peak, war dies ein deutlicher Hinweis, dass nur ein spezifisches Fragment
vorlag wie in Abb. 2 zu sehen. Eine weitere Kontrolle erfolgte exemplarisch an einem cDNA -
Pool aus unterschiedlichen Proben iiber Agarose-Gelelektrophorese. Auch hier war das

Vorliegen einer einzigen Bande gefordert.
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Abb. 2 Schmelzpunktkurve nach Real time-PCR von SMAD2. Es ist die erste Ableitung des
Fluoreszenzsignals in Abhiingigkeit von der Temperatur gezeigt. Fiir die Schmelzpunktkurve wurden die
PCR-Produkte zunichst kurz fiir 15 s bei 95° denaturiert und dann auf 60°C fiir 15 s abgekiihlt. Dann
wurde ganz langsam die Temperatur erhoht (mit der minimalen Ramp rate des TagMan-7900HT von
2%). Ein einziger Peak weist auf das Vorliegen von — wie gewiinscht — nur einem spezifischen Produkt
hin.

3.5 DNA-Analytik

3.5.1 Isolierung und Quantifizierung von genomischer DNA

Jedem Probanden wurden zur Gewinnung von genomischer DNA 2,7 ml EDTA-Gesamtblut
abgenommen. Bis zur Weiterverarbeitung erfolgte die Lagerung bei -20°C. Unter
Verwendung des BioRobot EZ1 und dem Qiagen-Kit fiir DNA-BIut erfolgte die Aufreinigung
der genomischen DNA. Dabei wurden aus 350 pl Vollblut mittels magnetischer Separation
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ungefihr 200 pl DNA-Eluat gewonnen. Ahnlich wie bei der RNA erfolgte die
Quantifizierung mit dem Biophotometer 6313 (mit den Einstellungen fiir doppelstrangige
DNA) und der Verwendung der oben beschriebenen LabelGuard™-Messkiivette. Die
Konzentrationen lagen dabei zwischen 40 und 100 ng/ul. Auf 96-Well-PCR-Platten wurden

dann Verdiinnungen von 10 ng/ul angefertigt.

3.5.2 PCR

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ist ein etabliertes Verfahren zur Amplifikation von
Nukleinsdure-Fragmenten. Es ist auch moglich, mehrere PCR-Reaktionen zusammen
ablaufen zu lassen, man spricht dann von Multiplex-PCR. Bei menschlicher DNA kénnen mit
Standard-PCR-Kits Fragmente bis zu 2000 bp gut amplifiziert werden, bei einer Multiplex-
PCR sollten die groften Stiicke nicht ldnger als 800 bp sein. In dieser Arbeit wurde eine
Einzel-PCR (fiir Fragmentlingen-Analyse, sieche unten) und eine Multiplex-PCR (fiir

Primerextensions-Analyse, siehe unten) durchgefiihrt.

Die Zusammensetzung einer PCR besteht aus folgenden Einzelkomponenten: Puffer, dNTPs,
einem Primerpaar, einer hitzestabilen DNA-Polymerase (klassischerweise Taq-Polymerase),
sowie dem DNA-Template, von welchem die interessierenden Sequenzbereiche vervielféltigt
werden sollen. Sind in den zu amplifizierenden DNA-Templates GC-reiche Regionen
vorhanden, konnen optional noch Zusitze wie die Q-Solution der Firma Qiagen hilfreich sein,
welche einen positiven Einfluss auf die Schmelzeigenschaften der DNA hat. In unseren
Reaktionsmischungen wurden daher wihrend der Etablierung parallele Ansdtze mit und ohne
Q-Solution pipettiert. Spiter konnten wir dann anhand einer Gelelektrophorese entscheiden,
ob ein Zusatz der Q-Solution sinnvoll ist. Bei dem verwendeten Muliplex-PCR-Kit sind im
Mastermix auBler den spezifischen Primern, dem DNA-Template und der optionalen Q-
Solution bereits alle Komponenten enthalten (siehe Tab. 3). Bei einer Multiplex-PCR kénnen
mehrere PCR-Reaktionen simultan ablaufen, was zu einer erheblichen Steigerung der
Arbeitseffizienz fiihrt. Besondere Sorgfalt muss dabei auf das Primerdesign verwendet
werden. Dabei sollten die Annealing-Temperaturen aller Primer in einem &hnlichen Bereich
liegen, oberhalb von 65°C spielen Unterschiede laut Herstellerangaben keine grofle Rolle
mehr. Weiterhin sollten — wenn moglich — extreme Unterschiede im GC-Gehalt der zu
amplifizierenden Fragmente vermieden werden. Um schlieBlich die gebildeten Produkte auf
einer Gelelektrophorese unterscheiden zu konnen, ist beim Design der Multiplex-PCR auf

hinreichend grof3e Fragmentldngendifferenzen zu achten.
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Einzel-PCR (pro Reaktion) Multiplex-PCR (pro

Reaktion)
Puffer bzw. Mastermix 1,2 ul PCR-Puffer 6 ul Mastermix
dNTPs (10 mM) 0,24 ul (in Mastermix)
Taq-DNA-Polymerase 0,06 pl (in Mastermix)
(5U/ul)
Q-Solution 2,4 ul 1,2 ul
Primer 0,12 pl (1 uM) vorwirts; 1,2 pl aus 10x Primermix
0,24 pl (2 uM) riickwirts mit
5’-FAM-Markierung
ddH,O (DNAse-frei) 5,74 pul (ergdnzend zu 10 pul) 1,6 pl (ergdnzend zu 10 pl)
DNA-Template (aus 2 ul 2 ul
10 ng/pl)

Tab. 3 Zusammensetzung der Einzel- und Multiplex-PCR.

Zu Beginn einer PCR-Reaktion im Thermocycler wird die Matrize (z.B. genomische DNA)
durch Erhitzen auf 94-96°C denaturiert. In diesem Temperaturbereich werden die
Wasserstoffbriickenbindungen, = welche den  DNA-Doppelstrang ~ zusammenhalten,
aufgebrochen und die Strange l6sen sich voneinander. Dann folgen 35 bis 40 repetitive PCR-
Zyklen, welche sich aus Denaturierung, Primeranlagerung (Annealing) und
Kettenverlangerung (Elongation) zusammensetzen. Der variabelste Parameter ist dabei die
optimale Annealing-Temperatur, welche in der Etablierungsphase des Assays iiber eine
Gradienten-PCR mit fiinf unterschiedlichen Temperaturen (58°C, 62,6°C, 64,8°C, 66°C,
69°C) ermittelt wurde. Diese hidngt von der Lidnge und Sequenz der Primer ab. Ziel ist ein
kraftiges PCR-Produkt ohne Nebenprodukte. In der Elongationsphase wird das 3’-Ende der
Primer durch die verwendete hitzestabile Polymerase entsprechend der Sequenz der DNA-
Matrize verlédngert. Dabei entsteht ein PCR-Produkt von der Sequenzldnge, welche durch ein
Primerpaar begrenzt wird. In jedem Zyklus der PCR wird der gewiinschte DNA-
Sequenzabschnitt verdoppelt. Am Ende der PCR schlief3t sich noch eine finale Elongation an,
um etwaige unvollstindige Produkt zu komplementieren. Das PCR-Ergebnis wurde
anschliefend iiber Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. Nachdem die optimalen
Bedingungen, welche Tab. 4 zu entnehmen sind, gefunden wurden, konnte nun die Multiplex-

PCR fiir die gesamte Probenserie gestartet werden.
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Einzel-PCR Multiplex-PCR

Initiales Erhitzen 10 min bei 95°C 15 min bei 95°C
PCR-Zyklen

Anzahl 35 40

Denaturierung 95°C, 75s 94°C, 30 s

Annealing 65°C, 60 s 65°C,90 s

Elongation 72°C, 60 s 72°C, 90 s
Finale Elongation 72°C, 10 min 72°C, 10 min

Tab. 4 Bedingungen fiir Einzel- und Multiplex-PCR.

3.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Trennung von RNA- oder DNA-
Fragmenten nach ihrer Grofle. Durch ein elekrisches Feld wandern die negativ geladenenen
Nukleinsduren von der Kathode zur Anode durch das Agarose-Gel, welches als Molekularsieb
wirkt. Kleinere Fragmente laufen dabei schneller als groere. Die Auftrennung der Fragmente
hiangt vom Widerstand der Gelmatrix ab, welche durch die Konzentration der Agarose bedingt
wird. In dieser Arbeit lagen die PCR-Fragmentlidngen zwischen 80 und 800 bp, fiir deren
Auftrennung sich eine Agarose-Konzentration von 2% eignet. Dazu wurde fiir die Herstellung
eines zweireihigen Gels mit 2x10 Taschen 1 g Agarose in 50 ml TE-Puffer aufgekocht, bis
sich keine Schlieren mehr zeigten. Nun wurde das Gel auf 60°C herunter gekiihlt und mit 1 pl
Ethidiumbromid unter dem Abzug versetzt (5 nl/100ml). Nun wurde die Fliissigkeit bei einer
Temperatur von 40-50°C in einen Geltrager gegossen, welches zuvor mit zwei Kdmmen
(entsprechend den beiden Taschenreihen) bestiickt wurde. Nachdem das Gel ausgehértet war,
konnte der Kamm entfernt werden und das Gel in den TBE-Laufpuffer gelegt werden. Nach
vollstdndiger Aushértung des Gels (dauert etwa 30 min) wurden die 12 pl-Ansétze aus der
Multiplex-Gradienten-PCR, versetzt mit 6-fach konzentriertem Ladepuffer, in die Taschen
des Gels gegeben. In eine dullere Tasche jeder Reihe wurde ein DNA-Lédngenstandard von

100 bp pipettiert.

Nun wurde die Elektrophorese gestartet. Die DNA-Fragmente wurden bei einer Spannung
von 100-120 V (je nach Lange der Kammer) aufgetrennt. In Zeitabstinden von etwa 15 min
(wegen der erheblich variierenden Fragmentldngen der Multiplex-PCR-Produkte) wurde das
Gel unter UV-Licht mit dem Fluor-S Multilmager fotografiert. Die Fluoreszenz von

Ethidiumbromid erhoht sich stark nach Interkalation in doppelstrdngige DNA. Diese wird
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nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht detektiert. Hierbei ist die Intensitét proportional zur

Lange und Konzentration der DNA.

3.5.4 Genotypisierung mittels Primerextension (SNaPshot™)

Fiir die Genotypisierung wurden nur Polymorphismen ausgewdhlt, fiir welche durch bereits
vorliegende Ergebnisse Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung vorlagen. Dies basierte auf
den Daten einer vorangegangenen Studie mit humanen Leukozyten (Janke 2009) bzw. der

eigenen Studie mit lymphoblastoiden Zellen.

Mit der Primerextensionsmethode lassen sich pro Lauf etwa zehn Polymorphismen simultan
bestimmen. Zundchst wird die flankierende Region des interessierenden Polymorphismus
durch PCR amplifiziert (hier mit Multiplex-PCR, siehe oben). Mit Restriktionsenzymen
wurden dann tiberschiissige Primer (mit Exo I) und dNTPs (mit SAP) verdaut. Dazu wurde
pro 10 pl zu verdauende PCR-Produkte eine Mischung aus 7,5 units Exo I und 3,1 units SAP
in RX-Puffer (in SAP-Kit enthalten) hergestellt und auf einer 384-Well-Platte verteilt. Dann
wurden mittels 8-Kanal-Pipette die PCR-Produkte hinzugefiigt. Anschliefend fand eine 3-
stiindige Inkubation im Wérmeschrank bei 37°C statt. Nun mussten die Exo I und die SAP in
einem Thermocycler bei 80°C fiir 15 min inaktiviert werden, damit sie in der SNaPshot™-

Reaktion keinen Schaden an den ddNTPs und Primern anrichten.

Im néichsten Schritt erfolgte nun die eigentliche SNaPshot™-Reaktion zum Nachweis der
polymorphen Stelle. Das Prinzip beruht darauf, dass ein spezifischer Primers direkt vor der zu
bestimmenden polymorphen Stelle bindet. Am 3'-Ende des Primers wird nun ein
Fluoreszenzfarbstoff-markiertes ddNTP eingebaut. Diesen markierten ddNTPs fehlt am 3'-
Ende eine Hydroxylgruppe, so dass infolge dessen nur ein Nukleotid eingebaut werden kann.
Dabei tragen die ddNTPs fiir die vier Basen eine unterschiedliche Farbmarkierung: Griin fiir
Adenin, schwarz fiir Cytosin, blau fiir Guanin und rot fiir Thymin. Um in einem
Reaktionsansatz mehrere SNPs zu bestimmen, miissen die zu extendierenden Primer
unterschiedlich lang sein, um sie bei der Sequenzierreaktion separieren zu konnen. Dies
erreicht man durch unspezische Verldangerungen der Primer an deren 5'-Ende (durch Non

sense-Basenabfolgen).

Die SNaPshot™-Reaktion erfolgte im 5 pl-Maf3stab. Dazu wurde zunéchst ein Reaktionsmix
mit 3 pl je Probe angefertigt. In 2 ul DNase-freies Wasser wurden dazu 0,5 pl SNaPshot™-
Mastermix und 0,5 pl eines Pools aus den zu extendierenden Primern (10-fach konzentriert
zwischen 0,2-1,2 uM) gegeben und diese Mischung auf eine 384-Well-Platte vorgelegt. Dann
wurden 2 pl der aufgereinigten PCR-Produkte dazu pipettiert. Nach der Reaktion mussten
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verbliebene ddNTPs mittels SAP (1 unit/ul) dephosphoryliert werden. Dabei wurde der
Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubiert im Warmeschrank. Dieser Schritt ist notwendig, um
eventuelle Nebenreaktionen zu verhindern, welche im Elektropherogramm des Sequenzierers

storen konnten.

Zur Analyse im Sequenzierer wurden 10 pl Formamid-Losung (versetzt mit Liangenstandard
Genescane LIZ 120) auf eine 96-Well-Sequenzierplatte gebracht und dann 1,1 pl aus der
SNaPshot™-Reaktion dazu gegeben. AnschlieBend wurden die extendierten Primer bei 95°C
fiir 5 min in einem 96-Well-Thermocycler denaturiert. Durch ein schnelles Uberfiihren auf Eis
sollte eine Renaturierung verhindert werden. Nach kurzer Zentrifugation wurde die 96-Well-
Sequenzierplatte auf einen gerdtespezifischen Trager aufgesteckt, mit einer Gummimatte und
einem Rahmen versehen und die Analyse im Sequenzierer gestartet. Die Auswertung des

Elektropherogramms erfolgte mit der Genescan™-Analysis-Software, Version 3.5.1.

3.5.5 Fragmentlangen-Analyse

Das als *64 bekannte Allel im Signalpeptid des Rezeptors TGFBRI, bei welchem die neun
Basen GCGGCGGCQG deletiert sind (entspricht in der Aminosduresequenz drei konsekutiven
Alanin-Resten), wurde iiber Fragmentldngen-Analyse bestimmt. Der flankierende Bereich
wurde zuerst iiber Einzel-PCR amplifiziert (sieche oben Tab. 3 und Tab. 4). Die Analyse des
deletierten Allels erfolgte dann mittels Kapillarelektrophorese im Sequenzierer. Um die
beiden Allele differenzieren zu konnen, war einer der beiden PCR-Primer am 5'-Ende mit
einer Fluoreszenz-Markierung (FAM) versehen worden. Das Fragment mit dem Wildtyp-
Allel hatte eine Lénge von 221 bp, das mit der Deletion 212 bp. Als Grofenstandard diente
Genescan ROX-400HD.

Auf einer Sequenzierplatte wurden 10 ul einer 1:200-Verdiinnung des ROX-400HD-
GroBenstandards in Formamid-Losung vorgelegt. Dazu wurde dann 1 pl des PCR-Produkts
gegeben. Nun erfolgte eine Denaturierung im Thermocycler bei 95°C fiir 5 min. Anschlie3end
wurde die Platte sofort auf Eis gebracht werden und dort fiir 10 min heruntergekiihlt. Damit
sollte verhindert werden, dass sich die DNA renaturiert. Nun konnte die Platte mit den
entsprechenden Halterungen in das Sequenziergerdt gebracht werden. Die erhaltenen

Rohdaten wurden mit der Software GeneScan Analysis Version 3.5.1 ausgewertet.
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3.6 Bioinformatik

Die Gesamtzahl der im humanen Keimbahn-Genom enthaltenen genetischen Varianten wird
auf 10 Millionen geschitzt. Dazu zdhlen neben den SNPs (single nucleotide polymorphisms),
welche mit Abstand die hdufigsten sind, Deletionen, Insertionen, VINRSs (variable tandem
nucleotide repeats), Mikrosatelliten und CNVs (copy number variations). Von einem
Polymorphismus spricht man, wenn das seltenere Allel mit einer Frequenz von mindestens
1% in der Bevolkerung vorkommt. Zur explorativen Untersuchung des Einflusses genetischer
Variabilitit auf funktionelle oder klinische Parameter kommen prinzipiell zwei

Vorgehensweisen in Betracht: ein Genom-weiter oder ein Kandidatengen-Ansatz.

Genom-weit bedeutet, dass eine gro3e Zahl gleichméBig liber das Genom verteilter Varianten
bestimmt wird. Dieses wird gegenwdrtig mit SNP-Chips durchgefiihrt. Dem Vorteil einer
umfassenden Analyse stehen als Nachteile hohe Kosten, die Erfordernis einer grof3en Fallzahl
und héiufig das Fehlen von Nicht-SNP-Varianten gegeniiber. Eine gro3e Fallzahl ist nétig, um
bei einer sehr streng zu wihlenden Signifikanzgrenze (wegen ansonsten vieler falsch positiver
Resultate) einen statistisch signifikanten Befund zu erhalten. Andere genetische Varianten wie
z.B. Deletionen sind typischerweise nicht auf den Chips enthalten und kénnen somit auf diese

Weise nicht analysiert werden.

Eine neue Entwicklung ist Sequenzieren der 3. Generation, womit innerhalb von nur zwei
Monaten ein gesamtes menschliches Genom analysiert werden kann. Dadurch werden die
technischen Limitierungen der SNP-Chips aufgehoben, die Einschrinkungen beziiglich
Fallzahl und statistischer Signifikanz gelten aber entsprechend. Zudem ist dieses Verfahren

im Moment noch sehr teuer.

Der Kandidatengen-Ansatz bedeutet, dass nur Varianten in ganz bestimmten Genen
untersucht werden, fiir die ein Zusammenhang mit gewonnnen Daten (z.B. funktionelle)
plausibel ist. Von Vorteil ist hierbei, dass weit weniger Tests durchgefiihrt werden, wodurch
das Signifikanzniveau weniger streng ist als beim Genom-weiten Testen. Als Nachteil liegt

auf der Hand, dass mogliche Einfliisse anderer Gene dabei nicht beriicksichtigt werden.

Obwohl fiir den LCL-Teil dieser Arbeit auch eine Genom-weite Auswertung moglich ist,
wurde jedoch der Kandidatengen-Ansatz gewdhlt. Zum einen war die Zahl mit 48
lymphoblastoiden Zelllinien relativ klein, zum anderen sollte spezifisch die Hypothese
moglicher Effekte in Genen des TGFB-Signalwegs gepriift werden. Hierbei handelte es sich
um SMAD2, SMAD3, SMAD7, TGFpI, TGFBRI. Fiir diese Gene befinden sich in der

Datenbank dbSNP inzwischen weit {iber hundert Varianten-Eintrdge pro Gen. Diese Eintrige
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stammen von unterschiedlichen Laboratorien mit Genotypen von unterschiedlichen Personen.
Etliche dieser Daten sind nicht validiert. Die aktuell umfassendste Analyse, welche an
denselben Personen durchgefiihrt wurde und somit auch eine Aussage iiber die genetische
Kopplung von Varianten erlaubt, stellt die HapMap-Datenbank mit derzeit etwa 4 Millionen
analysierter genetischer Positionen dar. Fiir die in dieser Arbeit verwendeten LCLs
kaukasischer Spender wurden die entsprechenden Genotypen fiir die oben genannten Gene
aus HapMap heruntergeladen und auf Assoziationen mit den funktionellen Messungen
analysiert. Fiir die Probandenstudie, welche den Charakter einer Validierungsstudie hatte,
wurden nur einzelne Varianten bestimmt, fiir die es bereits Hinweise auf eine funktionelle

Bedeutung gibt (Janke 2009).

3.7 Statistik

Es lassen sich deskriptive von analytischen Verfahren abgrenzen. Die deskriptive, d.h.
,beschreibende™ Statistik umfasst die Darstellung von Messdaten hinsichtlich Lage und
Verteilung. Zur besseren Veranschaulichung werden dazu oft Grafiken verwendet. Die
Messwerte konnen dabei sowohl einzeln als auch zusammenfassend betrachtet werden.
Besonders bei einer groBBeren Zahl von Messwerten wird meist letzters bevorzugt. Folgende
grafische Darstellungsformen wurden in meiner Arbeit verwendet: Histogramme fiir die
Darstellung von Héufigkeitsverteilungen, Scatterplots zur Darstellung paarweiser
Korrelationen von Messgroflen und Boxplots fiir die nicht-parametrische Darstellung zur

Zusammenfassung von Lage-und Streuungsmal} eines Messparameters.

Zur analytischen Statistik gehdren alle diejenigen Verfahren, die iiber die bloBe Betrachtung
der beobachteten Messwerte hinausgehen. Es konnen dabei aus den gemessenen Werten
durch mathematische Verfahren Parameter geschitzt werden (z.B. die Konzentration eines
Medikaments, bei welcher ein halbmaximaler Effekt auftritt). Oder es werden mittels
statistischer Tests Hypothesen gepriift (z.B. ob der Unterschied zwischen zwei Gruppen

statistisch signifikant ist oder nicht).

Typischerweise geht man bei der Bewertung von Daten so vor, dass man zunéchst deskriptiv
die Daten veranschaulicht und dann die zu priifenden Hypothesen durch analytische Tests
untersucht. Wichtig ist dabei zu klaren, ob die Verteilung der Daten parametrisch oder nicht-
parametrisch ist. Das typische Beispiel flir eine parametrischen Verteilung, d.h. eine
Beschreibung ist durch mathematische Parameter moglich, stellt die Normalverteilung dar,
welche auch als Gauflsche Glockenkurve bezeichnet wird. Ob eine solche vorliegt, kann

einerseits durch deskriptive Histogramme und Q-Q-Plots eingeschétzt werden. Dies sollte
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aber zusitzlich durch einen analytischen Test objektiviert werden. In dieser Arbeit wurde zur
Priifung einer Normalverteilung der Shapiro-Wilk-Test angewandt, der bei den hier

betrachteten Fallzahlen eine hohere Power als der Kolmogorov-Smirnov-Test aufweist.

Bei nicht-signifikanter Abweichung von einer Normalverteilung (d.h. p> 0,05, bei
mehrfachem Testen Grenze entsprechend niedriger) konnten zur Untersuchung von
Unterschieden zwischen Behandlungsgruppen oder Genotypen parametrische Testverfahren
verwendet werden. War diese Voraussetzung nicht gegeben, wurden nicht-parametrische

Methoden eingesetzt (siche Tab. 5).

Um die Beziechung zweier Variablen zueinander zu vergleichen, wurde eine
Korrelationsanalyse durchgefiihrt, z.B. wie sich das AusmalBl Behandlungs-induzierter
Expressionsdnderungen eines Gens mit denen eines anderen Gens verhélt. Bei parametrischer
Verteilung der Messwerte wurde dazu der Pearson-Korrelationskoeffizient berechnet. Fiir
Variablen, die keine Normalverteilung aufwiesen, wurde stattdessen der Spearman-
Rangsummen-Korrelationskoeffizient verwendet. Bei beiden Verfahren erhdlt man einen
Koeftizienten als MaB fiir die Starke der Korrelation sowie einen p-Wert flir deren statistische
Signifikanz. Je ndher der Korrelationskoeffizient gegen den Wert null geht, desto schwécher

ist der Zusammenhang zwischen zwei Variablen.

Um Verdnderungen von verbundenen Stichproben (z.B. Behandlung versus Kontrolle) zu
analysieren, wurde entweder der gepaarte t-Test (parametrisch) oder der Wilcoxon-
Rangsummentest benutzt. Der Wilcoxon-Test ist unabhédngig von der Verteilung und kann

sowohl Stirke als auch Differenzen von gepaarten Stichproben vergleichen.

Der Einfluss von unabhéngigen (z.B. Genotypen) auf abhédngige Variablen (z.B. Expressions-
oder Zellvitalititsmessungen) wurde mit dem Jonckheere-Terpstra-Trend-Test (nicht-
parametrisch) ermittelt. Dieser Test beriicksichtigt einen so genannten Alleldosis-Effekt, d.h.
die Auswirkung einer Genvariante auf einen funktionellen Messparameter sollte bei

Heterozygotie zwischen den Beobachtungen fiir die beiden homozygoten Zustinde liegen.

Alle diese genannten Tests geben einen p-Wert an, welcher die nominale statistische
Signifikanz der gepriiften Hypothese widerspiegelt. Dabei sagt der p-Wert aus, wie grof3 die

Irrtumswahrscheinlichkeit ist, mit der die beobachteten Unterschiede zufillig sind.
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parametrische Verteilung nicht-parametrische Verteilung
Korrelationsanalyse Pearson-Korrelations- Spearman-Rangsummen-
zwischen zwei Grofien Koeftfizient Korrelations-Koeffizient
Priifung, ob Gepaarter t-Test Wilcoxon-Rangsummen-Test
Behandlungseffekte
gegeniiber Kontrolle
statistisch signifikant
(verbundene
Stichproben)
Priifung von Effekten (lineare Regression, in meiner Jonckheere-Terpstra-Trend-
diskreter unabhingiger  Arbeit nicht verwendet) Test
Variablen (z.B.
Genotypen)

Tab. 5 Statistische Testverfahren

Alle Berechnungen wurden mit der SPSS-Software (Version 12.0) ausgefiihrt. Eine nominale
statistische Signifikanz lag bei einem p-Wert kleiner 0,05 vor. Dies ist jedoch nur dann
korrekt, wenn nur ein einziger, auf einer vorher definierten Hypothese basierender Test
durchgefiihrt wird. Typischerweise ist das der Fall, wenn bereits umfangreiche Vorkenntnisse

vorhanden sind und eine Validierung einer Hypothese angestrebt wird.

Ist noch nicht viel {iber eine zu untersuchende Thematik bekannt (wie z.B. liber Effekte von
Genvarianten im TGFB-Signalweg), wird zunéchst ein exploratives Vorgehen gewéhlt. Dabei
wird dann eine Vielzahl von statistischen Tests durchgefiihrt (z.B. Priifung jeder einzelnen
Genvariante auf Assoziation mit mehreren funktionellen Messgrofen). Dadurch erhoht sich
mit der Zahl der Tests die Wahrscheinlichkeit flir falsch positive Ergebnisse (,,multiples
Testen*). Im einfachsten Fall ist diese Beziehung proportional, d.h. der p-Wert fiir die
Signifikanzschwelle von 0,05 miisste durch die Anzahl der Tests dividiert werden (so
genannte Bonferroni-Adjustierung). Dies ist ein besonders konservativer Ansatz, welcher
davon ausgeht, dass alle durchgefiihrten Tests voneinander unabhingig sind. Sind z.B.
genetische Polymorphismen miteinander gekoppelt, so liegt diese Voraussetzung nicht mehr
vor. Je nach Kopplungsgrad konnte dann die ,strenge Bonferroni-Korrektur etwas
abgemildet werden. Das Problem des multiplen Testens bleibt aber bestehen. Wenn iiberhaupt
ein Effekt einer Genvariante besteht, so ist dieser typischerweise gering. Es wéren dann bei
explorativem Vorgehen sehr hohe Fallzahlen erforderlich, um auch unter Beriicksichtigung
des multiplen Testens eine statistische Signifkanz aufzeigen zu konnen. Dieser Problematik
wurde in meiner Arbeit dadurch begegnet, dass die LCL-Studie beziiglich der Priifung eines
Einflusses von Genvarianten als explorativer Ansatz diente. Fiir die darin signifikantesten

Befunde wurden die T-Lymphozyten dann als Validierungsstudie betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Genexpression im TGFB-Signalweg in Fibroblasten

In Fibroblasten sollte die Wirkung von Bestrahlung (mit 2 und 8 Gy) auf die Expression von
Genen des TGFB-Signalwegs untersucht werden. Zusétzlich sollte mit CTGF ein typisches
Gen, welches in Fibroblasten iiber diesen Signalweg reguliert wird, ebenfalls analysiert
werden. Sowie auch CDKNIA, welches als eines der am stirksten strahlenresponsiven Gene
gilt. Dazu waren 21 Fibroblastenlinien zu je 100,000 pro Ansatz auf eine 6-Well-Platte
ausgebracht worden. Diese lieB man 7 d bis zur Konfluenz wachsen. Dann erfolgte die
Bestrahlung mit 2 bzw. 8 Gy und parallel dazu wurde eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt.

Nach 24 h Inkubation in einem Brutschrank bei 37°C wurde die RNA der Zellen gewonnen.

4.1.1 Basalexpression

Zunichst war von Interesse, in welchem Ausmal die basale Expression der Zielgene variierte.
Dies ist in Abb. 3 aufgetragen. Man erkennt, dass das inhibitorische (SMAD?7) und die
aktivatorischen (SMAD2, SMAD3) Signaltransduktionsmolekiile eine sehr geringe Streubreite
aufweisen. Demgegeniiber zeigte CTGF, welches die Bildung von Bindegewebsfasern

induziert, die gro3te Variabilitéit der betrachteten Gene.
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Abb. 3 Variabilitit der Basalexpression in 21 Fibroblastenlinien. Die Messwerte fiir jedes Gen wurden auf
das gewichtete Mittel aus vier Referenzgenen (GAPDH, HPRT1, SDHA, UBC) bezogen. Die so normierten
Daten sind, umgerechnet in Transkriptzahlen, relativ beziiglich des niedrigsten Wertes (= Einheit von 1,0)
fiir jedes Gen dargstellt. Damit lisst sich der Faktor der Gesamtstreuung direkt ablesen. Die
Darstellungsweise erfolgte als Boxplots: Die dicke schwarze Linie ist der Median (Q2) der Verteilung, die
untere Linie des Kastens gibt das 25%-Quartil (Q1), die obere das 75%-Quartil (Q3) an. Das heif}t, in
dem durch einen Kasten markierten Bereich liegen 50% der Messwerte. Der Abstand zwischen Q3 und
Q1 wird auch als Interquartilabstand (IQA) bezeichnet. Die kurzen horizontalen Striche (orthogonal zu
den vertikalen) zeigen das Minimum (unten) bzw. Maximum (oben) der Verteilung an, abgesehen von
Ausreiflern (Kreise) bzw. Extremwerten (Sterne), welche sich in einem Abstand von 1,5-3,0 x IQA bzw.
mehr als 3,0 x IQA unterhalb von Q1 bzw. oberhalb von Q3 befinden.
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Weiterhin sollte geklart werden, inwiefern die Expressionen dieser Gene miteinander
korreliert sind. Auf Basalniveau wurde dabei die stirkste positive Korrelation zwischen
TGFBI und CTGF sowie zwischen den beiden Rezeptoren TGFBRI und TGFBR2
festgestellt. Weitere substanzielle Zusammenhénge bestanden zwischen 7GFBI und dem
Autoinhibitor SMAD7, den beiden Rezeptoren und dem aktivatorischen SMAD2, SMAD?7 und
CTGF sowie SMAD3 und CDKNIA (Tab. 6).

TGFBRI TGFBR2 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD7 CTGF CDKNIA
TGFBI| 0,16 0,28 0,21 0,19 0,22 0,45* 0,64** -0,11
TGFBRI 0,63**  0,50* 0,36 -0,09  -0,26  -0,06 0,07
TGFBR2 0,54* 0,18 -0,06  -0,31 -0,09 0,24
SMAD?2 -0,26 0,02 0,12 -0,08  -0,20
SMAD3 -0,21 -0,27  -0,01  0,56*
SMAD4 0,19 0,06 -0,22
SMAD7 0,55*  -0,13
CTGF -0,07

Tab. 6 Korrelation der Genexpression auf Basalniveau in 21 Fibroblastenlinien. Die Zellen wurden bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Fiir diese Analyse wurden jeweils die Referenzgen-normierten Ct-Werte
der Real time-Messung (= -log,[Transkripte], alle normalverteilt gemifi Shapiro-Wilk-Test) zueinander in
Beziehung gesetzt. Die eingetragenen Zahlenwerte geben den Korrelationskoeffizienten r nach Pearson
an. Sterne zeigen statistische Signifikanz p an, wobei * 0,001 p <0,05 und ** p < 0,001.

4.1.2 Expressionsanderungen nach Bestrahlung

Nachdem in Tab. 6 die Korrelation der Gene auf Basalniveau betrachtet wurde, zeigt Tab. 7
die Korrelation der Expressionsdnderungen durch Bestrahlung mit 2 Gy. Die stérksten
Korrelationen zeigten hierbei TGFBI mit TGFBRI und TGFBR2, sowie TGFBRI mit
TGFBR2. Weitere Zusammenhinge zeigten sich bei TGFBR2 und SMAD2. CDKNIA,
welches eines der stirksten responsiven Strahlengene ist, zeigte bei Bestrahlung mit 2 Gy
keine Korrelation mit den Genen des TGFB-Signalwegs, auch nicht mit SMAD3, welches auf
Basalniveau mit CDKN1A korreliert war (Tab. 6).

Bei der Betrachtung der Korrelation der Expressionsédnderungen durch 8 Gy (Tab. 8) zeigten
sich sehr dhnliche Effekte wie durch 2 Gy (Tab. 7). Die stirksten Korrelationen wiesen
hierbei TGFBI mit TGFBR2, gefolgt von TGFBR2 mit TGFBRI1, TGFBI mit TGFBRI und
CTGF mit TGFBRI. Schwichere Korrelationen waren zwischen SMAD2 und TGFBR2,
CTGF und TGFBR2, sowie CDKNIA und CTGF zu beobachten. Im Unterschied zu der
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Bestrahlung mit 2 Gy war bei 8 Gy eine positive Korrelation von CTGF mit TGFBRI und
TGFBR?2 erkennbar.

TGFBRI TGFBR2 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD7 CTGF CDKNIA
TGFBI 0,78** 0,76** 0,32 0,47* 0,12 0,15 0,28 0,16

TGFBRI 0,88** 0,34 0,23 0,41 0,01 0,10 0,00
TGFBR2 0,60%* 0,10 0,29 0,21 0,09 -0,01
SMAD?2 -0,07  -0,10 0,33 0,08 -0,16
SMAD3 -0,02 0,40 0,31 0,14
SMAD4 -0,26  -0,06 -0,05
SMAD7 -0,32 -0,18

CTGF 0,29

Tab. 7 Korrelation der Expressionsinderungen durch 2 Gy in 21 Fibroblastenlinien nach 24 h.
Darstellungsweise wie in Tab. 6. Auch hier waren alle Parameter normalverteilt.

TGFBRITGFBR2 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD7 CTGF CDKNIA
TGFBI 0,76** 0,83** 044 0,22 -0,28 0,01 (0,25) 0,18

TGFBRI 0,81** 030 030 -0,12 0,04 (0,66)** 0,25
TGFBR2 0,48* 0,11 -0,19 023 (0,50)* 0,20
SMAD? 021 -028 024 (-0,11) -0,03
SMAD3 0,34 001 (0,08 0,33
SMAD4 0,40 (-0,06) -0,03
SMAD7 (0,07) 0,08
CTGF (0,64)*

Tab. 8 Korrelation der Expressionsinderungen durch 8 Gy in 21 Fibroblastenlinien nach 24 h.
Darstellungsweise wie in Tab. 6. Auch hier waren die meisten Parameter normalverteilt auler CTGF, fiir
welches daher statt dem Pearson- der nicht-parametrische Spearman-Korrelationskoeffizient rho
angegeben ist (Werte in Klammern).

In den Fibroblasten sollten als Modell fiir bestrahltes Normalgewebe die durch Bestrahlung (2
und 8 Gy) gegeniiber der Kontrolle hervorgerufenen Verdnderungen der Expression von
Genen des TGFB-Signalwegs (einschlieBlich des dariiber regulierten C7TGF) analysiert
werden. Dazu wurden die referenzgennormierten Expressionswerte in Relation zur Kontrolle

gesetzt. Die Streubreite dieser Strahleneffekte ist in Abb. 4 dargestellt.

Wurden die log,-Werte dieser Transkriptdnderungen betrachtet, waren alle Parameter bis auf
CTGF mit 8 Gy mit einer Normalverteilung vereinbar. Dementsprechend konnte eine
parametrische Analyse durchgefiihrt werden, welche in Abb. 5 zu sehen ist. Die zugehdrigen

Zahlenwerte und das Signifikanzniveau sind in Tab. 9 aufgelistet. Allgemein ist festzustellen,



4 Ergebnisse 51

dass die Effekte durch 2 Gy und durch 8 Gy sehr dhnlich waren. Dies gilt fiir die statistisch
signifikante Reduktion von TGFBRI, SMAD3 und SMAD4 wie auch fiir die Induktion von
SMAD?. Die supprimierende Wirkung von Bestrahlung auf CTGF war bei 8 Gy noch deutlich
ausgepragter als bei 2 Gy. Ein stirkerer Effekt durch 8 Gy war auch fiir die Steigerung der
Transkription des strahlenresponsiven CDKNIA zu beobachten. Die Expression von TGFBI,
TGFBR?2 und SMAD?7 unterschied sich nach Bestrahlung nicht signifikant von der Kontrolle.
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Abb. 4 Strahlenwirkung als Transkriptinderungen in 21 Fibroblastenlinien. Die Rohdaten wurden
zunichst auf das gewichtete Mittel aus GAPDH, HPRT1, SDHA und UBC normiert und dann fiir jede
Zelllinie als relative Transkriptinderung zur unbehandelten Kontrolle ausgedriickt. Zur Beschreibung
von Boxplots siehe Abb. 3.
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Abb. 5 Transkriptinderungen in Fibroblasten nach 2 und 8 Gy. Die Effekte der Bestrahlung auf die
Genexpression sind mit 95%-Konfidenzintervall dargestellt. Hierfiir wurden von den Transkriptzahlen
(normiert auf GAPDH, HPRT1, SDHA, UBC) der Logarithmus zur Basis 2 gebildet, womit — aufier bei
CTGF mit 8 Gy — eine Normalverteilung gegeben war. Fiir die Mittelwerte (ausgefiillte Kreise) ist das
jeweilige 95%-Konfidenzintervall durch Striche markiert. Schneiden diese Striche auf der einen oder
anderen Seite die vertikale Linie bei 0, so ist die Verinderung gegeniiber der Kontrolle statistisch nicht

signifikant.
24 h nach 2 Gy 24 h nach 8 Gy
Gen log, relativ zu Kontrolle p-Wert log, relativ zu Kontrolle p-Wert
[95% CI] [95% CI]
TGFB-Signalweg-Gene
TGFBI -0,25 [-0,54;+0,04] 0,09 -0,21 [-0,52;+0,10] 0,2
TGFBRI  -0,54[-0,87;-0,22] 0,002 -0,63 [-1,03;-0,23] 0,004
TGFBR2  -0,13 [-0,47;+0,22] 0,5 -0,01 [-0,37;+0,35] 0,9
SMAD?2 +0,40 [+0,22;+0,59] 0,0002 +0,32 [+0,11;+0,52] 0,004
SMAD3 -0,46 [-0,63;-0,29] 2%107 -0,40 [-0,59;-0,21] 0,0003
SMADA4 -0,68 [-1,04;-0,33] 0,0007 -0,79 [-1,31;-0,27] 0,005
SMAD7 +0,03 [-0,16;+0,23] 0,7 -0,04 [-0,21;+0,13] 0,6

vom TGFB-Signalweg beeinflusste Gene

CTGF -0,50 [-0,75;-0,25] 0,0004 -0,92 [-1,16;-0,68] 1*107
Positiv-Kontrolle fur Wirkung von Réntgenstrahlung
CDKNIA  +0,95 [+0,79;+1,11] 6*10™" +1,47 [+1,21;+1,74] 4*%107°

Tab. 9 Transkriptinderungen in Fibroblasten nach 2 und 8 Gy. Zahlenwerte und Signifikanzniveau zu

Abb. 5.
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42 LCLs

In LCLs, welche aus dem kaukasischen Kollektiv der HapMap-Genotypisierung stammten,
sollten die Effekte von TGFBl und Rontgenstrahlung (diese auch nach TGFpI-
Vorbehandlung) auf die Expression von Genen des TGFB-Signalwegs dargestellt werden. Ein
zweiter funktioneller Parameter bildete eine Zellvitalititsmessung. Die aus der HapMap-
Datenbank verfiigbaren Genotypen in den untersuchten Zielgenen sollten auf etwaige

Beeinflussungen der funktionellen Parameter gepriift werden.

Insgesamt konnten von den verfiigharen unverwandten 59 LCL-Linien 48 erfolgreich
angeziichtet werden. Neben den drei Behandlungsbedingungen (5 ng/ml TGFB1, 3 Gy
Rontgenstrahlung sowie 5 ng/ml TGFB1 16 h vor 3 Gy) wurde eine unbehandelte Kontrolle
mitgefiihrt. Diese Ansdtze wurden auf 12-Well-Platten nach Behandlung in einem
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach 4 h wurde RNA gewonnen, nach 30 h die Zellvitalitat

mittels Durchflusszytometrie erfasst.

4.2.1 Effekte von TGFB1 und Bestrahlung auf Genexpression

Die mRNA-Expression wurde fiir die TGFB-Signalweg-Gene TGFBRI, SMAD2, SMAD3,
SMAD4 und SMAD?7 sowie fiir das besonders strahlenresponsive CDKNIA ermittelt. Auf die
Messung von TGFBI und TGFBR2 wurde hier verzichtet, da frilhere Arbeiten in der
Abteilung Klinische Pharmakologie der Universitdt Gottingen wiederholt keine Effekte von
Bestrahlung auf diese beiden Gene in Leukozyten gezeigt hatten (Campean 2007; Janke 2009)
und auch in den Fibroblasten fiir diese beiden Gene keine signifikanten Verdnderungen
nachweisbar waren (Abb. 5). Die Induktion von SMAD7 durch TGFBI in lymphozytiren
Zellen ist gut belegt (Kunzmann et al. 2003). CTGF fand bei den LCLs keine Beachtung, weil

dieses dort nicht relevant exprimiert ist.

Ziel war es, die Effekte nach 4 h Behandlung mit TGFB1, 3 Gy-Bestrahlung sowie der
kombinierten Behandlung (3 Gy nach 16 h Vorinkubation mit TGFf1) auf die Transkription
der oben genannten Gene in 48 LCLs zu untersuchen (Abb. 6).
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Abb. 6 Effekte von TGFB1 und 3 Gy auf Genexpression im TGFp-Signalweg in 48 LCLs. Fiir jedes Gen
wurden die Rohwerte der Expression zuniichst auf das gewichtete Mittel aus den fiinf Referenzgenen
GAPDH, HPRT1, SDHA, UBC und YWHAZ normiert und diese Werte dann auf das jeweilige Mittel der
Kontrollen bezogen. Die Signifikanztestung erfolgte auf Ebene der Ct-Werte (= -log,[Transkripte], wo
aufler bei SMAD2 eine Normalverteilung angenommen werden konnte). Dementsprechend wurden
Unterschiede fiir die interessierende Behandlungspaare (Kontrolle-TGFp1, Kontrolle-3 Gy, Kontrolle-
TGFp1+3 Gy, 3 Gy-TGFp1+3 Gy) mit dem gepaarten t-Test bewertet, bei SMAD2 mit dem gepaarten
Wilcoxon-Rangsummentest. Die zugehorigen p-Werte fiir die statistische Signifikanz sind an den
entsprechenden Stellen in den Boxplots eingetragen. Fiir die Darstellungsweise der Boxplots siehe
Beschreibung in Abb. 3.
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Wie in Abb. 6 zu sehen, nahm die Expression von CDKN1A unter Bestrahlung deutlich zu, im
Median etwa um den Faktor 3. TGFB1 hatte hier keinen Einfluss. Sehr &hnlich verhielt es sich
mit TGFBRI, nur waren hier die Effekte der Bestrahlung schwécher ausgeprigt. Die
Bestrahlungswirkung auf diese beiden Gene war hoch signifikant korreliert (siche unten, Tab.
12 und Tab. 13). SMAD2, SMAD3 und SMAD4 zeigten in den Behandlungen keine
nennenswerten Verdnderungen der Expressionsstirke gegeniiber den Kontrollen. Wie
erwartet, stieg SMAD7 unter TGFB1-Inkubation an, da dieses einen iiber Genexpression
regulierten Autoinhibitor dieses Signalwegs darstellt. Auffillig war jedoch dessen
Herunterregulation durch 3 Gy. Offensichtlich wirken sich diese beiden Behandlungen
gegenldufig auf die SMAD?7-Expression aus und bei der Kombination war dementsprechend

kein Unterschied zur Kontrolle zu verzeichnen.

Weiter sollte untersucht werden, ob die einzelnen Gene in ihrer Expression korreliert waren
und zwar sowohl auf Kontrollniveau als auch fiir die Behandlungs-induzierten Effekte. Dies
konnte Hinweise auf gemeinsam regulierte Gene geben. Dazu wurde auf Ebene der Ct-Werte
der Real time-Messungen die Expression von TGFBRI1, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD7
und CDKNIA paarweise miteinander verglichen. Diese Analyse beruht auf den Messungen an
48 genetisch unterschiedlichen LCLs, wovon 11 ein zweites Mal kultiviert und gemessen

wurden, so dass diese Korrelationen insgesamt auf einer Fallzahl von 59 basieren.

Auf Kontrollniveau waren dabei mehrere Gene paarweise stark positiv korreliert,
insbesondere TGFBRI mit CDKNIA, SMAD?2 mit SMAD4, SMAD3 mit SMAD4, SMAD4 mit
CDKNI1A4 und SMAD7 mit CDKNIA (Tab. 10).

SMAD?2 SMAD3 SMAD4 SMAD7 CDKNI4

TGFBRI (0,09) 0,12 (0,32)* 0,16 0,47%*
SMAD?2 (0,30)*  (0,38)** (0,19) (0,22)
SMAD3 (0,55)%* 0,01 0,29%
SMAD4 (0,16) (0,41)**
SMAD7 0,44%*

Tab. 10 Korrelation der Genexpression auf Basalniveau in LCLs. Die Rohdaten der Messung wurden
zuerst durch ein gewichtetes Mittel aus GAPDH, HPRT1, SDHA, UBC und YWHAZ als Housekeeping-
Gene normiert. Die so erhaltenen Werte (=-log;[normierte Transkripte]) wurden fiir die
Korrelationsanalyse verwendet. Waren diese gemidBl Shapiro-Wilk-Test mit einer Normalverteilung
vereinbar, wurde der Koeffizient nach Pearson, ansonsten der nach Spearman (Werte dann in Klammern
gesetzt) verwendet. Die statistische Signifikanz ist durch Sterne angezeigt, wobei * 0,001 p <0,05 und **
p <0,001.
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Tab. 11 zeigt die Korrelation der durch TGFB1 induzierten Effekte in LCLs. Deutliche
paarweise Korrelationen lassen sich zwischen TGFBRI und SMAD?7, zwischen TGFBRI und
CDKN1A4 und zwischen TGFBRI und SMAD4 erkennen.

SMAD?2 SMAD3 SMAD4 SMAD7 CDKNIA

TGFBRI  (0,29) (0,24) 0,417 0,57%* 0,51%*
SMAD? (0,17) (0,20) (0,09) (-0,01)
SMAD3 (0,38)* (0,12) (0,16)
SMAD4 0,29% 0,32%
SMAD7 0,34%

Tab. 11 Korrelation der Genexpression fiir die durch TGFp1 induzierten Effekte in LCLs.
Darstellungsweise wie in Tab. 10.

In Tab. 12 sind die paarweisen Korrelationen der durch 3 Gy induzierten
Genexpressionsdnderungen aufgezeigt. Die stirksten Zusammenhinge bestanden in
absteigender Reihenfolge bei TGFBRI mit CDKNIA, bei TGFBRI mit SMAD3, TGFBRI mit
SMAD?2 und bei SMAD3 mit SMAD7. Somit war inhibitorische SMAD7 mit dem
aktivatorischen SMAD3 des TGFB-Signalwegs positiv korreliert.

SMAD?2 SMAD3 SMAD4 SMAD7 CDKNIA4

TGFBRI  (046)**  (0,55)** 0,34* 0,35* 0,57%*
SMAD?2 (0,30)* (0,11) (0,14) (0,25)
SMAD3 (0,30)*  (0,44)** (0,24)
SMAD4 0,39* 0,16
SMAD7 0,04

Tab. 12 Korrelation der Genexpression fiir die durch 3 Gy induzierten Effekte in LCLs.
Darstellungsmodus analog zu Tab. 10.

Neben den Korrelationen nach Behandlung mit TGFB1 (Tab. 11) sowie 3 Gy (Tab. 12) sollten
die entsprechenden paarweisen Beziehungen auch fiir die kombinierte Behandlung untersucht
werden. Dies ist in Tab. 13 dargestellt. Am stirksten waren hier 7TGFBRI mit CDKNIA,
gefolgt von TGFBRI mit SMAD7, TGFBRI mit SMAD2, TGFBRI mit SMAD4 und SMAD?7
mit CDKNIA korreliert. Damit waren die jeweils deutlichsten Korrelationen bei den
Einzelbehandlungen (TGFBRI mit SMAD7 bei TGFB1 bzw. TGFBRI mit CDKN1A4 bei 3 Gy)
auch bei der Doppelbehandlung am stirksten ausgepragt.
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SMAD2  SMAD3  SMAD4  SMAD7  CDKNIA
TGFBRI  (0,54)**  (0,26)*  (043)**  0,63%* 0,66%*

SMAD?2 (0,09) (0,22) (0,32)* (0,33)*
SMAD3 (0,35)* (0,20) (0,21)
SMAD4 (0,37)* (0,35)*
SMAD7 0,41%%

Tab. 13 Korrelation der Genexpression fiir die durch TGFB1 und 3 Gy induzierten Effekte
in LCLs. Die Vorgehensweise entspricht der in Tab. 10 .

4.2.2 Reproduzierbarkeit von Genexpressionsanderungen in LCLs

Von LCLs ist die Problematik bekannt, dass die Effizienz der EBV-Transformation sehr
heterogen ist. Dies wirkt sich auf das Wachstumsverhalten und den Metabolismus der Zellen
aus. Hinzu kommt, dass sich die einzelnen Zelllinien wéhrend der Kultivierung veréndern
konnen. Daraus resultiert die bekannte Problematik, dass sich schwache bis méBige Effekte —
wie sie typischerweise fir Genpolymorphismen zu erwarten sind — oft nur schwer
reproduzieren lassen. Um konstante Faktoren wie Genpolymorphismen sinnvoll zu testen,
miissen die funktionellen Parameter zu einem gewissen Grade reproduzierbar sein. Daher
wurde gefordert, dass die an zwei unterschiedlichen Tagen erhobenen Funktionsmessungen

nominal statistisch signifikant mit einem p-Wert < 0,05 korreliert sein sollten.

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit wurden fiir 11 LCL-Linien die Experimente
komplett wiederholt. Daflir wurde jeweils ein neues Aliquot der Zellen aus dem fliissigen
Stickstoff aufgetaut und somit sicher gestellt, dass Kulturzeit und Passagenanzahl mit der

Erstmessung vergleichbar waren.

In Tab. 14 ist fiir sechs Zielgene die Korrelation der Expression zwischen den
Wiederholungsmessungen aufgefiihrt. Dabei zeigten sich statistisch signifikante positive
Korrelationen fiir das Kontrollniveau von CDKNIA und fiir die Induktion von SMAD7 durch
TGFp1. Bei den Effekten von TGFB1 auf die Expression des Rezeptors TGFBRI war eine
nominale statistische Signifikanz nur bei nicht-parametrischer Analyse (nach Spearman’s rho)

zu sehen.
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Gen Kontrolle T7GFBI-K  3Gy-K T3Gy-K
CDKNIA Spearman's rtho 0,67 0,27 0,18 0,43
p-Wert Spearman 0,02 0,42 0,59 0,19
Pearsonr 0,61 0,14 0,50 0,53
p-Wert Pearson 0,04 0,68 0,12 0,09
SMAD?2 Spearman's rho -0,31 0,40 -0,65 -0,06
p-Wert Spearman 0,36 0,22 0,03 0,85
Pearson r n.a. n.a. n.a. n.a.
p-Wert Pearson n.a. n.a. n.a. n.a.
SMAD3 Spearman's rho -0,14 -0,08 0,09 0,15
p-Wert Spearman 0,69 0,81 0,79 0,67
Pearsonr -0,14 0,20 -0,08 -0,06
p-Wert Pearson 0,69 0,57 0,84 0,86
SMAD4 Spearman's rho 0,00 -0,23 0,25 0,30
p-Wert Spearman 1,00 0,50 0,47 0,37
Pearson r 0,12 -0,11 n.a. 0,39
p-Wert Pearson 0,72 0,76 n.a. 0,23
SMAD7 Spearman's rho -0,12 0,77 0,23 0,19
p-Wert Spearman 0,73 0,005 0,50 0,57
Pearson r -0,11 0,77 n.a. n.a.
p-Wert Pearson 0,75 0,006 n.a. n.a.
TGFBRI  Spearman's rho 0,30 0,72 0,36 0,64
p-Wert Spearman 0,37 0,01 0,27 0,04
Pearson r 0,29 0,50 0,28 0,52
p-Wert Pearson 0,39 0,12 0,40 0,10

Tab. 14 Inter-Tag-Korrelation der Expressionsparameter fiir 11 LCLs. Fiir den zweiten Messtag wurden
jeweils neue Aliquots aufgetaut. Es sind fiir das Kontrollniveau und fiir die drei Behandlungen in Relation
zur Kontrolle die Korrelationen zwischen den beiden Messtagen aufgefiihrt. Diese Berechnungen basieren
auf den Ct-Werten der Real time-Messungen (= -log,[Transkriptzahlen]). Dadurch war in manchen Féllen
eine Normalverteilung gegeben und der Korrelationskoeffizient nach Pearson konnte berechnet werden
(ansonsten nicht anwendbar, mit n.a. abgekiirzt). Nominal signifikante p-Werte < 0,05 sind fett gedruckt.
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4.2.3 Zellvitalitat

Dass Bestrahlung ab einer gewissen Dosis den Anteil der vitalen Zellen reduziert, ist zu
erwarten. Es sollte hier das Ausmal3 der Strahlenwirkung auf die LCLs, dessen Streubreite
sowie ein moglicher additiver Effekt von TGFB1 und Bestrahlung untersucht werden. Dazu
wurden die bestrahlten und TGFB1-behandelten Zellen im Brutschrank bei 37°C fiir 30 h
inkubiert und dann der prozentuale Anteil an Propidiumiodid-negativen Zellen durch FACS-

Messung ermittelt.

Der Anteil der auf diese Weise als vital ermittelten Zellen lag ohne Bestrahlung im Median
bei etwa 83%, in den bestrahlten Proben bei etwa 70%. Dabei zeigte sich eine erhebliche,
Zell-spezifische Variabilitdt. Bei den empfindlichsten Linien waren nach 3 Gy mehr als 50%
der Zellen Propidiumiodid-positiv (d.h. nekrotisch). Demgegeniiber war bei einer Zelllinie die
Vitalitdt nach Bestrahlung nahezu identisch mit der zugehorigen Kontrolle und bei einer
weiteren Linie wurde sogar eine leichte Zunahme des Anteils der vitalen Zellen beobachtet

(um 1-4%).

Mit dem nicht-parametrischen paarweisen Rangsummentest nach Wilcoxon wurde gepriift, ob
es zwischen zwei zu vergleichenden Bedingungen statistisch signifikante Unterschiede gab.
Dabei hatte TGFB1 keinen nennenswerten Einfluss auf die Zellvitalitit, sowohl ohne (p = 0,7)
als auch mit Bestrahlung. Die Verminderung der Zellvitalitdt durch Bestrahlung war — wie
erwartet — hoch signifikant (zwischen 3 Gy und Kontrolle bzw. zwischen TGFB1 und
TGFB1+3 Gy jeweils p = 2%107).
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Abb. 7 Einfluss von TGFp1 und 3 Gy-Bestrahlung auf die Vitalitiit von LCLs. Diese Messungen wurden
an 48 LCLs nach einer Inkubationszeit von 30 h nach Bestrahlung mittels FACS-Analyse durchgefiihrt.
Dabei wurde mit Propidiumiodid gefiirbt und es konnten klar zwei Zellpopulationen — eine mit intakter
und eine mit nicht intakter Zellmembran — differenziert werden. Die Konzentration an TGFf1 betrug
standardmiilig 5 ng/ml.
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Ahnlich wie bei den Expressionsmessungen sollte auch hier analysiert werden, inwieweit sich
das Ausmal} der beobachteten Behandlungseffekte auf die Zellvitalitit fiir die einzelnen LCL-
Linien reproduzieren lisst. Dies wurde als eine wesentliche Voraussetzung fiir ein sinnvolles
Testen eines Einflusses genetischer Faktoren angesehen. Die Korrelationsanalysen fiir die

Zellvitalitdt wurden hier mit 13 LCL-Linien vorgenommen.

Abb. 8 soll die Reproduzierbarkeit der Vitalitit anhand der Wiederholungsmessungen zeigen.
In der Inter-Tag-Korrelation der LCL-Zellen sicht man eine hohe Ubereinstimmung der
Zellvitalitit. Wie bereits oben illustriert (Abb. 7) gab es keinen Nettoeffekt von TGFB1 auf
die Vitalitit der LCL-Zellen und die Inter-Tag-Messungen fiir diese Behandlung waren nicht
korreliert. Demgegeniiber bestand fiir die beiden Messtage eine starke Korrelation der durch

3 Gy veranderten Zellvitalitét, etwas schwécher auch bei der kombinierten Behandlung.
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Abb. 8 Inter-Tag-Korrelationen der Zellvitalitiit bei den LCLs. Mit FASC-Messungen wurden die Anteile
der vitalen, d.h. Propidiumiodid-negativen Zellen bestimmt. Jede der 13 LCL-Linien ist als ein Kreis
reprisentiert, mit der Koordinate fiir den 1. Messtag auf der x-Achse und fiir den 2. auf der y-Achse. Es
wurden der nicht-parametrische Spearman-rho-Koeffizient berechnet und bei Vorliegen -einer
Normalverteilung auch der Pearson r. Das obere linke Bild zeigt die Verhiltnisse auf Kontrollniveau, die
anderen fiir die durch die Behandlungen hervorgerufenen Verinderungen gegeniiber der Kontrolle.
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Weiterhin wurden paarweise Korrelationen zwischen den gemessenen Genexpressionen und
der Zellvitalitdt verglichen. Dabei zeigte sich nur fiir die durch TGFB1 induzierten Effekte
eine nominal statistisch signifikante Beziehung zwischen der CDKNIA-Expression und dem
Anteil der vitalen Zellen (Abb. 9). Unter TGFB1-Behandlung hatte mehr CDKNI1A tendenziell
einen etwas geringeren Anteil an vitalen Zellen zur Folge (nicht-parametrisch rtho = 0,31, mit
p = 0,02 und parametrisch r = 0,33 mit p =0,01). Der Zusammenhang ist jedoch geringgradig

und bei Beriicksichtigung multipler Korrelationsvergleiche nicht statistisch signifikant.
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Abb. 9 Zusammenhang zwischen CDKN1A-Expression und Zellvitalitiit nach TGFp1-Behandlung. Diese
Daten basieren auf 59 Messreihen, wobei 11 LCLs doppelt gemessen wurden.
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4.2.4 Assoziation mit Genvarianten

Die bei funktionellen Messungen beobachtete Variabilitét setzt sich aus unterschiedlichen
Komponenten zusammen: Bei den hier durchgefiihrten Analysen mit LCLs lésst sich diese
Variabilitét in einen fiir jede Zelllinie konstanten und einen verdanderlichen Anteil unterteilen.
Zu letzterem zéhlen z.B. Einfliisse durch die Anzahl der Passagen einer Zelllinie, sich
verdindernde Umgebungsbedingungen oder auch Varianzen bei der Erhebung der
Messparameter. Der flir jede Zelllinie konstante Anteil sollte zu einem gewissen Anteil die
genetisch fixierte Variabilitdit widerspiegeln. Um also genetische Varianten auf eine
moglichen Einfluss auf funktionelle Parameter zu testen, sollte ein substanzieller Anteil der

Messvariabilitit konstant und damit zu einem wesentlichen Teil genetisch determiniert sein.

Wie Tab. 14 zu entnehmen, war eine signifikante Korrelation zwischen den fiir elf Zelllinien
zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmten Expressionsmessungen nur fiir die
Basalexpression von CDKNIA und insbesondere fiir die TGFB1-induzierte Zunahme der
SMAD7-Expression zu verzeichnen. Demzufolge wurden Varianten des CDKNI1A-Gens mit
dessen Expression auf Kontrollniveau verglichen. Da die Induktion von SMAD7 durch TGFf1
einen negativen Feedback-Mechanismus des TGFB-Signalwegs darstellt und {iber diesen
Signalweg vermittelt wird, kommen als mogliche Kandidaten alle Gene in Frage, welche
Lsupstream® der SMAD?7-Induktion liegen, d.h. unter anderem auch alle Komponenten des

TGFB-Signalwegs.

Die in meiner Arbeit verwendeten LCLs gehdren zu den Zellen, an welchen im Rahmen des
HapMap-Projekts mittlerweile etwa 4 Millionen genetischer Positionen auf SNPs
genotypisiert sind. Diese stellen gegenwértig das am dichtesten durch genetische Varianten
kartierte Kollektiv weltweit dar. Fiir die Assoziationsanalysen mit meinen funktionellen
Daten wurden also die genetischen Polymorphismen dieser LCLs fiir die interessierenden
Kandidatengene von der HapMap-Homepage (http://www.hapmap.org) heruntergeladen.
Zuerst wurden die monomorphen Positionen, d.h. Loci ohne genetische Variabilitdt in den
betrachteten 48 LCLs, von der weiteren Analyse aussortiert. Fiir die {ibrigen wurde das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht iiberpriift, welches bis auf eine einzige Ausnahme bei allen
SNPs erfiillt war. Ubrig blieben dann insgesamt 470 SNPs in den Genen CDKNIA, TGFBRI,
SMAD2, SMAD3, SMAD4 und SMAD?.

Die LCL-Studie hatte explorativen Charakter. Bei der Vielzahl der getesteten Genotyp-
Phéinotyp-Assoziationen ist mit einer grolen Zahl falsch positiver Befunde zu rechnen, wenn

man das Signifikanzniveau von 0,05 anwendet, d.h wenn die Wahrscheinlichkeit fiir ein
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falsch positives Resultat bei 5% liegt. Um die Zahl falsch positiver Ergebnisse zu verringern,
wurde ein Signifikanzniveau von 0,005 gefordert (nach Jonckheere-Terpstra-Trend-Test).
Nach der sehr konservativen Bonferroni-Korrektur hitte man die Grenze von 0,05 durch die
Anzahl der Tests dividieren miissen. Um dann aber noch einen interessanten Befund zu
erhalten, miisste bei der begrenzten Fallzahl von 48 LCL-Linien eine Genvariante einen
gewaltigen Effekt haben, was so nicht zu erwarten ist. Folgende Aspekte sollten bei der
Bewertung der Festsetzung der Signifikanzgrenze auf 0,005 bedacht werden. Diese
reprasentiert zwar nicht eine Adjustierung auf die tatsdchlich durchgefiihrten Tests,
minimierte aber erheblich die Zahl der scheinbar positiven Assoziationen verglichen mit einer
Grenze von 0,05. Bei diesem Studienteil handelte es sich explizit um ein exploratives
Vorgehen mit einer hohen Sensitivitdt, potenziell interessante Genvarianten tatsédchlich zu
erkennen unter Inkaufnahme eines hohen Risikos fiir falsch positive Ergebnisse. Die hier
identifizierten Genvarianten bediirfen somit dringender funktioneller Validierung durch
weitere Studien oder molekular-biologische Experimente. Nachfolgend werden folglich nur

Assoziationen bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von 0,005 als relevant betrachtet.
4.2.4.1 CDKN1A

Auf basalem Expressionsniveau waren nur die Transkriptbestimmungen fiir CDKNIA,
welches als Positivkontrolle fiir bestrahlungsinduzierte Genexpression diente, zwischen den
Wiederholungsmessungen signifikant korreliert (Tab. 14). Somit stellte sich die Frage, ob
Varianten im Genbereich von CDKNIA einen Einfluss auf dessen Expression haben. Eine
signifikante Assoziation mit der oben definierten Grenze von 0,005 fand sich fiir keinen
dieser Genotypen, weder in Bezug auf die Genexpression von CDKNIA, noch auf die

Zellvitalitit.
4242 TGFBR1

Bei TGFBR1 war eine ganze Reihe von Genpolymorphismen mit der durch 3 Gy verdnderten
Genexpression von TGFBR1 und SMAD7 assoziiert (Abb. 10). Dass hier so viele
Genvarianten als signifikant erschienen, ist in der sehr hohen genetischen Kopplung zwischen
diesen Varianten begriindet. Tatsdchlich handelt es sich mehr oder weniger um eine einzige
Assoziation, welche dem grofen Block mit hohem Kopplungsungleichgewicht entspricht
(dunkle Rauten unten in Abb. 10). Da es geringe Nuancen in diesem Kopplungsgrad gibt,
konnte eine Variante identifiziert werden, welche noch ein wenig stirker als die iibrigen mit
beiden Expressionsparametern assoziiert war (durch Pfeile in Abb. 10 markiert). Die Effekte

dieser Variante, rs10819635, waren auf die durch 3 Gy hervorgerufene Expressionséinderung
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von TGFBR1 und SMAD?7 praktisch gleich (siche dazu auch Abb. 11). Es sollte hier
allerdings  beriicksichtigt ~ werden, dass die durch 3 Gy  hervorgerufenen
Transkriptionsdnderungen von TGFBR1 und SMAD?7 keine signifikante Korrelation
zwischen zwei Messtagen zeigten (Tab. 14). Auf die zytotoxische Wirkung der Bestrahlung

hatten diese Genvarianten hingegen keinen Einfluss.
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Abb. 10 TGFBR1-SNPs und Effekte von 3 Gy auf die Expression von TGFBR1 und SMAD?Y. Es sind hier
alle 64 SNPs mit mehr als einem Allel fiir die kaukasischen Proben der HapMap-Datenbank im
Genbereich von TGFBR1 einschlieilich + 10 kb flankierender Sequenzen dargestellt. Im oberen Bildteil
ist der negative dekadische Logarithmus des p-Wertes fiir die Assoziation zwischen Genotypen einerseits
und den durch 3 Gy verinderten Genexpressionen von TGFBR1 und SMAD?7 illustriert. Die p-Werte
wurden mit dem Jonckheere-Terpstra-Trend-Test errechnet. Das nominale statistische Signifikanzniveau
von 0,05 entspricht dabei einem Wert von 1,3 auf der y-Achse, das hier verwendete Niveau von 0,005
einem Wert von 2,3. Unten findet sich der zugehérige Kopplungsplot der Genpolymorphismen. Je dunkler
eine Raute gefirbt ist, desto stiirker ist der genetische Kopplungsgrad zwischen den beiden betreffenden
SNPs (Bild erstellt mit der Software HaploView). Die statistisch auffillligste Genvariante ist in beiden
Bildteilen durch Pfeile markiert. Die beiden Teilbilder sind in den Positionen der SNP-Anordnung
aufeinander abgestimmt.
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Abb. 11 Boxplots fiir den TGFBR1-SNP mit der stirksten Genotyp-Phinotyp-Assoziation. Es ist der
Einfluss des SNPs rs10819635 auf die durch 3 Gy verinderte Expression von TGFBR1 (links) bzw.
SMAD?7 (rechts) dargestellt. Die p-Werte wurden mit dem Test nach Jonckheere-Terpstra berechnet.

4.2.4.3 SMAD3

Das auffdlligste Signal fiir eine Assoziation mit den gut reproduzierbaren Effekten von
Bestrahlung auf die Zellvitalitdt (Abb. 8) ergab sich dabei fiir eine intronische SMAD3-
Variante (Pfeil in Abb. 12). Der Einfluss dieses SNPs zeigte sich moderat bereits bei
alleiniger Bestrahlung mit 3 Gy und trat stirker hervor, wenn mit TGFB1 vorbehandelt wurde
(siehe auch Abb. 13). Dieser SNP, rs17293408, ist in Intron 1 des SMAD3-Gens lokalisiert
und befindet sich in einer Region mit geringer genetischer Kopplung (helle Rauten im unteren

Teil von Abb. 12).
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Abb. 12 Assoziation von SMAD3-SNPs mit der Strahlen-induzierten Zytotoxizitit. Der Darstellungsmodus
ist analog zu Abb. 10. Jedoch sind hier im oberen Bildteil zwei Funktionsparameter aufgefiihrt, die
Zytotoxizitit durch 3 Gy ohne und nach Vorbehandlung mit 5 ng/ml TGFg1. Jede der 187 polymorphen
Positionen im SMAD3-Gen einschlieBlich + 10 kb flankierender Sequenzen ist somit durch einen Kreis fiir
die Assoziation mit jedem der beiden Funktionsparameter reprisentiert. Die Pfeile kennzeichnen die

auffilligste Genvariante.
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Abb. 13 Detaillierte Boxplots fiir die auffilligste SMAD3-Variante aus Abb. 12. Es ist hier der Einfluss
dieser Variante auf die Kontroll-bereinigt durch 3 Gy ohne (links) bzw. nach 16 h Vorbehandlung mit
5 ng/ml TGFB1 hervorgerufene Zytotoxizitit veranschaulicht. Die statistische Testung erfolgte mit dem
Jonckheere-Terpstra-Test (auch wenn hier nur zwei Genotypgruppen vorhanden) und die zugehérigen p-
Werte sind eingetragen.

4.2.4.4 SMAD7

Die gut dokumentierte SMAD?7-Induktion durch TGFB1-Behandlung spiegelte sich auch in
der besten Reproduzierbarkeit aller in dieser Arbeit in LCLs untersuchten
Genexpressionsdnderungen wider (Tab. 14). Fiir diesen Parameter fanden sich jedoch keine

signifikant assoziierenden Genpolymorphismen im SMAD7-Gen.

Die Effekte von TGFB1 auf die Vitalitit der LCLs waren gering, bewegten sich auf
Kontrollniveau (siehe Abb. 7) und korrelierten nicht zwischen den beiden Messtagen (Tab. 8).
Dies ist bei der Assoziationstestung mit Genotypen zu bedenken. Im SMAD7-Gen konnte ein
Cluster in Intron 3 von drei miteinander in hohem Kopplungsungleichgewicht stehenden
SNPs identifiziert werden, welche die Effekte von TGFB1 auf die Zellvitalitit beeinflussten
(Pfeil in Abb. 14 oben). Aus Abb. 15 ist zu ersehen, dass das Variantenallel eines dieser
Polymorphismen, rs/2956924, die Zellvitalitit nach TGFB1-Behandlung geringgradig
steigerte, wiahrend die Variantenallele der beiden anderen SNPs einen gegenteiligen Effekt

hatten.



4 Ergebnisse 68

oY S @ @ -----------------------------------------------------------------

]

=
oh

+

-log0(pXert AZellvital itit durch TGFR1 mit Genotyp

- *
> -
‘
N I — R o S, SASEE T, S SN e S S SR B o i el S S S S B SR SO RS
0.5 % . -+ iy
2, ° Yo .
. x * + r * +*
* - L d
* * -
0 T i

44694000 44693000 44704000 44709000 44714000 44719000 44724000 44723000 44734000 44725000
Position der SMAD7-5NPs auf Chr13 (Build 36.3, NT_010966.13)

. 10kb SMAD?7

| | -
* »
SO — W o O . .o
‘% 3’ @ \Obﬁé’ *f b S
> > 4 ,
*$
&

Abb. 14 Effekte von SMAD7-SNPs auf die Zellvitalitit unter TGFp1. Das Prinzip der Darstellung ist wie
zuvor in Abb. 10 und Abb. 12. Der betrachtete Genbereich erstreckt sich iiber das SMAD7-Gen = 10 kb in
5’- und 3’-Richtung und beinhaltet 50 Genpolymorphismen. Die drei SNPs mit der stirksten Assoziation
zur TGFp1-modulierten Zellvitalitit sind mit den Ziffern ,,1%, ,,2¢ und ,,3“ gekennzeichnet. Der Pfeil
kennzeichnet die entsprechende Zuordnung zum Kopplungsplot im unteren Bildteil.
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Abb. 15 Boxplots zur Veranschaulichung der am stirksten assoziierenden SMAD7-SNPs. Die
Kennzeichnung mit den Ziffern ,,1%, ,,2* und ,,3“ entspricht der in Abb. 14. Die p-Werte zur statistischen
Bewertung des Einflusses dieser drei SNPs auf die durch TGFp1 modulierte Zellvitalitit (also in Relation
zur unbehandelten Kontrolle) wurden mit dem Jonckheere-Terpstra-Test ermittelt.

4.2.45 TGFBR2, SMAD2 und SMAD4

Varianten aus der HapMap-Datenbank in den Genbereichen von TGFBR2, SMAD2 und
SMAD4 zeigten keine Effekte auf die gemessenen Funktionsparameter Genexpression und

Zellvitalitat, weder auf Basalniveau noch nach TGFB1-Behandlung bzw. Bestrahlung.

4.3 T-Lymphozyten

Insgesamt wurden fiir diese Studie 100 unverwandte Probanden rekrutiert, von denen T-
Lymphozyten (CD3'-Zellen) gewonnen wurden. Personen mit Infekten wurden von der
Teilnahme ausgeschlossen. Zusétzlich wurde ein Differenzialblutbild angefertigt, um bei
groferen Auffilligkeiten im Nachhinein Proben von der Analyse ausschliefen zu konnen.
Obwohl phinotypisch nicht eindeutig erkennbar, wurden die Messwerte einer Probandin nicht
berticksichtigt, da sie nicht kaukasischer Abstammung war und dies erst bei nochmaligem
Durchsehen des Probandenfragebogens auffiel. Mit den T-Lymphozyten wurden vier
unterschiedlichen Behandlungen in Duplikaten auf 12-Well-Platten (Kontrolle, 2 Gy, TGFp1,
und anti-TGFB1) durchgefiihrt. Die Zellvitalitit wurde 28 und 48 h nach Behandlung mittels
AlamarBlue®-Assay bestimmt (n = 99 primére Zelllinien). Fiir die Genexpressionsmessungen
gingen bei der RNA-Isolierung zwei Serien verloren, so dass hierfiir die Zellen von

97 Probanden verwendet werden konnten.

4.3.1 Genexpression in T-Lymphozyten

Ziel war hier in Analogie zu den Untersuchungen mit Fibroblasten und LCLs die quantitative
Bestimmung der Expressionsparameter von Genen des TGFB-Signalwegs. Die Auswahl der
Zielgene fur die T-Lymphozyten orientierte sich an den Ergebnissen der beiden zuvor

analysierten Zellarten. Somit wurden SMAD3, SMAD7 und TGFBRI als Zielgene ausgewéhlt.
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Eine Reduktion der Zahl der zu analysierenden Gene war in Anbetracht der groflen
Probenzahl dieses Studienteils (Probandenzahl multipliziert mit der Zahl der Behandlungen)
und den daraus resultierenden Kosten fiir die Real time-Expressionsmessungen erforderlich.
AulBlerdem wurden vier Referenzgene fiir jede Probe gemessen (GAPDH, HPRTI, UBC und
YWHAZ).

Zunichst sollte die Variabilitit der Expression der Gene SMAD3, SMAD7 und TGFBRI auf
Kontrollniveau dargestellt werden. Dies ist in Abb. 16 zu sehen. SMAD3 zeigte dabei eine
Streubreite um den Faktor 5, wihrend diese bei SMAD7 und TGFBRI nur bei Faktor 3 lag.

Abb. 16 Variabilitit der Expression von

3] -T- SMAD3, SMAD7 wund TGFBR1 auf
E Basalniveau in T-Lymphozyten. Die Rohdaten
E der Expressionsmessungen wurden zunichst
e —4- auf das gewichtete Mittel der Referenzgene
=9 GAPDH, HPRT1, UBC und YWHAZ bezogen.
o'w Die so normierten Werte wurden fiir jedes der
b 'E © drei Zielgene in relativen Einheiten zum
EE 34 T —‘7 jeweils niedrigsten Wert ausgedriickt. Somit
x 2 ist der Faktor der Gesamtvariabilitit direkt
Se aus dem Boxplot ablesbar. Die Zahl der
o 22_ [r— Proben war jeweils n = 97.
2 N ——
]
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- 1 1
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Ein wichtiges Ziel war, festzustellen, ob die drei verschiedenen Behandlungen 2 Gy
Betrahlung, TGFB1 und anti-TGFB1 in den T-Lymphozyten gegeniiber der Kontrolle
statistisch signifikante Transkriptionsdnderungen von Genen des TGFB-Signalwegs bedingen.
Weiterhin interessierte das Ausmal} dieser etwaigen Verdnderungen. Dazu wurden die
Expressionsstirken der Gene SMAD3, SMAD7 und TGFBRI nach 24 h Inkubation bei 37°C
analysiert. In Abb. 17 sind deren prozentuale Anteile gegeniiber der Kontrolle dargestellt.

Unter Berticksichtigung der Normierung auf GAPDH, HPRT1, UBC und YWHAZ fiihrte die
2 Gy-Bestrahlung bei allen drei Zielgenen zu einer geringen bis miBigen
Expressionsabnahme; am deutlichsten war dies bei SMAD3 der Fall, wenngleich auch hier die
relative Abnahme im Median nur 11,2% betrug. Unter TGFB1-Behandlung war beziiglich
SMAD3 eine Expressionsminderung im Median um 14,4% zu verzeichnen, wahrend SMAD?7
(+72,8%) bzw. TGFBR1 (+43,8%) deutlich zunahmen. Diese Befunde waren statistisch hoch
signifikant. Dennoch gab es auch hier einige wenige Zelllinien, bei denen ein entgegen

gesetzter Effekt zu beobachten war. Bei der Behandlung mit anti-TGFB1 kam es bei SMAD3
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zu einer Zunahme um 15,8%, wohingegen sich die Transkription von SMAD7 um 34,8%

verminderte und diejenige von TGFBRI sich gegeniiber der Kontrolle nicht dnderte.
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Abb. 17 Behandlungs-induzierte Expressionsinderungen von SMAD3, SMAD7 und TGFBR1 in T-Zellen.
Es wurden jeweils 97 primire T-Lymphozyten-Kulturen (10° Zellen/ml) mit 2 Gy, 5 ng/ml TGFp1 und
250 ng/ml anti-TGFp1 behandelt und nach 24 h Inkubation bei 37°C im Brutschrank RNA asserviert. Die
Rohdaten der Expressionsmessungen wurden zunichst auf ein gewichtetes Mittel der Referenzgene
GAPDH, HPRT1, UBC und YWHAZ normiert. Die so erhaltenen Werte fiir die drei Behandlungen
wurden als Transkriptzahlen auf die zugehorigen Kontrollen bezogen. Diese Prozentwerte sind in der
Abbildung dargestellt, links fiir SMAD3, in der Mitte fiir SMAD7 und rechts fiir TGFBR1. Die Testung
auf statistisch signifikante Unterschiede der einzelnen Behandlungen zu den Kontrollen erfolgte
paarweise mit dem nicht-parametrischen Wilcoxon-Rangsummentest und die entsprechenden p-Werte
sind eingetragen.

4.3.2 Zellvitalitat in T-Lymphozyten

Neben den Einfliissen von Bestrahlung, TGFB1 und anti-TGFp1 auf die Genexpression (siche
4.3.1) sollten auch die Effekte dieser Behandlungen auf die Zellvitalitit gemessen werden.
Dabei interessierte auch die Frage, ob eine Korrelation zwischen Genexpression von

TGFBRI, SMAD3 und SMAD7 und Zellvitalitit bestand.

Dazu war zunichst jede Behandlung als Duplikat auf 12-Well-Platten fiir 24 h im Brutschrank
bei 37°C inkubiert worden. Danach wurde jeder dieser Ansétze in Doppelbestimmung auf
eine schwarze 96-Well-Platte zu 40.000 Zellen/Well tiberfiihrt (d.h. jede Behandlung war
somit 4-fach auf dieser Platte reprisentiert). Nach Zugabe von AlamarBlue® wurde fiir
weitere 4 bzw. 24 h bei 37°C inkubiert und nach diesen Zeiten (insgesamt 28 bzw. 48 h)

jeweils das Fluoreszenzsignal gemessen.

Wie erwartet war die Zellvitalitit nach 2 Gy-Bestrahlung vermindert. Obwohl statistisch hoch
signifikant, war diese Abnahme vergleichsweise geringfiigig (im Median nach 28 h um 7%,
nach 48 um 15% im Vergleich zur Kontrolle). Damit wurden friithere Befunde bestitigt,
denen zufolge T-Lymphozyten eine besonders resistente Subpopulation der PBMCs darstellen
(Campean 2007; Janke 2009). Auftillig war die stark signifikante Reduktion der Zellvitalitdt
unter TGFB1 (sowohl nach 28 als auch nach 48 h). Anti-TGF1 zeigte nach 28 h noch keine
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Verianderung gegeniiber der Kontrolle, nach 48 h war jedoch die Zellvitalitdt auch hier leicht
vermindert (statistisch deutlich signifikant). Die behandlungsinduzierten Veranderungen der
Zellvitalitit waren zwischen den beiden Messzeitpunkten zwar statistisch sehr signifikant
positiv miteinander korreliert, im Ausmal} aber eher méBiggradig (Spearman-rho-Werte 0,46-

0,54).

Ein Zusammenhang mit der Genexpression von TGFBRI, SMAD3 und SMAD?7 bestand nicht,

weder fiir die nach 28 noch nach 48 h Inkubation gemessene Zellvitalitat.

Abb. 18 Effekte von Bestrahlung, TGFB1 und anti-TGFp1 auf die Zellvitalitit von T-Lymphozyten. 24 h
nach den Behandlungen wurde AlamarBlue® dazugegeben. Die Fluoreszenz-Messung mittels TECAN
Ultra-Mikroplattenlesegerit erfolgte nach weiteren 4 h (d.h. nach insgesamt 28 h Inkubation bei 37°C,
linkes Bild, jeweils 91 Zelllinien) bzw. nach weiteren 24 h (insgesamt 48 h, rechtes Bild, jeweils
95 Zelllinien). Die Konzentrationen fiir die beiden Zytokine waren 5 ng/ml. Es sind jeweils die auf die
mitgefiihrten Kontrollen bezogenen Messwerte angegeben. Diese sind ein Parameter der mitochondrialen
Aktivitit und spiegeln somit die Zellvitalitit wider. Die p-Werte geben die statistische Signifikanz einer
jeden Behandlung gegeniiber der Kontrolle ab und wurden mit dem gepaarten Wilcoxon-
Rangsummentest berechnet.

4.3.3 Assoziationen mit Genvarianten

Im TGFB-Signalweg wurden 21 Genvarianten zur Genotypisierung ausgewihlt. Diese
Auswabhl beruhte auf Genvarianten, fiir die in der Abteilung Klinische Pharmakologie bereits
Assoziationen mit funktionellen Parametern (nominale Signifikanz mit 0=0,05) gefunden
wurden bzw. die in der oben beschriebenen LCL-Studie assoziiert waren. In diesem Sinn
sollte die hier angestellten Genotyp-Phinotyp-Assoziationen als Bestitigungsstudie fiir
frithere Ergebnisse dienen. Dies umfasste eine Variante im Gen fiir TGFBR2, finf fiir
TGFBRI, sieben fir SMAD3, fiinf fiir SMAD7 und drei fiir SMAD4. Das Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht als Giitekriterium fiir die Genotypisierung war fiir alle untersuchten
Genvarianten erfiillt. Die Kenndaten der analysierten Genvarianten fiir die T-Lymphozyten-

Studie sind in Tab. 15 zusammengefasst.
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Gen SNP Genomische Lokalisation Genetisches Basenaustausch WwT? Het’ Var’ MAF Chi-Test*
(Chromosom: Positionl) Element (HWE)
TGFBR2 rs11466531 3:30708842 3’ UTR’ G>C 94 9 0 0,04 0,9
TGFBRI rs10819635 9:100904331 Promotor A>T 62 28 6 0,21 0,5
TGFBRI rs11466445 9:100907377 Exon 1 (GCG)3>del6 91 11 1 0,06 0,6
TGFBRI rs6478974 9:100914224 Intron 1 A>T 26 56 21 0,48 0,7
TGFBRI rs10988716 9:100926637 Intron 1 T>C 61 31 4 0,20 1,0
TGFBRI rs11568785 9:100945655 Intron 5 A>G 92 11 0 0,05 0,8
SMAD3 rs11632964 15:65150627 Intron 1 A>G 23 62 18 0,48 0,1
SMAD3  rs6494629 15:65161165 Intron 1 A>G 26 54 23 0,49 0,9
SMAD3 rs11856909 15:65165087 Intron 1 G>A 34 43 17 0,41 0,9
SMAD3 rs2118613 15:65165461 Intron 1 G>C 26 58 19 0,47 0,4
SMAD3 rs17293408 15:65221112 Intron 1 C>T 97 15 0 0,07 0,8
SMAD3  rs4776344 15:65252417 Intron 5 G>A 88 14 1 0,08 0,9
SMAD3  rs3743343 15:65273829 3’ UTR T>C 53 42 8 0,28 1,0
SMAD7  rs4939827 18:44707461 Intron 3 T>C 29 47 27 0,49 0,7
SMAD7 rs12953717 18:44707927 Intron 3 T 36 46 21 0,43 0,7
SMAD7 rs6507876 18:44712919 Intron 3 A>C 89 12 2 0,08 0,2
SMAD7  rs4464148 18:44713030 Intron 3 T>C 52 41 10 0,30 0,9
SMAD7 rs1873191 18:44722249 Intron 3 A>G 44 49 10 0,33 0,8
SMAD4 rs10502913 18:46822269 Intron 2 G>A 67 30 6 0,20 0,6
SMAD4  rs3764465 18:46825370 Intron 2 T>C 44 45 14 0,35 0,9
SMAD4 rs17663887 18:46843716 Intron 9 T>C 83 19 1 0,10 1,0

Tab. 15 Charakteristik der 21 genotypisierten Varianten. ! Position auf dem jeweiligen Chromosom gemifl GeneBank-Version 36.3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
> Anzahl der Personen mit Genotypkonfiguration fiir homozygotes Wildtypallel (WT), fiir Heterozygotie (Het) oder fiir homozygotes Variantenallel (Var).
* MAF = minor allele frequency (Hiufigkeit des selteneren Allels, in der Spalte ,,Basenaustausch® rechts des ,,>“-Symbols). * Chi-Quadrat-Test zur Priifung des Hardy-
Weinberg-Equilibriums (HWE). ° UTR = untranslatierte Region. ¢ del=Deletion.
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Nachfolgend sind nun die Assoziationen der 21 analysierten Genotypen mit den funktionellen
Parametern Genexpression von SMAD3, SMAD7 und TGFBRI sowie Zellvitalitit dargestellt.
Da es sich hier um Validierungsexperimente zur Identifizierung funktioneller Genvarianten
handelt, werden nur die Assoziationen als relevant betrachtet, die in dhnlicher Weise zuvor
beobachtet wurden, d.h. entweder in bereits publizierten Daten (Schirmer et al. 2009) oder in
einer fritheren medizinischen Dissertationsschrift (Janke 2009) oder in meiner eigenen Serie
mit LCLs (siche oben). Die Ergebnisse der Genotyp-Phénotyp-Assoziationen sind nach

Genen sortiert.
4.3.3.1 Assoziationen im TGFBR2-Gen

Fiir die Genvariante rs11466531 in der 3’ untranslatierten Region von TGFBR?2 lagen keine
konsistenten, signifikanten Zusammenhinge zwischen der genannten fritheren Studie und

meinen Daten vor, weder in Bezug auf Genexpressions-, noch auf Zellvitalititsparameter.
4.3.3.2 Assoziationen im TGFBR1-Gen

Fiir eine 9bp-Deletionsvariante im Exon 1 von TGFBRI (rs11466445, Variante als *6A4
bezeichnet, Wildtyp-Allel als *94) wurde bei Vorliegen des Variantenallels eine verringerte
Reaktion der Expression von SMAD-Genen downstream des TGFBRI sowie eine reduzierten
Zellvitalitit in PBMCs nach Stimulation mit TGFB1 bzw. Rontgenstrahlung postuliert
(Schirmer et al., 2009).

In meiner Studie war die Zellvitalitit nach TGFB1-Behandlung bei Vorhandensein des *64-
Allels stdrker gegeniiber der Kontrolle vermindert als beim homozygoten *94/*94-Wildtyp
(Abb. 19 links). Umgekehrt war in Gegenwart von *64 die Suppression von SMAD?7 durch
anti-TGFB1 (TGFB1-neutralisierender Antikorper) schwécher ausgeprdgt als bei *94/*94
(Abb. 19 rechts). Ein signifikanter Einfluss auf die entsprechende Expressionsdnderung von
SMAD7 durch TGFB1 bestand jedoch nicht (Abb. 19 Mitte). Auf die Transkription der beiden
anderen analysierten Gene (TGFBRI und SMAD?3) hatte diese Genvariante keinen statistisch
signifikanten Effekt. Der partiell mit der *64-Variante gekoppelte SNP TGFBRI rs11568785
zeigte einen statistischen Trend zu einer leicht erhdhten basalen 7GFBRI-Transkription

(p = 0,06 nach Mann-Whitney-U-Test, Abbildung).
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Abb. 19 Funktionelle Assoziationen der Variante TGFBR1*6A. Links ist der Einfluss auf die Zellvitalitit
nach TGFp1-Behandlung dargestellt, in der Mitte und rechts auf die Genexpressionsinderung von
SMAD7 nach TGFp1 bzw. anti-TGFp1. Die Inkubationszeiten waren 28 h bei der Zellvitalitit (davon die
letzten vier mit dem Nachweisreagenz AlamarBlue®) bzw. 24 h bei den Expressionsanalysen, jeweils bei
37°C. Die angegebenen p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt, wobei die eine Probe
mit Homozygotie fiir *6A mit den Heterozygoten kombiniert und dem homozgyoten Wildtyp gegeniiber
gestellt wurde. Zur Expressionsnormierung diente ein gewichtetes Mittel aus GAPDH, HPRT1, UBC und
YWHAZ.

Eine weitere Variante in TGFBRI (rs6478974) zeigte in meiner Studie einen Einfluss auf die
durch 2 Gy Bestrahlung verénderte SMAD3-Expression sowie die Zellvitalitit. Dabei fanden
sich in Abhéngigkeit des T-Allels dieses SNPs nach Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle
sowohl weniger SMAD3-Transkripte (Abb. 20 links) als auch eine stirker verminderte
Zellvitalitit (Abb. 20 Mitte und rechts, wobei 48 h nach Bestrahlung keine nominale
statistische Signifikanz erreicht wurde).
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Abb. 20 Einfluss des SNPs rs6478974 auf Strahlen-induzierte SMAD3-Transkription und Zellvitalitit. Die
mit 2 Gy behandelte Probe und die unbestrahlte Kontrolle waren bei 37°C 24 h (im Fall der
Transkriptionsmessungen, linkes Bild) sowie 28 bzw. 48 h (davon die letzten 4 bzw. 24 h mit AlamarBlue®,
mittleres und rechtes Bild) inkubiert worden. Wie oben wurden die Rohdaten der SMAD3-Expression auf
ein gewichtetes Mittel aus GAPDH, HPRT1, UBC und YWHAZ normiert. Die statistische Testung erfolgte
hier mit dem Jonckheere-Terpstra-Trend-Test, welcher die Zahl der Variantenallele von rs6478974
beriicksichtigt.
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Fiir den oben beschriebenen Zusammenhang des SNPs TGFBRI rs10819635 mit der SMAD?7-
Expression nach Bestrahlung von LCLs (siche Abb. 11 rechts) zeigte sich mit den CD3-
Zellen zwar ein dhnlicher Trend (reduzierte Transkription beim Variantenallel), eine
statistische Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht (p=0,10 nach Jonckheere-Terpstra-
Trend-Test).

4.3.3.3 Assoziationen im SMAD3-Gen

Von den ausgewdhlten sieben SMAD3-SNPs zeigten fiinf eine nominale statistische
Signifikanz mit der Zellvitalitit und/oder der Anderung der SMAD3-Genexpression infolge
mindestens einer der drei durchgefiihrten Behandlungen (2 Gy-Bestrahlung, Inkubation mit
5 ng/ml TGFB1 bzw. 5 ng/ml anti-TGFB1). Dabei fiel auf, dass drei rdumlich eng benachbarte
SNPs am stéirksten die Verdnderung der Zellvitalitdt durch TGFB1 beeinflussten (Abb. 21).
Hinsichtlich einer Modulation der SMAD3-Expression war der stirkste Effekt durch
rs17293408 bei TGFB1-Behandlung zu beobachten. Fiir diesen SNP hatten 84 meiner
Probaden den Genotyp CC und 13 CT7;, homozygote 7T7-Triager fanden sich in diesem
Kollektiv nicht. Bei Zellen mit CC-Genotyp war die TGFB1-vermittelte SMAD3-Suppression
deutlich stirker ausgeprégt als bei CT-Genotyp. Umgekehrt waren Zellen mit CT nach allen
drei Behandlungen vitaler als mit CC, nominal signifikant fiir 2 Gy und anti-TGFf (in beiden
Féllen p = 0,04), statistischer Trend fiir TGFB1 (p = 0,07).
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Abb. 21 Genotyp-Phinotyp-Assoziationen fiir die untersuchten sieben SMAD3-SNPs. In der oberen
Bildhilfte ist der auf der x-Achse die SNP-Position, auf der y-Achse der negative dekadische Logarithmus
der p-Werte (ermittelt mit Jonckheere-Terpstra-Trend-Test) zwischen dem jeweiligen SNP einerseits und
den sechs Funktionsparametern andererseits aufgetragen. Das Signifikanzniveau von p= 0,05 ist als
gestrichelte Linie gekennzeichnet. Den Positionen dieser SNPs entsprechend ist in der unteren Bildhilfte
die genetische Variabilitit als LD-Plot iiber den gesamten Bereich des SMAD3-Gens zugeordnet (Daten
aus HapMap, dargestellt mit HaploView),

4.3.3.4 Assoziationen im SMAD4-Gen

Von den drei untersuchten SNPs im SMAD4-Gen war einer nominal signifikant mit einer
verdnderten Zellvitalitit nach TGFB1-Behandlung assoziiert. Bei Vorliegen des C-
Variantenallels waren die CD3-Zellen — dem AlamarBlue®-Assay zufolge — nach 28 und 48 h
Inkubation mit TGFB1 etwas vitaler als beim 7/7-Genotyp an dieser Position (Abb. 22).
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Abb. 22 Modulation der Zellvitalitit unter TGFB1 durch den SNP rs17663887 im SMAD4-Gen. Die CD3-
Zellen wurden 28 h (links) bzw. 48 h (rechts) lang mit 5 ng/ml humanem rekombinantem TGFf1 bei 37°C
inkubiert und dann zu diesen Zeitpunkten mittels AlamarBlue®-Assay die Zellvitalitit im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle bestimmt. Die statistische Testung erfolgte hier mit dem Mann-Whitney-U-Test,
wobei die eine Probe mit CC-Genotyp mit dem heterozygoten Trigerstatus kombiniert wurde.

4.3.3.5 Assoziationen im SMAD7-Gen

Im SMAD7-Gen waren — fritheren Daten und eigenen Ergebnissen mit LCLs entsprechend —
fiinf Genvarianten ausgewdhlt worden. Dabei fanden sich wenig signifikante Assoziationen
mit den funktionellen Messparametern. Am plausiblesten erschienen erhohte SMAD7-und
TGFBRI-Expressionen (letztere statistisch zumindest als Trend) fiir das C-Variantenallel von
rs6507876 unter Einwirkung von TGFB1 (Abb. 23). Es wurde nur ein homozygoter CC-
Tragerstatus gefunden, welcher fiir die Auswertung mit den heterozygoten AC-Zellen
kombiniert wurde. Die generell durch TGFB1 beobachtete deutliche Induktion von SMAD7
und TGFBRI (Abb. 17) wurde durch diese Genvariante somit noch verstarkt. Auffillig war
zudem eine wesentlich stirkere Korrelation der Induktion von SMAD7 und TGFBRI bei
Vorliegen des Variantenallels (4C+CC, Pearson’s r = 0,72) verglichen mit dem A4-Genotyp
(r=0,39). Die insgesamt durch TGFp1 leicht verminderte Zellvitalitit (Abb. 18) wurde durch
diesen SNP nicht beeinflusst.
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Abb. 23 Modulation der TGFp1-vermittelten SMAD7- und TGFBR1-Induktion durch SMAD7-rs6507876.
Nach 24 h Inkubation mit 5 ng/ml TGFp1 bei 37°C wurde die gegeniiber der Kontrolle verinderte
Expression von SMAD7 (links) bzw. TGFBR1 (rechts) ermittelt und in Abhéngigkeit der Variante
rs6507876 im SMAD7-Gen dargestellt. Statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test

gepriift.
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5 Diskussion

5.1 Genexpressionsianderungen und Regulation

Ein Teilziel dieser Arbeit bestand darin, Genexpressionsdnderungen im TGFB-Signalweg
unter unterschiedlichen Stimuli zu analysieren. Auf diese Weise sollten auch Erkenntnisse

iiber die Regulation der Genexpression gewonnen werden.

Als eine grundsétzliche Beobachtung fiel auf Kontrollniveau eine Reihe enger Korrelationen
von Genen des TGFp-Signalwegs auf. Besonders &hnlich waren sich in dieser Hinsicht die
beiden genetisch unverdnderten Zelltypen. So waren bei den Fibroblasten die beiden
Rezeptoren sehr stark miteinander korreliert, eine Beobachtung, die zuvor auch schon bei
nativen PBMCs gemacht wurde (Schirmer et al. 2009). Einige Korrelationen in den
Fibroblasten wurden durch Bestrahlung sogar noch verstirkt (zwischen TGFBRI und
TGFBR?2), andere wurden deutlich abgeschwicht (zwischen TGFBI und CTGF). Es ist
bekannt, dass CTGF nicht nur iiber den TGFp-Signalweg reguliert wird, sondern dieses —
auch unter physiologischen Bedingungen — im Sinne eines negativen Feedback-Loops auf
diesen zuriickwirkt (Wahab et al. 2005). Dies konnte ein Grund fiir die beobachteten
Korrelationen zwischen CTGF mit TGFBI und SMAD?7 in unbehandelten Fibroblasten sein.

Man geht heute davon aus, dass strahleninduzierte Fibrose zunichst durch TGFp in Gang
gesetzt wird, sich anschlieend aber die CTGF-Induktion selbst unterhalten kann (Haydont et
al. 2008). Etwas iiberraschend war daher die strahlendosisabhédngige Suppression der CTGF-
Transkription in Fibroblasten (Abb. 5). Ahnliches wurde allerdings auch nach ex-vivo-
Bestrahlung von Fibroblasten mit UV-Licht berichtet. Im exakt identischen Zeitfenster von
24 h war dabei die mRNA von CTGF um 80% reduziert (Quan et al. 2002). Es ist noch
unklar, ob ein Zusammenhang zwischen dieser initialen CTGF-Reduktion ex vivo und in vivo
im Rahmen fibrotischer Prozesse der nach Bestrahlung einsetzenden Expressionssteigerung
besteht (Vozenin-Brotons et al. 2003). In Blutzellen und aus diesen hergestellten LCLs ist
CTGF praktisch nicht experimiert. Dieser Fragestellung konnte weiter nachgegangen werden,
indem in einer Folgestudie eine grofere Zahl von Fibroblasten von Patienten mit einer
Radiotherapie gewonnen werden. Diese Zellen sollten dann ex vivo bestrahlt und die
entsprechenden Expressionsmuster mit den klinisch aufgetretenen Strahlentoxizititen

verglichen werden.

Bei den Genen des TGFpB-Signalwegs war in bestrahlten Fibroblasten eine milde, aber

signifikante Induktion von SMAD2 nachweisbar. Aufler der Positivkontrolle CDKNIA war
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dieses Gen bei den Fibroblasten das einzige, dessen Transkription nach Bestrahlung erh6ht
war. Dies deckt sich sehr gut mit entsprechenden Daten von ex vivo bestrahlten PBMCs
(Schirmer et al. 2009). Im Gegensatz dazu stellten sich die Ergebnisse fiir die LCLs dar:
SMAD2 war hier nach Bestrahlung nicht induziert, auch SMAD3 und SMAD4 waren
weitgehend unverdndert (und nicht wie bei den Fibroblasten induziert). Sogar umgekehrt
verhielt es sich mit TGFBR1, welcher bei den Fibroblasten unter Bestrahlung weniger, bei den
LCLs aber vermehrt transkribiert wurde (Abb. 6), wenngleich in beiden Fillen die
Effektmale eher moderat waren. In der Literatur wurde argumentiert, dass eine Abnahme von
TGFBRI-mRNA ein Indiz fiir Empfindlichkeit, eine Zunahme hingegen fiir Resistenz auf
Bestrahlung ist und somit ein Biomarker zur Differenzierung sein konnte (Mauduit et al.
2001). Die hier untersuchten Zelllinien lassen diesen Schluss allerdings nicht zu, da nach
Bestrahlung die Zellvitalitit der LCLs stidrker reduziert war (Abb. 7) als bei den T-
Lymphozyten (Abb. 18).

In Bezug auf SMAD7 fand sich eine Parallelitit zwischen den LCLs und den T-Lymphozyten,
welches in diesen beiden Zelltypen durch Bestrahlung supprimiert wurde (sieche Abb. 6 und
Abb. 17), nicht jedoch in den Fibroblasten. Die Stirke dieses Effektes ist aber gering, weshalb
dieser moglicherweise zuvor bei der inhomogenen Mischpopulation der LCLs nicht detektiert
wurde (Schirmer et al. 2009). Eine Verminderung von SMAD?7 in T-Lymphozyten als
Reaktion auf Bestrahlung konnte zu einer Disinhibition des TGFp-Signalwegs beitragen
(Kunzmann et al. 2003). Da sich TGFP selbst induzieren kann, konnte eine erhohte
Stimulation des TGFB-Signalwegs zu einer vermehrten TGFB1-Produktion und Initiierung

eines profibrotischen Signals fiihren (Schultze-Mosgau et al. 2006).

5.2 Effekte von TGFp auf die Zellvitalitat

Bei T-Lymphozyten verminderte TGFPl die mit dem AlamarBlue®-Assay bestimmte
Zellvitalitit (Abb. 18). Dies steht in Einklang mit fritheren Befunden in der Abteilung
Klinische Pharmakologie (Janke 2009) und mit Literaturberichten, denen zufolge TGFB1 auf
aktivierte T-Lymphozyten pro-apoptotisch wirkt (Chung et al. 2000). Auf Grund des durch
die Isolierprozedur hervorgerufenen Stresses ist eine Aktivierung der T-Lymphozyten
naheliegend. Die Hypothese, dass eine Antagonisierung von TGFB1 durch einen
neutralisierenden Antikorper die Zellvitalitdt erhohen kdnnte, wurde aber nicht bestétigt. Bei
den LCLs hatte TGFP1 keinen Effekt auf die durch FACS-Messungen -ermittelte

Apoptoserate, weder als einzige Behandlung noch in Kombination mit Bestrahlung (Abb. 7).
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5.3 ldentifizierung und Validierung funktioneller Genvarianten

In einem Genom-weiten Ansatz sollten zunichst neue potenziell funktionelle Genvarianten im
TGFB-Signalweg identifiziert werden. Dazu sollten Assoziationsanalysen zwischen
funktionellen Messparametern (Genexpressionsidnderungen, Zellvitalitit) einerseits und
Genvarianten andererseits durchgefiihrt werden. Als Untersuchungsmaterial wurden hierfiir
LCLs aus dem HapMap-Projekt verwendet, welches aktuell das am dichtesten auf genetische
Varianten untersuchte menschliche Kollektiv darstellt. Von den in unserem Labor
vorhandenen 59 LCLs konnten leider nur 48 erfolgreich in Kultur gebracht werden. Ein
weiteres Problem stellte die funktionelle Variabilitét innerhalb der einzelnen LCLs dar. Ist
diese zu stark ausgepridgt, werden Assoziationsanalysen mit Genotypen unmdglich. Daher
wurde fiir 13 LCLs der funktionelle Endpunkt ,,Zellvitalitdt* wiederholt, wobei die Zelllinien
das Experiment von Beginn an komplett zweimal durchlaufen hatten. Besonders fiir den
Untersuchungsfaktor ,,Bestrahlung mit 3 Gy“ zeigte sich eine stark positive Korrelation
zwischen den beiden Messtagen (Abb. 8), d.h. es lag eine substanzielle Reproduzierbarkeit
der Daten fiir die einzelnen Zelllinien vor. Somit konnten Genotyp-Phinotyp-Analysen
durchgefithrt werden. Dabei wurden die Genotypen der HapMap-Datenbank fiir die
zellgebundenen Komponenten des klassischen TGFB-Signalwegs (die beiden Rezeptoren
TGFBRI und TGFBR?2 sowie die Signaltransduktionsmolekiile SMAD2, SMAD3, SMAD4 und
SMAD?7) mit den Genexpressions- und Apoptosemessungen der LCLs in Beziehung gesetzt.
AnschlieBend wurden diejenigen Genvarianten in der Lymphozyten-Studie auf Funktionalitét
iberpriift, welche entweder im Genom-weiten Ansatz mit den LCLs oder aus fritheren
Studien mit Lymphozyten nominal signifikante Assoziationen mit Funktionsmessungen

zeigten.

5.3.1 TGFBR2

Fir Genvarianten im 7GFBR2 konnten keine signifikanten Assoziationen nachgewiesen
werden, weder bei T-Lymphozyten noch bei LCLs. In diesem Genbereich liegt nur wenig
genetische Kopplung vor. Diese geringe Konservierung konnte ein Hinweis auf das Fehlen

funktionell relevanter Genpolymorphismen in diesem Gen sein.

5.3.2 TGFBR1

Im TGFBRI1 sind {iber einen weiten Bereich viele Varianten eng miteinander gekoppelt und
bilden einen groBen Block mit hohem Kopplungsungleichgewicht (Abb. 10 unten). Die SNPs

dieses Blocks waren mit der durch 3 Gy verdnderten Genexpression von TGFBR1 und
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SMAD?7 assoziiert (Abb. 10 oben). Die nominale stirkste Assoziation zeigte dabei der SNP
rs10819635 in der Promotorregion von TGFBRI (Abb. 11). Interessanterweise war die
verminderte Genexpression in Gegenwart des Variantenallels unabhéngig davon, ob das Gen
beim Wildtyp durch Bestrahlung induziert (bei TGFBRI) oder supprimiert (bei SMAD7) war.
Allerdings ist hier zu bedenken, dass die bestrahlungsinduzierten Genexpressionsdnderungen
in den LCLs zwischen zwei Messtagen nicht korreliert waren. Ein Zusammenhang zwischen
einer TGFBRI-Variante und der SMAD?7-Expressionsregulation erscheint jedoch durchaus
plausibel, da SMAD?7 iiber den TGFB-Signalweg reguliert wird (Kunzmann et al. 2003). Bei
den T-Lymphozyten war dieser Effekt ebenfalls in Bezug auf die Bestrahlungs-vermittelte
Anderung der SMAD7-Expression zu sehen (wenngleich nur als statistischer Trend).
Allerdings fehlte eine Assoziation mit der entsprechenden TGFBR I-Genexpressionsdnderung
bei T-Lymphozyten. Daher bleibt noch fraglich, ob der SNP rs/0819635 tatsichlich

funktionell ist.

In der Literatur gibt es eine Reihe von Berichten, die eine klinische Bedeutung einer
Deletionsvariante im Signalpeptid von T7TGFBRI (*6A4) besonders bei kolorektalen
Karzinomen nahelegen (Bian et al. 2007; Pasche et al. 2005; Xu und Pasche 2007). Weiterhin
wurde eine Hypofunktionalitdt mit erhéhter Apoptoseempfindlichkeit beschrieben (Schirmer
et al. 2009). Diese Hypothese kann hier zumindest dadurch unterstiitzt werden, dass die
physiologische Suppression von SMAD?7 bei Antagonisierung von TGFB1 in Gegenwart des
*6A4-Allels schwicher ausgeprigt war (Abb. 19 rechts). Der zuvor postulierte Effekt auf die
Zellvitalitit nach Bestrahlung konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Dies kann jedoch
auch in einer unterschiedlichen Zusammensetzung des Untersuchungsmaterials (sortierte T-
Lymphozyten in meiner und PBMCs in der fritheren Studie) und in einem anderen
Nachweisverfahren (AlamarBlue®-Assay gegeniiber Apoptose mittels Durchflusszytometrie)
bedingt sein. In Anbetracht der Fiille der Prozesse, in die TGF involviert ist, muss von

kontext- und zelltypabhéngigen Effekten von *64 ausgegangen werden.

Bei den T-Lymphozyten war eine weitere Genvariante, rs6478974, nach Bestrahlung mit
einer verminderten SMAD3-Expression und einer geringeren Zellvitalitit assoziiert (Abb. 20).
Ein Effekt dieses Polymorphismus unter vergleichbaren Bedingungen (T-Lymphozyten, Art
und Dosis der Bestrahlung sowie Inkubationszeiten) war in der Abteilung Klinische
Pharamkologie bereits beobachtet worden (bislang unverdffentlichte Daten), allerdings in
umgekehrter Richtung: Das A-Allel dieses SNPs ging damals mit einer geringeren SMAD3-
Transkription infolge 2 Gy-Bestrahlung einher, in meinen Daten mit einer hoheren. In diesem

Zusammenhang ist anzumerken, dass ich in meiner Studie umgekehrte Allelfrequenzen dieses
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SNPs im Vergleich zu den Datenbankeintrdgen und der erwidhnten Vorstudie gefunden habe:
55% gegeniiber 45% des A-Allels, was jedoch noch innerhalb der Streubreite liegt. Nach
Feststellung dieser Diskrepanz wurden die Genotypdaten nochmals kontrolliert. Eine
Fehlkodierung konnte ausgeschlossen werden. Somit kann dieser gegensétzliche Befund
gegenwartig nicht gekldrt werden und eine Funktionalitdt dieser Variante ist somit eher

zweifelhaft.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die postulierte Hypofunktionalitit von TGFBRI*6A4
(Schirmer et al. 2009) auch hier bestitigt werden konnte, wenngleich auch Kontext-
spezifische Effekte zu beachten sind. Der SNP rs/0819635 erscheint als ein lohnender
Kandidat fiir zukiinftige Untersuchungen, da die Befunde in den T-Lymphozyten und den
LCLs hier sehr dhnlich waren. Dass bei letzteren eine nominale statistische Signifikanz nicht
erreicht wurde, ist in Anbetracht der Frequenz des selteneren Allels von 21% und der nur 48
zur Verfligung stehenden LCLs verstindlich. Bei der dritten Variante (rs6478974), bei
welcher sich die Daten meiner Studie entgegengesetzt zu denen einer fritheren Studie

verhielten, muss zum jetzigen Zeitpunkt eher von einem Zufallsbefund ausgegangen werden.

5.3.3 SMAD3

Im folgenden soll eine mogliche Funktionalitidt der fiinf SMAD3-SNPs aus Abb. 21 in
Zusammenschau mit den Ergebnissen aus den LCLs und einer frither durchgefiihrten Studie

sowie der Literaturlage kritisch beleuchtet werden.

Bei den LCLs zeigte der SNP 7517293408 in der kombinierten Behandlung aus TGFp1 und
Bestrahlung das mit Abstand stirkste Signal (Abb. 12 und Abb. 13). Das seltenere Allel ging
mit einer reduzierten Strahlenempfindlichkeit einher, auch bei der alleinigen Bestrahlung. Bei
den T-Lymphozyten war dasselbe Allel ebenfalls mit einer hoheren Vitalitit nach Bestrahlung
verbunden (Abb. 21). AuBlerdem war in der oben bereits erwdhnten fritheren Studie der
Abteilung Klinische Pharmakologie eine geringere Apoptoserate mit 2 Gy bestrahlter T-
Lymphozyten fiir dieses Variantenallel beobachtet worden (hier allerdings nur ein statistischer
Trend mit p =0,097). Die molekularen Mechanismen hinter dieser Beobachtung sind noch
unklar, auch gibt es in der Literatur noch keine Berichte iiber eine Funktionalitdt dieses SNPs.
Ein moglicher Deutungsansatz zur molekularen Wirkweise dieser Variante konnten die
Ergebnisse nach spezifischer TGFBI1-Stimulation liefern. Wéhrend diese Behandlung
insgesamt ein geringgradige, aber hoch signifikante Reduktion der SMAD3-Expression
bewirkte (Abb. 17), war dies bei den Variantentrdgern von rs/7293408 nicht der Fall. Es

scheint, dass bei Vorliegen dieses Allels der TGFB-Signalweg in seiner Funktion verdndert,
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moglicherweise weniger ,,responsiv‘ ist. Die konsistenten Effekte auf die Zellvitalitit in drei
unabhingigen Studien (siehe nachstehend Abb. 24) ldsst diese Variante als interessanten

Kandidaten zur Priifung in klinischen Studien erscheinen.
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Abb. 24 Reproduzierbarer Effekt von SMAD3 rs17293408 auf die Zellvitalitiit nach Bestrahlung. Im
linken (LCL-Studie) und mittleren Bild (eigene T-Lymphozyten-Studie) ist die Variante mit einer
erhohten Zellvitalitit und im rechten Bild (frithere T-Lymphozyten-Studie) entsprechend mit einer
geringeren Apoptoserate assoziiert. In meinen Studien fanden sich keine TT-Homozygotie, hier erfolgte
die statistische Testung mit dem Mann-Whitney-U-Test, im rechten Bild mit dem Jonckheere-Terpstra-
Trend-Test.

Ein weiterer SNP in SMAD3, rs11632964, zeigte in meiner Lymphozyten-Studie einen Effekt
auf die SMAD3-Transkriptionsinderung nach Bestrahlung (weniger Transkripte bei Vorliegen
des Variantenallels). Jedoch waren fiir diese Behandlungsbedingung keine vergleichbaren
Zusammenhdnge bei den LCLs oder der frither durchgefithrten Lymphozyten-Studie
feststellbar. Deshalb und auch in Anbetracht fehlender Literaturdaten wird diesem SNP aus
jetziger Sichtweise keine groflere Bedeutung zugemessen. Allerdings ist hier anzumerken,
dass bei der fritheren Studie neben Lymphozyten auch noch andere mononukledre Blutzellen
(insbesondere Monozyten) in den gemessenen Proben enthalten waren. Wenngleich die
Lymphozyten den Hauptteil dieses Zellgemisches ausmachten, muss mit Anteilen anderer
Zelltypen in der GroBenordnung von 10% gerechnet werden, was eventuell einen Einfluss auf

das Ergebnis haben konnte.

Die drei anderen SMAD3-SNPs, rs6494629, rs11856909 und rs2118613, bilden ein Cluster
eng miteinander gekoppelter SNPs, d.h. zwischen diesen liegt ein hoher Grad an LD, linkage
disequilbrium, vor (1* paarweise > 0,6). Die nachfolgende Diskussion konzentriert sich daher
auf einen dieser SNPs, auf rs/1856909, fiir den bereits zuvor ein reproduzierbarer Einfluss

auf die Zytotoxizitdt der Bestrahlung nachgewiesen wurde (Janke 2009, Abb. 25 links und
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Mitte). Dieser Befund einer stirkeren Strahlenresistenz bei Homozygotie fiir das A-
Variantenallel konnte nun erneut bestétigt werden (Abb. 25 rechts). Im Vergleich dazu war
die Strahlenresistenz (gemessen 48 h nach 2 Gy) bei den homozygoten Allelen von rs6494629
und rs2118613 etwas schwicher ausgepriagt als bei rs/1856909. Durch die wiederholte
Reproduzierbarkeit des Einflusses von rs/1856909 auf die strahlenvermittelte Zellvitalitat
sollte dieser SNP nun unbedingt in klinischen Studien mit Strahlentherapie gepriift werden.
Die vorliegenden ex-vivo-Daten scheinen so robust zu sein, dass eine nominale statistische
Signifikanz trotz unterschiedlicher Versuchs- und Messbedingungen (Nekrose von PBMCs,
Apoptose von nicht-sortierten T-Lymphozyten und AlamarBlue®-Assay mit sortierten T-
Lymphozyten) belegt werden konnte. Bei der Suche nach mechanistischen Erkldrungen fand
sich kein Zusammenhang zwischen diesem SNP und der SMAD3-Genexpressionsdnderung
nach Bestrahlung, weder in meiner noch in den vorangegangenen Studien mit PBMCs. Nur
bei den LCLs zeigte sich auf Basalniveau ein Trend zu einer geringeren SMAD3-Expression
in Gegenwart des A-Allels (p =0,06). Da dies aber bei den priméren Blutzellen aller drei
Studien nicht der Fall war, kann die Beobachtung bei den LCLs hier nicht eingeordnet

werden. In der Literatur ist dieser SNP bislang nicht beschrieben.
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Abb. 25 Mehrfach bestitigte Assoziationen des SMAD3-SNPs rs11856909 mit zelluldrer Strahlenresistenz.
Das linke und mittlere Bild zeigen mit FACS gemessene Nekroseraten aus zwei fritheren Studien, das
rechte die mit AlamarBlue® bestimmte Zellvitalitit in meiner Studie. Strahlendosis (2 Gy) und
Inkubationszeiten (48 h) und waren in allen drei Studien identisch. Ebenso wurden grundsitzlich als
Phiinotyp die Strahlen-induzierten Verinderungen betrachtet. Die statistische Testung erfolgte unter der
Annahme eines rezessiven Effektes des A-Allels mittels Mann-Whitney-U-Test.

5.3.4 SMAD4

In der Validierungsstudie mit sortierten T-Lymphozyten wurde eine nominale statistische
Signifikanz nur zwischen rs/7663887 und der Zellvitalitiat unter TGFB1-Einfluss beobachtet.

Dies deckte sich jedoch nicht mit den Vorstudien, in denen ein Effekt dieses SNPs auf die
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basale SMAD?7-Expression postuliert wurde. Zusammenfassend gesagt, liegt hier der Schluss
nahe, dass es fiir die hier untersuchten Bedingungen in SMAD4 eher keine funktionell
bedeutsamen Genvarianten gibt. Wahrend SMAD4-Mutationen in Krebszellen hdufig sind
(z.B. Lazzereschi et al. 2005; Maliekal et al. 2003; Woodford-Richens et al. 2001a;
Woodford-Richens et al. 2001b), konnte fiir ererbte Polymorphismen in diesem Genbereich

bislang keine Funktionalitdt nachgewiesen werden (Milet et al. 2007).

5.3.5 SMAD7

SMAD?7-Polymorphismen konnten eine Rolle bei der Entstehung kolorektaler Karzinome
spielen, wie zundchst durch einen Genom-weiten Ansatz identifiziert (Broderick et al. 2007),
durch Resequenzierung fokussiert (Pittman et al. 2009) und spiter durch gezielte
Genotypisierung von SMAD7 repliziert (Slattery et al. ). Zu diesem als ,,Risiko-Region*
identifizierten Genbereich gehoren auch die stark miteinander gekoppelten SNPs rs72956924,
rs4939827 und rs7226855. Diese SNPs beeinflussten in meiner LCL-Studie zwar nicht die
SMAD?7-Expression, aber die Zellvitalitdit nach TGFB1-Stimulation (Abb. 15), wenngleich
sich keine Korrelation des funktionelle Parameters bei Wiederholungsmessungen fiir 13 LCLs
zeigte. Daher muss die Hypothese, ob diese SNPs den TGFp-Signalweg modulieren, auf
Grund dieser Daten sehr zuriickhaltend formuliert werden, umso mehr, als in den kaum noch
teilungsfahigen peripheren Blutleukozyten ein entsprechender Einfluss dieser SNPs gegeben
war, weder in meiner noch in den zuvor durchgefiihrten Studien. Im Unterschied zu den drei
vorgenannten SNPs war in den T-Lymphozyten die TGFB1-induzierte SMAD7-Expression in
Gegenwart des Variantenallels von rs6507876 stiarker als beim Wildtyp (Abb. 23). Eine
Bestdtigung dafiir fand sich aber nicht in den beiden fritheren Studien mit PBMCs. Allerdings
war ein dhnlicher Effekt von 756507876 auf die SMAD?7-Transkription in den LCLs zu
beobachten mit p=0,1 (alleinige TGFB1-Behandlung) und p=0,02 (TGFB1 und
anschlieBend 3 Gy). Mdoglicherweise war dieser Effekt zuvor durch das heterogene PBMC-
Gemisch maskiert. Eine klinische Bedeutung dieses SNPs ist bislang jedoch nicht bekannt.

5.4 Uberlegungen zur Vergleichbarkeit der durchgefiihrten Studien

Die hervorragende Reproduzierbarkeit zweier Genotypassoziationen mit der Zytotoxizitéit von
Bestrahlung in drei unabhéngigen Kollektiven primérer peripherer Leukozyten ist ein starkes
Argument fiir deren Vergleichbarkeit, auch dann, wenn Versuch- und Messbedingungen sich
etwas unterscheiden. Umgekehrt lieBen sich zwischen diesen Studien auf mRNA-Ebene kaum

Assoziationen reproduzieren. Das konnte dadurch bedingt sein, dass in den beiden frithcren
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Studien die RNA aus dem gesamten Zellgemisch der PBMCs und nicht wie in meiner Arbeit
aus einer homogeneren Population isolierter T-Lymphozyten gewonnen wurde. Fiir die
Erfordernis eines moglichst homogenen Zelltyps bei Expressionsanalysen spricht auch die
parzielle Ubereinstimmung von Daten aus den LCLs und den isolierten T-Lymphozyten.
Umgekehrt lassen sich zytotoxische Effekte auf die LCLs nur sehr bedingt mit denen auf
primédre und kaum noch teilungsfahige Zellen vergleichen (Konsistenz nur fiir die Assoziation
einer SMAD3-Variante). Inwieweit die hier verwendeten Zelltypen repréisentativ fiir das einer
Strahlentherapie exponierte Normalgewebe in vivo, oder gar fiir die Tumorzellen sind, miisste

durch zukiinftige Studien untersucht werden.

5.5 Kiritische Auseinandersetzung

Die Stirken dieser Arbeit liegen in einer multimodalen Charakterisierung der durch
Rontgenstrahlung hervorgerufenen Anderungen in der Expression von Genen des TGFp-
Signalwegs und der Zellvitalitit sowie deren Beeinflussung durch Keimbahn-

Polymorphismen in Genen dieses Signalwegs. Dies wird deutlich durch
e den Vergleich unterschiedlicher Zelltypen

e die Verwendung weitgehend homogener Zellpopulationen als Untersuchungsmaterial:

Fibroblasten, LCLs, Isolierung der T-Zell-Fraktion aus peripheren Leukozyten
e die Verwendung umfassender Genotypen bei den LCLs

e die Kombination aus explorativem Vorgehen (bei den LCLs) und Validierung

ausgewahlter SNPs (bei den T-Lymphozyten)

e den Abgleich der Daten mit Ergebnissen frither durchgefiihrter Studien zu diesem

Themenkomplex.

Mit dieser kombinierten Vorgehensweise sollte einerseits moglichst kein potenziell
funktioneller Polymorphismus in den betrachteten Genen iibersehen werden, andererseits aber
die durch das multiple Testen eklatante Gefahr falsch positiver Befunde reduziert werden.
Durch diese Strategie konnte die Assoziation einer SMAD3-Variante mit der
Strahlenempfindlichkeit nun ein drittes Mal belegt werden, wodurch die funktionelle

Bedeutung dieser Variante oder einer mit ihr genetisch gekoppelten sehr wahrscheinlich ist.

Aus technischer Sicht ist bsonders hervorzuheben, dass die durchflusszytometrisch
gemessenen Effekte von Bestrahlung auf die Vitalitdt von LCLs erstaunlich gut zwischen

zwei Messtagen korrelierten. Dies ist insbesondere beachtenswert, wenn man die stark
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heterogene Proliferation dieser Zellen bedenkt, was bei den hiufig verwendeten
Zellvitalititsassays ein erhebliches Problem darstellt. Eine Reihe von Kriterien belegt die
Qualitdt der Genexpressionsmessungen (nur geringe Toleranz zwischen den
Doppelbestimmungen, eindeutige Schmelzpunktkurve zum Nachweis eines spezifischen
Produktes, Eichgerade zur Dokumentation eines guten dynamischen Bereichs bei der
Amplifikation der Produkte, Verwendung eines gewichteten Mittels mehrerer Referenzgene

zur Normalisierung).

Es sollte auch auf einige Schwichen dieser Arbeit hingewiesen werden, die sowohl
konzeptioneller als auch biologisch-technischer Art waren. Die Zahl der Fibroblasten war zu
klein, um auBler den Effekten auf die Genexpression auch die Beeinflussung durch
Genpolymorphismen untersuchen zu konnen. Eine kleine Fallzahl ist auch kritisch bei den
LCLs, insbesondere in Hinblick auf die groe Zahl der explorativ getesteten Genotypen,
wenngleich diese Problematik durch die Selektion weniger Gene im Vergleich zu einer
Genom-weiten Analyse erheblich reduziert wurde. Leider standen mir zu diesem Zeitpunkt
keine groBeren Zahlen von LCL-Kulturen zur Verfligung. Biologischerseits waren
insbesondere die Effekte auf die Genexpression in LCLs (abgesehen von der SMAD7-
Induktion durch TGFB1) zwischen zwei Messtagen nicht reproduzierbar, was die
Aussagekraft von Assoziationsanalysen mit Genvarianten an dieser Stelle einschrinkt.
Insgesamt gesehen hat meine Arbeit jedoch einige interessante und robuste Befunde erbracht,
die weitere wissenschaftliche Untersuchungen nahelegen, z.B. die Erhoéhung der

Strahlenresistenz durch eine SMAD3-Variante.

5.6 Ausblick

Die Ergebnisse meiner Arbeit sollen dem besseren Verstindnis der funktionellen und
genetischen Variabilitit im TGFB-Signalweg dienen. Die hier gefundenen Assoziationen
sollten in klinischen Studien iiberpriift werden. Der gegenwiértigen Literaturlage zufolge wire
ein Zusammenhang z.B. mit den Nebenwirkungen einer Strahlentherapie denkbar. Weiterhin
konnten die hier beschriebenen Polymorphismen auch Marker einer individuellen
Strahlenempfindlichkeit sein. Dies gilt insbesondere fiir die nun in drei in-vitro-Studien
nachgewiesene erhohte Strahlenresistenz bei Vorliegen einer intronischen SMAD3-Variante.
Die einer funktionellen Assoziation zu Grunde liegenden Mechanismen sollten, nach
Bestétigung in klinischen Studien, durch eingehende molekular-biologische Untersuchungen

geklart werden. Das wiirde auch ein besseres Verstindnis der komplexen biologischen
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Prozesse fordern, was letztlich auch zur Optimierung von Therapien oder gar zur Entwicklung

neuer Therapieansdtze beitragen kann.
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6 Zusammenfassung

Der TGFp-Signalweg ist in eine Vielzahl biologischer Funktionen involviert und daher
relevant fiir eine Fiille von Krankheitsbildern. Dazu zé&hlen kardiovaskuldre, neurologische,
onkologische Erkrankungen wie auch therapiebedingte Nebenwirkungen wie die strahlen-
induzierte Fibrose. Der klassische TGFB-Signalweg besteht aus Liganden (z.B. TGFB1),
zellmembrangebundenen  Rezeptoren (TGFBR1, TGFBR2) sowie intrazelluldren
Signaltransduktionsmolekiilen, den SMADs, die signalaktivierend (SMAD2, SMAD3,
SMAD4) oder -inhibierend wirken (SMAD?7). Die Funktionsweise des TGFB-Signalwegs
spiegelt sich auch im Expressionszustand seiner Komponenten wider. Man nimmt an, dass zur
funktionellen Variabilitdt dieses Signalwegs auch genetische Polymorphismen in den
genannten Genen beitragen. Zur Identifizierung funktionell relevanter Genpolymorphismen
eignen sich z.B. lymphoide Zellen, da diese relativ gut von einer grofen Zahl genetisch
unterschiedlicher Personen gewonnen werden konnen und der TGFB-Signalweg in diesen

Zellen eine wichtige Rolle fiir deren Vitalitit spielt.

Es wurden fiir diese Arbeit humane Fibroblasten (n=21 gesunde Spender), lymphoblastoide
Zelllinien (LCLs, n=48) und T-Lymphozyten (n=100 gesunde Spender) verwendet. Diese
Zellen wurden bestrahlt (3 Gy bei LCLs, 2 Gy bei Fibroblasten und T-Lymphozyten), mit
TGFB1 (5 ng/ml) bzw. mit anti-TGFB1 (250 ng/ml) inkubiert. Die Effekte auf die Expression
von Genen des TGFB-Signalwegs wurden durch real time-PCR analysiert. Die Zellvitalitit in
LCLs wurde durchflusszytometrisch und die der T-Lymphozyten mittels AlamarBlue®-Assay
gemessen. Die LCLs waren kommerziell erworben und zugehorige dichte Genotypdaten der
interessierenden Gene wurden aus der HapMap-Datenbank verwendet. Fiir den Studienteil mit
den T-Lymphozyten wurden ingesamt 21 Polymorphismen in den TGFp-Signalweggenen auf

Grundlage fritherer Studien ausgewihlt und mittels Primerextensionsverfahren bestimmt.

Als wesentliche Ergebnisse meiner Arbeit konnen formuliert werden: Wahrend SMAD?7 durch
TGFB1-Stimulation — wie erwartet — induziert wurde, fand sich eine Suppression bei
Behandlung mit anti-TGFp. Bestrahlungs-Effekte auf die unterschiedlichen Zelltypen waren
in Bezug auf Genexpressionsdnderungen sehr heterogen; am auffilligsten war in Fibroblasten
eine vermehrte Transkription von SMAD2 und eine verminderte von SMAD3 und SMADA4.
Genotyp-Phénotyp-Assoziationen ergaben fiir zwei Polymorphismen tendenziell
tibereinstimmende Resultate zwischen LCLs und Lymphozyten in Bezug auf die
Genexpression. Einer befindet sich im Promotorbereich von TGFBRI1 (rs10819635), welcher

nach Bestrahlung mit einer geringeren SMAD7-Transkription einherging. Demgegeniiber
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wurde bei Vorliegen eines Polymorphismus in SMAD7 (rs6507876) infolge TGFB1-
Stimulation mehr SMAD7 transkribiert. Im Hinblick auf die Zellvitalitit nach Bestrahlung
waren tendenziell dhnliche Effekte zwischen LCLs und T-Lymphozyten fiir eine SMAD3-
Variante (rs17293408) zu sehen. Bei einem Cluster von mehreren Polymorphismen war in
LCLs nach TGFB1-Behandlung die Zellvitalitit bei demjenigen Allel vermindert, welches in
der Literatur als Risikoallel fiir kolorektale Karzinome beschrieben ist. Als besonders starker
Befund fiir den Einfluss einer Genvariante auf die Strahlensensibilitit kann die in Gegenwart
einer intronischen SMAD3-Variante (rs11856909) erhohte Strahlenresistenz gewertet werden.
Der Effekt dieser Variante in zwei vorangegangenen Studien wurde nun von mir ein drittes

Mal in analoger Weise beobachtet.

Der neutralisierende Antikorper gegen TGFB1 scheint sich zur Untersuchung einer Blockade
des TGFp-Signalwegs hinsichtlich der sehr empfindlichen Autoregulation auf
Genexpressionsebene zu eignen. Die Studie mit den T-Lymphozyten diente zur Validierung
von Genotyp-Assoziationen aus fritheren Untersuchungen mit Leukozyten bzw. der eigenen
Daten mit den LCLs. Die Eignung letzterer insbesondere im Hinblick auf die Analyse
globaler Parameter muss wegen der sehr heterogenen Zellteilungsrate mit Vorsicht betrachtet
werden. Die potenziell interessanten Auwirkungen von Bestrahlung auf die Expression von
Genen des TGFpB-Signalwegs in Fibroblasten sollte an einem groferen Kollektiv reproduziert
werden. Damit wiére es moglich, zu iiberpriifen, ob die bei den lymphoiden Zellen gefundenen
Genotyp-Assoziationen sich auch dort zeigen. Ein weiterer Schritt zur Belegung einer
medizinischen Relevanz der hier beschriebenen Genpolymorphismen wére deren Analyse in
klinischen Studien, z.B. bei Patienten, welche eine Strahlentherapie erhalten, und zwar
sowohl mit dem Endpunkt Toxizitdt als auch Effizienz der Therapie. Sollte sich eine oder
mehrere dieser Varianten als bedeutsam bestétigen, sollten die zu Grunde liegenden
Mechanismen durch molekular-biologische Experimente geklédrt werden. Ein auf diese Weise
verbessertes Verstandnis wiirde sowohl zur Therapieoptimierung als auch zur Entwicklung

neuer Behandlungsansétze beitragen.
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